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摘要 为了能从蛋白质水平揭示小麦细胞质雄性不育的分子遗传机制，采用 IEF/SDS-PAGE双向凝胶电泳技术，对小麦质核
互作型雄性不育系(S)-1376A及其保持系(A)-1376B在花药发育的单核期、二核期蛋白质进行了差异蛋白质组学研究，经考马
斯亮蓝染色，得到了重复性较好的双向电泳图谱．PDQuest软件在分子质量 9.0～ 100.0 ku、等电点 4～ 7线性范围内，可识
别约 610个蛋白质点，对 28个差异表达的蛋白质点采用基质辅助激光解吸分离飞行时间质谱进行肽指纹图谱分析，并利用
Mascot软件在 NCBInr数据库搜索，鉴定出 12个差异表达蛋白，其中 5个差异表达蛋白可能与雄性不育有关，分别是泛素
结合酶 E2、甘氨酸富集蛋白、抗坏血酸过氧化物酶、假定半胱氨酸蛋白酶抑制剂及 1, 5-二磷酸核酮糖羧化酶 /加氧酶小链
克隆 512，它们参与了物质能量代谢、细胞程序化死亡及花发育调控等过程，推测不育系(S)-1376A雄性不育性可能与这些
生理生化代谢有关．研究结果为揭示雄性不育机理提供了理论依据．
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细胞质雄性不育 (cytoplasmic male sterility,
CMS)是一种广泛存在于高等植物中的生物学现象，
因其雄性生殖系统不能产生有功能的花粉，而雌性

生殖系统发育和营养生长完全正常的特点，使其在

杂交制种中免去了“去雄”的繁琐步骤，已成为作

物杂种优势利用的重要途径．随着一些模式植物及

一些物种的基因组信息的不断完善和丰富，对细胞

质雄性不育也有了新的认识．目前普遍认为，细胞

质雄性不育系的不育性是由于线粒体基因组重排形

成嵌合基因而造成的[1]，对雄性不育性的研究也主

要集中在嵌合基因的分离和结构分析及转录、转录

后水平的调控等方面[2, 3]．然而，关于细胞质雄性

不育形成的内在机理仍需更进一步的研究．

蛋白质是基因表达的最终产物，也是基因功能

的执行者．利用蛋白质组学技术，比较研究与不育

相关的关键发育时期不育系和保持系花药蛋白质组

的变化，可以较全面地反映与育性相关蛋白质或多

肽的表达变化特征、以及蛋白质的修饰及互作关

系，对了解雄性不育花药败育发生的原因及其生理

生化代谢机制具有重要作用．近几年，利用蛋白质

组学技术进行植物雄性不育性的研究已有一些报

道，Mihr 等 [4]研究表明，甘蓝型油菜雄性不育系

Tournefortii 及近等基因可育系两者在花药的全蛋
白质及线粒体蛋白质之间存在明显的差异，差异蛋

白可能与雄性不育有关．Wen等[5]对红莲型细胞质

雄性不育水稻的不育系(YTA)和保持系(YTB)及杂
交 F1代的四分体时期花药总蛋白进行双向凝胶电
泳分析，48个差异蛋白质点分别参与了代谢、蛋
白质合成、转录、信号转导、细胞凋亡等重要生理

过程，推测可能是导致花药败育的原因．

Hochholdinger等[6]通过对玉米 T型胞质不育系和可
育系线粒体蛋白质组的比较研究发现，由核编码的

线粒体蛋白质的表达存在差异，且细胞质对编码线
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粒体蛋白质的核基因表达具有调控作用，认为这很

有可能与育性表达紧密相关．前述研究都显示出蛋

白质组学技术作为进一步阐释植物细胞质雄性不育

机理的潜力．

然而，目前针对小麦细胞质雄性不育的蛋白质

组学研究工作报道甚少．有鉴于此，本研究特以小

麦花药为材料，在建立了相应的蛋白质双向凝胶电

泳技术的基础上，对花药差异蛋白质组学进行了分

析与研究，旨在为揭示小麦细胞质雄性不育形成的

机理提供理论依据和技术支撑．

1 材料和方法

1.1 材料

1.1.1 实验材料．

供试小麦雄性不育系(S)-1376A [(S)代表具有斯
卑尔脱小麦细胞质]是西北农林科技大学陕西省作
物杂种优势研究与利用重点实验室，采用具有斯卑

尔脱小麦(Triticum spelta L.)不育细胞质的不育系
(S)-8230-144A与普通小麦(T. aestivum L.)栽培品种
西农 1376通过多代核置换回交育成的稳定不育系，
目前回交世代已在 20代(BC20)以上，不育性非常稳
定，综合农艺性状优良．其不育系和保持系多年来

已成为本重点实验室用来进行多种不育类型小麦杂

种优势理论研究与实践应用的重要骨干亲本种质

材料．

不育系(S)-1376A和保持系(A)-1376B [(A)代表
具有普通小麦细胞质]，于 2005年秋种植于西北农
林科技大学农场试验田．细胞学观察表明，不育系

(S)-1376A花粉败育的主要时期为单核期，但也有
少量花粉发育至二核期发生败育．依次，本实验于

2006年 4月中旬，先行形态学观察和细胞学镜检，
分别采集(S)-1376A 和保持系(A)-1376B 小孢子发
育至单核期、二核期幼穗，液氮速冻后存储于

-80℃冰箱备用．
1.1.2 仪器和试剂．

PROTEAN IEF Cell等电聚焦系统、PROTEAN域
xi Cell垂直电泳系统、PDQuest 8.0.1凝胶图像分析
软件均为美国 Bio-Rad 公司产品；UMAX Power
Look 2100XL光密度扫描仪为台湾力捷公司产品；
Autoflex MALDI-TOF-MS 质谱仪为德国 Bruker 公
司产品．

固相 pH梯度预制 IPG胶条(17 cm，pH4～7)，
载体两性电解质，矿物油购自美国 Bio-Rad公司；
丙烯酰胺，N，N忆-2甲叉双丙烯酰胺，十二烷基磺

酸钠(SDS)，二硫苏糖醇(DTT)，CHAPS ，尿素，
硫脲，Tris，甘氨酸，过硫酸铵(AP)，碘乙酰胺，
TEMED 均为 Sigma 公司产品；胰蛋白酶、琢 氨
基 -4-羟基肉桂酸、三氟乙酸(TFA)为 Roche 公司
产品，其他为国产分析纯试剂．

1.2 方法

1.2.1 花药蛋白质样品制备．蛋白质样品提取参照

Damerval 等[7]的方法，用前在 4℃下剥取花药(约
2g)，加 10% PVP和少量石英砂，液氮中研磨成细
粉．低温下用 TCA-丙酮法制得蛋白干粉，蛋白干
粉 1 mg与 20 滋l蛋白质裂解缓冲液[7 mol/ L尿素，
2 mol/L硫脲，4% CHAPS, 65mmol/ L DTT, 2%两
性电解质 Biolyte(其中 1% pH 3～10，1% pH 4～6)]
的比例充分混合，4℃搅拌，悬浮振荡 2 min，在液
氮与 35℃水浴中交替冻融 3次，每融一次涡旋振
荡 2 min，于 24℃下 20 000 g离心 15 min．上清液
即为蛋白质样品，Bradford法[8]测定样品液蛋白质

的浓度后，分装至 1.5 ml离心管，-80℃储存备用.
1.2.2 第一向等电聚焦电泳．主要参照 Bio-Rad公
司等电聚焦系统说明进行，根据浓度测定结果，取

1 mg蛋白质样品加适量水化液[7 mol/L尿素, 2 mol/L
硫脲，4% CHAPS，65 mmol/ L DTT，0.2%两性电
解质 Biolyte(其中 0.1% pH 3～10，0.1% pH 4～6)，
痕量溴酚蓝]至终体积为 350 滋l，充分混匀后，沿
IPG聚焦盘槽缓慢均匀加入．将 pH4～7, 17 cm IPG
胶条胶面朝下覆盖在样品上，并在胶面上覆盖 2 ml
矿物油，置于 PROTEAN IEF Cell型等电聚焦电泳
仪上，水化和聚焦在 20℃自动进行，以 50 V低电
压水化 12 h后，按 500 V 1 h, 1 000 V 1 h, 4 000 V
1 h，8 000 V 4 h电泳后，最后在 8 000 V恒压下继
续进行等电聚焦，总电压时间积为 80 000 Vh时结
束电泳．

1.2.3 第二向 SDS-PAGE．第一向等电聚焦结束后,
将 IPG 胶条放于 5 ml 胶条平衡缓冲液玉[6 mol/L
尿素，2% SDS, 0.375 mol/L Tris-HCl(pH8.8), 20%
甘油，2% DTT(现加)]中振荡平衡 15 min，再转入
5 ml 胶条平衡缓冲液域[6 mol/L 尿素，2% SDS，
0.375 mol/L Tris-HCl(pH8.8)，20%甘油，2.5%碘乙
酰胺(现加)]中振荡平衡 15 min． 平衡完毕后将胶
条转移到 13% SDS-PAGE凝胶上，低熔点琼脂糖
封胶后，进行第二向 SDS-PAGE，15℃循环水冷
却，待溴酚蓝至凝胶底部时停止电泳．凝胶染色采

用胶体考马斯亮蓝染色法．

1.2.4 图谱分析．采用 UMAX Powerlook 2100XL型

432· ·



陈蕊红等：小麦质核互作型雄性不育系及其保持系花药差异蛋白质组学分析2009; 36 (4)

光密度扫描仪对经考马斯亮蓝染色的 2-DE凝胶进
行扫描照相，分辨率设为 600dpi；用 PDQuest8.0.1
软件对图像进行分析，包括背景消减、斑点检测、

匹配、数据分析等，获取差异表达蛋白质点．

1.2.5 差异表达蛋白质点的质谱分析及鉴定．

a．考染蛋白质点的胶内酶解．在 2-DE凝胶上
切取差异蛋白质点于 1.5 ml EP管内，双蒸水洗后，
用 50%乙腈和 50 mmol/L碳酸氢钠溶液反复脱色，
每次 5 min，至蓝色褪去后，乙腈脱水真空抽干．
加入含 10 mmol/L DTT 的 25 mmol/L碳酸氢铵溶
液，于 56℃还原 1 h，再用含 55 mmol/L碘乙酰胺
的 25 mmol/L碳酸氢铵于室温黑室中烷基化 45 min,
依次用 25 mmol/L碳酸氢铵、50%乙腈溶液和乙腈
洗，乙腈脱水到胶粒完全变白为止，真空干燥后，

加 20～25 滋l Trypsin 酶液 (Promega Sequencing
Grade Modified Trypsin 10～15 mg/L 于 25 mmol/L
NH4HCO3，pH8.0)，覆盖胶块，等待吸胀 15 min
左右，调整酶液．37℃过夜 15 h左右．酶解后的
肽片段用 50%乙腈(内含 0.5% TFA)萃取 2次，合
并萃取液，冷冻干燥．

b．MALDI-TOF-MS 肽质量指纹分析． 将
0.75 滋l样品与基质(新鲜配制 10 g/L的 琢-氰基 -4-
羟基肉桂酸)等体积混合，点于靶上，让靶自然干

燥．最后将靶装入质谱仪进行分析，仪器相应的参

数为反射模式，离子源加速电压 1为 19.1 kV，加
速电压 2为 16.4 kV，N2激光波长 337 nm，离子延
迟提取 90 ns，真空度 1.5e～006 mbar，质谱信号
单次累加 200次，正离子谱测定．肽质量指纹图谱
(PMF)质量扫描范围为 700～4 000 u．

c．数据库检索分析．将获得的肽指纹图谱
(PMF)数据通过 Mascot 搜索引擎 (http://www.
matrixscience.com)并用下列参数在 NCBInr 数据库
中检索蛋白质信息：Species，green plant；酶，胰
蛋白酶(trypsin)；肽质量模式，monoisotopic；肽质
量允错，依100 ppm；荷电状态，1+；最大漏切位
点，1；一般认为 Sequence coverage>10%，至少有
4个片段匹配．

2 结果与分析

2.1 小麦花药双向电泳图谱的建立及图像分析

选用 pH4～7，17 cm 的 IPG 胶条，采用 IEF/
SDS-PAGE双向凝胶电泳技术对小麦细胞质雄性不
育(S)-1376A 和保持系(A)-1376B 不同发育时期花
药总蛋白质进行了分离，经考马斯亮蓝 G-250染色
后，获得了分辨率和重复性均较好的 2-DE 图谱
(图 1)．实验共重复 3次，以确保实验结果的可靠

Fig. 1 2鄄DE anther protein maps of the male鄄sterile line (S)鄄1376A and its maintainer (A)鄄1376B
(a, c) Uninucleate anther stage and binucleate anther stage of (S)-1376A. (b, d) Uninucleate anther stage and binucleate anther stage of (A)-1376B. The
arrows show spots analyzed by MALDI-TOF/MS.
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性．PDQuest 8.0.1 软件对不育系 (S)-1376A(单核
期、二核期)及保持系(A)-1376B(单核期、二核期)
不同时期花药的 2-DE 图谱进行比较分析，在
Local regression模式下，Floating Ball 40背景抽提，
Median 3 伊3噪声过滤类型，点检测灵敏度为 39.33
下，在等电点 4.0～7.0，分子质量 9.0～100.0 ku之
间，不育系(S)-1376A(单核期，二核期)和保持系
(A)-1376B(单核期，二核期)的 2-DE图谱上平均可
识别 623、612、608、596个清晰的蛋白质点，各
个时期蛋白质点图谱十分相似，且蛋白质点大多分

布在偏酸性 pH 4.5～6.5、分子质量 15.0～94.0 ku
范围内． (S)-1376A 单核期与(A)-1376B 单核期的
双向电泳图谱匹配率为 95%，与(S)-1376A二核期
的匹配率为 93%，与(A)-1376B二核期的匹配率为
92%，表明这四者之间主要蛋白质表达水平基本相
同，仅有少量蛋白质发生了变化．

2.2 不同时期蛋白质谱表达差异的分析

PDQuest软件对两个不同时期的蛋白质点在不
育系和保持系中的差异表达蛋白进行了分析，为了

获得较准确的比较结果，以所有检测出的蛋白质点

的浓度总和进行均一化处理，以消除不同凝胶间的

实验误差，分析结果表明，在两个不同时期，

(S)-1376A 和(A)-1376B 两者之间存在有明显的差
异，包括量的差异和有无的差异．将在任意两个

2-DE图谱表达量度差异大于 2倍点的差异视为量
的差异，低于 2倍的差异视为系统误差，共获得有
无或量的差异蛋白质点 28个 (图 1箭头所示)．这
28个蛋白质点的相对丰度如图 2．图 3为部分差异
蛋白质点的局部放大图．依据其表达变化特点将这

28个蛋白质点分为 5组．第一组包括点 3, 5, 7, 10,
16, 18, 19, 26, 28等，表现为在不育系单核期、二
核期特异表达，而在保持系的两个时期均缺失，其

中点 5, 10, 16, 18, 26, 28在不育系单核期的表达量
大于二核期的表达量．第二组为在保持系两个时期

同时出现，而在不育系的两个时期均未表达的蛋白

质点，包括点 17, 20, 21, 23等．第三组为点 4, 9,
11, 24, 25是与不育系两个时期相比，在保持系单
核期，二核期表达量均大于 2倍以上的点．第四组
包括点 1, 2, 6, 8, 12, 13, 14, 22, 27 等，其在不育
系两个时期表达量均比保持系两个时期大于 2倍以
上的点．第五组为 15号点，在保持系单核期及不
育系两个时期表达量均较低，而在保持系的二核期

表达量急剧增加．
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Fig. 2 Histograms showing the volume changes of 28 differentially displayed spots from 2鄄DE
The T-ticks on the top of each bar indicate the standard error. : Uninucleate stage of (S)-1376A; : Uninucleate stage of (A)-1376B; : Binucleate
stage of (S)-1376A; : Binucleate stage of (A)-1376B.
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Fig. 3 Enlargements of some differentially expressed protein spots in Fig.1
(a, c) Uninucleate anther stage and binucleate anther stage of (S)-1376A. (b, d). Uninucleate anther stage and binucleate anther stage of (A)-1376B.
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Spot No. Accession No.
Theoretical

M/pI
Experimental

M/pI
Sequence

coverage(%)
Score Protein name

5 gi|5381389 17.2/6.14 17.9/6.79 43% 82 Ubiqutin-protein ligase E2

8 gi|40363759 19.6/5.63 19.8/5.59 91% 144 Putative glycine-rich protein

13 gi|118497858 64.65/8.09 64.1/5.79 33% 80 Long chain fatty acid CoA ligase

14 gi|50726501 16.99/10.87 16.4/5.13 48% 78 Hypothetical protein

15 gi|15808779 27.96/5.10 29.3/4.80 49% 125 Ascorbate peroxidase

16 gi|147834873 55.8/6.69 56.2/6.74 17% 71 Hypothetical protein

17 gi|56783763 23.26/5.82 23.9/5.90 35% 77 Putative cysteine proteinase inhibitor

18 gi|118483707 22.78/5.12 22.5/5.21 49% 69 Unkown

20 gi|11990897 19.73/8.8 21.4/6.52 55% 114 Ribulose-1, 5-bisphosphatecarboxylase / oxygenase
small subunit

24 gi|131394 27.4/8.84 29.5/5.51 72% 177 23 ku subunit of oxygen evolving system of
photosystem域

25 gi|132107 13.2/5.84 15.1/5.72 57% 78 Ribulose bisphosphate carboxylase small chain
clone 512 (rubico small subunit)

26 gi|11990893 19.73/9.06 20.5/6.11 54% 82 Ribulose-1, 5-bisphosphatecarboxylase / oxygenase
small subunit

2.3 差异表达蛋白的 MALDI鄄TOF鄄MS 分析及数
据库检索

将 28个差异表达的蛋白质点从 2-DE胶上切
下，进行蛋白质斑点的脱色和胶上原位消化、酶

解，酶解后的肽混合物经 MALDI-TOF-MS 分析，
均获得了肽质量指纹图，应用 Mascot 软件在
NCBInr数据库中搜索鉴定蛋白质，28个蛋白质点
中有 12个点得到了阳性结果(表 1)，而对于其他的

16个点未能鉴定出有意义的结果．对 12个阳性结
果结合双向凝胶电泳相应点的表观等电点、分子质

量、匹配肽段的多少及得分进行综合分析，有 7个
蛋白质点被鉴定为，泛素结合酶 E2，甘氨酸富集
蛋白，抗坏血酸过氧化物酶，假定半胱氨酸蛋白酶

抑制剂，1, 5-二磷酸核酮糖羧化酶 /加氧酶小链克
隆 512及 2个功能未知的蛋白质．图 4是 spot5的
肽质量指纹及匹配的肽段数．

Table 1 Differentially鄄expressed proteins identified by PMF query
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3 讨 论

3.1 不同发育时期雄性不育系及保持系花药蛋白

质的变化

生物体内蛋白质的存在是一个动态的过程，具

有明显的时空性和可调节性．植物同一组织在不同

空间和时间内所表达的蛋白质都不相同，细胞质雄

性不育花药败育过程中所涉及的蛋白质变化是个动

态的变化过程，运用蛋白质组学对在不同发育时

期，不育系和保持系两种材料表达的蛋白质进行差

异比较，对了解雄性不育花药败育发生的原因具有

重要作用．以往在其他作物虽有相关报道[5, 9]，但

多数都集中在对花药发育的某一个时期进行差异比

较分析，所得出的结果并不能全面反映在雄性不育

花药败育过程中蛋白质的动态变化过程．细胞学观

察表明，小麦质核互作型雄性不育系(S)-1376A花
粉败育的主要时期为单核期，但也有少量花粉发育

至二核期败育．因此，本研究对质核互作型雄性不

育系(S)-1376A 及保持系(A)-1376B 在两个不同时
期的花药蛋白质进行了差异蛋白质组比较研究．为

了明确小麦花药蛋白质组分布特点，我们最初采用

17 cm，pH 3～10的非线性胶条对小麦花药蛋白质
进行分离，染色后，在胶面上检测到大约 320～
350 个蛋白质点 [10]，但其中大部分蛋白质集中在

pH 4～7范围内，有的高丰度蛋白质斑点出现重叠
现象，未能对此区域蛋白质进行很好的分离．为了

获得更好的分离效果，我们再改用 pH 4～7范围的
线性胶条进行双向电泳分离，可检测到大约 600个
蛋白质点，大大地提高了小麦花药蛋白质的分辨

率．表明 pH 4～7的线性胶条更适合于对小麦花药

Fig. 4 MALDI鄄TOF鄄MS analysis of spot 5
(a) Peptide mass fingerprinting of protein spot 5. (b) Mowse score and Database query result of spot 5. Protein score is -10 Lg P, where P is the

probability that the observed match is a random event. Protein scores greater than 81 are significant (P < 0.05).

The matched peptides for spot 5 are shown in bold red font as follows:

1 MANSNLPKR LLSE PAPGISASPS EDNMRDFNVM ILGPAQSPYE

51 GGVFK FLTK

101 TVLLSI QALLSAPNPD DPLSENIAKH WK

151 TGA
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蛋白的分离．

选用 pH 4～7，17 cm的 IPG胶条，在雄性不
育系(S)-1376A 及保持系(A)-1376B 两个不同时期
共获得差异蛋白质点 28个，这 28个差异蛋白质点
一方面表现为，在花药发育的单核期，不育系相对

于保持系出现了一些特异表达或表达量上调的蛋白

质点，同时与保持系相比也有一些蛋白质点缺失，

或部分蛋白质点表达量下调，说明在花药败育的关

键时期，一些特定的蛋白质参与了此过程，这些特

异表达或上调的蛋白质点可能起到一种阻遏作用，

遏制了一些正常花粉发育所需要蛋白质的表达，表

现在 2-DE胶上即为不育系上一些蛋白质点的缺失
或表达量的下调．另一方面表现为不育系二核期的

花药蛋白质较其单核期部分蛋白质点表达量的下

调，说明在花粉败育后，可能由于参与正常花粉发

育的部分蛋白质被降解或正常的代谢受阻所致．对

这 28个差异表达蛋白质点进行 PMF鉴定，初步鉴
定出了 7个差异表达蛋白，经数据库检索，这些差
异蛋白为泛素结合酶 E2、甘氨酸富集蛋白、抗坏
血酸过氧化物酶、假定半胱氨酸蛋白酶抑制剂、

1, 5-二磷酸核酮糖羧化酶 /加氧酶小链克隆 512及
2个功能未知的蛋白质，很有可能与(S)- 1376A雄
性不育性有关．

3.2 差异表达蛋白的功能推测

Spot 5被鉴定为泛素蛋白结合酶 E2(ubiqutin-
protein ligase E2)，泛素 -蛋白酶体途径是目前已知
的所有真核生物体内具有高度选择性的最为重要的

蛋白质降解途径．在该过程中涉及一系列的酶参与

反应，包括泛素活化酶(E1)、泛素结合酶(E2)和泛
素蛋白结合酶(E3)，该途径是细胞内短寿命蛋白和
一些异常蛋白降解的普遍途径，并参与细胞的多种

生理活动代谢过程，在细胞周期调控、细胞凋亡、

发育和信号转导、植物衰老等方面具有重要的调控

作用，对维持细胞正常的生理功能具有十分重要的

意义[11～14]．有研究表明，泛素 -蛋白酶体途径对花
器官发育及花发育方面具有重要的调控作用[15, 16]．

本研究在不育材料中检测到泛素蛋白结合酶 E2的
高表达，由此推测可能由于不育系中泛素蛋白结合

酶 E2的特异表达，引起泛素 -蛋白酶体途径紊乱，
使细胞正常代谢受阻，细胞凋亡异常，花粉发育受

阻，最终导致不育发生．本实验室李红霞等[17]利用

SSH技术研究了具有相同细胞质的雄性不育系及近
等基因可育系中不育和可育 cDNA文库的基因表
达情况，结果也表明，泛素 -蛋白酶体途径的代谢

与小麦雄性不育过程细胞凋亡有关，这可进一步验

证泛素 -蛋白酶体途径与小麦雄性不育紧密相关性.
Spot 8 被鉴定为甘氨酸富集蛋白质 (putative

glycine-rich protein)，植物中的甘氨酸富集蛋白质
(glycine- rich protein，GRP)是一类结构简单、主要
由富含甘氨酸的高度重复序列组成的蛋白质，它是

单子叶植物细胞壁的一种重要结构蛋白，其表达具

有组织特异性，并受发育阶段和多种环境因素的调

控．有研究报道，有些 GRP基因是绒毡层组织特
异表达的，已被广泛用于产生雄性不育的转基因植

物．Mariani等[18]在烟草花药的绒毡层细胞中发现

了一个特异表达的启动子 TA29，该启动子为一个
编码相对分子质量为 33 000的富含甘氨酸的蛋白
质，将该启动子与核糖核酸酶基因 Barnase相连构
建成嵌合基因 TA29-Barnase进行转化烟草和油菜，
获得了植物雄性不育植株．罗玉英等 [19]的研究发

现，TA29是一个具有严格时空特异性的启动子，
它的特异表达的部位是绒毡层细胞，特异表达时间

是花粉母细胞减数分裂至小孢子有丝分裂时期．康

俊根等[20]以 cDNA-AFLP技术分别对 4种具有不同
败育时期特征的甘蓝雄性不育材料和遗传背景一致

的可育材料进行分析，序列分析结果表明富含甘氨

酸蛋白、糖基水解酶家族基因等与花药发育 4个时
期雄性育性的建成有关．本研究中，甘氨酸富集蛋

白质仅在不育系中表达，而在保持系中缺失，推测

可能由于甘氨酸富集蛋白在绒毡层组织中的特异表

达，在花粉发育的特定阶段，使得绒毡层组织的正

常发育受到影响，致使小孢子失去营养来源而逐渐

消退，导致雄性不育的发生．

Spot15 被鉴定为抗坏血酸过氧化物酶
(ascorbate peroxidase, APX)，APX是一种存在于高
等植物中的一种以抗坏血酸为电子供体的专一性很

强的过氧化物酶，其催化的反应为：2AsA(抗坏血
酸) + H2O2→2MDA(单脱氢抗坏血酸) + 2H2O，在
该反应途径中，底物过氧化氢(H2O2)是一种活性
氧，它会通过 Haber-Weiss反应生成毒性更大的活
性氧(如·OH)，生物体内产生的 H2O2和 O2等活性

氧若得不到及时清除，就会在细胞中积累，引起细

胞凋亡[21]．Mittler等[22]在病毒诱导烟草细胞程序化

死亡(PCD)的实验中发现细胞质抗坏血酸过氧化物
酶活性下降，据此他们认为细胞清除 H2O2能力下

降所导致 H2O2的积累诱发了 PCD过程． Jiang等[23]

认为哈克尼西棉细胞质雄性不育是一种由线粒体基

因突变引起的活性氧积累伤害花粉母细胞的程序性
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死亡，是雄性细胞对活性氧积累过程的过敏反应．

Li等[24]在水稻红莲型雄性不育系中的研究结果表

明，在花粉发育过程中，小孢子母细胞遭受活性氧

的危害，并引起了细胞的 PCD，并最终导致花粉
败育．本研究中，我们推测，由于清除活性氧的酶

促系统中抗坏血酸过氧化物酶在不育系中表达量的

明显下调，使得其不能及时清除体内的 H2O2，致

使 H2O2等活性氧在花药中大量积累，引起了花药

组织细胞的细胞凋亡，并最终导致了花粉的败育．

Spot17被鉴定为假定的半胱氨酸蛋白酶抑制
剂(putative cysteine proteinase inhibitor)，半胱氨酸
蛋白酶是一类重要的蛋白酶家族，与植物细胞程序

化死亡有关 [25, 26]，曾维英等[9]报道，在大豆胞质雄

性不育系 NJCMS1A中，半胱氨酸蛋白酶可能参与
了细胞程序化死亡过程，并将其与大豆胞质雄性不

育系小孢子败育紧密相关联系．更多的证据表明，

花药组织的细胞程序化死亡与雄性不育有关 [27, 28]，

花药组织中绒粘层细胞的程序化死亡是小孢子败育

的原因之一[24, 29]．半胱氨酸蛋白酶抑制剂是半胱氨

酸蛋白酶的抑制因子，能与半胱氨酸蛋白酶活性部

位结合而抑制该酶的催化活性，可以保护细胞免受

不合适的内源或外部的蛋白质水解[25, 30]，是植物组

织中重要的一种防卫体系．有研究证明，半胱氨酸

蛋白酶抑制剂可以阻止线粒体中细胞凋亡诱导因子

(AIF)的释放[31]．Solomon等[25]发现，可通过内源半

胱氨酸蛋白酶抑制剂基因的异位表达抑制半胱氨酸

蛋白酶的活性，由此阻抑了由氧化态胁迫触发的

细胞凋亡．Zhang 等 [32]的研究发现，在玉米

S-Mo17Rf3Rf3可育系中，半胱氨酸蛋白酶抑制剂是细

胞程序化死亡的抑制因子，在可育系中的上调表

达，可能抑制绒粘层细胞程序化死亡的进程．鉴于

半胱氨酸蛋白酶抑制剂在保持系中的高活性表达而

在不育系中缺失，推测可能由于半胱氨酸蛋白酶抑

制剂在不育系的缺失，使得植物的自身防卫代谢调

控紊乱，致使半胱氨酸蛋白酶的过量表达，导致花

药组织中的绒粘层细胞的过早或延迟凋亡解体，最

终引起小孢子的败育．

1, 5- 二磷酸核酮糖羧化酶 / 加氧酶小链克隆
512 (ribulose bisphosphate carboxylase small chain
clone 512)，是 Rubisco 小亚基的一个片段，
Rubisco是光合作用和光呼吸的关键酶，参与乙醛
酸和乙二酸代谢及碳固定的过程，与能量代谢有

关，其在不育系的两个时期表达量明显下调，表明

能量代谢可能与花药发育紧密相关．

差异表达蛋白质点 16, 18 鉴定为假定蛋白，
可能与雄性不育性有关，但其功能有待于进一步的

研究，而点 13, 14, 24, 26由于其理论等电点与实
际表观等电点差距较大，对其并未做进一步的研

究．至于 28个差异表达蛋白质点中的其他 17个
点，可能由于现有数据库的不完善及鉴定方法等原

因未能搜索出有意义的结果，可结合串联质谱和增

加数据库等进行进一步鉴定，为探索小麦质核互作

型雄性不育的机理提供更多线索．
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Differential Proteomic Analysis of Anther Proteins Between
Cytoplasmic鄄Nuclear Male Sterility Line and

Its Maintainer in Wheat(Triticum aestivum L.)*
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Abstract Cytoplasmic male sterility (CMS) is the maternally inherited inability to produce functional pollen in a
range of crop plants and has been widely used for the production of hybrid seed in plant breeding .To better under-
stand the molecular mechanism on protein level and find the crucial proteins which related to fertillity, total anther
proteins extracted from uninucleate and binucleate stage of (S)-1376A and (A)-1376B were separated by two-
dimensional electrophoresis, the coomassie brilliant blue stained protein spots were analyzed using PDQuest
software, among 610 reproducibly protein spots could be visualized on each 2D-gel within M 9.0～100.0 ku and
pI 4 ～7. A total of 28 differentially expressed proteins were identified by matrix-assisted laser desorption
ionization time of flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS), 5 of them were identified following NCBInr
database queries, which are ubiqutin-protein ligase E2, putative glycine-rich protein, ascorbate peroxidase, putative
cysteine proteinase inhibitor, ribulose bisphosphate carboxylase small chain clone 512. These proteins were
involved in the process of energy metabolism, programmed cell death (PCD), regulating flower development.These
results provide a clue for elucidating the mechanism of CMS.

Key words wheat, cytoplasmic male sterility, 2-dimensional electrophoresis, differential proteomics,
MALDI-TOF-MS
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