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水稻二核期花药蛋白质组差异与花粉败育的相关性 
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摘 要: 对红莲型细胞质雄性不育水稻小孢子发育二核期花药总蛋白质进行双向电泳分离，通过考马斯亮蓝染

色，获得分辨率和重复性较好的双向电泳图谱。采用基质辅助激光解析电离飞行时间质谱鉴定 12 个蛋白质点，

液相色谱质谱/质谱联用技术鉴定另外 7 个蛋白质点，这些蛋白质分别参与糖类物质的合成及代谢(5 个点)、蛋白

质生物合成及代谢(3个点)、转录(2个点)、次生代谢产物合成(2个点)、信号转导(1个点)、细胞疾病和死亡(1个

点)及未知功能蛋白(5个点)。除 1个蛋白酶亚基(点 9)仅在不育系中表达外，其他 18个蛋白质点在不育系中缺失

或表达量降低，因而花粉发育过程中糖类及蛋白质的正常积累受到影响，与花粉不能正常发育密切相关。 
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Abstract: Total proteins expressed in binucleate stage anthers of Honglian rice CMS line during the development of 
microspores were separated by two-dimensional electrophoresis, through coomassie blue staining, two dimensional gel 
electrophoresis profiles with high resolution and reproducibility were obtained. Twelve protein spots were identified by 
matrix-assisted laser desorption/ionization time of flight mass spectrometry (MALDI–TOF/MS) and 7 were identified by 
liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry (LC–MS/MS). Among these protein spots, 5 spots were 
involved in biosynthesis or metabolism of carbonhydroxydate, 3 spots involved in biosynthesis, 5 spots involved in 
transcription, 2 spots involved in biosynthesis of plant secondary metabolites, 2 spots involved signal transduction, 2 
spots involved cell death/disease, and 5 spots with unknown function. Among these 19 protein spots, the expression of 18 
spots were down-regulated or absent in the male-sterile line, only one spot, standing for a proteasome  subunit (spot 9) 
was regularly expressed, indicating the abnormal accumulation of  carbonhydroxydates and proteins in male-sterile line 
anthers during the development of pollens might relate to pollen sterility. 
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细胞质雄性不育(cytoplasmic male sterile，CMS )
是受到细胞核和细胞质基因双重调控的母性遗传

性状，对 CMS 机理的研究将有助于深化对核质互

作的认识，推动对成花机制和花粉发育等重大发育

学问题的研究[1]。虽然分子水平的研究以及相关基

因的克隆，有助于了解水稻雄性不育和育性恢复机
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理[2]，但仍然不能解释 CMS基因导致花粉功能丧失
的机制。对于细胞质雄性不育比较成熟的假说是，

植物小孢子发育过程中，花粉不能积累足够的淀粉

而导致不育[3]，而花药绒毡层对花粉的发育起重要

作用，绒毡层发育不正常可导致花粉不育[4]。 
水稻红莲型细胞质雄性不育材料主要表现为

小孢子发育二核期花粉败育[5]，笔者在对红莲型细

胞质雄性不育水稻小孢子发育四分体时期[6]和单核

期花药总蛋白质[7]比较研究的基础上，利用蛋白质

组技术继续对小孢子发育过程二核期花药总蛋白

质进行比较分析。结合双向电泳和质谱技术，通过

比较不育系和保持系蛋白质表达的差异并鉴定差

异蛋白，探讨不育系花粉败育的原因。 

1 材料与方法 

1.1 材 料 

红莲型水稻细胞质雄性不育保持系(粤泰 B)和
不育系(粤泰 A)，取自武汉大学试验田。参照文献
[8]选取水稻小孢子发育二核期穗子，于 4 ℃下小心
挑出花药，置 –70 ℃冰箱备用。 

1.2 方 法 

1.2.1 提取花药蛋白质 

参照文献[6]花药蛋白质的提取及水化方法，并

以牛血清白蛋白作标准曲线，参照文献[9]的方法，
测定蛋白质浓度。 

1.2.2 双向电泳及凝胶成像 

等点聚焦(IEF，采用固相胶条 pH4~7，18 cm)、
SDS–PAGE及考染显色按照文献[6]的方法进行, 重
复 3次。通过 PDQuest 8.0图像分析软件对不同的
电泳图谱进行匹配分析，并计算出每个点的丰度、

3次重复中差异点丰度的平均值及粤泰 A对粤泰 B
的比率倍数。对 3次重复表达差异倍数为 2.0以上
(P<0.05)的点进行MS或者MS/MS分析。 

1.2.3 2D 胶蛋白质点的酶解、质谱分析及生物信

息学分析 

参照文献[6]的方法进行。 

2 结果与分析 

对二核期花药总蛋白质 2DE分离，结果见图 1。
通过软件分析比较后发现，25个蛋白质点在粤泰 A
和粤泰 B中差异表达；对其进行质谱分析，其中 10
个点通过MALDI–TOF/MS分析得到了鉴定。对 15
个未被鉴定的点继续进行 LC–MS/MS 分析，其中
有 7个点被鉴定；对质谱鉴定的蛋白质点进行编号，
在图 1中用箭头标出，已鉴定蛋白质信息见表 1。 

 
1 保持系；2 不育系。 

图 1 红莲型水稻小孢子发育二核期花药蛋白质 2DE 图谱 
Fig. 1 Representative 2DE maps of the total anther proteins at the binucleate stage of microspore development 
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表 1 水稻花药差异表达蛋白质质谱鉴定及数据库搜索结果 

Table 1 Differentially accumulated proteins in rice anthers during binucleate stages identified by mass spectrometry 
analysis and database searching 

蛋白质点 登录号 蛋白质名称及来源物种 功能 分值
覆盖率/ 

% 
粤泰 A与 
粤泰 B丰度比

1 gi| 52353519 Beta–N–acetylhexosaminidase, Oryza 
sativa 

biosynthesis of starch 77 25 0.0±0.00 

2 gi| 51091339 putative chaperonin 21 precursor, 
Oryza sativa 

protein biosynthesis 68 21 0.0±0.00 

3 gi| 18767385 hypothetical protein, Oryza sativa unknown 80 38 0.5±0.06 

4 gi| 18642696 hypothetical protein, Oryza sativa unknown 75 42 0.0±0.00 

5 gi|7208420 phosphate transporter, Oryza sativa signal transduction 85 24 0.0±0.00 

7 gi|108707977 hydroxyacylglutathione hydrolase, 
putative expressed, Oryza sativa 

biosynthesis of secondary 
plant metabolites 

76 30 0.0±0.00 

9 gi|46275847  20S proteasome beta 4 subunit, Oryza 
sativa 

protein biosynthesis 69 37 ∞  

10 gi|108707807 unknown protein, 
Oryza sativa 

unkonwn 88 25 0.0±0.00 

13 gi|50921515 OSJNBb0005B05.11, Oryza sativa unknown 76 32 0.0±0.00 

14 gi|5103729 knotted1–type homeobox protein 
OSH71, Oryza sativa 

transcription 70 34 0.0±0.00 

18 gi|33113259 enolase, Oryza sativa carbohydrate metabolism 207 40 0.0±0.00 

19 gi|5529765  hypothetical protein, Oryza sativa unknown 63 32 0.3±0.05 

6 gi| 40714662 actin, Oryza sativa cell death/disease 88 24 0.0±0.00 

8 gi|28564795 proteasome inhibitor, Oryza sativa protein biosynthesis 397 28 0.4±0.05 

11 gi|50923829 carboxyvinyl–carboxyphosphonate 
phosphorylmutase, Oryza sativa 

biosynthesis of plant 
secondary metabolites 347 16 0.0±0.00 

12 gi|54287460 putative acid phosphatase, Oryza 
sativa  transcription 155 20 0.0±0.00 

15, 16 gi|51854319 ADP–glucose pyrophosphorylase 
large chain, Oryza sativa  biosynthesis of starch 128 25 0.0±0.00 

17 gi|403081501 hypothetical protein, Oryza sativa carbohydrate metabolism 140 31 0.0±0.00 

点 5、11和 18的鉴定结果与文献[6]结果一致；“∞”示蛋白质点在粤泰 B中缺失。 

 
19 个蛋白质点被鉴定为 18 个蛋白质，其中点

15和 16被鉴定为同一个蛋白质。19个蛋白质分别
参与糖类物质的合成/代谢(点 1、15、16、17和 18)、
蛋白质的生物合成/代谢(点 2、8和 9)、次生代谢产
物合成(点 7和 11)、转录(点 12和 14)、细胞疾病和
死亡(点 6)及信号转导(点 5)，此外尚有 5个蛋白质
功能未知(点 3、4、10、13和 19)。所有已鉴定蛋白
质除点 9外，均在不育系粤泰A中缺失或表达下调，
而在保持系粤泰 B中特异表达或上调；其中点 3、8
和 19在不育系中的表达量分别为可育系中的 50%、
30%和 40%，其他 15个蛋白质点均在不育系中缺失。 

3 讨 论 

本研究结果表明，与碳代谢和氮代谢相关的蛋

白质在不育系中表达下调或缺失，可能导致花粉发

育过程中 ATP和蔗糖减少，从而导致底物不足，进
一步影响能量不足，最终导致花粉败育[10]。ADP–

葡萄糖磷酸转移酶亚基(ADP–Glc PPase，点 15 和
16)，是淀粉合成关键酶，高等植物的 ADP–Glc 
PPase 由起调节作用的大亚基和起催化作用的小亚
基两部分组成[11]。淀粉的生物合成关键步骤为葡萄

糖–1–磷酸(Glucose–1–phosphate)转变成 ADP–葡萄
糖(ADP–glucose)，该关键步骤由 ADP–Glc PPase催
化(ATP+alpha–D–glucose 1–phosphate= diphosphate + 
ADP–glucose)，ADP–葡萄糖作为淀粉合成的糖基供
体[12]。本研究中，不育系花药中 ADP–Glc PPase大
亚基缺失，使得淀粉的合成受到影响。淀粉是花粉

发育和萌发过程中为其提供可溶性糖的重要储备

物，在雄性不育系花粉发育过程中，淀粉积累过早

终止最终导致花粉败育[13]。Datta 等证明玉米花粉
发育受 ADP–Glc PPase 表达量的影响[4]。在本研究

中，CMS水稻二核期花药中 ADP–Glc Ppase大亚基
缺失，可能使淀粉合成水平降低，从而影响花粉发

育，此结果与前期对小孢子发育四分体时期和单核
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期花药蛋白质组的研究结果一致。 
肌动蛋白(点 6)在不育系中缺失。 肌动蛋白是

真核生物微丝的主要组成物，在植物细胞发育中起

着重要的作用，其在花药中的分布不仅与花粉发育

密切相关，还影响花粉萌发过程中花粉管的形成[14]。

肌动蛋白介导的细胞骨架重塑在花粉发育过程中

的有丝分裂和细胞延长以及花粉萌发过程中的花

粉管生长均起作用[15]。关和新等[16]发现在马协型细

胞质雄性不育系花药中导管缺乏和筛管减少，推测

不育系花药维管束结构异常导致其营养运输功能

缺陷, 从而导致花粉因营养匮乏而败育。笔者推测
在红莲型细胞质雄性不育系花药中微管束发育异

常，与花粉败育密切相关。 
有研究表明，在油菜[17]和红莲型 CMS水稻[18]

中，因花药糊粉层细胞的非正常细胞程序化死亡

(programmed cell death, PCD)而导致了花粉败育。本
研究发现 1个蛋白酶亚基(点 9)仅在不育系表达，而
在保持系中缺失，此蛋白酶亚基可能与 PCD相关。
在植物中，蛋白质水解和氧胁迫相关，活性氧(ROS) 
能促进蛋白质水解[19]。因为氧胁迫环境中，细胞内

蛋白质易被氧自由基氧化，而被氧化的蛋白质优先

被水解酶识别并水解[20]。ROS 本身在植物 PCD 过
程中可能起两个方面的作用：一是作为信号分子启

动细胞内的某些级联反应，最后导致细胞死亡[2]；

二是作为有毒分子可以直接杀死植物细胞，这在植

物防御反应中起重要作用，氧化迸发产生的高浓度

ROS 在植物细胞中的积累能杀死受伤区域的边际
部位细胞，阻止受伤部位的扩散，从而将植物体损

失减少到最小[21–22]。Wan等[8]发现红莲型水稻不育

系四分体时期花药内 ROS 相对于保持系有大幅度
增加，表明 ROS 作为信号下调了小孢子发育时期
起重要作用的抗氧化酶系的表达。ROS的持续积累
导致了氧化胁迫超出了抗氧化系统的承受能力，反

过来又加剧小孢子发育过程中的细胞伤害。笔者推

测不正常 ROS 的积累会导致对各种生物大分子的
氧化伤害，例如细胞膜蛋白的过氧化，从而导致蛋

白质结构被破坏，这些被破坏的蛋白质被蛋白水解

酶识别并水解。由此推测，红莲型不育水稻花粉败

育过程是一个由 ROS 缓慢积累而导致的异常细胞
程序性死亡过程，蛋白质水解酶亚基仅在不育系中

表达，可能与不育系中大幅度增加的 ROS 相关，
从而也和小孢子的异常 PCD相关。 

此外，还有一些蛋白质被发现在不育系中表达

缺失，可能也与花粉败育相关，如分子伴侣蛋白

(putative chaperonin 21 precursor，Cpn 21，点 2)与
蛋白质合成相关。Cpn21在植物生长发育中起着重
要的作用，抑制 Cpn21基因的表达可导致烟草和番
茄种子败育[23]。 
除以上与代谢、蛋白质合成以及调节功能相关

的蛋白质外，本研究还发现不育系与可育系中还有

很多其他差异表达的蛋白质。这些蛋白质参与转

录、信号转导、细胞结构以及细胞死亡/疾病等。这
些蛋白质在不育系和可育系之间的差异表达说明

它们与细胞质雄性不育和育性恢复具有一定的关

联，因而需要更进一步验证和解释其中的关联。 
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