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白粉菌胁迫下苦荬菜生理指标和差异表达蛋白分析

胡远彬，梁小玉，季　杨，易　军，张　靓
（四川省畜牧科学研究院，四川成都６１００６６）

　　摘要：研究白粉菌胁迫对苦荬菜叶片生理指标及蛋白组的影响，为揭示苦荬菜响应白粉菌胁迫的分子机制奠定基
础。以龙牧苦荬菜（ＬａｃｔｕｃａｉｎｄｉｃａＬ．ｃｖ．Ｌｏｎｇｍｕ）为试验材料，测定其接种白粉菌７２ｈ后叶片生理指标的变化，并利
用同位素相对和绝对定量标记技术联合液相色谱 －串联质谱技术（ｉＴＲＡＱ－ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）结合生物信息学方法分析
叶片差异表达蛋白及其富集情况。结果表明，接种白粉菌后过氧化物酶活性较对照极显著增加（Ｐ＜０．０１），丙二醛含
量和超氧化物歧化酶活性均显著增加（Ｐ＜０．０５），总叶绿素、叶绿素ａ和叶绿素ｂ含量均下降。共筛选出２００个差异
表达蛋白，其中上调表达的蛋白有１６１个，下调表达的蛋白有３９个。经过蛋白注释和富集分析，筛选出含 Ｂｅｔｖ１结
构域蛋白、含几丁质结合１型结构域蛋白、过氧化物酶、细胞色素 Ｐ４５０、４－香豆酸 －辅酶 Ａ连接酶 －７、咖啡酸３－
Ｏ－甲基转移酶和大根香叶烯Ａ羟化酶７种差异表达蛋白与苦荬菜响应白粉菌胁迫有关。苦荬菜在白粉菌胁迫下，
次生代谢和病程相关等蛋白显著上调表达以响应白粉病侵染，推测过氧化物酶可能在机体响应白粉菌胁迫的调控中

发挥了重要作用。
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　　苦荬菜（Ｌａｃｔｕｃａｉｎｄｉｃａ）为菊科（Ｃｏｍｐｏｓｉｔａｅ）莴
苣属（Ｌａｃｔｕｃａ）一年生或越年生草本植物，具有适应
性强、产草量高、营养丰富及药用功能［１－２］等优点，

是多种畜禽及鱼类喜食的优质青绿多汁饲草［３］，也

可作为功能性饲料添加剂［４］。随着草牧业的发展

及种草养畜观念的增强，苦荬菜已在我国南北多省

推广种植，因连作、密植及气候条件等因素，白粉病

的危害日益突显，已经成为苦荬菜生产中的常见病

害，在我国黑龙江［５］、四川［６］和贵州［７］等苦荬菜种

植区多次报道，而防治该病害最为有效的措施是种

植抗性品种，但尚未见免疫或高抗苦荬菜品种的报

道。因此，研究白粉病病菌与苦荬菜之间的相互作

用，筛选苦荬菜响应白粉病病菌侵染的防御相关蛋

白，对深入研究苦荬菜响应白粉病胁迫的分子机制

及选育高抗白粉病的苦荬菜品种具有重要意义。

目前，关于苦荬菜白粉病的研究较少，仅在田间发

病规律、防治及病原菌鉴定等方面有少量报道。研

究发现，苦荬菜白粉病是由苍耳单囊壳白粉菌

（Ｐｏｄｏｓｐｈａｅｒａ ｘａｎｔｈｉｉ）［７］ 或 菊 科 高 氏 白 粉 菌
（Ｇｏｌｏｖｉｎｏｍｙｃｅｓｃｉｃｈｏｒａｃｅａｒｕｍ）［８］引起的，主要危害
叶片，导致叶片和植株早枯，对苦荬菜产量及饲用

价值都有很大影响。目前，蛋白质组学技术已被广

泛应用于植物与病原真菌的互作研究中［９］，已鉴定

出病程相关（ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ－ｒｅｌａｔｅｄ，ＰＲ）蛋白家族、
次生代谢途径蛋白及其他防御相关蛋白等［１０］。植

物与白粉病病菌互作的研究主要集中在小麦

（Ｔｒｉｔｉｃｕｍａｅｓｔｉｖｕｍ）、黄瓜（Ｃｕｃｕｍｉｓｓａｔｉｖｕｓ）和葡萄
（Ｖｉｔｉｓｖｉｎｉｆｅｒａ）上，研究者多采用双向凝胶电泳（２－
ＤＥ）分离技术，但其分离精确度低，获得的差异蛋白
数量偏少［１１］，而同位素相对和绝对定量标记

（ｉＴＲＡＱ）是一种新型定量蛋白质组学技术，弥补了
２－ＤＥ技术的不足。国内外未见苦荬菜响应白粉
病病菌胁迫蛋白组学研究的报道，本研究结合生理

指标，利用 ｉＴＲＡＱ标记结合液相色谱与串联质谱
（ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）技术，研究苦荬菜在白粉菌侵染后蛋
白质组学的变化，以期为揭示苦荬菜响应白粉菌胁

迫的分子机制及挖掘苦荬菜抗白粉病基因奠定理
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论基础。

１　材料与方法

１．１　供试材料
供试材料龙牧苦荬菜由黑龙江省畜牧研究所

提供。白粉菌为苍耳单囊壳白粉菌（Ｐ．ｘａｎｔｈｉｉ），采
自四川省崇州市白头镇高笕村牧草试验基地田间

自然感病的龙牧苦荬菜叶片，纯化后人工扩繁。

１．２　试验设计
２０１８年７月在四川省畜牧科学研究院开展试

验，选取粒大饱满的龙牧苦荬菜种子，用１％ ＮａＣｌＯ
溶液浸泡１０ｍｉｎ消毒后，用无菌水冲洗干净，放入
培养皿中保温催芽１～２ｄ，挑选露白一致的种子，种
在装有灭菌营养土的花盆（上径２９ｃｍ，下径１９ｃｍ，
高１７ｃｍ）中，每盆２０株，共播种６盆，分为对照组
和处理组。待幼苗长至２叶１心期时，接种组（ＴＲ）
将浓度为５×１０４个／ｍＬ的白粉病病菌分生孢子悬
浮液采用喷雾接种法进行接种；对照组（ＣＫ）喷施等
量蒸馏水，保湿 ２４ｈ后，置于昼／夜温度周期为
２５℃／２０℃、相对湿度为７０％～８０％、光／暗周期为
１６ｈ／８ｈ的人工气候箱中培养。接种７２ｈ［１２］后分
别采集对照组、接种组的第２张真叶，每组设３次重
复，用液氮冷冻后于－８０℃保存，备用。
１．３　生理指标的测定

过氧化物酶（ＰＯＤ）活性、超氧化物歧化酶
（ＳＯＤ）活性、丙二醛（ＭＤＡ）含量、总叶绿素含量、叶
绿素ａ和叶绿素 ｂ含量均参照郝再彬等的方法［１３］

进行测定。

１．４　叶片总蛋白质的提取
称取适量的冷冻叶片至预冷的研钵中，加液氮

研磨成粉，具体按照郭伟等的方法［１４］进行总蛋白质

的提取，用二奎啉甲酸 （ＢＣＡ）法测定蛋白质浓度。
１．５　ｉＴＲＡＱ标记和液质检测

蛋白质样品经胰酶酶解成肽段，用 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ
ＳｔｒａｔａＸＣ１８除盐后真空冷冻干燥。参照 ｉＴＲＡＱ－
４ｐｌｅｘ试剂盒说明标记肽段，混合标记后的肽段用
Ａｇｉｌｅｎｔ３００ＥｘｔｅｎｄＣ１８进行分级（分级梯度为８％ ～
３２％乙腈，ｐＨ值为９），合并为９个组分后进行真空
冷冻干燥。然后采用ＥＡＳＹ－ｎＬＣ１２００超高效液相
色谱仪、ＱＥｘａｃｔｉｖｅＨＦ－Ｘ质谱仪进行液相分离和
质谱分析。

１．６　质谱数据分析
用ＭａｘＱｕａｎｔ（ｖ１．５．２．８）软件进行质谱数据解

析。检索数据库为 ＵｎｉｐｒｏｔＬａｃｔｕｃａ＿ｓａｔｉｖａ＿４２３６＿
ＰＲ＿２０１９０１１８（３７９２７条序列），蛋白质鉴定、肽匹配
图谱鉴定的假阳性率均设置为１％。设定蛋白质的
差异倍数＞１．２或＜１／１．２，Ｐ＜０．０５表示差异表达。
１．７　数据处理及生物信息学分析

用Ｅｘｃｅｌ２０１０和 ＳＰＳＳ１７．０软件统计分析数
据。对鉴定到的蛋白质进行 ＣＯＧ、ＧＯ和 ＫＥＧＧ数
据库注释，并对筛选出的差异表达蛋白进行 ＧＯ、
ＫＥＧＧ和结构域富集分析。

２　结果与分析

２．１　生理生化指标的测定
由图１可知，接种 Ｐ．ｘａｎｔｈｉｉ后，苦荬菜叶片中

的ＭＤＡ含量呈显著上升趋势（Ｐ＜０．０５），是对照组
的１．２５倍，说明此时细胞膜脂过氧化程度增加；
ＰＯＤ活性呈极显著上升趋势（Ｐ＜０．０１），是对照组
的１．７２倍；ＳＯＤ活性呈显著上升趋势（Ｐ＜０．０５），
较对照组增加了１１．３４％。ＰＯＤ、ＳＯＤ这２种抗氧
化酶通过清除活性氧（ＲＯＳ）维持机体的氧化还原
平衡。此外，接种组总叶绿素、叶绿素 ａ、叶绿素 ｂ
含量均呈下降趋势，较对照组降低了 ６．６６％ ～
７．０６％，表明机体的光合作用受到了一定影响。
２．２　差异表达蛋白的筛选

利用ｉＴＲＡＱ－ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ技术在龙牧苦荬菜
的处理组、对照组中共鉴定到６７５８个蛋白质，其中
６１０４个蛋白质具有定量信息。在白粉菌胁迫下共
有２００个差异表达蛋白发生显著变化，其中显著上
调表达的蛋白质有１６１个，显著下调表达的蛋白质
有３９个，显著上调表达的蛋白质数量明显多于下调
表达的蛋白质（图２）。亚细胞定位分析发现，这些
差异表达蛋白主要位于叶绿体、细胞质和细胞核中

（图３）。
２．３　差异表达蛋白的ＣＯＧ功能分类

２００个差异表达蛋白经 ＣＯＧ数据库比对后，有
１４０个被注释并进行了功能分类。从图 ４可以看
出，被注释的差异表达蛋白共分为２１类，其中次生
代谢物的生物合成、运输和分解代谢类蛋白数量最

多（１８个），还有１６个细胞内运输、分泌和囊泡运输
类蛋白质，１４个翻译后修饰、蛋白质折叠、分子伴侣
类蛋白质，１０个能量生产和转化类蛋白质，１０个碳
水化合物的运输和代谢翻译类蛋白质，此外还有细

胞骨架类、防御机制类等，这些类别的蛋白质可能在

植物与病原菌的互作中发挥着不同作用。
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２．４　差异表达蛋白的ＧＯ注释与富集分析
将差异表达蛋白进行 ＧＯ注释和功能富集分

析，以确定差异表达蛋白参与的生物学过程、行使

的分子功能及所处的细胞环境。由图５可以看出，
ＧＯ注释到差异表达蛋白有１３０个，显著富集条目有
１９个（Ｐ＜０．０５），细胞组分中有３个条目显著富集
（Ｐ＜０．０５），其中极显著富集（Ｐ＜０．０１）的有２个
条目，为细胞壁和胞间连丝，均富集上调蛋白；分子

功能中有８个条目显著富集（Ｐ＜０．０５），主要有细
胞骨架蛋白结合、氧化还原酶活性 －作用于配对供
体、水解酶活性 －作用于酯键、过氧化物酶活性和
热激蛋白结合、单加氧酶活性、跨膜转运体活性、磷

酸酶活性等，主要富集上调蛋白，其中前２个条目极
显著富集（Ｐ＜０．０１）；生物过程有８个条目显著富
集（Ｐ＜０．０５），主要有次生代谢产物的生物合成过
程、创伤反应、免疫系统发育、水分运输、脱磷酸作

用、离子跨膜运输、细胞骨架组织、对细胞外刺激的

反应等，主要富集上调蛋白，其中前４个条目为极显
著富集（Ｐ＜０．０１）。
２．５　差异表达蛋白的ＫＥＧＧ富集分析

通过 ＫＥＧＧ数据库对差异表达蛋白进行代谢
通路显著性富集分析，确定差异蛋白可能参与的生

化代谢途径。如图６所示，接种后差异表达蛋白显
著富集到４条生化代谢途径，分别为苯丙烷类生物
合成，缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解，ＡＢＣ转运蛋
白和酪氨酸代谢，其中前２条代谢途径为极显著富
集（Ｐ＜０．０１），其包含的差异表达蛋白数量分别为
６、５个，这４条生化代谢途径均富集上调表达蛋白。
２．６　差异表达蛋白的结构域富集分析

蛋白质结构域是具有相似的序列、结构和功能

的蛋白质进化单元。对鉴定到的差异表达蛋白进

行结构域富集分析发现，差异表达蛋白被富集到１８
个类别中，其中达到显著富集水平的有１４类（Ｐ＜
０．０５），达到极显著富集水平的有４类（Ｐ＜０．０１），
分别为病程相关蛋白 Ｂｅｔｖ１家族、几丁质酶Ⅰ类、
几丁质识别蛋白和微管蛋白 Ｃ末端结构域（图７）。
此外，细胞色素Ｐ４５０、病程相关蛋白 Ｂｅｔｖ１家族和
几丁质酶Ⅰ类差异表达蛋白数量分别为６、４、２个，
均为富集上调表达蛋白。
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２．７　目标差异蛋白
根据差异表达蛋白 ＧＯ富集、ＫＥＧＧ富集及结

构域富集结果，从参与苦荬菜响应白粉菌胁迫的次

生代谢产物生物合成过程、病原相关蛋白Ｂｅｔｖ１家
族、过氧化物酶和几丁质酶Ⅰ类４个途径或类别中
筛选出７种共１６个目标差异蛋白。其中参与次生
代谢产物生物合成过程有７个差异表达蛋白，均为
上调表达；ＰＯＤ包含３个上调表达的差异蛋白；病
原相关蛋白Ｂｅｔｖ１家族包含４个含Ｂｅｔｖ１结构域
蛋白，除Ａ０Ａ２Ｊ６Ｌ９Ｉ３外，其余３个差异表达蛋白均

上调表达；几丁质酶Ⅰ类包含 ２个上调表达的含几
丁质结合１型结构域蛋白（表１）。

３　讨论与结论

病原真菌侵入植物体后可引起寄主体内发生

复杂的生理变化。叶绿素与植物的光合作用密切

相关，能客观反映植物抗病性的强弱。周梦韩等研

究发现，黄瓜感染白粉病初期叶片叶绿素含量明显

降低［１５］。在本研究中，接种 Ｐ．ｘａｎｔｈｉｉ７２ｈ后苦荬
菜叶片中的总叶绿素、叶绿素 ａ和叶绿素 ｂ含量均
下降。ＭＤＡ含量主要反映细胞膜脂过氧化的程度，
其含量越高，说明细胞膜稳定性越差［１６］。ＳＯＤ、
ＰＯＤ在植物体内活性氧清除过程中起重要作用。

苹果感病品种接种白粉菌后，ＳＯＤ、ＰＯＤ等相关酶活
性增强，ＭＤＡ含量增加，叶绿素含量下降［１７］。在本

研究中，苦荬菜接种 Ｐ．ｘａｎｔｈｉｉ后，ＰＯＤ活性、ＳＯＤ
活性及ＭＤＡ含量均极显著或显著上升，这与前人
研究结果［１７］一致，且 ＰＯＤ活性的变化规律与其相
关蛋白 Ａ０Ａ２Ｊ６ＪＪ８５、Ａ０Ａ２Ｊ６ＪＪ６８、Ａ０Ａ２Ｊ６ＪＪ９４的表
达情况一致，在接种后均呈上调表达。

本研究利用 ｉＴＲＡＱ－ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ技术对苦荬
菜接种Ｐ．ｘａｎｔｈｉｉ７２ｈ后差异表达蛋白进行分析，
共发现２００个差异表达蛋白发生显著变化，其中上
调表达的蛋白质有１６１个，下调表达的蛋白质有３９
个，上调表达蛋白的数量明显多于下调表达蛋白，

主要有ＰＲ蛋白和次生代谢相关蛋白等，其中ＰＲ蛋
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表１　目标差异表达蛋白

类别 蛋白编号 蛋白描述 ＬＴＲ／ＬＣＫ Ｐ值

次生代谢产物 Ａ０Ａ２Ｊ６ＬＣＨ５ 细胞色素Ｐ４５０ １．２２ ０．０００４６

生物合成过程 Ａ０Ａ２Ｊ６ＪＺＲ３ 细胞色素Ｐ４５０单氧酶 １．２６ ０．０２１１０

Ａ０Ａ２Ｊ６ＬＹＴ６ 细胞色素Ｐ４５０ １．２６ ０．０２１５９

Ａ０Ａ２Ｊ６ＫＲＸ２ 细胞色素Ｐ４５０样蛋白 ２．１１ ０．００７１８

Ａ０Ａ２Ｊ６ＪＲＧ３ ４－香豆酸－辅酶Ａ连接酶－７ １．２５ ０．００２２０

Ａ０Ａ２Ｊ６ＬＸＸ８ 咖啡酸３－Ｏ－甲基转移酶 １．４７ ０．００９２４

Ａ０Ａ２Ｊ６ＫＥ３５ 大根香叶烯Ａ羟化酶 １．５９ ０．０２５２４

过氧化物酶 Ａ０Ａ２Ｊ６ＪＪ８５ 过氧化物酶 １．２８ ０．００９１０

Ａ０Ａ２Ｊ６ＪＪ６８ 过氧化物酶 ２．０６ ０．００３２８

Ａ０Ａ２Ｊ６ＪＪ９４ 过氧化物酶 １．５１ ０．０２２６８

病程相关蛋白 Ａ０Ａ２Ｊ６Ｌ９Ｍ６ 含Ｂｅｔｖ１结构域蛋白 １．６２ ０．００４０８

Ｂｅｔｖ１家族 Ａ０Ａ２Ｊ６Ｌ９Ｉ３ 含Ｂｅｔｖ１结构域蛋白 ０．８０ ０．０３７４８

Ａ０Ａ２Ｊ６ＬＩＷ９ 含Ｂｅｔｖ１结构域蛋白 １．３３ ０．００４５４

Ａ０Ａ２Ｊ６Ｌ９Ｘ７ 含Ｂｅｔｖ１结构域蛋白 １．８５ ０．０１９６２

几丁质酶Ⅰ类 Ａ０Ａ２Ｊ６ＬＬＪ６ 含几丁质结合１型结构域蛋白 １．２５ ０．０１８７８

Ａ０Ａ２Ｊ６Ｋ２Ｈ９ 含几丁质结合１型结构域蛋白 １．５９ ０．００４６０

白在宿主响应病原菌侵染的防御反应机制中起关

键作用［１８］。在本研究中，发现４个含 Ｂｅｔｖ１结构
域蛋白、２个含几丁质结合１型结构域蛋白及３个
ＰＯＤ蛋 白，除 １个 含 Ｂｅｔｖ１结 构 域 蛋 白
（Ａ０Ａ２Ｊ６Ｌ９Ｉ３）下调外，其余均上调表达。病程相关
蛋白 Ｂｅｔｖ１家族含 Ｂｅｔｖ１结构域蛋白，属于
ＰＲ１０［１９］，葡萄接种白粉菌后，鉴定出 ＰＲ１０及与
ＰＲ１０具有相同保守结构域 Ｂｅｔｖ１－ｌｉｋｅ蛋
白［２０－２１］，推测ＰＲ１０与葡萄的白粉病抗性有关，可
能通过降解病原体 ＲＮＡ和诱导宿主细胞程序性死
亡发挥双重作用［２２］。多数研究发现，几丁质酶通过

水解真菌菌丝细胞壁中的几丁质聚合物影响真菌

的生长［２３］，同时产生的几丁质产物，可作为信号分

子诱发进一步的防御反应。葡萄敏感品种受葡萄

钩丝壳（Ｕｎｃｉｎｕｌａｎｅｃａｔｏｒ）感染后，叶片中几丁质酶
等病程相关蛋白基因被强烈诱导，其中几丁质酶Ⅰ
类在严重感染的叶片中被检测到［２４］。ＰＯＤ属于
ＰＲ－９，可由真菌诱导产生，通过建立结构屏障或产
生高毒性环境来限制感染扩散，同时作为一种植物

保护酶，在后期负责清除 Ｈ２Ｏ２以减轻植物所受损
害［２５］。李杰对高感病小麦品种西农９７９接种白粉
菌 ７２ｈ后的蛋白组表达分析发现，ＰＯＤ大量表
达［２６］。因此可见，含Ｂｅｔｖ１结构域蛋白、含几丁质
结合１型结构域蛋白和ＰＯＤ这３类ＰＲ蛋白在白粉
菌侵染后上调表达可能与其响应侵染有关。

另外，次生代谢物木质素、酚类、萜类等在植物

抵御病原真菌中发挥着重要作用［２７－２８］。本研究在

龙牧苦荬菜响应白粉菌胁迫中共获得５种与次生代
谢产物生物合成相关的差异蛋白，包括细胞色素

Ｐ４５０（ＣＹＰ４５０）、咖啡酸 ３－Ｏ－甲基转移酶
（ＣＯＭＴ）、４－香豆酸 －辅酶 Ａ连接酶 －７（４－
ＣＬＬ７）、ＰＯＤ和大根香叶烯 Ａ羟化酶，均为上调表
达蛋白。ＣＹＰ４５０是一类多功能氧化酶，参与木质
素、萜类等次生代谢产物的合成［２９－３０］。薛飞利用基

因芯片分析小麦 Ｎ９１３４在白粉菌生理小种 Ｅ０９胁
迫下的表达谱，发现 ＣＹＰ４５０、ＰＯＤ等差异表达基因
参与抗白粉病代谢调控［３１］；Ｌｉ等利用转录组技术鉴
定到ＣＹＰ４５０等６个候选基因在大麦高抗品种凤７
中持续上调表达，增强了植株对白粉病的抗病

性［３２］。有研究发现，４－香豆酸 －辅酶 Ａ连接酶
（４ＣＬ）、ＣＯＭＴ和 ＰＯＤ均与木质素合成有关［３３－３５］；

Ｗａｎｇ等研究发现，小麦ＣＯＭＴ基因（ＴａＣＯＭＴ－３Ｄ）
可能通过促进木质素的积累来提高对纹枯病的抗

性［３６］。在本研究中，ＣＹＰ４５０、ＣＯＭＴ、４－ＣＬＬ７和
ＰＯＤ这４类差异蛋白的表达水平显著升高，说明苦
荬菜与白粉菌互作过程中苯丙烷生物合成活跃，木

质素等代谢物质大量合成，可通过植物细胞壁木质

化以抵御病原菌的侵染。这可能是植株被白粉菌

侵染后，其粗纤维含量升高从而影响营养价值的原

因。此外，大根香叶烯Ａ羟化酶参与倍半萜内酯的
生物合成［３７］，该蛋白上调表达可能与响应白粉菌胁

迫有关。

白粉病影响苦荬菜的正常生长发育，从而导致

降质减产。接种Ｐ．ｘａｎｔｈｉｉ后，苦荬菜叶片 ＭＤＡ含
量增加使膜脂过氧化程度升高，叶绿素含量降低导

致光合作用受影响，机体通过增加 ＰＯＤ、ＳＯＤ防御
酶活性来维持动态平衡。同时，Ｂｅｔｖ１结构域蛋
白、几丁质结合 １型结构域蛋白等 ＰＲ蛋白和
ＣＹＰ４５０、ＣＯＭＴ、４－ＣＬＬ７等次生代谢相关蛋白出现
显著差异表达，它们主要通过上调表达以响应白粉

菌的胁迫。由此推测，ＰＯＤ可能在机体响应白粉菌
胁迫的调控中发挥重要作用。
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