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摘要: 以籼稻‘双桂1号’ (热敏感品种)和‘黄华占’ (耐热品种)为材料, 研究减数分裂期高温胁迫对水稻幼穗内源激素、多胺

积累和蛋白质表达的影响。结果表明: 在高温下, ‘黄华占’的受精率和饱粒率显著高于‘双桂1号’。高温引起了两品种幼穗

中吲哚乙酸(IAA)及玉米素(Z)和玉米素核苷(ZR)减少, 脱落酸(ABA)含量增加, 且‘黄华占’的变化小于‘双桂1号’; 高温使两

品种精胺(Spm)含量增加, ‘双桂1号’的腐胺(Put)和亚精胺(Spd)含量减少, 但‘黄华占’ Put和Spd含量增加。两品种蛋白质表

达对高温响应有差异, 这些差异蛋白质主要涉及氧化还原调控、糖酵解、氨基酸代谢、光系统和胁迫响应。‘黄华占’的氧

化还原调控蛋白在高温下表达量较高。表明耐热品种在高温下受精结实较好与其较高的IAA、Z+ZR和游离多胺含量, 较
低的ABA含量及高表达的氧化还原调控相关的蛋白有密切关系。
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Abstract: Using two rice (Oryza sativa L. ssp. indica) varieties, ‘Shuanggui No. 1’ (heat-sensitive) and ‘Huan-
ghuazhan’ (heat-tolerant), as materials, the effect of high temperature during meiosis on hormones, polyamines 
accumulation and protein expression in young panicles of rice was investigated in this study. Under high tem-
perature treatment, the fertilized-spikelet and filled-grain percentages were significantly higher in heat-tolerant 
variety than those in heat-sensitive one. Abscisic acid (ABA) content was increased by high temperature treat-
ment, whereas indole acetic acid (IAA) and zeatin (Z) + zeatin riboside (ZR) contents were decreased. These 
hormone level changes were less obvious in ‘Huanghuazhan’ than those in ‘Shuanggui No. 1’. Spermine (Spm) 
levels in both varieties were up-regulated under high temperature. The levels of putrescine (Put) and spermidine 
(Spd) were decreased in ‘Shuanggui No. 1’ under high temperature, but they were increased in ‘Huanghuazhan’. 
Differences of protein expression in response to high temperature between the two varieties have been observed 
including proteins involved in redox regulation, glycolysis, amino acid metabolisms, photosynthesis and stress 
responses. Proteins related to redox regulation were preferentially expressed in ‘Huanghuazhan’ under high 
temperature treatment. In summary, our results indicate that, under high temperature, higher fertilized-spikelet 
and filled-grain percentages in heat-tolerant variety are closely associated with a higher concentration of IAA, 
Z+ZR and polyamines, and a lower concentration of ABA and higher expression of proteins involved in redox 
regulation in young panicles of rice during meiosis.
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水稻是重要的粮食作物, 全球半数以上人口

的主食, 水稻的生长过程受高温影响明显。花粉

母细胞减数分裂期是水稻高温响应的敏感时期, 
此时遭遇高温胁迫会使雌雄配子发育异常、颖花

退化、受精不良、结实率降低, 进而严重影响产

量(Matsui和Omasa 2002; 石春林等2008; 曹云英等

2008)。不同基因型对高温的响应存在差异: 与热

敏感品种相比, 耐热品种因在高温下有更高的花
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药开裂、离体花粉萌发率和小穗育性(曹云英等

2008; Rang等2011)而显示更高的受精结实率。对

同一品种而言 ,  雌蕊比雄蕊更能耐受温度胁迫

(Hayase等1969)。目前温度胁迫对雌蕊影响的研

究较少(Zinn等2010), 更多的研究集中在雄蕊发育

上(曹云英等2008; Tang等2008; Jain等2010)。高温

使受精不良、结实率下降的原因比较清楚, 但高

温使花粉活性和花粉萌发率降低等的生理生化和

分子机制还不太清楚(Matsui和Omasa 2002; Tang
等2008)。

已有研究报道花药中蛋白质合成、内源激素

和多胺在调控雄蕊发育方面起着重要的作用。热

激蛋白的上调赋予了耐热品种在开花期高温胁迫

下更高的抵抗能力(Jagadish等2010)。开花期花药

中低水平的吲哚乙酸(IAA)和过量的脱落酸(ABA)
及幼穗中过量的乙烯可能诱导了花粉不育(曹云英

等2008; Tang等2008)。多胺可以调节植物的许多

生理过程, 包括逆境响应(Kusano等2008), 如较低

的S-腺苷甲硫氨酸脱羧酶(SAMDC, 多胺合成的关

键酶)活性可能会导致花粉发育较差(Song等2002), 
但减数分裂期高温下水稻幼穗中上述相关指标是

如何响应的目前仍不清楚。本研究旨在获得减数

分裂期高温胁迫下不同耐热品种受精结实情况, 
明确水稻在减数分裂期高温处理下幼穗中的内源

激素 [ I A A、玉米素 ( Z )、玉米素核苷 ( Z R )和
ABA]、内源游离多胺[腐胺(Put)、亚精胺(Spd)、
精胺(Spm)]含量的变化及通过双向电泳分离技术

及质谱鉴定比较不同基因型幼穗中高温响应蛋白, 
分析它们和受精结实的关系。本文旨在进一步探

明不同品种对减数分裂期高温响应的机理, 明确

耐热品种的生理特征, 以期为选育耐热水稻品种

提供依据。

材料与方法

1  供试品种与种植

试验于2010年和2011年在扬州大学江苏省作

物栽培生理重点实验室盆栽试验场进行。供试材

料为中熟籼稻(Oryza sativa L. ssp. indica)耐热品种

‘黄华占’和热敏感型品种‘双桂1号’。上述耐热和

热敏感类型品种的划分主要依据品种本身的特性

(广东省农科院水稻所水稻遗传综合技术育种研究

室1982; 周国峰等2011)和作者以前的研究确定(曹
云英等2008, 2009)。材料种植于盆钵内, 盆钵直径

28 cm, 高30 cm, 内装过筛土约20 kg, 含有机质24.2 
g·kg-1、有效氮98.2 mg·kg-1、速效磷25.5 mg·kg-1、

速效钾80.6 mg·kg-1。5月12~14日播种, 6月6~8日
移栽。每盆3穴, 每穴2苗。移栽前每盆施2 g尿素, 
0.5 g磷酸二氢钾作基肥; 移栽后一周每盆施0.5 g
尿素; 穗分化期每盆施0.6 g尿素。其他管理按常

规高产栽培。‘黄华占’和‘双桂1号’的始穗期分别

为8月5~6日和8月3~4日。

2  高温处理

当主茎穗进入减数分裂期时[参照丁颖(1961)
的划分法, 根据解剖幼穗确定], 将放置于室外生长

的盆钵移至人工气候室内进行高温处理, 至始穗

期(自10%植株开始抽穗)结束处理, 并移至室外继

续生长, 以室外自然条件生长的盆栽水稻为对照, 
每处理20盆。人工气候室内模拟自然界变化规律

进行温度控制, 设定温度为6:00~8:00, 28.0 ℃; 
8:00~10:00, 33.0 ℃ ;  10:00~14:00, 38.0 ℃ ; 
14:00~18:00, 33.0 ℃; 18:00~次日6:00, 28.0 ℃, 温
度控制精度±0.5 ℃。设定恒湿50%, 精度±5%。设

定二氧化碳浓度、光照与外界保持一致。处理期间

对照日平均温度分别为32.1 ℃ (昼)和25.8 ℃ (夜)。
3  受精率和产量分析

成熟期每一处理取6盆考种计产, 分析千粒

重、受精率、饱粒率和粒重等指标。

4  内源激素和多胺的提取、纯化和测定

自处理后3 d起取幼穗, 每隔3 d取1次, 共取样

4次。所有材料取完后均置液氮中快速冷冻后于

−80 ℃冰箱中保存, 用于Z、ZR、IAA、ABA和游

离多胺(Put、Spd和Spm)的提取和测定。

激素的提取和纯化参照陈远平和杨文钰

(2005)的方法, 采用高效液相色谱法测定激素的含

量。高效液相色谱仪(Waters-600, 美国)的色谱柱

为Dubhe反向柱(4.6 mm×250 mm, 粒度为5 μm), 流
动相为甲醇–0.6%乙酸, 流速为1.0 mL·min-1, 柱温

为30 ℃, 检测波长254 nm, 进样体积为10 μL, 外标

法进行定量, 每个处理重复3次。幼穗中激素浓度

用µg·g-1 (FW)表示。

游离多胺的提取、纯化与测定参照Flores和
Galston (1982)和DiTomaso等(1989)方法。高效液
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相色谱仪(Waters-600, 美国)的色谱柱为Zorbax 
ODS反相柱(4.6 mm×250 mm, 粒度为5 μm), 流动

相为甲醇:水=75:25 (V/V), 流速为1.0 mL·min-1, 柱
温为30 ℃, 检测波长为254 nm, 进样体积为20 μL, 
1,6-已二胺作为内标, 每个处理重复3次。幼穗中

多胺浓度用nmol·g-1 (FW)表示。

5  蛋白质组学分析

5.1  蛋白质提取 
按Wang等(2003)的方法提取幼穗中的蛋白

质。用Bradford (1976)法测定蛋白质含量。

5.2  双向电泳与凝胶成像

双向电泳参考Görg等(1999)并稍作修改。一

向固相pH梯度等电聚焦(IEF)采用11 cm pH 4~7固
相pH梯度(immobilized pH gradient, IPG)胶条。加

入约含1 000 μg蛋白质的样品。聚焦参数为20 ℃, 
250 V, 0.5 h; 1 000 V, 1 h; 8 000 V, 9 h; 500 V, 任意

时间。第二向聚丙烯酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)分
离胶浓度为12%, 考马斯亮蓝染色, 扫描仪扫描凝

胶, 用PDQuest 7.3 (Bio-Rad, 美国)软件分析各处理

幼穗蛋白质表达的差异情况, 获得高温相关的差

异蛋白点。每个处理重复2次。

5.3  质谱鉴定

差异蛋白胶电泳碳酸氢铵–50%乙腈溶液进

行脱色, 测序级胰蛋白酶进行酶解, 0.1%三氟乙

酸–50%乙腈溶液提取, 真空旋转浓缩后送至扬州

大学测试中心用MALDI-TOF/TOF质谱仪(ABI 
5800, 美国)进行质谱鉴定, 确定目的蛋白质。

6  荧光定量PCR分析

高温响应蛋白基因的转录水平采用荧光定量

PCR分析。以高温处理后5 d的幼穗为RNA样品。

采用RNeasy Plant Mini Kit试剂盒(Qiagen, 德国)提
取幼穗RNA, 1.0%琼脂糖凝胶电泳检测RNA完整

性。用M-MLV逆转录酶(TaKaRa, 中国)将总RNA
转变成cDNA。用荧光PCR仪(ABI 7500, 美国)进
行定量PCR分析, PCR反应体系总体积为20 μL, 其
中包括2 μL稀释的cDNA模板, 10 μL 2×SYBR 
Premix Ex Taq II (TaKaRa, 中国), 0.4 μL 50×ROX 
Reference Dye II (TaKaRa, 中国)及400 nmol·L-1引

物。反应程序为95 ℃, 30 s; 随后95 ℃, 5 s; 60 ℃,  
30 s; 40个循环。Actin基因作为内参基因, 应用

7500 Software 2.0.6软件分析获得相对定量ΔΔCt值, 
用于作图。每个处理重复4次。

7  数据分析

用SPSS 13.0软件进行统计分析数据, 用Dun-
can新复极差法进行处理间差异性检验(P<0.05), 
用Sigmaplot 10.0绘制图表。

实验结果

1  减数分裂期高温对水稻受精和结实的影响

减数分裂期高温影响水稻受精, 导致结实率

下降并最终影响产量。由表1可知, 减数分裂期高

温使两品种受精率均显著降低, 其中‘双桂1号’降
低了20.8%~27.2%, ‘黄华占’降低了6.9%~9.0%。

受精率下降导致饱粒率(结实率)下降, ‘双桂1号’降
低了10.5%~20.4%, ‘黄华占’则降低了4.5%~9.9%; 
使空粒率增加(‘双桂1号’ 19.6%~26.2%, ‘黄华占’ 
6.7%~10.1%), 但对瘪粒影响不大。另外, 高温

明显使两品种粒重下降 ,  ‘双桂1号 ’降低量为

表1  减数分裂期高温对水稻受精和结实的影响

Table 1  Effect of high temperature on the fertilized-spikelet percentage and seed-setting rate during meiosis

种植时间 品种 处理 空粒率/% 瘪粒率/% 饱粒率/% 受精率/%	 粒重/mg·粒-1 产量/g·盆-1

  2010年	 ‘双桂1号’	 对照 5.9±0.3c	 5.5±0.4a	 88.6±0.9b	 94.1±1.0a	 21.3±0.5a	 92.6±4.8a

		  高温 25.5±0.3a	 4.0±0.3a	 70.5±3.8c	 74.5±1.9c	 20.0±0.7b	 51.2±4.2c

	 ‘黄华占’	 对照 3.5±0.3c	 5.3±0.3a	 91.2±1.4a	 96.5±1.6a	 20.8±0.3a	 98.1±7.4a

		  高温 10.2±0.3b	 2.7±0.3a	 87.1±1.7b	 89.8±2.1b	 20.1±0.5b	 83.7±5.8b

  2011年	 ‘双桂1号’ 对照 6.3±0.3c	 5.5±0.3a	 87.2±2.6b	 92.7±2.8a	 20.9±0.1a	 86.8±7.3b

	  高温 32.5±0.3a	 4.6±0.3a	 62.9±0.6c	 67.5±1.5d	 18.7±0.3c	 52.6±3.9c

	 ‘黄华占’	 对照 2.8±0.3c	 3.7±0.3a	 93.5±5.9a	 97.2±4.0a	 20.6±0.2a	 96.8±4.6a

		  高温 12.9±0.3b	 4.3±0.3a	 84.2±0.1b	 88.5±3.4b	 19.4±0.7b	 78.3±5.5b

　　成熟期每处理取6盆收获计产并分析空粒率、瘪粒率、饱粒率、受精率[(瘪粒+饱粒)/(空粒+瘪粒+饱粒)]和粒重, 其中饱粒的比重≥1。
表中所列数据为平均数±标准偏差, 每一列中不同字母表示在0.05水平上的差异显著性。
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7.0%~10.5%, ‘黄华占’为3.4%~5.8%。结实率和粒

重的下降最终导致产量大幅度减少, ‘双桂1号’减
少了39.4%~45.9%, ‘黄华占’则减少13.7%~19.1% 
(表1)。

从上述结果还可以明显看出, 耐热品种‘黄华

占’受高温影响相对较小, 受精率、结实率和产量等

指标的下降幅度均明显小于热敏感品种‘双桂1号’, 
说明高温胁迫下耐热品种具有较高的生理稳定性。

2  减数分裂期高温对水稻幼穗内源激素含量的影响

从图1可见, 高温胁迫下两品种中Z+ZR和IAA
含量均低于对照, 且‘双桂1号’下降幅度大于‘黄华

占’; ABA含量高于对照, ‘双桂1号’增幅大于‘黄华

占’。比较两品种高温下(Z+ZR+IAA)/ABA的含量, 
发现耐热品种‘黄华占’高于热敏感品种‘双桂1号’ 
(图1-D), 表明减数分裂期受高温胁迫耐热品种相

对较高的(Z+ZR+IAA)/ABA的激素水平有利于幼

穗抵抗高温逆境。

3  减数分裂期高温对水稻幼穗内源游离多胺含量

的影响

植物多胺依据存在的形式可分为游离多胺、

可溶性结合型多胺和非溶性结合型多胺3种。根

据已有的研究, 水稻中多胺主要为游离多胺(占多

胺总量的80%以上), 结合型多胺含量很低(Sen等
1981)。因此, 本研究主要测定游离多胺。

由图2可见, 减数分裂期高温处理后, 耐热品种

‘黄华占’幼穗中游离腐胺和亚精胺含量增加, 而热

敏感品种‘双桂1号’含量减少; 游离精胺的含量在两

品种中均增加, 但‘黄华占’增加量高于‘双桂1号’ 
(图2-A~C)。比较两品种在高温下的(Spd+Spm)/Put
值, 发现‘黄华占’品种大于‘双桂1号’ (图2-D), 表明

图1  减数分裂期高温对水稻幼穗中Z+ZR (A)、IAA (B)、ABA (C)含量和(Z+ZR+IAA)/ABA (D)的影响

Fig.1  Effect of high temperature on the levels of Z+ZR (A), IAA (B), ABA (C) and (Z+ZR+IAA)/ABA (D) 
 in spikelets of rice during meiosis
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减数分裂期受高温胁迫, 与热敏感品种相比, 耐热

品种(Spd+Spm)/Put含量相对较高, 从而有利于幼

穗抵抗高温逆境。

4  减数分裂期高温下水稻幼穗蛋白质组学分析

4.1  减数分裂期高温对水稻幼穗蛋白质表达的

影响

用PD Quest软件对减数分裂期高温处理前后

幼穗的双向电泳(2-DE)图谱进行分析，获得差异

蛋白17个(图3)。比较减数分裂期高温对两个水稻

品种幼穗蛋白质表达量的影响, 发现品种之间有

相似性, 即高温处理后均有蛋白质表达量增加或

降低的情况。但‘双桂1号’幼穗中蛋白质表达上调

或下调的点数明显多于‘黄华占’, ‘双桂1号’为7个
(点3、6~10和12)或5个蛋白点(点1、2、4、5和
11), 而‘黄华占’仅为4个(点6, 15~17)或2个蛋白点

(点13和14)。

4.2  减数分裂期高温下水稻幼穗蛋白质组学分析

对差异蛋白点挖胶后进行胶内酶解。质谱鉴

定后每个蛋白质均有相应的指纹图谱, MASCOT
搜索后发现有3个蛋白(点3、7和9)无配对, 4个蛋

白(点1、2、8和10)无显著的蛋白配对, 其余10个
点均有相应的蛋白(表2、图4)。根据MapMan Bin
系统(http://ppdb.tc.cornell.edu/dbsearch/mapman.
aspx)把差异蛋白分成5个功能分类: 

(1)氧化还原调控相关蛋白: 包括单脱氢抗坏

血酸还原酶(蛋白点15)、硫氧还蛋白还原酶(蛋白

点16)和锰型超氧化物歧化酶(蛋白点17)。与常

温相比, 高温胁迫下‘黄华占’这3个蛋白质均上调

表达。

(2)糖酵解相关蛋白: 包括UDP-葡萄糖焦磷酸

化酶(蛋白点5)、烯醇酶(蛋白点6)和磷酸甘油酸激

酶(蛋白点14)。高温胁迫下, 蛋白点5 ‘双桂1号’表

图2  减数分裂期高温对水稻幼穗中游离腐胺Put (A)、Spd (B)、Spm (C)含量和(Spd+Spm)/Put (D)的影响

Fig.2 Effect of high temperature on the levels of free Put (A), Spd (B), Spm (C) and (Spd+Spm)/Put (D) 
in spikelets of rice during meiosis
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达量下降, 蛋白点6在两品种中均上调表达, 蛋白

点14 ‘黄华占’下调表达。

(3)氨基酸代谢相关蛋白: 包括5-甲基四氢叶

酸-同型高半胱氨酸甲基转移酶(蛋白点4)、鸟氨

酸氨甲酰转移酶(蛋白点13)。高温胁迫下, 蛋白点

4仅‘双桂1号’下调表达。蛋白点13仅‘黄华占’下调

表达。

(4)胁迫相关蛋白: 反转录转座子蛋白质(蛋
白点12)。高温下‘双桂1号’该蛋白的表达量明显

增加。

(5)光系统相关蛋白: 光系统II (PSII) 23 kDa多
肽(蛋白点11)。高温下‘双桂1号’中该蛋白表达量

明显下降。

在这些功能分类中, 糖酵解和氧化还原调控

这两类最多, 均占到差异蛋白的30%; 其次是氨基

酸代谢, 占到20%; 最后是胁迫和光系统, 二者均为

10% (图5)。

5  差异蛋白质转录水平的定量分析

为了检验差异蛋白的转录水平, 我们选取了4
个差异蛋白, 分别为在‘黄华占’中上调的蛋白点17 
(Os05g25850)、在‘双桂1号’中下调的蛋白点5 
(Os09g38030)和蛋白点11 (Os07g04840)及在‘黄
华占’中下调的蛋白点13 (Os02g47590), 对其进行

了荧光定量分析。结果如图6所示, 4个基因的表

图3  高温胁迫下幼穗蛋白质双向电泳凝胶图谱

Fig.3  Two-dimensional electrophoresis gel map of protein in 
spikelets under high temperature

达水平和双向电泳方法获得的蛋白质表达水平

一致。

讨　　论

减数分裂期高温对水稻受精结实有明显的影

响(曹云英等2008)。而发育良好的幼穗是水稻正

常受精的前提条件。有研究表明在逆境下水稻幼

图4  两品种幼穗中质谱鉴定成功的差异蛋白质的表达情况

Fig.4  The expression of differential proteins successfully identified by mass spectrum in spikelets of two cultivars
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图5  差异蛋白质在不同功能分类中的分布

Fig.5  Distribution of differential proteins in functional categories

表2  减数分裂期高温引起的水稻幼穗中的差异蛋白质的质谱鉴定及功能分类

Table 2  Mass spectrometry identification and function classification of differential proteins in spikeltes of rice under high 

temperature during meiosis

      类别                编号                     Locus名                                    标准注释                     MapMan bin编号                定位预测    得分    

氧化还 15	 LOC_Os09g39380 单脱氢抗坏血酸还原酶 21.2	 线粒体 377
原调控 16	 LOC_Os02g48290	 硫氧还蛋白还原酶 21.1	 线粒体 235 
 17	 LOC_Os05g25850 锰型超氧化物歧化酶 21.6	 线粒体、细胞质 65
糖酵解 5	 LOC_Os09g38030 UDP-葡萄糖焦磷酸化酶 	 4.1	 细胞质 115
 6	 LOC_Os10g08550 烯醇酶 4.12	 叶绿体、细胞质 417
 14	 LOC_Os06g45710	 磷酸甘油酸激酶 4.10	 细胞质 116
氨基酸 4	 LOC_Os12g42884 5-甲基四氢叶酸-同型高 13.1.3.4	 细胞质 230
代谢			   半胱氨酸甲基转移酶

 13	 LOC_Os02g47590 鸟氨酸氨甲酰转移酶 13.1.2.3.21	 叶绿体 117
胁迫 12	 LOC_Os08g03520 假定的反转录转座子 20.2.2	 细胞质 287
			   蛋白质Ty1-copia类
光系统 11	 LOC_Os07g04840 光系统II 23 kDa 多肽I 1.1.1.2	 叶绿体 184

　　Locus名: 基因位点名; MapMan bin编号: MapMan软件分析基因所属功能的编号。

穗体内物质会发生变化(Dooki等2006), 但这些物

质的变化与受精结实之间的联系尚不清楚。本研

究主要从幼穗的内源激素、多胺和蛋白质组学等

方面分析不同耐热性水稻品种受精结实率差异的

形成原因。

1  内源激素与水稻受精结实的关系

有研究报道, 水稻受精率下降与花粉发育异

常有关(Matsui和Omasa 2002; 石春林等2008), 而激

素在花粉发育方面起着重要的作用, 过量的ABA
和低水平的IAA及细胞分裂素可能会导致育性下

降或花粉不育(Ahokas 1982; Oliver等2007; Toh等

2008; Tang等2008; Sakata等2010)。本研究的结果

与之相同, 但还发现高温使耐热品种的变化小于

热敏感品种。相关分析表明受精率与幼穗中的

IAA和(Z+ZR)含量成正相关, 与ABA则成负相

关。推测高温下耐热品种幼穗中保持较高的IAA
和(Z+ZR)和较低的ABA水平有利于花粉发育, 以
及获得相对较高的受精率。

2  内源多胺与水稻受精结实的关系

植株体内游离多胺水平、多胺合成关键酶活

性与生殖器官的发育密切相关, 并最终影响受精

结实。SAMDC是多胺合成的关键酶, 有研究表明
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在可育的花药中显示SAMDC活性, 在不育的花药

中则没有(Falasca等2010); 表达下调的转Os SAM-
DC2基因水稻中Spd和Spm水平减少, 伴随着花粉

活力和结实率均下降(Chen等2014)。外源Put能增

强环境胁迫植物的耐盐能力, 改善花粉的育性, 从
而提高结实率(Ndayiragije和Lutts 2007)。本研究

表明高温下水稻幼穗中多胺含量发生了变化, 但
不同种类及品种的游离多胺的变化存在差异。相

关分析发现受精率与Spm相关不显著, 而与Put和
Spd含量显著相关, 推测精胺在幼穗发育中的作用

相对较小, 腐胺和亚精胺含量的减少可能是造成

热敏感品种受精结实明显下降的主要原因。

3  蛋白质与水稻受精结实的关系

本研究观察到, 减数分裂期高温处理使两品

种中蛋白质表达量明显不同, 蛋白质的功能也分

几类。根据差异蛋白质功能分析, 推测高温胁迫

下两品种受精结实差异在蛋白质方面可能有以下

原因: 
(1)氧化还原调控和胁迫相关蛋白表达的差

异。本研究中鉴定的单脱氢抗坏血酸还原酶、硫

氧还蛋白还原酶(TDR)、锰型超氧化物歧化酶都

与植物体内氧化还原调控密切相关。单脱氢抗坏

血酸还原酶能还原单脱氢抗坏血酸再生出抗坏血

酸; 硫氧还蛋白还原酶能将硫氧还蛋白(Trx)还原, 

形成TDR–Trx系统, 可使脱氢抗坏血酸还原形成抗

坏血酸(瞿祥虎等1999)。锰超氧化物歧化酶是超

氧化物歧化酶(SOD)的一种, 能够催化超氧阴离子

自由基歧化为过氧化氢与氧气, 专一清除体内活

性氧和自由基(任洪林等2009)。这3种酶在植物抗

氧化逆境中发挥着重要作用。在本研究中, 与常

温相比, 这3种酶的表达量在耐热品种中均显著上

调(图4), 在热敏感品种中不变化甚至有所下降(图
6)。说明耐热品种在高温下水稻植株体清除活性

氧自由基的能力增强, 有效地进行了自我调节和

保护, 因而受精结实率高。

反转录转座子蛋白质是一种与胁迫相关的蛋

白。在多个物种中都能观察到反转录转座子的激

活(Grandbastien 1998)。如Woodrow等(2010)在盐

和光胁迫下硬质小麦中发现了一种新型Ty1-copia
的反转录转座子。本研究中‘双桂1号’高温条件下

幼穗中也发现了一种反转录转座子蛋白质的上调

表达, 这可能是其适应高温胁迫的一种保护机制。

(2)糖酵解和光系统相关蛋白表达的差异。本

研究中鉴定的UDP-葡萄糖焦磷酸化酶(UGPase)、
烯醇酶和磷酸甘油酸激酶(PGK)均为糖酵解途径

的关键酶。水稻中UGPase的两个同源基因Os 
Ugp1和Os Ugp2在花粉母细胞减数分裂期胼胝质

的沉积及花粉成熟过程中起关键作用 ( M u等

图6  差异蛋白质转录水平在两品种幼穗中的表达

Fig.6  Gene expression of differential proteins in spikelets of two cultivars
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2009)。磷酸甘油酸激酶是光合碳同化产物甘油

醛-3-磷酸(GAP)形成所需要的一种催化剂。烯醇

酶催化磷酸甘油酸脱水形成磷酸烯醇式丙酮酸, 
在胁迫条件下其表达量及酶活性都会发生相应的

变化(Forsthoefel等1995; 朱晓军等2004)。如

Mostek等(2015)在盐胁迫中发现与糖酵解相关的

酶在耐热大麦品种中有上调的趋势; 在热敏感品

种中有下调的趋势。本研究发现烯醇酶在两品种

中均上调表达, 热敏感品种UGPase和耐热品种

PGK下调表达, 这些酶丰度的变化与盐胁迫大麦

中不太一致 ,  可能是由胁迫种类和程度不同导

致。本研究中高温胁迫使这些酶的活性发生变化, 
导致蛋白表达水平上升或下降(图4), 光合作用及

糖酵解途径可能受阻亦或能量代谢发生变化, 导
致花粉中积累的淀粉偏少, 这可能是两品种的受

精结实率都有下降的原因。

PSII 23 kDa多肽I是结合于PSII上的蛋白质, 
与光氧化水释放氧的过程中Ca2+和Cl-的结合相关, 
起着维持放氧活性的作用(Hankamer和Barber 
1997)。周伟辉(2011)发现抽穗开花期高温胁迫导

致PSII 23 kDa蛋白表达量的下降。本研究中我们

也发现减数分裂期高温使热敏感品种中该蛋白表

达下调, 说明高温可能影响其放氧复合体的结构

和功能, 最终影响放氧效率和光合电子传递。

(3)氨基酸代谢相关蛋白表达的差异。本研究

中鉴定的与氨基酸代谢相关蛋白有5-甲基四氢叶

酸-同型高半胱氨酸甲基转移酶和鸟氨酸氨甲酰转

移酶。5-甲基四氢叶酸-同型高半胱氨酸甲基转移

酶简称甲硫氨酸合成酶还原酶, 是植物体内参与

甲硫氨酸合成的重要酶类, 而甲硫氨酸是蛋白质

合成的必需氨基酸。鸟氨酸氨甲酰转移酶是植物

瓜氨酸合成的关键酶。瓜氨酸是一种非蛋白氨基

酸, 在清除氧自由基方面的效率非常高。本研究

发现‘双桂1号’中5-甲基四氢叶酸-同型高半胱氨酸

甲基转移酶和‘黄华占’中鸟氨酸氨甲酰转移酶表

达下调。说明高温胁迫均影响两品种的氨基酸代

谢, 但在热敏感品种影响参与蛋白质合成和碳代

谢的必需氨基酸代谢, 这些是细胞生长的基础性

物质; 而在耐热品种影响与氧自由基清除相关的

非蛋白氨基酸代谢, 因而对两者最终受精结实造

成不同程度的影响。

花粉母细胞减数分裂期是水稻对逆境胁迫的

敏感时期。此时遭遇高温胁迫会使水稻受精不良, 
结实率降低, 进而影响产量, 但耐热性水稻受高温

影响较小。高温增加了两水稻品种幼穗中的ABA
含量, 减少了IAA、Z+ZR含量, 热敏感品种变化大

于耐热品种; 高温增加了两品种幼穗中游离Spm含

量, 增加了耐热品种中游离Put和Spd含量, 而热敏

感品种相反。通过蛋白组学比较两品种幼穗中蛋

白质表达情况, 表明差异蛋白主要涉及氧化还原

调控、氨基酸代谢、糖酵解、胁迫响应和光系

统。其中氧化还原调控相关蛋白主要在耐热品种

中高表达。耐热品种在高温下受精结实较好与其

幼穗中较高的IAA、Z+ZR和游离多胺含量, 较低

的ABA含量及高表达的氧化还原调控相关的蛋白

有密切关系。
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