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大豆应答玉米小斑病菌胁迫的蛋白质双向电泳分析
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摘 要 为探究大豆应答非致病菌(Bipolaris maydis)胁迫的分子机制，将玉米小斑病菌接种于 3 周龄的大豆

苗。取 48 hpi 的大豆叶片以 TCA/ 丙酮法提取蛋白质，利用蛋白质双向电泳技术分离蛋白，串联质谱(MS+
MS/MS)鉴定蛋白质再结合生物信息学技术进行蛋白质功能分析。结果显示：分离到大豆苗期叶片总蛋白点

1 300±15 个，其中，差异表达(2 倍以上, P 值<0.05)的蛋白质点 18 个，除 2 个蛋白点未成功测序，其余 16 个

差异蛋白点经 GO 分析可知，差异表达的蛋白质功能主要涉及光合作用、胁迫应激和非寄主抗性响应，如核

酮糖 1,5- 二磷酸羧化酶、病程相关蛋白 PR-10 和细胞骨架结构相关蛋白 profilin-2。同时，由测序结果推测：

在非致病菌(玉米小斑病菌)的胁迫下，大豆通过降低光合作用相关蛋白和能量代谢相关蛋白的表达，来增强

防御相关蛋白和非寄主抗性相关蛋白的表达。
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Abstract To investigate the response of the Glycine max to non-adapted fungi stress, 3-week-old soybean seed-
lings were subjected to Bipolaris maydis stress. Leaf tissues were harvested 48 h post inoculated and TCA-acetone
precipitation method was used for protein extraction. A tandem combination of two-dimensional electrophoresis,
mass spectrometry (MS+MS/MS), and bioinformatics tools were used to identify protein that contribute to non-
host resistance in Glycine max. Results showed almost 1300 protein spots were separated with 2-DE gels of leaf of
Glycine max. Eighteen differentially proteins (|ratio|>2, p<0.05) were identified in inoculated compared to contro-
lling plants, including proteins involved in photosynthesis, response to stress, and non-host resistant response such
as RuBisCO, pathogen related protein PR-10, and cytoskeleton structure related protein profilin-2. Taken together,
when Glycine max was subjected to the non-adapted pathogen Bipolaris maydis, it expressed non-host resistance
(NHR) 48 hpi by up or down-regulating the defense related proteins. The results also suggested that the decreased
expression of protein involved in photosynthesis and energy could be beneficial to the increased expression of
protein involved in defense response and non-host resistant response.
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高生产力、可持续和环境友好型作物生产方式

已经成为全球农业的发展趋势。同单作或净作(Mo-
nocultured cropping, 单一种植一种作物)相比，以间

套作或混作为主的多样性种植方式不仅能有效提高

土地、光热资源利用率和产量，还可降低化肥和农

药用量、减少因病害带来的作物减产(Zhu et al., 2000;
Li et al., 2009; Shukla et al., 2010)。

作物总是暴露在始终有微生物的环境中生长，

微生物为了生存各自找寻自己的寄主植物进行取食、
生长和繁殖等过程(Cameron et al., 2006)，而作物受

微生物(致病或非致病的)胁迫时，通常会经过自我或

非我的识别(Detection)、信号转导(Signaling)和防御

反应(Response)来抵抗微生物的入侵，这些防御反应

包括广谱的基础防御(Basal defense)或非寄主抗性

(Nonhost resistance)，和针对病原菌小种特异性的抗

病性(Specific resistance) (Jones and Dangl, 2006; Tif-
fin and Moeller, 2006)。在多样性种植系统中一些不

能使某种作物致病的微生物是该作物的非致病菌

(Non-adapted pathogens)，该作物同非致病菌的互作

属于非亲和互作范畴，引起的抗性属非寄主抗性

(Cameron et al., 2006; Heath, 2000)。
一些组成型和诱导型表达的细胞成分在非寄主

抗性中起到了重要作用，如果将这些成分破坏或不

让其表达细胞则丧失对某种非致病菌的非寄主抗

性。如将微丝降解，或利用细胞松弛素破坏微丝结构

将导致植物对几种非致病菌的非寄主抗性丧失(Yun
et al., 2003; Shimada et al., 2006)。诱导表达的非寄主

抗性表现，如胞壁加厚、细胞壁木质化、胼胝质的累

积、酚类的累积、皂甙的产生、植保素的产生、乳突的

形成、细胞内 H+ 和 Ca2+ 的升高、活性氧爆发、过敏反

应、脱落酸合成、茉莉酸合成、PR 蛋白的合成以及

MAP 激酶信号转导级联反应等(Heath, 2000; Daxber-
ger et al., 2007)。一旦以上生物学过程相关蛋白的表

达受限或被破坏，植物就会由抗病变为感病。同理，

如果植物在应答非致病菌胁迫时不发病，但可检测

到上述任何组成型或诱导型蛋白的差异表达，则可

推测植物产生了非寄主抗性。
大豆(Glycine max)因其种子富含植物蛋白和油

而成为全球性的重要作物(Sobhanian et al., 2010)。在

中国南方，玉米(单子叶植物)/ 大豆(双子叶植物)是
经典的间作模式。为探索玉米 / 大豆间作对作物病害

调控的分子机制，本课题组前期研究结果显示：①玉

米小斑病菌是大豆的非致病菌，而大豆是玉米小斑

病菌的非寄主植物；②玉米小斑病菌接种后对大豆

叶片细胞中过氧化氢(H2O2)的 DAB 染色观察(潘满

华, 2012)和胼胝质沉积观察(董玉梅等, 2013)；③防

御酶系(PAL, POD 和 SOD)活性测定结果显示受小

斑病菌胁迫时大豆叶片中的 PAL、POD、SOD 酶活性

呈差异表达(潘满华, 2012)；④防御相关基因的实时

荧光定量 PCR 结果显示，受玉米小斑病菌胁迫，大

豆的 Actin、PR10、和 Chib1 等 15 个备选基因中，上调

幅度最大的是 PR1a 和 GLU (潘满华, 2012)。为进一

步明确大豆应答玉米小斑病菌胁迫的差异表达蛋白

及其功能，本研究利用 TCA- 丙酮沉淀法提取大豆

叶片蛋白质，结合基于凝胶的双向电泳方法分离蛋

白质，再利用蛋白质质谱技术(MS+MS/MS)和生物信

息学分析技术，旨在揭示大豆对玉米小斑病的非寄

主抗性成分及其相关蛋白质功能分类。

1 结果与分析

1.1 大豆叶总蛋白双向电泳结果

接种后 48 h (48 hpi)，分离对照和处理的叶片总

蛋白质，进行双向电泳、凝胶染色、脱色和扫描后获

得双向电泳凝胶图(图 1)。经 PDQuest 7.4 软件进行

图 1 大豆叶片总蛋白双向电泳凝胶图

Figure 1 Two-DE gel maps of the total proteins ofGlycine max leaf
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分析可知处理和对照的凝胶上都分离到 1 300±15 个

蛋白点，能够满足图谱分析和后期蛋白质挖点送质

谱分析的要求。其分子量和等电点分布趋势统计结

果显示：大豆苗期叶片总蛋白质的相对分子量在

25~75 kD 间的蛋白点占总蛋白点的 77%，而小于

25 kD 和大于 75 kD 的蛋白点分别占总蛋白的 11%
和 12%；等电点分布在 pI 5~6 间的蛋白点占总蛋白

的 52%，而 pI 小于 5、大于 6 的蛋白点分别占总蛋白

点的 17%和 31% (图 2)。

图 2 大豆叶片总蛋白分子量和等电点分布趋势图

Figure 2 Tendency of Mr and pI distribution of protein spots in
2-DE gel maps

考虑到受 IPG 胶条的 pH 4~pH 7 值范围和标

准蛋白 Marker (包括 116 kD, 66.2 kD, 45 kD, 35 kD,
25 kD, 18.4 kD 和 14.4 kD)条带的限制，分子量分别小

于 25 kD 和大于 75 kD，以及等电点分别小于 5 和大

于 6 的蛋白点的百分比可能会随 IPG 胶条的变化而

有所变化，但其大多数蛋白点的分子量在 25~75 kD
间、等电点在 5~6 之间的分布趋势是准确的。即可

知大豆苗期叶片总蛋白质中，相对分子量分布在 25~
75 kD 之间的蛋白点占一半以上，等电点分布在 5~6
之间的蛋白点占一半左右(图 1; 图 2)。

1.2 大豆应答玉米小斑病菌(Bipolaris maydis)胁迫的

蛋白质功能分析

1.2.1 经分析获 14 个有效差异蛋白点

PDQuest 7.4 软件分析：包括胶点(Spot)检测、相
对分子量和等电点赋值、匹配和标注等。有 18 个蛋

白点是对照和处理间表达倍数达 2 倍(p<0.05)及以

上，挖点测序、数据分析显示：5 和 7 号两个点匹配肽

段数太少(<3)，不符合蛋白质功能预测的最低肽段匹

配要求(≥3)。其余的 16 个差异蛋白点中，6 和 9 号

两个点在 GO 数据库中 Blast 时，与拟南芥数据库中

序列比较的 P value<1-e5 而不能用于功能分类。因

此，测序后的有效蛋白点共 14 个，其中与对照相比，

8 个点下调表达，6 个点上调表达(图 3; 表 1; 表 2)。

1.2.2 下调表达的蛋蛋白质功能分析

查询 GO 和 KEGG 数据库结果显示，下调的 8
个蛋白点主要涉及光合作用、ATP 合酶、细胞骨架的

动态组装和肽链延伸。
如 3 号蛋白点 ATP 合酶在生物体中非常保守，

其 delta 链主要负责 H 离子的跨膜转运为 ATP 合成

提供离子浓度差(Paino et al., 2011)。4 号蛋白点，在大

豆数据库中显示的是功能未知，但在 GO 数据库中

同拟南芥序列比对，注释为叶绿体的光系统Ⅱ，负责

捕光反应中光子的吸收和传递。
核酮糖 l,5- 二磷酸羧化酶 / 加氧酶(Rubisco)是植

物叶蛋白的主要成分，在 C3 植物中其含量占可溶蛋

白的 50%，是地球上最丰富的蛋白质，通常由核酮糖

l,5- 二磷酸羧化酶 / 加氧酶由大亚基(LS)和小亚基(SS)
组成。10、11、15 和 17 号四个蛋白点都是 Rubisco 相

关酶类，其下调表达则预示着受玉米小斑病菌胁迫

后的大豆光合效率下降(Pospí觢il, 2012; Widjaja et al.,
2009)。Leitao 等(2007)发现，在臭氧胁迫下，随臭氧剂

量增加，Rubisco 和 PEPc 蛋白呈下降趋势。
12 号蛋白点功能涉及翻译延伸因子。真核生物

的翻译延伸因子是肽链合成的重要分子机制，它不

仅调节蛋白质翻译，还参与许多重要的生物学过程，

如生物或非生物胁迫应答、细胞骨架组成等(Lamber-
ti et al., 2004; Franz et al., 2011; Negrutskii et al., 2012;
Bielecki et al., 2012)。

细胞骨架是真核细胞的三大结构体系之一，在

受病原菌侵染时无论是动物还是植物都会有细胞骨

架的重排，包括骨架位置的移动、肌动蛋白纤维的

聚合和解聚等(Cossart, 1997; Khokhlova et al., 2003;
Takemoto et al., 2006)。18 号蛋白点则负责肌动蛋白
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图 4 差异蛋白功能分类趋势

Figure 4 Functional tendency of differential protein analysis

图 3 处理与对照的 2 倍差异点

注: a~e 截取自图 1 边框部分; 图片中数字代表蛋白点

Figure 3 Differential proteins (|ratio|>2) identified in treatment and
control
Note: a~e taken from figure 1 of the frame part; The numbers in
picture represent protein spots

的聚合与解聚来调节细胞骨架结构和装配。而 12 和

18 号蛋白点下调是否纯属巧合，还是因细胞骨架应

答胁迫时偶联了延伸因子的下调表达尚未可知。

1.2.3 上调表达的蛋白质功能分析

1 号(MW: 15.37 kD; pI 为 4.59)蛋白点也是负责

肌动蛋白的聚合与解聚来调节细胞骨架结构和装

配，是小分子量的偏酸性蛋白、呈上调表达。上调表

达的蛋白还有 2、13、14、16 和 8 号，其中 8 号功能未

知，而 13、14 和 16 号蛋白均是发育相关蛋白，分别

与芳香族氨基酸代谢、叶绿体合成相关的 20KD 分

子伴侣和内质网中蛋白质运输有关的 分 泌 蛋 白

SEC13 同源物。这些蛋白的上调表达都与生物应答

胁迫的反应相关 (Esquível et al., 2006; Heyndrickx
and Vandepoele, 2012; Hyman and Jarvis, 2011; Kozu-
bowski et al., 2011)

PR 蛋白是植物病原微生物胁迫后诱导产生并

积累的一类蛋白质总称，是植物防御反应的重要组

成部分(Katilé et al., 2010)。根据其相似的氨基酸序

列、酶活性或者其它分子功能，PR 蛋白主要分为 17
个家族，从植物中衍生、并已经鉴定出其氨基酸序列

的 PR 蛋白家族有第 2、第 3、第 4、第 5、第 8 和第 10
族。PR-10 家族蛋白通常是由于病原微生物诱导而

使植物产生防御反应相关的一类蛋白，对过敏人群

有害，但对植物自身却是一种因抗病需要而产生的

蛋白(Katilé et al., 2010)。近年来相关研究表明，PR-10
蛋白一般为分子量 16~19 kD 的酸性蛋白，本研究所

分离到的 2 号蛋白点 PR-10 类 似 蛋 白 分 子 量 为

(13.63/17.69)、等电点为(5.17/4.65)，也符合此特征。
综上所述，在玉米小斑病菌的胁迫(Stress)下，大

豆的光合作用、生长发育和能量代谢途径都有应答

反应。从蛋白质上调、下调表达情况初步推测，大豆

为应答玉米小斑病菌胁迫，通过抑制(或降低)光合作

用、能量代谢途径相关蛋白表达，来提高(或增加)防
御相关途径相关蛋白表达如病程相关蛋白 PR-10 的

上调表达(图 4)。

2讨论

2.1序列相同而功能预测不同的差异蛋白质

1 号与18 号蛋白点具有相同的蛋白质序列号和

功能预测，都是负责肌动蛋白的聚合与解聚来调节

细胞骨架结构和装配(Profilin-2)，但它们在 2-DE 胶

大豆应答玉米小斑病菌胁迫的蛋白质双向电泳分析

Proteomic Analysis of Glycine max Leaf in Response to Stress of Bipolaris maydis
481



分子植物育种

Molecular Plant Breeding

白。或者，提醒我在今后的研究中，可以挑取一些表

达量绝对值大、有变化但不到 2 倍的差异点测序并

分析，才能更准确地阐明应答机制。比如，也有研究

者将表达 1.5 倍及以上(P 值<0.05)的蛋白质送测序

和功能分析，用于揭示抗逆或防御反应的分子机制

(Cheng et al., 2009)。

2.3 玉米小斑病菌胁迫可诱导大豆的非寄主抗性反应

本文的研究目的只有一个，明确在实验室条件

下玉米小斑病菌落在矮杆作物大豆上，除了不发病

外还能否诱导大豆的非寄主抗性反应，以期为后续

的非寄主抗性利用研究奠定基础。在前期的胼胝质

观察、H2O2 观察、防御酶活性测定、防御基因转录

水平表达研究的基础上，结合本蛋白质组学研究结

果可初步推测，大豆能被玉米小斑病菌诱导产生非

寄主抗性。
从蛋白质质谱和生物信息学分析结果可知，大

豆可能以降低光合作用和能量代谢效率为代价来提

高其防御相关的蛋白质表达。这与大豆接种自身致

病菌(如病毒)的差异表达蛋白有相似的地方，也有不

同之处。不同之处是，大豆的非寄主抗性表达蛋白涉

及的生长发育过程中非常重要的生理功能，如光合

作用、能量代谢、蛋白质延伸因子、细胞骨架重组等，

是广谱的抗性反应，而致病相关反应的主要是一些

R 基因的差异表达。
如果该类非寄主抗性在多样性种植系统中可由

非致病菌诱导产生，则可免去直接喷洒茉莉酸、水杨

酸等化学试剂来诱导植物抗性。既可实现非寄主抗

性的广谱抗病目的，还可节约生产成本和人力、物力，

为农业的可持续发展和粮食安全做出应有的贡献。

3 材料与方法

3.1 植物材料

大豆品种华春 6 号(南京农业大学惠赠)，播种于

装有花卉基质的花盆(直径 24 cm)，每天 12 h 光照

(25℃)/12 h 黑暗(20℃)光照培养室生长，大豆长至两

对真叶完全展开(3 周龄左右)，备用。
玉米小斑病菌(Bipolaris maydis) O 小种 94，由云

南农业大学植物保护学院赵正龙分离、保存、惠赠。将

菌株 94 接种于 PDA 培养基上，25℃、黑暗培养 10 d，

向培养皿中倒入适量无菌水(添加 0.1%吐温 20)。用

药匙轻轻刮落孢子，经四层纱布过滤后，将孢子悬浮

液浓度调至 1.0×105 个孢子 /mL，喷雾接种于备好的

大豆(华春 6 号)植株上，作为处理。同时取等量无菌

上的位置却大相径庭：1 号是小分子量的偏酸性蛋

白、呈上调表达，在 a 框图位置，18 号是近中性蛋白，

呈下调表达，在 e 框图(图 3 和图 1)。此种情况，可能

是蛋白质的翻译后修饰或者同其他蛋白结合后以实

现不同生理功能的结果。
蛋白质是有机体内各种功能和生理活动的执行

者，但它不像基因呈稳定状态存在于生物体中，也不

与 mRNA 一一对应。尽管基因序列决定了蛋白质的

氨基酸序列，但蛋白质在行使功能时，可能受到 3~5
个过程的调控：① mRNA 的转录水平调控，②翻译

水平调控，③翻译后水平调控；此外，蛋白质还要

沿细胞骨架运输到细胞中特定位置，可能要同其他

分子结合才能被活化(如磷酸化和 G 蛋白偶联受体

等) (何华勤, 2011)。因此，1 号和 18 号蛋白质的氨基

酸序列相同，但其结构、相对分子质量、等电点及其

在 2-D 胶上分布的位置和上调、下调不一致也就不

难理解了。
就说一个翻译后修饰过程：有机体的生长发育、

免疫应答、细胞凋亡等都必须由翻译后、修饰好的蛋

白质才能实现。蛋白质翻译后修饰是一个复杂和极

其重要的过程，它调节着蛋白质的形态结构、物理

和化学性质，从而可改变蛋白质的功能(Rhoads et al.,
2013)。换言之，蛋白质在执行生物学过程时，完全可

能被修饰成分子量或等电点异样的多种蛋白质，或

翻译后修饰也是蛋白质功能多样化的主要原因之一

(Theillet et al., 2012)。
目前在真核生物中 20 种以上的修饰类型，比较

常见的是糖基化、乙酰化、泛素化和磷酸化等(Taylor
et al., 2011; Theillet et al., 2012)。其中，如磷酸化常常

是信号转导的开关作用，磷酸化后的蛋白质分子量

几乎不改变，但 pH 会有改变。据此，经过 3 次重复、
表达差异 2 倍以上和 P 值<0.05 计算得到的 1 号蛋

白点上调和 18 号蛋白质点下调，及其二者在 2-D 胶

上的分布位置不同但氨基酸顺序相同，就不能简单

理解为试验误差甚至错误，而正好可能是某蛋白质

功能多样化的表现形式之一。

2.2 表达倍数在1.5-2 倍间的差异蛋白质

结合图 1 图 3 可知，表达差异点多数是在凝胶

图上表达量不算最高的一些小蛋白点，而那些浓度

高(染色深)、表达量大(胶点大)的蛋白点虽然也有上

调、下调表达的情况，但其差异很难到 2 倍以上，所

以未被选作质谱和生物信息学分析。原因可能是防

御相关的差异表达蛋白是一些低丰度、小分子的蛋
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水(添加 0.1%吐温 20)喷雾相同批次的大豆，作为对

照。薄膜保湿，并置于暗室。
于接种后 48 h 取处理和对照的大豆叶片，于

-80℃冰箱保存备用

3.2 大豆叶片总蛋白提取及蛋白定量

3.2.1 蛋白质提取

取 1 g 大豆叶片(3 次重复)于冰预冷的研钵中，加

入液氮研磨。参照苏源等(2011)方法，利用 TCA/ 丙

酮沉淀法提取大豆叶片总蛋白(余萍等, 2012)。只是

80%丙酮洗涤沉淀时的离心参数调整为 22 000 rpm，

4℃，20 min。沉淀于超净工作台上自然风干，即获大

豆叶片总蛋白质干粉。

3.2.2 利用 DNA 回收过滤柱纯化蛋白质

以上蛋白干粉按 30 mg 每份称取，转入灭菌的

DNA 回收过滤柱中，再按 1 mg (蛋白干粉)/15 μL 加

入水化液(450 μL)，轻弹管壁让蛋白质充分溶解，室

温静置 1 h 后，20 000 rpm，20℃，20 min 离心后弃沉

淀，将滤液转入 2 mL 灭菌离心管中。加入 4 倍体积

-20℃预冷含 1% DTT 的丙酮(1.6 mL)颠倒混匀后于

-20℃沉淀 2 h，20 000 rpm，4℃，离心 20 min，弃上

清，蛋白质沉淀于超净工作台自然风干，至丙酮挥发

完全为止即可用于双向电泳。

3.2.3 电泳前的蛋白质浓度测定及定量

加入适量水化液将蛋白完全溶解至透明，用

Bradford 法测定蛋白质浓度为 6 μg/μL。本研究所用

IPG 胶条为 24 cm 长度，所需上样量 600 μg/500 μL，

取 100 μL 浓度为 6 μg/μL 蛋白质即 600 μg 量，再

加入水化液 400 μL，即获每根 IPG 胶条的上样量为

600μg/500μL。每个处理三次重复，在 GE 双向电泳系

统中，一次跑完六块凝胶，消除了因操作引起的误差。

3.3 双向电泳

3.3.1 IPG 胶条溶胀(IPG 胶条水化)

将 3.2中调至 600 μg/500 μL 的蛋白质溶液于室

温下，22 000 rpm，离心 5 min。弃沉淀，取上清转入水

化盘的小槽中。缓慢放入 GE 公司的 IPG 胶条(pH
4/7, 24 cm)，于 18℃~22℃充分溶胀 16~24 h。

3.3.2 IEF 和 SDS-PAGE

在 GE 公司的聚焦仪上进行聚焦。其电压程序设

定如下：S1，电压 50 V，Slow，时间 10 min；S2，电压

250 V，Rapid，时间 30 min；S3，电压 1 000 V，Rapid，

时间 30 min；S4，电压 9 000 V，Line，时间 4.5 h；S5，

电压 9 000 V，Rapid，改成伏特小时(65 000)。检查其

他参数：GELS：6；Limit：50；Temp：20℃。
聚焦好的胶条分别进行 2 次平衡操作。平衡液母

液配方为：6 mol/L 尿素，2% SDS，50 mmol/L pH 8.8
Tris-HCl，30%甘油和 0.002%(m/v)溴酚蓝。第一次平

衡时，向冻融的平衡母液中现加 1%的 DTT，每根

胶条加此平衡液Ⅰ 10 mL，于摇床上缓慢摇晃、平衡

15 min。第二次平衡时，向冻融的平衡母液中现加

5%的 IAA，将平衡管中的平衡液Ⅰ倾出，加入此平衡

液Ⅱ 10 mL/ 根胶条，于摇床上缓慢摇晃、平衡 15 min。
平衡好的 IPG 胶条蘸上电泳缓冲液，用两把镊

子小心转入预制好的 12.5%的凝胶上，在胶条的一端

加入蛋白 Mark (SM0431, Fermentas)，用 1%的低熔

点琼脂糖封胶液固定好胶条(余萍等, 2012)。转入

GE 公司的蛋白双向电泳系统的垂直电泳槽，以恒电

流进行电泳，开始电流为 20 mA/ 块胶，溴酚蓝进入

凝胶后改用 40 mA/ 块胶电泳至结束。
凝胶的固定、染色和脱色参考苏源等(2011)方

法，直至凝胶背景颜色脱净为止。

3.4 凝胶图像的扫描和分析

脱色后的凝胶于 GE 公司的扫描仪(Image Scan-
ner Ⅲ)上扫描，并获取凝胶图像。扫描时注意：图像大

小均设置为 300 dpi 及以上，务必将需要的图像大小

设置成大小完全一致，否则不利于 PDQuest 软件分析。
扫描后凝胶图像，利用软件 PDQuest 7.4 (Bio-

rad)进行分析，包括蛋白质点的检测和匹配，凝胶

所能分离到的蛋白质分子量和等电点计算，分析并

标注差异蛋白点等。3 次重复中蛋白质差异表达量达

2 倍以上的蛋白质点视为差异点(苏源等, 2011; 余

萍等, 2012)。

3.5 胶点切割、质谱鉴定及蛋白质功能注释

将 PDQuest 7.4 软件分析后的差异点顺序编号，

本研究中表达量达 2 倍以上差异的蛋白点共 18 个。
用剪刀将灭菌后的 1 mL、200 μL 枪头剪至差异点大

小，类似于打孔器，依次打孔取出 18 个差异蛋白点

分别转入灭菌的 1.5 mL 离心管中，送上海中科新生命

生物科技有限公司测序(串联质谱法, MS+MS/MS)。
将质谱仪获得的质谱峰数据通过 Mascot 程序

(http://www.matrix science.com/)进行蛋白质检索，检

索的数据库为 NCBInr (NCBI-National Center for bio-
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