
水稻是世界上近一半人口的主要粮食，而盐

害是导致水稻减产的重要原因之一 [1]。在亚洲有

2 150 万 hm2 水稻受到盐胁迫的危害；在我国受干

旱、盐侵害的稻田约占栽培面积的 1/5，其中在我国

东北土壤盐碱化十分严重，而且，这种情况仍在不断

加剧[2]。因此，研究、培育耐盐品种，提高土地利用率
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从而扩大水稻种植面积，提高水稻产量刻不容缓[3]。
水稻不同生育阶段受盐碱危害的程度不同，

通过观察水稻不同生长时期在盐胁迫条件下的蛋

白质组表达情况，动态分析水稻的蛋白质组变化，

对新逆境相关蛋白质进行分离与功能鉴定，这不

仅能揭示参与胁迫耐受的蛋白质翻译后调控机

制，而且可以增进对耐受胁迫分子机理的认识 [4]。
同时也有利于进一步探索植物不同生育阶段的抗

盐机理，而且对于今后培育水稻耐盐新品种、提高

作物产量、品质、抗盐性以及推动我国农业的发展

均具有重要意义 [5]。本试验从蛋白质组学角度分

别对耐盐(吉 8945)和盐敏感(吉农大 808)水稻 10
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龄)在正常和盐胁迫条件(100 mmol/L NaCl)下盐胁迫响应蛋白质组进行分析、鉴定，在叶片中，与对照相比，盐

处理后吉 8945 有 21 个点明显上调，吉农大 808 中 35 个点上调表达，其中 12 个点在吉 8945 和吉农大 808 均

上调表达且差异明显。选取其中 6 个点进行 MALDI- TOF- MS/MS 质谱分析，鉴定出两种蛋白质，分别为磷酸
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种子发芽不齐，芽势降低。种子萌发后，对盐反应

较敏感，表现芽尖枯黄、弯曲，迟迟不能绿化，幼苗

期遇盐危害，自叶尖端渐向基部、由下部叶片渐向

心叶，先发生卷叶，后渐枯黄，根系发育不良，根尖

变黄褐色，秧苗全株几乎枯焦。在 100 mmol/L
NaCl 胁迫条件下，杂交水稻幼苗的生长受到抑

制，由于地下部直接与盐水接触，受到的伤害更

大，导致根冠比同时减小。吉 8945 和吉农大 808
幼苗生长受抑制程度差异明显。吉 8945 幼苗长

势优于吉农大 808，而且与吉农大 808 相比，吉

8945 根冠比在对照与盐处理下差异不明显。无论

从幼苗长势上，还是根冠比值上来看，吉 8945 表

现出较强的耐盐性，而吉农大 808 则对盐比较敏

感。见图 1，图 2。

2.2 盐胁迫响应差异蛋白质的分离与鉴定
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图 2 吉林粳稻早期幼苗在 100 mmol/L NaCl 处理下

根冠比变化

d 苗龄幼苗的叶片在 100 mmol/L NaCl 盐胁迫条

件下差异表达的蛋白质进行了初步分析，同时对

这些与抗盐相关蛋白做了详细讨论。

1 材料与方法

1.1 试验材料

两个耐盐性不同杂交水稻供试品种吉 8945
(耐盐)和吉农大 808(盐敏感 )由吉林农业大学提

供。本试验材料于 2010 年 6～8 月在吉林农业大

学组织培养室发芽盒中培养完成。
1.2 试验方法

1.2.1 幼苗的培养

精选吉 8945 和吉农大 808 种子各 100 粒，

分别播于垫有两层湿润发芽纸的盒中，每盒 50
粒。设清水对照和 100 mmol/L NaCl 处理，水稻

种子于 25℃光照条件下萌发培养 10d，每天更换

盐溶液，以保持盐浓度不变。每天观察种子萌发及

幼苗生长情况。待幼苗生长至 10 d(一叶一心)时
取材，分别收集不同处理及不同品种的叶片和根

材料，装入样品袋，液氮速冻后储存于 - 80℃冰箱

中备用。

1.2.2 吉林粳稻幼苗早期盐胁迫响应蛋白质分离

与鉴定

采用冷丙酮/三氯乙酸沉淀法对粳稻品种吉

8945 和吉农大 808 不同处理下的叶片总蛋白提

取；蛋白质浓度测定采用 Bradford(1976)法；双向

电泳：第一向胶条水合及等电聚焦，以下步骤参照

BIO -RAD 公 司 PROTAIN IEF Cell instruction
Manual 操作程序及注意事项进行；第二向 SDS-
PAGE 电泳，以下操作参照 BIO-RAD 公司 PRO－
TAINR Xi Cell and PROTAINR Xi 2 -D Cell in－
struction Manual 操 作 程 序 及 注 意 事 项 进 行 ；用

GS-800 光密度扫描仪对凝胶进行扫描(像素大小

为 300 bpi， 文 件 格 式 为 TIFF)。采 用 Bio -Rad
PDQuest (8.0) 分析软件进行凝胶图像匹配分析

Mascot (http://www.matrixscience.com) 数据库对

MALDI-TOF-MS 检测得到的肽质量指纹图谱进

行检索。

2 结果与分析

2.1 盐胁迫下杂交水稻早期幼苗表型鉴定

在种子萌发阶段，由于吸水速度受盐碱抑制，
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2.2.1 地上部盐胁迫响应差异蛋白质的分离

在相同条件下对试验组及对照组分别进行 3
次双向电泳，其总蛋白分布模式极其相似，电泳图

谱具有较好的重现性。采用 PDQuest 软件对吉

8945 和吉农大 808 分别在对照 (945CK、808CK)
和盐处理下(S945、S808)的双向电泳图进行斑点

自动检测和人工去除，分别得到 544、495、526、

440 个蛋白点。以对照作为参考胶对四副 2-D 胶

图进行匹配分析，结果发现其双向电泳图谱格局

基本一致，匹配率均达 90%以上。与对照相比，盐

胁迫条件下，吉 8945 中有 21 个上调蛋白点，而

吉农大 808 中有 35 个上调蛋白点。选取在 S808
和 S8945 中表达差异最显著的 6 个蛋白点进行

质谱分析。见图 3，图 4。

2.2.2 地上部盐胁迫响应差异表达蛋白质的鉴定

对以上 6 个表达差异较明显、重复性好的蛋

白质点进行 MALDI-TOF-MS/MS 分析，结果共

鉴定出两种蛋白质，其中 5 个点均鉴定为 1,5- 二

磷酸核酮糖羧化酶 / 加氧酶、1 个点为磷酸丙酮酸

水合酶。这些蛋白主要参与植物碳水化合物和能

量代谢的调节。

3 讨 论

在本试验中，利用 2-D 电泳分别对盐胁迫条

件下不同盐敏感性杂交水稻 10d 苗龄幼苗叶片和

根蛋白质组进行了分离，并且对 6 个受盐胁迫差

异表达明 显且重复性 好的 蛋 白 质 点 进 行 MAL-
DI-TOF-MS 分析，共鉴定出 2 个蛋白质。鉴定出

的蛋白名称及表达变化情况分别为 1,5- 二磷酸

核酮糖羧化酶 / 加氧酶(表达上调)、磷酸丙酮酸水

合酶(表达上调)，下面对这 2 种蛋白做出讨论。
3.1 1,5- 二磷酸核酮糖羧化酶 / 加氧酶

1,5-二磷酸核酮糖羧化酶(Ribulose-1,5-bis－
phosphate carboxylase/oxygenase， 通 常 简 写 为

Rubisco)位于叶绿体基质中，是一种调节植物光

合作用的关键酶，是植物蛋白中含量最丰富的蛋

白，约占绿叶总蛋白的 12%～35％，占绿叶可溶

性蛋白质含量 50%左右。它参与了植物光合作用

和光呼吸过程，在调节两者之间的关系中起重要

作用。它可以催化 1,5- 二磷酸核酮糖与二氧化碳

的羧化反应或与氧气的氧化反应。Rubisco 酶作

为光合碳同化的关键酶，其活性高低直接影响光

合速率。高光林等 [6]研究了盐胁迫对果树光合生

理的影响，结果表明，盐胁迫可降低人心果 Rubis-
co 酶的羧化效率，使叶绿体 CO2 分压减小，表明

Rubisco 酶活性受盐胁迫限制。此外，Hajduch 等

研究了重金属如铜、钙、汞等对水稻叶片的形态学

及内部蛋白表达变化的影响，结果发现 Rubisco
酶表达活性也受重金属胁迫抑制。推测它们可能

通过抑制光合蛋白核酮糖二磷酸羧化酶加氧酶的

表达而降低光合作用。同时胁迫诱导下产生了一

系列的胁迫相关蛋白质。本试验中 Rubisco 酶大

亚基在盐胁迫后均表达上调，分析其原因可能是

由于 Rubisco 酶通过改变自身的表达量来调控一

些关键酶的表达，促进光合作用，从而使植株获得

一定的耐盐性[7]。
3.2 磷酸丙酮酸水合酶

磷酸丙酮酸水合酶(也叫烯醇酶)，(下转第 20页)
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磷酸丙酮酸水合酶(也叫烯醇酶)，(下转第 20页)

(上接第 3 页) 是糖酵解途径中催化 2- 磷酸甘油酸

与磷酸烯醇式丙酮酸之间进行转化的酶。糖酵解

途径是植物在逆境条件下物质和能量代谢的重要

途径，烯醇酶作为糖酵解途径的一个关键性的酶

在抗逆反应中起着重要作用。烯醇酶(enolase)是
糖酵解途径中的一个重要酶类，其可以催化磷酸

甘油酸脱水形成磷酸烯醇式丙酮酸，该反应是糖

酵解途径中唯一的一步脱水反应。相关研究表明，

植物在厌氧、高盐、干旱、高温、低温等胁迫条件

下，烯醇酶的表达量及酶活性均会产生相应的变

化，从而为逆境条件下植物产生大量自由基而导

致的光合系统损伤的修复提供能量,对于细胞活性

的维持具有重要作用[8]。
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