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小麦多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋白的部分结构

万　琳 ,　周　立 3

(四川大学生命科学学院 ,成都　610064)

摘要　为了弄清小麦多聚半乳糖醛酸酶抑制蛋白 (polygalacturonase2inhibiting protein ,PGIP)的作用机

制 ,并为其在基因工程中的应用提供依据 ,对其结构进行了研究.用 Edman降解法测得小麦 PGIP的

N端序列为 Lys2Pro2Leu2Leu2Thr2Lys2Ile2Thr2Lys2Gly2Ala2Ala2Ser2Thr.用 CD谱研究其二级结构 ,发现

小麦 PGIP天然态含有 4317 %的β折叠和 1311 %的α螺旋.酸碱和温度变性引起了二级结构改变.

不完全变性阶段 ,二级结构的变化表现为α螺旋无明显变化 ,β折叠遭到破坏 ;活性完全丧失阶段 ,

β折叠变化很小 ,α螺旋含量明显减少.用 NRΠR (非还原Π还原)双向对角线 SDS2PAGE鉴定出小麦

PGIP含有链内二硫键.用去糖基化法确证了小麦 PGIP的糖含量为 22 %.小麦 PGIP与双子叶植物

PGIP相比 ,一级结构差异较大 ,同源性由 36 %变为 9 % ;二级结构相似 ,都是高β2折叠的蛋白 ;均具

有链内二硫键 ;在糖含量上也相似.研究结果为进一步弄清小麦 PGIP作用机理打下了基础 ,同时对

于植物抗赤霉病基因工程具有重要意义.
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The Partial Structure of Wheat Polygalacturonase2inhibiting Protein

WAN Lin , ZHOU Li 3

( College of Life Science , Sichuan University , Chengdu　610064 , China)

Abstract　In order to reveal the mechanism of wheat polygalacturonase2inhibiting protein (PGIP) and to make
best use of it in gene engineering , its structure was studied. The N2terminal amino acid sequence of wheat
PGIP was determined by Edman degradation. The result was : Lys2Pro2Leu2Leu2Thr2Lys2Ile2Thr2Lys2Gly2Ala2
Ala2Ser2Thr. The secondary structure of wheat PGIP was obtained by the measurement of circular dichroic
spectra. The native PGIP of wheat was estimated to contain about 4317 %β2sheet and 1311 %α2helix. The
secondary structure was changed by effects of pH and temperature. α2helix had little change andβ2sheet was
destroyed while the protein denatured incompletely. When the activity of wheat PGIP lost , the content ofβ2
sheet varied a little and that ofα2helix reduced apparently. Wheat PGIP had internal disulfide bond by analysis
of NRΠR ( not reducedΠreduced) two2dimensional electrophoresis. Wheat PGIP was deglycosylated using
TFMS , and the result indicated that carbohydrates content was 22 %. When dicotyledon PGIPs was compared
with wheat PGIP , there was difference in primary structure. The N2terminal sequence of PGIPs in dicotyldon2
ous plants shared 36 % identical amino acids , but the percentage of overall identity was changed to only 9 %
when wheat PGIP was included in the analysis. However , PGIPs from Wheat and dicotyledon were consistent
in secondary structure , disulfide bond and carbohydrates content . The results have laid the foundation for the
elucidation of its mechanism , and is significant for breeding crops resistant to Gibberella zeae ( Schw . ) Petch.
Key words　polygalacturonase2inhibiting protein , wheat , structure
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　　多聚半乳糖醛酸酶 (polygalacturonase , PG)是病

原真菌入侵过程中分泌的第一个细胞壁降解酶 ,它

对植物细胞壁的降解不仅使其它细胞壁降解酶对其

底物的攻击更容易 ,而且为真菌生长和发育提供糖

源.迄今还没有有效手段控制植物的真菌病 ,因此在



植物中发现的对病原真菌的特异性应答产物———

PGIP ,作为抗性品种培育中的目标蛋白 ,成为人们的

关注焦点[1 ] .

目前对 PGIP的研究几乎都集中于双子叶植物

PGIP.我们实验室首次从小麦中分离出 PGIP
[2 ]

,发

现小麦 PGIP 可以抑制小麦禾谷镰刀菌 ( Fusarium

graminearum)等的 PG活性[3 ]
,而镰刀菌可引发小麦

赤霉病 ( Gibberella zeae (Schw. ) Petch) .后者是小麦的

一种主要病害 ,会造成小麦的大幅度减产. 小麦

PGIP对 PG的抑制功能提示它可能成为抗赤霉病的

有效手段.

为了更好地利用小麦 PGIP的功能 ,对其结构的

研究是必不可少的.决定小麦 PGIP功能和性质的结

构如何 ? 小麦 PGIP与双子叶植物 PGIP都能抑制

PG,它们在结构上有何异同 ? 本文对于这些问题进

行了探讨.

1　材料和方法

111　材料

11111　植物材料 　实验小麦 ( Triticum Aestivum L. )

品种为“SW8922589”,由四川省农科院作物所提供.

11112　试剂 　CM2Sephadex C250、Sephadex G2100 由

Pharmacia公司进口分装 ;丙烯酰胺、N , N′2甲叉双丙
烯酰胺、Pectinase为 Serva产品 ;Pectin为 Sigma产品 ;

考马斯亮蓝 R250 为 Fluka 进口分装 ; TFMS (triflou2
romethanesulfonic acid)为 Acros 产品 ;其余试剂均为

国产分析纯.

112　方法

11211　小麦 PGIP的制备　按照文献 [2 ]方法 ,分离

纯化小麦 PGIP.

11212　小麦 PGIP的检测 　采用文献 [3 ]方法测定

小麦 PGIP 生物学活性. 在 30℃,用 endo2PG降解

015 %果胶 ,在等量 PGIP存在和不存在时 ,测定 15

min后果胶降解百分比 ,然后计算出 PGIP对 endo2
PG的抑制百分比.同时可用我们实验室的 PGIP抗

体[4 ]
,经Western印迹法检测 PGIP ,具体方法参照文

献[5 ] .

11213 　SDS2聚丙烯酰胺凝胶电泳 (SDS2PAGE) 　按

照Laemmli [6 ]的方法 ,进行 SDS2PAGE.

11214　蛋白电泳的凝胶染色 　参照郭尧君[7 ]的方

法 ,用银染法将凝胶染色.

11215　小麦 PGIP N端结构的测定　测序前参照文

献[5 ]进行蛋白的电印迹 :将 PVDF膜在甲醇中均匀

润湿后 , 在超纯水中漂洗 2～3 min ,再在转移缓冲

液 (10 mmolΠL CAPS , 10 %甲醇 , pH 1110)中平衡 15

min以上.将经过 SDS2PAGE的凝胶在转移缓冲液中

平衡 5 min ,置于浸过转移缓冲液的滤纸上 ,再依次

覆上处理好的 PVDF膜、浸过转移缓冲液的滤纸 ,注

意排除滤纸、凝胶、PVDF膜间的气泡.恒流 200 mA ,

3 h转移完毕后 ,取出 PVDF膜 ,蛋白面向上 ,在超纯

水中漂洗 3次 ,每次 5 min.然后用染色液 (012 %丽

春红 + 1 %冰乙酸)染色 ,再在超纯水中脱色.最后将

PVDF膜晾干 ,切下目标带 , 放入微量离心管中.用

Edman降解法测定 N 端结构.

11216　CD谱的测定　使用 J2500C型自动记录分光

偏振仪测定远紫外 CD谱.蛋白质浓度以分光光度

法测定.测定不同温度对小麦 PGIP的 CD谱的影响

时 ,系在样品经不同温度处理后 ,缓慢平衡至 25℃

再行测定.实验待测样品 ,均在配制后于 25℃放置 2

h或过夜后测定.平均残基分子量由小麦 PGIP的氨

基酸组成[8 ]计算得到 ,为 129 ,用 0105 cm石英样品

池 ,圆二色性用平均残基椭圆值 [θ]表示 ,单位为

deg·cm
2·dmol

- 1
,并按 Chen和 Yang的方法[9 ]计算小

麦 PGIP的二级结构的构象单元含量.

11217　　NRΠR 双向对角线 SDS2PAGE 　参照文

献[10 ]的方法进行 :第一向为 10 %SDS2PAGE (815 cm

×815 cm ×0175 mm 板胶 ) ,样品处理液为 6215

mmolΠl Tris2HCl ,2 %SDS ,10 %甘油 ,01002 %溴酚蓝 ,

pH618.第二向为 10 %SDS2PAGE(815 cm×815 cm×1

mm板胶) ,样品处理液为第一向处理液中加入 5 %

巯基乙醇.样品经第一向样品处理液室温处理 1 h

后电泳.第一向结束后 ,按加样孔切下胶条 ,置于第

二向样品处理液中室温浸泡 90 min ,然后将胶条置

于第二向胶上进行第二向电泳.

11218　小麦 PGIP的化学法去糖基化　参照 Karp的

方法[11 ] ,用 TFMS将纯化的小麦 PGIP去糖基化 :10

μg冻干的小麦 PGIP在干燥器中用 P2O5 充分脱水

后 ,重悬于 45μl TFMS和 5μl苯甲醚中 ,然后充以氮

气 ,并盖紧盖子 ,冰浴 2 h.在这个过程中 ,TFMS可以

同时去除糖蛋白上的 N2糖链和 O2糖链[12 ]
.接着将

反应混合物加到在干冰2丙酮浴中预冷的 1 ml吡啶Π
乙醚 (1 :9)中 ,蛋白和 TFMS的吡啶盐产生的共沉淀

通过 10 000 g离心 10 min 收集.沉淀用 011 molΠL
NH4 HCO3 溶解 ,然后对 011 molΠL NH4 HCO3 充分透

析.将透析液冻干即得到去糖基化的蛋白.

2　结果与讨论

211　小麦 PGIP的 N端序列测定及分析
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从小麦黄化苗中纯化的 PGIP经 SDS2PAGE后 ,

使用电印迹法直接将凝胶上的蛋白转移到 PVDF膜

上.将 PGIP蛋白带切下后 ,测得小麦 PGIP的 N 端

14个氨基酸序列 ,为 Lys2Pro2Leu2Leu2Thr2Lys2Ile2Thr2
Lys2Gly2Ala2Ala2Ser2Thr.其它文献和 GenBank中报道

的 PGIP都存在于双子叶植物中[12～16 ]
,它们的 N端

一级结构见 Fig. 1.

Fig. 1　Homology analysis of the N2terminal amino acid sequences

of PGIPs from wheat and dicotyldonous plants

Within the N2terminal amino acid sequences of PGIPs from

bean[14 ] , soybean [15 ] , pear [12 ] , orange ( GenBank accession num2

ber AB016204) , kiwifruit [16 ] , tomato [13 ] , trifoliata ( GenBank ac2

cession number AB020528) , fortunella ( GenBank accession number

AB020529) , cherry ( GenBank accession number AF263465) , eu2

calyptus ( GenBank accession number AF159171) and wheat , the

identical amino acids in all sequences are boxed by continual line ,

while the identical amino acids in PGIPs from dicotyldonous plants

are boxed by dashed line

同源性分析表明 ,已知双子叶植物 PGIP N端氨

基酸序列同源性较高 ,N端 22个 (桉树属植物为 21

个)氨基酸残基中有 8个是保守的 (2NP2、2DK2、2LL2、
K、P) ,同源性为 36 %.小麦 PGIP的 N端氨基酸序列

与它们相比差异较大.单、双子叶植物 PGIP N端序

列同源性降低到 9 % ,只有 2个氨基酸残基 (2LL2)仍

是保守的.这可能反映了单、双子叶植物 PGIP在一

级结构上有差异.

Mattei研究发现[17 ]
,在双子叶植物 PGIP有三个

保守的结构域 :LRR区、N端区、C端区. LRR即富含

Leu的重复子 (Leucine2rich repeat) ,是一段富含 Leu

的序列 ,LRR区是决定 PGIP对 PG的特异性和亲和

性的结构单元. N端区一级结构的保守性并不存在

于单子叶植物中 ,而小麦 PGIP仍然具有对 PG的抑

制作用 ,可能改变的一级结构并未影响该结构域应

形成的高级结构[17 ] .也可能决定高级结构和功能保

守一级结构存在于 LRR区 ,但这个假设尚有待小麦

PGIP氨基酸全序列的获得后证实.

212　小麦 PGIP的二级结构及与生物活性关系

21211　pH对小麦 PGIP的生物活性和 CD谱的影响

Fig. 2　The far UV2CD spectra of wheat PGIP at various pH values

　实验所用的缓冲液为 : 01025 molΠL Gly2HCl (pH3

) , 01025 molΠL NaAc2HAc ( pH 5 ) , 01025 molΠL
NaH2 PO42Na2 HPO4 (pH 6) ,01025 molΠL Gly2NaOH(pH

8) .不同 pH时小麦 PGIP的 CD谱见 Fig1 2.由 Fig. 2

得出的在不同 pH时小麦 PGIP二级结构各构象单元

含量和小麦 PGIP生物学活性的变化如 Table 1 所

示.

Table 1 　The effect of pH on secondary structure and activity of

wheat PGIP

pH 3 5 6 8

α2Helix( %) 1415 1311 1512 719

β2Sheet ( %) 3919 4317 4316 3813

Relative activity( %) 50 100 70 0

　　pH 5时 ,小麦 PGIP具有最大的活性 ,二级结构

计算结果是 :α螺旋为 1311 % ,β折叠为 4317 % ,说

明小麦 PGIP是一种以β折叠构象为主的蛋白 ,这点

和菜豆 PGIP相同[17 ] .从 pH 5时的生物学活性来看 ,

此高β折叠构象是小麦 PGIP的天然态结构.

pH 5→6时 ,对二级结构基本无影响 ,活性却由

100 %变为 70 %.此时蛋白活性的丧失可能只是由

于分子局部结构的较小变化造成的. pH继续向酸或

碱的方向变化 ,引起了二级结构的改变.活性降低到

50 %时 ,α螺旋无明显变化 ,β折叠遭到破坏.到活

性完全丧失时 ,β折叠变化很小 ,α螺旋含量明显减

少.

21212　温度对小麦 PGIP的生物活性和 CD谱的影
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响　小麦 PGIP经不同温度处理后 ,测定其活性 ,发

现在 20℃和 40℃处理后活性基本不变 ,60℃处理后

活性全部丧失. CD谱变化见 Fig. 3.不同温度时小

麦 PGIP主链构象变化的结果见 Table 2.

Fig. 3　The far VU2CD spectra of wheat PGIP at various temperature

Table 2 　The effect of temperature on secondary structure and

activity of wheat PGIP

Temperature (℃) 20 40 60

α2Helix( %) 1311 1013 416

β2Sheet ( %) 4317 3911 3713

Relative activity( %) 100 90 0

　　温度对二级结构的影响近似于 pH的影响.不

完全变性阶段 ,α螺旋无明显变化 ,β折叠遭到破

坏.活性完全丧失阶段 ,β折叠变化很小 ,α螺旋含

量明显减少.

213　小麦 PGIP的二硫键分析

二硫键是双子叶植物 PGIP结构中重要且保守

的元素 ,形成的链内二硫键对维系蛋白结构十分重

要[17 ]
.小麦 PGIP中含有 Cys

[8 ]
,但有无二硫键 ? 二

硫键是否也存在于肽链内 ? NRΠR双向对角线 SDS2
PAGE可以直观地对这些问题进行分析.

小麦 PGIP的 NRΠR双向对角线 SDS2PAGE结果

见 Fig. 4.

既无链内又无链间二硫键的分子位于对角线上

(两向电泳中分子迁移率相等) ,存在链内二硫键的

分子位于对角线的上方 (第一向泳动快 ,第二向泳动

慢) ,而存在链间二硫键的分子由于第二向电泳时被

还原 ,分子变成小的肽链位于对角线下方.低分子量

标准蛋白中牛血清白蛋白因含有数对链内二硫键而

出现在对角线的上方 ;胰蛋白酶抑制剂在同一水平

线上有两个斑点 ,分别在对角线上、下方 ;其余蛋白

质不含二硫键 ,均位于对角线上.小麦 PGIP出现在

对角线上方 ,说明它是带有链内二硫键的蛋白.这与

菜豆 PGIP 中鉴定出有链内二硫键的结果[17 ]相一

致.说明二硫键在双子叶植物 PGIP和单子叶植物

PGIP中保守.

Fig. 4　Analysis of NRΠR two2dimensional electrophoresis

(A) Protein marker (a : Rabbit phosphorylase b ,9714 kD ; b :Bovine

serum albumin ,6612 kD ;c :Rabbit actin ,43 kD ;d :Bovine carbonic

anhydrase ,31 kD ; e : Trypsin inhibitor ,2011 kD ;f : Hen egg white

lysozyme ,1414 kD) . (B) Sample ( s) and protein marker. Diagonal

was indicated by dashed line

214　小麦 PGIP的去糖基化分析

纯化的小麦 PGIP经 SDS2PAGE得到它的分子

量为 41 kD ,TFMS处理使它的分子量降低到 32 kD

(Fig. 5) .由此可见 ,小麦 PGIP是糖蛋白 ,糖对成熟

蛋白的总质量有 22 %的贡献.

Fig. 5　SDS2PAGE of purified wheat PGIP after deglycosylation

1. Purified wheat PGIP ; 2. Protein marker ; 3. Wheat PGIP after

deglycosylation

以前采用酚2硫酸法[8 ]测定得到的小麦 PGIP含

糖 6189 % ,TFMS处理双子叶植物 PGIP得到的含糖

002 中国生物化学与分子生物学报 18卷



量约为 20 %
[12 ,13 ,18 ]

.通过采用与双子叶植物 PGIP相

同的方法处理小麦 PGIP ,发现它也包含约 20 %的

糖 ,从而消除方法不同造成差异.说明小麦 PGIP与

双子叶植物 PGIP在糖含量上有相似性.

结构的研究 ,为进一步弄清小麦 PGIP的作用机

理打下了基础.其次 ,上述结果在结构方面 ,揭示了

功能相似的小麦 PGIP与双子叶植物 PGIP的异同.

它们在一级结构上有差异 ,但高级结构上却有一定

程度的相似性 ,在糖含量上也相似.可能一级结构的

差异反映了单、双子叶植物 PGIP的物种差异 ,而高

级结构和糖的相似性对应于二者功能的相似.最后 ,

上述结构研究的结果是小麦 PGIP天然蛋白的重要

参数 ,对于植物抗赤霉病基因工程具有重要意义.
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