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　　摘　要:植物种子中含有大量热稳定蛋白 ,这类蛋白质包含了 LEA 蛋白 、蛋白酶抑制剂 、甜

蛋白和热激蛋白等重要的蛋白组分。热稳定蛋白的结构和功能研究揭示了这些蛋白成分与种子

胁迫耐性密切相关。对种子热稳定蛋白的深入研究将进一步揭示这些蛋白在种子发育过程和抵

御环境胁迫的作用机理 ,其应用研究对改良作物品质 、提高种子和植物体对逆境胁迫的耐性及相

关食品加工业具有重要意义。现综述与种子热稳定蛋白的类型和相关机理及应用研究进展。
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　　种子作为人类食物的主要来源之一 ,在农业上受到

广泛关注 ,尤其是与种子的营养成分和耐贮藏特性相关
的各种理化性质 ,同时种子作为高等植物特有的繁殖

体 ,它抵抗不良环境并保持活力的能力亦为科学界所重
视。在种子蛋白的研究初期 ,人们主要集中于对蛋白质

的成分及结构分析 ,近年来 ,随着种子的各种组分的结
构、序列逐渐明晰 ,研究重心逐渐转变为在蛋白组学水

平上对种子蛋白的功能研究 ,尤其是寻找与人们关系密

切的贮藏 、萌发相关的各种功能蛋白 ,包括耐热 、耐寒 、
耐干 、耐盐 ,抗虫等各种特性的组分 ,从而加深了对这类

蛋白的认识。随着对这些功能蛋白研究的不断深入 ,人
们对种子蛋白各组分的表达与功能的了解也越来越清

楚。在已被发现和研究的多种种子蛋白中 ,有一部分蛋
白质具有耐高温的特殊性质 ,这类蛋白与植物种子的抗

逆能力和寿命有着十分密切的关系。

1　种子热稳定蛋白的特点
在种子蛋白质中 ,热稳定蛋白(Heat Stable Pro-

teins)为一类结构功能较特殊的蛋白 ,其最大的特点是能
够耐受 100℃或以上高温而不发生变性。在植物种子胚

与胚轴部分 ,普遍存在热稳定蛋白的分布
[ 1]
。早期的研

究发现在棉花 、大麦 、花生 、小麦、油菜 、大豆 、豌豆 、向日

葵、水稻 、高粱和玉米种子中存在一些蛋白质 ,它们在沸
水高温处理后仍可保持在溶液中的可溶性 ,这些蛋白常

因热激或干旱诱导而积累
[ 2-12]

。近年来 ,对种子热稳定
蛋白的研究呈现增长的趋势。有关热稳定蛋白的来源

研究指出 ,这类蛋白质包含了 LEA 蛋白 、蛋白酶抑制

剂、甜蛋白和热激蛋白等重要的蛋白组分。
1.1　LEA 蛋白

植物种子在发育后期随着贮藏物质的积累合成一

类胚胎发育晚期丰富蛋白 LEA(Late Embryogenesis A-
bundant)蛋白 ,响应脱水 、高低温 、渗透胁迫及外源 ABA

等环境刺激也会诱导这类蛋白的合成
[ 10 , 12]

。LEA蛋白
根据其氨基酸序列的相似性被分为至少 5组类型。

LEA蛋白具有结构简单 、亲水性强 、在水合状态下无固
定构型 ,并且在煮沸高温处理后仍保持热稳定等特
点[ 10, 13-14] 。LEA蛋白具有热稳定性的原因是它们结构

中的氨基酸偏好 ,通常缺乏色氨酸和半胱氨酸而富含丙
氨酸和甘氨酸等亲水氨基酸 ,高比例的带电荷极性氨基

酸可以在低水势条件下与其它蛋白的亲水性侧链结合 ,

因此可以在脱水状态下保护蛋白质和质膜的结构与功

能 ,也因此保证其自身在高温甚至煮沸状态下不会变性
沉淀[ 10 , 15] 。

LEA蛋白的特殊功能机制至今仍未了解得很清楚 ,
近年的研究证实 LEA蛋白的作用与生物的胁迫耐性密

切相关。LEA 蛋白分子具备高度亲水性和热稳定性 ,扮
演分子伴侣的角色 ,承担着协助蛋白跨膜转运 、维持蛋

白的正常折叠状态 、在应激条件下稳定多肽链并防止其
失活的作用。LEA蛋白的保护功能可能有以下几种作

用机理 ,如与水分子的结合或替换 、离子去除 、蛋白活性
和膜结构的保持等 ,在种子中起发育调节因子的作用 ,

或者作为发育调节因子的结合蛋白起调控作用[ 12, 15] 。
在植物种子中 ,LEA蛋白的变化常常随着种子发育

或萌发过程发生变化。研究者从棉花中发现了在胚后
期富集的一类有保护种子功能的 LEA(Late Embryo-

genesis Abundant)蛋白
[ 2]
。截形苜蓿种子中发现有热稳

定性的 LEA 蛋白在种子成熟和脱水过程中大量积

累
[ 10]
。大麦种子在萌发后 LEA蛋白与总热稳定蛋白的

含量表现为伴随萌发的过程快速下降[ 12 , 16] 。可见 LEA

蛋白在维持种子正常生理功能中的重要作用。

1.2　蛋白酶抑制剂
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在植物种子热稳定蛋白的组分当中 ,除 LEA蛋白

外有相当一大部分的其它蛋白属于蛋白酶抑制剂 ,与
LEA蛋白类似 ,这类蛋白受到非生物胁迫的环境刺激的

诱导在植物组织中积累 ,同时它们也具有高度亲水性和

高温下保持稳定性的特点 ,从而在种子脱水或在高温下
仍保持这些蛋白本身的酶活性[ 12, 17] 。

早在 1989年 Bhat和 Pattabiraman在木菠萝种子中

就分离到多种具有不同程度热稳定性蛋白酶抑制剂的

组分
[ 18]
。Perrocheau等通过双向电泳和 LC-MS/MS

分析方法对大麦种子和大麦麦芽的热稳定水溶性提取

物进行了详细的分析 ,发现热稳定蛋白组分中发现含有

2种具有蛋白水解酶活性的Z 家族蛋白属于丝氨酸蛋白

酶抑制剂 Serpins超家族 ,另有 2种脂质转运蛋白和一

些淀粉酶/蛋白酶抑制剂[ 19] 。孙俊等对大麦中提取到的

热稳定蛋白组分的分析也证实了相似的结果 ,同时推测

淀粉酶/蛋白酶抑制剂这类小分子多肽可以作为一种植
物的防卫蛋白 ,能够抑制外源淀粉酶/蛋白酶(昆虫 、哺

乳动物和其它病原体)的活性 ,并指出这些热稳定蛋白

与大麦所酿啤酒品质之间的关系
[ 12]
。

除种子以外 ,植物的其它组织如马铃薯块茎中也含
有热稳定的蛋白酶抑制剂[ 20] ,一些水生藻类如雨生红球

藻中也发现在高光和养分缺乏等逆境条件中有热稳定

的蛋白酶抑制剂积累
[ 21]
,这些热稳定蛋白酶抑制剂的存

在与植物对生物与非生物逆境的防御机制有直接关系。
1.3　甜蛋白

从马槟榔种子中提纯得到的一类特殊热稳定蛋白

mabinlin属于甜蛋白
[ 22]
,马槟榔甜蛋白有 mabinlin I、

mabinlin II、mabinlin III和 mabinlin IV 几种同源蛋白。

其中 mabinlin II 、mabinlin III和mabinlin IV的甜味活性

与稳定性在 80℃加热 1 h后都能保持稳定 ,mabinlin II
的热稳定性最为显著 ,可以耐受煮沸高温 ,而 mabinlin I

则在加热后因变性而丧失甜味活性 ,这些同源蛋白之间

热稳定性的差别是由于构成它们的多肽上的氨基酸差

异引起的
[ 23]
。

研究表明马槟榔甜蛋白 mabinlin II由 2条多肽组

成 ,其中 1条含有 33个氨基酸 ,另外 1条含 72个氨基

酸 ,它与其它植物的种子贮藏蛋白 2S 蛋白具有同源性 ,
其蛋白前体的氨基酸序列与拟南芥 2S蛋白前体的同源

性为 41.9%,与油菜 2S蛋白前体的同源性为 45.8%,与

巴西坚果 2S蛋白前体的同源性为24.5%
[ 24]
。马槟榔甜

蛋白是一种味觉修饰蛋白 ,这类蛋白也常存在于热带植

物果实当中[ 25] 。甜蛋白不仅能增加食品的甜味 ,而且具

有低热量的特点 ,但大部分甜蛋白在加热后不稳定 ,因

而限制了这些蛋白的应用前景 ,而马槟榔甜蛋白的热稳
定特性使其有可能成为食品加工中的理想天然甜味

剂[ 24] 。

1.4　热激蛋白

生物体在高温环境下大部分正常蛋白质的合成受

到抑制 ,同时迅速合成分子量从8 ～ 110 kDa的热激蛋白
(heat shock proteins , HSPs)。HSPs 可分为 HSP110、

HSP90 、HSP70、HSP60和 sHSP 5类。在高等植物中最

为丰富的 HSPs是分子量 15 ～ 42 kD的小分子热激蛋白
(sHSPs),也是种子中常见的热稳定蛋白成分[ 26-27] 。这

些蛋白在正常情况下在植物体中含量极低 ,受到高温刺

激大量合成 ,其它逆境胁迫和植物本身的发育调控也会

诱导这些蛋白的合成。在拟南芥 、豌豆 、向日葵等种子
中都发现在种子胚胎发育后期和种子成熟过程中有非

胁迫引起的 sHSPs积累现象[ 26] ,说明这些热激蛋白对

维持种子本身的功能有重要的意义。
不同类型的 sHSPs分别存在于细胞质以及内质网、

线粒体和叶绿体等细胞器中。它们主要参与新生肽的

折叠 、运输和组装 ,具有分子伴侣(Molecular chaperones)
的功能 ,并参与逆境损伤蛋白的修复和降解等[ 26 , 28] ,其

作用有利于增强种子的胁迫耐性和与种子寿命相关的

耐贮藏能力 ,并保持植物的代谢系统在较为胁迫生存环

境下的正常功能
[ 28]
。

2　热稳定蛋白与种子的胁迫耐性
研究发现种子中的热稳定蛋白与种子的胁迫耐性

相关 ,其中最为显著的是热稳定蛋白与种子耐干性的密

切联系。相当多的耐干性相关的种子蛋白具有明显的
热稳定性[ 9] 。Blackman等在大豆干燥耐受试验时发现

一系列 7种具有热稳定性质的蛋白与大豆耐受干燥能

力相关联
[ 29]
。杨晓泉等和黄上志等发现 , 随着花生种

子的发育 ,成熟脱水促进花生胚耐脱水能力的获得 ,同
时种子中花生球蛋白组分中的热稳定蛋白含量增加 ,相

反 ,胚轴中部分热稳定蛋白的降解与胚轴与胚轴的耐干

性丧失有关
[ 3-4]

。朱诚等和吴晓亮等比较不同品种水稻
耐超干性时 ,分别发现耐超干的水稻品种具有一特异性

的 36.3 kD和39.4 kD热稳定蛋白条带。对热稳定蛋白

功能的研究也揭示出 ,热稳定蛋白在与耐干性具有重要

联系的同时与种子寿命也具有同样重要的相关性
[ 6-7]

。
吴晓亮等发现豌豆在含水量低于5%的过分超干燥环境

下 ,热稳定蛋白的含量与种子活力同步下降[ 4] 。

在热稳定蛋白中 LEA蛋白与种子胁迫耐性的相关

研究最为深入 ,研究的方法包括体外试验和植物转基因
分析。在截形苜蓿中的研究表明在干旱处理过程中有

15种多肽发生了变化 ,其中11种属于热稳定的 LEA蛋

白
[ 10]
。经酸性处理后拟南芥种子中诱导合成的热稳定

蛋白成分中也含有极为大量的 LEA 蛋白
[ 15]
。在种子

中 ,LEA蛋白往往因脱水胁迫诱导积累 ,在 LEA蛋白累

积的同时这些蛋白的翻译后修饰 ,例如蛋白磷酸化等过

程都与它们的耐胁迫保护功能有密切的关系 ,而在种子
的胁迫耐性相关生理过程当中 ,除了 LEA蛋白所起的

重要作用以外 ,糖类物质 、脱毒相关分子以及热激蛋白
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等都参与了这一复杂的过程[ 15, 30] 。

3　种子热稳定蛋白的蛋白质组学研究
利用蛋白质组学方法进行种子蛋白质的合成和变

化模式是研究其相关代谢过程的一种非常有用的手段 ,

得益于分离和检测技术的发展 ,目前通过双向电泳技术

和质谱技术进行蛋白质组分析可以获得有关种子蛋白

和基因的大量信息
[ 10 , 15-16]

。利用蛋白组学对种子热稳定
蛋白的研究也有不少成果 ,对这些蛋白的表达模式和数

据进行分析将有利于阐明这些蛋白成分与种子胁迫耐

性和种子耐贮藏能力的关系 ,从而探讨种子热稳定蛋白
在种子中的功能与作用机理。

Ostergaard等通过双向电泳和基质辅助激光解吸附

飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)分析鉴定了成熟大麦
种子中的水溶性蛋白 ,发现其中含有 6种 LEA蛋白、5

种HSP70 、2种HSP60 、8种细胞质 sHSP 和多种蛋白酶

抑制剂
[ 16]
。Boudet等对截形苜蓿种子进行脱水处理 ,对

照处理与未经处理的胚根中的蛋白质组成 ,通过双向电
泳和液相-质谱联用(LC-MS/MS)分析 ,发现了 16个主

要的脱水诱导产生的热稳定蛋白 ,其中 11个分别属于 6

种不同的 LEA 蛋白 ,还有 1种亲水性多肽与豌豆的豆

球蛋白前体同源 ,另外 4种则未确定属于何种蛋白成

分[ 10] 。Oliveira等用三氯醋酸处理拟南芥种子 ,通过电

喷雾液质联用(LC-ESI-MSMS)和液质联用基质辅助激
光解吸电离飞行质谱(LC-MALDI-MSMS)分析发现 ,经

酸性处理后拟南芥种子中诱导合成热稳定蛋白成分中

有大量的 LEA 蛋白 ,还有 2S 和 12S 贮藏蛋白等成

分
[ 15]
。

4　种子热稳定蛋白的功能及应用研究
植物在长期进化的过程中发展了不同的生理 、生化

和分子机制来适应自然界的各种胁迫环境 ,种子热稳定

蛋白与这种耐受机制密切相关
[ 10 ,15]

。Boudet等研究种
子热稳定蛋白对于阐明种子各种蛋白及功能之间的关

联 ,进而提升种子储藏相关性质 ,具有非常重要的意义。

目前 ,种子热稳定蛋白的研究处于逐渐成熟的阶段 ,正
在由单纯的结构 、分布研究转向功能及应用研究领域。

LEA蛋白的应用研究开展最为广泛。Lan等发现

大豆种子 3个 LEA 蛋白基因 PM11 ,PM30和 ZLDE-2
可以明显增加转化大肠杆菌对高盐胁迫和低温的耐受

能力[ 31] 。玉米ABA反应蛋白 Rab17是与植物胁迫反应

相关的一种 LEA蛋白 ,在拟南芥中过量表达 Rab17可

抑制转基因种子在渗透胁迫环境下的萌发过程并提高

转基因植物的抗渗透胁迫耐性[ 30 ,32] 。在大麦中发现的

一种由 ABA和干旱诱导的 LEA 蛋白基因 hva1基因被

广泛应用于植物转基因抗逆研究 ,转化 hva1可以提高

转基因水稻的抗盐和抗旱能力 ,提高缺水条件下转基因
小麦植株的总生物量 ,包括地下部分鲜重和地上部分干

重。在 hva1转基因燕麦和草地植物剪股颖中也明显增

强了这些禾本科植物抵御逆境的能力。转化 hva1基因

的桑树表现了对盐胁迫 、干旱胁迫的广谱抗逆能力 ,其
作用机制与保护了桑树组织的质膜和叶绿体膜的稳定

性有关
[ 33]
。与基因功能相关的热稳定蛋白调控序列也

被用于抗逆研究 ,Prieto-Dapena等利用 LEA 基因启动

子与向日葵热激转录因子基因 HaHSFA9融合转化烟

草 ,转基因烟草种子具有明显抗人工老化能力 ,种子吸
胀初期耐热性显著增加[ 34] 。

在啤酒酿造行业中 ,也发现所选用的大麦种子中热
稳定蛋白的含量直接影响到啤酒的营养成分和啤酒泡

沫的生成。Bobalova等采用 MALDI MS 质谱分析方法

对啤酒酿造相应过程中大麦种子蛋白成分的分析表明 ,

不同的发芽方式在影响这些蛋白成分的同时也直接影

响了啤酒的质量 ,并且发现啤酒泡沫中含有大量的热稳
定蛋白[ 35] ,因此 ,热稳定蛋白质是决定大麦品质的重要

因素 ,而且其优良的耐热性具有潜在的商业价值
[ 12 , 35]

。
甜蛋白在食品加工中的应用前景亦已开始为人们

所关注 ,转入甜蛋白基因的番茄会更有风味[ 25] ,这种蛋

白也可以直接用作食品添加剂
[ 24]
。

5　前景展望
展望未来 ,种子热稳定蛋白研究将有助于揭示种子

耐热耐脱水等优良属性与其所含热稳定蛋白的内在关

系 ,阐明这些热稳定蛋白的生理生化和分子作用机理。
并且利用这些蛋白和基因进行应用研究 ,有望进一步通

过基因工程的手段改善种子对胁迫的耐受性和种子的

耐贮藏性 ,增强作物对逆境的抵抗和适应能力。种子中
所含的一些可食用热稳定蛋白因其特殊理化性质将有

利于食品工业的改良。对不同种类的热稳定蛋白进行
深入的研究将为人类作出更大的贡献。
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Advances Research on Seed Heat-Stable Proteins

LI Yin , LIANG Jia-rong , ZHANG Yi-shun

(Schoo l of Life Sciences , Sun Yat-sen University , Guangzhou , Guangdong 510275)

Abstract:Seed accumulated abound of heat-stable proteins in processes of development and desiccation.These heat-stable
proteins included LEA protein , protease inhibitor , sweet protein and heat-shock proteins.Studies of Heat-stable proteins

would help understanding the role of these proteins in seed development and st ress resistance.To illustrate the regulation
mechanisms of these proteins would provide improvement in seed quality promotion , plant st ress resistance research and

food indust ry.This paper reviewed the progress in research on seed heat-stable proteins and resent application approa-

ches.
Keywords:seed;heat-stable protein;stress resistance;proteomics
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