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摘要    植物蛋白质组学近年来正从定性向精确定量蛋白质组学的方向发展。国际上近两年发表的约160篇研究论文报道了

利用不断改进的双向电泳结合生物质谱技术、多维蛋白质鉴定技术, 以及包括双向荧光差异凝胶电泳、15N体内代谢标记、同

位素标记的亲和标签、同位素标记相对和绝对定量等在内的第2代蛋白质组学技术, 对植物组织(器官)与细胞器、植物发育过

程和植物响应环境胁迫的蛋白质组特征, 以及植物蛋白质翻译后修饰和蛋白质相互作用等方面的研究成果。该文对上述报道

进行总结, 综述了2007年以来植物蛋白质组学若干重要问题研究的新进展。

关键词     发育 ,  植物 ,  翻译后修饰 ,  定量蛋白质组学,  胁迫

喻娟娟 , 戴绍军  (2009). 植物蛋白质组学研究若干重要进展 . 植物学报  44, 410−425.

随着拟南芥(Arab idopsis  thaliana)、水稻(Oryza

sativa)和杨树(Populus t richocarpa)等植物全基因组

序列测定的完成和基因组学研究的深入, 植物蛋白质

组学研究已成为后基因组时代的热点之一。虽然与

人类和酵母蛋白质组学相比, 植物蛋白质组学起步较

晚,  但是自 1997年第 1篇植物蛋白质组学文章发表

以来, 伴随着蛋白质组学技术体系的不断完善 , 植物

蛋白质组学发展迅速。近年来, 以水稻和拟南芥等模

式植物为代表的多种植物组织(器官)的蛋白质表达谱

分析相继完成, 并且植物发育和生殖过程中不同阶段

的蛋白质组变化, 以及此过程中植物响应各种环境因

子的差异表达蛋白质组也被大量报道。每年都有近

百篇研究论文和关于该年度植物蛋白质组学研究进

展的综述性文章发表(Canovas et al.,  2004;  Rossignol

et  al.,  2006; Jorrin et al.,  2007)。近两年,  国际上大

约发表了 160篇植物蛋白质组学方面的研究论文和

50多篇综述,  这些文章报道的物种除了拟南芥和水

稻以外, 还涉及以蒺藜苜蓿(Medicago truncatula)、大

麦(Hordeum vulgare)和大豆(Glycine max)等为主的近

50个物种,  研究内容也涉及方法学、亚细胞蛋白质

组、组织(器官)蛋白质组、植物响应胁迫蛋白质组、

翻译后修饰蛋白质组和相互作用蛋白质组等多个方

面(表 1)。本文从上述几个方面综述了近两年来植物

蛋白质组学的研究进展。

1    方法学

将双向电泳(two-dimensional elect rophores is , 2-DE)

与质谱(mass spectrometry , MS)联用仍然是目前进

行植物蛋白质组学研究最常用的方法。同时, 在酵母

和哺乳动物中建立并迅速发展的第 2代蛋白质组学

技术, 如多维蛋白质鉴定技术(multidimensional pro-

tein identification technology, MudPIT)、双向荧光差

异凝胶电泳(two-dimens ional fluorescence difference

gel elect rophoresis, 2D-DIGE)、15N体内代谢标记(15N

metabolic labeling)、同位素标记的亲和标签(isotope-

coded affinity tag, ICAT)、同位素标记相对和绝对定

量(isobaric  tags for relative and absolute protein
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quantitation,  iTRAQ)和同位素标签定位细胞器蛋白质

(localizat ion of organelle proteins  by  isotope tagging,

LOPIT)等技术, 已经开始在植物蛋白质组学研究中应

用。Thiellement 等(2007)综述了近年来用于植物蛋

白质组学研究的一些标准化方法, 包括针对不同材料

的蛋白质提取方案、各种蛋白质分离程序、质谱分

析和蛋白质鉴定策略的选择等。近两年报道的植物

蛋白质组学研究方法主要包括以下几种。

1.1    基于凝胶的定量蛋白质组学技术

虽然蛋白质分离技术不断更新, 但是凝胶电泳技术仍

是目前最重要的蛋白质分离手段。1D SDS-PAGE仍

然被作为分离简单蛋白质样品和富集亚细胞蛋白质

组分的有效手段。2D蓝色自然胶(blue-nat ive, BN)/

SDS-PAGE也成功地被用于类囊体膜和核复合体蛋

白质组的研究。一年来, 蛋白质提取方法、凝胶电泳

和生物质谱等技术体系逐渐完善和优化, 大大提高了

对植物蛋白质的解析能力和重现性, 使得一些低分子

量的食物过敏原得以检测。一直困扰着植物叶片蛋

白质组研究的高丰度表达的核酮糖 -1,5-二磷酸羧化

酶 /加氧酶(ribulose-1,5-bisphosphate carboxy lase/

oxygenase, RuBisCO)影响低丰度蛋白质分离的问题

表 1    2007-2008年发表的植物蛋白质组学文章的数量和研究对象
Table  1    Numbers, subjects  inves tigated and contributions  of  the papers on plant proteomics  published during 2007-2008
类 亚类 研究对象(文章数量)

物种 模式植物 拟南芥(Arabi dopsis  thal iana)(37)、蒺藜苜蓿(Medicago truncatul a) (8)
谷类作物 水稻(Oryza sativa) (26)、大麦(Hordeum vul gare)(6)、玉米(Zea mays) (12)、小麦

(Tr iti cum aestivum)(6)、节节麦(Tr iti cum tauschi i)(1)、硬粒小麦(Tr iti cum durum) (1)
豆类作物 鹰嘴豆(Ci cer  ar ietinum)(3)、大豆(Gl yci ne max)(8)、菜豆(Phaseol us vulgari s)(1)、豌豆

(Pi sum sativum)(1)、羽扇豆(Lupi nus  al bus)(1)、豇豆(Vi gna unguiculata) (2)
其它农作物 甘蓝(Brass ica oleracea)(1)、菠菜(Spinacia oleracea)(2)、落花生(Arachis hypogaea)(1)、欧洲油菜

(Brass ica napus)(3)、马铃薯(Solanum tub erosum)(3)、蓖麻(Ri cinus  communi s)(1)、番茄(Lycoper-
sicon esculentum)(3)、黄瓜(Cucumi s sativus)(1)、甜菜(Beta vulgari s)(2)、西瓜(Citrull us l anatus) (1)

木本植物 欧洲山杨(Popul us tremul a)(1)、大桉(Eucalyptus  grandi s)(1)、欧洲山毛榉(Fagus  sylvatica)(1)、挪
威云杉(Pi cea abies)(1)、北美云杉(Pi cea s itchensi s)(1)、西洋梨(Pyrus communi s)(1)、苹果(Malus
spp.) (2)、香蕉(Musa spp.) (2)、葡萄(Vi tis  vi ni fera)(6)、柑橘(Ci trus s inensi s) (1)

其它 杜氏盐藻(Dunal iel la salina)(1)、白屈菜(Cheli donium majus)(1)、黑麦草(Lolium perenne)(1)、维柯
萨(Xerophyta viscosa)(1)、旋蒴苣苔(Boea hygrometr ica)(1)、莱茵衣藻(Chlamydomonas rei nhardti i)
(1)、猪笼草(Nepenthes alata)(1)、亚麻(Li num usitati ss imum)(1)、烟草(Ni cotiana tab acum)(1)、
芽草(El ymus elongatum)(1)、大麻(Cannabi s sativa)(1)、球蒴藓(Physcomitrel la patens)(1)、可可
(Theob roma cacao)(1)、罂粟(Papaver somniferum) (1)

生物学 生长发育 花粉(1)、种子(9)、茎(1)、叶片(2)、质体(2)、果实(5)、细胞分化(2)、原生质体增殖 (1)
过程 响应激素胁迫 赤霉素(2)、生长素(1)、脱落酸(3)、茉莉酸(1)、油菜素内酯(1)

共生体(包括固氮细菌、藻青菌、菌根真菌)(1)
非生物胁迫 渗透 /盐(11)、干旱(12)、温度(4)、重金属(6)、营养不足(5)、臭氧(2)、除草剂(2)、光(3)、水涝(1)、

重力(1)、CO2 (1)
生物胁迫 细菌及其效应物 (4)、真菌及其效应物 (4)、植物病原菌激发子(1)、昆虫(1)

基因差异 突变体(5)、基因型(7)、转基因植物(4)

取材 器官 /组织 / 苗(13)、根(16)、茎(4)、叶(25)、种子(19)、果肉 /果汁 /果皮(8)、雌蕊(1)、根瘤(3)、细胞 /愈伤
部位 细胞 组织(9)、盾片(1)、配子托(1)、木质部 /韧皮部(汁液)(6)、形成层(1)、分生组织(1)、花粉(1)、卵细

胞(1)、保卫细胞(1)、胚乳(1)、胚(1)
亚细胞组分 整体(1)、细胞壁(1)、细胞外基质(6)、质膜(11)、质体(13)、线粒体(4)、细胞核(4)、液泡(2)、过

氧化酶体(2)、内质网(1)、核糖体(1)、造粉体(1)

翻译后修饰 磷酸化(9)、氧化还原(4)、其它(3)
相互作用(4)
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也被报道可以通过 PEG沉淀(Xi et  al. , 2006)或应用

RuBisCO免疫耗竭柱(immunodeplet ion columns)

(Cellar et  al.,  2008)来解决。同时,  人们也找到了消

除种子胚乳中富含的淀粉粒和蛋白质体的新方法, 从

而可以获得这些组织中的低丰度蛋白(Li et al., 2008)。

另外, 2D-DIGE被广泛应用于植物定量蛋白质组学研

究。这种方法将待比较样品分别用不同荧光试剂

(cy2,  cy3或 cy5)标记, 等量混合后进行双向电泳分

离。由于在同一块胶内进行分离, 避免了电泳时操作

上的人为误差及胶与胶之间的差异, 可准确地反映出

处理样品和对照样品间的差异表达蛋白质。该技术

已经被应用于受臭氧胁迫的欧洲山杨 (P o pu l u s

tremula)叶片蛋白质组(Bohler et al. , 2007)、拟南芥突

变体油菜素内酯(brass inosteroid, BR)相关调节蛋白

(Deng et  al., 2007), 以及蒺藜苜蓿多根瘤突变体、野

生型根响应生长素和苜蓿根瘤菌的蛋白质组研究(van

Noorden et al. , 2007)中。

1.2    基于质谱的定量蛋白质组学技术

1.2.1    标记定量技术

稳定同位素体内(in vivo)或体外(in vitro)标记技术也已

被广泛应用于植物蛋白质组学的精确定量研究中。

常见的体内标记方法包括 15N体内代谢标记和细胞

培养中稳定同位素标记氨基酸 (s table isotope label-

ing by  amino acids  in cell  culture,  SILAC)方法。

SILAC方法依靠在培养介质中加入稳定同位素标记

的必需氨基酸(如赖氨酸或精氨酸等)实现对蛋白质的

定量, 已经广泛用于高等动物细胞蛋白质的鉴定及定

量。由于植物细胞本身可以合成这些必需氨基酸 , 导

致只有部分蛋白质被标记, 所以此方法不适合植物蛋

白质组学研究。15N体内代谢标记法采用含有 15N (或
14N)作为唯一氮源的培养基来培养植物组织(植株),

依靠掺入合成蛋白质的 15N实现定量。该技术已经应

用于拟南芥培养细胞响应细菌鞭毛蛋白 flg22、木聚

糖酶(Benschop et al., 2007)以及镉胁迫(Lanquar et

al. ,  2007)的差异表达质膜蛋白质组分析中。此外,

Hebeler等(2008)利用该技术与 DIGE 和纳升液相串

联质谱 (nano-LC-MS/MS)结合, 鉴定了拟南芥叶片衰

老过程中包括 RuBisCO大、小亚基和GST等在内的

13种差异表达蛋白质。常用的体外标记技术主要包

括 ICAT和 iTRAQ技术。ICAT 技术是利用一种能和

半胱氨酸反应并含有轻链和重链 2种形式稳定同位

素的亲和标签试剂,  预先选择性对蛋白质进行标记 ,

然后依次通过胰蛋白酶水解、亲和层析和液相色谱

串联质谱实现对蛋白质的分离和定量分析。Hartman

等(2007)利用 ICAT技术并结合沉降蛋白质复合体检

测技术 (pro t eom i c  c om p l ex  det ec t i on us ing

sedimentation, ProCoDeS)分析了拟南芥线粒体膜蛋

白复合体的蛋白质表达丰度。 iTRAQ技术则是利用

4种(最近已发展为 8种)胺活性试剂组成的一组非多

聚体的等质量标记试剂, 对蛋白质酶解的肽段进行差

异标记,  再将标记的样本混合,  然后采用 MudPIT进

行分析鉴定。Patterson等(2007)利用此技术分析了

抗硼和非抗硼大麦的差异表达蛋白质组。

1.2.2    非标记定量技术

除了上述这些稳定同位素标记定量技术以外, 近年来

提出了一种新的不依赖于同位素标记的基于液相色

谱串联质谱的非标记定量技术(label-free quantitative

technology based on liquid chromatography tandem

mass spectrometry, Label-free LC MS/MS),  并被越

来越多的研究者认可。现有的基于质谱的非标记定

量技术主要包括基于一级质谱信息定量和基于二级

质谱信息定量两种。前者的定量依据主要是与一级

质谱相关的肽段峰强度(peak intens ity )信息, 后者的

依据主要是与二级质谱相关的每个蛋白质被鉴定肽

段的总次数(spectral counts)信息。Zybailov等(2008)

应用该技术中已标准化的基于二级质谱信息的定量

技术, 对拟南芥叶绿体的可溶性间质蛋白质的表达丰

度进行了大规模分析, 并且通过与基于凝胶的定量蛋

白质组学技术相比, 证明了将被鉴定肽段的总次数信

息应用于拟南芥大规模定量蛋白质组分析的可行性。

Majeran等(2008)也应用该方法对叶绿体蛋白质组进

行了定量分析。
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1.3    鸟枪蛋白质组学策略

鸟枪蛋白质组学策略的代表性方法是MudPIT。此方

法首先从待研究样品中提取蛋白质,  将其酶解成肽

段混合物, 直接上样至多维液相色谱中进行分离, 然

后进入串联质谱进行解析。L e e 等 ( 2 0 0 7 )采用

MudPIT和 1-D胶 -LC-MS/MS 鉴定了拟南芥叶片的

2 342种非冗余蛋白质 , 证明这种策略不仅更加有利

于分离和鉴定跨膜蛋白和疏水蛋白,  而且得到的蛋

白质的功能分布更接近于其编码基因在基因组中的

分布特征。

1.4    亚细胞组分的分离以及蛋白质定位技术

Truernit和Hibberd(2007)发明了一种可有效分离特定

类型细胞叶绿体的方法, 首先利用外源黄色荧光蛋白

(yellow fluorescent protein,  YFP)标记某特定类型细

胞的叶绿体外膜 , 细胞类型的特异性分析通过应用

增强子捕获系统来实现,  然后利用结合有 G FP 抗

体的磁珠将标记的叶绿体分离。研究者应用该方

法有效地分离了拟南芥叶片海绵组织、叶脉和表

皮 3种细胞类型的叶绿体。蛋白质的亚细胞定位对

于理解植物代谢过程中细胞器的功能和区室化特

征具有重要作用。近两年得到快速发展的同位素

标签定位细胞器蛋白质技术(LOPIT)也开始应用于

植物的亚细胞定位研究。这种依赖于精确定量蛋

白质组学技术的高通量策略,  有望达到不需分离高

纯度的亚细胞组分 ,  即可解决区分真实细胞器驻留

蛋白质与污染蛋白质这一长期困扰研究者的难题。

LOPIT技术的基本原理是依赖于自主生成的碘克沙

醇 (iodixanol)密度梯度来实现亚细胞组分蛋白质的分

配。根据密度分配的相似性,  结合 western杂交、

iTRAQ和多元统计分析技术将蛋白质进行分类 , 最后

将它们定位到相应细胞器中。相比其它定量蛋白质

组学技术, 该技术最大的优点就是可为细胞中静态蛋

白质的定位提供信息, 尤其是可以解决穿梭蛋白质的

定位难题(Dunk ley  et al. , 2006;  Lil ley  and Dupree,

2007)。

2    亚细胞蛋白质组

2.1    整体亚细胞蛋白质组

由于某些细胞器(内质网和高尔基体)是一种动态结

构, 其蛋白质组成除了驻留蛋白质之外, 还包括穿梭

蛋白质和瞬间相互作用的蛋白质。另外, 有一些蛋白

质同时存在于 2种或 2种以上的细胞器中,  因此,  应

用蛋白质组学技术仅仅对某一具体细胞器进行独立

研究, 是远远不够而且不科学的。应该通过对整个内

膜系统的静态亚细胞定位分析, 从整体上获得亚细胞

的蛋白质定位信息, 对亚细胞蛋白质组才能有进一步

的认识(Lil ley and Dupree, 2007)。发明 LOPIT技术

的 Dunkley等(2006)结合 iTRAQ和 2D-LC技术, 获得

了拟南芥根愈伤组织细胞器蛋白质组图谱 , 将527种

蛋白质定位于不同的细胞器,  包括 182种内质网蛋

白、92种质膜蛋白、89种高尔基体蛋白、24种液泡

膜蛋白,  以及 140种线粒体(或质体)蛋白质。这 527

种蛋白质中绝大多数是膜蛋白或膜相关蛋白, 之前并

没有其相关定位信息的报道。他们利用GFP标签定

位实验将 18种有明确定位结果的蛋白质中的 16种

蛋白质定位到预测的细胞器中, 表明该研究中预测的

亚细胞定位具有很高的可信度。该研究是第 1次针

对植物真实亚细胞定位进行的综合分析, 为从整体上

认 识 植 物 亚 细 胞 蛋 白 质 组 提 供 了 新 的 思 路 。

Heazlewood等(2007)将该 LOPIT数据与 2007年 5月

公布的拟南芥亚细胞数据库(SUBA)中的GFP标签定

位数据相比较 , 发现在拟南芥亚细胞数据库 1 349种

GFP标签定位的蛋白质中 , 两者的一致性达到60%。

部分不一致产生的原因可能与蛋白质组的错误定位

或者 GFP 融合蛋白的错误定位有关 ,  因为有实验证

明,  瞬时表达的 GFP 融合蛋白并不能完全真实反映

内源蛋白的静态定位信息(Lilley and Dupree, 2007)。

2.2    质膜蛋白质组

由于质膜组分包含大量的低丰度蛋白和疏水蛋白, 目

前仍然是植物蛋白质组学研究中的最大难题之一

(Komatsu, 2008)。近年来, 人们在脂筏、质膜蛋白多
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样性、质膜蛋白在发育过程中的变化以及质膜蛋白

响应环境因素方面取得一些进展。不仅利用 nano-

LC-MS/MS 获得了最具多样性的拟南芥质膜蛋白质

组, 在鉴定的446种蛋白质中有一半以上具有跨膜结

构域或锚定序列,  并包括大量新发现的信号蛋白 (如

占11%的受体激酶类似蛋白)和被脂基化修饰的蛋白

(占16%)(Marmagne et al.,  2007),  而且发现了蒺藜苜

蓿根组织质膜中的富含鞘脂类和固醇类结构域的

270种脂筏,  包括 43种信号转导相关蛋白、65种运

输蛋白和 21种氧化还原相关蛋白等(Lefebvre et al.,

2007)。Natera等(2008)从水稻质膜中总共鉴定了805

种蛋白质, 其中350种已被预测为质膜蛋白或质膜相

关蛋白。对拟南芥和水稻悬浮细胞质膜蛋白质组的

研究表明, 在应答病原菌、镉胁迫、flg22和木聚糖酶

处理时, 一些蛋白质的表达丰度发生变化 , 大量参与

信号转导或早期胁迫相关的调节蛋白表现出差异磷

酸化(Benschop et  al. ,  2007;  Chen et  al.,  2007;

Lanquar et  al. , 2007),  为揭示拟南芥响应植物病原菌

和金属离子的信号转导机制提供了丰富的信息。对

水稻和杜氏盐藻(Dunaliella salina)质膜蛋白质组的研

究表明, 在高盐胁迫条件下 , 参与稳定膜结构、氧化

胁迫、质膜泵 /通道和信号转导等过程(结构)的蛋白

质表达上调, 这为深入揭示质膜在响应高盐胁迫信号

转导过程中的作用提供了依据(Katz  et  al. ,  2007;

Nohzadeh Malakshah et  al. , 2007)。此外, 葡萄(Vit is

vinifera)浆果质膜蛋白质组在浆果成熟过程中的表达

也发生变化(Zhang et  al.,  2008)。

2.3    质体与线粒体蛋白质组

植物的质体和线粒体相对容易提取和纯化, 两者的蛋

白质组学研究也相当深入。在前期研究的基础上 , 人

们更加关注这 2种半自主性细胞器的发育过程、生

理代谢及响应胁迫的蛋白质组特征。Zyba i lov等

(2008)鉴定了拟南芥叶绿体中的 1 325种蛋白质,  包

括916种高可信度定位质体的核编码蛋白 , 并且应用

非标记定量技术分析了叶绿体可溶性间质中 550种

蛋白质的表达丰度, 对于理解叶绿体代谢途径的调控

有重要意义。Kleffmann等(2007)研究发现, 在光调控

水稻白色体发育成为叶绿体的过程中 , 参与碳代谢、

光合作用和基因表达的蛋白质表达量明显上调, 而参

与氨基酸和脂肪酸代谢的蛋白质表达量下降, 使我们

对叶绿体发育进程中从自养到异养的过程有了进一

步认识。研究者们通过对 C 3 植物豌豆 ( P i s u m

sativum)和C4植物玉米(Zea mays)的叶肉细胞叶绿体

外膜的比较蛋白质组学分析 , 发现2种类型植物的叶

绿体膜蛋白质种类极其相似, 但蛋白质的定量结果相

差很大(Brautigam et  al. , 2008)。同时,  Majeran等

(2008)应用基于凝胶定量和质谱定量2种方法对玉米

叶肉细胞和维管束鞘细胞的类囊体和叶绿体膜进行

了大规模的比较蛋白质组分析,  这些数据对于理解

C4植物的叶绿体分化以及C4植物光合作用的适应机

制有重要的意义。其次,  对菠菜(Spinacia oleracea)

类囊体膜(Timperio et  al., 2007)、大麦类囊体膜特别

是上面的捕光蛋白复合物(light-harvesting complex

proteins,  LHCP) (Frigerio et al.,  2007)和 10余种植

物光系统 I蛋白质组(Zolla et al. , 2007)的研究表明,

不论是在环境胁迫(铁缺乏)条件下, 还是在不同物种

或同一物种的突变体中,  类囊体 / 光系统 I的蛋白质

组都有明显差异 ,  表现为: (1)不同植物光系统 I的蛋

白质组成既有同源性又有多样性; (2)铁缺乏会使光系

统 I在蛋白质水平上受到严重破坏 ; (3)突变体大麦中

捕光复合物多肽的表达丰度明显下降。这些研究为

进一步认识光合作用机制和叶绿体的半自主性提供

了新的信息。

2.4    细胞核与液泡蛋白质组

Pandey等(2008)报道了鹰嘴豆(Cicer ariet inum)幼苗

细胞核响应脱水过程中的147种差异表达蛋白质 , 发

现参与基因转录与复制、分子伴侣、细胞信号转导

和染色质重塑等过程的蛋白质在脱水过程中表达上

调, 这是首次对脱水过程中细胞核内复杂的代谢网络

变化进行的整体研究。Repetto等(2008)对蒺藜苜蓿

种子的核蛋白质组进行了研究 , 共鉴定了143种蛋白

质, 包括几种新的核蛋白质 , 它们可能在核蛋白体亚
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单位生物合成或者核与质之间的运输过程中起作用。

随着植物含有至少 2种类型的液泡这一论述得到证

实, 研究者发现液泡蛋白质组要比以前认为的复杂得

多, 有待于更深入的研究才能更好地理解液泡的功能

(Mart inoia et al. , 2007)。Jaquinod等(2007)利用Ficoll

密度梯度离心获得了高纯度的拟南芥原生质体液泡 ,

鉴定了650余种液泡蛋白质, 其中415种为疏水膜蛋白,

包括 195种整合蛋白和110种运输载体及相关蛋白, 并

且仅有 20%的蛋白质与液泡的功能相关。这些研究为

深入认识细胞核与液泡的动态变化提供了线索。

2.5    其它亚细胞组分蛋白质组

Reumann等(2007)鉴定了拟南芥叶片过氧化酶体中

的 78种蛋白质, 包括 17种具有过氧化酶体导向信号

(peroxisomal targeting s ignal, PTS)的蛋白质、11种

含有 PTS相关多肽的蛋白质 , 以及 42种在过氧化酶

体中新发现的蛋白质。 Arai等(2008)在白化的大豆子

叶过氧化酶体中鉴定出了一些短链脱氢酶 /还原酶家

族蛋白和烯酰辅酶 A水解酶 /异构酶家族蛋白等 , 这

与Reumann等(2007)的一些鉴定结果相吻合。Carroll

等(2008)获得了拟南芥细胞质核糖体中的795个核糖

体蛋白多肽序列 , 其中包括新鉴定的5个基因家族的

核糖体蛋白。此外, 他们还鉴定了 30个特异位点的

N末端乙酰化、磷酸化等翻译后修饰 , 这对于深入了

解核糖体参与的蛋白质翻译有着重要意义。此外, 对

种子发育和萌发过程中内质网的差异蛋白质组, 以及

质外体和造粉粒的蛋白质组的研究为进一步了解这

些亚细胞组分的功能提供了大量的信息(表 1)。

3   组织器官发育蛋白质组

3.1    突变体和不同基因型的蛋白质组

应用蛋白质组学分析比较野生型与突变体的蛋白表

达差异, 不仅可提供对突变效果的评价, 而且能够鉴

定出突变基因编码或受其影响的蛋白。K a ng 等

(2007)通过对水稻损伤模拟突变体斑点叶 6(spl6)的

叶片与野生型正常叶片进行比较蛋白质组学分析, 鉴

定了159种表达丰度发生变化的蛋白质 , 其中蛋白质

二硫异构酶(protein disulfide isomerase, PDI)、转酮

醇酶、硫氧还蛋白过氧化物酶 ( t h i o r e d o x i n

perox idase, TPX)、ATP合成酶, 以及 RuBisCO 大亚

基与激活的小亚基在 spl6突变体中都没有被检测到 ,

在野生型中却高度表达。结合形态学观察, 他们认为

这些蛋白质尤其是 PDI和 TPX的消失, 可能正是细胞

无法避免类囊体膜破裂所导致的氧化损伤作用的原

因, 继而导致细胞程序性死亡以及斑点的形成。另外,

Patterson等(2007)利用 iTRAQ技术比较了抗硼和非

抗硼大麦的蛋白质组, 发现抗硼大麦含铁细胞中的离

子缺乏敏感蛋白 2(iron defic iency sensitive 2,  IDS2)、

IDS3和甲基硫代核糖激酶的表达量明显升高。

对不同基因型植物的蛋白质组进行比较研究, 可

为研究植物分子进化途径和探讨植物起源等问题提

供线索。Natarajan等(2007a, 2007b)对来自野大豆

(Glyc ine soja)和栽培大豆(G. max)共 4个类群 16种

基因型大豆中豆球蛋白和孔尼兹大豆酶抑制物分别

进行了蛋白质组学分析, 发现不仅蛋白质组具有多态

性, 而且野生品种与栽培品种之间的差异明显大于各

大类内部之间的差异。

3.2    组织器官的发育比较蛋白质组

近年来, 除了继续对植物组织(器官)蛋白质表达谱进

行补充完善之外(Baerenfaller et al. , 2008),  人们开始

着重研究植物发育过程中组织(器官)蛋白质的差异表

达。种子发育与萌发的代谢调控机制是人们多年来

关注的焦点。蛋白质组学分析表明 , 在种子发育的不

同时期差异表达蛋白质表现出不同的功能类群特征。

玉米胚乳发育早期参与细胞分裂与分化、细胞骨架

和细胞壁沉积等结构建成、呼吸代谢和抗活性氧的

蛋白质表达量最高; 胚乳淀粉开始积累时糖酵解酶类

的表达丰度提高 ; 在胚乳积累贮藏物质晚期 , 正磷酸

丙酮酸二激酶在维持淀粉和蛋白质平衡中起到重要

作用(Mechin et  al. , 2007)。大麦种子萌发过程中有

大量 α-淀粉酶(α-amylase, AMY)的同工型蛋白质存

在(29个蛋白质斑点),  并且至少有 1种 AMY1蛋白和
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2种 AMY2蛋白参与种子萌发过程中胚乳贮藏淀粉

的快速降解(Bak-Jensen et al.,  2007)。水稻种子在

谷粒充盈过程中有 345种蛋白质的表达丰度发生变

化, 其中持续上调的蛋白质主要参与淀粉合成与乙醇

发酵,  持续下调的蛋白质主要参与碳代谢、细胞生

长 / 分裂、蛋白质合成 / 降解和信号转导(Xu et  al. ,

2008)。此外,  在水稻种子愈伤组织分化过程中, 79

种差异表达蛋白质主要参与糖代谢和胁迫 / 防御反

应,  并且蛋白质表达水平与 mRNA 水平有较好的相

关性(Yin et  al.,  2007)。与种子萌发相似 ,  花粉萌发

也需要利用贮藏物质完成快速的极性生长过程。Dai

等(2007)以水稻花粉为模式首次报道了单子叶植物萌

发花粉的蛋白质组特征 , 鉴定的120种萌发前后差异

表达蛋白质主要参与细胞壁代谢、蛋白质合成和降

解、细胞骨架和糖代谢等过程, 并且翻译后修饰形成

的同工型蛋白质对于花粉萌发有重要作用。此外,

Fiorani 等(2007)首次报道了幼树木材形成过程中的

蛋白质组(240种蛋白质)的动态变化, 在 6个月、3年

和 6年树龄的大桉(Eucalyptus  grandis )形成层组织

中, 蛋白质种类以及同工型蛋白质种类与数量都存在

差异, 9种差异显著的蛋白质分别参与基础代谢、细

胞周期以及大分子代谢等过程。另外,  相对较高灵

敏度的蛋白质标记技术开始应用于组织(器官)差异

表达蛋白质组学研究。Hebele r等(2008 )利用 2D-

DIGE和 15N代谢标记技术揭示了拟南芥叶片衰老过

程中的 21个差异表达蛋白质点 (12种蛋白质), 发现

叶片衰老过程中光合机制明显退化 ,  主要表现为

RuBisCO大亚基和 3个小亚基成分表达下调,  并且

通过GST家族蛋白和苯醌还原酶等表达上调来抵御

叶片衰老过程中因脂质降解而产生的活性氧损伤。

Zhu等(2009)利用 iTRAQ技术分析了油菜(Brass ica

napus )保卫细胞与叶肉细胞中表达的 1 458种蛋白

质, 确定了427种蛋白质在保卫细胞中表达 , 其中74

种参与能量与呼吸代谢、运输、转录、细胞结构与

信号转导等过程的蛋白质在保卫细胞中的表达量明

显高于在叶肉细胞中,  这为深入研究保卫细胞的生

理学功能提供了重要线索。

4    植物响应胁迫蛋白质组

4.1    干旱胁迫

干旱胁迫严重影响植物的一系列代谢活动, 拟南芥和

水稻等模式植物响应干旱胁迫的蛋白质组学特征已

经被大量报道。最近人们对小麦(Triticum aest ivum)

种子、蒺藜苜蓿根瘤以及 2种抗旱植物叶片蛋白质

组的分析表明 , 参与氧化还原反应、氨基酸和糖代谢

的蛋白质可能在植物干旱 / 复水过程中具有重要作

用。3种基因型小麦在应对不同水分蒸发量处理时 ,

种子可溶性蛋白质表达存在明显差异, 鉴定的 57种

差异表达蛋白质主要参与防御与应激以及蛋白质合

成、组装、代谢和贮存, 其中 38种为硫氧还蛋白(Trx)

靶蛋白, 并且在耐旱基因型 Khazar-1中硫氧还蛋白 h

和谷胱甘肽 S-转移酶的表达明显上调(Hajheidari et

al., 2007)。抗旱植物旋蒴苣苔(Boea hygrometric)叶

片在脱水 /复水过程中, 参与活性氧组分解除、光合

作用和能量代谢的蛋白质表达丰度变化显著(Jiang et

al. ,  2007)。另一种强抗旱植物维柯萨(Xerophyta

viscosa)叶片在响应脱水胁迫过程中 ,  抗氧化蛋白、

RNA结合蛋白、叶绿体 FtsH蛋白酶以及参与糖代谢

的酶的表达明显上调, 而参与光合作用的相关蛋白表

达则显著下调(Ingle et  al.,  2007)。蒺藜苜蓿根瘤在

受脱水胁迫时, 蔗糖合成酶表达下调可能是导致根瘤

在脱水胁迫过程中共生固氮作用(SNF)降低的原因之

一, 并且植物体内甲硫氨酸合成酶表达下调以及细菌

中丝氨酸羟甲基转移酶表达上调可能是根瘤响应脱

水胁迫的标志性变化(Larrainzar et al. , 2007)。此外,

对不同基因型香蕉(Musa spp.)和水稻品种响应蔗糖

或甘露醇造成的渗透胁迫环境时的蛋白质组学分析

也得到了相似的结果。在不同(蔗糖)渗透条件下, 耐

脱水和易受影响的不同基因型香蕉茎端分生组织培

养细胞在 2-DE胶上有 123个差异蛋白质点 ,  这些蛋

白质主要参与糖代谢、细胞壁建成和乙烯信号途径

等对于渗透作用的动态平衡和抗脱水胁迫具有重要

意义的代谢过程, 并且在耐脱水品种中参与能量代谢

和应激适应的蛋白质特异表达(Ca rpen t ier et  a l. ,
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2007)。而在甘露醇造成的渗透胁迫条件下 ,  耐渗透

品种水稻幼苗叶鞘基部变化的蛋白质点主要包括醛

酮变位酶、26S 蛋白酶调节亚基以及参与脂质积累

等过程的蛋白质(Zang and Komatsu, 2007)。另外, 鹰

嘴豆幼苗细胞外基质组分中有 134种蛋白质与脱水

胁迫相关, 主要参与细胞壁修饰、信号转导、代谢、

细胞防御和修复等过程(Bhushan et al. , 2007)。

4.2    盐、金属与营养胁迫

盐胁迫是对植物最严重的非生物胁迫之一, 其生理与

分子机制已经得到较深入的了解, 水稻和拟南芥等植

物响应盐胁迫的蛋白质组变化也已被大量报道。近

年来人们更多关注植物质膜蛋白质组响应盐胁迫的

变化。在盐胁迫条件下 , 水稻耐盐品种 IR651根质膜

中的膜相关蛋白、膜结构蛋白、质膜通道蛋白以及

参与氧化胁迫、信号转导、蛋白质折叠和甲基循环

等过程的蛋白质表达丰度明显上调 ( N o h z a d e h

Malakshah et al. , 2007)。在利用 BN/SDS-PAGE结

合 nano-LC-MS/MS 鉴定的杜氏盐藻质膜的 55种蛋

白质中, 60%为整合蛋白或膜相关蛋白 , 其余为外壁

蛋白、脂质代谢相关酶、离子转运蛋白、小 G蛋白

和热激蛋白等。其中, 参与信号转导和膜结构稳定的

蛋白质对高盐胁迫有明显反应(Katz  et  al. , 2007)。此

外, 在高盐胁迫下葡萄芽尖中191种蛋白质表达丰度

发生变化, 其中约44%为具有同工型的蛋白质 , 且参

与光合作用、蛋白质合成和定位的蛋白质的表达丰

度明显下调(Vincent et al.,  2007)。

植物中的转运蛋白和氧化还原蛋白在响应金属

胁迫时起重要作用。拟南芥培养细胞质膜 ABC运输

家族蛋白(AtPDR8)、富含亮氨酸重复序列家族蛋白

(AtLRRXII)和铵转运蛋白 1(AtAMT 1.1)在镉胁迫条件

下表达显著上调。其中, AtAMT1.1表达上调与镉胁

迫过程中由于谷胱甘肽和植物螯合肽的合成加速而

导致的氮需求量增大相一致 , 而 AtPDR8和AtLRRXII

表达上调说明植物响应镉胁迫和病原体胁迫的作用

机理存在重叠(Lanquar et al. , 2007)。在铜胁迫下, 水

稻萌发种子中抗氧化蛋白、胁迫相关蛋白、调节蛋

白和类受体激酶等表达上调,  而参与代谢的关键酶

(如 α-淀粉酶等)则表达下调。这表明, 过量的铜可能

会导致氧化应激反应, 从而促进了一些其它重要的代

谢途径。过量的铜不仅通过影响种子对水分的吸收 ,

还通过阻碍贮存物质降解来实现对种子萌发的抑制

(Ahsan et  a l. ,  2007 )。在锰胁迫下,  豇豆(Vigna

unguiculata)幼苗中参与 CO2固定、光系统 II、蛋白

质降解和病原反应等过程的蛋白质的表达丰度有明

显变化(Führs et al. , 2008)。

此外, 还研究了铁和氮素等营养物质缺乏条件下

植物蛋白质组的差异。在铁缺乏条件下 , 菠菜叶片类

囊体膜中色素和光合作用系统蛋白表达量都减少, 光

化学机制受到严重损伤 , 光合系统I (PSI)蛋白表达显

著下调, 但其天线分子没有受到影响。与之相反, 光

合系统II(PSII)蛋白组分受胁迫影响不大 , 而其天线分

子变化很大, 说明螺旋藻(Spirulina spp.)等低等生物

所具有的响应铁缺乏时可快速调整光合系统的适应

机制并不存在于高等植物中 (Timperio et  al.,  2007)。

另外, 在分别采用硝酸铵和甘氨酸作为氮源培养的黑

麦草(Lolium perenne)植株中, 鉴定出 39个差异表达

蛋白质点, 主要包括参与甘氨酸代谢的酶和甲硫氨酸

腺苷转移酶等, 由此表明根吸收氮源的形式也会影响

根中蛋白质的表达(Thornton et al. , 2007)。

4.3    光温胁迫

光照和温度是植物生长发育过程中非常重要的环境

因子。相关研究在拟南芥中已取得了重大进展 , 发现

了大量响应光照或温度的调控植物生长发育的基因 ,

并开始启动相关的蛋白质组学研究。Yang 等(2007)

对水稻幼苗去黄化过程的比较蛋白质组学分析发现 ,

多数(13种)差异表达的蛋白质参与光合作用的光反

应、碳同化、叶绿素合成、抗氧化和解毒等过程 , 由

此表明去黄化过程不仅与光合作用机制密切相关, 而

且处于氧化应激状态的黄化幼苗可能在去黄化早期

阶段解除应激状态。Komatsu等(2007)在低温敏感和

耐低温水稻幼苗中过量表达钙依赖蛋白激酶 1 3

(CDPK13)和肌钙网蛋白互作蛋白 1(CRTintP1),  并对
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叶鞘蛋白质组进行了分析。他们发现在耐低温水稻

和转正义基因水稻中 , 钙网蛋白、果糖激酶、细胞质

苹果酸脱氢酶、蛋白质翻译起始因子 4A和微管蛋白

等蛋白质高丰度表达。由此表明 ,  C D P K 1 3 和

CRTintP1应答低温信号后启动的下游事件很可能涉

及碳代谢、糖信号途径、DNA解旋和微管解聚等一

系列过程。

4.4    臭氧胁迫

臭氧已经成为目前最主要的大气污染物之一, 对植物

产生了很大的危害。对臭氧胁迫下的欧洲山杨、菜

豆(Phaseolus vulgaris)和玉米叶片的蛋白质组学分析

发现, 不仅RuBisCO的表达在胁迫早期明显降低 , 而

且磷酸丙糖异构酶和醛缩酶等多种参与卡尔文循环

的蛋白质(其中多数与核酮糖 -1,5-二磷酸再生相关),

以及与叶绿体电子传递链相关的蛋白质表达下调, 而

参与葡萄糖分解代谢的酶、抗坏血酸过氧化物酶和

热激蛋白等表达上调。由此可见, 植物体通过上述代

谢调节来减轻光氧化损伤, 改善能量供应能力和还原

能力,  从而减小臭氧胁迫带来的不利影响(Bohler et

al., 2007; Torres et al. , 2007)。

4.5    激素

生长素、茉莉酸(JA)、脱落酸(ABA)、赤霉素(GA)和

油菜素内酯(BR)等植物激素对植物生长发育的调控

作用已经基本清楚。近年来, 人们分析了外源施加这

几种植物激素对不同基因型植株以及种子萌发等过

程中蛋白质组的影响。van Noorden等(2007)分别用

根瘤菌和生长素处理蒺藜苜蓿多根瘤突变体(sunn)和

野生型植株的根。他们发现无论是突变体还是野生

型植株, 应答生长素处理和根瘤菌侵染时差异表达的

蛋白质十分相似, 由此表明生长素可能在根瘤形成早

期起调节作用。同时, 在响应生长素胁迫时 , 突变体

与野生型植株间的蛋白质表达存在很大差异, 这可能

源于它们的内源生长素水平不同。Cho等(2007)的研

究表明,  JA 处理的水稻芽和根中的差异表达蛋白质

所属的功能类群表现出显著差异。芽中的差异表达

蛋白主要参与光合作用、细胞呼吸和蛋白质修饰等,

其中光合作用相关蛋白占所鉴定蛋白总数的 44%并

且绝大部分表达下调 , 说明光合机制是 JA发挥作用

的主要对象, 而根的差异表达蛋白则主要参与抗氧化

系统、细胞呼吸和防御过程。Pawlowsk i(2007)分析

了水分、ABA和GA3对欧洲山毛榉(Fagus sylvatica)

种子低温层积打破休眠萌发过程中蛋白质表达的影

响。结果表明, 种子响应水分处理的差异表达蛋白质

主要参与能量代谢和蛋白质定位 ,  应答 GA3 处理的

蛋白质主要参与能量代谢和植物防御,  而响应 ABA

处理的蛋白质主要参与能量代谢、蛋白质定位和发

育过程。与此相似,  ABA 诱导产生的水稻盾片蛋白

质也主要是参与蔗糖代谢、糖分解和 ATP合成等的

酶(Asakura et al.,  2007)。此外, Deng等(2007)发现

拟南芥 BR-敲除突变体det2-1在BR处理时差异表达

的 42种蛋白质主要参与信号转导、细胞骨架解聚、

囊泡运输、激素及维生素合成等过程。同时, 他们还

发现当 BR处理时或者在 BR-不敏感突变体 bri1-116

和 BR-超敏感突变体  bzr1-1D中, Sec14细胞质因子

(PATL2)、PATL1、噻唑生物合成酶(THI1)、苹果酸氧

化还原酶(NADP -M E2)和单脱氢抗坏血酸还原酶

(MDAR3)等 5种蛋白质差异表达 , 这表明它们可能在

BR调控过程中具有重要作用。

4.6    生物胁迫

除了非生物胁迫以外, 植物也常受到一些病原或寄生

微生物的影响, 并通过逐渐建立的防御和适应机制来

完成与外源入侵生物之间的交流。一些病原菌通过

向体外分泌酶和其它蛋白质侵染宿主细胞, 引起宿主

的病原反应。P ape r 等(2007 )分析了禾谷镰刀菌

(Fusarium graminearum)分泌到培养基滤液中的蛋白

质及其分泌到受其侵染的小麦头状花序中的蛋白质

的组成, 共鉴定了 289种蛋白质(培养液中有 229种,

植物体中有 120种)。其中仅在植物体内检测到的 49

种蛋白质中有 13 种为非分泌单拷贝持家酶(包括烯

醇酶、磷酸丙糖异构酶和葡萄糖磷酸变位酶等), 这

暗示着真菌致病过程中除了分泌蛋白外还可能通过
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自身溶解使宿主致病。此外, 蛋白质序列分析表明 ,

真菌分泌到培养液中的蛋白质几乎都含有信号肽, 而

真菌分泌到植物体中的蛋白质只有 56% 含有信号

肽。其中, 一些无信号肽蛋白质是已被报道的动物致

病真菌分泌的免疫原, 很可能在禾谷镰刀菌与寄主植

物相互作用中起重要作用。在植物应答外源微生物

的信号转导途径中 , 蛋白质磷酸化 /去磷酸化过程具

有重要作用。Ritsema等(2007)建立了利用激酶作用

底物多肽芯片分析激酶表达谱的方法, 并应用此方法

分析了拟南芥受无毒丁香假单胞菌(Pseudomonas

syringae)侵染后的蛋白磷酸化水平差异, 为进一步分

析激酶表达谱提供了方法。Benschop等(2007)利用

细菌鞭毛多肽 flg22和木聚糖酶处理拟南芥细胞 , 发

现植物早期响应病原菌胁迫在蛋白质水平上的变化

主要表现在蛋白质翻译后修饰上面 , 在检测到的427

种磷酸化蛋白质中包括具有差异磷酸化残基的 98个

磷酸化多肽(代表 76种蛋白质),  其中有 12种为参与

磷酸化 /去磷酸化的蛋白激酶、类受体蛋白激酶和磷

酸酶。此外, 他们还发现防御相关蛋白、突触融合蛋

白和囊泡转运蛋白差异表达, 说明蛋白质转运和囊泡

运输对于植物早期响应病原菌胁迫过程的信号传递

和防御反应具有重要意义。

5   翻译后修饰蛋白质组

5.1    磷酸化修饰

利用不断改进的蛋白质组学技术 ,  人们研究了拟南

芥、水稻、大麦和苜蓿等植物中特定功能状态下蛋

白质的磷酸化修饰。Sugiyama等(2008)鉴定了拟南

芥悬浮细胞中的 1 346种蛋白质中的2 172个明确的

磷酸化位点,  其中丝氨酸磷酸化占 85%。Benschop

等(2007)利用基于质谱的定量磷酸化蛋白质组学技

术, 对拟南芥细胞响应 flg22和木聚糖酶处理的比较

蛋白质组进行了研究 , 鉴定了76种差异磷酸化蛋白 ,

其中部分已知的为防御相关蛋白(如 RbohD、突触融

合蛋白和囊泡转运蛋白等)。Shin等(2007)以过量表

达SnRK2.8的转基因拟南芥和敲除 snrk2.8突变体的

根为研究材料 , 利用质谱鉴定了SnRK2.8的2个磷酸

化位点(Ser-12和 Thr-158)及其靶蛋白 14-3-3k和 14-

3-3X的 1个磷酸化位点(Ser-93/95)。他们预测 14-3-3

蛋白通过 SnRK2.8作用下的磷酸化,  阻碍 14-3-3蛋

白与未知靶蛋白的结合 ,  从而实现靶蛋白活性的改

变, 然后参与光合作用、ATP生成或者光照 -黑暗转

换过程中的能量代谢。Krüger等(2007)应用毛细管液

相色谱(capil lary l iquid chromatography, CapLC)和感

应耦合等离子体质谱(induct ively  coupled plasma-

mass spectrometry, ICP-MS)技术,  同时定量检测蛋

白质的含磷量和含硫量 ,  对拟南芥和莱茵衣藻

(Chlamydomonas reinhardti i)的整体蛋白质磷酸化程

度进行了比较分析, 结果显示两者的平均蛋白质磷酸

化水平都介于水平最低的原核生物谷氨酸棒杆菌

(Corynebacterium glutamicum)和水平最高的真核生

物小家鼠(Mus musculus)之间。Kwon等(2007)应用

磷酸基团亲和取代 β消除法对除去了 RuBisCO的拟

南芥幼苗的蛋白质样品中的磷酸化蛋白进行富集, 利

用 2-DE 分离,  最后通过质谱鉴定了 31个蛋白质点

(代表 18种蛋白质)。

5.2    氧化还原修饰

细胞内氧化还原调控主要是由硫氧还蛋白系统和谷

氧还蛋白系统完成。因为硫氧还蛋白系统在植物的

氧化还原调节和抗氧化防御中起重要作用, 因而近年

来被称为第 2个磷酸化修饰。硫氧还蛋白是一类广

泛存在于生物体内的多功能酸性蛋白, 通过还原靶蛋

白中的二硫键参与细胞的一系列生化反应, 因此对其

体内作用靶蛋白的研究, 有助于阐明硫氧还蛋白在整

个细胞氧化还原网络中的重要调控作用。随着基因

组测序和 EST 序列数据库的日益完善,  利用蛋白质

组学的方法目前已经鉴定了 90多个可能的叶绿体硫

氧还蛋白靶蛋白(Lemaire et al. , 2007)。Alkhalfioui等

(2007)利用硫醇探针标记和亲和层析2种互补方法鉴

定了苜蓿种子中的 111种硫氧还蛋白靶蛋白 ,  其中

59种为新发现的蛋白质,  并且探针标记所得到的蛋

白有超过一半在种子萌发过程中被还原, 这正好与种
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子萌发和体外硫氧还蛋白作用研究的氧化还原状态

相一致, 第一次为硫氧还蛋白同样在双子叶植物种子

萌发过程中发挥作用提供了证据。另外,  Hajheidari

等(2007)还发现干旱胁迫中差异表达的 57种蛋白质

中有 2/3为硫氧还蛋白的靶蛋白 , 对它们的鉴定有助

于揭示植物抗逆机理。此外, Lefebvre等(2007)鉴定

出一些属于质膜氧化还原系统的蛋白存在于质膜的

脂筏结构中,  如几种被认为参与细胞质内 NADH-辅

酶Q反应的氧化还原酶、5种过氧化物酶和细胞色素

b561等, 这些蛋白可能参与了质膜之间的电子传递 ,

从而维持原生质体和非原生质体之间的氧化还原平

衡。Frigerio等(2007)结合蛋白质组学和转录组学技

术对野生型和缺乏光系统 I 的大麦突变体 (v i r i d i s

zb63)的捕光复合物进行了分析, 结果表明, 质体醌的

氧化还原状态对于叶绿体中蛋白质的表达可起到长

期的调节作用 , 并且主要是转录后调节。

5.3    其它修饰

已知的蛋白质翻译后修饰约有 200余种。蛋白质组

学手段已经应用于研究其它修饰。Maor等(2007)利

用 G ST 标记泛素结合结构域的亲和纯化泛素化蛋

白质体系 , 获得了294种特异结合的蛋白质, 并鉴定

了 56种蛋白质中的 85个泛素化赖氨酸残基 ,  是目

前为止植物中第一例泛素化蛋白质组学研究。

Marmagne等(2007)通过实验预测了所鉴定的 446

种拟南芥质膜蛋白质中有 16% 的蛋白质存在脂基

化修饰。

6    相互作用蛋白质组

由于植物材料的复杂性 , 解析蛋白质 -蛋白质相互作

用是植物蛋白质组学研究中最艰巨的任务。人们尝

试用各种蛋白质组学的方法来分析可能在植物体内

发生的蛋白质 -蛋白质相互作用。具有代表性的是

Hartman等(2007)发明的 ProCoDeS 技术,  并应用此

技术分离了拟南芥线粒体膜蛋白, 为分离和鉴定植物

稳定的蛋白质复合体提供了新方法。Popesc u等

(2007)利用蛋白质芯片技术分析和鉴定了拟南芥中的

大量已知或新的 CaMs/CML靶蛋白, 包括转录因子、

受体和细胞内蛋白激酶、F-box蛋白、RNA结合蛋白

和一些功能未知蛋白 ,  大大丰富了 CaMs/CML相互

作用组。Schoonheim等(2007)利用 14-3-3蛋白亲和

纯化和酵母双杂交技术鉴定了150多个靶蛋白, 其中

有 15%已被报道为 14-3-3 靶蛋白。在亲和纯化所获

得的 30个靶蛋白中,  其中 40% 主要参与代谢过程,

另外,  在酵母双杂交实验中所获得的 132个蛋白质

中, 有35%的蛋白质参与多种信号转导途径 , 因此猜

测14-3-3蛋白可能是这些信号转导途径的中间媒介。

T o u e i l l e 等 ( 2 0 0 7 )利用增生扩散细胞核抗原

(prol iferating cell nuclear ant igen, PCNA)作饵进行亲

和层析, 得到了一些PCNA 的特异结合蛋白 , 其中包

括小麦的延伸因子 1A。此外, 如本文 5.1和 5.2节所

述, 人们还鉴定了大量的激酶作用靶蛋白(Shin et al.,

2007)以及硫氧还蛋白靶蛋白(Alkhalfioui et  al. , 2007;

Hajheidari et al. , 2007)。

7    总结与展望

近两年, 植物蛋白质组学不仅在研究方法上有了很大

改进, 而且为解释植物生殖与发育以及响应外界环境

因子过程中关键事件的分子机制提供了新的蛋白质

组水平证据。但是, 与发展迅速的酵母和动物蛋白质

组学相比进展相对缓慢, 主要表现在以下 4个方面。

(1)仍然过多地依赖于 2DE-MS技术, 而第 2代蛋白质

组学技术在植物中的应用较少; (2)由于受到基因组背

景和跨物种蛋白质鉴定技术的限制, 研究对象仍主要

集中在拟南芥、苜蓿、水稻、大麦和大豆等几个有

限的物种; (3)更多的研究集中于环境胁迫下差异表达

的蛋白质, 而对蛋白质翻译后修饰和蛋白质 -蛋白质

相互作用研究较少 ; (4)在对基于 2-DE胶进行的差异

表达蛋白质表达丰度进行分析时, 缺乏严格和多样化

的统计学分析 , 甚至在基于2DE-MS技术的整体策略

中缺乏标准的实验设计、数据处理和分析方案 , 使得

不同研究组所报道的结果之间很难进行比较。此外,
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我国植物蛋白质组学研究群体分散 , 技术平台薄弱 ,

与国内发展迅速的人类蛋白质组学研究相比相对落

后。植物蛋白质组学未来的发展方向仍然是精确定

量蛋白质组学技术的广泛应用和对蛋白质翻译后修

饰的深入研究。
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Abstr act     In recent years , plant proteomics have advanced from a qualitative to an accurate quantitative s tage. Or iginal research

ar ticles published in 2007 and 2008 numbered near ly 160. Most of them reported on the proteomic features of  plant t issue (organs)

and organelles, plant development, plant response to environmental stress , and post- translational modif ication and protein-protein

interactions . These proteome analyses  mainly  involved continuously  improved 2-D electrophoresis -mass spec trometry (2DE-MS),

mult idimensional protein identif ication technology (MudPIT), and second-generation proteomics techniques such as 2-D f luores-

cence dif ference gel electrophores is  (2-D DIGE), 15N metabolic labeling, isotope-coded aff inity tag (ICAT) and isobaric  tags  f or

relative and absolute protein quantitation ( iTRA Q). This paper gives an overv iew  of the research advances of plant proteomics in

the past tw o years.
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