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摘 要

米用 s D s

— 聚丙烯耽胺凝胶电泳技术
,

分析不 同时期光周期处理后大豆

品种丹豆 5 号叶 片蛋 白质组分 的变化
。

结果表明不论开花前或开花后
,

不 同光周

期处理均会使大豆叶片蛋 白质组分发生变化
。

作者认为
,

大豆开花前后 的光周期

反应都与某些特定基 因的表达有关
。
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成熟

前
.

~ 山
一

口

光周期是诱导大豆开花的主要环境因子 ( G ar en
r 和 lA lar d

, 1 92 0 )
,

并对初花 (R
,
)至成

熟阶段的发育进程有重要的调控作用 (韩天富等
,

l ” 4 )
。

近年来
,

在小麦等作物的研究中

发现
,

春化处理诱导开花的机制与特定基因的表达有关 (谭克辉
,

199 2 )
,

并发现光周期可

在转录和翻译水平上对水稻育性的表达进行调节 (曹以诚等
,

19 87
;王台等

,

1 9 9 0 )
。

在光周

期调控大豆开花结实的分子机制方面
,

作者 尚未见到任何报道
。

本文从分析叶片蛋白质组

分入手
,

研究光周期在开花前后对大豆发育的调控是否涉及基因的表达
,

比较光周期在大

`
本文于 19 9 4年 6 月 3 0 日收到

。

T h is aP Per w as r

ece i v cd o n J un
o 3 0

,

19 9 4
·
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豆开花前后对大豆发育的影响
,

探索光周期在大豆花前及花后作用机理的异同
。

材料和方法

本试验于 19 9 3 年在北京中国科学院植物研究所进行
。

一
、

试验材料

供试品种丹豆 5 号
,

原产辽宁凤城 ( 4 00 48
` N )

,

属当地中晚熟品种
,

有限结荚 习性
,

光

周期反应明显
。

二
、

光照处理方法
尸

1
.

初花 ( R l )前大豆植株的光周期处理

出苗后置北京 自然光 照下
,

待第 1三出复叶展开起进行两种光照处理
: a :

短 日照

( 1h2 ) ; b
:

长 日照 ( 1 5 h )
。

短 日处理的暗期在人工培养箱中
,

光期在室外
,

同期长 日处理亦

移至室外接受自然光照
。

长 日处理光期的延长部分 ( h3 )通过人工培养箱旧 本医化器械

制作所产 L H 一 20 0一 R D c T 型 )的日光灯补充
。

培养箱恒温 23 ℃
。

2
.

初花 ( R l )后大豆植株的光周期处理

将 在北京 自然 光照下 开花 的植株自初花 ( R l
)起分置 两种光照条件

一

卜
a :

短 日照

( 1 h0 ) ; b :

长 日照 ( 24 h )
。

处理方法同开花前
。

两组培养箱均恒温 25 ℃
。

3
.

发育时期的记载

按 F he r
等 ( 1 9 7 7) 的大豆发 育时期分期标准进行

。

4
.

叶片蛋 白质组分的分析

( 1 )取样

自处理开始时起
,

每隔一定 日数取样
。

供分析的叶片为植株自顶及基第 2完全展开的

三出复叶
。

叶片剪下后迅速称重并速冻于液氮中保存备用
。

( 2) 叶片全蛋白样品的制备

取预先称重并保存于液氮的大豆叶片 饱
,

在液氮中研磨 (加 0
.

饱 P v P 一 A T )成粉
,

向粉末中加 36 m l 预冷的含 10 % T c A (三 氯乙酸 )的丙酮
,

一 20 ℃ 卜放置 月s m in 后在低温

(刁 ,C )下离心 15 m讥 (约 2 0
,

o o o x s )
,

取沉淀
。

再加 3 6 m一含 0
.

0 7 %日一疏基乙醇的冷丙酮

在一 20 ℃下静置 l h
,

按
_

仁述方法离心
。

取沉淀后再加 36 ml 含 日一疏基 乙醇的冷丙酮浸提
、

离心 1次
。

沉淀在常温下抽气干燥
,

干粉密闭保存于一 20 ℃冰箱中备用
。

( 3) 蛋白样品的电泳分析
a

.

样品的制备

准确称取丙酮浸提后的干粉 3 5 m s
,

加样品缓冲液 [ 0
.

0 6 2 5M T r is 一 H e l ( p H 6
.

8 )
,

2环 s n s
,

5 % 日一 疏基乙醇
,

10 %甘油
,

0
.

0 0 2 %澳酚兰 〕0
.

3 5 n : l
,

混匀
,

加少量 ( 4 0 0 1左右 )

2 8
.

5 7纬 T ir s
调 p H 至样品呈淡蓝 色 (碱性 )

。

沸水浴 sn l in 使蛋白质变性
。

待样品恢复到

室温后离心 s m in ( 12
,

00 0 x g )
。

离心后将上清液保存于一 20 ℃冰箱中
。

上样前测定上清液

的蛋 白质含量
,

每样孔上样量为 6 5 0 8 蛋白
。

b
.

电泳
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:

开花前后的光周期处理对大豆叶片蛋白质组分的影响

采用 s D s

— 聚丙烯酸胺凝胶电泳 (S D s一 P A G E )
,

垂直板不连续系统
。

分离胶浓度

为 1 2 %
,

缓冲液为 1
.

SM T r is 一 H e l 系统 ( p H S
.

8 ) ; 浓缩胶浓度为 3
.

9 %
,

缓冲液为 0
.

S M

T r is 一 H e l 系统 ( p H 6
.

s )
,

电极液为 T r is 甘氨酸系统 ( p H S
.

3 )
。

采用 B io 一 R a d 的标准分子

量蛋白
,

澳酚兰 为前沿指示剂
。

考马斯亮蓝 R 25 0 为凝胶染色剂
,

凝胶染色后在岛津 c s 一

9 1 0 型薄层光密度扫描仪上进行扫描
,

波长为 5 9 5n m
。

结果与分析

一
、

不同时期光周期处理对大豆发育进程的影响

试验结果 (表 l) 表明
,

开花前后的光周期均明显改变供试大豆品种的发育进程
。

短 日

处理使初花期大大提前
,

开花后的发育加快
。

开花后置 24 h 长光照下
,

已有花荚败育脱落
,

表现出强烈的长 日抑制作用
,

而短 日处理在初花 (R
,
) 10 天后即在到结荚初期 ( R 3 )

。

表 1 不同时期光周期处理对大豆品种丹豆 5 号发育进程的影响 (北京
,

1 9 9 3)

T a b l e 1 T h e e

ffe
e t s o f P h o t o P e r io d ie t r e a t m e n t s a t d if cf r e n t s t a g cs

o n t h e d e v e l o p m e n t o f s o y b e a n e v
.

D a n d o u s

光照处理时期
S t a g e o f

ph ot o pe r i团 ic

t r口 t m e n t s

出苗期

氏 . t e o f e m e r g e n ce
( M /动

出苗至初花日数
D a外 台 。 m e m e r g e n e e t o R l

口数 ( d a ” )

初花至结英初期日数
( R z一 R , )

短日照 长日照 短日照 长日照
( S D ) ( 1几 ) ( L D ) ( 1h5 ) ( S D ) ( l兔 ) ( L D ) t 2 4h )

第 1三出复叶

展开至初花 ( R : )

F r o m t h e u n r o 】五1 19 o f

l乌t t r if le af t o R I

5 月 2 5 日

初花以后
A ft e r R l

5 月 2气日
花朵败育脱落
F lo w e r s a b o r t e d

二
、

光周期处理对叶片蛋白质组分的影响

s D s

— 聚丙烯酞胺凝胶电泳分析的结果表明
,

无论开花前或开花后
,

不同光照处理

均会引起大豆叶片蛋 白质组分的变化
。

第 l 三出复叶展开后进行 7 天的光周期处理
,

两处

理蛋 白质组分有明显不同 (未列出 )
,

至 13 天时
,

差异更大
,

短 日处理至少 比长 日处理多出

两种 (组 )蛋白质
,

分子量分别为 18
,

S K D 和 29
.

IK D (图 1)
。

处理开始后第 19 天也发现处

理 llIT 的差异 (未列出 )
。

初花 ( R ,
)后对大豆进行不同光周期处理

,

叶片蛋 白质组分也发生明显变化
。

处理开

始后第 4 天
,

两处理至少在 3 条谱带上有差异 (图 Za)
,

长 日处理 出现两种分子量分别约

为 17
.

ZK D 和 79
.

I K D 的蛋 白质
,

短 日处理则出现分子量约为 39
.

7 K D 的一种蛋 白质
。

处

理开始后 12 天时
,

两处理差异仍很大
,

短 日处理 比长 日处理多出分子量约为 22
.

7
、

33
.

3

和 刁1
.

7 K o 的三种蛋 白质 ( 图 Z b )
。

可以看出
,

开花前后的光周期处理均会诱导大豆叶片蛋白质组分的变化
。

至于这些由

光周期诱导产生的谱带哪些与发育有直接关系尚待研究
。
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迁移距离 (c m ) D si ta nce

第 1三出复叶展开后处理 31天
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e lae f
图 1 光周期对大豆叶片蛋白质电泳 (s SD一 P A G E )图谱的影响 (一 )
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本文的试验结果进一步证明
,

’

光周期不仅影响大豆的花芽分化和开花
,

而且调控开花

后的发育进程 (韩天富等
, 1 9 9 4 )

。

短光照可加速大豆的发育进程
,

而长光照则有相反的作

用
。

开花后的长 日照甚至可导致 已有花荚的败育和脱落
。

可以看出
,

光周期对大豆发育进

程的调控是短 日促进作用和长 日抑制作用共同作用的结果
。

韩天富等 ( 1 9 9 4 )发现
,

光周期在大豆开花前后均可影响 叶片过氧化物酶活力及同工

酶谱
,

这两项指标的变化在开花前后有相同的趋势
。

本试验结果表明
,

光周期也可在开花

前后引起大豆叶片蛋白质组分发生变化
。

虽然 目前尚不能确定何种蛋白与发育有直接关

系
,

但这一结果说明
,

光周期调控大豆发育进程的作用与某些蛋白质的合成有关
,

涉及特

异基因的时空表达
。

从光周期在开花前后的作用都与基因表达有关这一点来说
,

大豆开花

前后的光周期反应有一定的相似性
。

目前
,

有关大豆光周期反应分子机制的研究尚处于起步阶段
。

今后应通过深入的研究

工作确定控制发育的特异蛋 白和
.

R N A
,

明确相关基因的结构与功能
,

进而克隆和转移这

些基因
,

以便阐明大豆光周期反应的机制和能动地改良大豆品种的光周期反应特性
.
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