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大豆属三种球蛋白的比较及其在

发育中的积累
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(黑龙江省 农业科学院 大豆研 究所 )

林忠平

( 中国科学院植物研 究所 )

前 言

高蛋白作物— 大豆已愈来愈被人类重

视
,

特别是在目前动物蛋白还满足不了人类

需要的今天
,

它作为一种食月植物蛋白来满

足人类对蛋白质的摄取就显得尤为重要
。

因
`

而
,

对大豆蛋 白的研究也就引起了国内外科

研人员的兴趣和重视
。

我们通常所说的大豆蛋白质含量
,

栽培

大豆 ( G l y c i o o ·

ma
x ) 一般在 4 0 %左右

,

野

生大豆 ( G l y e i n o · So
j a ) 和半野生大豆 ( G l

-

yc in
“ ·

gr
a

icl is) 一般在 50 %左右
,

是指包括

了大豆种子贮藏蛋白在内的
,

还有结构蛋白
、

酶蛋白
、

核酸等含 N 物质的总蛋白而言
。

其

中占绝对优势的是贮藏蛋白
。

贮藏蛋白中主

要是球蛋白 ( g lo b u l垃 ) ; 约占全部种子蛋 白

的 6 0一 70 %
,

还有一定数量 (约 20 % )的 白

蛋白 ( al b u m i n) 川
。

而对人类营养及其大 豆

本身生长发育有意义的主要是这部分贮藏蛋

白
。

这部分蛋白只有在种子代谢活跃阶段才

开始降解
。

大部分作为氨基酸和氮源用于合

成新的含氮 化合物
,

为萌发的幼苗提供氨基

酸和氮的来源
,

所以才称之为贮藏蛋白
。

其

主要成分球蛋白是由几个不同 S 值 (沉降系

数 ) 的球蛋白 1 1 5
、

7 5
、

25 等构成
。

几年来
,

我们对这三种主要球蛋白进行

了较为详细的研究
。

也就是
,

野生大豆
、

半

野生大豆和栽培大豆中的这三种球蛋白进行

分离
、

提取
,

作一构成上的比较
,

探讨与种

子蛋 白总量之间的关系
,

进而摸清其庄大豆

子叶形成发育过程中的积累情况
。

旨在了解

从野生到栽培进化过程中基因活动情况
,

研

究大豆高蛋白品种的特点
,

为合理利用大豆

资源
,

选育优质高蛋白大豆品种
,

特别是为

采用现代生物技术手段
,

使野生种的高蛋 白

等优 良性状 向栽培种转移
,

提供理论依据
。

本文报道这些研究的部分结果
。

材料和方法

供试材料
:
大豆种子

。

黑龙江省的八个

栽培品种 (G
·

m。 )
,

五个野生类型 ( .G so j a)

八个半野生类型 ( .G g ar ic ils )
。

其中三份另

加黑农 26 号做 了积累实验
。

种子均收 获 于

黑龙江省农科院实验地
。

一
、

球蛋白组分的提取
,

洲定和鉴定

(一 ) 提取 (分别采用 )

1
.

修改过的 A p pu
aR

。 和撇ar is 二 g a

aR
。

的方法 ” ,

称为简略盐析法
。

过程如下
:

1) 取脱脂豆粉 0
.

5 克加水 30 毫升研磨过

滤加 1 滴月
一

硫基 乙醇
。

~ 一 - - - - - - - - - 一- 一一 r

注 : 本研究得到王连铮付研究员 的指 导布助
,

品种资砚室提供实脸 材料
,

罗教芬
、

王创
、

卢翠华
、

张开 旺
、

周思 君同

本鑫加部 分工作
,

一 并象谢
。



) 2离心 6午转 0 2分钟取上清液加 Mcg几

达到 o
.

o 1M
,

冷置 6 小时
。

3) 离心 1 万转 50 分钟
_

沉淀部分加标准

磷酸缓冲液溶解 加 3 2 克 ( N H `
)

:
5 0

4

/ 1 0 0血
搅拌后冷置 6 小 时 或 过 夜

。

上 清 部 分 加

M g o l :
使溶液中 M g

+ 十

达到 5 x 10
一 ’

M
。

搅拌

冷置 6 小时或过夜
。

4) 离心 1 万转 30 分钟
。

将两部分 溶 液

离心后的沉淀弃掉
,

均要上清部分
。

沉 淀部分

的上清即为 1 1 5 球蛋 白
,

记体积并做紫外鉴

测
。

上清部分的上清液为 7 5 + 沼 球蛋白 记

体积并做紫外鉴测
。

然后在 7 5 + 2S 球蛋 白溶

液中加 I M
·

N a C 1 3 2克 ( N H
`

)
2
5 0

4

/ l o c二 ]
,

搅拌冷置 6 小时或过夜
。

5) 离心 1 万转 30 分钟
。

弃沉淀要上清
,

记体积并做紫外鉴测
。

此部分为 7 5 球蛋白
。

然后 ( 75 + 2 5 ) 一 75 可得到 25 球蛋白含 量
。

2
.

修改过 的 H i l l 和 B r 。过en b a o h 〔 ’ 〕
蔗糖

密度梯度离心方法来分离提取
。

1) 样品处理
:
将干种子 浸 泡

、

去 皮 研

磨
,

以 1 : 10 W / v 加标准磷酸缓冲液溶 解
,

过滤
,

1 万转 30 分钟 O ℃下离心 弃沉淀
,

将上清液加饱和 ( N H
`

)
:

5 0
`

搅拌冷置过夜或

6 小时以上
,

再同样条件离心
,

弃上清
,

取

沉淀用标准磷酸缓冲液溶解
,

对 无 户硫 基

乙醇的磷酸缓冲液透析 2 一 3天
,

再离心弃沉

淀取上清液
。

2) 将上清液做蔗糖密度梯度离心用含有

N a C I 的磷酸缓冲液为 溶 剂
,

制 备 1 ) 3 0 %

( w / w ) 的线性蔗糖梯度溶液
,

将制备的大

豆球蛋白溶液 (即上清液 ) 加在蔗糖梯度溶

液的上层
,

在 1 4 0 , 0 0 0 x g
,

0 ℃下离心 1 5 小

时
。

离心后从管底部开始分层取样
。

同时用大

豆胰酶抑制剂和牛肝过氧化氢酶 (前者沉降

系数与 2 5 球蛋 白相当
,

后者与 n s 球 蛋 白

相 当 ) 作为标准蛋白在同样的蔗糖梯度上进

行超速离心和紫外鉴测
。

(二 ) 测定

1
.

分部和分离提取的各组分球蛋 白含量

的测定依紫外吸收法进行
。

用紫外分光光度

计扫描
。

于 28 0~ 处记数
。

按下面公式推算
:

蛋 白含量 (
In g / m l)

=
( 1

.

4 5 x A 2 8 0 一 0
.

7 4 x A 2 6 0 )

x 稀释倍数

2
.

球蛋 白总量的测定
:

取 1 克种子用 0
.

4

M N a
CI 溶浓浸泡

、

去皮研磨
,

尼龙布过滤
,

反

复研磨加 O
.

4 M N a
ol 溶液冲洗 (溶解 ) 获得

I O0 m l蛋白稀盐溶液
。

静置半小时
,

吸此溶液

1 0 m l调球蛋白等电点 p H 4
.

3一 4
.

5
,

离心 1万

转 30 分钟 。 ℃下进行
。

弃上清
,

将沉 淀 涂

于予先称好的干燥清洁玻片上 烘干 24 小时

称重
。

此方 法还要校正
,

去掉 N o C I 的重量
。

球蛋白%含量

称得的重量 一
Na C I 重量

( 0
.

4 x 5 8
.

4 4 )

1 0 0 0

x 1 0 0 %

(三 ) 鉴定

1
.

沉降系数测定
: 7 5 和 n s 球 蛋 白 溶

于 I M N a C I 中
,

以 U C A
一

I A 型 超速 离 心

机
,

在 O ℃下进行
。

2
.

聚丙烯酞胺 凝胶 电泳图谱鉴定将各组

分球蛋白 (2 S
、

7 5
、

1 15) 分别溶丁含有 20 %

蔗糖的 .0 % M 磷酸缓 冲 液 p H .7 8 中
,

使 用

7
.

5 %分离胶
、

3 %浓缩胶
。

电极缓 冲液 为

T ir s一甘氨酸 ( T ir s 6 克 + 甘氨酸 28
.

8 克八 升

中 ) p H S
.

3每柱 s m A 电流下 电泳
,

至指示剂

澳酚兰移至柱前沿
,

停止电 泳
。

染 色 剂为

。
.

1 %考马斯亮兰 R
一 2 5 0

。

脱 色 液 醋 酸一甲

醇
。

胶柱用凝胶 电泳扫描仪扫描
。

二
、

免疫荧光法观察 1 15
、

了S 球蛋 白在

种子形成的不同时期的积累

1
.

大豆开花后 4 天
,

10 天
,

15 天
,

20 天
,

26 天
,

30 天
,

40 天
,

50 天等 8 个时期
,

采

样 (子叶部分 ) 用戊二醛固定
。

做成 8 微米

厚的石蜡切片
。

2
.

用 己分离提纯的 1 15
、

7s 蛋白分别加

福氏佐剂免疫家兔
,

获得这两利球蛋白的抗

血清
。

3
.

切片脱蜡后进入 P B S 缓冲液中
,

取出

滴加稀释的抗血 清
、

( 1 : 1 6) 37 ℃温 育 30 分



钟
。

用 B PS 洗去未被吸附的血清
。

加 F 工T O
-

羊抗兔 I g G (1 : 1 6稀释 )温育 37 ℃ 30 分钟
。

用 PBS 洗去多余的荧光抗体
。

最后加上 0 5%

甘油封片
。

在 0 1了n p lla 荧光显微镜下观察
。

F I T O荧光素发黄绿色荧光
。

结 果

1
.

分离出来的1 1 5
、

s7 球蛋 白经过超速离

心分析
,

其沉降系数为 10
.

50
,

和 7
.

00 (图 1 )
。

泳后分为相当于 “
、

留
、

月三个亚基的三条带
。

2 5 球蛋白的电泳谱带也有一定的分 布图式
,

但各带粗细
、

染色深浅颇不相 同 (图 2 )
。

3
.

三种球蛋白分部分离后各所占比例及

种子总蛋 白
、

球蛋白总量百分数 (见表 1 )
,

(采用蔗糖梯度离心法分离 ) 和表 2
,

(采

用简略盐析法分离 )尽管材料的品种 (品系 )

表 1 球蛋 白组分在三种类型大

豆 中的比较
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2
.

凝胶 电泳表明所 有样品中分 离出来的

n s
、

7 5 和 2 5 球蛋白均具有这些球 蛋 白所

特有的典型谱带
。

在我们的实验条件 下 1 1日

球 蛋白表现为一条带
,

但最终的 样 品 在 月
-

硫基乙醇
’

和解离之后则分成 A
、

B 两 区
。

每

区分布若干不易分清的带
。
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图 2 大豆球蛋 白的 贾丙烯酞肢 凝胶 电泳图潜

1
.
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.
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3
.
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和分离方法不同
,

但所得结果基本一致
。

为

了进行类型间的比较研究
,

我们将三种球蛋

自和全蛋 白总量计算出了各类型 的 平 均数

(见表 3 )
。

表 3 球蛋白组分在三种类型大

豆间的比较
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.
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从表 1
、

2中可 以看到高蛋白种子中球蛋

白所 占比例也高
。

然而在半野生类型的大豆

中未见这种规律性的表现
。

从表 3中可以看到
:
野生到栽培蛋白含

量呈降低趋势
, 1 15 球蛋白升高趋势

,

7 5
、

25

球蛋白呈降低趋势
。

4
.

大豆蛋白样品经在蔗糖梯度中超速离

心后
,

三种球蛋白的峰 (核酸一蛋白检测仪

扫描 ) 同标准蛋白比较图 3 及凝胶电泳扫描

图谱鉴定图 4 可以判定它们 分 别 是 2S
、

7 8

和 1 15
。

还可以看出这些峰的高低及三个 峰

间比例关系在不同品系大豆中是不一样的
。

图 3 列举了栽培大豆
、

野生大豆及半野生大

豆各两个品系 (其中包括一个高蛋白和一个

相对低蛋白品系 ) 蛋 白质分部情况
。

从中可

以看出蛋白质含量高的种子 1 15 的峰值在三

个峰间相对高些
。

5
.

1 15
、

75 球蛋白在种子发育初期
,

原胚

和心形胚均无这两种球蛋 白的存在
。

同时胚

乳游离核中亦无 1 1 5
、

7S 球蛋白存在
。

当胚乳

游离核之间形成细胞壁之后
,

壁上有黄绿色

荧光
。

开花后 15 天子叶中可观察到少 量 7 5

蛋白形成
,

到了第 20 天 7 5 蛋白的积累 已经

很明显
,

并且出现 了 n s 蛋 白
,

这时在靠近

子叶周围的珠被组织有强烈的黄绿色荧光
。

在显示 1 1 5 和 7 5 蛋白的切片中都有这 种 情

况
。

开花后第 26 天到 30 天子叶中两种球蛋

白的增加非常迅速
。

到 了第 30 天是积 累 的

高峰期
,

蛋白体占据了细胞空间的大部分
。

40 天后由于细胞中油滴增加
,

显示
_

蛋 白 质

的荧光偏于发黄
。

讨 论
.

大豆种子贮藏蛋白是一类非常重要的植

物蛋白
,

贮藏蛋白中主要是球蛋白
,

约占全

部种子蛋白的 60 %左右
,

因而
,

提高大豆蛋

白质的含量
、

改善其品质
,

主要应着眼于球

蛋 白的数量和质量
。

一
、

在改进谷物和豆类蛋白质质量育种

工作中
,

研究种子蛋白各组分之间的比例关

系是很有意义的
。

i
,

据 M i l l e n d 和 T h o
m s o 。川报道

:

在豌

豆的各个品系 中
, 1 15 蛋白在球蛋 白总量 中

所 占比例变化在 2 5一 80 %之间
。

我 们 从 野

生半野生
,

栽培大豆共 21 个种
吮子样品 分 析

来看
,

各类种子球蛋白的构成有很大差别
。

三种球蛋白中含量最多的是 1 15 球蛋白
,

占

球蛋白的 60 %左右
。

在半野生类型 (接近栽

培类型 ) 中
,

我们还发现 龙 7 9一 0 6 2 0 ,
1 1 8

球蛋白占 69
.

81 %
,

其可能蕴含 n s 球 蛋 白

特殊遗传特性
。

这是值得注意的
。

2
.

M il le n d 和 T h o
m so n 及别的 一 些 作

者
〔
.45j 还发现 1 15 部分比 7S 部分更富于含硫

氨基酸
,

因而有更高的营养价值
。

在大豆中

1 15 蛋白质亚单位结构
,

具有相对高的含 硫

氨基酸含量
,

7S 蛋 白质亚单位结构具有相对

低的含硫氨基酸含量
〔 。 ’ 。

在一些大豆食品工

业中
,

为了改善食品品质
,

希望采用富 于 1 15

球蛋白大豆作原料
。

如豆腐加工方面
,

据西

安油脂化工研究所提供
:
用 1 15 球蛋白含量

高的大豆做出的豆腐不仅得率高
,

而且 口感

也好
。

近年一些研究表明
,

s2 球蛋白中某些组

分具有蛋白胰酶抑制剂的活性
,

它在种子发

育中的生理意义尚不清楚
。

3
.

提高 1 15 球蛋白的含量应是选育优质

大豆的一个目标
。

在选育高蛋 白和优质蛋 白

的大豆 品种时
,

特别是利用野生资源来选育

时
,

除考虑全蛋白的含量外
,

更重要的是考

虑如何利用 1 15 球蛋白含量高的材料
。

尤其

在半野生类型的大豆中基因表现 型 多 种 多

样
,

球蛋 白各组分与总蛋白及球蛋白占总蛋

白的 比例变化很大
。

其中接近栽培类型的半

野生龙 79 一 0 6 2 0
、

漠河株食豆 1 15 蛋白所占

比例很高
。

因此
,

进一步对此材料的种子球

蛋白在亚基水平上研究其基因活动系统和全

蛋 白中各组分的遗传调节
,

对于研究大豆遗

传进化和育种是很有意义的
〔 7 ’ 。

4
.

为了消除各类型内品种或品系间的差

异
,

尤其是半野生类型内的差异
,

我们取其



每种类型的平均数
,

进行三种类型大豆的球

蛋 白组分 比较
,

可以发现
:

从野生
、

半野生

到栽培种的演变趋势看
,

1 15 蛋 白所占比例

逐渐增加
, 7 5 和 2 5 蛋白所占 比 例 逐 渐 下

降
。

这似乎反映了在驯化种植过程中基因表

现型的一个特点
。

二
、

我们将大豆去皮后进行蛋白分析
、

目的是撇开皮重这个因素
。

这样做对于具有

较厚种皮的野生种子尤为必要
。

三
、

免疫荧光法没有显示出大豆属三个

种间
,

两种球蛋白积累方式上的差别
。

但在

野生品系中观察到子叶的某些细 胞 不 积 累

1 15 蛋白
。

这可能就从另一 角度验证了从 野

生到栽培类型的演变中
, 1 1 8 球蛋 白所占 比

例是逐渐增加的
。

在开花后 26 天到 30 天这一时期中
,

三

种类型的大豆材料都显示了强烈 的 荧 光 现

象
,

蛋白体占据了细胞间的大部分
,

是积累

这两种球蛋白的旺盛时期
,

这就启示我们
,

在大豆生长发育的这一时期
,

如能采取一些

有利的农业措施
,

将能促进这两种球蛋白的

积累
,

提高大豆蛋白质含量
。
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