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低分子量热激蛋白在种子中的表达特征
 

刘　箭　傅家瑞
(中山大学生物学系 ,广州 510275)

摘　要　选用了包括顽拗性和正常性种子在内的 4种种子为实验材料 ,运用 Western Blot方

法 ,检测了低分子量热激蛋白 ,发现被检的 4种种子都含有低分子量热激蛋白 .认为低分子量热

激蛋白在种子中表达的起因是组织特异性 ,而不是脱水胁迫所至 .
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热冲击可使动物、植物和微生物细胞表达一套分子量为 25 kD～ 110 kD的热激蛋白 ,这

组热激蛋白具有阻止细胞损伤和修复损伤细胞的功能 ,而在高等植物中还特有一组累积含

量可达总蛋白量的 1% 、分子量在 15 kD～ 30 kD的低分子量热激蛋白 [1 ] ,它们分别分布在

细胞质、内质网和叶绿体中 ,与 90 kD、 70 kD、 60 kD、 25 kD热激蛋白的分子伴侣特征相

比 [2 ] ,对低分子量热激蛋白的功能研究甚少 ,但从分子进化特征来看 ,它们也内含几个保守

序列 ,推断这类低分子量热激蛋白在细胞抗逆中起了一定的作用 [ 3] .

许多学者已经发现 LMW HSPs主要是受诱导在植物营养组织中表达 ,但与其它分子

量的 HSPs相比较 , LMW HSPs又可在种子发育的后期大量地合成 ,大量地累积在干种子

之中 ,并在种子萌发后逐步地降解消失 .现已发现多种正常性种子都含有 LMW HSPs
[ 4, 5] .

对于这种生物学现象 ,不同的学者提出了不同的解释 ,有人认为这是一种发育过程中的组织

特异性表达 ,但表达出的这些 LMW HSPs在种子中的功能还不清楚 ;也有人认为 LMW

HSPs在正常性种子中出现 ,是受种子脱水胁迫诱导表达的 ,在脱水伤害的种子细胞中扮演

分子伴侣的角色 .我们进行了顽拗性种子受热、脱水和贮存中 LMW HSPs表达特征的研

究 ,发现 LMW HSPs在种子中表达只是具有组织特异性 .

1　材料和方法

1. 1　低分子量热激蛋白抗血清的制备

1. 1. 1　实验材料　选用热驯化潜势较高的 85 CT-49762菜豆为实验品种 ,将种子放在潮湿

黑暗的环境下 , 25℃培养 3～ 4 d,当下胚轴伸长至 1～ 2 cm时 ,将气温升至 40℃ ,热处理 8

h,取下胚轴为实验材料 .
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1. 1. 2　抗原的纯化　取热处理后的菜豆下胚轴 ,每 100 g组织加入 250 mL匀浆缓冲液

( 100 mmo l /L MES-Tris、 5 mmo l /L EGTA、 2 mmol /L Mg SO4、 2 mmol /L DTT、 2 mmo l /

L AT P、 1 mmol /L PM SF、 50μmol /L leupeptin、 50μmol /L perpestin、 0. 5% BSA、 0. 2%

水解酪蛋白 , p H 7. 6) ,将组织匀浆后用 2层尼龙布过滤 ,滤液用 15 000 r /min离心 30 min,

取上清液用 Beckman 50 Ti转头在 30 000 r /min下离心 1 h ,沉淀用 5 mmo l /L pH 7. 6

Tris-HCl的溶解 ,再加入等体积的 Tri ton X-114缓冲液 ( 2. 0% Tri ton X-114, 300 mmol /L

NaCl, 2 mmo l /L EGT A, 20 mol /L Tris-HCl , pH 7. 6)混匀后在冰浴中放置 15 min,再转

入 37℃水浴中乳化 15 min, 10 000 r /min离心 3 min,取上清液 ,加入 1 /5体积的 10% Tri-

ton X-114,混匀后进行上述低温增溶 ,高温乳化和离心分相萃取 .取 Tri ton X-114萃取后的

水相制成 SDS-PAGE中泳样 ,用 12. 5%～ 16%的 Laemmli梯度电泳系统分离蛋白样品 ,切

取电泳胶片上染色后的 16 kD热激蛋白为抗原 .

1. 1. 3　抗血清的制备和 Ig G的纯化　选用体重 2 kg以上的纯种新西兰兔 ,将含 50μg抗

原蛋白的电泳胶条与完全福氏佐剂研磨后 ,在兔子背部和足下多点注射 , 30 d后注射由不

完全福氏佐剂制成的等量抗原 , 25 d后再注射一次 , 30 d后向月国肌淋巴结注射一次 , 30 d后

进行一次静脉加强免疫注射 , 10 d后心脏采血收取抗血清 ,收取后的抗血清用 ( N H4 ) 2 SO4

沉淀纯化 ,放入- 70℃冰箱中保存 .

1. 2　Western Blo t分析

分别取荔枝种子、芒果种子、莲子种子和菜豆种子的子叶 ,用 50 mmol /L Tris-HCl研磨

抽提 ,提取液用水饱和重蒸酚抽提 2次 ,酚相用 5倍体积无水甲醇沉淀 ,将沉淀离心后用冷

丙酮洗涤沉淀 2次 ,制成 SDS-PAGE电泳样备用 .

将 SDS电泳样品用 12. 5% SDS-PAGE Laemmli电泳系统进行分离 ,然后用 LKB No-

va Blot半干式转移电泳槽以 0. 8 A /cm的工作条件转移 2 h,将样品转移至硝酸纤维素膜

( BRL产品 )后 ,用 BLOT TO溶液 ( 5%脱脂奶粉 , 0. 5% Tween 20, TBS)阻断未结合位点 ,

用 0. 5% Tween 20-TBS洗涤 N C膜 ( 3× 5 min) ,用 1∶ 100抗 LMW HSP免 IgG-BLO T TO

溶液温育 N C膜 2 h,再用 Tw een 20-TBS洗涤 N C膜 ( 3× 5 min ) ,将 N C膜浸 Biotin-

SARIg G溶液中 , ( 1∶ 1 000的 Bio tin化羊抗兔 IgG-BLOT TO溶液 ) 1 h,用 Tw een 20-TBS

洗涤 NC膜 ( 3× 5 min) ,用 HRP-Avidin溶液 ( 1∶ 1 000HRP标记 Avidin-Tw een 20-TBS)

温育 1 h后 ,用 Tw een 20-TBS洗涤 NC膜 ( 4× 5 min) ,将 N C膜用 4 CN溶液显色 ( 8

mmol /L 4-chlo ro-1-naphtho l, 0. 02% H2O2 , 50 mmol /L Tris-HCl) ,显色后的 N C膜用

UV P-Works奔腾 586成像系统制片 .

2　结果与讨论

用
35
S-Met标记的菜豆下胚抽 LMW HSP在微粒体组分中标记信号较强 ,说明 LMW

HSP在微粒体组分中相对富集 (图 1) ,特别是 18 kD、 16 kD和 14 kD的 LMW HSP.从考马

斯亮兰 R-250染色的电泳胶片上切取 16 kD的热激蛋白为抗原 (图 2) ,制成的抗 LMW

HSP兔 IgG能与 18 kD, 16 kD和 14 kD 3种热激蛋白发生免疫反应 (图 3: 7, 8) ,也说明

LMW HSPs有较强的保守性 (Vig 1992) .

莲子种子是一个很耐贮存的种子 ,而菜豆种子则属正常性种子中耐藏性较差的一类 ,芒

果和荔枝种子则是不耐脱水也不耐贮存的典型顽拗性种子 .尽管 4种种子耐藏耐脱水属性
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不同 ,但 Western Blo t结果显示 4种种子子叶中都含有低分子量热激蛋白 ,顽拗性种子中

LMW HSPs表达强度不受高温和脱水诱导而变化 ,这些都说明 LMW HSPs不是种子耐脱

水性和耐藏性的决定因子 ,只是具有组织特异性的表达成份 (图 3) .

图 1 35S-Me t标记的菜豆下胚

轴细胞膜微囊外周蛋白

Fig . 1 35S-methionine labelled

periph eral pro tein of mem-

brana l v esicle in hypocoty l o f

Phaseolus vulgaris

1　 25℃生长的菜豆下胚轴

2　 40℃热处理的菜豆下胚轴

箭头为抗原

图 2　 SDS-PAGE分离 LMW

HSP抗原

Fig. 2 LMW HSP antigen sep-

arated by SDS-PAGE

1　 40℃热处理菜豆细胞的膜

微囊外周蛋白

2　 25℃生长的菜豆细胞的膜

微囊外周蛋白

箭头为抗原

图 3　 Western Blo t分析种子中

LMW HSPs

Fig. 3 Using Western blo t to ana-

ly ze LMW HSPs in seeds

a 1, 2　荔枝种子子叶

3, 4　 42℃热处理 4 h后的荔枝

种子子叶

5, 6　脱水 15%后的荔枝种子子

叶

7, 8　菜豆种子子叶

b 1, 2　莲子子叶

3, 4　芒果种子子叶

5, 6　 42℃处理 4 h芒果子叶

7, 8　脱水 15% 芒果子叶

　　种子耐脱水与否是一个极度复杂的问题 ,可能与诸多因子相关 ,例如 , WCP(水通道 )、

Ubiquitin(蛋白质降解辅助因子 )、 LEA蛋白 (脱水素 )、蛋白酶、蛋白酶抑制剂、离子捕获剂、

Chaperone (分子伴侣 )、多糖等等 .就 Chaperone ( HSPs)而言 , LMW HSPs只是其中的一

类 ,它参与了阻止蛋白质变性和保护 mRNA的过程
[6 ]
,实验证明 LMW HSPs不仅存在于

正常性种子中 ,而且存在于顽拗性种子之中 ,说明其生理功能可能已超出了热保护、脱水保

护、结合 mRNA等等 , LMW HPSs生物学意义可能更加广泛 ,参与了各种类型种子都经历

过的发育代谢过程 .
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Expression of Low -Molecular-Weigh t Heat-Shock Pro teins in Seeds

Liu J ian 　 Fu J iarui

Abstract　 Low-molecular-w eight hea t-shock protein has been found in ox thodox seeds,

and i t has been proposed that this protein w as rela ted to desiccation o f o x thodox seeds. In

this study four kinds o f seeds, including ox thodox seeds and recalci t rant seeds, w ere cho-

sen a s materials. The LMW HSPs was detected by western blot ting in all of the four seeds

in spi te of thei r di fferent biological cha racteristics The results demonstra ted that LMW

HSPs expression in seeds was tissue specific only, no t w ater stress induced.

Keywords　 heat-shock protein, recalcit rant seed, wa ter st ress
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