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摘要: 开展马铃薯抗旱分子机理的研究对培育马铃薯抗旱品种, 减少干旱造成的损失至关重要。文章利用双向

电泳技术对云南地方耐旱马铃薯品种宁蒗 182 在干旱与正常处理条件下叶片表达差异蛋白质组进行对比研究。

经电泳图谱分析和 MALDI-TOF-TOF/MS 质谱鉴定获得 12 个表达差异蛋白点, 并进行了功能分类。结果发现, 

在差异蛋白中具有保护马铃薯光和系统以及线粒体正常运转的酶类; 调节该植株对环境胁迫响应的信号传导

以及调控其组织内 N、C 运输系统的功能蛋白, 这些蛋白在受到干旱胁迫时表达量均升高。这一结果揭示出该

类蛋白是马铃薯在干旱条件下产生的耐受相关蛋白。文章为阐释马铃薯抗旱品种通过多种路径和水平的调控提

高其抗性的分子机理提供了理论依据。 
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Abstract:  It is utmost important to cultivate potato variety with drought resistance to reduce arid loss by research pro-
gress on potato drought resistance molecular mechanism. A comparative study with differences in protein group analysis of 
potato drought resistance variety in Ninglang 182 leaves was carried out by using two-dimensional gel electrophoresis dur-
ing drought and normal processing conditions.There were 12 differentially expressed protein spots identified by Electro- 
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phoresis and MALDI-TOF-TOF/MS analysis. The function classification of these proteins results that the potato varieties to 
drought tolerance could be improved through the protection of photosynthesis and mitochondria, regulation of the signal 
transduction induced under environmental stress and regulation of plant tissue N and C transport system, these proteins 
expression were increased under drought.The results showed that these proteins are the drought resistance associated pro-
teins of potato variety in Ninglang 182.This study provided a theoretical basis of the molecular mechanism of improving 
drought tolerance in order to expound the potato drought resistance variety through multiple paths and the level regulation. 

Keywords: drought stress; two-dimensional gel electrophoresis; drought resistance variety; proteomics 

干旱是对世界粮食安全最具威胁性的环境因素

之一[1]。马铃薯(Solanum tuberosum L.)是世界及我国
重要的粮食作物。在我国及发展中国家, 其种植地
域多为干旱和半干旱地区。由于可直接导致马铃薯

生长和品质的显著下降, 干旱使这些地区马铃薯产
量的损失超过了其总产量的 30%[2]。干旱对马铃薯

产业的发展具有严重的制约作用[3]。培育抗旱品种

是目前减少马铃薯干旱损失的重要手段[4]。对这些

品种抗旱机制的研究对于持续保证和提高马铃薯在

干旱地区的产量及品质具有重要意义。 
国内外对马铃薯抗旱机理的研究已在形态学和

生理学及基因表达变化学等方面获得进展。焦志丽

等[5]研究表明, 干旱可使马铃薯幼苗的株高、茎粗、
单株叶面积、地上部鲜重等参数下降而对其生长有

明显的抑制作用; 在干旱胁迫下, 马铃薯幼苗可以

通过提高细胞抗氧化酶活性, 有效清除活性氧对膜

脂损伤而维持膜的稳定性。马铃薯叶片中的光合系

统Ⅱ可受到干旱引发的破坏而影响其光合作用, 叶
片气孔导度的降低也可影响其蒸腾作用[6]。多酚是

抗氧化剂, 能够保护植物在受到环境胁迫时避免受
到伤害。马铃薯块茎内多酚合成相关基因的表达可

通过干旱诱导的蔗糖通量改变而上调 [7]。目前利用

蛋白质组学开展马铃薯对干旱响应机制的研究还报

道甚少。本研究以具有较强耐旱能力的云南马铃薯

地方品种宁蒗 182 为材料, 试图通过该品种在干旱
与正常培养条件下的比较蛋白质组学研究初步揭示

其抗旱的分子机制, 为进一步改良马铃薯抗旱品种
提供参考依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

云南马铃薯地方耐旱品种宁蒗 182, 由云南省

农业科学院生物技术与种质资源研究所提供。在温

室内进行培养, 分别以正常浇水为对照组, 及只浇
一次出苗水为干旱处理。待马铃薯苗期生长至 4 叶
时, 截取处理和对照组主茎上第三片叶进行总蛋白
质提取。 

1.2  方法 

1.2.1  马铃薯叶片总蛋白质的提取     

参照苏源等 [8]的方法 , 利用改进的三氯乙酸
(TCA)/丙酮沉淀法提取总蛋白。分别取处理和对照
组马铃薯叶片 1 g 液氮研磨后将其悬浮于 30 mL 
10%TCA/丙酮溶液中过夜。15 000 r/min、4℃离心
20 min, 弃上清。沉淀用−20℃预冷的 30 mL 80 %丙
酮溶液悬浮, −20℃静置 2 h。15 000 r/min、4℃离心
20 min, 弃上清, 重复上述操作 3次。沉淀真空抽干
后与裂解液按 1 mg：15 μL的比例混匀, 室温溶解 1 
h后离心(12 000 r/min、20℃、15 min)取上清加入 4
倍体积−20℃预冷的丙酮(含 1% DTT和 1% PMSF), 
−20℃静置 1 h后 12 000 r/min、4℃离心 20 min, 弃
上清。重复上述操作两次。加 ddH2O(含 1% DTT),   
12 000 r/min、4℃离心 20 min弃上清得蛋白质沉淀。
将该蛋白质用裂解液(7 mol/L尿素、2 mol/L硫脲、
4% CHAPS、1% DTT、0.3% Biolyte)溶解后用 Bradford
法进行蛋白质定量[9]。 

1.2.2  双向电泳   

IPG胶条上样量为 600 μg, 被动水化 16 h后, 按
照设定程序(250 V, 0.5 h; 500 V, 0.5 h; 1 000 V, 0.5 h; 
8 000 V, 4 h; 8 000 V, 67 000 Vh; 500 V, 4 h)在 Ettan 
IPGphorⅡ等电聚焦电泳系统中进行等电聚焦。电泳
结束后, 将胶条置于 5 mL平衡液Ⅰ(6 mol/L尿素、
50 mmol/L Tris-HCl pH8.8、30%甘油、2%SDS、0.002% 
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溴酚蓝、1 % DTT)中平衡 15 min; 然后移至 5 mL平
衡液Ⅱ(6 mol/L尿素、50 mmol/L Tris-HCl pH8.8、
30%甘油、2%SDS、5% IAA、0.002%溴酚蓝)中平衡
15 min。将胶条转移至 12.0%聚丙稀酰胺凝胶板上, 
加 1 % 琼脂糖封胶后在 Ettan DALT six电泳仪上进
行电泳。在 16℃条件下, 用 10 mA/胶电泳 0.5 h后, 
30 mA/胶恒流 12 h至电泳结束。凝胶采用改进的考
马斯亮蓝染色法[10] 染色。双向电泳实验重复 3次。 

1.2.3  图像分析   

染色后的凝胶在 Image Scanner 扫描仪上进行
扫描, 图像分辨率为 300 dpi。扫描后图像用 PDQuest 
7.4(Bio-rad)软件分析, 通过背景消减、蛋白质点的
检测和匹配及差异表达量的比较后将表达量上调或

下调 2倍以上的蛋白质点视为表达量差异点。 

1.2.4  质谱鉴定 

在该凝胶上将获得的差异蛋白质取出脱色、酶

解后, 采用 ABI 公司的串联飞行时间质谱仪(4800 
Plus MALDI TOF/TOF Analyzer)分析。将获得的质谱
数据通过 Mascot程序(http://www.matrix sciece.com)
在 NCBInr(NCBI-National center for biotechnology 
information non-redundant database)上进行检索。符
合质谱鉴定要求的蛋白质序列在Gene ontology数据
库中 (http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/blast. 
cgi)中进行功能分类[11]。 

2  结果与分析 

2.1  双向电泳图谱分析 

蛋白质双向电泳结果示例见图 1, 差异点的局

部放大见图 2。在对照组检测到的平均蛋白质点数
为 506±25 个, 干旱处理组为 712±64 个。电泳结果
发现有 15个差异蛋白, 并且这些蛋白与对照相比表
达量均上调。从中选出分离效果较好及丰度较高的

12个蛋白质点进行质谱鉴定。 

2.2  质谱鉴定  

12 个表达差异的蛋白质经质谱分析后通过
Mascot 检索, 结果见表 1。根据其序列在 Gene on-
tology 中功能分类分析的结果, 这些蛋白按照其参
加的生物学过程又分为应激相关蛋白、代谢相关蛋

白以及运输相关蛋白 3种类型。 

3  讨 论 

已有植物对干旱响应蛋白质组学研究表明, 植
物主要通过应激响应、代谢及发育的相关机制调整

以适应胁迫因素造成的影响。其中, 对光和作用系
统的保护、消除由胁迫产生的氧爆发对细胞膜的破

坏等是植物抵抗胁迫影响的主要途径[12,13]。本研究

通过对马铃薯叶片蛋白质的提取方法、不同的蛋白

质样品电泳上样量和 IPG胶条 pI范围对双向电泳图
谱的影响开展研究, 结果表明采用改进的三氯乙酸
(TCA)/丙酮法, 上样量为 600 μg, 采用 pI 4-7、24 cm 
的 IPG 胶条可获得高分辨率的电泳图谱。优化后的
方法可用于马铃薯叶片总蛋白质双向电泳的试验研

究, 目前尚未见报道。 
对干旱胁迫处理的马铃薯宁蒗 182 叶片进行初

步的蛋白质组学研究, 获得了 12个差异蛋白。对该
差异蛋白进行质谱鉴定, 发现这些蛋白具有应激、
代谢以及运输等功能。目前笔者开展的该项研究在 

 

 
 

图 1  蛋白质双向电泳结果示例 
A：对照组; B：干旱处理组。IEF：等点聚焦电泳; SDS-PAGE：十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳; pI：等电点; 4~7：等电点分离的范围。 
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图 2  干旱处理组与对照组表达量差异点局部放大图 
1：核苷二磷酸激酶 2; 2：类 SGT1蛋白; 3：Rubisco活化酶; 4：II类小热休克蛋白 LE-HSP17.6; 5：假定 Kunitz型块茎转化酶抑制剂
前体; 6：线粒体小热休克蛋白; 7：类 FTSH蛋白前体; 8：Harpin结合蛋白 1; 9：核酮糖-1,5 -二磷酸羧化酶小亚基前体; 10：天冬氨酸
蛋白酶; 11：肉桂醇脱氢酶 9; 12：转酮醇酶。 
 

国内外尚属首次。通过该项本研究, 建立了马铃薯
叶片蛋白质的双向电泳技术体系, 发现了与马铃薯
耐旱相关的蛋白, 针对这些蛋白的深入研究, 将为
耐旱相关基因的发掘利用奠定基础。 

3.1  光和系统及线粒体保护蛋白 

Rubisco活化酶通过改变 1,5-二磷酸核酮糖羧化 

酶 /加氧酶(Rubisco)活性位点的构象而使其能够快

速的羧化而避免被酶解[14]。在甜菜(Beta vulgaris)叶

片受到干旱胁迫时其表达量提高, 可保护 Rubisco

活性而使光和作用系统避免受到破坏[15]。 

Rubisco 及其小亚基在受到干旱胁迫时其酶活

性及再生的速度均会有快速的下降而使羧化作用受 
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表 1  马铃薯叶片差异蛋白的 MALDI-TOF-TOF/MS 鉴定结果 

蛋白点应激 登录号 蛋白质名称 分子量(kDa)/等电点(pI) 分值 匹配的肽段数 覆盖率(%)

1 gi|75298577 核苷二磷酸激酶 2 17.83/6.50 391 11 61.60 

2 gi|51989576 类 SGT1蛋白 32.50/5.04 66 5 32.50 

3 gi|312064704 Rubisco活化酶 36.06/5.72 511 14 66.40 

4 gi|350534974 II类小热休克蛋白 LE-HSP17.6 17.70/6.12 140 8 64.60 

5 gi|18140071 假定 Kunitz型块茎转化酶抑制剂前体 22.20/5.57 113 3 13.00 

6 gi|350539261 线粒体小热休克蛋白 22.20/5.02 122 14 80.50 

8 gi|38679329 Harpin结合蛋白 1 27.45/5.55 592 11 50.20 

代谢       

7 gi|350535467 类 FTSH蛋白前体 47.83/5.36 168 15 26.00 

9 gi|170504 核酮糖-1,5 -二磷酸羧化酶小亚基前体 26.99/5.03 150 8 52.20 

11 gi|225431407 肉桂醇脱氢酶 9 35.83/6.05 100 5 16.40 

运输       

10 gi|109675118 天冬氨酸蛋白酶 30.77/5.45 168 6 16.50 

12 gi|2501356 转酮醇酶 48.61/5.90 356 24 38.50 

 
限最终导致光和系统功能的下降[1] 。该蛋白质在水

稻 (Oryza sativa)、小麦 (Triticum aestivuml)及燕麦
(Avena sativa L.)等植物干旱敏感品种在干旱胁迫下
表达量均下调[12]。因此, 该蛋白质表达量的提高对
于减少干旱对光和系统造成的损伤提高植物的耐旱

力有重要作用。 
小热休克蛋白(包括 II 类小分子热休克蛋白和

线粒体小热休克蛋白)能够与变性蛋白质结合形成
聚合体而减少逆境对植物造成的损害。在植物叶片

中存在的这些分子伴侣能够保护光和系统Ⅱ和线粒

体在干旱和氧胁迫等条件下避免受到破坏[16,17]。在

水稻中过量表达该类蛋白质能够提高其对干旱的耐

受性[18]。 
肉桂醇脱氢酶是合成植物细胞壁组分中木质素

的关键酶。该酶表达量的上调可促进植物细胞壁的

形成而在促进玉米 (Zea mays L.)和甘薯 (Ipomoea 
batatas)等植物发育及提高干旱及致伤等胁迫的耐
受性中发挥重要的功能[19,20]。 

3.2  胁迫响应信号传导蛋白 

核苷二磷酸激酶 2(NDPKs)能够被环境胁迫产
生的细胞内 H2O2 诱导通过 MAPK (Mitogen-acti- 
vated protein kinase) 级联途径而调节植物对环境胁
迫响应的信号传导 [21]。过量表达该酶能够提高甘薯

对干旱、高盐和冷害的抗性[22]。 
蛋白酶能够通过与靶标蛋白酶的结合调控其活

性而参与多种生物学反应。Kunitz 型块茎转化酶抑
制剂属于丝氨酸蛋白酶抑制剂家族, 分别是萝卜和
拟南芥盐和干旱胁迫的响应蛋白质[23]。在马铃薯叶片

中能够被干旱及乙烯等影响因子诱导而响应表达[24]。 
Harpin 结合蛋白能够被作为植物病原菌激发子

的 Harpin蛋白质、干旱和 UV等非生物胁迫因子诱
导产生。这可能与它们之间均利用 H2O2 进行信号
传导有关[25]。Tai 等[26]在利用 PEG 对玉米叶片干旱
处理的比较蛋白质组学研究中发现 Harpin结合蛋白 
1在玉米叶片受到干旱胁迫时表达量提高。 

FtsH(Filamentation temperature sensitive H)能够
编码膜结合的金属蛋白酶而调控热休克蛋白的转

录。提高其表达量可促进对环境因子应激反应相关

的热休克蛋白形成。该基因在拟南芥对热胁迫的抗

性响应中发挥了关键作用 [27]。在干旱胁迫下马铃薯

抗旱及干旱敏感品系的叶片和根系里的 FtsH表达量
明显提高, 但前者表达量升高的速度超过后者[[28]。 

3.3  运输相关蛋白  

天冬氨酸蛋白酶通过对细胞内和胞间蛋白质的

水解而在植物的胁迫响应、程序化死亡和再生中发

挥重要作用[29]。在干旱处理后的菜豆抗旱及干旱敏

感品系叶片中该酶的表达量均上调, 这可能与植株
内 N的移动运输相关并且敏感品系表达量提高速度
和强度均超过抗旱品系[30]。 

转酮醇酶是植物光和系统中卡尔文循环的关键
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酶, 能够可逆地催化乙醇醛在酮糖和醛糖间的转移
而在核酸、碳水化合物、氨基酸及脂类的合成中发

挥重要作用[31]。干旱胁迫下其在水稻叶片中表达量

下调, 组织内 C 的运输及代谢可能被干旱抑制[32]。

上调其表达量将有助于植物耐旱力的提高。 
本实验针对马铃薯抗旱品种进行了干旱处理的

比较蛋白质组学实验, 初步揭示了马铃薯抗旱品种
通过多种路径和水平的调控提高其抗性的分子机

理。后续将系统开展马铃薯耐旱和敏感品种在干旱

胁迫下比较蛋白质组学研究, 以便更全面地分析马
铃薯的抗旱机制。 
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