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摘要:分析了高温胁迫条件下豇豆[Vignaunguiculata (L.)Walpers]幼苗叶片细胞膜透性和保护酶活性等理化

指标的变化及品种间的差异,分析了高温胁迫对豇豆叶片蛋白质表达的影响.结果显示,在高温胁迫下,8个豇

豆品种的热害指数差异有统计学意义,直观表现为之豇28-2和白籽豇豆耐热性强,而高产四号、宁豇三号和红

豇豆的耐热性差;所有豇豆品种的细胞膜透性和丙二醛(MDA)质量摩尔浓度均有不同程度的增大,但耐热性强

的品种增幅较小;超氧化物歧化酶(SOD),过氧化物酶(POD)和过氧化氢酶(CAT)活性呈现出先上升后下降的

变化趋势,而耐热性强的品种增幅较大;耐热豇豆品种的可溶性糖浓度及高温胁迫后的增值均低于耐热性较差

的品种;双向电泳结果表明,高温胁迫特异性诱导了15种和抑制了6种蛋白质表达,另鉴别到8种上调和10种

下调表达蛋白.表明高温胁迫引起一系列生理生化和基因表达的变化.该研究为今后解析豇豆的耐热机理、选育

耐热品种和发掘重要抗热基因等奠定了基础.
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温室气体的大量排放,导致全球气候变暖和厄尔尼诺事件频繁发生.温室效应势必极大地恶化农作物

的生长环境,所带来的高温胁迫将造成作物体内的活性氧积累,使细胞膜脂、DNA和蛋白质等发生氧化性

损伤,进而妨碍作物的生长发育、降低产量和品质、给许多蔬菜和大田作物越夏栽培带来严重障碍.因此,
高温将成为影响农业生产的重要灾害因素之一[1-2].研究植物耐热机制,提高作物的耐热性,已成为植物分

子生物学和作物育种的研究热点.
许多热带起源的植物对高温具有一定的适应能力,不仅具有较强的活性氧清除系统,以维持活性氧代

谢平衡,而且能通过诱导热激蛋白[3]、水孔蛋白[4-5]和Δ'吡咯啉 5 羧酸合成酶(P5CS)[6]等特异蛋白的

合成,以及阻止正常蛋白失活等方式抵抗热害.豇豆起源于非洲,属耐热性蔬菜,是我国夏季栽培的主要蔬

菜作物之一,但品种间的耐热性差异有统计学意义,选育耐热的豇豆品种是避免夏季豇豆栽培中发生热害

的最佳途径[7-11];因此,很有必要弄清豇豆应答高温的理化反应过程,确定豇豆品种的耐热指标,筛选出

高度耐热的豇豆育种材料.本文拟在前期分析豇豆品种之豇28-2响应高温的理化反应基础上[12],比较西南

地区栽培的8个豇豆品种的耐热性和相关理化指标的差异,分析热激处理后豇豆叶片蛋白质表达的特点,
以期为今后解析豇豆的耐热机理、选育耐热品种和发掘重要抗热基因等奠定基础.
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1 材料与方法

1.1 试验材料

试验材料选用之豇28-2、高产四号、宁豇三号、龙翔一号、紫秋豇、白籽豇豆(云南地方品种)、攀豇一

号(攀枝花地方品种)和红豇豆(攀枝花地方品种)等8个豇豆[Vignaunguiculata (L.)Walpers]品种.
1.2 热激处理方法

参照田婷婷等[12]的方法.
1.3 理化指标测定

参照李锡香等[13]的方法,将热害症状分为5级,即0级:植株生长正常,无受害症状;1级:1~2片叶

片变黄,叶缘开始皱缩;2级:全部叶片变黄;3级:叶片萎蔫或半干枯,部分叶片完全干枯;4级:所有叶

片均严重失水萎蔫或干枯,常温下不能恢复.

热害指数=∑(X ×Xi)/(A×N)×100

其中,X 代表热害级数;Xi 代表X 热害级数下植株数;A 代表最高级数;N 代表总株数.
采用氮蓝四唑光化还原法测定超氧化物歧化酶(SOD)活性,愈创木酚比色法测定过氧化物酶(POD)活

性,硫代巴比妥酸显色法测定丙二醛(MDA)质量摩尔浓度[14],MPC227型电导仪测定相对电导率[15],苯

酚法测定可溶性糖的浓度[16].所有检测重复3次,统计幼苗的热害症状.
采用Excel和DPS(DataProcessingSystem)程序分析试验数据.

1.4 叶片可溶性蛋白的提取

采用改进的三氯乙酸 丙酮法提取叶片蛋白[17].Bradford法测定蛋白质质量分数[18].
1.5 可溶蛋白的双向凝胶电泳

第一向 固相pH梯度等电聚焦电泳(IPG-IEF)参照Bio-Rad公司的IPG干胶条使用手册进行.用水化

液(8mol/L尿素,1mol/L硫脲,4%CHAPS,0.2%IPG-buffer,65mmol/LDTT,少量溴酚蓝)对蛋白样品

进行稀释,离心后取上清液上样到等电聚焦盘中.每根17cm,pH值为3~10,线性IPG预制胶条的考染蛋白

质,上样量为1mg,总上样体积为400μL.每根胶条的极限电流为50μA/根,聚焦时的温度为20℃.
第二向 SDS-PAGE电泳是将等电聚焦电泳后的IPG胶条置于5mL胶条平衡缓冲液I(6mol/L尿

素,0.375mol/LTris-HClpH8.8,2%SDS,20%甘油,0.02g/mLDTT)中,摇床上缓慢摇动15min.取
出后吸取多余的平衡液,再置于5mL胶条平衡缓冲液II(6mol/L尿素,0.375mol/LTris-HClpH8.8,

2%SDS,20%甘油,25g/mL碘乙酰胺)中,缓慢摇动15min后取出,吸取多余的平衡液后立即小心转移

到垂直凝胶板上进行第二向的SDS-PAGE电泳.分离胶浓度为12.5%的SDS-PAGE.电泳结束后用考马斯

亮蓝染色.对凝胶扫描后,用PDQuest8.0分析软件系统对蛋白质凝胶图像进行分析处理.

2 结果与分析

2.1 不同豇豆品种对高温的耐受性差异

热害指数可以直观地反映植物的热害程度.8个豇豆品种的幼苗经5d45℃持续高温处理后,均有不

同程度的伤害表现(表1).之豇28-2和白籽豇豆的热害指数小于20,耐热性强;龙翔一号、攀豇一号和紫

秋豇的热害指数在20~50之间,耐热性中等;高产四号、宁豇三号和红豇豆的热害指数超过50,受害严

重,耐热性差.
表1 豇豆幼苗的热害指数

材 料 热害指数 材 料 热害指数

之豇28-2 10.71 高产四号 51.39
白籽豇豆 14.29 紫秋豇 42.86
龙翔一号 30.56 攀豇一号 36.11
红豇豆 63.54 宁豇三号 57.41
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2.2 高温胁迫下豇豆品种间叶片质膜透性和 MDA质量摩尔浓度的差异

在45℃高温条件下,豇豆叶片的相对电导率随处理时间的增加而逐渐上升,5d时达到最大值(图1),
且以红豇豆和宁豇三号的相对电导率较高,分别为48.39%和48.15%,比处理前增加了148.15%和

246.65%,而之豇28-2的相对电导率最低.恢复生长3d后,豇豆的相对电导率均有不同程度的下降.说明

在高温条件下,豇豆叶片的细胞膜受到损害,细胞内含物渗出量也随之增加,但恢复正常生长温度后,受

损细胞可得到修复.
丙二醛(MDA)是膜脂过氧化的终端产物,可反映细胞膜的受害程度.45℃高温处理5d后,豇豆

MDA质量摩尔浓度都达到最大值;其中,之豇28-2为19.72μmol/g,白籽豇豆为20.17μmol/g,龙翔一

号为22.02μmol/g,红豇豆为29.82μmol/g,高产四号为23.67μmol/g,紫秋豇为23.39μmol/g,攀豇一

号为22.37μmol/g,宁豇三号为25.93μmol/g.恢复生长3d后,各供试品种的 MDA质量摩尔浓度下降

水平不一,其中红豇豆和宁豇三号仍处于较高水平,比处理前高75.40%和80.50%(图2).这与热害指数

和相对电导率的结果一致,红豇豆和宁豇三号耐热性较差.

图1 高温胁迫下豇豆叶片的相对电导率 图2 高温胁迫下豇豆叶片的 MDA质量摩尔浓度

2.3 高温胁迫下豇豆叶片SOD,POD和CAT酶活性的变化

高温胁迫下,不同品种间豇豆叶片的SOD,POD和CAT酶活性存在较大差异(图3).豇豆叶片的

SOD,POD和CAT酶活性随高温胁迫的时间延长都呈现先上升后下降的趋势.SOD酶活性的最大值出

现在胁迫处理1d后.白籽豇豆、龙翔一号、攀豇一号、紫秋豇、红豇豆、之豇28-2、高产四号和宁豇三

号的 SOD 酶 活 性 比 处 理 前 分 别 提 高 了61.91%,57.74%,70.25%,54.84%,114.84%,65.37%,

50.00%和92.08%.供试品种的POD活性和CAT活性的最大值出现在胁迫的不同阶段.红豇豆的POD
活性于胁迫3d后达到最大值,为168.86U/(min·g);宁豇三号的CAT活性于胁迫1d后达到最大

值,随后急剧下降.
2.4 高温胁迫对豇豆叶片可溶性糖浓度的影响

耐热豇豆品种可溶性糖的浓度在处理前后均明显低于耐热性较差的品种(表2).25℃条件下,红豇豆

可溶性糖浓度为12.69mmol/L,是之豇28-2的2倍;经过5d45℃温度处理后,红豇豆可溶性糖浓度的

明显提高,达到25.92mmol/L,是之豇28-2的3倍.其他6个品种可溶性糖浓度的增值在两者之间.
2.5 高温胁迫下豇豆叶片蛋白质的表达差异

采用固相pH梯度IEF/SDS-PAGE双向凝胶电泳对总蛋白进行分离,通过考马斯亮蓝染色,获得了

分辨率和重复性较好的双向电泳图谱(图4).用PDQuest8.0分析软件对双向电泳图谱进行分析,在等电

点(pI)3.0~10.0,分子量9.0~98.0kD之间均可识别的蛋白质斑点数约500种,主要集中在(等电点)

4.0~7.0.蛋白质点在2D胶上的重复性为A沿等电聚焦(IEF)方向偏差为(2.53±0.21)mm,n=3,沿
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SDS-PAGE凝胶电泳方向偏差为(3.05±0.19)mm,n=3;B沿等电聚焦(IEF)方向偏差为(2.80±
0.12)mm,n=3,沿SDS-PAGE凝胶电泳方向偏差为(3.17±0.38)mm,n=3.

表2 高温胁迫对豇豆幼苗叶片可溶性糖浓度的影响

材  料
可溶性糖/(mmol·L-1)

25℃ 45℃ 增 值

之豇28-2 6.60fE 8.24gG 1.63
白籽豇豆 8.25eD 10.56fF 2.30
龙翔一号 9.01dCD 10.83fF 1.81
红豇豆 12.69aA 25.92aA 13.23

高产四号 9.82bcBC 14.45cC 4.62
紫秋豇 9.67bcdBC 13.23dD 3.55

攀豇一号 9.47cdBC 11.75eE 2.28
宁豇三号 10.51bB 16.80bB 6.28

  注:小写字母表示差异有统计学意义(p<0.05),大写字母表示差异有统计学意义(p<0.01).

图3 高温胁迫下豇豆叶片SOD,POD和CAT酶活性

根据2DEmarker,SDS-PAGEmarker及蛋白质点的密度和灰度分别计算出差异蛋白质点的分子量、

pI值、表达量及高温处理后每个蛋白质点的表达丰度相对于常温下蛋白质点的比值.结果显示,在豇豆

叶片总蛋白质的考染双向凝胶电泳图谱中,以对照的蛋白质2-DE图谱为参考胶,45℃处理5h产生的

差异蛋白质点共达39种,其中高温胁迫时特异性诱导表达的蛋白斑点数为15种,抑制表达的6种,其

它18种(8种上调和10种下调,幅度在2倍以上)蛋白斑点表现为量的差异(表3),表明高温胁迫引起

大量基因表达的变化.
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图4 高温胁迫前后豇豆叶片差异表达蛋白的双向电泳分析

表3 高温胁迫前后叶片中表达量发生显著变化的蛋白质

编 号
等电点

(pI)
分子量/

kD

质量分数/%
CK 高温处理

质量差异比

(HS/CK)
下调表达 0105 18.90 3.50 2990.9 352.5 0.1178

0113 16.91 3.19 1674.5 224.8 0.1342
2120 19.27 5.48 356.7 64.2 0.1799
2213 22.68 5.39 2986.3 516.4 0.1729
2615 54.10 5.50 4870.2 459.7 0.0943
3102 19.24 5.71 1262.3 108.9 0.0862
3221 24.99 5.67 913.0 172.2 0.1886
3322 29.76 5.74 1073.2 129.9 0.1210
4605 55.98 6.31 4951.9 709.5 0.1433
6505 49.70 7.70 2549.2 393.4 0.1543

上调表达 1001 14.90 4.10 332.6 3380.7 10.1645
1714 73.70 5.00 60.2 510.0 8.4718
2019 13.29 5.27 464.9 3103.8 6.6763
2320 30.91 5.04 149.2 989.0 6.6287
3207 23.96 5.88 2390.4 12596.7 5.2697
3417 40.24 5.82 92.5 2247.3 24.2951
3628 59.10 5.58 205.1 1127.2 5.4959
3730 69.03 5.64 510.3 3694.3 7.2395

3 讨 论

细胞膜的相对透性和 MDA质量摩尔浓度广泛被用于评价植物在逆境胁迫下的受伤害程度[19].膜透性

和 MDA质量摩尔浓度的增加是由于细胞内活性氧代谢的失调,而SOD,POD,CAT等是植物体内重要的

活性氧清除酶,能有效地清除活性氧自由基[20].因此,SOD,POD和CAT酶活性的高低,也能衡量植物抵

御逆境能力的强弱[19-20].这在本研究也得到证实,即热敏豇豆品种(红豇豆、宁豇三号)的细胞膜稳定性较

差,相对电导率和 MDA质量摩尔浓度明显高于耐热品种(图1,2),而且它们的SOD,POD和CAT酶活性

始终明显低于耐热品种(图3).但有研究显示,高温胁迫下SOD和POD活性会升高,但CAT活性一直持

续下降[21];也有研究指出,高温胁迫后耐热品种和不耐热品种的SOD,POD活性均下降[22];还有研究报

道,高温使POD活性降低,CAT活性升高,而SOD活性变化不明显[23].因此,SOD,POD和CAT与植物

耐热性的关系可能与实验材料、高温处理的程度和时间有关,用于评价植物耐热性时要慎重.
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可溶性糖能够调节细胞的渗透势,对维持细胞膜的完整性及提高植物的抗逆性有重要的生理意义[24].
本研究结果显示,高温胁迫时,各豇豆品种的可溶性糖浓度均表现为增加,不耐热品种的增幅更大(表2).
这与耐寒植物在低温下积累较多可溶性糖的现象相反.高温下豇豆叶片积累可溶性糖浓度,可能是由于淀

粉合成受阻,而品种间存在的差异,能够反映耐热性不同.因此,可溶性糖浓度也可以作为评价豇豆的热害

程度和耐热性的一个重要指标.
高温影响豇豆细胞的氨基酸代谢[25],也影响热激蛋白的表达[26],但相关报道较少[11].本研究以豇豆幼

苗叶片为材料,初步建立了适用于豇豆蛋白质的双向电泳体系,并鉴别到相对分子量集中在14~30KD之

间的39个差异表达蛋白(图4,表3).有研究表明,小分子热激蛋白(15~30KD)是植物在热激条件下最主

要的产物,是提高植物耐热能力的重要原因之一[27-28].而且有研究证实,豇豆的热激蛋白在维持其细胞热

适应中发挥了重要作用[26].因此,进一步质谱分析确定豇豆小分子热激蛋白的序列,克隆出编码基因,并

验证其耐热功能与机制,对于分子标记辅助育种和转基因改良豇豆具有重要价值.
总之,本研究通过比较高温对8个豇豆品种的叶片形态、电导率、膜脂过氧化程度和可溶性糖浓度等

指标的影响,证实之豇28-2最为耐热,而红豇豆和宁豇三号最不耐热,并从之豇28-2叶片中鉴别到大量热

应激蛋白.该研究为选育耐热豇豆品种和克隆耐热相关基因奠定了基础.
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EffectsofHighTemperatureontheLipidPeroxidation
andProteinExpressioninCowpeaLeaves

CUI Meng, WEIJuan-juan, SUXiao-xing, DENGZi-xian,
PAN Yu, LIJin-hua, SUCheng-gang, ZHANGXing-guo
CollegeofHorticultureandLandscapeArchitechture,SouthwestUniversity,KeyLaboratoryofHorticulture
ScienceforSouthernMountainousRegions,MinistryofEducation,Chongqing400715,China

Abstract:Themembranepermeability,protectiveenzymeactivitiesandotherphysicochemicalindexesin
theleavesofcowpea[Vignaunguiculata (L.)Walpers]seedlingswerestudied,andtheirintervarietal
discrepancieswereinvestigated,whiletheinfluenceofheatshockonproteinsynthesiswasprobed.There-
sultsshowedthatthereweresignificantdifferentialsinheatdamageindexesamongtheeightcowpeavarie-
tiesstudied;specifically,Zhijiang28-2and Whiteseed werethermotolerantwhileGaochan No4,

NingjiangNo3andRedcowpeawerethermosensitive.Membranepermeabilityand malondialdehyde
(MDA)contentincreased,indifferentextents,inallvarieties,buttherangewasnarrowbetweenthe
thermotolerantvarieties.SOD,PODandCATactivitiesoftheeightcowpeavarietiesincreasedatfirstand
thendecreased;thecontentandaugmentofthesolublesugarofthermosensitivevarietieswerehigherthan
thoseofthethermotolerantones.EmployingPDQuest8.0softwaretoanalyze2-DEgels,wedetectedthat
15novelproteinspotsappeared,6spotsdisappeared,8spotswereup-regulatedand10spotsweredown-
regulatedonthesamplegelof45℃5htreatment.Theresultsindicatedthatfundamentalphysiologyand
biochemistryandthegeneexpressionwerechangedunderhightemperaturestress.
Keywords:cowpea;heatshock;lipidperoxidation;protectiveenzyme;proteinexpression
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