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冬小麦春化期间玉米赤霉烯酮
结合蛋白的研究

①

韩玉珍② 孟繁静
生 物 学 院

摘 要 采用放射配体结合分析法结合生化技术分析了冬小麦春化期间的玉米赤霉烯酮 特异结合

蛋白
。

表明在冬小麦幼苗中存在着 的特异结合蛋白
。

对 的结合具有可饱和的性质
,

分析表明解离常数 一 一 ’ · 一 ’ ,

结合位点数目
· 一 ’
可溶性蛋白

。

饱和硫酸按沉淀可使 纯化 倍
。

对 进行的聚丙烯酞胺凝胶电泳分析表明
一

结合到两个

组分上
,

特异结合组分可能在 处
。

关扭词 玉米赤霉烯酮 结合蛋白 冬小麦

中图分类号

一

一

一

只 一 · 一 ‘ ,

,

,

一

李季伦等川首次发现玉米赤霉烯酮广泛存在于植物体内
,

是一类具有激素性质的微量

活性物质
。

随后一系列实验表明玉米赤霉烯酮在植物的成花诱导及开花过程中均可能起重
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要调控作用
,

如已发现在植物的春化诱导
、

光周期诱导及授粉受精阶段都有玉米赤霉烯酮含

量高峰出现比 〕
,

但对玉米赤霉烯酮在植物体内的作用方式和调控机理还缺乏了解
。

玉米赤

霉烯酮是一小分子信号物质 分子量
,

根据对动物激素及植物激素的作用方式的研究

可知
,

小分子信号物质必须与细胞内的大分子物质结合
,

形成激素受体复合物
,

才能诱发特

定的生理反应
。

已有实验证明在冬小麦春化幼苗提取液中有玉米赤霉烯酮特异结合蛋白存

在
,

本文着重探讨了玉米赤霉烯酮结合蛋白对玉米赤霉烯酮结合的饱合性和解离常数
,

并对

结合蛋白进行了初步分离和纯化
。

材料与方法

植物材料

冬小麦燕大 种子经 表面灭

菌
,

流水冲洗
,

室温下吸涨萌动后
,

置于 ℃冰箱内进行低温春化处理
。

溶液配制
一

玉米赤霉烯酮
一 ,

比活
· 一 ’ ,

由中国原子能研究院标记
,

贮存于

一 ℃下乙醇液中 溶液 取一定量
’ 一

乙醇液
,

自然挥发干燥
,

加入缓冲液至所需浓

度
。

缓冲液
, , ,

用 调
。

溶液 用 缓冲液配制 。 的葡聚糖
。

公司产品
,

再加入活性炭粉末

一 目
,

公司产品 至浓度
,

磁力搅拌器搅拌
。

闪烁液
,

,

乙酸乙醋
,

二甲苯
。

漂洗液
,

, 一 , 。

细胞组分制备

春化四周的小麦幼苗
,

剪去胚根及部分胚芽鞘
,

留下胚芽和胚芽鞘基部在内的 。 。

切段
,

按 加入 缓冲液
,

匀浆
,

层纱布过滤
,

滤液经 又 离心后
,

上清液进行结合分析
,

用考马斯亮蓝 蛋白测定法测定蛋白含量图
。

饱和分析

取 拜 提取液
,

加入 拜 一 ,

使其终浓度为
, , , , · 一 ‘ ,

于非特异结合管中预先加入过量
一

浓度的 倍 非标记 乙醇液
,

液氮吹干
,

如同总结合管加入植物组织提取液和
’ 一 ,

℃下保温
,

保温结束后
,

取 拼 保温

混合液滴在
,

的硝酸纤维素 膜上 公司产品
,

预先用 缓冲液浸

湿
,

干燥
,

后用 溶液漂洗
,

漂洗过程在摇床上完成
,

内更换洗脱液 次 又

,

洗后的 膜直接放入闪烁瓶
,

加 闪烁液
,

放置过夜
,

用

液体闪烁计数仪测定放射活性
。

取 次实验平均值
,

计算方法参考邹继超等
,

计算每
拼 样品中的

一

的量
,

总结合为
丁 ,

非特异结合为
。。 ,

未经分离的总
, 一

的量为
,

游离
一

的量 一
,

特异结合的
一

的量及
。 一

, , ,

以游离的
, 一

的浓度
· 一 ‘

为横坐标
, ,

和 及 为纵坐标绘制曲线
,

为饱和曲线
,

以
,

为横坐标
,

为纵坐标绘图
,

为 图 图
。

从 图上可求得结合蛋

白的解离常数和结合位点数目
。
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硫酸按沉淀分析

在组织提取液中 预先与
一

保温的或未保温的 小心加入固体硫酸按颗粒并不断

搅拌 用 维持 左右
,

使成 或 饱和度的硫酸按溶液
,

产生白色乳浊

液
,

在 一 ℃下放置
,

离心
,

沉淀的蛋白用原体积 缓冲液溶

解
,

直接用于测定放射活性或进行结合分析
,

并同时测定各级沉淀中的蛋白含量
,

以确定

结合蛋白的纯化情况
。

聚丙烯酸胺凝胶电泳分析

聚丙烯酞胺凝胶电泳方法参照张龙翔等
。

电泳胶板为 又
。

样

品制备 离心后的上清夜
,

经 饱和硫酸按沉淀
,

沉淀用稀释 倍的浓缩胶缓

冲液再悬浮
。

悬浮液与
一

保温 同上
,

保温结束后加入由 严 二 溶液沉淀得到的

活性炭粉
,

摇匀
,

℃下置
,

离心 巧
,

离心后上清液中加入固体蔗糖使浓

度为
,

加入 澳酚兰
, , ,

取 产 用于上样
。

℃下电泳 一
,

电泳完

毕后
,

将电泳胶切条 每份样品切 条
,

分别放入闪烁瓶中
,

同上测定放射活性
。

根据测定

结果
,

绘制电泳图谱
。

结果

结合蛋白的饱和分析和解离常数确定

任何一种激素受体都必须具有有限的结合容量 可饱和性 和对配体激素的高亲和性
。

我们对冬小麦提取液的玉米赤霉烯酮结合蛋白进行了饱和分析和 分析
,

以确定

结合蛋白 的结合位点数目和对 的亲和性
。

从图 可知 对
一

的特异结合是可饱和的
。

图上表现为一条直线

图 右
,

说 明提取液 中有一类 的结合位点
。

图的直线 回归方程 为

一
,

相关系数 一
。

从回归方程可以求得春化小麦幼苗提取

液的 结合位点数目
· 一‘ ,

解离常数 义 一 ’ · 一 ’。

岛、﹄国

健抢、如姗眯卑

七︸七口甘二口

一昌、之胃
·工如姗

游离
, 一 · 一‘

特异结合

图 小麦幼苗提取液对
’ 一

结合的饱和分析 左 图 和 分析 右 图
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硫酸按沉淀对 进行部分纯化

用硫酸钱分级盐析对 进行部分纯化
, 拌 样品提取液与 拼 一

保温

后
,

加入 拜 溶液除去
一 ,

用 饱和硫酸按沉淀
,

离心后于上清液中继续

加硫酸按至浓度 饱和度
,

分别测定 沉淀
、

一 沉淀及上清液的放射活性分

布
,

从表 的结果看出
,

结合活性主要分布在 饱和硫酸钱沉淀部分
,

占总结合活性的
,

在 一 饱和硫酸按沉淀部分和上清液中
,

放射活性各占总结合放射活性的

和
。

各部分蛋白含量测定表明 在 饱和沉淀中蛋白含量占总蛋白含量的
,

在 一 沉淀部分蛋白含量占
,

上清液中蛋白含量占
。

表 结合的
一

在不同饱和度硫酸按沉淀组分中的分布

组 分
‘ ,

沉淀部分

沉淀部分

上清

结合的
一

总放射活性的百分数 蛋白量 放射活性
· 一 ’

士

士

士

士

士

士

组织提取液经不同饱和度硫酸馁分级沉淀后的 悬浮液进行的结合分析表明 表
,

与粗提液相比
,

饱和硫酸钱沉淀悬浮液对
一

结合能力提高
,

以每毫克蛋白结

合的放射活性的 计算
,

饱和硫酸按沉淀后的悬浮液可使 纯化 一 倍
。

而在

沉淀部分特异结合活性极低
,

上清液中几乎没有特异结合活性
。

表 硫酸按分级沉淀后各组分对
一

的结合分析

组 分

粗 提 液

总结合 。 非特异结合 蛋白量

士 士 士

特异结合
· 一 ’ 纯化倍数

咯

沉淀的悬浮液

一
‘ ‘

沉淀的悬浮液

上清

士 士 士

士 士 士

士 士 士

从以上实验可见
,

用 饱和硫酸钱可以使 得到部分纯化
。

为防止 失活
,

对

悬浮液未进行透析脱盐
,

实验结果表明
,

少量硫酸钱盐的存在对结合反应的影响并不大
。

这一方法为 的进一步纯化打下基础
。

聚丙烯酸胺凝胶电泳分离玉米赤霉烯酮结合蛋白

非变性聚丙烯酞胺凝胶电泳是根据蛋白分子大小和所带电荷多少进行分离蛋白质的一

种方法
,

曾有许多实验室用此法成功地分离了与放射配体相连接的完整受体川
。

我们用
一

甘氨酸缓冲液体系 和 丙烯酞胺与 双丙烯酞胺交联胶分离

复合物
,

从所得电泳洗脱放射活性图谱 图 看出
,

有两个放射活性峰出现
,

在 处

的峰 较小
, 。

,

。。 。

处的峰较大
。

基本可被过量非标记 取代
, 。
则只有部
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分可被过量非标记 取代
。

由于
。

在电泳前沿
,

推测其中可能有在电泳过程中解离下

的游离
’ 一

存在
。

可能为高亲和

力的特异性结合
,

其峰值较低可能是由

于在电泳过程中的
一

复合物解

离程度较大造成的
。

用聚丙烯酞钱凝胶

电泳分离完整
一

复合物的最佳

实验条件还需进一步摸索
。

总结合

非特异结合

一

暇
·。二。划化一妇翎侧

讨论

植物生长物质引起特异的生理生化

反应
,

其作用机理是现代植物分子生物

学研究的中心间题之一
。

对植物激素作

用机理的深入研究表明
,

植物体对小分

值

图
一

结合位点的非变性聚丙烯酸胺

凝胶 电泳洗脱放射活性图谱

子信号物质的识别是通过受体蛋白完成的
。

目前
,

已鉴定出所有 大类植物激素的特异结

合蛋白阁
。

对于 这类新型的植物内源生长物质
,

探索其受体蛋白是阐明其作用机理的

重要途径之一
。

我们以前的工作已表明在春化的冬小麦幼苗中存在着 特异结合蛋白
。

本实验进一

步证明 对 结合具有可饱和性和较高的亲和性
。

从 图上计算出其解离常

数
一 ’ · 一 ‘ ,

这一数值与动物雌性激素雌二醇受体相 比 约
一 ‘“ ·

一 ’

高得多
,

说明 结合蛋白对玉米赤霉烯酮的亲和性远远低于雌二醇受体对雌二醇的

亲和性
,

与植物激素受体蛋 白相 比则较接近
,

如生长素结合蛋白
一‘

· 一 ’ , 〕细胞分裂 素结合蛋 白 二 又 一‘ · 一 ‘ ‘。〕,

赤霉 素结合蛋 白
。 只 一 ’ · 一 ‘ “ 〕。

用硫酸按盐析可使 得到部分纯化
。

通过 饱和硫酸钱可使 纯化 一 倍
,

这为进一步纯化 打下基础
。

从本文的研究得知
,

冬小麦春化阶段的的 基本符合受体蛋白的性质
,

由于本项工

作刚刚开展
,

对该结合蛋白的了解还很初步
。

此外
,

如其他生长物质一样
,

在植物发育

过程的不同阶段都有调控作用
,

因此 的受体蛋白可能也不止一种
,

在植物的不同发育

阶段
,

可能会有不同的受体蛋白产生
,

从而调控不同的生理反应
。

有关 的研究有待于

进行大量工作
,

对 性质和功能的研究将阐明 在高等植物生长发育过程中的作用

和作用机理
。
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