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摘 　要 : 以生长在天山海拔 3 450 m处的珠芽蓼 ( Polygonum viviparum)为实验材料 , 从叶片中提取质外体

蛋白. 经 SDS2PAGE分析 ,发现在分子量为 15. 2～72. 3 kD 范围内出现七条多肽 , PAS染色显示这些多肽

中均含有糖基. 通过光镜组织切片显示 , 在珠芽蓼叶片细胞的质外体中存在丰富的蛋白质 , PAS 染色

确定其含有糖蛋白. 通过测定其热滞值 , 进一步确定质外体蛋白是具有抗冻活性的糖蛋白 , 说明抗冻

蛋白是维持珠芽蓼抗冻性的重要物质基础.
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　　抗冻蛋白 (antifreeze proteins , AFPs) 从 20 世纪

60 年代被发现以来 , 先后引起国内外许多科学家的

研究兴趣 , 研究对象先后从极区鱼到昆虫. 对植物

AFPs 的研究起步较晚 , Griffth et al .〔1〕在 1992 年首

先在冬黑麦中发现了 AFP ,第一次明确提出获得内

生 AFP. 由于 AFPs 具有特殊的性质 , 即降低溶液的

冰点而对溶点影响甚微 , 对 AFPs 的研究具有重要

的科学意义和应用价值 , 同时为进一步通过基因工

程手段提高冷敏感植物的抗冻性提供理论依据.

　　寒区是一个多因子的综合胁迫体系 , 随着海拔

的升高 , 生存环境对植物的生长越来越不利 , 其中

低温是影响高山植物分布和生存的重要因子. 严酷

的高山环境塑造了特殊的基因型 , 可以认为冰缘植

物可能是很好的抗冻基因库〔2〕. 位于天山中段的乌

鲁木齐河源区 , 自末次冰期以来经历了多次冰川作

用 , 从海拔 3 820 m 的现代冰川末端至海拔 3 000 m

的望峰之间新老冰碛绵延 12 km , 是进行高山冰川、

冻土、寒区高山地理研究的理想场所 , 该区气象、

水文、地理等生态条件的研究较为丰富〔3 , 4〕. 对天

山寒区冰缘植物的研究尚少 ,因而存在有大片余地

有待研究. 本文以天山广布的典型植物珠芽蓼

( Polygonum viviparum) (生长海拔为 3 450 m) 叶片为

材料 , 研究珠芽蓼叶片中提取的抗冻蛋白 ,为探讨

寒区冰缘植物特殊的抗冻机制提供一定的理论依

据.

1 　材料和方法

1. 1 　实验材料

　　珠芽蓼采自天山中段乌鲁木齐河源海拔 3 450

m 处. 乌鲁木齐河地处新疆天山中部 , 地理位置 43°

01′20″～43°22′35″N , 86°47′40″～87°47′45″E , 流域

面积约 924 km2 . 该地区平均气温为 - 5. 5 ℃,气温

年温差为 35. 9 ℃, 植物生长期的 6～9 月间均温为

- 4. 7 ℃. 乌鲁木齐河源区高寒冰缘植物种类简单 ,

草本植物在本区占绝对优势 , 主要为由草本植物组

成的高山草甸和高山垫状植物. 群落结构简单 , 植

物的生态适应特征属于抗性特征 3 5〕. 植物随海拔

升高 , 植株变小. 冰缘植物生长缓慢 , 在较短的生

长期内 , 常常伴有霜冻、冰雹、大雪和大风天气 ,

然而植物生长发育良好.
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1. 2 实验方法

1. 2. 1 质外体蛋白的提取

　　参照 Hon et al .〔6〕方法.

1. 2. 2 　蛋白含量测定

　　膜蛋白含量用 Brandford 法〔7〕测定 , 用牛血清蛋

白作标准曲线.

1. 2. 3 　抗冻蛋白抗冻活性的测定

　　用显微镜观察冰晶消长法测定 , 参照 Devris〔8〕

的方法.

1. 2. 4 　蛋白质的 SDS2PAGE 电泳分析及糖蛋白的

显示

　　SDS2PAGE 分析蛋白成分 , 按 Laemmle〔9〕的方

法. 分离胶浓度为 15 % , 浓缩胶浓度为 5 %. 采用

Pharmacia 生产的低分子量标准蛋白作标准 , 糖蛋白

的显示参考 Glossman et al . 〔10〕的方法.

1. 2. 5 　珠芽蓼叶片组织细胞蛋白质的定位

　　叶片在 FAA 固定液固定 , 按常规方法制作石蜡

切片. 以 1 %考马斯亮蓝 R2250 染色显示全蛋白 ,

用 PAS 反应显示多糖.

1. 2. 6 　抗冻蛋白中糖基作用的检测及蛋白酶处理

　　参照卢存福等〔11〕的方法. 蛋白质提取液分别用

蛋白酶 K(1 mg·mL - 1) 、高碘酸钠为 50 mmol·L - 1

图 1 　珠芽蓼叶片质外体蛋白 SDS2PAGE图谱

Fig. 1 　SDS2PAGE of the apoplastic protein in leaves

of Polyzonum viviparum

a. The gel was stained with coomassie brilliant blue ;

b. The gel was stained with PAS. Lane1 : Marker ;

Lane2 : apoplastic protein

的乙酸钠溶液和 150 mmol·L - 1硼酸钠处理 , 测定

AFP 活性变化.

2 　结果

2. 1 　珠芽蓼叶片质外体蛋白的 SDS2PAGE图谱

　　将所得的蛋白质进行 SDS2PAGE 分析. 电泳胶

板经考马斯亮蓝染色 , 可得到分子量分别为

72 . 3kD 、61 . 3kD 、44 . 5kD 、40 . 7kD 、33 . 7kD 、

20. 8kD 和 15. 2kD 七条谱带 (图 1a) . PAS 染色显示

多肽中含有糖基 (图 1b) . 从图 1b 可以看到 PAS 染

色的多肽谱带不清晰 , 说明糖基在多肽中含量很

少 , 但经 PAS 染色后的湿电泳胶板在 X光箱上仍可

观察到同考马斯亮蓝染色对应的多肽谱带.

2. 2 　珠芽蓼叶片组织细胞蛋白质定位的观察

　　石蜡切片经考马斯亮蓝染色后 , 在光镜下可观

察到丰富的蛋白质细胞 , 细胞间隙中也能观察到蛋

白质的分布. 经 PAS 染色后表明在叶片细胞间隙中

也有糖蛋白存在 (图版 Ⅰa、b) .

2. 3 　珠芽蓼叶片组织质外体蛋白的抗冻活性测定

　　冰点和溶点的差值称为热滞值 (thermal hystere2
sis activity) , 以热滞值大小表示蛋白质的抗冻活性.

如表 1 所示 , 浓度为 7. 8 mg·mL - 1质外体蛋白 , 热

滞值可达 0. 3. 但是去离子水及 5 mg·mL - 1的蛋白

酶 K溶液均不表现抗冻活性 , 这说明质外体蛋白是

一种特殊的蛋白质 ———抗冻蛋白.

表 1 　珠芽蓼叶片组织质外体蛋白的热滞活性(热滞值)

Table 1 　Thermal hysteresis activity of proteins from leaf

apoplast of Polygonum viviparum

物 质 蛋白浓度/ (mg·mL - 1) 热滞值/ ℃

去离子水 0. 0 0. 00 ±0. 00

蛋白酶 K 5. 0 0. 00 ±0. 00

叶片质外体蛋白 7. 8 0. 30 ±0. 02

表 2 　各种处理对抗冻蛋白抗冻活性的影响

Table 2 　Effects of various treatments on thermal

hysteresis activity of leaf apoplast of

Polygonum viviparum

蛋 白 处 理 热滞值/ ℃

叶片质外体蛋白 对照 0. 30 ±0. 02

(7. 8 mg·mL - 1) 煮沸 0. 00 ±0. 00

蛋白酶 K 0. 00 ±0. 00

硼酸 0. 00 ±0. 00

高碘酸 0. 00 ±0. 00
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2. 4 　AFP糖基的检测

　　对 AFP 作了沸水处理、蛋白酶 K水解、高碘酸

氧化处理及硼酸钠处理 (表 2) , 发现质外体蛋白的

抗冻活性均消失. 证明了所获得抗冻蛋白的蛋白质

性质并且糖基的含量虽少但对维持抗冻蛋白的活性

方面是很必要的.

3 　讨论

　　冰缘植物在其生长季节内一方面要快速生长 ,

另一方面又要抵抗长期的冰冻胁迫侵袭. 长期的低

温环境压力 , 塑造了冰缘植物特殊的抗冻机制〔2〕.

Griffth 发现经低温锻炼的冬黑麦中存在 AFP〔1〕. 费

云标等在沙叶冬青中发现 AFP 的存在〔12〕; 卢存福

在培养的红景天悬浮细胞中发现了 AFP 的存在〔13〕;

本研究发现冰缘植物珠芽蓼叶片内也存在 AFP. 这

一发现进一步证实了 AFP 在抗冻植物中是普遍存

在的这一早期推测.

　　从叶片组织细胞蛋白质定位的观察发现 , 珠芽

蓼叶片组织细胞间隙也存在糖蛋白. Jian Lingcheng

et al .〔14〕在低温锻炼的小麦间隙及细胞内也观察到

这种糖蛋白的存在. 因此可以推测这种糖蛋白可能

起着 AFP 作用 , 形成一层保护性屏障 , 避免细胞内

结冰的伤害.

　　AFP 是维持珠芽蓼抗冻性的主要物质. 抗冻生

物避免冰冻伤害必须满足两个条件 : 1) 冰必须在胞

外形成 ; 2) 冰晶的大小及形状要受到控制〔15 , 16〕.

AFP 在植物中具有两个方面的作用 : 既能降低溶液

的冰点 , 也能够降低冰晶的形成速率 , 从而使结冰

伤害降低到最小程度〔15〕. Wei Linbo et al .〔15〕研究沙

叶冬青时发现 , AFP 没有组织表达特异性 , 在沙冬

青根、茎和叶片中普遍存在 , 它们是普遍存在的抗

冻剂. 本研究在珠芽蓼的叶片中也发现了 AFP 的存

在 , 说明 AFP 对保证冰缘植物珠芽蓼的抗冻能力

是至关重要的.
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Isolation and Identif ication of the Antifreeze Proteins in Polygonum viviparum

of Altifrigetic Subnival Plants in the Tianshan Mountains

J I Mei2ju1 ,2 , 　AN Li2zhe1 ,2 , 　CHEN Tuo1 ,2 , 　LIU Yan2hong2

FENG Hu2yuan1 ,2 , 　LIU Guang2xiu1 , 　CHENG Guo2dong1

(1. State Key Laboratory of Frozen Soil Engineering , CAREERI , CAS , Lanzhou Gansu 730000 , China ;

2. School of Life Sciences , Lanzhou University , Lanzhou Gansu , 730000 , China)

Abstract : The altifrigetic subnival plants and eco2envi2
ronmental conditions at the headwaters of the αrümqi Riv2
er , Tianshan mountains , China were investigated. The

adaptive mechanisms of typical altifrigetic subnival plants

to alpine environment in the Tianshan Mountains were

studied in this paper. Antifreeze proteins were isolated

and identified in the leaves of Polygonum viviparum by

the methods of physiology and biochemistry. Thermal hys2
teresis activity was discovered in leaf apoplastic proteins of

Polygonum viviparum (3 450 m) , which was composed of

7 polypeptides (72. 3kD、61. 3kD、44. 5kD、40. 7kD、
33. 7kD、20. 8kD and 15. 2kD) . PAS reactions showed

that the presence of carbohydrate in the polypeptides. The

photomicroscope observation indicated that cells with high

proteins and polysaccharide contents could be found in

leaves tissues. Apoplastic proteins from leaves exhibited

antifreeze activity. AFPs were inactivated by the treat2
ments of boiling , proteinase K, periodate and borate

caused , suggesting the presence of carbohydrate. The re2
sults showed that Polygonum viviparum plants produce

AFPs to adapt the special geographical environments ,

such as low temperature , low concentration of O2 and

CO2 , strong ultraviolet radiation and wind.

Key words : Tianshan Mountains ; Polygonum viviparum ; antifreeze proteins ; subnival plant ; thermal hysteresis activity
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