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摘要: 苹果半胱氨酸蛋白酶基因MdCP2在植株干旱过程中发挥着重要的作用。本研究以一年生‘M9T337’
苹果砧木苗为试材, 从生理和分子生物学水平分析了苹果砧木苗在自然干旱及复水过程中叶片光合特性、

植株含水量、半胱氨酸蛋白酶基因MdCP2及相关基因的表达分析以及MdCP2基因的生物学功能。结果

表明, 水分胁迫使植物的光合速率、气孔导度和蒸腾速率下降。在自然干旱后期, 植株光合作用的主要

限制因素由气孔限制转变为非气孔限制。实时荧光定量PCR发现, 在正常培养的苹果树中, MdCP2基因

主要在根中表达; 且在干旱过程中, MdCP2的表达水平呈上升趋势, 而在复水后降低。MdRCA、MdCAB
和MdRBCS表达在干旱时降低, 复水后上调。通过酵母双杂交和BiFC试验证明, MdCP2与MdGLK1存在

相互作用, 为进一步研究半胱氨酸蛋白酶基因MdCP2提供了理论基础。
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苹果作为我国栽培面积最大的果树品种, 种
植面积主要集中于降雨量较少的地区, 果树生长

发育和产量受干旱胁迫影响很大(程亮2011)。干

旱胁迫是指当植物遭受水分胁迫, 体内水分消耗

大于吸收水分时, 组织出现水分亏缺, 细胞组织紧

张度下降, 植物正常生理活动及功能受到影响的

现象(冉应龙2017)。即使植物遭受短时间的水分

胁迫, 植物也能在生理或者是分子水平上迅速做

出响应(Chaves等2009)。
其中干旱胁迫对植物的光合作用产生多方面

的影响, 干旱会导致气孔关闭, 影响光合底物二氧

化碳的吸收, 从而导致光合作用的减弱; 严重的干

旱胁迫还能够导致叶肉细胞损伤、降低光合酶的

活性, 从而使植物的光合速率降低(韩瑞宏2007)。
另外, 在遭受水分胁迫而衰老的植物叶片中, 半胱

氨酸蛋白酶(caspases, CP)起着主要作用(Renu等
1999)。蛋白酶几乎参与到所有的生物现象, 它不

仅仅是将蛋白质水解成氨基酸以便机体循环, 还
可以激活蛋白质或使蛋白质失活。1,5-二磷酸核

酮糖羧化/加氧酶(ribulose 1,5-bisphosphate carbox-
ylation/oxygenase, Rubisco)是光合作用过程中的必需

酶。在光合作用过程中, 核基因rbcS编码Rubisco
的小亚基, RCA编码Rubisco激活酶, CAB编码光系

统II中收获光能的叶绿素a/b结合蛋白, 这些基因直

接影响Rubsico的酶活性从而保证光合作用的正常

进行。CP2编码的半胱氨酸蛋白酶则可以降解Ru-
bisco的大亚基, 从而导致Rubsico活性的降低, 进而

影响植物光合作用。

Liu等(2012)发现, 当‘嘎啦’嫁接到苹果抗旱砧

木上时, 改善了植株的水分利用率, 砧木的适应性

直接影响嫁接品种的适应能力。所以, 研究苹果砧

木的抗旱性对干旱地区的苹果生产具有重要意义。

本研究以一年生‘M9T337’苹果砧木苗为试材, 分
析其干旱复水过程中光合特性, 克隆苹果半胱氨

酸蛋白酶基因MdCP2, 测定该基因在不同组织及

不同干旱时期的表达, 并通过酵母双杂交及BiFC
试验, 为进一步探讨MdCP2在干旱胁迫中的调控

机理奠定基础, 也为苹果抗逆机理提供新的理论

依据。

1  材料与方法

1.1  试验材料
试验在山东农业大学作物生物学国家重点实验

室及园艺实验站进行。供试品种为一年生‘M9T337’
苹果(Malus domestica Borkh.)砧木苗, 选取生长状

况良好、长势基本一致的苹果砧木苗进行试验。

用于组织特异性表达分析的试验材料为八年生

‘嘎啦’苹果树, 对八年生‘嘎啦’苹果树的根、茎、叶、

花、果肉和果皮等6个组织部位取样, 用液氮速冻

备用。

Abstract: The cysteine protease gene MdCP2 plays an important role in responding to drought stress. In 
this study, the experimental materials were one-year-old ‘M9T337’ apple seedlings subjected to natural 
drought treatment. We determined the photosynthetic characteristics, plant water content, differentially 
expressed genes and the function of cysteine protease gene MdCP2 in leaves of apple seedlings during 
natural drought and rehydration process at physiological and molecular biological levels. The results 
showed that the photosynthetic rate, stomatal conductance and transpiration rate decreased under 
drought stress. In the later stage of natural drought, the major limiting factors of photosynthesis changed 
from stomatal restriction to non-stomatal restriction. The qRT-PCR results showed that MdCP2 had the 
higher expression level in roots and its expression had a significant positive correlation with the the degree 
of drought. The expression levels of MdRCA, MdCAB and MdRBCS were negative correlation with the de-
gree of drought. Yeast two-hybrid and BiFC techniques were further used to demonstrate that MdCP2 in-
teracts with MdGLK1. These results provide a theoretical basis for further study of cysteine protease 
MdCP2 gene.
Key words: apple rootstock; drought stress; cysteine protease; MdCP2; MdGLK1
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将试材移入避雨棚内统一进行处理, 试验共

设2个处理: (1)正常培养: 每2 d浇一次水; (2)自然

干旱及复水处理: 浇水后持续断水处理, 断水第18
天, 供试植株叶片均出现萎蔫, 此时进行统一复水

处理。试验设计每100棵为一个处理。处理期间, 
每隔5 d在上午9:00~10:00点测定光合指标, 并取

样, 取新梢中部功能叶片, 迅速放入冰盒, 带回实

验室进行指标测定。同时取土样进行土壤含水量

的测定。

1.2  土壤含水量的测定
采用烘干法。用土钻取样装入铝盒, 每盆取3

个重复。在室内将装有土样的铝盒称重, 称量出铝

盒(质量: W)加湿土的质量(W1)。揭开铝盒盖, 放人

烘箱中, 在105°C下烘至恒重(约12 h), 从烘箱中取出

铝盒, 盖好盒盖, 称量, 即铝盒加烘干土的重量(W2)。
土壤含水量(%)=(W1−W2)/(W2−W)×100% 
1.3  光合参数的测定

采用CIRAS-3型便携式光合仪(PP-Systems, 美
国), 选择晴朗无云的天气, 各处理生长一致且完全

展开的中部叶片, 于上午9:00~11:00, 测定净光合

速率(Pn)、蒸腾速率(Tr)、气孔导度(Gs)和胞间CO2

浓度(Ci)。测定时采用LED红蓝光源 , 光强设为 
1 200 μmol·m−2·s−1, 采用开放式气路系统, 叶室温

度为25°C, 叶室的窗口尺寸为18 mm×25 mm。

1.4  植株含水量的测定
剪取植株各组织, 立即用清水冲洗干净, 用纱

布擦净水分后快速放入已知重量的铝盒中, 称出

鲜重 (FW), 将植物组织连同铝盒放入已升温至

105°C的烘箱中, 杀青30 min, 然后于80°C下烘至恒

重, 称出干重(DW)。植株含水量(%)=(FW−DW)/
FW×100。
1.5  叶片叶绿素含量测定

叶绿素含量测定采用乙醇浸提法测定(赵世杰

和苍晶2016), 总叶绿素含量=叶绿素a含量+叶绿素

b含量。

1.6  总RNA提取及定量PCR分析
采用天根RNAprep pure多糖多酚植物总RNA

提取试剂盒, 利用反转录试剂盒PrimeScript II 1st 
Strand cDNA Synthesis Kit获得用qRT-PCR的cDNA。

试剂盒购自天根生化科技(北京)有限公司。通过

对苹果基因组中MdCP2家族基因序列分析, 设计

定量引物(表1)。

表1  基因克隆和表达检测引物

Table 1  Primers used in cloning and expression analysis

               引物名称	                            序列(5′→3′)	                   用途

MdCP2-F	 GGATCCATGCGGCCGTACCG	 基因扩增

MdCP2-R	 GTCGACAGCACTGCTGCTCTTTCCA	 基因扩增

MdGLK1-F	 CATATGATGCTTATTTTATCACCTTTGCGG	 基因扩增

MdGLK1-R	 GTCGACGGCACAGGAGAGTGGTATG	 基因扩增

MdGLK1 (1~300 aa)-F	 CATATGATGCTTATTTTATCACCTTTGCGG	 基因扩增

MdGLK1 (1~300 aa)-R	 GTCGACCCGTCTCTGGGTCCAGCTA	 基因扩增

MdGLK1 (301~536 aa)-F	 CATATGCAAATGTATGGGGCAGCAG	 基因扩增

MdGLK1 (301~536 aa)-R	 GCGTCCATGTGATTGTCGAA	 基因扩增

MdCP2-F	 ATGGAGGTCTTATGGACTATG	 实时荧光定量PCR扩增

MdCP2-R	 GTAGGAACATCTTCGTAATCG	 实时荧光定量PCR扩增

MdRBCS-F	 CAGGATACTATGATGGAAGGT	 实时荧光定量PCR扩增

MdRBCS-R	 GATGATACGGATGAAGGATTG	 实时荧光定量PCR扩增

MdCAB-F	 TCATACCTCACTGGAGAATT	 实时荧光定量PCR扩增

MdCAB-R	 CCATTACGGACAAGAGTTC	 实时荧光定量PCR扩增

MdRCA-F	 AGTGAGGAAGTGGATTACG	 实时荧光定量PCR扩增

MdRCA-R	 ACATTCTCTTGCTCTTGGA	 实时荧光定量PCR扩增

Mdactin-F	 TGACCGAATGAGCAAGGAAATTACT	 实时荧光定量PCR扩增

Mdactin-R	 TACTCAGCTTTGGCAATCCACATC	 实时荧光定量PCR扩增
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用Takara SYBR® Premix Ex Taq™ II (Tli RN-
aseH Plus)试剂盒进行qRT-PCR分析。该反应体系

为25 μL: SYBR Premix Ex TapTM II (2×) 12.5 μL、
上游引物 (10 μmol·L−1) 0.5 μL、下游引物 (10 
μmol·L−1) 0.5 μL、cDNA 1.0 μL和ddH2O 10.5 μL。
每样本3次重复。qRT-PCR反应条件: 95°C预变性

30 s; 95°C变性5 s, 58°C退火30 s, 65°C延伸5 s, 40
次循环, 每次循环第3步进行荧光采集; 最后采用

2−∆∆CT法进行定量数据分析(冀美玲等2017)。
1.7  1,5-二磷酸核酮糖羧化酶(Rubisco)测定

称取大约1 g样品在液氮中充分研磨, 后加入9 
mL的匀浆液1×PBS (pH 7.2~7.4), 使匀浆液与组织

充分混匀, 进行离心, 离心机转速800×g, 离心时间

30 min, 充分匀浆完成后离心取上清。采用Plant 
Rubisco ELISA Kit试剂盒进行Rubisco活性测定 , 
在450 nm波长处测定各孔的OD值, 重复3次。标准

曲线Y=0.3167×OD450−0.4386; Y: 标准品的浓度值

(U·L−1)。
1.8  MdCP2酵母双杂交载体的构建

以1.5节获得的cDNA为模板, 在苹果基因组

数据库中检索序列XM_008395554.1和XM.008-
383362.2设计特异性引物(表1)进行MdCP2、MdG-
LK1、MdGLK1 (1~300 aa)和MdGLK1 (301~536 aa)
克隆。按照Phusion高保真DNA扩增酶(F530)说明

书进行PCR, 用1%的琼脂糖凝胶对PCR产物进行

电泳。

利用引入BamHI和SalI 2个酶切位点的引物扩

增MdCP2的编码框序列, 之后连接到PLB克隆载体。

用BamHI和SalI对克隆载体和表达载体pGBKT7分
别进行双酶切 , 构建表达载体pGBKT7-MdCP2。
利用引入NdeI和BamHI 2个酶切位点的引物扩增

MdCP2的编码框序列, 之后连接到PLB克隆载体。

用NdeI和BamHI对克隆载体和表达载体pG-ADT7
分别进行双酶切, 构建表达载体pGADT7-MdCP2。

利用引入NdeI和SalI 2个酶切位点的引物扩增

MdGLK1、MdGLK1 (1~300 aa)、MdGLK1 (301~536 
aa)的编码框序列, 之后连接到PLB克隆载体。用

NdeI和SalI对克隆载体和表达载体pGBKT7分别

进行双酶切, 构建表达载体pGBKT7-MdGLK1、

pGBKT7-MdGLK1 (1~300 aa)和pGBKT7-MdGLK1 
(301~536 aa)。
1.9  酵母双杂交回转互作验证

将pGADT7-MdCP2、pGADT7分别与pGBKT7- 
MdGLK1 (301~536 aa)共转入酵母感受态Y2H Gold, 
涂布于QDO/X/(SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-α-gal)和
DDO/X/(SD/-Leu/-Trp), 28°C, 培养3~5 d。
1.10  BiFC表达载体的构建及根癌农杆菌LBA4404
感受态细胞的转化

利用引入BamHI和SalI 2个酶切位点的引物扩

增MdCP2的编码框序列, 引入NdeI和SalI 2个酶切

位点的引物扩增MdGLK1, 之后分别连接到PLB克
隆载体。用BamHI和SalI对克隆载体MdCP2和表

达载体pSPYNE分别进行双酶切, 构建表达载体

MdCP2-YN。用NdeI和SalI对克隆载体MdGLK1和
表达载体pSPYCE分别进行双酶切, 构建表达载体

MdGLK1-YC, 将重组质粒MdCP2-YN和MdGLK1-YC

导入农杆菌LBA4404感受态, 得到重组农杆菌。

1.10.1  BiFC
构建MdCP2-YN和MdGLK1-YC载体 , 选取测

序正确质粒转化农杆菌GV3101, 分试验组和对照

组侵染预培养好的新鲜洋葱内表皮细胞, 暗培养

1~2 d, 激光共聚焦显微镜观察。

1.10.2  洋葱表皮细胞的遗传转化
取洋葱的鳞茎, 用手术刀剥取洋葱的内表皮, 

将其切成1 cm×1 cm的小块放在MS固体培养基上, 
28°C暗培养12~24 h; 用30 mL含50 mg·L−1利福平

和50 mg·L−1卡那霉素的YEP液体培养基28°C振

荡培养重组农杆菌, 至OD600=0.6~0.8, 3 000×g离心

10 min, 收集菌体, 用30 mL ddH2O悬浮, 加入乙酰

丁香酮并使其浓度为100 μmol·L−1, 得到侵染液。

将预培养好的洋葱内表皮, 浸入制备好的侵染液, 
28°C轻摇30 min, 无菌滤纸吸干洋葱内表皮上的菌

液转入MS固体培养基中, 28°C暗培养1~2 d。取洋

葱内表皮, 置于载玻片上, 在激光扫描共聚焦显微

镜下观察目的基因荧光, 收集照片。

1.11  数据处理与分析
采用Excel 2010进行数据处理与统计分析, Gra- 

phpad Prism 6作图。
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2  实验结果

2.1  干旱及复水处理下土壤含水量的变化
土壤干旱直接导致植株相对含水量下降, 使

砧木受害, 因此测定土壤含水量的变化是干旱胁

迫试验设计的一个定量标准。随干旱胁迫时间的

增加, 土壤含水量逐渐下降, 处理第1~6天下降速

度较缓, 第6~18天下降速度较快, 复水之前达到最

低值, 为2%左右, 复水后急剧回升至对照水平。土

壤含水量的减少主要取决于土壤的蒸发量和苗木

蒸腾量, 在正常供水状态和复水条件下, 土壤含水

量基本保持一致(图1), 保证了干旱胁迫及复水条

件的一致性和数据分析的可靠性。

2.2  干旱及复水处理对植物含水量的影响
由图2可以看出, 在停止浇水后1~6 d, 植物含

水量变化不大, 之后植物含水量呈下降趋势, 在干

旱处理第18天达到最低值, 为53.6%; 复水后第6天, 
植物含水量略有上升趋势, 为57.03%, 但仍显著低

于对照。在整个干旱复水过程中, ‘M9T337’砧木

苗含水量呈先下降后上升的变化趋势。

2.3  干旱及复水处理对叶片光合参数的影响
测定结果(图3)表明, 在干旱复水过程中叶片

净光合速率(Pn)、蒸腾速率(Tr)和气孔导度(Gs)从
第6天之后呈下降趋势, 处理第12天与对照相比分

图1  干旱及复水处理下土壤含水量的变化 

Fig. 1  Changes of soil moisture content under 

drought and rewater treatment

不同小写字母表示同一时间不同处理间差异显著(P< 
0.05)。图2、3、4和7同此。

图2  干旱及复水处理对‘M9T337’砧木苗含水量的影响
Fig. 2  Effects of drought and rewater treatment on 

water content of leaves of ‘M9T337’ apple rootstock

别下降78.7%、74.1%和74.4%; 处理第18天达到最

低值, 分别比对照低111.0%、81.2%和74.4%; 复水

6 d后呈正常水平。干旱处理第18天细胞间隙CO2

浓度(Ci)与对照相比提高了46.0%, 复水6 d后呈正

常水平。在整个干旱复水过程中, Ci呈先上升后下

降的变化趋势。

2.4  干旱及复水处理对叶片叶绿素含量的影响
干旱处理导致叶片叶绿素含量的上升, 干旱

及复水处理过程中叶绿素含量呈上升-下降趋势。

图4表明, 干旱处理的第12天叶绿素含量最高, 处
理第18天至复水6 d叶绿素含量略有下降, 但仍高

于对照。

2.5  MdCP2基因克隆与组织特异性表达
在苹果基因组中发现一个半胱氨酸蛋白酶

基因, 命名为MdCP2 (XM_008395554.1)。从Pfam 
(http://pfam.xfam.org)发现该基因具有半胱氨酸蛋

白酶保守结构域探针(PF00112)。序列分析表明, 
MdCP2基因编码475个氨基酸 , 分子质量为52.14 
kDa, 等电点为5.14。对其进行染色体定位分析发

现, MdCP2位于第15条染色体上。

为了研究MdCP2基因在苹果中的表达部位, 
对其进行了组织特异性表达分析。结果显示, 在正

常生长的苹果树中, MdCP2在根中表达量最高, 其
它部位表达量较低(图4)。
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图4  干旱及复水处理下叶片叶绿素含量的变化
Fig. 4  Changes of chlorophyll content in leaves under 

drought and rewater treatment

图3  干旱及复水处理对‘M9T337’砧木苗叶片光合参数的影响
Fig. 3  Effects of drought and rewater treatment on photosynthetic parameters of  

leaves of ‘M9T337’ apple rootstock

2.6  干旱及复水处理对MdCP2及相关基因的表达
分析的影响

对半胱氨酸蛋白酶基因MdCP2、Rubisco酶小

图5  MdCP2基因的组织特异性表达
Fig. 5  Tissue-specific expression of MdCP2

不同小写字母表示差异显著(P< 0.05)。图6同此。

亚基基因MdRBCS、Rubisco活化酶基因MdRCA以
及叶绿素a/b结合蛋白基因MdCAB进行了定量分

析, 发现干旱能诱导MdCP2的表达且在干旱处理
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第18天表达量最高, 在复水后MdCP2基因的表达量

显著下降。干旱抑制MdRCA、MdCAB和MdRBCS
的表达, 且在干旱处理第18天表达量最低, 复水后

表达量上调(图5)。
2.7  干旱及复水处理对‘M9T337’苹果砧木叶片
Rubisco活性影响

图7显示, Rubisco活性在干旱及复水过程中呈

现先上升后下降的趋势, 在停止浇水后第12天活

性最高, 这和叶片叶绿素含量(图4)的变化大体一

致, 在停止浇水第18天活性最低。这表明, 严重的

干旱胁迫可能会促进植物叶绿体内Rubisco降解。

2.8  MdCP2能够与MdGLK1互作
2.8.1  诱饵载体的自激活检测

将构建好的诱饵载体pGBKT7-MdCP2、pGB-
KT7-MdGLK1及pGBKT7载体转化酵母Y2H感受

态, 涂布于SD/-Trp、SD/-Trp/X-α-gal和SD/-Trp/X-α- 
gal/AbA固体培养基上。试验结果表明, 转入pGB-
KT7-MdCP2、pGBKT7-MdGLK1与pGBKT7质粒

图6  MdCP2及相关基因在干旱及复水处理下的表达分析
Fig. 6  Expression analysis of MdCP2 and related genes under drought and rewater treatment  

图7  干旱及复水处理下叶片Rubisco活性的变化
Fig. 7  Changes of Rubisco activity in leaves under 

drought stress and rewater treatment

对酵母菌Y2H生长没有毒害作用。pGBKT7-Md-
CP2、pGBKT7-MdGLK1在SD/-Trp/X-α-gal培养

基上长出蓝色菌斑, pGBKT7在SD/-Trp/X-α-gal培
养基上没有变蓝(图8), 该试验结果表明MdCP2和
MdGLK1全长都具有自激活作用。
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图8  MdCP2和MdGLK1的转录活性
Fig. 8  The transcription activity of MdCP2 and MdGLK1

将pGBKT7-MdGLK1分为两段(1~300 aa和301~ 
536 aa), 分别验证其自激活作用。研究结果表明, 
自激活结构域存在于1~300 aa中, 301~536 aa序列

不存在自激活现象, 可以用来进行酵母双杂交试

验(图9)。
2.8.2  酵母双杂交回转互作验证

试验结果表明 , 试验组和对照组在DDO/X/
(SD/-Leu/-Trp)培养基上均长出正常状态菌株, 只
有试验组在QDO/X/(SD/-Ade/-His/-Leu/-Trp/X-α-
gal)培养基上长出蓝色菌斑, 对照组未见明显菌斑

(图10)。因此 , 推测pGADT7-MdCP2和pGBKT7- 
MdGLK1 (301~536 aa)在Y2H酵母感受态中存在

互作。

图9  MdGLK1的转录活性
Fig. 9  The transcription activity of MdGLK1

图10  酵母双杂交验证pGADT7-MdCP2和pGBKT7-MdGLK1 (301~536 aa)互作
Fig. 10  The interaction between pGADT7-MdCP2 and pGBKT7-MdGLK1 (301~536 aa) verified by yeast two-hybrid

2.9  MdCP2与MdGLK1的BiFC互作验证
观察结果(图10)显示, MdCP2-YN和MdGLK1- 

YC共侵染的洋葱表皮细胞能够观察到黄色荧光信

号, 而MdCP2-YN和YC共侵染以及YN和MdGLK1- 
YC共侵染的洋葱表皮细胞没有荧光, 该结果表明, 
MdCP2-YN和YC以及YN和MdGLK1-YC不能互作 , 
MdCP2和MdGLK1在体内能够发生互作。

3  讨论

水分是活细胞的代谢活动和细胞组成必要物

质, 植物保水能力的强弱可以用叶片含水量高低

反映。项雯慧(2018)在通过不同浓度PEG-6000模
拟干旱处理甘草过程中发现, 随着处理浓度的增
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图11  MdCP2与MdGLK1的BiFC互作验证
Fig. 11  Interaction between PMdCP2 and MdGLK1 by BiFC assay

加, 处理时间的延长, 甘草叶片相对含水量呈逐渐

下降趋势。本试验中苹果砧木叶片含水量随着干

旱天数的增加也出现逐渐下降的变化趋势。在干

旱复水过程中, 植物叶片有明显的变化, 包括新叶

的出现、叶片轻微受损的展开和严重受损叶片的

脱落(Vanková等2012; Xu等2013)。
水分胁迫抑制果树的光合作用, 使植物的光

合速率下降, 气孔阻力增加, 蒸腾速率下降, 王斌

等(2013)研究表明光合参数等可作为评价木本植

物抗旱性的有效指标, 其中Pn、Tr、Gs和Ci是判断

植物在逆境胁迫下光合作用的代表性常规指标。

在干旱胁迫下, 通常认为植物在干旱胁迫下光合

作用降低的原因包括两个方面(徐俊增等2010): 一
方面是外部环境影响。由于水分减少, 植物通过关

闭气孔来降低蒸腾作用, 减少水分散失, 保持自身

含水量, 气孔导度的降低, 使进入气孔的CO2量减

少, 不能满足植物体光合作用的要求, 导致植物光

合作用的下降。另一方面是因为植物光合器官受

到损伤, 属于光合作用的非气孔限制, 叶肉细胞损

伤使叶绿体活性和Rubisco活性降低、导致叶片光

合作用能力降低, 这种情况多发生在干旱程度较

严重的情况下。我们研究发现在停止浇水后第18
天, 土壤含水量下降到2%时, 植株叶片Rubisco活
性最低, 与前人研究结果一致。说明严重的干旱会

降解植物叶绿体, 从而破坏Rubisco。
综合研究表明: 水分胁迫状态下, 植物光合能

力下降不管是由于气孔限制还是非气孔限制, 或
是两者的共同作用, 不仅与试验植物的年龄、种类、

生长状况等有关, 而且与试验处理方式(水分胁迫

强度和时间)有关(Zhang等2010; Wu等2008; Flexas
和Medrano 2002)。

Farquhar和Sharkey (1982)认为, 干旱导致植物

光合速率降低的气孔和非气孔限制因素一般根据

胞间CO2浓度(Ci)和气孔限制值(Ls)的变化来判断。

当干旱引起光合速率下降, Ci降低和Ls升高时, 此
时是气孔限制占主导地位; Ci升高或者不变, 同时
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Ls降低时, 此时是非气孔限制导致光合速率下降。

庞杰等(2013)研究发现干旱胁迫下, 沙芥幼苗的Pn

呈下降趋势, 而Ci呈上升趋势, 表明沙芥幼苗在干

旱胁迫下光合速率降低的原因是由于非气孔限制

导致。杨素苗等(2008)研究表明, 随着水分胁迫程

度的加重, 红富士苹果Gs、Pn与Tr均呈下降趋势, 
其中Pn和Tr的下降与Gs的下降有直接关系, 所以说

气孔限制是水分胁迫下红富士苹果光合作用下降

的主要原因。裴斌等(2013)研究沙棘发现: 在土壤

RWC<38.9%时, 土壤发生严重水分胁迫, 此时PSll
系统和抗氧化酶系统受到损伤, 沙棘光合作用的

主要限制因素由气孔限制转变为非气孔限制。

在本试验中, 停止浇水后第12天到第18天期

间, 此时土壤含水量在2%~8%之间, 叶片在Pn和

Gs都呈现下降趋势过程中, Ci呈现上升趋势, 这期

间属于叶片光合作用气孔与非气孔因素限制的转

折点。在停止浇水后第18天, 叶片Pn达到最低, 说
明此时的植物呼吸速率大于光合速率, 若长期处

于这种状态, 植株最终会死亡, 故我们选择在干旱

处理第18天后进行复水处理。控水处理在复水后

都产生一定的补偿效应, 刘吉利等(2011)研究发现

Tr对水分胁迫的敏感性小于Pn, 但对复水的敏感性

大于光合速率。通过试验探究发现, 在干旱过程中, 
Tr的下降幅度小于Pn, 但是Tr和Pn在复水过程中的

敏感性相差不大。

在植物体内, 半胱氨酸蛋白酶作为植物体内

水解酶的一种, 是叶片衰老过程中比较活跃的一

类蛋白, 它们参与叶片衰老过程中很多的蛋白水解

反应, 可降解光合作用必需酶Rubisco (Masclaux- 
Daubresse等2010; Carrión等2013)。研究发现烟草

NtCP2基因在干旱胁迫下表达水平明显提高(Bey-
ene等2006), 本试验同样发现干旱能够诱导苹果

MdCP2基因表达, 说明在遭受水分胁迫植物叶片

中, 半胱氨酸蛋白酶起着主要作用, 能够影响植物

叶绿体发育, 进而影响植物光合。另外发现干旱能

够抑制编码Rubisco小亚基基因(RBCS)表达, Ali和
Komatsu (2006)在研究了干旱胁迫下两周龄的水

稻幼苗的叶鞘蛋白质组的变化, 发现Rubisco大、

小亚基都呈下调表达, 并认为Rubisco含量的减少

是由于叶绿体受干旱胁迫所致。Rubisco的活化酶

是一种可以调节Rubisco活性的酶, 能使Rubisco在
植株体内条件下达到最大活化程度, 在光合速率

的调节中起着重要作用(Rokka等2001)。研究发现

干旱能抑制编码Rubisco活化酶基因(RCA)表达, 与
前人研究结果相似。

Liu等(2018)研究花生时发现, AhGLK1可以提

高植株抗旱性, 并在恢复生长过程中发挥重要作

用, AhGLK1基因导入glk1glk2双突变体显示出比

glk1glk2植物高约2倍的存活率, 与WT相当, 观察

到的叶绿素含量和PSII效率的降低与双突变体中

涉及叶绿素生物合成和光捕获基因的下调一致。

说明它调节叶绿素生物合成和光捕获功能所需的

基因, 对干旱恢复期间的生长具有积极影响, 并且

它促进叶绿素生物合成和诱导PSII活性的基因。

另外, GLK蛋白的过表达诱导叶绿素相关基因的

强烈表达, 非光合器官如水稻愈伤组织, 根细胞和

果实中的异位叶绿素积累(Nakamura等2009; Ko-
bayashi等2012; Powell等2012)。在研究白桦黄叶

表型试验中发现, BpGLK1抑制表达株系叶片中的

叶绿素含量和叶绿体发育均受到了影响。BpGLK1
基因的功能缺失还会影响植物的光合作用(Gang
等2019)。我们研究表明, 苹果中MdCP2与MdG-
LK1存在相互作用, 半胱氨酸蛋白酶能够水解光合

作用必需酶Rubisco, GLK1直接调节与叶绿体功能

和质体编码基因相关的一组核编码基因的表达

(Nakamura等2009; Waters等2009)。所以 , MdCP2
与叶绿体的生物合成可能存在联系, 而MdCP2与
MdGLK1在干旱过程中具体的作用规律等细节仍

有待确定, 因此需要在干旱调控的背景下更详细

地探索这种相互作用的重要性。
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