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0 引言

随着人类基因组计划的全面实施与推进，生命科

学已经进入了后基因组时代，其主要研究对象已转变

为功能基因组学的研究。基因的功能主要是通过其编

码的蛋白质来实现的，对蛋白质结构和功能的研究将

直接阐明生命在生理和病理条件下的变化机制。传统

的研究方式即对单个蛋白质的研究已无法满足后基因

组时代的要求，要想全面以及更加深入的认识复杂的

生命活动，必然要从整体、动态、网络水平上对蛋白质

进行研究，蛋白质组学是以活细胞内基因组编码的全

部蛋白质为研究对象，其研究也被认为是后基因组时

代生命科学研究的核心内容之一。蛋白质组学的研究

策略有两种：一是采用高通量的蛋白质组研究技术分

析生物体内尽可能多乃至所有的蛋白质；二是着重研

究不同生长状态或病理情况下蛋白质的差异表达，进

而去揭示细胞生理和病理状态的进程与本质、对外界
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摘 要：随着拟南芥、水稻等模式植物基因组测序的完成，植物基因组学的研究重点已经转变为功能基因

组学研究，蛋白质组学研究是功能基因组学研究的核心内容之一，它有助于从分子水平上了解植物功

能。经典的双向电泳技术是蛋白质组学研究的支撑技术，本文综述了基于双向电泳技术的植物在生长

发育过程中和外界环境胁迫下不同器官及亚细胞结构的差异蛋白质组学研究进展，最后提出了蛋白质

组学技术目前所面临的问题并展望了其前景。
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Abstract: The Genome has been sequenced for the model plant of Arabidopsis and rice, and functional genome
researches become the focus of genomics research in plant. Proteomics study is one of the cores of functional
genome researches, which helps to understand plant functions on molecular level. Two-dimensional
electrophoresis is one of the main techniques of proteomics. This article gave an overview of the advances in
plant differential proteomics study based on 2-DE, which included the differential proteomic study of the plant
tissues, organs and subcellur compositions in the development and under stress by the external environmental
conditions. At last, the problems in this area were analyzed and the prospects were provided.
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环境刺激的反应及细胞调控机制，同时获得对某些关

键蛋白的定性和功能分析[1]。由于蛋白质表达随空间

和时间不断变化，要分析生物体内所有的蛋白质是一

个难以实现的目标，所以后者的研究更加有针对性而

且可实现性也更高。差异蛋白质组学是结构蛋白质组

学研究的一个分支，得到了国内外众多研究者日益增

多的关注[1,2]。

随着拟南芥、水稻等模式植物基因组测序的完成，

植物基因组学的研究重点也已经转变为功能基因组学

研究，蛋白质组学研究将有助于我们从分子水平上了

解植物功能。目前蛋白质组研究技术发展很快，新的

研究方法和研究手段不断涌现，如多维色谱、荧光差异

双向电泳、微流芯片、相对和绝对定量的同位素标记和

细胞培养中氨基酸稳定同位素标记的定量蛋白质组技

术等。而双向电泳技术由于具有高分辨率、高重复性、

微量分析和制备等性能，目前仍然是蛋白质组研究中

重要的支撑技术之一，被广泛用于植物生长发育过程

和外界环境胁迫下差异蛋白组学的研究。

1 植物发育相关的差异蛋白质组学研究

高等植物在整个发育过程中要经历细胞增大、分

裂、分化和凋亡，胚胎发生，器官形成，开花及授粉受

精等过程，而这是一个非常复杂而有序的过程。植物

体的蛋白质随发育时间、特定组织器官等变化而不断

变化，蕴藏着巨大的、动态的生命活动的信息，利用蛋

白质组学技术可从分子水平了解植物体的发育调控、

发育异常等机制。植物发育过程的蛋白质组学研究

还刚刚起步，但在植物研究中显示出了广阔的应用前

景。

1.1 细胞器的差异蛋白质组分析

近年来发现某些植物细胞器蛋白随发育时间的增

长存在差异，并对这些差异蛋白进行研究及分析鉴

定。如Maltman[3]等利用密度梯度离心分离得到蓖麻

内质网膜蛋白，2-DE分析发现发芽5天和25天蓖麻种

子的内质网膜蛋白表达存在明显的差异，如发芽25天

的蓖麻种子内质网膜不存在天冬氨酸蛋白酶和N-氨

基甲酰-L-氨基水解酶，经进一步鉴定发现这些蛋白大

多参与内质网膜蛋白的加工和储存以及类脂化合物代

谢作用。许珂 [4]等对玉米 C 型细胞质雄性不育系

C48-2及其保持系线粒体蛋白质进行了分离，对其中

10个重复性好且差异表达在2倍以上的蛋白点进行质

谱分析，结果表明其中 2个蛋白质点分别为谷氨酸脱

氢 酶（GDH）和 依 赖 电 压 阴 离 子 通 道 蛋 白 -1

（VDAC-1）。GDH的高表达会影响正常的氮代谢，使

细胞的能量供应发生障碍，有可能导致雄性不育；

VDAC-1是线粒体外膜上控制细胞通透性的蛋白，与

植物的程序性死亡密切相关。

1.2 营养器官的差异蛋白质组分析

邵彩虹[5]等在研究苗期不同时间段水稻叶片蛋白

质组的表达差异时，得到参与光合作用的蛋白、防卫相

关蛋白、蛋白质合成代谢和氨基酸合成代谢相关蛋

白。而值得注意的是参与光合作用的4种蛋白均在二

叶一心后表达量增强，这应与水稻幼苗的光合作用逐

渐增强有关；与蛋白质合成代谢相关的2个蛋白，表达

丰度在三叶期及以前均较高，三叶期后虽有所下降但

仍保持较高的表达丰度；与氨基酸合成代谢相关的 4

个蛋白，自三叶期后表达量均较高，这表明幼苗体内与

之相关的代谢活动十分旺盛，是幼苗素质增强的体

现。对这方面的进一步研究有望探明在水稻生长发育

过程中这些蛋白质所参与的代谢途径及其作用机理。

之后，该实验室为揭示水稻孕穗期叶片蛋白质的表达

差异，对孕穗期 4个叶位的功能叶片蛋白质组变化进

行了研究。结果表明差异表达的蛋白质大多参与光合

作用和呼吸作用；其次为与蛋白结构及功能调控相关

的蛋白质，其表达量都随叶位上升而上调；其余为参与

氨基酸代谢的蛋白质，表达量在较低叶位叶片中无显

著规律，在剑叶中的表达量显著上调。蛋白质是细胞

功能的执行者，受细胞环境变化的影响，因此，上述蛋

白质发生变化的原因应与水稻不同叶位叶片生长发育

的特性有关[6]。李兆伟[7]应用蛋白质组学方法分析了

水稻籽粒灌浆期不同时间叶鞘的蛋白质组变化，得到

的差异蛋白分别参与叶鞘光合作用、激素调节、物质转

运、植株衰老的抗性反应以及细胞信号转导，共同调控

叶鞘的源、库、流转化。

1.3 生殖器官的差异蛋白质组分析

植物花粉发育存在 6个时期（花粉母细胞、四分

体、早期幼小孢子、单细胞花粉、双细胞花粉和三细胞

花粉），相关研究证明不同发育时期的蛋白存在差异。

Kerim[8]等对水稻花粉发育的6个不同时期的蛋白质组

进行了研究，得到 159个在整个发育过程中始终存在

表达差异的蛋白质，进一步鉴定表明其中部分蛋白质

主要参与花粉萌发期间糖代谢、细胞延长和伸展等生

理过程。徐晓燕[9]等对大豆种子萌发的 4个不同时期

蛋白质差异表达情况进行了研究，结果初步鉴定出 6

种蛋白质，分别是核苷二磷酸激酶、热激蛋白、硫氧还

蛋白、35ku种子成熟蛋白 PM36。王珊 [10]等在研究果

梅完全花与不完全花的差异表达蛋白过程中，发现在

完全花中有1个特异蛋白、1个上调蛋白、21个下调蛋

白，在不完全花中则有2个特异蛋白，这些差异蛋白点
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可能与雌蕊的败育有关，而它们的具体功能仍在研究

中。

2 植物逆境相关的差异蛋白质组学研究

逆境胁迫是制约植物生长发育、影响作物产量和

质量的关键因子，揭示植物应答胁迫的分子机理一直

是人们长期探索的重大课题。外界环境条件的改变会

表现在植物蛋白质组水平的变化中，从蛋白质组数据

着手，对其变化进行定性和定量分析，得到蛋白质与抗

性之间的关系，进而去研究植物逆境胁迫下生理过程、

代谢调控等方面的机制，目前是研究植物抗逆性的重

要手段之一，而且在模式植物及主要农作物研究中已

取得了一定的成果。

2.1 膜蛋白的差异蛋白质组学分析

细胞质膜是细胞与外界环境的屏障，也是物质、能

量、信息交流的门户。它在水分、无机离子、有机小分

子跨膜运输、感受及传递胁迫信号的过程中都发挥着

重要作用 [11]，所以膜蛋白质组学的研究也越来越重

要。但由于膜蛋白尤其是内在膜蛋白的强疏水性、低

丰度造成蛋白质提取、分离和鉴定相对困难，使膜蛋白

成为蛋白质组研究中的一个技术难点。

Blomqvist[12]等分离了黑暗条件下生长的小麦叶

中的黄化质体内膜蛋白，经 2-DE得到约 200个点，利

MALDI-TOF/MS、LC-MS/MS和ESI-MS/MS鉴定了46

个点，发现黄化质体中有 21种蛋白不同于叶绿体，并

发现前片质体(黄化质体的无规则膜聚集体)中的主要

蛋白是原叶绿素氧化还原酶（POR），从而证明了黄化

质体转变为叶绿体的重要过程，为研究植物叶片变绿

的过程提供了重要的理论依据。Chen等[13]在鉴定参

与抗水稻白叶枯病（X. oryzae pv. Oryzae）早期防御反

应的质膜蛋白成分时，采用改进的质膜蛋白制备方法，

并分析了接种病原菌不同时间后表达抗病基因Xa21

的水稻悬浮细胞质膜蛋白质组的差异。经鉴定发现了

11 个预测在植物防御中起作用的蛋白质，包括

H+-ATPase、蛋白质磷酸化酶、过敏反应诱导蛋白、抑制

素蛋白、锌指蛋白和C2结构域蛋白、USP及热激蛋白

等。

2.2 植物叶片的差异蛋白质组学分析

叶片是高等植物光合作用和蒸腾作用的主要位

置，其功能的行使是植物产量和品质形成的重要基

础。范海延等[14-15]以黄瓜抗白粉病品系R17和黄瓜感

白粉病品系S17为试材在接种白粉病后不同时间段取

样采用双向电泳技术研究白粉病菌胁迫下黄瓜叶片蛋

白质组的变化。结果鉴定出的差异蛋白质主要是与光

合和呼吸作用代谢、信号转导、抗逆性、物质运输相关

的蛋白质以及核染色体转录翻译相关的蛋白质和未知

功能蛋白等。这些蛋白都可能是与抗性有关或与发育

相关的蛋白网络中的一部分，它们各自作用的发挥以

及群集调控可能在控制黄瓜寄主防御反应中发挥重要

作用。李晶等[16]在研究不同氮素水平下小黑麦旗叶蛋

白表达谱差异时发现7个差异表达的蛋白分别是与蛋

白质合成和信号转导相关的蛋白、与叶绿体发育相关

的蛋白、与代谢有关的蛋白、与清除自由基有关的酶、

与氮素同化有关的酶以及与植物碳代谢有关的酶等，

这就从蛋白质角度说明氮素对植物的影响主要体现在

功能蛋白方面。邰付菊等[17]在对低温胁迫下棉花子叶

蛋白质表达差异的研究中采用双向电泳技术得到 49

个差异蛋白，其中27个上调表达，其余22个表达下调，

初步推测这些差异蛋白可能与低温胁迫相关，而其具

体功能需进一步鉴定。

2.3 植物根系的差异蛋白质组学分析

根在植物中行使多种重要功能，包括水分和营养

吸收，合成氨基酸、植物碱、有机氮和植物激素等。K.

Aghaei等[18]鉴定出7个蛋白的表达含量在盐浓度为2~

7倍变化时上升或下降，其中胚胎发育晚期高丰度蛋

白，β-球蛋白、激发三肽前体、螺旋-环-螺旋蛋白表达

上调，而蛋白酶抑制剂，凝集素，茎干糖蛋白前体表达

下调。这些结果表明盐度可以改变大豆胚轴和根部一

些特殊蛋白的表达水平来使植物适应盐碱条件。

Coumans 等 [19] 分析了棉花根接种棉黑根腐病菌

（Thielaviopsis basicola）分生孢子后的提取物，并鉴定

了差异表达的蛋白点，结果表明这些蛋白质大多是与

防御和胁迫相关的蛋白，如与致病、活性氧爆发相关的

蛋白质、与糖和氮代谢相关的蛋白质以及与氨基酸和

类异戊二烯合成相关的蛋白质，而其中一些是大多数

植物防御反应共有的成分。Du等[20]在研究盐胁迫下

植物代谢变化时，以盐胁迫下苗期黄瓜根的干重和鲜

重为对照进行双向电泳，结果发现 34个差异蛋白点，

经鉴定的29个蛋白大多与新陈代谢、能量运输以及对

应急反应的调控有关。

2.4 植物其他部位的差异蛋白质组学分析

Rep 等 [21]在研究感染维管束萎蔫真菌（Fusarium

oxysporum）的番茄木质部液的蛋白表达差异时发现蛋

白含量发生了明显的变化，经鉴定其中1个为PR-5家

族的新成员，主要在互作早期积累。其他致病相关蛋

白如PR-1和β-1,3-葡聚糖酶仅出现在相容性互作中，

并伴随病害形成。Lmin等[22-23]检测到水稻幼孢子体经

过早期冷害后，其花药蛋白质在2-DE胶上差异表达的

70个斑点，并鉴定了 18种蛋白质。在冷处理 1、2和 4
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天后，37种花药蛋白质表达丰度的变化在 2倍以上。

其中，参与应答冷胁迫的蛋白质（如半胱氨酸合酶、

20S蛋白酶体β-6亚基、细胞色素 c氧化酶–β亚基等）

表现为明显地上调。而水稻冷诱导花药蛋白质OsCIA

的mRNA表达水平变化不明显，表明水稻花药可能通

过转录后调控应答冷胁迫。Jennifer等[24]通过蛋白质

组学技术研究开花期大麦穗对小麦赤霉病禾谷镰刀菌

（F. graminearum）的抗性机制，结果得到 43个差异表

达的酸性蛋白，分别与活性氧爆发以及氧胁迫应答有

关，如过氧化物酶、苹果酸脱氢酶和病程相关蛋白等。

在敏感型基因型Stander中，这些酸性PR蛋白的表达

量是降低的，而在高抗基因型 CI4196、Svansota、

Harbin和中抗基因型CDC Bold中，PR-3和PR-5蛋白

的表达大量增加。与活性氧相关的蛋白在 Stander、

CDC Bold、CI4196中的大量表达来抵抗真菌的入侵，

在 Svansota、Harbin 中表达变化相对较小，在基因型

Chevron中没有变化。通过对六种基因型的接种研究

发现了以上三种不同的应答模式。Campo等 [25]采用

2-DE、质谱分析在研究真菌侵染玉米萌发种胚时发现

差异表达的蛋白主要参与植物组织抗氧化和解毒、蛋

白质的合成和折叠的作用，特别是翻译起始因子

eIF-5A表达量提高，可能与植物防御反应直接有关。

植物的抗逆是一个极其复杂的生理过程，在逆境

下植物会产生复杂的生物化学和生理学上的变化来响

应这些信号，但引起这些响应的分子机制至今尚未完

全阐明。通过本文可见，蛋白质组学技术在植物应答

外界胁迫研究领域中已取得了一定的成果。通过双向

电泳技术与多种质谱技术以及各种数据库可提供的信

息相结合，研究植物抗性分子机理，明确抗胁迫蛋白在

植物体内的理化性质及生物学功能，认识抗胁迫蛋白

的遗传机理，克隆重要的抗性相关基因，也将为植物抗

胁迫品种的选择和培育等工作提供一定的资源。

3 问题与展望

迄今为止差异蛋白质组学在植物研究中的多个领

域都有了进一步的应用，但仍然存在一些问题，比如低

丰度蛋白质的获得和植物蛋白质的鉴定仍然是一个巨

大的挑战，可以采用同位素标记、银染、荧光染色的方

法以及一些去除高丰度蛋白的方法如 PEG分级分离

法。其次，尽管大量实验发现了许多生物反应的重要

参与蛋白，但是缺乏对其内在机制的阐述。定位、修饰

和相互作用仅仅提供了支持性的证据，只有进一步结

合生物化学和基因功能验证才能对蛋白功能进行确

定。再次，迄今运用于植物的差异蛋白质组学研究方

法主要是双向电泳分离蛋白与质谱分析鉴定蛋白的相

结合。由于双向电泳技术本身的局限性，极酸、极碱、

极高分子量和低丰度蛋白是不易被检测到的，而且质

谱技术鉴定蛋白质强烈依赖于基因组数据库、生物信

息学等，这就导致很多蛋白得不到准确鉴定。所以各

种新型的技术方法比如多维蛋白质鉴定技术包括荧光

差异双向电泳、同位素亲和标记等被应用于植物差异

蛋白质组学研究和发展更强大的数据库检索以及完善

各个数据库等生物信息学技术是很有必要和意义的。

近年来，不同条件下植物蛋白表达谱的研究日益

增多，发现了许多与基因突变、发育、逆境、植物与微生

物互作相关的新蛋白，但是进一步证明这些蛋白质功

能研究的报道很少。因此，运用功能基因组学、生物化

学等方法进一步证实新蛋白质功能将是今后植物蛋白

质组学研究的方向。另外，蛋白质组学与其他大规模

学科如基因组学、生物信息学等领域的交叉，所呈现出

的系统生物学研究模式，给植物生物学诸多方面的分

子机理研究带来了新的机遇，也为从蛋白质功能水平

上直接揭示植物生长、发育的本质和探讨与逆境相关

的分子机制提供了新的机遇，成为未来植物科学最令

人激动的新前沿。
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