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光温敏雄性不育玉米９４１７雄穗幼穗期叶片
叶绿体蛋白质差异分析
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摘要：为了研究玉米“两用系”９４１７雄穗不育的分子机制，以玉米光温敏雄性不育系９４１７的不育和

可育２种状态的植株为材料，利用ＳＤＳ－ＰＡＧＥ、质谱和生物信息学等技术，对其幼穗分化敏感期

叶片中叶绿体差异表达蛋白质组进行分离和鉴定。电泳图谱显示，光温敏雄性不育、可育株在雄穗

分化发育敏感时期叶绿体表达蛋白至少存在４条显著的差异条带，其中Ｎｏ．１、Ｎｏ．２是可育株中存

在而不育株缺失的条带；Ｎｏ．３、Ｎｏ．４是不育株存在可育株中缺失的条带。质谱分析共鉴定出４种

蛋白质：①ＡＯＬ＿ｓ００００４ｇ４６６、②ｌｕｃ７－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　３－ｌｉｋｅ、③ ｐｕｔａｔｉｖｅ　Ｔ３ＳＳ　ｅｆｆｅｃｔｏｒ　ＥｓｐＮ２－２、

④ＡＢＣ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ　ＡＴＰ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ。可育株中Ｎｏ．１为假定蛋白，Ｎｏ．２蛋白的Ｕ１－ｓｎＲＮＰ
成分在ＲＮＡ的加工和修饰中起介导自身与帽结合蛋白相结合的作用；不育株中 Ｎｏ．３蛋白具

Ｔ３ＳＳ效应，Ｎｏ．４蛋白在膜上ＡＴＰ结合区域具单向转运底物的作用。叶绿体出现差异蛋白质，可

能与雄性败育、不育有关。
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　　植物雄性不育是自然界普遍存在的一种遗传现象。
该遗传特性产生的杂种优势在农作物品种选育和推广上

起到了重要作用。水稻和玉米是生产上广泛应用杂种优
势进行新品种选育的作物种类，杂交种制种方式对制种
质量好坏有很大影响。长期以来，玉米杂交种一直是
人工去雄制种，利用雄性不育性制种方式来提高种子
质量的方法一直未能得到有效改善。在实践上，从作
物育种的三系法到二系法，利用雄性不育性育种的方
法一直在不断地创新与改进，其遗传机制的研究也在
如火如荼地进行，但水稻和玉米光敏核不育特性的遗
传机制一直困扰着研究者。近来，有研究表明，在水稻
光温敏核不育系不同染色体上发现了与不育相关的基

因片段，并且对光温敏核不育系的不育基因进行了精
细定位，但始终未能分离出具有说服力的光温敏核雄
性不育基因［１－２］。也有研究认为，在光温敏核不育系的
基因组中可能不存在光温敏不育基因，只能定位出主
效基因以及与其紧密相邻的感光或者感温基因［２］。因
此，今后还需通过图位克隆或功能克隆等新方法，来分
离得到完整光温敏核雄性不育功能基因，或从蛋白质
水平上加强对光温敏不育形成的关键蛋白的研究。
随着植物分子遗传学研究的深入，从叶绿体细胞

器角度对植物雄性不育性进行的研究也越来越多。
叶绿体是光温敏雄性不育形成过程中承上启下的受

体结构［３］，其中光敏色素是光周期的受体［４－５］。叶绿
体蛋白质方面，很多研究表明，ＰＰＲ（ｐｅｎｔａｔｒｉｃｏｐｅｐｔｉｄｅ
ｒｅｐｅａｔ）蛋白家族与细胞质雄性不育的育性恢复相
关［６］。张维佳等［７］研究发现，ＣＭＳ小麦小偃６号孕
穗期叶绿体蛋白质组存在差异。李家洋等［８］对高粱、

玉米、甜菜的可育系与不育系叶绿体类囊体蛋白质分
别进行单向电泳研究，发现图谱上出现的少量蛋白条
带有深浅差异，表明可育、不育系叶绿体类囊体蛋白
质存在量上的差异。陈学军等［９］通过对榨菜幼苗期、
抽薹期不育系和保持系叶绿体多肽进行ＳＤＳ－ＰＡＧＥ
电泳，发现不育系中均比保持系多出１个特异多肽。
李继耕等［５］在甜菜、玉米和高粱等叶绿体类囊体膜蛋
白的研究中发现，可育系与不育系类囊体膜蛋白组在

３２～３５ｋＤ间组成有明显差异。范宝莉等［１０］对小麦

Ｔ型细胞质雄性不育系以及保持系的苗期、分蘖期、
拔节期、孕穗期叶绿体分析发现，各时期的蛋白质差
异较大。由此推断，雄性不育性与叶绿体之间存在某
种联系。
迄今为止，有关光温敏雄性不育基因的研究报道

较多，但玉米光温敏雄性不育机制至今尚未研究透
彻。本研究以雄性不育玉米９４１７为材料，通过对玉
米叶绿体的分离，利用蛋白质组学技术比较玉米９４１７

可育、不育株叶片叶绿体蛋白质组，试图找出不育、可
育株差异蛋白，以探索叶绿体与雄性不育的关系，从
分子水平上揭示玉米不育性形成的机制，同时为普通
雄性核不育性材料的利用提供理论指导。

１　材料和方法

１．１　试验材料
供试材料为光温敏核不育玉米９４１７，由李维平

教授提供，其特点表现为：①春播（低温条件下）不育，
夏播（高温条件下）可育；②雄性不育是由雄蕊雄花小
穗的退化败育引起的，表现为小穗未分化发育，雄花
彻底败育，不育性易于直观辨别，且表现出的光温敏
不育性稳定遗传［１１］。春播４月２８日播种，夏播６月

１４日播种，田间管理同普通大田。雄穗不育程度育
性鉴定按照李竞雄等［１２］的６级标准进行。从植株开
始散粉至结束，逐天调查单株育性。

１．２　样品采集
分别选取玉米光温敏雄性不育、可育植株，春、夏

玉米取样时，分别挂牌记下叶龄余数和取样日期。根
据叶龄余数和穗的长度确定幼穗的发育时期，根据雄
穗大小，于幼穗刚开始孕育穗长不超过５ｃｍ的时期
（主要是Ⅳ期和Ⅴ期的幼穗）取可育株和不育株的叶
片，分别随机取５株；使用塑料袋包住叶片，临时保存
在放有冰袋的冰盒，同时称取质量，－８０℃保存。

１．３　叶绿体蛋白提取
叶绿体的制备采用Ｂｌｏｃｋ等［１３］的方法。叶绿体

蛋白提取采用唐新科等［１４］的方法，蛋白定量采用

Ｂｒａｄｆｏｒｄ方法［１５］，利用已知浓度的牛血清蛋白（ＢＳＡ）
制标准曲线，然后对待测蛋白样品溶液的浓度进行定
量测定。

１．４　叶绿体蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳
采用垂直板变性不连续ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳

系统，选择１３％（ｍ／ｖ）的分离胶、５％（ｍ／ｖ）的浓缩胶，
具体参考理查德Ｊ等［１６］的方法。上样量为１４μＬ，采
用稳压方式进行电泳，在浓缩胶时，恒压１５０Ｖ，待溴
酚蓝迁移出浓缩胶时，换成２００Ｖ恒压电泳至结束，
待溴酚蓝指示剂迁移至距凝胶板底部０．５～１．０ｃｍ
处停止电泳，电泳耗时４．５～６．０ｈ。考马斯亮蓝染色

２～４ｈ后进行脱色，之后使用凝胶成像系统记录。

１．５　蛋白质胶内酶切后 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ分析
采用李维平等［１７］的方法进行胶内酶切。ＭＡＬＤＩ

－ＴＯＦ－ＭＳ质谱分析在西北大学进行。模式设置
为线性，激光源波长为３５５ｎｍ波长，采用正离子及
自动获取数据模式进行数据采集，ＰＭＦ质量图谱扫
描范围设置为４００～５　０００Ｄａ。

９１　第１期 郝勇锋等：光温敏雄性不育玉米９４１７雄穗幼穗期叶片叶绿体蛋白质差异分析



１．６　蛋白质鉴定
对获得的肽指纹图谱（ＰＭＦ），通过ＧＰＳ（Ａｐｐｌｉｅｄ

Ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ，ＵＳＡ）提供的 Ｍａｓｃｏｙ　Ｓｅａｒｃｈ软件在ｈｔ－
ｔｐ：／／ｗｗｗ．ｍａｔｒｉｘｓｃｉｅｎｃｅ．ｃｏｍ网站进行蛋白质数据
检索。参数设置参考螺旋网［１８］，将较为可信的肽序
列片段录入到输入框进行检索、鉴定。

２　结果与分析

２．１　叶绿体蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳图谱分析
提取玉米光温敏雄性可育、不育株叶片叶绿体

蛋白，使用１３％（ｍ／ｖ）的聚丙烯酰胺凝胶，电泳图谱
见图１。从图１中可以看出，光温敏雄性不育株与
可育株叶片叶绿体蛋白的电泳图谱中出现了差异蛋

白条带，将差异蛋白条带标记为Ｎｏ．１、Ｎｏ．２、Ｎｏ．３、

Ｎｏ．４。Ｎｏ．１、Ｎｏ．２属于雄性可育株叶绿体中存在
而不育株没有出现的差异蛋白条带；Ｎｏ．３、Ｎｏ．４是
雄性不育株叶绿体存在而可育株未出现的差异蛋白

条带，表明玉米幼穗孕育分化穗长不超过５ｃｍ的时
期，光温敏雄性不育株和可育株叶片叶绿体表达出
的蛋白质存在差异。

图１　玉米光温敏雄性可育株Ａ、不育株Ｂ叶片叶
绿体蛋白ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳图谱

２．２　叶绿体差异蛋白的肽质量指纹图谱分析
经由质谱测定而获得肽质量指纹图谱（ＰＭＦ），由

于每种蛋白质的ＰＭＦ都是特异性的，因此可用来对蛋
白质进行鉴定。此方法通量高、速度快，是经典的蛋白
质鉴定方法。叶绿体差异蛋白条带的ＰＭＦ图谱见图

２，由图２可见，质谱信号基线平稳，ｍ／ｚ（质荷比）均在
预置的检测范围，且峰型明显，强度大，分辨率好。

Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ分别为Ｎｏ．１、Ｎｏ．２、Ｎｏ．３、Ｎｏ．４条带的ＰＭＦ

图２　叶绿体差异蛋白的ＰＭＦ图谱

２．３　叶绿体差异蛋白条带的质谱鉴定结果
运用 ＭＡＬＤＩ－ＴＯＦ－ＭＳ对电泳图谱出现的

４条差异条带进行质谱分析，获得４幅肽指纹图谱。

４幅肽指纹图谱经Ｍａｓｃｏｔ软件数据库检索，在各差异

０２ 河南农业科学 第４２卷　



条带中分别成功鉴定出１种可靠性较好的蛋白
（表１）。一般把鉴定出的蛋白序列覆盖率小于１５％或
匹配的肽段小于５个的匹配结果定义为不可靠［１９］。

从表１可以看出，检出蛋白质的得分很高，均在９０以
上，而其多肽的覆盖率在３５％～６３％，肽段匹配数均
大于５，表明检出蛋白质的准确性好、可靠度较高。

表１　叶绿体差异蛋白条带的质谱鉴定结果

编号 ＮＣＢＩ登录号 蛋白质名称 分子量／ｋＤａ 等电点 匹配数
序列覆
盖率／％

分数

１ ｇｉ｜３４５５７０９９２ ＡＯＬ＿ｓ００００４ｇ４６６　 ９４　９８７　 ５．５０　 ２８　 ３５　 ９６

２ ｇｉ｜３４０３７７７０５ ｌｕｃ７－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　３－ｌｉｋｅ　 ５４　２００　 １０．０９　 ２４　 ４２　 ９０

３ ｇｉ｜３７７８８０４３１ Ｔ３ＳＳ　ｅｆｆｅｃｔｏｒ　ＥｓｐＮ２－２　 ６６　３８８　 ７．１５　 １４　 ３０　 ９８

４ ｇｉ｜１２４２６３０９７ ＡＢＣ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ　ＡＴＰ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ　 ２９　５０２　 ９．１８　 １６　 ６３　 １３８

２．４　叶绿体差异蛋白的生物信息学分析
从可育株叶绿体蛋白差异条带鉴定出２种蛋白

质，其中ＡＯＬ＿ｓ００００４ｇ４６６蛋白是玉米中的一种假
定蛋白，目前国内外研究较少，还没有关于其机制功
能或与其他蛋白相互作用的报道，因此其相关特性、

功能还不清楚。ｌｕｃ７－ｌｉｋｅ　ｐｒｏｔｅｉｎ　３－ｌｉｋｅ（Ｌｕｃ７）蛋白
仅在多种低等生物中检索匹配出结果，得到肽序列
片段匹配的生物有Ｐ．Ｔｒｏｇｌｏｄｙｔｅｓ、Ｈ．Ｓａｐｉｅｎｓ、Ｃ．
ｌｕｐｕｓ　ｆａｍｉｌｉａｒｉｓ、Ｂ．Ｔａｕｒｕｓ、Ｒ．ｎｏｒｖｅｇｉｃｕｓ、Ｘ．
Ｌａｅｖｉｓ、Ｄ．Ｒｅｒｉｏ、Ｓ．Ｓｃｒｏｆａ、Ｏ．ｃｕｎｉｃｕｌｕｓ等。关于

Ｌｕｃ７蛋白的功能与作用，目前国内外研究还不多，

仅知道Ｌｕｃ７蛋白在ＲＮＡ的加工和修饰中有介导
合成的作用。

从不育株叶片叶绿体差异蛋白条带鉴定出２种
蛋白质，其中差异蛋白Ｔ３ＳＳ　ｅｆｆｅｃｔｏｒ　ＥｓｐＮ２－２是一
种具有Ｔ３ＳＳ效应的结构域蛋白。目前，对 Ｔ３ＳＳ
效应研究得较多，而对单个ＥｓｐＮ２－２蛋白研究得较
少。Ｊｏｒｇｅ　Ｇａｌáｎ等［２０］对Ｔ３ＳＳ作用机制的最新研
究发现，Ｔ３ＳＳ是一类多肽，其作用是将外源蛋白送
进真核细胞中；这些细胞器首先在病原体中被发现，

基因组扫描显示，它们在很多细菌和真核生物中均
存在，并指出该类型细胞器可输送不同的蛋白，引起
各种动物和植物的重要疾病，对动植物来说是共生
的或 致 病 的。ＡＴＰ－ｂｉｎｄｉｎｇ　ｃａｓｓｅｔｔｅ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ
（ＡＢＣ转运蛋白）蛋白是一类跨膜蛋白家族，它可以
在ＡＴＰ结合区域利用 ＡＴＰ水解作用参与一定的
生物学过程，如参与ＲＮＡ和ＤＮＡ修复翻译易位以
及单向转运底物，在细胞内、外膜转运离子、糖、氨基
酸、脂类、固醇、甾醇以及药物等一些代谢产物［２１］。

３　结论与讨论

亚细胞蛋白质组学研究是近年来蛋白质组学研

究中的一个热点，蛋白质组分析已成为在亚细胞水
平鉴定植物功能蛋白的有力工具。ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝

胶电泳的分辨率低于双向电泳，可分析出的差异蛋
白较少，但其对ｐＨ值和温度变化较稳定，几乎无电
渗作用，重复性好［２３］，因此，本试验采用 ＳＤＳ－
ＰＡＧＥ凝胶电泳。
试验中使用了光温敏雄性不育玉米９４１７雄穗

白色突变体进行研究，白色突变体是良好的遗传材
料，由于玉米９４１７表现为雄穗小穗白化败育、无花
药、无花粉［１１］，因此，选择其叶片叶绿体蛋白进行研
究。叶绿体具有光合以及合成一些氨基酸的功能，

说明其含有某些特殊功能蛋白质，叶绿体中的大部
分蛋白质都是在细胞核中翻译，在细胞质中合成，然
后被转运到叶绿体［２４］。叶绿体构造复杂，因此，叶

绿体中蛋白转运途径更为复杂［２４］。试验中鉴别出
的４种差异蛋白，具体哪些是核基因组编码合成而
后转运至叶绿体，哪些是叶绿体自身基因编码而表
达的，以及其在叶绿体细胞器中的具体定位，都还有
待进一步的研究和分析，但差异蛋白的出现，已揭示
出它们有可能在叶绿体正常形成或功能发挥方面有

重要作用，是参与叶绿体功能作用的功能蛋白。

蛋白质的变化直接影响到细胞的分化和发育过

程。某些蛋白如酶和代谢调节物，是雄穗发育分化
进程中的重要影响物质，其在生殖组织器官发育过
程中的不足会使得小孢子营养不良或者生理代谢紊

乱进而出现不发育或败育［２５］。在不育株中分离出
的特异性蛋白都涉及参与物质的转运，有报道称这

２种蛋白和动植物致病性相关。如人体中一些特定
的ＡＢＣ转运蛋白，在多种药耐性的肿瘤细胞中存在
过量表达的现象，可能直接或间接导致多种遗传疾
病［２２］。从不育株中分离出的Ｔ３ＳＳ家族蛋白，作用
是将外源蛋白送进真核细胞中；ＡＢＣ转运蛋白可提
供运输过程中所需的ＡＴＰ，表明它们很可能是叶绿
体中的膜蛋白，起运输作用。这２种蛋白从不育株
叶片中分离出来，则说明不育株在雄穗长度不超过

５ｃｍ的分化敏感期，其叶片叶绿体中这２种蛋白质
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大量表达并发挥功能作用，向叶绿体细胞器运输一
些致病物质，致使叶绿体不能合成或不能合成足够
的营养或调节物转运到雄穗中，这可能是光温敏雄
性不育机制复杂化的原因所在。
在玉米蛋白质数据库中，４个差异蛋白条带的

ＰＭＦ图谱没有得到匹配，仅 ＡＢＣ　ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒ　ＡＴＰ－
ｂｉｎｄｉｎｇ　ｐｒｏｔｅｉｎ家族在水稻（Ｏｒｙｚａ　ｓａｔｉｖａ）蛋白质数
据库中检测得到匹配，其余主要在低等绿色植物或微
生物及人类蛋白质数据库中检索匹配出差异蛋白，说
明非模式植物的玉米叶片叶绿体蛋白质组学方面的

研究还较少，其蛋白质数据库还很不完善；另一方面
也表明鉴定出的蛋白极有可能是玉米中尚未研究报

道的新蛋白，这为进一步在基因水平上研究玉米雄性
不育性的形成机制提供了有益的信息与启示。
本研究利用蛋白质组学研究方法对光温敏玉米

９４１７幼穗分化期叶片叶绿体蛋白进行研究，在

ＳＤＳ－ＰＡＧＥ凝胶电泳中分离出４条差异蛋白条
带，并从中分别鉴定出１个可靠度较高的蛋白，鉴定
出的４个蛋白均未在玉米中有过相关研究。同时，
在幼穗期（雄穗长度小于５ｃｍ）出现差异蛋白，其功
能作用可能涉及玉米光温敏雄性核不育育性转换机

制，目前只能说这些蛋白质可能与雄性不育有关，但
是这些差异蛋白是如何调控育性的尚不清楚。
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