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人类基因组“工作框架图”的完成，意味

着后基因组时代的到来。生命科学研究的重点已

经从结构基因组学转移到了功能基因组学的研究，

而功能基因组学主要包括转录物组学、蛋白质组

学和代谢物组学。“蛋白质组”(proteome)这个

概念最先是由 Wilkins 等[1]提出，指由一个基因

组，或一个细胞、组织表达的所有的蛋白质。蛋

白质组学有望在基因组序列与细胞学行为之间起到

桥梁作用[2]。因此，蛋白质组学的研究越来越受

到人们的关注，与基因组学共同承担起从整体水

平上解析生命现象的重任。

与植物遗传学和生理学相结合，植物蛋白质

组学的研究得到了一定的发展[3]。目前，在植物

的遗传多样性、突变体、生理学、蛋白质数据

库、组织及器官、亚细胞水平等有关蛋白质组学

的研究已经取得了一些进展。随着拟南芥、水稻

基因组序列的完成和其他植物基因组及 EST 序列

数据的越来越多[4,5]，植物蛋白质组学的研究将会

越来越活跃，并将对植物生物学产生重大影响。

1  应用于蛋白质组学研究的生物技术

蛋白质组学是后基因组时代涌现的新研究领

域，包括表达蛋白组学(expression proteomics)和

功能蛋白组学(functional proteomics)两部分内容。

表达蛋白组学研究基因编码所有蛋白质的识别和定

量，及其在细胞中的定位和在后转录阶段进行的

修饰；功能蛋白组学主要研究蛋白质之间的相互

作用，确定蛋白质在特定通道和细胞结构中的作

用，说明蛋白质结构和功能间的相互关系。蛋白

质组学规模化对蛋白质的研究可以追溯到30年前

O’Farrell [6]创建的蛋白质高分辨率双向凝胶电泳

(two-dimensional gel electrophoresis, 2-DE)，

O’Farrell从双向电泳的大肠杆菌细胞抽提物中分离

到1 100个蛋白质组分。蛋白质组学借用许多技术

整体分析基因的表达情况。目前，2 - D E 技术、

蛋白质双向电泳图谱的数字化和采用分析软件进行

的大规模数据处理技术以及质谱技术( m a s s

spectrometry, MS)是表达蛋白质组学研究中的三大

基本支撑技术。

1.1  2-DE  蛋白混合物的重复性、高分辨分离是一

个成功的蛋白质组学的关键。目前，2-DE 依然

是大多数蛋白质组研究中分离复杂蛋白混合物所选

择的核心技术，这是由于它在同时分离成千蛋白

质时所具有的无可比拟的分离能力，以及随后的

可用于计算机定量分析差异表达蛋白质的高灵敏度

的显色技术，还有对2-DE胶上蛋白质用高灵敏度

微量化学方法进行鉴定和表征相对比较容易[7]。

样品制备是2-DE 的核心技术。由于2-DE 所

分析样品的多样性，没有一种制备方法可以普遍

适用于各种样品[7]。对于植物样品，比较常用是

的三氯乙酸 - 丙酮沉淀法[8]。此后，许多研究者

在此方法的基础上进行了改进。

虽然目前对蛋白质组学中蛋白分离方法的研

究有些进展，但还没有其他方法可像 2-DE 那样，

具有同时分离和显现几千个蛋白质的能力。2-DE

的局限性主要是疏水蛋白和膜蛋白的分析以及缺乏
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灵敏和可靠的蛋白质定量方法[7]。

1.2  MS  20世纪80年代后期，电喷雾离子化质谱

(electro-spray ionization mass spectrometry，ESI-

MS)和基质辅助的激光解析离子化飞行时间质谱

(matrix-assisted laser desorption ionization time of

flight mass spectrometry，MALDI-TOF-MS)技术

的发明，以及它们在蛋白质分析中的成功应用加

速了蛋白质组学规模化研究。对2-DE所产生的上

千个蛋白可用传统的方法如Edeman降解法等进行

分析，但这些方法非常费时费力。MS 可解决这

一难题。目前，用于分析蛋白质和肽的样品离子

化技术主要包括 MALDI-TOF-MS 和 ESI-MS。基

质辅肋激光解析离子化质谱(matrix-assisted laser de-

sorption ionization, MALDI)通常与飞行时间质谱

(time of flight mass spectrometry, TOF-MS)相结合，

TOF 主要用于测量分析物飞过固定的路径所需的

时间。另一种鉴别蛋白质的方法是串联质谱(MS/

MS)。经质谱分析的肽段进一步断裂并再次进行

质谱分析时可得到肽序列的部分信息[9]。

MS能清楚地鉴定蛋白质并能准确地测量肽和

蛋白质的相对分子质量、氨基酸序列及翻译后的

修饰，是蛋白质组学研究中的一种有效手段。此

种技术还能快速鉴定大量蛋白质点，而且灵敏度

较高，在一些情况下仅需10~15 fmol的蛋白[9,10]。

但此种技术只能分离气体状态的带电分子，而且

1 次只能分析带正电或带负电的分析物。

1.3  酵母双杂交系统(yeast-2-hybid system)  蛋白

质相互作用的双杂交系统是以真核细胞的转录因子

的结构核活性特点为基础的[11]，其建立得益于人

们对真核生物调控转录起始过程的知识。

用酵母双杂交系统检测蛋白质之间的相互作

用时常会出现假阳性或假阴性的问题，因此人们

对此系统作了改进，并且将其扩展应用于检测

DNA- 蛋白质、RNA- 蛋白质、小分子 - 蛋白质之

间的相互作用中[9~11]。

1.4  µ°°×ÖÊ×éÉúÎïÐÅÏ¢Ñ§  在蛋白质组学的研究中，

2-DE 和 MS 分析后描述蛋白质的一种方法是肽质

量指纹图谱。这种方法需精确地确定多肽经过蛋

白酶消化后少数几个肽的相对分子质量后搜索

GenBank、PIR、SWISS-PROT Database 和 EMBL

(TrEMBL)等数据库。

SWISS-PROT(http://www.expasy.ch/)是目前

在蛋白质组学领域中应用最广泛的数据库，也是

一个对数据人工审读很严格的一个蛋白注释性的数

据库。该数据库除了含蛋白质序列信息外，对每

一条数据都有详细注释，包括蛋白表达、功能、

结构域、突变体、翻译后的修饰，以及齐全的

引文和与许多其他数据库的链接等。一般来说，

任何蛋白质序列数据的搜寻和比较都应当从

SWISS-PROT 开始。另外，还有一种不同类型的

蛋白质组数据库就是2-DE蛋白表达数据库。这些

数据库以生物、细胞或组织的 2-DE 胶分离为基

础，数据库中包含了 2-DE 胶图谱、相关的研究

样品以及胶上鉴定的蛋白信息。

2  蛋白质组学在植物营养学研究中的应用

2.1  养分和环境胁迫下植物的蛋白质组学 目前，

众多植物营养学家们通过多年的努力已经筛选到许

多养分胁迫下的植物突变体，而且对这些突变体

的养分吸收、转运的生理生化机制都已经或正在进

行深入的研究，试图揭示其养分吸收调控的机制。

同时，应用蛋白质组学的方法对这些突变体基因突

变引起的蛋白质表达变化的研究也已起步，期望能

通过这些研究进一步揭示植物的细胞调控机制。

养分缺乏和过量胁迫会影响植物的正常生长

发育，引起一些生理生态过程的改变，这些改变

可以引起大量蛋白质种类和表达量上发生变化(表

1)。Suzuki等[12]对分别在缺铁或充分供铁溶液培

养的大麦根提取的蛋白以双向聚丙烯酰胺凝胶电泳

(two-dimensional polyacrylamide gel electrophoresis,

2-D PAGE)结合Edman降解测序进行分析的结果表

明，在缺铁培养的植物根系中，有 7 个蛋白(标

记为 C 、D 、G 、V 、W 、X 、Y ) 的含量高于

足铁溶液培养的植物根系。序列分析时发现，D

蛋白为分子量为 36 kD 的缩氨酸，W 蛋白是甲氨

酸脱氢酶，C 蛋白为腺嘌呤磷酸核糖基转移酶，

Y蛋白质与Ids3基因的cDNA序列的翻译产物完全

匹配。因此，在缺铁胁迫的大麦根系中，甲氨

酸脱氢酶、腺嘌呤磷酸核糖基转移酶、Ids3基因

产物积累量增加。Herbik等[13]分析了野生型番茄

(Lycopersicon esculentum)和缺铁突变体的蛋白质2-

DE 图谱，并在 PVDF 膜上用电印迹法找到染色后

的蛋白质点，采用气相蛋白质测序仪进行蛋白质

测序和同源关系的比较研究，鉴定了参与无氧代

谢和胁迫防御的几种酶，如甘油醛 -3- 磷酸脱氢

酶、甲酸脱氢酶、抗坏血酸过氧化物酶、超氧

化物歧化酶(SOD)等。在铁缺乏的野生株和铁充
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足与铁缺乏的突变株的根尖中，这些酶的表达量

都增加。Konishi等[14]采用 2-D PAGE等蛋白质组

学方法分析了不同氮素水平下水稻感染稻瘟病后的

的蛋白质表达特点。他们发现，不同氮素水平下

有12个蛋白表达有差异，其中9个蛋白的氨基酸

序列分别与 RuBisCO 大亚基(024、087、122、

#a)、酸耐性调节蛋白(093)、核蛋白(109)、SOD

(158)、二硫化物异构酶前体(#b)、HI0056 蛋白

(#c)同源。Bahrman 等[15]研究了不同氮素水平[0、

2、8、20 mg(N)·植株-1·d-1]下 2个小麦品种(2个品

种低氮水平下产量不同)蛋白表达差异。他们通过

2-DE 等技术分离到 524 个蛋白点，其中 55 个蛋

白点在品种间存在显著差异，76个蛋白受氮素处

理水平的影响显著，20个蛋白在品种和氮素处理

交互影响下差异显著。采用液相 - 质谱(LC-MS/

MS)鉴定了 14 个蛋白质，并分析了蛋白的可能功

能，发现有 8 个是与碳代谢过程有关的蛋白质。

Kang等[16]在分离鉴定100多个在缺K+胁迫3 h和

7 d的拟南芥幼苗的蛋白中发现，有29个蛋白与

新陈代谢有关，17 个蛋白参与信号转导，14 个

蛋白在翻译和转录中起作用，6 个蛋白与防御机

制相关，2 个蛋白参与养分的转运和储存。

在植物的生长生存环境中，常常受到来自非

生物因子的胁迫，如干旱、渍涝、盐害、低温

等，这些胁迫严重的影响了植物的生长发育和生

存。应用蛋白质组学技术研究这些胁迫下植物组

织细胞中蛋白质在种类和表达量上的变化，可以

进一步了解植物适应这些不利条件的机制。

Salekdeh等[17]提取了2个水稻品种(Oryza sativa L.
cv. CT 1993和cv. IR 62266)干旱胁迫下以及恢复

灌溉后的叶片蛋白质，并进行了蛋白质组分析，

结果在电泳胶上得到了1 000多个蛋白点，发现有

42个蛋白点的丰度在干旱胁迫下变化明显，其中

27个点在两个品种中显示了不同的反应方式。恢

复正常灌溉10 d以后，所有蛋白质的丰度完全或

在很大程度上恢复到与未作处理的一样。Costa等[18]

发现，海岸松(Pinus pinaster)中38个受干旱影响

的蛋白质中，有24个是由干旱诱导产生，而且不

同基因型对干旱胁迫的反应差别很大。Hajheidari

等[19]发现，干旱胁迫下，甜菜(Beta vulgaris L.)
叶子中79个蛋白点有明显变化，而且两种不同基

因型甜菜在干旱胁迫下的有些蛋白上调或下调方式

有差异。Chang 等[20]对玉米根尖在缺氧和低氧胁

迫下的蛋白质合成模式进行了分析，通过[S35]-甲

表1  养分与环境胁迫下植物的蛋白质组变化

植物种类    胁迫类型                                                           蛋白质组变化情况                                                                      参考文献

水稻 不同氮水平 有 12 个蛋白表达有差异，其中 9 个蛋白的氨基酸序列分别与 RuBisCO 大亚基、酸耐性调节蛋 14
白、核蛋白、S O D、二硫化物异构酶前体、H I 0 0 5 6 蛋白同源

小麦 不同氮水平 55 个蛋白点在品种间存在显著差异，76 个蛋白受氮素处理水平的影响显著，20 个蛋白在品种 15
和氮素处理交互影响下差异显著

拟南芥 缺钾 100 多个在缺 K+ 胁迫 3 h 和 7 d 的拟南芥幼苗的蛋白中，29 个蛋白与新陈代谢有关，17 个蛋 16
白参与信号转导，14 个蛋白在翻译和转录中起作用，6 个蛋白与防御机制相关，2 个蛋白参
与养分转运和储存

大麦 缺铁 有 7 个蛋白质含量提高，确认了其中 4 个蛋白质为缩氨酸、甲氨酸脱氢酶、腺嘌呤磷酸核糖 12
转移酶、Ids3 基因产物

番茄 缺铁 鉴定了参与无氧代谢和胁迫防御的几种酶，如甘油醛 -3 - 磷酸脱氢酶、甲酸脱氢酶、抗坏血 13
酸过氧化物酶、S O D 等，这些酶的表达量都有增加

玉米 缺氧和低氧 46 个蛋白质的含量发生变化 20
水稻 干旱 有 42 个蛋白点的丰度在干旱胁迫下变化明显，其中 27 个点在两个品种中显示了不同的反应方 17

式；恢复正常灌溉 10 d 后，所有蛋白质的丰度完全或在很大程度上恢复到与未作处理的一样
海岸松 干旱 有38 个蛋白质受干旱影响 18
甜菜 干旱 79 个蛋白点有明显变化，两种不同基因型甜菜在干旱胁迫下的有些蛋白上调或下调方式有差异 19
水稻 盐胁迫 有 35 个蛋白质被盐胁迫诱导，17 个蛋白质被抑制 22
烟草 盐胁迫 有20 个蛋白点的丰度有变化 25
水稻 盐胁迫 50 mmol·L-1 NaCl 处理 24 h，有 8 个蛋白上调 1~3 倍，其中 7个蛋白表达水平在24 h 达到最 23

高而处理 48 h 后表达水平下降，但其中1 个蛋白(被鉴定为 SOD)却是表达一直增强的
小麦 热胁迫 热处理引起23个蛋白上调 1.4~3.5 倍，而 19个蛋白明显下调(1.4~7.8 倍) 26
水稻 臭氧 52 个蛋白表达有差异，臭氧引起叶片中与光和作用有关的蛋白量显著减少 21
拟南芥 除草剂安全剂 分子量为26 kD 的一个多肽含量显著地增加，这个多肽的分子量与大多数植物的谷胱甘肽-S- 24

benoxacor 转移酶(GST)亚基相似
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硫氨酸标记总蛋白质进行定量分析，在含氧正

常、低氧、缺氧环境中找到了 2 6 2 种单个蛋白

质，其分子量在 36~99 kD 之间，其 pI 为 6.88~

5.70。同时对48种蛋白质经离析、胰酶消化以后

运用MS鉴定出了46种蛋白质，并发现这46种蛋

白质合成比例发生了改变。他们认为，低氧处理

的效应不仅仅是缺氧胁迫诱导的糖酵解酶的增加。

Agrawal 等[21]发现，水稻幼苗在臭氧胁迫下，52

个蛋白表达有差异，臭氧引起叶片中与光和作用

有关的蛋白显著减少。Ramani和Apte[22]用放射性

同位素自显影2-DE研究了水稻幼苗盐胁迫下多基

因的瞬时表达发现，至少有35个蛋白质受盐胁迫

诱导，17 个蛋白质受抑制，其中有 20 个是首次

报道的低丰度蛋白。这些发现对寻找渗透压应答

新基因，尤其是那些在植物耐盐性获得中起瞬时调

节作用的基因有重要意义。Abbasi和Komatsu[23]研

究了不同浓度(50、100、150 mmol·L-1) NaCl 处

理不同时间(6~48 h)的水稻叶鞘中蛋白的表达变

化，发现50 mmol·L-1 NaCl 处理 24 h 的有 8个蛋

白上调1~3倍，其中7个蛋白表达水平在24 h时

达到最高，而处理 48 h 后表达水平下降，但其

中 1 个蛋白(鉴定为 SOD)表达却是一直增强的。

DeRidder等[24] 提取经100 mmol·L-1除草剂安全剂

benoxacor处理的拟南芥幼苗的蛋白，以2-DE分

析时发现，与未经除草剂安全剂处理的相比，分

子量为 26 kD 的一个多肽含量显著地增加，这个

多肽的分子量与大多数植物的谷胱甘肽-S-转移酶

亚基相似。Dani等[25]提取了盐胁迫下烟草(Nicotiana
tabacum)叶子的非原生质体，通过 2-DE 分析发

现，有 20 个蛋白点的丰度有变化。Majoul 等[26]

研究热胁迫对六倍体小麦籽粒蛋白质组的影响时发

现，有 43 个蛋白受热处理影响，其中只有 1 个

蛋白是由热胁迫诱导产生的，与未经处理的相

比，热处理引起23个蛋白上调1.4~3.5倍，而19

个蛋白明显下调(1.4~7.8倍)。

2.2  植物激素的蛋白质组学   激素对植物的生长发育

有重要的调控作用。目前，应用蛋白质组学的技

术研究植物激素的信号转导和调控机制也已经取得

了一些进展。

Komatsu等[27]将从经过含1 mmol·L-1油菜素内

酯处理48 h的水稻的叶基部提取的蛋白质进行2-

D PAGE 与 MS 分析的结果表明，与用水处理相

比，有 6 个蛋白质的量增加，这 6 个蛋白质是：

LJ133、LJ195、LJ258、LJ262、LJa、LJb。

序列分析表明，其中有2个蛋白点(LJ258、LJ262)

与核酮糖-1,5-二磷酸羧化酶/加氧酶大亚基同源，

1个蛋白(LJ133)与糖降解的一个关键酶——甘油

醛-3-磷酸脱氢酶同源，其他的3个蛋白质(J195、

LJa、LJb)未显示出与数据库中的蛋白质显著同

源。Shen和Komatsu[28]将用5 mmol·L-1赤霉素处理

水稻叶鞘不同时间后以 2-DE 分离和图像分析表

明，有 33 个蛋白点发生变化，其中 21 个蛋白点

表达增强，12个蛋白表达减弱，说明赤霉素处理

的水稻叶鞘中至少有 30 多个基因的产物与之有

关。他们对其中的钙网蛋白(calreticulin)进一步分

析时发现，它有2个不同pI的蛋白质，随着赤霉

素处理时间增加，pI 4.0的蛋白点逐渐消失，而

pI 4.1蛋白点浓度逐渐增加。由此他们认为，钙

网蛋白是赤霉素信号传递调节叶鞘伸长中一个重要

组分。Moons 等[29]鉴定水稻根中 3 个 ABA 诱导的

蛋白质并测定其氨基酸序列的结果表明，其中有

2个蛋白质属于胚胎后期丰富蛋白(LEA)的 2组和3

组，还有1个还未得到确认。Rakwal和 Komatsu[30]

用外源茉莉酸处理水稻的幼苗组织后，以 2 - D

PAGE 分析时发现，水稻的茎和叶中可诱导出新

蛋白质的产生。对蛋白质点进行 N 端和内部测序

及免疫杂交技术分析的结果表明，茎中有 28 kD

的蛋白酶抑制剂(BBPIN)和酸性的与病理相关的分

子量为17 kD 的蛋白质(PR-1)。

3  结束语

蛋白质组学为在蛋白质水平上大规模地研究

基因的功能提供了一套有力的工具和方法，目前

正广泛应用于生命科学研究领域。蛋白质组学研

究的途径有两条：一条是与基因组学的研究一

样，力图“查清”生物体基因编码的所有蛋白

质，建立蛋白质组学数据库；另一条途径则是着

重于寻找和筛选任何有意义的因素引起的2个样本

之间的差异蛋白质谱，从而揭示细胞生理和病理

状态的进程与本质、对外界环境刺激的反应途径

以及细胞调控机制，同时获得对某些关键蛋白的

定性和功能分析。目前，这两条途径已在植物个

体水平上如遗传多样性、基因突变、植物生理等

的蛋白质组，植物组织和器官如叶绿体水平和亚细

胞水平上的植物蛋白质组研究中取得了较大进展。

现在，蛋白质组学研究技术在植物营养学中

的应用还仅仅处于起步阶段。其应用前景有以下
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两个方面：(1)在整体蛋白质水平上研究植物养分

吸收、转运机制；(2)寻找逆境胁迫诸如干旱、洪

涝、低温、养分缺乏或过量、有毒污染物等因

素引起的差异蛋白质图谱，揭示植物逆境营养生

理机制以及细胞调控机制。今后，随着蛋白质组

学的研究技术方法的不断创新与发展，其在植物

营养学中的应用将会成为人们深入了解植物的养分

吸收转运机制、逆境生理分子机制的新途径。
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