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摘!要!采用固相/O梯度PNJN=HQC双向电泳对红莲型细胞质雄性不育水稻的不育系!RAH"和保持系!RA,"单

核期花粉总蛋白质进行了分离$通过银染显色$获得了分辨率和重复性较好的双向电泳图谱(K?;>3G;-231!J

S’@&软件可识别约$"&&个蛋白质点$其中差异表达的蛋白质点数为"’(将其中$%个差异点采用基质辅助激光

解析电离飞行时间质谱!?;218T;--8-234<;-3143-01/2809*8098F;20928?30UU<8>72?;---/3E210?3216$GHIJKBALMBGN"

进行了肽质指纹图分析$通过采用G;-E02软件对GNJ,数据库查询$其中)个蛋白质点得到了鉴定(RAH相对于

RA,有部分参与碳代谢和淀粉合成的酶缺失或表达量降低$这些蛋白质分别是HJ=B葡萄糖磷酸转移酶!HQ=;-3"$

VJ=P葡萄糖醛酸脱羧酶$乙酰辅酶H合成酶和二氢硫辛酸脱氢酶等(其中HQ=;-3是参与淀粉合成的蛋白$与花

粉发育密切相关(乙酰辅酶H合成酶和二氢硫辛酸脱氢酶是细胞内合成乙酰辅酶H的重要酶$而乙酰辅酶H是进

入A+H循环的重要底物$乙酰辅酶H的缺乏可以导致A+H循环不能顺利进行$从而不能提供小孢子发育所需要的

大量能量(RAH相对于RA,部分参与碳水化合物代谢的重要酶缺失或表达量降低$有可能导致因线粒体提供的能

量不足$淀粉合成受阻$因而花粉不能正常发育(

关键词!水稻)花药)细胞质雄性不育)蛋白质组学
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!!细胞质雄性不育!+620/<;-?8E?;<3-2318<826$

+GN"是雄性不育中最重要的一种类型$是一种广泛
存在于高等植物中的生物学现象$由核基因和细胞
质基因共同控制$表现为核质互作的遗传现象(
+GN具有重要的应用和理论价值$目前$在生产上
广泛应用的水稻$玉米$油菜等经济作物都是利用细
胞质雄性不育材料配制杂交种$在某种程度上$细胞
质雄性不育是农作物杂种优势利用的基础(+GN
是受细胞核和细胞质双重调控的一种母性遗传性

状$为细胞质遗传和核质互作的研究提供了极好的
材料(对细胞质雄性不育机理的研究$不仅有助于
对核质互作及小孢子发育和成花机理的深入了解$
而且对一系列重大的发育生物学问题也有着推动作

用%$&(本实验室已在此方面进行了大量的分子生物
学和生理生化研究%!!(&$但是目前对水稻细胞质雄
性不育及育性恢复的分子基础仍不清楚(蛋白质是
基因表达的产物$从蛋白质组学角度探讨细胞质雄
性不育及育性恢复的机理$找到与细胞质雄性不育
及育性恢复相关的蛋白质$从而找到相应的基因(
本文对红莲型细胞质雄性不育水稻的不育系和保持

系单核期花药总蛋白进行经固相/O梯度’’’NJN
=HQC双向电泳分离$银染法显色$进行了初步的图
像分析$找到了大量的差异表达的蛋白质$并对其中
的部分蛋白质点进行了GHIJKBALM*GN分析鉴定$
取得了初步的结果(本文首次利用蛋白质组技术对
红莲型细胞质雄性不育水稻花药总蛋白质进行分

析$为进一步开展红莲型细胞质雄性不育水稻不育
机理的研究打下基础(

$!材料和方法

=>=!实验材料
取红莲型细胞质雄性不育水稻不育系!RAH"和

保持系!RA,"穗子$结合形态学和显微镜观察$确定
小孢子发育时期(选花粉发育单核期穗子$(_剥取
水稻花药$立即置P*&_冰箱备用(
=>?!实验方法
$@!@$!蛋白质提取方法
临用前取出花药$加液氮研磨成粉末$用A+H*

丙酮法提取总蛋白(用P!&_预冷蛋白提取液
!$&‘A+H$&a&*‘#BGC"沉淀蛋白质$置P!&_沉
淀过夜$期间振荡多次$$"&&&b>离心#&?89$弃上
清$用含&a&*‘#BGC丙酮溶液冲洗沉淀$$"&&&b
>离心#&?89$重复’!%次$直至蛋白质沉淀物为
纯白色(取沉淀物$冻干$制成干粉$P!&_备用(
$@!@!!第一向固相/O梯度等电聚聚焦
主要按Qc1>等%’&的方法和K=Q/701等电聚焦

系统指南进行(花药总蛋白质提取物!’&&$>"与水
化液!"?0<*I尿素d(‘ +OH=Nd$"??0<*IJAA
d&a’‘K=Q缓冲液"充分混合$加入K=Q-218/持胶
槽$将K=Q非线性干胶条/O#!$&:I!$"&??b
#??b&a’??"去保护膜胶面朝下$轻轻置入持胶
槽中$覆盖一层矿物油$盖好持胶槽盖子$置于K=QB
/701等电聚焦仪的电极板上$水化和聚焦在!&_
自动进行$总电压时间积为())!&S7$其中水化在
#&S低电压进行$(7$然后经过’&&S$7+$&&&S
$7$最后稳定在"&&&S下进行(

!"# 遗!传!"#"$%&’( !)*+,+-."!&&%!!!!!!!!!!!!!!!!!"卷!



$@!@#!第二向垂直板NJNB=HQC电泳
等电聚焦结束后$迅速取出带样品的K=Q胶条

分别于!&?I平衡液H!’&??0<*IA18-BO+</O"a"
d%??0<*I脲d#&‘ 甘油d!‘NJNd&a!‘
JAA"和!&?I平衡液,!’&??0<*IA18-BO+</O
"a"d%??0<*I脲d#&‘甘油!‘NJNd#‘ 碘
乙酰胺d 痕量溴酚蓝"中各平衡$’?89(将平衡后
的K=Q胶条移至&a*’?? 厚的连续$!‘均匀分离
胶上端$并在其一端的外侧加上NJN标准蛋白质$
排净气泡用$‘琼脂糖凝胶封闭$$’_循环水冷却$
用!’?H*!块胶恒流电泳#&?89$换用’&?H*!块
胶恒流电泳直至溴酚蓝到达距胶底边约$E? 处停
止电泳(

$@!@(!银染
按=7;1?;E8;公司的蛋白质银染试剂盒的操作

手册进行(其基本过程依次是#(&‘乙醇d$&‘冰
乙酸固定#&?89)#&‘ 乙醇d&a!‘ :;!N!L#d
%a"‘乙酸钠)洗涤#次$每次’?89)&a!’‘ H>:L#
d&a&$("‘甲醛染色!&?89)洗涤!次$每次$?89)

!a’‘:;!+L#d&a&&*(‘甲醛显影至斑点清晰为
止)加入$a(%‘ CJAH:;!,!O!L终止$&?89)洗
涤#次$每次’?89)用#&‘乙醇d(a%‘甘油保存(

$@!@’!凝胶图像分析
银染显色的凝胶扫描获取图像$用K?;>3G;-B

231!JS’a&分析软件对图像进行背景消减+斑点检

测+匹配和获取斑点位置坐标等(

$@!@%!!J胶蛋白质点的肽质谱指纹图分析
参照文献%%&方法进行(

!!结果和讨论
?>=!实验结果
图$中H和,分别为红莲型细胞质雄性不育

水稻不育系!RAH"和保持系!RA,"在小孢子发育单
核期花药总蛋白质的双向电泳图谱(经扫描获得

!J胶银染图像后$用K?;>3G;-231S’a&分析软件
在/K#B$&$分子量)a&!)*]J;范围内平均识别出

$’&&!$"&&个蛋白质点(通过严格一致的操作程
序$包括电泳温度+电流电压和样品上样量$得到了
重复性很高的!J电泳图谱$不育系和保持系花药
总蛋白质!J电泳图谱十分接近$蛋白质大部分分
布在分子量#&!)&]J;$等电点(!*之间(
通过对不育系和保持系花药总蛋白质!J图谱的

分析$发现在RAH*RA,之间差异"’点$其中RA,相
对于RAH表达上调的有’"点$表达下调的有!*点
!部分差异表达蛋白质点在图中用黑色圆圈标出"(
图!中H和,分别为从图$中H和,中黑色方框标
出的部分(图#为蛋白质点(的肽质指纹图谱(
表$中列出了采用GHIJKBALM*GN技术鉴定出

来的蛋白质信息$表中编号对应图$和图!中标出的
数字$并用箭头标明所对应在!JC胶上的蛋白质点(

图=!@1.和@1A花药总蛋白质双向凝胶电泳图谱
部分差异表达蛋白质用黑圆圈出$其中已经鉴定出的蛋白质点用箭头标出并用数字标明(

H#RAH),#RA,)方框标出中部分放大图见图!(
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N0?30U27348UU313928;<<63T/13--34-/02-;13E81E<34$;94273;9;<6F34-/02-56GHIJKBALM*GN;138948E;23456;110D-$
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图?!图=中方框标出部分放大图

B%C>?!G’$("C#&#’+-*/+0#/"(&#<"#C%*’-

%$$H-+"(+#<%’B%C>=
H#RAH),#RA,@

?>?!讨论

!@!@$!如何获得高质量的植物蛋白质双向电泳图谱
双向凝胶电泳的重复性是比较差异样品的关

键$除了实验过程中所应用的药品及仪器参数要保
持一致之外$好的样品制备是获得好的!J电泳图
谱的核心(
由于植物组织样品中含有大量的核酸+色素以

及次生代谢产物$这些杂质会严重干扰第一向等电
聚焦$同时也会影响双向电泳的重复性(本研究曾
对比多种蛋白质提取方法$得到本实验所采用的最
好方法$可以获得尽可能多的蛋白质点$样品中含杂
质少$保证了K=Q等电聚焦顺利进行!资料待发表"$
从而也能获得干净清晰的!J图谱(

图I!@1A双向凝胶电泳图谱中蛋白质点J的肽质指纹图谱
蛋白质点从!J胶上切下并用胰酶降解后对酶解片段进行质谱分析$利用GHN+LA软件对GNJ,数据

库进行搜索$该蛋白质为HJ=B葡萄糖磷酸转移酶大亚基(

B%C>I!!#4+%<#-&(--/%’C#"4"%’+%’C*/4"*+#%’-4*+J%’@1A?EFG&(4
A73/1023893TE8-34U10?>3<-D;-48>3-234D827216/-89;9427313-.<289>/3/2843-D313

;9;<6F34$J;2;5;-3-3;1E789>.-89>GHN+LA-0U2D;13;>;89-2GNJ,4;2;5;-3843928U834273

/102389;-><.E0-3B$B/70-/7;23;4396<6<21;9-U31;-3!C+!@*@*@!*"<;1>3E7;89@

!!本实验首先用$"E?/O#!$&线性胶条对花粉
总蛋白质分析$发现大部分蛋白质都集中在/O(!*
之间$当上样量为’&&$>时$有些蛋白质点存在相
互覆盖的现象$后改用$"E?/O#!$&非线性胶条
!/O’!*范围加宽"$各蛋白质点之间分离效果较
好$并且增加了新的蛋白质点!资料待发表"(

!@!@!!莲型细胞质雄性不育水稻花药蛋白质分析
由于!JC技术受本身分辨率限制$尽管本研究

在!J胶上检测到将近!&&&个蛋白质点$但因细胞
内含有#!’万种蛋白质$所以这些蛋白质并不代表
整个水稻花药的蛋白质组(有许多疏水性蛋白及低
丰度蛋白质由于受技术本身的限制而未能检测到$
还有待于进一步改进技术$获得更大量的蛋白质信
息(虽然在膜蛋白制备和双向电泳/O梯度范围扩
展上有了较大改进$应用极窄/O梯度胶分离蛋白
质组已有报道%*$"&$但对细胞内的低拷贝蛋白+极端
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表=!肽质指纹图鉴定图=中部分差异蛋白质点
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!!;"#相匹配蛋白质的分子量和等电点)5"#P表示蛋白质点缺失$d表示蛋白质点出现$dd表示表达量增加!倍以上(
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酸性或碱性蛋白+分子量过大或过小蛋白+难溶蛋白
!包括膜蛋白"等的电泳分离和检测仍面临很大困
难(要克服这些缺点$就要从样品制备+检测和定量
分析上做改进(随着生物信息学的发展$高效液相
色谱技术+毛细管电泳技术+质谱技术以及蛋白质芯
片技术的应用$色谱和毛细管电泳等技术的应用$可
以提高蛋白质的分辨率$并可以获得低丰度和疏水
性的膜蛋白质%)$$&&(

!!OI型细胞质雄性不育水稻为配子体不育$不育
系花粉在二核期败育$选用花粉发育单核期花药为
实验材料$旨在找到与花粉败育密切相关的蛋白质(
在所鉴定出的蛋白质中有核酸结合蛋白 !点$

和!$=.2;28\39.E<38E;E84589489>/102389和=.2;B
28\3e:HB589489>/102389@"$VJ=B葡萄糖醛酸脱羧
酶!蛋白质点 #$VJ=B><.E.1098E;E8443E;150T6B
<;-3"$HJ=B葡萄糖磷酸转移酶!蛋白质点($><.E0-3B
$B/70-/7;23;4396<6<21;9-U31;-3!C+!a*a*a!*"<;1>3
E7;89"$蛋白酶!点’$!&N/1023;-0?3532;(-.5B
.982"$+;!d 结合膜联蛋白!点*$=.2;28\3E;<E8.?B

589489>/102389;993T89"$乙酰辅酶H合成酶!点"$

=.2;28\3;E326<B+0H-692732;-3"和二氢硫辛酸脱氢
酶!点)$=.2;28\3<8/0;?8434376410>39;-3"等$这
些蛋白质或酶参与碳代谢$淀粉合成等多个生理生
化反应以及信号转导和蛋白质表达调控等(
其中是参与淀粉合成的蛋白$该酶催化%B$$(B

葡聚糖形成反应$该反应是植物淀粉形成的一个非
常重要的步骤(在花粉发育过程中$可育花粉发育
到三核期有大量淀粉沉积$而不育花粉到三核时完
全败育$显微镜下观测不到花粉沉积(HQ=;-3大
亚基在RAH单核期花粉中无表达$而在RA,中却有
表达$说明此酶的存在与花粉的正常发育密切相关$
此酶的缺乏$使得淀粉的合成受阻$或者淀粉的积累
不够$导致花粉不能正常发育(
乙酰辅酶H合成酶是将细胞内乙酸盐转化成

乙酰辅酶H的重要酶$而二氢硫辛酸脱氢酶是组成
丙酮 酸 脱 氢 酶 复 合 体 !/61.\;234376410>39;-3
E0?/<3T$=J+"的三个亚单位之一$=J+是线粒体
内将丙酮酸转换成乙酰辅酶H的重要酶(RAH中

%"#!#期!!!!!!!!!!文!李等#红莲型水稻细胞质雄性不育花药蛋白质组学初步分析



这两个酶的表达量减少或缺失$直接影响细胞内乙
酰辅酶H的含量(由于乙酰辅酶H是A+H循环+脂
肪酸代谢的重要底物$乙酰辅酶H缺乏可能导致

A+H循环不能正常进行$因而不能产生小孢子发育
所需要的足够能量(R.8等%$$&用将甜菜=JOBC$!即
丙酮酸脱氢酶$/61.\;234376410>39;-3"%亚基

EJ:H片段导入烟草花药糊粉层$以抑制内源=JOB
C$的表达$结果出现和甜菜+GN相似的特征$结果
表明花药糊粉层内 =JO 的活性不足可以导致

+GN(
目前$对于细胞质雄性不育机理比较认同的假

说是$由于线粒体功能失调$不能提供小孢子发育所
需的大量能量$从而导致花粉败育%$!&(而本实验室

I8等%#&的实验证明红莲型水稻+GN花粉败育过程
是细胞程序化死亡!=10>1;??34E3<<43;27$=+J"
的过程$=+J过程首先也是线粒体失去功能$植物
线粒体在=+J中起着同动物线粒体相似的介导细
胞死亡信号的作用$线粒体膜完整性消失$细胞色素

+释放$乃至核膜完整性消失+液泡膜破裂$最后水
解酶释放到细胞质中$引起细胞死亡等(本实验结
果表明$雄性不育系中线粒体内与乙酰辅酶H合成
相关的酶缺失或减少$也可能导致线粒体功能失调$
影响能量代谢(而不育系中与淀粉合成相关酶缺失
以及能量缺乏是引起雄性不育的主要原因(
本研究从蛋白质组学角度初步探讨了水稻红莲

型细胞质雄性不育的机理$对水稻该类型细胞质雄
性不育的机理有了新的认识$但是该实验结果还有
待于更进一步的研究和验证(同时实验中获得了大
量的差异表达蛋白质信息$分析这些蛋白质的结构+
功能以及蛋白质之间的相互作用$并探讨这些蛋白
质和细胞质雄性不育的关系$还有待于更进一步的
研究(
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