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大豆贮存蛋白研究

林
、

恋 平 尹 光 初

(中国科学院植物研究所 ) (黑龙江省农业科
“、

笋院大豆研究所 )

种子贮存蛋白 ( s t or
a

ge p r ot o i n) 是一类非常重要的植物蛋白
。

它为萌发的幼苗

提供氨垫酸和氮的来源
;
它作为人类的高蛋自食物

,

提供了巨大的经济利益
。

由于植物

蛋 白在人类生活中的近要 险与 日俱增
,

对贮存蛋自
,

_

龙具是对 大豆贮存蛋白的研究
,

引

起 了很大重 视
。

大豆种子蛋白质含量往往超过 4 0 %
。

某些野生大豆变种蛋 白质含量 高达种 子 干 重

的 5 5
` , 、。 。

而一般豆类种子含蛋 自质 25 一 3 5 %
。

大豆的种子如同其它豆科植物的种 子 一

样
,

子叶 占据了种子的大部分
。

子叶有两个生 长阶段
,

即细胞迅速分裂的阶段和细胞膨

大的阶段
。

在后一阶段合成并积累了大量的贮存蛋 白及其它贮存物
,

如淀粉
、

油等
。

贮

存蛋 自是以不溶性的蛋自体 ( p r ot
e

in b o d y) 的形式沉积起来的
。

蛋白体被一层光滑

的 j]芡包 困着
。

从蛋自体产生的过程来看
,

蛋白体膜可能来白液抱膜
。

蛋白质在 内质网上

合成之后
,

经 高尔基 氏体进入液泡 〔9
、

10
、

2 4〕
。

在蛋 白体中占绝对优势的是贮存蛋 白
。

贮存蛋 白中主要是球蛋白 ( g l o b u l i )n
,

约

占全部种子蛋 自的 60 一 7 0少
(, ,

还有一定数量 (约 2 0 % )的 自蛋 白 (a l b u m i )n
。

蛋 白体里

还结合右其它一些蛋白质和酶
,

如植物凝集素 ( p l , y t o h e m a g l ut i川 sn )
、

胰蛋白酶抑制

剂 ( t r y P s i ll i n h i b i t o r )
、

蛋 ,
’

」酶 ( p r o t o a s e s ) 不[I磷酸酶 ( p h o s p h a t a s e s
) 〔4 1〕

。

干种子的蛋 自体中蛋自处于相对稳定的状态
。

到了代谢上更 J] 11活跃的阶段
,

种子萌

发阶段
,

它 刁
`

发生降解
。

其绝大部分 作为氨基酸和氮源用于合成新的含 氮化合物
。

所以

这些蛋 自质称为贮存蛋 自
。

贮存蛋 白不同于那些有代谢犷占胜的和起结构作用的蛋白质
。

,: t期对豆类贮存蛋 I尸
_

11为 研 究 以 o s b o r n e 不11 C a , n p b e l l ( 15 9 8 ) j翔勺工 作 为 最 重

要 : 4 9〕
。

他仃j发现豌豆
、

大豆等科
,

子大部分是盐溶
』

{生的蛋 白封
,

即球蛋 性l ( g l o b u l i n )
,

也就是所 谓 l o g u m ill (有人译为豆球蛋 白 ) 和 vi c
iil

n (有人译为豌豆球蛋 白 )
。

用 硫

酸按沉淀和等电点沉淀的方法
,

可以得到这两种球蛋 自
。

超速离心和电泳技术的发展
,

使得对这两种蛋白的研究更加深八
。

已经搞清楚 l e g u -

ln i n 不日 v i e i l i n
的沉降系数近似于 1 1 5 和 7 5 。

它 ){ j的分
一

子量大约是 3 2 1
,

0 0 0 和 1 8 6
,

0 0 0
。

等电点分另:j为 p H 4
.

8 和 p H 5
.

5 〔21 〕
。

这是最主要和研究址多的两种球蛋 白
。

后来在大

豆 迄比它少
、

乡: 种子
`
卜又发现 了 2 : 球蛋 自〔20

,

引
, 。

2 : 蛛蛋自分子认在 2 7
,

8 0 0一 32
,

5 00 之

介
:

1
。 ’

序}匕 j 【 ,ii 二 p日 5
.

8一 4
. 几之间之3了

。

后来发
;

_

绝 2 :
闭̀分

;
`

力球蛋 {
’

j不充个是贮 仔蛋 白
,

其

中的主要成分有蛋白酶抑制剂的活性 〔36 〕
。
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一
蝴一
关于分离和纯化大豆球蛋 白的细节和工作要点

,

可以参阅 D e r b ys h i r e 等人 〔21) 对

豆科植物球蛋白的分离所做详细的评述
。

制备大豆球蛋白通常以未经贮存的千种子为起

始材料
,

先制成脱脂的干粉〔54 〕,

再用稀的盐溶液 (如 0
.

4 M N a C )I 和水进行抽提
。

而

后用适当浓度的 M g
十 +

离子〔1〕和适当饱和度 的 ( N H 。 ) 2 5 0 ;
沉淀球蛋白

,

使各组分 分

部 〔6 4〕
。

脱油一般用正已烷和 乙醚
。

有的作者认为这并不是必定要做的程序 (31 〕
。

我们在自己

的工作中也试过事先不脱油
,

似乎对于球蛋 白的得率没有大的影响
。

从最初的样 品中抽提贮存蛋 白不宜用较高的离子强度
。

这也是为了避免阳离子和高

离子强度会增加蛋白质
一

肌醇六磷酸 ( p r ot o i n 一 p h y t at e ) 之间的相互作用
。

蛋 白质与肌

醇六磷酸复合物容易在酸性 p H 值 (P H 4
.

5 一 6
.

6) 沉淀
。

所以抽提缓冲液的 p H 布肖应高于

这个范围〔舫〕
。

但高 p H值可能促进球蛋 白分子之间聚合与解离反应〔42〕
。

现在许多人采川

W
o l f 和 B r i g g s 〔6 4〕采用过 l为提取介质

。

其成分如下
: 0

.

0 3 5人侄磷酸缓冲液
,

o
.

4 M N a C I
,

o
.

o 1 M 尽一疏基乙醇 (刀一m e r e a p t o e t h a n o l )
, p H 7

.

6 , 一; 一 0
.

5
。

为了在低离子强度下进

行研究
,

上述标谁缓冲液
L
l
“

可以省去 0
.

凌M N a C I〔3 0〕
。

加人低浓度的 户疏摧乙醇或二琉旅苏糖醇 ( d i t h io t h r e i t ol ) 是为了 抑 制 二 硫 桥

( d i s u lp h i d e b r i d g e
) 形成

,

减少蛋 白质分子之间的聚合作 用 ( p o l y m e r i s a t i o n ) 因

为聚合的结果往往产生不溶性的蛋 白
。

据我们经验
,

硫
、

氢基的试剂也往往使球蛋 白分解

为五小的亚基
,

从而使得到的球蛋白在聚丙烯吼胺电泳上增加
一

r 更多的带
。

所以 S H 一化

介物的用量不可过大
。

分离蛋 白的程序通常在低温下进行
,

以减少蛋白的水解作用
。

有的作者提出球蛋 自

的低温沉淀作月} ( c r y o p r e c i p i t a t i o n ) 影 l向球蛋白的得率 〔2 0
、

66〕
。

还 有 各 类 蛋 白 之

间的相互作用 也影响分离 〔21 〕。

为了减少那些不 良因素的作用
,

十分重要的一点是 尽 可

能使提取和分离的过程进行得快一些
。

用适当饱和度的硫酸按来沉淀不同的球蛋 白是迄今应用最广的方法
。

也可以用等电

点沉淀的方法来分离和纯化球蛋自〔54 〕
。

等电点沉淀一般要重复沉淀几次
,

每次沉淀都有

相当多的蛋自质形成二硫桥的多聚体
,

不再重滚
,

损失较大 17[
、

63 〕
。

迸一步纯化大豆球蛋自的方法有多种
。

生物化学的工作中广泛采 J}J凝胶过滤的方法

除去低分 子从 l为蛋自及非蛋 柱11为杂质
。

H a s e g a w a 等人 〔2 9〕川 S e P h a d e 二 G Z o o 使大豆

7S 与 1 1 5 球蛋自分开
。

现在更多地采用 D E A E
一

纤维索和 D E A E 一 S e p h a d e x 来纯化

大豆球蛋 白〔.14 “
、

4 8〕
。

川专一性的抗体或植物凝集素蛋 白
,

如刀豆球蛋 自 A ( C o
cn

a n -

a v al in A ) 结合于 固相支持物上进行亲和层折
,

如抗 体
一 S e p h ar os e 和 C o n A S e -

p h ar os
e
亲和层折将成为分离纯化蛋白的有力工具

,

并已在大豆蛋 白分离中 初 步 使 用

〔21
、

38 〕
。

但较为方便的还是蔗糖密度梯度离心
,

它更适于小敛样 品 的 纯 化
。

H il l 和

B r e i d e n b a C h帅 l)j I密度梯 度离心法分离少( 豆球蛋 自的程序为许 多人所采川
。

il’ 而介绍 ) L种大豆球蛋自的特性
。

w
。 1〔和 B r i ` : 5 〔6 5

一

{及 B : 、 d l e , f Z少报 导过 1 15大豆球蛋自的物理特
`

}
,

i
。 ` ,

飞11
·

1他们称这种
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蛋 白为 g 瓦 c i ni n( 曾译为大豆球蛋白 )
。

测得实际沉降系数为 2 1
.

2一 2 1
.

3 5
,

扩散系数

( d i f f o s i o n e o e f f i e i e n t ) ( D Z。 , w ) 约为 3 x l o一 7 e m Z / S
,

分子量在 3 0 0
,

0 0 0 到 3 6 0 ,

0 0 0

之间
。

S D S 疑胶电泳分析表明
,

大豆 1 15 球蛋 白含有两种不同的亚墓
。

对于亚基的大小和

数 吸
,

不同作者的研究结果 沐不一致
。

C a t is i m p 。 。 l a s 等人 〔13
、

“ 〕的研究表明
:

这一蛋白

含有六个亚华
,

其中三个具碱性的等电点
,

分子量为 2 2
,

0 0 0 ; 另外三个具酸
`

}生等电点
,

分

子量为 3 7
,

0 0 。
。

根据 N
一

未端氨基 酸的分析
,

推测 出一个亚基排列的模型
:

12 个亚墓红L

成一个二聚体
。

每个单位 由六个亚韭排成六角形所构戍
。

这两个单体一上一下落在 一

起
。

B a dl e y 及其同事哟对大豆 1 15 蛋 白迸行电镜分析
,

支持上述这个假设的模型
。

B a d l e y

认 为酸性和碱性亚墓的交补排列
,

使单体十分稳定
。

I创 at 二 ur
a 等人 〔40 〕将 j ls 蛋 白 降

解和烷基化后
,

用碱性和酸性的尿素凝胶电泳可以分成 4 个酸性亚基和 4 个碱性亚基
。

碱

性亚毯 (即 B
,一 B ; ) 分子量均为 2 2 , 5 0 0 ,

可用 C M
一 S e p h a d e X 将它们分开

。

B
l ,

B Z ,

B 3 ,

B 4 四个亚旅的分子数 「1比为 1 : 1 : 2 : 2
。

四个酸性亚基
`

1
, A , 、

A Z 、

A 3分子量为 37
, 0 0。 ,

A : 分子员为 4 3
,

0 0 0
。

D E A E 一 S e p h a d e x 层祈 可将它们分 J「
。

A ; ,

八 : ,
人 3 ,

A ; 分子数

「{比为 1 : 1 : 2 : 2o

itI t a m u r a

即〕发现酸性和碱性亚基之间有肴二硫键
。

当这种球蛋 白用尿素分解时
,

形成三利
,

居间的亚基 ( 15
一 1

,

15 一 2 和 15一 3 )
。

15一 1包含 A : 、

A : 和 B
3 ,

分子量为 5 5 , 0 0 0 ,

工S一 2 包含 人 3 和 B l 或 A 3 和 E Z ,

分子量为 6 3
,

。 f 。 ; 15一 3 包 含 A 4
和 lB

,

分 子 量 为

6 3 , 0 0 0
0

不久前 M or i两 、 研究 了十八个大豆栽培种中 1 15 蛋 自的亚丛构成
。

发现它们 的 酸

性亚基和碱性亚基的比例有 5 种形式
。

关 于 7 5 球蛋 自的研究 也十 分深人 〔3 2
、

3 4
、

5 0
、

5 4一 5 7〕
。

K o s h i y a m a
和 F u k u s h i m a

分 离出两种不同的 7 5 球蛋 自
,

分别称为 介
e o n g l j e i , , i n 和 ,一 e o n g l丁 c i n i n 。

召一 C o n g l -

cy in in 是主要的存在形式
,

它在 0
.

5 M 离子强度的缓冲液 中以 7S 形式存 在
,

在 。
.

I M

离子强度的 i齐液中透析贝!}形成 9 5 的形式 {57 〕
。

7S 蛋白的分子量为 15 0 , 0 0 0一 1 7 0 , 。 0 0 ,

I{l三种亚 J态 a , a ,

(分子员约为 5 7
,

0 0 0 ) 及 口 (分子量 为 4 2
,

0 0 0 ) 组 成
。

T h a n h 和

S h i b a s a k i〔5。
、

5了〕把
c 。 n g l u c s n i n 分成六禾}

1

异构付
、 ( B厂B 6 )

。

它们的亚墓组 成 是 这 样

的
:

l〕J , “ ` (
’

( 1
: 2 ) ; B : , a 口( 1 : 2 ) ; B 3 , a “ 刀( 1 : 1 : 1 ) ; B ; , 二声( 2 : 1 ) ; B S , a a ,

( 2 : l )

和 B
` ; , a ( 3 )

。

这些异构体在氦 毯酸比例上和碳氢 比例上都稍有不同
。

他们还发现将捉

纯的亚基棍在一起
,

会重新结合成各种不同的异构体 〔55 〕
。

下面介绍 球蛋 白的研究情况
。

K OS h iy a m a 等人 〔36
、

3了〕 对 2 5 球蛋白的分 离 和 鉴

定做了不少工作
。

他们发现 2 5 蛋 白包括两个免疫学特性不同组分
。

即二者具有不同的

抗元性
。

2 5 球蛋广l在圆盘电泳
_

!二可分为 6 个带
。

三个为主带
,

占全部蛋白的 8 0 %
。

这三

个主要成分可以用 D E A E
一

s e P h ` d e x 层析迸行分离
。

层析柱上洗脱下来的三个顶峰都

典有抗腆酶或抗
a 一 !l火凝乳蛋自酶 }、勺活队

。

且中两个主 要成分
,

山1 a 3 和 a 4 ,

在免疫学性

质上怂一致的
,

但在不同 于另夕}一个称为
a : 的蛋 自

。 、 : 、 、 3 , 二 ;

这 三个组分的分子九l分

别 为 3 2 , 5。。
、

21
,

9 0 。 和 27
,

8 0 。
。

它们 N 一
末端氨华酸都是天门冬氨酸

。

这 三个组分作
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为蛋 白酶抑制剂的作用
,

所适应的 p H范围及热稳定性等均有所研究
。

并且发现来自不

同地域的大豆栽培种所含
a : , a 3

和
a `
是不相同的

。

实际上对大豆贮存蛋 白物化特性的研究是相当广泛的
。

例如关于 免 疫 化 学 l钩 研

究 〔11
、

15 〕就是十分重要的方面
。

有的作者用荧光抗体法研究贮存蛋 白的细胞定位 (2T 〕
。

有的研究种子休眠和萌发时的贮存蛋 白〔12j
。

笔者研究 了某些栽培大豆
、

野生大豆以及

半野生
、

半栽培的一些大豆中 n s 蛋 白
、

7 5 蛋 白和 2 5 蛋 白的比例关系 (资 料 尚 未 发

表 )
。

有的人研究大豆蛋 白在超声作用下的凝聚作用 a( 9 9 101 二
r at i o n) 〔62 〕

。

也 有 从 食

品工业的角度研究大豆蛋白和香味化合物之 间的相互关系 〔.18 1幻等等
。

山于贮存蛋白占种子蛋 白的绝大部分
。

所以大豆的营养价值基本上取决于贮存蛋自

的氨基酸组成
。

这里我们列举一些作者测定的结果供参考 (见表 1 )
。

表 1 表明 7 5 比 n s 有更多的赖氨酸
。

1 1 5 比 7 5 含有更多的谷氨酸
。

7 5 和 n s 蛋

白在酪氨酸对色氨酸的比例上也存在着差异
。

7 5 蛋 自 中酪
:
色 一 10

: 1 ,

而 n s 中 为

4 ` 1
。

最值得注意的是贮存蛋 白中甲硫氨酸 ( 即蛋氨酸 ) 和 半胧氨酸含量很低
。

其它豆

科植物种子也存在类似情况
,

这是豆子营养价值的一个限制因素
。

B l i s s
和 H al l〔3〕认为

,

改进豆类种子氨基酸组分的一个办法是选育 白蛋 白 /球蛋 白比值高的品种
,

因为通常白蛋

白更富于 甲硫氨酸
。

R o m e r 。 等 l5[ 〕在菜豆的一个品系中找到三个高甲硫氨酸的 亚 兹
。

山于亚基的遗传受单个遗传基因的控制
,

可以在分离的子代中找到高甲硫氨酸的类型
。

此外环境 因素
,

如硫肥
,

也可能影响贮存蛋 白的构成和数量
,

从而氨墓酸的组分 也跟着

发生变化 r 7
、

2 4〕
。

近年来研究大豆贮存蛋白的重点在于研究种子发育过程中各种贮存蛋 白 的 积 累迸

程
。

涉及到球蛋 白墓因的转录
。

B e
ac h y 等人氏 4

、

6
、

43 〕在这方面做了许多工作
。

表 2 为

M e i n k e 〔4 3〕所概括的 7 5 和 1 1 5 蛋 白及其 m R N A 的积累进程
。

从表 2 我们看到 7S 蛋 白的 m R N A 的转录先于 1 15 蛋 白的 m R N A
。

当种子进人大

量合成贮存蛋白的阶段时
,

也是 m R N A 最丰富的时候
。

大豆种子发育期贮存蛋白的合

成是在转录水平上控制的
,

这是最近研究的一个结论抵 2 5
、

26 〕
。

一些研究者认为
,

种子发育过程中 7S 蛋 白 和 11 5 蛋 白 的 亚 基 组 分 是 有 变 化

的 〔24
、

31
、

43
、

6T 〕
。

M e i n k e 〔43 〕还发现大豆胚轴积累贮存蛋自的情况与子叶有所不同
,

而且

在胚轴的 7 5 蛋 白中还出现 了一个附加的
“ 。

亚荃
。

标记氨基酸掺入贮存蛋自的实验表明 2 5 蛋 自的合成在种子发育的
一

旱期直至成熟一

直维持较高水平〔6。〕
。

顺便提一下
,

在许多豆科植物种子中存在着与贮存蛋白有关的 长寿 m R N A ( l o n g -

l i v e m R N A ) 〔2 8〕
·。

这种 m R N A 的生物学意义还没有搞得十 分 清 楚
。

M
o r i〔4 6〕 和

B e
ac h阁等人发表了从大豆种子中分 离 m R N A 的方法

,

对深人研究大豆蛋白的合成是

一个推动
。

人们希望 了解 为什么普通豆科植物种子蛋 自质含 准仅 25 一 3创
。

(有 的 可 达

3 0夕乞 )
,

而大豆蛋 白质可高达 40 一 5 0 %
。

希望从 D N A R从气 蛋自质的过 程中找到差别

的原囚
。

我们认为核酸研究的技术迸展将 使得 可以用 专一的分 户探针 、 s p e c 汀 ic 川 )lt c

C ul a r
rP

o b e s ) 来研究种 子的发育过程
,

研究环境因子
、

营养条件
、

病理过程对基因表
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达的影响
。

最后我们提一下关于大豆贮存蛋 白基因改善的问题
。

1 9 79 年国际原子机构 和 联 合

国粮农组织在维也纳召开 了 《 改进禾谷类和豆类种子蛋白的国际学术讨论会 》
。

会议对

发展中国家人 民营养问题予以很大关注
。

认为提高种子蛋白的数量和质量有着巨大的潜

力
。

会议论文涉及包括大豆在内的贮存蛋白基因型的改良
。

几十种豆科植物种子中存在 1 1 5
、

7 5球蛋白
,

从全蛋 l升 ( h o l o p r o t e i n ) 看
,

它们

有着很大的变异性
。

但是从亚基的分析来看
,

却有着很多共同的地方
。

T h o m a s o n 〔59) 分

表 1 大豆贮存蛋 白的氨基酸构成 ( m ol 乡沁

”
.

”
` ’

井二
·

” `

队
52〕

L

奈
〔4了〕

: ’ .

;
`

黔嚣…
’

〔 5了〕 ` S 〔3。〕

-5’’’’
旧 ’ .

〔

箭
〕 ” 一

’

一甘一
表 2 大豆 7 5 和 n s 蛋白及其 m R N A 。

的积累进 程

种子长度
发育的种子贮存蛋白瑟囚的表达

rn m

开花后天数

天

6一 7 14一 1 8

18一 2 0

1日一2 1

1 2 > 28

14 > 5 0

通过以克隆
c

D N A 为探针的 D N A
一

R N A 杂交
,

开始检测出 ST 和

1 15 蛋白的m R N A s
。

ST 蛋白的 a `
和 a 亚基在子叶和胚轴中积累

.

分子杂交发现 ST 蛋白

的 m R N A s
水平提高

。

在子叶开始积累 1 15 的酸性 l1T 碱性亚基
。

分子杂交发现 11 5 蛋白的

二 R N A s
水平提高

。

了S 的 刀和 11 5 的 A 4 酸性亚 哄 户巾 }
,积锹 7 5 的 a

’

亚基开始在

){不翻}j r
{

,犷}累
。

分子杂交不冉检出 7 5 和 115 蛋自的 m R N A s
。
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析了豆科植物的主要贮存蛋 白的亚墓
,

研究了这些亚垫在分子形式上的多样性
,

认为贮

存蛋白的表现基 因活动系统不仅涉及组成这些蛋 白的亚墓初级序列
,

也包括对这咚亚基

的修饰
、

运输
、

装配
、

包装以及几种亚基的比例等
。

前面我们已经提到在控制亚基组成的水平上选育更高营养价值的大豆
。

C h o w 〔川介

绍过用射线处理获得高产
、

高蛋 自的大豆突变株
。

着来通过诱变培育良种有 较 好 的 前
.

云1
J i气 O

诚然
,

贮存蛋 白基 因的改善还涉及其它墓因
。

例如大豆含油量和蛋白量成负的相关

关系
。

高产
、

高蛋 白
、

抗病等也往往相互矛盾
。

近年来一些育种家十分注意选择野生大

豆变种做为亲本
,

使野生大豆的优 良性状向栽培大豆转移
。

{; }
〔 3 〕

〔 4 〕

〔 5 〕

〔 6 〕

〔 7 〕

( 8 〕

( U 〕

〔10 )

{{;}
〔1 3〕

、 J工 lr、 se
沪、 .2、 、J、 ..护、 l矛、 .Jù、 . J工se产

1415比竹181920212223
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