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冬小麦中玉米赤霉烯酮结合蛋白的分离纯化
①

国凤利 ② 王凡玲 孟察静
生 物 学 院

摘 要 玉米赤霉烯酮是植物体内源产生的一类小分子生理活性物质
,

已证明它与冬性植物的春化作用

密切相关
。

本研究应用亲和层析和
一

聚丙烯酞胺凝胶电泳技术
,

对春化的冬小麦幼苗中的玉米赤霉烯

酮结合蛋 白进行了分离纯化
。

供试材料为冬小麦品种燕大
,

种子萌发后在 ℃下春化 周
,

提取幼苗的

水溶性总蛋 白进行亲和层析
。

层析基质为琼脂糖凝胶 即 盯
,

配体为玉米赤霉烯酮多聚赖氨酸复合

物
。

总蛋白溶液先经过 结合后
,

再与连有配体的亲和胶进行反应
,

然后洗去非结合蛋白 改变

洗脱条件
,

进一步洗涤得到的为玉米赤霉烯酮结合蛋 白 溶液
。

研究结果表明
,

在春化的冬小麦幼苗中

存在两种玉米赤霉烯酮结合蛋白
,

它们的分子量分别为 和
。

关链词 玉米赤霉烯酮 结合蛋 白 亲和层析 冬小麦
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植物激素作为信号物质在植物的生长发育过程中起着重要的调节作用
。

一般认为
,

激素

类物质首先与某些特定的蛋白质分子结合后
,

才能诱发一系列的生化过程和生理反应
,

这些

与激素发生特异性结合的蛋 白称为受体 口。

因此
,

激素受体的获得及其特性的研

究对进一步了解激素的作用机理是至关重要的
。

玉米赤霉烯酮
,

简称 是
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普遍存在于高等植物体内的一种小分子活性物质
,

大量的研究已经证明它参与了成花过程

的各个阶段 如春化作用
、

光周期诱导和开花受精 的调节〔, 一 ’‘〕,

并与植物的抗性有关 〕。

本

研究以春化的冬小麦幼苗为材料
,

采用亲和层析和
一

聚丙烯酞胺凝胶电泳技术对玉米赤

霉烯酮结合蛋白
一 ,

简称 进行了分离和纯化
,

以期进一步得

到玉米赤霉烯酮的真正受体
,

探索玉米赤霉烯酮在植物体内的生理功能和作用机理
。

材料和方法

植物材料

供试植物为冬小麦品种
“

燕大
” ,

种子经 升汞表面灭

菌
,

流水冲洗
,

室温下吸胀萌动后
,

置 ℃ 冰箱内进行低温春化
。

亲和胶的制备

半抗原
一 ’一

梭甲基厉 一 的制备 参考陈新建方法 〕 取 纯品

和盐酸梭甲基经胺 溶于 毗陡中
,

室温黑暗条件下搅拌
,

吹干
。

将所得固体混合物溶于 蒸馏水中
,

用
· 一

调至
,

然后用

二氯甲烷抽提 次
,

每次
,

弃二氯甲烷 水相用盐酸调至
,

再用二氯甲烷抽提

次
,

每次
,

收集二氯甲烷
,

无水硫酸钠脱水
,

过滤后抽干
,

得 白色晶体
。

一 一

的合成 称取
一

轻基唬拍酸亚胺 溶于 四氢吠喃
,

为 溶液 碳二亚胺 溶于
,

为 溶液
。

取
,

两种溶液各

混合后
,

加入
一

晶体
,

℃下搅拌
,

吹干后得针簇状晶体
。

一 一

与多聚 赖氨 酸
一

的连接 将所得
一 一

与

二 混合后加入 和
, 一 一

甲基甲酸胺
,

在 下搅拌
。

取
一

溶于
· 一 ‘ 。溶液

。

将上述两种溶液慢慢混合

后
,

在 ℃下搅拌
,

℃下用
· 一 ‘

透析
。

配体 与琼 脂糖 的交联 将配体
一 一

复合物 溶于交联缓冲液
·

一 ‘ · 一 ’ , ,

加入经 活化的琼脂糖 购 自

公司 每克 预先用
· 一 ’

过滤冲洗
,

在室温下摇

动 或 ℃下过夜
。

交联缓冲液洗去多余配体
, · 一 ‘乙醇胺 封闭亲和胶 室

温下 或 ℃下过夜
。

亲和胶再经
· 一 ‘ · 一 ’

和
· · 一 ’ 一 · · 一 ‘

交替冲洗各 次后
,

下贮存备用
。

结合蛋白的分离和纯化

参考 结合蛋白的纯化方法 〔, ’〕。

样 品 的提 取 取春化 一 周 的小麦幼苗
,

称重
,

加入等量 的匀浆缓 冲液
一 一 ’ 一 · 一 ’ 一 ’ 一

· 一 ‘

· 一 ‘ , ,

研磨
,

过滤
。

滤液离心
, ,

收集上清液
,

加入 硫酸钱后搅拌
,

离心
, ,

弃上清
,

沉淀溶于溶解缓冲

液
· 一 ’ 一 一 ’ · 一 ‘ 一

·

一 ’ · 一 ’ , ,

相同缓冲液透析
。

将透析后的蛋 白质溶液高
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速离心
, ,

收集上清液并用冲洗缓冲液
· 一 ‘ 一

· 一‘ 一 · 一 ’ ,

稀释
,

得蛋 白质溶液
。

以上过程均在 ℃

下进行
。

亲和 层析 首先将蛋 白质溶液 与等体积 的 即 盯 混 合
,

轻轻搅拌
,

过滤
,

以除去与 结合的非特异蛋白
。

所得滤液为蛋 白质溶液
。

取该

溶液 作为电泳对照样品
,

其余与亲和胶混合
,

轻轻搅拌
,

过滤
。

结合后的亲和胶

经 清洗后
,

在洗脱缓冲液
· 一 ‘ 一 · 一 ‘ 一 ·

一 ’ ,

悬浮
,

过滤
,

所得滤液即为 结合蛋白溶液
。

电泳 取所得各级蛋 白质溶液及相应的滤液进行
一

聚丙烯酞胺凝胶 电泳
,

考马斯亮蓝染色
,

根据相对迁移率计算分子量
。

结果

经亲和层析后
,

所得 结

合蛋 白及其相应对照溶液的电泳

图谱见图
。

其中 为亲和胶结合

后剩余的蛋 白溶液
,

通过与结合前

的蛋 白溶液 比较可 以 看 出
,

中明显缺少一种蛋白条带
,

表明样

品 中的这种蛋 白全部与配体发生

了结合而滞留在亲和胶中
。

进一步

洗涤亲和胶
,

所得洗脱液 中有两

个蛋 白条带
,

经计算得知它们的分

子量分别为 和
。

其中 的条带与层析后滤

液中所缺条带的位置相同
,

表明该

蛋 白在原样品中确实全部与亲和

。

书

。

一一一一一

一一

三一一一一一一一三一一一一一工一工一一一一一

图
一

聚丙烯酞胺凝胶 电泳图谱
,

标准蛋白
,

层析前样品
,

层析后滤液
,

结合蛋白

胶发生了结合并得到 了有效洗脱
。

在 蛋 白的条带位置
,

滤液中亦有相同的蛋 白条

带出现
,

根据这一现象
,

推测有两种可能 ①在 蛋白的位置
,

除了 结合蛋白之

外
,

还存在大量其他分子量相同或相近的非特异蛋 白
。

所以
,

在亲和层析过程中
,

非特异蛋白

进入滤液
‘

而出现相应的条带
。

②在 蛋白条带位置有较多的 结合蛋白
,

由

于配体容量有限
,

只有特异性较强的 与配体发生了结合
,

剩余的 则进入滤液
。

体

外结合分析表明
,

所得 溶液与
’ 一

有较强的结合活性
。

讨论

玉米赤 烯酮是植物体内的激素类小分子活性物质

玉米赤霉烯酮的发现始于对动物雌性化症状的研究 , 〕。

早在 年代人们就注意到
,

发
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霉的玉米能够引起动物的雌性化病症
,

具有类似雌性激素的作用
。

此后
,

进一步的研究发现
,

雌性症状是由霉玉米中的赤霉菌引起
。

年
,

等 , ’〕从玉米赤霉菌中分离出了一种活

性物质
,

并证明了该物质具有动物雌性激素的作用
。

年
,

等 」利用经典化学
、

核磁

共振和质谱等技术确定了该物质的化学结构
,

并命名为玉米赤霉烯酮
。

此后的

一系列研究发现
,

玉米赤霉烯酮参与了真菌有性生殖过程的调节仁, ‘一 〕。

基于玉米赤霉烯酮

在动物和微生物中具有性激素的作用
,

而且某些菌系需要低温才能产生玉米赤霉烯酮的特

点
,

李季伦
、

孟繁静等首次提出了玉米赤霉烯酮可能与高等植物春化现象有联系的设想
,

并

从研究冬小麦的春化作用入手
,

获得了启发性的结果
。

他们的研究发现
,

冬小麦的越冬茎尖

中确实存在玉米赤霉烯酮的类似物
,

并且该物质的积累随春化作用的加深而增多
,

在春化阶

段的第四周出现含量高峰阁
。

进一步的研究确证了这种物质与真菌产生的玉米赤霉烯酮 同

质川
。

并先后在不同科属的十余种冬性植物的越冬茎尖或花芽中均提取出了玉米赤霉烯

酮 〔卜川
。

此外
,

玉米赤霉烯酮还与植物的光周期诱导及开花受精亦有密切联系比 ”〕。

外施低

浓度的玉米赤霉烯酮可促进植物的成花过程 〔‘。, ‘ · ’ 〕。

上述研究结果均表明
,

玉米赤霉烯酮是

高等植物体内凉产生的激素类活性物质
,

可能在高等植物的成花过程中起重要调节作用
。

玉米赤 烯酮的结合蛋白

为了进一步探讨玉米赤霉烯酮在高等植物成花过程中的作用机理
,

应首先分离
、

纯化和

研究玉米赤霉烯酮的特异结合蛋 白
,

进而确定其真正的受体
。

目前
,

对玉米赤霉烯酮结合蛋

白的研究尚处于起始阶段
,

王挥等仁 口曾利用直接酶联免疫技术检测了冬小麦和油菜春化过

程中体内玉米赤霉烯酮结合蛋 白的存在
,

并证明其含量变化趋势与内源玉米赤霉烯酮含量

变化趋势相似
。

韩玉珍等 〕利用组织印迹技术的研究发现
,

春化冬小麦幼苗中的玉米赤霉

烯酮结合蛋白主要存在于茎尖生长点部位
。

但上述研究均未对玉米赤霉烯酮结合蛋白进行

分离纯化
。

本研究应用亲和层析技术首次对春化冬小麦幼苗中的玉米赤霉烯酮结合蛋 白进

行了分离
,

并结合
一

聚丙烯酞胺凝胶电泳技术达到 了进一步纯化的目的
。

得到了分子量

分别为 和 的两种蛋白组分
。

根据所出现的电泳条带分析
,

其中

的蛋白是较为可靠的玉米赤霉烯酮结合蛋 白
。

它们的有关特性正在研究之中
。
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工酶上与公认的野生种秘鲁番茄
、

多毛番茄及普通番茄的三个品种不同
。

根据我们的调查
,

武陵野生番茄的分布
,

在高海拔山区比低海拔山区要多
,

交通不便的少数民族聚居的山区更

多
。

可见
,

这些野生番茄不可能从国外引进
。

武陵山区位于湖南
、

湖北
、

四川和贵州四省交界

处
,

属于热带季风型湿润气候
,

温湿多雨
,

地形复杂而独特
,

地质史上受第四纪冰川影响较

小
,

因此保存了种类较多的生物资源
,

武陵山区野生番茄应该是原产于我国而与国外引进的

番茄无关
。

但它的分类地位的确定
,

还有待于多种同工酶
、 、

杂交亲和力等方面的综合

研究来解决
。


