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要$为了解茶树脱水素种类与功能!采用
@?/A?B0)C79A

技术!研究了不同季节及越冬过程中茶树叶片脱水素蛋

白家族的表达模式'结果显示$"

#

#茶树叶片总蛋白提取采用酚
)

甲醇%醋酸铵沉淀法!用时短(蛋白浓度高(

DED)

FGH4

电泳条带清晰!背景干净!满足茶树
@?/A?B0)C79A

技术要求'"

!

#在不同季节及越冬期中发现
#&

"

1$IE

共

1

种不同分子量的茶树类脱水素蛋白!其中
1$

(

,$

(

&'
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%*

(

%&

和
#&IE

等
,

种蛋白表达量较为稳定!季节与越冬期

变化不明显&

$'IE

脱水素仅在冬季表达!越冬期不断上升!

!

月份增加到最高!表达丰度高&

!'IE

脱水素蛋白在冬

季表达量高!越冬期与茶树抗寒力变化规律一致&

!#IE

脱水素在夏季和越冬期后期有较高的表达'研究表明!这

%

种脱水素可能在茶树抗逆中起着重要作用'

关键词$茶树&脱水素&蛋白质提取&蛋白质印迹法
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脱水素是一种植物抗逆功能蛋白!在植物抵御

逆境胁迫过程中发挥着重要功能!具有防冻剂活

性)

#

*

(保护细胞生物膜)

!

*

(消除活性氧自由基)

%

*

(结

合重金属离子)

!

*等多种作用'脱水素广泛存在于植

物中!有
$

种不同类型!其分子量从
1

"

!""IE

不

等!属于多基因家族'脱水素基因数目因不同物种

差异较大!现已报道拟南芥有
#"

种!大豆有
%

种!水

稻有
'

种)

&

*

'研究发现大麦
#%

种脱水素中
EJO$

"

',IE

#的积累量与半致死温度
SV

$"

"

7?A<67A?5)

Z

?B6A=B?R<?0$"_/65

Z

7?8.?

#具有相关性!其积

累与低温驯化条件下大麦的抗冻能力有关)

$

*

'在杜

鹃)

,

*

(西红柿)

*

*也分别发现有一种脱水素蛋白的积

累量与其抗逆能力密切相关!可作为品种抗冻能力

筛选的标志'低温与干旱是制约茶树高产优质栽培

的主要逆境因子!在开展茶树低温胁迫差异表达谱

分析中!

!')*+#

和
!')*+!

两种不同分子量的

茶树脱水素基因获得克隆与鉴定!在低温(干旱和

GWG

诱导下上调表达)

')1

*

'根据植物脱水素蛋白结

构域
T

片段的保守性!应用蛋白质免疫印迹法

"

@?/A?B0)C79A

#技术!可进一步挖掘更多的茶树脱

水素家族基因!全面了解其参与茶树抗逆的作用'

@?/A?B0)C79A

是一种能对蛋白进行定性和半定

量的分析方法)

#"

*

!与荧光定量
F3̀

一起!常用于重

要基因的表达分析!也是蛋白组学研究的关键技术

之一)

##

*

'从茶树叶片中提取高质量的总蛋白!是开

展茶树
@?/A?B0)C79A

技术研究的前提'由于茶树

叶片次生代谢物质丰富!含有大量的多酚(色素及多

糖类等!影响蛋白样品的制备及电泳分离)

#!

*

'目

前!关于茶树叶片总蛋白质的提取已有文献报道!主

要有改良的
VB./)J37

抽提法)

#%

*

(

V3G

%丙酮
);7?60

=

Z

I.A

法)

#&

*

(改良酚抽法)

#$

*等!但仅用于茶树双向

电泳分析!尚无针对于
@?/A?B0)C79A

方面的研究'

本研究比较分析
%

种茶树叶片总蛋白的提取方

法!并应用
@?/A?B0)C79A

技术!检测了季节(越冬过

程中茶树脱水素蛋白家族的表达模式!以了解茶树

脱水素种类与功能!为开展茶树抗逆分子机理研究

奠定基础'

#

!

材料和方法

<+<

!

试验材料

供试材料采自安徽农业大学大杨店试验茶园无

性系国家品种+龙井
&%

,!于
!"#!

年
%

月至
!"#%

年

%

月采样!采集无病虫害(长势一致的当年生枝条中

部第
%

至第
$

位叶!混匀后取样!各重复取样
%

次!

存于
('"a

冰箱备用'

<+=

!

月气温确定与越冬期茶树抗寒力测定

根据气象部门发布的天气信息!记录实验区域

!"#!

年
%

月至
!"#%

年
%

月每天的最高气温与最低

气温(日平均气温!计算春季"

%

月中旬
"

$

月中旬#(

夏季"

$

月下旬
"

1

月中旬#(秋季"

1

月下旬
"

##

月

中旬#(冬季"

##

月下旬
"

%

月上旬#各季节最高温(

最低温和季度平均气温以及越冬期月平均气温'

茶树抗寒力测定'参照李叶云等)

#,

*方法!根据

越冬期茶树
1

个生理生化指标的测定值!应用主成

分分析结合隶属函数法对茶树抗寒性进行分析!以

综合评价值
)

表示抗寒力大小'

)

值在
"

"

#

之

间!

)

值越接近
#

!表示抗寒力越强!反之!抗寒力则

越弱'

<+>

!

蛋白提取方法

<+>+<

!

酚
)

甲醇!醋酸铵沉淀法
!

参照
@60

:

等)

#*

*

的方法!并作部分改良'取茶树叶片!放入研钵中加

入液氮!充分研磨后称取
"+!

:

粉末放入
!5S

离心

管中!加入
#"_ V3G

丙酮!充分混匀!

#!"""

B

%

5.0

!

&a

离心
%5.0

!弃上清&加入
"+#597

%

S

醋

酸铵
'"_

甲醇!充分混匀!离心弃上清&加
'"_

丙

酮!充分混匀!离心弃上清!沉淀干燥
#" 5.0

&加

VB./)

平衡酚及
DED

缓冲液"比例为
#b#

#!混匀!

$"

a

温育
$5.0

!离心&取上层酚相至
!5S

离心管!再

向管中加入
"+#597

%

S

醋酸铵
'"_

甲醇!

(!"a

静

置
#"5.0

&离心弃上清!加
#""_

甲醇!混匀!离心弃

上清!加
'"_

丙酮!混匀!离心!自然干燥
$5.0

!向

管中加入
#""

#

S

蛋白裂解液)

#'

*

!混匀!静置
#"

5.0

!离心取上清!

(!"a

密封保存备用'

<+>+=

!

试剂盒法
!

采用试剂盒"上海生工生物工程

股份有限公司!产品编号
WDF""&

#进行蛋白提取!提

取方法参照试剂盒说明书'

<?>?>

!

7@8*

丙酮沉淀法
!

参照谷瑞升等)

#1

*的方

法!取茶树叶片
#

:

!加入
$5S

的提取缓冲液"

$"

5597

%

S VB./)J37

Z

J *+$

!

!" 5597

%

S T37

!

#%

5597

%

SEVV

#!

#""

#

S"+#597

%

SF[D̂

和
OF)

&"

!匀浆后
&a

(

#!"""B

%

5.0

离心
%"5.0

&取上清!

加入
#$5S#"_ V3G)

丙酮!

&a

静置
&<

或者过

1&&!

#!

期
!!!!!!!!!!!!

舒锡婷!等$茶树叶片类脱水素蛋白的
@?/A?B0)C79A

分析



夜!离心弃上清!沉淀用
#$5S"+"*_ EVV)

丙酮洗

!

"

%

次!每次静置
#<

!每
%"5.0

摇匀
#

次!离心弃

上清&沉淀干燥后加蛋白裂解液
#""

#

S

!混匀!静置

#"5.0

!离心取上清!

(!"a

密封保存备用'

<+A

!

蛋白质含量的测定

参见
WB68U9B8

)

!"

*方法!取样品
$

"

#"

#

S

!加考

马斯亮兰
H)!$"

蛋白显色液!测定
$1$05

波长吸

光值!以
WDG

"牛血清蛋白#为标准蛋白'

<?B

!

C3C*08D-

和
$%&'%()*+,"'

参照分子克隆实验指南)

!#

*

!使用
DED)FGH4

垂直电泳系统"

W.9)̀68

#!蛋白质上样量
%"

#

:

!用

DED)

聚丙烯酰胺凝胶"

#!_

分离胶和
$_

浓缩胶#进

行分离!考马斯亮蓝
)̀!$"

进行胶体染色'

用迷你电泳转印系统"

W.9)̀68

#湿法转印!恒压

#""c

!

&a*$5.0

&脱脂奶粉封闭
#<

&一抗内参抗

体
$

)G;A.0

"

S.U?D;.?0;?FB98=;A/dD?BY.;?/

!产品

编号
GW#"""*

#

#b!$""

稀释&脱水素抗体"

6C;65

!

产品编号
GW!!,'#

#

#b#"""

稀释杂交&一抗
&a

孵育
%<

!

VWDV

漂洗
#"5.0

!共
&

次&二抗"

S.U?

D;.?0;?FB98=;A/d D?BY.;?/

!产品编号
GW#""$'

#

#b$"""

稀释!

&a

孵育
#<

!

VWDV

漂洗
#"5.0

!共

&

次&加适量显影液"

376B.A

>

V[

@?/A?B043SD=C)

/AB6A?

!产品编号
#*")$","

#!使用凝胶成像系统

"

W.9)̀683<?5.E9;L̀ D

#拍照'

<+E

!

数据处理

采用
4\;?7!""*

(

DFDD

及
HB6

Z

<F68FB./5$

软件对数据进行处理!用
2=60A.A

>

M0?

软件对脱水

素蛋白的表达量进行分析'将图片上每个特异条带

灰度值数字化!目的蛋白的灰度值除以内参
$

)G;A.0

的灰度值以校正误差!所得结果代表目的蛋白相对

含量"表达丰度#'

@?/A?B0)C79A

中以春季"不同季

节#或
#"

月"越冬期#目的蛋白相对含量为-

#

.后!计

算其它季节或月份各目的蛋白的表达水平"倍数#'

!

!

结果与分析

=+<

!

不同总蛋白提取方法的效率比较

样品总蛋白质制备是
@?/A?B0)C79A

试验首要

步骤'如表
#

!

V3G)

丙酮沉淀法所需的样品质量

多(花费时间长!而获得的蛋白质含量(浓度明显低

于其它
!

种方法'试剂盒法所需的时间短!只需
#"

5.0

完成!样品量少!仅为
V3G)

丙酮沉淀法的
#

%

$

!

蛋白质含量接近酚
)

甲醇%醋酸铵沉淀法!但蛋白质

浓度较低略高于
#

%

%

'酚
)

甲醇%醋酸铵沉淀法也只

需较少的样品!较短时间!即获得
'"

#

S

左右总蛋

白!蛋白质含量(浓度最高!能完全满足后续电泳分

析的需求'

=?=

!

不同总蛋白提取方法的
C3C*08D-

和
$%&'*

%()*+,"'

分析

为进一步比较
%

种提取总蛋白方法的优劣!对

提取的总蛋白进行
DED)FGH4

分析!结果"图
#

#表

明!

V3G)

丙酮法"泳道
#

(

!

#(酚
)

甲醇%醋酸铵沉淀法

"泳道
$

(

,

#均有明显的条带!其中酚
)

甲醇%醋酸铵

沉淀法泳道背景干净!条带分布清晰&而试剂盒法

"泳道
%

(

&

#条带较弱!条带少'用内参抗体和脱水

素抗体分别检测
%

种茶树叶片总蛋白提取效果"图

!

#!结果表明!

V3G)

丙酮法(酚
)

甲醇%醋酸铵沉淀法

均能检测到内参蛋白
$

)G;A.0

和目标蛋白脱水素的

表达!而试剂盒法均无杂交条带显示'对于内参蛋

白的杂交效果!

!

种方法条带亮而清楚!并无明显差

图
#

!

不同提取方法的蛋白
DED)FGH4

结果

[+[6BI?B#&

"

#""IE

&

#

(

!+V3G)

丙酮沉淀法&

%

(

&+

试剂盒法&

$

(

,+

酚
)

甲醇%醋酸铵沉淀法

.̂

:

+#

!

DED)FGH49UA9A67

Z

B9A?.0?\AB6;A?8

C

>

8.UU?B?0A5?A<98/

[+[6BI?B#&(#""IE

&

#

!

!+G;?A90??\AB6;A.905?A<98

&

%

!

&+T.A

5?A<98

&

$+,+F<?097)5?A<6097

%

65590.=56;?A6A?

Z

B?;.

Z

.A6A.90

表
<

!

>

种提取茶树叶片总蛋白方法的比较

V6C7?#

!

395

Z

6B./909UA<B??5?A<98/9UA9A67

Z

B9A?.0?\AB6;A?8UB95A?67?6Y?/

提取方法

4\AB6;A.905?A<98

所需时间

4\

Z

?B.5?0A67

A.5?

%

<

样品质量

D65

Z

7?

R?.

:

<A

%

:

蛋白质含量

FB9A?.0;90A?0A

%"

5

:

/

:

(#

#

蛋白质质量浓度

FB9A?.056//;90;?0AB6A.90

%"

5

:

/

5S

(#

#

V3G)

丙酮沉淀法
V3G

%

G;?A90?

Z

B?;.

Z

.A6A.90 $ # "+,'e"+"& %+&!e"+!#

试剂盒法
T.A5?A<98 "+#, "+! &+!&e"+"* &+!&e"+"*

酚
)

甲醇%醋酸铵沉淀法
F<?097)5?A<6097

%

65590.=56;?A6A?

Z

B?;.

Z

.A6A.90

# "+! &+&%e"+#$ ##+"'e"+"#

"$&!
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异&但对于脱水素蛋白!酚
)

甲醇%醋酸铵沉淀法明显

优于
V3G)

丙酮法!后者条带细弱'因此!从提取效

率和杂交效果来看!酚
)

甲醇%醋酸铵沉淀法提取的

叶片总蛋白质适宜茶树
@?/A?B0)C79A

分析'

=?>

!

不同季节茶树脱水素蛋白的
$%&'%()*+,"'

分析

在中国江北茶区!

#

月和
*

月温差在
#$

"

!$

a

!茶树表现为短季节生长!一般正常生长期包括

春(夏(秋"

%

月中旬
"

##

中旬#和冬季休眠期"

##

月

下旬
"

%

月中旬#!夏季气温高!冬季寒冷"图
%

!

G

#'

图
!

!

不同提取方法的蛋白
@?/A?B0)C79A

分析

.̂

:

+!

!

@?/A?B0)C79A9UA9A67

Z

B9A?.0

?\AB6;A?8C

>

8.UU?B?0A5?A<98/

从茶树春(夏(秋(冬四季叶片中共检测出
1

条比较

明显的脱水素蛋白条带!分子量分别为
#&

"

1$IE

"图
%

!

W

#'从图
%

!

3

可以看出!分子量为
1$

(

,$

(

&'

(

%*

(

%&

和
#&IE

等
,

种脱水素表达量较为稳定!

季节之间变化不明显"低于
!

倍#&从图
%

!

E

可以看

出
$'IE

脱水素仅在冬季大量表达&

!'IE

脱水素

在冬季表达量高!是春季的
#*+$$

倍!春(夏(秋表达

较低且无明显差异&

!'IE

脱水素表达丰度显著高

于
$'IE

'这表明
$'

和
!'IE

这
!

种脱水素蛋白

可能响应低温胁迫'

!#IE

脱水素丰度较低!夏季

的表达量高于其它季度!是春季
,+*%

倍!表明其可

能优先响应高温或干旱'

=?A

!

越冬期茶树脱水素蛋白的
$%&'%()*+,"'

分析

在自然越冬过程中!

#!

月份和
#

月份气温最

低!茶树通过冷驯化抗寒力达到最高!

!

月份气温回

升后茶树解除休眠!抗寒力又不断降低"图
&

!

G

#'

图
%

!

不同季节茶树脱水素蛋白差异表达

G+

茶园四季的气温变化"

!"#!

年
%

月至
!"#%

年
%

月#&

W+@?/A?B0)C79A

&

3+

脱水素表达水平"

1$

(

,$

(

&'

(

%*

(

%&

和
#&IE

#&

E+

脱水素表达水平"

$'

(

!'

和
!#IE

#&

"

表示同类蛋白与春季相比表达差异达
"+"$

水平

.̂

:

+%

!

E.UU?B?0A?\

Z

B?//.909U8?<

>

8B.09UA?67?6Y?/.08.UU?B?0A/?6/90/C

>

@?/A?B0)C79A

G+3<60

:

?/.06.BA?5

Z

?B6A=B?.0A?6

Z

760A6A.908=B.0

:

U9=B/?6/90/

"

UB95 [6B+!"#!A9[6B+!"#%

#&

W+@?/A?B0)C79A

&

3+E?<

>

8B.0?\

Z

B?//.90

"

1$

!

,$

!

&'

!

%*

!

%&608#&IE

#&

E+E?<

>

8B.0?\

Z

B?//.90

"

$'

!

!'608!#IE

#&

"

5?60//.

:

0.U.;60A8.UU?B?0;?R.A</

Z

B.0

:

6AA<?"+"$7?Y?7

#$&!

#!

期
!!!!!!!!!!!!

舒锡婷!等$茶树叶片类脱水素蛋白的
@?/A?B0)C79A

分析



图
&

!

越冬期茶树脱水素蛋白差异表达

G+

茶树自然越冬期"

!"#!

年
#"

月至
!"#%

年
%

月#的月气温变化&

W+@?/A?B0)C79A

&

3+

脱水素表达水平"

1$

(

,$

(

&'

(

%*

(

%&

和
#&IE

#&

E+

脱水素表达水平"

$'

(

!'

和
!#IE

#&

"

表示同类蛋白与
#"

月份表达差异达
"+"$

水平

.̂

:

+&

!

E.UU?B?0A?\

Z

B?//.909U8?<

>

8B.0.0A?67?6Y?/8=B.0

:

9Y?BR.0A?B.0

:

C

>

@?/A?B0)C79A

G+3<60

:

?/.0590A<7

>

6.BA?5

Z

?B6A=B?8=B.0

:

06A=B679Y?BR.0A?B.0

:

U9BA?6

Z

760A

"

UB95MA;+!"#!A9[6B+!"#%

#&

W+@?/A?B0)C79A

&

3+E?<

>

8B.0?\

Z

B?//.90

"

1$

!

,$

!

&'

!

%*

!

%&608#&IE

#&

E+E?<

>

8B.0?\

Z

B?//.90

"

$'

!

!'608!#TE

#&

"

5?60//.

:

0.U.;60A8.UU?B?0;?R.A<M;A9C?B6AA<?"+"$7?Y?7

越冬过程中共检测出
1

种不同分子量的类脱水素蛋

白!分子量为
#&

"

1$IE

"图
&

!

W

#'从图
&

!

3

可以

看出!分子量为
1$

(

,$

(

&'

(

%*

(

%&

和
#&IE

等
,

种脱

水素蛋白表达量没有明显的变化"低于
!+"

倍#&从

图
&

!

E

可以看出
$'IE

脱水素蛋白表达量在
#!

月

份急剧增加!并不断上升!

!

月增加到最高!是越冬

前"

#"

月#的
%"!+#*

倍'

!'IE

脱水素蛋白表达量

从
##

月逐渐升高!

#!

月表达量最高!达到越冬前

"

#"

月#的
#1+&$

倍!此后在
#

月和
!

月逐渐下降!

与茶树越冬期抗寒力变化一致'

!#IE

脱水素蛋白

表达丰度不高!越冬后期
#

月至
%

月不断积累!是越

冬前"

#"

月#的
#"+1!

倍!这可能与越冬后期茶园干

旱有关'

%

!

讨
!

论

>+<

!

茶树总蛋白提取方法比较

@?/A?B0)C79A

技术可以定性检测目标蛋白的表

达与否或半定量分析表达量的变化!高质量的蛋白

样品制备对实验结果影响很大'

V3G)

丙酮沉淀法

是植物总蛋白质提取研究中常用的方法)

!!

*

!本实验

中
V3G)

丙酮沉淀法虽可以获得较清晰的
DED)

FGH4

图谱!但
@?/A?B0)C79A

图谱中目的蛋白条带

不理想!并且样品蛋白浓度过低!时间长'植物总蛋

白提取试剂盒法提取方便!蛋白浓度较高!但
DED)

FGH4

电泳条带少!不能检测到内参蛋白和目标蛋

白!表明该试剂盒物种选择性强!不能用于茶树总蛋

白提取'

@60

:

等)

#*

*已成功将酚
)

甲醇%醋酸铵沉淀

法应用于橄榄树(苹果(柠檬(红木叶片等次生代谢

丰富(蛋白质含量低的材料的蛋白质双向电泳的样

品制备!在本实验中该方法可较好地满足茶树

@?/A?B0)C79A

要求!

[6BA6

等)

!%

*也采用此方法提取

总蛋白!研究蓝按"

,-."%

/0

1-'

2

%34-%-'

#脱水素的

差异表达'为提高样品蛋白浓度!本实验做了部分

改良!参考
6̀C.779=8

)

!&

*等的方法!沉淀干燥后加入

!$&!

西
!

北
!
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!
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含有硫脲蛋白裂解液!提高了蛋白质的溶解性!获得

了高浓度蛋白样品'改良的酚
)

甲醇%醋酸铵沉淀法

所需材料少!用时短!一次提取总蛋白的量可以满足

多次实验要求!是一种适宜于茶树
@?/A?B0)C79A

技

术研究总蛋白提取方法'

>+=

!

茶树脱水素的鉴定与差异表达

脱水素的一个重要结构特征是它具有
%

类非常

保守的区域$

T

(

D

和
N

片段!其中
T

片段是所有脱

水素都具有的)

!$

*

!以人工合成的
T

片段多肽制备的

多克隆抗体可检测植物中不同分子量的脱水素蛋

白'本研究从茶树叶片中检测出
#&

"

1$IE1

种类

脱水素蛋白!但未检测到高分子量脱水素'

D6=A?B

等)

!,

*发现杨属植物黄花柳存在
#"%

(

##&

(

##,

(

#!"

IE

等
&

个仅在冬季表达高分子量脱水素'茶树

1$

(

,$

(

&'

(

%*

(

%&

和
#&IE

等
,

种脱水素表达较稳

定!季节与越冬期表达变化不明显'

$'

(

!'IE

脱水

素在越冬期表达量高!而其它季节较弱!应与冷驯化

密切有关'

!#IE

脱水素在夏季和越冬期后期有一

定的表达!其它月份未检测到!可能与高温和干旱有

关'

!'

(

!#IE

脱水素在蛋白(

5̀ OG

表达模式上

较为吻合)

')1

*

!响应低温与脱水'

f<=

等)

!*

*在大麦中

发现
$'IE

脱水素
EJO$

响应低温胁迫!在
&a

低

温处理
#!<

时表达量达到最高'在常绿桃树和落

叶桃树中!越冬期
##

月至
#

月
,"IE

脱水素蛋白有

较高水平表达)

!'

*

&蓝桉人工低温驯化中!发现
,"

(

!*

IE

脱水素在叶片中有明显积累)

!%

*

!这些与茶树
$'

(

!'IE

脱水素的变化规律较一致'在水稻和野生稻

种子发育中!随种胚干重的增加!

!#IE

脱水素不断

积累'在茶树成熟种子中也检测
!#IE

脱水素

5̀ OG

表达水平是叶片的
##+!

倍)

'

*

!在茶树蛋白

质组分析中发现成熟叶中表达量是芽的
$+'

倍)

!1

*

!

这表明
!#IE

脱水素与水分胁迫密切相关'刘兰

等)

%"

*发现耐旱小麦在干旱胁迫下
%*IE

脱水素有

表达!胁迫程度加剧表达量增加'茶树
%*IE

脱水

素表达在季节与越冬期差异不明显!是否响应干旱

胁迫需进一步研究'在蓝莓叶片!

#&IE

脱水素蛋

白高丰度表达!强烈响应低温胁迫!且与干旱胁迫也

有一定相关性!蛋白和
ÒG

水平表达模式非常一

致)

%#

*

'西红柿中过量表达
#&IE

脱水素可提高抗

旱和盐胁迫)

%!

*

!但这与茶树并不一致!可能与物种

差异有关'

本实验通过
@?/A?B0)C79A

技术初步鉴定了
1

种

不同分子量的茶树类脱水素蛋白以及在其季节和越

冬期的表达模式!今后随着本实验室茶树基因组测

序的完成!可以克隆出整个茶树脱水素家族基因!进

一步对这些脱水素进行鉴定与功能分析!为了解茶

树的抗逆分子机理奠定基础'
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