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摘要 以光合作用高温稳定性差异明显的籼型水稻品种蜀恢527和特籼占25为材料,研究开花期高温对

其功能叶片相关生理特性的影响。结果表明:高温胁迫下光合作用高温稳定型品种蜀恢527的净光合速率及结

实率降幅较小,叶片脯氨酸积累量增幅较大,细胞膜伤害率明显较低;同时剑叶Rubisco大亚基、小亚基和Rubi-
sco粗酶液中总蛋白质含量的50.0℃热稳定性均较高。Rubisco的大、小亚基中,以小亚基的稳定性对温度变化

反应最为敏感,可为水稻抽穗开花期耐热性资源鉴定、评价及机制研究提供一定的参考。
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  随着全球气候变暧趋势加快,高温胁迫已成为

影响作物生产的主要灾害因素之一。高温影响水稻

的最敏感时期为抽穗开花期。近年来,有关抽穗开

花期高温对水稻产量、品质影响的相关研究较多,已
成为作物生态生理理论与应用研究热点[1-8]。

光合作用是植物干物质的生产之源,对高温反

应也比较敏感,在其他胁迫症状出现之前就可以完

全受到抑制[9-10]。Rubisco-1,5-二磷酸核酮糖羧化

酶/加氧酶(ribulose-1,5-bisphosphatecarboxylase/

oxygenase,Rubisco)为调节光合和光呼吸及决定

C3植物光合碳代谢方向和效率的关键酶,为植物光

合器官-叶片中的主要功能蛋白质,由8个叶绿体基

因组编码的大亚基(Lsu)和8个核基因组编码的小

亚基(Ssu)组成,其蛋白合成及功能结构的形成对很

多环境因素都较敏感[11-12]。叶片的Rubisco酶含量

与其活化程度协调制约着光合速率,在酶量不是很

充足的情况下光合能力随Rubisco含量的增加而增

强,并且不同品种间存在差异[13-14]。以前的研究大

多是关于高温对Rubisco酶活性变化的影响,但对

水稻不同品种间Rubisco大、小亚基含量的热稳定

性及高温对其含量影响的研究却不多。
笔者所在课题组前期经过对几十份水稻品种材

料进行光合作用高温稳定性评价,筛选出2个有显

著差 异 的 代 表 性 品 种———蜀 恢 527 和 特 籼 占

25[15-16],在此基础上,本研究通过人工植物气候箱对

这2个水稻品种在抽穗开花期给予高温处理,探讨

其结实率、脯氨酸含量、伤害率及Rubisco大、小亚

基和Rubisco粗酶液中总蛋白含量等生理特性,以
期为水稻抽穗开花期耐热性鉴定与资源筛选、高温

稳定性生理基础等研究提供一定的参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料处理

选取光合作用高温稳定性好、“光合午休”程度

较轻的蜀恢527及高温敏感品种特籼占25[15-16],于
5月中旬在武昌按常规方法播种和育秧,20d秧龄

时,一部分移栽于大田进行光合速率测定,一部分移

栽于盆栽钵中,置于草地自然光温条件下生长。始

穗期分别在 HP1500GS-B全智能人工植物气候箱

(武汉瑞华)中进行平均温度34.0、25.5℃人工光温

处理。气候箱设置为温差8℃的变温处理,光照时

间为06:00-20:00,光照强度为8000lx以上,相
对湿度85%。处理10d后,移出气候箱,分成2组:
一组置于自然条件下直至结实,用于调查结实率;另
一组用于生理指标的测定,剪取生长一致的剑叶和

倒2叶,-70℃保存,剑叶用于Rubisco大、小亚基

热稳定性分析,倒2叶用于脯氨酸含量和电导率测

定(用于电导率测定的样品现取现测)。
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1.2 净光合速率测定

在晴 朗 高 温 无 风 天 气,用 英 国 PPS公 司 的

CIRAS-Ⅰ型便携式光合速率测定仪于09:00-
17:00每1.5~2.0h对供试品种主茎剑叶(完全展

开)距叶尖1/3至1/2处进行光合速率测定。每个

品种每次测定5株,每株重复3次,定株测定,取各

时间点的平均值作为各品种的净光合速率值。
1.3 细胞膜伤害率和脯氨酸含量测定

按照王学奎[17]的方法,电导率用DDS-307电导

率仪测定,细胞膜伤害率=[(处理电导率-对照电

导率)/(处 理 煮 沸 后 电 导 率-对 照 电 导 率)]×
100%;用茚三酮比色法测定脯氨酸含量。
1.4 剑叶 Rubisco 大、小亚基和粗酶液中总蛋白质

含量的测定

  参考赖学华[18]、卓敏[19]和赵军等[12]的方法制

备Rubisco粗酶液,略有修改。超低温保存材料用

液氮研磨成细粉,置于10mL离心管中,立即以

9∶1(V/m)的比例加入4℃保存的提取液,充分振

荡,4℃、13000r/min离心15min2次,取上清液

即Rubisco粗酶液于-70℃保存备用。适温处理

的叶片粗酶液在50.0℃下分别处理0、10、20、30、

60min后,1200r/min离心20min,取上清液进行

Rubisco大、小亚基热稳定性与总蛋白质含量的测

定。粗酶液中总蛋白质含量测定按照Bradford[20]

方法进行。
按照Laemmli[21]的方法用12%分离胶、4%浓

缩胶的不连续系统进行SDS-PAGE垂直电泳。加

入marker及0、0.75、2.25、3.75和7.5 mg牛血清

白蛋白(BSA)一起电泳,凝胶置于考马斯亮蓝 R-
250染色液中染色过夜,然后用脱色液脱色直至蛋

白条带清晰,照相后用1DscanEX软件根据marker
分析Rubisco大、小亚基的分子质量。

挖取Rubisco大、小亚基及BSA标准蛋白带,
分别浸泡在装有800 mL甲酰胺的玻璃试管中,

50.0℃水浴5h,用酶标仪在595nm处测定这些溶

液的光密度,然后根据BSA标准蛋白带的含量计算

Rubisco大、小亚基的蛋白含量[22-23]。

2 结果与分析

2.1 剑叶净光合速率(Pn)日变化

通过测定剑叶的光合速率日变化发现,蜀恢

527所有时间点的Pn都显著高于特籼占25(表1)。
在中午高温强光条件下,2个水稻品种的Pn均发生

了明显的下降,即都存在光合“午睡”现象,13:00左

右为其光合速率最低点。但是当13:00与09:00的

Pn相比时,特籼占25下降幅度较大,达42.6%,而
蜀恢527下降幅度较小为15.9%,表明蜀恢527光

合作用高温稳定性好于特籼占25。
表1 不同水稻品种剑叶光合速率日变化

Table1 Diurnalchangesofthenetphotosyntheticrate(Pn)inflagleavesofdifferentricevarieties μmol/(m2·s)

品种

Varieties

时刻 Time

09:00 11:00 13:00 15:00 17:00

13:00与09:00相比Pn下降幅度/%
DecreaserangeofPn
at13:00and09:00

蜀恢527Shuhui527 17.6±0.5 17.1±0.1 14.8±0.3 15.5±0.5 16.0±0.4 15.9

特籼占25Texianzhan25 14.8±0.2 14.2±0.2 8.5±0.8 8.8±0.7 9.5±0.3 42.6

2.2 水稻结实率

因为本研究是在抽穗开花期才进行高温处理,
所以高温主要影响结实率,对每株穗数和每穗粒数

无显著影响。相对结实率(高温结实率/对照结实

率×100%)是评价水稻耐热性的一般评价方法。蜀

恢527的相对结实率明显大于特籼占25(表2),说
明前者的耐热性强于后者。
2.3 叶片脯氨酸含量和伤害率

从表3可看出,在对照及高温处理下蜀恢527
植株内的脯氨酸水平均高于特籼占25;此外,蜀恢

527对照的水平也明显高于高温处理下的特籼占25
水平。高温胁迫可明显促进体内脯氨酸的积累,蜀

恢527和 特 籼 占25的 增 幅 分 别 为60.0%和

26.0%(表3),此外蜀恢527的细胞膜伤害率也明

显低于敏感型品种特籼占25(表4),表明叶片脯

氨酸含量与细胞膜伤害率可以反映品种的高温稳

定性能。
2.4 剑叶 Rubisco 大、小亚基和粗酶液中总蛋白质

含量

  用SDS-PAGE垂直电泳分离 Rubisco的Lsu
和Ssu,Rubisco粗酶液(泳道1-4,5-12)在电泳图谱

(图1)上仅显现出2条较明显的蛋白带,分子质量

约为50、14ku,表明这2条带即为Rubisco的Lsu
和Ssu[24]。

8



 第3期 李海霞 等:开花期水稻功能叶片高温稳定性  

表2 高温对不同水稻品种结实率的影响

Table2 Effectofhightemperatureonseedsetting
rateofdifferentricevarieties %

品种

Varieties

结实率

Seedsettingrate
25.5℃ 34.0℃

相对结实率

Relativeseed
settingrate

蜀恢527
Shuhui527

86.3±3.5 8.7±1.3 10.1

特籼占25
Texianzhan25

79.2±1.8 3.5±0.7 4.4

表3 高温对水稻倒二叶脯氨酸含量的影响

Table3 Impactofhightemperatureonproline

contentsinricesecond-topleaves

品种

Varieties

脯氨酸含量/(μg/g)
Prolinecontent

25.5℃ 34.0℃

增幅/%
Increasingrate

蜀恢527
Shuhui527

51.6±4.8 82.5±4.0 60.0

特籼占25
Texianzhan25

31.9±4.0 40.2±3.1 26.0

表4 高温对水稻倒二叶伤害率的影响
Table4 Impactofhightemperatureoncellmembranedamagerateofricesecond-topleaves

品种

Varieties
处理

Treatments
电导率/(μS/cm)Electricconductivity

常温 Normaltemperature 煮沸Boiling
伤害率/%
Damagerate

蜀恢527Shuhui527
34.0℃ 114.3±2.7 1166.0±59.0

19.0
25.5℃ 72.3±1.2 945.0±45.0

特籼占25Texianzhan25
34.0℃ 102.7±1.1 1112.5±27.5

41.7
25.5℃ 84.8±4.1 1069.5±53.5

 泳道1、11、9、7、5和3、12、10、8、6分别为特籼占25(25.5℃)和

蜀恢527(25.5℃)在50.0℃下处理0、10、20、30和60min的

Rubisco粗酶液;泳道2和4分别为特籼占25处理(34.0℃)和蜀

恢527处理(34.0℃);以上泳道为等鲜质量上样;泳道13~17分

别为0.00、0.75、2.25、3.75和7.50 mg的牛血清白蛋白(BSA);

M为marker,从下到上分子质量依次为14.4、18.4、25.0、35.0、

45.0、66.2和116.0ku;Lsu为Rubisco大亚基,Ssu为Rubisco小

亚基。Lanes1,11,9,7,5and3,12,10,8,6indicateRubisco-ex-
tractingsolutionfrom Texianzhan25(25.5℃)andShuhui527
(25.5℃)treated0,10,20,30and60minat50.0℃,repectively;

Lanes2and4indicateTexianzhan25andShuhui527treatment
(34.0℃),repectively;Equalfreshweightwasruninlanesme-
tionedupwords;Lanes13-17show0.00,0.75,2.25,3.75and7.50
mgBSA,repectively;Mcorrespondtomolecularweightproteinmark-
er,thesevenbandsfromthebottomupcorrespondto14.4,18.4,

25.0,35.0,45.0,66.2and116.0ku,respectively.LsuandSsushow

largesubunitofRubiscoandsmallsubunitofRubisco,repectively.

图1 水稻剑叶Rubisco大、小亚基的SDS-PAGE电泳图谱

Fig.1 SDS-PAGEprofilesofRubisco
LsuandSsuinriceflagleaves

1)体外高温处理。对适温处理(25.5℃)的蜀

恢527 和 特 籼 占 25 剑 叶 的 Rubisco粗 酶 液 在

50.0℃下分别处理0、10、20、30和60min,先测定

粗酶液中总蛋白质含量,再用SDS-PAGE法分离

Lsu和Ssu(图1),分析Rubisco的Lsu、Ssu和粗酶

液中总蛋白质含量的热稳定性(图2)。结果表明:

在50.0℃不同时间处理下,Rubisco粗酶液的总蛋

白含量和Lsu、Ssu的含量在2个品种剑叶中都有

下降,下降幅度随高温处理时间延长而加大,但蜀恢

527下降幅度始终小于特籼占25,其中Ssu含量的

变化表现更为明显。可见,在离体条件下蜀恢527
剑叶的总蛋白含量及Lsu、Ssu含量的热稳定性高

于特籼占25。

2)体内高温处理。对供试品种抽穗开花期植株

进行高温(34.0℃)、适温(25.5℃)处理后,先测定

剑叶Rubisco粗酶液中总蛋白质含量,再用SDS-
PAGE法分离Lsu和Ssu(图1,泳道1-4),分析高

温对剑叶粗酶液总蛋白含量和Lsu、Ssu含量及其

比率的影响(表5)。结果表明,蜀恢527剑叶粗酶

液总蛋白和Lsu和Ssu的相对含量都明显高于特

籼占25。此外,高温处理使Ssu的相对含量下降,

但蜀恢527下降幅度比特籼占25小,同时Lsu/

Ssu比值上升,且温度稳定型品种蜀恢527比敏

感型品种特籼占25上升快,说明Ssu对温度变

化更敏感。

9
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图2 粗酶液总蛋白含量和Rubisco大、小亚基含量50.0℃热失活曲线

Fig.2 DecreaserangeofcontentsoftotalproteininRubisco-extractingsolution,LsuandSsuat50.0℃
表5 高温对剑叶粗酶液总蛋白含量和Rubisco大、小亚基含量及其比率的影响

Table5 EffectsofhightemperatureontotalproteincontentinRubisco-extractingsolution,LsuandSsuandtheLsu/Ssuratioinflagleaves

品种

Varieties

总蛋白相对含量/%
Relativetotalproteincontent
25.5℃ 34.0℃

Lsu相对含量/%
RelativecontentofLsu
25.5℃ 34.0℃

Ssu相对含量/%
RelativecontentofSsu
25.5℃ 34.0℃

Lsu/Ssu比值

Lsu/Ssuratio
25.5℃ 34.0℃

蜀恢527
Shuhui527

100.0±1.9 129.8±3.8 100.0±4.4 113.4±1.7 100.0±2.2 95.4±3.3 4.4±0.4 5.2±0.6

特籼占25
Texianzhan25

100.0±3.4 70.5±1.4 100.0±3.7 96.0±4.4 100.0±6.8 78.5±2.6 3.6±0.0 4.4±1.3

3 讨 论

本研究中光合作用高温稳定性不同的2个水稻

品种都存在光合“午睡”现象,只是高温稳定型品种

所有时间点的Pn都比敏感型品种高,且Pn最低点

与最高点的下降幅度较小,与吴艳洪等[15]的研究基

本相符。此外,高温胁迫后,稳定型品种的相对结实

率明显大于敏感型品种,表明田间自然条件下抽穗

开花期剑叶光合能力越强的水稻品种,其耐热性越

强,若开花期遭遇高温对结实率的影响越小[3]。
植物中游离脯氨酸含量和细胞膜伤害率一直是

倍受关注的2个抗逆性指标,也是鉴定植物抗逆性

强弱的2个常用方法。高温处理后,稳定型品种体

内脯氨酸含量的积累得到促进,且增幅较大;同时细

胞膜伤害率明显较小,表明高温胁迫对高温稳定型

品种的影响较弱,脯氨酸含量和细胞膜伤害率可以

反映品种的高温稳定性能[3,6,25]。
本研究表明,高温稳定型品种的 Lsu、Ssu和

Rubisco粗酶液中总蛋白含量的50.0℃热稳定性

均高于敏感型品种,并且高温对稳定型品种的总蛋

白、Lsu和Ssu合成的影响比对敏感型品种小得多,
品种间存在差异。此外,高温处理使Ssu的相对含

量都下降,蜀恢527下降幅度比特籼占25小,同时

Lsu/Ssu比值上升,说明Ssu对温度变化更敏感,与
赵军等[12]对水稻进行低温处理后的研究结果一致。
Ssu由核基因组编码后在细胞质中合成再通过叶绿

体膜运输进入叶绿体间质,而Lsu由叶绿体基因组

编码并在叶绿体中合成。马晓娣等[26]的研究证明

高温逆境下高温敏感型品种叶绿体被膜被破坏的时

间晚于细胞核膜,而高温稳定型品种细胞核膜及叶

绿体被膜的热稳定性都高于敏感型品种,这些研究

从细胞生物学的角度解释了Ssu对温度变化的敏感

性和高温对蜀恢527剑叶总蛋白、Lsu和Ssu合成

的影响程度比特籼占25小的原因。由此可看出,
Ssu对温度变化的稳定性可为水稻抽穗开花期耐热

性资源鉴定、评价及高温稳定性生理机理研究提供

一定的参考。
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Hightemperaturestabilityoffunctionalleavesofriceatfloweringstage

LIHai-xia1 CHENWei-wei1 TANGHong-ling1 CHENZhen1 ZHANGYing-jie2 ZENGHan-lai1

1.KeyLaboratoryofMiddleYangtzeRiverCropPhysiologyEcologyandProduction,
MinistryofAgriculture/CollegeofPlantScienceandTechnologyofHuazhongAgricultural

University,Wuhan430070,China;
2.XiangyangVocationalandTechnicalCollege,Xiangyang441050,China

Abstract Effectsofhightemperatureatfloweringstageontherelatedphysiologicalcharacteristics
offunctionalleavesofricewerestudiedusingindicaricevarieties-Shuhui527andTexianzhan25as
samples,whichhadsignificantdifferencesinhightemperaturestabilityofphotosynthesis.Theresults
showedthatunderheatstress,Shuhui527withhightemperaturetoleranceofphotosynthesispresented
smalldecreasingrangesofnetphotosyntheticrateandseedsettingrate,largeincreasingrangeofproline
cumulativelevelinleavesandsignificantlylowermembraneinjuryrate.Inaddition,thethermalstability
at50.0℃oflargesubunitofRubisco(Lsu),smallsubunitofRubisco(Ssu)andtotalproteincontentin
Rubisco-extractingsolutionofflagleaveswashighinShuhui527.BetweenLsuandSsu,thestabilityof
Ssuwasmoresensitivetochangesintemperature.ThethermalstabilityofSsucouldprovideareference
forstudiesontheidentification,evaluationandmechanismofhightemperaturetoleranceofriceatflow-
eringstage.

Keywords rice;floweringstage;heatstress;hightemperaturestabilityofphotosynthesis;seed
settingrate;physiologicalcharacteristics
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