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摘要 生物柴油作为一种可再生的替代能源
,

因其良好的环境效应而倍受关注
。

植物油是生产生物柴

油的主要原料
。

植物油作为最经济
、

最有利于种子传播和萌发生长的能量和碳源物质
,

贮存和积累于植

物种子的贮油细胞著豁一一油体之中
。

本文综述了植物种子油体的亚细胞结构
、

化学组成及其功能
、

生物

合成与降解等的研究进展
。
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面临石油能源资源的枯竭以及由于开采和 为接近
。

目前欧洲各国及美 国
、

日本
、

泰国

利用所造成频繁发生的地质灾害
、

温室效应 等国家已进行生物柴油的规模化生产
,

开发和使

等严重的环境问题
,

世界各国一自在寻求新能源 用生物柴油的国家正在迅速增加
,

生物柴油的发

的开发和利用
。

近年来
,

生物柴油(b in di es el) 作 展潜力巨大
。

为一种可再生的替代能源
,

以其良好的环境效应 生产生物柴油的主要原料是植物油 (p lant

而举世关注
。

生物柴油不含硫
、

芳香烃等物 oil )
,

而植物油本身是作为营养贮存物质积累于

质
,

可有效地减少燃烧后机动车尾气中的C O
、

植物种子中
。

蛋白质
、

脂肪和碳水化合物是

5 0 2以及总颗粒物质等的排放 ;燃烧后所抖澈的 种子中的主要贮存物质
,

耐旨类是种子中的一种
温室气体 CO :

能够被植物光合作用循环利用 ; 重要的能量贮存形式 ;与蛋白质和碳水化合物

燃烧性能和热值与目前广泛使用的石化柴油极 相比还原性更强
,

所以产能的潜力更高
。
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种子萌发时所需要的碳骨架和能量通常以三酞

甘油(tri acy lgl yc e r o l
,

TA G) 的形式贮存
。

三酞甘

油高度疏水且存在于无水环境中; 而碳水化合

物和蛋白质却是亲水的
。

相同质量的三酞甘

油异化为 CO : 和 H ZO 所释放的 ATP 大约是碳

水化合物的 2倍
。

因此
,

种子作为植物繁衍和

散布的器官
,

以脂类作为育髓现二存物质比碳水化

合物更经济
,

更有利于种子的散布及其他过程
。

在 自然界中
,

三酞甘油作为能量和碳源的贮藏形

式
,

主要存在于种子和花粉中; 由于其非极性的

特性而视为中性脂
,

不溶于细胞内水相
,

不会由

于大量累积而破坏正常的细胞渗透势; 因而
,

对

于花粉和种子这些需要经历脱水的器官
,

三酸甘

油作为其贮藏物质具有重要的生物学意义
。

在种子发育过程中
,

脂肪累积于子叶
、

胚

乳或盾片等贮藏组织中 (H
u an g

,

19 % ; M u印hy

an d v an ee
,

19 99 )
,

植物油在内质网上合成后被

运输到胞 内的贮油细胞器
—

脂肪体 (lip记

bod ie s) 或者称为油体 (011 bod ie s) 中
,

供种子的

萌发和幼苗生长之需 (W
a n n e r et a l

· ,

1 9 8 1 :

H u an g
,

199 2)
。

近年来
,

关于植物脂类的代谢及

其调节已有较多报道 旧
u chan an et al.

,

2以刃;T ai z

and zei g er
,

2 00 2 )
,

有关种子油体的亚细胞结构
、

化学组成
、

生物合成与降解的研究对于进一

步了解生物柴油的植物贮藏库并提高其产量都

有着重要的理论和实践意义
。

本文主要综述

种子油体的研究进展
。

1 油体的组成与结构

油体是植物细胞中最小的细胞器
。

在电

子显微镜下
,

油体由一层电子致密的膜包围
,

内

部为不透明的基质 ;其直径为0. 5一2. 5卿
,

大小

因植物种类而异
,

且受营养和环境的影响(表 l)

(Tz
e n e t al

. ,

1 99 3 )
。

在同一粒种子的不同组织

细胞中
,

油体的大小也不相同
。

无论在细胞中

还是在离体状态下
,

油体均非常稳定
,

在干燥种

子细胞内或在体外离心分离的上浮液中
,

油体之

间并不发生融合或聚合
,

甚至经过长时间的贮存

也能保持稳定 (Fra n d sen et al一 2 0 0 1)
。

T z en 和 H u an g (19 9 2 )提出的油体结构模

型 (图 l) 认为
,

油体是由半单位膜 (hal f un it
-

m em bran e) 包裹液态三酞甘油而形成的球体
。

半单位膜由单层粼旨分子及其镶嵌的蛋白组成
,

基本单位为 13 个砌旨分子和
1个油体蛋白分子

组成 ;磷脂占油体表面成分的80 %
,

其余20 % 为

油体蛋白
,

但油体表面的大部分被油体蛋白覆

盖
。

每个磷脂分子的亲水头部基团位于油体

外侧
,

与细胞液接触
,

而2个疏水酞基位于油体

的内侧
,

与疏水的三酞甘油分子相互作用
。

镶

嵌于半单位膜上的油体蛋白分子主要为油素蛋

表 1 不同物种的种子中油体的大小和化学组分

T ab le 1 A ver a g e di ar ne te rs an d th e aJ 旧 o u llt s o f vari o u s ehe nuc ai e o n s ti tU e n ts o f0 11 bo die
s iso late d fr o m

th e se e d s o f v ari o u s spe e ie s (T ze n e t al
. ,

19 93 )

油体直径 (林m )

主要组分 (%
,

W /W )

中性脂

蛋白质

磷脂

游离脂肪酸 (FFA )

磷脂组分(%
,

W IW )

磷脂酞胆碱 (PC)

磷脂酞乙醇胺 (P E)

磷脂酞肌醇 (Pl)

磷脂酞丝氨酸 (P s)

* 0
.

13 % 和 1
.

47 % 分别是新
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0
.
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.
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鲜种子和贮藏数月后种子油体中的 FFA 含量
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图 1 种子油体的结构模型
A

.

电子显微镜下的油体蛋白; B
.

油体的几何模型 ; C
.

油体半单位膜上的油素蛋白和磷脂

Fl g. 1 StrU
c tu re m o d e lo f seed 0 11 bod y

A
.

o ilb od y Pro te in u n d e r el eC tr o n
而

c ro se o pe ; B
.

0 11 伙记y g e o m etri e m od el ; C
.

Ol e o sin 阳d Ph os Ph ul iPi d s o f

half
u ni 卜m e

mb ran
e o f 0 11 b o d y (TZ en an d H uan g

,

199 2)

白 (ul e o si n)
,

其疏水区域为长约 11 nln 的柄状

结构
,

占油素蛋白分子的扔
,

伸人磷脂的疏水酞

基部分及油体内部的三酞甘油基质中
,

而其余的

3巧则覆盖在油体表面
。

研究结果还显示
,

油体

表面除主要镶嵌油素蛋白外
,

还镶嵌少量其他蛋

白
,

如钙结合油素蛋白 (e aleo sin ) (T z en a n d

Hu an g
,

19 92 )
。

油素蛋白和钙结合油素蛋白是

迄今为止研究得最多的 2 种油体蛋白
。

2 油素蛋白

2. 1 油素蛋白的分布

油素蛋白最早是从芥菜中发现的
,

为高度

疏水的小分子蛋白
,

分子量为 1 5 ~
20 比

。

目前

许多植物 (如芝麻
、

油菜
、

向日葵
、

胡萝 卜
、

玉米
、

大豆
、

拟南芥和棉花) 的油素蛋白基

因序列和氨基酸序列均已有报道
。

研究发现
,

裸子植物中只有一种油素蛋白网
u et al.

,

199 9 );

而在被子植物中
,

在同一个油体内用免疫荧光可

以检测出不只一种的油素蛋 白 (T ze n et al
. ,

199 8)
。

被子植物中的油素蛋白基因常以基因

家族的形式存在
,

一种植物常含有几个油素蛋白

异构体
,

各异构体在植物中的表达量
、

表达部

位及表达速率均有差异
。

如玉米油体中18 kD
油素蛋白的表达量仅为 16 扔的10%

一
20 %

,

油

菜油体中24 kD 油素蛋白的表达量仅为20 kD 的
10 %

。

油素蛋白的抗体能与同科或不同科植物

中分子量相近的油素蛋白发生反应
,

如十字花科

中的 19 一ZO kD 的油素蛋白抗体能与菊科的20

切和豆科的 24 kD 油素蛋白反应 (T ze n et al.
,

19 9 0 )
。

细胞免疫化学定位和亚细胞分离的研究显

示
,

油素蛋白只存在于种子油体中 (H
e

rm an
,

19 87 ; M u rp hyet al.
,

19 89 )
,

绝大多数位于油体的

半单位膜上
,

少量位于油体附近的内质网片段上

(s
~

e

nto et at
. ,

19 9 7 : L a eey e t d
. ,

19 9 9)
。

目前

在花粉
、

橄榄和鳄梨果实的皮层油体中没有

检测到油素蛋白
。

由于这些油体的脂类物质

不是用于长期贮存
,

因此 M u rph y 和 V a n c e

(l 9 99 )提出油素蛋白可能仅为贮藏器官油体所

特有
,

但N ae s抚月等(2 0( 刃)发现根尖油体中也有

油素蛋白存在
。

Mu印hy和 v an ce (1999 )在拟

南芥和油菜的花粉囊中发现有类油素蛋白的

m R N A存在
,

但只在绒毡层中检测到类油素蛋

白
,

而在花粉粒的油体中没有发现
。
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2. 2 油素蛋白的结构

不同植物来源的油素蛋白均具有3个结构

域
,

即位于油体表面的兼具亲水性和亲脂性的N

端和C 端结构域
,

以及伸人三酞甘油基质内的

高度疏水的中间区域
。

N 端结构域由5 0 一70 个

氨基酸残基组成分布于油体表面半单位膜的外

侧
,

面向胞浆
,

具有 a 螺旋结构 ; C端结构域由

数 目不等的氨基酸残基组成a 螺旋结构
,

其带

负电荷的区域朝向油体表面
,

带正电荷的基团朝

向油体半单位膜的带负电荷的磷脂层区域 (图

2 ) (Li e t al
. ,

19 9 2
,

T zen e t a l
. ,

1 9 9 2 )
。

T z e n 和

Hu an g( 199 2) 根据其氨基酸残基极性的分布
,

推

测油素蛋白伸人三酞甘油基质中的疏水区域为

反式平行的p折叠结构
,

其顶部具有由3个脯氨

酸和 1个丝氨酸组成的
“

脯氨酸结
”

(Pr ali ne

kn ot )
,

形成发卡结构
。

Lac ey 等 (l 9 98 )根据对

红花和向日葵种子中油素蛋白结构的研究
,

认为

油素蛋白中部的疏水区域具有2个a螺旋结构
,

由6 8 ~ 74个氨基酸残基组成 ; 这个 a 螺旋结构
,

由
“

脯氨酸结
”

连接
,

并由这个
‘。

脯氨酸结
”

形

成 1 80
”

转角
。

Li 等 (19 9 2) 观察到油素蛋白在

高盐条件下可以形成二聚物或寡聚物
,

中间区域

可能参与二聚作用
,

使得中间区域在三酞甘油基

质中更加紧密
。

比较各种植物油体蛋白的氨

图 2 油体中油素蛋白的二级结构模型

Fi g. 2 Th
e m od el o f see on d脚

s
trU

e tu re o fo le o sin in

0 11bed y 汀ze n e t al
. ,

19 92 : Bu ehan an e t al
. ,

20 00 )

基酸序列
,

只有中心疏水区域是高度保守的
,

尤

其是
“

脯氨酸结
”

高度保守 ; 因此
,

从进化上讲
,

该区域可能对植物具有重要的生物学意义
。

首先
,

从中间区域的保守性可以推断
,

来 自不同

植物或同一植物及杂交系中的不同油素蛋白可

能是由共同的原始蛋白和基因衍生出来的
。

其次
,

中心疏水区域的保守性表明
,

它在功能上

可育比起着重要的作用
,

以至于进化过程中不轻易

置换氨基酸
。

N 端和 C端两性区域在进化过程

中也被保留下来
,

表明它们也是重要的
,

但这些

区域在进行某些氨基酸变换后不至于影响二级

结构及其功能 (T zen et al
. ,

19 9 2 )
。

2. 3 油素蛋白的表达

油素蛋白的基因表达具有组织特异性
,

呈

现典型的
“

时
、

空
”

特点
,

主要在种子发育

和成熟过程中的胚 (盾片和胚轴)及糊粉层中表

达
。

在以油菜小抱子作为培养来源的球形胚

和心形胚中可测出20 扔的油素蛋白
,

心形胚中

可检测到相应的印R N A
,

表明油素蛋白在种子发

育的早期就有表达
。

在油菜花后 2周的早期胚

胎中未检测到油素蛋白 m R N A
,

当种子达最大

鲜重后
、

开始成熟脱水 时转 录水 平增加

50
一 1(X} 倍

,

随后以较低的水平在胚中表达
,

在叶

片中一直未检测到油素蛋白 m R N A 的存在

(M
u甲hy et a l

· ,

19 8 9 )
。

油素蛋白表达的峰值出

现在花后9 一 H 周
,

比油菜小蛋白 (n ap in) (花后

4 一 6周)和十字花科蛋白 (cru ci fe ri n) (花后6周)

要晚
,

可以推测油素蛋白的积累比种子贮藏蛋

白晚 3 一 4周
。

油素蛋白积累的表达模式类似

于胚胎发生晚期高丰度表达蛋白 LE A 蛋白

(la te em bry o ge n e sis ab u n dan t Pro tei n )
,

且转录

过程可能独立于na Pi
n 、 cru ci fe ri n

等主要的种

子贮藏蛋白(M u印hy
et al

. ,

一9 89 :众d d ie e t a l
. ,

1 9 9 2 )
。

油素蛋白基因的5
,

端缺乏信号肤序列
,

与

此相应的是油素蛋白N端也没有剪切信号序列
,

但油素蛋白却具有很强的组织表达特异性
,

推钡l

油素蛋白基因内部可能有某些序列
,

或者油素蛋
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白能够形成某种构象使其定位到油体表面
。

油素蛋白中间区域缺失会严重影响其在油体上

的定位
,

而 N 端或C端缺失则影响较少
。

玉米

油素蛋白能利用
n aP in 启动子表达

,

并准确地运

输和组装到转基因油菜籽的油体上 (址
e et al

. ,

19 91 )
。 “

脯氨酸结
”

中的 3个脯氨酸残基突变

为亮氨酸时
,

油素蛋白不能定位表达
,

说明
“

脯

氨酸结
’,

是油体所必须的 (Ab eil et al.
,

199 7)
。

但在体外实验中
, “

脯氨酸结
”

突变不影响油素

蛋白在内质网上的定位说明其可能并不负责油

素蛋白在内质网上的定位
,

油素蛋白中间疏水区

域可能才是油素蛋白的内质网定位信号部位
。

油素蛋白基因5
,

端上游区域还具有其他的

调控序列
,

如在水稻油素蛋白基因上游存在谷物

贮藏蛋白基因的调控元件 CA T G CA N G
。

油菜

油素蛋白启动子上存在的A A T G C AT G 序列
,

与

豆科植物中控制种子特异表达基因的保守序列

R Y基序 (C A T
GC AT G) 高度同源 (刘显辉和贾

士荣
,

2 00 3)
。

拟南芥油素蛋白基因启动子上存

在豆科植物种子蛋 白普遍具有 的 C A C A

(T A A CA CA) 序列 (刘显辉和贾士荣
,

2(X) 3)
,

可

以推测这些序列与油素蛋白在种子中的特异表

达有关
。

油素蛋白受水分胁迫
、

茉莉酸
、

A BA 和

渗透调节剂(如山梨酌的诱导表达(HatZ
0
po

u los

et al
. ,

19 9 0 ; Pl an t e t al
. ,

1994 )
。

如油菜受A BA

诱导后4小时内即可检测到20 kD 的油素蛋白

及其m R N A; 山梨醇处理 1小时可测到m R N A,

3一6小时可检测到油素蛋白的积累
。

在油菜和

拟南芥油素蛋白基 因的启动子区域均存在

A B A反应元件基序
,

特异地受A BA诱导 (刘显

辉和贾士荣
,

2 0 0 3 )
。

2. 4 油素蛋白的功能

2. 4. 1 油素蛋白与油体的稳定性 油素蛋白

分子镶嵌在油体的半单位膜上
,

对维持油体的

稳定极为重要
。

每个油素蛋白分子的3巧覆盖

在油体表面
,

覆盖了油体的大部分表面
,

可以

阻止细胞质中的磷脂酶作用于油体表面的磷

脂
。

T z e n和 H u a n g (19 9 2 )用胰蛋白酶处理离

体的油体
,

其稳定性被破坏
,

但用磷脂酶处理
,

油体保持完整
,

说明油素蛋白能够屏蔽磷脂不

受磷脂酶的作用
。

等电聚焦结果显示
,

油素蛋白的等电点为

5
.

7 一 6. 6
。

pH 为中性时
,

油素蛋白为阴离子
,

使

得油体表面呈负电荷
,

油体之间相互排斥
,

在空

间上阻止油体间相互聚合 (T z en et al
. ,

19 9 2 )
0

在PH 6. 5时
,

由于组氨酸残基的质子化
,

油素蛋

白为中性
,

油体表面因失去电荷而互不科诉
,

导

致油体聚合 ;这些结果进一步证明了油素蛋白

稳定油体的作用
。

油素蛋白的这种特性能够

保证种子在脱水状态下其油体处于小而分散的

状态
,

从而保持结构稳定
。

M u

rph
y 和 v an ce (

1999 )认为只有那些需要长期贮存脂肪并在随后

发生物质动员的组织中才会需要油素蛋白的存

在
,

橄榄和鳄梨的中果皮不像种子一样经历脱

水
,

其油体也不作为长期贮霭朗旨肪的细胞器
,

所

以不含油素蛋白 (R 05 5 et al.
,

19 9 3)
。 .

油素蛋 白含量可能影响到油体的大小

(T z en an d H u an g
,

1 99 2 : S arllu e n to et al
. ,

19 9 7 )
。

Ti ng 等 (19 % )的研究发现
,

与低含油量玉米品

种的颖果相比
,

高含油量的玉米颖果中
,

油袖
素蛋白的比值较高

,

油体的体积也较大
。

种子

发芽时
,

小的油体能为脂酶水解三酞甘油提供最

大的作用表面
,

但却需要大量的油素蛋白和磷

脂
。

相反
,

如果油体直径大于 2. 5 林m
,

虽节省

了磷脂和油素蛋白的用量
,

但由于作用表面过

小
,

在种子发芽及幼苗生长时
,

脂酶不能迅速水

解脂类为植物生长提供所需能量
。

2. 4. 2 油素蛋白与油体的合成 与三酞甘油

生物合成相关的酶位于内质网上 (L ac ey an d

H ills
,

199 6)
,

三酞甘油在内质网的砌旨双分子层

之间积累
,

形成微油滴后从硼旨双分子层之间向

外凸起为小泡
,

以砌却单分子层包裹形成油体的
前体 (W an n e r et al

. ,

19 8 1)(图 3)
。

至于油素蛋

白在何时以何种方式积聚于油落构铆体的表面
,

还

存在争议
。

M u

呐y和 v an e e (19 9 9 )发现油素
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蛋白的积累晚于三酞甘油和△
9一硬醋酞酞基载

体蛋白去饱和酶 (△9 一 ste
aro yl

一

ac yl c

丽er pro
-

tein de s

atu ra se) 的积累
,

此酶参与脂肪酸的生物

合成
,

表明被磷脂单分子层包裹的三酞甘油微油

滴获得油素蛋白的包被是发生在油体合成的后

期 ;有些油体的合成并没有经历此过程
,

因而不

含油素蛋白 (R 05 5 et al.
,

19 9 3)
。

但有些学者认

为三酸甘油的合成以及在内质网上被新形成的

磷脂单分子层包裹的过程与油素蛋白在粗面内

质网上的合成是同时发生的(H o lb r o o k et a l
. ,

19 9 1 : H u an g 19 9 2 : T z e n e t al
. ,

199 3 : Pe
n g an d

T ze n ,

19 98)
。

油素蛋白向内质网上出芽突起的

三酞甘油微滴移动
,

很可能受其高度疏水的中间

结构域的定位引导 ; 成熟后的油体随后从内质

网释放到胞液中
。

没有包被油素蛋白的初生

油体可以直接从内质网释放
,

这些刁
、的油体可以

融合为较大的油体 (10 一25 林m )
。

鳄梨和橄榄果

实的中果皮富含油月旨
,

其细胞中的油体不含油素

蛋白 (Ro ss et al.
,

199 3)
,

油体大小可能由细胞质

组分和赫度等多种因子决定 (S
~

en to et al
. ,

199 7)
。

在气候温和地区生长的油料植物
,

在种

子发育早期的胚和胚乳中
,

油体表面的油素蛋白

较少
,

油体从内质网释放后可与其他油素蛋白含

量低的油体融合
,

直到其体积大刁哒到油素蛋白

能够覆盖其表面的程度 ; 在随后的种子发育过

程中
,

当有更多的油素蛋白合成时
,

油体的融合

逐渐减少
,

直到达到其最终的体积
。

S

~
en to

等 (l 997 )对油体周围内质网上的油素蛋白进行

了!匆交细胞化学定位的研究
,

研究结果支持油体

的这一发育模式
。

梯度离心分离向日葵种子

的微粒体膜 (而~ om al m em b ran es )
,

发现油素

蛋白在内质网上的分布随着三酞甘油合成的量

而变化 (助
c eyan d托11 5 ,

199 6; Lac ey et al.
,

1
999 )

。

T in g等(19 9 6)和s
arnu

e nto 等 (19 9 7)认为
,

当油

素蛋白不再直接作用于油体合成时
,

其主要作用

转变为决定油体的大小
。

AB A通过诱导延长酶(el on g as e) 的活性影

响三酞甘油的积累 (Z ou
e t al.

,

19 95 )
。

在拟南

芥 AB A 不敏感型突变体 ab 门 的胚中
,

油素蛋

白的表达是滞后的
,

同时油体体积变大
,

脂肪酸

组分也发生变化 (P aJ ℃yet at.
,

199 4)
.

小桐子是一

种重要的能源植物
,

种仁的含油量约为印%
,

超

过油菜和大豆等常见的油料作物
。

随着种子

的发育
,

种仁中的含油量和油体的数量逐渐增

加 ;但不同生态环境下小桐子所产生的种子中
,

含油量
、

油体的大小和数量都有较大的差异

(未发表资料)
。

2. 4. 3 油素蛋白与油体的降解 种子萌发时
,

贮藏组织内发生三酞甘油的动员
,

油体被降解

(仆
o m p so n et a l

. ,

19 9 5 ) (图 3 )
。

种子萌发过程

中
,

脂酶的合成可能与油素蛋白相关
,

油素蛋白

可能具有脂酶的结合位点
,

也许油素蛋白本身就

是脂酶的活化因子 (H u an g
,

19 9 2 :M u印hy an d

v an ce
,

1 99 9)
。

脂酶作用于油体内的三酞甘油
,

产生脂肪酸而脂肪酸的代测场所为乙醛酸循环

体 (g ly o x ys o me )
。

T ho mP
so n
等 (19 9 5)观察到

,

在油料种子吸胀后
,

乙醛酸循环体迅速出现
,

并

随着三酞甘油的消耗和油体的消失而消失
,

推测

油体和乙醛酸循环体有着密切的联系
,

可能与脂

肪酸从降解的油体转移到乙醛酸循环体有关
。

当三酞甘油降解后
,

油素蛋白迅速消失
,

油体的

半单位膜上的砌旨与膨大的液泡膜融合
,

或成为

图3 种子成熟和萌发过程中玉米胚细胞油体的合

成及降解模型

F ig
.

3 Mod e l fo r syn th e s is an d d e g r a d a tio n o f 0 11

伙刁y d u
rin g m a to ra ti o n an d g err ni n a tiOn of

~
s

eed
“

(B u ehan an e tal
. ,

2 (X刃)
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不断扩大的乙醛酸循环体的膜来源 (H u a n g,

19 92 )
。

一般认为保持小而分散的油体
,

其重要

性在于划旨酶提供足够的接触表面
,

为种子萌发

时三酞甘油能够迅速动员创造条件
。

油体的

降解是脂酶的水解作用以及通过在乙醛酸循环

体中的 p
一

氧化和乙醛酸循环共同完成的
。

脂

酶降解后的油体是不稳定的
,

在种子萌发过程中

通常持续几天或更长的时间
,

油味材良可能在降解

过程中是逐渐变小的
,

残留的油味柿歇多一直保持

小而完整的个体
,

直到完全消失
,

才能在种子萌

发过程中长时间持续地提供能量
。

3 钙结合油素蛋白

用不同的方法分离多种植物的油体蛋白时
,

发现除油素蛋白外
,

还含有少量的其他蛋白

(诵ili ehi P e t al
. ,

19 9 6 : T z e n e t al
. ,

19 9 7 )
。

C he n

等(1998 )用免疫杭己法确定了在芝麻种子油体

中还存在 3种蛋白 S叩 l
、

So pZ 和 So p3
。

C hen

等 (1999 )对芝麻的soP I进行了氨基酸序列分

析
,

发现其与水稻的一种钙结合蛋白同源
,

因此

将这类蛋白命名为钙结合油素蛋白
。

钙结合

油素蛋白普遍存在于高等植物中
,

藻类和真菌中

也有类似的蛋白(N ae ste d et al.
,

2戊旧)
。

3
.

1 钙结合油素蛋白的分布

钙结合油素蛋 白最早是由Fr an d s
en 等

(l 99 6) 在水稻成熟种子和A BA 处理叶片的微粒

体膜粗提液中检测到的
。

此后 c hen 等 (19 9 8)

证明了在芝麻种子油体的表面结合有芝麻钙结

合油素蛋白 1 (si C Lo l)
。

对纯化油体的免疫荧

光染色的结果进一步证实了SIC L 0 1的存在
,

而

且是芝麻种子油体的特有蛋白 (C hen et al
. ,

199 9)
。

N ae s

ted 等 (2 以刃)用拟南芥重组钙结合

油素蛋白l(A tC LO I) 的抗体在拟南芥种子中检

测到了钙结合油素蛋白
。

从油菜发育早期和

晚期的胚提取的膜组分中也检测到了钙结合油

素蛋白
,

甚至在蛋白结构的强变性条件下 (9 M

尿素)
,

从发育晚期的胚中纯化的油体上仍然能

够检测到紧密结合在油体表面的钙结合油素蛋

白(Milli e址p et al
. ,

19 9 6 )
。 ^ tc Lo l启动子可以

启动报告基因在胚和根尖中的共表达
,

暗示钙结

合油素蛋白在根中分布 ;免疫检测结果表明
,

油

菜根尖细胞中钙结合油素蛋白结合在膜组分以

及油体上
,

同时也检测到了油素蛋白的存在

(N a esto d e t al
. ,

20 0( ))
。

pari
s
等 (19 9 6 )对豌豆根

尖细胞的钙结合油素蛋白进行免疫荧姻录己细

胞核以及细胞的周边
、

整个分生细胞都被标

记
,

而维管组织的细胞却没有被标记
。

将单个根尖细胞的钙结合油素蛋白免疫标

i己墙果与不同亚细胞结构的杨己蛋白进行比较
,

发现钙结合油素蛋 白存在的部位都不能结合

B R so抗体
,

而BP
一

80 是液泡前体和高尔基体的

标记蛋白(P如
s et 班

. ,

19 9 6 )
。

Jau h等 (2999 )观

察到钙结合油素蛋白不与水孔蛋白(aq u a po n n )

羊液泡膜结合蛋白(to n o plas t b in d in g pro tein
,

T IP )或6
-

T IP共定位
,

这2个水孔蛋白是液泡的

功能标记蛋白
,

吞卫于标主己具有贮藏功能的液泡
,

如贮藏色素和植物生长相关蛋白的液泡 ; 而子

T IP 标记含有细胞溶酶的液泡 (lytic va cu ol e)

(H oh
e t a l

. ,

19 9 5 ; pari
s et al

. ,

19 9 6 )
。

但钙结合

油素蛋白却与内质网的标记蛋白 BI P伽nd ing

p ro te in ) 以及蛋白贮藏型液泡 (Pro te in st or ag e

v ac uo le )或自吞噬液泡 (au to pha g ic v

~
le) 的

标记蛋白a
口

T IP共定位似oh et al.
,

199 5; P如
s et

al
· ,

1 9 9 6 : Jau h e t al
. ,

19 9 9 )
。

这些研究结果表

明
,

钙结合油素蛋白并不是一个广泛分布于内质

网或蛋白贮藏型或自吞噬型液泡膜上的蛋白
。

许多植物根尖和根冠的细胞具有油体

(Sar g e n t an d o sb o r n e ,

19 8 0 : B u s c h et al
. ,

19 9 3 )
,

在根细胞中钙结合油素蛋白可能与油体结合;

在拟南芥户比舰‘突变体根细胞中发现有油素蛋

白(og as et al
. ,

199 7)
,

其初生根明显地保持胚性

状态
,

并像种子细胞一样贮藏蛋白和其他贮藏物

质
。

免疫定位和免疫杂交实验表明
,

油素蛋白

和钙结合油素蛋白在油菜籽根尖的油体中存在

(N ae ste d et al.
,

2《X刃)
。

这些油体在 a
.

T IP标记

液泡的内部和外部都存在
,

说明这些液泡可能是
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自吞噬型液泡 (van d er W ilde n et a l
. ,

19 5 0 )
。

细

胞质油体 (处于液泡外的)中
,

大部分钙结合油

素蛋白与以
,

T IP 共定位
,

但有一部分却与油素蛋

白共定位
。

这表明钙结合油素蛋白与胚和根

尖的油体都有结合
。

此外
,

钙结合油素蛋白也

与内质网折叠区域的B ip共定位 (N ae s

ted et al.
,

2 000 )
。

N eu hau s 和 Ro g er s (19 9 8 )认为蛋白贮

藏型液泡可能是由内质网上的池 (ci s

tem ae )出

芽或成熟而成
,

液泡膜蛋白可能直接来自内质

网
。

油体的形成可能发生在内质网上
,

所以
,

与

钙结合油素蛋白的共定位的液泡膜上的a
一

T IP

以及内质网的标记蛋白B护
,

可能指示内质网形

成液泡和油体的小区域 (图 4)
。

钙结合油素蛋白与内质网微区域上的 a
-

T IP共定位
,

而份T IP是蛋白贮藏型液泡和自吞

噬液泡的标记蛋白
。

这些结果说明内质网上

的微区域与小囊泡的生物合成和油体的形成有

关
。

新合成的油体
,

连同油素蛋白和钙结合油

素蛋白以小而未成熟的油体形式释放到胞液

中
。

这些小而未成熟的油体融合为成熟的油

体
,

这个融合过程受钙的调节
。

在有些细胞中
,

油体被液泡吞噬这些液泡的液泡膜上含有来自

内质网微区域的a
~

T IP和钙结合油素蛋白
。

钙

结合油素蛋白可能与具有
.

贮藏和运输功能的细

胞器的小囊泡之间的膜的融合和分离有关 (图

5 )
。 .

3. 2 钙结合油素蛋白的结构

对已获得的钙结合油素蛋白进行系绷羞化

分析
,

可将其分为 3个亚族
,

其中2个亚族存在

于高等植物中
,

1个亚族存在于藻类和真菌中

(N a e sted 。t al
. ,

2 000 )
。

高等植物钙结合油素蛋

白分子含有以下 3 个结构域 (F r a n d s
en et al

. ,

19 9 6 ;
。

e n et d
. ,

19 9 9 ) (图5 )
。

(l) N 端亲水区
:

含有一个与 c a 2+ 结合的 E F
一

手臂结构(E F
-

图 4

Fig
.

4

钙结合油素蛋白在根尖细胞中的定位示意图

0
.

o le o s in ;

ag ra m o f eal co sin loc all z ati o n in ro o t ti Ps (B u chan an e t al
· ,

20 (X) )

a
.

份月P; e
.

C al e o sin
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图 5 油体中的钙结合油素蛋白的结构模型

Fi g. 5 Th e

mo d e l of e al eo s in s
tr’U

c tU re in 0 11 b od y (B u c han an e t al
· ,

2 (X) 0 ; Fran d sen e t al
· ,

20 0 1)

ha nd )
。

每个 E F
一

手臂结构的疏水
“

杯
’ ,

上

结合一个钙离子
。

通常EF
一

手臂结构成对出现
,

这样有利于2个钙离子的结合
。

对于单个钙结

合油素蛋白分子
,

推测其钙结合发生在E F
一

手臂

结构和油体表面的结合处
,

或2个钙结合油素蛋

白的E F
~

手臂结构相互结合
,

也可能是钙结合油

素蛋 白与 另一个 未知 的钙结合蛋白结合

(N ae ste d et al.
,

2 (x〕0 )
。

值得注意的是
,

EF
一

手臂

结构也能结合 C a 2+ 以外的其他二价阳离子
。

由于细胞质中M g 2+ 的浓度远远高于Caz+
,

而且

在体外钙结合的实验中所用的C扩
干

浓度远比生

理浓度高
,

所以很可能在细胞内M广才是钙结

合油素蛋白EF
一

手臂结构的主要配体 (拟l叨ch e

e t a l
. ,

19 9 9 )
。

(2 )中部疏水区
:
钙结合油素蛋白

的第 2个结构域紧邻着 E F
一

手臂结构
。

在有些

异构体中
,

钙结合油素蛋白的中部疏水区域包括

N端的一个胞外膜锚定区以及与之相邻的一个

富含脯氨酸的区域 (R 阴d sen e t al.
,

19 9 6)
,

已知

这一结构仅存在于某些高等植物如芝麻
、

水

稻和拟南芥的钙结合油素蛋白中 (N ae s

ted et al.
,

2以刃)
。

C hen 等 (l 99 9) 根据芝麻钙结合油素蛋

白与油素蛋白的部分相似性提出了si c L o l的

结构模型
。

他们认为
,

中间疏水区域分为 2个

部分
,

一个为兼具亲水和亲脂性的p螺旋结构 ;

另一个为紧邻其后的较短的锚定区域
,

由一对反

式平行的晰叠结构组成
,

此p折叠连接一个类

似脯氨酸结的元件 (图 6)
。

这一模型还没有得

到实验数据的支持
,

但显著地表明钙结合油素蛋

白比油素蛋白在油体半单位膜上的锚定区域较

小
,

而且没有油素蛋白稳定 (Fra n d sen e t a l
. ,

2 00 1 )
。

当中间疏水区域被一段相对亲水的片

段取代时
,

这一模型可能并不适用
。

这类基因

在非油贮艇且织中表达
,

编码的类钙结合油素蛋

白并不与油体结合
,

但可能具有钙和磷酸化信号

转导的生物功能 (Fr an ds en et al
. ,

2 0 01 )
。

(3 ) c

图 6 钙结合油素蛋白的二级结构
F ig. 6 Th

e sec on d脚
s
tI’U

c tu re o feai e o sin (Chen e t

al
. ,

19 99 )
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端亲水区
: 多数植物钙结合油素蛋白的C端亲

水区域一般都包括4个磷酸化位点
,

3个位点为

酪蛋白激酶 11
,

1个为蛋白酪氨酸激酶
。

酪蛋

白激酶 n 的磷酸化已在高等植物中证实 (Pl an a

et al.
,

199 1)
,

而酪氨酸的磷酸化还没有被证实
。

3. 3 钙结合油素蛋白的表达

不同植物来源的钙结合油素蛋白
,

其表达

特性不同
。

水稻钙结合油素蛋白 (o sCl o) 主要

在胚形成后期表达
,

与一些油素蛋白和LE A 蛋

白的表达类似
,

而且受 A BA 或水分胁迫诱导
,

可在幼苗和营养生长组织中表达
。

与水稻钙

结合油素蛋白不同的是
,

芝麻钙结合油素蛋 白

(S iCL o l) 具有明显的种子表达特异胜
,

其
n 1

RN
A

的积累类似于芝麻的油素蛋白
,

在开花2周后表

达量最大
,

其后SI CLO I m R N A 在成熟的种子中

消失 (Che n e t al
. ,

19 9 9 )
。

在干旱状态下
,

受A B A诱导的拟南芥中可

检测到与钙结合油素蛋白同源蛋白的 m R N A

(T ak ah a sh i e t al
. ,

20 0 0 )
。

N a e s te d 等 (2 0 0 0)报

道在拟南芥第 4和第 5染色体上至少有 5个类

钙结合油素蛋白基因 (A t

clo
l一另

,

N o n五em blot

的结果显示
,

At clo
Z一 4在多种组织中有低水平

表达
,

其中包括非贮藏油组织
,

由At C to Z一 4编

码的类钙结合油素蛋白可能并不与油体结合
。

而A t
一

C1 0 1的表达具有种子表达特异性
。

但从

转基因拟南芥A tC lol 启动子表达的G U S报告

基因的分析表明
,

A tC lol 不仅在胚中高效表达
,

而且在整个发育过程中的根尖也表达 ; 这说明

在胚和根中油体的结构和功能可能有类似之

处
。

营养组织中At a o l一 4 基因的表达对A B A

或渗透胁迫没有应答
,

而水稻的O sCl o
基因的

表达却受A BA 或渗透胁迫的诱导 ;胡萝 卜油素

蛋白只在胚性组织中对A 13A产生应答
,

而在非

胚性组织中没有这种应答 (H at zo pou los et a l
. ,

19 9 0 )
。

3. 4 钙结合油素蛋白的功能

钙结合油素蛋白可能直接参与膜和油体的

融合 (N ae s ted et al
. ,

20 0 0 )
。

种子发育过程中
,

油体从内质网释放后
,

需要经过多次融合才能成

为成熟的油体 (H u an g
,

19 9 6 ; Sarm
ie n to e t a l

一

199 7)
。

与此类似
,

在动物脂肪贮存细胞中
,

钙

调节的融合在脂肪微体从内质网释放到细胞质

并形 成成熟脂 肪体的过程 中起重要作 用

(M u印hy an d v a n e e ,

r9 9 9 )
。

根据已有的研究
,

可以推测钙结合油素蛋白可能参与钙对油体融

合的调节
。

发育的油菜籽中的钙结合油素蛋

白的亚细胞定位也随发育过程而变化
。

对酵

母的研究表明小的油体可能参与细胞内脂肪的

转运和代谢
,

植物油体可能有类似的功能
,

钙结

合油素蛋白可能参与这些过程 (L eb er et al
. ,

19 9 8)
。

钙结合油素蛋白结构的保守性意味着

其功能可能受钙和磷酸化调控
。

钙结合油素

蛋白参与A BA调节的应答
,

水稻OsC LO受A BA

诱导表达 (F ra n d sen et al.
,

19 % )
,

而钙和磷酸化

都参与 A B A 的信号转导 (L e u n g e t a l
. ,

一9 9 4 )
。

在种子萌发过程中
,

油体降解
,

贮存的三酞

甘油被动员
,

部分反应在乙醛酸循环体内完成
。

Th
o m ps on 等 (19 98 )认为油体可能与乙醛酸循

环体对接
。

N ae ste d等 (2 (X) 0 )也观察到在拟南

芥种子萌发的几天内
,

钙结合油素蛋白一直结合

在油体上
,

可能在脂肪转运过程中起作用
。

此

外
,

结合在膜组分上的钙结合油素蛋白可能参与

内质网
、

运输小囊泡或油体之间与脂肪转运

相关的膜融合和膜分离 (图5)
,

这种转运可能通

过分别位于不同膜或油体表面钙结合油素蛋白

之间的相互作用进行调节
。
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第七届全国植物基因组学大会

为了及时了解和交流国内外植物基因组学研究领域的最新进展
,

进一步促进我国植物基因组学的深

入研究和生物技术产业的快速发展
,

2 0 06 年 8 月 8 日
一
10 日在哈尔滨市黑龙江大学召开

“

第七届全国植

物基因组学大会
” 。

会议将邀请国内外在植物基因组学研究领域有建树的科学家作报告
,

欢迎从事该研

究领域及其相关领域的人员参加
。

大会主席 : 张启发 (华中农业大学)

秘 书 长
:

平文祥(黑龙江大学生命科学学院)

会议专题
:
(l) 基因组研究的新领域 ; (2) 作物功能基因组 ; (3) 系统生物学 ; (4) 小分子 R N A 和非编码

R N A ; (5 )种质资源与自然变异 ; (6 )非生物逆境 ; (7 )植物营养 ; (8 )病原与寄主互作; (9 )作物产量
、

品质与

杂种优势 ; (10) 作物遗传改良新策略
。

作大会报告的专家(以拼音为序): G ynh eu ng An (韩国); Be at Kell er( 瑞士); A n

dre
w H

.

Pat ers on (美国);

几tri e k s eh n 的le (美国): K o s址m am
o to (日本): R记 wi

n g (美国): 邓兴旺庚国): 何光存(中国): 贾继增(中国):

李家洋(中国); 林辰涛(美国); 龙漫远(美国); 马红(美国); 马正强(中国);裴炎(中国); 孙其信(中国); 王道文

(中国 ); 王兴智(中国); 武维华(中国); 熊立仲(中国); 薛勇彪(中国); 张启发(中国); 周道绣(法国)o

会议注册 : 本次会议采取网上注册
,

原则上不再接收电子邮件注册
。

会议网址
: httP

: // w w w 于la n tg e n o m ic s
·

c n


