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基于质谱的差异蛋白质组学技术在植物

逆境胁迫研究中的应用
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摘　要：随着质谱技术的发展，蛋白质组学在林业学科中得到了极大的发展，差异蛋白质组学已经成为目前林业学
科的研究热点之一。通过对国内外植物蛋白质组学在林业学科逆境胁迫中的相关应用文献的整理总结，对蛋白质

组学在干旱胁迫、盐胁迫和生物胁迫等方面研究的系统综述，总结植物蛋白质组学在林业学科逆境胁迫中应用的

研究现状和研究进展，并对蛋白质组学在林业学科中的应用作出展望。
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　　蛋白质是基因功能的执行者，是生命现象的直
接体现者，因此要深入了解生命的复杂活动，就需要

从蛋白质的整体水平上进行研究。蛋白质组学主要

研究某一类型细胞、组织、体液中的所有蛋白质组

成、功能，以及蛋白质之间的相互作用，是对蛋白质

翻译和修饰水平等研究的一种补充，可以深入地揭

示生命现象的本质，从蛋白质的相互作用关系与功

能上回答生命过程的规律［１］，解释遗传和环境是如

何通过相互作用控制细胞的功能［２］。

蛋白质组学研究的具体过程包括蛋白质样品的

制备、二维凝胶电泳分离、染色、成像分析，蛋白质鉴

定和定量，其研究的核心是蛋白质的分离、鉴定和定

量［３］。蛋白质组学的科学研究取得蓬勃的发展，主

要依赖于高通量分离、分析技术和定量技术的进步。



随着生物质谱、飞行时间质谱、电喷雾质谱等技术的

发展，蛋白质组学在林业学科中也得到了极大的发

展。目前，草本模式植物，如拟南芥、烟草、水稻等的

生长发育、组织器官分化，以及激素和逆境调节机制

的研究较为深入，而木本植物的蛋白质组学研究则

主要集中于杨树、松树、云杉［４］等树种，植物蛋白质

组学研究已成为后基因组时代的热点之一。

１　基于质谱的差异蛋白质组学技术

作为细胞功能的执行者，多数蛋白质都参与细

胞功能的行使以及对环境刺激的反应，当细胞功能

或所处的环境发生改变时，细胞中相应蛋白的表达

会发生变化，以能动应对各种环境［５］，即生物体的

蛋白质组会随着细胞类型的差别或所处环境的变化

而变化。因此，当生物体受到胁迫时，研究蛋白表达

谱能实时反映植物细胞和组织在特定的时间和环境

下所处的实际状态［６］，因此探讨植物基因和蛋白表

达谱的变化也就成为植物响应逆境胁迫机制研究中

的重要内容。由于蛋白质较为复杂的识别、鉴定的

原则，导致很难在短时间内完成植物蛋白质组学

“完备的”数据库，所以从不同应激因子诱导对生物

体内蛋白质造成的表达差异研究着手，鉴定特定因

素下的蛋白质组表达，即差异蛋白质组学。

质谱技术是目前蛋白质组研究中发展最快，也

最具活力和潜力的技术。质谱通过测量带电离子质

荷比，从而得到所分析离子的分子量信息，具有迅

速、灵敏、准确的优点，并能进行蛋白序列分析和翻

译后修饰分析［７］。目前蛋白质组学所使用的质谱

电离技术主要还是采用 ＥＳＩ和 ＭＡＬＤＩ，两种电离技
术都是软电离，ＥＳＩ检测的特点是生物大分子带多
个电荷，质荷比范围基本在２０００Ｄａ以下区间，从而
能检测几万乃至更大的生物分子；而ＭＡＬＤＩ常得到
单电荷峰，与飞行间（ＴＯＦ）分析器搭配，检测范围可
以到几十万道尔顿。

差异蛋白质组学研究在植物逆境差异蛋白组学

中的研究过程，通常是从正常植物和对照植物中分

别提取蛋白质，然后进行蛋白的分离和鉴定。目前

常用的研究方法主要可分为分别基于凝胶和非凝胶

的两条蛋白质组学研究线路。基于凝胶的研究路线

是指通过双向凝胶电泳将蛋白质分离，然后利用质

谱对分离后的蛋白质逐一进行鉴定。双向电泳是根

据蛋白质等电点和分子量的差异，进行两次电泳，第

１次是等电聚焦，第２次是 ＳＤＳ－聚丙烯酰胺凝胶
电泳，这样在二维平面上会出现许多大小不等的点，

而每一个点一般代表一种或一种以上蛋白质。具有

高分辨率的特点，通常能分辨出 １０００个 ～３０００个
蛋白点，还可以对翻译后修饰（如糖基化、磷酸化

等）进行分析。

基于非凝胶的研究线路是指借助液相色谱质谱

联用技术鉴定蛋白的新技术，大致可又分为标记

（Ｌａｂｅｌｂａｓｅｄ）和非标记（Ｌａｂｅｌｆｒｅｅ）定量技术［８］。

其中，同位素亲和标签（ＩＣＡＴ）技术是利用同位素亲
和标签试剂来预先选择性地标记某一类蛋白质，经

分离纯化后再用质谱鉴定的技术，它能够直接定性

和定量低丰度蛋白。同位素标记相对和绝对定量

（ｉＴＲＡＱ）技术则是利用４种 ～８种活性试剂对酶解
肽段进行标记，然后结合色谱 －质谱进行蛋白鉴定
的技术。无标记定量（Ｌａｂｅｌｆｒｅｅ）则是直接利用样
品酶切后经质谱产生的数据，根据鉴定蛋白的肽段

数或质谱峰强度进行蛋白定量的方法。

２　逆境胁迫应答机制的差异蛋白质组学研
究

　　植物适应胁迫的各个阶段所发生的生理代谢水
平改变，均能体现在其蛋白质组构成中［９］，高通量

的植物逆境蛋白质组学研究不但能揭示逆境胁迫相

关代谢应答机制，而且还能反映不同胁迫因子作用

的特异性，因此，蛋白质组学的研究备受人们关注。

近年来，蛋白质组学在植物响应逆境胁迫方面的研

究取得许多成果，为深入研究植物对非生物胁迫的

响应机制提供了重要信息。

植物在生长发育过程中会遭遇干旱、水涝和高

盐等非生物胁迫，以及病原菌侵染和虫害等生物胁

迫，植物感受逆境信号后，可以通过信号转导调节细

胞内抗逆相关蛋白的表达，从而调整自身的生理状

态或形态来提高对逆境的耐受能力［１０］。在蛋白水

平对发生变化的蛋白质进行定性和定量测定，探讨

植物在逆境胁迫条件下的调控机制，是研究植物抗

逆性的重要手段之一。

２．１　干旱胁迫
我国干旱半干旱地区占国土面积的４５％，林木

抗旱性的强弱往往成为限制林木正常生长成林的重

要因素［１１］。严重的土壤水分亏缺会对林木产生伤

害，使叶片细胞失去膨压，并产生萎蔫现象。研究表
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明，干旱胁迫下林木会在形态特征，生理生化，细胞

代谢等方面发生变化以适应不利环境，目前研究较

多的是渗透调节，光合作用，氧化应激反应以及诱导

抗旱相关蛋白质的合成［１２］。如干旱胁迫信号可以

通过激活位于细胞质膜上的钙离子通道，产生胞质

内特异性的钙信号，传递至钙信号感受蛋白，如钙调

素、钙依赖蛋白激酶和类钙调磷酸酶 Ｂ蛋白等，进
而引起胞内一系列生理生化变化，最终对胁迫做出

响应［１３］。

郭伟志［１４］利用双向电泳技术，对干旱胁迫下不

同杉木无性系差异蛋白组分析，并运用 ＭＡＬＤＩＴＯＦ
质谱鉴定及Ｍａｓｃｏｔ蛋白数据库检索后，获得５个已
知功能的蛋白：与光合作用的光反应和碳反应相关

的捕光叶绿素ａ／ｂ结合蛋白、核酮糖１，５二磷酸羧
化酶／加氧酶；与渗透保护物质合成有关的肌醇１
磷酸合成酶；与物质代谢有关颗粒结合型淀粉合成

酶Ⅰ；与抗氧化作用密切相关过氧化物酶。在干旱
胁迫下，这些差异表达的蛋白之间可能形成了信号

传递系统和互作体系，调节杉木细胞的光合作用、细

胞膜透性、物质代谢、抗氧化代谢等过程。

韩莎［１５］通过对桑树在干旱胁迫下的差异表达

蛋白质的研究，鉴定出３５个差异蛋白质点，分别参
与逆境防御过程，碳水化合物代谢，蛋白质代谢和光

合作用４个过程。如磷酸甘油激酶参与糖酵解过
程，催化１，３二磷酸甘油酸转化为３磷酸甘油酸。
结果中磷酸甘油激酶的表达上升，说明桑树通过分

解利用碳水化合物来抵制干旱胁迫。

蛋白组学研究也被应用于耐旱品种机制研究，

祁建民等［１６］以鉴定出的耐旱性红麻品种为材料，在

５叶期设置正常供水与控水比较试验，运用双向电
泳分析红麻在干旱胁迫和正常供水条件下叶片蛋白

质组的动态变化。在干旱胁迫下出现６５个差异表
达蛋白质点，选择表达量明显上调的９个蛋白质点，
通过质谱分析和数据库检索，鉴定出６个差异表达
蛋白。红麻 ＧＡ４２表现出较强的耐旱性，与上述 ６
个差异表达蛋白质点明显上调有关。

２．２　盐胁迫
土壤盐分过多是影响植物生长发育、导致农业

减产的主要因素之一。土壤中过多的盐分和因此产

生的高离子浓度农业用水均会影响植物正常的代谢

和生长发育［１７］，植物对盐胁迫的生理反应表现为组

织和器官的分化生长均受到抑制，发育缓慢等。目

前，对植物盐胁迫诱导信号转导途径的研究主要有

盐过敏感信号转导途径、钙依赖型蛋白激酶级联反

应途径、脱落酸信号通路、磷脂信号通路和丝裂原活

化蛋白激酶级联反应途径等［１８］，［１９］，［２０］。各种胁迫

诱导信号彼此交叉，构成复杂的网络共同调控植物

的耐盐生理响应。已经鉴定出的与盐胁迫相关的差

异蛋白的功能，主要与光合作用、呼吸作用、蛋白合

成、离子转运等相关，最常见的有核酮糖１，５二磷
酸羧化酶、热休克蛋白、铁蛋白、真核翻译起始因子、

ＡＴＰ结合蛋白、超氧化物歧化酶等［２１］。

王秀丽［２２］通过对照组和盐胁迫处理的银叶树

幼苗叶片的蛋白斑点比较，鉴定出３个表达差异蛋
白：同源异黄酮还原酶、光系统Ⅱ捕光叶绿素ａ／ｂ结
合蛋白和 Ｃｕ，ＺｎＳＯＤ。绿色植物可通过捕光叶绿
素结合蛋白接受太阳能并同化 ＣＯ２，说明银叶树幼
苗通过提高光合作用能力来提高其对盐胁迫的适应

性。银叶树幼苗体内增加合成 Ｃｕ，ＺｎＳＯＤ，来清除
植物体内由于盐胁迫而积累的过多的氧自由基，以

提高其对盐胁迫的适应能力。

青杨是评估对盐胁迫的响应的常用树种，ＺＨＵ
ＪＫ等［２３］确定了３８个蛋白响应轻度和重度（ＮａＣｌ）
盐胁迫。１６个蛋白受盐胁迫诱导，在重度盐胁迫下
有３个受诱导。信号转导，信使ＲＮＡ加工和细胞周
期调控的蛋白质也包括其中。

丁鹏［２４］对盐胁迫处理后的绿竹，运用质谱鉴定

技术对挑选的高表达盐胁迫响应蛋白进行鉴定，分

析得出１５种蛋白，其中１１种为己知功能蛋白，在其
中含有热休克蛋白、ＤＮＡ修复酶、ＤＮＡ引发酶、ｔＲ
ＮＡ转运酶、糖酵解酶、ＡＴＰ合成酶、电化学信号转
导蛋白、翻译修饰蛋白、转录后修饰蛋白、基因调控

有关蛋白和一些假定蛋白，主要具有参与ＤＮＡ合成
与修复、信号转导途径、无机态碳的固定、ｍＲＮＡ和
蛋白翻译加工以及调控生物膜内能量物质合成与水

解等生物学功能。

２．３　生物胁迫
以往关于模式植物抗病分子机制研究表明，植

物寄主应答病原菌胁迫时，寄主细胞自身免疫受体

（抗病蛋白）能够识别病原菌效应因子，进而诱发寄

主细胞自身抗病反应，植株体内的蛋白质在种类和

表达量上发生巨大的变化，从而实现对病原菌胁迫

信号的响应、传递以及生物学防御［２５］，［２６］。在真菌、

细菌、病毒和线虫等不同生物逆境胁迫下，多种不同

植物体内出现了几类应答频率极高的共性诱导蛋

白［２７］。ＰＲ蛋白家族目前研究较多的一类蛋白，其
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是植物受病原物侵染或非生物因子刺激后产生的一

类水溶性蛋白，可能是通过攻击病原物，降解细胞壁

大分子和病原物毒素，从而达到抑制病毒外壳蛋白

与植物受体分子结合的目的。热激蛋白最初是细胞

在高温刺激下发现的一类蛋白质，逆境胁迫会改变

生物的膜结构［２８］，影响膜的通透性和流动性；而热

激蛋白作为一种分子伴侣，在逆境胁迫发生时，不但

能保护蛋白结构，而且能稳定膜的稳定性。过氧化

物酶在植物对病原菌防卫反应中的详细作用机制目

前还不是非常清楚，目前研究认为过氧化物酶可能

是通过提高了植物细胞壁的韧性，从而提高了抵御

病菌的强度，达到了抗击病害的目的。

由欧文氏细菌侵染而引发的火疫病，是苹果及

其他蔷薇科植物的毁灭性病害。关于苹果属植物寄

主与火疫病致病菌互作方面的研究，主要集中于病

原菌致病机理，尤其是互作过程中效应蛋白的分泌

及其转运途径研究［２９］。张彩霞［３０］等以苹果叶片与

斑点落叶病菌为研究对象，提取总蛋白后双向电泳

分离，质谱测定搜库鉴定出５个下调蛋白和１５个上
调蛋白，经功能分析将其参与的相关功能分为５类，
分别为过敏原蛋白、防御反应、光合作用、能量代谢

相关蛋白，以及参与蛋白合成的蛋白。ＳＡＭＳ是植
物细胞应答逆境胁迫的关键蛋白，ＳＡＭＳ３和 ＳＡＭＳ１
均明显下调表达，植物清除 ＲＯＳ的关键酶 ＡＰＸ和
ＧＰＸ均属病程相关蛋白，发生明显上调。而蛋白
Ｍａｌｄ１下调表达至消失，表明该蛋白也参与苹果叶
片应答病原菌侵染的防御反应，通过下调表达，降低

病原菌对寄主的伤害程度。

Ｍａｓｅｒｔｉ等［３１］以柑橘属的果树为材料，对二斑叶

螨侵染后和茉莉酸甲酯处理后的叶片进行了蛋白表

达差异分析，分别检测出了１１０个和 ６７个蛋白质
点。应用液相色谱—串联质谱技术鉴定出５０个蛋
白，大部分都属于光合和代谢相关蛋白。其中有５
个与氧胁迫相关的酶，包括磷脂谷胱甘肽过氧化物

酶、１个盐胁迫相关蛋白、抗坏血酸过氧化物酶和锰
超氧化物歧化酶。有７个防御相关蛋白，包括与发
病相关的酸性几丁质酶、蛋白酶抑制剂类奇蛋白和

低密度脂蛋白等。

桉树是联合国粮农组织推荐的速生丰产多用途

树种。陈全助［３２］在转录组学研究的基础上，运用

ｉＴＲＡＱ技术对经焦枯病菌诱导尾细桉Ｍ１叶片差异
蛋白组进行研究，焦枯病菌接种后１２ｈ，尾细桉叶片
的差异基因及差异蛋白均显著富集于苯丙烷类代

谢，类黄酮生物合成，亚麻酸代谢及代谢途径，而

２４ｈ的差异基因和蛋白则显著富集在亚麻酸代谢，
次生代谢物质合成，萜类化合物生物合成，半乳糖代

谢，外芪类化合物、二芳基庚醇及姜辣素生物合成，

类黄酮生物合成以及代谢途径，这些代谢途径均直

接或间接地参与了植物的抗病反应。

综上所述，作为后基因时代的一个重要研究手

段，蛋白质组学已经在植物研究中广泛开展，并获得

了丰硕的成果，是对传统植物生理学及功能基因组

学研究的补充。然而，植物的生理过程是一个非常

复杂的过程，人们对植物复杂的生物学反应都还知

之甚少，在这方面的研究还处于初步阶段。随着越

来越多植物全基因组测序的完成、ＥＳＴ数据库的日
益丰富，以及研究手段的不断改进，相信将会有更多

相关的基因和蛋白被挖掘，更全面地揭示植物生长、

发育、抗逆的本质，为植物品种的选择和培育奠定基

础。
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度之内，促进红豆杉增量高产，从而减轻保护压力，

实现资源合理开发利用。
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