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铁皮石斛类原球茎空气干燥法超低温保存中的脱水
蛋白分析
林伟强　边红武　王君晖 3 　朱睦元
(浙江大学生命科学学院 , 杭州 310012)

摘　要 : 用空气干燥法将铁皮石斛类原球茎脱水至不同含水量 , 进行超低温保存和热稳定蛋白的 SDS2
PAGE分析 , 并进行脱水蛋白的 Western2blot检测。结果表明 : 在本试验条件下 , 含水量以 g/ g DM表示时 ,

铁皮石斛类原球茎脱水时间 (x) 对含水量 (y) 的回归方程式为 y = - 011208 x + 919636。含水量下降为 011

～015 g/ g DM时 , 冻后存活率达到最大值。当含水量达 110 g/ g DM时 , 热稳定蛋白的含量明显增加 , 经免

疫检测其中分子量分别为 2817 和 3413 kD的两个热稳定蛋白为脱水蛋白。认为含水量是铁皮石斛超低温保

存成功的关键因素 , 也是引起脱水蛋白大量积累的重要条件。
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Analysis of Dehydrins in Cryopreservation of Protocorm2like2bodies of Dendrobium

candidum by the Air2drying Method

Lin Weiqiang , Bian Hongwu , Wang Junhui 3 , and Zhu Muyuan
( College of Life Sciences , Zhejiang University , Hangzhou 310012 , China)

Abstract : Protocorm2like2bodies of ( PLBs) Dendrobium candidum were desiccated to different water con2
tents by an air2drying method. Samples at different water contents were cryoperserved , and the heat2stable proteins

of samples were immunological detected by anti2dehydrin antibody. Water content was based on dry mass , its lin2
ear equation was expressed as y = - 011208 x + 919636. The optimal water content for cryopreservation seemed to
be at the range of 011 g/ g DM to 015 g/ g DM. The amount of heat2stable proteins increased significantly when wa2
ter content decreased to 110 g/ g DM. Results from immunological detection showed that two bands of the heat2sta2
ble proteins with respective molecular masses of 2817 and 3413 kD were dehydrins , which appeared when water

content dropped to 110 g/ g DM. Our work revealed that water content might be a key factor for successful cryop2
reservation as well as for accumulation of dehydrins.
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超低温保存的基本策略是通过降低细胞含水量来避免胞内冰晶的损伤〔1〕。空气干燥法无需冻前和

冻后复杂的处理 , 是避免细胞内结冰的有效途径。近年来 , 空气干燥法常用于保存茎段〔2〕、体细胞

胚〔3〕或合子胚〔4〕等 , 本实验室用该法已成功地冻存了水稻悬浮细胞和铁皮石斛的种子及初生原球

茎〔5 ,6〕。大量试验证明植物细胞如果能耐受超低温保存前的脱水处理 , 就能在快速冷冻过程中存活。

因此在超低温保存中 , 植物细胞抗脱水性的研究显得十分重要。

在脱水胁迫下 , 植物细胞发生了一系列的代谢变化和细胞生物学变化。许多研究发现 , 可溶性糖

和热稳定蛋白的积累在植物维持正常细胞功能和耐脱水胁迫方面具有重要作用〔7 ,8〕。其中 LEA D2Ⅱ族



即脱水蛋白是研究较为深入的一类蛋白 , 它富含极性氨基酸 , 具有高度亲水性和热稳定性 , 能在高温

下保持分子构像不变。脱水蛋白都具有一个或几个两亲性的α- 螺旋区 ( K区) , 这个区域在高等、

低等植物的脱水蛋白中都是高度保守的 , 为 15个残基的共有序列 ( EKKGIMDKIKEKLPG) , 以这段保

守残基来制备单抗 , 可用于检测植物脱水蛋白〔9〕。目前 , 许多研究者认为脱水蛋白的积累与植物细胞

抗冻、抗脱水力的形成有密切关系 , 并推测脱水蛋白的作用机理可能有 3方面 : 1 , 稳定膜系统〔8〕;

2 , 作为冰冻保护剂〔10〕; 3 , 抑制大分子的团聚〔9〕。

铁皮石斛为我国名贵珍稀中药材 , 将脱水蛋白的知识运用于铁皮石斛类原球茎的超低温保存 , 为

种质资源保存提供新的研究内容。在近十几年内 , 国外脱水蛋白的研究十分活跃 , 国内傅家瑞教授等

在种子脱水蛋白方面做了许多工作〔11 ,12〕。目前对兰科植物的脱水蛋白研究很少〔13〕。

1　材料与方法

111　材料

铁皮石斛 ( Dendrobium candidum Wall . ex Lindl . ) 类原球茎是铁皮石斛种子体外诱导而得〔5〕。在琼

脂 (018 %) 固化的 1/ 2 MS培养基上 (光照 2000 lx , 温度 25℃±1℃) 培养 , 每两周继代 1次。取继

代后 1周的类原球茎进行超低温保存试验。

112　方法

11211　细胞脱水和超低温保存　将 016 g左右的铁皮石斛类原球茎样品放入 50 mL三角瓶中 , 封上透

气封口膜 (北京振泰园艺设施公司) , 放入 AD2126电子干燥箱 (台湾防潮科技股份有限公司) 中脱水

(相对湿度 25 %±5 % , 25℃±1℃, 光照 2000 lx) 。当样品脱水至一定含水量时 , 取一半的样品放到冷

冻管投入液氮中 ; 而另一半样品用来恢复培养 , 计算冻前存活率。

11212　含水量和存活率的测定　称取铁皮石斛类原球茎记为鲜样质量 ( FM) , 样品在 80℃烘箱里烘

48 h获得干样质量 (DM) 。在干燥过程中 , 通过阶段性称量样品来计算含水量 , 重复 3次。含水量的

计算方法有两种 : g/ g DM = (FM - DM ) / DM ; % = (FM - DM ) / FM×100。

冻前的样品和复温后的样品先接种在琼脂 (018 %) 固化的含 20 %可溶性淀粉的 1/ 2 MS培养基

上 , 2 d后转移到正常的 1/ 2 MS固体培养基上 , 培养条件均为 25℃±1℃, 暗培养。恢复生长率是指

恢复培养 4周后样品 (干样质量) 的增长百分率。重复 3次。

11213　热稳定蛋白的提取　取 016 g左右的样品 , 在液氮中研磨成粉状 , 置于 2 mL Eppendorf 管中 ,

然后加入 1 mL样品提取液 〔50 mmol/ L Tris2HCl (pH 810) , 1 mmol/ L EDTA , 500 mmol/ L NaCl , 100μg/

mL PMSF〕, 充分摇匀 , 6726 g离心 10 min , 将上清移入新的 Eppendorf管 , 于 100℃水浴 10 min , 冰浴

至室温 , 6726 g 离心 5 min , 将上清液以每管 300μL 分装 , 加入 4 倍体积预冷的丙酮 , 摇匀后于

- 20℃静置 30 min , 再以 5381 g离心 5 min , 去上清液获蛋白质沉淀 , 用 80 %丙酮洗涤沉淀 1次 , 敞

开管口 , 使残余的丙酮完全挥发。将沉淀溶于 40μL样品提取液 (不含 PMSF) , 于 - 20℃冰箱中保存

备用〔14〕。

11214　SDS2PAGE及脱水蛋白的Western2Blot检测　热稳定蛋白在Mini2PROTEAN Ⅲcell (BioRad公司

生产) 电泳。浓缩胶浓度为 4 % , 分离胶浓度为 12 %。每加样孔蛋白质上样量约为 20μg , 上样前将

一定量的样品与等体积 2倍 SDS凝胶上样缓冲液 〔100 mmol/ L Tris2HCl (pH 618) , 200 mmol/ L DTT ,

4 % SDS , 012 %溴酚蓝 , 20 %甘油〕相混合。电泳后 , 凝胶用考马斯亮蓝 R2250进行染色。

SDS2PAGE结束后立刻转膜 , 用Mini2Protean II Electrophoresis (美国 BioRad公司生产) 将蛋白质从

SDS聚丙烯酰胺凝胶转移至 PVDF (德国 Roche 公司产品) 上。脱水蛋白抗体 (1∶1000稀释) 由美国

加州大学的 Timothy J . Close教授赠送。用于蛋白质免疫检测的试剂盒购自晶美生物工程公司 , 为美

国 KPL实验室的 Protein DetectorTM Western Blot Kit 〔HRP , LumiGLO System , Anti2Rabbit IgG ( H + L)〕。

用时 HRP以 1∶1000倍稀释。
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2　结果

211　铁皮石斛类原球茎的脱水处理

在正常继代条件下 , 铁皮石斛类原球茎的含水量为 1014 g/ g DM , 占鲜样质量的 9112 %。图 1为

本试验体系中脱水时间与铁皮石斛类原球茎含水量的关系。随着脱水时间的延长 , 细胞含水量降低。

图 1A的含水量是以 g/ g DM来表示的 , 回归方程式为 y = - 011208 x + 919636 , 其中 x为脱水时间 , 而

y为相对应的含水量 , 含水量变化呈线性关系 , 斜率为含水量下降速率 , 即每小时减少 011208 g/ g

DM。在相同条件的脱水试验中 , 可根据该含水量下降速率较精确地预测脱水时间与细胞含水量的关

系 , 减少称量次数 , 从而保持干燥箱湿度的恒定 , 便于试验操作。图 1B的含水量是以鲜样质量为分

母来表示的 , 含水量变化呈曲线 , 在脱水 0～50 h内含水量变化不大 , 较难根据脱水时间准确预测含

水量的变化。因此本试验样品的含水量均以 g/ g DM来表示。

图 1　铁皮石斛类原球茎的含水量随着脱水时间的下降过程

Fig. 1　Relationship between the desiccation duration and water content of D. candidium PLBs

212　细胞冻前含水量对超低温保存的存活率影响

表 1为不同含水量的铁皮石斛类原球茎在冻

前和冻后的存活率 (恢复生长率) 。随着含水量降

低 , 铁皮石斛类原球茎的冻前存活率也随着降低。

含水量为 011 g/ g DM的样品冻前存活率显著低于

015 g/ g DM的细胞 ( P < 0101) , 可见 011 g/ g DM

的含水量对样品产生明显的脱水损伤。然而经过

液氮保存后 , 含水量大于或等于 110 g/ g DM的样

品不能存活。含水量为 011 g/ g DM的样品冻后存

活率显著高于 015 g/ g DM的样品 ( P < 0101) 。因

此 , 对于铁皮石斛类原球茎而言 , 超低温保存的

最适含水量在 011～015 g/ g DM之间。

表 1　含水量对铁皮石斛类原球茎恢复生长率

(培养 4周后干样质量增长倍数) 的影响

Table 1　Effect of water contents on the recovery rates

( multiple of dry mass after 4 weeks culture) of D. candidum PLBs

起始干
样质量
Initial dry
mass(mg)

样品含水量
Water content
(g/ g DM)

脱水后 (冻前)恢复
生长率±S E
Recovery rates
before freezing±S E

冻后恢复生长率
±SE
Recovery rates after
freezing±S E

528±5 10. 4(对照 Control) 41101±01361 01501±01023

528±5 115 31641±01205 01526±01036

528±5 110 31340±01206 01529±01029

528±5 015 21865±01146 21029±01163

528±5 011 21062±01301 21758±0132

213　含水量对热稳定蛋白和脱水蛋白积累的影响

图 2A是经考马斯亮蓝 R2250染色的热稳定蛋白 SDS2PAGE的结果。未脱水样品热稳定蛋白主要

有两条条带 ,分子量分别为 2817、1912 kD。当含水量减少到 110 g/ g DM时 ,热稳定蛋白大量积累 ,可清

楚看到明显的 5条条带 ,分子量分别为 3413、2817、1912、1710、1313 kD。随着含水量的进一步降低 ,没有

观察到新的明显的条带出现 ,而且热稳定蛋白在量上并没有增加。经过脱水蛋白的 Western Blot 检测 ,

发现只有当含水量等于或低于 110 g/ g DM时 ,铁皮石斛类原球茎的热稳定蛋白中有两条为脱水蛋白 ,

它们的分子量分别为 3413和 2817 kD(图 2B) 。可见在含水量下降速率为 011208 g/ g DM时 ,铁皮石斛类

原球茎热稳定蛋白和脱水蛋白大量积累的关键含水量为 110 g/ g DM。
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图 2　铁皮石斛类原球茎的热稳定蛋白分析( SDS2PAGE检测 , A)和脱水蛋白分析( Western Blot检测 , B)

每一孔道样品的含水量从左到右分别是 1014 (对照 ,Control) ,310 ,210 ,110 ,015 ,011 g/ g DM。

Fig. 2　SDS2PAGE profiles of heat2stable proteins( graph A) and Western Blot detection of dehydrins( graph B) in D. candidum PLBs

In each plate ,from the left lane to right lane ,the samples were at water content of 1014 (control) ,310 ,210 ,110 ,015 and 011 g/ g DM ,respectively.

3　讨论

冻前植物样品含水量的控制是超低温保存成功的关键因素〔15〕。如果样品脱水不充分时 ,就会因胞

内冰晶的形成而导致冰冻损伤〔7〕;相反 ,如果样品脱水过度 ,则形成渗透胁迫的损伤〔16〕。当含水量为

011 g/ g DM时 ,样品冻前存活率和冻后存活率差异不显著 ( P > 0105) ,这说明了 011 g/ g DM含水量的样

品在超低温保存中的损害主要由脱水形成的 ,而液氮冻存没有对样品造成损伤。由此可见 ,只要铁皮石

斛类原球茎能耐受如此严重的脱水 ,那么 ,也就能避免了胞内结冰并实现成功的超低温保存。因此 ,植

物细胞的抗脱水能力是空气干燥法超低温保存的关键。对于铁皮石斛类原球茎空气干燥法超低温保存

而言 ,样品最适的冻前含水量为 011～015 g/ g DM。

脱水蛋白是种子成熟脱水过程中或植物在脱水和低温等胁迫条件下 ,被高水平诱导表达〔8 ,17〕, 是

目前研究较多的一类与脱水胁迫相关的逆境蛋白质。本试验发现只有当含水量低于 110 g/ g DM时 ,脱

水蛋白大量积累。在不同植物中 ,脱水蛋白开始被诱导合成的含水量各不相同。如北美野生稻 ( Zizania

palustris)幼苗在含水量为 310 g/ g DM时脱水蛋白就开始表达〔18〕。不同种类之间差别的原因尚不清楚 ,

但有一点是明确的 ,在脱水胁迫下 ,含水量的降低是诱导脱水蛋白表达的关键因素。

大量试验发现脱水蛋白与植物细胞抗冻抗脱水力有一定的联系。本试验表明在铁皮石斛类原球茎

受到严重脱水时 ,脱水蛋白大量积累。因此推测脱水蛋白对细胞耐受脱水胁迫可能起到保护作用。也

有研究认为仅有脱水蛋白存在并不能有效起到抗脱水抗冻作用。早有报道 ,糖类对蛋白质的保护作用

与抗冻有关。Walters等〔19〕发现从小麦胚提取出的脱水蛋白与糖类物质紧密的结合在一起 ,且这一复合

物相对于普通蛋白与糖类物质的混合物来说 ,具有更高的水结合能力。因此 ,脱水蛋白可能与糖类物质

或其它渗透物质相互作用发挥更大的抗冻、抗脱水力。为了确切了解植物脱水蛋白在超低温保存过程

中的作用 ,还需进行更深入的研究。
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