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大豆 sM v 病源相关蛋白的诱导

与耐病性获得

刘丽君 陈怡 高明杰 崔喜恒

( 黑龙江省农业科学院大豆所 ) (木兰县建国乡 )

提 要

本研 究利用 S D s一 P A G 技术
,

研究了不 同杭病性品种 ( 系)接种 s M v l 号株

系后
,

病源相关蛋 白的表达变化
。

结果表明
:

大豆接种 s M v 后
,

感病品种蛋 白亚

基增加数 目较 多
,

同时也伟随 着一些正常表达的蛋 白亚
.

基的降解
。

而 高杭 s M v l

号病毒的 大豆株系
,

接种 s M v 病毒后
,

蛋 白亚基增加 l一 2 条
,

其正 常工作 的蛋

白组分均没有消失
,

蛋 白亚基消失与表达的变化与品种的衬病性获得相一致
。

这

一结果
,

目前尚未见报道
,

深入研究病源相 关蛋 白的性质
、

表达和 消失
,

对研究 大

豆感染 s M v 和抗病性 的分子鉴定具有一定的意义
.

关键词 s M v ;
诱 导

; 病源相关蛋白 ; 蛋白亚基

大豆 s M v 病源相关蛋 白 ( s o y b e a n s M v p a t h o g e n es is 一 。 la t e d p r o t e讯 s
)是大豆被

s M v 病毒诱导后新产生 (或累积 )的一种或多种蛋白
。

目前
,

有关植物病源相关蛋 白的存

在
,

诱导的研究 已在烟草
、

黄瓜
、

番茄中加以证实 .l[ ”
、

`〕。

研究表明
:

不同植物 中出现的病

源相关蛋 白的数 目不同
,

它 们很可能是植物对病源感染或相关诱导的基本反应之一
,

并参

与组织抗性
,

而有关大豆方面的研究至今尚未报导
。

大豆感染 s M v 后减产非常严重
,

深

入研究大豆对 s M v 的感病机理
,

不仅在理论上
,

而且在生产上有非常重要的意义
。

本实

验旨在通过对感染和没感染 s M v 大豆病源相关蛋 白的分析
,

从生理生化水平上探讨大

.
自然科学基金资助项 目

。

本文于 19 9 3年 12 月 1 6 日收到
。
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材料和方法

本实验供试的大豆品种
:

抗病品种
:

哈 88 一 7 7 “
、

哈 88 一 2 501
、

;感病品种
:

合丰 2 5
,

黑农 3组;困哈 88 一 2 4 9 9( 中抗 ),
_

上述品种种于防虫网室
。

于真叶期接种 s M v l 号株系
,

接

种后 的两周进行采样测定
。

样品提取
:

取大豆 叶片 19
,

洗 净吸 干水份
,

剪碎
,

加 sml 样品提取液 ( 5 0m M T isr
,

p H 6
.

8
,

8
.

2% ( w / v ) s n s
,

5纬 ( v
八 )疏基乙醇

, 1 0% ( v / v )甘油
、

0
.

1纬澳酚蓝 )
,

研磨
, 4 ,C

放置 1小时
,

8 层纱布过滤
,

1 0
,

0 0 0 x g 离心 10 分钟
,

在 70 ℃的恒温水浴中保温 10 分钟
。

电泳
:

采 用不连续双垂直板 电泳
,

用 s sD ( SM 尿素 ) 一 P A G 电泳技术
,

分离胶为含

0
.

1% s D s 的 10 % 的聚 丙烯酸肢凝胶
。

浓缩胶浓度为 4
.

5 %
,

电极缓冲液
: 0

.

25 M T r is 一

H e L
,

0
.

1% s n s
、

0
.

0 2 5M日一疏基乙醇
、

0
.

1% B P B
、

0
.

SM 尿素
.

每孔点样 6 0林一
。

上槽为负

极
、

下槽为正极
,

18 m A 稳流
。

到 B P B 浓缩胶层出现前定电压 1 0 0 v
,

澳酚兰为指示剂
。

染色与脱色
: 0

.

1写考马斯亮 兰 R 25。 ,

40 %甲醉
、

10 纬醋酸
,

从泳动槽中取出凝胶
,

用 染

色液染色 3 0 分钟
,

再用 10 %醋酸脱色
。

标准分子 t 计算
:

标准蛋 白的分子量分别为
: 9 4K D

、

6 7 K D
、

4 3 K D
、

3 0K D
、

1 7
·

S K刀
。

标准蛋白的预处理
:

取 6m l 标准蛋白原液放到 E p en d or f 管内
,

加 1 2 0川 样品提取液
,

7 0
’

C水浴加热 10 分钟
,

电泳点样量为 60 川
。

分子量的计算
:

按 w eb
e r

.

K钾所采用的公式
:

lo g M
.

w ~ lo g K 一 b R m 计算分子量
.

式中
:
log K 为截距

,

b 为斜率
,

R m 为电泳带的迁移率
。

结果与讨论

大豆不同品种叶肉细胞 内的蛋白组分经 s D S 一 P A G 技术分析后可显示 22 条谱带
,

它们的分子量 在 1 8
.

SK D 一 93
.

OK D 之间 (图 l )
。

人工接种 s M v l 号株 系后
,

叶片内蛋白

亚基分析表明
:

感病品种比抗病品种蛋 白组分增加数目较多
,

同时也伴随着一些正常表达

的蛋 白亚基的降解
。

如合丰 25
,

幼苗接种 s M v l 号后
,

叶肉细胞内蛋白亚基增加了三个
,

其分子量分别为 93 K D
.

5只K D
、

月7 K D
,

但也有一条正常表达和工作的蛋白组分一分子量 为

7 2 K D
,

在接种条件下
,

没有表达
。

而高抗 s M v 病毒的大豆株系
,

接种 s M v l 号病毒后
,

蛋

白亚基增加 l 一 2 条
,

如哈 88 一 7 7 0 4
,

增加了一条分子量为 76 K D 的谱带
;哈 88 一 2 5 01 增

加了二条分子量为 54
.

SK D
、

利
.

S K D 的谱带
。

所参试的抗病品种
,

其正常工作的蛋白组分

均没有消失 (图 2)
。

由于叶肉细胞内蛋白亚基的变化
,

反应了品种的感病程度
,

所以这些

与病源有相关联系的蛋白亚基的表达与消失
,

与大豆抗 s M
“厂
病毒有着密切的关 系

。

抗病

品种在病毒浸染条件下
,

能够产 生许多新的蛋 白质
,

用于增强对病毒的抗性
,

同时又保持

原有基因表达的不改变
,

使植株在 s M v 病毒侵染下能够正常生长
。

感病品种
,

虽然产生

了许多新蛋 白
,

用于克服病源菌的侵染
,

但 由于 s M v 病毒的作用
,

使其正常工作的蛋 白
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亚基的转录
,

表达等过程受到 影响
,

而使其合成减少
,

或者不能完全表达
,

因
一

而表现 出症

状
。

·
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图 l 大豆叶片 s M v 病谏相关蛋白电泳图

F运
.

1 E I。 目 or Ph o r e tCI at 加 fO S M v , t h go
e n o s is 一

r

ale t e d rP说
已臼. 加 协六 o f s

叮 b口 n

10111213刊1516171819202122

一一三一一一一一工三一一一一一三ù三一一一一一一一一一一一一一ù一一一一一.一ù一一------,,一一f,一一.一一一111一11一二一一一一一=二三
一一一一l一11一一一,三

三一一ù兰ù11三一一一一一

标准蛋自

C、二

图 2

2 5 哈 8凡一 2 5 0盆 哈 8凡一 2刁 9 9 哈 8分一 7 7 0刁

处理 〔 K 处理 c K 处理 C K 处理

SM v 诱导大豆病源相关蛋白表达的示意图

F i g
.

2 C it an g es o f p h a t u o g e n cs贻一 : 。恤 犷 e d s o y b e a n p r o t e i n: af rer i n o
cu al t i n吕 SM V



3 48 大 豆 科 学 13 卷

目前
,

人们对 s M v 侵染后的抗性问题的了解甚少
。

然而 s M v 一直成为危害大豆生

产的主要病源
,

南方尤甚
。

因此
,

急待解决这些问题
, s M v 对大豆诱导后的病源相关蛋白

的表达与消失的进一步研究
,

可能有助于这些问题的解决
,

对研究大豆感染 s M v 的机理

和抗病性的分子鉴定具有一定的意义
。
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