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摘要:试验旨在分析运用分子标记技术 (Q TL )和差异蛋白组学技术研究作物化感作用分子机理的差异性。首先运用差异蛋白

组学技术探讨在生物胁迫 (稗草)下水稻化感作用潜力变化的内在分子机理。分别用稗草和水稻的根系分泌物培养切自一株 5

叶龄化感水稻 P I312777植株并经恢复的 2个分蘖。7d 后,提取处理和对照相同叶位叶片的全蛋白质并进行双向电泳,每张电

泳胶片上获得 800多个电泳胶点,其中差异表达的蛋白质点有 4个。采用M ALD I2TO F2M S对各差异蛋白质点进行肽质量指纹

图谱分析, 经过 SW ISS2PRO T 数据库查询, 结果表明化感水稻 P I312777 在稗草胁迫下的特异蛋白分别与苯丙氨酸氨解酶

(PAL )、硫还原型蛋白 (T rx2m )、32羟基232甲基戊二酰辅酶A 还原酶 (HM GR )和过氧化物酶 (POD )相匹配。根据编码以上 4个

差异蛋白质的DNA 序列,发现编码以上 4个差异蛋白的基因分别位于水稻染色体 4、7、8和 12上的特定克隆位点,这就是与化

感作用相关基因。前人也运用Q TL 方法开展作物化感作用的分子机理研究,但由于所采用的供体材料、受体植物及对表型性

状的评价方法等的不同,定位结果存在较大的差异。综合比较两种方法后认为,运用差异蛋白组学技术分析水稻化感作用的分

子机理,比Q TL 技术更加直接和深入。因为比较胁迫处理和对照植物组织的 22D E 图谱将能鉴定出由表达候选基因编码的胁

迫蛋白质,氨基酸残基序列的测定将揭示那些功能与胁迫性状密切相关的蛋白质,这种编码的基因就是兼具功能与表达的候选

基因。
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Ana lyz ing the m olecular m echan ism of crop a llelopa thy by using d ifferen tia l

proteom ics
H E H ua2Q in1, 2, L IN W en2X iong1, 23 , L IAN G Y i2Yuan2, SON G B i2Q ing2, KE Yu2Q in1, 2, GUO Yu2

Chun1, 2, L IAN G Kang2J ing2　 (1. S chool of L if e S cience, F uj ian A g ricu ltu re and F orestry U niversity , F uz hou 350002, Ch ina; 2. K ey

L abora tory of P esticid e and Chem ica l B iology , M inistry of E d uca tion, Ch ina). A cta Ecolog ica S in ica , 2005, 25 (12) : 3141～ 3145.

Abstract: In th is paper, differen t ia l p ro teom icm ethod w as emp loyed to study the mo lecu lar m echan ism of crop allelopathy. T he

tradit ional Q TL m ethod w as also compared. Experim en ts w ere conducted to determ ine the mo lecu lar m echan ism of rice

allelopathy under the b io t ic stresses induced by barnyardgrass (E ch inoch loa crus2g a lli L. ). O ne of the tw o clon ing tillers,

ob tained from single rice p lan t at 5 leaf2stage, w as cu lt ivated in po ts w ith the addit ion of roo t exudates of either rice o r

barnyardgrass, respect ively. A t 7d, their leaf p ro tein s w ere ex tracted fo r tw o2dim ensional electropho resis (22D E). M o re than

800 p ro tein s w ere reso lved in each 22D E gel and fou r leaf p ro tein s disp layed differen t ia lly. T he fou r p ro tein s show ed h igh

degree of rep roducib ility in the allelopath ic rice response to the stresses of barnyardgrass. Individual p ro tein spo ts w ere excised

respect ively from the 22D E gel and m easu red by M ALD I2TO F M S. T heir Pep tide M ass F inger P rin ts (PM F) w ere ob tained.

Fu rther SW ISS2PRO T database search iden tified fou r m atched p ro tein s: perox idase 2 p recu rso r ( POD ) , phenylalan ine



ammon ia2lyase (PAL ) , 32hydroxy232m ethylglu taryl2coenzym e A reductase 3 (H GM R ) and th io redox in M 2type (T rx2m ). T he

genes ecoding these fou r differen t ia l p ro tein s w ere located on the ch romo som e 4, 7, 8, and 12 of rice. T he Q TL s of rice

allelopathy varied w ith the dono r p lan ts, receiver p lan ts and b ioassay m ethods used. Q TL analysis based on its app rox im ate

m ap locat ions and its sm all effects on pheno type p roved to be inefficien t. A dvances in p ro teom ics p rovide oppo rtun it ies fo r

accu rate iden tificat ion of po sit ional, funct ional and exp ressional genes. By comparison of 22D E p ro tein pat tern s ob tained from

the treated and un treated p lan ts, a set of stress2responsive p ro tein s encoded by exp ressional candidate genes cou ld be

iden tified. Sequencing of these stressed2responsive p ro tein s w ill then reveal the gene functions associated w ith the stress

to leran t tra it. T he encoding genes w ill thus be regarded as bo th exp ressional and functional candidate genes.

Key words: a llelopath ic rice (O ry z a sta tiva L ) ; environm en tal stresses; differen t ia l p ro teom ics; mo lecu lar m echan ism

　　据O lofsdo tter报道,化感作用对水稻在田间抑草作用能力的贡献率高达 34% [1 ]。为此,选育具有较强化感作用潜力的作物

新品种,抑制田间杂草,降低人类对除草剂的依赖程度,是化感作用研究与应用的方向。D ilday等[2 ]首先进行了有益的探索,选

择到既具有较强化感作用潜力又保持优良性状的水稻品种 P I312777。西非水稻发展联合体 (W est A frican R ice D evelopm en t

A ssociated,WA RDA ) 也启动一项由各方面专家联合开展的研究计划,旨在设计具有较好竞争性状的水稻新品种。但作物化感

作用属数量性状,受多基因控制,不同基因控制和表达的时期也不同[3～ 5 ]。因此,应不断发现、定位、标记和克隆水稻化感作用新

基因,丰富和有效聚合可利用的化感作用基因。在此基础上,才能有针对性的选用非等位化感作用基因的水稻品种作为亲本材

料,配置杂交组合,获得化感作用基因聚合的高产水稻新品种。Jensen 等、Enaba 等、曾大力等和徐正浩等分别开展水稻化感作

用的Q TL 定位研究[6～ 9 ],W u 等也运用Q TL 技术对控制小麦化感作用的基因进行定位[10 ]。但其定位结果因供体材料的差异、

所选用受体植物 (莴苣或稗草)的不同以及对表型性状 (化感作用潜力)评价方法的不同而差异明显。

E inhellig 等[11 ]的研究认为植物化感物质的产生与释放受外部环境条件的调节。H . W u 等[12 ]也认为环境胁迫能调节基因

表达,加快化感物质的合成,促进化感物质从植物内部释放到外部环境中,提高植物的化感作用潜力。环境胁迫包括生物胁迫,

如伴生杂草胁迫和非生物胁迫,如光、温、营养胁迫等。K im 等[13 ]认为随着伴生杂草密度的增大,水稻的化感作用潜力随之提

高。但环境胁迫引起水稻化感作用潜力变化的分子机理尚不明确。而近年来应用蛋白组学和生物信息学技术探讨水稻逆境胁迫

响应的分子机理取得了较大的进展[14～ 17 ]。因此,运用差异蛋白组学和生物信息学技术分析生物胁迫 (稗草胁迫)下化感水稻抑

草作用的差异蛋白质表达,进而定位出化感作用相关基因,这可能要比以往的Q TL 定位研究更加直接和深入。但有关该方面

的研究尚未见报道。

为此,本文运用差异蛋白质组学的方法,探讨在稗草胁迫下国际公认具有强化感作用的水稻品种 P I312777抑草作用潜力

变化的分子机理。然后分析运用差异蛋白质组学和Q TL s方法研究水稻化感作用分子机理的差异性,这将为最终实现功能克

隆、分子操纵水稻的化感作用潜力奠定理论基础。

1　材料与方法

　　以具有较强化感作用潜力的水稻品种 P I312777 (来自美国)为供体材料 (Dono r p lan t)。试验中以收集于田间得稗草

(E ch inoch loa crusg a lli L. )为生物胁迫。选取长势良好的 5叶龄水稻苗,小心切取长势较均匀的两分蘖,分别移栽到塑料盆中用

水稻生长全培养液培养恢复待用。而在另两盆 2. 5L 的全培养液中分别培养 3叶龄水稻苗和稗草苗各 15株。10d后,移去水稻

和稗草苗,收集各自剩余的培养液,测试其中的N、P、K 含量并补充至全培养液水平,然后分别播上经恢复后的供试水稻分蘖

苗。以稗草根系分泌物培养的水稻分蘖苗为处理,以相同品种水稻的根系分泌物培养的分蘖苗为对照。7 d后,分别选取相同叶

位的叶片,液氮速冻后备用。3次重复。

1. 1　差异蛋白质的分离与质谱分析

聚丙烯酰胺凝胶双向电泳参照何华勤[18 ]及O ’Farrel等[19 ]的方法进行。银盐染色参照王新等的方法略作修改进行[20 ]。选取

差异蛋白质点,其胶内酶解参照Bergm an等的方法进行[21 ]。运用德国BRU KER 公司的R eflexTM Ë M ALD I2TO F 质谱仪进行

M ALD I2TO FöM S 分析,得到各蛋白质点的肽质量指纹图谱。

1. 2　数据库查询

根据 M ALD I2TO F öM S 的测试结果, 通过网站 h ttp: ööwww. expasy. o rgötoo lsöpep tiden t. h tm l 和 h ttp: ööwww.

m atrix science. com 进行查询。查询的条件: 肽质量指纹图谱中的肽片断质量控制在 800～ 3500 KD a,表观MW 的误差范围为

20% ,对表观的 p I值未做要求,在查询所得到的结果中根据电泳结果进行筛选。肽片段分子量最大容许误差范围为 0. 5D a,每

个肽允许有 2个不完全裂解位点,物种来源选择水稻栽培种,离子选择[M + H ]+ 和mono iso top ic,最少匹配肽片段规定为 4,半

胱胺酸为碘乙酰胺处理。
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2　结果与分析

　　对稗草胁迫下化感水稻 P I312777叶片中的蛋白进行双向电泳,获得稳定性较好的电泳图谱,结果见图 1。由 Gel Doc2000

凝胶成像系统获取 2D 胶银染后的图象,利用 22D E 电泳分析专用软件M ELAN IE 3对电泳胶点进行胶点分析,结果表明在处

理和对照的电泳图谱中均得到 800～ 900多个清晰的蛋白质点,且大部分清晰的胶点分布在等电点 p I为 4. 0～ 9. 0和分子量

MW 为 14. 4KD～ 99. 0KD 区间的范围内。

　　通过M ELAN IE 3胶分析软件,将处理与对照的电泳图谱迭合,寻找出两张图谱上明显差异 (含量差值大于 1. 5倍)的蛋白

质点,分别标记为 1、2、3和 4 (图 1)。其中蛋白质点 1和 4出现在稗草胁迫的化感水稻 P I312777叶片 (处理)的电泳胶片中,而在

无稗草胁迫的 P I312777叶片 (对照)电泳胶片中不出现。蛋白质点 2和 3在处理中的表达量大,而在对照中表达量小 (图 2)。

图 1　稗草胁迫 (T r)和对照 (CK)的化感水稻 P I312777叶片中的蛋白质电泳图谱

F ig. 1　22D E m ap of to tal p ro tein from the leaf of P I312777 stressed by w eed (T r) and Contro l (CK)

图 2　对照 (A )与处理 (B)的化感水稻 P I312777叶片中的差异蛋白质变化

F ig. 2　Changes of differen tial exp ressions in the leaf of P I312777 untreated (A ) and treated (B)w ith the w eed stresses

图中数字代表不同的蛋白质点N um bers rep resen t differen t spo ts

　　从电泳胶片上,小心切取差异蛋白质点 1、2、3和 4,经酶解后运用M AL T I2TO F2M S 进行肽质量指纹图谱分析,根据各差

异蛋白质点的肽质量指纹图谱 (PM F)在 SW ISS2PRO T 数据库中进行搜索,获得各差异蛋白质点的匹配蛋白。结果表明,差异

蛋白质点 1、2、3和 4分别与水稻中的M 2型的硫还原蛋白酶 (T rx2m )、过氧化物酶 (POD 2)的前体物、32羟基232甲基戊二酰辅

酶A 还原酶 (HM GR )、苯丙氨酸氨解酶 (PAL )相匹配。同时稗草胁迫下化感水稻的生理生化试验结果也证实了T rx2m 酶、POD

2酶、HM GR 酶、PAL 酶是胁迫下化感水稻中的差异表达蛋白[18 ]。
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图 3　编码蛋白质 T rx2m (A )、POD 2 (B)、H GM R 3 (C)和 PAL 酶 (D )的基因定位

F ig. 3　T he location of gene encoding T rx2m (A ) , POD 2 (B) , H GM R 3 (C) and PAL (D ) at rice ch romo som e

根据编码以上 4个蛋白质的DNA 序列,在水稻的 12条染色体上定位出相关的基因,结果见图 3。由图 3可见,编码以上 4

个差异蛋白质的基因分别位于水稻第 4、7、8和 12条的染色体上。

3　讨论

　　寻找控制作物重要性状的主要基因和Q TL 定位是功能基因组学的一个重要任务。为了丰富可利用的化感作用基因,推动

化感水稻的选育及其在生产上的推广和运用,近年来各国研究人员通过各种研究手段对新的化感作用基因进行定位、标记和克

隆。本研究从化感水稻在稗草胁迫下被诱导的特异蛋白入手,根据编码蛋白质的核苷酸序列,运用生物信息学技术,分别在水稻

的第 4、7、8、12条染色体上定位出 4个控制水稻化感作用潜力的特定克隆基因位点。这种精确的基因定位技术为下一步运用辅

助标记技术 (M A S)进行水稻特殊性状选育的研究奠定坚实的基础。Salekdeh 等认为如果Q TL 的定位能够达到特定克隆基因

的水平,辅助标记技术 (M A S)将变得更加有效,因为基因本身就是一种标记,不需要连锁标记 (linked m arker) [16 ]。

比较分析前人对作物化感作用的Q TL s定位结果,可发现明显存在两个方面的问题。一是前人对化感作用Q TL 定位的间

距都较大,与本研究的精确定位尚有一定区别。Jensen 等[6 ]将控制水稻化感作用潜力的基因定位在第 2、3、3、8染色体上,但其

构建的DNA 标记平均距离为 14cm。当一个Q TL 定位间距为 5～ 10cm 时,在这间距上可能有 100甚至更多的基因,这些基因

只能称为Q TL 的“位置候选基因 (po sit ional candidate genes)”[22 ]。只有当能够了解这上百个基因的序列,并且其中与Q TL 定

位性状相关的基因被确定下来,这些基因称为“位置和功能候选基因 (po sit ional and functional candidate gene)”,而其余的大部

分基因应被剔除[22 ]。二是前人的Q TL 定位结果均来源于一个近似连锁图谱,近似连锁图谱对表型性状的应用效果较差[23 ]。前

人对水稻化感作用的Q TL s研究,都是从表型性状 (化感作用潜力)上来区分这些基因。Jensen 等[6 ]运用“迟播共培法”、Enaba

等[7 ]运用“水浸提法”评价化感作用潜力的高低,然后通过连锁图谱上的DNA 标记,定位出相关基因。但H uang 等、Sh ihua Shen

等研究认为要从表型性状上区分这些具有类似功能的基因难度很大,因为具有类似功能的基因是以金字塔的速度增加,如具有

类似功能的抗病基因[24, 25 ]。

本研究运用差异蛋白质组学技术寻找到在同一时间、相同组织 (叶片)、作为相同性状 (化感抑草潜力)的基因型表达出来的

基因,这些基因可以称为“位置和表达的候选基因 (po sit ional and exp ressional candidate genes)”[26 ]。从本研究结果可见,通过比

较胁迫处理和对照植物组织的 22D E 图谱将能鉴定出由表达候选基因编码的胁迫蛋白质,氨基酸残基序列的测定将揭示那些

功能与胁迫性状密切相关的蛋白质,这种编码的基因就是兼具功能与表达的候选基因。然后可以根据编码蛋白质序列信息设计

DNA 引物后克隆相关基因,通过转基因或反基因的后代检测其对性状的贡献率。本研究结果证实了这种功能克隆的可行性,为

深入开展分子育种工作奠定了坚实的理论基础。
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