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摘　 要： 为揭示甜菜雄性不育的原因，从蛋白质组学角度对甜菜细胞质雄性不育进行研究，利用双向电泳与 ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ－ＭＳ 方法，对 Ｏｗｅｎ 型甜菜质核互作型雄性不育系 ＤＹ５－ＣＭＳ 及同型保持系 ＤＹ５－Ｏ 花粉发育 ３ 个阶段（雄蕊原基分

化期、四分体时期和单核时期）的花蕾蛋白差异表达进行研究．结果表明： 在雄蕊原基分化期花蕾中鉴定出 ６ 个差异蛋

白，在四分体时期鉴定出 ４ 个差异蛋白，这些蛋白多数与呼吸和能量代谢有关，推测甜菜细胞质雄性不育可能是花粉发

育早期（雄蕊原基分化期和四分体时期）与能量和呼吸代谢有关的蛋白表达上调导致呼吸和能量代谢紊乱造成的；在花

粉发育的单核时期鉴定出 ６ 个差异蛋白，这些蛋白主要与植物的光合作用有关，推测到花粉发育后期雄性不育性状已形

成，雄性不育导致植物光合机能下降．
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　 　 目前利用作物的雄性不育特性生产杂交种已

成为异交作物种子生产的主流．研究作物雄性不

育分子机理已成为分子育种的研究热点［１］ ．随着

蛋白质组学技术的发展，蛋白质组分析已应用于

拟南芥、水稻和西红柿［２－４］ 等植物的研究中．在成

熟的花粉中大量的蛋白已被鉴定出来．通过对水



稻花药小孢子时期的蛋白质组分析，揭示了富含

甘氨酸蛋白、热激蛋白、翻译控制蛋白和一些管家

蛋白以及在小孢子发育过程中的潜在因子［５］ ．在
拟南芥雄性不育突变体中，孢子发育时腺嘌呤磷

酸核糖转移酶（ＡＰＲＴ）活性的丧失被认为是导致

不育的原因［６］；水稻的花药中，低温胁迫也能引

起雄性不育，这与热激蛋白和 β－拓展蛋白的部分

阻断有关［７］，在大豆的雄性不育系 ＮＪＣＭＳ１Ａ 及

其保持系中鉴定出了一些在乙烯合成、细胞程序

性死亡、ＡＴＰ 合成、淀粉合成过程中起关键作用

的蛋白，推测细胞质雄性不育可能是因为这些过

程中某蛋白缺失或功能改变，造成这些程序紊乱，
进而导致雄性不育［８］；在红莲型水稻的 ＣＭＳ 花药

中发现缺少与乙酰辅酶 Ａ 合成有关的酶（乙酰辅

酶 Ａ 合成酶和二氢硫辛酸脱氢酶），导致三羧酸

循环（ＴＣＡ）和脂肪酸代谢不能正常进行，影响呼

吸和能量代谢，最终导致细胞质雄性不育［９］ ．此
外，研究发现水稻、小麦、番茄等雄性不育还与光

合作用过程中的一些酶有关，如叶绿体氧增强蛋

白 １ （ ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔ ｏｘｙｇｅｎ⁃ｅｖｏｌｖｉｎｇ ｅｎｈａｎｃｅｒ ｐｒｏｔｅｉｎ
１）和 １，５－二磷酸核酮糖羧化酶（Ｒｕｂｉｓｃｏ） ［１０－１２］ ．
因此，推测雄性不育可能与光合酶系的功能缺陷

有关．甜菜在育性相关蛋白方面的报道较少，
Ｍａｓａｙｕｋｉ Ｐ 等在甜菜雄性不育 Ｉ－１２ＣＭＳ（３）细胞

质中找到一个 １２ ＫＤ 的蛋白，该蛋白是只在不育

系中出现的 ｏｒｆ１２９ 的蛋白产物； Ａｔｐ６ 的 ５′前导序

列 ｐｒｅＳａｔｐ６ 只在 ＣＭＳ 型线粒体中表达一种 ３５ ＫＤ
的蛋白［１３－１４］，推测这两个蛋白可能与雄性不育有

关，但是并没有进行进一步的研究．
本文利用 ２－ＤＥ 与 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ 方法对甜

菜质核互作型雄性不育系及保持系花蕾发育的 ３ 个

阶段蛋白差异表达进行研究，以期揭示 Ｏｗｅｎ 型甜菜

不育系与保持系花蕾不同发育时期蛋白表达的差异．

１　 实　 验

１ １　 实验材料

所用材料来自哈尔滨工业大学自育的甜菜不

育系 ＤＹ５－ＣＭＳ 及其保持系 ＤＹ５－Ｏ．经过春化处

理的甜菜母根，于 ４ 月 ２０ 日种植在哈尔滨工业大

学甜菜育种试验田，６ 月 ２５ 日 ～７ 月 １５ 日期间进

行甜菜花期取样调查．甜菜花蕾发育分成 ３ 个时

期：雄蕊原基分化期、四分体时期及单核时期．
１ ２　 实验方法

１．２．１　 甜菜花蕾蛋白的提取

采用 ＴＣＡ－丙酮沉淀法提取蛋白［１５］，将浓缩

后的蛋白干粉置于－２０ ℃保存备用．取 １３ ｍｇ 浓

缩后的蛋白干粉，加入 １５０ μＬ 蛋白裂解液反复冻

融使其复融，采用 Ｂｒａｎｄｆｏｒｄ 法测定蛋白含量，标
准蛋白为牛血清白蛋白（ＢＳＡ）．
１．２．２　 双向凝胶电泳

第一向等电聚焦电泳参照 Ｂｉｏ－Ｒａｄ 公司等电聚焦

系统说明书进行；第二向电泳参照文献［１５］方法进行．
１．２．３　 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＴＯＦ ／ ＭＳ 质谱分析

经脱色清洗后，将凝胶扫描采集图像利用

Ｉｍａｇｅ Ｍａｓｔｅｒ ２Ｄ Ｐｌａｔｉｎｕｍ ５ ０ 软件（ＧＥ 公司）分析

蛋白质图谱．经点探测、匹配，找出差异点．将 ３ 次重

复均出现且特征明显（含量差值大于 ２ ０ 以上的）
的差异蛋白点回收后委托广州慧晶生物科技有限

公司进行 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＴＯＦ ／ ＭＳ 质谱分析．

２　 结果与分析

２ １　 雄蕊原基分化期

对甜菜雄蕊原基分化期花蕾蛋白的差异进行分

析，在不育系中检测到蛋白点 ４０５ 个，保持系中检测

到 ３２５ 个（如图 １），检测出的差异蛋白总数在不育系

中升高的有 １４ 个点，在保持系中升高的有 ８ 个点．
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箭头标注为经软件分析出的差异蛋白点

图 １　 不育系 ＤＹ５－ＣＭＳ 及其保持系 ＤＹ５－Ｏ 的 １ 期花蕾蛋白 ２ＤＥ 图谱
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　 　 利用 ＰＭＦ 分析获得质谱图（见图 ２、３），去除

假阳性点后，鉴定出 ６ 种蛋白（见表 １），即 ＮＡＤＨ
脱氢酶、二硫辛酰胺脱氢酶、可溶性无机焦磷酸

酶、ＡＴＰ 合成酶的 β 亚基和 ＡＴＰ 合成酶 Ｄ 链、葡
萄糖调节蛋白同系物．
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图 ２　 双向电泳图谱中蛋白点 Ｂ０５ 的肽质量指纹图
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图 ３　 Ｂ０５ 胰蛋白酶酶解后肽段 ＮＱＩＤＥＩＶＬＶＧＧＳＴＲ 的 ＭＳ ／ ＭＳ 质谱图

表 １　 ＤＹ５－ＣＭＳ 和 ＤＹ５－Ｏ １ 期差异蛋白的 ＰＭＦ 数据库搜索鉴定结果

编号
分子质量 ／
等电点

覆盖率 ／
％

蛋白

分数
不育系 保持系

数据库

登录号

匹配蛋白

名称

来源

物种

Ａ０２
Ａ１２
Ａ１３
Ａ３７
Ａ４１
Ｂ０５

８２ ３１７ ／ ６ ３３
１８ １１３ ／ ８ ６２
３９ ８４３ ／ ５ ７７
２３ ２８７ ／ ６ １６
１９ ７２８ ／ ５ ３３
７３ ７７５ ／ ５ ０３

３
４５
７８
１４
３２
３２

６５
７５
７８
５０
８９
１７４

＋
＋
＋
＋
＋
－

－
－
－
－
－
＋

ｇｉ ｜ ４４９４４５９４１
ｇｉ ｜ １５６３７１４３
ｇｉ ｜ ３４３４１０６８５
ｇｉ ｜ ２２６５０２２０２
ｇｉ ｜ ２５５５７７６５１
ｇｉ ｜ ３９１３７８６

ＮＡＤＨ 脱氢酶

二氢硫辛酰胺脱氢酶

ＡＴＰ 合成酶 β 亚基

可溶性无机焦磷酸酶

ＡＴＰ 合成酶 Ｄ 链

葡萄糖调节蛋白 ７８

黄瓜

甜菜

刺五加

玉米

蓖麻

菠菜

注： 编号“Ａ”代表 ＤＹ５－ＣＭＳ １ 期，“Ｂ”代表 ＤＹ５－Ｏ １ 期；“＋”代表蛋白表达上调，“－”代表蛋白表达下调．

２ ２　 四分体时期

对甜菜四分体时期花蕾蛋白的差异进行分

析，在不育系中检测到蛋白点 ３８５ 个，保持系中检

测到 ３０６ 个（如图 ４），检测出 ２ ０ 倍表达量以上

的差异蛋白在 ＤＹ５－Ｏ 中有 ５ 个点表达上调，在
ＤＹ５－ＣＭＳ 中有 １１ 个点表达上调．利用 ＭＡＬＤＩ－
ＴＯＦ－ＭＳ 分析去除假阳性点后，鉴定出 ４ 个蛋白．
且这 ４ 个蛋白均在不育系中表达上调（见表 ２）．
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图 ４　 不育系 ＤＹ５－ＣＭＳ 及其保持系 ＤＹ５－Ｏ 的 ２ 期花蕾蛋白 ２ＤＥ 图谱

表 ２　 ＤＹ５－ＣＭＳ 和 ＤＹ５－Ｏ ２ 期差异蛋白的 ＰＭＦ 数据库搜索鉴定结果

编号
分子质量 ／
等电点

覆盖率 ／ ％
蛋白

分数
不育系 保持系

数据库

登录号

匹配蛋白

名称

来源

物种

Ｃ０２
Ｃ２１
Ｃ２３
Ｃ３２

１０９ ０７３ ／ ７ ０９
３９ ５９８ ／ ９ ６７
９４ ７０８ ／ ５ ９３
２７ ８３６ ／ ５ ４１

１４
１４
１３
２５

１０５
８６
１５６
１０７

＋
＋
＋
＋

－
－
－
－

ｇｉ ｜ １７１８５４６７５
ｇｉ ｜ ７５２８２４７８
ｇｉ ｜ ６０１５０６５
ｇｉ ｜ ３１０５８７

假定的顺乌头酸酶

半胱氨酸合成酶

延长因子 ２
抗坏血酸过氧化物酶

辣椒

菠菜

甜菜

菠菜

注： 编号“Ｃ”代表 ＤＹ５－ＣＭＳ ２ 期；“＋”代表蛋白表达上调，“－”代表蛋白表达下调．

２ ３　 单核期

对甜菜单核时期花蕾蛋白的差异进行分析，
在不育系中检测到蛋白点 ４６０ 个，保持系中检测

到 ５０８ 个，检测出 ２ ０ 倍表达量以上的差异蛋白

总数：从 ３ 期中找到 ２４ 个差异点，其中在 ＤＹ５－Ｏ
中有 １６ 个点表达上调，在 ＤＹ５－ＣＭＳ 中有 ８ 个点

表达上调．利用 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ 分析去除假阳性

点后，鉴定出 ６ 个蛋白（见表 ３）．
表 ３　 ＤＹ５－ＣＭＳ 和 ＤＹ５－Ｏ ３ 期差异蛋白的 ＰＭＦ 数据库搜索鉴定结果

编号
分子质量 ／
等电点

覆盖率 ／ ％
蛋白

分数
不育系 保持系

数据库

登录号

匹配蛋白

名称

来源

物种

Ｅ３８
Ｆ０２

Ｆ０４
Ｆ１１
Ｆ３５
Ｆ６５

１４ １１８ ／ ５ ６２
４９ ９８６ ／ ６ １３

４２ ５６８ ／ ５ ８７
３５ ３７７ ／ ５ ８９
２５ ７１８ ／ ５ ７７
１３３ ５１２ ／ ６ ６５

１１
１５

９
２６
１
３

３４
４７

８５
２４５
１６
６３

＋
－

－
－
－
－

－
＋

＋
＋
＋
＋

ＴＲＸＨ１－ＴＯＢＡＣ

ｇｉ ｜ ３４５７６６０９

Ｓ１７Ｐ－ＳＰＩＯＬ

ＰＳＢＯ－ＴＯＢＡＣ

ｇｉ ｜ ２６１８６５３５１
ＲＤＲ４－ＯＲＹＳＪ

硫氧还蛋白

核酮糖 １，５－二磷酸羧化酶 ／
加氧酶大亚基

景天庚糖－１，７－二磷酸酶

氧增强蛋白 １
光敏色素 Ａ

ＲＮＡ 依赖的 ＲＮＡ 聚合酶

烟草

甜菜

菠菜

烟草

甜菜

水稻

注： 编号“Ｅ”代表 ＤＹ５－ＣＭＳ ３ 期，“Ｆ”代表 ＤＹ５－Ｏ ３ 期；“＋”代表蛋白表达上调，“－”代表蛋白表达下调．

３　 讨　 论

３ １　 雄蕊原基分化期花蕾育性蛋白差异分析

从甜菜不育系及保持系 １ 期花蕾蛋白中鉴定

出 ６ 个差异蛋白，其中不育系中有 ＮＡＤＨ 脱氢

酶、二硫辛酰胺脱氢酶、可溶性无机焦磷酸酶、
ＡＴＰ 合成酶的 β 亚基及 ＡＴＰ 合成酶的 Ｄ 链 ５ 个

蛋白表达上调，这 ５ 个蛋白均与呼吸和能量代谢

有关．在保持系中只检测出葡萄糖调节蛋白 ７８ 表

达上调．
ＮＡＤＨ 脱氢酶是线粒体呼吸链的重要组成部

分，在糖酵解、糖异生、三羧酸循环中起着重要作

用．ＡＴＰ 合成酶是高等植物细胞内最大的酶系之

一，可以合成 ＡＴＰ 为代谢活动提供能量．本实验

发现的 ５ 种与能量代谢有关的蛋白均在不育系中

表达上调，推测 ＡＴＰ 合成酶被水解导致能量供应

不足，促使雄性不育系植物中与能量代谢有关酶

的表达量上调．因此，推测这些与呼吸及能量代谢

有关的蛋白与甜菜的细胞质雄性不育有关．
葡萄糖调节蛋白 ７８（ＧＲＰ７８）是内质网上一

种重要的分子伴侣，能阻止内质网内新生肽聚集，
并辅助内质网中新生肽形成正确构象；ＧＲＰ７８ 还
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是一种钙结合蛋白，维持内质网钙稳态及内环境

的稳态．本实验只在甜菜的保持系 ＤＹ５－Ｏ 中发现

了该蛋白，而在不育系 ＤＹ５－ＣＭＳ 中没有发现，推
测在不育系中该酶的缺失导致花粉发育过程中的

代谢紊乱，最终导致不育现象的产生．
３ ２　 四分体时期花蕾育性蛋白差异分析

从甜菜 ＤＹ５－ＣＭＳ 及 ＤＹ５－Ｏ 的四分体时期

花蕾蛋白中找到 ４ 个差异蛋白，分别为顺乌头酸

酶、抗坏血酸过氧化物酶、延伸因子 ２ 及半胱氨酸

合成酶．他们与甜菜的雄性不育有关．
顺乌头酸酶（ ａｃｏｎｉｔａｓｅ，ＡＣＯ）是三羧酸循环

中能量转化的一个重要控制酶．在介导植物抗病、
氧化胁迫和调控细胞死亡方面具有重要作用．张
明珠等［１６］发现顺乌头酸酶基因在杀雄剂 ＳＱ－１
诱导小麦雄性不育花药中的表达，在生理型不育

花药发育的单核早期 ｃＡＣＯ 基因表达水平与同期

可育花药相比显著升高，这与本实验的研究结果

恰好吻合．
抗坏血酸过氧化物酶是叶绿体中清除 Ｈ２Ｏ２

的主要酶，在盐渍、热休克等逆境条件下均易导致

转录水平和活性提高，但在本实验中其对育性生

理生化的影响有待进一步研究．
延伸因子（ｅｌｏｎｇａｔｉｏｎ ｆａｃｔｏｒ）是参与蛋白翻译

延伸的重要蛋白质．研究发现，延伸因子在原核生

物以及植物线粒体和质体等细胞的蛋白质合成延

伸阶段发挥着重要的作用，在生长信号传导、抗
旱、抗病等方面也有重要作用［１７］ ．
３ ３　 单核期花蕾育性蛋白差异表达分析

在甜菜的 ３ 期花蕾中鉴定出的 ７ 个蛋白中，
有 ５ 个是与植物光合作用有关的蛋白，分别是 Ｈ
型硫氧还蛋白 １、核酮糖 １， ５ －二磷酸羧化酶

（Ｒｕｂｉｓｃｏ）大亚基、景天庚糖－１，７－二磷酸酶、氧
增强蛋白 １ 和光敏色素 Ａ，这些蛋白均在植物的

光合作用中起着重要作用．另外 ２ 个分别是脂肪

氧化酶（ＬＯＸ）和 ＲＮＡ 依赖的 ＲＮＡ 聚合酶．
硫氧还蛋白可以通过还原靶蛋白中的二硫键

参与细胞的一系列生化反应．在光合器官内，叶绿

体铁氧还蛋白 ／硫氧还蛋白（Ｆｄ ／ Ｔｒｘ）参与叶绿体

中还原磷酸戊糖途径酶的激活、氧化磷酸戊糖途

径酶的暗激活等酶活性的调节［１８］ ．本实验表明硫

氧还蛋白在甜菜不育系 ３ 期花蕾中表达上调，说
明在甜菜不育系的花药发育至此期该酶起到一定

的作用．
核酮 糖 １， ５ － 二 磷 酸 羧 化 酶 ／加 氧 酶

（Ｒｕｂｉｓｃｏ）能催化光合作用的二氧化碳固定反应．
该类蛋白的差异表达普遍存在于植物雄性不育系

和保持系或不育系和转换系之间，在水稻、萝卜、
小麦、甘蓝、番茄、烟草等植物雄性不育中均检测

到 Ｒｕｂｉｓｃｏ 的功能缺陷或下调［１９－２０］ ．本实验在甜

菜保持系的花蕾中也检测到这种蛋白，而在不育

系中缺失．推测 Ｒｕｂｉｓｃｏ 在不育系中缺失影响发育

过程中糖和蛋白质含量，而糖和蛋白质代谢的失

调与不育系花药中小孢子的败育有关．花粉败育

的同时营养代谢紊乱，合成受阻，分解加剧，影响

雄性器官的发育，最终导致不育．
景天庚酮糖－１，７－二磷酸酶（ＳＢＰａｓｅ） 在植

物光合作用卡尔文循环过程中控制着碳的流入和

再生，对核酮糖－１，５－二磷酸的再生也起着重要

作用．ＳＢＰａｓｅ 活性的改变会影响植物的生殖生

长，如表现出开花延迟，开花数减少的现象［２１］ ．本
实验发现在甜菜的保持系中 ＳＢＰａｓｅ 的表达上调，
推测不育系中 ＳＢＰａｓｅ 缺失影响了核酮糖－１，５－
二磷酸的再生，进而影响花粉的败育．

氧 增 强 蛋 白 １ （ ｏｘｙｇｅｎ⁃ｅｖｏｌｖｉｎｇ ｅｎｈａｎｃｅｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ １， ＯＥＥ１）是由核基因锰簇稳定外周蛋白

ＰｓｂＯ 基因编码的定位于叶绿体上的蛋白．在甜菜

不育系的单核时期花蕾中该蛋白表达下调，其作

用机理尚不明确．
光敏色素是一种色素蛋白复合体，可以调节

开花，还能控制性别表达和育性的转变．光敏核不

育水稻在长日照下雄性不育，在短日照下可育．光
敏色素通过调节光周期参与光敏水稻的雄性器官

发育和育性转变，本实验在保持系中检测到的光

敏色素 Ａ 在不育系中表达下调或缺失，推测光敏

色素 Ａ 是与雄性不育有关的蛋白之一．
ＲＮＡ 依赖的 ＲＮＡ 聚合酶（ＲＤＲ）通过基因沉

默途径参与植物的生长发育调节、逆境应答以及

表观遗传修饰等生物学过程．本实验发现 ＲＤＲ 在

不育系甜菜的 ３ 期花蕾中表达下调或缺失，推测

不育系中 ＲＤＲ 的表达下调或缺失可能对甜菜不

育系花粉败育后期有影响．

４　 结　 论

１） 雄蕊原基分化期，找到 ６ 个与雄性不育有

关的蛋白，其中 ５ 个蛋白还与能量和呼吸代谢有

关，即 ＮＡＤＨ 脱氢酶、二硫辛酰胺脱氢酶、可溶性

无机焦磷酸酶、ＡＴＰ 合成酶的 β 亚基和 ＡＴＰ 合成

酶 Ｄ 链． 这 ５ 个蛋白均在不育系中表达上调，只
有一个在保持系中表达上调的蛋白是葡萄糖调节

蛋白 ７８．
２） 四分体时期，分别是顺乌头酸酶、抗坏血

酸过氧化物酶、延伸因子 ２ 及半胱氨酸合成酶可
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能与雄性不育有关．这些蛋白均在不育系中表达

上调．
３）单核时期，筛选出 ６ 个可能与育性有关的

蛋白．其中只有硫氧还蛋白在不育系中表达上调，
其余 ５ 个蛋白均在保持系中表达上调．
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