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　　摘要：以山黧豆（ＬａｔｈｙｒｕｓｓａｔｉｖｕｓＬ．）幼苗为试验材料，施加Ｈ２Ｏ２处理山黧豆初生根，然后检测初生根中 Ｈ２Ｏ２含

量变化，并采用双向电泳与质谱鉴定技术，对初生根中蛋白质表达的变化进行分析。结果显示：施加 Ｈ２Ｏ２处理引起

了内源Ｈ２Ｏ２水平的产生与积累；利用双向电泳技术，共获得了８５０～９００个蛋白质点，并检测到７０个蛋白质表现出显

著的差异表达，其中４３个蛋白发生上调，２１个蛋白发生下调，新出现６个蛋白。对１５个蛋白点 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ／
ＭＳ质谱鉴定结果表明，呼吸代谢、蛋白折叠、信号转导及细胞防御等方面的蛋白参与了山黧豆初生根对Ｈ２Ｏ２的应答

反应。这些蛋白的发现将有助于进一步揭示根对氧化胁迫的应答及Ｈ２Ｏ２作用机制。
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作者简介：蒋景龙（１９８０—），男，山东枣庄人，博士，讲师，主要从事信
号分子 Ｈ２Ｏ２对植物生长发育及抗逆性影响研究。Ｅ－ｍａｉｌ：

ｊｉａｎｇｊｉｎｇｌｏｎｇ５１１＠１６３．ｃｏｍ。

　　过氧化氢（Ｈ２Ｏ２）是生物体内各种生理代谢的副产物，可
以通过有氧代谢过程（如线粒体的呼吸、叶绿体的光合作用

和过氧化物酶体）不断产生，也是活性氧（ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅ
ｃｉｅｓ，ＲＯＳ）中最稳定的一种，一直被认为是对细胞产生毒性的
代谢物，在过去的１０年里引起了极大的关注［１］。当植物遭受

各种各样的环境胁迫（如干旱、缺氧、高温、低温等）及生物胁

迫（如细菌侵入）时，Ｈ２Ｏ２含量迅速升高，胁迫较为严重时，
产生的过量Ｈ２Ｏ２会对细胞产生毒害作用，如引起细胞膜脂
的过氧化、蛋白质及核酸的降解、细胞凋亡甚至死亡［２］。然

而，随着研究的逐渐深入，人们发现Ｈ２Ｏ２与其他的ＲＯＳ分子
如超氧阴离子（Ｏ－２·）、过羟基自由基（ＨＯ２·）、单线态的氧
（１Ｏ２）或羟自由基（·ＯＨ）不同，Ｈ２Ｏ２属于非激发态的 ＲＯＳ，
半衰期很长，并且不携带电荷［３］，因此在生物体内 Ｈ２Ｏ２可以
作为一种稳定的信号分子，在很多信号转导过程中扮演重要

角色，如诱导气孔关闭，参与根的向地性生长、侧根的发育、细

胞壁木质化、细胞程序性死亡以及花粉管和柱头相互作用

等［４］，成为了当今细胞与分子生物学研究的热点。

Ｊｏｏ等的研究表明，Ｈ２Ｏ２参与了植物根的向地性生长过
程，且Ｈ２Ｏ２可能是生长素调节信号途径的下游元件

［５］。Ｌｉ
等研究发现，Ｈ２Ｏ２与生长素相互作用能够诱导黄瓜、绿豆的
不定根生长［６－７］。Ｉｓｈｉｂａｓｈｉ等用 Ｈ２Ｏ２喷施大豆叶片后发现
外源Ｈ２Ｏ２引起了叶片气孔的快速关闭，防止水分过度蒸发，
并诱导了可溶性糖的合成，增强了渗透调节能力，从而提高了

大豆的干旱抗性［８］。

近几年，越来越多的研究者开始选择通过施加外源Ｈ２Ｏ２
的方法来研究它对植物生长发育的影响。Ｗａｎ等用外源
Ｈ２Ｏ２处理水培１２ｄ苗龄的水稻６ｈ，然后分析水稻叶片生理
生化反应，并采用蛋白质组学方法研究水稻叶片对 Ｈ２Ｏ２处
理引起的蛋白质水平变化，结果发现了１４４个差异表达的蛋
白；对其中１２９个差异表达蛋白进行质谱鉴定，结果表明细胞
防御、氧化还原、信号转导、蛋白合成与降解、光合、呼吸与糖类

和能量代谢方面的蛋白参与了水稻叶片对 Ｈ２Ｏ２的应答
［９］。

然而，外源Ｈ２Ｏ２处理水培植物的过程中首先受到氧化胁迫
和发生防御变化的应该是根部。因此，本试验采用双向电泳

和质谱分析相结合的蛋白质组学方法，研究幼苗期山黧豆的

初生根在外源Ｈ２Ｏ２处理过程中蛋白质表达的变化，为揭示
Ｈ２Ｏ２的作用机制及初生根对Ｈ２Ｏ２的应答反应奠定基础。

１　材料与方法

１．１　植物材料
挑选籽粒饱满、无损坏的山黧豆种子，用自来水冲洗 ３
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次，播种至潮湿的蛭石中萌发４８ｈ后，选取长势良好、初生根
长度为２．０～２．５ｃｍ的幼苗作为试验材料。将清洗干净的幼
苗水平放置在盛有５０ｍＬ２０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２溶液的培养皿（直
径９０ｍｍ）中处理１２ｈ，只加蒸馏水而没有Ｈ２Ｏ２的设为对照
组。每个培养皿放置１０株山黧豆幼苗，每个处理设置３～４
个平行组。处理１２ｈ后分别收集Ｈ２Ｏ２处理组和对照组幼苗
的初生根各４份（每份０．５ｇ），用锡箔纸包好，－８０℃冰箱
保存。

１．２　试验仪器和试剂
１．２．１　主要仪器　ＩＰＧＰｈｏｒ等电聚焦单元，ＨｏｅｆｅｒＳＥ６００垂
直电泳单元，ＭｕｌｔｉＴｅｍｐⅢｃｏｏｌｉｎｇ冷凝单元，ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ高
精度扫描仪，ＬａｂＳｃａｎ扫描控制和分析前处理软件，Ｉｍａｇｅ
Ｍａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍＶｅｒｓｉｏｎ５．０双向凝胶分析软件（瑞典
Ａｍｅｒｓｈａｎｍ ＰｈａｒｍａｃｉａＢｉｏｔｅｃｈ公 司），４８００ ＰｌｕｓＭＡＬＤＩ
ＴＯＦ／ＴＯＦＴＭＡｎａｌｙｚｅｒ质谱检测仪器［ＡＢＩ（ＦｏｓｔｅｒＣｉｔｙ）公司］，
Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ５４１７Ｃ／Ｒ台式高速冷冻离心机（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
公司）。　
１．２．２　试剂　ＩＰＧ胶条（ｐＨ值４～７，１８ｃｍ）、碘乙酰铵、硫
脲、考马斯亮蓝 Ｒ－２５０、矿物油均购自 ＧＥ医疗集团。二硫
苏糖醇（ＤＴＴ）、过硫酸铵（ＡＰ）、３－［（３－胆固醇氨丙基）二
甲基氨基］－１－丙磺酸（ＣＨＡＰＳ）购自 Ｓｉｇｍａ公司。丙烯酰
胺、甲叉双丙烯酰胺、四甲基乙二铵（ＴＥＭＥＤ）、甘氨酸、十二
烷基磺酸钠（ＳＤＳ）、Ｔｒｉｓ－碱、二氨基苯胺（ＤＡＢ）购自生工生
物工程（上海）股份有限公司。丙酮、甲醇、乙酸、甘油、乙酸

铵均为国产分析纯。

１．３　试验方法
１．３．１　内源Ｈ２Ｏ２的组织化学定位及含量检测　山黧豆初
生根中的Ｈ２Ｏ２组织定位与含量的测定分别参照 Ｊｉａｎｇ等的
ＤＡＢ（３，３－ｄｉａｍｉｎｏｂｅｎｚｉｄｉｎｅ，二氨基苯胺）组织化学染色法与
Ｈ２Ｏ２测定的双酶法

［１０］。

１．３．２　蛋白质的提取与定量　参照 Ｗｕ等的 ＴＣＡ－丙酮
法［１１］提取山黧豆初生根的总蛋白质，然后参照Ｂｒａｄｆｏｒｄ法［１２］

进行蛋白质定量，蛋白质的上样量为５００μｇ／凝胶。等点聚
焦与第二向ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝聚电泳操作均参照双向电泳指导
手册完成。

１．３．３　质谱分析与数据检索　用扫描仪ＩｍａｇｅＳｃａｎｎｅｒ扫描
图像，分辨率为５００ｄｐｉ，扫描的图像比例为１∶１。使用Ｉｍａｇｅ
Ｍａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍＶｅｒｓｉｏｎ５．０双向凝胶分析软件进行凝胶
图像分析。根据蛋白点的体积和光密度进行蛋白质的丰度测

定，蛋白点体积与对照点体积相差大于１．５倍，被视为显著性
差异。经过比对后，取差异蛋白质点进行ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＴＯＦ－
ＭＳ／ＭＳ蛋白质检测。质谱检测详细步骤为：（１）胶内酶解及
Ｚｉｐｔｉｐ脱盐。每个胶粒切碎后放入 ＥＰ管中，每管加入２００～
４００μＬ１００ｍｍｏｌ／ＬＮＨ４ＨＣＯ３／３０％ＡＣＮ脱色，冻干后，加入
５μＬ２．５～１０ｎｇ／μＬ测序级Ｔｒｙｐｓｉｎ（Ｐｒｏｍｅｇａ）溶液，３７℃反
应过夜；２０ｈ左右后，吸出酶解液，转移至新ＥＰ管中，向管中
加入１００μＬ６０％ ＡＣＮ／０．１％ＴＦＡ，超声１５ｍｉｎ，合并前次溶
液，冻干；若有盐，则用 Ｚｉｐｔｉｐ（ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ）进行脱盐。（２）质谱
分析。样品与５ｍｇ／ｍＬＨＣＣＡ基质１∶１混合后，用４８００串
联飞行时间质谱仪（４８００ＰｌｕｓＭＡＬＤＩＴＯＦ／ＴＯＦＴＭＡｎａｌｙｚｅｒ）
进行质谱分析，激光源为３５５ｎｍ波长的 Ｎｄ：ＹＡＧ激光器，加

速电压为２ｋＶ，采用正离子模式和自动获取数据的模式采集
数据，ＰＭＦ质量扫描范围为８００～４０００ｕ，选择信噪比大于５０
的母离子进行二级质谱（ＭＳ／ＭＳ）分析，每个样品点上选择８
个母离子，二级 ＭＳ／ＭＳ激光激发２５００次，碰撞能量２ｋＶ，
ＣＩＤ关闭。（３）数据库检索。使用以下数据库综合分析搜
索：数据库：ＮＣＢＩ；搜索类型：肽指纹图谱（ＭＳ／ＭＳ离子搜
索）；鉴定成功标准：蛋白分值Ｃ．Ｉ．％大于９０分。
１．４　数据统计

测定的所有指标都设置３个以上的平行组，以 Ｐ≤０．０５
水平作为显著性差异的标准对测定的参数平均值进行 ｔ
检验。

２　结果与分析

２．１　外源 Ｈ２Ｏ２的处理导致山黧豆初生根中内源 Ｈ２Ｏ２的
积累

由于 ＤＡＢ能够和 Ｈ２Ｏ２反应生成红褐色的物质，因此通
过ＤＡＢ特异染料染色法分析山黧豆初生根组织内的Ｈ２Ｏ２积
累。结果发现，经２０ｍｍｏｌ／ＬＨ２Ｏ２处理后山黧豆初生根中染
色程度比对照组（蒸馏水中正常生长）中山黧豆初生根的染

色程度深（图１），表明外源Ｈ２Ｏ２处理可能导致了山黧豆初生
根内源Ｈ２Ｏ２的积累。为了验证这一结果，进一步采用双酶
法直接检测内源Ｈ２Ｏ２的含量。结果显示，未经过Ｈ２Ｏ２处理
的山黧豆初生根中内源Ｈ２Ｏ２的水平为０．５５μｍｏｌ／Ｌ，而经过
Ｈ２Ｏ２ 处 理 的 初 生 根 中 内 源 Ｈ２Ｏ２ 的 水 平 增 加 至
０．７２μｍｏｌ／Ｌ，表明外源Ｈ２Ｏ２处理后，内源Ｈ２Ｏ２含量显著增
高（图２），这一结果与染色的结果相符合。

２．２　Ｈ２Ｏ２处理后山黧豆初生根的蛋白图谱分析
通过双向电泳技术对Ｈ２Ｏ２处理的山黧豆初生根与对照

组的初生根进行全蛋白的提取与分离，获得了较好重复性与

分辨率较高的电泳图谱（图３）。经ＩｍａｇｅＭａｓｔｅｒ２ＤＰｌａｔｉｎｕｍ
Ｖｅｒｓｉｏｎ５．０软件分析发现，每张２－ＤＥ图谱分离到的蛋白质
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数目为（８４０±６７）个，对照组与处理组的蛋白点匹配率为
８６２％，相互匹配蛋白数为８１８，在蛋白质的总数上没有明显
变化（图３－Ａ、图３－Ｂ）。与对照组相比，７０个蛋白质点的
表达发生了显著或极显著变化，其中上调蛋白４３个，占总差
异表达蛋白的６１．４３％，下调蛋白２１个，占３０％，新出现蛋
白点６个，占８．５７％（表１）。这些结果表明，处理后上调的蛋
白点比例要高于下调的蛋白点比例。

进一步分析发现，新出现的蛋白质分子量超过１１６ｋｕ，等
电点靠近７且主要集中在电泳图谱的 ａ区，而大部分上调的
蛋白点主要集中在ｂ、ｄ、ｅ区，下调的蛋白点主要集中在 ｃ区
（图３－Ａ）。选取差异极显著（Ｐ＜０．０１）（变化倍率在２倍以
上）的 １５个蛋白点 （其丰度变化如图 ３－Ｃ）进行
ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ／ＴＯＦ质谱分析鉴定。
２．３　蛋白质的质谱鉴定及分析

ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ／ＭＳ质谱鉴定结果见表２。表２结果
显示，除了５３、５５、５７这３个蛋白点未鉴定成功外，其余的蛋
白都被成功鉴定。将蛋白分值Ｃ．Ｉ．％高于９０分的蛋白选择
出来，列于表２中。对上述鉴定的蛋白点进行功能归类发现，
外源Ｈ２Ｏ２处理后有５类重要蛋白的表达发生了显著变化。
（１）呼吸代谢相关蛋白。１号蛋白鉴定结果为 ＮＡＤＨ泛醌氧
化还原酶亚基（ＮＡＤＨ－ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ），这
种蛋白主要定位于线粒体中，为三羧酸循环的电子传递链传

递电子。２号蛋白为ＮＡＤＨ脱氢酶辅酶Ｑ－Ｆｅ－Ｓ蛋白１－线
粒体类似蛋白（ＮＡＤＨｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ［ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅ］ｉｒｏｎ－ｓｕｌｆｕｒ
ｐｒｏｔｅｉｎ１，ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ－ｌｉｋｅ），它是 ＮＡＤＨ泛醌氧化还原酶
亚基中的一种特殊形式，也在三羧酸循环过程中发挥重要的

作用。４号蛋白为磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶（ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌ
ｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｂｏｘｙｋｉｎａｓｅ），存在于细胞质和线粒体中，在糖异生
过程中起催化作用，它能将草酸乙酰转化成磷酸烯醇式丙酮

酸和二氧化碳。２３号蛋白为一种线粒体加工肽酶 β亚基类
似蛋白（ｐｒｏｂａｂｌｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ－ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｐｅｐｔｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ
ｂｅｔａ－ｌｉｋｅｐｒｏｔｅｉｎ），这种蛋白主要参与了线粒体的呼吸代谢。
结果表明，Ｈ２Ｏ２处理在山黧豆的初生根中诱导了一系列呼吸
代谢和糖异生相关的蛋白。（２）蛋白折叠相关蛋白。１０、１１、
６６号蛋白点均为热激蛋白（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ），这类蛋白参
与了蛋白质修饰过程中的蛋白折叠和去折叠，这类蛋白具有

多种功能，如参与各种胁迫应答、协助蛋白质的折叠与组装、

参与细胞防御等。（３）信号转导相关蛋白。经过 Ｈ２Ｏ２处理
后，４０号蛋白显著下调，经鉴定这个蛋白为 ＲａｎＢＰ１（ｒａｎ－
ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｈｏｍｏｌｏｇｂ－ｌｉｋｅ），这类蛋白是一类胞质 Ｒａｎ

结合蛋白，它能够抑制ＲＣＣ１从而刺激 ＧＴＰ从 Ｒａｎ蛋白上释
放出来。Ｒａｎ是一个ＧＴＰ结合蛋白，它是ＲＮＡ和蛋白质从核
孔复合体中穿过和转运过程中所必需的，同时，它也控制着

ＤＮＡ的合成与细胞周期的调控，主要作为一种调节蛋白与膜
上的受体蛋白结合，调控细胞的信号转导。（４）细胞防御相
关蛋白。５１号蛋白为蛋白酶体的 α形式（ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｕｂｕｎｉｔ
ａｌｐｈａｔｙｐｅ），它的功能是主要清除细胞内的一些多余的肽段，
参与细胞内蛋白质的降解与回收。４４号蛋白为铁蛋白（ｆｅｒ
ｒｉｔｉｎ），这是一种在细胞内普遍存在的蛋白，它主要是一种铁
离子的蛋白仓库，调控着细胞内的铁离子含量，并参与了一些

离子的转运，去除细胞内多余的铁离子。（５）贮存蛋白。２１
号蛋白为豌豆球蛋白（ｖｉｃｉｌｉｎ），它是豌豆种子中的一种贮存
蛋白，这一蛋白在处理的过程中明显地下调，表明有可能外源

施加过高浓度的 Ｈ２Ｏ２能够下调这些贮存蛋白，加速他们的
分解，以提供更多的营养或者能量。５０号蛋白为区别豆球蛋
白和豌豆球蛋白的第３种贮存蛋白，即 ｃｏｎｖｉｃｉｌｉｎ蛋白，这种
蛋白已经在豌豆中被分离，但是其功能现在还未研究清楚。

此外，值得注意的是质谱分析结果表明，这种蛋白主要存在于

野豌豆族（如豌豆、山黧豆、兵豆和蚕豆）中。这一蛋白在处

理后的初生根中显著上调，表明可能起重要作用，而具体作用

还需进一步研究。

３　讨论

Ｈ２Ｏ２扮演双重角色，一方面作为植物正常代谢中的有毒
副产物，另一方面作为在胁迫生理和信号转导中的调节性分

子；但是目前这２种角色在植物中的转换机制还不清楚，在
Ｈ２Ｏ２胁迫条件下，植物是如何通过调节胞内代谢网络和抗氧
化系统来使植物生存的机制也还不清楚［９］。本研究采用蛋

白质组学的方法在蛋白水平比较了Ｈ２Ｏ２处理及未处理的初
生根内蛋白质的表达变化。结果表明，一些与呼吸作用相关

的蛋白，如ＮＡＤＨ泛醌氧化还原酶亚基（ＮＡＤＨ－ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅ
ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ）、ＮＡＤＨ脱氢酶辅酶 Ｑ－Ｆｅ－Ｓ蛋白
１－线粒体类似蛋白（ＮＡＤＨｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ［ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅ］ｉｒｏｎ－
ｓｕｌｆｕｒｐｒｏｔｅｉｎ１，ｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ－ｌｉｋｅ）和磷酸烯醇式丙酮酸羧化
酶（ｐｈｏｓｐｈｏｅｎｏｌｐｙｒｕｖａｔｅｃａｒｂｏｘｙｋｉｎａｓｅ）只在处理组中表达，说
明外源的Ｈ２Ｏ２处理导致了一些特异的呼吸代谢作用的出
现。ＮＡＤＨ泛醌氧化还原酶也称复合体Ⅰ，是线粒体呼吸电
子传递链上的第一个酶体［１３］。这表明Ｈ２Ｏ２胁迫后为了弥补
呼吸代谢消耗掉的能量和碳源，这些与呼吸代谢作用和催化

糖异生相关的酶被诱导表达。存在于细胞溶质中的磷酸烯醇

式丙酮酸羧化酶（简称 ＰＥＰＣ），是 Ｃ４植物光合作用的关键
酶，同时也在植物的各种代谢中发挥许多重要的功能，如在细

胞伸长生长、气孔开放、氮同化、根系离子吸收、细胞质 ｐＨ调
节、光合碳同化等方面发挥重要作用［１４］。在外源 Ｈ２Ｏ２处理
后，初生根中诱导表达的这一蛋白可能与根的离子吸收和根

细胞内的ｐＨ调节有关。外源Ｈ２Ｏ２处理也是一种胁迫因子，
在正常生长发育时期，影响了植物的正常生长。试验结果发

现，处理后一些增强氧化胁迫抗性的重要蛋白表现出了上调，

如热激蛋白（ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ），它是生物体在高温、盐渍、寒
冷、干旱、饥饿及重金属离子等环境胁迫下能够诱导合成的一

类应激蛋白，是一种非特异性高度保守的蛋白［１５］。逆境胁迫
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表１　７０个差异表达蛋白点的丰度值及倍率变化

蛋白编号
相对表达水平

对照组 Ｈ２Ｏ２处理组
变化倍数 蛋白编号

相对表达水平

对照组 Ｈ２Ｏ２处理组
变化倍数

１ ０ ０．０６８±０．０１２ ３６ ０．０３６±０．００２ ０．０２１±０．００２ １．７１
２ ０ ０．０４９±０．００６ ３７ ０．０３９±０．００４ ０．０２３±０．００５ １．７０
３ ０ ０．０２４±０．００１ ３８ ０．０４５±０．００５ ０．０２８±０．００２ １．６１
４ ０ ０．０２１±０．００２ ３９ ０．０４４±０．００３ ０．０２９±０．００１ １．５２
５ ０ ０．０２９±０．００３ ４０ ０．４５２±０．０３４ ０．０５４±０．００６ ８．３７
６ ０ ０．０３２±０．００４ ４１ ０．１２８±０．００３ ０．０８２±０．００４ １．５６
７ ０．０８２±０．０５５ ０．１５８±０．０２３ １．９３ ４２ ０．１４５±０．００５ ０．０８９±０．００８ １．６３
８ ０．０３１±０．０３４ ０．０６１±０．０６１ １．９７ ４３ ０．３７９±０．０４２ ０．２３６±０．０３１ １．６１
９ ０．０４２±０．０５２ ０．０７６±０．０７９ １．８１ ４４ ０．１４２±０．００７ ０．０５７±０．００７ ２．４９
１０ ０．０９４±０．０１２ ０．２４８±０．０２４ ２．６４ ４５ ０．０７４±０．００８ ０．１４４±０．０２７ １．９５
１１ ０．０８５±０．００２ ０．１７１±０．００８ ２．０１ ４６ ０．０６７±０．００７ ０．１２５±０．０３１ １．８７
１２ ０．２７３±０．０４１ ０．１５２±０．０１４ １．８０ ４７ ０．０６８±０．００７ ０．１０９±０．００９ １．６０
１３ ０．０７１±０．０７５ ０．１０８±０．０２７ １．５２ ４８ ０．２０４±０．０２１ ０．３０６±０．０４７ １．５０
１４ ０．０６９±０．０６３ ０．１２２±０．００９ １．７７ ４９ ０．６４９±０．０７４ ０．４２３±０．０６３ １．５３
１５ ０．０８４±０．０９１ ０．１２８±０．００７ １．５２ ５０ ０．０３６±０．００６ ０．１６８±０．０２２ ４．６７
１６ ０．１３９±０．０２５ ０．２２６±０．０４９ １．９１ ５１ ０．０７３±０．００４ ０．２７３±０．０３２ ３．７４
１７ ０．０６３±０．００７ ０．１２２±０．０２８ １．９４ ５２ ０．０８５±０．００８ ０．１５５±０．０２６ １．８２
１８ ０．２７３±０．０３６ ０．５２３±０．０９８ １．９２ ５３ ０．０２６±０．００１ ０．１６２±０．０１３ ６．２３
１９ ０．０２６±０．０３０ ０．０４４±０．０４７ １．６９ ５４ ０．２８８±０．０４７ ０．５３６±０．０５２ １．８６
２０ ０．３４３±０．０３０ ０．６６４±０．０９１ １．９４ ５５ ０．２６３±０．０２６ ０．５４９±０．０８９ ２．０９
２１ ０．１６３±０．０１４ ０．０５３±０．００６ ３．０８ ５６ ０．２０７±０．０３９ ０．３６２±０．０３７ １．７５
２２ ０．０６８±０．００６ ０．１３５±０．０５５ １．９９ ５７ ０．４６３±０．００６ ０．２０６±０．００４ ２．２５
２３ ０．０３１±０．００４ ０．０７９±０．００９ ２．５５ ５８ ０．２７１±０．０３７ ０．４３２±０．０２６ １．５９
２４ ０．２１３±０．０２５ ０．３２４±０．０３２ １．５２ ５９ ０．３４２±０．０５８ ０．５２９±０．０６７ １．５５
２５ ０．５９２±０．０７３ ０．９５４±０．１０２ １．６１ ６０ ０．１９３±０．０４４ ０．２９６±０．０７４ １．５３
２６ ０．１０７±０．０１４ ０．１７５±０．０４９ １．６４ ６１ ０．１８５±０．０３２ ０．２８７±０．０５３ １．５５
２７ ０．７７４±０．０９２ ０．４０８±０．０３２ １．９０ ６２ ０．３０２±０．０３３ ０．４７５±０．０３８ １．５７
２８ ０．７２５±０．０７４ ０．３７６±０．０３５ １．９３ ６３ ０．２０８±０．０３１ ０．３４６±０．０３５ １．６６
２９ ０．０７７±０．００６ ０．０４６±０．００７ １．６７ ６４ ０．１２５±０．０５６ ０．１９５±０．００５ １．５６
３０ ０．７５６±０．０６４ ０．４２５±０．０４２ １．７８ ６５ ０．２０７±０．０４２ ０．３２８±０．０３３ １．５８
３１ ０．０４９±０．００３ ０．０２８±０．００２ １．７５ ６６ ０．０１６±０．００２ ０．０６４±０．００８ ４．００
３２ ０．１５３±０．００９ ０．２９５±０．０３６ １．９３ ６７ ０．０７８±０．００５ ０．０２４±０．００４ １．７１
３３ ０．１８６±０．０２４ ０．３０８±０．０３４ １．６６ ６８ ０．１６９±０．００３ ０．２９３±０．０４５ １．７３
３４ ０．０８５±０．００８ ０．１５８±０．００９ １．８６ ６９ ０．０６０±０．００８ ０．０３６±０．００４ １．６７
３５ ０．０６５±０．００８ ０．０３３±０．００３ １．９７ ７０ ０．２２８±０．００８ ０．３７４±０．０４７ １．６４

　　注： 表示差异显著（Ｐ＜０．０５）；表示差异极显著（Ｐ＜０．０１）。与对照相比，表中上调点变化倍率计算公式为变化倍率＝处理组／对照
组；下调点变化倍率计算公式为变化倍率＝对照组／处理组。

对细胞造成的直接伤害包括使蛋白质变性而失去正常功能，

热激蛋白作为分子伴侣，在逆境胁迫条件下可以维护蛋白的

功能结构、防止非天然蛋白的集聚、重新折叠变性蛋白以恢复

其功能结构以及清除有潜在危害的变性蛋白等［１６］。Ｗａｎ等
研究表明，用外源Ｈ２Ｏ２处理水培水稻，然后对叶片的蛋白质
组学进行分析，结果发现大量的热激蛋白上调表达［９］，这一

结果和本试验结果相吻合。但是目前还没有在植物初生根的

蛋白质组学中发现热激蛋白上调的报道。热激蛋白的表达增

强可能提高了山黧豆初生根对外源 Ｈ２Ｏ２引起的胁迫抵抗，
这也许与热激蛋白表达的增强相关。外源 Ｈ２Ｏ２胁迫有可能
引起部分蛋白质降解，因此一些参与细胞内蛋白质的降解与

回收的蛋白，如蛋白酶体的 α形式（ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａ
ｔｙｐｅ）表现出了明显的上调。还有一些起到氧化还原和信号

转导方面的蛋白也发生了明显的上调或下调，如铁蛋白

（ｆｅｒｒｉｔｉｎ）和ＲａｎＢＰ１蛋白。铁蛋白是一种广泛存在于生命体
中的铁贮藏蛋白，具有调节机体铁代谢平衡、去除二价铁毒性

和防止机体氧化损伤的双重功能［１７］。植物铁蛋白也能通过

降解途径加速铁的释放，与此功能相呼应的是铁蛋白在细胞

内的表达被铁离子浓度和氧化应激状态调控。铁蛋白的表达

在植物中主要受到转录水平上的调控，诱导物是铁离子和氧

化物，在动物体内主要受到的则是翻译水平上的调控，而植物

的萌芽和生长均离不开铁蛋白铁的释放［１８］。另外，Ｈ２Ｏ２处
理后还有一些种子中贮存的蛋白，如豌豆球蛋白（ｖｉｃｉｌｉｎ）与
ｃｏｎｖｉｃｉｌｉｎ蛋白，也发生了重要变化，但是这些蛋白的功能还
需要进一步研究。由于质谱分析的蛋白点数目有限，因此更

多的信息还需要在以后的研究中进一步挖掘。

—４２— 江苏农业科学　２０１４年第４２卷第９期



表２　１２个差异表达蛋白的ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ／ＭＳ质谱鉴定结果

编号 登录号 蛋白名称
理论等电点／
实验等电点

理论分子量／
实验分子量

得分
蛋白质可

信度（％）
肽段覆盖

率（％）

１ ｇｉ｜３５７４６０８１７ ＮＡＤＨ－ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ［Ｍｅｄｉｃａｇｏ
ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ］

７．１１／６．４２ ８１５８３．８／１７４５３２．１ ２０４ １００ ２４

２ ｇｉ｜３５７４６０８１７ ＮＡＤＨ－ｕｂｉｑｕｉｎｏｎｅｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ［Ｍｅｄｉｃａｇｏ
ｔｒｕｎｃａｔｕｌａ］

７．１１／６．５５ ８１５８３．８／１６４２８９．５ ２１４ １００ １８

４ ｇｉ｜２９７７９４１７１ Ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌ－ｐｒｏｔｅｉｎＡＲＡＬＹＤＲＡＦＴ＿４９６８０２ ６．０２／６．８３ ７３４６５．６／１５６２３１．９ １２４ １００ １５
１０ ｇｉ｜３５７４７６１３１ ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ［Ｍｅｄｉｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａ］ ５．８７／５．６８ ７２４７７．６／１３６７３９．６ ６３３ １００ ２６
１１ ｇｉ｜３５７４７６１３１ ｈｅａｔｓｈｏｃｋｐｒｏｔｅｉｎ［Ｍｅｄｉｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａ］ ５．８７／５．９４ ７２４７７．６／１３４８７１．６ ９７３ １００ ４０
２１ ｇｉ｜４２４１４６２９ ｖｉｃｉｌｉｎ［Ｐｉｓｕｍｓａｔｉｖｕｍ］ ５．４３／６．２２ ４７３２６．４／６８２５７８．２ ３５８ １００ ３７

２３ ｇｉ｜３５６５２７３１４ ｐｒｏｂａｂｌｅｍｉｔｏｃｈｏｎｄｒｉａｌ－ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｐｅｐｔｉｄａｓｅｓｕｂｕｎｉｔ
ｂｅｔａ－ｌｉｋｅ［Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ］

６．４９／６．９７ ５８９７３．２／８９１３５２．７ ４７２ １００ ２９

４０ ｇｉ｜３５６５７６０９５ ｒａｎ－ｂｉｎｄｉｎｇｐｒｏｔｅｉｎ１ｈｏｍｏｌｏｇｂ－ｌｉｋｅ［Ｇｌｙｃｉｎｅｍａｘ］ ４．７８／４．４７ ２４９７０．２／２４３２４．５ １０５ ９９．９９７ １３
４４ ｇｉ｜４１７００６ ｆｅｒｒｉｔｉｎ－１，ｃｈｌｏｒｏｐｌａｓｔｉｃ；ｆｌａｇｓ：ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ６．１４／４．９６ ２８７７２．５／２０４７９８．３ ９８ ９９．９８２ ２３
５０ ｇｉ｜１６４５１２５４４ ｃｏｎｖｉｃｉｌｉｎ［Ｌａｔｈｙｒｕｓｓａｔｉｖｕｓ］ ５．４６／５．９１ ６１５６２．５／１９２３２５．７ ６５４ １００ ３４
５１ ｇｉ｜３５７４５１０２３ ｐｒｏｔｅａｓｏｍｅｓｕｂｕｎｉｔａｌｐｈａｔｙｐｅ［Ｍｅｄｉｃａｇｏｔｒｕｎｃａｔｕｌａ］ ５．６８／６．０２ ２７３４８．８／２３８９５．６ ７４３ １００ ４５
６６ ｇｉ｜１４５３５４３０５ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄｐｒｏｔｅｉｎ［ＯｓｔｒｅｏｃｏｃｃｕｓｌｕｃｉｍａｒｉｎｕｓＣＣＥ９９０１］ ７．７０／６．２１ １４４１９．７／１５６３２．５ ７６ ９７．４１２ １９

参考文献：

［１］ＱｕａｎＬＪ，ＺｈａｎｇＢ，ＳｈｉＷＷ，ｅｔａｌ．Ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅｉｎｐｌａｎｔｓ：ａ
ｖｅｒｓａｔｉｌｅｍｏｌｅｃｕｌｅｏｆｔｈｅｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓｎｅｔｗｏｒｋ［Ｊ］．ＪＩｎｔｅｇｒ
ＰｌａｎｔＢｉｏｌ，２００８，５０（１）：２－１８．

［２］ＰｏｍａｒＦ，ＣａｂａｌｌｅｒｏＮ，ＰｅｄｒｅｏＭ，ｅｔａｌ．Ｈ２Ｏ２ｇｅｎｅｒａｔｉｏｎｄｕｒｉｎｇｔｈｅ
ａｕｔｏ－ｏｘｉｄａｔｉｏｎｏｆｃｏｎｉｆｅｒｙｌａｌｃｏｈｏｌｄｒｉｖｅｓｔｈｅｏｘｉｄａｓｅａｃｔｉｖｉｔｙｏｆａ
ｈｉｇｈｌｙｃｏｎｓｅｒｖｅｄｃｌａｓｓⅢ ｐｅｒｏｘｉｄａｓｅｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｌｉｇｎｉｎｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
［Ｊ］．ＦｅｂｓＬｅｔｔｅｒｓ，２００２，５２９（２／３）：１９８－２０２．

［３］ＨａｌｌｉｗｅｌｌＢ．Ｒｅａｃｔｉｖｅｓｐｅｃｉｅｓａｎｄａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔｓ：ｒｅｄｏｘｂｉｏｌｏｇｙｉｓａｆｕｎ
ｄａｍｅｎｔａｌｔｈｅｍｅｏｆａｅｒｏｂｉｃｌｉｆｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００６，１４１（２）：
３１２－３２２．

［４］Ｂａｒｂａ－ＥｓｐｉｎＧ，Ｄｉａｚ－ＶｉｖａｎｃｏｓＰ，Ｃｌｅｍｅｎｔｅ－ＭｏｒｅｎｏＭＪ，ｅｔａｌ．
Ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎｂｅｔｗｅｅｎｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅａｎｄｐｌａｎｔｈｏｒｍｏｎｅｓｄｕｒｉｎｇｇｅｒ
ｍｉｎａｔｉｏｎａｎｄｔｈｅｅａｒｌｙｇｒｏｗｔｈｏｆｐｅａｓｅｅｄｌｉｎｇｓ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＣｅｌｌａｎｄ
Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔ，２０１０，３３（６）：９８１－９９４．

［５］ＪｏｏＪＨ，ＢａｅＹＳ，ＬｅｅＪＳ．Ｒｏｌｅｏｆａｕｘｉｎ－ｉｎｄｕｃｅｄｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎ
ｓｐｅｃｉｅｓｉｎｒｏｏｔｇｒａｖｉｔｒｏｐｉｓｍ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２００１，１２６（３）：
１０５５－１０６０．

［６］ＬｉＳＷ，ＸｕｅＬＧ，ＸｕＳＪ，ｅｔａｌ．Ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅｉｎｖｏｌｖｅｍｅｎｔｉｎ
ｆｏｒｍａｔｉｏｎａｎｄｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｒｏｏｔｓｉｎｃｕｃｕｍｂｅｒ［Ｊ］．
ＰｌａｎｔＧｒｏｗｔｈＲｅｇｕｌａｔｉｏｎ，２００７，５２（２）：１７３－１８０．

［７］ＬｉＳＷ，ＸｕｅＬＧ，ＸｕＳＪ，ｅｔａｌ．Ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅａｃｔｓａｓａｓｉｇｎａｌ
ｍｏｌｅｃｕｌｅｉｎｔｈｅａｄｖｅｎｔｉｔｉｏｕｓｒｏｏｔｆｏｒｍａｔｉｏｎｏｆｍｕｎｇｂｅａｎｓｅｅｄｌｉｎｇｓ
［Ｊ］．ＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌａｎｄＥｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌＢｏｔａｎｙ，２００９，６５（１）：６３－
７１．　

［８］ＩｓｈｉｂａｓｈｉＹ，ＹａｍａｇｕｃｈｉＨ，ＹｕａｓａＴ，ｅｔａｌ．Ｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅｓｐｒａ
ｙｉｎｇａｌｌｅｖｉａｔｅｓｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓｉｎｓｏｙｂｅａｎｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｌａｎｔ
Ｐｈｙｓｉｏｌｏｇｙ，２０１１，１６８（１３）：１５６２－１５６７．

［９］ＷａｎＸＹ，ＬｉｕＪＹ．Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅｐｒｏｔｅｏｍｉｃｓａｎａｌｙｓｉｓｒｅｖｅａｌｓａｎｉｎｔｉ
ｍａｔｅｐｒｏｔｅｉｎｎｅｔｗｏｒｋｐｒｏｖｏｋｅｄｂｙｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅｓｔｒｅｓｓｉｎｒｉｃｅ
ｓｅｅｄｌｉｎｇｌｅａｖｅｓ［Ｊ］．Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ＆ＣｅｌｌｕｌａｒＰｒｏｔｅｏｍｉｃｓ，２００８，７（８）：

１４６９－１４８８．
［１０］ＪｉａｎｇＪＬ，ＳｕＭ，ＷａｎｇＬＹ，ｅｔａｌ．Ｅｘｏｇｅｎｏｕｓｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ

ｒｅｖｅｒｓｉｂｌｙｉｎｈｉｂｉｔｓｒｏｏｔｇｒａｖｉｔｒｏｐｉｓｍａｎｄｉｎｄｕｃｅｓｈｏｒｉｚｏｎｔａｌｃｕｒｖａｔｕｒｅ
ｏｆｐｒｉｍａｒｙｒｏｏｔｄｕｒｉｎｇｇｒａｓｓｐｅａｇｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏｇｙ
ａｎｄＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１２，５３：８４－９３．

［１１］ＷｕＱＦ，ＬｉＣ，ＫｅＬＭ，ｅｔａｌ．Ａｈｉｇｈ－ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ，ｔｗｏ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
ｇｅｌｅｌｅｃｔｒｏｐｈｏｒｅｓｉｓｐｌａｔｆｏｒｍｆｏｒｍａｔｕｒｅｌｅａｖｅｓｏｆｇｒａｓｓｐｅａ（Ｌａｔｈｙｒｕｓ
ｓａｔｉｖｕｓＬ．）［Ｊ］．ＡｃｔａＰｈｙｓｉｏｌｏｇｉａｅＰｌａｎｔａｒｕｍ，２０１１，３３（６）：２３８７－
２３９７．　

［１２］ＢｒａｄｆｏｒｄＭＭ．Ａｒａｐｉｄａｎｄｓｅｎｓｉｔｉｖｅｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎｏｆ
ｍｉｃｒｏｇｒａｍｑｕａｎｔｉｔｉｅｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｕｔｉｌｉｚｉｎｇｔｈｅｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｐｒｏｔｅｉｎ－
ｄｙｅｂｉｎｄｉｎｇ［Ｊ］．ＡｎａｌｙｔｉｃａｌＢｉｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，１９７６，７２：２４８－２５４．

［１３］ＫｌｏｄｍａｎｎＪ，ＢｒａｕｎＨＰ．Ｐｒｏｔｅｏｍｉｃａｐｐｒｏａｃｈｔｏｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｍｉｔｏ
ｃｈｏｎｄｒｉａｌｃｏｍｐｌｅｘＩｆｒｏｍ ｐｌａｎｔｓ［Ｊ］．Ｐｈｙｔｏｃｈｅｍｉｓｔｒｙ，２０１１，７２
（１０）：１０７１－１０８０．

［１４］ＤｉｎｇＺＳ，ＺｈｏｕＢＹ，ＳｕｎＸＦ，ｅｔａｌ．Ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｔｏｌｅｒａｎｃｅｉｓ
ｅｎｈａｎｃｅｄｂｙｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｅｄＰＥＰＣｉｎｒｉｃｅｕｎｄｅｒｄｒｏｕｇｈｔｓｔｒｅｓｓ［Ｊ］．
ＡｃｔａＡｇｒｏｎｏｍｉｃａＳｉｎｉｃａ，２０１２，３８（２）：２８５－２９２．

［１５］Ｊａｎｉｃｋａ－ＲｕｓｓａｋＭ，ＫａｂａａＫ．Ａｂｓｃｉｓｉｃａｃｉｄａｎｄｈｙｄｒｏｇｅｎｐｅｒｏｘｉｄｅ
ｉｎｄｕｃｅｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅＨ＋ －ＡＴＰａｓｅｆｒｏｍＣｕｃｕ
ｍｉｓｓａｔｉｖｕｓＬ．ｒｏｏｔｓｕｎｄｅｒｈｅａｔｓｈｏｃｋ［Ｊ］．ＪｏｕｒｎａｌｏｆＰｌａｎｔＰｈｙｓｉｏｌｏ
ｇｙ，２０１２，１６９（１６）：１６０７－１６１４．

［１６］裴丽丽，徐兆师，尹丽娟，等．植物热激蛋白９０的分子作用机理
及其利用研究进展［Ｊ］．植物遗传资源学报，２０１３，１４（１）：
１０９－１１４．　

［１７］ＤｊｅｎｎａｎｅＳ，ＣｅｓｂｒｏｎＣ，ＳｏｕｒｉｃｅＳ，ｅｔａｌ．Ｉｒｏｎｈｏｍｅｏｓｔａｓｉｓａｎｄｆｉｒｅ
ｂｌｉｇｈｔｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｙｉｎｔｒａｎｓｇｅｎｉｃｐｅａｒｐｌａｎｔｓｏｖｅｒｅｘｐｒｅｓｓｉｎｇａｐｅａ
ｆｅｒｒｉｔｉｎｇｅｎｅ［Ｊ］．ＰｌａｎｔＳｃｉｅｎｃｅ，２０１１，１８０（５）：６９４－７０１．

［１８］ＡｐｅｌＫ，ＨｉｒｔＨ．Ｒｅａｃｔｉｖｅｏｘｙｇｅｎｓｐｅｃｉｅｓ：ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ，ｏｘｉｄａｔｉｖｅ
ｓｔｒｅｓｓ，ａｎｄｓｉｇｎａｌｔｒａｎｓｄｕｃｔｉｏｎ［Ｊ］．ＡｎｎｕａｌＲｅｖｉｅｗｏｆＰｌａｎｔＢｉｏｌｏｇｙ，
２００４，５５：３７３－３９９．

—５２—江苏农业科学　２０１４年第４２卷第９期


