
0 引言

黄瓜（Cucumis sativus L.）属于葫芦科甜瓜属一年

生草本植物，是典型的冷敏型植物 [1]。水杨酸

(Salicylic acid，SA)是植物体内简单的酚类物质，不仅
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水杨酸诱导黄瓜幼苗抗冷性的基因表达
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摘 要：水杨酸 (Salicylic acid，SA) 能诱导植物提高抗生物胁迫和非生物胁迫(冷胁迫等)的能力。为研究

SA对非生物胁迫下植物基因表达的影响；以黄瓜(“新优30”)幼苗为试材，用SA (3 mmol/L，pH6.0) 溶液

和蒸馏水处理后，经7 ℃冷胁迫48 h，提取叶片总RNA并反转录 cDNA，利用mRNA差异显示技术分离

出 12 个差异表达 cDNA 片段，经反向斑点杂交验证其中 2 个（SICCL_1 和 SICCL_2）为高差异表达片

段。序列测定和Blast分析表明，SICCL_1与甜瓜中黄瓜花叶病毒 (Cucumber Mosaic Virus, CMV) 相关

基因 AM734282 有 88%同源性；SICCL_2 与毛柽柳中 NaHCO3胁迫相关基因 THL24h-106 有 86% 同源

性。由此推测，SA诱导植物抵抗生物胁迫和非生物胁迫的能力可能是通过诱导植物某些相同基因的表

达来实现的。
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Gene Expression of Chilling Tolerance Induced by Salicylic
Acid in Cucumber Seedling
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(Qingdao Key Lab of Agricultural Quality and Safety Engineering,
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Abstract: Salicylic acid (SA) was found to improve biotic and abiotic tolerance of plants. In present paper
cucumber“Xinyou30”was employed to study the effect of SA on plant gene expression and its mechanism.
Under chilling stress at 7℃ cucumber seedlings were sprayed by distilled H2O and SA (3mmol/L, pH6.0),
respectively. After 48 hours total RNA was extracted from cucumber leaves and reversely transcripted into first
strand cDNA. mRNA differential display was applied to analyzed SA-induced cDNA in cucumber leaves.
Twelve SA-induced cDNA fragments were isolated and retracted. Two（SICCL_1 and SICCL_2）of them were
affirmed by reverse dot blot to be significantly induced by SA. Nucleotide sequence analysis showed that
SICCL_1 had 88% identity to AM734282 related with Cucumber Mosaic Virus (CMV) in Cucumis melo subsp.
melo; SICCL_2 had86% identity to THL24h-106 related with NaHCO3 stress in Tamarix hispida. It is
postulated that SA may improve tolerance of plants via inducing overlapping genes against biotic and abiotic
stresses.
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能诱导多种植物对病毒、真菌及细菌病害产生抗性[2]，

而且还能够提高植物对非生物胁迫如紫外线、干旱、盐

及温度逆境等的抗性[3-5]。深入研究SA诱导黄瓜抵抗

温度胁迫的分子机理，对黄瓜生产和揭示 SA的生物

作用机理具有重要的实践和理论意义。

Raskin (1987)[6]发现SA能诱导魔芋属植物佛焰花

序产热以后，先后发现了内源或外源 SA在植物的生

长发育中有许多重要的生理功能[7]。尤其是 SA诱导

植物抗病性的分子机理方面已有深入系统的研究[8]。

目前，许多关于 SA提高植物抗冷胁迫的研究主要集

中在SOD、CAT等植物抗氧化酶[9]和光合作用等逆境

下细胞代谢[10]。近年研究发现非生物胁迫和SA能诱

导特殊基因的表达，如包括冷胁迫在内的部分非生物

胁迫和 SA 能诱导 TOP2[11]、AtPLAⅡA[12]、BnHB6[13]、

OsBIPP2C1[14]和蛋白激酶CIPK[15]等基因的表达，这表

明SA在提高植物抵抗非生物胁迫中可能是通过诱导

一系列基因的表达实现的。笔者采用mRNA差异显

示技术分离SA诱导的冷胁迫相关基因片段并对其功

能进行初步推断，为进一步揭示 SA提高植物抗非生

物胁迫能力的分子机制提供线索。

1 材料和方法

1.1 试验时间、地点

研究于 2006至 2008年在青岛农业大学青岛市现

代农业质量与安全工程重点实验室进行。

1.2 材料

黄瓜（Cucumis sativus L.）种子在 30 ℃下浸种 3 h

后，30 ℃催芽；芽长 2~3 mm时，于土沙混合物（10:1）

中播种育苗，出苗后以荷格兰特培养液浇注培养，条件

为28 ℃/24 ℃(昼/夜)、光照14 h (PFD 80 μmol/(m2·s))。

1.3 冷胁迫处理及取样

待幼苗长出第三片真叶时分别用SA（3 mmol/L，

pH 6.0）和蒸馏水喷施叶片，7 ℃下低温处理 48 h，取叶

片用液氮速冻于-70 ℃保存。

1.4 mRNA差异显示和序列分析

采用Unizol（上海博星公司）方法分离总RNA，按

反转录酶产品说明书合成 cDNA。mRNA差异显示体

系以 3条锚定引物和 8条随机引物组成 24对引物组

合。反向斑点杂交用 DIG High DNA Labeling and

Detection Starter Kit I（Roche公司），按照产品说明书

操作。二次扩增产物用 TIANGEN Midi Purification

Kit（天根公司）回收，pGM－T克隆试剂盒克隆目标片

段，上海联众基因科技研究院测序。将测序得到的

EST序列在NCBI上应用Blast同源性检测，DNAMAN

软件进行序列对比分析。

2 结果与分析

2.1 总RNA的提取

1.0%琼脂糖凝胶电泳检测总RNA质量。从图 1

中可以看出所提的总RNA带型整齐且28 S、18 S条带

清晰，而5SRNA条带较弱，说明总RNA降解很少且纯

度较高，提取的总RNA质量较高，可用于mRNA差异

显示分析。

图1 冷胁迫下SA处理和蒸馏水处理黄瓜幼苗叶片总RNA电

泳图

注：1：冷胁迫下蒸馏水处理黄瓜幼苗叶片总RNA；2：冷胁迫下SA

处理黄瓜幼苗叶片总RNA

28S 

18S 

 
   1     2          

 
5S 
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图2 冷胁迫下SA诱导cDNA的反向斑点杂交分析

注：1：探针为冷胁迫下蒸馏水处理黄瓜幼苗叶片cDNA；2：探针为冷胁迫下SA处理黄瓜幼苗叶片cDNA

1 2

2.2 mRNA差异显示分析

利用3条锚定引物（R1，R2和R3）和8条随机引物

（AP1-AP8）24 对引物组合，通过 mRNA 差异显示分

析，共筛选12条冷胁迫下SA诱导的 cDNA片段，长度

大约300 bp，低温下SA处理的黄瓜幼苗48h后该基因

上调表达，而蒸馏水处理的则不表达或者低水平表达。
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2.3 反向斑点杂交

鉴于mRNA差异显示存在的假阳性问题，同时可

以筛选信号差异明显的 cDNA片段，采用了反向斑点

杂交进一步验证。图2中箭头所示为存在显著差异的

斑点，反向斑点杂交验证得到两个存在显著差异表达

的 cDNA 片段 SICCL_1 和 SICCL_2；而其它的 cDNA

片段则杂交信号差异不明显。

2.4 SICCL_1和SICCL_2 cDNA差异片段的序列分析

将得到的冷胁迫下SA诱导表达的 cDNA片段进

行回收、重扩增和克隆后进行测序。获得SICCL_1的

片段长度 174 bp，在GenBank中同源性检索后发现与

CMV 感染的甜瓜中 AM734282 有 88%的同源性，

AM734282为甜瓜CMV抗性相关基因。序列对比结

果见图3.

SICCL_2片段长度 197 bp，在GenBank中同源性

检索后发现，与毛柽柳中THL24h-106有86% 同源性，

而THL24h-106为抗旱植物毛柽柳NaHCO3胁迫相关

基因。序列对比结果见图4.

cucumis_sativus A A G C T T A A C G A G G C C A G G A C G A A A A A T T C C C G T G T G G A C T 40 
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Consensus a a g c    a c g a g c c a g a c g a a a a a t t c c c g g t g a t 

                                          

cucumis_sativus G T T G T A T C A T T G G G T C A T A T T T G A G G T C A A C C T G A A A G G T 80 

cucumis_melo G T T G T A T C A G T T G G T C A T A T T T G A G G T C A A C C T G A A A G C T T68 

Consensus g t t g t a t c a t g g t c a t a t t t g a g g t c a a c c t g a a a g t  

                                          

cucumis_sativus A C T G A T A T G G C A G T T G T T T T T A T G G G A T T T A T T A A T T T � G 119 

cucumis_melo A C T G A T A T G G C A G � � � � T T T T A T G G G A T T T A T T G A T T T T G 804 

Consensus a c t g a t a t g g c a g    t t t t a t g g g a t t t a t t a t t t g  

                                          

cucumis_sativus T C A A A T G A T T C G A C T T A T T G T A G G G G A A A A G T T T G A A T T G 159 

cucumis_melo T C A A A C G A T T C G A C T T � C T G T A G G G A A A A A G T T T G A A T T G 843 

Consensus t c a a a g a t t c g a c t t  t g t a g g g a a a a g t t t g a a t t g 

                                          

cucumis_sativus G T A A A A A A A A A A A A A                          1T4 

cucumis_melo C C A A A A A A A A A A A A A                          858 

Consensus   a a a a a a a a a a a a a                          

 
图3 SICCL_1与AM734282的序列比较

3 讨论

黄瓜是一种冷敏感植物，通常 10~12 ℃即不能正

常生长，低于 5 ℃就会难以生存。此研究选择 7 ℃下

冷胁迫处理黄瓜幼苗 48 h，结果表明这既可导致黄瓜

幼苗轻度萎蔫，引发黄瓜冷胁迫反应，同时又不会导致

叶片RNA的过分损伤而影响后续的试验。

SA不仅能调节植物的一些生长发育过程，还在植

物抗生物胁迫和非生物胁迫中发挥着重要作用，增强

植物的抗逆能力。不同植物内源SA的浓度有较大的

差别[16]，不同植物和不同组织对外源SA的敏感性也不

同，在已有的研究中高粱根施 1 mmol/L SA[17]、拟南芥

叶喷 4 mmol/L SA[18]、黄瓜叶喷 2~4 mmol/L SA[19]都发

挥了不同的生理作用，笔者使用 3 mmol/L SA喷施黄

瓜幼苗叶片诱导出了冷胁迫相关基因。

SA诱导植物对生物胁迫的抗性通常是通过在基

因转录水平上的调控而实现的[20]。对正常生长条件下

的拟南芥施用外源SA，能够诱导出大量防御基因的表

达，提高植株对各种胁迫的抗性[18]。研究中SA对低温

逆境下的黄瓜幼苗诱导出了特异基因片段 SICCL_1

和 SICCL_2。其中，SICCL_1 与甜瓜 CMV 抗性相关

基因AM734282[21]有88%的同源性；SICCL_2与毛柽柳

中THL24h-106[22]有 86% 同源性，而THL24h-106是抗

旱植物毛柽柳 NaHCO3胁迫抗性相关基因。这表明

冷胁迫下 SA 对黄瓜幼苗诱导的某些冷胁迫相关基

因，不但可提高植株的抗冷能力，而且还可能与抵抗

其它生物胁迫和非生物胁迫有关。由此推测SA可能

通过诱导植物交叉保护反应而对各种胁迫产生广谱

抗性。

·· 180



生物细胞信号通路间的交叉对话(cross-talking)是

生物高效应对外界刺激的一种精密机制。笔者检测到

的基因也可能处于信号通路的上游，而在不同的胁迫

条件下与抗性直接相关的下游基因的表达，可能存在

对不同胁迫应对的特异性。笔者将进一步探讨植物在

应对不同胁迫时，SA是否会诱导其产生特异的抵抗机

制。
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图4 SICCL_2与THL24h-106的序列比较
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