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外源亚精胺对不同盐浓度下黄瓜幼苗 

可溶性蛋白表达的影响 

杜长霞，李 娟，郭世荣 ，樊怀福 
(南京农业大学园艺学院，南京 210095) 

摘 要：采用营养液水培的方法，以黄瓜品种‘津春 2号’为试材 ，研究了叶片喷施外源亚精胺 (spa)对不同浓度 

NaC1(0．50、75、100 mmol·L )胁迫下幼苗植株可溶性蛋白表达的影响。结果表明，50 mmol·L NaC1胁迫下植株 

叶片和根系中可溶性蛋白含量提高；75 mmol·L 和100 mmol·L NaC1胁迫明显降低了幼苗植株叶片和根系中可 

溶性蛋白的含量。不同浓度NaCI胁迫下喷施Spd后可溶性蛋白含量在根系中没有明显变化规律，而叶片可溶性 

蛋白含量提高。SDS一聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS—PAGE)对黄瓜幼苗根系可溶性蛋白分析表明，至少有 3种分子量 

约为61_5、5O、47 kD蛋白在50 mmol·L 和 75 mmol·L NaC1胁迫下表达量增强 ，但 100 mmol·L NaC1胁迫下变 

化不明显；50 mmol·L 和75 mmol·LI1 NaC1胁迫下喷施 Spa后61_5 kD和47 kD蛋白表达量明显减弱，5O kD蛋 白 

甚至消失，100 mmol·LI1 NaC1胁迫下 61_5 kD和47 kD蛋白无明显变化，5O kD蛋白反而增强。 
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Effects of Exogenous Spermdine on Soluble Protein Expression in 

Cucumber Seedlings under Different Saline Concentrations 

DU Chang—Xia，LI Juan，GUO Shi—Rong’，FAN Huai—Fu 

(．c0妇ge 舶n 1 ，NanjingAgricultural University，Nanjing 210095，China) 

Abstract：Effects of exogenous spermdine application on soluble protein expression in seedlings of CV． 

‘Jinchun No．2’cucumber(Cucumis sativus L．)were conducted under different salinity treatments by 
hydroponic culture．The results showed that the soluble protein content both leaves and roots significantly 

increased under 50 mmol·L～ ．but decreased under 75 mmol·L～ and 100 mmol·L～ salt treatments． 

Exogenous 1 mmol·L～ spermdine spray applied increased the soluble protein content in leaves，but no 

sign ificant chan ges in roots．By SDS—PAGE electrophoresis analysis，6 1．5 kD，50 kD an d 47 kD protein 

ban ds were increasing expressed in roots under 50 mmol·L～ and 75 mmol·L～ salt concentration．but not 

obviously expressed under 100 mmol·L～ salt concentration．However．when 1 mmol·L一 spermdine was 

applied，61．5 kD an d47 kD protein ban ds slimly expressed，interestingly，50 kD protein ban d disappeared 

even under 50 mmol·L～ and 75 mmol·L～ salt treatments．but increasing salt concentration to 

100 mmol·L～ ，61．5 kD and 47 kD protein bands had not obvious changes，then 50 kD protein band 

expressed obviously． 

Key words：Cucumber(Cucumis sativus L．)；NaC1 stress；Spermdine；Soluble protein；SDS—PAGE 

随着设施蔬菜生产的发展和复种指数的提高， 

设施内土壤次生盐渍化程度不断加重，严重影响到 

蔬菜产量及品质，已成为国内外设施栽培中普遍存 

在的问题⋯。目前普遍认为，盐胁迫的发生机制有 

两点：一是渗透胁迫；二是盐分离子的毒害作用，即 

特殊离子效应。植物受到环境胁迫时，一方面需要 

降低细胞质离子浓度，另一方面可通过植物体内生 

理生化反应，如形成胁迫蛋白、增加渗透调节物质和 

脱落酸含量等方式，增强细胞的渗透压 ，稳定细胞质 

膜及酶类结构，提高细胞对各种逆境的抵抗能力。 

多胺(Pamines，PAs)在植物体内能影响 DNA、 

RNA和蛋白质的生物合成，促进生长发育，延迟衰 
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老，提高抗逆性，甚至与植物的生存密切相关l2]。 

亚精胺(Spermdine，Spd)属于多胺类化合物中的三 

胺，研究发现，外施 Spd能够逆转滨黎(atrip~ cen,． 

tralasiatica)叶片受到的盐胁迫效应 ，外源 Spd可 

明显减轻盐胁迫对黄瓜(Cucumis sativu~L．)幼苗的 

伤害 。本试验 以黄瓜幼苗为材料，在温室环境 

下，研究叶片喷施外源 Spd对不同盐浓度胁迫条件 

下幼苗可溶性蛋白含量及其表达特性的影响，初步 

探讨植物抗盐性的分子生物学机理。 

1 材料和方法 

1．1 供试材料 

试验于2006年 9～11月在南京农业大学玻璃 

温室内进行，供试黄瓜(Cucumis sativu~L．)品种为 

盐敏感型的‘津春 2号 ’，种子由天津科润农业科技 

股份有限公司黄瓜研究所提供。选取饱满、整齐一 

致的种子，55℃温汤浸种 15 rain，(29±1)℃培养箱 

催芽，将发芽的种子播于装有石英砂的育苗盘中，昼 

温25—30℃、夜温 15～18℃。待第 3片真叶长出 

时，挑选生长一致的幼苗定植于营养液水培槽内，营 

养液采用日本山崎黄瓜配方 J，pH值为6．5±0．1， 

EC值为2．2～2．5 ms·om一，气泵通气(4o min／h)， 

缓苗 3 d后于下午5：30开始处理。 

1．2 试验处理 

本试验共设 8个处理：A，正常营养液栽培 

(CK)；B，正常营养液 +叶片喷施 1 mmol·L Spd 

(CK+Spd)；C，正常营养液 +50 mmol·L NaCI(50 

NaC1)；D，正常营养液 +50 mmol·L NaCI+叶片喷 

施1 mmol·L Spd(50 NaC1+Spd)；E，正常营养液 

+75 mmol·L NaC1(75 NaC1)；F，正常营养液 + 

75 mmol·L NaC1+叶片喷施 1 mmol·L Spd(75 

NaC1+Spd)；G，正常营养液 +100 mmol·L NaC1 

(100 NaC1)；It，正常营养液 +100 mmol·L NaC1+ 

叶片喷施 1 mmol·L Spd(100 NaC1+Spd)，A、C、 

E、G 4个处理分别喷施等量的蒸馏水作为对比。喷 

施方法同B、D、F、H。NaC1(北京化学试剂公司，含 

量≥99．5％，规格 AR)使用浓度50、75、100 mmol· 

L～，处理当天直接加入营养液中。亚精胺(Spd)为 

SIGMA公司产品，白色固体，配制母液于4℃冰箱保 

存，使用时稀释到1 mmol·L～，现配现用，处理当天 

开始到试验结束为止，每天下午5：30用小型喷雾器 

进行叶片喷施，叶面、叶背喷洒均匀，以药液附于叶 

面但不下滴为准。 

1．3 测试方法 

1．3．1 可溶性蛋白测定 

处理后第 3、6、9 d分别取幼苗的叶片和根系， 

先用自来水冲洗干净，再用蒸馏水冲洗 2～3次，取 

0．5 g和 1．0 g的叶片、根系，分别加入 1．2 mL和 

1．0 mL预冷的可溶性蛋白提取缓冲液。可溶性蛋 

白提取缓冲液为 30 mmol·L～Tris．HC1 pH 8．7，含 

蔗糖 0．7 mol·L～、DTr 1 mmol·L～、AsA 1 mmol· 

L～、EDTA 1 mmol·L～、MgC12 1 mmol·L 和 PMSF 

1 mmol·L～，充分匀浆后置于 Ependorf管中，加入 

少许 活性碳在旋涡振动混和仪上去除叶绿素， 

12000 g，4℃离心 15 rain，倒出上清液，再离心 1次， 

上清液即为可溶性蛋白提取液 J。可溶性蛋白质 

含量使用Bradford的方法 测定。标准蛋白质溶液 

由牛血清白蛋白(AMRESCO分装)配制。 

1．3．2 SDS．PAGE 

采用 Laemmli 不连续十二烷基硫酸钠．聚丙烯 

酰胺凝胶电泳(SDS．PAGE)方法，W (凝胶浓度，浓 

缩胶)=5％，W (分离胶)=12．5％，凝胶厚度为 

1 mm。电泳各样品均按 Bradford法 测定的蛋白 

浓度进行等量上样，每个泳道根系 35 ，叶片 

25 L。电极缓冲液为 s．甘氨酸(pH=8．3)系统， 

电泳5～6 h。凝胶用考马斯亮兰 R-250染色过夜， 

脱色至背景色透明后经自动凝胶图像分析仪(型号 

JS．380，上海培清科技有限公司)处理得电泳图。根 

据蛋白质迁移率测定蛋白质的分子量，标准蛋白质 

试剂为 SDS．PAGE电泳低分子量标准蛋白质(SDS- 

PAGE molecular weight markers for proteins，MBI Fer- 

mentas生产)。电泳所需试剂均由AMRESCO公司生产。 

试验均为3个重复。所有数据用SAS软件进 

行单因素方差分析，并对平均数用 Duncan’s新复极 

差法进行多重比较。 

2 结果和分析 

2．1 外源Spd对根系可溶性蛋白含量的影响 

从图 1中可以看出，与对照相比，50 mmol·L 

NaC1胁迫处理后第 3 d和第6 d可溶性蛋白显著高 

于对照，分别为对照的 139．04％和 114．9％，随后下 

降，胁迫第 9 d时为对照的 113．76％；75 mmol·L 

NaC1胁迫处理也提高了可溶性蛋白含量，但在处理 

期间与对照和单独 50 mmol·L NaC1胁迫之间的 

差异均没有达到显著水平；100 mmol·L NaC1胁迫 

条件下可溶性蛋白含量反而下降，整个处理期间其 
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口 CK ■ CK+Spd Ⅱ 50NaCI 

口 50NaCl+Spd 口 75NaCl 目75NaCl+Spd 

口 100NaCl ■ 100NaCl+Spd 

至芎 

营 

蓑量 
- 0 

葛号 

菱 

24 

22 

3 6 9 

处理天数 td) 

Time oftreatment 

图中不同小写字母表示同期处理间差异达5％显著水平，下同 
Different normal letters among the l~lnle times of treatment meaII 

significant difference at 5％ leve1．Thel~lnle a8 below 

图 1 外源 spd对不同浓度 NaCI胁迫下 

黄瓜幼苗根系可溶性蛋白含量的影响 
Fig．1 Effects of exogenous spermdine on soluble 

protein content in roots of cucumber seedlings under 

different saline concentrations 

均低于50 mmol·L 和 75 mmol·L NaCI胁迫处 

理，并在处理第 6 d和第 9 d时低于对照，但差异均 

不显著。 

与对照相比，正常条件下喷施 Spd可溶性蛋白 

含量升高，并在第 6 d和第 9 d差异达显著水平；与 

单独50 mmol·L NaCI胁迫处理相比，盐胁迫下喷 

施Spd在第6 d和第9 d进一步提高了根系内可溶 

性蛋白的含量，在处理第 6 d时差异达显著水平； 

75 mmol·L NaCI胁迫下喷施 Spd与 75 mmol·L 

NaCI胁迫处理比较，可溶性蛋白含量下降，但整个 

处理期间差异不显著；与单独 100 mmol·L NaCI 

胁迫处理相比，盐胁迫下喷施 Spd后也进一步提高 

了可溶性蛋白含量，在整个试验处理期间差异没有 

达到显著水平。 

2．2 外源 spa对根系可溶性蛋白SDS-PAGE图谱 

分析 

从图2根系电泳图谱中可以看到，与对照(A) 

和正常生长下喷施 Spd(B)相比，分子量约为50 kD 

蛋白在单独50 mmol·L NaCI胁迫(C)处理中表达 

量明显增强，但在外源喷施 Spd后(D)该蛋白消失； 

75 mmol·L NaCI胁迫(E)下 ，蛋白表达量明显低 

于c处理，外源喷施 Spd(F)后，在处理第3 d和第 

6 d时该蛋白同D处理一样消失，但到第9 d该蛋白 

重新出现；100 mmol·L NaCI胁迫下喷施 Spd(H) 

与单独 100 mmol·L NaCI胁迫(G)下相比，该蛋白 

3 d 6 d 9 d 
，— — — 一 ^ — ——— —、 厂————— 、̂—

—1 厂————— 、_—— 一  

MW：Molecular weight(kD)．A：CK；B：CK+Spd；C：50 mmolfL 
NaCI；D：50 mmolfL NaCI+ Spd；E：75 mmolfL NaCI： F：75 

mmolfLNaCl+Spd；G：lO0mmoL／LNaCI；H：100mmolfLNaCI+ 

s0a；M ：Marker 

图 2 外源 Spd对不同浓度NaCI胁迫下 

黄瓜幼苗根系可溶性蛋白的 SDS-PAGE图谱 

Fig．2 Eff ects of exogenous spermdine on SDS—PAGE 

soluble protein profiles in roots of cucumber seedlings under 

different saline concentrations 

又重新出现，且随着处理时间的延长，表达量逐渐增 

强，变化趋势明显不同于 C和 E两个盐胁迫处理。 

分子量约为61．5 kD和47 kD蛋白在 C和 E下 

表达量增强，但在外源喷施 Spd后 D和 F表达量明 

显减弱；但在 G和 H两处理间该蛋白表达没有明显 

差异。随着盐处理浓度的升高和处理时间的延长， 

蛋白表达量降低。 

在处理第 3 d时，16 kD蛋白在 A、B、C和 D 

4个处理中均表达，且表达量基本一致，但随着盐浓 

度的升高，该蛋白消失；到处理第 6 d时，该蛋 白在 

所有 8个处理中都消失；但到处理第 9 d时，该蛋白 

在 E、F、G和 H处理中表达。 

2．3 外源Spd对叶片可溶性蛋白含量的影响 

从图3可以看出，50 mmol·L NaCI胁迫条件 

下，叶片可溶性蛋白含量提高，在胁迫第3 d达到最 

高值，在第6 d和第9 d逐渐下降，整个处理期间与 

对照相比差异均不显著；75 mmol·L 和 100 mmol· 

L NaCI胁迫处理下可溶性蛋白含量在第6 d均显 

著低于对照和 50 mmol·L NaCI胁迫处理。整个 

试验处理期间，随着盐浓度的升高和处理时间的延 

长，叶片中可溶性蛋白含量总体呈逐渐下降的趋势。 

正常条件和50、75、100 mmol·L NaCI条件下 

分别喷施 Spd，叶片可溶性蛋白含量均提高，其中第 

9 d时正常生长条件下喷施 Spd可溶性蛋 白含量显 

著高于对照。 

2．4 外源Spd对叶片可溶性蛋白SDS-PAGE图谱分析 

从叶片电泳图4中可以看出，在试验处理第 3、 
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口 CK 冒 CK+Spd 口 50NaC1 

口50NaCl+Spd 目 75NaCI 圈 75NaCl+Spd 

口 100NaCI 冒 100NaCl+Spd 

主．兰 
叻  

§ 

襄差 
翘 皇 

处理天数 (d) 
Time oftreatment 

图 3 外源 Spd对不同浓度 NaCI胁迫下黄瓜 

幼苗叶片可溶性蛋白含量的影响 

Fig．3 Effects of exogenous spermdine on soluble protein 

content in leaves of cucumber seedlings under different 

saline concentrations 

3 d 6 d 9 d 
，——— ——— ———_ _ 、 厂——— ———^———弋 ，一————— 、̂——_ _ 、  

Vd'hat need notes referto Fig．2 

图 4 外源 Spd对不同浓度 NaCl胁迫下 

黄瓜幼苗叶片可溶性蛋白的 SDS-PAGE图谱 
Fig．4 Effects of exogenous spermdine on SDS—PAGE 

soluble protein profiles in leaves of cucumber seedlings 

under different s~ine concentrations 

6、9 d中，对照、5O、75、100 mmol·L NaCI胁迫以及 

分别喷施Spd后，各处理问可溶性蛋白表达均无明 

显差异。 

3 讨论 

本试验结果表明，与对照相比，在50 mmol·L 

NaCI胁迫下黄瓜幼苗叶片和根系可溶性蛋白含量 

增加，75 mmol·L 和 100 mmol·L NaCI胁迫下可 

溶性蛋白含量逐渐降低，这与前人在桑树(Morus al— 

ha) 研究中的结果一致。植物在逆境下增加可溶 

性蛋白可以束缚更多的水分，减缓植物因渗透胁迫 

而造成的伤害，50 mmol·L NaCI胁迫下黄瓜幼苗 

体内的可溶性蛋白含量提高，是植物本身对环境胁 

迫的一种适应机制。植物渗透适应常表现为无机离 

子或低分子量有机溶质的累积。另一种可能是植株 

本身为了避免胁迫造成伤害诱导产生一些抗逆蛋白 

质，如干旱相关蛋白、解毒酶、水分通道蛋白等，这些 

新增加的蛋白质种类和含量与植物的抗逆性密切相 

关。在一定盐浓度胁迫下，植株为适应盐胁迫而进 

行的蛋白质合成反应优于分解反应 ，因此表现出蛋 

白含量升高的现象，其后随着盐浓度的升高和胁迫 

时间的延长合成反应受到不同程度的抑制 ，逐渐表 

现出蛋白质分解加强而合成降低的盐害现象。 

盐胁迫下 ，不同蛋白的表达是不同的。一些可 

溶性蛋白(如抗氧化酶)在盐胁迫下显著增加，盐诱 

导春小麦(Triticum aestivum) 10]和黄瓜  ̈中可溶性 

蛋白含量增加；在 0、50、100、200 mmol·L NaCI 

胁迫下 ，转基因棉花(Gossypium himutum L．)幼苗叶 

片中可溶性蛋白含量增加，在茎中下降，根中可溶性 

蛋白含量在 50 mmol·L 和 100 mmol·L NaCI胁 

迫下下降 引。可溶性蛋白对盐胁迫的响应与不同 

品种对盐胁迫的耐性相关 引̈。 

高等植物中常见的多胺有腐胺(Put)、亚精胺 

(Spd)、精胺(Spm)等。盐胁迫下施用外源 Put能够 

抑制淀粉酶和蛋白酶活性，提高核酸和光合色素含 

量，促进盐胁迫下菜豆(Phaseolus vulgaris)幼苗的生 

长；并促进了耐盐水稻(Oryza sativa L．)禾苗的生 

长，促进脯氨酸和内源 Put在叶中的积累，防止叶绿 

素降解和阻碍蛋白质、RNA含量的下降 引̈。叶面 

喷施 Spm水溶液可以抑制盐胁迫下玉米(Zea mays 

L．)叶中 MDA积累，减少细胞膜透性，延缓叶绿素 

分解，提高蛋白质含量，增加地上部分与根系的鲜 

重、干重和株高，显示 Spm具有增强抗盐能力的作 

用  ̈。本试验表明，盐胁迫下叶面喷施 Spd根系内 

可溶性蛋白含量没有明显的变化规律，可能与 NaCI 

胁迫浓度以及 Spd的施用方式和 Spd在植物体内运 

输有关，有待进一步研究。但在叶片中，对照以及3 

种盐浓度梯度下，喷施 Spd后可溶性蛋白含量均提 

高，其中50 mmol·L NaCI处理下喷施 Spd最明显。 
一 些植物中已经鉴别出了几种盐诱导蛋白，并 

且被分成两个不同的类别，一种是盐胁迫蛋白，仅仅 

由于盐胁迫而在植物体内积累；另一种是盐相关蛋 

白，这种蛋白是对高温、低温、涝害和高低矿物质营 

养的响应而产生的  ̈。研究烟草(Nicotiana taba— 

cure) 17]盐诱导特征蛋白过程中，发现了一种分子量 

为26 kD的蛋白，后来被命名为渗调素。与未受胁 
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迫植株相比，在受到盐胁迫的松叶菊(Lampranthus 

spectabilis)u 中类似渗调素的蛋白含量相对增 

加，同时发现4O、34、32、29、14 kD这 5种多肽在盐 

胁迫下积累。在盐胁迫处理的萝 卜(Raphanus sati— 

t脚) 中发现了22 kD的蛋白，盐胁迫引起叶片中 

该蛋白的积累，23—25 kD蛋白在盐胁迫下显著增 

加。在玉米 根中，盐诱导 4种分子量为 6l、5l、 

39、29 kD多肽的积累。 

从本试验黄瓜幼苗根系 SDS—PAGE电泳图谱 

(图2)中看出，试验处理期间，分子量约为 61．5、 

5O、47 kD蛋白在单独50 mmol·L NaC1胁迫中表达 

量明显增强。随着处理时间的延长，表达量有逐渐 

降低的趋势，这可能由于植株已经适应了盐胁迫环 

境，从而在胁迫后期盐胁迫相关蛋白表达减少以至 

不表达。与单独 50 mmol·L 和 75 mmol·L NaC1 

胁迫相比，分别喷施 Spd后，这些蛋白在试验处理期 

间表达明显减弱，50 kD蛋白甚至消失，推测这些蛋 

白可能与 Spd缓解短期盐胁迫伤害有关。不同于 

50 mmol·L 和 75 mmol·L NaC1胁迫，与单独 

100 mmol·L NaC1胁迫相比，外源喷施 Spd后，在 

处理第6 d和第9 d，50 kD蛋白表达逐渐增强，这可 

能是由于黄瓜幼苗在单独 100 mmol·L NaC1胁迫 

下，生长严重受抑制，达到了黄瓜幼苗生长的极限盐 

浓度，这种盐诱导蛋白表达被抑制；在 100 mmol· 

L NaC1胁迫下喷施 Spd后虽然没有明显缓解盐 

害，但在一定程度上稍微减轻了这种极限盐害作用， 

所以5O kD蛋白在 100 mmol·L NaC1胁迫下喷施 

Spd后表达又有所增强。 

上述可溶性蛋白表达效应是一个动态的变化过 

程，与根系相比，叶片中可溶性蛋白的变化不明显，黄 

瓜叶片对盐胁迫敏感程度比较低，可能是由于营养液 

栽培环境下根系比叶片较早地接触到这种盐胁迫的 

环境所造成，也有可能与本试验Spd直接处理叶片有 

关，也可进一步说明spd对盐胁迫的缓解效应。 
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