
植物学通报Chinese Bulletin of Botany   2008, 25 (5): 597−607, www.chinbullbotany.com

收稿日期: 2007-11-12; 接受日期: 2008-02-20

基金项目: 中国科学院知识创新工程重要方向性项目 (No.KZCX2-YW-414)

* 通讯作者。E-mail: sqsong@ibcas.ac.cn

.专题介绍.

种子蛋白质组的研究进展

黄荟1,4, 姜孝成3, 程红焱2, 宋松泉2*

1 中国科学院西双版纳热带植物园, 云南勐腊 666303;  2 中国科学院植物研究所, 北京 100093

3湖南师范大学生命科学学院, 长沙 410081; 4 中国科学院研究生院, 北京 100049

摘要    蛋白质组学是通过对全套蛋白质动态的研究, 来阐明生物体、组织、细胞和亚细胞全部蛋白质的表达模式及功能模

式。大量可用的核苷酸序列信息和灵敏高速的质谱鉴定技术, 使得蛋白质组学方法为分析模式植物和农作物的复杂功能开辟

了新的途径。目前, 种子蛋白质组研究主要集中在两个方面: 一方面是鉴定尽可能多的蛋白, 以创建种子特定生命时期的蛋白

质组参照图谱; 另一方面主要集中在差异蛋白质组, 通过比较分析不同蛋白质组, 以探明关键功能蛋白。该文综述了近年来种

子蛋白质组的研究进展, 内容包括种子发育过程中蛋白质组的变化, 与种子休眠/萌发相关的蛋白质组、翻译后修饰蛋白质组、

细胞与亚细胞差异蛋白质组以及环境因子对种子蛋白质组的影响; 并对种子蛋白质组研究的热点问题进行了展望。
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种子是植物繁殖后代的重要方式, 是子代植株形成

的开始。种子从结构和生理上已做好了传播的准备, 也

贮藏了足够的养分以供幼苗长成自养体(Bewley and

Black, 1994)。目前关于种子的形态结构和生理生化的

研究较多, 但对于许多重要的内在机理还知之甚少。传

统的种子研究方法已经进入“瓶颈”, 急需新的研究思路

和方法。蛋白质是生理功能的执行者, 是生命现象的直

接体现者, 对蛋白质结构和功能的研究将直接阐明生命在

生理过程中或逆境条件下的变化机制。蛋白质在种子的

形成、发育、萌发直至成苗的过程中都扮演着极其重要

的角色, 它为幼苗生长发育提供养料, 也调控着种子的各

种生理生化反应和代谢过程(Shewry and Casey, 1999)。

蛋白质组 (proteome) 最初是由Wilkins和Wiliams

提出的。它是指一个基因组、一种生物或一种细胞/

组织所表达的全套蛋白质(Wilkins, 1996)。蛋白质组

是个动态的概念, 它不仅在同一机体的不同组织和细胞

中不同, 在同一机体的不同发育阶段也发生变化; 机体处

于不同的生理状态, 以及在不同外界环境下蛋白质组也

不同。除了传统的双向电泳( 2 - D E )和质谱( m a s s

spectrometry, MS)技术外, 被称为第二代蛋白质组学技

术的各种新型的技术方法有多维蛋白质鉴定技术

(multidimensional protein identification technology,

MudPIT)及包括荧光差异双向电泳 (fluorescence 2-D

difference gel electrophoresis, DIGE)、同位素亲和

标记 (isotope-coded affinity tags, ICAT)、相对和绝

对定量的同位素标记(isobaric tags for relative and ab-

solute quantitation, iTRAQ) 和细胞培养中氨基酸稳定

同位素标记(stable isotope labelling by amino acids

in cell culture, SILAC)的定量蛋白质组技术等, 它们被

广泛用于对不同基因型、不同品种、转基因和突变体

种子的生活史各个阶段以及种子组织、亚细胞结构和

环境对种子影响的蛋白质组研究中(Rossignol, 2001;

Rossignol et al., 2006)。

在很多情况下, 人们栽培作物的目的是为了获得高

产优质的种子。因此, 种子蛋白质组的研究愈来愈受到

人们的重视。本文综述了近年来种子蛋白质组的研究

进展, 包括种子发育过程中的蛋白质组、与种子休眠/

萌发相关的蛋白质组、翻译后修饰蛋白质组、细胞和
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亚细胞差异蛋白质组以及种子的环境蛋白质组。

1    种子发育过程中蛋白质组的变化

被子植物的种子发育可以分为组织分化、成熟和脱水3个

阶段。种子发育蛋白可分为种子蛋白 (seed protein) 和

看家蛋白 (housekeeping protein) 两大类(Bewley and

Black, 1994)。在组织分化过程中, 单细胞合子经历细胞分

裂和分化, 形成由胚轴和子叶构成的幼胚; 同时有三倍体的

胚乳形成。针对这一发育阶段的蛋白质组研究比较少。

成熟期种子的主要特征是细胞增大和贮藏物的积

累。在大麦(Hordeum vulgare)种子中, 大约80%的蛋

白都是在发育时期合成的贮藏蛋白(Finnie et al.,

2004)。Finnie等(2002, 2006)利用 2-DE分离了大麦

种子灌浆和成熟过程中约1 000个低盐提取的蛋白点,

并根据蛋白质出现和消失的时间把它们分为6大类。同

时他们还鉴定了36个蛋白点中19种不同的蛋白质或多

肽片段, 其中一些存在于大麦种子发育的整个过程(例如

胞质苹果酸脱氢酶), 而另一些只存在于早期籽粒灌浆中

(例如抗坏血酸过氧化物酶)。值得注意的是, 低分子量

的 α-淀粉酶/胰蛋白酶抑制剂、丝氨酸蛋白酶抑制剂

和抗氧化酶等在籽粒发育过程中就已经开始积累, 这可

能与保护种子贮藏物免受昆虫啃食有关。在灌浆期种

子蛋白质组中鉴定到与能量、代谢相关的蛋白及与种

子萌发能力的获得和蛋白积累密切相关的特殊蛋白

(Gallardo et al., 2003; Hajduch et al., 2006) 。在大

麦(Kristoffersen and Flengsrud, 2000)、水稻 (Koller

et al., 2002)和玉米(Méchin et al., 2004)种子中还进行

过类似的蛋白质组分析。

Roberts(1973)根据种子的贮藏行为将种子分为正常

性种子(orthodox seed)和顽拗性种子(recalcitrant

seed)。正常性种子成熟过程通常被一定程度的脱水终

止。当水分丧失时, 种子的代谢活性降低, 胚进入代谢

不活跃或者静止状态(Kermode and Finch-Savage,

2002)。大麦种子脱水后, 胚乳中与防御相关的类蛋白

抑制剂和一些高丰度蛋白失去代谢活性(φstergaar et
al., 2002)。成熟脱水是正常性种子发育的末端事件, 是

种子从发育过程向萌发过程转变的开关。菜豆

(Phaseolus vulgaris)种子在脱水阶段进行成熟前干燥,

发育过程中的可溶性蛋白(如可溶性凝集素) 不再合成,

但与萌发和萌发后有关的蛋白被诱导; 而在不耐脱水的

发育阶段进行干燥处理的菜豆种子在重新水合后仍然合

成发育相关蛋白, 但种子最终死亡(Kermode, 1995; 刘

军等, 2001)。与种子脱水耐性相关的蛋白质组的研究

正在大量开展, 其中与种子脱水耐性密切相关的胚胎发

育后期高丰度表达蛋白(late embryogenesis-abundant

proteins, LEA)研究偏多。棉花发育过程中出现2种类

型的LEA 蛋白, 这些蛋白的mRNA 在整个脱水过程和

成熟种子中存留, 在种子吸胀时迅速降解, 这可能是引起

种子丧失脱水耐性的重要原因之一(Bewley and Black,

1994)。Grelet 等(2005)利用分子克隆和亚细胞定位技

术鉴定了豌豆(Pisum sativum)线粒体中的LEA 蛋白

(PsLEAm), 该蛋白在种子发育后期经历严重水分胁迫时

表达, 并被脱落酸(ABA)诱导。杏仁(Prunus duleis)胚

中类LEA D11的 Parab21蛋白和大麦种子中的冷调控

蛋白Cor14b也与种子脱水耐性密切相关, 它们在发育过

程中的表达受渗透压和ABA调控(Campalans et al.,

2000; Finnie et al., 2004)。经历慢速脱水的玉米(Zea

mays)胚中, 一组分子量为14.4-20.0 kDa的低分子量

蛋白大量表达; 而快速脱水的胚却不表达这组蛋白; 不同

脱水速率诱导玉米胚产生不同蛋白质, 从而影响其脱水

耐性(黄荟等, 数据待发表)。这些结果说明, 蛋白质组

分析技术对于从新的角度揭示种子发育过程的相关分子

机理是非常有利的。

利用蛋白质组技术, 能够系统地把握许多复杂生理

过程的调控网络, 如三羧酸循环和糖酵解途径等, 创建种

子成熟早期和晚期代谢蛋白的积累谱图。不同的蛋白

质标记在检测种子活力、监测种子发育阶段和引动过

程方面是非常有用的(Hochholdinger et al., 2006)。

2    种子休眠和萌发的相关蛋白质组

2.1    种子休眠的相关蛋白质组

种子休眠是植物在长期发育进程中获得的一种适应环境
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变化, 以保持物种生存与进化的生物学特性。这种特性

使许多植物的种子能够保持静止、避免受到恶劣环境

的伤害以及较长时间地维持较高的种子活力, 直到环境

条件适宜幼苗生长时才萌发。因此种子休眠是调节种

子最佳萌发时间以及植株最佳空间分布的一种机制, 从

而对植物个体的生存、延续和进化起重要作用(Baskin

et al., 2006; Finch-Savage and Leubner-Metzger,

2006)。但是到目前为止, 人们对种子休眠的分子机制

还不清楚。

目前解释种子休眠的主要假说之一是以植物激素的

调控作用为基础。ABA是一种休眠诱导的正调节物质,

萌发诱导的负调节物质。赤霉素 (GA) 具有释放休眠、

促进萌发和抵抗ABA的作用。乙烯(ethylene)则起促

进种子萌发和抵抗ABA的效应(Kucera et al., 2005;

Finch-Savage and Leubner-Metzger, 2006)。Chibani

等(2006)发现新鲜收获的拟南芥休眠种子 (来源于佛得

角群岛的休眠类型Cvi) 和经后熟的非休眠种子中存在

32种差异蛋白。外源ABA强烈抑制非休眠种子的萌发,

引起71种蛋白的改变; 其中大部分 (90%) 与能量和蛋

白质代谢有关的蛋白表达丰度显著降低。35S- 甲硫氨

酸标记实验表明, 吸胀的休眠种子中有新合成的蛋白质

组分, 说明外源ABA不抑制蛋白质的重新合成, 抑制种

子萌发的原因不是蛋白质翻译的停滞。但用转录抑制

剂α-鹅膏蕈碱 (RNA聚合酶II转录抑制剂) 处理拟南芥

种子, 萌发被强烈抑制, 且对 GA的敏感性降低15倍

(Rajjou et al., 2004)。该研究揭示了种子休眠过程中

能量和蛋白质代谢相关蛋白的显著减少是由于转录水平

上发生了一系列事件所致, 而不是由翻译阻滞所引起。

欧洲水青冈(Fagus sylvatica)和温带木材钟花樱桃

(Prunus campanulata)的种子在经历不同激素(ABA和

GA)和层积处理后, 种子休眠被打破。处理中发生变化

的蛋白都参与不同的生理过程, 例如大多数ABA调控蛋

白不仅参与蛋白和能量代谢过程, 还与种子发育密切相

关。推测种子休眠破除的机制涉及许多生理过程, 从最

初的激素信号启动、信号传输、转录、蛋白质的合

成、能量代谢、贮藏物质动员到最后的细胞再生都与

种子休眠密切相关(Lee et al., 2006; Pawlowski,

2007)。

2.2    种子萌发的相关蛋白质组

当成熟干燥的(非休眠)种子吸胀时, 预存的代谢系统重新

活化, 新的细胞组分被合成, 导致细胞伸长 (胚根的伸长)

和细胞分裂的恢复(Kermode and Finch-Savage,

2002)。

种子萌发过程涉及许多蛋白的变化, 目前许多已鉴

定的蛋白都是看家蛋白家族的组分(Rossignol et al.,

2006)。成熟干燥和萌发后, 橡胶(Hevea brasiliensis)

种子的蛋白质组之间存在40%的差异。一些蛋白, 如

酸性外源植物血凝素及GA20-氧化酶只存在于成熟干燥

种子中(Fong and Abubakar, 2005)。在萌发的番茄

(Lycopersicon esculentum)种子胚和胚乳中存在许多贮

藏蛋白, 已检测到看家酶、非特异性脂质转移蛋白和防

御相关蛋白激酶等(Sheoran et al., 2005)。种子萌发

早期,  淀粉胚乳中存在大量丝氨酸蛋白酶抑制剂

(serpins), 从而掩盖了双向电泳图谱中许多其它蛋白点

(φstergaard et al., 2002, 2004)。拟南芥(Arabidopsis

thaliana)种子中分离到1 300个蛋白, 其中74个蛋白的

丰度在种子吸胀早期或胚根伸长时发生显著变化, 有12

个蛋白具有调控功能, 其它蛋白均为结构蛋白或贮藏蛋

白; 细胞骨架组分α-微管蛋白、β-葡聚糖苷酶和2种

S-腺苷甲硫氨酸合成酶异构体与种子萌发密切相关, 引

动促进微管蛋白亚基、水合引动特殊蛋白和一些低分

子量的热激蛋白增加 (Gallardo et al., 2001)。用不同

浓度的聚乙二醇 (polyethyleneglycol, PEG) 处理玉米

种子, 随着PEG浓度增大引起水势降低, 玉米种子的萌

发率和萌发速率均降低。低浓度的PEG使玉米胚乳中

的一些蛋白减少; 而高浓度PEG处理的玉米胚则具有较

多的热稳定性蛋白(黄荟等, 数据待发表)。

种子萌发时贮藏物被动员, 为萌发提供能量并为其

它代谢提供碳骨架, 这需要各种酶的顺序作用。研究最

多的是与控制淀粉贮藏物动员有关的α-淀粉酶及其与激

素的相互关系。胚在萌发期间和萌发后合成GA并通过

盾片释放到淀粉质胚乳, 该激素可能扩散至糊粉层, 并在

那里启动一系列事件, 最终导致α-淀粉酶的合成和释
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放。α-淀粉酶在糊粉层中出现, 然后逐渐增多, 并与β-

淀粉酶、α-葡聚糖苷酶和少量的糊精酶共同作用动员

胚乳淀粉(Zhang and Jones, 1995)。野生型和赤霉素

缺陷型拟南芥种子萌发和幼苗生长的蛋白质组分析表明,

GA3不参与胚根突破种皮之前的整个过程, 如蛋白质和

脂类代谢(Gallardo et al., 2002), 但GA能激活转录因

子GAMyb, 从而促进糊粉层和胚中α-淀粉酶的合成, 为

随后的种子萌发提供条件(Bak-Jensen et al., 2007)。

在许多物种的萌发种子中, 产生多种形式的α-淀粉酶。

例如在萌发的小麦种子中α-淀粉酶有20种以上的同功

酶。作用于α-淀粉酶/胰蛋白酶抑制剂、大麦α-淀粉

酶/枯草杆菌蛋白酶抑制剂的硫氧还蛋白h(thioredoxin

h)异构体(Trxh1、Trxh2、Trxh3和Trxh4)能够调控萌

发关键酶的活力, 从而影响种子萌发。它们在谷类种子

早期萌发生长过程中抑制贮藏物的动员(Finnie et al.,

2004)。在许多植物体系中ABA的作用与GA相反, 对

α-淀粉酶的形成起抑制作用。拟南芥种子中的甲硫氨

酸合成酶和S-腺苷甲硫氨酸合成酶也是控制代谢的重

要组分, 控制着种子萌发期间从静止到代谢活跃状态的

转变。这些蛋白质积累事件的模式和胚根伸出后内源

乙烯的作用基本一致, 可能是种子萌发和幼苗生长所必

需的(Gallardo et al., 2002)。

3    翻译后修饰蛋白质组

蛋白翻译后修饰(post-translational modifications,

PTMs)被认为是许多生物学反应的最终执行者。蛋白

质组学为研究蛋白的翻译后修饰提供了强有力的工具。

潜在的蛋白质修饰作用大约有300多种, 包括磷酸化、

糖基化和酰基化等。许多PTMs 是可逆的; 低丰度蛋

白、特殊亚细胞组分蛋白或特定发育阶段出现的蛋白

的修饰作用很难被观测到, 使得翻译后修饰蛋白质组不

仅是目前研究的热点, 也是难点之一。种子成熟期在母

体植株的内质网上合成球蛋白和白蛋白, 之后它们被分

离, 转化为不同的成熟形式, 这些过程都与蛋白的翻译后

修饰密切相关(Shimada et al., 2003)。蛋白质修饰作

用中磷酸化作用被普遍关注, 出现了磷酸化蛋白质组学

(phosphoproteomics)。在植物接受非生物信号到基因

表达诱导产生脱水耐性这一复杂的生理过程中, 许多参

与组分都发生了磷酸化/去磷酸化事件(Xiong et al.,

2002)。有关磷酸化的研究有玉米(Zea mays)的Rab17

(Plana et al., 1991)、拟南芥的ERD14(Alsheikh et

al., 2003)和芹菜(Apium graveolens)液泡相关蛋白

CVaB45(Heyen et al., 2002)。磷酸亲和色谱

(phosphoaffinity chromatography)和质谱被用于研究拟

南芥种子LEA蛋白和一些类贮藏蛋白的磷酸化蛋白质

组, 它们都是种子磷酸化蛋白质组的重要组成部分(Irar

et al., 2006)。

相对于磷酸化蛋白质组, 种子中其它翻译后修饰蛋

白质组研究较少。禾本科和豆科种子中球蛋白是最广

泛存在的一类贮藏蛋白。7S 球蛋白能够发生糖基化,

产生新蛋白。蛋白质糖基化(carbonylation)是一种不可

逆的氧化过程, 导致修饰蛋白功能尽失。在成熟干燥的

拟南芥种子中, 12S cruciferins是主要的糖基化对象。

尽管糖基化蛋白的积累被认为是种子组织系统老化的特

征, 但是拟南芥种子仍具有高萌发率并产生健壮的植

株。可以推断特定的蛋白质糖基化很可能能够抵抗和/

或消除萌发种子中代谢活性恢复产生的活性氧(Job et

al., 2005)。最近关于种子PTMs的报道一个是GA处

理后大麦(Hordeum vulgare)糊粉层膜蛋白中的氧化还原

蛋白质组变化, 诱导产生的17种蛋白的还原形式和5种

氧化形式被鉴定(Maya and Bernal-Lugo, 2006)。另一

个是以水稻(Oryza sativa)米糠为材料, 观测到水稻米糠

蛋白中的硫氧还蛋白重组和内源调控, 创建了二硫化物

蛋白质组学(disulfide proteome)技术, 全面地将蛋白氧

化还原状态的转变过程进行可视化; 鉴定了胚特征蛋白

片段和可能是硫氧还蛋白靶物的二烯水解酶; 提出氧化

还原作用调控种子萌发的机理是硫氧还蛋白激活半胱氨

酸激酶, 同时将其底物——胚特殊蛋白进行去折叠以调

控种子萌发。研究推测, 很可能是硫氧还蛋白控制着特

定蛋白的寿命(Yano and Kuroda, 2006)。硫氧还蛋白

通过自身的氧化还原态调控种子的生命周期, 它在种子

发育过程中处于还原态, 代谢静止时处于氧化态; 当环境

条件适合种子萌发时, 硫氧还蛋白转变为还原态, 减少关
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键的靶物结合物, 改变相关蛋白的活性或可溶性, 从而促

进萌发(Wong et al., 2003, 2004)。在种子中发现了

几种硫氧还蛋白同型异构体, 分别是Trxh1、Trxh2、

Trxh3和 Trxh4 (Francoise et al., 2003; Finnie et al.,

2004)。同一蛋白质具有不同的构型, 而具有相同功能

的不同蛋白质有相同的表达方式。在大麦种子3个蛋白

点中检测到1种还原酶同型异构体, 它们分别出现在灌

浆期、成熟脱水期和成熟期; 表明种子发育过程中存在

蛋白翻译后修饰(Finnie et al., 2002, 2006)。在种子发

育和萌发过程中, 活性氧在细胞水平上大量积累, 也能引

起蛋白质修饰。

4    组织和亚细胞的差异蛋白质组

4.1    组织差异蛋白质组

种子中不同组织的功能主要是由其蛋白的种类及其表达

的时间进程决定的。不同贮藏组织中具有不同的贮藏

物积累的类型和比例, 在发育各个阶段所需的酶存在于

特定的细胞区域中。组织水平的蛋白质组研究, 可以了

解各个蛋白的真正来源以及蛋白质组的特异性表达; 同

时能够减少分析成分的复杂性, 有效地可视化和鉴定低

丰度蛋白。Finnie和Svensson (2003)将整粒大麦种子

分成糊粉层、胚和胚乳3部分, 分别进行蛋白质组分

析。成熟种子干重的85%都是淀粉胚乳, 可溶性蛋白

中胚乳蛋白的比例约为50%, 糊粉层和胚占种子干重的

比例较小, 但蛋白点却远远多于淀粉胚乳。整粒种子的

蛋白点为850个, 而胚乳、糊粉层和胚的蛋白点分别为

575、850 和 1 000 个。将不同的组织分别进行分析,

蛋白点的数量增加了约15%; 只有一些蛋白点在种子的

特定组织中不同, 大部分蛋白点在各种组织中类似, 只是

数量不同。硫氧还蛋白异构体h的存在具有组织特异

性, 大麦胚、胚乳和糊粉层中都有Trxh1, 但是Trxh2只

在胚中出现。Lee等(2006)分别提取钟花樱桃种子的子

叶、胚轴和种皮, 试图寻找在种子休眠和休眠打破后这

些结构中蛋白质组发生的变化。

禾谷类和其它禾本科植物的胚乳中存在着独特的谷

醇溶蛋白,  它是这些植物的主要贮藏蛋白。小麦

(Triticum aestivum)胚乳中的许多重要成分直接关系到

面粉质量。比较成熟前后的小麦种子蛋白质组并鉴定

相关蛋白, 不仅构建了发育过程中发生的动态生化过程

图谱, 而且绘制了胚乳蛋白质组的参照图, 揭示了胚乳蛋

白质的复杂性和环境因子对胚乳蛋白质成分的影响

(Skylas et al., 2000; Wong et al., 2003, 2004; Vensel

et al., 2005) 。比较2种杂交水稻品种汕优63和粮优

培九的胚乳蛋白质组,  发现一些过氧化还原酶

(peroxiredoxin) 异构体和种子成熟蛋白只在汕优63中

存在, 而醛糖还原酶和淀粉合成酶只在粮优培九中存在

(Yang et al., 2006)。发育过程中玉米和大麦胚乳的蛋

白质组图谱已构建完成, 代谢相关、蛋白定位、蛋白

合成、细胞恢复、防御、细胞死亡和老化是表达最为

丰富的功能蛋白组群(Kristoffersen and Flengsrud,

2000; Méchin et al., 2004) 。糊粉层是种子所特有的

组织。禾谷类种子糊粉层的质膜能够感知萌发信号, 并

将各种酶释放到淀粉胚乳。已鉴定出46种糊粉层质

膜蛋白, 包括 10 种跨膜蛋白、2 种质膜 H+-ATPase

异构体、2种离子通道调控蛋白和2种未知功能的蛋

白质(Hynek et al., 2006)。这是第一次使用蛋白质组

学方法分析研究种子萌发过程中的膜蛋白变化。

4.2    亚细胞差异蛋白质组

拟南芥全基因组的测序早已完成, 但至今还有1/3它们

编码的蛋白功能还不清楚。因此, 蛋白质组的亚细胞定

位无疑是重要的功能分析信息。细胞器水平的蛋白质

组研究已经取得了长足的进展(Cánovas et al., 2004),

如线粒体(Bardel et al., 2002; Rajjou et al., 2004)、

叶绿体、硫氧还蛋白体 (Wong et al., 2003, 2004) 和

内质网 (Maltman et al., 2007) 等。目前, 膜蛋白已成

为蛋白质组研究的新热点。由于膜蛋白在细胞中的位

置十分特殊, 因此被认为是外界环境和植物细胞间感受

和传递信号的主要成分, 调控细胞和/或亚细胞间的物质

交换和信息交流。但膜蛋白的疏水性、低丰度性以及

至今没有标准化的膜蛋白提取纯化方法, 给研究工作带

来了较大的困难。在植物亚细胞蛋白质组中对线粒体

和叶绿体的研究最多,  种子中则是以线粒体为主
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(Cánovas et al., 2004)。目前随着分离和鉴定技术的

进步, 内质网和液泡膜也普遍受到关注。

线粒体是种子细胞中的主要细胞器, 除了为细胞代

谢提供能量和碳骨架外, 还是活性氧产生的主要部位。

目前提取线粒体的方法已经比较成熟, 这为研究线粒体

蛋白质组提供了有利条件。很多线粒体蛋白都是疏水

性的。它们参与各种生理过程, 例如萌发、呼吸、氨

基酸和核苷酸代谢及抵御O2等。一些已鉴定的蛋白在

植物线粒体中从未被报道, 暗示线粒体存在一些新的功

能(Kruft et al., 2001)。与其它植物细胞器相比, 种子

线粒体蛋白质组研究主要集中在一系列处理对线粒体蛋

白质组变化的影响, 而不是试图构建线粒体所有蛋白的

系统分类。种子线粒体蛋白质组图谱揭示种子线粒体

蛋白质组与其它植物组织有非常大的区别, 其中最大的

差异就是前者富含HSP22和 LEA蛋白, 它们都与种子

脱水密切相关(Macherel et al., 2007)。种子吸胀和萌

发过程中, 活性氧在线粒体中大量产生, 氧化磷酸化产生

ATP也主要是在线粒体中进行。在萌发的豌豆种子线

粒体中发现铁硫中心(iron-sulfur centers)重要组分——

硫代硫酸转移酶(thiosulfate sulfur transferase, TST),

它参与硫元素的吸收和清除氰化物。活性氧胁迫诱导

产生的HSP22热激蛋白和S3蛋白也在线粒体中大量表

达(Bardel et al., 2002)。

随着分离鉴定技术的进步, 种子膜蛋白质组已经逐

渐成为研究热点, 但还处于初级阶段, 研究成果相对较

少。水溶两相法是目前为止最有效的膜蛋白提取方

法。最新的蛋白质组学方法 LOPIT、ICAT 和 iTRAQ

已经被用于鉴定组织混合物, 在对内质网的研究中使用

较多。内质网是贮藏蛋白和脂类合成的主要部位。

Maltman等(2002, 2007)利用2-DE技术第一次分析了

发育和萌发2个阶段的蓖麻胚乳内质网的蛋白质组。发

育过程中上调蛋白主要是种子贮藏物质合成和蛋白折叠

的中间体。种子萌发过程中, 上调蛋白主要是参与种子

萌发相关的乙醛酸循环的苹果酸合成酶 (m a l a t e

synthetase)。造粉粒是小麦种子胚乳中非常重要的结

构, 是小麦种子发育过程中淀粉合成和长期贮存的区域,

在很大程度上控制了种子灌浆的时间、进程和速率;

46%的小麦造粉粒蛋白质已被成功鉴定(Andon et al.,

2002)。最初, 大多数人认为造粉粒中85%的蛋白仅仅

被用来合成和降解淀粉并参与能量代谢。实际上, 在鉴

定的289个蛋白中参与淀粉合成和降解的蛋白不到1/3,

有许多蛋白参与信号转导、传输、抵抗胁迫和细胞骨

架相关等重要的生命活动, 说明造粉粒具有多功能性

(Balmer et al., 2006)。

5    环境因子对种子蛋白质组的影响

种子暴露于外界环境中, 感知环境刺激, 包括生物 (病原

体、食草动物和寄生植物)和非生物(干旱、盐、紫外

光和土壤污染等) 胁迫, 将会发生一系列复杂的防御和适

应反应, 形成信号网络, 诱导相关基因表达, 引起蛋白质

和代谢的改变。Agrawal和Rakwal(2006)提出了环境

蛋白质组学 (environmental proteomics)的概念。到目

前为止, 环境因子对蛋白质组影响的研究主要是以具有

不同抗逆性、与共生体/病菌兼容性和激素敏感性的野

生型、突变体或者转基因植株或植物组织来进行逆境

接种或激素处理, 以研究差异蛋白质组的表达和改变方

式(Jorrin et al., 2007)。

一般来说, 在逆境条件下, 由抗病或抗逆相关蛋白和

抗氧化系统酶组成的一组功能蛋白在抗性基因型种子中

大量表达, 而光合和能量代谢相关酶在敏感品种中降

低。许多蛋白受体, 信号传导器和基因调控器都参与种

子逆境反应。环境营养条件对种子蛋白质组的影响研

究较为广泛。Higashi等(2006)报道了野生型和甲硫氨

酸过量积累突变体mto1-1拟南芥植株的蛋白质组鉴定

结果, 并结合转录组学技术进一步阐明了硫元素缺乏条

件下种子蛋白组分的变化机制。硫元素缺乏条件下, 植

物改变硫元素的代谢途径, 减少富含硫元素蛋白的合成

以维持蛋白质水平稳定。同时还减少谷胱甘肽的合成,

降低LEA蛋白基因表达, 从而抑制种子发育。研究发

现过量的铜元素使种子的萌发率、胚根伸长、生物量

和含水量降低。这主要是由于一些关键的代谢酶下调,

例如α-淀粉酶和烯醇化酶 (enolase)。而参与重要代

谢过程的抗氧化物质、胁迫相关蛋白 (醛酮变位酶、过
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氧化氧化还原蛋白和醛醣还原酶) 和调控蛋白上调, 如分

子伴侣、蛋白酶和类受体激酶 (receptor-like kinase)

(Ahsan et al., 2007)。在缺乏K离子的培养条件下拟

南芥种子幼苗蛋白质组表达56种与信号转导密切相关

的差异蛋白。植物对重金属的抵抗作用主要源于蛋白

质之间的相互作用, 而重金属胁迫条件下植物产生的防

御相关蛋白与过氧化和其它各种胁迫产生的蛋白非常相

似(Labra et al., 2006)。

在逆境反应基因表达条件下, 对许多物种的蛋白质

组学分析鉴定了大量种间和种内的特殊基因变异。一

些蛋白在胁迫下表现出较强的生理优势, 是蛋白标记选

择的潜在重要靶物和数量特征定位鉴定的合理候选基

因。事实上, 新蛋白的合成和蛋白降解的瞬时表达在胁

迫条件下是一种非常普遍的现象, 特别是敏感基因型品

种 (Ndimba et al., 2005)。一些小分子量的致病相关

蛋白 (pathogenesis related protein)10在盐胁迫花生

中大量表达。它们的不同磷酸化形式对种子抗盐性起

作用(Jain et al., 2006)。病原菌胁迫也诱导小麦中与

抗逆性相关的蛋白大量表达(Mak et al., 2006)。这些

研究结果和技术都为作物育种提供了大量的实验依据。

对紫外线诱变种子的蛋白质组学研究, 可以得到高产优

质作物品种的蛋白表达特点。在对太空条件处理后的

水稻突变体971-5与对照品种971进行比较蛋白质组研

究后, Ma等 (2007) 认为前者之所以表现出明显的高产,

可能是由于太空环境条件在质量和数量上改变了水稻蛋

白的表达。这一技术应用广泛, 甚至被应用于转基因植

物和食物的安全性评价 (Ruebelt et al., 2006)。

6    研究展望

蛋白质组学原理的提出和技术的建立, 让人们从一个新

的角度来认识蛋白质的结构与功能, 并进一步研究蛋白

质的修饰加工、转运定位, 蛋白质与蛋白质、蛋白质

与其它生物大分子的相互作用等。蛋白质组学一方面

将基因表达与细胞代谢过程相连接, 另一方面又联系着

遗传图谱, 是功能基因组学的中心工具(Zivy and Vienne,

2000)。蛋白质组学的运用将为种子生物学的研究开创

一个全新的研究领域。种子结构基因组和功能基因组

研究将是今后探索的重要领域, 而蛋白质组方法将会在

种子功能基因组研究中发挥愈来愈重要的作用, 为功能

基因组学的发展提供有力的工具(王文军和景新明,

2005)。现有实验结果表明, 应用蛋白质组方法具有传

统方法无可比拟的优势, 对候选优质蛋白亚基的筛选与

精确分子量的测定、蛋白质翻译后的修饰加工、蛋白

质间的相互作用等将成为今后种子蛋白质组学研究的重

要内容。蛋白质芯片(protein chips)技术可对成千上万

蛋白质的活性、功能及相互作用进行分析, 并使检测系

统小型化, 大大节约了样本和试剂用量, 缩短了检测时

间, 提高了灵敏度。同时采用多维蛋白质鉴定技术可克

服2-DE的缺陷, 能更快速准确并大规模地分析蛋白质

(Whitelegge, 2002)。

尽管大量实验发现了许多生物反应的重要参与蛋白,

但是缺乏对其内在机制的阐述。定位、修饰和相互作

用仅仅提供了支持性的证据, 只有进一步结合生物化学

和基因功能验证才能对蛋白功能进行确定。今后, 种

子蛋白质组学的发展方向可能集中在以下几个方面: (1)

与胚胎形成和种子发育有关的蛋白质组, 包括特异蛋白

的表达模式及功能分析; (2) 目标种子组分的生物合成

及其代谢网络调控的蛋白质组; (3) 与种子脱水耐性和

萌发能力获得相关的关键蛋白; (4) 与种子休眠萌发相

关的蛋白质组; (5) 种子从发育向萌发转变的开关及其

蛋白质组; (6) 与上述功能相应的蛋白质组的亚细胞定

位, 蛋白质与蛋白质之间的相互作用和翻译后修饰。

上述问题的研究对于种质的分子改良、植物种质资源

的长期保存以及提高种子活力和播种品质都具有重要的

理论和实践意义。
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Abstract    Proteomics involves analysis of all dynamic proteins to elucidate the pattern of protein expression and function in all

kinds of organisms, tissues, cells and organelles. Proteome analysis is becoming a powerful tool in the functional characterization

of plants. Because of the availability of vast nucleotide sequence information and the progress in sensitive and rapid protein

identification by mass spectrometry, proteome approaches open up new perspectives to analyze the complex functions of model

plants and crop species at different levels. Seed proteomics mainly focus on two aspects: (1) identifying as many proteins as

possible to establish a proteome reference profile for a specific physiological phase and (2) comparison proteomics. This review

gives an overview of recent advances in seed proteomics. We discuss proteomes associated with seed development, dormancy

and germination, cell and subcellular structures, PTMs and proteomes of responses to biotic and abiotic stresses. Perspectives on

and challenges in study of seed proteomes are proposed.
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