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7��　　 植物在与病原物长期的斗争中，逐渐演化出一

系列复杂的抗病机制。在自然界中，植物抗病表型

是普遍的，而感病表型只在特定的情况下发生。这

是由于植物先天具备识别多种病原物的能力，并能

成功防御大多数病原物的入侵。只在少数情况下，

病原物逃避了植物的监控或者抑制了植物的防御机

制而导致植物发病 7��［１］ 7��。植物与病原物的互作机制

一直是研究者关注的热点。植物抗病防御反应是多

基因参与调控的复杂过程。目前，只有基因芯片和

蛋白质组学能在整体上对这个复杂过程进行最大限

度的研究。基因芯片主要研究 ｍＲＮＡ水平上的变

化，蛋白质组学则主要研究蛋白质的表达和翻译后

修饰。但实验证明，组织中的ｍＲＮＡ丰度与蛋白质

7��的丰度相关性并不好，尤其对于低丰度蛋白来说，相

关性更差 7��［２］ 7��。更重要的是，蛋白质复杂的翻译后修

饰、蛋白质的亚细胞定位或迁移、蛋白质之间的互作

等都无法从基因表达水平上去判断。因此，在蛋白

质水平上对细胞应激反应的研究是对ｍＲＮＡ水平

研究的一个必要补充。

7��水稻（ＯｒｙｚａｓａｔｉｖａＬ．）是世界主要的粮食作

物，全球有一半以上人口以大米为主食。同时，水稻

是禾谷类作物研究的模式植物，其基因组测序的完

成，标志着水稻研究进入功能基因组学时代。水稻

蛋白质组学研究随着技术体系的不断完善而日渐深

入。目前，水稻的各个组织或器官的蛋白质表达谱

分析已相继完成，研究的重点开始转向研究其在不

同发育时期、不同环境条件（包括各种生物或非生物

胁迫）下的差异表达蛋白质组和翻译后修饰蛋白质

组。在众多影响水稻产量的因素中，病害是导致水

稻减产的主要原因之一，也因此受到众多研究者的
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7��关注。对水稻与病原物之间的互作机理进行深入研

究，不仅可为水稻抗病分子育种提供理论基础，同时

也为科学家了解植物与病原物互作机制提供一个模

型 7��［３-４］ 7��。本文拟就水稻在病原物胁迫下的差异蛋白

质组学和磷酸化蛋白质组学研究进展进行简要综

述。

7��１　蛋白质组学研究技术

7��蛋白质组学的发展及应用与其技术的发展是密

不可分的。目前，在蛋白质组学研究中应用的主要

有两种技术策略。一种是基于胶的蛋白质组学技

术，另一种是基于质谱的蛋白质组学技术。

7��１．１　基于胶的蛋白质组学技术

7��基于胶的蛋白质组学技术的核心是双向电泳与

生物质谱。双向电泳用于蛋白质的分离和定量分

析，质谱则用于蛋白质的鉴定。传统的双向电泳技

术由Ｏ’Ｆａｒｒｅｌｌ于１９７５年建立 7��［５］ 7��。蛋白质先进行

第一向等电聚焦（ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｏｆｏｃｕｓｉｎｇ，ＩＥＦ），根据其

等电点不同进行分离，然后进行第二向十二烷基硫

酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳（Ｓｏｄｉｕｍｄｏｄｅｃｙｌｓｕｌｆａｔｅ-

7��ｐｏｌｙａｃｒｙｌａｍｉｄｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ，ＳＤＳ-ＰＡＧＥ），

再根据分子量的大小进行蛋白质分离，经染色形成

蛋白质的二维凝胶图谱。随着商品化固相ｐＨ梯度

胶条的出现，使得该项技术在上样量、分辨率和重复

性方面得到极大的提高，因而应用日益广泛。双向

电泳目前已成为植物蛋白质组学研究中应用最为广

泛的技术。但是由于传统的双向电泳技术依赖于不

同样本的胶间比较的技术特点，导致该技术无法有

效地区分系统误差和样品间的表达差异，因而难以

获得具有高可信度的试验结果 7��［６-７］ 7��。在传统双向电

泳基础上发展起来的荧光差异双向凝胶电泳技术

（ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｔｔｗｏ-ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏ-

ｐｈｏｒｅｓｉｓ，２Ｄ-ＤＩＧＥ），采用多重荧光分析的方法，在

同一块胶上共同分离多个分别由不同荧光标记的样

品，并以荧光标记的所有样本混合物为内标，软件根

据每个蛋白点的内标对其表达量进行全自动校准，

对每个差异进行统计学可信度分析，以保证所检测

到的蛋白丰度变化是真实的，极大地提高了结果的

准确性、可靠性和重复性。另外，由于荧光染料具有

灵敏度高和检测动态线性范围宽等特性，２Ｄ-ＤＩＧＥ

技术能够满足高通量差异蛋白质组学研究分析的要

求 7��［８］ 7��。

7��双向电泳作为蛋白质组学最经典的技术手段，

随着其自身技术体系的不断发展和完善，还将在蛋

白质组学研究中继续发挥作用。

7��１．２　基于质谱的蛋白质组学技术

7��虽然双向电泳技术发展至今，其技术体系已非

常成熟。但该技术体系本身存在一些难以克服的缺

陷，如对低丰度蛋白质，极高、极低分子量蛋白质，极

酸、极碱蛋白质和疏水性蛋白质都难以进行有效的

分离检测 7��［９-１０］ 7��。

7��近年，基于质谱的蛋白质组学技术发展迅速，可

以克服双向电泳技术的缺陷。这些技术包括细胞培

养稳定同位素标记技术（ｓｔａｂｌｅｉｓｏｔｏｐｅｌａｂｅｌｉｎｇ

ｗｉｔｈａｍｉｎｏａｃｉｄｓｉｎｃｅｌｌｃｕｌｔｕｒｅ，ＳＩＬＡＣ）、同位素标

7��记的亲和标签（ｉｓｏｔｏｐｅｃｏｄｅｄａｆｆｉｎｉｔｙｔａｇｓ，ＩＣＡＴ）、

7��同位素标记相对和绝对定量（ｉｓｏｂａｒｉｃｔａｇｆｏｒｒｅｌａ-

ｔｉｖｅａｎｄａｂｓｏｌｕｔｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ｉＴＲＡＱ）等。目前，

在植物蛋白质组学研究中应用较多的是ＩＣＡＴ和

ｉＴＲＡＱ技术。ＩＣＡＴ技术是利用一种能与半胱氨

酸反应并有“轻”和“重”两种形式稳定同位素的亲和

标签试剂，标记两种不同状态下的组织或细胞的蛋

白质，经胰蛋白酶水解后，结合液相色谱和串联质谱

对不同细胞状态下蛋白质表达差异进行全景式分

析。ＩＣＡＴ方法只能用于含有半胱氨酸的多肽标记

和两组样品间的比较。ｉＴＲＡＱ技术则是利用４～８

种等质量的胺活性试剂，对蛋白质酶解的肽段进行

差异标记，再结合多维蛋白质鉴定技术（ｍｕｌｔｉ-

7��ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ，

ＭｕｄＰＩＴ）进行分析鉴定。该技术能同时进行４～８

种样品的比较分析，而且适用于所有来源的蛋白质

样品，因此，在进行多个样品分析时具有明显优势。

7��以上３种蛋白质定量技术都依赖于稳定同位素

标记。近年来，研究人员提出了一种不依赖于同位

素标记的蛋白质组学技术，现有的非标记定量技术

主要分为基于一级质谱信息和基于二级质谱信息两

种。非标记定量技术目前还处于发展完善阶段，其

关键问题在于其定量的准确性以及与现有定量方法

的相关性。Ｍａｊｅｒａｎ等 7��［１１］ 7��应用非变性胶双向电泳、

ｉＴＲＡＱ技术和非标记定量技术对玉米叶片的维管

束鞘和叶肉细胞的叶绿体蛋白质进行了定量研究。

该研究结果验证了非标记定量技术应用于植物大规

模定量蛋白质组分析的可行性。

7��基于胶的蛋白质组学技术与基于质谱的蛋白质

组学技术各有优势，两种技术策略可取长补短，优势

互补。前者技术体系成熟、稳定，但灵敏度相对较

低、通量有限、自动化程度低、能分析的蛋白质种类

有限，后者则可以解决基于胶的蛋白质组学技术的
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缺陷，但其本身存在对仪器依赖程度高、技术体系还

不够完善等不足之处。

7��２　水稻-病原物互作差异蛋白质组学研究

7��差异蛋白质组学研究是蛋白质组学研究的一个

重要内容。它主要侧重于寻找某种特定因素引起样

本间的蛋白质表达差异，揭示细胞蛋白质组在特定

生理或病理状态下的变化。通过对这种变化的进一

步分析，理论上可以推断造成这种变化的原因 7��［１２］ 7��。

下面将分述水稻响应细菌、真菌、病毒等病原物侵染

的差异蛋白质组学研究。

7��２．１　水稻响应细菌侵染的蛋白质组学

7��常见的水稻细菌性病害，主要有白叶枯病

（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｏｒｙｚａｅｐｖ．ｏｒｙｚａｅ）、细菌性条斑病

（Ｘａｎｔｈｏｍｏｎａｓｏｒｙｚａｅｐｖ．ｏｒｙｚｉｃｏｌａ）、细菌性基腐

病（Ｅｒｗｉｎｉａｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｉｐｖ．ｚｅａｅ），细菌性褐斑

病（Ｐｓｅｕｄｏｍｏｎａｓｓｙｒｉｎｇａｅｐｖ．ｓｙｒｉｎｇａｅＶａｎＨａｌｌ）

7��等。其中以白叶枯病发病危害最重，也最具代表性。

7��水稻与白叶枯病菌的互作是研究禾本科植物与

病原细菌互作的理想模式系统 7��［１３］ 7��。Ｍａｈｍｏｏｄ

等 7��［１４］ 7��利用双向电泳技术分析白叶枯病菌亲和小种

（Ｘｏ７４３５）和非亲和小种（Ｔ７１７４）接种水稻Ｊａｖａ１４

前后叶片的细胞质蛋白和膜蛋白的表达差异，共发

现２０个蛋白的表达在接种前后发生了变化，这些蛋

白涉及能量、代谢、防御反应。同时，发现 Ｔ７１７４、

Ｘｏ７４３５侵染和茉莉酸（ｊａｓｍｏｎｉｃａｃｉｄ，ＪＡ）处理都

能上调类甜蛋白（ｔｈａｕｍａｔｉｎ-ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ，ＴＬＰ）和

噻菌灵诱 导蛋白（ｐｒｏｂｅｎａｚｏｌｅ-ｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，

ＰＢＺ１）的表达。另外，不管是亲和互作还是非亲和

互作都能引起Ｒｕｂｉｓｃｏ大亚基的降解。Ｙｕ等 7��［１５］ 7��以

体细胞杂交的抗白叶枯病新种质叶片为材料，利用

双向电泳技术研究其与非亲和小种ＺＨＥ１７３的互

作。共发现７７个蛋白表达在接种前后发生了变化，

有６４个得到鉴定，其中５１个已知功能的蛋白可以

被分为５类，包括光合作用相关蛋白、抗氧化防御蛋

白、蛋白更新、信号转导和代谢。另外，此研究也同

样表明白叶枯病菌的侵染能引起Ｒｕｂｉｓｃｏ大亚基的

降解。植物细胞膜蛋白在应答病原物侵染后的细胞

信号传导中扮演重要角色。Ｃｈｅｎ等 7��［１６］ 7��以含有

Ｘａ２１抗病基因的水稻悬浮细胞为材料，利用双向

电泳技术研究其在白叶枯病菌亲和小种和非亲和小

种胁迫下细胞膜蛋白早期表达变化。共发现２０个

蛋白在病菌侵染前后表达发生变化。经质谱鉴定，

这些差异蛋白涉及电子和能量传递、磷酸化修饰和

防御反应。

7��水稻细菌性条斑病是威胁我国南方稻区水稻生

产的重要病害。目前，关于细菌性条斑病病原菌与

水稻互作的蛋白质组学研究鲜有报道。陈芳育

等 7��［１７］ 7��利用双向电泳技术分析高抗水稻品种“佳辐

占”在接种细菌性条斑病菌２ｄ后的叶片蛋白质组

学变化，共发现３８个蛋白在接种病原菌后表达发生

变化。利用质谱技术成功鉴定了其中的３３个蛋白，

这些蛋白可分为４个功能类群，即信号传导相关蛋

白、防卫相关蛋白、代谢相关蛋白和蛋白质稳定相关

蛋白。

7��２．２　水稻响应真菌侵染的蛋白质组学

7��水稻真菌病害以稻瘟病最具代表性，它是世界

上大部分水稻产区危害最严重的一种真菌病害。水

稻与稻瘟病菌间的互作是研究植物与病原物互作的

模式系统 7��［４］ 7��。

7��Ｋｉｍ等 7��［１８-２０］ 7��对水稻在稻瘟病菌胁迫下的蛋白

质组学进行了较为系统的研究。Ｋｉｍ等 7��［１８-１９］ 7��以水

稻悬浮细胞和叶片为研究材料，利用双向电泳技术

分离稻瘟病菌胁迫下的差异表达蛋白，并利用质谱

技术对这些差异蛋白点进行鉴定。结果表明，稻瘟

病菌能诱导病程相关（ｐａｔｈｏｇｅｎｅｓｉｓ-ｒｅｌａｔｅｄ，ＰＲ）蛋

白ＯｓＰＲ-１０、ＰＲ-５、异黄酮还原酶类似蛋白、β-葡萄

糖苷酶、受体类蛋白激酶（ｒｅｃｅｐｔｏｒ-ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎｋｉ-

ｎａｓｅ，ＲＬＫｓ）、β-１，３葡聚糖酶、过氧化物酶及ＰＢＺ１

的表达。同时，研究还表明ＲＬＫｓ、ＰＲ-５、ＯｓＰＲ-１０

和ＰＢＺ１等蛋白在水稻与稻瘟病菌非亲和互作中的

表达量比亲和互作的表达量要高且受诱导表达的时

间要早。另外，Ｋｉｍ等 7��［２０］ 7��还以水稻悬浮细胞为研

究材料，利用双向电泳技术研究其在稻瘟病菌和激

发子胁迫下的分泌蛋白质组。共检测到２１个蛋白

点在接种后表达发生变化，利用质谱技术成功鉴定

了其中的大多数蛋白点，包括９个几丁质酶、２个草

酸氧化酶、５个未知功能分泌蛋白和β-延展素。这

项研究是关于水稻在稻瘟病菌和激发子胁迫下的分

泌蛋白质组研究的首次报道。

7��２．３　水稻响应病毒侵染的蛋白质组学

7��目前，水稻响应病毒病害的蛋白质组学研究主

要以水稻-水稻黄斑驳病毒互作为模型。Ｖｅｎｔｅｌｏｎ-

Ｄｅｂｏｕｔ等 7��［２１］ 7��利用双向电泳技术分析了水稻感病品

种ＩＲ６４和部分抗性品种Ａｚｕｃｅｎａ的悬浮培养细胞

在接种水稻黄斑驳病毒（ｒｉｃｅｙｅｌｌｏｗｍｏｔｔｌｅｖｉｒｕｓ，

ＲＹＭＶ）前后的蛋白质差异情况，分别发现有４０和

２４个差异表达的蛋白，各有１９和１３个蛋白得到鉴
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定。这些蛋白可以分为３类，即代谢类蛋白、胁迫相

关蛋白和参与蛋白翻译的蛋白。研究还发现许多受

非生物胁迫调节的蛋白也能在ＲＹＭＶ 侵染后表

达，如：盐诱导蛋白（ｓａｌｔ-ｉｎｄｕｃｅｄｐｒｏｔｅｉｎ，ＳａｌＴ）、热

激蛋白（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎｓ，ＨＳＰｓ）和超氧化物歧

化酶（ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅｄｉｓｍｕｔａｓｅ，ＳＯＤ），但有些蛋白（如

脱水蛋白和一些参与糖酵解的蛋白）只受水稻黄斑

驳病毒的诱导表达。Ｂｒｉｚａｒｄ等 7��［２２］ 7��同样以水稻-水

稻黄斑驳病毒互作为模型，开展了植物与病毒的互

作蛋白质组研究。他们首次大规模地分离、鉴定了

病毒-宿主复合蛋白，以验证病毒是否可以劫持大量

的宿主蛋白。为此，他们建立了一种提取病毒-宿主

复合蛋白的新方法：复合蛋白经凝胶排阻色谱纯化、

ＳＤＳ-ＰＡＧＥ电泳，最后用液相色谱串联质谱（Ｎａｎｏ

ＬＣ-ＭＳ／ＭＳ）鉴定蛋白质。研究表明，病毒可以劫

持大量的宿主蛋白以保证其自身的生存。

7��３　水稻-病原物互作磷酸化蛋白质组学

7��蛋白质翻译后修饰决定了蛋白质成熟、结构和

功能多样性等多方面特性。目前已知的蛋白质翻译

后修饰超过１００种，常见的蛋白质翻译后修饰有磷

酸化、糖基化、泛素化、甲基化和乙酰化等，其中又以

蛋白质的磷酸化研究最多 7��［２３］ 7��。研究表明，细胞中有

7��１／３的蛋白质发生了磷酸化修饰 7��［２４］ 7��。蛋白质的可

逆磷酸化参与了几乎所有的生命活动，包括细胞的

增殖、发育和分化、病理过程和环境应答等，尤其是

在调节细胞信号转导过程中起着极其重要的作用。

磷酸化蛋白质组学就是鉴定细胞内所有的磷酸化蛋

白质，并了解其在应答外界胁迫时蛋白质的磷酸化

和去磷酸化的动态变化，从而分析特定磷酸化修饰

对生命过程的调控作用及其分子机制 7��［２５］ 7��。而要弄

清蛋白质磷酸化在细胞信号传导和细胞代谢中所扮

演的角色，就必须对特定的磷酸化事件进行定量分

析。目前，定量蛋白质组学的研究方法原则上都适

用于进行磷酸化蛋白质的定量分析。但是由于磷酸

化蛋白质自身的特点，磷酸化蛋白质组的定量分析

要比定量蛋白质组学困难得多 7��［２６-２７］ 7��。第一，磷酸化

蛋白质在细胞中的含量比非磷酸化的蛋白少很多，

且其化学计量值很低，因而在磷酸化蛋白质组的定

量分析前需要大量富集磷酸化蛋白。第二，磷酸化

肽段本身带负电，导致其在 ＭＡＬＤＩ（ｍａｔｒｉｘ-ａｓｓｉｓ-

ｔｅｄｌａｓｅｒｄｅｓｏｒｐｔｉｏｎｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ）源的质谱仪中离子

化效率低下，再加上磷酰键较肽键容易断裂，使得鉴

定磷酸化蛋白要比非磷酸化蛋白困难得多 7��［２６-２７］ 7��。

正是由于磷酸化蛋白质的这些特性，磷酸化蛋白质

组研究的发展相对缓慢。

7��目前有关植物与病原物互作的磷酸化蛋白质组

学研究主要集中在拟南芥上。Ｐｅｃｋ等 7��［２８］ 7��以 7��３２ 7��Ｐ脉

冲标记的拟南芥悬浮培养细胞为研究材料，利用双

向电泳和质谱技术鉴定拟南芥细胞响应细菌和真菌

激发子的磷酸化蛋白。其中ＡｔＰｈｏｓ４３在细菌和真

菌激发子胁迫的数分钟内发生磷酸化，而且在番茄

和水稻中也存在类似的蛋白。Ｎüｈｓｅ等 7��［２９］ 7��利用

ｉＴＲＡＱ技术并结合液相色谱质谱联用仪（ＬＣ-ＭＳ／

ＭＳ），对细菌激发子胁迫下的拟南芥悬浮细胞的细

胞膜蛋白的磷酸化状态变化进行了定量分析。该项

研究显示了定量磷酸化蛋白质组学技术在揭示植物

抗病分子调节机制方面的巨大应用潜力。

7��水稻磷酸化蛋白质组学研究总体上要落后于拟

南芥。目前，主要开展了水稻磷酸化蛋白质谱的鉴

定及水稻在非生物胁迫下的磷酸化蛋白质组的研

究 7��［３０-３３］ 7��，而水稻与病原物互作的磷酸化蛋白质组研

究尚未见报道。随着磷酸化蛋白质组分析技术的不

断发展和完善，它在水稻与病原物互作研究中必将

得到广泛应用。同时，这也是水稻与病原物互作蛋

白质组学未来的发展方向之一。

7��４　展望

7��蛋白质组学研究的核心内容是通过大规模检测

蛋白质的动态表达、动态修饰、动态相互作用等动态

变化，来实现对蛋白质功能的分析。随着技术的迅

速发展，蛋白质组学研究已经从蛋白质的简单鉴定

走向蛋白质的表达水平及其存在形式变化的定量检

测。与拟南芥相比，水稻蛋白质组学研究，尤其是在

水稻与病原物互作方面的研究进展相对缓慢，主要

表现在以下两个方面：１）研究技术主要以传统的双

向电泳技术为主，而像２Ｄ-ＤＩＧＥ技术和基于质谱的

蛋白质组学技术等新技术的应用相对较少；２）研究

主要集中于环境胁迫下的差异蛋白质组学研究，而

对蛋白质翻译后修饰和蛋白质互作的研究较少。

7��本综述主要介绍了蛋白质组学技术在水稻与病

原物互作研究中的应用及取得的进展，但蛋白质组

学研究只是我们深入了解水稻与病原物互作复杂机

理的一种必要手段，它并不能告诉我们其中的全部

答案。要想全面了解水稻与病原物互作的复杂机

理，还必须整合基因组学、转录组学、蛋白质组学和

代谢组学所取得的研究成果，从整体上系统地解析

其中的奥秘。
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