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摘 要 蛋白质组学是后基因组时代功能基因组学研究的新兴学科和热点领域。该文简要介绍了蛋白质组学产

生的科学背景、研究方法和研究内容。蛋白质组学研究方法主要有双向聚丙烯酰胺凝胶电泳（%&’()*+）、质谱

（,-..’./01234502361）技术、蛋白质芯片（(342067 186/.）技术、酵母双杂交系统（90-.2 2:4’8;<36= .;.205）、植物蛋白质组数

据库等。其应用的范围包括植物群体遗传学、在个体水平上植物对生物和非生物环境的适应机制、植物的发育和

组织器官的分化过程，以及不同亚细胞结构在生理生态过程中的作用等诸多方面。同时对植物蛋白质组学的发展

前景进行了展望。
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; 蛋白质组学概念、内容及其产生背景

; K; 蛋白质组学的概念

蛋白质组（(3420450）一词是由英文单词蛋白质

（(342067）的前半部分加上基因组（*07450）的后半部

分组合而成，它是指基因组表达产生的所有相应的

蛋白质，即细胞或组织或机体全部蛋白质的存在及

活动方式（Q-.67D03 ") %4 ?，!##R）。蛋白质组学（(34’
204561.）一 词 是 由 澳 大 利 亚 学 者 威 尔 金 斯（,-31
Q6JO67.）和威廉姆斯（S0628 Q6JJ6-5.）在 !##T 年意大

利召开的一次科学会议上首次提出，并由 Q-.67D03

等（!##R）第一次在出版物中使用。蛋白质组学是以

蛋白质组为研究对象，从整体蛋白质水平上，在一个

更加深入、更加贴近生命本质的层次上去探索和发

现生命活动的规律和重要的生理、病理现象等。

; K< 植物蛋白质组学的研究内容

蛋白质组学研究主要包括蛋白质的表达模式和

蛋白质的功能模式两个方面。

蛋白质表达模式的研究是蛋白质组学研究的基

础内容，主要是研究特定条件下某一细胞或组织的

所有蛋白质的表征问题。常规的方法是提取蛋白

质，经 %&’+（L:4’=6507.647-J 0J01234/8430.6.）分离形
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成一个蛋白质组的二维图谱，通过计算机图像分析

得到各蛋白质的等电点、分子量、表达量等，再结合

以质谱分析为主要手段的蛋白质鉴定，建立起细胞

或组织或机体在所谓“正常生理条件下”的蛋白质组

图谱和数据库。然后，在此基础上，可以比较分析在

变化了的条件下蛋白质组所发生的变化，如蛋白质

表达量的变化、翻译后的加工修饰、蛋白质在亚细胞

水平上定位的改变等，从而发现和鉴定出特定功能

的蛋白质及其基因。

蛋白质功能模式的研究是蛋白质组学研究的重

要目标。无论是基因组研究还是蛋白质组研究，最

终目标是揭示所有基因或蛋白质功能及其作用模

式。一方面，蛋白质与蛋白质、蛋白质与 !"# 之间

的相互作用、相互协调是细胞进行信号传导及代谢

活动的基础。另一方面，蛋白质的结构是蛋白质发

挥其功能的前提，对蛋白质结构的认识也成为了解

大量涌现的新基因功能的一个重要途径。

! $" 植物蛋白质组学的产生背景

植物蛋白质组学是在基因组学的研究成就和高

通量的蛋白质分析技术得到突破的背景下产生的新

兴学科，基因组研究的发展是蛋白质组学产生的重

要前提。

基因组研究是生物科学近十几年来的研究热

点。人类基因组计划被誉为 %& 世纪的 ’ 大科技工

程之一，并取得了辉煌的成就。%&&& 年 ( 月科学家

公布人类基因组工作草图（)*+,-.*,/ !" #$ $，%&&&），

标志着人类在解读自身“生命之书”的路上迈出了重

要一步。%&&0 年 % 月，中、美、日、德、法、英等 ( 国科

学家和美国塞莱拉公司联合公布人类基因组图谱及

初步分析结果（1*/234 !" #$ $，%&&0），宣告了一个新

的纪元———后基因组（即功能基因组）时代的到来。

植物基因组学的研究主要集中在拟南芥（ %&#’
()*+,-)- ".#$)#/#）和水稻（0&12# -#")3#）两种模式植物

上。%&&& 年 0% 月美、英等国科学家宣布测出拟南芥

基因组的完整序列（563 #4*7,289:,: ;3/8<3 =/,>,*>,?3，
%&&&），这是人类首次全部破译高等植物的基因序

列。%&&% 年是水稻基因组学研究取得重大成就的

一年，首先中国的科学家和 @A/B3/>* 公司的科学家

分别发表籼稻和粳稻基因组“工作框架图”（CD !"
#$ $，%&&%；;8EE !" #$ $，%&&%），继后日本和中国的科

学家又分别公布了粳稻第 0 号和第 F 号染色体的全

序列（G3/B !" #$ $，%&&%；@*:*H, !" #$ $，%&&%）以及籼

稻粳稻基因的“精细结构图”，被认为是基因组学研

究的又一个重要里程碑。

基因组密码的破译，拉开了生命科学研究的序

幕，但是，要真正揭示生命活动的奥秘，基因组研究

本身又无能为力。因为，基因组仅仅是遗传密码和

遗传信息的载体，在生命活动的不同过程中恒定不

变，不能反映有机体在生命活动过程中基因表达的

时空关系和网络调控。在后基因组时代，研究重心

转移到基因功能的解析，即利用结构基因组所提供

的信息和高通量的实验手段在 转 录 组（54*/:+4,9I
>8<3）和蛋白质组水平上系统地分析基因的功能（JI
-,?34，%&&&）。

拟南芥和水稻的功能基因组学研究已经开始，

其中美国和日本科学家做了大量的工作。其它植物

如玉 米（ 4!# 5#1 ）（ 58DK3> !" #$ $，0LL(）、小 麦

（6&)")785 #!-")385）（M3,:: !" #$ $，0LLN）、苜蓿（9!*’
)7#:+ "&8/7#"8$#）（O*>8,4* !" #$ $，%&&&）、松树（ ;)/8-
,)/#-"!&）（O8:>* !" #$ $，0LLL）等的功能基因组学研究

也已经有人涉及。

蛋白质是基因功能的体现者和执行者。现在已

经证明，一个基因并不只产生一个相应的蛋白质，它

可能会产生几个，甚至几十个蛋白质。机体所处的

不同环境和本身的生理状态差异，会导致基因转录

产物有不同的剪切和转译成不同的蛋白。蛋白再进

行加工修饰和转移定位，才具有活性和生物功能，产

生相应的生理作用，适宜相应的生存环境（1, P #::I
<*//，%&&&）。在转录水平上所获取的基因表达的

信息并不足以揭示该基因在细胞内的确切功能。直

接对蛋白质的表达模式和功能模式进行研究就成为

生命科学发展的必然趋势。因此，研究基因组编码

的全蛋白质功能及其相互作用关系的蛋白质组学应

运而生（#/234:8/ P #/234:8/，0LLQ）。尽管蛋白质组

学在 %& 世纪 L& 年代中后期才出现，但由于学科的

前沿性和巨大的应用市场，<#"8&!、=7)!/7! 杂志在公

布人类基因组序列草图的同时，分别发表了述评和

展望，将蛋白质组学的地位提到前所未有的高度，认

为它是功能基因组学前沿研究的战略制高点和新世

纪最大的战略资源———“有用基因”争夺战的重要

“战场”（R*,:34，%&&&；)*+,-.*,/，%&&&）。

# 蛋白质组学的研究方法

蛋白质组学研究方法和技术有很多，并且不断

发展和出现新的技术。本文限于篇幅，只能简要介

绍主要的蛋白质组学研究技术。

# $! 双向聚丙烯酰胺凝胶电泳（%!IS#;T）

%!IS#;T 方 法 的 应 用 始 于 %& 世 纪 N& 年 代
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（!’"#$$%&& !" #$ ’，()*+），但迄今为止，它仍然是分离

蛋白质的最有效的方法。与基因组研究不同的是，

蛋白质组学并没有类似于 ,-. 反应的扩增方法，因

此，分离样品的精确性就成了至关重要的问题。目

前常用的大规格胶（/0 12 3 /0 12）是可再生的，并

且借助于考马斯亮蓝和银染，可以对蛋白质进行定

量；应用荧光染料，还可以使一定范围内的上千种蛋

白质定量地显现出来，这些都大大提高了 /45,678
的精确性（9:%;<=%$> !" #$ ’，())?），当然 /45,678 技

术还远远没有达到完善的地步，例如要使低水平表

达的蛋白质（即“低拷贝数蛋白质”，每细胞 (0 @ (
000 个拷贝）显现出来仍有困难，而高水平表达的蛋

白质（即所谓“管家蛋白质”，每细胞大于 ( 000 个拷

贝）有 时 也 会 出 现 小 部 分 的 模 糊。最 近 一 些 /45
,678 相关技术，如高度敏感的质谱（A#BB5BC%1:$D5
2%:$;1）和 89E 数据库的发展，使分离和鉴定蛋白质

的工作又大大前进了一步。

! ’! 质谱（A#BB5BC%1:$D2%:$;1）技术

质谱技术是近年来蛋白质组学研究最重要的技

术突破之一（,#<F%G H A#<<，/000），其原理是将样

品分子离子化，根据离子间质荷比（2 I J）的差异来

分离并确定质量，是高灵敏度高特异性地快速鉴定

生物分子的技术。质谱测定中首先将通过 /45,678
分离到的蛋白质用特定的蛋白质酶（例如胰蛋白酶）

消化成肽段，然后用质谱仪进行分析。

质谱鉴定有两条主要途径。一是“肽链质量图

谱”途径。测量质谱的方法是基质辅助激光解吸附 I
电 离 法（ A#:$;K5#BB;B:%F &#B%$ F%BD$C:;D< I ;D<;J#:;D<，

A6L4M），通过测定一个蛋白质酶解混合物中肽段的

电离飞行时间来确定其分子量等数据，所以也称为

基质辅助激光解吸 I电离飞行时间质谱法（A6L4M5
E!"），最 后 通 过 相 应 的 数 据 库 搜 索 鉴 定 蛋 白 质

（N%$<F: !" #$ ’，()))）。随着数据库中的全长基因序

列越来越多，A6L4M 鉴定的成功率也越来越高。二

是串联质谱途径，将胰蛋白酶消化后的蛋白质单个

肽链直接从液相经“电喷离子化”而被电离，分解为

氨基酸或含有 - 末端的片段，片段化离子被喷射到

“串联质谱仪”进行质量测定，以得到序列信息。它

的主要优点是：对鉴定蛋白质来说，由几个肽链片段

化得到的序列信息比一系列的肽链质量更具有特异

性（,#<F%G !" #$ ’，/000）。片段的数据不仅可以在蛋

白质序列数据库中搜寻，还可以在核酸数据库，例如

89E 数据库，甚至原始的基因组数据库中搜寻。

最近发展起了一种新型的质谱仪，它将 A6L4M

离子源与高效的串联质谱仪系统结合起来（可将单

个肽链片段化）（9O%P1O%<QD !" #$ ’，/000），把高产量

的肽链图谱法与高特异性的肽链序列法结合起来。

并将两步的质谱分析合并为一步。质谱技术还可用

于蛋白质磷酸化、硫酸化、糖苷化以及其它一些修饰

的研究（,#<F%G !" #$ ’，/000）。

! ’" 蛋白质芯片（,$D:%;< 1O;CB）技术

蛋白质芯片技术是一种高通量、微型化和自动

化的蛋白质分析技术。在蛋白质芯片技术途径中，

首先将一系列的“诱饵（N#;:）”蛋白质（如抗体）按照

一定的排列格式固定在经特殊处理的材料表面上

（LR%Q;<> !" #$ ’，()))）。然后以我们感兴趣的样品

为探针来探查该表面，那些与相应的抗体相结合的

蛋白质就会被吸附在表面上。而后把未与抗体结合

的蛋白质洗掉，把结合的蛋白质洗脱下来，经凝胶电

泳之后通过质谱法进行鉴定。这种技术实际上是一

种大规模的酶联免疫分析。可以迅速地将我们感兴

趣的蛋白质从混合物中分离出来，并进行分析。蛋

白质芯片上的“诱饵”蛋白可根据研究目的不同，选

用抗体、抗原、受体、酶等具有生物活性的蛋白质。

蛋白质芯片要比 4S6 芯片复杂得多。芯片制

作过程中保持蛋白质的生物活性，成为限制蛋白质

芯片发展的瓶颈技术。近年来，在蛋白质芯片制作

方面获得突破性进展（A#1N%#:O H 91O$%;=%$，/000）。

对蛋白质芯片的检测可以通过对不同状态细胞的蛋

白质进行荧光标记，从测定荧光的强度上可以得知

结合在抗体上的蛋白质的富集程度。或直接利用

A6L4MI A9 技术检测结合到芯片上的物质来检测

（4#P;%B !" #$ ’，()))）。

蛋白质之间的相互作用是蛋白质组研究中的一

个关键问题（N&#1QB:D1Q !" #$ ’，()))），将直接导致我

们对蛋白质的生物功能的了解。蛋白质芯片技术可

被用来进行这方面的研究。将饵蛋白固定在固相支

持物上，用蛋白质混合物进行探查。把未与诱饵蛋

白结合的蛋白质洗掉，把结合的蛋白质洗脱下来，经

凝胶电泳分离之后，通过质谱法进行鉴定。这样，在

一个实验中，与诱饵蛋白相互作用的所有蛋白质都

可以被鉴定（S%R=#R%$ !" #$ ’，())T）。蛋白质芯片能

够同时分析上千种蛋白质的变化情况，使得在基因

组水平研究蛋白质的功能（如酶活性、抗体的特异

性、配体5受体交互作用以及蛋白质与蛋白质或核酸

或小分子的结合）成为可能。

! ’# 酵母双杂交系统（U%#B: :VD5OG=$;F BGB:%2）

酵母双杂交系统正成为研究蛋白质间相互关系
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的有力工具。其理论基础是转录因子的结构模型，

即当转录因子的 !"#$结合结构域与激活结构域紧

密结合以后，将导致一系列基因转录的增加。酵母

双杂交系统利用转录因子 %#&’ 的 !"#$结合结构

域（%#&’$(!）与激活结构域（%#&’$#!）的特异载

体，将许多开放阅读框架（)*+,）分别连在这两种载

体上，构成文库，然后转入酵母细胞，并与酵母细胞

克隆杂交。当其中两个 )*+ 编码的蛋白质在酵母

细胞中表达，并发生相互作用时，就会将 %#&’$(!
和 %#&’$#! 结合在一起，从而导致报告基因转录的

增加。通过培养基营养缺陷筛选法，可将没发生相

互作用的酵母克隆筛选掉，而将发生相互作用的酵

母克隆保留下来。然后对发生相互作用的蛋白质进

行分析，通过测序就可以鉴定 )*+。因此，酵母双杂

交系统对大规模筛选分析蛋白质间的相互作用来说

是一项简便易行的方法。

酵母双杂交系统的具体应用可分为两种方法，

即阵 列 法（#--./ 012345）和 文 库 筛 选 法（&67-.-/
,8-11969: 012345）（;.951/ !" #$ <，=>>>）。用阵列法鉴

定了 ?@= 个 )*+，文库筛选法对 ABC的酵母基因组

进行了研究。总共发现了 @DB 个可能的相互作用的

蛋白（E.F34G2 !" #$ <，=>>>）。另一个研究组分析了

?>C的酵母基因组，发现了 ?AH 个可能的相互作用

蛋白（I24 !" #$ <，=>>>）。上述两项大规模研究所发

现的蛋白质间的相互作用大多数是新的。但是利用

酵母双杂交系统的研究工作仅仅是潜在的蛋白质间

的相互作用，结果还需要进一步的生物学实验验证

或者排除。J65.F 和 K9543（?@@@）对酵母双杂交系统

的改进，叫做“反向”双杂交，它可被用来鉴定破坏蛋

白质间相互作用的复合物和肽链。

! <" 植物蛋白质组数据库

目前标准而且可重复的 =!$;#%K 蛋白质分析

方法使得大规模的蛋白质组研究成为可能，再加上

其它技术的辅助（如蛋白质免疫检测、微序列分析、

质谱等），可以使我们获得大量的蛋白质表达的信

息。这些信息可以贮存在蛋白质数据库中，并与其

它数据库相联接。通过互联网可以查到的植物蛋白

质组数据库有：

322L：M M NNN< -, < 945.< ,G2 < .8 < OL M P Q.049 M =51<
320F

322L：M M NNN< L61--4249< 69-. < R- M :191268, M =! M
322L：M M NNN< 156 < .8 < GQ M ,N6,,L-42
322L：M M L,4-2 < 9677< .8 < OL M
322L：M M NNN< 87, < 52G < 5Q M ,1-S681, M

322L：M M NNN< 69-. < R- < I921-912 M？;-45G62. M ;-1542.-
322L：M M ,L69T < -G: < .8 < 71：A>A> M LL057 M 6951T< 320F
322L：M M NNN< 764Q106 < ,G < ,1 M 83F4-4LF.,2 M
目前的数据库集中在模式植物拟南芥，重要的

粮食作物水稻、玉米，以及松树等植物上，这些数据

库都提供可以点击的 =!$;#%K 图像，还包括植物各

器官（根、茎、叶、芽、种子）、各组织（愈伤组织、木质

部、韧皮部）或基因型间多肽形式的比较。

蛋白质组数据库的一个重要特征是它们建立了

与基因组计划的联系。目前的蛋白质组数据库所包

含的植物都是已完成或正在进行系统测序的物种。

有的是在基因组水平（如拟南芥、水稻），有的是在转

录组水平（如拟南芥、玉米、水稻、松树的表达序列标

签 KUV,）。有趣的是在拟南芥原生质膜蛋白质数据

库中发现许多蛋白质与未知的 KUV, 相关联，这为研

究在亚细胞水平表达的蛋白质的编码基因提供了第

一手资料。利用蛋白质组数据库和 KUV, 数据库，第

一次将植物中的转录本与相关的蛋白质联系了起

来。

# 蛋白质组学在植物科学研究中的应用

# <$ 植物群体遗传蛋白质组学

# <$ <$ 遗传多样性蛋白质研究

基于基因组学的一些遗传标记，如 *#;!（*.9$
540 #0LF6R615 ;4F/04-L368 !"#）、*+&;（*1,2-682649
+-.:0192 &19:23 ;4F/04-L36,0）、UU*（U60LF1 U1WG1981
*1L1.2）、IUU*（I921-$U60LF1 U1WG1981 *1L1.2）等，已经

广泛地应用于植物遗传研究中。与基因组学的遗传

标记相比，由于蛋白质组学的研究对象是基因表达

的产物，是介于基因型和表型之间的特性，因而蛋白

质组学标记是联系基因多样性和表型多样性的纽

带，具有独特的意义。

通过蛋白质组比较来检测遗传多样性的变化已

有许多成功的尝试。(.--191831 等（?@@X）比较了 X
个欧洲国家的 =H 种橡树，分析了幼苗的总蛋白质，

共得到 DH> 种蛋白质，其中 ?>? 个具有多态性。实

验结果显示种内和种间的距离非常接近，并且证实

无梗花栎（%&!’(&) *!"’#!#）和夏栎（%&!’(&) ’+,&’）两

个种的遗传分化水平很低。;68.-5 等（?@@B）利用

=!$;#%K 分析了亲缘关系很近的硬粒小麦不同株系

的遗传多样性，发现品系间的多态性很低并且 B 个

蛋白可以用于基因型的鉴定。!.S65 等（?@@B）也利

用 =!$;#%K 技术比较了栽培于不同环境下但起源

于同一种群的小麦，结果所有的种群都与原种群有
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差别，!"#$% 等认为，这不是由随机漂移引起，而是由

适应其各自的气候条件而形成。

! &" &# 突变体的蛋白质组学研究

突变体研究是植物遗传学的重要研究手段之

一，应用蛋白质组学的方法对基因突变引起的蛋白

质表达变化进行研究可以揭示一些植物生理生态过

程的机制。具体做法通常是对在相同条件下栽培的

突变体及野生型植物的 ’!()*+, 图谱进行比较，受

到影响的蛋白质通过质谱法或 ,%-". 测序法进行

鉴定，为研究表型突变背后的生化过程提供有价值

的信息。

/".01.$ 等（2334）对模式植物拟南芥发育突变体

的总蛋白质进行了分析，结果显示突变体具有与野

生型植物不同的独特的 ’!()*+, 图谱，并且得到了

与下胚轴长度有关的一个肌动蛋白的同源异构体。

5678$9等（233:）分析了野生型和缺铁突变体番茄

（!"#$%&’()#$* &(#+,&*-+.）的蛋白质 ’!()*+, 图谱，鉴

定了参与无氧代谢和胁迫防御的几种酶，如甘油醛(
;(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、质体蓝素等，并分析了这些酶在获

得铁的过程中的功能。#1. <$76. 等（233=）比较了野

生型和铁摄取缺陷型突变体玉米的蛋白质 ’!()*+,
图谱，确定了 4 个与铁离子跨膜运输有关的多肽。

>1-"0?@ 等（2333"）比较了水稻绿苗和白化苗的蛋白

质 ’!()*+, 图谱，发现了在绿苗中参与光合作用的

蛋白质，而白化苗中仅有此蛋白质前体。而抗坏血

酸过氧化物酶只在白化苗中存在，说明抗氧化酶在

白化苗中起细胞保护功能。

当已知突变的基因时，可用蛋白质组学技术研

究受此基因控制的有关信息。玉米中的 /%01+& 2
（/2）基因编码一个属于亮氨酸拉链家族的转录因

子，这 个 转 录 因 子 对 蛋 白 质 的 表 达 有 多 种 效 应。

!"-67#"A 和 B6 +@$AA1.C（233D）将野生型与 /2 基因

突变体的蛋白质 ’!()*+, 图谱进行比较，鉴定出属

于各种代谢途径的一些酶，说明 /2 基因是玉米代

谢中联系多种代谢途径的调节基因。这些结果表

明，单一位点的突变可以引起蛋白质表达的多种效

应，而用蛋白质组学技术可以看到这些效应。

! &# 植物环境信号应答和适应机制蛋白质组学

! &# &" 非生物环境因子蛋白质组学研究

在植物的生存环境中，一些非生物因子胁迫，如

干旱、盐渍、寒害、臭氧、缺氧、机械损伤等，对植物的

生长发育和生存都会产生严重影响。这些胁迫可以

引起大量的蛋白质在种类和表达量上的变化，而蛋

白质组学研究可以使我们更好地了解非生物胁迫的

伤害机制以及植物对非生物环境的适应机制。

/"A69%6E 等（’FF’）研 究 两 个 水 稻 品 种（ /’"30
(0-)40 B& G# HI333; 和 G# JK:’’::）干旱胁迫下以及

恢复灌溉后的蛋白质组。分析叶提取物电泳胶上的

2 FFF 多个蛋白点，发现有 4’ 个蛋白点的丰度在干

旱胁迫状态下变化明显，其中 ’= 个点在两个品种中

显示了不同的反应方式。恢复正常灌溉 2F % 以后，

所有蛋白的丰度完全或是在很大程度上恢复成与对

照一样。H1?0" 等（233D）发现海岸松（5)*+( %)*0(-&’）
中 ;D 个受干旱影响的蛋白质，其中 ’4 个由干旱诱

导，并且不同基因型对干旱胁迫的反应差别很大。

K"-".$ 和 *L06（233=）用放射性同位素自显影双

向电泳法研究水稻幼苗盐胁迫下多基因的瞬时表达

表明，至少有 ;M 个蛋白质被盐胁迫诱导和 2= 个蛋

白质被抑制，包括 ’F 个在这之前未曾报道的低丰度

蛋白。这些发现对寻找渗透压应答新基因，尤其是

那些在水稻盐耐性获得中起瞬时调节作用的基因十

分重要。

*N7"O"A 等（’FF’）用 ’!()*+,、氨基酸测序和免

疫杂交法，首次检测了臭氧对水稻幼苗蛋白的影响。

臭氧对叶片强烈的可见坏死伤害和随之而来的抗坏

血酸过氧化物酶蛋白的增加，反映在二维电泳胶上

蛋白质点分布的变化。在被检测的具有可重复结果

的 M: 个蛋白中，M’ 个蛋白点随控制条件的不同发

生的变化可以通过肉眼判定。检测的 M: 个蛋白中，

: 个蛋白是 P(端阻断，24 个蛋白的序列无法测定，;:
个蛋白的 P(端序列和一个蛋白的内部序列被测定。

研究发现臭氧造成叶片光合蛋白的剧烈减少（包括

核酮糖(2，M(二磷酸羧化酶 Q加氧酶）和各种防御、胁

迫相关蛋白的表达。

/E6. 等（’FF;）应用蛋白质组学方法研究水稻叶

鞘伤害反应相关蛋白，首次揭示了水稻叶鞘伤害信

号应答过程中蛋白质的变化。比较伤害前后蛋白质

表达谱，发现伤害后至少有 2F 个蛋白被诱导或上

调，23 个蛋白被抑制或表达量下降。通过 P(端或内

部氨基酸测序，分析了其中的 24 个蛋白，鉴定了 3
个蛋白的功能，其它蛋白由于 P(端阻断，无法得到

氨基酸序列信息。此外，还通过 R*B!J(IST(R/ 测

定了 22 种蛋白质，并与水稻数据库相吻合。在基因

功能被确认的蛋白质中，表达量下降的蛋白有 ’ 个

钙网蛋白、组蛋白 52 和血红蛋白和一种假定的过

氧化物酶；表达量增加的蛋白包括胰蛋白酶抑制因

子（UUIJ）、两种假定的蛋白激酶受体类似物、钙调素
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相关蛋白、核酮糖!"，#!二磷酸羧化酶 $加氧酶小亚

基、% 个甘露糖结合外源凝集素。其中，& 种蛋白质

已被证实为与伤害反应直接作用的蛋白质。

’()*+ 等（%,,,）对玉米进行缺氧和低氧胁迫研

究，发现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。通过质谱法共鉴定了 &- 个蛋白

质，均为在植物中首次得到鉴定。

! ." ." 生物环境因子蛋白质组研究

植物的生长发育不仅与非生物因子密切相关，

还受到生物因子如动物、植物、微生物等的极大影

响。例如，当植物受到竞争、动物取食、微生物共生

或寄生、病菌侵害时，植物将改变体内蛋白质的表达

和酶类的活性等来完成这些信号的感应、传递以及

生物学效应的实现。因此，通过对蛋白质的研究有

助于人们更好地了解生物之间的相互作用机制。目

前关于非生物因子对植物影响的蛋白质组学研究主

要集中在植物与根瘤菌以及植物与菌根真菌的共生

关系上。

众所周知，根瘤菌与植物相互识别后，进入植物

细胞内变成具有固氮能力的类菌体。类菌体周隙

（/0，/1234)5612738 9:)51）是类菌体周膜（/1234)5612738
;1;42)*1，/<=）与细菌质膜之间的间隙，是共生体

成员之间交换代谢产物的媒介。0))>4)5( 等（%,,%）

用蛋白质组分析的方法，鉴定了 /<= 与 /0 中的蛋

白。结果表明 /0 甚至 /<= 的制备物中含有大量的

类菌体蛋白。有趣的是，除了一些 /0 $ /<= 蛋白，还

有许多内膜蛋白，包括 ?!@A/)91，<B/ 和一个完整的

’C/B!57)618 D1935>19 的膜蛋白存在于 /<= 中，这证明

了 /<= 是由宿主细胞的内膜系统产生的。E31*F77:
和 0))>4)5(（%,,G）选取豆科模式植物日本百 脉 根

（!"#$% &’(")*+$%），用蛋白质组学的手段研究 /<= 的

蛋白质组。通过纳米液相色谱分离多肽，然后用串

联质谱（=0 $ =0）进行分析。检索非丰度蛋白数据库

和通过串联质谱得到的绿色植物表达序列标签数据

库，鉴定了大约 H& 个蛋白，远远多于迄今为止所报

道的 /<= 蛋白的数目。特别是一些膜蛋白得到检

测，如糖和硫酸盐转运子、内膜联合蛋白（如 IA/ 结

合蛋白）和囊泡受体、信号相关蛋白（如受体激酶、

’)>;78J>3*、"&!G!G 蛋白和病原体应答蛋白包括 KBL
蛋白）。通过非变性凝胶电泳分析了两个特征蛋白

复合物。结果鉴定了 /<= 中参与特定生理过程的

蛋白和结瘤特异表达序列标签数据库（M0A）中的

/<= 蛋白质组。

<1961>!’7221 等（%,,%）用双向凝胶电泳和银染分

析接 种 灌 木 菌 根 真 菌（ ,-".$% ."%%/’/）或 根 瘤 菌

（0*)"12*3"4*$. ./-*-"#*）的模式植物苜蓿不同时期的

根蛋白质组。=@NOB!ACP!=0 分析胰蛋白酶消化的

蛋白质组，在结瘤的根中鉴定到了苜蓿的一个豆血

红蛋白。内部测序、四极质谱分析和数据搜寻证明

了先前预测的由菌共生体诱发表达的蛋白。

! ." .! 植物激素蛋白质组学研究

激素在植物一生中起着重要的调控作用，研究

植物激素的信号传导和作用机理是蛋白质组学的重

要组成部分之一。

=77*9 等（"HHQ）鉴定了水稻根中 G 个受 @<@ 诱

导的蛋白质，其氨基酸序列测定确定其中 % 个属于

胚胎后期丰富蛋白（NM@）的 % 组和 G 组，第三个未

知。用 @<@ 处理水稻根并提取其 ;LR@，构建 5OR@
文库，然后用由氨基酸序列推导出的寡核苷酸做探

针进行筛选，分离到了相关的 5OR@，但在 5OR@ 数

据库 中 找 不 到 与 之 相 同 的 序 列。通 过 在 基 因 组

OR@ 文库中筛选及免疫杂交分析，表明这是一个新

的基因家族，编码高度亲水具有双重结构域的蛋白

质，并 被 @<@ 诱 导 在 不 同 组 织 中 表 达。L1S 等

（"HHT）在马铃薯的叶绿体中发现了一个受干旱诱导

的蛋白质，没有已知的蛋白质与之相同。利用 R!端
序列制备的血清在叶子 5OR@ 表达文库中筛选，分

离到了新的具有典型硫氧还蛋白特征的 5OR@ 序

列，并被硫氧还蛋白活性的生化实验所证实。

蛋白质组学技术不仅可鉴定早就已知的典型的

受环境胁迫诱导的蛋白质，如 NM@ 蛋白质（L355)283
/# ’- .，"HHT），脱 水 素（O1(S823*）（=77*9 /# ’- .，
"HHQ），还鉴定了其它一些蛋白质，如对胁迫引起的

损害起保护作用的蛋白酶抑制剂、热激蛋白 K0/ 和

与氧化胁迫有关的酶、参与糖酵解、木质素合成的酶

等（’796) /# ’- .，"HHT；L355)283 /# ’- .，"HHT；L1S /#
’- .，"HHT；/2JD76 /# ’- .，"HH-）。用赤霉素和茉莉酸

处理水稻的蛋白质组变化也进行了研究。0(1* 和

U7;)69J（%,,G）将水稻叶鞘用 #!;7>·NV "赤霉素处

理不同时间后的蛋白经 %O!/@IM 分离和计算机图

像分析，看到 GG 个蛋白发生变化，其中 %" 个蛋白点

表达增强，"% 个蛋白表达减弱，说明赤霉素处理水

稻叶鞘起码有 G, 多个基因的产物与之相关。对其

中的钙网蛋白（’)>21635J>3*）进行了深入分析，发现它

有 % 个不同等电点（:B）蛋白点，随赤霉素处理时间

增加，:B & ., 的蛋白点逐渐消失，而 :B & . " 蛋白点浓

度则逐渐增加。由此说明钙网蛋白在赤霉素信号传

递调节叶鞘伸长中是一个重要组分（0(1* /# ’- .，
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!""#）。$%&’%( 和 )*+%,-.（!"""）用外源茉莉酸（/%-0
+*123 %324）处理水稻的幼苗组织，通过 !506789 分

析发现在水稻的茎和叶中诱导了新蛋白质。对蛋白

质点进行 :0端和内部测序及免疫杂交分析，发现茎

中有 !; &5 的蛋白酶抑制剂（<<6=:）和酸性的与病

理有关的 >? &5 蛋白质（6$0>）。免疫杂交分析表明

茉莉酸处理后这些蛋白质的表达具有组织特异性和

发育阶段特异性，说明外源茉莉酸处理可以引起与

植物自我防御机制有关的基因在茎、叶组织中的特

异性表达。

! @! 植物组织器官蛋白质组学

对于植物来说，蛋白质组学上的差异不但存在

于不同基因型以及同一基因型的不同植株之间，也

存在于同一植株的不同组织和器官之间。在植物的

发育过程中，不同组织和器官在功能上的分化，也表

现在不同器官蛋白质的组成和数量的差异上，蛋白

质组学的研究有助于我们对植物发育过程机制的理

解。

关于植物组织和器官的蛋白质组学研究已经有

很多报道。A-.B2,% 等（>CCD）用 !506789 分离了水稻

根、茎、叶、种子、芽、种皮及愈伤组织等部位的蛋白

质，总共得到 D ;C! 个蛋白点，其中 #E的蛋白质得

到了鉴定。对水稻胚、胚乳、叶鞘和悬浮细胞蛋白质

组学的研究也取得了进展，并且水稻的蛋白质数据

库已经建立（)*+%,-. !" #$ @，>CC#；>CCC%；>CCCF；

GH*1B !" #$ @，>CC?；IHJ1 !" #$ @，!""#）。其它组织和

器官，如拟南芥的愈伤组织和花粉，也有研究涉及

（6K2+J !" #$ @，!"""；L%MN2J(4 !" #$ @，!"">）。

<(JJ 等（!"">）研 究 了 转 基 因 烟 草（ %&’("&#)#
"#*#’+,）细胞壁的蛋白质组。他们首先建立了转入

-’." 基因的烟草悬浮培养细胞株系。该基因可使细

胞产生高水平的内源细胞分裂素，从而使该细胞株

系表现出细胞聚集增加、细胞变长、细胞壁加厚 O 倍

等特征。转化细胞壁的蛋白质组与对照烟草细胞的

初生壁蛋白质组有很大差异。发现了许多初生壁中

不存在的新蛋白质。已鉴定出的包括分子量为 #!
&5 的几丁质酶、#D &5 的过氧化物酶、PO &5 的多酚

氧化酶和 P; &5 的木聚糖酶，以及一些结构蛋白质。

! @" 植物亚细胞蛋白质组学

植物的蛋白质组学研究目前已经深入到亚细胞

水平，即研究在一个细胞器内表达的蛋白质组。研

究比较多的细胞器是叶绿体。据估计高等植物大约

共有约 !> """ 到 !O """ 个蛋白质（<*.3HJQ R S*NNJ，
>CC;），叶绿体的蛋白质占其中 >"E T !OE（U%1 V20

W& !" #$ @，!"""），充分证明了叶绿体在植物细胞中的

重要性。另外，关于线粒体与细胞壁的研究也有报

道。

6J(,2JK 等（!"""）利用 !506789、质谱及 94+%1
:0端序列测定等方法，系统地分析了豌豆（ /&0+,
0#"&1+,）叶绿体中类囊体的蛋白质，并在数据库中进

行了搜索，鉴定了 P> 个蛋白质，其中 ## 个蛋白质的

功能及功能结构域得到了确认。X%+%B.3H2 和 I.F0
K%+%12%1（!"""），X%+%B.3H2 和 I.FK%+%12%1（!"""）利

用 !506789、色谱、LI、94+%1 测序等多种方法鉴定

了菠菜（23&)#’&# ($!4#’!#）叶绿体中的核糖体 #" I 和

O" I 亚基的蛋白质。发现菠菜的质体核糖体是由

OC 个蛋白质组成的，其中 O# 个与大肠杆菌有同线

性，而 P 个是非核糖体质体特异性的蛋白质（6I$60>
到 6I$60P）。许 多 蛋 白 质 表 现 出 翻 译 后 的 修 饰。

6I$6 蛋白质可能参与质体中特有的翻译及其调控

过程，包括蛋白质通过质体 O" I 亚基在类囊体膜上

的定位和转移。

利用 <(.J01%,2UJ 凝胶电泳（6J(,2JK !" #$ 5，!"">），

以及 L7Y5=0AZ[ 和 9I=0LI \ LI 分析，鉴定了拟南芥

叶绿体中一个 #O" &5 的由 >" 个不同的亚基组成的

](^6 蛋白酶复合体，并发现了一个不属于任何已知

的叶绿体基因家族的新的叶绿体蛋白。

_J1JK 等（!"">）利用质谱技术研究了拟南芥叶

绿体中类囊体膜蛋白质的磷酸化现象。研究发现，

光系统 == 核心中的 5>、5!、]6D# 蛋白质位于 :0端的

苏氨酸（AHK）被磷酸化；外周蛋白 6-FS 的 AHK0! 被磷

酸化；而成熟的光捕获蛋白 Y]S== 的 AHK0# 被磷酸

化。_J1JK 还研究了不同生理条件下这些蛋白质的

磷酸化状态。结果表明，这些类囊体蛋白质中，没有

任何一个在稳定的连续光照条件下完全磷酸化，或

者在长期黑暗适应的条件下完全去磷酸化。他们还

检测到在光 \暗转换的条件下，6-FS 的 AHK0D 有迅速

而可逆的超磷酸化现象。5>、5!、]6D# 蛋白受到热

激以后出现显著的去磷酸化。光合蛋白受到热激后

磷酸 化 的 变 化 比 在 光 \暗 转 换 的 条 件 下 要 迅 速。

_J1JK 指出，质谱法为研究复杂样品中蛋白质磷酸化

的化学计量学提供了新的途径。

6J(,2JK 等（!""!）通过蛋白质组分析法与基因组

预测筛选法结合，研究拟南芥叶绿体类囊体基质蛋

白质组。通过双向电泳分离类囊体可溶蛋白质，再

用质谱进行分析鉴定。鉴定了 ;> 个蛋白，用 :0端
测序对蛋白质的定位进行预测。通过实验数据修正

所鉴定蛋白的基因注释，发现了一个有趣的选择性
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重叠。实验中还发现了大量同源基因的表达。研究

表明基质蛋白质组的主要功能包括帮助折叠，催化

类囊体蛋白的水解和抗氧化。鉴定的基质蛋白和它

们的同源物的特性可以被应用于通过基因组预测基

质蛋白质组。!"#$%&’( 等（)**)）系统地描述了模式

植物拟南芥类囊体基质蛋白的特性，证明类囊体基

质有其自己特异的蛋白质组，并且鉴定了其中的 +,
个蛋白。除了大量的肽基脯氨酸顺反异构酶和蛋白

酶，还发现了一些新的 -.%- 结构域蛋白。比较模式

植物拟南芥与另一个典型的高等植物菠菜的类囊体

基质蛋白质组，发现二者相似性很高。作为对本实

验的补充，!"#$%&’( 等还从拟南芥整个基因组数据库

推测基质蛋白质组，估计叶绿体类囊体基质约有 /*
个蛋白。

位于叶绿体外膜和内膜上的参与由核编码的叶

绿体蛋白质的运输蛋白质复合体得到了详尽的研究

（012 3 !455，6777；8&&9.(’1 3 :5;<&，6777）。膜上的

疏水性蛋白质较多，用有机溶剂提取叶绿体蛋白和

6=>-?@A 分离，大约有 BC D 6*C的膜蛋白，即 6B D
)* 个 蛋 白 质 是 疏 水 性 的（!&;9<&$’;<>E&’<2 !" #$ F，
6777）。从绿藻（%&$#’()*’*+#, -!.+&#-)"..）中分离出

一种含有酰基脂类的低密度叶绿体膜片段，类似于

叶绿体内膜和类囊体膜。一些与叶绿体 GHI? 相结

合的蛋白质非常富集，说明这些膜是叶绿体基因表

达的场所（J&’9&. 3 H4"#1;K，677/）。

蛋白质组学技术可以用于研究叶绿体蛋白质的

翻译后修饰。这方面目前已有许多报道，包括翻译

后的甲基化（对 H%"!）（@’;GG !" #$ F，677L），棕榈酰

化（对 =5）（01((44 3 AM&5G1<，67/L）等。但是对于翻

译后的修饰并没有全面、系统地开展。随着最近的

)=>-?@A 和质谱技术的发展和改进，这方面的研究

变得更容易，这将产生许多意想不到的新发现。

蛋白质组学技术还可以对异构体基因表达及其

GHI?前体的剪接、GHI? 的编辑研究提供重要帮

助。目前已有关于叶绿体蛋白质 GHI? 编辑（!$(;91
3 !$9;$’1，677,）和剪接（01<4 !" #$ F，677L）的报道。

在 豌 豆 和 菠 菜 中 已 发 现 多 基 因 家 族（ N1< O;PQ，

)***）。这些现象当然可以通过分析 GHI? 或 "=I?
而发现，但蛋白质组学技术却是一个强大的替代或

补充方法。

R&1S5&T44M 等（)**+）用等电聚焦聚丙烯酰胺凝

胶电泳、E5$&><1(;N& -?@A 和反相高效液相质谱（U: V
0!）的方法对纯化的水稻线粒体蛋白进行分离，再

用胰蛋白酶消化，然后进行串联质谱分析（0! V 0!）。

查找水稻基因组的开放阅读框架译码和 , 个表达序

列标签（A!W，AKX’&..;<9 .&Y$&<"& (19.）译码，与质谱分

析所得数据进行比对，鉴定了其中 6Z7 个蛋白点（76
个非冗余基因的产物），包括亲水 V疏水蛋白、强酸 V
碱性蛋白和大分子蛋白（分子量为 , FL D ) FB) Q=）的

序列。确定了 /B 个蛋白的功能，包括线粒体的许多

主要的功能蛋白。0;551’ 等（)**6）分析拟南芥组培

细胞线粒体蛋白双向凝胶电泳的结果，有大约 6**
个高 丰 度 蛋 白 和 )B* 个 低 丰 度 蛋 白。用 0?U=[>
W\]> 0! 分析其中 6L* 个蛋白点。查找数据库中拟

南芥基因组的编码序列，鉴定了其中的 76 个蛋白。

又通过序列比较鉴定了这 76 个蛋白中 /6 个蛋白的

功能。这些功能包括呼吸电子传递链，三羧酸循环，

氨基酸代谢，蛋白质的输入、加工与组装，转录，膜转

运和抗氧化防御。O&’#1#< 和 E’1$<（)**)）联合应用

+ 种不同的凝胶电泳方法鉴定了线粒体蛋白质组的

部分蛋白。首先，用蓝色非变性聚丙烯酰胺凝胶电

泳（E5$&><1(;N& X4521"’251G;M& 9&5 &5&"(’4X#4’&.;.）分离

线粒体蛋白质复合体。用电洗脱法完全洗去蛋白质

中的考马斯亮蓝。然后用等电聚焦，最后用十二烷

基磺酸钠（!=!）聚丙烯酰胺凝胶电泳分离蛋白质复

合体的亚基。该方法的可行性已通过分离 ?W- 合

酶复合体、细胞色素 : 还原酶复合体和线粒体外膜

移位酶前体蛋白而得到验证。利用这一方法可以分

离高等真核生物中蛋白亚基的异构物。

! 前景和展望

蛋白质组学提供了一系列能够在蛋白质水平上

大规模地直接研究基因功能的强有力的工具。特别

是利用多种质谱法对凝胶电泳分离的蛋白质进行研

究，是通过生化途径研究蛋白质功能的重大突破。

对蛋白质组的研究将继续在大规模、灵敏度和完整

性等方面进行改进。在目前情况下，翻译后的修饰

还不能进行大规模的研究。但对于特定的类别如磷

酸化，已经开始形成一套普遍的研究方法。我们可

以预计，蛋白质组学将不再仅仅是用二维凝胶电泳

来监测蛋白质的表达。在不久的将来，蛋白质组学

将提供大量的蛋白质间相互作用的数据，这可能是

蛋白质组学对生命科学所造成的最重要，也是最直

接的影响。目前，少数物种的基因组序列测定已经

完成，这使许多蛋白质组的研究策略成为可能。基

因组研究的进展也会直接促进大规模的蛋白质组研

究。

蛋白质组学是一门新兴的学科，才刚刚起步，目
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前仍然存在着一些技术上的挑战和缺陷。主要有以

下几个方面（!"# $%&’，())*）：

*）蛋白质的动态分辨率问题。以现有的技术，

细胞内的低拷贝数蛋白质很难被检测到。如果把蛋

白质组分解为几个亚蛋白质组（+,-./0123143）将提

高动态分辨率。将质谱技术与原理不同的其它分离

技术（例如多向色谱法）相结合，也会大大提高分辨

率。

(）蛋白质组的纯化问题。为了得到有意义的

结果 及 提 高 分 辨 率，制 备 纯 的 蛋 白 质 组（567 8
557）是必要的。由于质谱技术的高敏感性，如果

蛋白质组被污染，将会导致蛋白质组被错误地注释。

因此，保证蛋白质组纯度的步骤是必需的。

9）蛋白质组定量的问题。许多蛋白质组学的

检测技术都不是定量的（例如质谱技术），或者只在

一定范围内定量（例如银染和考马斯亮蓝染色）。这

就使定量地研究蛋白质表达的正调节或负调节变得

很困难。目前已有几项技术用来改进这种状况。例

如在 +:+.;<=> 胶上用荧光染料来检测蛋白质，以

及在蛋白质片段化并用 ?+ 技术分析之前先做标记

（如同位素亲合标记）。

@）疏水性膜蛋白的分离、显形及鉴定的问题。

众所周知，疏水性膜蛋白比亲水性蛋白质更难操作。

膜蛋白更易于聚集在管壁上，由于蛋白质组的研究

经常是在纳摩尔甚至飞摩尔水平进行，这种特性将

会导致巨大的损失，或完全丢失。另外，!.螺旋跨膜

蛋白在变性的 (:.;<=> 胶上不能很好地溶解或根

本就不溶解。如果要分离这些蛋白质，需要有机溶

剂分馏法或者反相 A;BC 等技术的辅助。

蛋白质组学如与其它功能基因组学的工具相结

合，将发挥更大的作用。例如把 :D< 微阵列与蛋白

质组分析相结合，将会确定基因调控是在转录水平

还是在翻译水平或蛋白质积累水平进行的。把反向

遗传学及正向遗传学与蛋白质组学相结合，将更深

入地研究基因的功能。

不同植物的亚蛋白质组 (:.;<=> 参考图谱将

来可能会成为构成和理解植物蛋白质组的中心工

具。现在已经有一些亚蛋白质组数据库可以得到。

这些参考图谱对随后的蛋白质差异表达和翻译后修

饰有很大帮助。大多数蛋白质都会与其它蛋白质有

瞬时的或稳定的相互作用。而研究这些相互作用将

会更深入地理解基因的功能。因此，蛋白质间相互

作用的数据库对于植物蛋白质组学界，甚至植物学

界来说都是非常有用的工具。

随着研究的不断进展和深入，在完善现有的研

究手段的同时，还必须发展一些新的研究技术。同

时加强国际间的学术合作及资料交流，建立全球共

享的数据库系统，最终揭示基因组的结构与功能。

我们相信，随着蛋白质组研究的深入发展，在阐明诸

如生长、发育、进化及代谢调控等生命活动的规律等

方面会有重大突破。
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