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棕榈花序中抗真菌蛋白质的分离及特性 

皇堕 丝  
(中国科学院昆瞬擅物研究所 ．昆瞬 650204) 

撮要 棕橱花序用盐溶液枉取 ．硫醴接沉淀． 

透析．D uuI∞e DE-52^子吏接 ．超滤． 

再短 Ul~ogel AcA．{{柱过滤 ．上 Bio-Gel 1：'-6 

柱 后 ．分 ^刊 一 个 相对 分 子 量 为 25,6 kD 的 

蛋 白质(TP-I)。TP．I在浓度低于 I．Om~／ml 

IP可明显抑．0埠 色木霉蔺丝的生长．时赤 霉 

蔺、拂花枯萎 菌蕊稻矗菌都有抑制作用．TP-I 

无几丁酶和 1．3-萄幂糖酶活性 ．也无血球 

凝集活性。但短蒽酮击及 PAS反应证明是一 

个糖蛋白。氨基醴成分分析表明．TP-I富台 

AsO、G ，Ala和 Lee。 

关-调 型 垫墨塑墨皇堕尝 。． 
植物中的一些蛋白质参与植物对病原 

苗的抵抗作用．如降解真苗细胞壁的几丁 

酶和 1．3-葡聚糖酶．许多植物病 原相关 

蛋白(PR蛋白)属于这两种酶，它们在植物 

的诱导抗性 系统中起重要作用 (杜 良成和 

王钧 1 990)。另一类抗性蛋白质可能在植 

物的非诱导抗性系统中起作用 ．如核糖体 

失活蛋白(RIP)及细胞壁上的一些富含甘 

氨酸的蛋白(GRP)和富含羟脯氨酸的糖蛋 

白(HROP)对一些真菌也有抗 性(Roberts 

和 Seli~'ennikoff 1986。Bolwell 1987)。还有 

一些其生物功能 还不清楚的蛋 白质，如 

Thionins、 GAFP、 PAFP、 ZP．2 等 等 

(Bohlmann等 1988。胡 忠等 1988．Hu等 

199]．杜 良成等 1992)．也具有抗病作用 。 
一

些植物中发现的蛋白酶抑制剂也可能参 

与了植物 的抗病系统(Mc~olov和 Shul Bin 

1986)。因此 ，植物中存在着功能、特性各异 

的抗真菌蛋白质，而在不 同植物中其种类 

可能不同。云南有着丰富的植物资源．对其 
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抗性蛋白质的研究，既可丰富我们对植物 

中复杂的抗病系统的了解。同时还有可能 

有助于寻控到有用的资源蛋白质．对单子 

叶植物花序中抗真苗蛋白质的分离纯化及 

其特性的研究尚属首次。 

材 料 与 方 法 

材辩 棕榈( -j， 1 r妇 W．)花序采 白奉 

所植物 园中栽培品种 。去花梗后．洗 净．量一70"C 

冰箱待用 。 

置 白赢的摄取 置肄化 棕榈花序于璜 冷的 0．I 

mol／L的NaC1摄取蒗中高速匀浆．4℃下抽挺过夜 

(约 5ml／SFW)．双层纱布过滤。滤藏于 15 400X 

冷 冻(4℃)离心 30 min．上精蒗 中加入(NH,)~SO4 

至饱和度选 80 (0℃)，磁力搅拌 1 h后．同样离 

心．沉淀再溶于 50 mmol／L的磷酸饷盐缓冲藏 

(PB。pH 6．8)．在 4"C下对 20倍悻积的 50mmol／L 

的 PB透折过夜 ．再于 27 000× 离心 10 rain．上清 

蒗用 1 mol／L的 NaOH谓 pH至 7．5．上样于经 50 

mm~／L．pH 6．8的PB平衡的 DEAE-CelIula~DE- 

52柱。用平衡缓冲藏洗脱，收集第2峰．超滤( 

IvlW 10 900)．并用 d-H~(蒸馏水)洗涤．淮培后的 

大分子部分上样于d-H 平衡的URrogel AcA-44． 

d-H：O洗脱．收集第 2峰 ．冰干后重新溶于 d-H 

中。再上 样于用 d-H2p平 衡的 B~o-Gel P-6柱 ·d· 

O洗脱．收集第 1峰．即为 TP·i。冰干待用。 

理他性 赢蔫定 SDS-PAGE参照 Laemmli(1970) 

的方法。分离胶的培度为 l5 ．培缩腔的淮度为 

5 。分子量标准为 Phazma~~试荆盒．含磷酸化酶 

B、牛血清 白蛋白、卵白蛋白、碳酸酐酶、大豆胰蛋 

白酶抑制荆和乳白蛋白。 
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PAs反应(P材io Acid．s吐 8嘲 on)按照 

Ph甜mad丑Lat~atory Techniques(1984)的方法。氨 

基酸组成 按常规的酸水解 法进行 ，水解街上 835 

Hitachi氨基酸分析仪。根据各种氨基酸及氨的测 

定值计算出各种氨基酸及氨的含量。色氨酸用碱 

謦法 定(spi鲳 1967)。 

几丁爵和 1，3-葡囊糖酶活力的测定按杜良 

成等(1992)的方法进行 。 

凝血活性测定时将样品从 1 mg／ml作倍比稀 

释直至 n 0005III5／州，每 20 样品加入 20 pl 5 

人红血球量靛 (̂、B ̂ B O型均来 自云南省人民 

医院血库)。室温下 2 h后观察血凝情况。 

抗真■活性涓定 采用直接在PDA培养基上滴 

加样品的方法 。当酋丝长至培养皿面积的 时 ． 

在曹丝前沿蔫加不同浓度的样品靛，置于 28℃黑 

暗培养箱中培养，以出现内限能观察到的抑曹圈 

为其抗菌标准。 

结 果 与 讨 论 

抗真一置白囊的分鼻 

为了尽可能多地将 蛋白质抽提出来， 

采用了较高浓度的盐进行提取。橡榈花序 

的匀浆物呈极探的褐色 ，如果直接上凝胶 

过滤 进行 分 级，很 不容 易分 开，采 用 

DEAE—Cellulose DE一52进行离子交换 ，则将 

绝大部分的有色物质除去，并将蛋白质分 

成几个组分(图 1)。 
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根据抗性检测 。收集第 2峰继续分离 。 

经超滤后。除去了大部分小分子物质，上样 

于 unfogel AcA一44进行过滤分级，出现 3 
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EllI‘．Vd，(皿I) 

田 2 DE一2在 URr~ I AcA-“ 柱上的凝腔过滤 

F ．2 GelfntradoI．on UIu'o~ ĉ̂ -“ column (62 

crn × o’8∞ )ofDF．．-2，elut~1 with ~stilled-H ， 

1．0ml／mln 

童 
器 

苗 

田 1 棕榈蛋白质粗提物的DEAE,-Cellulose DE-6~ 

往层机 田 I TP-1的~o-GelP-6柱纯化 
FI|-l Chronmto~apny。f crude from palm 啦

．
1 Purificetion ofTP-I on~o-Gel P-6曲 mn 

on DEAF．~-CeHulose DE~52 column (28 crn × 2-8 (30 m × 0 8 cm )，eluted with distiUed-HzO，1．5 

cm)·e．1uted with 69 mmol／L sodium phosphate b“f ml／m 

(PB)．pH 6．8．4．5 ml／mln 
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田 ‘ TP_l的 SDS聚丙烯酰胺凝胶 电泳 

F姆．‘ SD6-PAGE ofTP—l 

1．M W  rrmrkers．2～ 4 Tp-1． 

墨 
0· 

氅 

0 40 ‘ 80 120 

E眦 ．VN (rid) 

田 5 T l的紫外吸收光谱 
P ．5 The UV-spectrtun of TP-I 

ln l0 rm 0l／L ∞djll pt~osphate buffer(PB)．pH 

6．8 

个峰(图 2)。其第 2峰再用 BiG-Gel P-6纯 

化(图 3)．其第 l蜂的紫外光谱具蛋白质 

的典型吸收．在sDs．PAGE上为单一条带． 

其分子量为 25．6 kD(图 4．5)。 

TP-I的特性 

由于已分离的大部分抗真菌几丁酶和 

B_1，3-葡聚糖酪其分子量在 20～30 kD之 

间．TP—l的分子量正好在这个范围，但经 

测定．TP一1既无几丁酪 。也无 B-1，3-葡聚 

糖酶活性 

电泳后的 TP—1．置于 PAS反应渡 中， 

被染成一条红带 ，表明其中含搪 ；再用蒽酮 

染色。进一步证实了 TP—I是一个搪蛋白。 

考虑到许多糖蛋白具有凝集素的功能．将 

TP—I从浓度为 o’0005~I rng／L对人 4种 

血型的红细胞进行凝集反应，但均无血凝 

现象 。 

TP—l经酸水解后。检测判 l7种氨基 

酸．加上可能的 Ⅻ̂，Gill及|‘解测得的 

Trp．可能 20种氨基本都存在于TP-I中， 

其中以 A印、Gly、Ala、Leu最多。舍量均在 

l0 以上(表1)。毽褥注意的是。TP-I的水 

解糖中舍大量的氨<占17．4．*／wt表中未 

寰 l TP—l的氟基酸组成 
Table I Al~ 'lO acid 。0mpo 口fTP-I 

Amino Conte~t( ) 

acid w／w ／ tool／tool 
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列出)，除了一部分可能是由 Ash和 Gin释 

放外 ，推测大部分是由于该蛋 白质含有葡 

糖胺一类的物质。 

I"P一1的抗真菌活性 

TP-1对绿色术霉有很强的抗性．当浓 

度在 0．1 rng／ml时即可抑制其菌丝的生长 

(图 6)．对一些作物的病原菌如麦类赤霉 

菌、棉花枯萎菌及稻瘟菌都有抗性(表 2)。 

因此它是一个对腐生和寄生真菌都有抗性 

的蛋白质。 

圈 ● TP-1对绿色术霉菌丝生长的抑制 
n E．● Inhibition of myeelJal growth of Tl"k：／~ erraa 

洫 by1 1(10山) 

1．PB 10 mmol／L pH 6．8{2．TP-1 0．1 mg／ml in 

PB}3．1P一1 1．0m~／mlin PBl 4．TP一1 1．5rag／m! 

in PB． 

衰 2 TP-1对一些作橱病原真菌的抑制作用 
"lrabl~ 2 Thein~ ting activity of"rP-1(10 u1)on 

m p tun~ l婵 tI|0gens 

⋯  Conc．of TIP一1(rag／m1) 

哮 五 — 

DjaⅡleter of蛐 munB well：IJ~．1ow 0．5 Cllgl(+ )}be— 

twin 0．5～1．0 Cllgl(++)} 1．O Cllgl(卅 )}no 

activJ (一 )． 

单子叶植物花序中存在抗菌蛋白尚未 

见报道。花作为生殖器官 。在植物的生长和 

发育 中起着重要作用．TP一1的存在可能与 

保证这个重要器官免遭病害以行使其正常 

功能有关．即在其非诱导抗性系统中起作 

用。TP一1的特性表 明．它是一个富含酸性 

氨基酸及甘氨酸的糖蛋白．不同于 已知的 

抗菌蛋白质 ，很可能是一个新成员。 

致谢 本所胡忠先生给予指导·易永生同志帮助 
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A protein named TP一1 from in— 

florescence of T ac m 如咄m W ． 

was iSo lated through a procedure in— 

eluding saline solution extfaction，salt— 

ing—out by amm onium sulfate， dialy— 

sis，ioll exchange chrom atography，ul- 

trafiltration， and gel filtration on Ul— 

trogel AcA一44 and Bio_Gel P一6． n 

protein s molecular weight was 25．6 

kD determined by SD8一PAGE． On 

PnA m edia．it inhibited  the grownI Of 

mycelia of Tr／choderma 如 at conec n— 

tration of 1．0 mg／m1．TP一1 also had 
inhibitive aetivity against mycelial 

growth of some crop funsal pathogens， 

but no activity of chmnase。 [}1，3一 

glucanase， or hemagglutination． By 

PAS reaction and anthrone test，it was 

indicated that 1P一1 was a glyco tarore— 

in． Arialysis of the composition of 

amino acids showed that TP一1 was tich 

in Asp。Gly，Ala，Val and Leu． 
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