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摘要:为研究种子是否能完全依靠储存的 mRNA或储存的蛋白质完成萌发过程，分别利用转录抑制

剂 α -鹅膏草碱 ( α-amanitin)和制剂放线菌嗣处理大豆胚根，抑制新的 mRNA或新的蛋白质的合成，观察

大豆胚根的萌发情况.结果发现，在转录抑制的条件下，大豆胚根能够完成萌发，种子萌发后，种苗生长

停止;在翻译被抑制的条件下，大豆胚根不能完成萌发.说明大豆胚根萌发能够依赖、发育过程合成并贮存

在干种子中的 mRNA;但种苗的发育不能完全依赖储存的 RNA，需要新合成的 mRNA参与.大豆胚根不能

依赖、储存蛋白质完成萌发过程.对大豆胚根细胞内容物进行超速离，这并对不同组分中 mRNA含量进行定量

分析发现，千种子中的 mRNA主要存在于多核糖体之外的细胞结构中，而在萌发过程中， mRNA 主要存在

于多核糖体中.这表明千种子中的 mRNA主要以储存状态存在于 mRNA的储存结构中，萌发过程大部分

mRNA 从储存结构 中转移到 多核糖体 中 变为 活跃的翻译状态. 不 同 萌发时期 多核糖体的特征曲线也体现

mRNA 在细胞内存在位置的这种变化.
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在种子发育过程中，胚完成发育、成熟和生理

干燥后，进入相对静止期，直到温湿度和光照等条

件满足了才开始萌发[ 1J目前已在多种处于相对静

止状态的植物干种子中发现大量 mRNA存在[24]，

说明这些 mRNA (又称为长寿命 mRNA [ 5 J )能存在

于干燥环境中并保持活力.储存 mRNA最早在成熟

的棉花干种子中发现[ 6]，随后研究者们对拟南芥干

种子转录组的测序分析，鉴定出 10 000 多种储存

mRNA[河] ; 在大麦和水稻干种子中也发现相似数 目

的储存 mRNA [ 1ι12 ] ;对大豆干种子基因微阵列的分

析发现，其至少含有 22 000 种储存 mRNA [ 臼 J 这

些储存 mRNA被认为可能在种子萌发早期参与蛋白

质的合成，但这些贮存 mRNA存在于干种子细胞的

什么部位?在萌发过程中有何功能?如何在萌发过

程参与蛋白质的合成?种子能否完全依赖储存 mR­

NA 完成萌发过程? 对于这些问题 ， 我们知之甚少.

近年研究发现:酵母、哺乳动物和植物细胞中存在

被称为胁迫颗粒的 mRNA储存结构和被称为处理小

体(或 P-body)的 mRNA降解结构.这些结构通

过抑制(将 mRNA降解)或延迟(将 mRNA运送

回多核糖体)特异 mRNA的翻译实现对转录后蛋白

质表达的调控.逆境条件下， mRNA 通过在多核糖

体、胁迫颗粒和处理小体之间转运调控特异蛋白质

的表达，从而使其所在的细胞实现对逆境的适

应[ 1凶J如热胁迫诱导下，在拟南芥根尖细胞和烟

草叶肉原生质体中可以观察到处理小体和胁迫颗粒

的数量和大小都有所增加[ 17]，该研究结果表明，

储存 mRNA的胁迫颗粒和降解 mRNA的处理小体对

植物适应逆境有重要作用.种子发育成熟后即进入

生理干燥期，种子细胞在该时期脱水，类似干旱胁

迫;在萌发过程浸泡吸水相当于胁迫解除，恢复自

然状况.种子发育和萌发过程基因表达，是否也通

过 mRNA在细胞内胁迫颗粒、处理小体以及多核糖

体之间的运动实现转录后调控?萌发所需的 mRNA

是否在种子发育后期合成、干燥期被运送到 mRNA

储存结构中?种子吸水后， mRNA 即离开储存结构

被运送到多核糖体中，为种子吸水后迅速开展的蛋

白质合成提供 mRNA模版?本研究以大豆胚根为实

验材料，通过转录抑制剂处理种子，分析在 mRNA

合成被抑制时，种子能否依赖储存的 mRNA完成萌

发过程.根据不同萌发阶段 mRNA在种子细胞储存

结构和多核糖体之间量的变化，探讨 mRNA在细胞

内运动介导的转录后调控机制是否参与种子发育和

萌发过程基因表达的调控.

1 材料与 方法

1.1 植物材料与萌发实验

利用转录抑制剂 α -鹅膏草碱 ( α-amanitin)抑

制新的 mRNA合成，或利用翻译抑制剂抑制新蛋白

质的合成，必须使抑制剂透过种皮进入胚细胞内，

且处理方法不能影响胚的活力.大豆胚根易从种子

中剥离，且能保持胚根活力，胚根可直接与转录抑

制剂接触，避免了种皮和子叶阻碍胚对抑制剂的吸

收.因此，本研究采用大豆胚根作为实验材料，大

豆华夏一号由华南农业大学王晓峰教授提供.

将大豆干种子分为2组，每组设 3个重复，每

份样品为 100 mg 干种子胚根. 将其中一组胚根分别
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置于装有去离子水、 0. 4 mmoVL 转录抑制剂α­

aminitin 溶液或100μglmL 翻译抑制剂放线菌酣

( cycloheximide , CHX) 溶液的培养皿中 ; 另一组种

子用沸水浴处理 2 min ， 之后将剥离的胚根浸泡在

去离子水中，置于 25 OC 黑暗环境中 . 处理时间分

别为 0、 4、 8、 1 2、 16和 20 h.

1.2 萌发过程中不同亚细胞器的分离

分别取浸泡O和 4 h的胚根 200吨，加入 1 mL

裂解缓冲液( Hepes-KOH 40 moVL , pH = 7. 2; KCI

10 mmoVL , EDTA 0.1 mmoVL , Heparin 1 mglmL ,

CHX 100μglmL ， DTT 10 mmoVL ， 展糖50 giL ,

Triton X-100 体积分数为1%) ，充分研磨，将研磨

液转移至 1 . 5 mL 离心管中 ， 11 400 rlmin , 4 OC ,

离心 10 min; 取上清液0.3 mL ， 分别加至质量浓度

为 100 -400 giL 连续展糖密度梯度溶液的顶端 ， 4

OC , 45 000 r/min (SW60Ti , Beckman) ， 离心2.5

h ， 自上往下收集分离液 ， 每管60μL ， 测260 nm

处光密度值 ( optical density , OD) ， 根据吸收值绘

制萌发 O h和萌发 4 h 的胚根细胞多核糖体特征图

谱，根据吸收峰确定多核糖体组分和非多核糖体组

分[ 1ωJ

1.3 提取 RNA 并合成 eDNA

采用 Trizol法 [ 20J提取大豆胚根总 RNA，按试剂

公司( Invitrogen)提供的操作说明进行，每个检测

点做3个生物学重复，每份样品重复 3次，测定浓

度并电泳检测.

经展糖密度梯度离心得到多核糖体组分和非多

核糖体组分中的 RNA，用盼氯仿法[ 21J提取.测定

RNA 浓度并电泳检测.

取 900 ng RNA ， 按PrimerScript 1st Strand cDNA

Synthesis Kit (Takara Biotechnology (大连)有限公

司)的说明书操作进行逆转录反应合成 cDNA .

1.4 实时定量peR 及数据分析

选取大豆膨胀素 ( soybean e倪xp阴ansln叫) 基因 (υse叫e)

和白-微管蛋白 ( soybean b阮eta仕川-t阳u山bulir叫 基因 (υsb切创t吵)

为目的基因.其中 ， se 上游引物序列为 5 ' -GCAAC­

CCACCACTCAAGCA-3'，下游引物序列为 5 ' ­

TGAAATAGCACGGGACGA-3'; sbt 上游引物序列为

5'-ACCGGGCTITGACTGTTCC-3'，下游引物序列为

5' -TCATCTGTTCATCCACCTCCTIT-3'以 cDNA 为

模板，进行 PCR扩增，产物经琼脂糖凝胶电泳鉴定

后切胶回收，连接到 T载体上，转入大肠杆菌.提

取大肠杆菌质粒作为标准品.

取 1 ng 含有 目 的基因的重组质粒 ， 按10 倍梯

度稀释，取 10 -1 -10 一 7 nglμL做标准品用于制备标

准曲线.使用Takara公司 SYBR@ Premix Ex TaqTM

(Tli RNaseH Plus) 试剂盒进行实时荧光定量PCR

(real-time quantitative PCR , RT-qPCR) 反应 ， 反应

体系大小为 20 μL，模板为 2 μL，正反向 10 μmoVL

引物各 0. 8 μL.其他按该试剂盒的说明书进行操

作.每组实验设置3个平行.

种子相关的实时定量 PCR数据将干种子中的目

的基因的拷贝数设置为 1 ，对实验数据进行标准化

处理.而细胞组分分离相关定量以结果最小的设为

1，进行标准化处理.

1.5 蛋 白质电泳和Western blot 分析

分别从大豆干种子胚根、浸泡在水或转录抑制

剂中的胚根中提取总蛋白质.将蛋白质样品与 5倍

的蛋白质上样缓冲液(由 pH = 6.8 的Tris-HCI O. 3

moVL , SDS 100 giL , Glyin 500 giL , 2-mercaptoetha­

nol50 giL 和Bromophenol blue o. 5 giL 配制而成 )

混合; 100 OC 加热 5 min 后 ， 上样 ( 聚丙烯酷胶凝

胶质量浓度为 100 gI日， 100 V 电泳 3 -4 h; 最后 ，

将凝胶板上的蛋白转到纤维膜上.

转膜所用缓冲液为Dunn buffer (10 mmoVL

NaHC03 , 3 mmoVL Na2C03 ) ;转膜电压 55 V ， 时

间 75 min. 转膜后 ， 将纤维膜在体积分数为5% 的

牛奶中浸泡 1 h ， 用PBST (1 X PBS , 0.5% Tween­

20) 洗3 次 ， 每次10 min. 在初级抗体中摇晃浸泡

1 h 后 ， 再用PBST 洗3 次 ， 每次10 min. 然后在二

级抗体中摇晃下浸泡 45 min ， 再用PBST 洗3 次 ，

每次 10 min. 最后用加强化学发光试剂盒 ( Amer­

sham pharmacia biotech inc. )进行检测，具体操作

按制造商说明书进行.

2 结果与 讨论

2.1 大豆干种子中含有萌发所需蛋白的mRNA

储存 mRNA被发现存在于棉花[ 6J、百宿[四]、

拟南芥[ 7 J 、 水稻[阳1 J 和大豆[ 臼 ] 等多种植物的干种

子中，其功能尚不清楚.如果储存 mRNA在种子萌

发过程中发挥作用，那么萌发过程所需蛋白的

mRNA应存在于干种子中 . 实验选取大豆种子萌发

过程必需的几种基因作为标记物，包括自-微管蛋
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白(自-tubulin)、膨胀素( expansin) 、 谷氨酷胶合

成酶 ( glutamine synthetase) 和脂氧合酶 ( lipoxyge­

nase) ，检测干种子中是否储存这些基因的mRNA .

RT-PCR结果发现 : 在4 种标记物基因大小对应位

置均有明显的条带(图1 ) ，说明大豆干种子中存

在4种基因的 mRNA.因此推测，储藏在干种子中

的 mRNA可能在种子萌发过程中为该过程所需蛋白

质的翻译提供模板.

123 4 M

1为膨胀素基因

2为 ~ -微管蛋白基因

3为谷氨酷胶合成酶基因

4为脂氧合酶基因

M为DL100 Marker

图 1 RT-PCR 检测大豆干种子中萌发

相关基因 mRNA的存在

Fig. 1 Detection of the existence of germination

related mRNAs in soybean dry seed

2.2 检测转录抑制剂对大豆胚根中mRNA 合成的抑

制效果

实验选取大豆种子萌发过程所需膨胀素基因

(se) 和 自 - 微管蛋白基因(sbt) 作为基因标记物 ，

利用 RT-qPCR技术分析萌发过程转录抑制剂对大

豆胚根中 mRNA合成的抑制情况.图 2显示萌发过

程中转录抑制剂对大豆胚根中 mRNA合成的抑制效

果.结果表明，与干种子相比，对照组从吸涨开始

至吸涨 8 h , se 和sbt 基因的表达量均呈逐渐上升趋

势， 8 h 后两种基因的表达量都逐渐下降. 而转录

抑制组自吸涨开始 ， se 的表达量随吸涨时间延长呈

明显降低趋势 ， sbt 的表达量至吸涨 4 h 略有上升 ，

然后明显降低.这表明转录抑制剂在吸涨开始后迅

速渗入胚根细胞的细胞核中并抑制 mRNA合成，作

用效果显著.

2.3 转录抑制剂对大豆胚根中蛋白质合成的影晌

结合转录抑制剂对大豆胚根中 mRNA合成的抑

制效果，为探讨转录抑制剂对大豆胚根中蛋白质合

成的影响，实验利用 Western blot 对大豆胚根萌发

过程谷氨酷胶合成酶的表达水平进行分析.图 3结

果显示，转录抑制剂处理4和 8 h 后 ， 谷氨酷胶合

成酶的表达水平相对于干种子均有升高，说明在转

-一对照组
6 卡 幢 幢 圃 量处理组

A
"丁

句
，，"

唰
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。 o 4 8 12

萌发时间 I h

(a) semRNA的定量分析

60
1-一对照组

…...处理组

理 40
刊号
智、

防"
军 20

。

o 4 8 12
萌发时间 I h

(b) sbtmRNA的定量分析

图 2 大豆胚根萌发过程 se 和 sbt mRNA 的定量分析

Fig. 2 Quantitative analysis of the mRNAs of se (a)

and sbt (b) during the germination of soybean radicle

录被抑制的条件下，大豆胚根能利用储存的 mRNA

继续合成蛋白质，为种子顺利完成萌发过程提供必

需的蛋白质.与浸泡在水中的大豆胚根样品比较，

浸泡在转录被抑制的大豆胚根样品中的谷氨酷胶合

成酶的表达水平更低，显示新合成的 mRNA被抑制

后，蛋白质的合成所需的模板减少，从而使新蛋白

质合成的速度减慢.转录抑制条件下，种子萌发速

度减慢与蛋白质合成速度的降低密切相关. SDS­

PAGE 显示的蛋白质主要是种子中的储存蛋白 ， 这

些蛋白质在种苗的生长过程将被降解为种苗的发育

提供养分.

2.4 转录抑制剂对大豆胚根萌发的影晌

RT-qPCR 结果显示 ， 转录抑制剂浓度为 0. 4

mmoVL 时能显著抑制大豆胚根中mRNA 的合成.

在转录被抑制时，胚根能否完成萌发?如图 4，实

验以浸泡在水中的大豆胚根为对照组;以浸泡在

0.4 mmoVL 的α-amanitin溶液中的大豆胚根为 se 处

理组;为区分大豆胚根的伸长是萌发结果还是吸水

膨胀结果，用沸水浴处理后的大豆胚根浸泡在水中

作为 sbt处理组.图4结果发现，大豆干种子胚根

长为 4. 3 mm ， 经沸水煮过后 ， sbt 处理组胚根伸长

至 6. 4 mm; 浸泡 4 h 后 ， 对照组和 se 处理组的胚根
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1 为干种子的胚根 ; 2 为水中浸泡4h 的胚根 ;

3 为 0. 4 mmoVL 转录抑制剂α-aminitin 溶液中浸泡 4 h 的胚根 ;

4 为水中浸泡8 h 的胚根 ; 5 为 0. 4 mmoVL 转录抑制剂

α-am口min由1

图 3 通过 Western blot 分析大豆胚根萌发

过程谷氨酷肢合成酶的表达水平 ( a ),

SDS-PAGE显示相同的总蛋白上样量(b)

Fig. 3 Analysis of protein levels of glutamine synthetase

during germination process by Wesrtern blot (a) ,
SDS-PAGE showing equal amount of total proteins (b)

伸长至7. 3 mm , sbt 处理组胚根长度没有变化 ; 8 h

后，对照组胚根伸长至 8 mm ， 而 se 处理组的胚根

伸长至 7. 5 mm; sbt 处理组胚根长度依然没有变化.

之后随着萌发时间延长，对照组胚根继续伸长，而

se 和sbt处理组不再变化. 相 比之下 ， 大豆胚根有

显著伸长，说明这种伸长是由于胚细胞的生长而不

单纯是由于吸水膨胀.表明大豆胚根在转录被抑制

的条件下依赖储存mRNA可以完成萌发过程.大豆

胚根伸长一定程度后停止生长，说明储存mRNA 只

能提供大豆胚根完成萌发过程，不能满足萌发后种

苗的生长过程蛋白质翻译的需要.

16 r 圃 对照组

口 se处理组

i12 十 四 sbt处理组

O
O
A

斗

阳
也
半
黑
国

0048121620

处理时间/ h

图 4 转录抑制剂处理对大豆胚根萌发的影晌

Fig. 4 The effects of transcription inhibitor

on the germination of soybean radicle

2.5 不同萌发时间大豆胚根细胞中mRNA 亚细胞

定位的变化

2.4 节的结果显示 ， 大豆胚根可依赖干种子中

储存的 mRNA完成萌发.干种子中处于储存状态的

mRNA 和萌发过程中处于翻译状态的mRNA 是否发

生了亚细胞定位的变化?为探明这个问题，实验将

干种子胚根和处于萌发过程的胚根分别研磨后，进

行庶糖密度梯度离心，分离不同的亚细胞结构，同

样以 se和 sbt作为基因标记物，通过RT-qPCR分析

mRNA 在不同亚细胞结构间的分布. 图5 可见 ， 干

种子胚根中的 mRNA主要存在于核糖体外的亚细胞

结构中，即 mRNA的储存结构中，浸泡4 h 的胚根

中的 mRNA主要存在于多核糖体中.说明萌发所需

的 mRNA在种子发育的后期合成，并被运送到多核

糖体外的 mRNA储存结构中，种子吸水后， mRNA

应离开储存结构被运送到多核糖体中为随后迅速开

展的蛋白质合成提供 mRNA模板.
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图 5 大豆胚根萌发过程不同时间 mRNA 在

不同亚细胞结构中的量的变化

Fig. 5 The changes of mRNAs levels in different

subcellular structures after different

time of imbibition

2.6 萌发过程不同阶段多核糖体特征图谱分析

2.5 节的结果表明 ， 干种子中mRNA 主要位于

核糖体外的亚细胞结构中，浸泡一定时间后， mR­

NA 大部分转移到多核糖体中 . 干种子中蛋白质翻

译整体水平应处于较低的状态，浸泡一定时间后蛋
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白质翻译水平迅速提高.为研究多核糖体特征图谱

是否能体现这种 mRNA定位的变化，利用黑糖密度

梯度超速离心法对浸泡不同时间大豆胚根细胞的核

糖体特征图谱进行分析.图 6显示，干种子中多聚

核糖体特征曲线中多核糖体的峰型很低，这一现象

是翻译水平受到抑制的体现[ 22J萌发 4 h 后 ， 胚根

细胞中多聚核糖体特征曲线中多核糖体的峰型明显

升高，显示细胞内翻译水平的升高.该结果证实干

种子细胞中整体翻译水平受到抑制，细胞内的 mR­

NA 处于储存状态 ， 浸泡一定时间后 ， 细胞内的mR­

NA 处于翻译状态 ， 该结果与2.5 节的结果一致.
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图 6 大豆胚根在 0 和 4 h 萌发时的

多聚核糖体特征图谱

Fig. 6 Polysome profiles of soybean radicles

after different hours (Oh , 4h) of imbibition

2.7 翻译抑制剂对大豆胚根萌发的影晌

大豆干种子中除了含有大量的储存mRNA外，

还含有大量的储存蛋白质. 2.4 节的结果显示大豆

胚根可以依赖干种子中储存的mRNA完成萌发.大

豆胚根是否也可以依赖干种子中储存的蛋白质完成

萌发?为探明这一问题，本研究检测分析了在翻译

被抑制的条件下大豆胚根的萌发情况.以浸泡在水

中的大豆胚根为对照组，以浸泡在翻译抑制剂100

μg/mL 翻译抑制剂 CHX 溶液的大豆胚根为 se 处理

组，为区分大豆胚根的伸长是萌发结果还是吸水膨

胀的结果，用沸水浴处理后的大豆胚根浸泡在水中

作为 sbt处理组.然后观察不同处理条件下大豆胚

根的萌发情况.图7结果显示，大豆干种子胚根长

为 4. 3 mm ， 经沸水煮过后 sbt 处理组胚根伸长至

6.4 mm; 浸泡 4 h 后 ， 对照组胚根伸长至7.3 mm ,

se 处理组胚根伸长至与sbt 处理组相同的长度后不

再伸长;浸泡 8 h 后 ， 对照组胚根伸长至8 mm ， 而

se 处理组和sbt 处理组胚根长度依然没有变化. 之

后，随着萌发时间延长，对照组胚根继续伸长，而

se 和sbt 处理组胚根长度不再变化. 虽然se 处理组的

胚根伸长，但与已经致死的 sbt处理组相比，长度

元区别，说明这种伸长是因单纯吸水膨胀引起的，

并没有发生由于胚细胞生长产生的伸长.表明大豆

胚根在翻译被抑制的条件下不能完成萌发过程.大

豆胚根的萌发需要有新蛋白质的合成，转录被抑制

的情况下，储存的 mRNA能继续为新蛋白质合成提

供模板，使种子完成萌发.
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图 7 翻译抑制剂处理对大豆胚根萌发的影晌

Fig. 7 The effects of translation inhibitor on

the germination of soybean radicle

结语

本研究通过抑制mRNA和蛋白质的合成，了解

储存 mRNA和储存蛋白质在大豆胚根萌发过程所起

的作用.发现大豆胚根中储存mRNA可以为胚根萌

发过程蛋白质的翻译提供模板，使胚根在没有新合

成的 mRNA的条件下完成萌发.但在没有新蛋白质

合成的情况下，胚根不能依赖储存蛋白质完成萌

发.本研究还发现大豆胚根中的mRNA可以通过在

多核糖体和mRNA储存结构间的运动来调节蛋白质

的翻译.干种子中mRNA主要以储存状态存在于多

核糖体外的储存结构中，吸水后，mRNA 主要以翻

译状态存在于多核糖体中.该研究为深入了解种子

萌发的机制提供了实验依据.关于储存mRNA在种

子萌发过程的作用有很多问题尚待深入研究.如其

他种子，特别是萌发所需时间较长的种子是否也能

依赖储存mRNA完成萌发?储存mRNA在发育过程

中通过什么机制进入储存结构中?萌发过程又是通

过什么机制转移到多核糖体中?发育过程中种子根

据什么机制选择哪些mRNA储存起来?接下来我们

将对这些问题逐一开展研究.
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