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　　蓖麻（ＲｉｃｉｎｕｓｃｏｍｍｕｎｉｓＬ．），大戟科，世界十大油料作物
之一［１］，具有很高的应用价值［２－５］。蓖麻中有毒的物质主要

包括蓖麻碱、蓖麻毒蛋白、变应原、血球凝集素这４种物质，都
具有很大的毒性。蓖麻毒蛋白是一种蛋白分解酶，是由毒类

素、全毒素、凝集素这３种物质组成的蛋白质［６］，其相对分子

量为６４０００左右，也有报道为３６０００～８５０００。蓖麻毒素（ｒｉ
ｃｉｎ）为白色粉末状或结晶状，无味，不溶于有机溶剂，在饱和
的硫酸铵溶液中能沉淀析出。蓖麻毒蛋白由 Ａ、Ｂ２条链组
成。Ａ链是效应链，是一种具有Ｎ－糖苷酶活性的多肽；Ｂ链
有凝集素的活性，能与细胞上的半乳糖的糖蛋白结合［７］。蓖

麻提取物具有杀虫的特性，适用于开发生物农药。曾有人对

蓖麻不同部位蓖麻碱的含量进行测定［８］，但至今国内还没有

人测定过蓖麻不同时期叶片中毒蛋白的含量。本试验采用硫

酸铵沉淀法、ＢＣＡ蛋白试剂盒法、ＵＶｗｉｎ５紫外软件 ｖ５．１．０、
ＢａｎｄＳｃａｎ蛋白定量分析软件相结合的方法，对蓖麻毒蛋白在
蓖麻不同部位叶片中含量进行简单、快速、精确的分析测定，

为研究蓖麻毒蛋白在植株各部位的含量分析奠定基础。

１　材料与方法

１．１　试验材料
植物材料为通蓖５号蓖麻组织培养苗，由内蒙古民族大

学蓖麻工程研究中心提供。

１．２　仪器与试剂
Ｈｅｍａ冷冻离心机（珠海黑马医学仪器有限公司）；

ＤＹＹ－６Ｃ型电泳仪（北京市六一仪器厂）；紫外可见分光光
度计－Ｔ６新世纪（北京普析通用仪器有限责任公司）；ＢＣＡ
蛋白定量试剂盒（北京庄盟国际生物基因科技有限公司）；

ＢａｎｄＳｃａｎ蛋白定量分析软件。
１．３　试验方法
１．３．１蓖麻粗蛋白的提取　参照曾佑炜等的方法［９］，对每１ｇ
叶片中磷酸缓冲液的加入量和ＰＥＧ的分子质量进行优化，同
时对比冷藏叶片和新鲜叶片的提取效果，从而确定试验方法。

取３株蓖麻组织培养苗，称取约１ｇ蓖麻不同部位的叶片，在
液氮中充分研磨；按照１ｇ叶片加入１０ｍＬ５ｍｍｏｌ／Ｌ磷酸缓
冲液（ＰＢＳ，ｐＨ值６．５，含１００ｍｍｏｌ／ＬＮａＣｌ，称为缓冲液Ａ）的
比例加入，并充分混匀；４℃放置过夜；４℃下１７０００ｒ／ｍｉｎ离
心３０ｍｉｎ，小心去除沉淀和白色脂肪；重复离心１次，取上清；
在上清中加入固体（ＮＨ４）２ＳＯ４，达到６０％饱和度；４℃放置
３ｈ；４℃下１７０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ；倒去上清，把沉淀溶解
在缓冲液Ａ中；装入透析袋（截留分子量：８０００～１４０００），用
ＰＥＧ（分子量 ２００００）包埋后 ４℃ 透析 ３ｈ；４℃ 下
１７０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，取上清即为毒蛋白粗品，记录所得
的粗蛋白的体积，并设置３个重复。
１．３．２　蓖麻粗蛋白含量的测定
１．３．２．１　蛋白质标准曲线的制作　标准曲线制作的操作步
骤参照北京庄盟国际生物基因科技有限公司 ＢＣＡ蛋白定量
试剂盒说明，得到浓度计算公式：Ｃ＝ｋ１×Ｄ５６２ｎｍ ＋ｋ０，其中：
ｋ０＝－０．０８０９１，ｋ１＝０．９８２７９，Ｄ５６２ｎｍ为波长为５６２ｎｍ处吸
光度，相关性为０．９９９７。
１．３．２．２　粗蛋白浓度测定　取一定量粗蛋白，稀释１００倍后
测Ｄ５６２ｎｍ，并根据蛋白标准曲线公式计算稀释１００倍后粗蛋
白的浓度μｇ／μＬ）。粗蛋白浓度Ｃ（μｇ／μＬ）＝（ｋ１×稀释１００
倍后的Ｄ５６２ｎｍ＋ｋ０）×１００。
１．３．２．３　粗蛋白含量的计算　根据粗蛋白的浓度、粗蛋白的
体积和每个样品中提取粗蛋白时叶片的重量，计算出每１ｇ
叶片粗蛋白的含量。粗蛋白含量（ｍｇ）＝稀释１００倍后浓度
（μｇ／μＬ）×粗蛋白体积（ｍＬ）。１ｇ叶片粗蛋白含量（ｍｇ／ｇ）＝叶
片中粗蛋白含量（ｍｇ）／叶片重量（ｇ）。
１．３．３　蓖麻毒蛋白含量的测定
１．３．３．１　粗蛋白的 ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳　用 １２％的胶进行
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳，每个点样孔上样量为３０μＬ。
１．３．３．２　蛋白条带灰度比重分析　具体操作步骤参见
ＢａｎｄＳｃａｎ软件操作说明。得到每个品种中每种蛋白质占粗

—３４—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第２期



蛋白的灰度百分比。

１．３．３．３　毒蛋白含量计算　根据ＢａｎｄＳｃａｎ软件分析毒蛋白
占粗蛋白灰度百分比和每１ｇ叶片中粗蛋白含量，计算每１ｇ
叶子中毒蛋白的含量。每１ｇ叶子中毒蛋白的含量（ｍｇ／ｇ）＝每
１ｇ叶片粗蛋白含量（ｍｇ／ｇ）×毒蛋白占粗蛋白的灰度百分比。

２　结果与分析

２．１　蛋白标准曲线的制作
利用ＢＣＡ法绘制的蛋白质标准曲线见图１。从图１可以

看出，所制作的蛋白质标准曲线质量较好。

２．２　蓖麻粗蛋白含量的测定
对３株蓖麻粗蛋白含量的测定结果见表１。
从表１可以看出：第１株蓖麻不同部位叶片中粗蛋白含

量从真叶 ８到真叶 １４依次为 ６．１７７、３．７１７、６．２６６、４．１９０、
７１４９、１２．３９９、５．６７３ｍｇ／ｇ；第２株蓖麻不同部位叶片中粗蛋

白含量从真叶１１到真叶１９依次为 １１．８８３、９．０７３、１０．７９０、
１５９１９、９．４７１、６．５４１、１０．８０６、６．２７８、１６．８８９ｍｇ／ｇ；第３株蓖
麻不同部位叶片中粗蛋白含量从真叶１３到真叶１８依次为
２６１８６、２１．４５７、２７．５７８、２８．４３７、３１．０２９、２４．１５１ｍｇ／ｇ。

表１　３株蓖麻不同部位叶片中毒蛋白含量

植株 叶位
叶片用量

（ｇ）
粗蛋白体积

（ｍＬ）
稀释１００后测
Ｄ５６２ｎｍ（μｇ／μＬ）

粗蛋白浓度

（μｇ／μＬ）
粗蛋白含量

（ｍｇ）
叶片中粗蛋白

含量（ｍｇ／ｇ）
毒蛋白占粗蛋

白的百分比（％）
叶片毒蛋白

含量（ｍｇ／ｇ）

第１株 ８ １．０１４３ １．５８０ ０．１２２６７ ３．９６５ ６．２６５ ６．１７７ ２．３ ０．１４２０７
９ １．０４２０ ０．７５３ ０．１３４６７ ５．１４４ ３．８７３ ３．７１７ １．６ ０．０５９４７
１０ １．０３５４ ２．０００ ０．１１５３３ ３．２４４ ６．４８８ ６．２６６ ０ ０
１１ １．０９４３ １．０８５ ０．１２５３３ ４．２２６ ４．５８５ ４．１９０ ０．８ ０．０３３５２
１２ ０．５７０６ １．３６８ ０．１１２６７ ２．９８２ ４．０７９ ７．１４９ ０ ０
１３ １．０８５２ ２．１５３ ０．１３６３３ ５．３０７ １１．４２６ １２．３９９ ０．５ ０．０６２００
１４ １．０３９４ ０．８００ ０．１５７３３ ７．３７１ ５．８９７ ５．６７３ ０．６ ０．０３４０４

第２株 １１ １．００６０ １．２７６ ０．１７８３３ ９．４４４ １１．９５４ １１．８８３ ２．７ ０．３２０８４
１２ ０．８４３２ １．５４６ ０．１３２６７ ４．９４８ ７．６５０ ９．０７３ ３．５ ０．３１７５６
１３ ０．６９７８ １．６１８ ０．１２９６７ ４．６５３ ７．５２９ １０．７９０ １．４ ０．１５１００
１４ １．０１２７ １．２６５ ０．２１２００ １２．７４４ １６．１２１ １５．９１９ ２．８ ０．４４５７３
１５ ０．８１６４ １．０００ ０．１６１００ ７．７３２ ７．７３２ ９．４７１ ２．４ ０．２２７３０
１６ １．００１８ １．０００ ０．１４９００ ６．５５３ ６．５５３ ６．５４１ ２．７ ０．１７６６１
１７ ０．９９０６ １．２００ ０．１８１３３ ０８．９２０ １０．７０４ １０．８０６ ４．０ ０．４３２２４
１８ １．０１５４ ０．６９０ ０．１７６３３ ０９．２３９ ６．３７５ ６．２７８ ２．０ ０．１２５５６
１９ １．０１６３ １．３００ ０．２１６６７ １３．２０３ １７．１６４ １６．８８９ １．３ ０．２１９５６

第３株 １３ １．０１０６ １．４００ ０．２７４６７ １８．９０３ ２６．４６４ ２６．１８６ ２．０ ０．５２３７２
１４ １．０４６５ １．１９０ ０．２７４３３ １８．８７０ ２２．４５５ ２１．４５７ ２．４ ０．５１４９７
１５ １．００８７ １．５３０ ０．２６７３３ １８．１８２ ２７．８１８ ２７．５７８ ３．３ ０．９１００７
１６ １．１０００ １．５５０ ０．２８７６７ ２０．１８１ ３１．２８１ ２８．４３７ ３．３ ０．９３８４２
１７ １．０２９９ １．３２０ ０．３２８６７ ２４．２１０ ３１．９５７ ３１．０２９ ４．０ １．２４１１６
１８ １．０４８１ １．１９０ ０．２９８６７ ２１．２６２ ２５．３０２ ２４．１５１ ２．６ ０．６２７９３

２．３　粗蛋白的ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳
３株蓖麻不同部位叶片粗蛋白电泳结果见图２。从图２

可以看出，毒蛋白分子量为３２．０ｋｕ和３４．０ｋｕ的２条带相距
非常近，在电泳图中２条带有重叠的部分。
２．４　毒蛋白占粗蛋白的灰度百分比分析

ＢａｎｄＳｃａｎ蛋白定量分析软件对３个植株不同部位叶片
粗蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳结果进行分析，得出各种蛋白占粗
蛋白的灰度百分比，由于每个叶片的条带数不同，所以毒蛋白

在分析时不在一条直线上。另外毒蛋白的２条带分子量差异
较小，电泳过程中有些出现２条带重叠现象，导致软件分析
时，被认为是１条带，但不影响软件的最后分析结果。

对３株蓖麻的蛋白灰度分析见图３和表１。
　　由表１和图３可以看出：第１株蓖麻不同部位叶片中毒

蛋白占粗蛋白的灰度的百分比从真叶 ８到真叶 １４依次为
２３％、１．６％、０、０．８％、０、０．５％、０．６％；第２株蓖麻不同部位
叶片中毒蛋白占粗蛋白的灰度的百分比从真叶１１到真叶１９
依次为２．７％、３．５％、１．４％、２．８％、２．４％、２．７％、４．０％、
２０％、１．３％；第３株蓖麻不同部位叶片中毒蛋白占粗蛋白的
灰度的百分比从真叶 １３到真叶 １８依次为 ２．０％、２．４％、
３３％、３．３％、４．０％、２．６％。
２．５　毒蛋白含量计算

对３株蓖麻中毒蛋白的含量计算结果见表１。
　　由表１可以看出，第１株蓖麻不同部位叶片中毒蛋白含
量从真叶 ８到真叶 １４依次为 ０．１４２０７、０．０５９４７、０、
０．０３３５２、０、０．６２００、０．０３４０４ｍｇ／ｇ；第２株蓖麻不同部位叶
片中毒蛋白含量从真叶１１到真叶１９依次为０．３２０８４、０．３１７５６、
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０．１５１００、０．４４５７３、０．２２７３０、０．１７６６１、０．４３２２４、０．１２５５６、
０．２１９５６ｍｇ／ｇ；第３株蓖麻不同部位叶片中毒蛋白含量从真
叶１３到真叶 １８依次为 ０．５２３７２、０．５１４９７、０．９１００７、
０．９３８４２、１．２４１１６、０．６２７９３ｍｇ／ｇ。

根据表１求出每个叶片中含有毒蛋白的平均含量，结果
见表２。

表２　不同部位蓖麻叶片中毒蛋白含量的平均值

叶位 毒蛋白含量（ｍｇ／ｇ）
８ ０．１４２０７
９ ０．０５９４７
１０ ０
１１ ０．１７７１８
１２ ０．３１７５６
１３ ０．２４５５７
１４ ０．３３１５８
１５ ０．５６８６９
１６ ０．５５７５２
１７ ０．８３６７
１８ ０．３７６７５
１９ ０．２１９５６

　　根据表２作不同部位蓖麻叶片中毒蛋白含量的散点图
（图４），看线性趋势。
　　由图４可以看出，不同部位蓖麻叶片中的毒蛋白的含量
随着叶位的增大而增加。

３　结论与讨论

从总体上看，蓖麻叶片中的毒蛋白的含量与叶位呈正比。

蓖麻提取物中的主要杀虫物物质为蓖麻毒蛋白和蓖麻

碱，蓖麻毒蛋白主要具有触杀作用，蓖麻碱则主要具有触杀胃

毒和一定的拒食作用［１０］。蓖麻毒蛋白用于制造生物农药具

有很好的前景。在条件优化过程中发现，经冷冻的叶片中毒

蛋白的含量低于新鲜叶片中毒蛋白的含量，叶片在冷冻过程

中毒蛋白会降解；老叶片中毒蛋白的含量低于幼嫩的叶片中

毒蛋白的含量，随着叶片中粗纤维的增加，蛋白质总量减少，

同时毒蛋白的含量也减少。

蓖麻籽主要用于榨油，经高温处理后，蓖麻中的主要毒性

物质只有变性原和蓖麻碱，饼粕可用于提取蓖麻碱。蓖麻的

叶片主要用于秸秆还田，利用蓖麻叶片提取蓖麻毒蛋白有利

于对蓖麻的充分利用，减少资源浪费，有助于开发新型生物农

药，本研究为蓖麻毒蛋白在整株蓖麻叶片的分布奠定了基础，

有利于农药开发的后续研究。
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　　柳枝稷（ＰａｎｉｃｕｍｖｉｒｇａｔｕｍＬ．）为多年生草本 Ｃ４植物，在
北美洲广泛种植［１］。柳枝稷植株高大，具有根系发达、防风

固沙能力强、耐瘠薄等优点，是沙漠绿化的理想植物［２］。柳

枝稷可合成燃料乙醇、甲醇、沼气、氢气等，由于其能源产出率

高，在乙醇生产过程中易降解，被美国政府确定为替代玉米生

产燃料乙醇的首选能源植物［３］。保存并快速繁殖优质材料

是现代生物育种技术的重要研究内容。Ｘｉ等研究发现，柳枝
稷是一种异型杂交的多倍体单子叶植物，具有高度的自交不

亲和性［４］。因此，通过遗传转化获得具有高遗传力的柳枝稷

转基因品种变得尤为重要，转基因育种的前提是建立高效的

植物组织培养体系。现有的柳枝稷组培研究中，外植体多为

叶片、茎尖、节间及幼穗，以这些材料作为外植体，愈伤诱导率

普遍较低，且容易受生长周期及季节限制。本研究以柳枝稷

成熟种子为材料，探索愈伤诱导过程中最佳外源激素配比，从

而建立柳枝稷种子组培快繁体系，旨在为开发利用柳枝稷资

源提供依据。

１　材料与方法

１．１　材料

柳枝稷品种为Ａｌａｍｏ（北京市农林科学院），用自来水冲
洗脱壳后的成熟种子，去掉杂质，用无菌水浸泡１２ｈ，冲洗后
风干，置于４℃冰箱中备用。
１．２　方法
１．２．１　培养基配制　愈伤组织诱导及分化以 ＭＳ为基础培
养基，采用３因素３水平进行试验（表１），ｐＨ值为８．０。生根
培养基为 １／２ＭＳ＋ＮＡＡ（０．４、０．８、１．２、１．６ｍｇ／Ｌ）＋３％ 蔗
糖＋０．７５％ 琼脂，ｐＨ值为８．０。配制完成后，１２１℃高压灭
菌１５ｍｉｎ，待温度冷却至５０～６０℃时摇匀，倒入培养皿中，置
于超净台风干备用。

１．２．２　种子处理　挑选干燥饱满的种子，首先用６％ ＮａＣｌＯ
溶液消毒２．５ｈ，轻轻搅动使ＮａＣｌＯ与种子充分接触，然后用
无菌水清洗３～５遍，浸泡１２ｈ。之后用６％ ＮａＣｌＯ溶液消毒
２０ｍｉｎ，用无菌水清洗种子３～５遍［５］。在无菌条件下，将处

理好的种子接种到愈伤诱导培养基中进行培养。

１．２．３　培养条件　选择同一批成熟种子作为外植体进行愈
伤组织诱导及分化试验，每处理重复５次，每个培养皿中接种
３０粒种子，置于光照培养箱中培养。培养３０～４５ｄ后，选择
株高为２～４ｃｍ的再生苗，切下幼苗转入生根培养基中，继续
置于光照培养箱中培养，每个组培瓶接种１２个外植体，每浓
度重复４次，培养１０～１５ｄ。愈伤组织诱导培养基试验因素
及水平见表１。ＧＺＸ－３００ＢＳ－４光照培养箱（上海新苗医疗
器械制造有限公司）培养温度设置为２４℃，光照培养时间为
１６ｈ／ｄ，光照强度为１２０００ｌｘ。
１．２．４　生长指标测定　接种后，每３ｄ统计１次胚芽数目、
胚根出现时间及数目、愈伤组织出现时间及数目等指标。培

养３０～４５ｄ后，统计种子发芽率及愈伤诱导率，确定最佳愈
伤组织诱导培养基激素配比。在诱导培养基上培养一段时间

后观察愈伤组织的生长情况，观察并统计分化出的不定芽生
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