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不同耐旱性青稞叶片差异蛋白分析 
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摘  要: 为从蛋白质水平揭示不同青稞品种响应干旱胁迫的差异, 分析抗旱蛋白质分子机制, 本研究以干旱胁迫不

敏感的旱地紫青稞(HDZ)和干旱胁迫敏感的大麻青稞(DM)为研究材料, 以盆栽限量供水种植方法, 对干旱处理不同

梯度的青稞叶片进行叶绿素、可溶性蛋白、丙二醛含量及相对电导率 4项生理指标的测定, 同时利用 iTRAQ技术对

深度干旱胁迫青稞叶片全蛋白组进行差异蛋白分析。结果表明: 随着干旱处理时间的延长, 两种青稞的叶绿素和可溶

性蛋白含量逐渐下降, 电导率及丙二醛的含量逐渐升高, 在相同处理条件下, 大麻青稞的叶绿素和可溶性蛋白含量

降低幅度、电导率及丙二醛含量的增高幅度明显高于旱地紫青稞; 对两个青稞品种的干旱胁迫和正常培养的比较组

进行 iTRAQ分析, 共定量出 4163个蛋白(多肽), 其中旱地紫青稞比较组中对比正常培养, 筛选到表达上调的蛋白 68

个, 下调的蛋白 63个, 在大麻青稞的比较组中筛选出表达上调蛋白 21个, 下调蛋白 32个。KEGG通路分析表明, 富

集程度位于前 3 位的通路是代谢、氨基酸的生物合成以及次级代谢产物的生物合成, 主要涉及到柠檬酸循环、碳循

环等代谢通路, 丙氨酸、精氨酸等氨基酸的合成降解以及花生四烯酸、亚麻酸等次级代谢产物的合成。本研究从蛋

白组水平筛选了青稞干旱胁迫响应相关的代谢通路和其他相关功能的蛋白, 为揭示青稞干旱胁迫的应答分子调控机

制提供了一定的理论基础。 
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Abstract: In order to reveal the differences in response to drought stress among different hulless barley varieties from the protein 
level and to analyze the protein molecular mechanism of drought tolerance, Handizi Barley (HDZ) resistant to drought stress and 
Dama Barley (DM) sensitive to drought stress were used as research materials in this study. Drought treatment were determined 
by potted-planting method with limited water supply, four physiological indexes of hulless barley leaves with different drought 
gradients, including chlorophyll, soluble protein, malondialdehyde content, and relative conductivity were investigated. iTRAQ 
technology was used to conduct differential protein analysis on the whole protein group of barley leaves under deep drought stress. 
The results showed that with the extension of the drought treatment, the chlorophyll and soluble protein content of two hulless 
barleys under drought stress gradually decreased, the electrical conductivity and malondialdehyde content gradually increased, 
and the decrease in chlorophyll and soluble protein content, the increase in electrical conductivity and the content of malondial-
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dehyde in Dama were greater than that of Handizi; 4163 proteins (polypeptides) were quantified, among them, compared with 
normal culture in the Handizi comparison group, 68 up-regulated proteins and 63 down-regulated proteins were screened by 
iTRAQ; in the comparative group of Dama, 21 up-regulated proteins and 32 down-regulated proteins were screened. KEGG 
pathway showed that the top three enrichment pathways were metabolic, amino acid biosynthesis, and secondary metabolite bio-
synthesis. The first one mainly related to citric acid cycle, carbon cycle, and other metabolic pathways. The synthesis and degra-
dation of amino acids were mainly involved arginine and alanine. The synthesis of secondary metabolites were about arachidonic 
acid and linolenic acid. This study screened the proteins related to the metabolic pathways and other related functions in response 
to drought stress on proteome level in hulless barley, providing a theoretical basis for revealing the molecular regulation mecha-
nism in response to drought stress. 
Keywords: hulless barley; drought stress; leaf; differentially expressed protein; iTRAQ 

干旱是影响面积最广、危害程度最深的非生物

胁迫, 每年因干旱导致作物减产高达50%以上[1]。植

物为适应干旱环境, 其叶片、根系等组织感受到胁

迫后, 会通过信号转导级联反应, 转录激活、调节大

量基因及蛋白质的转录与表达, 从而协助植物得以

在逆境中存活[2-4]。因此, 绝大部分基因及其功能有

待于在蛋白质层面予以揭示和阐述。 

青稞(Hordeum vulgare L. var. nudum Hook. f.)属

于禾本科小麦族大麦属普通大麦种, 因其内外颖壳

分离, 籽粒裸露, 又称为裸大麦[5], 是青藏高原等高

寒地区的主要作物。青稞主要种植在高寒缺氧、环

境恶劣的地区, 在长期的适应性进化过程中产生了

大量的优异抗逆基因, 具有耐寒、耐旱、耐瘠薄等

优异种性[6]。在青海, 青稞种植区域多在海拔 2700 m

以上灌溉设施不能满足的高寒农区和农牧交错区 , 

其受旱时期主要发生在春季及夏季, 严重影响青稞

幼苗分蘖的形成与籽粒灌浆, 最终导致籽粒不饱满

以及减产等问题。因此选择耐旱青稞品种, 可以使

广阔、干旱、贫瘠的土地最大资源化[5,7]。 

目前对青稞抗逆基因 [8-10]的研究已经有了一些

报道, 但利用差异蛋白质研究方法筛选、鉴定相关

耐旱基因在青稞抗逆研究中应用鲜见报道。本研究

采用同位素标记相对和绝对定量(isobaric tags for 

relative and absolute quantification, iTRAQ)技术, 比

较两种对水分胁迫敏感程度不同的青稞在干旱胁迫

下叶片蛋白表达的差异, 进行定性定量分析, 旨在

从蛋白水平揭示青稞品种间的耐旱差异, 为青稞耐

旱研究提供一些方法和手段。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

根据之前28个青稞品种干旱胁迫筛选结果 [5], 

从中选用敏感与不敏感的2个青稞品种为供试青稞

品种, 材料分别为旱地紫青稞(不敏感, HDZ)、大麻

青稞(敏感, DM)。 

1.2  试验处理 

材料采用玻璃温室盆栽限量供水种植, 每个花

盆中放风干土6 kg, 种植前两天用水将花盆中的土

壤浇透。选择籽粒光滑饱满的种子播种, 每盆播25

粒, 出芽后每盆定苗20株, 温室温度22~25℃。待青

稞植株长至三叶一心时处理, 设干旱胁迫与正常供

水两种处理。干旱梯度形成前确保各盆土壤相对含

水量基本达到饱和, 然后停止浇水让其自然干旱至

设定标准, 每处理重复3次。在干旱处理第7天(土壤

相对含水量为对照的65%)及第10天(土壤相对含水

量为对照的45%)上午10:00, 收取长势一致的植株倒

二叶同一部位叶片约0.5 g, 放置于–80℃超低温冰

箱保存。 

1.3  生理指标的测量   

在干旱处理第7天和第10天 , 采植株叶片进行

叶绿素含量、蛋白质含量、相对电导率及丙二醛含

量等生理生化指标进行测定。叶绿素含量采用丙酮

乙醇混合液法测定 [11]; 蛋白质含量采用Bradford法

测定 [12]; 电导率采用电导率仪法测定, 以相对电导

率(%)表示, 相对电导率 = (浸泡电导率值/煮沸后电

导率值)×100%, 丙二醛(MDA)含量采用硫代巴比妥

酸显色法测定[13]。 

1.4  叶片总蛋白质提取 

采用TCA-丙酮沉淀-酚/SDS-联合抽提法提取青

稞叶片总蛋白[14]。提取样品为干旱处理第10天2个青

稞的叶片及正常培养对照叶片。总蛋白提取时, 预

冷研磨器具及其他需要接触到样品的工具; 样品加

入液氮研磨 , 加入含0.2% DTT的10% TCA-丙酮

(w/v) (–20℃预冷 ), 充分混合 , –20℃沉淀 2 h, 

20,000×g, 4℃, 离心30 min; 弃上清, 取沉淀; 沉淀

用含100 mmol L–1醋酸铵的80%甲醇溶液洗1次 , 

80%丙酮洗1次 , 通风橱内室温干燥10 min; 加入

10 mL酚 /SDS抽提液振荡混匀温育 5 min, 4℃, 

20,000×g离心10 min, 转移上层酚相至干净新管中, 
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加入5倍体积的预冷的含100 mmol L–1醋酸铵的甲醇

溶液, –20℃沉淀4 h或过夜, 20,000×g 离心10 min, 

弃上清液 , 沉淀中再加入预冷的80%甲醇和80%丙

酮各一次, 悬起沉淀并充分清洗后将溶液吸出, 通

风橱内自然风干, –80℃冰箱保存备用。10 mL酚/SDS

抽提液: pH 8.0 Tris饱和酚与SDS缓冲液(30%蔗糖、

2% SDS、5% β-巯基乙醇、0.1 mol L–1 pH 8.0 Tris-HCl)

等量混合。 

1.5  蛋白质裂解与定量 

采用Bradford[12]法对蛋白进行定量。称取20 mg

蛋白质干粉加入200 μL裂解缓冲液, 30℃水浴1 h, 

14℃、20,000×g离心30 min, 取上清液即为叶片总

蛋白溶液 , 测定蛋白浓度 , 每个样品测量3个生物

学重复。  

1.6  蛋白组学测定 

按照美国AB Sciex公司生产的iTRAQ Reagent 8 

Plex Multi-plex试剂盒说明书, 对2组共计12个蛋白

质样品进行酶解与标记。混合标记后的样品用

gemini NX (Phenomemex, 00F-4453-E0)色谱柱进行

分级, 随后用1100系列高效液相色谱仪(Agilent公司, 

美国)和Orbi-trap Elite质谱仪(Thero Scientific公司, 

美国)进行液相分离和质谱分析[15-16], 此部分工作由

上海维基生物科技有限公司承担。 

1.7  数据处理与分析 

1.7.1  原始数据    根据鉴定蛋白质的FASTA格式

序列文本, 利用Compute pI/Mw工具计算每一个蛋

白质的分子量和等电点, 将定量及鉴定结果进行合

并处理, 采用GO数据库的注释对鉴定蛋白质的功能

进行分类。MS/MS数据通过搜索NCBI和EST数据

库。搜索条件: 胰酶消化 , 最大遗漏酶切位点1个 , 

肽段质量精确度1×10–3%, MS/MS 质量精确度±0.50 

Da, 固定修饰Carbamidomethyl (C)。根据蛋白质谱

搜库检索和差异蛋白筛选结果, 进行Blast分析。 

1.7.2  GO分析及KEGG代谢通路分析     所有鉴

定差异表达蛋白通过 ID号到Unipro数据库中批量

获取对应的注释文件 (*.dat) FASTA文件 , 在

Customize选项中选Geneontology链接到GO数据库, 

得到每个蛋白的GO注释信息。将差异表达蛋白的

FASTA格式文件上传到KOBAS2.0中 , 选择map到

KO中 , 得到差异表达蛋白所对应的KO号 , 根据所

得到的KO号在KEGG ORTHOLOGY数据库中做代

谢通路分析, 得到差异表达蛋白质作图到各个通路

上的结果。 

2  结果与分析 

2.1  叶绿素含量 

干旱胁迫处理对 2 个青稞品种的叶绿素含量产

生了不同的影响(图 1)。干旱胁迫后的 2个品种的叶

片叶绿素 a、叶绿素 b、总叶绿素含量与对照相比呈

逐渐降低的趋势, 干旱胁迫时间越久, 叶绿素含量

对比对照降低越多, 其中大麻青稞叶片叶绿素 a、叶

绿素 b、总叶绿素含量的降低趋势更为明显, 说明在

重度干旱胁迫时大麻青稞叶片的光合能力受到的抑

制明显高于旱地紫青稞。 

 
图 1  HDZD-HDZCK 和 DMD-DMCK 叶绿素含量变化 
Fig. 1  Chlorophyll content of HDZD-HDZCK and DMD- 
DMCK 
A: 叶绿素 a; B: 叶绿素 b; C: 总叶绿素。大写字母表示 0.01极
显著水平, 小写字母表示 0.05显著水平。 
A: chlorophyll a; B: chlorophyll b; C: total chlorophyll. Uppercase 
letters indicate extremely significant differences at the 0.01 proba-
bility level, lowercase letters indicate significant differences at the 
0.05 probability level. 

 

2.2  可溶性蛋白质含量 

干旱胁迫条件下, 旱地紫青稞和大麻青稞叶片

可溶性蛋白质含量随干旱胁迫时间的延长呈逐渐降

低的趋势(表 1), 干旱胁迫第 7天旱地紫青稞叶片可

溶性蛋白质含量降低为对照的 94.38%, 干旱胁迫第

10天, 降低为对照的 92.47%。大麻青稞叶片在干旱

胁迫第 7 天可溶性蛋白含量降低为对照的 78.70%, 

干旱胁迫第 10天, 降低为对照的 76.50%, 降低趋势

明显大于旱地紫青稞。推测可溶性蛋白与植物细胞

的渗透调节有关, 高含量的可溶性蛋白可使细胞维

持较低的渗透势, 抵抗水分胁迫带来的伤害, 但是

当水分亏缺严重到影响了植物蛋白合成代谢时, 可

溶性蛋白含量就会下降。由此可以看出, 旱地紫青

稞比大麻青稞具有更强的抗渗透胁迫能力。 
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2.3  相对电导率和丙二醛含量 

干旱胁迫处理后, 旱地紫青稞叶片及大麻青稞

叶片相对电导率和丙二醛含量均呈现增高趋势(表1)。

但在相同干旱胁迫下大麻青稞叶片的相对电导率和

丙二醛含量增加趋势更加明显, 证明其细胞膜遭到

破坏更大 , 导致膜透性增大 , 电解质外渗更多 , 同

时膜脂过氧化程度更高, 释放出的丙二醛还会抑制

蛋白合成, 从而增加细胞的渗透势。这些结果表明, 

大麻青稞膜系统对干旱胁迫的耐受程度明显低于旱

地紫青稞。  

2.4  蛋白鉴定 

分别对干旱处理10 d (HDZD)和正常水分培养

(HDZCK)的旱地紫青稞叶片及干旱处理10 d (DMD)

和正常水分培养 (DMCK)的大麻青稞叶片 , 采用

iTRAQ技术进行蛋白质的定性定量工作, 共鉴定出

蛋白质及多肽4163个。由表2可知 , 肽段覆盖率在

10%以下的蛋白占鉴定总蛋白的30.55%, 肽段覆盖

率在10%~20%的蛋白占鉴定总蛋白的37.45%, 肽段

覆盖率在 20%~30%以上的蛋白占鉴定总蛋白的

19.19%, 肽段覆盖率在30%~40%以上的蛋白占鉴定

总蛋白的8.82%, 肽段覆盖率在40%以上的蛋白占鉴

定总蛋白的4.01%, HDZD- HDZCK比较组叶片经过

质谱分析共测出蛋白质及多肽共2150个 , DMD- 

DMCK比较共测出蛋白质及多肽2013个。 

 
表 1  干旱处理对青稞叶片蛋白质、相对电导率及丙二醛含量的影响 
Table 1  Effects of drought treatment on protein, relative conductivity and malondialdehyde content of barley leaves 

处理 

Treatment 

品种 

Variety 

蛋白质含量 

Protein content 

(mg g–1) 

相对电导率 

Relative electrical  

conductivity (%) 

丙二醛含量 

Malondialdehyde content

(μmoL g–1) 

旱地紫 HDZ 7.30±0.10 Aa 44.50±0.68 Cc 32.92±0.45 Cc 对照 

CK 大麻 DM 10.00±0.56 Aa 50.10±0.34 Cc 28.70±0.10 Cc 

旱地紫 HDZ 6.90±0.55 Aa 45.89±0.47 Bb 35.55±0.29 Bb 干旱处理 7 d 

7 days after drought treatment 大麻 DM 7.87±0.12 Bb 54.33±0.60 Bb 32.21±0.38 Bb 

旱地紫 HDZ 6.75±0.26 Aa 48.97±0.71 Aa 38.92±0.42 Aa 干旱处理 10 d 

10 days after drought treatment 大麻 DM 7.65±0.61 Bb 60.22±0.39 Aa 40.33±0.48 Aa 

大写字母表示 0.01极显著水平, 小写字母表示 0.05显著水平。 

Uppercase letters indicate extremely significant differences at the 0.01 probability level; lowercase letters indicate significant differences at 

the 0.05 probability level. 

 
表 2  鉴定蛋白的覆盖率分布 
Table 2  Distribution of coverage percentage of identified protein 

肽段覆盖率 Protein coverage (%) 比较组 

Comparison group ≤10 10<X≤20 20<X≤30 30<X≤40 40<X≤50 50<X≤60 60<X≤70 

总计 

Total 

HDZD-HDZCK 650 807 409 192 64 18 8 2150 

DMD-DMCK 622 752 390 170 55 16 6 2013 

 
2.5  差异表达蛋白 

根据实验条件筛选并注释了4163个差异蛋白 , 

对每个蛋白质的差异倍数以2为底数取其对数 , 以

此作为横坐标 , 用P值以10为底取其对数的绝对值

为纵坐标, 做出差异蛋白的火山图(图2)。结果显示, 

2个品种青稞的差异表达蛋白总数是184个 , 其中 , 

HDZD-HDZCK比较组中表达上调的蛋白68个 , 表

达下调的蛋白63个, 共131个。蛋白含量相差4.0倍以

上的有4个, 其中最大为7.495倍。含量相差3.0倍以

上的有11个, 相差3.0~2.0倍的有17个, 相差1.9~1.0

倍有31个。在DMD-DMCK比较组中表达上调蛋白21

个, 表达下调蛋白32个, 共53个。蛋白含量相差3.0

倍以上的有1个, 含量相差2.9~2.0倍2个, 含量相差

1.9~1.0倍有13个。 

2.6  差异表达蛋白的生物信息功能分析 

2.6.1  青稞差异蛋白GO富集分析    对差异蛋白

主要功能进行GO功能注释, 分析结果如图3, 差异

蛋 白 的 生 物 学 功 能 覆 盖 范 围 分 布 较 广 。

HDZD-HDZCK对照组中, 分子功能类占比66%, 主

要涉及催化活性及结合等功能 ;  生物过程类占比

17%, 主要涉及生物合成过程、细胞过程以及代谢过

程; 细胞组成类占比17%, 主要涉及细胞膜、细胞器 
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图 2  HDZD-HDZCK 青稞(左)和 DMD-DMCK 青稞(右)差异表达蛋白火山图 
Fig. 2  Differentially expressed protein volcano map of HDZD-HDZCK barley (left) and DMD-DMCK barley (right)  

 
以及大分子复合物等细胞组分。DMD-DMCK比较组

中 , 分子功能类占比71%, 主要涉及催化活性及结

合功能 ; 生物过程类占比14%, 主要涉及单一生物

合成过程、代谢过程以及脂质转运过程等; 细胞组

成类占比15%, 主要由细胞器、细胞膜、大分子复合

物以及胞质溶胶四部分组成。HDZD-HDZCK和

DMD-DMCK的差异蛋白共有184个, 对其行使的功

能进行分类, 可以分为12类(表3), 分属于碳水化合

物和能量代谢类、蛋白质生物合成类、氧化还原类、

氨基酸转运与代谢类、蛋白质代谢类、应激与防御

类、电子载体类等。 

 

图 3  GO 富集柱状图 
Fig. 3  GO enrichment of differentially expressed proteins 
A: 属于生物过程(BP); B: 属于细胞组分(CC); C、D、E、F、G
属于分子功能(MF); A: 防御响应; B: 胞外部分; C: 催化活性; D: 
ATP结合; E: 结构分子活性; F: 转移活性; G: 运输活性; H: 其
他活性。 
A: biological process (BP), B: cell component (cc), and C–G: mo-
lecular functions (MF). A: defense response; B: extracellular part; C: 
catalytic activity; D: ATP binding; E: structural molecule activity; F: 
transfer activity; G: transport activity; H: other activities. 
 

表 3  HDZD-HDZCKA 和 DMD-DMCK 差异表达蛋白功能分类 
Table 3  Functional classification of differentially expressed 
proteins of HDZD-HDZCK and DMD-DMCK 

蛋白质功能分类 

Functional classification of proteins 

蛋白质数量 

Number of proteins

胁迫应答类 Stress response 11 

脂类代谢相关类 Lipid metabolism 13 

糖类代谢相关类 Carbohydrate metabolism 10 

蛋白质代谢相关类 Protein metabolism 48 

氧化还原类 Oxidoreduction 35 

能量供应类 Energy 16 

光合相关类 Photosynthetic 15 

未知蛋白 Unknown functional protein 36 

 
2.6.2  差异表达蛋白的KEGG分析    通过对差异

蛋白进行KEGG分析 , 两组对照注释蛋白通路见图

4。其中占比最大的3条通路分别是代谢通路、氨基

酸的生物合成以及次级代谢产物的生物合成。差异

表达蛋白主要涉及13条代谢通路 , 包括柠檬酸循

环、光合作用、半胱氨酸和蛋氨酸等通路。其中表

达上调和下调蛋白共同参与的途径有6条 , 半胱氨

酸和蛋氨酸代谢通路在干旱胁迫的2个品种中都表

现为表达上调。在HDZD-HDZCK中 , 与呼吸和光

合作用相关的通路均显著上调, 其中包括三羧酸循

环(TCA)、碳代谢、丙酮酸代谢、乙醛酸和二羧酸

的 代 谢 以 及 光 合 作 用 中 的 碳 固 定 通 路 ; 在

DMD-DMCK中 , 关于蛋白质的合成通路均显著上

调, 其中包括核糖体组装、RNA转运、内质网中的

蛋白质加工以及可提供能量的氧化磷酸化通路。 
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图 4  HDZD-HDZCK(左)和 DMD-DMCK(右)差异蛋白 KEGG 注释 
Fig. 4  KEGG annotation of differentially expressed proteins of HDZD-HDZCK (left) and DMD-DMCK (right)  

 
表 4  显著差异蛋白的 KEGG 通路 
Table 4  KEGG pathway of differentially expressed proteins 

通路 ID 

Pathway ID 

通路名称 

Pathway name 

ko00020 三羧酸循环 TCA cycle 

ko00640 丙酸酯代谢 Propanoate metabolism 

ko01200 碳代谢 Carbon metabolism 

ko00270 半胱氨酸和蛋氨酸代谢 Cysteine and methionine metabolism 

ko00620 丙酮酸代谢 Pyruvate metabolism 

ko00630 乙醛酸和二羧酸的代谢 Glyoxylate and dicarboxylate metabolism 

ko00710 光合作用中的碳固定 Carbon fixation in photosynthetic 

ko00195 光合作用 Photosynthsis 

ko03010 核糖体 Ribosome 

ko03013 RNA转运 RNA transport 

ko00190 氧化磷酸化 Oxidaxtive phosphorylation 

ko04145 吞噬作用 Phagosome 

ko04141 内质网的蛋白质加工 Protein processing in endoplasmic reticulum 

 

3  讨论 

本研究以2份干旱胁迫耐受性不同的青稞品种

(旱地紫青稞和大麻青稞)为研究材料, 对其叶绿素

含量、可溶性蛋白含量等进行了生理指标的测定 , 

其次采用同位素标记相对和绝对定量(iTRAQ)技术, 

分析了干旱胁迫后的叶片全蛋白组的差异表达。 

3.1  干旱处理对青稞叶绿素含量的影响 

在干旱处理7 d和10 d后, 旱地紫青稞和大麻青

稞叶绿素a、b及叶绿素总量对比对照均呈现为持续

下降的趋势, 与之前对马铃薯[17]、文冠果[18]等研究

结果不同, 没有出现抗旱性强的植物叶绿素含量随

着胁迫时间的延长呈现先上升再下降的趋势, 可能 

是由于不同植物内叶绿素响应干旱胁迫的机制存在

差异, 但大麻青稞叶片叶绿素a、叶绿素b、总叶绿

素含量的降低趋势更为明显, 证明在重度干旱胁迫

时大麻青稞叶片的光合作用能力受到的抑制高于旱

地紫青稞。干旱组的2个品种的叶绿素a含量较对照

组比叶绿素b含量下降趋势明显 , 说明重度干旱胁

迫会造成叶绿素分解, 叶绿素含量降低, 并且叶绿

素a相比较叶绿素b对干旱胁迫更加敏感, 这与对徐

银萍等对大麦干旱胁迫后叶片的叶绿素研究结果

一致[19]。 

3.2  干旱处理对青稞渗透调节物质的影响 

植物受到干旱胁迫时, 会产生与抗逆活动相关
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的蛋白质并会水解一些结构蛋白以维持正常的生理

需要, 导致细胞内可溶性蛋白含量增加[20]。在正常

生理环境下, 旱地紫青稞体内的可溶性蛋白质含量

低于大麻青稞。随着干旱胁迫时间的延长, 2个品种

青稞内的可溶性蛋白含量均表现出先快后慢的下降

趋势 , 大麻青稞蛋白质含量的减少值和降低比例

始终大于旱地紫青稞 , 这与对甘薯研究结果相一

致 [21]。 

相对电导率在衡量植物细胞膜稳定性中具有重

要作用。在正常生理环境下, 旱地紫青稞的相对电

导率低于大麻青稞的相对电导率。随着干旱胁迫时

间的延长, 两个品种青稞的相对电导率均表现为先

慢后快的增加趋势, 这说明干旱胁迫破坏了细胞膜

的稳定性 , 大量溶质渗出 , 导致相对电导率增大 , 

这种现象在易家宁等[22]对紫苏以及邓辉茗等[23]对绵

毛水苏幼苗的水分胁迫的研究中都得到了印证。 

丙二醛含量主要反映细胞膜脂过氧化的程度 , 

含量越高细胞膜脂过氧化程度越高, 细胞膜稳定性

越差[24]。在正常生理环境下, 旱地紫青稞的丙二醛

含量高于大麻青稞。随着干旱胁迫时间的延长, 前

者的丙二醛含量持续上升, 而大麻青稞的丙二醛含

量的增加呈现出先慢后快的趋势, 并且在干旱处理

10 d的时候, 其丙二醛含量超过了旱地紫青稞。由此

暗示, 旱地紫青稞中的细胞膜能维持相对的稳定性, 

受干旱影响较小。 

3.3  干旱处理对青稞蛋白表达的影响 

本研究共筛选到184个差异表达蛋白 , 其中上

调表达蛋白89个, 下调表达蛋白95个。旱地紫青稞

和大麻青稞表达差异量最高的蛋白质分别是异柠檬

酸裂解酶和β-1,3-葡聚糖酶 , 上调倍数分别是16.64

和 24.03; 最显著下调的蛋白质是 DUF3700 do-

main-containing protein 以 及 DUF3479 do-

main-containing protein, 下调倍数分别为 7.69和

2.25。1-吡咯啉-5-羧酸合成酶(P5CS), 脱水蛋白及

BURP domain-containing protein等蛋白质在2个品种

的青稞中的表达量均上调, 同时脂氧合酶、类萌发

蛋白等蛋白质也出现不同程度的差异表达。 

异柠檬酸裂解酶在旱地紫青稞中上调表达倍数

最大, 为16.64倍。异柠檬酸裂解酶是乙醛酸循环体

中特有的酶 , 可将异柠檬酸裂解为琥珀酸和乙醛

酸。后期生成的草酰乙酸可参加机体内的能量代谢

过程或生成其他代谢物质, 乙醛酸循环可将油脂转

化为糖类[25]。目前有关异柠檬酸裂解酶在非生物胁

迫下的作用研究还较少, 而本实验中在旱地紫青稞

中异柠檬酸酸裂解酶含量显著上调, 其作用可能是

在干旱胁迫下为机体供能以维持正常的生理代谢 , 

防止植物受到损害, 同时可能是利用乙醛酸循环将

油脂转化为糖类, 可增强细胞的渗透调节。 

在大麻青稞中受干旱胁迫上调表达倍数最高的

蛋白为β-1,3-葡聚糖酶 , 上调24.03倍 , 其隶属于糖

基水解酶, 参与植物体的器官发育、果实成熟及衰

老等重要生命活动[26]。之前的研究结果显示, β-1,3-

葡聚糖酶可提高植物的抗病性[27-28]、还可受到低温

胁迫[29]、水杨酸、乙烯等外源植物激素的诱导, 增

强植物的抗性。徐小萍等[29]对三明野生蕉低温处理

发现该酶对低温的响应活性不仅存在时间的临界

点, 还存在温度临界点, 在短时间内对低温响应强

烈, 且仅在某一临界温度下响应低温胁迫, 是一种

低温保护酶[30]。在其他非生物胁迫中, β-1,3-葡聚糖

酶的研究还知之甚少, 尤其是在干旱胁迫下, 发挥

怎样的作用及其作用机理, 也是需要后期着重研究

的内容。 

1-吡咯啉 -5-羧酸合成酶 (P5CS), 在旱地紫青

稞和大麻青稞的干旱组中表现为表达量上调, 上调

倍数分别是 2.40 和 2.15, 在旱地紫青稞的表达量略

高。P5CS是合成脯氨酸的关键酶, 而脯氨酸是植物

内一种重要的渗透调节物质, 在非生物胁迫下发挥

重要的作用[31]。前人已对烟草[32]、菜豆[33]、枸杞[34]、

碱蓬[35]中的 P5CS 基因进行研究, 发现其在干旱胁

迫、盐胁迫、低温胁迫以及 ABA胁迫处理后表达上

调、抗性增强。碱蓬的 SgP5CS 基因导入拟南芥并

过量表达, 干旱胁迫后, 发现游离脯氨酸含量增加, 

丙二醛的含量显著降低, 拟南芥抗旱性增加, 说明

P5CS是一种受干旱胁迫的正调控的蛋白[35]。 

DUFs虽然是一类功能还未研究透彻的蛋白家

族, 但经研究发现DUFs在植物正常生长发育、生物

胁迫防御以及响应环境逆境危害等方面发挥着至关

重要的作用[36]。在不同作物中, DUFs受到不同非生

物胁迫的调控。拟南芥的DUF6对盐、干旱胁迫敏

感 [37]; 玉米的DUF642受酸铝胁迫调控 [38]; 小麦的

DUF860响应热胁迫 [39]; 沙冬青的DUF1517具有一

定的抗寒作用[40]; 水稻中的DUF则受到干旱胁迫调

控[41]。大量实验证据表明, DUFs受到非生物胁迫的

正调控, 但在本次实验中, 受到干旱胁迫的旱地紫

青稞和大麻青稞的DUF3700和DUF3479蛋白均呈下

调表达, 下调倍数分别是7.69倍和2.22倍, 这与现有
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的研究报道结果不相一致, 可能与在青稞中的其他

调控网络有关, 还需要后续在其他组学中进行比对

分析其原因。 

DHNs是 LEA蛋白第二家族成员, 因其 C端有

一段保守的 K片段, 在植物失水时可以形成-螺旋, 

以防止细胞膜受损以及细胞内蛋白质变形 [42]。

DHN5在‘旱地紫’青稞和 DHN8在‘大麻’青稞的干旱

组中均表现为表达量上调, 分别上调 2.89倍和 15.65

倍。DHNs虽均属于同一个家族, 但其功能及作用机

理不尽相同[43], 有主要受干旱和 ABA 诱导表达的, 

有被低温和寒冷诱导型, 也有与植物抗旱和抗旱相

关型, 在植物中多表现为组成型行使其抗逆功能。

在小麦中, 表现为对干旱和盐胁迫有响应 [44-45], 对

冷胁迫下的大麦也表现出有增强其抗逆性的作用[46], 

在拟南芥中过表达的 DHN5 还可参与到 JA 信号转

导中, 下调 3个 JA信号转导负调控因子 JAZ家族成

员的蛋白表达, 从而增强其对植物病原菌的防御作

用[47]。在早稻中的 DHN8可受干旱和高盐诱导表达, 

但不受低温诱导表达。DHN5 及 DHN8 在这两种青

稞种质中抵御胁迫时的作用机理可能存在差异, 且

其表达量上调倍数相差悬殊, 但具体机理不明, 这

是后续需要着重研究的部分。 

脂氧合酶(LOX)催化以亚油酸、亚麻酸等多元不

饱和脂肪酸为底物的膜脂过氧化反应, 生成氢过氧

化物, 破坏膜的完整性[48]。马明杰等[49]通过对冷敏

性蔬菜青椒低温处理, 发现 LOX 活性增加, 说明

LOX 对低温敏感, 活性增强后破坏膜脂从而破坏膜

的完整性, 导致青椒的冷敏性。王成慧[50]通过转基

因手段将甜瓜 CmLOX08 转入拟南芥, 并构建沉默

植株以及过表达植株, 进行干旱处理后发现过表达

植株 LOX 活性升高, 过氧化氢含量降低, 减少了氧

化伤害, 增强了植株的抗旱性; 而沉默植株 LOX 活

性降低, 过氧化氢积累, 对干旱胁迫敏感。孙婷婷

等[51]将甘蔗的 ScLOX1 基因导入本氏烟草中, 在氯

化钠和 PEG 处理后, 该基因表达量显著上升, 增强

了植物的抗旱性。本次实验中, LOX 的活性在旱地

紫青稞中表达下调, 在大麻青稞中相反, 说明在大

麻青稞中 LOX 的活性更容易受到干旱胁迫的调控, 

推测与大麻青稞是干旱敏感型有关。通过比较二者

干旱第 7天与第 10天的电导率结果发现, 这与干旱

胁迫下大麻青稞的电导率高于同等处理时间旱地紫

青稞变化的生理状态一致。 

类萌发素蛋白(GLPs)是一种植物体内普遍存在

的可溶性糖蛋白, 既可以作为酶和结构蛋白催化调

控植物体内生理反应 , 也可作为受体参加信号转

导 [52]。GLPs在两个品种青稞中的表达结果相反, 在

旱地紫青稞中下调表达, 下调 1.92 倍; 在大麻青稞

中表达上调 , 上调倍数是 2.19。之前的研究发现 , 

GLPs 既可以通过介导细胞壁增厚来阻止病原菌入

侵响应生物胁迫, 也可以对盐胁迫、干旱胁迫、低

温胁迫[53]以及重金属[54]等非生物胁迫做出具有组织

特异性的应答。Hurkman 等[55]在研究盐胁迫大麦幼

苗时发现, 在大麦幼苗受到盐胁迫时, 仅在根部特

异性上调 GLPs表达。本次实验 GLPs的差异表达说

明旱地紫青稞中类萌发蛋白对干旱胁迫的敏感程度

低于大麻青稞, 这也可能与旱地紫青稞的耐旱性强

于大麻青稞有关。 

4  结论 

干旱胁迫对青稞的生长和代谢具有一定的破坏, 

从而导致青稞减产减量。干旱胁迫致使青稞叶片细

胞膜稳定性下降, 膜脂过氧化程度升高, 渗透调节

物质大量积累, 叶绿素含量降低, 影响了青稞的正

常生理代谢过程。异柠檬酸裂解酶、β-1,3-葡聚糖酶、

1-吡咯啉-5-羧酸合成酶、类萌发素蛋白等代谢物也

出现显著差异表达的现象, 通过表达的上调或下调, 

增加青稞的抗逆性, 使其在干旱环境中足以存活且

保证一定的产量。 
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