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封面图说: 肥美的当雄草原———高寒草甸是在寒冷的环境条件下,发育在高原和高山的一种草地类型。 其植被组成主要是多

年生草本植物,冬季往往有冰雪覆盖,土壤主要为高山草甸土。 当雄草原位于藏北高原, 藏南与藏北的交界地带,

海拔高度为 5200—4300m, 受海洋性气候影响,呈现高原亚干旱气候,年平均降水量 293—430mm。 主要有小嵩草草

甸、藏北嵩草草甸和沼泽草甸等,覆盖度为 60%—90% ,其中小嵩草草甸分布面积最大,连片分布于广阔的高原面

上。 高寒草甸草层低,草质良好,是畜牧业优良的夏季牧场。

彩图及图说提供: 陈建伟教授摇 北京林业大学摇 E鄄mail: cites. chenjw@ 163. com
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高温强光对小麦叶绿体 Deg1 蛋白酶和
D1 蛋白的影响及水杨酸的调节作用

郑静静, 赵会杰*, 胡巍巍, 赵雪娟,赵一丹
(河南农业大学生命科学学院,郑州摇 450002)

摘要:以小麦品种矮抗 58 为材料,采用 0. 3 mmol / L 水杨酸(SA)溶液预处理灌浆期小麦叶片,以水预处理为对照,进行 3 种不同

的光温处理:适宜温度中等光强(25 益,600 滋mol m-2 s-1)2 h、高温强光(38 益, 1600 滋 mol m-2 s-1)2h、高温强光 2 h 后置于适

宜温度中等光强下恢复 3h。 测定不同光温条件下,小麦叶绿体的 Deg1 蛋白酶、D1 蛋白和 PS域功能的变化及 SA 的调节效应。
结果表明,高温强光胁迫导致 Deg1 蛋白酶和 D1 蛋白降解,PS域功能发生可逆损伤。 与对照相比,水杨酸预处理不仅能够抑制

高温强光下小麦叶绿体 Deg1 蛋白酶和 D1 蛋白的降解,维持较高的 PS域原初光化学效率(Fv / Fm)、实际光化学效率(椎PS域)、
电子传递速率和净光合速率(Pn),而且加快回到非逆境下 PS域功能的恢复。
关键词:小麦; 高温强光胁迫;水杨酸; Deg1 蛋白酶;D1 蛋白;PS域功能

Effect of heat and high irradiation stress on Deg1 protease and D1 protein in
wheat chloroplasts and the regulating role of salicylic acid
ZHENG Jingjing, ZHAO Huijie*, HU Weiwei, ZHAO Xuejuan,ZHAO Yidan
College of Life Sciences, Henan Agricultural University, Zhengzhou 450002, China

Abstract: Wheat is one of the most important food crops in China and its production is crucial to ensure national food
security. In the north of China, wheat plants often suffer from heat and high irradiation stress during grain鄄filling stage,
leading to damage in photosynthetic apparatus and reduction of yield. Especially, the reaction center in photosystem 域 (PS
域) is prone to various environmental stresses, and the extent of damage depends on the balance between injury and repair.
The repair of PS域 needs fast turnover of D1 protein, which is the key component of PS域. During the repair of PS域,
damaged D1 protein must be degraded and subsequently replaced by new copies quickly. It is well known that Deg1
protease plays an important role in cleavage of damaged D1 protein. However, the dynamic change in Deg1 protease under
heat and high light stress is still largely unclear. In this study, we used wheat cultivar “Aikang 58冶 to determine the effects
of heat and high light stress on Deg1 protease and D1 protein levels and PS域 performance and further the regulation role of
salicylic acid (SA) in the repair of PS域. Wheat leaves of grain鄄filling stage were pretreated with 0. 3 mmol / L SA and
distilled water ( as control) respectively and then subjected to three temperature and irradiation treatments: moderate
temperature and irradiation (25益, 600 滋mol m-2 s-1, MTI) for 2h, high temperature and irradiation (38益, 1600 滋 mol
m-2 s-1, HTI) for 2h, and HTI following by 3h MTI. Fluorescence parameters were measured using a chlorophyll
fluorometer. The levels of Deg1 protease and D1 protein were analyzed by western鄄blotting analysis. The results showed that
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HTI treatment resulted in degradation of Deg1 protease and D1 protein and reversible damage to PS域 function. Compared
with control, pretreatment with SA not only retarded degradation of Deg1 protease and D1 protein, maintained higher
potential photochemical efficiency (Fv / Fm), actual photochemical efficiency (椎PS域), electron transfer rate (ETR) of
PS域 and net photosynthetic rate (Pn) of wheat leaves under HTI, but also accelerated the recovery under non stress
condition. It suggests that SA could protect photosynthetic apparatus of wheat against combined stress of heat and high
irradiation to some extent via maintaining the turnover of D1 protein.

Key Words: wheat; heat and high irradiation stress; salicylic acid; Deg1 protease; D1 protein; PS域 performance

小麦是我国北方最主要的粮食作物。 在决定产量形成的灌浆期,小麦植株常常遭遇高温和强光共存的逆

境因素胁迫,导致光合机构破坏,叶片功能过早衰退,籽粒发育受阻,产量降低。 因此,小麦灌浆期的光合作用

研究受到了广泛关注。 在植物的光合机构中,光系统域(PS域)反应中心是高温、干旱等多种逆境伤害的关键

部位[1],它在逆境下受损伤的程度取决于其破坏和修复的平衡[2]。 PS域是一种多亚基蛋白复合体,在构成

PS域的 25 种蛋白质中,D1 蛋白是逆境损伤的主要靶位,它比类囊体膜上的其它蛋白有更快的周转速率[3鄄4]。
在正常条件下,高等植物体内 D1 蛋白的合成和降解处于动态平衡之中。 而一旦暴露于强光下或强光与其他

逆境交叉胁迫时,D1 蛋白的降解速率就会超过合成速率,导致 PS域反应中心的破坏[5鄄6]。 要想加快 PS域修

复,受损 D1 蛋白的及时降解并被新合成的拷贝替换是关键[7鄄9]。 Aro 等[10]等提出 D1 蛋白一旦受到伤害就会

发生构象变化,这种构象变化使 D1 蛋白成为蛋白酶的底物,在蛋白酶的催化下发生降解。 Deg1 是位于类囊

体囊腔侧的丝氨酸蛋白酶,是负责 D1 蛋白降解的主要蛋白酶之一[11]。 因此,研究逆境条件下 Deg1 蛋白酶和

D1 蛋白的变化具有重要意义。
水杨酸(salicylic acid,SA)是一个天然的信号分子,它对调节植物的生理过程起到了重要作用 [12鄄15], 同

时也参与生物与非生物胁迫的特殊反应 [16]。 人们现已把它作为一种新型激素进行了大量研究。 如 Lopez鄄
Delgado 等[17]等以马铃薯为材料开展了一系列的实验,发现 SA 能提高马铃薯的耐热性,这种效应在芥菜[18]、
小麦[19]等植物中得到了验证。 本文研究了高温强光胁迫下小麦叶绿体 Deg1 蛋白酶和 D1 蛋白的变化及 SA
的调节作用,旨在为了解外源 SA 对光合机构的保护机理以及生产中采取抗逆措施提供实验依据。
1摇 材料与方法

1. 1摇 试验材料与处理

试验于 2009—2011 年在河南农业大学科教园区进行,以小麦(Tritivum aestivum L. )品种矮抗 58 为试验

材料。 采用盆栽方法进行培养材料,盆高 30 cm,内径 30 cm,内装耕层潮土 9 kg。 于 10 月 15 日播种,播种后

将盆埋入试验田中,出苗后每盆留苗 3 株,采取常规的管理措施。 待小麦长至开花后 20d(灌浆期)将麦株分

为两组,一组喷施 0. 3 mmol / L 水杨酸(SA),一组喷水作为对照。 每天喷洒叶片 1 次,连续喷施 3 d。 第 4 天

将材料带回人工气候室进行不同的光温处理:淤适宜温度中等光强(25 益, PFD 为 600 滋mol m-2 s-1,MTI)下
2 h;于高温强光胁迫(38 益,PFD 为 1600 滋mol m-2 s-1,HTI)2h;盂高温强光(HTI)胁迫 2 h 后,将植株放回适

宜温度中等光强(MTI)下恢复 3 h(R)。 强光用 1000W 钨灯提供,将钨灯置于一个铁架上,钨灯和试验材料之

间设置一个厚度为 10 cm 的玻璃流动水槽,以避免光下温度过高,通过调节材料与光源的距离,使小麦旗叶接

收的光强达到设计要求。 取各处理植株的旗叶作为试材,一部分用于叶绿素荧光参数和光合速率测定,一部

分立即用液氮冷冻,用于 Deg1 蛋白酶和 D1 蛋白的测定。
1. 2摇 测定项目与方法

1. 2. 1摇 类囊体膜提取和蛋白含量测定

参照郭军伟等[20]的方法分别提取不同处理叶片的高活性的类囊体膜,叶片加入预冷缓冲液 A(含 300
mmol / L 蔗糖,5 mmol / L MgCl2,1 mmol / L EDTA,10 mmol / L NaF,50 mmol HEPES鄄NaOH,pH 值 7. 5)进行匀

1392摇 9 期 摇 摇 摇 郑静静摇 等:高温强光对小麦叶绿体 Deg1 蛋白酶和 D1 蛋白的影响及水杨酸的调节作用 摇



http: / / www. ecologica. cn

浆,匀浆液经两层纱布过滤后,1500 g 离心 4 min,所得沉淀用缓冲液 B(含 5 mmol / L 蔗糖,5 mmol / L MgCl2,10
mmol / L NaF,10 mmol / L HEPES鄄NaOH,pH 值 7. 5)悬浮并洗涤 1 次,3000 g 离心 3 min。 最后将类囊体膜悬浮

在少量缓冲液 C(100 mmol / L 蔗糖,5 mmol / L NaCl, 10 mmol / L MgCl2, 10 mmol / L NaF,10 mmol / L HEPES鄄
NaOH,pH 值 7. 5)中,整个过程避光 4 益进行。 所得样品储存于液氮中备用。 蛋白含量的测定采用考马斯亮

蓝染色法[21],以 BSA 作为标准蛋白。
1. 2. 2摇 SDS鄄PAGE 及 Western Blotting 分析

参照杜林方等[22]的方法进行,采用 15%含 6 mol / L 尿素的分离胶(pH 8. 8)和 5% 浓缩胶(pH 值 6. 8),
在类囊体膜样品中加入等体积的样品缓冲液(含 2% SDS、5% 茁鄄巯基乙醇、20% 甘油、0. 01% 溴酚蓝以及

0郾 125 mol / L Tris鄄HCl,pH 值 6. 8),100 益水浴处理 3 min。 10000 r / min 离心 1 min,每泳道样品含 5 滋g 蛋白。
蛋白分开后用考马斯亮蓝 R鄄250 染色或转移至 PVDF 膜上进行免疫检测反应。

在 Western blotting 分析中,一抗分别为叶绿体 D1 蛋白多克隆抗体和 Deg1 蛋白酶抗体(Agrisera 公司提

供)。 二抗为辣根过氧化酶标记的兔抗体。 采用光密度扫描测定蛋白质的相对含量。
1. 2. 3摇 光合放氧速率和 PS域电子传递速率

采用 Chlorolab鄄2 氧电极系统(英国 Hansatech 公司产)测定[21]。 PS域电子传递速率(H2O寅DCPIP)用

Clark鄄氧电极按 Tripathy 和 Mohanty[23] 的方法进行,反应液组成为:MgCl2 3 mmol / L,NaCl 10 mmol / L,DCPIP
400 滋mol / L,Hepes鄄NaoH (pH 值 7. 0) 50 mmol / L。 测定均为温度 25 益,光强 600 滋mol m-2 s-1,叶绿素浓度

10 滋g / mL。
1. 2. 4摇 叶绿素荧光参数

用 FMS鄄2 脉冲调制式荧光仪(Hansatech, UK), 参照 Genty 等[24]的方法测定和计算荧光参数, 包括最大

荧光(Fm)、暗适应下最大可变荧光(Fv)、初始荧光(Fo)、光适应下最大荧光(Fm忆)、任意光适应条件下最大

可变荧光强度(Fv忆), 以及稳态荧光(Fs)等叶绿素动力学参数。 在测定 Fm 和 Fo 时, 叶片暗适应 20 min。 计

算 PS II 的最大光量子效率(Fv / Fm)、作用光下 PS II 的实际的量子效率(囟PS域)。 光化光强度为 400 滋mol
m-2 s-1,饱和闪光强度为 8 000 滋mol m-2 s-1。
1. 3摇 数据处理

运用 Excel 2003 进行数据处理,测定均重复 5 次。
2摇 结果与分析

2. 1摇 高温强光下 Deg1 蛋白酶和 D1 蛋白的变化及 SA 的调节作用

Deg1 是一种不依赖于 ATP 的蛋白酶,它位于类囊体的囊腔侧,负责受损 D1 蛋白的初步剪切,在 D1 蛋白

的周转中具有重要作用[8]。 从图 1、图 2 结果可以看出,高温强光胁迫处理 2 h 后,小麦叶片 Deg1 蛋白酶和

D1 蛋白均发生降解,含量明显下降。 置于非逆境下恢复 3h 后,二者含量均有所上升,但仍低于胁迫处理之前

的水平。 和水预处理的叶片(W)相比,SA 预处理可使小麦叶片在高温强光胁迫下和恢复期维持较高的 Deg1
和 D1 含量。 表明外源 SA 可以抑制 Deg1 和 D1 的降解,有利于受损的光合机构的修复。
2. 2摇 高温强光对 PS域光化学效率的影响及 SA 的调节作用

图 3 和图 4 分别显示 PS域最大光化学效率(Fv / Fm)和实际光化学效率(椎PS域)的变化。 可以看出,在
高温强光胁迫下的 Fv / Fm 和 椎PS域均显著降低,在适宜温度中等光强下复期 3 h 后,Fv / Fm、椎PS域均有明显

回升,表明 PS域受到了可逆的损伤。 与水预处理的叶片(W)相比,SA 预处理不仅使叶片在高温强光下维持

较高的 Fv / Fm 和 椎PS域水平,而且加快了恢复期 Fv / Fm 和 椎PS域的回升。 表明 SA 对 PS域起到了一定的保

护作用。
2. 3摇 高温强光对 PS域电子传递和叶片光合速率的影响及 SA 的调节效应

由图 5、图 6 可见,高温强光胁迫下导致小麦叶片的 PS域电子传递速率和净光合速率显著降低,恢复 3h
后期有所上升。 与水预处理叶片(W)相比,SA 预处理叶片的 PS域电子传递和净光合速率维持较高水平,表
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明外源 SA 延缓了 PS域电子传递和光合速率的下降。

摇 图 1摇 小麦叶绿体 Deg1 蛋白酶的 Western blotting 结果(A)和相

对含量(B)

Fig. 1 摇 Western blotting of Deg1 protease in wheat chloroplasts

(A) and the relative contents (B)

W (water):水预处理的对照植株;SA (salicylic acid): 0郾 3mmol / L

SA 预处理植株

摇 图 2摇 小麦叶绿体 D1 蛋白的 Western blotting 结果(A)和相对含

量(B)

Fig. 2摇 Western blotting of D1 protein in wheat chloroplasts (A)

and the relative contents (B)

摇 图 3摇 高温强光对 PS域最大光化学效率(Fv / Fm)的影响及水杨

酸(SA,salicylic acid)的调节效应

Fig. 3摇 Effect of heat and high light on maximum photochemical

efficiency (Fv / Fm) of PS域 and the regulatory effect of salicylic

acid

摇 图 4摇 高温强光对 PS域实际光化学效率(椎PS域)的影响及 SA 的

调节效应

Fig. 4 摇 Effect of heat and high light on actual photochemical

efficiency (椎PS域) of PS域and the regulatory effect of salicylic

acid
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3摇 结论与讨论

光合作用是植物生长发育和产量形成的基础,也是对逆境非常敏感的生理过程。 在植物的光合系统中,
PS域主要进行水氧化和质醌还原,在原初光化学反应中起着重要作用,然而,它在高温、强光等逆境下却是非

常脆弱的[25]。 当光合色素吸收的能量超过光合作用的利用能力时,活性氧的产生大大加快,从而造成 PS域
反应中心的 D1 蛋白发生氧化损伤,光化学效率降低,电子传递速率减慢,发生光抑制现象。 关于光抑制发生

和修复的机理已有大量研究,如何采取措施来有效保护光合机构,减少或避免光抑制的发生,则成了人们进一

步研究的目标。

摇 图 5摇 高温强光对 PS域电子传递速率(ETR)的影响及 SA 的调节

效应

Fig. 5 摇 Effect of heat and high light on electron transfer rate

(ETR) of PS域 and the regulatory effect of salicylic acid

摇 图 6摇 高温强光对小麦叶片净光合速率(Pn)的影响及 SA 的调节

效应

Fig. 6 摇 Effect of heat and high light on net photosynthetic rate

(Pn) of wheat leaves and the regulatory effect of salicylic acid

随着全球气候变暖,高温已成为限制植物光合生产的重要逆境因子,高温和强光交互作用,更易造成光合

机构的破坏。 本文试验结果表明,在高温强光胁迫下,不仅 D1 蛋白含量下降,而且负责受损 D1 蛋白降解的

蛋白酶之一 Deg1 含量减少。 与此同时,PS域功能遭到损伤,表现在最大光化学效率(Fv / Fm)、实际光化学效

率(椎PS域)、电子传递速率(ETR)和净光合速率(Pn)显著下降。 但这种损伤是可逆的,将叶片置于非逆境条

件下恢复 3h 后,上述指标均有不同程度的回升。 已知叶绿体中有 2 个蛋白酶家系负责受损 D1 蛋白的降解,
即 Deg (又称 DegP)和 FtsH 蛋白酶家系。 Deg 属于丝氨酸蛋白酶(serine protease),而 FtsH 属于依赖于 ATP
的金属蛋白酶[25]。 在拟南芥叶绿体中, Deg 家系由 14 个成员组成,其中 Deg1[11]、Deg2[26]、Deg5 和 Deg8[27]

负责光破坏 D1 蛋白的降解,从而参与光破坏 PS域的修复。 本文仅对小麦叶绿体中 Deg1 蛋白酶的变化进行

了初步探讨,要想弄清高温强光下 D1 蛋白的酶促降解机制,还需大量研究工作。
水杨酸(SA)是一种诱导植物逆境防御机制的信号分子[28],使用外源的 SA 可以减轻高温、低温、重金属

等许多逆境对植物造成的伤害[29鄄30]。 本文结果表明,采用 0. 3 mmol / L SA 预处理小麦叶片,不仅可以明显抑

制 Deg1 蛋白酶和 D1 蛋白降解,而且可以加快回到非逆境下 Deg1 蛋白酶和 D1 蛋白含量的恢复,因此,不论

在高温强光胁迫下,还是恢复 3h 后,SA 预处理叶片均维持较高的 Fv / Fm、椎PS域、ETR 和 Pn。 说明 SA 具有

维持小麦 PS域中心稳定,保护光合机构的作用。
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