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摘要 以甘蔗品种ROC22为材料,采用含100g/L聚乙二醇(PEG)6000的Hoagland营养液模拟干旱胁迫

处理,SDS-PAGE电泳技术分析干旱胁迫对甘蔗幼苗根系蛋白质的影响。结果表明:与对照相比,24h胁迫过程

中稳定存在的新增蛋白条带为44.5ku,可能是应答干旱胁迫的主要新增调节蛋白;57.1和29.0ku蛋白条带在

24h处理期间相对表达量变化活跃,胁迫初期57.1ku蛋白条带显著增加,29.0ku蛋白条带显著下降,胁迫过

程中出现起伏变化;而62.7、40.4与48.2ku蛋白条带在PEG胁迫早期相当长时间保持稳定,后期才出现显著

增加与下降;PEG胁迫14h处理蛋白质条带变化最活跃,新增蛋白分子质量为44.5ku;消失蛋白分子质量为

25.5、18.9ku;而分子质量为81.8、48.2、38.0、29.0ku的蛋白条带表达量下降。甘蔗根系蛋白质在响应PEG
胁迫的基因表达调控中扮演重要角色,其变化可能与甘蔗PEG胁迫密切相关。
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  广西是全国甘蔗主产区,而广西的蔗区主要分

布在旱坡地,约90%蔗区基本无灌溉条件,干旱严

重影响甘蔗的生长发育。研究甘蔗干旱胁迫分子机

制对了解甘蔗抗旱机理与抗性育种意义重大。
长期进化使高等植物拥有复杂而精细的信号感

受和应答系统,植物在逆境胁迫条件下,感知环境胁

迫压力信号,并启动胁迫有关基因表达,引起蛋白质

代谢的变化并产生胁迫蛋白来适应环境[1-4]。干旱

诱导蛋白的研究也成为揭示植物适应干旱逆境基因

表达机制的热点[5-8]。干旱胁迫可以引起植物体内

蛋白质的种类和数量的变化。干旱诱导蛋白具有时

空表达差异性,简便、快速筛查干旱诱导蛋白的差异

表达谱,将为利用蛋白质组学方法深入分离、鉴定干

旱诱 导 相 关 蛋 白 奠 定 基 础。本 研 究 通 过 SDS-
PAGE电泳分析法,初步探讨聚乙二醇(polyethy-
leneglycol,PEG)模拟干旱胁迫处理条件下新台糖

22号(ROC22)甘蔗品种幼苗根系蛋白质的变化规

律,旨在获得有关甘蔗抗旱诱导蛋白差异表达相关

信息,为甘蔗幼苗根系响应PEG胁迫的应答蛋白的

快速筛查与深入研究提供依据。

1 材料与方法

1.1 供试材料

甘 蔗 (Saccharum officinarum L.)品 种

ROC22,组培苗温室大棚沙培育苗,自然光照,定期

浇灌营养液,当幼苗长至4~6片真叶,茎高约25
cm时进行处理。
1.2 PEG 胁迫处理

  参照文献[9],采用含100g/L聚乙二醇(PEG)

6000的Hoagland营养液培养甘蔗幼苗模拟干旱处

理。将长势一致的甘蔗幼苗从沙基中取出,用蒸馏

水将根系冲洗干净并用滤纸吸干根系上粘附的水

分,再将幼苗根系放入盛有含100g/LPEG6000的

Hoagland营养液的15cm×18cm圆形塑料桶中,
每桶盛装2L营养液,每桶6穴,每穴2株幼苗。在

HP1000GS-B人工气候箱中培养,昼夜温度分别为
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30℃/20℃,相对湿度75%,对照(CK)为Hoagland
营养液培养。PEG6000处理后不同时间采集根样

保存于-80℃低温冰箱备用,采样最长时间设定

为24h,以保证CK在 Hoagland营养液中保持稳

定。
1.3 甘蔗根蛋白质的分离纯化与定量

采用Tris-饱和酚法[10]提取、纯化总蛋白,蛋白

质定量参照文献[11]方法进行。
1.4 甘蔗根系蛋白质的 SDS-PAGE 电泳

SDS-PAGE电泳采用4%的浓缩胶、12%分离

胶,凝胶厚度为1mm,电极缓冲液为 Tris-甘氨酸

(pH8.3)系统。样品溶液按一定比例与上样缓冲

液液振荡混匀,95℃加热5min使蛋白质变性,离
心10min后取上清上样,上样量20μg,恒流模式

(20mA)电泳,电泳完毕采用考马斯亮蓝染色法进

行染色。待充分染色观察到明显的条带时可终止染

色。用20%甲醇和10%乙酸进行脱色,在此过程中

不断更换脱色液,使胶面的底色全部脱掉,至条带清

晰明朗而止。
1.5 甘蔗根系蛋白质的 SDS-PAGE 电泳图谱分析

脱色后的凝胶用台式凝胶扫描仪GS-800Cali-
bratedDensitometer(BIO-RAD)进行数字化处理。
扫描的参数为:分辨率300dpi,色彩为256灰阶。
扫描图像与凝胶大小比例为1∶1。应用 Quantity
One软件对数字化凝胶图像进行处理与分析,根据

标准蛋白分子质量来确定蛋白条带的表观分子质

量,对每个条带的蛋白质进行定量分析。

2 结果与分析

2.1 PEG 胁迫下甘蔗根系蛋白质 SDS-PAGE 电泳

图谱特异条带分析

  图1为PEG胁迫不同时间段甘蔗根系蛋白质

SDS-PAGE电泳图谱。从电泳图谱中可以观察到

PEG胁迫引起了蛋白质电泳条带的变化。
经过QuantityOne软件分析获得了PEG胁迫

下甘蔗根系蛋白质特异性增减条带如表1所示。结

果表明:甘蔗品种ROC22根系 Hoagland营养液培

养24h保持稳定的对照(CK)SDS-PAGE电泳泳道

分离出27条带;PEG胁迫处理后,随着PEG胁迫

时间的延长,蛋白条带数目发生改变。PEG胁迫早

期蛋白条带数有所增加,2h处理新增条带为52.7、

44.5,5h处理新增条带为118.9、109.7、52.7、14.3
ku;8h处理新增条带为44.5、14.3ku。

图1 PEG6000胁迫下甘蔗品种ROC22根系

蛋白质12%分离胶SDS-PAGE电泳图谱

Fig.1 TheSDS-PAGEproteinprofilesinrootsofsugarcane
cultivarROC22underPEG6000stresswith12%separatinggels

  11h后蛋白条带数有所减少。11和14h处理

新增条带为44.5ku,消失条带为25.5、18.9ku;

24h处理新增条带为44.5ku,消失条带为65.1、

41.8、25.5ku。其中5h处理新增条带最多,但在

胁迫过程中并不稳定存在。24h胁迫处理过程中

稳定存在的新增蛋白条带为44.5ku蛋白,消失条

带为25.5ku蛋白。
表1 PEG胁迫下甘蔗根系蛋白质电泳图

谱特异蛋白条带变化

Table1 Thechangesofspecificproteinbandsinelectrophoretic

patterninrootsofsugarcaneunderPEG6000stress

PEG胁迫
时间/h

PEGstress
time

蛋白质条带数

Thenumber
ofprotein
bands

特异蛋白条带 Thespecificproteinbands
新增蛋白分子质量/ku
Molecularweight
ofnewprotein

消失蛋白分子质量/ku
Molecularweight

ofdisappearedprotein

0 27
2 29 52.7,44.5
5 31 118.9,109.7,52.7,14.3
8 29 44.5,14.3
11 26 44.5 25.5,18.9
14 26 44.5 25.5,18.9
24 25 44.5 25.5,41.8,65.1

2.2 PEG 胁迫强度对甘蔗根系蛋白质组分相对含

量的影响

  PEG胁迫不仅引起甘蔗根系中蛋白质条带的

增减变化,而且出现蛋白质表达量的改变。随着胁

迫时间延长,胁迫强度增大,甘蔗根系中有6种蛋白

表达量发生了明显的变化,而其他蛋白质没有发生

明显的变化。这6种蛋白表达量随PEG胁迫时间

发生的变化如表2所示。从表2可知,随着胁迫时

间的延长、胁迫强度的增大,与对照相比,甘蔗根系

62.7、48.2、40.4ku蛋白条带在PEG胁迫早期相

当长时间保持稳定,无显著性差异,后期才出现显著
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变化,其中62.7ku蛋白条带24h相对含量显著提

高到对照的2.5倍,40.4ku蛋白条带相对含量显

著提高到对照的1.6倍,48.2ku蛋白条带14h处理

相对含 量 显 著 下 降(P<0.05),下 降 到 对 照 的

34.9%;57.1ku蛋白条带与29.0ku蛋白条带在

在24h处理期间变化活跃,其中57.1ku蛋白条带

胁迫5h相对含量显著增加(P<0.05),5h处理表

达量最高,达到对照的2.2倍;11h下降至对照水

平(P>0.05);29.0ku蛋白条带在胁迫开始的2h
就显著下降(P<0.05),随后5h显著增加,11h与

14h又显著下降(P<0.05),24h再上升到对照水

平。
表2 PEG胁迫对甘蔗根蛋白质组分相对含量的影响

Table2 EffectofPEGstressonrelativecontentofproteincomponentsinsugarcaneroots %

PEG胁迫时间

PEGstresstime/h
蛋白质相对含量 Relativecontentofprotein

62.7ku 57.1ku 48.2ku 40.4ku 29.0ku

0 1.32±0.20b 1.60±0.23b 8.94±0.40a 2.62±0.38b 4.70±0.27a

2 1.21±0.24b 2.45±0.30b 7.20±0.60ab 2.15±0.42b 2.62±0.04b

5 0.93±0.08b 3.52±0.30a 8.11±0.23a 2.36±0.20b 3.99±0.34a

8 0.90±0.14b 2.59±0.38ab 7.17±0.66ab 2.58±0.38b 3.56±0.52ab

11 1.10±0.30b 1.82±0.39b 7.07±0.91ab 2.23±0.31b 2.64±0.39b

14 1.04±0.25b 2.57±0.29ab 3.12±0.54c 2.62±0.28b 2.45±0.33b

24 3.24±0.49a 2.22±0.25b 5.49±0.53b 4.19±0.21a 4.21±0.35a

2.3 PEG 胁迫下甘蔗根系蛋白质电泳条带相似性

分析

  由SDS-PAGE电泳图谱列相似性分析(图2)
可知:与对照(CK)相比,2、5、8、11、14、24h处理

甘蔗根系蛋白条带的列相似性比值分别为87.9%、

84.0%、86.3%、87.6%、75.9%、77.1%;其中14h
处理列相似性比值最小,也就是蛋白条带变化最大,

24h处理列相似性比值次之;而处理早期的2~

图2 PEG胁迫下甘蔗品种ROC22根系蛋白质

SDS-PAGE图谱相似性

Fig.2 ThesimilarityofSDS-PAGEproteinpatternsinroots

ofsugarcanecultivarROC22underPEGstress

11h期间,列相似性比值相差不大,表明早期胁迫期

间,蛋白质变化差别不大:表明14h处理蛋白质变

化最活跃。
2.4 PEG 胁迫处理 14 h 甘蔗根系蛋白质组分差异

表达分析

  由以上分析已知,PEG胁迫14h为甘蔗根系

蛋白质变化最活跃期,不仅发生了蛋白质条带的增

减变化,而且出现蛋白质表达量的改变。
从PEG胁迫14h下甘蔗品种ROC22根系蛋

白质电泳条带的光密度分布曲线(图3)观察,蛋白

条带波形图基本一致,主要是蛋白表达量的改变。
其中表达量显著下降的蛋白条带分子质量为81.8、

48.2、38.0、29.0ku。

图3 PEG胁迫14h下甘蔗根系蛋白质组分差异表达分析

Fig.3 Analysisonthedifferentialexpressionofprotein
componentsinrootsofsugarcane

014
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3 讨 论

植物在干旱胁迫下产生的干旱诱导蛋白因品

种、组织器官、干旱胁迫强度不同以及生长发育时期

不同等而表现出不同的变化规律,并发挥着不同的

作用[6,12-13]。本研究结果说明随着干旱胁迫时间的

延长与胁迫强度的增大,甘蔗品种 ROC22根系

PEG胁迫响应蛋白出现增与减的动态变化。

Mohammadkhani等[14]采用SDS-PAGE电泳

分离技术报道干旱胁迫对2个玉米品种可溶性蛋白

质组成与种类的影响,指出玉米根系中38、50、57、

65ku蛋白和15、17、20、27、30、37、54、59ku叶蛋白

在干旱胁迫中表达量增加,干旱胁迫诱导产生15、

19、27ku根蛋白和22ku叶蛋白。Purty等[15]报道

田菁属植物干旱胁迫16h,新产生198、121、66、60、

54、40ku蛋白,24h20ku蛋白增加。Beltrano1
等[16]报道小麦水分胁迫下新产生了108.5ku、

84.8ku和63ku蛋白。前人研究结果表明干旱诱

导产生的新蛋白以及发生蛋白表达量增减改变的主

要是 一 些 小 分 子 蛋 白 为 主。本 研 究 采 用 SDS-
PAGE电泳分离技术观察到在PEG胁迫处理24h
内,甘蔗品种ROC22根系干旱诱导产生的新蛋白

以及主要的蛋白质组分的动态变化也以小分子蛋白

为主,这将为后期蛋白质分离提供依据。
甘蔗品种ROC22根系PEG胁迫各时间段均

有新增蛋白,但24h胁迫过程中稳定存在的新增

蛋白条 带 为44.5ku蛋 白,其 可 能 是 甘 蔗 品 种

ROC22根系应答干旱胁迫的主要新增调节蛋白。
除了诱导产生新蛋白外,甘蔗品种 ROC22根

系更主要通过蛋白质组分相对含量的动态变化来应

答干旱胁迫。PEG胁迫24h过程中观察到62.7、

40.4与48.2ku蛋白条带在胁迫处理前期相当长

时间保持稳定,到胁迫后期62.7和40.4ku蛋白条

带相对含量才显著提高,48.2ku蛋白条带胁迫后

期相对含量才显著下降,它们可能是参与干旱胁迫

保护机制相关的蛋白,在轻度胁迫时保持稳定,重度

胁迫时才被降解破坏。
而57.1和29.0ku蛋白条带在24h处理期间

相对表达量变化活跃,胁迫初期相对含量就分别出

现显著增加与下降,胁迫过程中出现起伏变化,说明

57.1和29.0ku蛋白条带可能通过表达量的动态变

化参与甘蔗根系应答干旱胁迫。
处理24h期间,以处理后14h蛋白质变化最

活跃,既有新增蛋白条带(44.5ku)和消失条带

(25.5、18.9ku),又有表达量显著下降的蛋白条带

(81.8、48.2、38.0、29.0ku)。
以上研究结果表明:甘蔗根系通过新增蛋白、蛋

白质降解消失以及相对含量变化等参与响应PEG
胁迫的基因表达调控。SDS-PAGE快速、简便筛查

出甘蔗根系响应PEG胁迫的蛋白质差异表达基本

信息,可为后续采用蛋白质组学方法深入分离、鉴定

干旱诱导相关蛋白奠定基础。
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Abstract ThepatternchangesofSDS-PAGEproteininsugarcanerootssubjectedtowaterstress
conditionwerestudied.ThesugarcanecultivarROC22wasusedastheplantmaterialandtreatedwith
nutrientsolutioncontaining100g/Lpolyethyleneglycol6000(PEG6000)forsimulatingdroughtstress.
TheproteinswereisolatedfromdifferentsamplesbySDS-PAGE.Theresultsrevealedthatanew44.5
kuproteinbandwasappearedstablyduring24hPEGstress,whichmaybethemainregulatoryprotein
respondingtowaterstress.Therelativecontentof57.1kuand29.0kuproteinbandschangedactively
during24hPEGstress,theformerincreasedandthelatterdecreasedmarkedlyattheearlyPEGstress
stage.Therelativecontentsofthe62.7,48.2and40.4kuproteinsremainedunchangedforalongtime
atthelatePEGstressstage.Themostactivechangesoftheproteinbandswerefoundat14hPEG
stress,andanewproteinbandof44.5kuappeared,the25.5and18.9kuproteinbandsdisappeared
whilethe81.8,48.2,38.0and29.0kuproteinbandsdeclinedmarkedlyinrootsatthesametime.The
proteinsmightplayanimportantroleingeneexpressionandregulationinrootsofsugarcane,andits
changescouldbecorrelatedwiththePEGstress.

Keywords sugarcane;roots;droughtstress;stressproteins;SDS-PAGE
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