
第 11卷

1 9 9 2年

第 3期

8月

大 豆

S O Y E A B N

科 学

S C I E C E N

Vl o
.

1 1 N心
.

3

热冲击对 oS a j亚属萌芽

大豆种子下胚轴醋酶的影响
’

周玉平

(长春市特殊教育师范学校 )

尹田夫 刘丽君

(黑龙江省农业科学院大豆研究所 )

摘 要

为探索热冲击 1 (王 c ta s卜。 。 k
,

简称 H s
一

下同 )对 : 叮。 亚属野生大豆 (口
.

肋aj )
、

半

野生大豆 ( 0
.

夕。 icl is )
、

栽培 大豆 (G
.

o ax ) 三个 不 同进化 类型大豆 萌芽种 子下胚

轴醋酶 同工酶的影响
。

本试脸采用了 6 个 不连续的骤变温度 H s 处理
。

研究结果

表明
: l )在 端5℃ ( 2王

飞
)

、

4 0℃ ( lh )一 组5 ,C ( Zh )
、

4 0 eC ( Zh )一 2 6℃ ( Zh )一 4 5℃ ( Zh )三

种 H s 处理 条件下
,

阵语 c 区主谱带半野生大豆 第 5 带
、

栽培大豆 第 6 带均 消

失 ; 野生大豆的酶语 C 区的主谱带 第 6 带幅明显变窄
,

色度 明显减弱
; 三种大豆

酶谱 c 区其它谱带有不 同条数的消失 ; 三种大豆酶语 c 区在其主谱带上方均 出

现 一条新谱带
。

2) 三种大豆酶语 A 区和 B 区谱带对所有 H S 反应均不敏感
。

3) 在

2 6℃ (对照 )
、

3 5℃ ( Z h )
,

4 0 ,C ( Zh )三种 H S 处理 条件下
,

酶谱 C 区 野生 大豆主谱

带第 6 带的色度从低温 H s 处理 到高温 H s 处理逐渐减弱
,

而半野生大豆主谱带

第 5 带则相反
,

栽培大豆 c 区主谱带第 6 带的变化没有 明确的规律
。

关键词 熟冲击 ;
励扣 亚属

; 大豆 ; 酉旨酶 ; 下胚轴

随着大气层
“
温室效应

”

的 日趋加剧
,

世界越来越多的地区不时受到热浪冲击
,

使各种

生物的生长发育受到抑制以致危害生命
,

严重地威胁着人类及人类赖以生存的自然界的

动植物等
。

从六十年代起
,

H S 对各种生物的作用的研究成了极有吸引力的崭新的研究领

.
国家自然科学基金资助项目

。

本文于 19 9 0年 1 1 月 2 8 日收到
。

丁士115 aP ep r w a s r

ecc i铲 e d o n N o v
.

2日
,

1 9 9 1
.
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域
。

七十年代
,

研究进展异常迅速
,

对高等植物 H S 的研究始于八十年代
,

前人的工作着眼

于
:

①H s 反应 ; ②H S 蛋白质的功能 ; ③H S 的细胞定位
;④ H S 遗传学诸方面的研究

,

并且

取得了很大的进展
。

在这些方面对大豆的研究更是方兴未艾
。

有关大豆酷酶同工酶在正

常温度下的研究已有报道
,

但据目前所知
,

对 oS 户亚属大豆于 H S 条件下酚酶同工酶的研

究尚未见报道
。

本试验以萌芽 oS 为亚属大豆种子下胚轴为材料
,

探讨 H S 条件下醋酶同工

酶的变化
,

为 so 扣亚属大豆 H S 酶学研究提供基础资料
。

材 料 与 方 法

一
、

材料
:

栽培大豆 ( G
.

二
: ) 一

“

东农 3 8 ”
,

半野生大豆 ( G
.

g
: a e i z is ) 一

“

龙 0 1 一 1 12 ” ,

野生大豆

(G
.

50 扣 ) 一
“

龙 01 一 8 9 ” 。

此三种不同进化类型大豆种子均由黑龙江省农业科学院大豆所

提供
。

二
、

方法
:

1
.

种子处理
:

野生大豆发芽前划破种皮
。

用 50 ℃温水同时浸 i包三种材料 5 小时左右
,

吸胀后用 自来水冲洗数次
,

按 50 粒 /皿装于培养皿中
,

置于 26 ℃恒温箱中培养 60 小时
,

每隔 12 小时换水一次
。

2
.

H S 处理
:

种芽培养完成后
,

分别对三种材料同时进行 H S 处理 (表 1 )
。

表 1 励声 亚属大豆热击温度与时问

aT bl e
1 Th e t e m Pe r a t u r e a r l d t i m e o f h ea t s h沉 k

热热击处理号号 正常温度 (℃ ))) 处理温度 (℃ ))) 处理时间 (’J
、

时 )))

NNN o
.

o f t t
---

NO m a l r e m ( ,C ))) rT
.

t e m (℃ ))) T r
.

t主m
e
( h )))

111 ))) 2 666 2 6 (
e o n 之r o l l ))) 2 hhh

222 ))) 2 555 3 555 2 hhh

333 ))) 2 666 4 000 2hhh

444 ))) 2 666 4 555 l h一 Zhhh

555 ))) 2 666 4 0一 4 555 Z h一 Zh一 Zhhh

助助助 , 2 666 4 0一 2 6一药药药

3
.

酶液的制备
:

(一 )取样
:

每一 H s 处理完成后立即取长为 1~ cZ m 的正常下胚轴
,

洗净
,

吸干
。

(二 )研磨及离心
:

称样 19
,

加 4ml 提取液 (0
.

3M 蔗糖一 0
.

01 M 氯化钾 一 0
.

0 5M 磷酸

缓冲液 )
,

于冰浴条件下研成匀浆
,

用八层纱布过滤
,

滤液 3
,

50 0 ~ 4
,

0 00 印m 离心 10 分钟
,

取上清液
,

分置小瓶中
,

置冰箱 (一 10 ℃左右 )中备用
。

J
.

电泳
,

采用垂直平板不连续聚丙酞胺凝胶电泳法
。

(一 ) 制胶板〔 (浓缩胶 2
、

8% )
_

(分 离胶 了 5%月万点详
.

汽样灵 份`
。

(二 )电泳
,

电极缓冲液为 pH 8
.

3 的 rT
1 S一 汁氮服

。

电流为 之: n 人 耳余带
,

电压力 盯
、 ~ -

3 0 0v
.

卜丝泳甘问 4 至 5 小讨
。
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5
.

染色
,

采用蔡酷一坚牢兰染色剂染色到显色完全为止
,

用流水冲洗半小时
。

a( 一 乙

酸蔡酷和 日一乙酸蔡酷各 g2
,

溶于 1 00 ml 乙醇中
,

每板染色时取其 4ml
,

加坚牢兰 1 2Om g 溶

于其中
,

再加 1 50 iln 磷酸缓冲液即成染色液 )
.

6
.

扫描
,

采用日本岛津 CS 一 93 0 扫描仪湿板扫描
。

结 果 与 分 析

一
、

最终 H s 温度为 45 ℃ ( Zh) 处理的醋酶同工酶变化
:

从图 1 酶谱可见
:

栽培大豆
、

半野生大豆和野生大豆兰种不同进化类型大豆对最终

H s 温度 朽℃ (2 h) 处理的反应在酶谱 c 区酶谱带变化最显著
:

半野生大豆的 4 )
、

5) 和 6)

三个处理的谱带在第 2 带和第 3 带之间同对照相比较均增加 1条新谱带 ;而它们的第 4
、

5
、

6 和 7 四条谱带均消失
.

野生大豆的 4 )
、

5) 和 6) 三个处理的酶谱同对照相比较在第 5

和第 6 谱带之间发现一条新谱带
;
而它们的第 7和第 8 两条带消失 ;第 6 带即主谱带带幅

减小
,

色度减弱
; 只有 6) 处理的第 3

、

第 遵和第 5 谱带消失
。

栽培大豆 4 )
、

5) 和 6) 三个处理

的酶谱同对照相比较酶活性明显减弱
;
唯 6) 处理的第 5 带消失

; 4 )
、

5) 和 6) 三个处理 的第

6带和第 7 带两带均消失
。

半野生大豆 野生大豆 栽培大豆
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八 区

B 区

C 区

图 1 三种大豆不同 I` 沮度下酷酶同工酶酶谱

( 1 )
、

2) … 6) 为处理号 ;带的顺序为从
“ 一 ”

到
“ 一卜”

数第 1到第几带

F ig
.

1 T h e z yr n o罗 a m o f 胎沈 r a 叨 o f s 。扣 一
s u b s e n u s 即y b e a n u n d e r d i f f e r f n t h监 t

s h oc k te m pe
r a t u r e l )

,
2 )

,

3 )
,
4 )

,

5 )
,

6 ) a r o N o
.

o f t r ea tnr e n t o f 1 15

以上结果说明
:

最末温度为 45 ℃ ( Z h ) 的处理
,

使相当数量的正 常醋酶同工酶的活性
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被抑制或使其控制基因关闭
,

抑或使 M R N A 不能翻译
。

同时均有新的酶谱带出现
,

可以推

测有新的基因一 H S 基因被启动并诱导合成 H S 酷酶蛋 白
。

关于 6) 处理
,

野生大豆和栽培

大豆酶谱带变化与其同种 4) 和 5) 两个处理相 比较变化是很大的
,

并且不同种间存在着差

异
,

而半野生大豆 6) 处理酶谱带与其同种 4) 和 5) 两个处理的谱带相对 比未见变化
,

可能

不 同进化类型大豆对 40 ℃ ( Zh ) ~ 4 5
`

C ( Z h ) H S 温度骤变反应及应答能力方面有异
,

有关

该方面的研究正在进行中
。

二
、

3 5 ,C ( Zh )和 4 0℃ ( 2全
;
) H S处理醋酶同工酶的分析

:

对于 2 6℃ (
e k )

、

3 5 oC ( Zh )和 4 0℃ ( Zh )三个处理 由图 一及图 2和 图 3可知
:
( 1 )野生大

豆主谱带无论峰面积大小及峰面积值百分比
,

由低 H S 温度到高 H S 温度骤变 H S 温度处

理使该带位的酷酶同工酶活性降低
。

(表 2 及图 2)
。

如此骤变升温 H S 处理对野生大豆耐

热能力的形成是不利的
。

( 2) 半野生大豆主谱带即第 5 带变化有一定趋势
,

峰面积由小到

大
,

酶活性增强
。

(表 3 及图 3 )
。

由此说明该带酶活性增加
,

此乃进一步说 i}J 肋为 亚属中

半野生大豆在耐热能力上有一定的快速反应能力
,

对是否是此谱带同工酶蛋白合成加强

或有热击基因开始工作而产生热击蛋白
,

抑或两种原因兼有
,

对此进一步探讨是很有意 义

仁(
一— 下丁

-

一一 !
一

2
’

“。。

{ 卜 1
.

6 0 0

!
、 1

.

2 0 0

、 0
.

8 0 0

2 6℃ ; 。 .c’
1

草 _ 0
.

4 0 0

0
.

8 5 0
.

0 1 0 0
.

0 5 0 0

【一 .0

1 0 0
.

0 1 1 1
.

2 0 0

8

、工C甘

丫、古

l
引卜.̀

l子一̀
óù, |J护一八U5尸ùú月卜八2一八U交U匕l哎

1J0ó一汽U
声夕一一勺

图 2 箭头所指为野生大豆在相应温度下第 6 带峰

F ig
.

2 hT
e s ix th ba

n d o f a r e a C o f es t e r

梯 yZ m o g r a m o f w il d s o y be a n u n d e r di f介 r e n t l拐 t众m pe
r a t u r e

表 2 热击下野生大豆醋酶酶谱 c 区第 6谱带

T a bl e
2 hT

e s i X ht ba
n d of z y m og

, a m i n w i ! d s
oy 比

a n u n d o r 荃IS

热热 击 温 度度 峰 面 积积 峰面积百分比比 谱 带 色 度度

衣衣 m
.

H SSS P幼 k a t叨叨 P ea k a r
ea %%% B a n d C O】O世世

222 6℃ ( co n .t ))) 6 6 1 5 0
.

999 1 1
。

666 深 d e
sn

eee

333 5℃ ( Zh ))) 5 7 1 5 7
,

888 1 0 777 较深 m 记 d一。 d e

,,

444 0℃ ( h2 ))) 5 6 9 8 4
.

777 9
.

555 浅 w ae k er
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卜卜卜
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.

0 00

1 6 0 0

0
.

8 0 0

0
。

凌 0 0

37
.

8 5 0
.

0

0
.

00 0

一 0
.

2 00

1 1 4
.

8

图 3箭头所指为半野生大豆在相应温度下第 5 带峰

F 孟 9
.

3 Te ll f江h t比
n d o fa r

份 C o fes 姗as e 不y m og ra : n 成 s e m i一 w id ls
叮be a n un d e rd i f fe e n rt】 -l5 te m P e ra t ure

的
。

( ) 3栽培大豆在 1 )
、

2) 和 ) 3三个 s H处理条件下
,

其变化没有规律
。

总之
,

三种不同类

型大豆在 1 )
、

2) 和 3) 三个 H S 处理条件下其酷酶同工酶变化不尽相同
,

说明 35 ℃ ( Zh )和

.10 ℃ ( h2 )对 oS aj 亚属大豆耐热能力的产生的影响是不同的
。

表 3 热击下半野生大豆酷酶酶谱 c 区第 5 谱带

aT bl e
3 hT

e 力f th ba dn of z y m o 即a m in s e m i一 w j ld s o y决 a 几 u n d e r l拐

热热 击 温 度度 峰 面 积积 峰面积百分比比 i普 带 色 度度

eTTT m
。

i巧巧 P ca k ar 比比 P o k a r
ea %%% B a n d C O IO u rrr

222 3 C (
c o n t

.

))) 5 2 3 3 3
.

4 555 8
。

777 浅 w e欧 e rrr

333 5℃ ( Zh ))) 60 2 47
。

6 444 1 0 444 较深 m 主“ 一。 d e

seeen

444 0℃ ( Zh ))) 6 8 38 8 6 000 8
,

777 深 d e o s。。

三
、

不同 HS 温度处理对酶谱 A 区和 B 区酷酶 同工酶的作用分析
:

野生大豆
、

半野生大豆和栽培大豆
,

在本试验研究中的任何处理条件下
,

在酶带的 A

区和 B 区未见变化
,

揭示了不同进化类型 励尸 亚属大豆的某些基因是具有同源性的
,

并

且此同源性基因控制合成的醋酶同工酶具有耐 H S 温度的能力
,

对此类酶的生物化学和

遗传学方面的分子水平研究
,

为人工培育耐 H s 温度的大豆新品种方面有一定意义
.

四
、

总览 A
、
B 和 C 三区谱带分析

:

从图 1 可见
,

半野生大豆
、

野生大豆和栽培大豆在 26 ℃ (2 h )
、

3 5℃ (2 h) 和 40 ℃ ( Zh )处

理条件的酷酶谱带均未见显著的变化
,

说明 26 ℃
、

35 ℃
、

40 ℃为正常条件下的温度
,

酷酶

对它们已经适应了
,

在这种条件下
,

酷酶仍保持其特性并具有生理活性
,

然而当有 45 ℃处

理存在
,

不论是 4 0 ,C ( l h )一 4 5℃ ( Zh )还是 4 0 ,C ( Zh )一 2 6 ,C ( Zh )~ 4 5 ,C ( Zh )
,

同 4 5℃ ( Z h )

处理的结 果没有显著的区别
,

可以推知
,

4 5℃是使酷酶发生质变的临界温度
。

这对产生抗

H S 的大豆新品种具有重要意义
。
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