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0 引言

目前，差异蛋白质组学在食用菌中的研究尚属起

步阶段。近年来，人们逐渐开始从蛋白质组学方面对

食用菌进行研究，并取得了一定成就。但与植物相比，

其研究的深度和广度还不够，体现在涉及的食用菌种

类较少，仅在双孢蘑菇（Agaricus bisporus）[1-2]，香菇

(Lentinula edodes)[3]，金针菇（Flammulina velutipes）[4]，

灵芝（Ganoderma lucidum）[5]，和真姬菇（Hypsizigus

marmoreus）[6]等几种食用菌上有见报道；内容主要集

中在研究环境胁迫、病理情况下的差异表达蛋白，以及

揭示特异组织形态、不同生活阶段等的遗传发生机

理。通过对不同条件下食用菌的差异蛋白质组学的研

究，对发生过程中蛋白调控网络进行认识，找到发生该

过程的标志性蛋白或起重要作用的一些蛋白，可作为

检测标记或靶分子来进一步研究。差异蛋白质组学的

研究不仅有利于揭示食用菌一些生命活动的规律及调

控机制，更为食用菌的遗传育种等方面的研究奠定一

定的理论基础。

1 差异蛋白组学（differential proteomics）简介

1994年，澳大利亚科学家Wilkins和Williams首次

提出蛋白质组（proteome）一词，它是指由一个基因组

（genome），或一个细胞、组织表达的所有的蛋白质及

其活动方式。蛋白质组学的研究模式有二种：第一种

是检测基因编码的所有蛋白质，建立蛋白质组学数据

库，称为“完全蛋白质组学”；第二种是着重寻找和筛选

有意义因素引起的样本间差异蛋白质，揭示机理并对
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摘 要：差异蛋白质组学是蛋白质组学的研究策略之一。本文简介了差异蛋白质组学应用于食用菌的主

要技术方法，并概述了到目前为止，国内外在食用菌中应用差异蛋白质组学研究的内容及进展。同时指

出差异蛋白质组学将是食用菌未来研究的强有力手段之一。
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关键蛋白进行定性和功能分析。称之为“差异蛋白质

组学”[7]。

由于蛋白质组具有动态性、多样性、时间性、空间

性和特异性，表现在：蛋白质的合成受时空等多种因素

调控，在不同组织细胞中蛋白质合成及表达的种类和

数量有很大的差异，即使在细胞发育的不同阶段，蛋白

质组的构成也在不断的变化，是动态的过程。还有，病

理状态与正常生理条件下的细胞蛋白质组分也有很大

不同[8]。差异蛋白质组学就是研究分析比较不同条件

下蛋白质组的变化和差异，发现和鉴定在不同生理条

件下的特殊标志蛋白和关键蛋白，来揭示一定的生物

学现象和规律。因此，相比完全蛋白质组学企图涵盖

全部蛋白质耗时费钱来说，研究差异蛋白质组学显得

更有意义和价值[9-10]。

2 差异蛋白质组学的常用研究技术

差异蛋白质组学研究不要求捕获“全部”蛋白，只

要求找出有意义的差异蛋白，所以与完全蛋白质组学

相比，在技术上可实现性比较高[11]。对蛋白的定量差

异分析可分为基于胶的差异分析（GEL-BASED

APPROACHES）和非胶差异分析（NO-GEL-BASED

APPROACHES）[12]。本文主要介绍基于胶的差异分

析，即建立在双向凝胶电泳基础上的经典差异蛋白质

组学研究。一般需完成三大步骤：（1）蛋白质组分的提

取和分离；（2）准确区分差异蛋白质点，建立差异蛋白

谱；（3）通过质谱分析并加以信息比对，研究差异表达

蛋白的结构功能和实际意义[13]。各步关键技术的要点

及在食用菌中的研究情况综述如下。

2.1 食用菌样品蛋白质的提取

适于双向电泳的食用菌蛋白的提取方法是进行食

用菌蛋白质组学研究的基础。不同的食用菌材料，它

的最适蛋白质提取方法也不同。尽管处理方法多种多

样，但总的原则一般是尽量提高样品蛋白质的溶解度，

抽提最大量总蛋白，减少蛋白的损失和人为修饰，并使

蛋白处于完全变性状态[14]。

食用菌蛋白质的提取首先是对样品细胞的破碎。

黄碧芳（2010）在对虎奶菇菌丝体自溶蛋白质制备方法

的研究中，比较了超声波破碎法和液氮研磨法两种破

碎方法，最后用双向电泳检测效果，结果发现液氮研磨

时，由于时间短、温度低，蛋白降解少，得到的粗蛋白和

纯蛋白产量均高于超声波法。对食用菌蛋白的提取分

离常采用Tris-饱和酚法和TCA/丙酮沉淀法[15-16]。刘晓

云（2009）在对灵芝子实体原基总蛋白质的提取方法的

建立中，比较了Tris-饱和酚法和TCA/丙酮沉淀法对灵

芝子实体原基总蛋白质的提取效果。得出Tris-饱和

酚法得到的蛋白质点多，无拖尾现象，分辨率较高，且

稳定性和重复性均优于 TCA/丙酮沉淀法 [5]。因为

TCA/丙酮法经历溶解、沉淀、再溶解的复杂过程，蛋白

质沉淀后再溶解较困难，导致蛋白质的大量损失。相

比而言，Tris-饱和酚法中酚是蛋白的良好溶剂，抽提中

蛋白进入酚相，其他可溶物质进入水相，从而得以分

离。并且，蛋白在酚相中的可溶性好，因而在溶解后再

离心时蛋白不会重新沉淀下来。因此，综合液氮研磨

和Tris-饱和酚抽提对于食用菌蛋白质可达到良好的

提取效果。陆兆明（2009）在双孢蘑菇菌丝体蛋白的提

取中也证明了此法的良好性[17-18]。但还要根据具体材

料的不同来作适当调整和选用。

2.2 双向凝胶电泳（Two-dimensional gel electrophoresis，

2-DE）

20世纪70年代，O’Farrel建立起了双向凝胶电泳

技术。它是根据蛋白质分子量大小和电荷不同来分离

蛋白质的一种方法，因其可靠、有效，是目前蛋白质组

学研究中最常用的技术之一 [19]。该技术分两步来完

成，目的是使蛋白质分别从等电点和分子量两个方向

来实现分离：第一向为等电聚焦电泳（IEF），根据蛋白

质的等电点不同，在pH梯度胶内等电聚焦分离。近年

来兴起的固定 pH梯度 IPG（immobilized pH gradient）

胶条的使用，使得这一步的灵敏度和重复性得到很大

的提高。且商品化的 IPG胶条pH范围从2.5~12，使得

分离极酸、极碱蛋白成为可能。第二向是十二烷基磺

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（SDS-PAGE），依据蛋白质

分子量大小的差别，通过蛋白质与 SDS 形成复合物

后，在聚丙烯酰胺凝胶电泳中迁移速率不同达到分离

蛋白质的目的[20]。

2-DE 具有高灵敏度、高分辨率的特点。使用窄

pH 胶条、微 pH 胶条和长胶条，分辨率可达到ΔpI=

0.001。分子量上能分辨出微克级的蛋白质，最高一板

胶可分离得到11000多个蛋白质点[21]。虽然2-DE具有

与其他蛋白质分离技术无可比拟的分离能力，但也存

在内在缺陷，如低丰度蛋白、许多极酸、极碱以及疏水

蛋白难以检测等[22-23]。还有2-DE的重复性较差也是困

扰 2-DE结果分析和限制应用的主要因素。为解决重

复性差的问题，Unlu等人将不同来源的蛋白分别用两

种不同的荧光染料标记，混合后进行 2-DE，根据检测

到的不同荧光基团来测定分析差异蛋白[24]。将 2-DE

改良成为一种新技术——双向荧光差异凝胶电泳

（2D-DIGE）。由于它是对两种样品中的蛋白质采用不

同的荧光标记后混合，并在同一胶内进行 2-DE分离，

消除了2次电泳时胶与胶之间的差异以及胶中蛋白质
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点的空间位置变化，极大提高了2-DE的重复性和定量

的准确性[9,25]。

2.3 质谱技术（Mass Spectrometry，MS）

质谱（MS）是一种对蛋白质进行高通量分析的重

要手段，在差异蛋白质组学的研究中具有重要作用[26]。

它的基本原理是将样品离子化后，带电粒子进入磁场

或电场中，通过测定样品离子的质荷比（M/Z），来判定

样品成分和进行结构分析。80年代初出现的两项离

子化技术：基质辅助激光解吸电离（MALDI）和电喷雾

离子化（ESI），使质谱广泛应用于高分子蛋白的分析

中。MALDI常与飞行时间质谱（TOF-MS）联用，称为

基 质 辅 助 激 光 解 吸 电 离 - 飞 行 时 间 质 谱

（MALDI-TOF-MS）[19]。目前常采用此法来测定肽质

量指纹（PMF），它以多肽的质荷比（M/Z）为依据，同现

有的蛋白酶解肽段数据库进行比对，进而实现对蛋白

质的鉴定。因其对样品的纯度要求不是很高，而被广

泛应用于经 2-DE分离的蛋白质鉴定。但是由于肽质

量指纹是基于相对分子质量的精确度，对于多种可能

性的蛋白质翻译易导致错误鉴定。相对于PMF而言，

串联质谱（MS/MS）是利用蛋白质的肽段氨基酸序列

的特异性来鉴定蛋白，仅一条肽段就能获得蛋白质的

可靠鉴定，常用于混合蛋白质的鉴定，并可鉴定蛋白质

翻译后修饰，也是目前鉴定蛋白质常用的方法 [12]。

MALDI-TOF-MS特点是灵敏度高，检测蛋白质量范围

小。常用于分析高分子量的蛋白质。MS/MS特点分

辨率高、精确度高、检测蛋白质量范围广。目前，通过

2D分离的蛋白质样品经常采用 PMF和MS/MS相结

合的方法来鉴定，极大提高了蛋白质样品鉴定的准确

性和灵敏度，实现了蛋白质样品快速、准确、灵敏、大规

模和高通量的检测[27-28]。

2.4 生物信息学（Bioinformatics）

生物信息学是随着人类基因组计划（HGP）而发

展起来的。它是以生物大分子（DNA和蛋白质）为研

究对象，以获取、加工、储存、分配、分析和释读生物信

息为手段，综合运用数学、计算机科学和生物学工具，

以理解数据中的生物学含义的一门新兴学科，也是差

异蛋白质组学研究一个必不可少的组成部分。生物信

息学在蛋白质组学中主要用于蛋白质序列比较分析、

蛋白质结构—功能关系的研究、点突变的设计及家族

鉴定、蛋白质空间结构预测、建模和分子设计以及蛋白

质功能预测等。生物信息学伴随着生命科学的发展而

发展，其数据库的建立和应用软件的开发日益成熟，目

前已有许多的蛋白质组学数据库和分析软件可用于蛋

白质组学数据的分析。蛋白质组数据库贮存了有机

体、组织或细胞所表达的全部蛋白质信息，目前应用最

普遍的数据库是 NRDB 和 dbEST 数据库。NRDB 由

SWISS -PROT 和 GENPETP 等几个数据库组成，

dbEST是由美国国家生物技术信息中心/欧洲生物信

息学研究所(NCBI/EBI)共同编辑的核酸数据库；计算

机分析软件主要有蛋白质双向电泳图谱分析软件、蛋

白质鉴定软件、蛋白质结构和功能预测软件等[9]。

3 差异蛋白组学在食用菌中的研究

差异蛋白质组学在食用菌中的研究属兴起阶段，

其研究的方面也相对狭窄，归结起来，主要运用在以下

三个方面的研究：（1）条件胁迫下，食用菌正常菌株和

胁迫菌株的差异表达蛋白；（2）食用菌的特异组织形态

发生的机理及相关特异表达蛋白；（3）食用菌生活史不

同阶段的蛋白的差异表达。

3.1 食用菌条件胁迫下差异蛋白组学研究

目前，差异蛋白质组学在食用菌上的研究较多的

集中在条件胁迫这一方面。研究思路是条件胁迫（如

高温、低温、营养条件不良等）下，诱导机体产生的差异

表达蛋白，质谱测定并根据肽质量指纹图谱初步鉴定

这些差异蛋白的种类，结合该蛋白的功能分析条件胁

迫可能的相关机理。如黄桂英（2008）研究发现，低温

胁迫下真姬菇菌丝体相对适温条件产生26个上、下调

的差异表达蛋白[29]。其中经鉴定的14种中，有参与组

成细胞骨架的肌动蛋白、微管蛋白；有参与蛋白合成与

分解的蛋白酶体和乙酰乳酸合酶；有参与物质能量代

谢的ATP合酶、转醛醇酶、甲酸脱氢酶等；参与信号转

导调控的鸟苷酸结合蛋白等。由此，可以看出真姬菇

低温胁迫下的调控是一个复杂的多蛋白和酶参与，共

同协作完成的过程[6]。陆兆明（2009）对双孢蘑菇耐热

性的分子机理研究时发现，热胁迫下诱导出现5种蛋白

质，抑制表达蛋白质4种，23种蛋白表达量上、下调；分

析表明这些蛋白中包括热激蛋白在内的分子伴侣对高

温抗逆起重要作用，其余还有物质和能量代谢相关蛋

白，与基因转录、翻译相关的信号转导等相关蛋白[18]。

通过分析这些差异表达蛋白，表明双孢蘑菇在细胞热

休克机制的上游即出现应对机制，从而从转录水平上

对热激反应进行调控。其他菇如金针菇的低温胁迫的

差异蛋白也都已有研究[30]。

3.2 食用菌不同组织形态发生差异蛋白质组学研究

在食用菌的某一组织形态如菌柄、菌盖、菌褶等的

形成过程中，会涉及到多个基因共同参与调控，这一系

列相关基因进行特异表达，并产生一系列特异蛋白相

互协调共同起作用来完成特异组织的分化过程。如金

针菇在完全黑暗中会形成菌柄细长、无菌盖的针状菇；
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当给一定散射光刺激时菌盖便开始发育膨大，日本

Yuichi SAKAMOTO（2007）对此生理过程进行了差异

蛋白质组学的研究[31]。研究发现金针菇光照2天后菌

柄顶尖开始膨大，4天后菌盖和菌柄连接处开始形成

子实层，6天后形成菌褶。通过对该过程取样，成功鉴

定出一种与细胞壁形成相关的蛋白PSH。该蛋白是一

种疏水蛋白，只在菌盖形成过程中受光诱导才会产生

特异表达，而在菌柄中的转录水平则很低。正是由于

该蛋白光照比黑暗中的表达量上调，才致使散射光下

金针菇菌盖变得饱满肥厚。其他方面，还有学者正对

双孢蘑菇不同菌落形态的差异蛋白组学进行研究。

3.3 食用菌生活史不同阶段的蛋白的差异表达

食用菌在其生活史不同阶段，其菌丝体的组织结

构也不同。如多数食用菌的生活史是由担孢子萌发形

成单核菌丝，两条可亲和的单核菌丝交配形成双核菌

丝。在此过程中，同样会涉及到复杂的蛋白差异表

达。日本Yuichi SAKAMOTO（2001）分别对金针菇双

核菌丝和不结实单核菌丝，以及双核菌丝形成的子实

体进行了差异蛋白质组学的研究[32]，发现菌丝体在形

成子实体之前，有19个特异蛋白仅在双核菌丝而没有

在单核菌丝中表达；另一方面，却有9个特异蛋白只在

单核菌丝而没有在双核菌丝中表达。并且发现这些特

异蛋白在菌丝形成原基的过程和原基形成子实体的过

程中，表达量有着不同的动态变化规律，根据表达量的

上、下调将这些蛋白划分成 7种类型。进一步研究发

现：子实体形成过程产生27种特异表达蛋白。对比菌

丝体和子实体阶段的特异蛋白，发现蛋白 Pf1、Pf3和

Pf6在子实体形成过程起重要作用。对Pf1和Pf3进行

N端氨基酸测序发现两者同源性较高，很有可能是由

相同的基因家族编码的，并鉴定出此二者蛋白与基因

FDS的编码序列同源性很高，可能是此基因不同的转

录修饰水平产生的两种不同蛋白。综合对这些特异蛋

白和相关基因的分析，对揭示金针菇子实体的形成有

重要意义。

4 展望

虽然，目前食用菌差异蛋白质组学研究的深度和

广度都远低于动植物和其他真菌类，但随着食用菌中

双孢蘑菇、草菇等的基因组与转录组测序的完成，食用

菌的后基因组时代也来临；加之双向电泳和生物质谱

技术的不断成熟，从差异蛋白质组学来揭示食用菌生

长过程中或在外界环境刺激下的反应途径及调控机制

已引起人们越来越多的重视。随着各种食用菌蛋白质

组图谱和数据库的不断完善以及技术的成熟，差异蛋

白质组学研究必将成为研究食用菌的强有力技术手段

之一，应用前景非常广阔。
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