
第1 3卷

9 9 1 4年

第2 期 大 豆

SOB A Y N E

科 学

C C N I S E E

V ol
.

1 3

May

NO
。

2
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’

I华北夏大豆与东北春大豆代表品种
H SP诱导合成的比较
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摘 要

本文对华北夏大 豆齐黄0 1 号和 东北春大 豆 黑农1 3号的幼 苗在0 4℃条件

下进行2
、

4
、

6
、

8
、

0 1 h r热击处理
,

分析比较不 同地理种群栽培大 豆 H S P 诱导合

成的种类与 H S P 累积量
。

SD S 一 P A G E 结果表明
:

各热击时间所合成的 H S P 种

类均为华北夏大 豆 多于 东北春大 豆
。

干胶板 C S 一 90 00 型薄层层析扫描仅扫描

结果表明
,

各热击时间合成 H S P 的 累积量华北夏大豆 明 显 多于 东北春大豆
。

华

北夏大豆和 东北春大豆均以 热击 h6
r 时 H S P 种类最多

,

并 累积童最大
。

关键词 H S P ; 大 豆 ( G lyc l’,l m a
x)

;地理种群

热击蛋 白 ( H ae t s h co k p or et in
,

H S )P 是生物体受到不 良环境条件 (如高温 )影响时诱

导细胞合成的一类蛋白
。

热击蛋白最早是在果蝇中观察到的 10[ ]
。

后来证明
,

在逆境条件

下
,

从细菌到人类都能诱导合成 H S P
,

热击反应是一种普遍的生物学现象
。

进行热击反应

与 H S P 合成的研究对阐明热胁迫对动植物有机体的影响以及动植物体对热 胁迫的反应

具有一定的意义
。

高等植物 H S p 的研究起步较晚
,

始于 B a s z e a y n s k i 等 ( 1 9 5 2 ) [
5 ]对玉米的

研究
,

但进展较快
,

已诱导合成大豆
、

玉米
、

水稻
、

大麦等作物的 H s P[
`

· ’ 、

’
、

’
、 “ 、

’
、

’ `
、

” 〕 ,

并对不

同热击时间
、

热击方式
、

恢复时间等 H S P 的诱导合成进行了研究
。

本研究首次以不同地理种群的栽培大豆为材料
,

比较分析华北夏大豆和东北春大豆

H S P 的诱导合成
,

以寻找不 同地理种群栽培大豆对热击反应的规律
,

为进一步了解植物

.

本文于 1 9 9 3 年 8 月 23 日收到
。

T h i
s p a p e r w

a s r e e e i v e
d o n A

u g
.

2 3
,

1 9 9 3
.
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耐热性形成机制
,

进而 为探索培育耐高温作物品种的可能途径和方法提供依据
。

材 料 与 方 法

一
、

材料

1
.

供试栽培大豆品种

华北夏大豆 齐黄 10 号
,

由山东农科院经作所提供
。

东北春大豆 黑农 31 号
,

由黑龙江农科院大豆所提供
。

2
.

标准蛋 白质采用中国科学院上海生物化学研究所东风生化试剂厂分装进 口 的低分

子量标准蛋白质
。

磷酸化酶 B 94 K D 牛血清蛋白 67 K D

肌动蛋 白 43 K D 碳酸醉酶 3 0 K D

烟草花叶病毒外壳蛋 白 17
.

S K D

二
、

热击处理

在 25 ℃恒温箱中催芽至 1
.

0 一 1
.

sc m 左右
,

热击温度 40 ℃
,

热击时间分别为 2
、

4
、

6
、

8
、

l o h r ,

对照为 2 5℃处理 Zh r 。

匀浆液于 1 2 0 0 o r
p m 离心 l o m i n

。

三
、

电泳

采用 L a e m m li [
` ] S D S 一 P A G E 方法

。

浓缩胶浓度 4 %
,

分离胶浓度 一。%
,

点样量 2 0拼 l
。

0
.

2 5% oC
o m as s ie lB u e

染色
,

凝胶图谱在透射光下拍照
,

室温制干胶板
。

四
、

处理方法

1
.

以张自立等人 [’j 方法测定蛋白质分子量
。

2
.

干胶板用 C S 一 9 0 0 0 型薄层层析扫描仪扫描
,

以峰面积表示可溶性蛋白质的含量

以及 H S P 的累积量
。

结 果 与 分 析

一
、

华北夏大豆与东北春大豆 H S P 合成种类的比较

在 40 ℃条件下
,

分别对齐黄 10 号和黑农 31 号热击 Zhr 和 6 hr 后进行 S D S一 P A G E
,

测定可溶性蛋白质分子量
,

结果见表 1
.

4。℃热击 Zh :
时

,

齐黄 10 号共有 n 条可溶性蛋白区带
,

其中新蛋白区带 7 条
,

分子

量分别为 4 6 K D
、

5 1K D
、

7 o K D
、

7 3 K D
、

s l K D
、

8 5 K D 和 8 9K D
.

原有分子量为 3 0 K D 和

3 3 K D 的 2 条蛋白区带含量比对照有所增加
,

但增加量少于 1 倍
.

而 4 3K D 和 62 K D 的 2

条蛋 白区带含量比对照增加 1一 5 倍
。

黑农 31 号有 5条可溶性蛋白区带
,

其中新蛋白区带

2 条
,

分子量分别为 26 K D 和 73 K D
。

原有的可溶性蛋 白只有分子量为 43 K D 的蛋白区带

含量 比对照有增加
,

但增加量少于 1 倍
,

其余分子量为 3 o K D 和 54 K D 的蛋白区带含量没

有增加
。

4 0℃热击 6 hr
,

齐黄 10 号有 12 条可溶性蛋白区带
。

新蛋 白区带增加到 8 条
,

分子量分
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别为 2 6KD
、

2 7 KD
、

4 6KD
、

s iD K
、

7 oD K
、

7 3D K
、

7 7D K和 8 7 KD
。

原有 4条蛋白区带含量比

0 4℃热击 Z h r时又有所增加
,

其中 43 K D
、

62 K D 的蛋白质含量 比对照增加 5 倍以上
。

黑农

31 号有 10 条可溶性蛋 白区带
,

新蛋 白区带增 加到 6 条
,

分 子量分别 为 22 K D
、

24 K D
、

3 3 K D
、

7 3 K D
、

8 1K D 和 g o K D
。

原有 4 条可溶性蛋白质含量均有增加
,

以 5 8K D 蛋白质含

量增加最多
,

达 5 倍以上
。

表 1 齐黄 10 号与黑农 31 号 H S P 合成种类的比较

T
a
b l

e 1 C o m p a r i s o n o
f H S P t y p e s

be t w
e e n Q ih

u a n g N o
.

1 0 a n d H
e i n o n g N o

.

3 1

热热击处理理 品 种种 可溶性蛋白质质 新 蛋 白 质质 蛋 白 累 积 强 度度

HHH e a t s h oc kkk C u l t i v a r sss 区带数 (条 ))) N e w P r o t e i n sss P
r o t e i n a e e u m u l a t i o nnn

SSSSSSS o l u b l eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeePPPPPPP r o t e i n b a n d sss

种 类类 分子 t ( K D ))) 分子 t ( K D ))) 增 强 度
’’

TTTTTTTTT y P e sss

M
o l

e e u
l
a r w e

ig卜rrr
M

o 】e e u l
a r w e ig h ttt E

n
h a n e e m e n t i n r e n s i r yyy

444 0℃℃ 齐黄 10 号号 l lll 777 4 6
、

5 1
、

70
、

7 3
、、

3 000 +++

HHH S Z h rrr
Q ih u a n ggggggg 8 1

、

8 5
、

8 999 3 333 +++

4444444444444 333 +奋奋

6666666666666 222 十于于

黑黑黑农 31 号号 555 222 2 6
、

7333 3 000 十十

HHHHH e in o n ggggggggg 4 33333

5555555555555 44444

444 0℃℃ 齐黄 10 号号 l 222 888 2 6
、

2 7
、

46
、

5 1
、、

3 000 +++

HHH S 6 h
rrr

Q ih u a n ggggggg 7 0
、

73
、

7 7
、

8 777 3 333 十十十

4444444444444 333 拼拼
zzzzzzzzzzzzz 一 6 222 十十

!!!!!!! l 000 666 2 2
、

2 4
、

33
、

7 3
、、

3 000 +++

黑黑黑农 31 号号号号 8 1
、

9 000 4 333 牛十十

HHHHH e i n o n ggggggggg 5 444 干干干

5555555555555 888 柑柑

. :

+ 表示蛋白质含 t 比对照增加 l( 倍 ; 什表示蛋 白质 含 t 比对照增加 l ~ 5 倍 . 拼表示蛋 白质含 t 比对照

增加 巧 倍
.

+
e x p比

5 5 吧 n h a n e e m n t o f p r o t e i n l
e s s o n e t im

e s t h a n t h a r o f c o n t r a s t ;

什 e x p

~
e n 卜a n e e m n t o f p or t e sn l ~ 5 t im e : t卜a n t卜a t o f c o n t

滋
t ;

拼 e x P er s s e n h a n e

em
n t o f p or t e i n m o er 5 t im e 。 r ha o t卜a t o f e o n t r a s t ;

从上述分析可知
,

40 ℃热击多hr 和 6 hr
,

H S P 合成的种类和原有可溶性蛋白质含量的

增加程度华北夏大豆齐黄 10 号均多于东北春大豆黑农 31 号
。

二
、

不同热击时间对华北夏大豆 H S P 合成的影响

齐黄 10 号在 40 ℃条件下分别热击 2
、

4
、

6
、

8
、

1 h0
r ,

表现出对热击的反应不同 (见表 2
、

图 1 )
。

从表 2 和图 l 看出
,

随着热击时间的延长
,

新蛋白区带数呈增加趋势
,

并主要增加低

分子量蛋 白质
,

如 2 7 K D
、

26 K D 和 23 K D
。

热击 h6
r
时一些高分子量新蛋白区带消失

,

如

81 K D 和 8 5K D
。

H S P 累积量占蛋白质量的百分比随着热击时间的延长也增加
,

以热击

h6
r
时累积量达最大值

,

H S P 累积量占蛋白质量的韧
.

93 %
.

随后
,

累积量迅速下降
,

热击

s h r
为 3 8

.

6 2 %
,

热击 10 h r
降至 15

.

06 %
。

表现出 40 ℃ 6hr 热击反应最强烈
.
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表 34 。℃条件下热击不同时间对黑农 1 3号 HS P 合成的影响

T
a bl

e3E f f
e et o

fd if f er ent h
a ets

h
o e

kt im eo n
S P H

s y nt h
s e is

i
nH e ino n gN

o
.

31u n d
er4 0℃

热热击时间 ( hr))) 0 (
e

))) k 222444888 666l 000

HHH a ets
ho ckt im eeeeeeeeeeeeeee

可可溶性蛋 白区带带444 555 1 999 000l 000999

SSSo lu l b eP o rt e in
ba n d

sssssssssssssss

新新 蛋 白 区 带带带 222555 666 666
一

555

NNN ew P o r r e inb
a n d

sssssssssssssss

新新蛋 白分子量 (K ))))) 2 D 6
、

333 7 2 6
、

3 3
、

3 7
、、

22、
24 飞、

3 3
、、

论 2、

4 2沼 3
、、 厂 一

2 2
、

3 3
、

73
、、

NNN ew P rt o e innnnnnn8 1
、

gDDD3 7
、

8 1、 97 0003
、

91
、

9 000
厂

8 1
、

9 000

mmmo l
e eu l

a r
w

e
igbttttttttttttttt

HHHS P 累积量 m m (
艺

)))))8 7 6
.

5 233358 8 9
.

4 5 333 91 28
.

8 1 3 333 9 25
.

1 777 95 1 7 2
.

3 7 000

HHH
s p a ecmu l a r io nnnnnnnnnnnnnnn

四
、

华北夏大豆与东北春大豆的 HS P 合成与累积里的比较

从表 2
、

表 3可以看出
,

齐黄 10 号和黑农 3 1: 号均随着热击时间的延长新蛋白区带数

增加
,

并在热击 6 hr 时出现的种类最多
。

在 4 0
二

C条件下分别热击 2
、

4
、

6
、

8
、

l o h r

时
,

新蛋白

区带数齐黄 10 号 为 7
、

7
、

8
、

8
、

8 条
,

黑农 31 号为 2
、

5
、

6
、

6
、

5 条
,

在相 同处理条件下
,

前者

新蛋白区带数均高于后者
。

齐黄 10 号和黑农 31 号的 H S P 累积量均随着热击时间的延长而增加
·

齐黄 10 号热

击 Zhr
,

H S P 累积量迅速增加
·

热击 h4 ; 与热击 Zhr 累积量相似
,

热击 6 h
` ,

急剧上升
,

达最

大值
。

热击 hs
r 迅速下降

,

表现出 H S P 累积量的增加与减少速度快
。

与齐黄 10 号相 比
,

黑

农 31 号 H S P 累积量的增加与减少速度较平缓
,

即 H S P 累积量逐渐上升
,

又慢慢地下降
。

讨 论

不同地理种群的栽培 大豆在 40 ℃条件下热击 2
、

么 6
、

8
、

1 h0
r ,

均表现出随着时间的延

长 H S P 种类增多
。

在各相同的热击条件下所诱导合成的 H S P 种类数是不同的
,

但均以华

北夏大豆 H S P 种类多于东北春大豆
。

同时
,

还发现 华北夏大豆与东北春大豆所合成的

SH P 分子量也是不同的
。

随着热击时间的延长
,

华北夏大豆与东北春大豆 H S P 累积量均

呈增加趋势
。

热击 h6
r 时达最大累积量

,

之后下降
。

华北夏大豆的 H S P 累积量在各处理时

间均高于东北春大豆
,

并且累积量增加与减少的速度华北夏大豆比东北春大豆快
。

总之
,

不论是
、

H sP 种类
,

还是 H S P 累积量
,

华北夏大豆均 多于东北春大豆
,

表现为华北夏大豆

对热击反应更强烈
。

前人研究结果认为
,

当动植物体受高温胁迫时
,

细胞内一些大分子生物合成被抑 制
,

同时启动新的基因
,

合成一类新的蛋白质
,

减轻细胞内微环境因外界逆境胁迫的伤害
,

从

而使细胞维持新的平衡状态
.

当逐渐升高温度时
,

可使细胞诱导合成 H s P 保护正常蛋白

质的合成
,

提高植物的
“

致死温度
” .

而突然热冲击
,

则抑制蛋白质和 H S P 的合成
。

华北夏

大豆生长在温度较高的低纬度地区
,

得到了
”
热锻炼

” ,

适应了该环境条件
,

形成特定种群
,
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可能因而导致 了在热击处理时所产生的P H S种类和 累积量均多于生长在较冷凉高纬度

地区的东北春大豆
。

华北夏大豆与东北春大豆当热击时间延长时
,

H S P 累积量的增加与减少规律不完全

相同
,

可能两者对热击反应的机理不同
,

有待于进一步研究
。
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