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　　摘要：多肽是一类小分子物质，在植物生长、发育及抗逆等众多生命过程中起着重要的调控作用。旨在探索棉花
根部多肽的分离提取方法，建立基于改良尿素法的棉花多肽组样品收集方法。基于该方法，笔者在棉花根部组织中获

得８０９个小分子肽序列，这些多肽的大小在１０～７０个氨基酸之间。随后，采用液相色谱－质谱联用技术，笔者进一步
对获得的多肽进行来源鉴定和序列分析。通过功能注释和亚细胞定位预测，发现这些多肽来源的基因在结合和催化

活性、细胞过程、代谢过程功能亚类中所占比例最高，并且这些基因大多分布在细胞质中（５２％）。此外由结果还可以
看出，与抗病防卫相关的蛋白包括ＰＲ１０、包含ＮＢ－ＡＲＣ结构域的蛋白、过氧化氢酶、氧化还原酶等来源的多肽还伴有
甲酰化、脱酰胺基化、乙基化等１０种以上的氨基酸修饰方式。该技术为后续棉花多肽组学研究、棉花多肽数据库的建
立，以及挖掘如抗病抗逆相关的多肽应用于生产奠定了理论基础和技术支持。
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　　多肽是一类由１０～１００个氨基酸组成的、由前体多肽经
过加工剪切后形成的成熟、具有特殊功能的肽类信号分

子［１］。在动物、细菌、真菌中，功能活性肽在机体的生长发育

过程中具有重要的调控作用，它们作为药物、疫苗、酶抑制剂、

导向药物及药物先导药等已在世界范围内被广泛应用，具有

非常高的应用价值［２－３］。随着系统素（ｓｙｓｔｅｍｉｎ）、植物磺肽素
（ｐｈｙｔｏｓｕｌｆｏｋｉｎｅ，简称 ＰＳＫ）、ＣＬＥ、ＳＣＲ（ＳＰ１１）、ＣＬＶ３等植物
多肽分子的陆续鉴定，证实了这类物质可以作为信号分子介

导细胞与细胞之间的短距离信息交流，在植物生长、发育及抗

逆等众多生命过程中起着重要的调控作用［１，４］。

植物内源活性多肽不仅可以通过基因工程导入植物中进

行过表达，以改善植物的生长发育及抗逆抗病性，还可以用作

生长调节剂、杀菌剂，用来直接外源喷施植株，以提高植物的

生长和抗逆能力。例如 Ｚｈａｎｇ等分别将 ａｌｆＡＦＰ基因及花烟
草中的防御素ＮａＤ１基因转入陆地棉后，植株对黄萎病病菌
的抗性显著增强［５－６］。将人工合成的抗菌肽转入棉花中，也

同样增强了植株对黄萎病病菌的抗性［７－８］。此外，Ｈｕｆｆａｋｅｒ
等用ＺｍＰｅｐ１多肽体外处理玉米叶片，可以减小由死体营养
型病原菌玉米小斑病病菌（Ｃｏｃｈｌｉｏｂｏｌｉｓｈｅｔｅｒｏｓｔｒｏｐｈｕｓ）和半活
体营养型病原菌玉米茎腐病病菌（Ｃｏｌｌｅｔｏｔｒｉｃｈｕｍｇｒａｍｉｎｉｃｏｌａ）
引起的死亡细胞数量和坏死斑的大小［９］。由此可见，植物多

肽在植物应对病原菌的侵害过程中可以起到非常重要的作

用，具有非常重要的应用价值。

随着蛋白质组学的发展，多肽组学在近１０年来也获得了
较多关注。然而，由于植物材料的特殊性，相较于动物，植物

多肽组学的发展仍较为缓慢。在本研究中，笔者参考动物多

肽组的纯化过程［１０－１１］和植物蛋白质组的提取方法［１２－１３］，对

棉花根部的多肽提取方法进行探索和建立，利用高分辨级色

谱质谱联用仪，对所提取的多肽进行 ＮａｎｏＬＣ－ＭＳ／ＭＳ（纳升
级液相色谱串联质谱）分析，利用已发表的棉花蛋白数据库

进行搜索比对，并手动验证质谱的分析结果。本研究将为系

统研究棉花多肽组的生物学信息和挖掘具有重要应用价值的

新多肽提供新的方法和思路。

１　材料与方法

１．１　试验材料
供试棉花材料为亚洲棉中棉红茎，由江苏省农业科学院

种质资源与生物技术研究所张保龙研究员提供。

１．２　试验时间和地点
本试验于２０１８年３月至２０１９年４月进行，试验在江苏

省农业科学院种质资源与生物技术研究所江苏省重点实验室

及南京农业大学生命科学学院完成。

１．３　试验方法
１．３．１　棉花根部多肽的分离提取　将亚洲棉中棉红茎的种
子用清水冲洗后，播种于盆钵中，待幼苗长至２叶１心时，采
集植物的根部组织进行多肽提取。用液氮研磨叶片至粉末状

后，加入３倍体积的多肽提取液［含有７ｍｏｌ／Ｌ尿素，２ｍｏｌ／Ｌ
硫代尿素，２０ｍｍｏｌ／ＬＤＴＴ（二硫苏糖醇），５μＬＣｏｃｋｔａｉｌ蛋白
酶抑制剂］，振荡提取 １５ｍｉｎ后，离心（４℃，１２０００×ｇ，
１０ｍｉｎ），取上清。上清液通过 Ｍｉｃｒｏｃｏｎ ＹＭ－１０超滤管
（Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ，ＵＳＡ）除去分子量大于１０ｋｕ的大分子蛋白。在过
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滤后的上清中加入３倍体积的预冷丙酮，于－２０℃放置４ｈ。
离心取沉淀（４℃，１２０００×ｇ，１０ｍｉｎ），沉淀再用１倍体积的
预冷丙酮洗１次，离心（４℃，１２０００×ｇ，５ｍｉｎ），弃上清，将沉
淀倒置晾干。将沉淀加入７０％乙腈［含 ０．１％ＴＦＡ（三氟乙
酸）］中，振荡提取 １５ｍｉｎ，离心取上清（４℃，１２０００×ｇ，
５ｍｉｎ）。用 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ Ｚｉｐｔｉｐｓ（Ｍｅｒｃｋ ＫＧａＡ，Ｄａｒｍｓｔａｄｔ，
Ｇｅｒｍａｎｙ）对上清液进行脱盐处理，最终收集后抽真空干燥。
将处理后的样品用０．１％甲酸复溶，离心（４℃，１２０００×ｇ，
２ｍｉｎ），取上清液进行ＮａｎｏＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。
１．３．２　ＮａｎｏＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析分离鉴定　将多肽样品于
Ｎａｎｏ－ＲＳＬＣ液相系统（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ，ＣＡ，ＵＳＡ）中
进行 ６０ｍｉｎ的梯度洗脱，流速为 ３００ｎＬ／ｍｉｎ，进样量为
１０μＬ。采用纳升电喷雾离子源，电离模式：电喷雾ＥＳＩ（＋），
喷雾电压为 ２．２ｋＶ，毛细管温度为 ２００℃。一级质谱在
Ｏｒｂｉｔｒａｐ中扫描，扫描范围是 ３５０～１８００ｍ／ｚ，分辨率为
６００００。所得信息用ＰＥＡＫＳ软件进行 ＤｅＮｏｖｏ（从头）测序，
并用测得的序列搜寻棉花蛋白数据库，以得到最合适的鉴定

结果。

２　结果与分析

２．１　棉花根部多肽的提取效果
植物内源多肽的丰度通常都非常低，并且植物细胞外的

细胞壁中及细胞内含有大量色素，加上存在的次级代谢物等

为多肽的获得和分离带来了极大困难。本研究由于后续应用

高分辨率的色质联用仪，因此在提取方法上排除了与色谱不

相容的十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ）法，笔者采用对分子量极小的
蛋白分辨效果好的改良尿素法进行棉花多肽的提取。为了避

免蛋白质和多肽的降解，本试验在样品采集和提取过程中始

终保持在低温（４℃）下进行，并且在提取液中加入蛋白酶抑
制剂。质谱分析后用ＰＥＡＫＳｓｔｕｄｉｏ软件进行数据处理，将从
头测序、数据库搜索２种方法结合进行多肽的鉴定。笔者从
棉花根部组织共获得８０９个小分子肽序列，详见表１。这一
结果表明，采用的改良尿素法对棉花多肽的分离效果较好。

这些多肽的长度均较小，最大不超过７０个氨基酸，以长度为
１０～２０个氨基酸的多肽最多，其次为２０～３０个氨基酸长度
的多肽。

表１　部分棉花根部的多肽信息

多肽序列
分子质量

（ｕ）
长度

（氨基酸）
质荷比 基因名称 来源蛋白质

ＡＫＲＬＩＰＥＦＮＲＩＬＶＥＫＩＩＰＰＳＫＴＮＳＧＩＬＬＰＥＫ ３５１３．０８１ ３１ ７０３．６２８７ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿０１７５６ Ｃｈａｐｅｒｏｎｉｎ１０
ＶＡＫＫＳＶＶＰＩＡＳＧＲＱＩＶＱＳＰＴ ２０６４．２０６ ２０ ６８９．０７５３ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿０４０９９ Ｅｕｋａｒｙｏｔｉｃａｓｐａｒｔｙｌｐｒｏｔｅａｓｅｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎ

ＮＬＤＦＬＶＮＬＶＲＤ １３１６．７０９ １１ ６５９．３６４１ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿１５１９６ Ｏｘｉｄｏｒｅｄｕｃｔａｓｅ，ｚｉｎｃ － ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ
ｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎ

ＧＶＶＴＹＤＹＥＮＴＳＰＶＡＰＡＲＬＦ ２１４１．０４３ １９ １０７１．５３０３ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿３６７４４ ＰＲｐｒｏｔｅｉｎｃｌａｓｓ１０
ＳＰＤＤＶＰＫＹＷＩＡＦ １４３６．６９８ １２ ７１９．３５７５ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿３０８２６ Ｇｌｙｃｏｓｙｌｈｙｄｒｏｌａｓｅｆａｍｉｌｙ３８ｐｒｏｔｅｉｎ
ＳＶＬＬＬＰＨＳＦＴＳＦ １３４６．７２３ １２ ６７４．３８４５ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿２２８８０ Ａｌｐｈａ－Ｌ－ａｒａｂｉｎｏｆｕｒａｎｏｓｉｄａｓｅ１
ＡＫＬＴＫＬＴＫＤＱＡＤＹＩＳＶＰＶＥＧＰＹ ２４３５．２９５ ２２ １２１８．６７７０ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿０７３９１ Ｓ－ａｄｅｎｏｓｙｌ－Ｌ－ｈｏｍｏｃｙｓｔｅｉｎｈｙｄｒｏｌａｓｅ
ＫＡＦＡＶＤＩＥＮＬＭＰＫＶＡＰＱ １８７０．００２ １７ ９３６．０２６８ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿２１８１６ ＶｄＩ２
ＰＰＰＡＰＬＩＤＭＥＥＬＴＫＷ １７３５．８８６ １５ ８６８．９５０４ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿０４２７３ Ｐｌａｓｍａｍｅｍｂｒａｎｅｉｎｔｒｉｎｓｉｃｐｒｏｔｅｉｎ２，４
ＤＤＮＦＮＩＴＤＤＴＲＩＲＡＡＶＰＴＩＫＹＬＭＧＨＧＳＫＶＩＬＳ ３５５９．８４６ ３２ ８９０．９６９５ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿３３２７３ ｐｈｏｓｐｈｏｇｌｙｃｅｒａｔｅｋｉｎａｓｅ
ＭＴＩＧＧＱＰＡＧＲＩＶＭＥＬＦ １７１８．８８５ １６ ８６０．４６８４ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿０８９１０ ｃｙｃｌｏｐｈｉｌｉｎ
ＡＧＶＴＩＡＨＧＧＶＬＰＮＩＮＰＶＬ １７４０．９８９ １８ ８７１．５１５５ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿２１４３２ ＨｉｓｔｏｎｅＨ２Ａ１２
ＧＶＦＳＹＤＹＥＴＴＳＰＶＡＰＡＲＬＦ ２１１９．０２６ １９ １０６０．５４５０ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿３５１１７ ｐＣＰＲ１０－１６
ＶＥＳＱＧＦＧＳＩＥＷＳＤＧＶＨＬＶＲＳＰＩＡＶＲＷＩＱＧ ３２０８．６４２ ２９ ８０３．１７７９ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿１８８８９ Ｓｕｂｔｉｌａｓｅｆａｍｉｌｙｐｒｏｔｅｉｎ
ＶＶＶＡＡＤＧＳＧＮＦＫＴＶＳＥＡＶＡＫＡＰＥ ２２４５．１５９ ２３ １１２３．５８９０ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿１８９５９ ｈｙｐｏｔｈｅｔｉｃａｌｐｒｏｔｅｉｎＰＨＡＶＵ＿０１０Ｇ１２３１００ｇ

ＶＴＹＭＰＲＰＧＤＧＡＰＲＰＶＴＬＩＰＧＤＧＩＧＰＬＶＴＮＡ
ＶＥＱＶＭ

３６１６．８７５ ３５ １２０６．６５２０ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿０８８５５ Ｉｓｏｃｉｔｒａｔｅｄｅｈｙｄｒｏｇｅｎａｓｅ１

ＫＤＥＡＭＰＤＶＫＳＬＤＩＲＮＦＩ １９９０．０１９ １７ ６６４．３４７８ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿１０８９２ ｐｒｏｂａｂｌｅＡＴＰｓｙｎｔｈａｓｅ２４ｋｕｓｕｂｕｎｉｔ
ＥＦＥＶＴＳＰＩＡＰＡＲＬＦＫＡＦ １９２２．０３０ １７ ９６２．０３４９ Ｃｏｔｔｏｎ＿Ａ＿３５１１６ ｒｉｂｏｎｕｃｌｅａｓｅ－ｌｉｋｅＰＲ－１０

２．２　棉花根部多肽的功能分类
由图１可见，通过比对棉花蛋白数据库，发现７３７个多肽

可以匹配到已知蛋白上。通过对这些已知蛋白进行 ＧＯ注
释，笔者发现这些多肽来源的基因在结合和催化活性、细胞过

程、代谢过程功能亚类中所占的比例最高（图１）。从未来生
产应用角度，本研究还发现了与抗病防卫相关的蛋白包括病

程相关蛋白１０（ＰＲ１０）、包含 ＮＢ－ＡＲＣ结构域的蛋白、过氧
化氢酶、氧化还原酶等来源的多肽。例如，本研究发现病程相

关蛋白１０来源多肽的多个多肽，这些多肽除了序列较短，还
伴有甲酰化、脱酰胺基化、乙基化等１０种以上的氨基酸修饰
方式，详见图２。

２．３　棉花根部多肽的定位
笔者将多肽的来源基因进行亚细胞定位预测。图３的预

测结果显示，根部多肽来源的基因大多分布在细胞质中

（５２％），其次分别分布在细胞核（２３％）、质体（２０％）中，此
外，还有少量多肽分布于细胞质膜、内质网膜上、过氧化物酶

上等。

３　讨论与结论

在动物细胞及动物组织中，多肽和多肽组的提取方法较

为成熟，然而在植物中，由于植物细胞结构的特殊性，目前植

物多肽组的提取仍然是多肽组学研究中的关键步骤。在蛋白
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质组的提取过程中，常使用的去垢剂如ＳＤＳ、Ｔｒｉｘｔｏｎ等可以快
速高效地提取样本的蛋白质，然而由于这些去垢剂与色谱不

相容，因此本研究采用了对分子量极小的蛋白分辨效果好的

改良尿素法对棉花多肽进行提取。孙婷婷等利用尿素法，基

于ＮａｎｏＬＣ－ＭＳ／ＭＳ在水稻叶片和根部共鉴别出约１１０个多
肽，通过功能分析发现，这些多肽参与了水稻重要的生理活

动［１３］。在本研究中，笔者在提取液中加入了蛋白酶抑制剂，

首先减少了内源降解的干扰，其次使得提取过程保持在低温

环境下进行，另外，提取过程中的无机盐提取剂在最后的除盐

步骤中被去除，极大地提高了植物多肽组的提取纯度和效率。

通过高分辨率的质谱检测和数据整理，笔者发现这种方法的

提取效果较好，在棉花根部组织中鉴定出８０９个多肽。
通过对这些多肽的前体蛋白功能进行功能注释后发现，

它们参与到细胞组成、分子调控和生物代谢各个方面。例如
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笔者发现，病程相关蛋白来源的多肽可以调控植物的胁迫反

应。病程相关蛋白是植物在受到生物、非生物胁迫后产生的

一种小分子蛋白，具有广泛的功能，可以硬化细胞壁、传导信

号以及抗菌等［１４］。前人研究发现，病程相关蛋白１０在参与
植物的生长发育、次生代谢及应对外界生物和非生物胁迫时

发挥着重要的作用［１５］。在对棉花的研究中发现，黄萎病病菌

侵染可以诱导ＰＲ１０蛋白的表达［１６－１７］。转化烟草、拟南芥的

试验结果表明，ＰＲ１０可以提高植株对黄萎病病菌的抗性，并
且能提高植物抗菌素黄酮类化合物的水平。此外，ＰＲ１０的表
达也能改变烟草、拟南芥的表型，如转基因植株生长延缓、转

基因拟南芥叶片倾向于横向生长而呈近圆形、顶端优势减弱、

侧生茎数量显著增多等现象，证实 ＰＲ１０也参与调控植物的
生长发育［１８］。尽管ＰＲ１０的部分重要功能已被鉴定，然而其
调控机制到目前为止还不清晰。在本研究中，笔者通过质谱

分析发现，ＰＲ１０可以产生多个不同修饰的多肽分子，因此推
测ＰＲ１０可能通过不同的多肽去调控不同的生长并应对环境
胁迫反应。在后续研究中，笔者将聚焦这些重要多肽进行功

能验证。

植物天然多肽组的提取是植物多肽组学发展的一切基

础。通过探索高效的多肽分离方法，可以挖掘植物体中的天

然活性多肽，后续将其作为生长调节剂或者抗菌药剂人工合

成应用于生产，对于棉花增产抗病具有重要的理论与实践

意义。
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