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北海道黄杨叶片应答低温胁迫的蛋白质组分析 
郝  强，张睿鹂，冷平生，关雪莲* 
（北京农学院园林学院，北京 102206） 

摘  要：采用双向电泳的蛋白质组学方法分析了北海道黄杨叶片蛋白质对低温胁迫的应答反应。北

海道黄杨植株在室外种植，从 2008 年 10 月—2009 年 2 月每月提取叶片总蛋白。在考马斯亮蓝染色的 2-DE

胶上发现 36 个表达量显著差异蛋白点，其中通过质谱鉴定出 19 个蛋白质，包括已知的和新鉴定的低温

胁迫相关蛋白质。这些鉴定出的蛋白质涉及多个生理过程，如能量与代谢、调控、防御应答等，同时这

些蛋白质的表达模式与生理生化变化模式相一致。 
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Proteomic Analysis of Cold Stress Responses in Euonymus japonicus Leaves  

HAO Qiang，ZHANG Rui-li，LENG Ping-sheng，and GUAN Xue-lian* 

（College of Landscape，Beijing University of Agriculture，Beijing 102206，China） 

Abstract：A proteome study based on 2-D gel electrophoresis was performed in order to analyse the 

cold-stress response of Euonymus japonicus‘Cuzhi’leaves. The plants were grown in the outdoor and total 

proteins were extracted from leaves monthly from Oct，2008 to Feb，2009. Our results demonstrated 

significant variations existed in 36 protein spots detected on CBB stained 2-DE gels，among which 19 

proteins were identified by mass spectrometry，including well known and newly identified cold-responsive 

proteins. The identified proteins were involved in several processes，such as energy and metabolism，

regulatory，defense response etc. The expression patterns of these proteins were consistent with physiological 

and biochemical changes. 
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北海道黄杨（Euonymus japonicus‘Cuzhi’）是卫矛科常绿阔叶木本植物，其成熟植株具有极强

的抗冻能力，可以耐受–23.9 ℃的低温且叶片翠绿不落（关雪莲 等，2007），是近年来从国外引进

并在园林绿化中推广应用的优良常绿树种。研究其在低温胁迫过程中的抗冷性分子机理，对推动园

林植物种质资源改良，扩大常绿阔叶植物种植范围等具有重要意义。蛋白质组学技术是分析信号通

路和植物对环境刺激的复杂应答的强有力工具，但相关数据库的缺失一直制约着其应用范围。近年

来随着多种植物特别是毛果杨（Populus trichocarpa）全基因组测序的完成，使用蛋白质组学技术手

段研究北海道黄杨响应低温胁迫的蛋白质组的变化成为可能。Renaut 等（2004）对树龄 3 个月的 
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杨树在 4 ℃分别处理 7 d 和 14 d，通过双向电泳分离叶片蛋白质，采用 MALDI-TOF MS 鉴定了其中

26 个蛋白质。乌凤章（2004）检测了白桦幼苗在 4 ℃处理当天、4 d 和 14 d 的蛋白质凝胶图谱，用

ESI-MS/MS 从 37 个丰度 2 倍以上变化的蛋白点中鉴定了 15 个蛋白质，按其功能分为 4 类：信号转

导、光合作用、碳氮能量代谢和应激相关蛋白。但这些研究仅限于室内短期低温处理，而植物应答

低温胁迫过程是一个复杂的网络，尤其是在室外生长的木本植物越冬时还涉及到干旱和短日照等因

素影响。作者通过前期对试验条件的摸索，已经建立了一套适合北海道黄杨叶片蛋白质的双向电泳

体系（郝强 等，2010），利用这一体系，对露天越冬的北海道黄杨叶片蛋白进行双向电泳分析，查

找表达量变化大且稳定表达的蛋白点，再运用基质辅助激光解吸飞行时间质谱（MALDI-TOF MS）

和数据库搜索技术，分析并鉴定这些差异表达蛋白，推测其在植物低温胁迫过程中的作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

试验所用北海道黄杨‘粗枝’（Euonymus japonicus‘Cuzhi’）植株种植在北京农学院园林学院

苗圃露地，水肥灌溉充分，生长良好。分别于 2008 年 10、11、12 月和 2009 年 1、2 月，每月 15

日上午 8 时取中等大小，叶形端正，无病虫害，无损伤的叶片进行生理生化指标测定和蛋白质提取。 

1.2  方法 

1.2.1  生理生化指标测定 

过氧化物酶（POD）活性的测定采用愈创木酚染色法，超氧化物歧化酶（SOD）活性的测定采

用氮蓝四唑染色法，质膜透性采用电导法测量，可溶性糖和游离脯氨酸含量测定参照李合生（2000）

的方法。 

1.2.2  蛋白质的提取 

蛋白质提取采用酚/SDS 法（Wang et al.，2006）；采用 Bradford（1976）的方法进行蛋白质定量；

双向电泳时蛋白质上样量为 110 µg，使用 24 cm pH 4 ~ 7 IPG 胶条，参照 Bio-Rad 胶条使用说明书

设置等电聚焦程序，每根 24 cm 胶条限制电流为 50 μA，上样总体积为 450 μL，凝胶染色方法采用

考马斯亮蓝染色法（Candiano et al.，2004），每种处理设置 3 个重复。 

1.2.3  图像与数据分析 

采用 PowerLook 2100 XL 扫描仪对凝胶进行图像扫描，凝胶图像用 Bio-Rad PDQuest 2-DE 分析

软件分析，获得蛋白点的等电点、分子量、相对表达量以及凝胶之间蛋白质点匹配的信息。建立比

较组，对同一处理的 3 次重复间进行匹配，只有 3 次重复中都存在的点被确定为事实存在的蛋白点，

即重复组蛋白点；采用 Total quantity in analysis set 进行蛋白质定量的均一化，表达量呈现两倍以上

变化且差异显著（P < 0.05）的点被认为是差异表达蛋白点。 

1.2.4  胶内酶解，蛋白质鉴定和数据库检索 

用枪头切取差异蛋白点，使用 Roche 蛋白质组级胰蛋白酶（Trypsin）参照说明对蛋白点进行胶

内酶解。吸取 1 µL 样品提取液，点在 Anchorchip 靶上，晾干，然后吸取 0.1 µL α–氰基–4–羟基

肉桂酸（CHCA）基质点在晾干的样品上，待样品晾干后用 0.1%三氟乙酸除盐，洗脱两次后，将靶

送进 Autoflex II MALDI-TOF 质谱仪（Bruker Daltonics），质谱仪设置参考仪器操作指南。 

使用MASCOT分析质谱结果肽指纹图谱（PMF），选用NCBInr数据库，物种分类选择Viridplantae

（Green Plants），固定修饰为半胱氨酸乙酰基化修饰[Carbamidomethyl（C）]，可变修饰为 Oxidation
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（M），允许 1 个错误酶切位点，肽质量标准差 200 × 0.0001%。 

采用如下 3 个质量控制标准进行筛选：（1）肽段匹配数量大于或等于 4；（2）蛋白质序列覆盖

度大于 10%；（3）MOWSE 分数高于 95%（P < 0.05）显著性阈值。只有符合上述 3 个标准的匹配

结果才被视为有效鉴定结果。 

1.2.5  蛋白质功能分析和预测细胞内定位 

蛋白质鉴定结果采用 NCBI 之基本局部序列搜索工具 BLAST 进行比对，并结合 KEGG（Kyoto 

Encyclopedia of Genes and Genomes，http：//www. genome. jp/kegg）识别其对应的基因语义学（Gene 

Ontology，GO）范畴与代谢途径。所有鉴定蛋白质提交至 TargetP（http：//www. cbs. dtu. dk/services 

/TargetP）预测蛋白质定位。 

2  结果与分析 

2.1  影响北海道黄杨冬季室外生长的因素 

北京的冬季持续时间长，气候特点是晴朗，干燥，寒冷，少雪。1 月份最冷，平均气温–4.8 ℃。

低温和干旱是影响植株正常生长的主要因子。本试验中为了最大程度减少干旱的影响，在刚入冬土

壤上冻前对供试材料进行了充分灌溉，因此可认为低温是主要影响因子。图 1，A 是本试验材料生

长过程中北京地区从 2008 年 10 月至 2009 年 2 月的月平均气温变化情况，可以看出从 10 月开始气

温大幅降低，并在 1 月左右到达最低点，然后才开始慢慢回升。 

 

图 1  北海道黄杨叶片在冬季生理生化指标的变化 

Fig. 1  Variations of physiological and biochemical indicators of E. japonicus‘Cuzhi’leaves during winter 
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2.2  生理生化指标分析 

如图 1 所示 2008 年 10 月—2009 年 2 月期间，北海道黄杨叶片组织的相对电导率与室外温度变

化基本呈正相关（图 1，B），而可溶性糖、游离脯氨酸含量，过氧化物酶和超氧化物歧化酶活性与

温度变化呈负相关（图 1，C ~ F）。此外还发现，叶片相对电导率和可溶性糖含量在 10—11 月间有

一次较大的变化，而之后则保持相对稳定。植物在遭受寒冷胁迫时，细胞膜的渗透性会发生变化，

导致叶片组织的相对电导率降低，氧化还原平衡受到破坏，为适应或抵御胁迫，细胞会通过可溶性

糖和游离脯氨酸的增加来进行调节来维持细胞膜的稳定性，并通过增强抗氧化物酶的活性来保持氧

化还原平衡。试验测得的这些指标变化说明北海道黄杨叶片在 10 月到 11 月间的降温过程中获得了

对低温胁迫的适应性。 

2.3  双向电泳图谱分析 

采用 PDQuest 软件分析露天越冬过程中北海道黄杨叶片总蛋白质双向电泳图谱（图 2），从 10

月室外降温开始到翌年 2 月寒冷胁迫基本结束的过程中，重复组北海道黄杨叶片蛋白点数分别为

170、97、122、99 和 101。组间分析发现 36 个符合 t 检验（P < 0.05）且表达量变化 2 倍以上的显

著差异蛋白点。 

 

图 2  北海道黄杨叶片总蛋白质双向电泳图谱 

A：2008 年 10 月；B：2008 年 11 月；C：2008 年 12 月；D：2009 年 1 月；E：2009 年 2 月。 

Fig. 2  2-DE maps of E. japonicus‘Cuzhi’leaf proteins during winter 

A：Oct. 2008；B：Nov. 2008；C：Dec. 2008；D：Jan. 2009；E：Feb. 2009. 
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2.4  蛋白质功能分析 

对 36 个差异蛋白点进行质谱分析，用 MASCOT 进行数据库匹配，鉴定了其中 19 个蛋白质点

可能对应的蛋白质（表 1，图 3）。 

表 1  在冬季 5 个不同月份北海道黄杨叶片差异蛋白鉴定结果（2008–10—2009–02） 

Table 1  Identified proteins of E. japonicus‘Cuzhi’leaf responsive to outdoor cold stress（2008–10—2009–02） 

理论值/实验值 
Theoretical/Observd 蛋白点 

Spot 
蛋白名称 
Protein name 

注册码 
Accession 

物种 
Species 等电点 

pI 
分子量/kD
Mr 

分数 
Score 

匹配肽 
段数 
Peptides 
matched 

序列覆 
盖度/%  
Sequence 
coverage 

推测定位 
Location 

101 叶绿体核酮糖–1，5–
二磷酸加氧酶活化酶

Chloroplast rubisco 
activase  

ABM01871 桑   
Morus alba var. 
multicaulis 

4.8/5.1 27.3/39.9 71 6 23 其他 
Other location

102 核酮糖–1，5–二磷酸

加氧酶活化酶  
Rubisco activase 

XP_0025329
96 

蓖麻  
Ricinus communis 

5.4/5.3 52.4/43.2 78 7 14 其他 
Other location

103 核酮糖–1，5–二磷酸

加氧酶活化酶 
Rubisco activase  

AAK25800 马蹄莲  
Zantedeschia 
aethiopica 

5.3/5.3 47.2/47.4 130 11 26 其他 
Other location

104 核酮糖–1，5–二磷酸

加氧酶活化酶 
RubiscO activase 

1909374A 烟草 
Nicotiana tabacum 

5.5/5.4 42.9/43.0 74 5 12 其他 
Other location

105 核酮糖–1，5–二磷酸

加氧酶活化酶 
Rubisco activase   

ABF38996 富贵草  
Pachysandra 
terminalis 

5.6/5.7 34.8/16.3 76 5 21 其他 
Other location

106 核酮糖–1，5–二磷酸

加氧酶活化酶 
Rubisco activase  

ABF38996 富贵草  
Pachysandra 
terminalis 

5.6/5.8 34.8/15.4 72 6 23 其他 
Other location

107 核酮糖–1，5–二磷酸

加氧酶活化酶 
Rubisco activase 

ABF38996 富贵草  
Pachysandra 
terminalis 

5.6/5.9 34.5/39.1 73 9 21 其他 
Other location

108 放氧增强蛋白 1 
Oxygen-evolving 
enhancer protein 1 

ACG31595 玉米 
Zea mays 

5.6/5.7 34.8/32.8 71 6 11 叶绿体

Chloroplast 

109 假想蛋白 
Hypothetical protein  

CAN61828 葡萄 
Vitis vinifera 

5.8/5.5 33.4/32.1 86 8 36 叶绿体

Chloroplast 

110 前苯丙脱水酶 ADT6 
(Arogenate dehydratase 6)

NP_563809 拟南芥 
Arabidopsis thaliana 

6.1/4.9 45.1/20.2 73 4 21 叶绿体

Chloroplast 
111 果糖二磷酸醛缩酶

Fructose-bisphosphate 
aldolase，putative  

XP_0025315
08 

蓖麻 
Ricinus communis 

6.8/5.7 42.9/39.4 74 7 23 叶绿体

Chloroplast 

112 果糖–6–磷酸醛缩酶 
Fructose-6-P aldolase  

XP_0016972
82 

莱茵衣藻 
Chlamydomonas 
reinhardtii  

5.9/6.1 31.0/34.9 71 5 22 线粒体

Mitochondrin

113 肌动蛋白 
Actin 

AAP73460 陆地棉  
Gossypium hirsutum 

5.4/5.5 41.9/45.1 111 11 33 其他 
Other location 

114 FtsH 蛋白前体 FtsH-like 
protein Pftf precursor  

AAD17230 烟草 
Nicotiana tabacum 

6.0/5.4 74.5/68.3 76 9 14 叶绿体

Chloroplast 
115 反转录转座子蛋白 

Retrotransposon protein，
putative 

ABA92141 水稻 
Oryza sativa 

8.7/5.5 216.6/40.8 81 14 12 分泌通路

Secretory 
pathway 

116 Os08g0412100 NP_0010617
92 

水稻  
Oryza sativa 

6.4/6.5 110.0/112.0 88 8 10 分泌通路

Secretory 
pathway 

117 未命名蛋白产物 
Unnamed protein product 

CBI36832 葡萄  
Vitis vinifera 

5.4/5.4 24.9/22.4 77 5 18 其他 
Other location

118 假想蛋白 
Hypothetical protein  

XP_0025187
77 

蓖麻 
Ricinus communis 

6.3/5.6 23.6/23.6 83 5 21 其他 
Other location

119 假想蛋白 
Hypothetical protein  

BAC83670 水稻  
Oryza sativa 

11.1/6.6 40.9/40.8 76 5 17 其他 
Other location
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通过 BLAST 和 KEGG 对这 19 个推测的蛋白质进行功能注释，并与露天越冬期间北海道黄杨生

理生化指标变化相比较，这些蛋白可以分为能量与代谢、调控、防御应答和未知功能蛋白等 4 类。

其中前苯丙脱水酶（蛋白点 110）、果糖–6–磷酸醛缩酶（蛋白点 112）、反转录转座子蛋白（蛋白

点 115）和抗病蛋白（蛋白点 116）是首次在植物应答低温胁迫研究中报道。 

2.4.1  能量与代谢 

通过质谱结果匹配和基因功能分析，9 个蛋白（蛋白点 101 ~ 109）可能与光合作用相关，其中

7 个蛋白点（蛋白点 101 ~ 107）可能属于核酮糖–1，5–二磷酸羧化酶/加氧酶相关蛋白（图 3）。 

图 3  1 月北海道黄杨叶片总蛋白质双向电泳图谱 

箭头：质谱鉴定蛋白点。 

Fig. 3  2-DE map of E. japonicus‘Cuzhi’leaf proteins in Januray 

Arrow：Identified differential expressed proteins by MALDI-TOF MS. 

 

蛋白点 101、103 ~ 107 经 MASCOT 鉴定可能为核酮糖–1，5–二磷酸羧化酶/加氧酶活化酶

（ribulose-1，5-bisphosphate carboxylase/oxygenase activase，RCA），RCA 通过封闭底物结合位点或

阻止甲氨酰化促进多种糖磷酸基的去除，并且能够保持 RuBisCO 在激活的状态（Wang & Portis，

1992）。蛋白点 102 经过 BLAST 和 KEGG 分析，可能为核酮糖二磷酸羧化酶小亚基。RuBisCO 小

亚基已被证明可以影响 RuBisCO 的催化效率和特异性（Nakano et al.，2006）。 

在越冬的 5 个月中，蛋白点 102、104 和 107 的蛋白表达量都从 10 月开始大幅增长，并在 11

月到达顶峰，然后开始下降，而蛋白点 101、103 和 105 则在 12 月达到顶峰，之后开始下降，蛋白

点 106 表达量则基本保持稳定（图 4，A）。这些同属于 RuBisCO 活化酶的片段在冬季初期多数都表

现为增强表达，推测这可能是植物对低温和脱水等冬季气候胁迫的适应性变化。在温度最低的 1 月，

除蛋白点 106 外，其他 RuBisCO 相关蛋白都出现下调表达，这种碳代谢水平的下降说明植物在冬季

减少代谢来适应低温胁迫，同时这些蛋白在表达量上的差异说明了在应答低温胁迫时植物蛋白质表

达的复杂性，因为即使是同一种蛋白，构成蛋白的不同亚基在不同状态下也可能存在表达量的差异。 

蛋白点 108 经鉴定可能为放氧增强蛋白 1（oxygen-evolving enhancer protein 1），蛋白点 109 可

能为假想蛋白（hypothetical protein），经过 BLAST 和 KEGG 分析，推测为光系统Ⅱ放氧复合体 33 kD
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亚基 OEP（photosystem II oxygen-evolving complex 33 kD subunit），OEP 是一种锰稳定蛋白，参与能

量代谢和光合作用（Sugihara et al.，2000）。这两个蛋白点在 10 月开始增强表达，在 11 月到达顶峰

并逐渐开始回落（图 4，A）。 

图 4  差异蛋白质（101 ~ 119）的相对表达量在不同月份的变化 

Fig. 4  Monthly variations of relative expression of identified proteins 

 
以上 9 个光合作用相关蛋白质在植物越冬过程中的变化规律，表明光合作用元件对冬季低温是

敏感的，这可能也是净光合速率在冬季降低的一个主要原因（Yan et al.，2006）。 

蛋白点 110 经鉴定可能为前苯丙脱水酶[ADT6（arogenate dehydratase 6）arogenate dehydratase/ 

prephenate]，又称为预苯酸脱水酶，负责苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸的合成（http：// www. uniprot. 

org/uniprot/Q9SGD6）。蛋白点 111 经鉴定可能为果糖二磷酸醛缩酶（fructose-bisphosphate aldolase，
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putative dehydratase，FBPase），参与糖酵解/糖异生，磷酸戊糖途径，果糖和甘露糖代谢，光合作用

中的碳固定，生物碱与植物激素的合成和代谢通路（Regina & Shimon，2000）。蛋白点 110 在 10 月、

11 月和 12 月都没有表达，在次年 1 月才出现表达，2 月表达量略微下降（图 4，B）。 

蛋白点 111 在越冬期间的 5 个月中表达量不断增强，在 1 月到达顶峰并开始回落（图 4，B）。

这一结果表明 FBPase 可能与植物适应冬季低温胁迫时的能量和物质代谢有关。 

蛋白点 112 经鉴定可能为果糖–6–磷酸醛缩酶（fructose-6-P aldolase），参与磷酸戊糖途径，来

自莽草酸途径的生物碱的合成，植物激素的合成和代谢通路，在 10 和 11 月有轻微表达量，从 12

月开始没有表达（图 4，B）。 

2.4.2  调节蛋白 

蛋白点 113 经鉴定可能为肌动蛋白（actin），涉及多种细胞内过程，包括细胞通讯、肌动蛋白细

胞骨架调节、细胞分裂等（Lee & Workman，2007）。 

蛋白点 114 经鉴定可能为类 FtsH 蛋白前体（FtsH-like protein Pftf precursor），通过 BLAST 和

KEGG 分析推测此蛋白为细胞分裂蛋白酶 FtsH（cell division protease FtsH），参与蛋白质的折叠、分

选与降解、细胞生长与死亡等细胞内过程（Cui et al.，2005）。 

蛋白点 113 和 114 在越冬的 5 个月的表达变化规律基本相似。二者均在 10 月开始上调表达，在

12 月到达顶峰并开始迅速回落（图 4，C）。 

2.4.3  防御应答 

蛋白点 115 经鉴定可能为反转录转座子蛋白（retrotransposon protein），是属于 Ty3-gypsy 亚族

的一种推测蛋白质，其基因序列富含抗病基因片段（http：//www. ncbi. nlm. nih. gov/protein/ 

77549344）。其在 10 月表达量开始逐渐上升，在 12 月到达顶峰并开始回落（图 4，D）。反转录转座

子被外部环境变化或胁迫激活在真核生物中是一种共同机制。植物反转录转座子被认为与胁迫激活

的分子途径密切相关，它可能通过修饰控制植物抗病基因表达的顺式作用因子来发挥作用

（Grandbastien，1998）。 

蛋白点 116 经鉴定可能为 Os08g0412100，通过 BLAST 和 KEGG 分析推测此蛋白为抗病蛋白

（disease resistance protein RPM1），在植物对环境的适应和植物–病原菌相互作用过程中发挥作用

（Torneroa et al.，2002）。其表达量自 10 月开始增强，在 12 月达到顶峰，翌年 1 月迅速回落（图 4，

D）。 

蛋白点 117 经鉴定可能为未命名蛋白产物（unnamed protein product），通过 BLAST 和 KEGG 分

析推测此蛋白为胁迫相关蛋白（Stress-related protein）或命名为橡胶延长因子蛋白[Rubber elongation 

factor protein（REF）]（Sookmark et al.，2002）。其在 10 月就有表达，11 和 12 月略回落，翌年 1

月又上升至 10 月水平， 2 月才出现下降（图 4，D）。 

2.4.4  未知功能蛋白 

蛋白点 118 经鉴定可能为保守假定蛋白（conserved hypothetical protein），此蛋白在 10 月开始上

调表达，在 11 月到达峰值，之后表达量开始下降；蛋白点 119 经鉴定可能为假定蛋白（hypothetical 

protein），此蛋白在翌年 1 月表达量升至顶点，之后下降（图 4，E）。这两个蛋白的具体功能目前还

没有得到验证。 

3  讨论 

蛋白质组复杂多变的特点与蛋白质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
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中蛋白质表达会相应变化，以能动应对各种环境变化（邵彩虹 等，2008）。通过对越冬过程中叶片

生理生化指标的测定和差异蛋白质的鉴定和功能分析，共鉴定出涉及能量与代谢的蛋白 12 个、调控

蛋白 2 个、防御应答蛋白 3 个和未知功能蛋白 2 个。 

在 10—11 月期间，随着室外气温的快速下降，北海道黄杨的光合作用和糖类合成相关蛋白质

（蛋白点 101 ~ 107、蛋白点 109）的表达量快速增加，同时细胞内可溶性糖的含量也快速增加，吴

娜等（2006）也观察到类似的结果。这说明植物在抗寒锻炼过程中大量积累糖类物质，降低了水势，

增加了细胞持水力，降低冰点，加强树体营养，提高锻炼效果，还可为春季的早期生长提供能源和

底物，促进脱落酸积累，间接诱导蛋白质合成。在 11 月之后，RuBisCO 相关蛋白质表达量下调，

同时负责清除 ROS 的过氧化物酶活性逐渐增强。Ahsan 等（2007）曾在研究番茄叶片应答水分缺失

胁迫时发现 RuBisCO 和 RuBisCO 活化酶出现下调表达，并认为 ROS 可能修饰 RuBisCO，使其易于

被蛋白酶所降解，推测 ROS 促进 RuBisCO 或 RuBisCO 活化酶的降解，其可能参与了水分缺失及其

他环境胁迫下叶片衰老时的分子应答，本试验结果与其一致。 

蛋白点 108 和 109 被推测为 OEP，Jung 等（2006）在研究一个独特的稻瘟病类病变突变体时，

发现 OEP 蛋白在突变株 blm 中存在差异表达，并认为这种蛋白涉及氧气释放和光系统Ⅱ的稳定性。

钟传飞等（2008）研究了北京地区大叶黄杨越冬进程中光系统Ⅱ的行为特征，发现大叶黄杨叶片的

光合速率从 11 月开始下降，在次年 1 月到达最低点，本试验观察到的北海道黄杨越冬期间叶片蛋白

点 108 和蛋白点 109 的变化与之相一致。 

蛋白点 110 被推测为前苯丙脱水酶，以往有研究表明此酶定位在叶绿体基质中（Cho et al.，

2007）。该酶的主要作用是通过莽草酸分支通路将苯丙氨酸前体转变为苯丙氨酸。而芳香族氨基酸又

是植物体内许多化合物的合成前体，可以转变为木质素、生长素、单宁和生物碱吗啡等物质（Nelson 

& Cox，2000）。 

蛋白点 111 被推测为 FBPase，Hou 等（2009）研究了冬小麦阶段白化系突变株 FA85，这种白

化系突变株在早春返青期全株变为白色，而在气温回升时才转变为绿色。其 FBPase 较其亲本小麦

Aibian1 大幅下调表达，认为 FBPase 的下调表达与低温驯化有关。Regina 和 Shimon（2000）也报道

了 FBPase 与燕麦叶绿体的热诱导适应相关。Jorge 等（2006）在研究圣栎（Quercus ilex L.）叶片蛋

白质组应答干旱胁迫时也发现 FBPase 增强表达。在拟南芥中也报道过有许多胁迫环境诱导糖代谢

相关基因编码的糖酵解酶的产生（Jung et al.，2003）。本试验观察到的北海道黄杨越冬期间叶片蛋

白点 110 表达量不断增加的结果与之一致。 

蛋白点 112 被推测为果糖–6–磷酸醛缩酶，有研究表明低温胁迫不仅降低了糖酵解的活性，同

时也降低了磷酸戊糖途径活性，电子传递途径转变为抗氰呼吸，这种途径的改变对低温下植物体内

开辟能量流起重要作用（周功克 等，2000）。 

在 10—12 月期间，叶片的相对电导率快速降低，而被推测为肌动蛋白的蛋白点 113 的相对表

达量快速增强，表明细胞膜对低温的敏感性，随着温度快速下降其透性也出现较大变化。肌动蛋白

被认为在植物感知低温信号过程中参与钙离子内流所激发的细胞膜流动性的改变，蛋白质代谢被认

为是植物应答低温胁迫时的主要过程，Orvar 等（2000）在对紫花苜蓿的研究中发现肌动蛋白的聚

合剂和解聚剂会对钙离子内流分别带来抑制和促进的效果，表明其在钙离子流信号感知过程中起到

重要作用。在研究水稻秧苗应答低温胁迫时也发现 FtsH 蛋白前体和其他一些蛋白质代谢相关分子伴

侣和蛋白酶，并认为新的蛋白质合成对植物应答低温胁迫是必需的，植物细胞中有活性的蛋白质质

量控制系统在植物抵御低温胁迫过程中发挥重要作用（Mann，2000）。 

蛋白点 116 被推测为抗病蛋白（RPM1），Boyes 等（1998）在研究拟南芥过敏反应时发现 RPM1

是一种质膜外周蛋白，在过敏性反应发生时 RPM1 退化，表明在感染部位存在一个负反馈回路，控
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制着细胞程序性死亡和整体抗病反应的程度。 

蛋白点 117 被推测为胁迫相关蛋白。Jorge 等（2006）在圣栎叶片不同发育阶段的蛋白质组分析

中也鉴定了这种蛋白质。蛋白点 116 和 117 在冬季的稳定表达和在 2 月的表达量下降可能与 2 月温

度回升，胁迫条件逐渐解除有关。 

游离脯氨酸在 1 月大量产生，同时负责合成芳香氨基酸的前苯丙脱水酶（蛋白点 108）也在 1

月大量产生，与此同时反转录转座子蛋白（蛋白点 115）、病原相关蛋白（蛋白点 116）在 12 和 1

月表达达到最大值，这些证据均表明北海道黄杨叶片在冬季应答低温胁迫过程中，胁迫相关蛋白质

的产生具有重要作用。 

以上结果说明在北海道黄杨应答冬季低温胁迫过程中叶片蛋白质组变化与生理生化过程变化

相一致，同时也证明了采用植物蛋白质组学技术来进行抗逆性研究的可行性。应用蛋白质组学和生

物信息学方法并结合植物逆境生理学，有望探明植物在逆境过程中涉及的蛋白质所参与的代谢途径

及其作用机理。 
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