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不同生态区烟草叶片蛋白质组学的比较
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摘要:为探讨不同生态区烟叶香气风格形成的机理 , 应用蛋白质双向电泳联用质谱技术 , 对河南平顶山(浓香型烟叶的典型生

态区)和福建龙岩(清香型烟叶的典型生态区)的烟草(NicotinatobaccumL.cv.K326)叶片蛋白质组成进行了比较研究。 结果

发现 , 51个蛋白质在两个生态区发生了差异表达 , 其中在河南表达量上升的有 15个 ,在福建表达量上升的有 25个。另外 , 还分

别有 2个和 9个蛋白点为在河南和在福建样品中特异表达。采用MALDI-TOF/MS进行肽质量指纹图谱分析 ,经 MSDB、NCBInr

和 SwissPort数据库查询 ,共鉴定出 25种蛋白质 , 其中参与叶绿体发育 、色素代谢 、光合作用相关的蛋白在福建烟区高表达 , 与糖

酵解途径相关的蛋白质在河南烟区中高表达。另外 , 在两生态区烟叶中都发现有相当数量的特异表达的抗逆和防御蛋白。首

次在蛋白质组学水平对不同香气风格烟叶的形成机理进行了探讨。
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Abstract:Toexplorethemolecularmechanismoftobaccoaromastyleformation, proteinprofilesofmatureleavesoftobacco

(NicotinatobaccumL.cv.K326)plantsgrownrespectivelyinHenanprovince(CentralChina)andFujianprovince

(SouthChina), werecomparedusingtwo-dimensionalelectrophoresis.Fifty-oneproteinswerefoundtobedifferentially

expressedbetweentobaccoplantsfromthetwodifferentecologicalregions.Amongthem, 15 proteinswereup-regulatedand

2 werespecifictoHenantobaccoleaves, while25 proteinswereup-regulatedand9 werespecificinFujiantobaccoleaves.

Next, thedifferentiallyexpressedproteinsweresubjectedtoMALDI-TOFanalysisforidentification.Itturnedout25

proteinsmatchinghomologoussequencesinMSDBandNCBInrdatabase.Inparticular, severalproteinsinvolvedin

chloroplastdevelopment, pigmentmetabolism, photosynthesiswereup-regulatedinFujiantobaccoleaves, whileproteins

involvedinglycolyticpathwaywererelativelyabundantinHenantobaccoleaves.Inaddition, somespecificproteinsrelated

tostressresponseswereidentifiedbothinHenanandFujiantobaccoplants.Thus, thedifferentexpressionpatternsofleaf

proteomesmaycontributetotheformationofspecialtobaccoaromastyle.Toourknowledge, thiswasthefirstattemptto

explorethemechanismoftobaccoaromastyleformationonaproteomelevel.
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烟叶的香气风格易受生态环境因素的影响 。同一品种在不同的生态区种植 ,常表现出不同的香气风格 。

在长期生产实践中 ,我国烤烟香型主要划分为浓香型和清香型两大典型类型
[ 1]
:浓香型烤烟主产于河南 、安

徽 、陕西等地 ,香气浓郁 ,劲头适中 ,烟灰呈灰色 ,有杂气和刺激性;清香型烤烟产于云南 、福建 、广东等地 ,清香

淡雅 ,吸味舒适 ,烟味较淡 ,烟灰白色 ,杂气轻微 。但这种划分是以人的感官为基础的 ,类型之间没有明显的界

限和量化指标。 20世纪 70年代以来 ,由于色谱 、质谱 、核磁共振等分析技术的发展 ,使得对烟叶香气成分的

分离和鉴定成为可能 。但由于香气物质代谢过程极为复杂 ,与香气特征相关的物质众多且含量极微 ,至今仍

不能对香型形成的机理以及主要香型的划分找到可靠的理论依据和指标体系 ,使得烟草种植区划 、品质区划

的研究缺乏理论基础 ,通过品种选育和农艺措施改进来提高烟叶香气品质的研究也存在一定障碍。

多年来 ,对于香气风格形成机理的研究 ,主要集中在常规化学成分和致香物的比较研究方面
[ 2 ～ 4]

。迄今

为止 ,有关不同香型风格的烟叶在转录组学和蛋白质组学水平上的比较研究 ,在国内外还未见报道。本研究

采用蛋白质双向电泳联用质谱技术 ,以烟草栽培品种 K326为材料 ,对其在浓香型和清香型典型生态区烟叶

蛋白质表达谱进行比较研究 ,旨在探讨不同生态区烟叶在蛋白质组学水平存在的差异及其对香气风格形成的

影响。

1　材料与方法

1.1　材料

烟草品种 K326,分别种植于河南平顶山和福建龙岩 ,并按当地常规栽培措施进行管理 。移栽后 70d,选

取 9 ～ 11叶位的中部叶片(成熟前期),迅速置于液氮中备用。

1.2　试剂

主要试剂两性电解质 pH3.0 ～ 10.0 、pH5.0 ～ 8.0和 pH7.0 ～ 9.0均为 AmershamBiosciences公司产

品;丙烯酰胺 、甲叉双丙烯酰胺 、SDS、TEMED、溴酚蓝等为 Sangon公司产品;NP-40、碳酸氢铵 、三氟乙酸

(TFA)、ACN、HCCA等为 Fluka公司产品;尿素(超纯)、硫代硫酸钠 、过硫酸铵 、铁氢化钾 、碳酸钾 、β -巯基乙

醇等为 Amresco公司产品;碘乙酰胺 、DTT、TritonX-100等为 Sigma公司产品;胰蛋白酶为 Promega公司产品 。

1.3　蛋白质提取 、二维凝胶电泳及图谱分析

参照何瑞峰等的方法
[ 5]
进行叶片全蛋白提取 ,按照 Bradford法

[ 6]
测定裂解后的样品蛋白质浓度后 ,用裂

解液定量至 80μg/20μl浓度左右 ,分装 , -20 ℃冰箱冷藏备用。

聚丙烯酰胺凝胶双向电泳参照何华勤
[ 7]
及 O' Farrel等

[ 8]
的方法进行。银盐染色采用 Yan

[ 9]
等的方法稍

做修改进行 。

凝胶银染后使用 UmaxpowerlookⅢ扫描仪进行扫描 ,借助 ImageMaster5.0软件对图谱进行分析 。当两

两之间的 Radio值大于 2.0时 ,认为具有显著性差异 。确定差异表达的蛋白质点 ,并从胶上挖取差异点。

1.4　质谱分析

将凝胶上的蛋白质差异点切下后 ,参照 Fernandez
[ 10]
等和 Gharahdaghi等

[ 11]
的方法稍作修改进行蛋白质

胶内消化 ,萃取出肽段 。用 2μl0.5%TFA溶解肽段 ,取 1μl样品加人等体积基质 HCCA饱和溶液 ,混合均匀 ,

上样 1μl至点样钢板 。室温干燥后 ,使用德国 BRUKER公司的 ReFlex
TM
Ⅲ MALDI-TOF质谱仪进行分析 ,在

获得肽质量指纹图谱后进行标峰 ,并得到质谱分析数据 。

1.5　生物信息学分析

将质谱分析所得数据 。通过 MASCOT软件进行查询 。查询条件:对表观 pI值及分子量未做要求;肽片段

分子量最大容许误差范围为 150×10
-6
,蛋白种属选择绿色植物(greenplant),不完全裂解位点 1个 ,最少匹

配肽段数规定为 3,碘乙酰胺处理 ,分别交换选择 MSDB和 NCBInr数据库进行查询。
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2　结果与分析

2.1　河南 、福建烟叶蛋白电泳图谱分析

　　对河南平顶山 、福建龙岩成熟前期 K326中部叶片的蛋白质进行双向电泳 ,获得稳定性较好的二维凝胶

图谱(图 1)。图谱存在 “拖尾”现象 ,可能与烟草叶片中部分蛋白质含量丰富 ,并有大量的多糖 、酚类等次生

代谢物质存在有关。

图 1　烟草K326在河南(a)和福建(b)的叶片总蛋白质的 2-D电泳图

Fig.1　 2-DEpatternsofK326leaftotalproteinsfromtobaccoplantsgrowninHenan(a)andFujian(b)

用 ImageMaster5.0软件进行图谱分析 ,每块胶上可以分离到 500 ～ 700个清晰的蛋白质点 ,这些蛋白质

点主要分布在等电点为 3 ～ 10,分子量 10 ～ 100 kDa的范围内 。将河南与福建样品的蛋白质胶比较 ,当 ratio

为 2.0以上时 ,发现有 51个蛋白质点差异表达。其中在河南表达量上升的有 15个.在福建表达量上升的有

25个 。另外 ,还分别有 2个和 9个蛋白点为在河南和在福建样品中特异表达(图 2 、图 3)

2.2　差异表达蛋白质的鉴定

对 51个差异蛋白质点进行 MALDI-TOF/MS分析 ,共获得了 34个比较理想的蛋白的肽质量指纹图谱 ,其

中 S48的 PMF如图 4所示。

将所得的 34个蛋白质的肽质量指纹图谱所得数据 ,使用软件去除杂质峰后 ,提交至 Msco网站 ,选用

MSDB和 NCBInr数据库查询 ,共鉴定出 25种匹配度较高蛋白 ,其中在河南表达量上升的有 8个(表 1),在福

建表达量上升的有 17个(表 2)。另外 9个没有查询到明显的同源匹配蛋白 ,或者其功能还未得到注释。

在河南生态区上调的 8个蛋白中 , 2个与碳代谢途径相关 ,分别为 NADH脱氢酶(S4)和甘油醛 -3-磷酸脱
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图 4　蛋白质点 S48的肽质量指纹图谱

Fig.4　Peptidemassfingerprinting(PMF)ofthespotS48

氢酶(S30);2个与叶绿体发育和代谢相关 ,分别是衰老诱导叶绿素持绿蛋白(S10)和叶绿体 RNA解旋酶 5亚

型蛋白(S50);2个与信号传导相关 ,分别为赤霉素-2氧化酶(S5)和 MRGH21信号传导类蛋白(S28)。另外 ,

还有一个法尼基相关蛋白(S43)和一个防御响应蛋白-缩氨酸蛋氨酸亚砜还原酶的(S23)。

表 1　在河南烟草叶片中表达上调的部分蛋白的质谱鉴定(Ratio≥2.0)

Table1　IdentificationofSomeup-regulatedexpressionproteinsinthetobaccoleavesinHenan

蛋白点

Spot

登录号

Acc.No.

匹配数

Peptides

蛋白质名称

Protein

信号值

Ratio

序列覆盖率(%)

Seq.coverage

S4 Q5MF33 4 NADH脱氢酶 NADHdehydrogenasesubunit9 3.45 36

S5 AAM62763 5 赤霉素-2氧化酶 gibberellin2-oxidase 5.52 23

S10 Q4JFW8 3
衰老诱导叶绿体持绿蛋白

Senescence-induciblechloroplaststay-greenprotein
2.27 20

S23 Q9XFZ6 3
缩氨酸蛋氨酸亚砜还原酶

PeptidemethioninesulfoxidereductasePMSR1
4.20 32

S28 Q5DMV3 11
MRGH21信号传导类蛋白
MRGH21.-Cucumismelo(Muskmelon)

2.11 53

S30 Q2KMG4 3
甘油醛-3-磷酸脱氢酶
Glyceraldehyde3-phosphatedehydrogenase

4.74 31

S43 Q8LGG1 3
法尼基相关蛋白

Farnesylatedprotein(ATFP6)
4.51 34

S50 Q9FQ85 4
叶绿体RNA解旋酶 5亚型蛋白

PutativechloroplastRNAhelicaseVDL′isoform5
4.25 29

在福建生态区上调的 17个蛋白中 , 2个与碳代谢相关 ,分别为淀粉合成酶(S34,特异表达点)和磷酸烯醇

式丙酮酸羧化酶(S48);6个与叶绿体发育和代谢相关 ,分别为 S3核糖体蛋白(S13)、叶绿体 30S核糖体蛋白
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(S15)、叶绿素 a/b绑定蛋白(S17)、Rps4蛋白(S29)、叶绿体外膜转运蛋白(S35,特异表达点)、叶绿体 50S核

糖体蛋白(S37);3个与蛋白质合成 、修饰与信号传导相关 , 分别为 XH结构域蛋白 (S27)、甘氨酸合成酶

(S39)、生长调节蛋白(S45);5个与防御过程相关 , 分别为几丁质酶(S33,特异表达点)、细胞色素 P450的相

关蛋白(S2)、植物螯和肽酶 2的蛋白(S20)、caffeoyl-辅酶 A-O-转甲基酶的抗性蛋白(S26)和富亮氨酸重复序

列的与植物抗逆相关的抗性蛋白(S40);另外还有一个与萜类代谢相关的异戊烯转移酶(S1)。

表 2　在福建烟草叶片中表达上调的部分蛋白的质谱鉴定(Ratio≥2.0)

Table2　IdentificationofSomeup-regulatedexpressionproteinsinthetobaccoleavesofFujian

蛋白点

Spot

登录号

Acc.No.

匹配数

Peptides

蛋白质

Protein

信号值

Ratio

序列覆盖率(%)

Seq.coverage

S1 Q1SS93 5 萜类环化酶 Terpenoidcyclases 8.69 44

S2 Q9FRC0 5
细胞色素P450的相关蛋白
PutativecytochromeP450-relatedprotein

3.91 35

S13 Q85UK5 3
S3核糖体蛋白
PutativeRibosomalproteinS3

2.24 24

S15 CAA92551 4
叶绿体 30S核糖体蛋白
PutativeChloroplast30SribosomalproteinS4.

2.11 59

S17 Q8W159 5
叶绿素 a/b结合蛋白

Chlorophylla/bbindingprotein.
2.43 26

S20 Q84N18 5
植物螯和肽酶 2

PutativePhytochelatinsynthase2
2.34 20

S26 T03796 3
caffeoyl-辅酶 A-O-转甲基酶

Putativecaffeoyl-CoAO-methyltransferase
2.93 15

S27 Q2QNA8 3
XH结构域蛋白

XHdomaincontainingprotein, expressed.
2.25 21

S29 Q95E50 5
Rps4蛋白

PutativeRps4(Fragment).
2.11 27

S33 Q6XD74 4
III型几丁质酶
PutativeClassIIIchitinase.

- 32

S34 Q3HSW8 4
淀粉合成酶

PutativeGranule-boundstarchsynthase.
- 52

S35 Q5QJD5 3
叶绿体外膜转运蛋白

PutativeChloroplastouterenvelopeproteintranslocatorToc12.
- 19

S37 RK12 5
质体 50S核糖体蛋白

PutativePlastid50SribosomalproteinL12.
2.51 33

S39 Q6YZX5 5
甘氨酰胺核苷酸合成酶

Putativeglycinamideribonucleotidesynthetase.
- 13

S40 ABA96670 11
富亮氨酸重复序列蛋白

LeucineRichRepeat
4.93 27

S45 Q53PH8 3
生长调节蛋白

Growthregulatorprotein, putative
2.42 17

S48 Q9M493 6
磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶

Phosphoenolpyruvatecarboxylase
2.54 22

3　讨论

河南烟区和福建烟区分属黄淮海烟区和长江中下游烟区
[ 12, 13]

。生态因素的差异赋予了河南和福建两地

烟叶风格迥异的香气特征 ,而在蛋白质组学水平上 ,同一品种烟叶在两生态区蛋白质组成和含量上也表型出

明显差异。

3.1　生态因素对烟叶叶绿体发育和物质代谢的影响

在河南与福建生态区烟叶中所鉴定出的差异蛋白中 ,有 8个与叶绿体的发育和代谢有关 ,其中 4个叶绿

体基因编码的核糖体蛋白:S3核糖体蛋白(S13)、叶绿体 30S核糖体蛋白(S15)、叶绿体 50S核糖体蛋白
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(S37)和 Rps4蛋白(S29),以及叶绿体外膜转运蛋白 Toc12(S35)都在福建烟区高(或特异)表达。叶绿体的

核糖体蛋白与叶绿体内的蛋白质合成有关 ,而 Toc12则与核基因编码的蛋白质向叶绿体的定向转运过程相

关 。多个叶绿体核糖体蛋白和 Toc12蛋白在福建生态区的高表达 ,表明在福建特殊的光热生态条件下 ,绿体

蛋白质的合成及运转更为活跃 。

另外 ,叶绿素 a/b结合蛋白(S17)在福建烟区高表达。由于叶绿素只有与叶绿素蛋白结合才能稳定存

在 ,所以叶绿素结合蛋白的含量从某种程度上可以反应出叶绿素的代谢状况。衰老诱导叶绿素持绿蛋白

(LeSGR1)(S10)在河南烟区高表达 ,该蛋白是从番茄果皮中发现的 ,在衰老诱导情况下能维持果皮叶绿素的

稳定性 ,使其保持绿色 。LeSGR1的高表达 ,虽在一定程度上延长了叶绿体的光合作用寿命 ,维持了一定的物

质积累水平 ,但也有可能影响叶绿素的正常分解代谢 ,使类胡萝卜素和叶绿素的比例发生变化 。杨虹琦等
[ 14]

的研究中也证明 ,福建烟叶中色素含量显著高于较高河南烟叶 ,而且两生态区烟叶叶绿素和类胡萝卜素的比

例也有显著差异 ,并推断该差异是导致两生态区烟叶香气风格特色迥异的主要因素之一。

另一个在河南高表达的是叶绿体 RNA解旋酶 5亚型蛋白(S50),与叶绿体的早期分化和形态建成有

关
[ 15]
。该结果表明叶绿体的形态 、结构和个体发育也会受到生态因素的影响。而关于福建 、河南生态区叶片

叶绿体结构和发育方面的差异还需要进一步研究。

3.2　生态因素对烟叶碳代谢的影响

在所鉴定的 4个参与碳代谢的蛋白中 , 磷酸烯醇式丙酮酸羧化酶(S48)和淀粉合成酶(S34)在福建烟区

烟草中高表达或特异表达 。前者参与 CO2的高效固定 ,后者参与淀粉合成。加之福建生态区与叶绿体蛋白质

合成 、运转及叶绿素相关等一系列蛋白的高表达 ,充分说明 ,福建烟区丰富的光热条件有利于烟草进行光合作

用 ,烟草体内的碳水化合物合成代谢比较旺盛 。甘油醛-3-磷酸脱氢酶(S30)和 NADH脱氢酶(S4)在河南生

态区高表达 ,由于二者参与糖酵解途径和光呼吸作用 ,反映出河南烟区烟草的碳水化合物分解代谢比较旺盛 。

烟叶化学成分的比较研究结果也证实河南烟叶与福建烟叶相比总糖及还原糖含量相对较低的特点
[ 2]
。这可

能与河南烤烟成熟期的昼夜温差较小 ,而水分条件较为适宜 ,烟株呼吸作用较强有关 。

3.3　生态因素对烟草类萜代谢的影响。

类萜代谢是烟草的重要次生代谢途径之一 。单萜 、倍半萜 、双萜属于次生代谢物质 ,是烟草叶面挥发物和

腺体分泌的主要组成成分 ,与烟叶的抗性和香气品质密切相关
[ 16]
。三萜 、四萜化合物一般划分为初生代谢产

物 ,如类胡萝卜素 、叶绿素 、赤霉素 、脱落酸 、甾醇等 ,是烟草生长发育所不可缺少的 。试验中发现萜类环化酶

(S1)在福建的表达量是河南的 8.69倍 ,是两生态区表达差异最为显著的蛋白 。该酶属萜类合成酶家族蛋

白 ,这类蛋白的共同特点是都包含 10 ～ 12个反向平行的特定的结构域 ,被分为鲨烯合酶 ,单萜合酶 ,倍半萜合

酶等 6个小群
[ 17]
。至于该多肽具体属于哪一类群 ,还有待进一步研究 。但由于类胡萝卜素含量及其降解产

物在福建烟区烟叶中占有绝对优势 ,推测该酶可能是参与类胡萝卜素合成相关的鲨烯合酶。周冀衡等
[ 18]
认

为 ,类胡萝卜素含量高与低纬度有密切的关系 ,为适应强烈的紫外光 ,烟株通过增大合成类胡萝卜素来调节类

囊体膜的物理性质;保护叶绿素分子和细胞膜系统不被强光氧化。这是烟草消除活性氧自由基的伤害 ,阻止

脂质过氧化的一种适应性反应 ,同时也是清香型香气风格形成的主要因素之一.

在常规化学成分分析中 ,除了类胡萝卜素之外 ,二萜化合物-西柏烷类化合物及其降解产物在河南烟区烟

叶含量较高 ,并被认为是浓香型烤烟化学成分的主要特征 ,但在本研究中并未检测到其它与萜类化合物合成

相关的蛋白 。其原因可能是由于西柏烷类物质作为叶面分泌物的主要成分 ,是在叶面腺毛腺头分泌细胞合成

的 ,相关酶类仅存在于腺毛中
[ 19]
。而腺毛蛋白质在叶片蛋白质中丰度很低 ,因而难以检测。

3.4　生态因素对烟草防御代谢的影响。

试验中还检测到一些与防御代谢相关的酶类 ,如 MRGH21信号传导类蛋白(S28)是常见的植物抗病响应

蛋白
[ 20]
;法尼基相关蛋白(S43),是一种金属离子结合蛋白 ,可能与金属离子胁迫及其转运有关 ,二者在河南

烟区高表达 。而其余 6个防御相关蛋白:细胞色素 P450的相关蛋白(S2), 植物螯和肽酶 2蛋白(S20),
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caffeoyl-辅酶 A-O-转甲基酶(S26),富亮氨酸重复序列(S40),缩氨酸蛋氨酸亚砜还原酶(S23), III型几丁质

酶 ,在福建的表达量均高于在河南的表达量。这些蛋白的表达差异 ,主要与所处的特殊病原环境有关 。说明

不同生态因素 ,会对烟草产生不同的生物或非生物因素的胁迫 ,尤其是病原微生物种类和数量方面产生差异 ,

最终诱发了烟叶不同的抗病 、抗逆机制。

除此之外 ,生态条件差异对烟草蛋白质 、激素 、核酸的生物合成 ,以及与信号传导相关的结构蛋白的表达

也有一定影响。比如在河南高表达的赤霉素-2氧化酶的蛋白(S5)参与了与光周期相关的调控过程
[ 21]
;在福

建高表达的生长调节蛋白(S45)与烟草的生长发育相关 , 甘氨酰胺核苷酸合成酶(S39)则参与嘌呤核苷的合

成 。当然 ,要完全解析这些差异仍存在困难 ,尤其是目前基因组和蛋白组数据库中 ,与烟草相关的序列信息和

功能注释还很不完备 ,质谱鉴定出来的蛋白还有待于进一步的验证 ,它们在烟草香气风格形成中的具体作用

也有待于进一步研究 。
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