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摘要  为鉴定水稻(Oryza sativa)响应缺铁的根冠长距离信号转导物质, 采用TMT标记技术分析了不同浓度铁处理下水稻

韧皮部汁液的蛋白质组学变化, 共鉴定出206个差异蛋白, 其中54个蛋白表达丰度上调, 152个蛋白表达丰度下调。差异蛋

白的KEGG通路分类主要包括激素信号代谢、谷胱甘肽代谢、碳代谢以及mRNA转运等代谢途径。此外, 对差异蛋白对应

的生理指标进行测定, 发现激素、蔗糖、谷胱甘肽和转运蛋白等在缺铁条件下变化显著, 后续对这些差异蛋白的功能研究

有助于揭示水稻响应铁素营养的长距离信号途径。 
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铁是植物生长必需的矿质营养。为适应低铁环境, 
植物进化出2种不同的吸收机制: 还原途径(机理I)和
螯合途径(机理II)。通过机理I吸收铁的植物(以下简称

机理I植物)包括双子叶植物和非禾本科单子叶植物; 
通过机理II吸收铁的植物(以下简称机理II植物)主要是

禾本科植物。东京大学Nishizawa的研究发现, 机理II
植物水稻(Oryza sativa)也能通过机理I的方式吸收铁

(Ishimaru et al., 2006), 即水稻兼具2条途径进行铁

的吸收, 该结论后经吴平教授实验室用突变体证实

(Cheng et al., 2007)。 
在感受到缺铁信号时, 机理I植物根部表皮会诱

导产生3种反应: (1) H+-ATPase大量表达, 酸化根际

土壤环境, 从而提高根际铁的有效性; (2) 铁还原酶

FRO (ferric reductase oxidase)基因表达上调, 催化

根表皮的三价铁 (Fe(III))还原成二价铁 (Fe(II)); (3) 
Fe(II)的转运体IRT (iron-regulated transporter)表达

上调, 将被FRO还原成的Fe(II)转运入根部细胞(吴慧

兰等, 2007)。该过程中的关键基因FRO (Robinson et 
al., 1999)和IRT (Eide et al., 1996)最早于20世纪90
年代在拟南芥(Arabidopsis thaliana)中克隆得到, 之
后相继报道了它们在多种植物中的同源基因(Con- 
nolly et al., 2003; Ishimaru et al., 2007)。 

与机理I方式不同, 水稻根部的铁还原酶活性较

低, 推测水稻可能直接通过OsIRT1转运吸收Fe(II)。
缺铁环境下 , 水稻根中OsIRT1与OsIRT2高度表达

(Ishimaru et al., 2006), 但并未发现FRO还原类基因

或Fe(III)还原酶活性增强, 可能是水稻处于淹水还原

状态, 补偿了还原酶的作用, 使得Fe(II)吸收途径成

为水稻铁吸收的优势方式。 
水稻的另一种铁吸收方式为螯合方式, 该吸收途

径通过合成一种高亲和的与三价铁结合的物质——
植物铁载体PS (phytosiderophore), 分泌到根际土壤

环境中, 之后与Fe(III)结合生成Fe(III)-PS复合体(Ne- 
gishi et al., 2002)。同时, 植物表皮细胞质膜上的一

种多肽转运体OPT (oligo-peptide transporter)家族成

员YS (Yellow Stripe)转运体(Curie et al., 2001)可将

上述根表皮细胞附近的Fe(III)-PS复合体跨膜转运到

植物体内。OsYSL15是水稻吸收铁过程中Fe(III)-PS
的主要转运体(Inoue et al., 2009; Lee et al., 2009), 
其受缺铁诱导上调表达。 

铁进入水稻根系后, 主要通过蒸腾作用和主动转

运由地下向地上运输。铁在植物体内的运输一般以复

合体的形式进行 , 主要与柠檬酸 (citrate) (Tiffin, 
1966; Brown and Chaney, 1971)、尼克酰胺(NA) 
(Hell and Stephan, 2003; Takahashi et al., 2003)和
麦根酸(MAs) (Aoyama et al., 2009; Kakei et al., 
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2009)等结合。在木质部中, Fe(III)-柠檬酸是主要的运

输形式。FRD3属于MATE家族成员, 定位于根质膜

(Green and Rogers, 2004), 其主要功能是将根部的

柠檬酸转运到地上木质部。水稻中有6个FRD3的同源

基因 , 敲除OsFRDL1会导致叶片失绿(Yokosho et 
al., 2009)。韧皮部中铁的螯合体主要是NA, NA不仅

能够与Fe(II)络合, 也可以络合Fe(III) (von Wirén et 
al., 1999)。在韧皮部中, Fe-NA由YSL家族成员转运

(Haydon and Cobbett, 2007; Curie et al., 2009)。水

稻的YSL表达模式分析表明, 有些成员同时在地上部

和地下部表达(如OsYSL6、OsYSL14和OsYSL16)。
OsYSL2和OsYSL15受缺铁响应调控, OsYSL2转运

Fe-NA, 而 OsYSL15 转 运 Fe-PS (Inoue et al., 
2009)。 

地上部到地下部的信号传递会影响植物对养分

的吸收利用效率 (Forde, 2002; Enomoto et al., 
2007)。冠-根和根-冠组成长距离信号传递通道, 当根

系感受到养分状况变化时, 会产生相应信号并通过木

质部传输到地上部, 进而激发地上部产生信号并通过

韧皮部传输到根系, 从而对植物根系生长进行反馈调

节, 使植物对养分的吸收与地上部代谢相平衡(Vert 
et al., 2003; 熊长明等, 2014)。 

Vert等(2003)在拟南芥中提出了2种与铁吸收相

关的模型: 促进模型和抑制模型。促进模型指地上部

产生的信号传到地下部, 诱导缺铁根系铁吸收相关基

因的表达, 而在正常供铁情况下, 地上部并无信号传

到地下部。与之相反的抑制模型是在铁正常供给情况

下, 地上部会产生抑制信号并传输到地下部, 进而抑

制根系对铁的吸收, 而缺铁时地上部则不产生信号。

由此可见, 地上部长距离信号对植物缺铁响应有重要

调控作用(Vert et al., 2003; Enomoto et al., 2007; 
García et al., 2013)。韧皮部是连接地上和地下部的

重要维管组织, 不仅可以传递植物生长发育相关信

息, 还可以运输相关同化产物。韧皮部汁液成分包括

大分子糖、氨基酸、有机复合物、蛋白质、矿质元素

以及一些信号分子, 如激素、系统伤流信号和小RNA
等(Lucas et al., 2001, 2013), 这些物质参与多种胁

迫(包括矿质元素缺乏)响应。 
定量蛋白质组学主要是针对不同状态下蛋白质

的表达丰度进行精确定量, 目前已成为常用的蛋白质

研究方法。TMT (Tandem Mass Tags)是目前定量蛋

白质组学最常用的体外化学标记法之一。该技术采用

10种同位素标签标记多肽的氨基基团, 经过液相-二
级质谱联用分析, 可同时比较10组不同样品中蛋白

质的相对含量。该技术标记效率高, 可有效节省标记

分析所需的时间和成本。本研究通过EDTA法收集不

同浓度铁处理的水稻韧皮部汁液, 采用TMT技术分

析了韧皮部汁液蛋白质组差异, 初步鉴定出可能参与

长距离信号转导的蛋白, 旨在为水稻植株缺铁长距离

信号研究提供理论参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

实验于2016年在南京农业大学网室内进行, 设3次独

立重复实验。供试材料为常规水稻(Oryza sativa L.)
品种扬稻6号(Yangdao 6)。培养液采用国际水稻研究

所吉田昌一的配方: 10 mg·L–1 NaH2PO4·2H2O、40 
mg·L–1 K2SO4、40 mg·L–1 CaCl2、40 mg·L–1 MgSO4· 
7H2O 、 0.5 mg·L–1 MnCl2·4H2O 、 0.05 mg·L–1 
(NH4)6·Mo7O24·2H2O 、 0.2 mg·L–1 H3BO3 、 0.01 
mg·L–1 ZnSO4·7H2O、0.01 mg·L–1 CuSO4·5H2O和

5.8 mg·L–1 FeCl3, 用NH4NO3调节培养液中氮的浓

度。 
水稻幼苗培养3周后进行缺铁处理。设置正常供

铁和缺铁处理(培养液中不加铁), 每3天更换1次营养

液, 每天用1 mol·L–1 HCl调节溶液pH至5.0±0.2。每

个处理重复3次。缺铁处理3天后收集处理植株和对照

植株的韧皮部汁液。 

1.2  方法 

1.2.1  韧皮部汁液提取 
分别取缺铁处理和对照水稻幼苗500株作为1个生物

学重复。剪去根系后于20 mmol·L–1 EDTA溶液中震

荡摇晃, 以除去破碎细胞的糖分; 然后用海绵将幼苗

固定直立, 切口处浸没于盛有15 mL 20 mmol·L–1 
EDTA溶液的小烧杯中, 避光浸提10小时。获得水稻

幼苗韧皮部浸出液, 于–70°C保存备用。 
 
1.2.2  蛋白样品质检  

对水稻蛋白浸出液进行超滤浓缩并使用蛋白裂解液

进行溶液置换。然后使用BCA (bicinchoninic acid)定
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量试剂盒, 按照说明书配制BSA (Bovine Serum Al-
bumin)标准蛋白溶液, 浓度梯度依次为2.0、1.5、1.0、
0.75、0.5、0.25、0.125、0.025和0 μg·μL–1。将蛋

白待测样品稀释不同倍数, 使样品浓度分布于0.125– 
1.5 μg·μL–1之间, 用于定量检测。配制Reagent A和B
的混合液(A:B=50:1, 现用现配), 避光保存。分别取

不同浓度梯度的BSA标准蛋白溶液及不同稀释倍数

的待测样品溶液加入96孔板中, 每孔10 μL, 每个样

品2孔, 再分别加入200 μL Reagent A和B的混合液, 
轻轻混匀, 37°C下避光孵育30分钟。然后晾至室温, 
562 nm波长条件下检测吸光度。计算标准品及样品

两孔平均数值并减去各自的背景值, 得到标准品及样

品的校正值。以标准品校正值对浓度绘制标准曲线, 
代入标准曲线的拟合公式计算待测样品的蛋白浓度。

取蛋白待测样品进行8%–17% SDS-PAGE梯度凝胶

电泳。浓缩胶电压为80 V, 电泳40分钟; 分离胶电压

为120 V, 电泳120分钟。然后进行考马斯亮蓝R-250
染色, 脱色至条带清晰。  
 
1.2.3  TMT标记全蛋白  
各取100 μg蛋白样品, 加入终浓度为4 mol·L–1的尿

素 、 0.1% SDS (sodium dodecyl sulfate) 和 45 
mmol·L–1 TEAB (triethylammonium bicarbonate), 
用LC-MS级超纯水补足至100 μL后置于冰上。加入5 
μL 200 mmol·L–1 TCEP (Tris (2-carboxyethyl) 
phosphine), 于55°C恒温金属浴中振荡, 每分钟700
转, 反应1小时。反应结束后立即调节温度至25°C, 
加入5 μL 375 mmol·L–1碘乙酰胺, 于25°C金属浴中

恒温振荡, 每分钟700转, 避光反应30分钟。反应结

束后加入660 μL丙酮(–20°C预冷), –20°C下沉淀过

夜。4°C、10 000 ×g离心15分钟, 移去丙酮, 加入0.8 
mL 90%丙酮(–20°C预冷)后涡旋振荡洗涤沉淀。4°C、

10 000 ×g离心10分钟, 移去丙酮, 室温条件下沉淀

风干。取100 μL 100 mmol·L–1 TEAB溶解沉淀蛋白, 
加入2.5 μL 1 g·L–1胰酶, 于37°C摇床中振荡酶切过

夜。取41 μL乙腈加至0.8 mg TMT10标记试剂中, 涡
旋振荡充分溶解。将过夜酶切样品于室温下10 000 
×g离心3分钟后取上清, 加入41 μL TMT10标记试剂, 
于25°C金属浴中恒温振荡, 每分钟700转, 反应2小
时。然后加入8 μL 5%羟氨, 于25°C金属浴中恒温振

荡, 每分钟700转, 反应15分钟, 以终止标记反应。混

合标记后的样品用于C18色谱柱分级。  
 
1.2.4  C18色谱柱样品分级  
配制C18色谱缓冲液A液(2%乙腈, 98%水, pH10)和B
液(90%乙腈, 10%水, pH10)。用A液平衡C18色谱柱

25分钟, 然后运行多肽测试品以确认高效液相系统

和色谱柱状态良好。将合并的TMT标记后样品进行真

空浓缩抽干, 加入A液溶解, 使用5% MS级氨水调pH
值至10。室温下10 000 ×g离心5分钟, 取上清进样。

收集2–15分钟的流出液以及24–63分钟的分级组分, 
用1.5 mL eppendorf离心管每分钟收集1管组分。根

据色谱图各时间收样的峰面积进行双收样合并, 共形

成20个峰面积近似的分级组分, 然后将合并样品真

空浓缩抽干。  
 
1.2.5  质谱相对定量检测  
配制液相色谱A液(99.9%水, 0.1%甲酸)和B液(99.9%
乙腈, 0.1%甲酸)。分别取分级后的抽干样品加入上样

缓冲液(95.9%水, 4%乙腈, 0.1%甲酸)充分溶解, 室
温下10 000 ×g离心5分钟, 取约含1 μg蛋白的上清进

样到液质联用仪(NCS3500高效液相系统和Q Exac-
tive质谱仪)进行样品检测。质谱全扫描范围m/z 350–   
1 600; 一级质谱分辨率为70 000 (200 m/z处); 二级

质谱分辨率为35 000 (200 m/z处); 选择全扫描中离

子强度TOP 20的母离子, 采用HCD (Higher-energy 
Collision Dissociation)碎裂进行二级质谱序列测定, 
raw (原文件)生成质谱检测原始数据。  
 
1.2.6  质谱数据分析  
从NCBI (National Center for Biotechnology Infor-
mation)数据库下载日本晴水稻(Oryza sativa Japon- 
ica Group)蛋白数据(RefSeq)用于质谱分析。将生成

的质谱检测原始数据, 用Proteome Discoverer软件

(简称PD软件)在上述数据库中通过Sequest算法进行

搜库计算。选用胰酶特异性酶切, 最多允许2个漏切

位点; 设定Cys碘乙酰化和TMT修饰为固定修饰参

数; 设定甲硫氨酸氧化和磷酸化为可变修饰参数; 母
离子质量允许误差为15 ppm, 子离子质量允许误差

为0.02 Da。选择低于1% FDR (false discovery rate)
条件下高度可信的多肽作为蛋白质定性鉴定的过滤

参数,  选择特异性多肽用于不同样品间蛋白质的相
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对定量分析。 

 

1.2.7  激素测定 

称取0.5 g新鲜组织于预冷的研钵中, 加入5 mL预冷

的50%色谱甲醇(v/v), 冰浴研磨至匀浆, 于4°C下浸

提12小时, 4°C下8 000 ×g离心10分钟, 收集上清液

并于4°C保存, 残渣中加入2 mL预冷的80%色谱甲

醇, 于4°C下提取12小时, 离心后收集上清液, 再加2 

mL 100%色谱甲醇重复提取2次, 合并全部上清液。

在上清液中加入0.15 g PVPP (polyvinylpolypyrroli-

done), 4°C下涡旋振荡60分钟, 使PVPP充分吸附色

素和酚类物质, 同上离心。将上清液缓慢过Sep-Pak 

C18柱除杂, 再加入1 mL 40%色谱甲醇梯度洗脱, 

收集洗脱液并用冷冻干燥机完全冻干, 取纯化后的激

素样品用3 mL 100%色谱甲醇溶解, 过0.22 μm有机

系超微滤膜后进样高效液相色谱仪进行测定。 

1.3  数据分析 

实验结果为3次独立实验的平均值。用Stata 12.0软件

进行数据处理和统计分析。采用OriginPro 9.0软件绘

图。 

2  结果与讨论 

2.1  缺铁对韧皮部汁液蛋白质组的影响 

水稻植株缺铁处理3天后, 采用EDTA法从500株水稻

幼苗中浸提韧皮部汁液, 最终浓缩为5 g·L–1。采用

TMT技术对缺铁和对照水稻植株韧皮部汁液的蛋白

表达丰度进行分析, 共鉴定到5 652个蛋白, 其中可

定量蛋白数量为5 476个。以差异倍数1.2倍以上且

P-value<0.05为筛选条件, 缺铁和对照水稻植株相比

共鉴定出206个差异蛋白, 其中54个蛋白丰度上调, 

152个蛋白丰度下调。将差异蛋白对应基因进行GO 

功能分类, 其中191个差异蛋白被成功分类, 剩余15

个差异蛋白未能匹配到GO数据库中, 功能未知。 

差异蛋白功能主要可分为3个大类, 16个小类(图

1)。其中, 参与生物学过程(biological process)、细胞

组分(cellular component)、分子功能(molecular func- 

tion)和未知功能 (unknown function)的蛋白分别占

6.3%、80.6%、5.8%和7.3%。在细胞组分相关蛋白

质中, 占比最多的是与细胞器(organelle)、细胞(cell)

和细胞区域(cell part)功能相关的蛋白(数量均为53

个)。 

我们的前期研究表明, 水稻根系的缺铁响应受到

地上部衍生的长距离信号调控(Chen et al., 2018a), 

而长距离信号正是通过韧皮部传递至根系。因此, 有

必要深入挖掘差异表达蛋白参与的代谢途径。依据差

异蛋白对应基因所参与的代谢途径进行KEGG通路

分析, 27个差异蛋白对应的基因被成功分类(表1)。其

中4个蛋白参与激素信号转导, 3个参与碳代谢, 10个

参与逆境与防御代谢, 1个参与氨基酸合成, 6个参与

核糖体代谢, 3个参与mRNA转运和蛋白合成途径。 

2.2  缺铁韧皮部汁液差异蛋白参与生理代谢途径

分析 

2.2.1  激素信号转导相关代谢 

生长素原初响应基因主要分为3类: Aux/IAAs、GH3s 

(Gretchen Hagen 3)和SAURs (Small Auxin Up 

RNAs)。植物主要通过GH3调控体内生长素的动态平

衡, GH3基因与植物响应环境胁迫密切相关(Hagen 

et al., 1988; Bao and Li, 2002), 且GH3基因的表达

受植株体内生长素水平的影响。本研究中, 缺铁条件

下水稻韧皮部中参与生长素信号转导的吲哚乙酸酰

胺合成酶 (indole-3-acetic acid-amido synthetase 

GH3.6)表达丰度下调(图2), 表明植株韧皮部中的生

长素含量偏低。生长素主要在幼嫩组织(叶片)中合成, 

然后转运至根系调控植物生长发育。缺铁条件下, 韧

皮部中生长素含量降低, 导致从地上部向地下部转运

的生长素减少。另外, 参与色氨酸生物合成的色氨酸

合成酶(tryptophan synthase alpha chain)也下调表

达。生长素的合成需要色氨酸参与, 其合成酶下调表

达也表明生长素合成有所减弱。 

蛋白激酶和蛋白磷酸酶(PPs)介导的可逆磷酸化

是普遍存在于生物体内的信号转导机制。蛋白磷酸酶

包括PP1、PP2A、PP2B和PP2C, PP2Cs是植物中最

大的蛋白磷酸酶家族(Kerk et al., 2002)。在高等植物

中, PP2C参与多种信号转导途径, 包括ABA、环境胁

迫以及生长发育等(Tougane et al., 2010)。ABA信号

转导途径主要有PP2Cs和SnRK2两种家族蛋白参与。

ABA含量较高时, 其受体能够与PYR/PYL家族蛋白

结合, 进而结合PP2Cs蛋白的催化位点, 抑制其活

性; 相应地, SnRK2家族蛋白的活性得以激活, 从而 
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图1  水稻韧皮部汁液差异表达蛋白GO功能分类 
 
Figure 1  Functional classification of the differentially expressed proteins of rice phloem sap via the Gene Ontology (GO) da-
tabase  
 

 
激活ABA信号途径(Soon et al., 2012)。本研究中, 缺
铁条件下水稻韧皮部中参与脱落酸信号转导的蛋白

磷酸酶(protein phosphatase 2C 30)表达丰度下调

(图2), 表明韧皮部中ABA的含量可能增多, 且转运增

强。ABA在植物面临高温和干旱等逆境时会被显著诱

导 , 是植物遭受逆境胁迫的重要标志之一。同样 ,   
在植物面临缺铁胁迫时, 其内源ABA含量也可能激

增。 
植物体内的水杨酸主要受病害等逆境诱导。本研

究中, 缺铁条件下参与水杨酸信号转导的蛋白NPR3
表达丰度上调(图2), 表明缺铁激活了植株体内的防

御系统。同时, 本研究表明水杨酸可能在调控水稻缺

铁响应中也发挥作用, 但目前关于水杨酸参与植物缺

铁响应的研究很少, 尚未形成结论。 
赤霉素在调控植物茎秆伸长以及应对环境胁迫

等方面发挥重要作用。本研究中, 缺铁条件下水稻韧

皮部汁液中受赤霉素调控的蛋白(gibberellin-regu- 
lated protein 5)表达丰度上调, 暗示赤霉素可能参与

缺铁的根冠通讯过程。 
图2表明, 缺铁条件下, 与激素相关的蛋白表达

丰度发生了变化。我们进一步测定了缺铁后植株体内

的相关激素含量(图3), 结果表明, 缺铁后地上部IAA
含量增加(图3A), 根系的IAA含量减少(图3B); ABA含
量在地上部无明显变化(图3A), 在根系中增加, 但与

对照相比差异不显著(图3B), GA3在地上部与根系中

的含量均下降(图3A, B)。 
 
2.2.2  碳代谢 
碳代谢是植物体内重要的生理代谢过程, 与植株体内

的能量供应密切相关。本研究中, 缺铁处理后在水稻 
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表1  缺铁处理下水稻韧皮部汁液差异表达蛋白KEGG通路分类 
Table 1  Differentially expressed proteins in phloem exudates of rice under iron deficiency in KEGG pathway 
Gene ID Protein name  Unique peptides FC (–Fe/+Fe) P value 
Plant hormone signal transduction 
4332374 Probable protein phosphatase 2C 30 1 0.81 0.01 
4333666 Regulatory protein NPR3 isoform X2 1 1.45 0.01 
4337780 Probable indole-3-acetic acid-amido synthetase GH3.6 1 0.83 0.03 
4340712 Gibberellin-regulated protein 5 1 1.22 0.00 
Carbon metabolism 
9268154 Malate synthase 12 0.77 0.03 
4349723 Phosphoglycerate mutase-like protein 4 2 0.75 0.01 
4345814 Alpha-amylase isozyme 3D 14 0.72 0.00 
Stress and defense 
4332474 L-ascorbate peroxidase 1, cytosolic 10 0.64 0.00 
4336627 Probable phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase 2 0.75 0.00 
4330235 Probable phospholipid hydroperoxide glutathione peroxidase 2 0.82 0.00 
4349585 Cationic peroxidase 1 2 0.52 0.00 
4347962 Peroxidase A2 isoform X2 8 0.80 0.00 
4337232 Peroxidase 4 2 0.68 0.02 
4332928 Peroxidase 2 1 0.58 0.00 
4332175 Peroxidase A2 2 0.76 0.01 
4344277 Peroxidase 2-like 5 0.82 0.00 
4328425 4-hydroxyphenylpyruvate dioxygenase 5 0.82 0.02 
Biosynthesis of amino acids  
4342571 Tryptophan synthase alpha chain 1 0.79 0.05 
Ribosome     
4325555 50S ribosomal protein L13, chloroplastic 2 1.26 0.00 
4324671 40S ribosomal protein S24-1 1 1.21 0.04 
4334651 50S ribosomal protein L18, chloroplastic 2 1.21 0.04 
3131445 Ribosomal protein S7 (plastid) 2 1.21 0.00 
4342697 40S ribosomal protein S15a-1 1 1.28 0.02 
3131440 Ribosomal protein S18 (plastid) 1 0.74 0.01 
mRNA surveillance pathway 
4347878 Polyadenylation and cleavage factor homolog 4 2 0.77 0.01 
RNA transport 
4329091 Eukaryotic translation initiation factor 1A 3 0.79 0.01 
4345498     ABC transporter A family member 7 1 1.40 0.00 
 

 
韧皮部汁液中鉴定出3个参与碳代谢的差异表达蛋

白, 分别是二羧酸代谢和丙酮酸代谢中的苹果酸合酶

(malate synthase)、参与糖酵解和糖质新生的磷酸甘

油酸变位酶(phosphoglycerate mutase-like protein 
4), 以及参与淀粉和蔗糖代谢的α-淀粉酶 (alpha- 
amylase isozyme 3D), 这3个蛋白的表达丰度均下

调(图4A), 表明碳代谢在水稻缺铁响应过程中起重要

调控作用。 
苹果酸合酶主要参与乙醛酸循环, 将植物细胞内

脂肪酸氧化分解生成的乙酰CoA进一步合成苹果酸、

琥珀酸和乙醛酸。琥珀酸参与蔗糖的合成, 苹果酸合

酶表达丰度下调表明苹果酸和琥珀酸等合成下降, 对
蔗糖的合成可能也有一定的抑制作用。磷酸甘油酸变

位酶是糖酵解过程中的关键酶, 催化3-磷酸甘油酸和

2-磷酸甘油酸的相互转换, 与碳水化合物转运、新陈

代谢、催化活性及生长发育密切相关。α-淀粉酶是水

解淀粉的关键酶, 可将淀粉水解为糊精, 其表达丰度

下调可能暗示着淀粉积累。 
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图2  缺铁条件下水稻韧皮部激素信号转导变化示意图 

红色表示蛋白丰度上调, 黄色表示蛋白丰度下调。实线表示直接作用, 虚线表示中间有省略过程。箭头表示促进作用(正效应), 短竖

线表示抑制作用(负效应)。 
 
Figure 2  Schematic representation of plant hormone signal transduction in phloem of rice under iron deficiency 
Red represents an increase of protein expression abundance, and yellow represents a decrease. The solid lines indicate direct action 
and the dotted lines indicate omission process. The arrows mean a positive effect and the short vertical lines mean inhibited effect. 

 
图3  缺铁处理3天后水稻地上部(A)和根系(B)激素含量变化 

不同小写字母表示缺铁(–Fe)和对照(+Fe)之间差异显著。 
 
Figure 3  The hormone content in rice shoots (A) and roots (B) after three days of iron deficiency treatment 
Different lowercase letters indicate significant differences between iron deficiency (–Fe) and the control (+Fe). 

 
2.2.3  逆境与防卫相关代谢 
植物在遭受逆境胁迫时, 体内的氧化还原系统会被破

坏, 从而积累大量的自由基, 不利于植物正常的生长

发育。ASA-GSH循环(抗坏血酸-谷胱甘肽循环)则能

有效清除体内过量的自由基, 维持细胞内环境氧化还

原稳态。本研究中, 缺铁条件下, 水稻韧皮部中参与

谷胱甘肽代谢的谷胱甘肽过氧化物酶(phospholipid 
hydroperoxide glutathione peroxidase)和抗坏血酸

过氧化物酶(L-ascorbate peroxidase 1, cytosolic)均
下调表达(图4B), 这暗示还原型谷胱甘肽(GSH)和抗 
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图4  缺铁条件下水稻韧皮部汁液碳代谢(A)和谷胱甘肽代谢(B)相关蛋白质丰度变化示意图 

黄色表示蛋白丰度下调。实线表示直接作用, 虚线表示中间有省略过程。箭头表示促进作用(正效应)。 
 
Figure 4  Metabolic pathways of carbon (A) and glutathione (B) related proteins in phloem exudates of rice under iron deficiency 
Yellow represents a decrease of protein expression abundance. The solid lines indicate direct action and the dotted lines indicate 
omission process. The arrows mean a positive effect. 

 
坏血酸积累。铁是过氧化物酶的重要组分, 缺铁会导

致谷胱甘肽过氧化物酶和抗坏血酸过氧化物酶表达

丰度下调。 
此外, 缺铁条件下, 水稻韧皮部中过氧化物酶相

关蛋白(cationic peroxidase 1、peroxidase A2 isoform 

X2、peroxidase 2、peroxidase 4、peroxidase A2和
peroxidase 2-like)表达丰度均下调。过氧化物酶活性

可作为衡量植物铁营养状况的指标(Agarwala et al., 
1961)。邹春琴等(1998)认为, 禾本科单子叶植物的过

氧化物酶活性与全铁含量显著相关, 且地上部POD活
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性与铁营养状况之间相关性很强(傅友强等, 2011)。 
质体醌和维生素E生物合成途径的关键步骤由4-

羟基苯基丙酮酸双加氧酶(4-hydroxyphenylpyruvate 
dioxygenase, HPPD)催化, 目前已在胡萝卜(Daucus 
carota)、拟南芥和大麦(Hordeum vulgare)等植物中

鉴定出HPPD基因(Falka et al., 2003)。研究表明, 在
拟南芥中过表达hppd基因使其种子和叶片中的生育

酚含量增加(Yoseph et al., 2002)。质体醌参与光合作

用过程中光反应的电子传递。缺铁水稻植株韧皮部汁

液中, 4-羟基苯基丙酮酸双加氧酶蛋白丰度下调, 水
稻维生素E的含量也减少, 光合系统被破坏。前期的

研究表明 , 缺铁后水稻植株的光合速率显著下降

(Chen et al., 2018b), 推测可能是缺铁使光反应效率

降低, 最终导致光合速率下降。 
 
2.2.4  转运合成相关代谢 
ATP 结合盒式蛋白 (ATP-binding cassette trans-
porter, ABC)是以ATP水解释放的能量为能源进行主

动转运的载体蛋白家族。ABCA7 (ABC transporter A 
family member 7)是ABC转运蛋白基因超家族成员, 
利用ATP水解的能量在细胞脂质膜和细胞内细胞器

膜上主动运输一系列底物 (Dean et al., 2001; 
Vasiliou et al., 2009; Tanaka et al., 2010)。本研究

中, ABCA7蛋白表达丰度上调, 表明铁离子的转运增

强。对缺铁处理3天后铁吸收转运相关基因的表达水

平进行测定, 发现参与还原途径的基因OsIRT1几乎

不被诱导, 而参与螯合途径的OsYSL5、OsNAS1和
OsNAS2基因表达被显著诱导(图5A), 地上部铁转运

相关基因(OsYSL2和OsNAS1)的表达也被显著诱导

(图5B), 表明铁的转运增加。此外, 参与蛋白质合成

和核糖体代谢的相关蛋白表达丰度也发生变化(表1), 
表明缺铁会影响水稻植株mRNA的转录及翻译过程, 
但该结论有待进一步实验验证。 

2.3  讨论 

长距离调节一直是植物营养学的研究热点, 但是其长

距离反馈调控机制并不清楚。嫁接和分根实验是研究

长距离信号的常用手段。已有研究显示, 将拟南芥根

分开, 一部分放入NO3
–饥饿处理, 另一部分正常供

氮, 发现正常供氮的根系中AtNRT2.1转录水平上调

(Mol et al., 1994), 表明植物营养的长距离运输是客

观存在的。但信号物质如何进行调控, 以及与地上部

是否相关目前还不清楚。前期我们通过分根和去除地

上部实验验证了水稻缺铁后, 长距离运输信号客观存

在, 并且该信号强度与地上部功能叶相关。缺铁条件

下, 水稻地上部会产生信号物质并通过韧皮部传输到

根系, 进一步调控与铁吸收相关的标志基因, 从而调

节铁的代谢平衡(Chen et al., 2018a)。 
植物韧皮部中的物质转运是地上部与根系之间

物质运输的重要通道。本研究通过对水稻缺铁条件下

韧皮部汁液中差异蛋白参与的代谢途径进行分析, 提
出了多种物质作为调控水稻缺铁长距离信号分子的

可能性, 包括生长素、脱落酸、赤霉素、蔗糖、谷胱

甘肽和转运蛋白等, 研究结果将为揭示植物响应缺铁

的调控机制提供更多信息。 
 
2.3.1  激素作为水稻缺铁长距离信号的可能性 
2.3.1.1  生长素 
生长素(IAA)作为调控植物生长的重要激素, 对植物

形态的塑造有重要作用。当水稻面临缺铁胁迫时, 植
株根系伸长、根毛增多, 以增强对环境中铁的吸收, 
而地上部生长则减慢以降低植株自身对铁的需求, 这
些变化都需要生长素参与。已在拟南芥中证实缺铁会

导致生长素含量升高, 并诱导拟南芥铁吸收相关基因

(FRO2)表达上调(Hindt and Guerinot, 2012)。此外, 
生长素也被报道参与水稻缺铁响应, 生长素响应因子

OsARF12参与水稻缺铁信号转导(Qi et al., 2012); 
外源生长素处理会上调水稻植株地上部缺铁响应基

因的表达, 而外源施用生长素抑制剂则会有相反的效

应(Liu et al., 2015)。本研究表明, 缺铁处理后地上部

生长素积累增多而根系积累减少(图3), 推测可能是

缺铁后水稻植株生长素的转运受到抑制, 即从地上部

向地下部转运减少, 从而诱导根系响应缺铁。 
 
2.3.1.2  脱落酸 
脱落酸(ABA)在植物胁迫响应中扮演重要角色。研究

表明, 铁毒害下, ABA参与水稻铁蛋白合成, 但外源

ABA并不影响缺铁条件下水稻铁蛋白的积累(Majer- 
us et al., 2009)。此外, 在拟南芥中, ABA可通过促进

铁从根系向地上部转运和再分配来激活缺铁响应。具

体表现为缺铁会诱导拟南芥根系ABA的积累, 外源

ABA也会促进铁向地上部转运, 从而减缓叶片萎黄症 
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图5  水稻缺铁处理3天后根系OsIRT1、OsYSL15、OsNAS1和OsNAS2 (A)以及地上部OsYSL2和OsNAS1 (B)相对表达水平 
柱形图代表缺铁与对照基因相对表达量的比值。 
 
Figure 5  The relative expression levels of OsIRT1, OsYSL15, OsNAS1 and OsNAS2 in root (A) and the relative expression 
levels of OsYSL2 and OsNAS1 in shoot (B) after three days of iron deficiency treatment 
The column diagram represents the relative gene expression level ratio of iron deficiency induced to the control. 

 
状(Lei et al., 2014)。本研究表明, 缺铁会促进水稻根

系ABA的积累(图3), 而韧皮部中与ABA信号转导相关

的蛋白表达水平发生变化也进一步支持了我们的推测。

将根系或老叶中的养分再分配是植物应对养分胁迫的

一种策略, 尤其对于易移动的营养元素, 如氮、磷、钾。

铁在植物体内转移性较差, 因此, 根系铁的积累远高于

地上部。缺铁时, 植物将根系中的铁转移到地上部进行

再分配对调控水稻籽粒中铁的富集具有一定意义, 而
ABA在水稻中是否也促进铁转运尚待深入研究。 
 
2.3.1.3  赤霉素 
赤霉素是一种多功能的植物激素, 不仅参与拟南芥的

缺磷响应(Jiang et al., 2007), 而且在缺铁响应中也

扮演重要角色。例如, 缺铁条件下, 对赤霉素缺失的

拟南芥突变体进行外源赤霉素处理后, 参与缺铁响应

的基因上调表达(Matsuoka et al., 2014)。在水稻中, 
赤霉素通过调控OsYSL2的表达抑制铁向地上部转运

和再分配过程。缺铁会导致水稻植株体内赤霉素含量

和活性降低, 外源喷施赤霉素抑制铁向地上部转运

(Wang et al., 2017)。本研究中, 缺铁水稻植株地上与

地下部赤霉素含量均下降, 与前人研究结果一致。同

时, 水稻韧皮部中赤霉素调控的蛋白表达丰度发生变

化, 表明赤霉素信号可能参与水稻响应缺铁过程。 

2.3.2  蔗糖作为水稻缺铁长距离信号的可能性 
α-淀粉酶蛋白RAmy3D主要参与淀粉分解过程。缺铁

条件下, 水稻韧皮部汁液中的淀粉分解蛋白表达丰度

下调, 表明缺铁时淀粉分解能力下降, 而植株体内的

淀粉积累。苹果酸合酶主要参与乙醛酸循环, 可将植

物细胞内脂肪酸氧化分解生成的乙酰辅酶A进一步合

成苹果酸、琥珀酸和乙醛酸。其中, 琥珀酸可用于糖

的合成过程。苹果酸合酶表达丰度下调意味着苹果酸

和琥珀酸等合成下降, 同时, 对蔗糖的合成可能也有

一定的抑制作用。我们前期研究表明, 缺铁水稻植株

韧皮部和地下部蔗糖含量减少, 地上部叶片蔗糖积

累, 暗示蔗糖向根系的转运能力下降, 且叶片的叶绿

素含量降低滞后于蔗糖含量变化, 因此, 蔗糖可能作

为长距离信号调控水稻植株对缺铁的响应(Chen et 
al., 2018b)。本研究中, 缺铁条件下水稻叶片蔗糖积

累, 反馈抑制光合作用, 且与蔗糖合成相关的蛋白丰

度出现下调, 表明蔗糖向地下部运输受到抑制。 
 
2.3.3  谷胱甘肽作为水稻缺铁长距离信号的可能性 
谷胱甘肽的积累受到多种生物和非生物胁迫的诱导。

拟南芥谷胱甘肽缺失突变体的根系缺铁响应受到抑

制, 铁从地下部向地上部转运也减弱(Shanmugam 
et al., 2015)。禾本科作物中谷胱甘肽还原酶(GR, 催
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化氧化型谷胱甘肽成还原型谷胱甘肽)的表达量和活

性也会被缺铁进一步诱导(Bashir et al., 2007)。NO
作为调控机理I植物缺铁响应的关键信号分子, 它的

合成依赖谷胱甘肽。研究表明, 拟南芥中NO调控缺铁

响应需要植株体内谷胱甘肽达到特定水平, 这也暗示

谷胱甘肽在缺铁响应中的重要性。同时, 谷胱甘肽可

以维持NO的稳定性并促进其积累, 使其更高效地发

挥作用。本研究表明, 缺铁后参与谷胱甘肽代谢的一

些关键酶活性发生变化, 暗示谷胱甘肽可能作为调控

水稻缺铁响应的长距离信号。谷胱甘肽和NO协同调

控拟南芥缺铁响应, 但是否也同样参与调控水稻的缺

铁响应? 以及是否是调控水稻缺铁响应的长距离信

号之一? 这些问题都亟待进一步的实验验证。 
 
2.3.4  转运蛋白作为水稻缺铁长距离信号的可能性 

ABC转运体参与植物的多种生理代谢过程, 主要利

用ATP水解的能量转运金属离子等相关物质, 以及参

与非生物胁迫反应和矿质元素缺乏等生理过程。前人

研究表明, ABC转运体的转运底物包括无机离子、金

属离子、肽、疏水化合物、核苷和糖(Vasiliou et al., 
2009)。水稻中ABC家族的16个基因在矿质营养(包括

镉和铁)缺乏情况下上调或下调表达(Nguyen et al., 
2014)。我们前期研究表明, 缺铁水稻叶片和根系中, 
与能量相关的蛋白代谢(如ATP合成、糖酵解和三羧酸

循环)有所上调(Chen et al., 2015)。这与拟南芥和甜

菜(Beta vulgaris)缺铁处理后的组学研究结果一致, 
缺铁的甜菜中ATP含量是对照根系的5倍 (López- 
Millán et al., 2000; Thimm et al., 2001); 同样在番茄

(Lycopersicon esculentum)根中, 其ATP合成酶在缺

铁时表达丰度显著上调(Li et al., 2008)。在黄瓜

(Cucumis sativus)中, 缺铁会诱导储存的碳水化合物

分解生成NADPH、ATP和磷酸丙酮酸等能量物质

(Espen et al., 2000)。产生的能量物质将被卡尔文循

环和糖酵解途径利用来补偿因光合下降而减少的能

量物质。本研究中, 缺铁水稻韧皮部汁液中的ABCA7
蛋白丰度上调, 可能是由于缺铁后水稻ATP含量增

加, 为ABCA7蛋白提供了充分的能量转运底物, 最
终导致铁离子的转运增强。缺铁条件下, 植株从环境

中吸收的铁减少, 可能通过增加植株内储存的铁再分

配来维持其正常生理代谢功能。缺铁后, 水稻地上部

与地下部铁吸收转运相关的基因显著上调表达, 也进

一步验证了地上部铁转运再分配能力增强。近期, 也
有研究表明, 拟南芥中ABC转运体可以通过调控根

系铁的富集来调节缺磷响应(Dong et al., 2017), 而
ABC转运体在缺铁水稻植株中的功能还有待进一步

探索。 
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Effect of Iron Deficiency on the Protein Profile of Rice        
(Oryza sativa) Phloem Sap  
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College of Agronomy, Nanjing Agricultural University, Nanjing 210095, China 

Abstract  In order to identify long-distance signals under iron (Fe) deficiency in rice (Oryza sativa), TMT label technique 
was used to study the protein profile of phloem sap under different iron concentrations. A total of 206 differentially ex- 
pressed proteins were identified: 54 were upregulated and 152 were downregulated. Most of these proteins are involved 
in hormone signal transduction, carbon metabolism, glutathione metabolism and mRNA transport. In addition, we mea- 
sured the physiological indicators according to the differentially expressed proteins. It was found that phytohormones, 
sucrose, glutathione and transporters were significantly changed under iron deficiency. To further study the function of 
these proteins can help to reveal the long distance signaling pathway of rice in response to Fe deficiency. 
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