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短季棉叶片早衰的比较蛋白质组学研究
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摘要院选取短季棉品种中棉所 10号为研究材料袁在棉花叶片衰老过程中袁分别取 30 d袁40 d和 50 d时的叶片进

行叶片全蛋白的提取袁利用双向电泳技术分析叶片衰老过程中的差异蛋白遥考马斯亮蓝染色尧扫描得到双向电
泳图谱后袁利用软件 ImageMaster 2D Platinum 7.0分析差异蛋白遥 结果表明袁在这 3个时期里袁共有 33个蛋白

点表达水平显著变化曰 对选取的差异蛋白点进行 MALDI-TOF-TOF质谱鉴定袁 最终成功鉴定其中 12个蛋白

点遥 蛋白质组学分析表明衰老过程中院参与病虫害防御反应的蛋白 6个显著下调表达袁1个上调表达曰参与光
合作用的蛋白 2个上调表达袁1个下调表达曰参与信号转导的 2个蛋白均下调表达遥
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Short-season variety CCRI 10 was chosen as the experimental material, and during leaf senescence, cotton leaves were

collected at 30 d, 40 d, 50 d for whole protein extraction. The extracted protein was further separated by the two-dimensional

electrophoresis technology. After coomassie brilliant blue staining and gel scanning, protein spots from all the replicate gels were

compared and quantified using the Image Master 2D Platinum Software Version 7.0, and a total of 33 stained spots were found

to have significant changes during the three developmental stages. These protein spots were then subjected to MALDI-TOF-TOF

analysis and finally 12 protein spots were successfully identified. Proteomic analysis revealed that during cotton leaf senescence:

6 proteins involved in disease defense were significantly down-regulated, while only 1 protein up-regulated; 2 proteins involved

in photosynthesis were up-regulated, while 1 protein down-regulated; 2 proteins involved in signal transduction were down-regu-

lated. Our study demonstrates that proteomics can be a powerful tool for different protein identification during leaf senescence,

and provides new insight for understanding early leaf senescence in cotton.
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在棉花生产中袁 棉花叶片早衰比较普遍袁大
田环境下棉花叶片的早衰一般能导致 10%的产
量损失袁早衰发生比较严重的棉田产量损失甚至
高达 20%以上[1]遥 叶片的早衰不仅导致棉花产量
的下降袁而且导致棉纤维长度变短尧强度降低以
及棉纤维整齐度下降袁进而降低棉纤维的成纱质
量[2]遥因此袁对棉花叶片早衰机理的研究对于提高

棉花产量袁改善棉纤维品质具有重大的意义遥
目前袁关于植物叶片的衰老有很多假说遥 其

中激素平衡尧自由基伤害和钙离子调控这 3个假
说最具有代表性遥 Gene Guinn等[3]研究棉花大田

叶片衰老过程中叶片的光合作用和 ABA尧细胞分
裂素的关系袁证实了棉花叶片的早衰是细胞分裂
素的下降和 ABA含量的上升引起的袁 进而导致
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叶片光合功能的衰退遥 沈法富等[4]比较了不同衰

老特性的短季棉品种叶片内源激素的变化袁结果
发现袁棉花始絮后袁叶片 ABA尧IAA含量高袁细胞
分裂素含量低的品种容易发生早衰遥 龚文芳等[5]

通过 RT-PCR和电子克隆获得陆地棉抗细胞凋
亡基因 1的基因组序列及全长 cDNA序
列袁并对该基因的染色体定位尧时空表达模式和
外源激素对其表达的影响进行了分析遥

然而目前对于棉花叶片早衰的研究主要是

从生理生化和功能基因组学方面进行的袁蛋白质
组学相关研究仍处于起步阶段遥 对生命代谢活动
的直接体现者要要要蛋白质的功能分析尧鉴定及其
翻译后修饰的研究袁将会对阐明基因的功能起到
极大的推动作用袁并能更加客观准确地揭示生命
现象遥 因此袁开展棉花叶片衰老的蛋白质组学研
究袁将会为棉花叶片早衰机理的研究以及早衰问
题的解决奠定理论基础遥

材料和方法
试验材料及取样

试验材料为早熟早衰型陆地棉渊
冤品种中棉所 10号遥 试验材料来源于中

国农业科学院棉花研究所种质库遥 选择成熟饱满
的中棉所 10号的种子袁 浓硫酸脱绒后袁 于 2010
年 5月种植于中国农业科学院棉花研究所东场
试验基地袁栽培管理措施同常规大田遥 棉花主茎
叶片完全展平后记为 0 d袁并进行挂牌标记遥 自叶
龄为 30 d时开始取材袁每 10 d取 1次袁一部分用
于测定叶片内叶绿素含量变化袁另一部分叶片经
液氮迅速冷冻后置于超低温冰箱内袁用于蛋白质
提取以及后续试验遥

主要试剂与仪器

巯基乙醇尧丙烯酰胺尧二硫苏糖醇渊DTT冤尧苯
甲基磺酰氟渊PMSF冤尧甲叉双丙烯酰胺尧乙二胺四
乙酸钠渊EDTA-Na冤尧N, N, N', N'-四甲基乙二胺尧
尿素尧硫脲尧硫代硫酸钠尧3-[(3-胆酰胺丙基)- 二
乙胺]-丙磺酸均购买于 Sigma公司曰 胰蛋白酶尧
IPTG尧三氟乙酸尧乙腈来源于 Amersco公司曰蛋白
质定量试剂盒尧24 cm pH 4～7的线性 IPG 预制
胶条尧蛋白质纯化试剂盒均购于 GE公司遥

主要仪器院 美国 Beckman公司的高速离心

机尧DU800 分光光度计曰GE 公司的双向电泳仪
器院IPGphor电泳单元尧制胶和灌胶模具尧循环冷
凝装置尧垂直电泳单元尧EPS-301电源尧2-D Image-
master ElitTM曰 真空加速干燥离心机尧MALDI
TOF/TOF 4700 (ABI 公司 )尧Powerlook 2100XL
UMAX 扫描仪遥

叶片蛋白的提取及定量

采用 TCA-丙酮法提取叶片总蛋白质并稍做
修改院研钵用液氮预冷后袁加入适量 PVP和棉花
叶片样品 0.5～1 g袁 在液氮中研磨至粉状袁 转入
50 mL离心管中袁 悬浮于约 3倍体积的-20 益预
冷的 TCA-丙酮 (含 10% TCA和 0. 07%的 茁-巯
基乙醇)溶液袁涡旋后静置于-20 益下袁沉淀蛋白
过夜袁离心(4 益袁15000伊 ) 1 h遥弃上清液袁取沉淀,
加入约 3倍体积的-20 益预冷丙酮溶液(含 0.07%
的 茁-巯基乙醇) ,混匀后-20 益下静置 2 h遥 同上
离心,弃上清袁重复 2～3次遥 最后取沉淀袁用封口
膜封住管口袁真空冷冻干燥成干粉袁置于-80 益保
存备用遥

1 mg干粉加入 30 滋L裂解液(含 7 mol窑L-1尿

素 袁4% CHAPS袁40 mmol窑L-1 DTT袁2 mol窑L-1 硫

脲)袁每 10～ 20 min振荡一次袁振荡至沉淀完全溶
解即可袁离心渊4 益袁100000伊 冤1 h袁即得蛋白质样
品袁使用 2D Quant kit 测定蛋白质浓度后分装袁
-80 益保存备用遥

蛋白质的双向电泳分析

0.1 mg总蛋白与水化液 (8 mol窑L-1尿素袁2%
CHAPS袁0.3% DTT袁0.6% IPG Buffer) 充分混合袁
上样总体积 450 滋L袁 使用 pH 4～7尧24 cm线性
IPG胶条袁在 18 益按以下程序进行第一向等电聚
焦院30 V 8 h袁50 V 4 h袁100 V 1 h袁300 V 1 h袁500 V
1 h袁1000 V 1 h袁8000 V 12 h袁500 V任意小时遥 第
一向等电聚焦结束后袁先将 IPG胶条放入平衡缓
冲液 I (1.5 mol窑L-1 Tris-HCl pH 8.8袁6 mol窑L-1尿

素袁30%甘油袁2% SDS袁1% DTT) 中平衡 15 min袁
再将 IPG 胶条转入平衡缓冲液 II 渊1.5 mol窑L-1

Tris-HCl pH 8.8袁6 mol窑L-1 尿素袁30% 甘油袁2%
SDS袁4%碘乙酰胺)中平衡 15 min遥 IPG胶条平衡
后袁 在电极缓冲液 (25 mmol窑L-1 Tris-base, 0.1%
SDS, 192 mmol窑L-1甘氨酸) 中进行第二向 12.5%
SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳遥 第二向电泳参数设
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定为院 先以每块胶 2 W的功率预电泳 45 min曰再
以每块胶 15 W的功率电泳直到溴酚兰前沿恰好
跑出胶外的时候停止电泳遥 采用银染法进行染
色袁SDS-PAGE 胶图像信息的获取采用 Power
look 2100XL UMAX 扫描仪袁 分辨率采用 300
dpi遥利用 ImageMaster 2D Platinum 7.0渊GE公司冤
分析软件对电泳图谱进行差异分析遥

质谱分析与数据库检索

在进行质谱分析前袁用剪平前端的黄枪头把
差异表达的蛋白点从制备胶上挖取出来袁 放在
Eppendorf(EP)离心管中袁并用 ddH2O 水润洗 3
次遥 渊1冤脱色院EP管内加入 100 滋L的 100 mmol窑
L-1碳酸氢铵渊NH4HCO3冤袁摇床上振荡 5 min后弃
去上清液遥再加入 100 滋L乙腈渊ACN冤袁轻微振荡
10 min再弃去上清遥 重复 1次上述步骤遥 渊2冤酶
解院 加入测序级胰蛋白酶在 4 益条件下处理胶粒
45 min遥加入碳酸氢铵在 37 益倒置 12 h遥渊3冤抽提
酶解产物院 在 EP管中加入 20 滋L混合液渊50%
ACN/0.5% TFA冤袁摇床上振荡 1 h后离心遥最后将
上清液置于真空中干燥遥 渊4冤脱盐处理院脱盐后的
样品可以置于-80 益长期保存袁 或直接用于后续
的质谱检测工作遥

数据库搜索院 采用美国 ABI 公司的 MAL-
DI-TOF-MS质谱仪(ABI 4700型)进行质谱分析袁
采用 GPS3.0分析软件进行质谱的检索以及Mas-
cot搜索遥对 GPS分析软件的搜索参数设定如下院
选择数据库种类为 NCBInr曰 固定修饰和可变修
饰不选曰分类学选择 Viridiplantae (Green plants)曰
肽段质量误差一般以 0.2 Da为参考袁此参数是根
据胰酶自解峰的理论与实际质量数的误差做参

考而设定曰酶选择胰蛋白酶袁并且每个允许肽片
段有 1个不完全裂解位点曰 多肽的电荷数设为
+1曰峰过滤的质量范围为 800～4000 Da袁最小信
噪比为 20曰 提交的峰的最高数量为 65曰MS-MS
的质量误差设为 0.2 Da遥

结果与分析

棉花叶片衰老表型观察及叶绿素含量

植物叶片叶绿素含量的下降是叶片衰老明

显的标志袁故叶绿素含量的变化通常作为监测叶
片衰老的生理指标遥 从图 1可知袁棉花主茎叶片

在 30 d时叶绿素含量达最高值曰随着生育期的增
长袁叶片开始衰老袁至 40 d时袁叶片边缘已出现部
分黄化现象袁叶绿素含量较 30 d时下降了 50%以
上曰到 60 d时叶片已经完全黄化袁叶绿素含量只
有 30 d时的 16%左右遥 中棉所 10号叶片叶绿素
含量急剧下降的现象袁与它早衰的生理特性一致遥

棉花叶片衰老过程中蛋白质组的双向电泳

分析

对中棉所 10号主茎叶完全展平后的 30尧40尧
50 d 3个时期的样品进行叶片全蛋白的双向电泳
分析袁总计 3个样品袁每个样品进行 3次生物学
重复遥 以中棉所 10号 30 d时的样品作为蛋白质
双向电泳的参考胶袁其他各个样品的电泳图谱均
与参考胶进行比较遥 利用 GE的分析软件 Image-
Master 2D Platinum 7.0对蛋白质电泳图谱进行分
析袁以蛋白表达丰度大于或等于 2倍且 <0.05作
为差异蛋白点显著表达的筛选标准袁图 2渊A冤中
箭头标记的为最终成功鉴定的 12 个差异蛋白
点遥 其中袁 与对照中棉所 10号 30 d的蛋白点相
比袁表达量上升的有 3个点渊1,46,58冤袁下降的有 9
个点渊11,22,27,53,59,125,128,418,419冤袁图 2渊B冤为
各差异点在 3个时期的放大图遥

叶片衰老过程中差异表达蛋白质的质谱鉴定

对表达量显著变化的 33个蛋白点进行二级
质谱MALDI-TOF/TOF鉴定遥 由于棉属尚未完成

叶片分别为中棉所 10 号主茎叶片完全展平后 30尧
40尧50尧60 d后采集遥

Leaves were taken at 30, 40, 50, 60 d after full

expansion of true leaves in CCRI 10.

图 1 叶片衰老表现及其叶绿素含量变化

Fig. 1 Changes of leaves and their chlorophyll contents
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全基因组测序袁且已知的蛋白质种类较少袁从而
给蛋白质的鉴定带来了困难遥 实验过程中有很多
蛋白点都有比较好的质谱检测结果袁但在数据库
比对过程中无法找到相匹配的蛋白袁最终我们成
功鉴定到的蛋白点为 12个遥 蛋白质质谱 MAL-
DI-TOF-TOF分析以及数据库 Mascot 检索鉴定
结果见表 1遥从表 1可以看出袁差异蛋白主要参与
了光合作用尧病虫害防御以及信号转导的生物代
谢过程袁 其中大部分蛋白为病虫害防御相关蛋

白袁 说明中棉所 10号叶片的早衰可能与这些防
御蛋白在衰老过程中的差异表达密切相关遥

讨论
棉花早衰即野未老先衰冶袁即衰老过程过早发

生袁引起棉花体内生理生化过程较正常植株提前
发生衰退遥喻树迅等[6]对短季棉品种的研究表明袁
品种是否早衰与后期棉花叶片内的抗氧化物酶

类如 SOD尧POD尧CAT等活性有关遥 不易早衰的

A冤为 3个时期双向电泳图谱袁箭头所指为差异表达的蛋白曰B冤为各差异点在 3个时期的放大图遥
A) refers to 2-DE protein profile at three stages, and differentially expressed proteins are indicated by arrows; B) illustrates

the enlarged version of the differentially expressed protein spots during leaf senescence.

图 2 各时期双向电泳图谱

Fig. 2 2-DE image analysis of cotton leaf proteome
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品种袁在生长后期棉花叶片中活性氧自由基清除
酶保持较高活力袁 能及时清除活性氧自由基袁避
免其对细胞膜系统的破坏曰 而易早衰的品种袁后
期棉花叶片中活性氧清除酶活性处于较低水平袁
对外界环境条件变化反应较敏感遥 谢庆恩等[7]对

子叶衰老过程中的叶绿素尧 可溶性蛋白含量尧干
物质质量和 3种保护酶(超氧化物歧化酶尧过氧化
物酶和过氧化氢酶) 活性以及丙二醛含量的变化
进行研究袁 发现子叶在出土后 19 d开始衰老曰叶
绿素含量变化在很大程度上与 SOD 和 CAT 活
性变化正相关袁与MDA的含量变化显著负相关袁
但是与 POD活性变化不存在显著的相关性遥 本
试验中袁我们采用双向电泳技术对衰老过程中各
时期的叶片全蛋白进行分析袁结果表明袁衰老过

程中袁 差异表达的蛋白点参与了一些代谢途径袁
包括病虫害防御尧信号转导以及光合作用遥

活性氧清除相关酶类

活性氧包括超氧自由基尧过氧化氢和单线态
氧袁广泛存在于细胞代谢过程或组织中[8]遥SOD作
为生物体内超氧阴离子自由基的清除剂袁广泛参
与植物应对环境胁迫尧病害侵袭以及衰老等一系
列过程遥 SOD构成植物体内防御 ROS(Reactive
oxygen species)的第一道屏障袁其主要功能是将超
氧阴离子和水催化为过氧化氢和氧气袁 因此袁
SOD对于延缓叶片衰老十分重要遥研究指出转基
因拟南芥过量表达 SOD后表现出对高光强尧重
金属及氧化胁迫具有很强的耐受力袁在其他转基
因植株中同样可以观察到对非生物胁迫的较强

表 1 棉花叶片衰老过程中差异表达的蛋白

Table 1 Identification of differentially expressed protein spots during leaf senescence in cotton

登录号
Accession

No.

蛋白名称
Protein name

物种
Species

分子量 /
等电点
Mr/PI

得分
Score

期望值
Expect

序列覆
盖率

Sequence
coverage

/ %

肽段匹
配数

Peptide
number

生物学功能
Biological
function

gi|119368505 ATP synthase
epsilon subunit
渊chloroplastic 冤

14558/5.41 364 2.00E-33 54 12 光合作用与能量
Energy/
Photosynthesis

gi|416681 ATP synthase
delta chain,
chloroplastic

26768/8.96 75 0.0056 16 8 光合作用与能量
Energy/
Photosynthesis

gi|115446541 2-Cys
peroxiredoxin
BAS1

28079/5.67 152 1.20E-10 32 11 病虫害防卫
Disease defense

gi|209419744 Cu/Zn
superoxide
dismutase

15156/5.64 172 3.20E-14 20 5 病虫害防卫
Disease defense

gi|10505376 PR protein
class 10

17282/4.95 224 2.00E-19 49 10 病虫害防卫
Disease defense

gi|45644508 PR10-12-like
protein

17199/4.94 335 1.60E-30 62 12 病虫害防卫
Disease defense

gi|29836417 putative COP-1
interacting
protein 7

9235/9.85 53 0.026 40 5 光合作用与能量
Energy/
Photosynthesis

gi|124294787 acidic
chitinase

31621/4.84 93 0.0000026 16 7 病虫害防卫
Disease defense

gi|38679313 harpin binding
protein 1

29956/9.37 330 5.10E-30 53 20 信号转导
Signal transduction

gi|38679313 harpin binding
protein 1

29956/9.37 746 1.30E-71 50 21 信号转导
Signal transduction

gi|45644508 PR10-12-like
protein

17199/4.94 129 6.50E-10 29 5 病虫害防卫
Disease defense

gi|10505372 PR protein
class 10

17144/5.21 561 4.10E-53 71 18 病虫害防卫
Disease defense

蛋白点
Spot
No.

1

46

11

22

27

53

59

125

128

418

419

58

下调
表达的
蛋白
Downreg-
ulated
proteins

上调
表达的
蛋白
Upregu-
lated
proteins
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忍耐力与植株过量表达 SOD有关[9-10]遥 Pitcher等[11]

使转基因烟草植株过量表达 Cu/Zn-SOD袁发现过
表达 Cu/Zn-SOD能够显著提高植株对氧化胁迫
的耐受力遥 本研究中袁 点 11 被鉴定为 Cu/Zn-
SOD袁 该蛋白点在衰老的 3个时期里下调表达遥
我们推测 SOD在叶片衰老后期下调表达袁 植物
体内积累了过多的活性氧袁 从而加快了叶片的
早衰遥

此外袁本试验中袁点 58被鉴定为 2-cys过氧
化物酶(2-cys peroxiredoxin)遥 该蛋白在植物中被
称为 BAS1袁是过氧化蛋白(Prxs)的一种遥 Prxs是
一类新的过氧化物酶, 它可以催化 H2O2还原为

水袁或在供氢体的存在下袁催化各种烷基过氧化
物还原为水和相应的醇袁从而避免植物体内代谢
过程中产生的 H2O2对植物细胞膜造成的伤害遥
周伟辉等[12]研究高温胁迫对水稻叶片蛋白质组的

影响时发现袁 抗逆相关蛋白 2-cys 过氧化物酶
BAS1的表达量在高温胁迫下显著上调表达遥 有
意思的是袁我们的结果显示 2-cys过氧化物酶渊点
58冤 在衰老过程中也表现上调表达 袁与
Cu/Zn-SOD呈现出相反的表达模式遥 我们猜测袁
2-cys过氧化物酶可能类似于 POD袁 具有双重功
能遥 一方面它可以清除细胞代谢产生的 H2O2袁起
到抗氧化物酶的作用曰另一方面袁它可能参与叶
绿素的降解和活性氧的产生袁进而引发植物细胞
的膜脂过氧化袁表现为促进衰老的效应遥

病虫害防御相关的蛋白质

我们的研究还发现一些病虫害防御相关的

蛋白质在棉花叶片衰老过程中显著表达遥 总共有
7个蛋白被鉴定为病虫害防御相关的蛋白质袁且
这 7个蛋白点在衰老的过程中均下调表达遥 4个
蛋白点 渊点 22尧27尧418和 419冤 与病原相关蛋白
PR10具有同源性袁1个蛋白点渊点 59冤与酸性几
丁质酶具有同源性袁2个结合蛋白 渊点 125尧128冤
与 HrBP1具有同源性遥 一般认为袁病原相关蛋白
PR10受病原体感染后积累表达袁 也可以在各种
生物和非生物逆境中在植物体内积累遥 PR10基
因可以被各种非生物胁迫诱导袁如氯化钠尧热尧紫
外线照射和臭氧刺激遥 PR10蛋白在脱水胁迫下
可以起保护作用袁这可能是由于它们的空间结构
类似于脱水蛋白[13]遥 本研究结果表明袁PR10蛋白

质在衰老过程中的显著下调可能与棉花叶片的

衰老密切相关遥 HrBP1为植物体内产生的一种受
体蛋白袁能够特异结合病原菌侵染植物时产生的
harpin蛋白曰 该蛋白能够激发植物的过敏反应[14]遥
研究表明 HrBP1广泛分布于各种植物中袁并且已
被定位于细胞壁上袁但是目前关于其具体的生物
学功能尚不太清楚遥 一些研究表明袁激活状态的
HrBP1蛋白能够选择性地上调植物体内的一些
信号通路袁 包括一些植物抗病相关的信号通路尧
促进植物生长发育的通路以及植物抗逆胁迫相

关的信号通路袁从而达到增强植株抗病性和促进
生长的效应[15]遥本研究结果表明袁HrBP1蛋白在中
棉所 10号叶片衰老过程中显著下调表达袁 推测
可能与叶片早衰有密切的联系遥

光合作用能量相关的蛋白质

研究中还发现一些参与光合作用能量相关

的蛋白渊点 1和 46冤袁这 2个蛋白点均定位于叶片
的叶绿体中遥 植物叶片衰老的过程中袁植物细胞
在细胞的结构尧代谢以及基因表达等水平均表现
出非常有序的变化遥 其中袁在细胞水平上最显著
的变化就是植物细胞的叶绿体降解袁从而表现为
叶片逐渐失绿变黄遥 本研究中袁蛋白点渊1和 46冤
被鉴定为 ATP合成酶的 2个亚基袁参与光合作用
中的能量代谢遥 尽管前期 2个蛋白点的表达水平
随着叶片的衰老逐渐升高袁 但是在第 50天均出
现了一定水平的下降袁推测可能是前期叶绿体中
大量被降解的蛋白等大分子的转运需要一定的

能量袁最终这 2个蛋白也随着叶绿体结构的彻底
破坏而被降解遥
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