
第 17卷　第 3期 大　豆　科　学 Vol. 17　 No. 3

1998年　　 8月 SOYBEAN　 SCIEN CE Aug.　　 1998

大豆种子贮藏蛋白的研究概况
 

许　月　朱长甫　石连旋　盛艳敏　苗以农

(东北师范大学生命科学学院 ,长春 130024)

GEN ERAL REV IEW IN THE S TUDY O F T HE

SOYBEAN SEED S TO RGE PRO TEIN

Xu Yue　 Zhu Changfu　 Shi Lianxuan　 Sheng Yanmin　 Miao Yinong

( School of L i f e Sciences , Northeast Normal University , Changchun 130024)

大豆种子中贮藏有丰富的蛋白质 ,其含量约为种子总重量的 40% ,在有的野生大豆

中甚至达到 55%。 这些贮藏蛋白 ( sto rag e protein)包括球蛋白 ( globulin) (约 60- 70% )、

白蛋白 ( albumin) (约 20% )、胰蛋白酶抑制剂 ( trypsin inhibitor ) (约 5- 10% )、植物凝集

素 ( phy tochmaglutinins) (约 5% )、蛋白酶 ( pro teases)和磷酸酶 ( phosphatases)等几种类

型
[26 ]
。大豆种子贮藏蛋白中大部分是球蛋白 ,它主要包括豆球蛋白 ( legumin)又称大豆球

蛋白 ( g lycinin)和豌豆球蛋白 (vicilin)又称伴大豆球蛋白 ( cang lycinin)两种类型 ,经蔗糖

密度梯度离心 ,其沉降系数分别为 11S和 7S,所以又分别被称为 11S蛋白和 7S蛋白 ,这

两种蛋白共占种子蛋白总量的 70% ,是大豆种子贮藏蛋白的主要成分。此外 ,人们又在大

豆及其它豆类种子中发现一种 2S蛋白
[16、 42 ]

,它不完全是贮藏蛋白 ,其中的主要成分有蛋

白酶抑制剂的活性 [25 ]。

11S蛋白在 SDS-PAGE( SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳 )时可分为酸性和碱性两类亚基 ,

其总数多达 10余个 ,确切数目众说不一。Kitamura等 ( 1976)
[23 ]
报道至少有 4种不同的碱

性亚基 ( B1- B2 )和酸性亚基 ( A1 - A4 ) , B1: B2: B3: B4为 1: 1: 2: 2, A1: A2: A3: A4为 1: 1: 2:

2。而 Badley ( 1975)
[11 ]
的电镜研究证明: 11S蛋白有 12个亚基 ,包装为两个六边形的圆柱

桶状的扁圆体。

7S蛋白包括两种类型: β -球蛋白 (β-congly cinin)和 γ-球蛋白 (γ-cong lycinin) ,其中 β -

球蛋白是主要的存在形式。 在 SDS-PAGE时 , 7S蛋白可分为三个亚基: α′( 83Kd )、α

( 76Kd)和 β ( 53Kd) ,它们以同源或异源的三聚体形式存在
[20 ]。 Thanh和 Shibasaki ( 1977,

1978) [39、 40 ]把 7S蛋白分成 6种异构体 ( B1 - B6 ): B1 ,α′ββ ; B2 ,αββ ; B3 ,αα′β ; B4 ,ααβ ; B5αα

α′; B6ααα。 这些异构体在氨基酸比例和碳氢比例上都稍有不同。

2S蛋白在圆盘电泳上可分为 6个带 ,其中α2、α3、α4 3个带为主带 ,占全部 2S蛋白的

80%。
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大豆种子贮藏蛋白在种子形成过程中逐渐合成和积累 ,又在种子萌发过程中逐渐降

解 ,这些贮藏蛋白为大豆幼苗的萌发提供了氨基酸和氮的主要来源 ;同时 ,大豆种子贮藏

蛋白也是一种重要的食用植物蛋白 ,它营养价值丰富、全面 ,应用前景十分广阔 ;此外 ,大

豆种子贮藏蛋白基因表达调控机制的研究也是一个有价值的课题。所以 ,进行大豆种子贮

藏蛋白的研究是十分必要且有意义的。下面仅就大豆种子贮藏蛋白的合成和积累、营养价

值及其基因表达的调控机制的研究情况进行简要的介绍。

1　大豆种子贮藏蛋白的合成和积累的研究

大豆种子贮藏蛋白主要在发育的大豆子叶中合成 ,并以蛋白体形式沉积。 首先 mR-

NA指导的 11S和 7S蛋白在粗面内质网上合成 ,其中 11S蛋白的 mRNA并不分别指导

40Kd亚基和 20Kd亚基的合成 ,而是只合成 60Kd的前体 ,这个前体含有一个短信号肽 ,

它引导蛋白质进入粗面内质网内腔 ;当 7S和 11S蛋白分泌进入内质网膜腔内时 , 7S蛋白

进行糖基化 ,而 11S蛋白不进行糖基化: 此后 , 7S和 11S蛋白通过液泡膜进入液泡 ,同时

大液泡通过液泡膜分隔、一些部位的缢缩和出芽三种方式形成小液泡。郑易之等 ( 1990) [6 ]

提出蛋白质在液泡中积累有三种方式:在一类液泡中 ,蛋白质逐渐沉积在液泡膜的部分内

表面 ,这部分膜及其附着的蛋白质以出芽方式形成蛋白体 ;在另一类液泡中 ,蛋白质聚集

成团块 ,游离于液泡之中 ,只有少量蛋白质沉积在液泡膜上 ;还有一类液泡 ,其中含有絮

状、呈均匀分布的蛋白质。在液泡中 , 11S蛋白前体分解为酸性多肽和碱性多肽 ,然后酸性

多肽和碱性多肽结合成为 11S蛋白质分子 ,最后 11S蛋白和糖基化的 7S蛋白结合在同一

个蛋白体中。陈敏等 ( 1987)
[3 ]
对栽培、半野生和野生大豆种子发育过程中贮藏蛋白的合成

和运输进行了比较研究 ,发现: 栽培大豆子叶细胞内蛋白质发育为单点中心式 ,野生大豆

子叶细胞内蛋白体的形成为多点边缘式 ;栽培大豆种子贮藏蛋白合成、运输不同步 ,主要

以内质网膨胀小泡 形式在子叶细胞内运输贮藏蛋白至沉积部位 ,野生大豆内质网直接与

蛋白体相连 ,而且有高尔基囊泡和内质网分泌泡为细胞内贮藏球蛋白运输的另一途径 ,加

快了贮藏蛋白在子叶细胞内的运输。

关于大豆种子贮藏蛋白积累的时间进程的报道较多 [1、 2、 7、 18、 20、 30 ]。一般认为 7S蛋白在

开花后 15- 20天时开始逐渐合成 ,同时或 3- 5天后 11S蛋白开始缓慢积累 ,此后这两种

蛋白的含量先是明显增加 ,然后增加又趋缓慢 ,最后增加停止 ,整个蛋白质绝对含量的增

加速率呈现先慢后快、最后又趋缓慢的 S型曲线。 Meinke等 ( 1981) [30 ]通过 SDS-PAGE

和 DNA-RNA杂交方法分析种子发育时 7S和 11S蛋白的积累情况 ,发现: 11S的酸性和

碱性亚基及 7S的α′和α亚基在授粉后 18- 20天就开始积累 ,但 7S的 β亚基和 11S的 A4

亚基的积累比前者要迟 1- 2周 ,其出现次序如下: 最早是 7S的α′、α亚基 ,其次是 11S的

酸性和碱性亚基 ,最后是 7S的 β亚基和 11S的 A4亚基。 Meinke等 ( 1981) [30 ]还发现胚轴

和子叶积累蛋白质的情况有差异 ,每 mg胚轴积累的脲酶和 7S的α′亚基与子叶积累的相

等 ,但胚轴中 7S的α亚基和 11S蛋白含量却很低 ,而 7S的 β亚基和 11S的 A4亚基在胚

轴中几乎没有积累。这些情况表明:大豆种子贮藏蛋白基因的表达在时间和空间上受发育

的控制。

许守民等 ( 1994)
[1、 2 ]
对高、低蛋白质含量的两种栽培大豆和两种野生大豆分别进行比

较 ,发现栽培和野生大豆的高蛋白含量均与其种子发育过程中较早较快的贮藏蛋白合成
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及积累速率、液泡中高效的蛋白贮藏方式及蛋白体在子叶细胞中占有较大体积相联系。他

们的研究揭示了高、低蛋白含量的两种栽培大豆和两种野生大豆在贮藏蛋白合成、部分亚

基合成积累的时间顺序以及蛋白体发育方面存在着差异 ,但这些差异是否具有普遍性还

有待进一步研究。

2　大豆种子贮藏蛋白的营养价值的研究

大豆种子不仅含有丰富的蛋白质 ,而且含有种类齐全的氨基酸 ,特别是含有 8种人体

必需的氨基酸 ,其中禾谷类蛋白中较缺乏的赖氨酸的含量较丰富 ,而含硫氨基酸的含量较

少 ,这直接影响到大豆种子贮藏蛋白的营养品质。因此 ,提高大豆种子贮藏蛋白中含硫氨

基酸的相对含量 ,使其氨基酸平衡 ,对于提高大豆营养品质和蛋白利用率具有重要意义。

大豆种子中含硫氨基酸的多寡主要由遗传因素决定。大豆种子贮藏蛋白由白蛋白、球

蛋白等多种蛋白质组成 ,这些蛋白质又分别由不同的亚单位组成 ,这些亚单位因其结构基

因的差异而具有不同的氨基酸组成 ,所以各种蛋白质中含硫氨基酸的多寡也就各不相

同
[4 ]
。Kapoot和 Gupa t ( 1977)

[ 22 ]
经测定指出:大豆球蛋白含有种子全部甲硫氨酸的 73% ,

含有种子全部色氨酸的 71% ,白蛋白含有种子全部甲硫氨酸的 16% ,含有种子全部色氨

酸的 20% ,不同基因型之间在各种蛋白组分比例上存在差异。 另外 ,大豆球蛋白的 7S和

11S蛋白的氨基酸组分有很大差异 , 11S蛋白含硫氨基酸含量远高于 7S蛋白 ,所以通过

筛选富于 11S蛋白的种子来选育优质蛋白的品种是一个很好的途径
[ 5、 32 ]。 Kitamura和

Kaizuma ( 1981) [24 ]已找到 11S /7S比值高的品系 , 11S /7S分别为 2. 59和 1. 61,其含硫氨

基酸比普通大豆高 1. 2倍。 徐豹等 ( 1993)
[8 ]
在对 104份野生大豆的含硫氨基酸含量进行

测定后 ,获得了 5份高硫氨基酸的优质种质 ,其中含硫氨基酸含量最高达 3. 253g /16gN ,

远高于联合国粮农组织规定的标准蛋白的氨基酸含量 3g /16gN。可见 ,通过扩大筛选获得

更多高含硫氨基酸的种质是极有可能且意义重大的。

决定大豆种子中含硫氨基酸的多寡的不仅仅是遗传因素 ,还有环境因素 ,尤其是硫的

水平对其有很大影响。 Ho low ach等 ( 1984) [21 ]用实验证明:外源甲硫氨酸可提高大豆子叶

中蛋白质的甲硫氨酸含量 ,而且可增加 11S /7S的比值。 Gayler等 ( 1985) [19 ]指出: 在缺硫

的情况下 ,大豆种子贮藏蛋白的α及α′亚基的蓄积量基本不变 ,而 β亚基的蓄积量增加了

大约 3倍。另外 ,将大豆未成熟子叶在添加甲硫氨酸的培养基中进行体外培养时 ,α及α′

亚基的基因表达没有变化 ,而 β亚基的基因表达却受到完全抑制 [9 ]。 β亚基基本不含甲硫

氨酸 ,其含硫氨基酸的含量特别低 ,是 11S蛋白含硫氨基酸含量的 1 /3。可见 ,硫的水平对

大豆种子贮藏蛋白的氨基酸组成和含硫氨基酸的多寡有很大影响。除此而外 ,氮对大豆种

子贮藏蛋白的含硫氨基酸的多寡也有很大影响。 Peak等 ( 1997) [ 33 ]的研究表明:氮的形式

可以影响 7S蛋白中 β亚基的含量和 11S /7S的比值 ,进而影响到含硫氨基酸的多寡。用稳

定的 N2作为唯一氮源 ,大豆种子贮藏蛋白的含量减少 5% ,各亚基含量均有所下降 , 7S

蛋白 ,尤其是 β亚基的含量下降幅度大于 11S蛋白 ;而若用还原的氮替代 NO
-
3 作为氮源 ,

大豆种子贮藏蛋白的含量增加 4% ,β亚基的含量相应增加 ,而α及α′亚基含量不受氮形

式变化的影响 [33 ]。我们已经知道 β亚基含硫氨基酸的含量低 ,由此推断:氮是影响大豆种

子中含硫氨基酸多寡的又一重要因素。

含硫氨基酸缺乏使大豆的营养价值大大降低 ,多年来人们一直试图通过育种使其得
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以改善 ,其中诱发突变体是重要的方法之一。但是 ,这些努力尚未取得完全成功。 目前较

为有效可行的方法是利用基因工程改善大豆贮藏蛋白基因 ,但这方面的工作要建立在对

大豆贮藏蛋白基因表达调控的研究的基础上。

3　大豆种子贮藏蛋白基因表达的调控的研究

近年来 ,关于大豆种子贮藏蛋白基因表达的调控的研究正在逐渐深入 ,主要的研究方

法如下:首先 ,通过导入基因来研究基因表达的特异性 ;其次 ,在体外使启动子序列发生变

异 ,通过观察对基因表达的影响来测定与基因表达调控有关的顺式作用元件 ;然后 ,根据

体外凝胶转移分析法来测定反式作用因子。下面就以α′及 β基因为中心 ,探讨一下在研究

种子贮藏蛋白基因表达调控机制的过程中出现的问题。

3. 1　转基因方法系的建立

在研究植物的基因表达的调控时 ,常用转基因植物作为实验材料 ,但是育成转基因植

物需花费一定的时间 ,而且在实验室中较易进行基因重组的植物种很有限
[35 ]
;此外 ,导入

的外源基因的表达又受到位置效应的影响 [34 ]。所以 ,必须综合多个转基因植物个体的结

果进行判断 ,尤其是在测定启动子内的顺式作用元件时 ,必须构建多种转基因植物。这样

又出现了新的困难 ,实验材料制作起来太费时费力。 目前解决这一困难的方法是:将外源

基因直接导入植物细胞 ,从而研究基因瞬时的表达。实际上很多基因都是随着原生质体电

击法等转基因方法系的建立而被解析的 [28、 38 ] ,在种子贮藏蛋白基因的研究中也有试用转

基因表达系测定顺式作用元件的例子。 研究编码玉米种子贮藏蛋白 - 玉米醇溶蛋白

( zein)的基因表达调控中用了转基因方法系 ,将 19Kd玉米醇溶蛋白的基因导入胡萝卜培

养细胞制备的原生质体中时 ,发现具有转录活性 ,通过这种方法研究启动子 5′端缺失变

异的效果 ,得出 SV40含有增强子核心序列的区域对转录活性有很重要的意义 [ 36、 43 ]。

用电击法将 7S蛋白基因导入大豆、日日草及烟草的培养细胞及烟草叶肉细胞的原生

质体中时 ,发现α′、β以及所有基因的表达活性都很高 ,其表达量几乎可与 35S启动子媲

美 ,但另一方面 ,大豆植物原有的硫素营养应答性与 ABA应答性消失
[17 ]。 后来对 19Kd

玉米醇溶蛋白基因也用导入同一基因家族的基因得到的转基因植物测定顺式作用元件 ,

结果与用转基因植物表达系的结果不同 , SV 40含有增强子核心区域的缺失对表达量没

有明显的影响 [29 ]。 另外 ,α′基因的启动子也有与 SV 40的增强子核心相同的序列 ,但这个

领域的缺失对转基因植物的基因表达没有影响 [14 ]。 这些结果表明:以培养细胞的原生质

体为材料的转基因方法系使种子贮藏蛋白基因的组织特异性消失 ,而且其表达调控的模

式也发生变化。

3. 2　转基因植物系的建立

用转基因植物进行的研究表明: 将从高等植物中得到的基因导入异种植物中时 ,其基

因表达的方式依然不变
[4 ]
。 种子贮藏蛋白基因也不例外 , 7S蛋白基因是转基因植物研究

中所采用的最早的种子贮藏蛋白基因。α′基因被导入烟草中 ,得到了其表达具有种子特异

性的结论 [ 13]。用转基因的方法测定了在种子成熟过程中矮牵牛α′基因与 β基因表达的时

间进程 ,发现与大豆的表达模式非常相象 ,即α′与 β基因的 mRNA表达数日停留在较低

水平 [31 ]。 另外 ,转基因植物烟草与大豆一样 ,β基因在子叶中的表达量比胚轴中的表达量

高 [12 ]。由以上可推测: 转基因植物中的 7S蛋白基因与大豆的 7S蛋白基因受着相同的组
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织特异性及时期特异性的基因表达的调控。

另外 ,我们已经知道大豆 β亚基基因的表达受硫素营养的影响
[19、 21 ] ,大豆根据硫营养

的多少改变所合成的种子贮藏蛋白的组成 ,这种硫素营养对种子贮藏蛋白的调控在其它

植物中也存在
[37 ]
,因此推测:对硫素营养的应答机制是普遍存在的。

3. 3　顺式作用元件的研究

顺式作用元件的研究是以α′基因为中心进行的。首先得到α′基因启动子区域 5′端缺

失的变异株 ;然后利用转基因烟草研究此变异株的基因表达 ,测定与基因表达调控有关的

顺式作用元件。结果表明:转录起始点上游 - 257bp序列的表达量与含有更长区域的基因

表达量相同 ;如果此序列变短 ,则表达量下降 ;而只具有转录起始点至 - 69bp序列的启动

子几乎不能转录
[14 ]
。因此推测: - 257～ - 69bp之间存在着决定转录量的重要的顺式作用

元件。分析这个 DNA序列 ,发现 ANCCCA出现 5次 ,由此推测此序列对启动子的活性有

一定的作用 [14 ]。切除- 257～ - 79bp区域 ,将其插入到花椰菜花叶病毒 35S启动子的 - 90

位置 ,构建成嵌合体启动子 ,再将嵌合体启动子连接上 CAT(氯霉素乙酰转移酶 )报告基

因 ,导入到烟草中 ,测定所得的转基因植物烟草中 CAT报告基因的活性 ,发现: 在叶中的

表达量与 35S启动子相同 ,在种子中的表达量比未插入此序列时增加数十倍 [15 ]。 将这个

DNA片段插入到报告基因的下游或逆向插入时也都有促进种子中基因表达的作用 ,由此

推测α′启动子 DNA的 - 257～ - 79bp序列不仅是本身转录所必需的 ,而且也可促进异种

启动子在种子中的表达 ,即具有种子特异的增强子的活性
[ 15]
。将α′亚基基因和 β亚基基

因克隆在一个质粒上转入植物 ,发现 β亚基的表达会提高很多 ,这个实验也证明了α′基因

启动子区域具有增强子活性的结论 [ 31]。

3. 4　反式作用因子的研究

以α′及 β基因的上游序列为探针 ,利用转膜分析技术 ,测定出了大豆未成熟子叶的粗

核抽提液部分中存在具有 DNA结合活性的因子 - SEF(大豆胚性因子 , Soybean embryo

facto r)。经测定 , SEF在大豆成熟中期到后期具有活性 ,因此 ,它可能与 S蛋白基因的表

达调控有关
[10、 27 ]
。 在 SEF中检测出 SEF1～ 4四个结合活性 ,其中 SEF1、 SEF3、 SEF4都

是识别特定的碱基序列的结合因子。 通过足迹法等实验证明: SEF1与 ATAT T TA( T /

A)序列、 SEF3与 AADDDA… ( 27bp)… AADDDA序列、 SEF4与 ( A /G) TT TT T( A /G)

序列特异地结合 [10 ]。 这些因子的结合活性随大豆种子的成熟程度而改变 ,这与α′基因的

表达量随时间变化有关 ,说明这些因子与转录调控有关 [27 ]。 此外 , SEF2基因在大肠杆菌

的 DNA中也容易找到同源 DNA,因此碱基序列的特异性低
[10 ]
。 据推测 , SEF3是与种子

特异的增强子活性有关的反式作用因子 [ 10] ,但尚不能确定。

综上所述 ,大豆种子贮藏蛋白的合成、积累及营养价值的研究已逐渐深入到基因表达

调控的水平 ,可见基因表达调控的研究仍是今后研究的重要课题。
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