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蚕豆种子贮藏蛋白质组分的比较研究
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摘要：以lO份蚕豆品种为材料，利用SDS．PAGE方法．对其种子贮藏蛋白亚基组成进行了分析，结果表明：不同品种间的

种子贮藏蛋白具有一定的差异，表现出一定的多态性；共分离出23条迁移率不同的亚基条带，13条具有多态性；利用贮藏蛋

白亚基条带的信息，分析了品种间的蛋白相似度，相似度指数0．619～0．947，平均0．744；并通过聚类分析，在遗传相似系数

0．8260水平上，将供试材料分为了3类，其中第2类具有较丰富的多样性，多样性指数达3．9296；共筛选出7对亲缘关系较远

的杂交组合，可为蚕豆品种选育提供一定的科学依据。
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Comparative Study on Seed Storage Protein of Faba Bean
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Abstract：In order to investigate the difference of seed storage proteins in Faba bean，seed storage proteins ex—

tracted from ten species of Faba bean were analyzed with SDS—PAGE．The result showed that it is different among

the seed storage proteins of faba bean，a total of 23 subunits of different Rf were detected，counting 1 3 polymorphic

protein subunits．The similarity index of seed storage proteins subunits in Faba bean is 0．619～0．947，with an av-

erage of 0．744．Cluster analysis divided the accessions into three major clusters in the level of 0．8260 GS，the sec-

ond cluster showed higher polymorphism，and 7 pair Faba bean were identified as the parents．
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蚕豆又名胡豆，是人类最常用的食用豆类作物

之一。世界上有40多个国家种植蚕豆，其中亚洲的

种植面积最多，面积和总产量约占全世界的55％，

中国的栽培面积和产量居世界前列⋯。蚕豆的蛋

白质含量仅次于大豆，平均含量达25％一32％，其

氨基酸组成与人体所需的必需氨基酸的组成相类

似，每lOOg蚕豆中含有人体9种必需氨基酸的总量

达7347mg【2J，是人类理想的植物蛋白来源。

种子贮藏蛋白(Seed storage proteins，简称

SSPs)是近年来应用较广泛的一种生化标记。在水

稻、小麦和大豆的研究中已被广泛应用一。1，蛋白质

的合成受植物体内基因的控制，是很好的遗传标记。

由于蛋白质分子量大小不一，所带电荷不同，所以利

用电泳法，可以根据蛋白质在立体网状结构的凝胶

中移动速度不同，分离出蛋白质分子，表现出蛋白质

分子谱带的差异，不同的品种和杂交种具有不同的

谱带模式，从而可以从蛋白质水平鉴别出不同植物

材料的差异，种子贮藏蛋白作为遗传标记已被广泛

应用于种、属间关系、种内遗传多样性分析、品种鉴

定以及植物繁育系统的鉴别曲1。根据溶解度的不

同大豆种子贮藏蛋白可划分为4类⋯，包括溶于水

的清蛋白、溶于盐的球蛋白、溶于乙醇的醇溶蛋白和

溶于稀酸和稀碱的谷蛋白；李雪琴等¨o曾用SDS．

PAGE方法对蚕豆贮藏蛋白亚基的大小进行了研

究；李萍等一。采用分级提取蚕豆清蛋白和球蛋白并

进行了SDS—PAGE分析，认为先提取球蛋白时总
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有一定的清蛋白被提取。本研究对几种蚕豆种子的

贮藏蛋白进行了SDS．PAGE分析，目的在于了解相

关品种各种贮藏蛋白的构成状况，为专用品种筛选

及其相关的育种工作提供一定的理论依据。

1材料与方法

1．1材料

青海11号、青海12号、青海13号、大通马牙、

大通尕大豆、TFl6、166、陵西一寸、脏脸、TF46。

1．2方法

1．2．1种子贮藏蛋白样品的提取参照Kumamam

等””提取种子全蛋白的方法，并有所改进。将成熟蚕

豆种子研磨成粉，并过80目筛，称于粉n 059，全部转

入干净的1．5ml eppendorf管中，加入35“B．ME缦润

20rain，然后加入675斗1加℃温育的SDS—LIlta蛋白抽提

液(8 mol／L尿素，4％SDS，20％甘油，50mmol／L Tfis．

HCI，pH 6．8，少许溴酚蓝)，剧烈涡旋数秒钟，使样品完

全呈透明状溶液，室温静置48 h后，于4℃8000r／rain

离心5min，上清液用于随后的SDS．PAGE分析。

1．2．2 SDS-PAGE电泳 取适量蛋白上清液按

1：1(V／V)加入样品裂解液(3．123ml 1．Omol／L．

pH 6．8的Tris．HCI+lg SDS+5ml甘油+1．5ml B一

巯基乙醇+少许演酚蓝，用蒸馏水定容至50m1)，于

沸水中煮沸3—5rain，冷却后点样。电泳采用不连

续垂直板状凝胶电泳，参考Laemmli法并稍作修

改”⋯1，凝胶厚度1．5mm，浓缩胶浓度4％，分离胶

浓度12％，样品上样量10“l，恒流30mA，待指示剂

迁移至凝胶底部后结束电泳。

1．2．3染色和脱色 采用考马斯亮蓝染色”“lh，

用蒸馏水漂洗2～3次，再用脱色液(无水乙醇：冰

醋酸：水=4：1：5)在脱色摇床上脱色至各亚基条带

清晰，蒸馏水漂洗后拍照。

1．3数据处理

根据电泳结果计算每个材料蛋白条带的Rf值

及统计蛋白质亚基条带数，蛋白质的相对迁移率耻

=蛋白带迁移距离／滨酚蓝迁移距离。记录样品中

产生的多态性蛋白带，同一Rf值位置上有蛋白条带

的记为l，无蛋白带记为0，多样性指数

H。=一xPilnP，，这里P．指某群体内第i条谱带的频

率。用Ntsys 2．10软件聚类分析。

2结果与分析

2．1蚕豆种子贮藏蛋白质亚基分析

种子贮藏蛋白主要分为4类：清蛋白、球蛋白、

醇溶蛋白和谷蛋白，豆科植物和很多双子叶植物主

要种子蛋白是清蛋白和球蛋白，清蛋白是酶和酶的

抑制剂；球蛋白占绝大部分，是种子贮存蛋白，供种

子萌发及幼苗生长“⋯，为了探究蚕豆种质问的种子

贮藏蛋白的差异，提取种子贮藏蛋自后进行SDS．

PAGE分析。供试的10个品种的蛋白谱带存在差

异，所试材料的贮藏蛋白共表现出23条迁移率不同

的谱带，13条具有多态性。其中亚基数最多的是青

海1I号、青海12号和TF46，共19条带，大通马牙

和166最少，仅15条。品种问的差异主要表现在

40 0～116．0kD之间(图1)。同时，所有供试材料

都含有Rf值为0．159、0．265、0．318、0．364、0．483、

0．503、0．682、0．709、0．828、0．927的10条共同的蛋

白带。
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圈l蚕豆种子贮藏蛋白SDS-PAGE电泳图

Fig．1 SDS-PAGE of seed storage pr06eins of Faba bean

M：Merker；1：青簿12号；2：青海13号；3：大通马牙；4：大通尕大豆

5：TFl6；6：166；7：睦西一寸；8：脏脸；9：TF46；10：青海11号

M：Marker；I：Qinghail2；2：Qin曲all3一：Dalong Maya；

4：Datong Gadadou；5：TFl6；6：166：7：Lingxiyicun；

8：z蚰gli虮919：TF46；10：Qinghaill

2．2种子蛋白质亚基相似度及亲缘关系

蛋白质亚基的构成严格受基因的控制，因此

稳定的蛋白质亚基谱就直接地反映了基因型的异

同，而蛋白质电泳图谱是非常稳定的”1，Vaughan

等””提出蛋白质谱或酶谱相似度指数愈高，亲缘

关系愈近。所以根据蛋白质亚基构成的相似度就

能预测亲缘关系。表1是蚕豆品种问的蛋白质亚

基相似度指数，可以看出，不同品种间共有的蛋白

质亚基数量不等，相同亚基数12一18条，平均

14．8条，相似度指数0．619—0．947，平均0．744。

TFl6与TF46间的相同蛋白质亚基数最多，在两者

共有19条蛋白质亚基中相同亚基数达18条，仅】

条亚基不同，相似度指数达0．947；其次是与青海

13号，两者共有19条蛋白质亚基，相同亚基数达

17条，仅2条亚基不相同，相似度指数达0．895；
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相似度指数最小的出现在大通马牙和陵西一寸、

大通尕大豆和166间，各对均共有蛋白亚基20

条，其中12条亚基相同，不同的亚基数达8条，相

似度指数仅为0．600。

表1蚕豆种子蛋白质亚基相似度指数

Table 1 Similarity index of seed storage proteins subunits in Faba bean

种类 相同亚基数 不同亚基数 相似度指数 种类 相同亚基数 不同亚基数 相似度指数

No．of similar NO．of dliferent Similarity No．of similar No．of difierent Similarity
bpecles 3pecles
‘

subunits subunits index subunits subunits index

青 青海13号 16 5 0．762 大TFl6 14 7 0．667
j每 通
12 大通马牙 15 4 0．789

委166 12 8 o．600
弓
大通尕大豆 16 4 0．800

显 陵西一寸 13 8 0．619
TFl6 15 7 0．682

脏脸 13 8 0．619
166 14 6 0．700

陵西一寸 14 8 0．636 TF46 15 6 0．714

脏脸 16 4 0．800 青海11号 14 8 0．636

TF46 16 6 0．727 TFl6 166 15 3 0．833

青海11号 17 4 0．810
陵西一寸 16 3 0．842

青 大通马牙 14 5 0．737
脏脸 15 5 0．750

海13 大通尕大豆 15 5 O．750

号TF|6 17 2 0．895
TF46 18 1 0．947

青海11号 17 3 0．850
166 14 5 0．737

陵西一寸 16 3 0．842
166 陵西一寸 13 6 0．684

脏脸 16 3 0．842 脏脸 14 4 0．778

11F46 17 3 0．850 TF46 15 4 0．789

青海11号 16 5 0．762
青海11号 15 4 0．789

大 大通尕大豆 14 4 0．778
陵 脏脸 14 6 0．700

通
．650-q

TFl6 13 7 0 西
一TF46 16 4 0．800

牙 166 12 6 0．667 寸

陵西一寸 12 8 0．600
青海II号 15 6 0．714

脏脸 13 6 0．684 脏TF46 15 6 0．714

脸
TF46 13 8 0．619 青海11号 16 4 0．800

青海11号 14 6 0．700 TF46青海11号 17 4 0．810

2．3种间遗传距离和聚类分析

种子贮藏蛋白多态性反映了蚕豆基因组中编码

这些蛋白质基因的变异情况，因此根据蚕豆种子贮

藏蛋白电泳获得的23条蛋白带的Rf值信息，对lO

个蚕豆品种进行不加权类平均法(UPGMA)分析，从

而进一步揭示其亲缘关系(图2)，在遗传相似系数

0．8260水平上，可将供试蚕豆品种分为3类。

第1类包括青海12号、大通马牙和大通尕大

豆，多样性指数为1．9095；3种材料间的遗传相似系

数相等，为0．8261；该组包含了23种带型中的20条

带，且有14条为共有带，占70％；青海12号含有Rf

值为0．132、0．397的2条特异条带，其他2种材料

不含该条带。

第Ⅱ类包括青海13号、TFl6、TF46和陵西一

寸，多样性指数为3．9296；遗传相似系数0．8696—

0．9565，幅度0．0869，TFl6与TF46之间的相似系数

最大，达0．9565，表明两者间有遗传距离最小，亲缘

关系最近；该组包含了23种带型中的20条带，且有

16条为共有带，占80％；陵西一寸含有Rf值为

0．430的特异条带，其他所有供试材料均不含该条

带，TF46含有1条Rf值为0．517的条带，该组其他

材料不含该条带。

第Ⅲ类包括166、青海11号和脏脸，多样性指

数为1．3689；3种材料间的遗传相似系数相等，为

0．8261；该组包含了23种带型中的20条带，且有14

条为共有带，占70％；青海11号含有Rf值为

0．556、0．642的2条特异带，166和脏脸不含该条

带，但脏脸含1条Rf值为0．589的特异条带。

万方数据



2期 石建斌等：蚕豆种子贮藏蛋白质组分的比较研究

O．72

青海12号

大通马牙

大通杂大豆

青海13号

TFl6

TF46

陵西一寸

166

青海1l号

脏'脸

0．78 0．84 0．90 0．96

相似系数Coefficient

图2蚕豆种子贮藏蛋白聚类图

Fig．2 The clusters of seed storage proteins from Faba bean

3 讨论

3．1蚕豆种子贮藏蛋白质亚基差异

该研究通过SDS—PAGE方法，明确了10份不同

供试材料的贮藏蛋白亚基构成情况。从电泳结果来

看，共分离出23条迁移率不同的亚基条带，不同品

种间共有的蛋白质亚基数量不等，相同亚基数12—

18，平均14．8条。从种子蛋白亚基相似度指数来

看，TFl6与TF46的相似度指数最大，达0．947；相

似度指数最小的出现在大通马牙和陵西一寸、大通

尕大豆和166间，为0．600，该分析结果与2．3中的

聚类分析相吻合。聚类分析中第Ⅱ类的多样性指数

最大，为3．9296，表明该类中的蚕豆品种存在较大

的遗传变异。

通过分析，以品种间的遗传距离为依据，共筛选

出7对杂交亲本组合，分别为青海12号／陵西一寸、

陵西一寸／大通马牙、大通马牙／TF46、大通尕大豆／

166、大通尕大豆／陵西一寸、大通尕大豆／脏脸、大通

尕大豆／青海11号，每对组合内的两个亲本间的遗

传相似系数为0．6522，遗传距离为0．3478。

3．2研究意义及应用前景

种子贮藏蛋白亚基的组成与蛋白的营养及加工

品质密切相关嵋“，本研究通过比较供试材料贮藏蛋

白亚基的组成，筛选出亲缘关系较远的蚕豆品种，以

其为亲本，设置杂交组合并进行种质筛选，调整后代

的亚基组成，从而提高蚕豆蛋白的营养品质，为以后

的品种选育及培育高蛋白蚕豆和加工品质优良的蚕

豆品种提供一定的科学依据。
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