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ＨｅＮｅ激光和增强ＵＶＢ辐射对小麦

ＴａＲＡＮ１蛋白的影响

毛晓芳，韩榕
（山西师范大学 生命科学学院，山西 临汾０４１００４）

摘　要：采用ＨｅＮｅ激光（５ｍＷ·ｍｍ
－２）和增强 ＵＶＢ（１０．０８ｋＪ·ｍ－２·ｄ－１）辐照‘ＭＬ７１１３’小

麦幼苗，６天后提取各处理组小麦幼苗的总蛋白和ＴａＲＡＮ１蛋白，用ＳＤＳＰＡＧＥ对其进行初步检

测及 ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ对目的蛋白进行鉴定，并采用考马斯亮蓝法测量不同处理组的ＴａＲＡＮ１蛋白的

含量以做进一步的比较分析．结果表明：增强 ＵＶＢ辐射使小麦ＴａＲＡＮ１蛋白电泳条带加宽颜色

加深且含量显著增加；单独 ＨｅＮｅ激光处理，蛋白电泳条带较窄颜色较淡且所测的蛋白含量明显

减少，表现出了抑制作用；经ＨｅＮｅ激光辐照和ＵＶＢ辐射复合处理后，蛋白的含量明显低于Ｂ组

而与对照组相差不明显．说明增强ＵＶＢ辐射后，小麦ＴａＲＡＮ１蛋白可能参与了植物的抗逆境反

应．
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０　引言

大气臭氧层变薄将导致到达地面的太阳紫外线

Ｂ辐 射 （ＵｌｔｒａｖｉｏｌｅｔＢｒａｄｉａｔｉｏｎ，ＵＶＢ，λ＝２８０～

３２０ｎｍ）增强，ＵＶＢ辐射增强对地球生命系统有多

方面的影响，特别是植物系统对增强 ＵＶＢ辐射有
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明显响应．作为生物有机体重要组分的蛋白质是

ＵＶＢ辐射最为敏感的靶分子之一，因而会受到

ＵＶＢ辐射的影响，而目前关于 ＵＶＢ辐射对小麦

Ｒａｎ蛋白的影响研究尚少见报道．随着科学技术的发

展，激光已被大量地应用于很多领域，如环境监测［１］、

卫星通信［２］等．激光在植物研究方面的应用也较为广

泛，如微生物突变株诱变修复［３］、细胞损伤及修复［４］、

提高酶的活性以及增强植物的抗氧化性［５］等．

小Ｇ 蛋白（ｓｍａｌｌＧｐｒｏｔｅｉｎ）基因家族包括

Ｒａｓ、Ｒａｂ、Ｒｈｏ、Ａｒｆ和Ｒａｎ亚家族，在基因表达、细

胞骨架重组装、微管的形成以及囊泡和核孔运输机

制等方面具有重要的调控作用，被认为是重要的信

号调控分子开关［６８］．小Ｇ蛋白Ｒａｎ是一种主要分

布于细胞核内的蛋白质，分子量大约为２５ｋＤ
［９］，是

细胞中含量最丰富的小Ｇ蛋白．人们对动物Ｒａｎ蛋

白的功能研究比较多，它是一种重要的细胞分裂调

控因子，参与调控细胞周期中各个时期的许多生命

活动．如动物 Ｒａｎ蛋白在细胞分裂间期定位于核

内，调控核胞质转运、复制、转录加工与运输；在细胞

分裂中后期，集中在微管和纺锤体上，调控微管与纺

锤体组装；细胞分裂末期又回到细胞核内，调控核膜

装配［１０１２］．植物Ｒａｎ与动物Ｒａｎ类似，可能是一种

重要的植物细胞分裂调控因子，参与调控植物细胞

周期中各个时期的许多生命活动，调控植物细胞核

膜重建与装配、ＤＮＡ复制、ＲＮＡ转录与加工运输、

核胞质转运、微管和纺锤体的组装等多种功能［１３］．

关于Ｒａｎ的功能研究，在人体和动物体中得到

的研究结果比较多，在植物中，Ｒａｎ的功能研究还处

于初级阶段．由于Ｒａｎ基因的重要作用，引起了科

学工作者的广泛关注，人们在Ｒａｎ的生理功能、作

用方式和表达模式等几个方面取得了一些研究进

展．然而关于植物Ｒａｎ蛋白功能研究报道较少，其

增强ＵＶＢ辐射和 ＨｅＮｅ激光对Ｒａｎ蛋白影响的

研究报道更较少，因此本研究以不同处理组的小麦

幼苗叶片为研究对象，对小麦细胞核内的Ｒａｎ蛋白

进行分离提取及含量的测定，并做 ｗｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔ对

该蛋白进行鉴定，以确定ＨｅＮｅ激光和增强ＵＶＢ

辐射对小麦幼苗蛋白质代谢及功能的影响，为进一

步研究该蛋白功能奠定了基础．

１　材料和方法

１．１　材料

供试材料为‘ＭＬ７１１３’（Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ）小

麦品种，其种子由山西省农科院小麦研究所提供．

１．２　种子萌发

选取籽粒饱满、大小均匀的小麦种子，５％次氯

酸钠消毒３０ｍｉｎ，清水漂洗．培养于盛有湿滤纸的

培养皿内，５０粒／皿，每组３次重复，２５℃培养至种

子露白时待处理．

１．３　种子处理

１．３．１　ＵＶＢ辐射处理

ＵＶＢ发生用ＵＶＢ灯（南京华强，３０Ｗ，２９７ｎｍ），

将其垂直悬于培养皿的上方，通过调整 ＵＶＢ灯与

植物培养皿之间的距离来控制并同时测量ＵＶＢ辐

射的强度．剂量采用１０．０８ｋＪ·ｍ－２·ｄ－１，相当于

臭氧下降２０％、ＵＶＢ增强４０％的强度（ＲＡＦ＝

２．０）．每天处理８ｈ，然后转入暗处培养，共处理６天．

１．３．２　ＨｅＮｅ激光辐照处理

ＨｅＮｅ激光器（南京激光仪器厂）波长为

６３２．８ｎｍ，选用较大刺激效应剂量５ｍＷ·ｍｍ－２，２

ｍｉｎ，２５℃，激光辐照处理安排在夜间进行，以排除

杂光影响，激光处理后立即转入暗处２５℃培养．

１．３．３　处理设置

共设对照（ＣＫ）、ＵＶＢ处理（Ｂ）、激光处理（Ｌ）、

ＵＶＢ和激光复合处理（ＢＬ）４组，各处理方法如表１

所示．

表１　各处理组的设置及处理程序

犜犪犫犾犲１　犈狊狋犪犫犾犻狊犺犿犲狀狋犪狀犱狆狉狅犮犲犱狌狉犲狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋狋狉犲犪狋犿犲狀狋

Ｔｒｅａｔｍｅｎｔ
Ｌｉｇｈｔ

（ｈ／ｄ）

ＵＶＢ

ｒａｄｉａｔｉｏｎ

（ｈ／ｄ）

ＨｅＮｅｌａｓｅｒ

ｉｒｒａｄｉａｔｉｏｎ

（ｍｉｎ／ｄ）

Ｄａｒｋ

ｃｕｌｔｕｒｅ

（ｈ／ｄ）

ＣＫ ８   １６

Ｂ ８ ８  １６

Ｌ ８  ２ １６

ＢＬ ８ ８ ２ １６

１．４　植物总蛋白的抽提

参考马立安的方法［１３］，略作修改：取６ｄ小麦幼

苗１ｇ，放入已预冷的研钵中，加５ｍＬ植物蛋白提

取液 （２５ ｍｍｏｌ／ＬＴｒｉｓＨＣｌ，１ ｍｍｏｌ／Ｌ ＥＤＴＡ，

２０ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，１ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，１ ｍｍｏｌ／ Ｌ

Ｂｅｎｚａｍｉｄｅ，２μｇ／ｍＬＡｐｒｏｔｉｎｉｎ），于１２０００ｒ／

ｍｉｎ，离心３０ｍｉｎ，收集上清（可溶性总蛋白）置于

冰上备用．

１．５　犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋鉴定

参考赵雅坤等的方法［１４］，上清蛋白经１２．５％

ＳＤＳＰＡＧＥ分离后，将蛋白电泳条带转至硝酸纤维

膜，用丽春红检测电转移效果，之后用含５％ＢＳＡ

的ＴＢＳ（ＰＨ７．４）将转印膜于室温摇动温育１ｈ进行

封闭，封闭后的转印膜在室温下用一抗孵育２ｈ平

缓摇动，用ＴＢＳＴ漂洗３次，每次１０ｍｉｎ，接着用辣

根过氧化物酶标记的山羊抗兔血清作为二抗（１∶

１０００）将膜在室温下温育２ｈ，再用 ＴＢＳＴ漂洗３

次，每次１０ｍｉｎ，以蛋白质用ＥＣＬ化学发光试剂盒

０６５
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检测（按 ＥＣＬ 说明书进行），Ｘ 胶片曝光、显影、

定影．

１．６　犜犪犚犃犖１蛋白的提取

１．６．１　原生质体的制备

参考刘炜等方法［１５］，略有改动．取６日龄小麦

幼苗第一片真叶，蒸馏水冲洗干净，用双面刀片将其

切成０．５ｍｍ的小碎块，置于酶解液中在（２６±１）℃

中暗解３ｈ左右，中间每隔０．５ｈ震荡一次．材料与

酶解液之比为１：５（Ｗ／Ｖ）．酶解液组成为１．５％纤

维素酶 ＲｌＯ（ｃｅｌｌｕｌａｓｅＲＩＯ，Ｊａｐａｎ），０．１％果胶酶

（ｐｅｃｔｉｎａｓｅ，Ｆｌｕｋａ）溶于标准液中配置而成．标准溶

液成分为：５ｍｍｏｌ／ＬＣａＣｌｚ·２Ｈ２Ｏ，０．５ｍｏｌ／Ｌ甘

露醇，０．５ ｍｍｏｌ／ＬＫＨｚＰＯ４，２ ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＳＯ４，

３ｍｍｏｌ／Ｌ２一氮吗啉乙烷磺酸（ＭＥＳ，Ｓｉｇｍａ），ｐＨ

调至５．６．待酶解完成后用２８０目尼龙网过滤除去

未酶解完全的叶肉组织碎片，５００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ

后收集纯化原生质体，弃去上清后（用ＰＥＭ 缓冲液

悬浮沉淀与不用ＰＥＭ悬浮以作对比），常温静置以

备用．

１．６．２　ＴａＲＡＮ１蛋白的粗提

参考费一楠等方法［１６，１７］，略有改动．向原生质

体中加入含有０．５％ＴｒｉｔｏｎＸ１００的ＣＳＫ缓冲液

（１００ｍｍｏｌ／Ｌ ＫＣＩ，３ｍｍｏｌ／Ｌ ＭｇＣｌ２，ｌｍｍｏｌ／Ｌ

ＥＧＴＡ（ｐＨ８．０），１０ ｍｍｏｌ／Ｌ ＰＩＰＥＳ（ｐＨ６．８），

３００ｍｍｏｌ／Ｌ蔗糖，１．２ｍｍｏｌ／ＬＰＭＳＦ，２０ｍｍｏｌ／Ｌ

ＤＴＴ），振荡混匀后，静置７ｍｉｎ．１２０ｇ离心１０ｍｉｎ，

弃上清液．用 ＣＳＫ 缓冲液重悬沉淀，１２０ｇ离心

１０ｍｉｎ，冰浴条件下匀浆、离心，收集沉淀，反复２～

３次，直至核充分纯化，核沉淀用 ５０％的甘油，

－２０℃下保存．用考马斯亮兰法测蛋白的含量，选用

４!

浓缩胶，１２．５!

分离胶，１００Ｖ 恒压下进行

ＳＤＳＰＡＧＥ（约３ｈ左右）．

２　结果与分析

２．１　总蛋白犛犇犛犘犃犌犈分析及犜犪犚犃犖１蛋白的

犠犲狊狋犲狉狀犅犾狅狋鉴定

小Ｇ蛋白Ｒａｎ是一种主要分布于细胞核内的

蛋白质，分子量大约为２５ｋＤ
［９］．在２０．１ＫＤａ和

３１ＫＤ之间可以清晰地得到一条主带（图１），如箭头

所示，经ＱｕａｎｔｉｔｙＯｎｅ凝胶系统软件分析，主带分

子量为２５ＫＤ左右（图２），切取 Ｒａｎ主带胶用于

ＷｅｓｔｅｒｎＢｌｏｔ转膜鉴定目的蛋白，免疫印迹分析显

示，小麦可溶性蛋白中的Ｒａｎ发生免疫反应，且只

在２５ＫＤ处出现单一杂交带（图３）．

图１　细胞总蛋白的电泳图谱

Ｆｉｇ．１　Ｃｅｌｌｓｏｆｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｒｏｔｅｉｎ

图２　总蛋白凝胶分析图

Ｆｉｇ．２　Ｔｏｔａｌｐｒｏｔｅｉｎｇｅｌａｎａｌｙｓｉｓｄｉａｇｒａ

图３　ＴａＲＡＮ１蛋白免疫印迹分析图

Ｆｉｇ．３　ＴａＲＡＮ１ＷｅｓｔｅｒｎｂｌｏｔａｎａｌｙｓｉｓｉｎＦｉｇｕｒｅ

２．２　犛犇犛犘犃犌犈分析细胞核内的犚犪狀蛋白

图４为添加ＰＥＭ 缓冲液和不添加ＰＥＭ 缓冲

时提取的Ｒａｎ蛋白电泳图．１４泳道添加了ＰＥＭ缓

冲液，５８泳道没有添加ＰＥＭ 缓冲液．从图中明显

可看出添加ＰＥＭ 缓冲液的蛋白条带多且清晰，电

泳效果较好．说明在提取过程中添加适量的ＰＥＭ

缓冲液更有利于蛋 白的提取．

图４　ＴａＲＡＮ１蛋白的电泳图谱（ＣＫ组）

Ｆｉｇ．４　ＴａＲＡＮ１ｐｒｏｔｅｉｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ（ＣＫｇｒｏｕｐ）
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２．３　犎犲犖犲激光与增强犝犞犅辐射对小麦犜犪犚犪狀

蛋白的犛犇犛犘犃犌犈分析

小麦叶片Ｒａｎ蛋白的ＳＤＳＰＡＧＥ分析结果（图

５）表明，经 ＵＶＢ辐射处理（Ｂ）的小麦叶片中 Ｒａｎ

蛋白条带最宽条带较多，颜色较深且清晰．与对照组

（ＣＫ）相比，而复合处理组（ＢＬ）的蛋白条带较宽且

清晰．

图５　不同处理组ＴａＲＡＮ１蛋白电泳图谱

Ｆｉｇ．５　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐｐｒｏｔｅｉｎｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ

２．４　不同提取方法对蛋白含量的影响

由图６可知：提取原生质体后添加ＰＥＭ 缓冲

液则提取出的蛋白的含量明显多于没有添加ＰＥＭ

缓冲液所提取的蛋白含量，与电泳的效果相吻合，进

一步说明在提取目的蛋白时添加ＰＥＭ 缓冲液更有

利于蛋白的提取，为后续提取不同处理组中的核蛋

白提供较好的方法．

图６　不同方法提取蛋白含量的比较

Ｆｉｇ．６　Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｘｔｒａｃｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄｓｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔ

ｏｆｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

２．５　犎犲犖犲激光与增强犝犞犅辐射对小麦犜犪犚犪狀１

蛋白含量的影响

从图７可知，不同处理组小麦幼苗蛋白含量有

明显的差异．与对照组（ＣＫ）相比，增强 ＵＶＢ辐射

处理（Ｂ）使小麦叶片蛋白质含量明显提高，高于对

照３７．３％，差异极显著（犘＜０．０１）说明它能促进蛋

白的合成；单独 ＨｅＮｅ激光处理组（Ｌ）使叶片蛋白

质含量明显低于Ｂ组４２％，差异极显著（犘＜０．０１）；

复合处理组（ＢＬ）的小麦叶片蛋白含量低于Ｂ组

２５％，差异显著（犘＜０．０５）．蛋白含量的变化与电泳

效果相吻合，由此说明增强 ＵＶＢ辐射能促使小麦

核内Ｒａｎ蛋白的合成，推测Ｒａｎ蛋白可能与植物的

抗逆性有关．

图７　不同处理组ＴａＲＡＮ１蛋白含量的比较

Ｆｉｇ．７　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｔｒｅａｔｍｅｎｔｇｒｏｕｐＴａＲＡＮ１ｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｎｔｅｎｔｏｆｔｈｅｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ

３　讨论

蛋白质不仅是生物体的重要组成部分，而且作

为生物催化反应的酶类在生理生化代谢中起着重要

作用．蛋白质的最大吸收峰正好在 ＵＶＢ辐射范围

内，因此增强ＵＶＢ辐射将会对蛋白质产生较大的

影响［１８］．近年来，人们不断发现植物中小Ｇ蛋白家

族的新成员，也不断揭示小Ｇ蛋白的新功能，许多

植物特有的信号途径和功能需要小Ｇ蛋白这个重

要的分子开关来完成，这使它越来越成为人们研究

的热点问题．而小 Ｇ蛋白中的 Ｒａｎ以与 ＧＴＰ 或

ＧＤＰ结合的形式存在于细胞中，活性的 ＲａｎＧＴＰ

依靠ＧＴＰ水解活性水解成无活性的ＲａｎＧＤＰ，这种

ＲａｎＧＴＰ到 ＲａｎＧＤＰ 的转换，起着分子开关的作

用［１９］．

最新的一些研究结果表明，Ｒａｎ还参与植物的

抗逆反应．ＴａＲＡＮ１基因受各种胁迫处理的诱导表

达，１５％ＰＥＧ，２００ Ｍｍ ＮａＣｌ和 低温 处 理 发 现

ＴａＲＡＮ１表达水平有明显的增加趋势，并且超表达

植株 对 胁迫 的耐受 能力 有明 显提 高，这 说 明

ＴａＲＡＮ１可能参与了盐，干旱和低温胁迫等胁迫信

号应答的相应机制［１］．史胜青等人曾报道，干旱、

ＰＥＧ和ＮａＣｌ胁迫明显诱导梭梭 ＲＡＮ１基因的表

达 ，并且，该基因在中、轻度胁迫时表达水平最强 ．

这可能与ＲＡＮ作为信号调控蛋白有关，中、轻度胁

迫下，小Ｇ蛋白 ＨａＲＡＮ１通过调节蛋白质和ＲＮＡ

分子通往核内外的运输［１，７，２０］．而 Ｍｉｙａｍｏｔｏ等报道

在哺乳动物细胞中由于外界胁迫（热激，氧化胁迫，

紫外照射）会导致向核内的运输受阻，并伴随着胞质
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中的Ｒａｎ含量增加，ＲａｎＧＴＰ／ＧＤＰ梯度的瓦解
［２１］．

据报道，野生型水稻的 ＯｓＲａｎ２在细胞周期的前期

能够将微管蛋白运输出核，然而在低温胁迫下，

ＯｓＲａｎ２这一功能受到影响或发生一定程度缺失，

于是可以观察到微管蛋白在低温时主要定位于核

内，而过表达ＯｓＲａｎ２能够在一定程度上弥补这一

功能缺失，能够将微管蛋白正常运输出核．所以在

充足的核外微管蛋白下，纺锤体能够正常建成，也

能够发生核膜正常重建，细胞周期才能够在低温下

正常进行，植株才表现出耐低温胁迫．因此，低温

胁迫下，ＯｓＲａｎ２影响了微管蛋白的核质运输从而

最终影响了细胞周期的顺利进行［２２］．

４　结论

研究发现：ＨｅＨｅ激光辐照后，经考马斯亮蓝

法测定小麦叶片中的Ｒａｎ蛋白含量明显降低，则说

明抑制了该蛋白的合成；增强 ＵＶＢ辐射后，ＳＤＳ

ＰＡＧＥ分析结果发现，Ｒａｎ蛋白质谱条带清晰较宽

且颜色较深，说明增强 ＵＶＢ辐射能促进该蛋白的

合成，故推测它可能参与了植物的抗逆境反应，受逆

境诱导可能是和参与逆境应答物质的转运有关．
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