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Abstract:InordertofindtheproteinsrelatedtorootmaldevelopmentcausedbyRicegrassystuntvirus(RGSV),
elucidatethemechanismofrootmaldevelopmentandbetterunderstandthemolecularbasisofinteractionbetween
RGSVandhostrice,２DＧDIGEcoupledwithMALDIＧTOFＧMSwasusedtoscreenandidentifydifferentiallyexpressed
proteinsbetweenRGSVＧinfectedandRGSVＧuninfectedriceroots．Theacquiredproteinswerefurtheranalyzedusing
GoMinerprogramsandKEGGpathwaydatabase．Theresultsshowedthat５６proteinspots(differentialratio＞２)were
differentiallyexpressed,including３４upＧregulatedand２２downＧregulatedproteinspots．Amongthem,２７differentially
expressedproteinspotswhichbelongedto２５proteinswereidentified,andtheseproteinsweremainlyinvolvedin１４
biologicalprocesses,１０molecularfunctionsand１２KEGGpathways．
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摘　要:为鉴定与水稻草矮病毒(Ricegrassystuntvirus,RGSV)侵染引起的水稻根系发育不良的相关蛋白,解析根系发育
不良症状的形成机理以及水稻草矮病毒与水稻互作的分子机制,采用双向荧光差异凝胶电泳(２DＧDIGE)结合基质辅助激光
解析串联飞行时间质谱技术(MALDIＧTOFＧMS)对 RGSV侵染水稻后根系的差异表达蛋白进行分离和鉴定,并对鉴定的差
异表达蛋白进行 GO聚类分析和 KEGG生物通路注释.结果表明,差异倍数大于２的蛋白质点有５６个,其中,表达丰度升
高的点有３４个,表达丰度下降的点有２２个;质谱成功鉴定出２７个蛋白质点,分属于２５种蛋白质.GO聚类分析表明差异表
达蛋白涉及１４个生物学过程,在生物功能上分属１０类.细胞组件分析显示差异表达蛋白定位于不同的细胞部位.KEGG
通路分析显示差异蛋白参与了１２个生物通路.
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　　植物受病毒侵染后不仅地上部会表现各种症

状,而且地下根系的发育也会受到影响.病毒侵染

导致根系发育异常主要表现出根变短、根细弱、不定

根减少、根质量下降、褐根多和易拔起等症状.如南

方水稻黑条矮缩病毒(SouthernriceblackＧstreaked
dwarfvirus,SRBSDV)导致水稻根系不发达,须根

少而短,严重时根系呈黄褐色[１].黄瓜花叶病毒

(Cucumbermosaicvirus,CMV)引起烟草和辣椒根

系变短,根质量下降[２].大豆花叶病毒(Soybean

mosaicvirus,SMV)可使感病品种大豆根系生长量

减少５７％~６０％[３],马铃薯 Y 病毒(Potatovirus
Y,PVY)甚至可导致根系坏死[４].尽管病毒侵染引

起寄主根系发育异常的现象已引起关注,但已有报

道多是对其症状的描述,而有关病毒引起根系症状

异常的分子机制研究则较少,机理也不清楚.王煜

炜等[５]研究表明黄瓜花叶病毒(CMVＧFnyＧsatT１)
和番茄不孕病毒(TAVＧBj)侵染番茄引起与根系发

育相关miR１６４的含量升高,而其靶标 NAC１mRNA
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含量明显降低,最终导致侧根数量大大减少.
水稻草矮病毒,又称水稻草状矮化病毒(Rice

grassystuntvirus,RGSV),属于纤细病毒属(TeＧ
nuivirus).该病毒侵染引起的水稻草矮病(Rice
grassystunt)主要发生在热带和亚热带稻区,最早

于１９６４年在菲律宾被首先确认,随后在中国、日本、
南亚及东南亚的一些国家陆续被报道.我国的广

东、广西、海南、福建和台湾等地也有发生的报道[６].

RGSV侵染除了引起水稻植株严重矮化和分蘖增多

等地上症状外,还严重干扰根系的发育,表现为根系

不发达、根长变短、根质量减轻、不定根减少等症状.
丁新伦等[７]研究发现,RGSV 侵染水稻后可引起根

系发育相关基因OsPHR２ 和CrlＧ５ 基因下调表达.
比较蛋白质组学技术已成为生命科学领域十分

有效的研究手段,可以检测参与 RGSV 和寄主水稻

互作的多个蛋白质.本研究采用双向荧光差异凝胶

电泳(２DＧDIGE)结合基质辅助激光解析串联飞行时

间质谱技术(MALDIＧTOFＧMS)对 RGSV侵染的水

稻根系在蛋白质表达水平的变化进行了分析,旨在

鉴定与RGSV侵染引起水稻根系发育不良的相关

蛋白,结果将有助于解析根系发育不良症状的形成

机理,也为进一步理解RGSV与水稻互作的分子机

制提供线索.

１　材料与方法

１．１　材料

RGSV毒源和昆虫介体无毒褐飞虱(NilaparＧ
vatalugens)均由福建农林大学植物病毒研究所保

存.供试水稻为杂交水稻汕优６３.DIGE试剂盒、

IPG胶条(２４cm,pH４~pH７)均购自美国 GE公

司;甲醇和丙酮等有机试剂购自美国 ThermoFishＧ
er公司;交联聚乙烯吡咯烷酮(PVPP)购自美国

BBI公司.

１．２　方法

１．２．１　取样

将昆虫介体褐飞虱在RGSV病株上饲毒７２h,
并转饲于水稻健株上度过循回期,随后接种汕优６３
幼苗,传毒７２h,接种后３０d取样.经无毒褐飞虱

取食后的汕优６３植株作为对照.８~１０株水稻根

系混合取样,RGSV 处理和对照各设３次重复.样

品在液氮中速冻后,保存于－８０℃下.

１．２．２　蛋白质的提取与纯化

水稻根系蛋白的提取与纯化参照 Carpentier

等[８]的方法,略有修改.取３g根系在液氮中研磨,
酚提取液(０．１gPVPP、１０mL酚提取液和１０mLＧ
Tris饱和酚)抽提;冰上 ３０ min后离心(５０００r/

min,３０min);取上层酚相,再用等体积的酚提取液

抽提;加入５倍体积的醋酸铵甲醇溶液,冰上３０
min后,－２０℃下过夜;离心(５０００r/min,３０min),
沉淀用甲醇和丙酮先后洗涤,再用丙酮溶解,离心

(１２０００r/min,２０min),将获得的沉淀室温干燥,
即可得到蛋白质团块,－８０℃下保存备用.

１．２．３　一向等电聚焦和二向SDSＧPAGE
在干燥后的蛋白质团块中加入２００μLAlKlyＧ

sis缓冲液(２０mmol/LTris,２mol/L 硫脲,７mol/

L尿素和２％ CHAPs)溶解(pH８．５).Cy３染料和

Cy５染料分别用于标记健株和病株根系的蛋白,

Cy２染料标记健株和病株根系等量混合后的蛋白作

为内标.使用不同染料标记的蛋白在同一根IPG
胶条和同一张胶里进行电泳,IPG 等电聚焦系统

(GE公司)进行双向凝胶电泳第１向,等电聚焦程

序如下:S１,０．５h升至３００V;S２,０．５h升至７００
V;S３,１．５h升至１５００V;S４,３h运行到９０００V;

S５,９０００V下保持４h,整个聚焦过程总电压为５２
kV􀅰h.将 平 衡 好 的 胶 条 转 移 到 １２．５％ SDSＧ
PAGE凝胶上,置于 ETTAN DALTsix电泳系统

(GE),二向电泳程序如下:先以２ W/胶条运行４５
min;然后再以１７W/胶条运行约４．５h,直至溴酚蓝

跑到底.

１．２．４　扫描与图像分析

经荧光 标 记 的 蛋 白 用 激 光 扫 描 仪 Typhoon
９４００(GE公司)扫描获得２DＧDIGE 的蛋白表达图

像,采用图像分析软件系统ImageMaster２DplatiＧ
num７．０(GE)对图像进行分析,以确立差异表达大

于１．５倍的蛋白质点.

１．２．５　MALDIＧTOFＧMS鉴定及蛋白质查询

选取的蛋白质经酶解后,委托广州辉骏生物科

技有限公司采用基质辅助激光解吸电离飞行时间质

谱仪(AutoflexspeedTMMALDIＧTOFＧTOF,Bruker
Dalton,德国)进行质谱分析.实验样品的质谱图均

以默认模式获得.利用软件BioTools(BrukerDalＧ
ton)在 NCBI数据库中寻找相匹配的蛋白质并进行

功能查询.

１．２．６　生物信息学分析

采用 GOminer软件对差异蛋白进行基因本体

(Geneontology,GO)聚类分析,在京都基因与基因
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A－Cy３标记水稻健株根部蛋白,Cy５标记 RGSV水稻病株根部蛋白;B－Cy３标记 RGSV 水稻病株根部蛋白,Cy５标记水稻健株根部蛋白;

C－RGSV病株根部差异蛋白表达升高;D－健株根部差异蛋白表达升高.

A,Cy３ＧlabeledproteinsofRGSVＧuninfectedriceroots．Cy５ＧlabeledproteinsofRGSVＧinfectedriceroots．B,Cy３ＧlabeledproteinsofRGSVＧinＧ

fectedriceroots;Cy５ＧlabeledproteinsofRGSVＧuninfectedriceroots．C,UpＧregulatedproteinsinRGSVＧinfectedriceroots．D,UpＧregulated

proteinsinuninfectedriceroots．
图１　水稻病健植株根部蛋白双向凝胶电泳及差异表达蛋白位点

Fig．１．２ＧDEmapsofproteinsinricerootsinfectedwithRGSV．

组百科全书(KyotoEncyclopediaofGenesandGeＧ
nomes,KEGG)数据库中进行生物通路分析.

２　结果与分析

２．１　RGSV侵染水稻根部差异表达蛋白质组分析

RGSV水稻病株和健株根部蛋白的双向荧光差

异凝胶电泳叠加图见图１ＧA 和１ＧB.DIGE分析显

示RGSV侵染水稻后根部差异倍数大于１．５的差异

蛋白质点有１４１个(图１),其中,表达丰度升高的点

有６０个(图１ＧC),表达丰度下降的点有８１个(图１Ｇ
D);而差异倍数大于２的蛋白质点有５６个,其中,
表 达丰度升高的点有３４个,表达丰度下降的点有
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图２　经质谱鉴定的差异表达蛋白点的放大图

Fig．２．The‘spotview’ofproteinsidentifiedbyMS．

２２个.

２．２　差异表达蛋白 MALDIＧTOFＧMS鉴定

在差异倍数大于２的蛋白质点中选取４２个差

异表达最明显的蛋白质点进行 MALDIＧTOFＧMS
分析,鉴定出２７个蛋白质点,各蛋白的电泳斑点局

部放大见图２.在鉴定出的蛋白质中表达上调的有

１５个,下调的有 １２ 个.B５０ 和 B５１ 经鉴定同为

RGSV的 P５蛋白,B５３和 B５７经鉴定同为 RGSV
的２０．６kD非结构蛋白.通过与 NCBI数据库比对

和查询,获得各蛋白点的信息,包含蛋白质的名称、
等电点、分子量、登录号、蛋白质得分和差异蛋白比

值(表１).

２．３　差异蛋白的生物信息学分析

对已鉴定的差异蛋白进行 GO功能注释.生物

学过程分析表明差异蛋白涉及生物合成过程、碳水

化合物代谢过程、细胞氨基酸代谢过程、运输、小分

子代谢过程、分解代谢过程、对胁迫的响应、含碱基

化合物的分解过程、细胞氮化合物代谢过程和前体

代谢物质和能量的产生等多个生物学过程.在生物

功能上分属１０类,包括离子作用、激酶活性、ATP

酶活性、跨膜转运活性、氧化还原酶活性、裂解酶活

性、RNA结合、DNA 结合、结合核酸的转录因子活

性和水解酶活性.细胞组件分析显示差异蛋白定位

于细胞质、蛋白复合体、胞液、胞内、线粒体、质体、
核、质膜和细胞壁等部位.

KEGG通路分析显示,３个蛋白参与了代谢途

径,２个蛋白参与了次级代谢产物的生物合成,其他

１０个蛋白分别参与了乙醛酸和二羧酸代谢、内质网

上的蛋白质加工过程、丙酮酸代谢、柠檬酸循环、苯
丙氨酸代谢、光合生物固碳反应、植物与病原物互

作、氧化磷酸化、碳代谢和类苯丙烷合成等生物通

路.

３　讨论

本研究利用２DＧDIGE技术分析了 RGSV 侵染

水稻根系的差异表达蛋白谱,并利用质谱技术鉴定

了部分差异蛋白.本研究鉴定了２５个差异蛋白,其
中包括２个RGSV编码的病毒蛋白和２３个寄主水

稻的蛋白.水稻草矮病株根部OsPHR２ 和CrlＧ５
基因表达下调[７].本研究未鉴定到这两个蛋白,这
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表１　经质谱鉴定的差异表达蛋白

Table１．DifferentiallyexpressedproteinsidentifiedbyMS．

编号

SpotNo．

蛋白质名称

Proteinname

登录号

AccessionNo．

蛋白质

得分

Protein
score

蛋白质

分子量

Protein
MW/Da

蛋白质

等电点

ProteinPI

差异蛋白

比值

Ratio

A０９ 假定蛋白 OsI_１１９５０(籼稻)

HypotheticalproteinOsI_１１９５０(indica)
gi|１２５５４４２３２ １８６ ９３３７８ ５．９４ －２．５６

A１３ ５Ｇ甲基四氢蝶酰三谷氨酸高半胱氨酸甲基转移酶(长春花)

５ＧmethyltetrahydropteroyltriglutamateＧhomocysteine
methyltransfer(Catharanthusroseus)

１２０ ８５０８９ ６．１０ －２．０９

A２３ AlphaＧLＧ阿拉伯呋喃糖苷酶C端家族蛋白(粳稻)

AlphaＧLＧarabinofuranosidaseCＧterminusfamilyprotein
(japonica)

gi|１０８７０７８６１ １４３ ７４４７９ ４．９１ －３．３４

A３７ Os０４g０６７０８００(粳稻)Os０４g０６７０８００(japonica) gi|１１５４６１２３２ ７３ ３７８１８ ５．２９ －２．３１
A３９ 假定蛋白 OsJ_１９４７６(粳稻)

HypotheticalproteinOsJ_１９４７６(japonica)
gi|２２２６３２４９２ ２９４ ５５３８９ ６．００ －２．０５

A４２ Os０１g０６１５３００(粳稻)Os０１g０６１５３００(japonica) gi|１１５４３８５７６ ７７ ４６１３３ ５．１３ －２．２６
A４６ SＧ腺苷甲硫氨酸合成酶２SＧadenosylmethioninesynthase２ gi|３０２４１２２ １８５ ４３３３０ ５．６８ －２．４９
A５４ 腺苷激酶(水稻)Adenosinekinase(Oryzasativa) gi|２１６９８９２２ １６４ ３２５７３ ５．２９ －３．０４
A５９ Os１０g０４７８２００(粳稻)Os１０g０４７８２００(japonica) gi|１１５４８２５３４ １８４ ３５８８８ ５．７５ －２．０６
A６７ Os０５g０２４７１００(粳稻)Os０５g０２４７１００(japonica) gi|２９７６０４１２５ ２７０ ３２７５７ ６．０８ －３．２２
A７５ 苯丙氨酸解氨酶(粳稻)PhenylalanineammoniaＧlyase(japonica) PAL１_ORYSJ ３７２ ７６０２１ ６．０７ －３．２５
A７８ Os０４g０６５９３００(粳稻)Os０４g０６５９３００(japonica) gi|１１５４６１０７０ １４８ ２７９１６ ５．０１ －３．２０
B０７ 具有CCCH 锌指结构域的蛋白质３２(粳稻)

ZincfingerCCCHdomainＧcontainingprotein３２(japonica)
C３H３２_ORYSJ ２５ ８０７９５ ５．３３ ＋２．４１

B０９ 可能的依赖于 RNA的 RNA聚合酶４(粳稻)

ProbableRNAＧdependentRNApolymerase４(japonica)
RDR４_ORYSJ ２３ １３３５１２ ６．６５ ＋２．５９

B１２ tRNAwybutosine合成同源蛋白１(粳稻)

tRNAwybutosineＧsynthesizingprotein１homolog(japonica)
TYW１_ORYSJ ２４ ７２０６２ ５．９０ ＋２．０４

B１５ 热激蛋白９０(粳稻)Heatshockprotein９０(japonica) gi|３９１０４４６８ ９９ ８０４４９ ４．９８ ＋１１．０５
B３８ Os０１g０９４０８００(粳稻)Os０１g０９４０８００(japonica) gi|１１５４４２１５５ ９８ ３４８３３ ４．６５ ＋２．８１
B４１ 谷蛋白Ｇ２(玉米)GlutelinＧ２(Zeamays) GLU２_MAIZE ２６ ２４５２８ ８．４０ ＋２．２９
B４７ 假定蛋白 OsI_３４１３４(籼稻)

HypotheticalproteinOsI_３４１３４(indica)
gi|１２５５３２４６０ １７７ ２４７４１ ５．５０ ＋２．２５

B４８ 病程相关类甜蛋白(水稻)

PathogenesisＧrelatedthaumatinＧlikeprotein(Oryzasativa)
gi|２０６２３８７ １９９ ２００２４ ４．５２ ＋２．１０

B５０ P５蛋白(水稻草矮病毒)P５protein(Ricegrassystuntvirus) gi|４８３９２６５０１ ２０４ ２１９３２ ６．８９ ＋１０．５９
B５１ P５蛋白(水稻草矮病毒)P５protein(Ricegrassystuntvirus) gi|４８３９２６５０１ ３８７ ２１９３２ ６．８９ ＋１０．０９
B５３ ２０．６kD非结构蛋白(水稻草矮病毒)

２０．６kDnonstructuralprotein(Ricegrassystuntvirus)
gi|９６３５２４４ ２６４ ２０７４０ ５．１８ ＋２０．６１

B５７ ２０．６kD 非结构蛋白(水稻草矮病毒)

２０．６kDnonstructuralprotein(Ricegrassystuntvirus)
gi|９６３５２４４ ２６４ ２０７４０ ５．１８ ＋３４４．１６

B５８ 假定蛋白 OsI_２８２８６(籼稻)

HypotheticalproteinOsI_２８２８６(indica)
gi|１２５５６０５９６ １６８ ３８６５０ ５．８５ ＋３．５７

B５９ Os１２g０５５５０００(粳稻)Os１２g０５５５０００(japonica) gi|１１５４８９０１４ ７８ １７００４ ４．８８ ＋２．１３
B６０ Os０１g０３４８９００(粳稻)Os０１g０３４８９００(japonica) gi|１１５４３６４３６ ２１６ １５１６３ ５．００ ＋２．７０

　　＋,上调;－,下调.

＋,UpＧregulated;－,DownＧregulated．

２个蛋白表达量变化还需进一步的实验分析.丁新

伦等[９]在水稻草矮病株叶部中鉴定了２４个蛋白,包
含２个病毒蛋白和２２个寄主蛋白,在水稻草矮病毒

根部和叶部鉴定到的病毒蛋白均为P５蛋白和２０．６
kD非结构蛋白,而鉴定到的根部蛋白和叶部蛋白均

不同.
在水稻病株根系中鉴定到２个 RGSV 编码蛋

白:２２kDP５和２０．６kD非结构蛋白.RGSV２２kD
P５是vRNA５编码的非结构蛋白,可在水稻病株叶

片[９Ｇ１０]和介体褐飞虱中大量积累[１０],可能在病毒侵
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染植物和昆虫介体中起作用.２０．６kD非结构蛋白

由vRNA６编码,可在水稻病叶中大量积累[９Ｇ１０],其
含量变化与症状的严重度密切相关,为病害特异性

蛋白(SpecificＧdiseaseprotein,SP)[１１Ｇ１２].本研究表

明,P５蛋白和２０．６kD非结构蛋白均可在RGSV侵

染的水稻根系中积累,２０．６kD 非结构蛋白积累量

更多.P５和２０．６kD非结构蛋白可能是 RGSV 侵

染引致水稻根系发育异常的关键蛋白.
在鉴定出的水稻蛋白中,有５个蛋白参与胁迫

反应,包括SＧ腺苷甲硫氨酸合成酶２、热激蛋白９０、
病 程 相 关 类 甜 蛋 白、 Os１０g０４７８２００、 和

Os１２g０５５５０００.蛋白点 A４６鉴定为SＧ腺苷甲硫氨

酸合成酶２,催化合成SＧ腺苷甲硫氨酸,是生物体内

主要的甲基供体,并且另一蛋白点 A１３鉴定为５Ｇ甲

基四氢蝶酰三谷氨酸高半胱氨酸甲基转移酶.这２
种蛋白均参与了与甲基转移相关的反应,基因表达

均下调.由此可以推测与甲基转移相关的反应,如
DNA的甲基化等,在 RGSV 和水稻互作中起调控

作用.蛋白点B１５鉴定为热激蛋白９０(Heatshock
protein９０,HSP９０),HSP９０在植物生长发育、对非

生物胁迫环境应答和抗病性反应中起着重要作

用[１３].烟草 HSP９０与 RAR１和 TIRＧNBＧLRR 蛋

白互作,提高了植株对烟草花叶病毒(TobaccomoＧ
saicvirus,TMV)的抗性[１４].在小麦植株中过表达

TaHsp９０．２和 TaHsp９０．３基因,可显著提高其对条

锈病的抗性[１５].RGSV侵染后诱导 HSP９０上调表

达,KEGG通路分析显示其参与植物与病原物互作

途径.RGSV侵染可诱导 HSP９０在水稻根中表达,

HSP９０可能在水稻对 RGSV 的抗病反应中起重要

作用.蛋白点B４８鉴定为病程相关类甜蛋白(thauＧ
matinＧlikeprotein,TLP),该蛋白属于病程相关蛋

白的PR５家族,病原物可诱导其表达,与植物的抗

逆性有关.TLPs可参与多种植物病原真菌侵染之

后的主动防御反应,如水稻纹枯病菌(RhizocotoniＧ
asolani)侵染水稻可诱导TLPs基因表达,提高了水

稻对该病原菌的抗性[１６Ｇ１７].RGSV 侵染诱导 TLP
基因表达上调,TLP可能参与了RGSV侵染后水稻

的主动防御反应过程.
蛋白 点 B０９ 鉴 定 为 可 能 的 依 赖 于 RNA 的

RNA聚合酶４.植物 RNA 依赖的 RNA 聚合酶

(RNAＧdependantRNApolymerase,RDR)主要参

与了与植物基因沉默相关的小 RNA 产生,通过基

因沉默效应放大作用,以调节植物的生长发育、逆境

应答以及对病毒的防御等生物学过程[１８].烟草

NtRDR１和拟南芥 AtRDR１受病毒感染的诱导而

表达,并且基因的缺失影响着植物对病毒的防御能

力[１９Ｇ２０].RNA依赖性 RNA 聚合酶 OsRDR６在水

稻抵御条纹叶枯病毒的过程中发挥重要作用[２１].
可能的依赖于RNA的 RNA 聚合酶４受 RGSV 的

诱导表达上调,可能参与了水稻对 RGSV 的抗性反

应.
蛋白点 A７５鉴定为苯丙氨酸解氨酶(PhenylalＧ

anineammoniaＧlyase,PAL).PAL是植物苯丙氨

酸类代谢过程中关键限速酶,其产物木质素、黄酮和

酚类物质与抗病 性 相 关[２２Ｇ２３].植 物 激 素 水 杨 酸

(SalicylicAcid,SA)是植物抗病反应的信号分子,

PAL也 是 SA 合 成 途 径 中 的 关 键 酶 之 一[２４Ｇ２５].

Tonnessen等[２６]的研究表明OsPAL４ 参与水稻的

防卫反应,在病原物的抗性反应中表达上调,缺失了

OsPAL４基因的水稻突变体对水稻白叶枯病、稻瘟

病和稻纹枯病感病性增强.RGSV 可能通过干扰

PAL的表达抑制植物的防御反应.
其 他 蛋 白 如 假 定 蛋 白 OsI _ １１９５０ 和

Os０４g０６７０８００等其功能未知.本研究在水稻草矮

病株根系中鉴定出来的部分蛋白可能在水稻抗

RGSV的抗性中起作用,其在根系发育异常以及

RGSV与水稻互作中的作用还需进一步验证.
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