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甘蓝型油菜种子中油体的超微结构及蛋白质组分析
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摘　 要: 以甘蓝型油菜 (Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ.) 含油量较高的品种 ‘ ＺＳ１１’、 含油量中等的品种 ‘Ｗｅｓｔａｒ’ 和

‘Ｔｏｐａｓ’以及含油量较低的品种‘ＺＳ１０’为实验材料ꎬ 通过超微结构观察和统计ꎬ 比较分析不同品种种子中油

体形态、 大小和数量的差异ꎮ 研究结果显示ꎬ 品种‘ＺＳ１１’种子子叶细胞油体排列致密ꎬ 形态较小ꎬ 大部分油

体的直径低于 １ μｍꎻ 而在含油量中等或较低的品种中ꎬ 种子子叶细胞油体排列均显疏松ꎬ 其中‘Ｗｅｓｔａｒ’和

‘Ｔｏｐａｓ’的油体较大ꎬ 而‘ＺＳ１０’的油体大小不一ꎮ 本研究还通过双向电泳分析进一步检测了‘Ｗｅｓｔａｒ’和

‘ＺＳ１１’种子中总蛋白和油体蛋白的差异表达情况ꎮ 结果显示ꎬ ‘Ｗｅｓｔａｒ’和‘ＺＳ１１’种子总蛋白双向电泳图谱

中ꎬ 表达量具有 ２ 倍以上差异的蛋白质点共有 ５７ 个ꎻ 其中在‘Ｗｅｓｔａｒ’中特异表达的种子总蛋白质点有 ２４ 个ꎬ
在‘ＺＳ１１’中有 ２３ 个ꎮ 在上述 ２ 个品种油体蛋白双向电泳图谱中ꎬ 表达量具有 ２ 倍以上差异的蛋白质点共有

５２ 个ꎬ 在品种‘Ｗｅｓｔａｒ’中特异表达的有 ２ 个ꎬ ‘ＺＳ１１’中有 １３ 个ꎮ 表明不同含油量的油菜品种种子在油体的

结构和蛋白组份上均存在差异ꎮ
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ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｗｅｒｅ ｖａｒｉｅｄ. Ｉｎ ｔｈｅ ｓｅｅｄｓ ｏｆ ‘ＺＳ１１’ꎬ ｔｈｅ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｏｉｌ ｂｏｄｉｅｓ ｗａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｂｕｔ ｔｈｅ
ｓｉｚｅ ｏｆ ｔｈｅ ｏｉｌ ｂｏｄｉｅｓ ｗａｓ ｓｍａｌｌｅｒ ( ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １ μｍ ｉｎ ｄｉａｍｅｔｅｒ) . Ｉｎｔｅｒｅｓｔｉｎｇｌｙꎬ ｔｈｅ ｄｅｎｓｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ
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　 　 油菜(Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ Ｌ.)是我国主要的油料

经济作物之一ꎬ 是食用植物油和优质蛋白的重要来

源ꎮ 提高油菜种子含油量ꎬ 改善其蛋白组成ꎬ 对发

展国民经济及提高人民生活水平具有重要意义ꎮ 油

菜种子的油脂主要以三酰甘油的形式贮存于油体

中ꎮ Ｔｚｅｎ 等[１]和程红焱等[２] 提出的油体结构模型

认为ꎬ 油体是由半单位膜(ｈａｌｆ￣ｕｎｉｔ ｍｅｍｂｒａｎｅ)包
裹液态三酰甘油而形成的球体ꎮ 半单位膜由单层磷

脂分子及其镶嵌的蛋白组成ꎬ 基本单位为 １３ 个磷

脂分子和 １ 个油体蛋白分子组成ꎻ 磷脂占油体表面

成分的 ８０％ꎬ 其余 ２０％为油体蛋白ꎬ 但油体表面

的大部分被油体蛋白覆盖[１ꎬ２]ꎮ 油体蛋白包括油质

蛋白(ｏｌｅｏｓｉｎｓ)、 钙结合油质蛋白(ｃａｌｅｏｓｉｎｓ)和

固醇油质蛋白( ｓｔｅｒｏｌｅｏｓｉｎｓ) [１－３]ꎮ Ｏｌｅｏｓｉｎｓ 是碱

性蛋白ꎬ 分子量为 １５ ~ ３０ ｋＤꎬ 等电点为 ５􀆰７ ~
６􀆰６[４]ꎻ 而 Ｃａｌｅｏｓｉｎｓ 的分子量为 １５ ~ ３２ ｋＤ[５ꎬ６]ꎬ
等电点为 ５􀆰６ ~ ６􀆰２[６ꎬ７]ꎮ 甘蓝型油菜的 ｓｔｅｒｏｌｅｏ￣
ｓｉｎ 蛋白已被鉴定了 ２ 种ꎬ 为 ｓｔｅｒｏｌｅｏｓｉｎ￣Ａ 和 ｓｔｅ￣
ｒｏｌｅｏｓｉｎ￣Ｂꎮ 其中 ｓｔｅｒｏｌｅｏｓｉｎ￣Ａ 蛋白由 ３４９ 个氨基

酸残基组成ꎬ 分子量为 ３９ ｋＤꎬ 等电点为 ６􀆰０６ꎻ
ｓｔｅｒｏｌｅｏｓｉｎ￣Ｂ 蛋白由 ４６１ 个氨基酸残基组成ꎬ 分

子量为 ５１ ｋＤꎬ 等电点为 ６􀆰２９[８]ꎮ
油菜种子含油量与油体的形态、 大小、 数量之

间具有一定的关系ꎮ 韦存虚等[９] 通过对油菜种子

半薄切片和超薄切片的观察ꎬ 统计分析了子叶细胞

中不同大小的油体数量ꎮ 董劲松等[１０ꎬ１１] 研究了油

菜种子中油体的积累过程ꎬ 发现低油品种的子叶细

胞中油体的积累过程在早期与高油品种相同ꎬ 但后

期与高油品种相比存在差异ꎮ 对不同含油量品种子

叶细胞中油体数量的比较表明ꎬ 油体的数量和截面

积之和与含油量间存在正相关ꎮ
种子含油量与油体蛋白的组成之间也存在一定

的关系ꎮ Ｋａｔａｖｉｃ 等[６] 研究了油菜不同栽培品种

‘Ｒｅｓｔｏｎ’和‘Ｗｅｓｔａｒ’种子中油体的油脂成分ꎬ 并

鉴定了 ｏｌｅｏｓｉｎｓ、 ＡＴＳ１ 和 ｓｔｅｒｏｌｅｏｓｉｎｓ 等油体蛋

白ꎮ Ｓｉｌｏｔｏ 等[１２] 研究了拟南芥(Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉ￣

ａｎａ Ｌ.)中一个 １８ ｋＤ 的 ｏｌｅｏｓｉｎｓ 基因ꎬ 发现干扰

该基因的表达可导致种子中油体的大小和油脂积

累发生改变ꎬ 种子萌发延迟ꎮ Ｈｕ 等[１３] 考察了不

同含油量油菜种子中油体的大小ꎬ 发现低油品种种

子中存在一些异常大的油体ꎬ 推测其与 ｏｌｅｏｓｉｎｓ
积聚较少有关ꎮ 随着植物蛋白质组学的广泛应用ꎬ
关于油菜种子中油体蛋白的蛋白质组学研究也有了

一些报道ꎮ 如 Ｊｏｌｉｖｅｔ 等[１４] 提取了油菜种子中的油

体蛋白ꎬ 制备了 Ｓ１ ~Ｓ５、 ＣＬＯ１ 和 ＳＬＯ１ 兔抗血

清ꎬ 并对油体蛋白进行了系统的基因组和蛋白质组

学研究ꎬ 发现油菜基因组包含 １９ 个 ｏｌｅｏｓｉｎｓ、 ５
个 ｃａｌｅｏｓｉｎｓ、 ９ 个 ｓｔｅｒｏｌｅｏｓｉｎｓ 蛋白的编码序列ꎮ
其中 ｏｌｅｏｓｉｎｓ 和 ｃａｌｅｏｓｉｎｓ 在种子发育早期(授粉

１２ ~ １７ ｄꎬ 即鱼雷形胚时期前后)已经积聚ꎬ 而

ｓｔｅｒｏｌｅｏｓｉｎｓ 积 聚 的 时 间 较 晚 ( 大 约 在 授 粉

２５ ｄ) [７]ꎮ 李玉琴、 甘露和梁丛敏等[４ꎬ１５－１７] 分别通

过双向电泳法对不同含油量油菜种子的全蛋白及油

体蛋白进行了研究ꎬ 并鉴定了其差异蛋白ꎮ
油菜不同品种由于自身代谢能力以及环境条件

的不同ꎬ 其种子含油量也具有差异ꎮ 本研究选取甘

蓝型 油 菜 含 油 量 不 同 的 ４ 个 品 种 ‘ Ｗｅｓｔａｒ ’、
‘Ｔｏｐａｓ’、 ‘ＺＳ１０’(‘中双 １０ 号’)和‘ＺＳ１１’(‘中
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双 １１ 号’)为材料ꎬ 通过超微结构观察和双向电泳

技术对其种子中油体的结构和蛋白组分进行分析和

比较ꎬ 并探讨油体和含油量之间的相关性ꎬ 以期为

提高种子含油量研究奠定基础ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 实验材料

选用甘蓝型油菜品种 ‘Ｗｅｓｔａｒ’、 ‘ Ｔｏｐａｓ’、
‘ＺＳ１０’ 和 ‘ ＺＳ１１’ꎬ 种植于武汉大学苗圃中ꎬ
２０１３ 年 ９ 月底至 １０ 月初播种ꎬ 次年 ５ 月取材ꎮ
‘ＺＳ１１’种子由中国农业科学院油料作物研究所华

玮研究员提供ꎮ 这 ４ 个品种中‘ＺＳ１１’种子的含油

量 最 高ꎬ 可 达 ４９􀆰５％[１７]ꎻ ‘ Ｗｅｓｔａｒ ’ [１８] 和

‘Ｔｏｐａｓ’ [１９－２１]种子的含油量居中ꎻ ‘ＺＳ１０’种子的

含油量最低ꎬ 平均为 ４０􀆰２４％ꎮ
１􀆰 ２　 实验方法

１􀆰 ２􀆰 １　 超薄切片与透射电镜观察

将甘蓝型油菜种子浸泡于 ｄｄＨ２Ｏ 中ꎬ ４℃过

夜ꎮ 去除种皮ꎬ 子叶用 ２􀆰５％的戊二醛固定液前固

定ꎬ １％四氧化锇后固定ꎬ 乙醇梯度脱水ꎬ 丙酮过

渡ꎻ Ｓｐｕｒｒ 树脂渗透、 包埋、 聚合ꎮ 采用 Ｓｏｒｖａｌｌ
ＭＴ￣Ｘ 超薄切片机切片ꎮ 半薄切片用甲苯胺蓝染

色ꎬ 在 Ｎｉｋｏｎ ＴＥ￣２０００Ｕ 上观察ꎬ ＣｏｏｌＳＮＡＰ ＨＱ２
ＣＣＤ 成像系统拍照ꎮ 超薄切片经醋酸双氧铀和柠

檬酸铅双重染色ꎬ 在 ＦＥＩ Ｔｅｃｎａｉ Ｇ２ ２０ 上观察ꎬ
其附带的 ＣＣＤ 成像系统拍照ꎮ 油体数目与大小的

统计分析方法为: 每个样品选取至少 ５５ 个直径最

大的油体ꎬ 测量其直径ꎬ 计算平均值ꎮ ＺＳ１０ 子叶

细胞中的油体明显分为大小 ２ 类ꎬ 大油体的统计方

法同上ꎬ 小油体的统计方法则是随机选取蛋白体和

细胞核周围的至少 ８２ 个油体ꎬ 测量其直径ꎬ 计算

平均值ꎮ 蛋白体数目与大小的统计分析方法为: 每

个样品随机选取至少 ６０ 个细胞ꎬ 统计每个细胞内

的蛋白体数ꎬ 计算平均数ꎻ 每个样品随机选取至少

２０ 个蛋白体ꎬ 测量其直径ꎬ 计算平均值ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ２　 胚总蛋白提取

将 ２ ｇ 甘蓝型油菜干燥的种子浸泡于 ｄｄＨ２Ｏ
中ꎬ ４℃过夜ꎮ 去除种皮ꎬ 用液氮将种子研磨至

粉末状ꎮ 先加入 １０ ｍＬ 提取液(包含 ０􀆰 ７ ｍｏｌ / Ｌ
蔗糖、 ０􀆰 １ ｍｏｌ / Ｌ 氯化钾、 ５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ、
０􀆰 ５ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓꎬ ｐＨ ７􀆰 ５) ꎬ 再加入 １０ ｍＬ Ｔｒｉｓ
饱和酚ꎬ 冰上每隔 ５ ｍｉｎ 振荡 １ 次ꎬ 共 ６ 次ꎮ 于

５０００ ｒ / ｍｉｎ、 ４℃离心 ３０ ｍｉｎꎮ 吸出上层酚相ꎬ 加

入与酚相同体积的提取液ꎬ 冰上每隔 ５ ｍｉｎ 振荡 １
次ꎬ 总共 ６ 次ꎮ 以上操作总计重复 ３ 次ꎮ 用所得酚

５ 倍体积的醋酸铵甲醇溶液ꎬ 对蛋白质进行沉淀ꎮ
再用甲醇洗涤 １ 次ꎬ 丙酮洗涤 ２ 次ꎮ 分装干燥后ꎬ
－８０℃保存、 备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ３　 油体分离和油体蛋白提取

参考李玉琴[４] 、 韦存虚等[９] 和梁丛敏等[１６]

的方法并稍作修改ꎮ 将 ２ ｇ 干种子浸泡于 ｄｄＨ２Ｏ
中 ４℃过夜ꎮ 去除种皮ꎬ 用 １０ ｍＬ 预冷的研磨液

(０􀆰６ ｍｏｌ / Ｌ 蔗糖、 ０􀆰０１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸钠缓冲液ꎬ
ｐＨ ７􀆰５)在冰上充分研磨至匀浆状ꎮ 研磨液过 ３ 层

纱布ꎬ 收集滤液ꎬ 加入 １０ ｍＬ 漂浮液Ⅰ(０􀆰４ ｍｏｌ /
Ｌ 蔗糖、 ０􀆰０１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸钠缓冲液ꎬ ｐＨ ７􀆰５)ꎬ
１００００ ｇ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ 收集上层油体ꎬ 并用 ２０ ｍＬ
去污清洗液(０􀆰１％ Ｔｗｅｅｎ￣２０、 ０􀆰２ ｍｏｌ / Ｌ 蔗糖、
０􀆰００５ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸钠缓冲液ꎬ ｐＨ ７􀆰５)悬浮油体ꎮ
将其加至 ５０ ｍＬ 离心管中ꎬ 再加入 ２０ ｍＬ 的

０􀆰０１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸钠缓冲液(ｐＨ ７􀆰５)ꎬ １００００ ｇ 离

心 ３０ ｍｉｎꎬ 收集上层油体ꎬ 并用 ２０ ｍＬ 离子洗脱

液(２ ｍｏｌ / Ｌ 氯化钠、 ０􀆰６ ｍｏｌ / Ｌ 蔗糖、 ０􀆰０１ ｍｏｌ / Ｌ
磷酸钠缓冲液ꎬ ｐＨ ７􀆰５)悬浮油体ꎮ 将其加至 ５０ ｍＬ
离心管中ꎬ 再加入 ２０ ｍＬ 的漂浮液Ⅱ(２ ｍｏｌ / Ｌ 氯

化钠、 ０􀆰２５ ｍｏｌ / Ｌ 蔗糖、 ０􀆰０１ ｍｏｌ / Ｌ 磷酸钠缓冲

液ꎬ ｐＨ ７􀆰５)ꎬ １００００ ｇ 离心 ３０ ｍｉｎꎬ 收集上层油

体ꎬ 并用少量研磨液悬浮油体ꎬ ４℃保存备用ꎮ
在油体中加入 ３􀆰０ ｍＬ 石油醚ꎬ 室温振荡

２ ｍｉｎꎬ １３０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ 去上层石油醚ꎮ 重复

３ 次ꎮ 在空气中挥发掉多余的石油醚ꎮ 加入 ４􀆰５ ｍＬ
氯仿 /甲醇(２ ∶ １ꎬ Ｖ / Ｖ)ꎬ 室温振荡 ２ ｍｉｎꎬ １３０００ ｇ
离心 ５ ｍｉｎꎬ 去上层氯仿 /甲醇和下层研磨液ꎬ 留

富含蛋白的中间层ꎬ 重悬于 １􀆰５ ｍＬ 水中ꎮ 加入

４􀆰５ ｍＬ 氯仿 /甲醇(２ ∶ １ꎬ Ｖ / Ｖ)ꎬ 室温振荡 ２ ｍｉｎꎬ
１３０００ ｇ 离心 ５ ｍｉｎꎬ 去上层氯仿 /甲醇和下层水ꎬ
留富含蛋白的中间层ꎬ 重悬于 １􀆰５ ｍＬ 水中ꎮ 重复

多次直至油分除尽ꎮ 涡旋 ５ ｍｉｎꎬ 重悬于 ６􀆰０ ｍＬ
丙酮中ꎬ －２０℃沉淀 １６ ｈ 以上ꎮ １３０００ ｇ 离心

３０ ｍｉｎꎬ 所得蛋白质沉淀风干成干粉ꎬ －８０℃保存

备用ꎮ
１􀆰 ２􀆰 ４　 双向电泳

第一向等电聚焦采用 ＩＰＧ 预制胶条(２４ ｃｍꎬ
ｐＨ ４ ~ ７)ꎮ 上样量 １２０ μｇꎬ 上样体积 ４６０ μＬꎬ 等
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电点聚焦仪为 ＧＥ ＥＴＴＡＮ ＩＰＧＰＨＯＲ３ꎮ 电泳结束

后用硝酸银染色ꎮ 脱色后凝胶用 ＵＭＡＸ Ｐｏｗｅｒ￣
ｌｏｏｋ１１００ 扫描仪扫描 (分辨率 ２００ ｄｐｉ)ꎬ 用 Ｉｍ￣
ａｇｅＭａｓｔｅｒ ２Ｄ ｐｌａｔｉｎｕｍ ５􀆰０ ( Ｇｅｎｅｒａｌ Ｅｌｅｃｔｒｉｃ
Ｃｏｍｐａｎｙ)软件进行图像分析ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 种子中油体分布的特点

研究表明ꎬ 在相同的种植条件下ꎬ ‘Ｗｅｓｔａｒ’、
‘Ｔｏｐａｓ’、 ‘ＺＳ１０’和‘ＺＳ１１’ ４ 个品种的种子百粒

重分别为(０􀆰４３ ± ０􀆰０１) ｇ、 (０􀆰３２ ± ０) ｇ、 (０􀆰５２ ±
０􀆰０１) ｇ、 (０􀆰５３６７ ± ０􀆰００５８) ｇꎮ 在‘Ｗｅｓｔａｒ’和

‘ＺＳ１１’的子叶细胞中ꎬ 内含物颗粒的分布特点相

似ꎬ 蛋白体松散地围绕着细胞核排列ꎬ 被大小较为

均一的油体包围(图 １)ꎮ ‘Ｗｅｓｔａｒ’的子叶细胞中

油体普遍较小ꎬ 直径小于 １ μｍ 的油体所占比率高

于 ６６％ꎬ 只有个别油体的直径大于 ２ μｍꎬ 甚至

２􀆰５ μｍꎻ ‘ＺＳ１１’的子叶细胞中直径小于 １ μｍ 的

油体所占比率高于 ９０％ꎻ ‘Ｔｏｐａｓ’的子叶细胞中

油体相对较大ꎬ 大部分油体的直径为 １ ~ １􀆰５ μｍꎬ
小于 １ μｍ 和大于 １􀆰５ μｍ 的油体比率分别为 １０％
和 ２０％(图 ２)ꎮ 与前 ３ 个品种相比ꎬ ‘ＺＳ１０’的子

叶细胞中油体具有明显的大小分化(图 １: Ｇ)ꎬ 在

蛋白体、 细胞核和细胞壁边缘分布有较多的小油

体ꎬ 平均直径低于 ０􀆰４ μｍꎬ 尤其是蛋白体周围ꎬ
小油体数目多且排列致密ꎻ 在细胞其它地方则分布

有较多的大油体ꎬ 大部分的直径超过 １ μｍꎬ 个别

超过 ２ μｍ (图 ２)ꎮ 在 ‘Ｗｅｓｔａｒ’、 ‘ Ｔｏｐａｓ ’ 和

‘ＺＳ１１’的子叶细胞中油体排列紧密整齐ꎬ 其间细

胞空隙小ꎻ ‘ＺＳ１０’的子叶细胞中油体则排列疏松ꎬ
细胞空隙较大ꎮ 油体一般呈球体或不规则形ꎬ 在靠

近细胞壁或细胞核等密度较大的地方ꎬ 有些油体被

挤压成长柱形 ( 图 １)ꎮ ‘Ｗｅｓｔａｒ’、 ‘ Ｔｏｐａｓ ’、
‘ＺＳ１０’和‘ＺＳ１１’的种子切片中ꎬ 油体所占切片面

积的 比 例 分 别 为 ５３􀆰６７％ ± ５􀆰３７％、 ５３􀆰５％ ±
９􀆰１８％、 ５１􀆰８３％ ± ６􀆰８９％和 ６２􀆰５８％ ± ５􀆰８４％ꎮ

在‘Ｗｅｓｔａｒ’和‘ＺＳ１１’的子叶细胞中ꎬ 蛋白体

的大小和数目相似ꎬ 平均直径约为 １０ μｍꎬ 平均数

目约为 ８ 个 /细胞ꎻ 与前二者相比ꎬ ‘Ｔｏｐａｓ’的子叶

细胞中ꎬ 蛋白体的大小无明显不同ꎬ 但数目明显较

多ꎬ 平均约为 ２１ 个 /细胞ꎻ ‘ＺＳ１０’的子叶细胞中ꎬ
蛋白体明显体积大而数量少ꎬ 平均直径约为１６ μｍꎬ
平均数目低于 ４ 个 /细胞(图 １、 图 ３、 图 ４)ꎮ

以上结果说明ꎬ 甘蓝型油菜种子中油体的分布

与含油量的高低可能具有一定的关系ꎮ 含油量较高

的‘ＺＳ１１’与含油量较低的‘ＺＳ１０’相比较ꎬ 二者种

子重量相似ꎬ 但油体分布规律不同ꎬ 含油量也

不同ꎮ
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Ａ ~ Ｄ: 从左到右分别为油菜‘Ｗｅｓｔａｒ’、 ‘Ｔｏｐａｓ’、 ‘ＺＳ１０’、 ‘ＺＳ１１’子叶的半薄切片ꎮ Ｅ ~Ｈ: 从左到右分别为油菜‘Ｗｅｓｔａｒ’、
‘Ｔｏｐａｓ’、 ‘ＺＳ１０’、 ‘ＺＳ１１’子叶的超薄切片ꎮ ＣＷ: 细胞壁ꎻ Ｎ: 细胞核ꎻ ＯＢ: 油体ꎻ Ｐ: 蛋白体ꎮ
Ａ －Ｄ: Ｓｅｍｉ￣ｔｈｉｎ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ ｉｎ ‘Ｗｅｓｔａｒ’ꎬ ‘Ｔｏｐａｓ’ꎬ ‘ＺＳ１０’ꎬ ａｎｄ ‘ＺＳ１１’ ｓｅｅｄｓ ( ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ) . Ｅ － Ｈ: Ｕｌｔｒａ￣ｔｈｉｎ ｓｅｃｔｉｏｎｓ
ｏｆ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ ｉｎ ‘Ｗｅｓｔａｒ’ꎬ ‘Ｔｏｐａｓ’ꎬ ‘ＺＳ１０’ ａｎｄ ‘ＺＳ１１’ ｓｅｅｄｓ ( ｌｅｆｔ ｔｏ ｒｉｇｈｔ) . ＣＷ: ｃｅｌｌ ｗａｌｌꎻ Ｎ: ｎｕｃｌｅｕｓꎻ ＯＢ: ｏｉｌ ｂｏｄｉｅｓꎻ Ｐ: ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｂｏｄｉｅｓ.

图 １　 油菜不同品种子叶的半薄切片和超薄切片
Ｆｉｇ􀆰 １　 Ｓｅｍｉ￣ｔｈｉｎ ａｎｄ ｕｌｔｒａ￣ｔｈｉｎ ｓｅｃｔｉｏｎｓ ｏｆ ｃｏｔｙｌｅｄｏｎｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ
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图 ２　 不同直径大小的油体数目
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图 ３　 蛋白体直径的大小
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图 ４　 单个细胞中蛋白体的数目
Ｆｉｇ􀆰 ４　 Ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｏｄｉｅｓ ｉｎ ｓｉｎｇｌｅ ｃｅｌｌ

２􀆰 ２　 胚总蛋白和油体蛋白分析

ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ 和双向电泳研究结果显示ꎬ 不同

品种油菜胚的总蛋白和油体蛋白在部分条带上存在

一定程度的定性或定量的差别 (图 ５)ꎮ 在 ‘Ｗｅ￣
ｓｔａｒ’及‘ＺＳ１１’成熟种子胚总蛋白双向电泳图谱中

均出现ꎬ 且表达量差异在 ２ 倍以上的蛋白质点共

５７ 个ꎬ 其中在‘Ｗｅｓｔａｒ’中表达量高的蛋白质点有

２３ 个ꎬ ‘ＺＳ１１’中有 ３４ 个ꎮ 出现在‘Ｗｅｓｔａｒ’成熟

种子胚总蛋白双向电泳图谱中的特异蛋白质点有

２４ 个ꎻ 而仅出现在‘ＺＳ１１’成熟种子的胚总蛋白质

点有 ２３ 个(图 ６)ꎮ
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Ｍ: 蛋 白 标 记ꎻ ＷＴ: ‘ Ｗｅｓｔａｒ ’ 胚 总 蛋 白ꎻ ＺＴ:
‘ＺＳ１１’胚总蛋白ꎻ ＷＯＢ: ‘Ｗｅｓｔａｒ’胚中的油体蛋白ꎻ
ＺＯＢ: ‘ＺＳ１１’胚中的油体蛋白ꎮ
Ｍ: Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｒｋｅｒꎻ ＷＴ: Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ‘Ｗｅｓｔａｒ’ ｅｍ￣
ｂｒｙｏꎻ ＺＴ: Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ‘ＺＳ１１’ ｅｍｂｒｙｏꎻ ＷＯＢ: Ｏｉｌ
ｂｏｄｙ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ‘Ｗｅｓｔａｒ’ ｅｍｂｒｙｏꎻ ＺＯＢ: Ｏｉｌ ｂｏｄｙ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ‘ＺＳ１１’ ｅｍｂｒｙｏ.

图 ５　 油菜不同品种胚的总蛋白及
油体蛋白 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ电泳图

Ｆｉｇ􀆰 ５　 ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ ｏｆ ｔｏｔａｌ ａｎｄ ｏｉｌ ｂｏｄｙ
ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ ｅｍｂｒｙｏｓ

　 　 在‘Ｗｅｓｔａｒ’及‘ＺＳ１１’成熟种子胚油体蛋白双

向电泳图谱中均出现ꎬ 且表达量差异在 ２ 倍以上的

蛋白质点共 ５２ 个ꎮ 其中在‘Ｗｅｓｔａｒ’中表达量高的

蛋白质点有 ３ 个ꎬ ＺＳ１１ 中有 ４９ 个ꎻ 特异出现在

‘Ｗｅｓｔａｒ’成熟种子胚中的蛋白质点有 ２ 个ꎻ 而仅

出现在 ＺＳ１１ 成熟种子胚的蛋白质点有 １３ 个

(图 ６)ꎮ
为了检测上述双向电泳的分离效果ꎬ 本研究选

取 ９ 个蛋白质点 (Ｃ３、 Ｃ５、 Ｃ６、 Ｅ１、 Ｅ２、 Ｅ４、
Ｅ７、 Ｋ８、 Ｋ９)进行了质谱鉴定(图 ６: Ｃ)ꎮ 结果表

明ꎬ 这些蛋白涉及能量代谢、 热激反应、 抗性、 蛋

白质合成与水解、 叶绿体功能等(表 １)ꎮ
以上结果说明ꎬ 不同含油量的油菜品种ꎬ 如含

油量中等的‘Ｗｅｓｔａｒ’与含油量较高的‘ＺＳ１１’相比

较ꎬ 种子总蛋白和油体蛋白组分确实存在一定的

差异ꎮ

３　 讨论

不同含油量的甘蓝型油菜ꎬ 其成熟种子中油体

的形态、 大小、 数量和分布也具有各自的特点ꎮ 傅

丽霞和瞿波[２２]的研究表明ꎬ 在高油份材料中ꎬ 子
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Ａ: ‘Ｗｅｓｔａｒ’胚总蛋白ꎻ Ｂ: ‘ＺＳ１１’胚总蛋白ꎻ Ｃ: ‘Ｗｅｓｔａｒ’胚中的油体蛋白ꎻ Ｄ: ‘ＺＳ１１’胚中的油体蛋白ꎮ
Ａ: Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ‘Ｗｅｓｔａｒ’ ｅｍｂｒｙｏꎻ Ｂ: Ｔｏｔａｌ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ‘ＺＳ１１’ ｅｍｂｒｙｏꎻ Ｃ: Ｏｉｌ ｂｏｄｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ‘Ｗｅｓｔａｒ’ ｅｍｂｒｙ￣
ｏꎻ Ｄ: Ｏｉｌ ｂｏｄｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ‘ＺＳ１１’ ｅｍｂｒｙｏ.

图 ６　 油菜不同品种胚的总蛋白及油体蛋白双向电泳图
Ｆｉｇ􀆰 ６　 ２￣ＤＥ ｍａｐｓ ｏｆ ｔｏｔａｌ ａｎｄ ｏｉｌ ｂｏｄｙ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ｂｒａｓｓｉｃａ ｎａｐｕｓ ｅｍｂｒｙｏｓ

叶贮藏细胞内油体大ꎬ 排列紧密ꎬ 呈多边形镶嵌分

布ꎬ 油体间空隙小ꎻ 在低油份材料中ꎬ 子叶贮藏细

胞内油体排列疏松ꎬ 多呈椭圆形ꎬ 大小不等ꎬ 油体

间的空隙大ꎻ 在中油份材料中ꎬ 子叶贮藏细胞内油

体和蛋白体的结构、 大小及分布状态介于高、 低含

油材料之间ꎮ 董劲松等[１１] 报道ꎬ 高油品种的子叶

贮藏细胞内油体排列紧密ꎬ 几乎不存在空隙ꎬ 油体

数量明显较多ꎬ 经常发现数个截面比较大的油体周

围分布着数量较多的小油体ꎻ 相对而言ꎬ 在低油品

种中ꎬ 油体排列疏松ꎬ 油体间空隙较大ꎬ 油体数量

较少ꎬ 大小相对均匀ꎬ 单个油体的截面积比高油品

种稍大ꎮ 甘露等[１５] 报道ꎬ 高含油量的种子一般油

体形态都比较小且排列紧密ꎻ 低含油量的种子一般

油体形态较大且出现超大油体结构ꎬ 低含油量种子

的种胚中ꎬ 蛋白质储藏腔明显多于高含油量种子的

种胚ꎮ Ｂｏｕｌａｒｄ 等[２３] 的研究结果则表明ꎬ 含油量

较高的品种‘Ｗａｒｚａｎｗｓｋｉ’与含油量较低的‘Ａｍ￣

ｂｅｒ’相比ꎬ 成熟种子中油体的体积较大ꎮ
本研究选用了甘蓝型油菜含油量不同的 ４ 个品

种‘Ｗｅｓｔａｒ’、 ‘ Ｔｏｐａｓ’、 ‘ＺＳ１０’ 和‘ＺＳ１１’ꎬ 其

中‘ ＺＳ１１’ 种子的含油量最高ꎬ 可达 ４９. ５％ꎻ
‘Ｗｅｓｔａｒ’和‘Ｔｏｐａｓ’种子的含油量居中ꎻ ‘ＺＳ１０’
种子的含油量最低ꎬ 平均为 ４０􀆰２４％ꎮ 其成熟种子

的子叶细胞中油体的排列规律与前人研究结果相

似ꎬ 在含油量高的‘ＺＳ１１’子叶细胞中油体排列整

齐ꎬ 油体间的细胞间隙小ꎻ 在含油量低的‘ＺＳ１０’
子叶细胞中油体排列疏松ꎬ 油体间的空隙大ꎮ 对油

体大小的观察则发现ꎬ 在含油量高的‘ＺＳ１１’子叶

细胞中油体普遍偏小ꎬ 直径小于 １ μｍ 的油体所占

比率高于 ９０％ꎬ 这与董劲松等[１１]和甘露等[１５]的研

究结果相似ꎻ 在含油量低的‘ＺＳ１０’子叶细胞中油

体大小不等ꎬ 这与傅丽霞和瞿波[２２] 的观察结果相

似ꎮ 这几项研究结果与本研究相比ꎬ 存在一定差

异ꎬ 原因主要为: (１)实验材料的含油量高低只是
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表 １　 图 ６￣Ｃ中蛋白质点的质谱鉴定结果
Ｔａｂｌｅ １　 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ ａｎａｌｙｓｉｓ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｐｏｔｓ ｉｎ Ｆｉｇ􀆰 ６￣Ｃ

编号
Ｎｏ.

匹配蛋白质
Ｍａｔｃｈ ｐｒｏｔｅｉｎ

数据库登录号
ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ

ａｃｃｅｓｓｉｏｎ ｎｕｍｂｅｒ

匹配得分
Ｓｃｏｒｅ

参数
Ｅｘｐｅｃｔ
ｖａｌｕｅ

肽段覆盖率(％)
Ｐｒｏｔｅｉｎ

ｃｏｖｅｒａｇｅ

表达量
(Ｗｅｓｔａｒ / ＺＳ１１)∗

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｌｅｖｅｌ

Ｅ１
甲基丙二酸半醛脱氢酶
Ｍｅｔｈｙｌｍａｌｏｎａｔｅ￣ｓｅｍｉａｌｄｅｈｙｄｅ ｄｅｈｙｄｒｏ￣
ｇｅｎａｓｅ

Ａ０Ａ０７８ＨＨＫ９＿ＢＲＡＮＡ １２４ ５.９０Ｅ￣０８ １８ ＋

Ｅ２
线粒体加工肽酶 α￣１ 亚基
Ｐｒｏｂａｂｌｅ ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ￣ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｐｅｐ￣
ｔｉｄａｓｅ ｓｕｂｕｎｉｔ ａｌｐｈａ￣１

Ｍ４ＤＣＴ８＿ＢＲＡＲＰ ３５１ １.２０Ｅ￣３０ ２８ ＋

Ｃ３ 热激蛋白 ７０
Ｈｅａｔ ｓｈｏｃｋ ７０ ｋＤａ ｐｒｏｔｅｉｎ ５￣ｌｉｋｅ Ｍ４ＤＪＧ６＿ＢＲＡＲＰ ２３８ ２.３０Ｅ￣１９ １６ ＋＋

Ｅ４ 上皮硫特异蛋白
Ｅｐｉｔｈｉｏｓｐｅｃｉｆｉｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ￣ｌｉｋｅ Ａ０Ａ０７８ＧＹＶ５＿ＢＲＡＮＡ ２５８ ２.３０Ｅ￣２１ ５２ ＋

Ｃ５ 未知蛋白
Ｕｎｋｎｏｗｎ ｐｒｏｔｅｉｎ Ａ０Ａ０７８Ｇ５９１＿ＢＲＡＮＡ ７１ ０.０１１ ２６ ＋＋

Ｃ６
真核翻译起始因子 ３ 的 Ｈ１ 亚基
Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｉｎｉｔｉａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ ３
ｓｕｂｕｎｉｔ Ｈ１

Ａ０Ａ０７８ＦＶＥ７＿ＢＲＡＮＡ １１０ １.５０Ｅ￣０６ １１ ＋＋

Ｅ７ ６０Ｓ 酸性核糖体 Ｐ０ 蛋白
６０Ｓ ａｃｉｄｉｃ ｒｉｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐ０ Ｍ４ＥＬＴ２＿ＢＲＡＲＰ ２７６ ３.７０Ｅ￣２３ ２８ ＋

Ｋ８ 天冬氨酸蛋白酶
Ａｓｐａｒｔｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎａｓｅ Ａ０Ａ０７８ＨＢＦ３＿ＢＲＡＮＡ ２００ １.５０Ｅ￣１５ ２４ ＋＋＋

Ｋ９
质体脂结合蛋白 ６
Ｐｒｏｂａｂｌｅ ｐｌａｓｔｉｄ￣ｌｉｐｉｄ￣ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ
６ꎬ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｉｃ

Ａ０Ａ０７８Ｄ７３７＿ＢＲＡＮＡ ３０７ ２.９０Ｅ￣２６ ３９ ＋＋＋

　 　 注: ＋ 表示蛋白质点出现ꎻ ＋＋ 表示蛋白质表达量为 ２ 倍以上ꎻ ＋＋＋ 表示蛋白质特异性表达ꎮ
Ｎｏｔｅｓ: ＋ Ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｐｏｔ ｉｓ ｐｒｅｓｅｎｔꎻ ＋＋ Ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｍｏｒｅ ｔｈａｎ ｔｗｏ￣ｆｏｌｄ ｉｎｃｒｅａｓｅꎻ ＋＋＋ Ｉｎｄｉｃａｔｅｓ ｓｐｏｔ ｉｓ ｓｐｅｃｉｆｉｃａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ.

相对而言ꎬ 不同的研究者有不同的定义ꎮ 如在本文

中ꎬ 高油品种的含油量为 ４９􀆰５％ꎬ 但在傅丽霞和

瞿波[２２] 的报道中ꎬ 中油份材料的含油量就达到

４９％ ~ ５１％ꎬ 其高油份材料的含油量更高达

５８％ ~ ６２％ꎮ 在董劲松等[１１] 的报道中ꎬ 高油品种

的含油量却只有 ４４􀆰８２％ ~ ４７􀆰９８％ꎮ 因此ꎬ 本文

的高油材料应该对应傅丽霞和瞿波研究中的中油材

料ꎬ 本文的中油材料应该对应董劲松等研究中的高

油材料ꎮ 又如‘Ｗｅｓｔａｒ’品种ꎬ 在本文中被划分为

中油材料ꎬ 在董劲松等的报道中却被划分为低油材

料ꎮ (２)油菜种子的含油量受到不同环境条件的影

响ꎬ 即使是同一品种ꎬ 种植在日照时间、 海拔高度

和营养成分不同的条件下ꎬ 种子的含油量也不同ꎮ
如‘Ｗｅｓｔａｒ’种子的含油量一般约为 ４３％ꎬ 但董劲

松等所采用的‘Ｗｅｓｔａｒ’种子含油量却为 ３７􀆰１２％ꎻ
Ｅｌａｈｉ 等[１９]采用的‘Ｔｏｐａｓ’种子含油量为(４７􀆰３１ ±
０􀆰３１)％ꎬ 但在 Ｄａｗｏｏｄ 等[２０]的报道中‘Ｔｏｐａｓ’种
子的含油量为 ４５􀆰９７％ꎬ 在 Ｍｅｋｋｉ[２１] 的报道中ꎬ
‘Ｔｏｐａｓ’种子的含油量为 ４１􀆰８２％ꎮ 随着同一品种

的油菜在不同的生长条件下种子含油量的不同ꎬ 其

子叶细胞中油体的形态大小和分布也会有相应的变

化ꎮ 如傅丽霞和瞿波所采用的高、 中、 低油分材料

均为‘华黄一号’优系ꎬ 其子叶贮藏细胞中油体却

具有不同的形态、 大小和分布ꎮ
总之ꎬ 本文的实验结果表明ꎬ 含油量较高的品

种(含油量 ４９􀆰５％)与含油量中等或较低的品种相

比ꎬ 含油量较高的子叶细胞中一般油体形态较小ꎬ
大部分油体直径低于 １ μｍꎬ 且排列紧密ꎻ 含油量

中等或较低的子叶细胞中一般油体形态较大ꎬ 或大

小不一ꎬ 且排列疏松ꎮ 但本文并未研究含油量更高

(如含油量高于 ５０％)的材料ꎬ 含油量的增长究竟

主要是通过油体数目的增加ꎬ 或油体体积的增大ꎬ
或二者兼而有之ꎬ 尚需进一步的研究ꎮ 本文还对

‘Ｗｅｓｔａｒ’和‘ＺＳ１１’种子中的全蛋白和油体蛋白进

行了双向电泳分离ꎬ 获得了二者的蛋白表达图谱ꎬ
随后的质谱鉴定结果证明通过本实验方法分离出的

蛋白质可用于质谱分析ꎬ 但因鉴定的蛋白质点数目

有限ꎬ 尚未发现有差异表达的油体蛋白ꎮ 下一步我

们将根据油体蛋白 ｏｌｅｏｓｉｎｓ、 ｃａｌｅｏｓｉｎｓ、 ｓｔｅｒｏｌ￣
ｅｏｓｉｎｓ的等电点和分子量对双向电泳结果中剩下的
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差异表达蛋白进行质谱分析ꎬ 从而为揭示高、 低含

油量甘蓝型油菜种子中油体蛋白的差异、 油体蛋白

与含油量之间的相关性研究ꎬ 培育高含油量的油菜

品种提供理论依据ꎮ
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