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桔梗开花盛期叶子的醋酶与蛋白质研究

中国 医学 科学院

中国协和医科大学
药用植物研究所 (北京 1 0 0 0 94) 高文远

帝

李志亮 肖培根

摘 要 用电泳和分光光度法对桔梗开花盛期不同部位叶子的醋酶与蛋白质进行了研究
。

结果表

明
,

不同部位叶子的醋酶和蛋白质电泳图谱有所差异
.

从上部叶子到下部叶子蛋白质含量变化的

总趋势是逐渐下降的
,

中部叶子的蛋白质含量最高
。
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为桔梗科多年生草本植物
,

以根人药
,

性味苦
、

辛
,

微温
,

有宣肺祛痰
,

清咽排脓等功

效
〔` 〕 。

除药用外
,

其根质地鲜嫩
,

营养价值高
,

可做菜肴
,

还可以加工罐头
,

酿酒等
。

近来
,

还

用桔梗为原料制成了高级系列化妆品
〔2 , 。

随

着人民生活水平的提高
,

对桔梗的需求越来

越多
,

桔梗的栽培生产变得越来越重要
。

对桔

梗开花盛期叶子的酷酶和蛋 白质进行研究
,

可以深入了解其生长发育规律
,

为生产栽培

提供理论依据
。

1 材料与方法

1
.

1 材料
:

实验材料取自本所实验地
。

桔梗

为 2 年生
。

在开花盛期取其叶子进行研究
,

取

样部位如图 l 所示各部位间间隔约 1c0 m
。

1
.

2 酷酶的电泳
:

按文献即的方法进行
。

气

忆二 :

图 1 桔搜叶子取样部位示意图

件花序 1~ 6
一

从上至下各部位叶子

1
.

3 可溶性蛋白质含量的测定
:

采用考马斯

亮蓝 G
2 5。

法
。

标准曲线采用 。一 1 0 0 0拌g /m l 牛

血清白蛋白溶液
。

测定时吸取提取液 0
.

l m l
,

放入具塞试管 中
,

加入 s m l 考马斯亮蓝 G otZ

试剂
,

充分混合
,

Zm in 后于 7 5 1
一

G W 型分光

光度计上 5 9 5n m 处 比色
。

在标准曲线上查出

并计算蛋白质含量
。

蛋白质的提取
:

准确称取材料 19
,

加入

s m l 蒸馏水和少量石英砂
,

充分研磨后在 。

~ 4 oC 条件下 8
, 0 0 0 r /m i n 离心 1 5m i n

,

取上

清液待测
。

考马斯亮蓝 G sZ 。

试剂的配制
:

称取

i o o m g 考马斯亮蓝 G
: 5。 ,

溶于 s o m l 9 5 % 乙醇

中
,

加入 8 5 % ( W / V ) 的磷酸 l o o m l
,

最后用

蒸馏水定容至 l 0 0 0m l
。

1
.

4 可溶性蛋白质的电泳
:

除染色外其它步

骤与酷酶电泳相同
。

电泳结束后
,

凝胶先在蒸

馏水中漂洗一下
,

然后放在染色液中 37 ℃条

件下染色 h3
。

染色后放在脱色液中脱色
。

直

到背景清晰时为止
。

最后用 7 %的醋酸固定
。

脱色液为 20 %甲醇和 7 %醋酸的水溶液
。

染

色液为脱色液配制的 0
.

1%考马斯亮蓝 R 25 。 。

点样溶液的制备
:

取蛋 白质含量测定时

提取的部分上清液
,

按 1 : 1 加入 10 %的甘

油和少许嗅酚蓝
,

充分混匀后点样
。

点样量为

5 0拌 l
。

2 结果与分析
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位 3以下的叶子中蛋白质含量逐渐下降
。

蛋

白质含量变化的总趋势是由上部叶子到下部

叶子逐渐降低
。

门曰目洲目目曰日目目一目回曰目日日
!

2
.

1 酷酶同工酶电泳
:

实验结果如图 2所

示
。

可以看出
,

桔梗叶子的酷酶同工酶共由 9

条谱带组成
,

各谱带的迁移率见表 1
。

除最顶

部的叶子 (部位 1 )外
,

其它各部位叶子的醋

酶同工酶组成比较稳定
,

只是酶的活性有差

异
,

表现为谱带颜色的变化
。

( 1) 和 ( 9) 号谱带

只在最顶部叶子中出现
,

但颜色较浅
,

这可能

与该处的叶子叶龄较小有关
。

(2 )一 (4 )号谱

带基本保持不变
。

( 5) 一 (8 )号谱带颜色有明

显变化
,

在最顶部的叶子中颜色较深
,

部位 2

外的叶子中颜色浅
,

中下层的叶子中颜色逐

渐加深
,

表明酶的活性增强
。
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不同部位叶子中可溶性蛋白质电泳圈讼

1~ 6
一

从上到下不同部位的叶子

l( ) ~ ( 2 2)
一

可溶性蛋白质谱带号
. 二二二 伐带 〔 J二 较探带 . . . 译带

圈 2 不同部位叶子 . 醉同工蔺电泳田讼
1~ 6

一

从上到下各部位的叶子

(1 ) ~ ( 9 )
一

同工醉谱带号

圈 4

2
。

3 可溶性蛋白质的电泳
:

图 4 显示了不同

{ 一 / \
0

,

1 卜
.

\
. 、 、 、 .

ǎ润:飞
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3

叶子的位理

圈 3 不同部位叶子中的可溶性蛋白质含 t

2
.

2 可溶性蛋白质的含量
:

实验结果如图 3

所示
。

可以看出
,

中上部叶子的蛋白质含量较

高
,

中部 (部位 3) 叶子的蛋白质含量最高
。

部

部位叶子的可溶性蛋白电泳图谱
。

可以看出
,

桔梗叶子的可溶性蛋白质共由 22 条谱带组

成
。

各谱带的迁移率见表
。

迁移率越小
,

蛋白

质分子泳动的距离越短
,

表明其分子量越大
.

在 22 条谱带中
,

分子量较大的 ( 1 )
、

( 2) 号谱

带仅在中上层叶子中出现
,

在较下层的叶子

中消失
,

说明它们可能贮藏蛋白质
。

其余的谱

带较为稳定
,

只是个别谱带颜色有所变化
.

这

些谱带可能是一些与光合和呼吸作用有关的

功能蛋白
,

因为各部位的叶子都要进行光合

与呼吸作用
。

最下层的叶子 (部位 6) 与其它

部位的叶子相 比
,

颜色较浅的谱带最多
,

其次

为最上层 (部位 1) 的叶子
,

这与它们分别是

叶龄最大和最小的叶子有关
。

谱带颜色较浅
,

意味着蛋白质含量较低
。

(3 )号谱带在部位 2

的叶子中颜色最深
,

值得深入研究
。
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酸醉

. 曲和资白质电泳讲带的迁移率

可溶性蛋白质

谱带号 迁移率 谱带号 谱带号

0 3 50

0 3 70

0
。

38 9

0
。

4 1 2

0
。

4 54

0 4 8 0

0
.

5 6 1

0
。

5 8 4

0
.

6 4 9

( 1 )

( 2 )

( 3 )

( 4 )

( 5 )

( 6 )

( 7 )

( 8 )

( 9 )

( 1 0 )

( 1 1 )

迁移率

0
.

0 5 0

0
。

0 7 3

0
.

12 4

0
.

19 0

0
。

2 9 7

0
.

3 5 0

0
。

3 8 6

0
.

4 2 0

0
.

4 6 0

0
。

4 7 2

0
.

5 0 0

( 2 )

( 13 )

( 14 )

( 15 )

( 16 )

( 17 )

( 18 )

( ] 9 )

( 2 0 )

( 2 1 )

( 2 2 )

迁移率

0
.

5 3 5

0
.

5 5 5

0
.

5 7 0

0
.

6 10

0
.

6 3 5

0
.

6 6 5

0
.

70 0

0
.

72 0

0
.

7 3 5

0
。

78 0

0
。

8 1 5

成的变化反映了植物的内在代谢变化
。

植物

体内的可溶性蛋 白质大部分 为功能蛋白质

(酶等 )
,

还有一些为贮藏蛋白质
`幻 。

桔梗的叶

子从上到下 (l ~ 6 )
,

叶龄逐渐增加
,

蛋白质含

量变化的总趋势不断下降
,

说明贮藏蛋白质

不断减少
。

已有证据表明
,

植物器官衰老时
,

要降解自身的物质运往新生部位
〔 7〕 。

最下层

的叶子 已进入衰老状态
,

其蛋白质电泳图谱

谱带较少
,

颜色较浅
,

表明许多蛋白质开始降

解
,

部位 3 处的叶子蛋白质含量最高
,

电泳图

谱谱带丰富
,

表明其功能蛋白和贮藏蛋白比

较全面
,

是光合作用的重要部位
。

部位 1 , 2 处

的叶子叶龄小
,

蛋 白质含量高
,

电泳谱带多
,

正处于生长发育阶段
。

部位 4
,

5 处的叶子蛋

白质含量渐下降
,

但电泳图谱上功能蛋白质

的谱带数量和颜色不减
,

表明它们仍是光合

作用的重要部位
。

在生产栽培上要注意不要

过度密植
,

以保证中下层 (3 一 5) 叶子光合作

用的顺利进行
。
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3 讨论

3
.

1 醋酶同工酶在植物体内广泛分布
,

可能

参与若干酶类的修饰
、

激活或钝化
〔` , 。

醋酶是

一类水解酶
,

能催化分子中的醋键
,

叶子中的

叶绿素酶属于酷酶
〔 5〕 。

最顶部叶子的醋酶图

谱较其它叶子多 2 系带
,

表 明其中有其它部

位的叶子中没有的酷代谢
,

这与其叶龄较小

有关
。

较下层的叶子中
,

特别是最下层的叶子

中一些酷酶同工酶的条带颜色较深
,

标志着

酶活性的增强
,

说明酷键的水解增加
。

这是因

为较下层的叶子
,

特别是最下层的叶子 叶龄

较长
,

趋于衰老
,

要降解其中的一些成分运往

其他部位
,

这些降解 活动中包含着酷键的水

解
,

从叶子颜色来看
,

下层的叶子绿色较浅
,

表明叶绿素降解
,

从而需要较高的叶绿素酶

活性
。

3
.

2 蛋白质是基因表达的产物
,

其含量与组
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