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摘要! 为了进一步研究楸树
6&4&'7& 8#%.+-

自交不亲和特性! 以楸树不同产地植株云台山楸树%
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&! 老山楸树
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&和滇楸
6&4&'7& (&$.+3- 7, 9#:'"#;--

%

58

&的花粉为对象! 利用普通研磨法及超声波破碎法! 研究了适合于花粉

壁蛋白质提取的方法' 同时采用考马斯亮蓝染色法及聚丙烯酰胺凝胶电泳"

9:9#;<=>

&比较了不同树种花粉蛋白质

质量分数及其主要蛋白质组分' 结果表明$ 超声波破碎法适于花粉壁蛋白质的提取! 最佳超声参数为功率
?&& @
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最佳' 不同树种的花粉壁蛋白质质量分数表现为滇楸最高! 云台山楸树和老山楸树较低' 蛋

白质组分研究表明$ 各树种花粉共有蛋白质有
H"

个! 特异蛋白质为连楸
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$是指植物的雌蕊柱头或花柱可以辩别自体和异体花粉"

并抑制自体花粉萌发或生长的生理现象" 是一种重要的防止植物近亲繁殖( 增加变异的遗传机制&
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粉与柱头之间的识别和互作是重要的生殖过程! 而花粉壁中许多蛋白在此过程中扮演着重要角色" 成熟

花粉可分为外壁和内壁两部分! 两者都含有活性的蛋白质! 外壁蛋白已被确定存在于成熟花粉的外壁腔

隙内! 并参与了花粉与柱头的黏附# 识别及花粉水合# 萌发等过程$
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%

" 楸树
!"#"$%" &'()*+

是紫葳科

'()*+*(,-.,.

梓树属
!"#"$%"

的落叶乔木! 是中国特有的珍贵优质用材树种和著名园林观赏树种! 自古就

有 &木王' 之称$

$!/

%

" 楸树具有自交不亲和特性! 已初步确定了其自交不亲和特点# 发生位置以及发生

类型$

0

%

" 目前! 对楸树花粉的研究仅限于其生活力测定及授粉特性等方面$

1!##

%

" 如何有效提取花粉壁内

特异蛋白成为研究花粉不亲和机制的基础" 本研究以楸树花粉为研究对象! 利用超声波破碎细胞法 $

#!

%及

普通冰浴研磨法比较了不同蛋白提取方法对花粉壁蛋白的影响! 同时以滇楸
!"#"$%" ,"-)*.++ 23 /'0$1'2++

花粉为对照材料! 比较了不同树种之间蛋白质含量及蛋白质组分的变化特点! 为楸树花粉特异蛋白的研

究及进一步揭示楸树自交不亲和机理提供理论依据"

#

材料与方法

!"!

试验材料

供试材料为成年健壮的楸树! 分别位于连云港云台山国家森林公园内(简称云台山楸树!

4'"#

)和南

京老山林场内(简称老山楸树!

4'"!

)! 均不能自花结实" 对照为滇楸! 来自于南京林业大学校内(

45

)!

能自花结实" 各树种均为优良单株"

在楸树盛花期(

6

月中旬
!&

月上旬)采集楸树及滇楸各
!%

个大花序! 带回实验室后用小镊子取下花

药! 置于称量纸上! 室温(

!6#!

)

$

下约
! 7

! 待花药自然开裂后收集花粉!

!/$ $

超低温冰箱中保存备用"

!"#

试验方法

#3!3#

花粉蛋白质提取方法
!

普通冰浴研磨法" 以云台山楸树(

4'"#

)花粉为材料" 取花粉
%3! )

*次!#

!

按照体积比
#%&

比例加入
%3# 8+9

*

:

!#三羟甲基氨基甲烷(

;<(=">49

)蛋白提取缓冲液! 缓冲液
?>

值共设
@

个水平! 分别为
?> $30

!

?> /30

!

?> 030

" 在冰浴条件下充分研磨后! 取少量研磨液镜检! 其余部分在

6 &

条件下静提
& A

! 之后离心(

6 &

!

B! """ <

*

8(*

!B

)

@" 8(*

! 上清液为粗提蛋白液" 待上清液吸出后!

余下沉淀再按照前述比例加
;<(=">49

蛋白提取缓冲液! 进行
!

次提取" 静置及离心同前述条件! 离心

后! 留上清液! 去沉淀" 之后将上清液分别进行冷冻干燥! 超低温储存备用" 重复
@

次*处理!B

"

"

超声

波破碎法" 在冰浴条件下! 利用超声波细胞破碎机(南京先欧仪器制造有限公司!

CD"B"""E

)进行破壁处

理" 超声参数设定共
6

个组合(表
B

)! 重复
@

次*组!B

" 超声结束后取少量进行镜检" 蛋白提取方法同
!

"

表
!

超声波破碎花粉粒试验参数
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组合 功率
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超声时间
N

(

=

*次!B

) 超声间隙
N

(

=

*次!B

) 工作次数
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次*回合!B

!

@
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次
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*回合!B

!
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回合
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次*回合!B

!

!

回合

BP!3!

蛋白质质量分数测定 采用考马斯亮蓝染色法$

B@

%

"

B3!3@

蛋白质组分测定 电泳研究使用
'QD"RSE

垂直板电泳槽 " 采用聚丙烯酰胺凝胶电泳 (

TET"

GSUV

)! 分离胶质量浓度为
%3B@% W)

*

:

!B

(

B@3%X

)! 浓缩胶质量浓度为
"P"66 W)

*

:

!B

(

6P6X

)" 配胶质量浓

度及电泳设计程序参照相关材料! 略有变动$

B@

%

" 电泳结束后! 凝胶用
'(+"R,7 U.9 E+- CR

成像系统进

行扫描! 用
YJ,*H(HZ +*.

软件进行分析" 低分子量蛋白质
[,<W.<

(

G<+H.(* [+9.-J9,< O.()AH [,<W.<

)购自

5.<8.*H,=

生物工程有限公司! 包括
/

种蛋白质" 试验所用药品均为
S8<.=+

公司进口分装"

!

结果与分析

#"!

不同花粉蛋白提取方法比较

!PBPB

普通冰浴研磨法提取花粉蛋白 普通冰浴研磨法提取花粉蛋白时! 不同研磨时间对楸树花粉壁的

破碎性存在差异(图
B

)" 在研磨
& 8(*

后的镜检中发现! 此时花粉大都保持完整(图
BS

)" 而研磨
B" 8(*

$$



第
!!

卷第
"

期

图
"

常规研磨方法提取花粉蛋白比较

#$%&'( " )*+,-'( .$/0 (11$2$(324 *3 (5/'-2/$3% ,'*/($3 64 '*&/$3(

+(/0*7 *1 '$37$3%

后! 花粉壁大多消失! 但也出现花粉粒破碎"图

"8

#! 导致了花粉壁蛋白粗提液中混杂有花粉粒蛋

白$ 普通冰浴研磨法中需要多次镜检! 以观察破

碎效果! 耗时较多$ 而且研磨时使用力量不同!

最终效果也存在差异! 导致研磨时间不确定! 精

度也不够! 试验重复性差$

9:":9

超声波破碎法提取花粉蛋白 利用超声波

破碎法提取花粉蛋白的研究表明! 不同的超声参

数设计对花粉的破碎存在差异"图
9

%$ 采用第
"

组合超声参数设计破碎花粉! 发现楸树花粉粒保

持完整! 花粉壁少量变薄! 在显微镜下仍能观察

到花粉壁! 破损率为
;

"图
9<

%$ 采用第
9

组合参数后! 发现其花粉壁基本消失! 花粉粒基本完好! 破损

率为
=>

左右"图
98

%$ 而利用第
!

组合参数破碎结束后! 花粉壁基本上消失! 但有少量花粉粒出现破

损! 破损率约
"=>

"图
9)

%$ 采用第
?

组合参数破碎结束后! 其破碎的花粉粒明显多于第
!

组合! 基本

上观察不到完整的花粉粒! 花粉破损率约
@;>

$ 此时花粉粒中大量蛋白被提取出来! 对花粉壁蛋白的研

究造成不利影响"图
9A

%$ 比较
?

种超声波参数组合对花粉的破损影响! 认为第
9

组合更适于楸树花粉

壁中蛋白的提取! 能更有效地提取花粉壁蛋白$

图
9

不同组合超声波破碎法提取花粉蛋白比较

#$%&'( 9 )*+,-'( .$/0 (11$2$(324 *1 (5/'-2/$3% ,'*/($3 64 &B/'-C*3$2 .-D(C

!"!

不同
#$

值及不同超声功率对花粉蛋白质质量分数的影响

9:9:"

不同
,E

对花粉蛋白质质量分数的影响 采用最佳超声破碎参数设计! 利用不同
,E

值的蛋白提

取液"三羟甲基氨基甲烷
F'$C!E)B

%对老山楸树花粉蛋白质质量分数进行研究"图
!

%$ 结果表明& 提取液

的
,E

值不同! 其蛋白提取率存在差异$ 第
"

次浸提后! 表现为
,E G:H

的
F'$C!E)B

蛋白提取率最高

'

G!:= +%

(

%

""

%! 而
,E I:H

提取率最低"

=9:@ +%

(

%

""

%!

,E G:H

和
,E H:H

的浸提液相差不大$ 方差分析结果

也表明& 第
"

次浸提后不同处理间达到极显著差异"

!＞!

;:;"

%! 但
,E G:H

和
,E H:H

之间无论是
;:;=

水平

及
;:;"

水平均不存在差异! 说明这
9

种
,E

值适合于楸树花粉蛋白质的提取$ 而对第
9

次浸提后蛋白质

质量分数的分析表明!

,E I:H

与
,E G:H

处理间差异不显著! 但两者与
,E H:H

之间在
;:;=

水平存在差

异$ 而第
9

次浸提后蛋白质质量分数显著低于第
"

次! 不同
,E

值条件下蛋白质质量分数在
"; +%

(

%

""

左右! 即第
9

次浸提后获得的蛋白质质量分数占总蛋白量比例低! 认为楸树蛋白一次提取率较高! 可以

不进行多次浸提$

9:9:9

不同超声功率对花粉蛋白质含量的影响 不同超声功率对楸树花粉蛋白质质量分数的研究也表

明! 在其他超声参数一致的条件下! 超声功率对其蛋白质质量分数有明显影"图
?

%$ 由图
?

可知& 随着

超声功率增大! 花粉蛋白质质量分数明显增加$ 第
"

次蛋白提取后! 超声功率在
I;; J

时蛋白质质量

分数"为
@I:" +%

(

%

""

%明显高于功率
?;; J

时$ 方差分析结果也表明& 第
"

次浸提后不同处理之间达到

极显著差异"

!＞!

;:;"

%! 比较第
9

次浸提后花粉蛋白提取率! 发现
9

处理间蛋白提取率均较低! 处理间没

有显著差异$ 对
9

次花粉蛋白浸提叠加值也表现为超声功率为
I;; J

时! 蛋白质提取率最高! 但显微

镜观察结果表明此处理花粉粒破碎较多! 对楸树壁花粉蛋白的精确性有影响! 因此! 本次试验仍选定超

王改萍等& 楸树花粉壁蛋白提取及特异性 IG
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声功率为
&%% '

! 保证其花粉特异蛋白的提取及后续的研究"

!(!()

不同树种花粉蛋白质量分数及聚丙烯酰胺凝胶电泳!

*+*!,-./

"分析 对
)

个样品花粉蛋白质质

量分数的研究表明! 滇楸蛋白质质量分数最高! 为
00&(1 23

#

3

"0

! 其次是云台山楸树! 老山楸树质量分

数最低$图
4

%& 进一步比较发现! 滇楸花粉的蛋白质质量分数是老山楸树的
0(45

倍! 而云台山楸树和老

图
)

不同
67

值对花粉蛋白

质的影响

893:;< ) /==<>? @= 67 @A <B?;C>?9A3

6;@?<9AD =;@2 ?E< 6@FF<A

图
&

不同功率对花粉蛋白质的影

响

893:;< & /==<>? @= :F?;CD@A9> 6@G<; @A

<B?;C>?9A3 6;@?<9AD =;@2 ?E< 6@FF<A

图
4

不同样品花粉蛋白质比

较

893:;< 4 H@26C;< @= 6;@?<9A >@A?<A?D @=

6@FF<A 9A ?E< I9==<;<A? ?;<<D

HJ!0 HJ!!

山楸树之间差异较小& 方差分析的结果也表明' 不同样品之间存在

极显著差异$

!＞!

%(%0

%! 且滇楸与楸树间差异明显& 利用
*+*!,-./

电泳分析了花粉的蛋白质组分$图
$

%! 结果表明' 花粉蛋白质分子

量主要集中在
0%% K+

内! 较均匀地分布于不同分子量区域! 分离

出的蛋白带约
)%

多条! 反映了构成花粉可溶性蛋白的亚基种类较

多& 对不同样品的蛋白质组分进行比较! 发现三者差异蛋白包括出

现在云台山楸树和老山楸树中的
4)(5 K+

!

!)(& K+

蛋白( 出现在老

山楸树和滇楸中的
)5(4 K+

蛋白( 出现在云台山楸树和滇楸中的

!$(4 K+

蛋白! 云台山楸树中特有的
)4(% K+

蛋白&

)

讨论

植物授粉受精过程的顺利进行对植物生殖生长起着至关重要的

作用! 而作为雄配子体)))成熟花粉粒的表面物质! 尤其是花粉表

面蛋白质则是授粉过程能否顺利完成的关键*

!")

+

" 了解花粉表面蛋白质组是为了深入研究花粉与柱头黏

附识别的分子机制的基础"

花粉壁中蛋白的提取方法普遍采用常规液氮研磨法! 但此次试验表明! 液态研磨法虽然操作简单!

易于进行! 但受研磨时间及人为用力大小不同! 导致花粉壁蛋白与花粉粒中蛋白混杂! 影响楸树中与自

交不亲和有关的不亲和蛋白$

*

蛋白%的研究" 而超声波破碎法在天然产物提取中已经显示出越来越多的

优势*

0&"0$

+

" 本研究中! 通过控制一定的超声频率和强度! 能够实现提取楸树花粉壁蛋白的目标" 同时!

对蛋白提取液
67

值的选择中! 发现随
L;9D!7HF

浸提液中
67

值的增大! 各树种花粉内蛋白质质量分数

增加! 而且一次性蛋白提取率均较高! 不需要多次浸提分离获得蛋白"

在对植物自交不亲和的研究中! 人们逐步认识到在成熟花粉的外壁和内壁都含有活性的蛋白质! 这

种蛋白质是作为雌雄配子体识别的物质基础 *

&"4

+

"

M-N8O/P+

等 *

#Q

+发现
#%

个拟南芥
"#$%&'()*&* +,$-&$.$

花粉表面蛋白质" 刘宝敬等*

#5

+对甘蓝
/#$**&0$ (-1#$01$

自交不亲和系及亲和系花粉和柱头蛋白质进行等

电聚焦电泳研究中! 发现了
$

条蛋白质谱带仅存在于自交不亲和系中! 而亲和系中未发现此谱带" 本研

图
$

花粉蛋白质
*+*!,-./

电泳

893:;< $ *+*!,-./ @= 6@FF<A

,

D 6;@?<9A

HJ!# HJ!!

$5
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"

期

究中! 比较楸树和滇楸蛋白质质量分数时发现! 滇楸"

#$

#的蛋白质最高! 其次是云台山楸树"

#%!"

$!

老山楸树%

#%!&

$蛋白质最低! 但云台山楸树与老山楸树两者之间没有显著差异& 利用
'('!)*+,

电泳技

术对花粉壁蛋白的初步分离! 共分出可辨蛋白带约
!-

多条! 主要集中在
"-- .(

内! 而
!

样品中存在差

异的蛋白质! 包括出现在云台山楸树和老山楸树中的
/!01 .(

!

&!02 .(

蛋白' 出现在老山楸树和滇楸中

的
!10/ .(

' 出现在云台山楸树和滇楸中的
&30/ .(

! 仅出现在云台山楸树中的
!/0- .(

蛋白& 但本研究

仅针对楸树花粉
'

蛋白进行摸索性研究! 电泳分离中获得的各树种特异蛋白是否与楸树自交不亲和有

关! 还要通过蛋白的纯化及分离鉴定等作进一步的研究&

花粉的特异性研究将是自交不亲和性研究中的重要内容! 对其特异性蛋白机制的研究可为人工打破

植物的生殖障碍! 利用远源基因资源和开发新作物育种途径奠定基础&

2
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