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　 　 摘要:　 以杂交水稻两优培九孕穗期和乳熟期的剑叶为试验材料进行蛋白质组学分析ꎮ 结果显示:２ 个时期存

在 ７８ 个差异蛋白质点ꎬ其中 ５３ 个被成功鉴定ꎬ涉及 ７ 个功能类别ꎬ即:光合作用、能量代谢、蛋白质代谢、脂质代谢、
碳水化合物及氨基酸代谢、信号转导和胁迫响应ꎮ 细胞代谢网络表现出合成代谢下降ꎬ物质转运活跃的趋势ꎬ而乳

熟期叶片线粒体氧化磷酸化受阻则表明分解代谢可能也有所下降ꎮ 光合作用是差异蛋白质网络的核心ꎬ乳熟期剑

叶光系统 ＩＩ 放氧中心复合物(Ｏｘｙｇｅｎ￣ｅｖｏｌｖｉｎｇ ｃｏｍｐｌｅｘꎬＯＥＣ)、烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸氧化还原酶(Ｎｉｃｏｔｉｎａｍｉｄｅ
ａｄｅｎｉｎｅ ｄｉｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ)、ＡＴＰ 合酶(ＡＴＰ ｓｙｎｔｈａｓｅ)的表达量都显著降低ꎬ同时伴随着类囊体膜

脂合成相关的甘油￣３￣磷酸乙酰转移酶(ＧＰＡＴ３)的表达下调ꎮ 碳同化阶段的核酮糖￣１ꎬ５￣二磷酸羧化酶 /加氧酶

(ＲｕＢｉｓＣＯ)及其前体、活化酶(ＲＣＡ)的表达也受到抑制ꎮ 推测 Ｈａｒｐｉｎ 蛋白质结合蛋白 １(Ｈａｒｐｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １ꎬ
ＨｒＢＰ１)表达量的减少与叶绿体内部抗氧化系统能效的降低有关ꎬ防御蛋白下降造成的细胞内氧化失衡是水稻生长

发育后期叶片衰老的重要诱因ꎮ
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　 　 剑叶全展后杂交水稻籽粒灌浆所需干物质的

６０％以上来自叶片的光合作用[１]ꎬ但杂交水稻在生

育后期存在若干限制性因素ꎬ比如功能叶片提前衰

老ꎬ叶绿体加速降解ꎬ光合能力显著降低等ꎬ这在一

定程度上影响着杂交水稻干物质的积累ꎮ 因此ꎬ深
入探究杂交水稻剑叶衰老机制ꎬ利用生物技术手段

延缓或控制叶片早衰ꎬ增强作物在灌浆充实期“源”
的积累ꎬ改善籽粒充实度ꎬ这将对杂交水稻高产潜力

的充分发挥具有重要意义[２]ꎮ
在水稻叶片衰老研究领域ꎬ近些年已经取得了

重要进展ꎬ但多数研究仅从水稻衰老生理或光合性

状等方面开展ꎬ从分子生物学层面精准揭示水稻叶

片衰老机理的研究并不多见[１ꎬ３￣４]ꎮ 随着分子生物

学的迅速发展ꎬ越来越多的研究者试图从分子水平

上探究植物叶片衰老的机制[１ꎬ５￣７]ꎮ 本研究借助蛋

白质组学分析手段ꎬ以超高产杂交水稻两优培九为

研究材料ꎬ探究水稻剑叶发育过程中的蛋白质表达

差异性ꎬ从蛋白质水平阐明水稻叶片发育以及衰老

的机理ꎬ以期为揭示杂交水稻衰老的分子机理提供

依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料种植

杂交水稻两优培九于 ２０１３ 年 ５ 月中旬种植于

南京师范大学仙林校区植物园ꎬ常规施肥管理ꎬ及时

防治病虫害ꎮ 于 ８ 月 １５ 日和 ９ 月 ２５ 日ꎬ取孕穗期

和乳熟期这 ２ 个生殖生长关键时期的水稻剑叶进行

蛋白质组学分析ꎮ
１.２　 叶绿素含量的测定

参照 Ａｒｎｏｎ[８]的方法测定剑叶叶绿素含量ꎮ
１.３　 蛋白质组学分析

１.３.１　 蛋白质的提取与浓度测定　 采用三氯乙酸￣
丙酮沉淀法提取水稻剑叶蛋白质ꎮ 称取 １.０ ｇ 叶片ꎬ
加液氮充分研磨成粉末ꎬ加入 １０ ｍｌ 预冷的三氯乙

酸沉淀液(含 １０􀆰 ００％三氯乙酸、０􀆰 ０７％巯基乙醇的

丙酮溶液)充分混合ꎬ－２０ ℃放置 ｌ ｈꎬ４ ℃、１５ ０００ ｇ
离心 １５ ｍｉｎꎬ取沉淀ꎮ 加入 ｌ０ ｍｌ 样品洗涤液(含
０􀆰 ０７％巯基乙醇的丙酮溶液)悬浮振荡沉淀ꎬ－２０ ℃

静置 １ ｈꎬ４ ℃、１５ ０００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ取沉淀并真空

干燥成粉末状ꎮ 以 ２０ ｍｌ / ｇ比率加入蛋白质溶解液

[７ ｍｏｌ / Ｌ尿素、２ ｍｏｌ / Ｌ硫脉、４􀆰 ０％ ３￣[３￣(胆酰胺丙

基)二甲氨基]丙磺酸内盐(ＣＨＡＰＳ)、１％ 二硫苏糖

醇(ＤＴＴ)、０􀆰 ５％固相 ｐＨ 梯度胶条缓冲液(ＩＰＧ Ｂｕｆｆ￣
ｅｒ ｐＨ ４ ~ ７ꎬＧＥ Ｈｅａｌｔｈｃａｒｅ)溶解样品粉末ꎬ振荡混

匀ꎬ３７ ℃温浴 ｌ ｈꎬ室温下１５ ０００ ｇ 离心 ｌ０ ｍｉｎꎬ上清

液即为蛋白质提取液ꎮ 运用 Ｂｒａｄｆｏｒｄ 法测定蛋白质

浓度ꎬ以牛血清蛋白(ＢＳＡ) (Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司产品)作

为蛋白质标准品ꎮ
１.３.２ 　 等电聚焦电泳 　 用 ｐＨ ３~ １０、长 ２４ ｃｍ 的

ＩＰＧ 胶条(Ｂｉｏ￣Ｒａｄ 公司产品)进行第一向等电聚

焦ꎬ每个样品均独立重复 ３ 次ꎬ每次蛋白质上样量为

１５０ μｇꎮ 聚焦程序为:２０ ℃被动水化 １２ ｈꎬ２５０ Ｖ 线

性聚焦 ３０ ｍｉｎꎬ１ ０００ Ｖ 快速聚焦 １ ｈꎬ１０ ０００ Ｖ 线性

聚焦 ５ ｈꎬ１０ ０００ Ｖ 快速聚焦 ８ ｈꎬ５００ Ｖ 快速聚焦 １０
ｈꎮ 等电聚焦完成后ꎬ ＩＰＧ 胶条分别在平衡液 Ｉ
[０􀆰 ３７５ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ( ｐＨ ８􀆰 ８)、６􀆰 ０００ ｍｏｌ / Ｌ尿

素、２０􀆰 ０％甘油、２􀆰 ０％ ＳＤＳ、２􀆰 ０％ ＤＴＴ]和平衡液 ＩＩ
[０􀆰 ３７５ ｍｏｌ / Ｌ Ｔｒｉｓ￣ＨＣｌ ( ｐＨ ８􀆰 ８)、６􀆰 ０００ ｍｏｌ / Ｌ尿

素、２０􀆰 ０％甘油、２􀆰 ０％ ＳＤＳ、２􀆰 ５％碘乙酰胺]中平衡

１５ ｍｉｎꎮ 在室温下进行 １２％ ＳＤＳ￣ＰＡＧＥ、６００ Ｖ 恒压

电泳分离ꎬ凝胶用参照 Ｃｈｅｖａｌｌｅｔ 等[９] 的方法进行银

染ꎮ
１. ３. ３ 　 凝 胶 图 像 处 理 　 用 Ｅｐｓｏｎ Ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ
１１０００ＸＬ 扫描仪扫描凝胶ꎬ通过 ＰＤＱｕｅｓｔ ｖ７.４(Ｂｉｏ￣
Ｒａｄ)软件分析孕穗期和乳熟期蛋白质表达谱的差

异ꎬ以及差异蛋白质的名称、分子量和等电点ꎮ 在 ３
次重复中均出现ꎬ且丰度变化≥２ 倍ꎬ同时 ｔ 检验满

足Ｐ<０􀆰 ０５ 的蛋白质点作为差异蛋白质点ꎮ
１.３.４　 胶内酶解　 挖取差异蛋白质凝胶置于 ９６ 孔板

中ꎬ加入 ｄｄＨ２Ｏ 超声波清洗５~１０ ｍｉｎꎬ加 ５０ μｌ 乙腈

脱水至胶粒彻底变白ꎬ真空抽干 ５ ｍｉｎꎬ加入 ５０ μｌ 处
理液 Ｉ [１０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＤＴＴ、２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３]ꎬ５６ ℃
水浴 １ ｈꎬ冷却至室温ꎬ吸干ꎬ迅速加入 ５０ μｌ 处理液 ＩＩ
[５５ ｍｍｏｌ / Ｌ碘乙酰胺、２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３]ꎬ２５ ℃
避光 ４５ ｍｉｎꎬ加入 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３、５０％乙腈洗

脱ꎬ至胶粒完全变白ꎬ真空抽干 ５ ｍｉｎꎬ每孔加２~３ μｌ
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１０ ｎｇ / μｌ胰蛋白酶液(用 ２５ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３配制)ꎬ
４ ℃静置 ３０ ｍｉｎꎬ吸去剩余酶液ꎬ加入１０~ １５ μｌ ２５
ｍｍｏｌ / Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３覆盖胶粒ꎬ３７ ℃温浴ꎬ过夜(１０~１４
ｈ)ꎬ加 ０.１％三氟乙酸(ＴＦＡ)以终止酶解反应ꎬ振荡离

心ꎬ用于质谱分析ꎮ
１.３.５　 质谱分析 　 使用基质辅助激光解吸电离串

联飞行时间质谱分析仪(ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ / ＴＯＦꎬ型号 Ｕｌ￣
ｔｒａｆｌｅｘ ＩＩ)进行肽质量指纹图谱(Ｐｅｐｔｉｄｅ ｍａｓｓ ｆｉｎｇｅｒ￣
ｐｒｉｎｔꎬＰＭＦ)鉴定ꎮ 所得 ＰＭＦ 图谱用 Ｆｌｅｘａｎａｌｙｓｉｓ ３.０
软件处理ꎬ肽段检测算法为 ＳＮＡＰ 算法ꎬ信噪比(Ｓ /
Ｎ)、质量因子的域值分别为 １􀆰 ５ 和 ５０􀆰 ０ꎬ用胰蛋白

酶 ( Ｐｏｒｃｉｎｅ ｔｒｙｐｓｉｎ ) 的自解 片 段 ( Ｔｒｙｐｓｉｎꎬ ｍ / ｚ＝
８４２.５０９ ４、２ ２１１.１０４) 作为内参校准ꎮ 用 Ｍａｔｒｉｘ￣
ｓｃｉｅｎｃｅ 网站的站内 Ｍａｓｃｏｔ 查找系统对肽质量指纹

谱进 行 数 据 库 检 索 ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｍａｔｒｉｘｓｃｉｅｎｃｅ.
ｃｏｍ)ꎮ 检索要求:误差允许范围(Ｍａｓｓ ｔｏｌｅｒａｎｃｅ)
０􀆰 ０１％ꎬ可以有 １ 个氨基酸的误切(Ｍｉｓｓ ｃｌｅａｖａｇｅ)ꎬ
修饰包括半胱氨酸的甲酰化(Ｃａｒｂａｍｉｄｏｍｅｔｈｙｌ)和甲

硫氨酸的氧化(Ｍｅｔｈｉｏｎｉｎｅ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ)ꎬ实验和理论肽

质量指纹谱匹配的肽段至少有 ５ 个ꎮ
１.３.６　 生物信息学分析　 通过 ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ (ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｕｎｉｐｒｏｔ. ｏｒｇ)数据库对鉴定的差异蛋白质进行

分子功能和细胞定位分析ꎮ 将鉴定的差异蛋白质通

过 ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ 的 Ｂｌａｓｔ 功能搜索定位到相应的拟南

芥同源基因ꎬ并使用 ＧｅｎｅＭａｎｉａ (ｈｔｔｐ: / / ｇｅｎｅｍａｎｉａ.
ｏｒｇ)进行蛋白质网络互作预测ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 杂交水稻两优培九剑叶衰老过程中叶绿素含

量的变化

　 　 叶绿素作为吸收和传递光能的主要功能载体ꎬ
在叶片衰老过程中逐渐被降解ꎬ叶色变黄ꎮ 两优培

九剑叶全展后ꎬ叶绿素总含量和叶绿素 ａ / ｂ 值均呈

现出逐渐下降趋势且下降幅度显著(图 １)ꎮ 由此可

见ꎬ水稻剑叶全展后叶片逐渐进入衰老状态ꎮ

图 １　 杂交水稻两优培九剑叶全展后叶绿素含量变化

Ｆｉｇ.１　 Ｃｈａｎｇｅｓ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙ ＩＩ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｆｌａｇ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄ ｒｉｃｅ Ｌｉａｎｇｙｏｕｐｅｉｊｉｕ ｄｕｒｉｎｇ ｄａｙｓ ａｆｔｅｒ ｆｕｌｌ ｅｘｐａｎｓｉｏｎ

２.２　 杂交水稻两优培九剑叶衰老过程中蛋白质表

达谱的变化

　 　 在 ３ 张重复试验的等电聚焦电泳凝胶上都可以

检测到超过１ ０００个清晰的蛋白质点(图 ２)ꎮ 对孕

穗期和乳熟期 ２ 个时期的凝胶图像进行对比和解

析ꎬ共发现 ７８ 个蛋白质点表达谱存在差异ꎮ 与孕穗

期(剑叶全展后 ７ ｄ)相比ꎬ乳熟期(剑叶全展后 ２８
ｄ)有 ２１ 个蛋白质点表达量增加ꎬ５７ 个蛋白质点表

达量下降ꎮ
２.３　 杂交水稻两优培九剑叶衰老过程中差异表达

蛋白质的鉴定和功能分类

　 　 经过 ＭＡＬＤＩ￣ＴＯＦ / ＴＯＦ 串联质谱分析ꎬ乳熟期

剑叶中 ７８ 个差异表达蛋白质点中 ５３ 个被成功鉴

定ꎬ这 ５３ 个蛋白质点的详细信息列于表 １ꎮ 从表 １
中发现存在多个蛋白质点鉴定为同一蛋白质的情

况ꎬ比如核酮糖￣１ꎬ５￣二磷酸羧化 /加氧酶激酶(蛋白

质点１ １３２和１ １６６)ꎬ核酮糖￣１ꎬ５￣二磷酸羧化 /加氧

酶激酶活化酶(蛋白质点 ９７６ 和１ １０１)ꎬ核糖体蛋白

(蛋白质点１ １５６和１ １３６)ꎮ 在其他研究中也有类似

的现象[１０]ꎮ 这可能是由蛋白质的降解或者甲基化、
磷酸化修饰等原因造成ꎮ 根据 ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ (ｈｔｔｐ: / /
ｗｗｗ.ｕｎｉｐｒｏｔ.ｏｒｇ / ｕｎｉｐｒｏｔ / )网站上每个蛋白质的注释

及其参与的生化途径进行功能分类和亚细胞定位分

类[１１]ꎮ 按照其功能ꎬ这些蛋白质被归于 ８ 类:光合

作用(Ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ)１８􀆰 ９％ꎬ能量代谢(Ｅｅｎｅｒｇｙ ｍｅ￣
ｔａｂｏｌｉｓｍ) ３􀆰 ８％ꎬ蛋白质代谢 ( Ｐｒｏｔｅｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ)
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１５􀆰 １％ꎬ脂质代谢(Ｌｉｐｉｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ) ３􀆰 ８％ꎬ碳水化

合物及氨基酸代谢(Ｃａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ ａｎｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｍｅ￣
ｔａｂｏｌｉｓｍ) ３􀆰 ８％ꎬ 信 号 转 导 ( Ｓｉｇｎａｌ ｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ )
７􀆰 ５％ꎬ胁迫响应(Ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｐｏｎｓｅ)１１􀆰 ３％ꎬ未知功能

(Ｕｎｋｎｏｗｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ)３５􀆰 ８％ (图 ３￣Ａ)ꎮ 通过亚细胞

定位发现ꎬ这些蛋白质分别位于叶绿体、线粒体、过
氧化物酶体、内质网、高尔基体、液泡、细胞质、细胞

核和细胞膜上ꎬ但是有 ３２􀆰 １％的蛋白质在细胞中的

具体位置和分布尚不清楚ꎬ除此之外位于叶绿体中

的蛋白质数目最多ꎬ占 ３０􀆰 ２％ (图 ３￣Ｂ)ꎮ

Ａ:孕穗期(剑叶全展后 ７ ｄ)ꎻＢ:乳熟期(剑叶全展后 ２８ ｄ)ꎮ
图 ２　 杂交水稻两优培九生殖生长关键时期剑叶蛋白质双向电泳图

Ｆｉｇ.２　 Ｔｈｅ ｔｗｏ￣ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ ｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓ ｐｒｏｔｅｉｎ ｍａｐｓ ｏｆ ｆｌａｇ ｌｅａｖｅｓ ｏｆ ｈｙｂｒｉｄ ｒｉｃｅ Ｌｉａｎｇｙｏｕｐｅｉｊｉｕ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｃｒｉｔｉｃａｌ ｐｅｒｉｏｄｓ ｏｆ ｒｅｐｒｏ￣
ｄｕｃｔｉｖｅ ｇｒｏｗｔｈ

２.４　 杂交水稻两优培九剑叶衰老过程中差异蛋白

质的表达变化

２.４.１　 光合相关蛋白质的表达变化 　 通过蛋白质

组学分析发现ꎬ乳熟期剑叶中与光合作用相关的

蛋白质整体表达下降(表 １)ꎮ 光反应相关蛋白质

ＣＰ２３ 蛋白(Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ２.３×１０４ ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ｏｆ ｐｈｏｔ￣
ｏｓｙｓｔｅｍ ＩＩ)、放氧复合体蛋白 １ ( Ｏｘｙｇｅｎ￣ｅｖｏｌｖｉｎｇ
ｃｏｍｐｌｅｘ ｐｒｏｔｅｉｎ１)、铁氧化还原蛋白￣ＮＡＤＰ(Ｈ)氧

化 还 原 酶 ( Ｐｕｔａｔｉｖｅ ｆｅｒｒｅｄｏｘｉｎ￣ＮＡＤＰ ( Ｈ ) ｏｘｉ￣
ｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ)、ＡＴＰ 合酶 ＣＦ１β 亚基 ( ＡＴＰ ｓｙｎｔｈａｓｅ
ＣＦ１ ｂｅｔａ ｓｕｂｕｎｉｔꎬＡＴＰＢ)和 ａｔｐＢ 基因编码产物( ａｔ￣
ｐＢ ｇｅｎｅ ｐｒｏｄｕｃｔ)的表达下调ꎬ碳固定与转化的相

关蛋白质 ＲｕＢｉｓＣＯ 酶大小亚基及其前体和 ＲｕＢｉ￣
ｓＣＯ 活化酶及其小同工型前体的表达也呈现下降

趋势ꎮ
２.４.２　 代谢相关蛋白质的表达变化 　 植物的生长

发育过程伴随着氨基酸、蛋白质、糖类和脂质的代

谢ꎮ 乳熟期剑叶中与细胞代谢相关的蛋白质胼胝

质合成酶(ＧＳＬ１１)、半胱氨酸合成酶(ＯＡＳＡ１)、甘
油￣３￣磷酸乙酰转移酶(ＧＰＡＴ３)表达下调ꎬ同时光

合相关蛋白质表达也下降ꎬ说明叶片衰老过程中

蛋白质合成受阻ꎮ 此外ꎬ核蛋白质合成的 ６０Ｓ、
４０Ｓ、质体及线粒体蛋白质合成的 ３０Ｓ 和 ５０Ｓ 相关

蛋白质表达量降低ꎬ例如核糖体蛋白 Ｓ１９(Ｒｉｂｏｓｏ￣
ｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ１９)、核糖体蛋白 Ｌ１ 家族蛋白(Ｒｉｂｏ￣
ｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｌ１ ｆａｍｉｌｙ ｐｒｏｔｅｉｎ)、核糖体蛋白 Ｓ３(Ｒｉ￣
ｂｏｓｏｍａｌ ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓ３) 和糖基化修饰相关的 Ｎ￣糖胺

酰转移酶(ＣＧＬ１) 表达量也下降ꎬ而蛋白质转运相

关的 Ｒａｓ 蛋白(ＲＡＢＡ５Ｃ)及脂质转运有关的磷脂

转运 ＡＴＰ 酶 ２(ＡＬＡ２)含量上升ꎮ
２.４.３　 信号转导及胁迫响应相关蛋白质的表达变

化　 植物叶片衰老过程中ꎬ细胞与细胞器的结构与

功能发生一系列改变ꎬ包括丙二醛和活性氧的产生ꎬ
叶绿体类囊体膜完整性的破坏ꎬ膜脂过氧化严重等ꎮ
为了抵御过氧化造成的损伤ꎬ植物大量表达与逆境

胁迫、防御相关的蛋白质ꎮ 本研究中ꎬ乳熟期剑叶中

过氧化物酶 ２１ 和转录因子类似 Ｒ２Ｒ３ＭＹＢ 结构域

蛋白( Ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ Ｒ２Ｒ３ＭＹＢ￣ｄｏｍａｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ) 表达量

都表现出上升的趋势ꎬ但与胁迫响应相关的 Ｈａｒｐｉｎ
蛋白结合蛋白 １(Ｈａｒｐｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ １)、叶绿体

４.１×１０４ ＲＮＡ 茎环结合蛋白 ｂ(Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｓｔｅｍ￣ｌｏｏｐ
ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｏｆ ４.１×１０４ ｂ)和 Ｓ 受体激酶 ＰＫ３ 前

体样蛋白(Ｓ￣ｒｅｃｅｐｔｏｒ ｋｉｎａｓｅ ＰＫ３)出现表达量下降

趋势ꎮ 在信号转导通路蛋白质方面ꎬ形成素样蛋白

５(Ｆｏｒｍｉｎ ｐｒｏｔｅｉｎ５)和 Ｓｈａｇｇｙ 相关的蛋白激酶 κ 也

出现表达下调ꎮ
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表 １　 通过质谱分析鉴定的 ５３ 个水稻剑叶差异表达蛋白质的具体信息

Ｔａｂｌｅ １　 Ｄｅｔａｉｌｅｄ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｆｉｆｔｙ￣ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｏｆ ｒｉｃｅ ｆｌａｇ ｌｅａｖｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

功能　 　 　 点号
蛋白质
含量
变化

登陆号
等电
点

分子
量

(×１０３)
得分

匹配
数

覆盖率
(％) 蛋白质名称

亚细胞
定位

同源基因

光合作用
相关蛋白质

１６３ 上调 ｇｉ ｜ １６４３７５５４３ ５.５６ ２０.０２ ８６ １５ ６８ 叶绿体光系统 ＩＩ ２.３×１０４

蛋白质
叶绿体 Ａｔ１ｇ０６６８０ (ＰＳＢＰ)

４３９ 下调 ｇｉ ｜ １４９３９２７２５ ５.１０ ３０.５９ ９２ １６ ４７ 二磷酸核酮糖羧化酶 / 加
氧酶活化酶

叶绿体 Ａｔ２ｇ３９７３０ (ＲＣＡ)

５４４ 下调 ｇｉ ｜ ７３９２９２ ５.１０ ２６.５０ ８５ １７ ４５ 放氧复合体蛋白 １ 叶绿体 Ａｔ５ｇ６６５７０ (ＰＳＢＯ)

９７６ 下调 ｇｉ ｜ １３５６９６４３ ４.７８ ２１.７４ ８１ １２ ５１ 二磷酸核酮糖羧化酶 / 加
氧酶活化酶

叶绿体 Ａｔ２ｇ３９７３０ (ＲＣＡ)

１００１ 下调 ｇｉ ｜ ６２７３３２９７ ５.５９ ５２.３９ １２２ ２６ ４６ ＲｕＢｉｓＣＯ 活化酶小同工型
前体

叶绿体 Ａｔ２ｇ３９７３０ (ＲＣＡ)

１１２５ 下调 ｇｉ ｜ ４１０５２９１５ ７.９８ ４１.０９ ４２ １０ ２３ 假定的铁氧化还原蛋白￣
ＮＡＤＰ(Ｈ)氧化还原酶

叶绿体 Ａｔ１ｇ２００２０ (ＬＦＮＲ２)

１１３２ 下调 ｇｉ ｜ ３１２２０４６６６ ６.０７ ４.９１９ ３１ ４ ６７ 二磷酸核酮糖羧化酶 / 加
氧酶大亚基

叶绿体 ＡｔＣｇ００４９０ ( ｒｂｃＬ)

１１６６ 下调 ｇｉ ｜ １１０２８８９４５ ８.５１ ４０.７６ ８４ １３ ２９ 二磷酸核酮糖羧化酶 / 加
氧酶长链前体

叶绿体 ＡｔＣｇ００４９０ ( ｒｂｃＬ)

１１７４ 下调 ｇｉ ｜ ５５２８５７ ５.３０ ５３.９５ ４０ １２ ３２ ａｔｐＢ 基因编码产物(叶绿
体)

叶绿体 ＡｔＣｇ００４８０ (ａｔｐＢ)

１１９６ 下调 ｇｉ ｜ １１４６６７９４ ５.４７ ５４.０３ １１８ ２５ ４２ ＡＴＰ 合酶 ＣＦ１ 的 β 亚基 叶绿体 ＡｔＣｇ００４８０ (ａｔｐＢ)

能量代谢
相关蛋白质

９９６ 下调 ｇｉ ｜ １２５５６４３２１ ５.３５ ４０.３５ ６２ １０ ２１ 假定蛋白 ＯｓＩ ＿３１９８６ (丙
酮酸脱氢酶 Ｅ１ 的 β 亚基ꎬ
线粒体)

线粒体 Ａｔ５ｇ５０８５０ (ＭＡＢ１)

１２２３ 下调 ｇｉ ｜ １１５４５４９４３ ５.８６ ８２.１４ ５９ １６ ２０ 线粒体的 ＮＡＤＨ￣泛醌氧
化还原酶 ７.５×１０４亚基前
体

线粒体 Ａｔ５ｇ３７５１０ (ＥＭＢ１４６７)

蛋白质代谢
相关蛋白质

８９ 上调 ｇｉ ｜ １２１３６０１ １０.２８ １０.６５ ５４ ８ ６２ 核糖 体 蛋 白 Ｓ１９ꎬ 部 分
(叶绿体)

叶绿体 ＡＴＣＧ００８２０ ( ｒｐｓ１９)

１０９ 上调 ｇｉ ｜ ２２２６４０８９５ ５.９７ ４４.５３ ４５ １１ ２１ 假定蛋白 ＯｓＪ＿２８００１(Ｒａｓ
相关蛋白 ＲＡＢＡ５ｃ)

高尔
基体

Ａｔ２ｇ４３１３０ (ＡＲＡ￣４)

２６４ 上调 ｇｉ ｜ １２５６００９３７ ８.４４ １６.８０ ４４ ６ ３６ 假定蛋白 ＯｓＪ＿２４９６９ 质膜 Ａｔ３ｇ０９７７０ (ＬＯＧ２)

１０２７ 下调 ｇｉ ｜ ２９７５９７９９４ ９.９０ １０.５１ ４６ ７ ５９ 核糖体蛋白 Ｌ１ 家族蛋白 细胞质 Ａｔ１ｇ１４３２０ (ＲＰＬ１０Ａ)

１１１１ 下调 ｇｉ ｜ ２９７６０７８８６ ６.５７ ９.３５ ４１ ４ ４１ Ｏｓ０８ｇ０１１３３００ 蛋白 细胞质 Ａｔ３ｇ０７３７０ (ＣＨＩＰ)

１１２０ 下调 ｇｉ ｜ １２５５２５３２２ ６.２４ ４８.９３ ４３ １２ ２３ 假 定 蛋 白 ＯｓＩ ＿ ０１３１６
(ＳＡＤ１ / ＵＮＣ￣８４ 结构域蛋
白 １)

细胞核 Ａｔ５ｇ０４９９０ (ＳＵＮ１)

１１４３ 下调 ｇｉ ｜ ２１８１９１８８３ ５.８６ ３９.１４ ４２ １１ ２７ 假定蛋白 ＯｓＩ ＿０９５７９ ( Ｎ￣
糖酰胺转移酶)

高尔
基体

Ａｔ４ｇ３８２４０ (ＣＧＬ１)

１１５６ 下调 ｇｉ ｜ ２２３９２７４０４ １０.００ １７.５０ ３３ ４ ２６ 核糖体蛋白 Ｓ３ 叶绿体 ＡｔＣｇ００８００ ( ｒｐｓ３)

１１７８ 下调 ｇｉ ｜ ２９７５９７９９４ ９.９０ １０.５１ ４６ ７ ５９ 核糖体蛋白 Ｌ１ 家族蛋白 细胞质 Ａｔ１ｇ１４３２０ (ＲＰＬ１０Ａ)

脂质代谢
相关蛋白质

２９ 上调 ｇｉ ｜ １２５６０４７５０ ４.９９ １８.９８ ４７ ７ ３５ 假定蛋白 ＯｓＪ＿２８４０５ (磷
脂转运 ＡＴＰ 酶 ２)

内质网 Ａｔ５ｇ４４２４０ (ＡＬＡ２)

１０８４ 下调 ｇｉ ｜ １２５５２５２１１ ８.８３ ６０.６３ ５２ １１ ７ 假定蛋白 ＯｓＩ ＿０１２０１ (可
能的甘油￣３￣磷酸酰基转
移酶)

叶绿体 /
线粒体 /
内质网

Ａｔ４ｇ０１９５０ (Ｇ３ＰＡＴ)

碳水化合物及
氨基酸代谢
相关蛋白质

１０８８ 下调 ｇｉ ｜ ５３７９１８１９ ５.２７ ３７.３６ ５１ ８ １６ 假定的半胱氨酸合酶 细胞质 Ａｔ４ｇ１４８８０ (ＯＡＳＡ１)

１１２６ 下调 ｇｉ ｜ ６７０４４１５７２ ９.５８ １.４６ ３５ ５ ４２ 假定胼胝质合酶 ６ 质膜 Ａｔ３ｇ５９１００ (ＧＳＬ１１)
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续表 １　 Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ １

功能 点号
蛋白质
含量
变化

登陆号
等电
点

分子
量

(×１０３)
得分

匹配
数

覆盖率
(％) 　 　 　 蛋白质名称

亚细胞
定位 同源基因

信号转导
相关蛋白质

１ 上调 ｇｉ ｜ １２５５９６８７６ ６.２６ １５.２９ ３６ ９ ５５ 假定蛋白 ＯｓＪ＿２１０００ (胚
胎形成跨膜样蛋白)

质膜 －

９４２ 下调 ｇｉ ｜ ２９７７２７４０５ １０.１７ ４０.６９ ３６ ９ ２３ Ｏｓ１０ｇ０２０５９００ 蛋白(形成
素样蛋白 ５)

质膜 Ａｔ１ｇ２６１５０ (ＰＥＲＫ１０)

１０９６ 下调 ｇｉ ｜ ６５８０６１１９５ ７.１１ ２８.８３ ８１ １１ ３８ 预测的类 ｓｈａｇｇｙ 相关的
蛋白激酶 κ

质膜 Ａｔ１ｇ０９８４０ (ＡＳＫ１０)

胁迫响应
相关蛋白质

４ 上调 ｇｉ ｜ ２５３７６２０１４ ６.７２ ３０.０４ ４５ １０ ３０ 过氧化物酶 ２１ 过氧化
物酶体

Ａｔ１ｇ０５２５０

１７ 上调 ｇｉ ｜ １１５４８９１０６ ８.７６ ９.３７ ３６ ３ ２３ 类似 Ｒ２Ｒ３ＭＹＢ 结构域蛋
白

细胞核 Ａｔ３ｇ０６４９０ (ＭＹＢ１０８)

２４ 上调 ｇｉ ｜ ５０７２６２６１ ７.０１ ９.２１ ４２ １２ １１ 有机阳离子转运体样蛋白 液泡膜 Ａｔ３ｇ２０６６０ (ＯＣＴ４)

１０７８ 下调 ｇｉ ｜ ２１９０２０６１ １１.５８ ２６.８２ ３８ ６ ２０ Ｓ 受体激酶 ＰＫ３ 前体样
蛋白

质膜 Ａｔ１ｇ１１３５０ (ＳＤ１１３)

１１２７ 下调 ｇｉ ｜ １１５４８８３４０ ８.５９ ４１.６２ ７２ ９ １６ Ｏｓ１２ｇ０４２０２００ 蛋白(叶绿
体的 ４１ ｋＤａ ＲＮＡ 茎环结
合蛋白 ｂ)

叶绿体 Ａｔ１ｇ０９３４０ (ＣＲＢ)

１１７６ 下调 ｇｉ ｜ ３８６７９３２５ ８.９２ ２８.３６ ４９ ４ ２０ ｈａｒｐｉｎ 结合蛋白 １ 叶绿体 Ａｔ３ｇ２３４００ (ＦＩＢ４)

未知功能
蛋白质

５ 上调 ｇｉ ｜ ５１５３５９０７ ６.３９ ９.６５ ５１ ７ ５５ 假定蛋白 － －

１６ 上调 ｇｉ ｜ １２５５７２３６７ １１.２０ １０.８４ ４７ ８ ６４ 假定蛋白 ＯｓＪ＿０３８０９ － －

２１ 上调 ｇｉ ｜ ５０７２５６６１ ８.６５ ６.０７ ５６ ５ ７４ 假定蛋白 － －

６６ 上调 ｇｉ ｜ ２９７７２２２５１ ４.４４ １２.７１ ３７ ５ ３４ Ｏｓ０３ｇ０４３８４００ 蛋白 － －

７１ 上调 ｇｉ ｜ ５０７２５５１８ １１.９４ ８.３４ ４７ ４ ３９ 假定蛋白 － －

８２ 上调 ｇｉ ｜ ２１８１９０６１９ ５.１６ １２.５６ ４５ ８ ５０ 假定蛋白 ＯｓＩ＿０６９９３ － －

１０２ 上调 ｇｉ ｜ ２９７７２２２８５ １２.０８ ５.７６ ４４ ５ ６６ Ｏｓ０３ｇ０５７３７５０ 蛋白 质膜 ＡＴ２Ｇ１９３５０

９８３ 下调 ｇｉ ｜ ２５８６４４７２９ ９.４３ ２５.４４ ３９ ５ １７ 假定蛋白 － －

９９７ 下调 ｇｉ ｜ ２１８１８６４７１ ６.０５ １０.５２ ３８ ７ ７１ 假定蛋白 ＯｓＩ＿３７５５８ － －

１０７９ 下调 ｇｉ ｜ ９０３９９３２６ ５.１３ １１.９８ ３３ ７ ５３ Ｈ０３１３Ｆ０３.１０ 蛋白 － －

１０８０ 下调 ｇｉ ｜ ４９３８７８３５ ９.９５ ２０.１７ ３７ ８ ３２ 假定蛋白 － －

１０９１ 下调 ｇｉ ｜ ３８６３７１４６ １０.５０ ２０.７２ ４５ ９ ３８ 假定蛋白 － －

１０９２ 下调 ｇｉ ｜ １９９２０１１４ ９.４０ ６８.０３ ４９ １５ １８ 假定的逆转录因子 细胞核 －

１０９７ 下调 ｇｉ ｜ １１６３１０９８８ １１.４６ ２５.８９ ４１ ６ ２６ ＯＳＩＧＢａ０１３８Ｅ０８￣ＯＳＩＧ￣
Ｂａ０１６１Ｌ２３.４ 蛋白

－ －

１１０９ 下调 ｇｉ ｜ ２９７７２１３４９ １０.１９ １１.８７ ５４ ４ ３７ Ｏｓ０２ｇ０５８０８００ 蛋白 － －

１１３４ 下调 ｇｉ ｜ ２１８１９８００７ １１.１５ １５.７３ ４８ ５ ２８ 假定蛋白 ＯｓＩ＿２２６１７ － －

１１３７ 下调 ｇｉ ｜ ６２７３３０３４ ６.８１ ８.１５ ４７ ６ ５９ 假定蛋白 ＬＯＣ＿Ｏｓ１１ｇ１４６９０ － －

１１４８ 下调 ｇｉ ｜ ２９７７２１３４９ １０.１９ １１.８７ ４４ ４ ３７ Ｏｓ０２ｇ０５８０８００ 蛋白 － －

１１４９ 下调 ｇｉ ｜ １２５５７７３７１ ５.１９ １１.８８ ４５ ８ ７０ 假定蛋白 ＯｓＪ＿３４１２０ － －
登陆号、得分、匹配数和覆盖率通过 Ｍａｓｃｏｔ 软件从 ＮＣＢＩｎｒ、Ｓｗｉｓｓ Ｐｒｏｔ 和 ＥＳＴ 数据库数据分析获得ꎮ 覆盖率:蛋白质氨基酸序列被匹配的肽段
所覆盖的百分比ꎻ得分:肽段分子质量计算得分ꎻ匹配数:肽段氨基酸序列匹配数ꎻ －:未知ꎮ

２.５　 杂交水稻两优培九剑叶衰老过程中差异蛋白

质的互作网络分析

　 　 通过 ＵｎｉＰｒｏｔＫＢ 的 Ｂｌａｓｔ 分析ꎬ我们得到了 ３４
个已鉴定蛋白质的拟南芥同源基因(表 １)ꎮ 利用

ＧｅｎｅＭＡＮＩＡ 对这些同源基因进行蛋白质互作预测ꎬ
以寻找在孕穗期和乳熟期水稻叶片中蛋白质网络的

关键节点蛋白质ꎮ 蛋白质互作网络分析结果(图 ４)
显示ꎬ围绕光合作用的蛋白质ꎬ例如 ＲｕＢｉｓＣＯ 大亚

２１２１ 江 苏 农 业 学 报 　 ２０１８ 年 第 ３４ 卷 第 ６ 期



图 ３　 鉴定的 ５３ 个水稻剑叶差异表达蛋白质的功能分类(Ａ)和亚细胞定位(Ｂ)
Ｆｉｇ.３　 Ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎ ａｎｄ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ (Ａ) ａｎｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｓｕｂｃｅｌｌｕｌａｒ ｌｏｃａｔｉｏｎｓ (Ｂ) ｏｆ ａｌｌ ５３ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｏｆ ｒｉｃｅ ｆｌａｇ ｌｅａｖｅｓ

基(ＲＢＣＬ)、ＲｕＢｉｓＣＯ 活化酶(ＲＣＡ)、ＡＴＰ 合酶 ＣＦ１β
亚基(ＡＴＰＢ)、捕光复合体蛋白(ＬＨＣ)等核心蛋白

质形成了 １ 个大的功能群ꎬ涵盖了所有 ７ 个已知功

能分类的 ２１ 个蛋白质ꎮ 甘油￣３￣磷酸乙酰转移酶

(ＧＰＡＴ３)与甘油醛￣３￣磷酸脱氢酶(ＧＡＰＡ１)和光系

统 ＩＧ 亚基(ＰＳＡＧ)存在相互作用ꎮ 磷脂转运 ＡＴＰ
酶 ２(ＡＬＡ２)与 ＡＴＰ 合酶 β 亚基(ＡＴＰＢ)存在相互联

系ꎮ 半胱氨酸合成酶(ＯＡＳＡ１)和线粒体 ＮＡＤＨ￣辅
酶 Ｑ 脱氢酶(ＥＭＢ１４６７)、丙酮酸脱氢酶(ＰＤＨ２)存
在相互作用ꎬ且与光系统 Ｉ 叶绿素 ａ￣ｂ 结合蛋白

(ＬＨＣＡ１、ＬＨＣＡ３)、ＰＳＩＩ 捕光复合物(ＬＨＣＢ４.１、ＬＨ￣
ＣＢ５)、 ＰＳＩＩ 放氧复合物 Ｉ ( ＰＳＢＯ１)、 ＰＳＩ Ｆ 亚基

(ＰＳＡＦ)共表达ꎮ

３　 讨 论

叶片衰老是一个精密调节、规范有序、具有策略

的生理活动过程[１２￣１４]ꎬ最显著的特点是受到衰老调

控的蛋白质和基因表达量的连续微小的变化[１５￣１９]ꎮ
本研究采用双向电泳技术对高产杂交水稻两优培九

衰老进程中剑叶蛋白质表达进行了分析ꎬ结果表明

孕穗期与乳熟期剑叶中差异表达的蛋白质点涉及诸

多代谢途径ꎬ包括光合作用、能量代谢、蛋白质代谢、
脂质代谢和氨基酸及碳水化合物代谢ꎮ

两优培九乳熟期剑叶衰老过程中ꎬ光合相关的

蛋白质表达量降低ꎬ这些蛋白质涉及光反应各个途

图 ４　 水稻孕穗期和乳熟期剑叶差异表达蛋白质(拟南芥同源

蛋白质)的互作网络

Ｆｉｇ.４ 　 Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｎｅｔｗｏｒｋ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ
(ｈｏｍｏｌｏｇｏｕｓ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ ｔｈａｌｉａｎａ) ｉｎ ｒｉｃｅ
ｆｌａｇ ｌｅａｖｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｂｏｏｔｉｎｇ ｓｔａｇｅ ａｎｄ ｍｉｌｋ ｓｔａｇｅ

径ꎮ 在暗反应中ꎬＲｕＢｉｓＣＯ、ＲｕＢｉｓＣＯ 前体和 ＲｕＢｉ￣
ｓＣＯ 活化酶 ３ 个主要蛋白质表达量发生变化ꎮ
ＲｕＢｉｓＣＯ 含量降低将削弱暗反应中 ＣＯ２的浓缩与固

定ꎬ进而不利于作物有机物的积累ꎮ ＲｕＢｉｓＣＯ 活化

酶为 ＲｕＢｉｓＣＯ 的伴侣分子ꎬ能够调节其活性ꎬ其主
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要作用是通过移除 ＲｕＢｉｓＣＯ 活化位点上的抑制性

糖类实现对 ＲｕＢｉｓＣＯ 的激活[２０]ꎮ 有研究结果表明ꎬ
受某种因素影响ꎬ未活化的 ＲｕＢｉｓＣＯ 与 ＲｕＢＰ(１ꎬ５￣
二磷酸核酮糖)紧密结合ꎬ形成 ＲｕＢｉｓＣＯ￣ＲｕＢＰ 复合

物ꎬ使 ＲｕＢｉｓＣＯ 钝化ꎬ不能进行反应ꎻ在光下ꎬＲｕＢｉ￣
ｓＣＯ 活化酶水解 ＡＴＰ 并使 ＲｕＢｉｓＣＯ￣ＲｕＢＰ 复合物解

离ꎬＲｕＢＰ 被释放ꎻＲｕＢｉｓＣＯ 被氨甲酸化ꎬ与 Ｍｇ２＋ 形

成三元复合物(ＲｕＢｉｓＣＯ￣ＣＯ２￣Ｍｇ２＋ꎬＥＣＭ)ꎬＥＣＭ 与

ＲｕＢＰ 结合即可启动羧化反应[２１]ꎮ ＲｕＢｉｓＣＯ 活化酶

含量和活性的减少将加速 ＲｕＢｉｓＣＯ 酶含量与活性

的下降[２２￣２３]ꎮ 由此可以看出ꎬＲｕＢｉｓＣＯ 和 ＲｕＢｉｓＣＯ
活化酶的表达是相互关联的ꎮ 这说明剑叶衰老时ꎬ
光反应和暗反应过程的许多蛋白质表达量均有变

化ꎮ
在细胞代谢方面ꎬ两优培九乳熟期剑叶在衰老

进程中ꎬ表现出氨基酸、蛋白质、糖类和脂质的合成

代谢下降ꎬ物质转运活跃的趋势ꎮ 核糖体蛋白在蛋

白质生物合成中发挥着重要作用ꎬ其在乳熟期剑叶

中表达下调可能是 ＲｕＢｉｓＣＯ 大亚基和 ＲｕＢｉｓＣＯ 活

化酶表达下调的原因之一ꎮ Ｎ￣糖胺酰 转 移 酶

(ＣＧＬ１)是蛋白质 Ｎ 型糖基化修饰的关键酶ꎬＮ￣糖
胺酰转移酶表达的下调可能对糖蛋白的含量有调控

作用ꎮ 起蛋白质转运作用的 Ｐ 型环状核苷三磷酸

水解酶超家族蛋白 ( ＡＲＡ４) 随着剑叶衰老而上

调[２４]ꎮ 此外ꎬＫｅｅｃｈ 等[２５]证实拟南芥叶片的衰老进

程伴随着细胞微管系统的解体ꎮ 本研究中连接细胞

核骨架和细胞骨架的 ＬＩＮＣ 复合体组分蛋白 ＳＡＤ１ /
ＵＮＣ￣８４ 结构域蛋白表达量的下降表明细胞骨架结

构系统的变化也是叶片衰老的重要标志ꎮ
半胱氨酸合成酶(ＯＡＳＡ１)的功能是催化半胱氨

酸的合成ꎬ而半胱氨酸是合成抗氧化剂谷胱甘肽的

重要底物之一[２６]ꎮ 乳熟期剑叶中半胱氨酸合成酶

(ＯＡＳＡ１)的表达量下调ꎬ说明谷胱甘肽的合成逐渐

减少ꎮ 蛋白质网络分析结果显示ꎬＯＡＳＡ１ 和多个光

合蛋白质(ＬＨＣＡ１、ＬＨＣＡ３、ＰＳＢＯ１ 等)以及线粒体

ＮＡＤＨ￣辅酶 Ｑ 脱氢酶(ＥＭＢ１４６７)、丙酮酸脱氢酶

(ＰＤＨ２)共表达ꎬ推测其在叶绿体和线粒体功能衰

退方面存在一定影响ꎮ 胼胝质合成酶 ６(ＧＳＬ１１)通
常参与细胞壁延伸ꎬ同时能够抵抗环境胁迫和病原

体侵染ꎬ其表达量的下调说明水稻植株在衰老过程

中抵御逆境的能力逐步下降[２６￣２８]ꎬ这可能也是两优

培九在生殖生长后期衰老加速的原因之一ꎮ

甘油￣３￣磷酸乙酰转移酶(ＧＰＡＴ３)是甘油磷脂

合成步骤中第一步反应的关键酶ꎬ在甘油三脂(ＴＧ)
和甘油磷脂(Ｐｈｏｓｐｈａｔｉｄｙｌｃｈｏｉｎｅ)的生物合成中扮演

重要角色ꎮ 乳熟期剑叶中 ＧＰＡＴ３ 含量的减少从源

头上造成类囊体膜的减少ꎬ继而导致叶片光合能力

下降ꎬ推测叶绿体的衰老是膜￣蛋白质系统协同变化

的结果ꎮ 然而ꎬ磷脂转运 ＡＴＰ 酶含量上升则说明供

给内膜系统的磷脂可能增加ꎬ推测在叶片衰老进程

中ꎬ作为膜系统主要构成组分的磷脂系统在不同细

胞区域的周转具有异质性ꎮ 值得注意的是ꎬ脂质代

谢与蛋白质代谢类似ꎬ均呈现出合成受阻而转运活

跃的规律ꎮ
植物衰老进程中大分子物质的分解代谢越旺

盛ꎬ消耗的能量则越多ꎬ而线粒体作为主要的产能细

胞器ꎬ需保持活性以满足衰老过程中的能量需求ꎬ因
此ꎬ与叶绿体不同ꎬ线粒体的衰老往往是滞后的[２９]ꎮ
本研究中ꎬ水稻剑叶线粒体中的 ＮＡＤＨ￣辅酶 Ｑ 脱氢

酶和丙酮酸脱氢酶的表达量在乳熟期显著下降ꎬ限
制了糖酵解产生的 ＮＡＤＨ 和丙酮酸进入线粒体再

利用ꎬ说明在叶片衰老后期线粒体氧化磷酸化效率

降低可能与分解代谢逐渐削弱有关ꎮ
Ｒ２Ｒ３ＭＹＢ 结构域蛋白是植物中广泛存在且功

能多样的一类 ＭＹＢ 蛋白质ꎬ参与次生代谢调节ꎬ细
胞形态建成ꎬ激素刺激和逆境胁迫响应ꎬ分生组织形

成及细胞周期控制等诸多生物过程ꎬＲ２Ｒ３ＭＹＢ 基因

受各种逆境胁迫的诱导[３０￣３２]ꎮ Ｒ２Ｒ３ＭＹＢ 在乳熟期

表达量上升ꎬ我们推测水稻衰老进程中ꎬＭＹＢ 转录

因子与序列为 ＴＡＡＣＴＧ 的核心元件结合ꎬ激活多个

功能基因发挥作用ꎬ延缓植物衰老[３３￣３６]ꎮ 此外ꎬ作
为液泡离子转运蛋白的重要类型之一ꎬ有机阳离子

转运样蛋白(Ｏｒｇａｎｉｃ ｃａｔｉｏｎ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ￣ｌｉｋｅ ｐｒｏｔｅｉｎ)
的表达量增加表明其在水稻衰老进程中具有重要作

用[３７]ꎮ ＨｒＢＰ１ 是植物叶绿体内产生的受体蛋白ꎬ能
够与病原菌侵染植株时产生的 Ｈａｒｐｉｎ 信号蛋白特

异性结合ꎬ乳熟期剑叶中 ＨｒＢＰ１ 蛋白表达的显著下

调可能导致叶绿体对活性氧的氧化压力变得敏感ꎬ
促进光系统蛋白的降解ꎬ加速叶绿体的衰老进

程[３８￣３９]ꎮ 此外ꎬ先前的研究结果表明叶绿体 ＲＮＡ 茎

环结构结合蛋白 ｂ(Ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｓｔｅｍ￣ｌｏｏｐ ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏ￣
ｔｅｉｎ ｏｆ ４１ｋＤａ ｂꎬＣＲＢ / ＣＳＰ４１ｂ)对叶绿体 ＲＮＡ 的转

录和翻译有调控作用[４０]ꎮ 但近年来的研究结果显

示 ＣＳＰ４１ｂ 也是一个与干旱、盐渍等逆境响应相关
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的蛋 白 质ꎬ 可 能 与 脱 落 酸 ( ＡＢＡ) 信 号 转 导 有

关[４１￣４２]ꎮ 本研究中ꎬ乳熟期剑叶 ＣＳＰ４１ｂ 表达量的

下调可能对叶绿体基因编码蛋白质有调控作用ꎬ且
同叶绿体核糖体蛋白的翻译水平调控一致ꎬ但其对

叶片衰老的具体调控机制还需进一步研究ꎮ 随着生

长发育进程ꎬ过氧化物酶表达量增加ꎬ推测过氧化物

酶兼具两方面效应:一是作为抗氧化物酶类ꎬ负责清

理代谢产物 Ｈ２Ｏ２自由基ꎻ二是过氧化物酶同时还有

生成 Ｈ２Ｏ２的功能[４３￣４４]ꎬ可能在水稻剑叶衰老过程中

促进 Ｈ２Ｏ２生成ꎬ最后导致水稻细胞膜发生过氧化ꎬ
结构完整性遭到破坏ꎬ表现为促进衰老的效应ꎮ 因

此ꎬ细胞氧化压力的增加和抗氧化系统性能的逐步

降低是叶片衰老进程的重要特征ꎮ
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ｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] .Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ２０１２ꎬ６３(６３):５８７３￣
５８８５.

[３７] ＴＯＲＲＥ ＳꎬＧＩＳＥＬＥ Ａ ＭꎬＭＡＲＣＯＳ Ａ Ｇꎬｅｔ ａｌ. Ｉｄｅｎｔｉｆｙｉｎｇ ｗａｔｅｒ
ｓｔｒｅｓｓ￣ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｍｅｃｈａｎｉｓｍｓ ｉｎ ｃｉｔｒｕｓ ｂｙ ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ ｔｒａｎｓｃｒｉｐｔｏｍｅ ａ￣
ｎａｌｙｓｉｓ[Ｊ] .Ｇｅｎｅｔｉｃｓ ＆ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００７ꎬ３０(３):８８８￣９０５.

[３８] ＣＨＥＮ ＺꎬＺＥＮＧ Ｍ ＪꎬＳＯＮＧ Ｂ Ａꎬｅｔ ａｌ.Ｄｕｆｕｌｉｎ ａｃｔｉｖａｔｅｓ ＨｒＢＰ１ ｔｏ
ｐｒｏｄｕｃｅ ａｎｔｉｖｉｒａｌ ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｉｎ ｔｏｂａｃｃｏ [ Ｊ] . ＰＬｏＳ ＯＮＥꎬ ２０１２ꎬ ７
(５): ｅ３７９４４.

[３９] ＳＩＮＧＨ Ｄ ＫꎬＭＡＸＩＭＯＶＡ Ｓ ＮꎬＪＥＮＳＥＮ Ｐ Ｊꎬｅｔ ａｌ.ＦＩＢＲＩＬＬＩＮ４ ｉｓ
ｒｅｑｕｉｒｅｄ ｆｏｒ ｐｌａｓｔｏｇｌｏｂｕｌｅ ｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔ ａｎｄ ｓｔｒｅｓｓ ｒｅｓｉｓｔａｎｃｅ ｉｎ ａｐ￣
ｐｌｅ ａｎｄ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ[Ｊ] .Ｐｌａｎｔ Ｐｈｙｓｉｏｌꎬ２０１０ꎬ１５４(３):１２８１￣１２９３.

[４０] ＢＯＬＬＥＮＢＡＣＨ Ｔ ＪꎬＳＨＡＲＷＯＯＤ Ｒ ＥꎬＧＵＴＩＥＲＲＥＺ Ｒꎬｅｔ ａｌ.Ｔｈｅ
ＲＮＡ￣ｂｉｎｄｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ＣＳＰ４１ａ ａｎｄ ＣＳＰ４１ｂ ｍａｙ ｒｅｇｕｌａｔｅ ｔｒａｎ￣
ｓｃｒｉｐｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｒａｎｓｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ￣ｅｎｃｏｄｅｄ ＲＮＡｓ ｉｎ Ａｒａｂｉｄｏｐ￣
ｓｉｓ[Ｊ] .Ｐｌａｎｔ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｂｉｏｌｏｇｙꎬ２００９ꎬ６９(５):５４１￣５５２.

[４１] ＭＩＧＵＥＬ Ｍ ＤꎬＣＡＢＥＺＡＳ Ｊ ＡꎬＭＡＲÍＡ Ｎ Ｄꎬｅｔ ａｌ.Ｇｅｎｅｔｉｃ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｏｆ ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌ ｔｒａｉｔｓ ｒｅｌａｔｅｄ ｔｏ ｐｈｏｔｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｗａｔｅｒ ｕｓｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎ￣
ｃｙ ｉｎ Ｐｉｎｕｓ ｐｉｎａｓｔｅｒꎬ Ａｉｔ. ｄｒｏｕｇｈｔ ｒｅｓｐｏｎｓｅ: ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇｅｎｏｍｅ
ａｎｎｏｔａｔｉｏｎꎬ ａｌｌｅｌｅ ａｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ ａｎｄ ＱＴＬ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｆｏｒ ｃａｎｄｉｄａｔｅ ｇｅｎｅ
ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ[Ｊ] .ＢＭＣ Ｇｅｎｏｍｉｃｓꎬ２０１４ꎬ １５(１):４６４.

[４２] ＢＡＥＫ Ｄꎬ ＣＨＵＮ Ｈ Ｊꎬ ＫＡＮＧ Ｓꎬ ｅｔ ａｌ. Ａ ｒｏｌｅ ｆｏｒ Ａｒａｂｉｄｏｐｓｉｓ
ｍｉＲ３９９ｆ ｉｎ ｓａｌｔꎬ ｄｒｏｕｇｈｔꎬ ａｎｄ ＡＢＡ ｓｉｇｎａｌｉｎｇ [ Ｊ] . Ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ＆
Ｃｅｌｌｓꎬ２０１６ꎬ３９(２):１１１￣１１８.

[４３] ＡＬＭＡＧＲＯ ＬꎬＧÓＭＥＺ ＲＯＳ ＬꎬＢＥＬＣＨＩＮＡＶＡＲＲＯ Ｓꎬｅｔ ａｌ.Ｃｌａｓｓ
ＩＩＩ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｓ ｉｎ ｐｌａｎｔ ｄｅｆｅｎｃｅ ｒｅａｃｔｉｏｎｓ[ Ｊ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉ￣
ｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔａｎｙꎬ２００９ꎬ６０(２):３７７￣３９０.

[４４] ＤＥＬ ＲÍＯ Ｌ ＡꎬＳＡＮＤＡＬＩＯ Ｌ ＭꎬＡＬＴＯＭＡＲＥ Ｄ Ａꎬｅｔ ａｌ.Ｍｉｔｏｃｈｏｎ￣
ｄｒｉａｌ ａｎｄ ｐｅｒｏｘｉｓｏｍａｌ ｍａｎｇａｎｅｓｅ ｓｕｐｅｒｏｘｉｄｅ ｄｉｓｍｕｔａｓｅ: ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ
ｅｘｐｒｅｓｓｉｏｎ ｄｕｒｉｎｇ ｌｅａｆ ｓｅｎｅｓｃｅｎｃｅ[Ｊ] .Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ Ｂｏｔ￣
ａｎｙꎬ２００３ꎬ５４(３８４):９２３￣９３３.
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