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摘要  利用聚丙烯酰胺凝胶等电聚焦电泳法 , 研究了羽衣甘蓝强自交不亲和系、弱自交不亲和系与自交亲和系的柱头和花粉蛋白质谱
带 ,并进行自交, 以考察亲和指数。结果表明 :强自交不亲和系的成熟柱头( S) 和弱自交不亲和系的成熟柱头的蛋白谱带有明显差异 ; 强
自交不亲和系有特异谱带的出现 , 而弱自交不亲和系和自交亲和系柱头上没有特异谱带。对比自交不亲和系开花前2～3 d 的柱头( S′)
与成熟柱头( S) 的蛋白质谱带发现了S 特异蛋白质的准确位置 , 其等电点为8 .5 ～9 .1 。此法可用于鉴定羽衣甘蓝的自交不亲和性。用
同种方法处理花粉, 没有发现自交不亲和系的特征谱带。
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Rapid Identification of Self-incompatibility of Cabbage with Isoelectric Focusing
ZHANG Gui-ling et al  ( Linyi Normal University , Linyi ,Shandong 276005)
Abstract  The technique of polycrylamide gel isoelectric focusing was used to study the band patterns of proteininthe stigma and pollenof 12 highly self-
compatible lines of cabbage( Brassica oleracea L .) . The compatibility indexes of the lines was studied by means of self-polli nationinthe flowering season.
The protein band patterns of the stigma of the highly self-incompatible li nes were shownto be difference fromthose of the partly self-incompatible li nes and
the self- compatible ones . The specific bands were only observed in the stigma of the highly- incompatible li nes . Through the comparison of the band pat-
terns of mature stigma and young stigmain 2～3 days before blooming , the specific bands related to self-incompati bility was located at the bands at PI 8 .5
～PI 9 .1 and speculatedto be the S- locus specific glycoproteins . It was thus concluded that this procedure could be used to identitythe self-incompati bili-

ty . When the pollen was treated withthe same procedure the self-incompatibility could be identitied . No specific bands were observed inself-incompatible
lines .
Key words  Brassica oleracea L . ;Isoelectric focusing ; Rapid- determination;Pollen- protein ;Style- protein;Self- incompatibility

  羽衣甘蓝( Brassica oleracea L .) 自交不亲和性的测定一般

采用田间花期人工自交法, 根据亲和指数判断亲和与否。此

法费时费工 , 测定周期长, 且由于自交授粉技术的差异和田

间环境条件的影响, 测定结果往往偏低。自建立了用水溶性

的苯胺蓝显示花柱中花粉管技术之后, 又形成了利用荧光染

色法快速测定自交不亲和性的新方法。该法根据授粉后柱

头上花粉萌发数量确定不亲和程度, 可在开花数天内测定自

交不亲和性 , 但其判断依据仍是人为划分的标准, 无法定性

测定。大量研究表明, 羽衣甘蓝的自交不亲和机制与S 复等

位基因编码的柱头S 蛋白有关。但花粉中S 基因产物的情

况尚未见报道。笔者对羽衣甘蓝自交不亲和系及自交亲和

系花粉和柱头蛋白质进行等电聚焦电泳, 考察其蛋白质谱带

的差异性, 并以自交授粉的作对照, 探讨利用蛋白质特征的

差异快速测定甘蓝自交不亲和性的可能性。

1  材料与方法

1 .1  供试材料  2001 年秋季 , 以1 个稳定的羽衣甘蓝强自

交不亲和系的12 个单株( A1～A12) 、1 个不稳定的羽衣甘蓝

弱自交不亲和系的12 个单株( B1 ～B12) 和1 个稳定的羽衣甘

蓝自交亲和系的12 个单株为材料( C1 ～C12) ( 表1) 。柱头材

料: ①切取开花前2 ～3 d 的柱头( S′) , 迅速放到 - 40 ℃冰柜

中保存 ; ②成熟非授粉柱头( S) , 在开花前1 d 去雄套袋隔离 ,

24 h 后取样放到 - 40 ℃冰柜中保存。

1 .2 样品制备法

1 .2 .1 样品缓冲液制备。8 mol/ L 尿素,2 %Tritonx- 100 ,1 %β-

巯基乙醇,1 % 溴酚蓝, 双蒸水。

1 .2 .2 柱头蛋白质提取。称取柱头50 mg , 放入0 .5 ml 的离

心管中, 加入100 μl 样品缓冲液, 以尖端磨圆的细玻璃棒研

磨成匀浆。 �
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  表1 供试材料与代号

材料 亲和指数 材料 亲和指数 材料 亲和指数

A1 0 .4 B1 3 .2 C1   17 .2

A2 0 .5 B2 2 .8 C2 19 .8

A3 0 .5 B3 3 .6 C3 17 .5

A4 0 .3 B4 2 .5 C4 11 .9

A5 0 .1 B5 3 .9 C5 12 .7

A6 0 .2 B6 2 .1 C6 15 .4

A7 0 .7 B7 2 .5 C7 10 .8

A8 0 .7 B8 3 .1 C8 11 .7

A9 0 .8 B9 2 .3 C9 13 .5

A10 0 .2 B10 4 .6 C10 21 .2

A11 0 .3 B11 1 .8 C11 190

A12 0 .1 B12 4 .0 C12 103

1 .2 .3 电泳法。上述样品经15000r/ min 离心10 min , 取上清

液参照郭尧君等的方法用加样纸加样。聚丙烯酰胺凝胶浓

度7 .5 % , 两性电解质pH 值3 .5 ～10 , 胶板厚0 .5 mm,EPS3500

型电泳仪和电泳槽, 用酸度计测定pH 值。

2  结果与分析

2 .1 成熟柱头( S) 电泳图谱分析  强自交不亲和系材料( 图

1) A1～A6 电泳图谱完全相同 , 在PI 4 ～PI 5 .1 间有2 条弱带,

在PI 8 .5～PI 10 .5 间有2 条强带、4 条弱带; 材料A7～A12 , 除

了在PI 7 .2 处多1 条强带以外, 其余均与前6 个材料谱带相

同。从弱自交不亲和系( 图2) 电泳图谱中可以看出, 材料B1

～B5 除了在PI 8 .9 处多1 条强带外, 其余均与强自交不亲和

系材料 A7～A12 谱带相同; 而材料B6～B12 除了在PI 8 .9 处

少1 条强带外, 其余均与强自交不亲和系材料 A1 ～A6 谱带

相同。从自交亲和系( 图3) 电泳图谱中可以看出, 材料 C6 、

C11、C12 的电泳图谱与弱自交不亲和系材料B6 ～B12 相同 ,

其余均与弱自交不亲和系材料B1～B5 相同。

从以上分析可以看出 , 强自交不亲和系与弱自交不亲和

系、自交亲和系之间的不同在于 , 强自交不亲和系材料 A1 ～
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A12 共有的谱带是PI 8 .9 处的1 条强带, 这是强自交不亲和

系在蛋白质方面的表达, 而后两者没有此谱带。弱自交不亲

和系没有表达此谱带, 很可能是S- 糖蛋白合成速度和表达含

量不同造成的。

注 : 从左至右依次为 A1 ～A12 。

图1 强自交不亲和系成熟柱头的电泳图谱( S)

注 : 从左至右依次为 B1 ～B12 。

图2 弱自交不亲和系成熟柱头的电泳图谱( S)

注 : 从左至右依次为 C1 ～C12 。

图3 自交亲和系成熟柱头的电泳图谱( S)

2 .2  开花前2～3 d 的非成熟柱头( S′) 电泳图谱分析  强自

交不亲和系材料( 图4) A1 ～A12 谱带完全相同, 同时与弱自

交不亲和系材料B1 ～B12( 图5) 之间无差异, 均在PI 3 .3 、PI

6 .0、PI 8 .0 、PI 9 .0 处有1 条强带, 在PI 5 .9、PI 8 .4 、PI 9 .3 处各

有1 条弱带 ; 而自交亲和系材料( 图6) 在 PI 4 .0、PI 6 .5 、PI

9 .0、PI 9 .9 各有1 条强带, 在 PI 7 .0 、PI 9 .1、PI 10 .0 处各有1

条弱带 , 这与强自交不亲和系谱带的等电点有所不同。

从非成熟柱头的电泳谱带中可以看出, 强自交不亲和系

与弱自交不亲和系之间无明显的差异, 而与自交亲和系材料

的谱带之间等电点有所不同, 同时在PI 4 .2 处多了1 条弱带。

3  小结与讨论

许多研究表明, 柱头S 特异蛋白质是水溶性蛋白质, 在

不同的基因型中表现出复杂的多态性。分析S 复等位基因

的类型可知, 甘蓝S 复等位基因一般分为2 类:Ⅰ型基因活性

很高, 自交不亲和性稳定 ;Ⅱ型活性很低 , 自交不亲和性表现

很弱。该试验选取的强自交不亲和系经多代选育性状稳定 ,

说明这些材料的S 基因属于Ⅰ型。而Ⅰ型基因的 DNA 序列同

源性超过90 % , 故S 特异谱带比较集中, 该试验结果表明,S

蛋白质的PI 为8 .9～9 .1 。Nishio 和 Hinata 检测的S 特异蛋白

质的等电点为7 .5 ～9 .0 ,Gaude 等分离得到的与S 基因有关

的蛋白质, 发现其等电点在pH 值6 .6 ～8 .3 的区域内, 这与

该试验结果有所不同。Nasrallah 研究证实了开花前2 ～3 d

的柱头S 基因活性较低。Hinata 和 Nasrallah 等研究表明, S

蛋白质在柱头中的积累量与柱头的不亲和性一致。

注 : 从左至右依次为 A1 ～A12 。

图4 强自交不亲和系非成熟柱头的电泳图谱( S′)

注 : 从左至右依次为B1 ～B12

图5 弱自交不亲和系非成熟柱头的电泳图谱( S′)

注 : 从左至右依次为 C1 ～C12 。

图6 自交亲和系非成熟柱头的电泳图谱( S′)

  利用等电聚焦电泳法观察羽衣甘蓝成熟柱头的电泳图

谱, 强自交不亲和系在PⅠ8 .5 ～9 .1 处有1 条谱带, 而弱自交

不亲和系和自交亲和系则没有此带, 根据特异谱带的有无可

以鉴定羽衣甘蓝强自交不亲和系。

( 下转第5464 页)
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吸收峰消失, 破坏藻蓝素 ; 蔗糖、苯甲酸钠会使吸收峰略有增

加, 保护藻蓝素; 磷酸钠对色素稳定性没有明显影响 ; 不同金

属离子对藻蓝素稳定性影响不同。汤朝晖等报道[ 18] , 藻胆

蛋白热稳定性差, 在30 ℃以下藻胆蛋白较稳定 ; 藻胆蛋白对

光照敏感;10 % 乙醇、10 % 蔗糖、1 % NaCl 对藻胆蛋白均有不

同程度的增色效应。余九九等报道[ 19] , 藻胆蛋白溶液在60

℃以下热稳定性较好, 甘油、蔗糖和海藻酸钠对藻胆蛋白都

有一定程度的保护作用, 其中1 % 甘油效果最好, 在低温避光

条件下藻胆蛋白更稳定。张昆等报道[ 20] , 藻蓝素在35 ℃以

下保存较好, 加工稳定不应高于60 ℃; 在pH 值5～7 藻蓝素

稳定性好;Ca2 + 、K+ 对藻蓝素没有影响,Zn2 + 、Fe3 + 破坏藻蓝

素;H2O2 、柠檬酸和 Vc 会破坏藻蓝素; 蔗糖对藻蓝素没有影

响, 而葡萄糖加快了色素的降解; 防腐剂苯甲酸钠对色素没

有影响, 而山梨酸 - 尼泊金酯会使色素褪色。综合上述研究

结果, 可以看出, 藻胆蛋白同其他大多数蛋白质一样 , 也是在

高纯度、高浓度和低温条件下较稳定, 在中性pH、弱光下稳

定, 以藻胆蛋白作为色素添加剂使用时, 需要考虑不同成分

对其稳定性的影响。

3 .3 藻胆蛋白的氨基酸组成及等电点 殷钢等[ 11] 测定了钝

顶螺旋藻藻蓝蛋白的氨基酸组成 , 除半胱氨酸及色氨酸未测

定外, 其他5 种必需氨基酸( 赖氨酸、苏氨酸、苯丙氨酸、亮氨

酸、异亮氨酸) 含量都丰富。汤朝晖等[ 18] 测定了钝顶螺旋藻

藻胆蛋白的氨基酸含量,8 种必需氨基酸含量丰富, 占氨基酸

总量的55 .56 % 。沈蓓英等[ 21] 测定了极大螺旋藻中藻蓝蛋白

及别藻蓝蛋白的氨基酸组成并测定了其等电点, 藻蓝蛋白等

电点为4 .2 , 别藻蓝蛋白等电点为4 .5。张成武等[ 22] 测定了

钝顶螺旋藻藻胆蛋白的氨基酸含量, 并测定了藻蓝蛋白的等

电点为4 .8 , 别藻蓝蛋白的等电点为4 .9 。殷钢等报道[ 23] 钝

顶螺旋藻藻蓝蛋白的等电点为4 .7 , 别藻蓝蛋白的等电点为

4 .3 。张少斌等报道[ 9] 钝顶螺旋藻藻蓝蛋白的等电点为4 .8 。

综合上述研究结果 , 螺旋藻藻胆蛋白中含有丰富的人体必需

氨基酸; 藻蓝蛋白中的酸性氨基酸多于别藻蓝蛋白, 而碱性

氨基酸则少于别藻蓝蛋白, 因此藻蓝蛋白等电点低于别藻蓝

蛋白; 藻蓝蛋白等电点在4 .2 ～4 .8 , 别藻蓝蛋白等电点在4 .3

～4 .9。

4  螺旋藻藻胆蛋白的生理活性及其开发利用

螺旋藻被广泛研究与应用的主要是钝顶螺旋藻和极大

螺旋藻, 螺旋藻中藻胆蛋白含量高达干重的20 % 以上, 这为

藻胆蛋白的研究与开发提供了充足的实验材料[ 1 ,4] 。藻蓝蛋

白是一种重要的生理活性物质, 能促进免疫系统抵抗多种疾

病, 具有抗衰老, 防癌抑癌 , 促进动物对铁的利用, 促进造血

等重要功能[ 1 ,4 ,24] 。藻胆蛋白具有亮丽的天蓝色, 是一种很

好的天然色素[ 14 ,17 ,20 ,25] 。从其氨基酸组成可知 , 它可以作为

人和动物必需氨基酸的重要蛋白质来源[ 18 ,21] 。藻胆蛋白发

射强烈的荧光, 其荧光强度比常用的荧光素强30 倍, 因其突

出的荧光特性而使藻胆蛋白荧光探针的开发尤其引人注

目[ 26] 。藻胆蛋白具有广阔的应用前景, 但多数研究还处于

实验室阶段, 要实现藻胆蛋白相关产品的开发与推广还有赖

于藻胆蛋白规模化纯化技术的进一步成熟与应用。
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