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0 引言

鉴于基因组研究的局限性，1994 年澳大利亚

Macquaie大学的Wilkins和Williams等在意大利的一

次科学会议上首次提出了蛋白质组（Proteome）这个概

念，并于 1995 年 7 月的 Electrophoresis杂志上发表 [1]。

蛋白质组是指某一物种、个体、器官、组织或者细胞基

因组的全部蛋白质产物的表达谱，或称一种细胞内存

在的全部蛋白质。蛋白质组学（proteomics）是指研究

蛋白质组的科学，本质上是在大规模水平上研究蛋白

质的特征，包括蛋白质的表达水平、翻译后的修饰、蛋

白与蛋白相互作用等，由此获得蛋白质水平上的关于

组织变化，细胞代谢等过程的整体而全面的认识 [2]。

近年来，蛋白质组学有了长足的发展，技术已经趋于成

熟，并广泛应用于各个领域。成为生命科学研究进入

后基因组时代的里程碑，也是后基因组时代生命科学

研究的核心内容之一[3]。

1 差异蛋白质组学研究的背景和意义

尽管现在已有多个物种的基因组被测序，但无法

确定基因的表达时间、位置及程度，且表达的类型和表

达程度随生物体外界环境及内在状态的变化而表现极

大的差别。研究者们越来越意识到，仅仅完成基因组

的测序并不足以阐明生物的功能，于是研究重点逐渐

由获取基因序列信息转向研究基因的功能。目前，功

能基因组中所采用的策略都是从细胞中mRNA的角

度来考虑，其前提是细胞中mRNA的水平反映了蛋白

质表达的水平。但事实并不完全如此，从mRNA角度

考虑并不能全面代表蛋白质表达水平，mRNA不同的

稳定性和不同的翻译效率都能够影响新蛋白质的产
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生，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-蛋白质相互作用等则几乎

无法从mRNA水平来判断。蛋白质是基因功能的执

行体，是生命现象的直接体现者，它通过其自身特有的

活动控制和调节着诸多的生命活动。因此，蛋白质本

身的存在形式和活动规律仍依赖于直接对蛋白质的研

究来解决。无论是从基因组的局限、还是蛋白质组研

究的自身发展而言，大规模、全方位的蛋白质组学研究

势在必行[4]。

蛋白质组学从整体上对体系内蛋白质进行研究，

常见2种研究策略：第1种是检测蛋白质组理化参数的

“完全蛋白质组学”，分析生物体内尽可能多乃至接近

所有的蛋白质，随着对蛋白质组学的深入理解和具体

工作的开展，人们逐渐认识到在短时间内建立人类蛋

白质组学“完整的”数据库和实现网络资源共享是难以

实现的，或者说条件尚未成熟[5]。第2种是差异蛋白质

组学，主要是筛选和鉴定不同种类或状态下各样本之

间蛋白质组的区别与变化，实现对体系内代谢调控的

动态监测，揭示细胞生理和病理状态的进程与本质、对

外界环境刺激的反应途径以及细胞调控机制，同时获

得对某些关键蛋白的定性和功能分析，从而揭示机体

对内外界环境变化产生反应的本质规律[6-11]。

与基因组的稳定性相比，蛋白质则具有可变、多样

的特点，即使同一细胞，在不同生理或病理环境中，其

蛋白表达也是不同的。蛋白质组的这种特点参与和影

响着整个生命过程，这为差异蛋白质组的出现与兴起

奠定了逻辑基础，差异蛋白质学研究的理论假设是承

认某一细胞或组织在发生某种正常或异常变化时，其

蛋白质组会发生相应的、有规律的改变。如能对此类

蛋白进行验证，进一步证明其与该变化密切相关，则可

认为差异蛋白是这种变化的一类标志性蛋白[12-14]。差

异蛋白质组学研究由于并不要求捕获“全部”蛋白，而

重在找出有意义的差异蛋白，因而有着高得多的可实

现性[15]。这种观点更倾向于把蛋白质组学作为研究生

命现象的手段和方法。因此，它对园艺植物的发育和

组织器官分化、突变体、对生物和非生物胁迫的适应机

制、生理生化过程以及亚细胞结构研究等方面均有着

重要的理论与实践意义。

2 蛋白质组差异的形成原因及表现形式

蛋白质组复杂多变的特点与其作为细胞功能执行

者的身份直接相关。在细胞中，除管家蛋白外，多数蛋

白参与功能行使，参与对环境刺激的反应，当细胞功能

或细胞环境发生改变时，细胞中的蛋白表达相应变化，

以能动应对各种环境，形成与该变化密切相关的蛋白

质组差异。此外，异形体的存在也是造成蛋白质组复

杂多变的原因，由于细胞内基因剪切方式的不同、翻译

共修饰或翻译后修饰的存在（比如磷酸化、甲基化、糖

基化、硫基化、酰基化等）、肽段的断裂以及组织特异性

表达，能够形成多种蛋白异形体，且存在时间长短不

一。因此，蛋白质组随细胞类型差别或所处环境改变

而不同，由此形成差异[16-17]。

差异蛋白质组研究有多种途径和方法，在不同的

实验手段中差异蛋白质组的表现形式各不相同。当以

传统的二维电泳（2-DE）技术进行研究时，电泳图上差

异蛋白点表现的几种基本形式为：（1）电泳迁移率的改

变；（2）蛋白点出现或消失，蛋白点浓度的增大或减少；

（3）某种蛋白点分裂形成的异形体在浓度或位置上的

改变。有些蛋白质的变化形式会同时呈现几种基本形

式的变化，比如某种蛋白在表达量上调的同时被磷酸

化，则呈现迁移率和浓度的变化[18]。以液相色谱技术

研究时，蛋白质差异则反映为相应时间段色谱图的不

同[14]。

3 差异蛋白质组学研究技术

双向凝胶电泳、质谱技术和生物信息学是蛋白质组

研究的三大核心技术[19]。即通过双向凝胶电泳将蛋白

质彼此分离，然后利用质谱对蛋白质进行鉴定，最后应

用生物信息学数据库对鉴定结果进行存储、处理、对比

和分析[20]。

3.1 蛋白质的分离技术

3.1.1 蛋白质的提取与样品制备 样品制备是双向电泳

的第一步，是决定双向电泳成败的关键因素。在制备

过程中，应考虑所选目标体系是否便于研究，所含组分

不宜过于复杂，这对后续的分离、鉴定蛋白质非常重

要，尤其是 2-DE成功与否的关键[21-22]。由于样品的多

样性，没有一种通用的方法适用于各种样品，但都遵循

几个基本的原则：（1）尽可能的提高样品蛋白质的溶解

度，减少蛋白质的损失；（2）减少蛋白质的人为修饰；

（3）破坏蛋白质与其他生物大分子之间的相互作用，使

蛋白质完全处于变性状态。目前，应用最多的是三氯

乙酸和丙酮迅速沉淀蛋白质，它的优点是沉淀蛋白质

迅速且钝化其内的蛋白质降解，还能够除去样品中干

扰等电聚焦的物质，如盐类、色素、多酚类化合物等，但

该方法容易丢失蛋白质[23-26]。一些蛋白质样品制备方

法可以通过Bio-Rad等网站进行查询下载[27]。

3.1.2 蛋白质的分离技术 双向凝胶电泳（two-dimen-

sional gel electrophoresis2-DE）是目前唯一能将数千种

蛋白质同时分离与展示的分离技术，由 O’Farrell 在

1975年建立，至今经历了 35年的发展，目前仍是蛋白
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质组研究的核心技术[28-29]。双向电泳技术应用 2个不

同分离原理依据蛋白质的特性进行分离。第一向依据

蛋白质所带电荷量的不同，用等电点（pI）聚焦技术分

离蛋白质；第二向是依据蛋白质分子量大小的差别，通

过蛋白质与SDS形成复合物后，在聚丙烯酰胺凝胶电

泳中迁移速率不同达到分离蛋白质的目的。固相 pH

梯度（IPG）技术的引入，提高了双向电泳的稳定性[30]。

主要技术路线流程为：蛋白样品制备-干胶条水合-等

电聚焦-聚焦后胶条平衡-SDS-PAGE电泳-凝胶染色-

图像扫描[27]。二维差异凝胶电泳（2D-DIGE）是双向电

泳技术的重要突破。它采用2种不同的荧光染料分别

标记不同的蛋白样品，然后样品等量混合，在同一块凝

胶上分离。2D-DIGE技术克服了双向电泳过程中不

同凝胶间重复性差的问题，同时可以在同一块胶上更

精确直观地观察两种样品蛋白质的差异表达 [31]。此

外，高效液相色谱（HPLC）、毛细管电泳技术（CE）和同

位素标记亲和标签技术（Isotope-coded affinity tags，

ICAT）[32]也是分离蛋白质的有效方法。目前，作为新

型分离技术，二维色谱（2D-LC）、二维毛细管电泳

（2D-CE）、液相色谱-毛细管电泳（LC-CE）等方法都有

补充和取代双向凝胶电泳之势。

3.2 蛋白质鉴定技术

蛋白质分离后需要对单一蛋白质进行鉴定，蛋白

质鉴定技术是蛋白质组研究的支柱。传统的蛋白质鉴

定方法有Edman降解法、氨基酸分析法等[33]。Edman

降解法测定的肽序列非常准确，但速度较慢，费用偏

高。氨基酸分析法方法经济快速，但灵敏度低。20世

纪 80 年代，基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

（matrix-assisted laser desorption ionization time of

flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS）和电喷雾

电离质谱（electrospray ionization mass spectrometry,

ESI-MS）2项具有划时代意义的软电离质谱技术的出

现 [34-36] 开辟了质谱学新领域 -生物质谱（Bio-mass

spectrometry），质谱技术由于具有极高的灵敏度而成

为蛋白质组研究的核心工具，并且解决了极性大，热不

稳定蛋白和多肽的离子化、分子量测定等问题，是目前

蛋白质组研究技术中最具活力和潜力的技术。

MALDI-TOF-MS质谱通过测定一个蛋白质的肽

段混合物中肽段的电离飞行时间来确定其分子量或部

分肽序列等数据，最后通过相应的数据库搜索鉴定蛋

白质。ESI-MS/MS质谱途径是肽链直接从液相经“电

喷雾离子化”而被电离。肽链离子被喷射到“串联质谱

仪”，使混合物中的肽链分解为氨基酸或含有C末端的

片段，得到的序列信息更具有特异性。片段的数据不

仅可以在蛋白质序列数据库中搜寻，还可以在核酸数

据库和原始的基因组数据库中搜寻[37]。ESI-MS/MS与

HPLC相结合可对分子量较大的蛋白质酶解肽谱进行

定性定量分析[38]。

3.3 蛋白质分析技术

经质谱鉴定的样品，只能知道其中含有什么蛋白，

但无法获悉这些蛋白的属性、空间构象、在生物体中的

执行的功能以及与之同源的蛋白信息，这时需要借助

生物信息学知识来解决这些问题。生物信息学是采用

计算机技术和信息论方法研究蛋白质及核酸序列等各

种生物信息的采集、储存、传递、检索、分析和解读的一

门新兴学科，集合数学、统计、计算机与生物医学等工

具，阐明大量生物学数据所包含的生物学意义。蛋白

质组数据库是蛋白质组研究水平的标志和基础[20]。通

过利用生物信息学技术比较所获得的序列是否与已知

蛋白结构相似，或者所获得序列中是否含有特殊蛋白

家族的结构域或功能保守残基来预测新蛋白的功能[39]，

也可以通过组成蛋白质的 20种氨基酸的物理和化学

性质分析已知或未知蛋白质的性质，如等电点／相对

分子质量、疏水性、跨膜螺旋、卷曲螺旋及信号肽等。

对于那些与数据库中已知功能但无同源性的序列或找

到同源性的但功能未知的蛋白质，可与保守的基序比

较来判断其功能[11]。目前，在互联网上已经建立了许

多蛋白质组数据库，如 NCBI、SWISS-PROT（http://

www.ebi.ac.uk/swissprot/）、PIR（http://pir.georgetown.

edu/）、PROSITE等[40]，这些数据库的建立使蛋白质快

速鉴定成为可能。

虽然有时蛋白质的序列相似，但是却执行着不同

的功能；或同源基因编码的蛋白质，虽然序列差别很

大，但是对于生物体来说执行的却是同样的功能。这

主要是因为蛋白质的空间结构发挥了作用，因此，需要

对蛋白质的结构进行分析预测。在PDB蛋白数据库

（http://www.rcsb.org/pdb/）、Scop（http://scop.mrcimb.

cam.ac.uk/scop/）蛋白质结构分类数据库、PHD（http://

www.embl-heidelberg.de/predictprotein/predictprotein.

html）等数据库可对蛋白质序列和结构进行分析可以

检索到一些蛋白质高级结构的同源性。当鉴定一个未

知蛋白结构时，通常在DALI（http://www2.ebi.ac.uk/da-

li/）和 CATH（http://www.biochem.ucl.ac.uk/bsm/cath_

new/）等数据库中采用扫描和对比法来搜索同源结构[41]。

此外，可以利用酵母双杂交技术和蛋白质芯片技术分

析蛋白之间相互作用。

4 差异蛋白质组学技术在园艺植物中的应用

在园艺植物蛋白质组研究过程中，由于作物种类
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的不同，样品的提取方法以及双向电泳条件往往存在

差异。因此，试验过程中应根据样品自身的特点对提

取方法和双向电泳条件进行优化，从而获得理想的分

离效果。对于园艺植物的差异蛋白质组研究，研究者

们根据样本的不同分别对其最适的制备方法进行探

索，徐幼平等比较了三氯乙酸（TCA）、酚和十二烷基硫

酸钠（SDS）3种提取方法在所获番茄叶片总蛋白产量

及其在 SDS聚丙烯酰胺凝胶电泳分辨率等方面的区

别，并对 3种蛋白溶解液以及超声处理在蛋白质溶解

中的作用进行了分析探讨。结果表明，采用TCA提取

法获得蛋白沉淀，再以溶解液Ⅱ（7 mol/L尿素，2 mol/L

硫脲，2%CHAPS，2%SB3-10，65 mmol/L DTT，0.2%两

性电解质）溶解，结合超声助溶的方法体系可以获得高

得率和高电泳分辨率的番茄叶片总蛋白样品，该方法

适用于双向电泳分析等下游操作[42]。张鹏利用TCA-

丙酮沉淀法，对适用于双向电泳的黄瓜果实的蛋白质

样品的提取方法及技术体系进行了优化，结果表明：在

研磨过程中不加入PVP效果较好，在黄瓜果实蛋白质

提取过程中最佳抽提次数为 7次，适用于双向电泳的

最佳的上样量为 40 mg/mL[43]。李凤玉等对黄瓜离体

子叶节的蛋白质双向电泳的条件进行优化的结果显

示：黄瓜子叶节蛋白质主要分布在 pH 4~7范围，用酚

抽提法制备蛋白质干粉，第一向等电聚焦固相pH梯度

胶条（24 cm）的最适蛋白上样量为 1200 μg，第二向

SDS-PAGE采用 11.5%的分离胶，可以得到 1100多个

蛋白点[44]。范海延等对黄瓜叶片蛋白提取方法、裂解

缓冲液、等电聚焦（IEF）参数进行研究。认为丙酮法或

三氯乙酸/丙酮法提取黄瓜蛋白质较好；裂解缓冲液为

9.5 mol/L尿素，2 mol/L硫脲，1%二硫苏糖醇（DTT），

2 mmol/L三丁基磷（TBP），4%3-[3-（胆酰氨丙基）二甲

铵基]丙磺酸内盐（CHAPS），0.2%两性电解质，0.002%溴

酚蓝，0.25%吐温-20，10%异丙醇，5%甘油，10 mmol/L

苯甲基磺酰氟（PMSF）时，电泳图谱效果最好；IEF等

电聚焦条件为25000 Vh时，2-DE图谱蛋白点多且清晰[45]。

黎飞等通过对 IPG胶条梯度、上样方式、上样量、

聚焦条件等 4方面条件的优化，建立了番茄子叶总蛋

白双向电泳体系，即采用TCA丙酮沉淀法提取番茄子

叶总蛋白，选用24 cm pH3-7NL的 IPG胶条，采用水化

上样，上样量300 μg，按聚焦程序Ⅰ或Ⅱ聚焦后进行双

向电泳分离和银染染色。若采用制备胶，则将上样量

提高至 1.5 mg，按聚焦程序Ⅲ进行聚焦后进行双向分

离，并采用胶体考马斯亮蓝染色。采用该优化的体系

可以获得分辨率高、重复性好的双向电泳图谱[46]。刘

丽娟等建立了适合生菜叶片总蛋白质分离的双向电泳

方法：采用三氯乙酸-丙酮沉淀法进行总蛋白质提取，

用24 cm固相pH梯度等电聚焦8000 V×8 h结合12%

的SDS-PAGE进行双向电泳分离，银染法和考马斯亮

蓝染色法染色都获得了较好的结果，具有较高的分辨

率和重复性[47]。

陈移亮通过对双向电泳各个环节条件的比较选

择，认为蝴蝶兰叶片蛋白质双向电泳的较佳方案为：选

用 pH 4~7的 IPG胶条可以得到较好的分离效果。裂

解液中含 7 mmol/L 尿素、2 mmol/L 硫脲、6% Triton

X-100、2%两性电解质载体、65 mmol/L DTT，提取总

蛋白时每 1 mg干粉加入 25 μL裂解液，蛋白提取液上

样体积为45 μL；第二向电泳使用10%~15%梯度胶，使

用改进的去除戊二醛的银染方法[48]。王一鸣等以‘大

久保’桃（Prunus persica L.‘Okubao’）果实为试材，探

讨不同上样量、不同平衡缓冲液、不同染色方式等因素

对桃果实双向电泳图谱效果的影响。结果表明，考马

斯亮蓝染色后的电泳图谱虽然蛋白质点的数量少于银

染色后的图谱，但背景较为清晰，适用于蛋白质组分

析。采用固相pH梯度17 cm胶条，100 μg蛋白质上样

量，样品干粉溶于 375 μL含有硫脲、磺基三甲基胺乙

内脂 3~10的上样缓冲液中，等电聚焦后用含有磷酸

三丁酯的平衡缓冲液还原，进行 SDS-PAGE，银染色

得出的双向电泳图有蛋白点 1209个，纹理较少，适用

于桃果实蛋白质组学分析且兼容于下游技术的蛋白

质质谱鉴定[49]。

目前，质谱和生物信息学技术是差异蛋白质组鉴

定和分析的主要工具，2种技术在园艺植物差异蛋白

质组学研究中的应用方法上较蛋白质的提取分离技术

相对固定，因此，应用范围广泛。在黄瓜育种栽培研究

中的应用主要包括以下几个方面：黄瓜弯曲果实腹部

脊部的蛋白质组比较鉴定[43]、黄瓜雌核发育早期蛋白

质组的鉴定[50]、黄瓜芽黄突变体与正常黄瓜的蛋白表

达差异分析鉴定[51]、黄瓜叶片耐低温胁迫差异蛋白质

的鉴定[52]、黄瓜幼苗Cd2+抗性蛋白质组分改变的研究[53]、

嫁接黄瓜和接穗自根植株在NaCl胁迫下蛋白质组差

异鉴定[54]、诱导后黄瓜抗病性相关蛋白质组的变化[55,56]、

黄瓜F2代白粉病抗感池的蛋白质组比较[57]、白粉病菌

胁迫不同时间黄瓜叶片蛋白质组的变化[58]、黄瓜嫁接

苗和自根苗的蛋白质组差异研究[59]和黄瓜离体子叶节

培养物差异蛋白的表达鉴定等[60]。同时，也用于分析

鉴定苦瓜种子发育过程中[61]、西瓜在干旱胁迫下根部

的差异蛋白质[62]。

质谱技术与生物信息学在番茄的果皮发育和成熟

的蛋白质组[63]、发芽种子胚和胚乳间蛋白质组比较[64]、
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转基因植株蛋白质组差异研究[65-67]、突变体与野生型的

花粉囊蛋白质组比较[68]、盐胁迫下蛋白质表达差异[69]

和抗病性研究[70-72]等方面得到应用。此外，油菜[73-76]、胡

萝卜[77-80]、花椰菜[81]、菠菜[82]、甜菜[83]、葡萄[84]、荔枝[85]、龙

眼[86]等园艺植物的差异蛋白质组研究也是利用质谱技

术与生物信息学进行鉴定分析。

差异蛋白质组学技术通过筛选和鉴定不同种类或

状态下各样本之间蛋白质组的区别与变化，获得对关

键蛋白的定性和功能分析，从而揭示细胞生理和病理

状态的进程与本质以及机体对内外界环境变化产生反

应的本质规律，对园艺植物遗传育种研究具有重要的

理论与实践意义。

5 问题与展望

蛋白质组学是一门新兴的学科，虽然刚刚起步，但

却为大规模地直接研究基因功能提供了强有力的工

具。目前，蛋白质组学在园艺植物研究的多个领域得

到初步应用，因质谱技术的高敏感性，蛋白质组的纯化

问题也是制约植物蛋白质组学研究的关键问题[87]。同

时，受技术体系的限制，低丰度蛋白的获得仍然是一个

巨大的挑战。因此需要开发新的质谱技术，在不需要

对蛋白质混合物进行分离的前提下，直接分析和鉴定

全蛋白质，同时提高低丰度蛋白的检出率。对于未进

行基因组测序的植物来说，蛋白质鉴定也是一个亟待

解决的问题。相信随着越来越多植物基因组的测序进

行以及EST数据库的丰富，差异蛋白质组学在园艺植

物中的应用会越来越广泛。
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