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摘要　为揭示尖镰孢胁迫下黄瓜茎部蛋白质差异，以黄瓜枯萎病高抗品系‘Ｄ０３２７’和感病品系‘６４９’为试验材料，

分别接种２个毒力不同的尖镰孢Ｃ９和Ｓ１菌株后提取黄瓜茎部蛋白，运用双向电泳技术研究了尖镰孢侵染后茎部

蛋白质组的变化。结果表明，２个尖镰孢菌胁迫下，抗感材料茎部蛋白表达发生了变化。茎部蛋白质双向电泳图谱

与对照图谱进行比较分析，成功鉴定出８个差异蛋白点。强毒力菌株Ｃ９胁迫下，感病品系中鉴定出３个差异蛋白，

分别是烯醇化酶及亚基、肌动蛋白和放氧增强蛋白，抗病品系中差异蛋白为烯醇化酶及亚基、磷酸丙糖异构酶和核

苷酸二磷酸激酶。弱毒力菌株Ｓ１胁迫下，感病品系中差异蛋白为Ｃｓｆ２蛋白，抗病品系中差异蛋白为放氧增强蛋

白。这些蛋白分别参与能量代谢、光合作用和胁迫反应。
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　　植物在逆境胁迫环境下，一些基因被诱导表达，

实现植物在蛋白组学水平的适应性调整，构建了植

物整个复杂且高效的响应系统。大量研究表明，病

程相关蛋白（ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓｒｅｌａｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ）是主要的

宿主功能蛋白，这些重要的功能蛋白在不同类型互

作系统中得到了充分的验证，明确了各种类型植物

防御机制相关功能性蛋白的作用［１３］。利用蛋白质

组学技术构建植物宿主 病原菌互作体系已经成为

当前研究的趋势和热点之一。

由无性型真菌镰孢属尖镰孢黄瓜专化型犉狌

狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．犮狌犮狌犿犲狉犻狀狌犿侵染引起的

黄瓜枯萎病是黄瓜生产中的重要土传病害，由于保

护地的特殊环境条件和长期连作，土壤中病原菌的

积累量越来越多，导致黄瓜枯萎病等土传病害发生

逐年加重。犉．狅狓狔狊狆狅狉狌犿通常定殖于植物的维管

束，对输导组织产生危害，同时产生相应的毒素，致

使茎基部维管束变褐，严重地影响了水、矿物质及营

养的运输及黄瓜的生长［４］。植物茎部除了运输水、
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矿物盐、营养和代谢物外，也参与长距离信号运输，

作为对病原菌、共生体和环境压力入侵的一种反应

场所［５］。当病原菌侵染植物时，会有病程相关蛋白

及其产物等一系列抗性相关物质产生，其中包括代

谢酶、与压力有关的蛋白质等。

本研究采用双向电泳技术分析在两种毒力不同

的尖镰孢胁迫下黄瓜抗感枯萎病品系茎中蛋白质的

差异表达，用质谱分析方法鉴定与抗病相关的蛋白

质，从蛋白水平初步探索抗枯萎病机制，从而为维管

束病害中寄主与病原的互作提供理论依据。

１　材料与方法

１．１　试验材料

黄瓜枯萎病高抗品系‘Ｄ０３２７’和感病品系

‘６４９’，由东北农业大学黄瓜课题组提供。尖镰孢黄

瓜专化型犉狌狊犪狉犻狌犿狅狓狔狊狆狅狉狌犿ｆ．ｓｐ．犮狌犮狌犿犲狉犻狀狌犿强

毒力菌株Ｃ９和弱毒力菌株Ｓ１，由东北农业大学植

物病理研究室提供［６］。

１．２　试验方法

１．２．１　接种

将培养在ＰＳＡ平板上的供试菌种移入ＰＬ培养

液中，置于２５～２８℃，转速１１０～１２０ｒ／ｍｉｎ的恒温

摇床中振荡培养７～１０ｄ。将菌液用４层纱布滤掉

菌丝体，滤液在转速４０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ后移

去上清液，加入无菌蒸馏水配制成１．０×１０７个／ｍＬ

的孢子悬浮液。于黄瓜幼苗两片真叶期，采用灌根

法将２个毒力不同的尖镰孢菌株分别接种抗感黄瓜

品系［７］。接种后待感病品系‘６４９’茎部出现变黄症

状后（７ｄ）进行取材，将整株茎剪成５ｃｍ茎段用锡

纸包好，迅速用液氮处理后置于－８０℃冰箱中保存

备用。

１．２．２　黄瓜茎部蛋白质的提取

利用ＴＣＡ丙酮法
［８］，提取黄瓜茎组织蛋白质。

利用考马斯亮蓝法［９］测定蛋白质浓度并进行定量。

称取１ｇ黄瓜茎放入预冷的研钵中，加入液氮研磨至

粉末状；将粉末转移至２ｍＬＥＰ管中，加入５倍体积

预冷的１０％ＴＣＡ丙酮溶液，漩涡振荡至其混合充分，

放于－２０℃冰箱沉淀过夜；４℃，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心

３０ｍｉｎ，移去上清液；向沉淀中加入５倍体积预冷的

丙酮溶液（含０．０７％β巯基乙醇，－２０℃预冷），充

分混合，置于－２０℃冰箱中静置１ｈ（期间漩涡振荡

几次）；４℃，１３０００ｒ／ｍｉｎ离心３０ｍｉｎ，移去上清液

（重复上述步骤６～７次，洗至上清呈无色）；沉淀经

真空干燥制成蛋白质干粉，－８０℃保存备用。

１．２．３　蛋白质双向电泳

第一向电泳选择２４ｃｍ，ｐＨ４～７的ＩＰＧ胶条进

行等电聚焦，第二向电泳采用１２．５％的ＳＤＳＰＡＧＥ

分离胶，双向电泳结束后进行考马斯亮蓝Ｇ２５０染

色，每个处理进行３次重复。获得的２ＤＥ凝胶图像

通过Ｉｍａｇｅｍａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ７．０软件进行图像

分析。与参考胶比较，特异表达、表达量上调或下调

２倍以上被认为是差异表达的蛋白质点。

１．２．４　质谱鉴定和蛋白鉴定

委托哈尔滨赛信生物科技有限公司进行ＭＡＬ

ＤＩＴＯＦＴＯＦ／ＭＳ质谱分析。质谱分析结果利用软

件Ｍａｓｃｏｔ２．３．０２进行分析，经过ＮＣＢＩ（ｎｒ）数据库

和黄瓜基因组数据库（ｈｔｔｐ：∥ｗｗｗ．ｉｃｕｇｉ．ｏｒｇ／ｃｇｉ

ｂｉｎ／ＩＣｕＧＩ／ｇｅｎｏｍｅ／ｉｎｄｅｘ．ｃｇｉ？ｏｒｇａｎｉｓｍ＝ｃｕｃｕｍ

ｂｅｒ）分析，获得相关蛋白质点的鉴定结果。

１．２．５　差异蛋白基因表达验证

在黄瓜基因组数据库中搜索编码蛋白的基因，

利用在线工具ＧｅｎＳｃｒｉｐｔＲｅａｌｔｉｍｅＰＣＲ（ＴａｑＭａｎ）

ＰｒｉｍｅｒＤｅｓｉｇｎ进行设计（ｈｔｔｐｓ：∥ｗｗｗ．ｇｅｎｓｃｒｉｐｔ．

ｃｏｍ／ｓｓｌｂｉｎ／ａｐｐ／ｐｒｉｍｅｒ）。引物序列发送至上海生

工生物工程技术服务有限公司进行合成，引物序列

见表１。

表１　狇犚犜犘犆犚引物序列

犜犪犫犾犲１　犘狉犻犿犲狉狊犲狇狌犲狀犮犲狊犳狅狉狇犚犜犘犆犚

基因编号

Ｇｅｎｅｎｏ．

引物序列（５′３′）

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｏｆｐｒｉｍｅｒ

ＣｓＥＦ１α
Ｆ：ＣＧＣＴＣＴＴＣＴＴＧＣＴＴＴＣＡＣＣＣＴＴ

Ｒ：ＴＡＣＣＴＴＧＣＣＴＴＧＧＡＧＴＡＴＴＴＧＧ

Ｃｓａ５Ｍ６１１６００．１
Ｆ：ＧＣＡＡＣＡＣＴＴＧＧＣＣＧＴＡＴＣＡＴ

Ｒ：ＡＡＴＴＴＧＣＴＧＴＴＣＣＧＴＴＧＣＣＴ

Ｃｓａ６Ｍ４８４６００．２
Ｆ：ＣＡＣＣＡＴＣＧＧＡＧＣＴＧＡＧＡＧＡＴ

Ｒ：ＣＴＣＡＴＣＣＴＧＴＣＴＧＣＡＡＴＧＣＣ

Ｃｓａ４Ｍ０６３４４０．１
Ｆ：ＴＡＣＡＧＣＧＴＣＣＡＡＣＧＴＧＡＡＴＧ

Ｒ：ＣＣＣＴＣＣＡＣＡＡＡＣＴＴＣＣＴＴＧＣ

Ｃｓａ６Ｍ４５０３７０．１
Ｆ：ＴＧＧＴＧＣＡＡＡＴＧＣＣＡＴＡＣＴＣＧ

Ｒ：ＴＧＣＡＡＧＣＴＴＧＴＴＴＣＣＴＧＣＡＴ

Ｃｓａ４Ｍ５９８０００．１
Ｆ：ＴＧＧＡＡＣＡＡＡＣＧＡＧＧＡＧＧＴＧＡ

Ｒ：ＣＣＡＧＴＡＡＡＣＧＣＡＣＣＡＣＣＴＴＴ

Ｃｓａ３Ｍ１１６７１０．１
Ｆ：ＴＧＧＡＣＴＣＴＧＡＴＧＴＧＧＧＡＡＣＣ

Ｒ：ＧＴＡＡＡＣＧＧＧＡＣＣＴＴＣＴＧＧＧＡ

Ｃｓａ０１７６５１
Ｆ：ＧＧＧＴＧＡＴＣＴＡＴＡＴＧＧＡＡＡＧＣＴＧＧＡ

Ｒ：ＴＴＣＡＴＧＴＡＧＧＴＣＧＡＣＡＣＣＧＴ

Ｃｓａ６Ｍ５２２６９０．１
Ｆ：ＣＣＴＣＴＧＣＡＡＴＧＧＣＴＣＴＴＴＣＣ

Ｒ：ＣＴＧＡＣＴＴＧＣＴＧＧＣＡＧＴＣＴＴＣ
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采用ＴＲＩｚｏｌ法提取黄瓜叶片总ＲＮＡ
［１０］。根据

Ｔｏｙｏｂｏ反转录试剂盒ＲｅｖｅｒＴｒａＡｃｅｑＰＣＲＲＴＫｉｔ说

明书反转录成ｃＤＮＡ。依照ＳＹＢＲ ＧｒｅｅｎＲｅａｌｔｉｍｅ

ＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ说明书进行。参照基因为犆狊犈犉１α

（ＧｅｎＢａｎｋＡｃｃｅｓｓｉｏｎＮｕｍｂｅｒ：ＸＭ＿００４１３８９１６）
［１１］。反

应体系ＳＹＢＲＧｒｅｅｎＰＣＲＭａｓｔｅｒＭｉｘ，１０μＬ；上

游引物０．５μＬ；下游引物０．５μＬ；ｃＤＮＡ２μＬ；

ｄｄＨ２Ｏ７μＬ。反应条件：９５℃３ｍｉｎ；９５℃１０ｓ，

５８℃２０ｓ，７２℃３０ｓ，４０次循环；５５℃１０ｓ，８１次循

环；４℃，１０ｍｉｎ。采用２－ΔΔＣＴ相对定量分析方法计

算出基因的相对表达量［１２］，并用ＤＰＳ７．０５数据处

理系统软件进行方差及显著性分析。

２　结果与分析

２．１　尖镰孢胁迫下不同抗性黄瓜品系茎组织蛋白

双向电泳图谱分析

２．１．１　Ｃ９胁迫下黄瓜抗、感品系蛋白双向电泳图谱

利用Ｉｍａｇｅｍａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ７．０图像软件

分析，并对分析结果进行筛选，最终确定Ｃ９胁迫下

感病品系中共有６个符合２倍以上并且有９９％统计

学显著性差异的蛋白质点，抗病品系中共有３个差

异蛋白点（见图１）。

图１　犆９胁迫下黄瓜抗、感品系茎部蛋白的双向电泳图

犉犻犵．１　犜犺犲２犇犈犿犪狆狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾狆狉狅狋犲犻狀狊狆狅狋狊犻狀狊狌狊犮犲狆狋犻犫犾犲犪狀犱狉犲狊犻狊狋犪狀狋犮狌犮狌犿犫犲狉犾犻狀犲狊狌狀犱犲狉狋犺犲狊狋狉犲狊狊狅犳犆９

２．１．２　Ｓ１胁迫下黄瓜抗、感品系蛋白双向电泳图谱

Ｓ１胁迫下感病品系中共有４个符合２倍以上

并且有９９％统计学显著性差异的蛋白质点，抗病品

种中共有５个差异蛋白点（见图２）。从双向电泳图

谱可以看出，无论感病还是抗病品系，Ｓ１胁迫下出

现的差异蛋白点大都集中在对照。

图２　犛１胁迫下黄瓜抗、感品系茎部蛋白的双向电泳图

犉犻犵．２　犜犺犲２犇犈犿犪狆狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾狆狉狅狋犲犻狀狊狆狅狋狊犻狀狊狌狊犮犲狆狋犻犫犾犲犪狀犱狉犲狊犻狊狋犪狀狋犮狌犮狌犿犫犲狉犾犻狀犲狊狌狀犱犲狉狋犺犲狊狋狉犲狊狊狅犳犛１

表２　利用串联质谱技术得到的差异表达蛋白鉴定

犜犪犫犾犲２　犐犱犲狀狋犻犳犻犮犪狋犻狅狀狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犾狔犲狓狆狉犲狊狊犲犱狆狉狅狋犲犻狀狊犫狔犕犛／犕犛

点号

Ｓｐｏｔｎｏ．

基因编号

Ｇｅｎｅｎｏ．

分子量／Ｄａ

ＭＷ

等电点

ｐＩ

序列覆盖率／％

Ｓｅｑｕｅｎｃｅｃｏｖｅｒａｇｅ

得分

Ｓｃｏｒｅ

蛋白名称

Ｐｒｏｔｅｉｎｎａｍｅ

表达模式

Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎｐａｔｔｅｒｎ

１ Ｃｓａ５Ｍ６１１６００．１ ５９８８５．２ ５．９０ ３６ ４７０ Ｅｎｏｌａｓｅ 上调

２ Ｃｓａ６Ｍ４８４６００．２ ４１９１１．０ ５．３１ ７２ １１００ Ａｃｔｉｎ 上调

３ Ｃｓａ４Ｍ０６３４４０．１ ２８２９２．３ ７．６１ ４４ ５５７ Ｏｘｙｇｅｎｅｖｏｌｖｉｎｇｅｎｈａｎｃｅｒｐｒｏｔｅｉｎ 下调

４ Ｃｓａ６Ｍ４５０３７０．１ ４７９４２．５ ５．４８ ６１ ７５２ ＥｎｏｌａｓｅｉｓｏｆｏｒｍＸ１ 上调

５ Ｃｓａ４Ｍ５９８０００．１ ２７５０２．３ ５．６１ ６５ ７８４ Ｔｒｉｏｓｅｐｈｏｓｐｈａｔｅｉｓｏｍｅｒａｓｅ 上调

６ Ｃｓａ３Ｍ１１６７１０．１ １６４５０．５ ６．３０ ７３ ６５７ Ｎｕｃｌｅｏｓｉｄｅｄｉｐｈｏｓｐｈａｔｅｋｉｎａｓｅ 上调

７ Ｃｓａ０１７６５１ １８０１０．９ ５．１５ ４４ ２３３ Ｃｓｆ２ｐｒｏｔｅｉｎ 下调

８ Ｃｓａ６Ｍ５２２６９０．１ ２８２３９．１ ５．１４ ３０ ２５８ ＣｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａｂｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎｏｆＬＨＣＩＩｔｙｐｅＩ 上调
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２．２　差异蛋白质点的质谱鉴定

通过质谱技术检测，获得质谱图谱，８个ＰＭＦ

出峰情况良好，根据ＮＣＢＩ黄瓜数据库检索得到８

个阳性结果。通过对两种尖镰孢处理后的抗感黄瓜

品系进行分析，最终成功鉴定出８个差异蛋白点，其

中６个差异蛋白上调表达，２个下调表达，如表２。

差异蛋白点的质谱结果如下。

强毒力菌株Ｃ９胁迫下，感病品系中鉴定出３个

差异蛋白点，分别是１、２和３号，抗病品系中差异蛋

白为４、５及６号。弱毒力菌株Ｓ１胁迫下，感病品系

中差异蛋白为７号，抗病品系中差异蛋白为８号。

１和４号为烯醇化酶及其亚基。在糖酵解中烯

醇化酶及其亚基主要参与２磷酸Ｄ甘油酸与磷酸

烯醇式丙酮酸之间进行相互转化。

２号蛋白点为肌动蛋白。肌动蛋白是构成真核

生物细胞骨架的重要成分，它参与细胞运动，以及多

种细胞内过程，对细胞生长、分裂、分化、细胞内囊泡

运输、细胞壁的生物合成、共生现象、胞吞胞吐作用

以及膜的循环利用等方面具有较好的控制作用［１３］。

３号和８号蛋白点分别为放氧增强蛋白ＯＥＥ

（ｏｘｙｇｅｎｅｖｏｌｖｉｎｇｅｎｈａｎｃｅｒｐｒｏｔｅｉｎ）和捕光复合体Ｉ

型叶绿素ａ／ｂ结合蛋白（ＬＨＣＩＩｔｙｐｅＩｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ

ａ／ｂｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）。这２个蛋白均与植物光合作

用有关，８号蛋白参与光合作用原初反应的蛋白质，

主要功能进行捕获叶绿素，相关研究指出叶绿素的

含量与植物的抗病性呈正相关，叶绿素含量升高，植

株的抗病性增强。

５号蛋白点为磷酸丙糖异构酶（ＴＰＩ）。磷酸丙

糖异构酶在生物体内的功能主要是参与糖酵解，是

糖酵解途径中的主要蛋白酶。ＴＰＩ催化磷酸丙糖异

构体在二羟丙酮磷酸和Ｄ甘油醛３磷酸之间的可

逆转化，是糖酵解中不可或缺的酶。

６号蛋白点为核苷酸二磷酸激酶（ＮＤＰＫ／

ＮＤＫ）。在生物体内核苷酸二磷酸激酶催化磷酸基

团在ＡＴＰ和ＮＤＰ两者之间进行可逆的转移，用以

维持ＡＴＰ和ＮＴＰ两者浓度在细胞内的稳定。

７号蛋白点为Ｃｓｆ２蛋白。该蛋白是一种分泌

蛋白，其主要功能与植物防御反应相关，参与应答生

物刺激，但具体作用机理尚未清楚。

２．３　差异蛋白基因表达验证

通过ｑＲＴＰＣＲ对差异蛋白基因的表达进行了

验证，结果如图３所示。８个差异蛋白基因的表达

模式均与其蛋白表达相一致，说明差异蛋白是由基

因差异表达引起的。

图３　差异蛋白基因相对表达量

犜犪犫犾犲３　犚犲犾犪狋犻狏犲犲狓狆狉犲狊狊犻狅狀狅犳犱犻犳犳犲狉犲狀狋犻犪犾狆狉狅狋犲犻狀犵犲狀犲狊

３　讨论

蛋白质是生命最直接的体现，在生理及病理条

件的改变下，生物体的蛋白会产生结构及功能的变

化［１４］。植物在被病原物侵染刺激后，其本身会产生

一系列的防御反应，尤其是一些病程相关蛋白的表

达会有一定的变化［１５１６］。本研究采用双向电泳技术

分析在两种毒力不同的尖镰孢胁迫下黄瓜抗、感枯

萎病品系茎中蛋白质的差异表达，共鉴定出８个差

异蛋白。根据其功能不同，将８个蛋白分为能量代

谢相关蛋白、光合作用相关蛋白和胁迫反应相关

蛋白。

能量代谢相关蛋白为１、４、５、６号，１、４号蛋白

为烯醇化酶及其亚基，５号蛋白为磷酸丙糖异构酶

（ＴＰＩ），６号蛋白为核苷酸二磷酸激酶（ＮＤＰＫ／

ＮＤＫ），这４种参与能量生成的蛋白质在本研究中

均出现上调表达，且３种在抗病品系出现，说明在同

一菌株胁迫下抗感品系表现出一定的差异性，对外

界不良环境表现出一定的抗性。这４种与能量相关

的蛋白均在高毒力菌株Ｃ９的胁迫下差异表达，说明

毒力高的菌种可更好地激活植物组织相关蛋白的表

达，进而提高抗病性。

光合作用相关蛋白为３、８号，３号蛋白为放氧

增强蛋白 ＯＥＥ （ｏｘｙｇｅｎｅｖｏｌｖｉｎｇｅｎｈａｎｃｅｒｐｒｏ

ｔｅｉｎ），８号蛋白为捕光复合体Ｉ型叶绿素ａ／ｂ结合蛋

白（ＬＨＣＩＩｔｙｐｅＩｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌａ／ｂｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ）。
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叶绿素含量与植物抗病性正相关［１７］，８号是参与光

合作用原初反应的蛋白质，与植物叶绿素含量相关，

很可能参与黄瓜抗枯萎病的反应。Ｓ１菌株胁迫下，

８号蛋白在抗病品系中上调表达，而Ｃ９菌株胁迫

下，３号蛋白在感病品系中下调表达，说明在毒力不

同的菌株诱导下蛋白表达存在差异。

胁迫反应相关蛋白为２号，肌动蛋白。该蛋白

在高毒力菌株侵染感病品系中上调表达。肌动蛋白

普遍存在真核生物中，在细胞外表组织形态的维持、

正常生长、细胞运动等中具有重要意义［９，１８］。

通过本试验可以看出在病原菌胁迫下，为适应

外界环境的变化，植物体内迅速做出反应，尤其是在

毒力强的菌株胁迫下表现得更为明显。通过分析上

述试验结果，说明参与物质和能量代谢的蛋白与黄

瓜抗枯萎病相关。本研究初步探讨了黄瓜枯萎病菌

诱导黄瓜的抗性应答机理，为进一步筛选抗性相关

特异蛋白质作为标记性状选育新的抗性黄瓜品种奠

定理论基础。
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