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磷胁迫下油菜幼苗叶片差异蛋白表达的初步分析
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摘要:以油菜品种中油 821为材料 ,利用双向电泳技术研究足磷和缺磷条件下油菜幼苗叶片差异表

达的蛋白质 ,进而为揭示油菜耐低磷胁迫的分子机制奠定基础 。结果表明:经电泳 、PDQuest分析后 ,
缺磷处理下差异显著的蛋白质点有 38个 ,19个表达量显著上调 ,19个显著下调。磷胁迫下蛋白表达
量的差异说明逆境下植物体可通过多种蛋白的协调作用来适应外界环境的变化。
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Abstract:The proteome changes in the seedling leaves of Zhongyou 821 w as investig ated by 2-
DE , which could lay the foundation for the mo lecule mechanism of the rapeseed endured low
phosphor.T he results show ed that , analy sed by 2-DE , PDQ uest sof tw are , the rema rkable differ-
ence points of the young plants treated wi th no enough phosphoric we re 38 , and 19 proteins w ere
up-regulated , and the other 19 points were down-regulated , which revealed that many pro teins
invovled in the phy siolo gical pro cess under pho spho rous deficency .
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　　磷在植物生长发育和代谢中发挥着重要的作

用 ,但土壤中的磷多数为难以利用的固定态磷或有

机磷;特别是在酸性或碱性土壤中 ,由于土壤的吸附

作用 、低溶解性以及磷在土壤中难以移动等因素 ,造

成土壤有效磷不足 ,这成为我国乃至全世界农业生
产中限制作物产量的一个重要因子[ 1] 。甘蓝型油菜

对缺磷敏感 ,缺磷会导致油菜产量和品质下降 。为

此 ,人们大量施用磷肥 ,致使土壤变成一个巨大的磷

库[ 2] 。因此 ,根据油菜自身的特性 ,研究其对磷的高

效利用日渐成为热点 。

蛋白质组学技术是研究植物生长发育过程中各种

因素诱导的蛋白质差异表达的有效方法。目前 ,有关
油菜等高等植物在磷胁迫下蛋白质组学的研究仅见少

数报道 ,如陆锦池等[ 3] 研究了缺磷条件下水稻根部蛋

白质组 ,发现有3类差异表达的蛋白 ,其中包括与信号

转导相关的蛋白 ,与生长相关的蛋白 ,与化感物质代谢

相关的蛋白。刘燕等
[ 4]
研究了低磷胁迫下玉米根系的

蛋白质组学 ,发现缺磷时 6个蛋白质上调表达。李坤

朋等[ 5]对玉米根系的蛋白质组变化进行系统分析发

现 ,低磷胁迫下差异表达的蛋白参与了碳代谢、次级代

谢 、能量代谢 、蛋白质的合成及抗性防御等过程。
本研究以油菜品种中油 821为材料 ,利用优化的

双向电泳程序 ,找出磷胁迫下差异表达的蛋白质点 ,进

而为构建油菜耐低磷胁迫的蛋白质谱及后续开展的油

菜抗低磷胁迫的特异蛋白基因的确定奠定基础。

1　材料和方法

1.1　材料和试验处理

选取油菜中油 821(由郑州大学生物工程系田保明

教授提供),播种于育苗穴盘中 ,蛭石和珍珠岩按 2∶1
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的比例混合。试验设对照(+P)和缺磷处理(-P),每

处理 2个穴盘。将基质分别用完全营养液和缺磷营养

液浇透 ,然后挑取大小一致的种子进行播种。完全营

养液(+P)的配方:2mmol/L KNO3 ,3mmol/L CaCl2 ,

1mmol/L K 2SO4 , 0.5mmol/ L MgSO4 , 0.4mmol/ L

KH2PO4 , 0.15mmol/L K2HPO4 , 0.2mmol/L Fe-Na-

EDTA ,14mmol/L H3BO3 ,5mmol/L MnSO 4 ,3mmol/ L

ZnSO 4 , 0.7mmol/ L(NH 4)6 Mo7O 24 , 0.7mmol/ L

CuSO 4 ,0.1mmol/L CoCl2 [ 6] 。缺磷营养液(-P):

去掉完全营养液中的 KH 2PO 4 和 K 2HPO4 成分 。

营养液平均每 5 d更换 1 次。油菜生长条件:昼/夜

温度为 25℃/15℃,散光培养 。

1.2　蛋白质双向电泳

取培养 30 d的中油 821第 1片真叶 ,用改良的

TCA/丙酮法提取叶片细胞总蛋白
[ 7]
。蛋白质定量

参照 Bradfo rd法[ 8] ,具体方法参照《生物化学实验

原理和方法》[ 9] 。双向电泳参照甘露等[ 10] 的方法 ,

等电聚焦采用 pH4 ～ 7 的预制 IPG 胶条(长 17 cm)

进行;电泳后凝胶图像用 PDQuest 8.0.1软件进行

分析 ,选取主胶 ,手动选择原始图像上的最大点和最

弱点 , 选择高斯模型 , 去除背景 , 运行自动斑点检

测 , 然后手动匹配斑点 , 将所有斑点标准化 , 分析

凝胶之间的斑点表达差异 , 得出最终的报告结果。

2　结果与分析

由图 1分析可知 ,中油 821幼苗叶片在正常磷

浓度下检测到 468 个蛋白点 , 缺磷处理后检测到

432个蛋白点 。在本试验方法和条件的基础上 ,使

用 PDQuest 8.0.1软件 ,将图像裁剪成相同大小 ,去

除背景噪音 ,建立试验组 ,进行斑点自动检测和匹

配 ,初次匹配后 ,对一些软件不能准确匹配的点进行

手动校正 ,最后建立分析组 ,出最终报告。经软件分

析后发现 ,中油 821 幼苗叶片在缺磷处理后表达量

发生显著上调(上调 2倍)的蛋白质点有 19个(表

1 ,图 2),发生显著下调(下调 2倍)的蛋白质点有 19

个(表 2 ,图 3)。

a 、c代表足磷条件下幼苗叶片的表达图谱;b 、d为缺磷处理 30d后幼苗

叶片的表达图谱。每个样品上样 500μg , CBB G-250染色

图 1　经缺磷 、足磷处理 30 d后油菜叶片蛋白双向电泳图谱

表 1　中油 821 叶片缺磷处理后蛋白表达量显著上调的蛋白质点及表达量

点编号
正常处理的

表达量

缺磷处理 30d后

的表达量
点编号

正常处理的

表达量

缺磷处理 30d后

的表达量

0307 1162.0 2623.2 3801 86.8 589.0
0309 252.2 876.9 4503 1745.8 9441.8
0402 1334.2 2948.7 4602 322.2 698.4
0906 317.6 675.9 4807 122.7 1601.4
1301 605.1 2144.5 5205 1066.8 3186.3
1605 4815.2 11551.3 5604 812.7 1700.5
1607 6449.1 22027.9 6208 698.9 2407.8
1903 4.8 602.2 9205 569.5 1379.2
2501 1386.1 4216.2 9705 1110.7 9149.4
3604 318.1 782.1

　注:表中表达量为 2次双向电泳凝胶蛋白质表达量的平均值。下同
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表 2　中油 821 叶片缺磷处理后蛋白表达量显著下调的蛋白质点及表达量

点编号
正常处理的

表达量

缺磷处理 30d后

的表达量
点编号

正常处理的

表达量

缺磷处理 30d后

的表达量

0706 17704.4 5440.2 5803 1432.6 421.5

1608 1996.8 738.6 6303 2300.8 1062.4

1904 1423.5 603.0 6504 715.2 262.2

3401 692.3 264.4 6609 4445.9 655.5

3601 15038.0 2882.0 6704 8835.6 2395.7

3808 1124.0 375.0 8706 2285.8 905.6

4601 14529.2 5656.9 8801 2628.0 866.6

4604 2863.4 1396.7 9503 1856.0 771.7

4801 2275.4 917.7 9703 1744.8 723.5

4802 4537.8 1758.3

图中标箭头的点为缺磷处理后显著上调的蛋白质点

图 2　缺磷处理后油菜叶片蛋白表达量显著上调的蛋白质点

图中标箭头的点为缺磷处理后显著下调的蛋白质点

图 3　缺磷处理后油菜叶片蛋白表达量显著下调的蛋白质点

3　结论与讨论

本研究在甘露等
[ 10]
已建立的甘蓝型油菜蛋白

双向电泳体系基础上发现 ,缺磷处理 30 d后油菜叶

片蛋白有 38个差异表达 ,其中有 19 个表达量发生

显著上调 ,19个发生显著下调 ,在后续的试验中将

选取部分点进行质谱鉴定 ,从而为揭示油菜耐低磷

胁迫的分子机制以及遗传性状的改良奠定基础 。

双向电泳作为蛋白质组学的核心技术 ,已被广

泛用于模式动植物的研究 ,包括样品制备 、等电聚焦

和 SDS-PAGE等 。样品制备是双向电泳中最基础

的环节 ,本研究在 TCA/丙酮法提取植物蛋白体系

的基础上 ,优化裂解液的配方 ,降低了 T ris-HCl的

浓度 ,适当提高 DTT 的浓度 ,并延长了裂解的时

间 ,实践表明 ,裂解时间的长短对提取的效果非常重

要 ,并且在接下来的试验中发现 ,对提取的蛋白以干

粉的形式保存能够有效防止蛋白质的裂解 。通过前

期工作发现 ,油菜叶片总蛋白主要集中在 pH4 ～ 7

的梯度范围内 ,因此 ,本试验采用 pH4 ～ 7 的胶条

(长 17cm),提高了低丰度蛋白的分辨率 。在等电

聚焦中 ,采用主动水化与被动水化相结合的步骤 ,上

样之后 ,先室温被动水化 1 ～ 3 h ,再进行主动水化。

主动水化可以促进大分子蛋白进入胶条 ,但是同时

会损失一部分小分子蛋白 ,结果发现将主动水化与

被动水化结合起来 ,比单独使用主动水化的效果要

好 。在等电聚焦时 ,稳定的高电压有助于蛋白点的

迁移 ,为了得到重复性好 、分辨率高的双向电泳图

谱 ,本试验延长了低电压的电泳时间 , 进行有效除

盐 ,另外也延长了聚焦的时间 ,取得了较好的效果。

胶条的平衡也是至关重要的一步 ,本试验严格控制

平衡的时间 ,第 1 次平衡 15min ,第 2次 14min 且

应注意避光 ,另外 ,平衡后的胶条要先在 1×电泳缓

冲液中浸泡 ,这样可以减少聚丙烯酰胺凝胶电泳时出

现的纵条纹。最后对扫描后的凝胶进行干胶保存 ,考

虑到甘油保存的凝胶容易长菌 ,因此 ,干胶的全过程

必须确保在无菌条件下进行。 (下转第 112页)
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10 d ,密度增加 1.5万 ～ 3.0万株/hm 2 。

3.3　加强田间管理

应早间苗早定苗 、早追肥 、预防病虫害。施肥应

采取平衡配方施肥 ,即 N 、P2O5 、K2O 比例为 1 ∶

(0.5 ～ 1)∶0.7 ,即三元素复合肥(N∶P2O5 ∶K2O=

15∶15∶15),施肥量为 525 ～ 1050 kg/hm2 ,并在现蕾

期可适当追施尿素 75 ～ 150kg/hm2;磷 、钾肥全部作

底肥 ,氮肥 70%作底肥 ,30%作追肥施于现蕾至始花

期。加强病虫害综合防控 ,在芝麻出苗前后可采取毒

饵防治地老虎(用敌百虫等药剂与炒香的麦麸混合田

间撒施);幼虫盛发期可用 48%毒死蜱(乐斯本)乳油 、

20%氯虫苯甲酰胺 ,傍晚时喷药效果好。蚜虫为害初

期要早喷洒 10%吡虫啉可湿性粉剂 1500 倍液 ,或

10%烯啶虫胺 2 500倍液;用 2.5%高效氯氟氰菊酯

(功夫)乳油 3000 倍液 、5%氟虫脲(卡死克)乳油

4000倍液等防治棉铃虫 、荚野螟 、芝麻天蛾等害虫。

对于芝麻病害 ,可用 50%多菌灵 500倍液 、70%甲基

硫菌灵 800 ～ 1000倍液 ,防治芝麻茎点枯病 、枯萎病 ,

兼治多种真菌性叶部病害;用 72%农用硫酸链霉素

4000倍液防治细菌性角斑病;发现零星轻发病株时 ,

及时喷药防治 ,拔除 、销毁重病株
[ 4]
。在生育后期及

时排涝 、防旱 ,并喷施磷酸二氢钾 、光合微肥 、叶片保护

剂等 1 ～ 2次 ,以养根护叶防早衰 ,提高籽粒饱满度。

3.4　适期打顶和适当晚收

芝麻打顶可以提高叶片光能利用效率和水分利

用效率[ 5] ,适期打顶使产量构成因素更加合理 ,表现

出主茎果轴长延长 、单株蒴数 、蒴粒数 、千粒重增加 ,

秕籽率下降 ,从而提高品种产量和商品品质[ 6-7] 。郑

黑芝 1号春播应于 7月底进行小打顶 ,夏播则以立

秋前后打顶为宜。收获一般以植株下部 2 ～ 3个果

节微裂时或植株中部呈现种子固有色泽时开始收获

为宜;收后应小捆架晒 ,以防霉变 ,以提高品种的商

品品质 。
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