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摘  要 氮是生物必不可少的营养元素，病原菌在与寄主的互作中对氮元素的竞争也就显得尤为重要。利用蛋白质双向凝

胶电泳技术分析在含氮培养条件下稻瘟病菌蛋白质谱的变化，可了解该病菌氮营养代谢的特征，分析不同组分蛋白质的毒性，

可了解这些蛋白在与寄主互作中氮营养争夺的特点，从营养争夺的角度分析稻瘟病菌与水稻互作的机制。本实验首先利用液

相等电聚焦电泳分离稻瘟病菌 Y98-16 菌株在氮饥饿诱导下的分泌蛋白，并在水稻感病品种丽江新团黑谷(LTH)的叶片上进

行致伤接种。结果显示，等电点 4.2~6.9 范围内的分泌蛋白中对 LTH 叶片有较强的毒性。然后利用 pI4-7 分离范围的胶条对

全氮培养与氮饥饿诱导下稻瘟病菌分泌蛋白进行比较蛋白质组学的研究。结果表明 Y98-16 在全氮培养条件下平均检测到

238 个蛋白点，在氮饥饿诱导下平均检测到 173 个蛋白点，其中表达量有显著变化的蛋白点有 51 个(上调 22 个, 下调 29 个)，

利用串联质谱鉴定了其中 26 个蛋白质。对这些蛋白质功能的分析表明，这些蛋白功能涉及代谢、催化、应激、发育、防御/

抗胁迫、细胞分裂等过程。 
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Abstract Nitrogen is necessary nutrition for organisms, and it is very important for pathogen and host interactions. The 

characteristics of nitrogen metabolism in M. oryzae which grows in medium containing nitrogen could be detected through 2-DE by 

using MS analysis, and then the toxicities of different protein fractions could be analyzed, as well as their features in nitrogen 

nutrition competition between pathogen and host, thereby the interaction mechanism between pathogen and host could be analyzed 

from nutrition competition. The total secreted proteins extracted from isolate Y98-16 were separated into 20 fractions by using 

Rotofor (Bio Rad product) preparative isoelectric focusing apparatus. The virulences of all fractions were tested on LTH, a 

susceptible rice cultivar. The results show that the pI span of the strongest virulence fraction is from pI4.2 to pI6.9. Then, the 

comparative proteome analysis of the secreted proteins from Y98-16 at nitrogen starvation induction and nitrogen culture was carried 

out by using two-dimensional gel electrophoresis with pI4-7 IPG strips. 173 and 238 spots were detected on the 2-DE maps of the 

secreted proteins at nitrogen starvation induction and at nitrogen culture respectively. Among them, 51 protein spots have significant 

differences (up regulation 22 and down regulation 29), and moreover 26 of these spots were identified through MALDI TOF/TOF. 

According to function analysis, these differential proteins are involved in molecular functions including metabolism, catalysis, stress, 

development and cell division and so on. 
Keywords Magnaporthe oryzae; Secreted protein; Two-dimensional gel electrophoresis; Nitrogen starvation 
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研究背景 

由 Magnaporthe oryzae 侵染水稻引起的稻瘟病

是水稻生产上危害最为严重的病害 (Baker et al, 

1997)。稻瘟菌也是研究植物与真菌病原相互作用的

重要模式生物。近年来的研究表明，病原菌分泌到

细胞外的蛋白质在其与寄主的互作中发挥着关键

作用(Stergiopoulos and de Wit, 2009)。利用双向电泳

等蛋白质组学研究方法对于植物病原真菌菌丝体

及分泌蛋白质的研究为揭示其发育和致病机制提

供了大量的候选蛋白进行下一步研究 (Gonzalez- 

Fernandez and Jorrin-Novo, 2012; Espino et al, 2010)。

Talbot 等人的实验表明氮饥饿胁迫能够诱导稻瘟病

菌产生可形成病斑的致病性分泌蛋白(Talbot et al, 

1997)。苏源等发现不同致病力菌株的稻瘟病菌在氮

饥饿胁迫下产生分泌蛋白的致病力也不同(周晓罡

等, 2009)。这些结果表明，了解氮饥饿胁迫对稻瘟

病菌分泌蛋白组的影响对于阐释其致病机制具有

重要意义。蛋白质组由 Marc Wilkins 于 1995 年首

次提出，是指在特定的时间和空间上，一个细胞或

一个组织基因组所表达的全部相应蛋白质(Wasinger 

et al., 1995)。双向电泳和质谱技术是目前广泛使用

的蛋白质组学实验方法。本课题组已经初步建立了

稻瘟病菌分泌蛋白双向电泳的试验方法并对不同

致病力菌株的分泌蛋白质的电泳图谱进行了比较

(蔡永占等, 2010)。本实验中首先利用液相等电聚焦

将稻瘟病菌的分泌蛋白质按等电点进行组分分离。

将这些组分在水稻感病品种 LTH 的叶片上进行致

病力大小的检测而获得主要致病蛋白质分布的等

电点范围，根据此范围选择相应等电点分离区间的

胶条分别对稻瘟病菌在全氮培养和氮饥饿诱导条

件下的分泌蛋白质进行双向电泳。通过对二维图谱

的分析比较而获得表达量差异点并进行质谱鉴定。 

1 结果与分析 

1.1 液相等电聚焦及致病力检测 

通过电泳，Rotofor 将稻瘟病菌分泌的总蛋白质

分离为酸性蛋白质(pH＜7)和碱性蛋白质(pH＞7)两

个类群共 20 个组分。各组分测得的 pH 梯度分布见

图 1。结果表明 Rotofor 能够有效的将稻瘟菌分泌的

总蛋白按等电点分开成 20 个组分。活性测试中在

这两个类群的蛋白中均有致病作用的组分并且症

状不完全相同，酸性蛋白活性组分造成的病斑要大

于碱性蛋白。这初步说明稻瘟病菌分泌蛋白质的致

病性是多个蛋白质共同作用的结果，酸性蛋白质可

能是其中主要的致病成分。图 2 中展示了部分组分

接种的典型症状。其中，致病性较强的组分集中于

酸性蛋白2、6、7、9和10这五个组分(pH4.2~pH 6.9)。 

1.2 双向电泳结果及差异分析 

本实验分别获得菌株 Y98-16 在全氮培养与氮

饥饿诱导下的 2-DE 分泌蛋白考染图谱，且制备的 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 1 Y98-16 氮饥饿诱导下总蛋白经液相等电聚焦电泳分离

后各组分 pH 

Figure 1 The pH gradient of each fraction separated from total 

secreted proteins of Y98-16 through Rotofor 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 2 Y98-16 分泌总蛋白 Rotofor 液相等电聚焦电泳后部分组分接种丽江新团黑谷叶片后的症状 

注: CK 为对照, 用水处理 

Figure 2 The symptom on leaves of LTH punched inoculated by 20 fractions separated through Rotofor, extracted from secreted 

protein of Y98-16 

Note: CK shows the control of water 
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凝胶染色效果好、本底浅，各点分离清晰，无明显

横向或纵向拖尾，能满足双向电泳软件分析的需要，

从图中(图 3 所示)可以看出分泌蛋白在 116.0 kD~ 

14.4 kD之间均有分布，主要集中在 80.0 kD~30.0 kD，

蛋白 PI 从 5~6 广泛存在，用 PDQuest7.4 图像分析

软件构建了分泌蛋白质组匹配差异图谱，其中在全

氮培养条件下菌株分泌蛋白质组图谱上检测到平

均 238 个蛋白点，在氮饥饿条件下菌株分泌蛋白电

泳图谱上检测到平均 173 个蛋白点，两者均有表达

的蛋白质点有 139 个，分别占各自的 80%和 58%，

其中差异显著 51 个(其中氮饥饿诱导下蛋白表达量

相对于全氮培养下上调的有 22 个, 下调的有 29

个)，在全氮培养下表达的有 99 个，在氮饥饿下表

达的有 34 个(表 1)所示，由此可看出两处理间蛋白

表达的数量和表达量存在差异，可用于差异分析。 

1.3 差异表达蛋白的质谱鉴定 

从 Y98-16 菌株在全氮培养与氮饥饿诱导下显

著差异表达的分泌蛋白中随机挖取蛋白点 30 个，

鉴定了 26 个蛋白质点，图 3 中标出了这些差异点

的位置。根据 Gene ontology程序对每个鉴定的蛋白

质功能进行了分类，分析结果见表 2。在被鉴定的

26 个蛋白质点中，除去 6 个功能未知或不明确的蛋

白质外，共有 20 个有功能描述的蛋白质，这些蛋

白点大部分含有信号肽，只有极少数不含信号肽，

可能是通过其它非典型分泌途径分泌的(结果见

表 2)。通过对差异点的质谱鉴定及其功能分类可以

得出这些蛋白功能涉及代谢、催化、应激、发育、

防御/抗胁迫、细胞分裂等过程。 

1.4 被鉴定蛋白的功能分析 

Y98-16 菌株在氮饥饿诱导下特异表达的分泌

蛋白有 9 号(gi|145602874)丝氨酸羧肽酶 S28，属于 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 3 稻瘟病菌 Y98-16 分泌蛋白的 2-DE 图谱 

注: A: 全氮培养; B: 氮饥饿处理 

Figure 3 Maps for secreted protein Y98-16 by dyeing 

coomassie brilliant blue at the condition of complete medium 

and nitrogen starvation medium 

Note: A: Cultured by Complete medium; B: Nitrogen Starva- 

tion medium 

α/β 水解酶家族成员之一，对丝氨酸羧肽酶类蛋白

的功能研究表明，SCPL 基因在参与种子萌发中储

藏蛋白的水解、细胞程序性死亡中细胞成分的自

溶、种子发育、抗逆境等诸多过程中起作用；27 号

(gi|39974523)糖基水解酶家族 16，属于葡聚糖酶超

 

表 1 Y98-16 在全氮培养与氮饥饿条件下的分泌蛋白表达差异比较 

Table 1 Comparison of secreted proteins from Y98-16 at the condition of complete medium and nitrogen starvation 

胶名称 蛋白点 匹配 共同表达的点 匹配率 1 (%) 匹配率 2 (%) 显著差异 a 上调 下调 特异表达 

Gel Name Spots Matched Co-expression Match Rate 1 

(%) 

Match Rate 2 

(%) 

Difference 

significant 

Up 

regulation 

Down 

regulation 

Specific 

expression 

16t+N 238 139 139 80 58 51 22 29 99 

16t-N* 173 173  100 100    34 

注: *: 参考胶; 16t+N: Y98-16菌株在全氮培养条件下的分泌蛋白; 16t-N: Y98-16 菌株在氮饥饿诱导下的分泌蛋白; a: 选取不

同条件下菌株表达量比值大于 2 (上调)或者小于 0.5 (下调)的为显著差异 

Notes:*: master gel; 16t+N: Secreted Protein from Y98-16 strainsat the condition of nitrogen satiation; 16t-N: Secreted Protein from 

Y98-16 strains at the condition of nitrogen starvation; a: Expression quantity ratio greater than 2 (up regulation) or less than 0.5 

(down regulation) are chosen as significant differences 
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家族成员之一，参与糖类代谢过程；10 号(gi|3994- 

6606)醛糖 1差向异构酶(变旋酶)负责葡萄糖和其他

醛糖在 α与 β形式间的端基互变，涉及碳水化合物

代谢过程。 

在氮饥饿诱导下 Y98-16 菌株分泌蛋白的表

达量相对于全氮培养条件下上调的蛋白有 8 号

(gi|145602874)丝氨酸羧肽酶 S28，他们属于 α/β

水解酶家族成员之一，对丝氨酸羧肽酶类蛋白的

功能研究表明，SCPL 基因在参与种子萌发中储藏

蛋白的水解、细胞程序性死亡中细胞成分的自溶、

种子发育、抗逆境等诸多过程中起作用；12 号

(gi|145610386)糖基水解酶家族 7，属于葡聚糖酶超

家族成员之一；20 号(gi|39971981)混连葡聚糖酶；5

号(gi|39970863)天冬氨酸蛋白酶，这个家族是肽酶

家族成员之一，可能参与蛋白质的水解，是一种广

泛存在于微生物、动物、植物等体内的酶；14/15/21

号(gi|39973165)脯氨酰寡肽酶家族，参与蛋白质水

解；16 号(gi|145613536) ML domain：磷脂酰肌醇转

移蛋白，与油脂识别有关，特别是在病原菌相关产

物的识别上；30 号(gi|39968551) Kelch motif：是一

个基序，以果蝇的突变体来命名的半乳糖氧化酶；

26 号(gi|145610394)蛋白酶相关结构域：这种结构域

在植物的液泡受体中被发现，研究表明这种结构域

形成一个像盖子一样的结构覆盖活性蛋白酶的活

性位点，从而影响液泡受体蛋白的识别。 

在氮饥饿诱导下 Y98-16 菌株分泌蛋白的表达

量相对于全氮培养条件下下调的蛋白有 28 (gi|399- 

76459) β-甘露聚糖酶广泛存在于自然界中，甘露聚

糖是植物半纤维素的重要组分，甘露聚糖的完全酶

解需要β-甘露聚糖酶；13号(gi|39971041)羧酸酯酶，

它是 α/β水解酶家族成员之一；7 号(gi|39964139)

假想蛋白，功能未知；22 号(gi|39952025) WSC 结

构域：这个结构域可能涉及到淡水化合物的合成，

其余功能未知(表 2)。 

2 讨论 

氮饥饿可能是植物病原真菌侵染至寄主组织

内进一步生长时面临的环境胁迫之一(Bolton et al., 

2008)。氮饥饿可影响稻瘟病菌 N 调控相关基因及

部分与致病相关的分泌蛋白质的产生(Donofrio et 

al., 2006)。但其具体的作用机制目前尚不清楚。本

实验利用双向电泳对比较氮饥饿及含氮培养条件

下稻瘟病菌分泌蛋白质组的差异进行了比较分析。

结果显示，氮饥饿可影响稻瘟病菌 N 代谢及相关调 

控相关基因的表达。这些蛋白质表达量的提高反映

了稻瘟病菌为适应氮饥饿胁迫而增强了 N 代谢相

关途径。糖基水解酶(glycoside hydrolases, GH)是降

解植物细胞壁多糖成分主要的酶类(Zoran, 2008)。

本实验中发现在鉴定的 26 个蛋白点中，氮饥饿诱

导下上调和特异表达的蛋白点有 18 个，占鉴定蛋

白的 69%，其余 8 个蛋白下调。Mosquera 等的实验

表明，在稻瘟病菌侵染水稻叶片的早期产生了较大

数量的分泌蛋白质。其中多数是与细胞壁相关的酶

类，本实验利用氮饥饿胁迫后 48 h 后的分泌蛋白质

进行分析，与 Mosquera 等实验中稻瘟病菌侵染水

稻的时间接近。这些结果说明，氮饥饿胁迫可能促

进了稻瘟病菌细胞壁多糖降解酶的产生以有利于

其侵染的进行。分泌蛋白质主要是稻瘟病菌分泌到

寄主组织中，在其二者的相互作用中发挥信号识

别、代谢调控和致病等作用(Ebbole, 2007)。本实验

中被鉴定的蛋白可能在稻瘟菌与水稻的互作过程

中发挥着不同的功能，但确切功能将在进一步的实

验中证实，同时在这些蛋白点中，gi|145605481 和

gi|39971041 已被证明与致病相关(Jeon, 2007)，蛋白

点(gi|145602874)被证明在水稻侵染期间高度表达

(Mathioni, 2011)，表明从分泌蛋白中可找到效应蛋

白的候选蛋白。 

3 材料与方法 

3.1 试验材料 

稻瘟菌菌株 Y98-16 在含氮液及氮饥饿的液体

培养参考蔡永占等的方法(蔡永占等, 2010)。将水稻

品种 LTH的种子在培养箱内 28℃黑暗培养催芽 3 d

后，移栽温室中生长，待第 4 片叶完全展开时接种。 

3.2 液相等电聚焦及致病力检测 

将 2 L 氮饥饿诱导下的滤液冻干后，转入透析

袋中于去离子水中透析 24 h。透析结束后的溶液以

12 000 rpm、4℃离心 20 min，用加入 3% (w/v)的

Biolyte 缓冲液(pI3-10)的 10 mL 去离子水混合后进

行液相等电聚焦电泳。将 Rotofor (Bio-rad)整套设备

安装完毕后，在阳极电极室内加入 0.1 mol/L 

H3PO4，在阴极电极室内加入 0.1 mol/L NaOH 溶液

各 35 mL。在电泳槽内加入去离子水以 5 W 恒定功

率电泳至电流强度无明显变化。取出去离子水，加

入 18 mL混合好的样品溶液以10 W固定功率运行。

起始电压在 700 V 左右，在 2 h 后，电压逐步上升

至 1 200 V，并在 1 250 V 附近小范围变化。当此状
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态持续 30 min 时，停止电泳，将接样管插入电泳室

上的小孔，用真空泵与接样器连接并抽真空接收 20

个组分的样品。各组分的样品先在 1 mol/L 的无菌

Nacl 溶液中透析一夜，再在去离子水中透析 12 h

以消除 Biolyte 对致病性检测的影响。处理后的样

品冻干后用去离子水重溶用Bradford法测定蛋白质

浓度并调整其蛋白质浓度为 1 μg/μL，以水为对照

用于 LTH 叶片接种的活性测定。致病力大小通过在

水稻叶片致伤接种后病斑的大小进行分析。 

3.3 双向电泳 

采用三氯乙酸-丙酮法提取分泌蛋白(蔡永占等, 

2010)。在蛋白滤液中加入 100%三氯乙酸至滤液终

浓度为 15%，充分混匀后 4℃沉淀过夜，12 000 rpm，

4℃离心 30 min，弃上清。沉淀用冷丙酮悬浮后于

-20℃放置 1 h。2 000 rpm，4℃离心 30 min，弃上

清，将沉淀真空干燥后于-80℃保存。沉淀用水化

上样缓冲液重新悬浮，利用 Bradford 法测定蛋白质

浓度，调整上样为 1 mg，上样体积 600 μL，进行双

向电泳。用 pH4-7 17 cm IPG 胶条(Bio-rad)进行水

化。被动水化 14 h。在 PROTEAN IEF Cell 聚焦仪

(Bio-rad)上进行聚焦。其电压程序设定如下：50 V

慢速升压 20 min；250 V 慢速升压 30 min；500 V

快速升压 1 h；1 000 V 快速升压 1 h；4 000 V 线性

升压 2 h；9 000 V 线性升压 3 h，并维持运行时间

至 60 000 Vh 结束。聚焦好的胶条分别进行 2 次平

衡操作，每次 15 min。平衡液母液配方为：6 mol/L

尿素、2% SDS、50 mmol/L pH8.8 Tris-HCl、30%甘

油和 0.002%溴酚蓝。第一次平衡时在母液中加入

2%DTT。第二次平衡时则换为 6%IAA。平衡好的

IPG 胶条用电泳缓冲液冲洗好后小心地放在 12%的

凝胶上，在胶条的负极端加入蛋白质分子量 Mark 

(SM0431, Fermentas)，用 1%琼脂糖封胶液固定好胶

条。用 PROTEANRⅡ Xi Cell 电泳槽(Bio-rad)以恒

电压进行电泳，起始电压为 70 V，待溴酚蓝指示线

越过胶条后，电压改为 300 V，至电泳结束。电泳

结束后胶的染脱色及图像的分析见苏源等方法(苏

源等, 2011)。 

3.4 质谱鉴定及数据库检索 

将表达量有差异的蛋白质点从胶上取下送上

海中科新生命科技公司在 ABI 公司的串联飞行时

间质谱仪(4800 Plus MALDI TOF/TOF Analyzer)进

行质谱分析。将通过质谱仪分析获得的质谱峰数据

通过 Mascot 程序(http://www.matrixsciece.com)进行

蛋白质检索。检索的数据库为稻瘟病菌基因组的数

据库。检索条件为：(1)蛋白质的可信度≥95%；(2)

氨基酸序列覆盖率＞ 20%； (3)Mowse 值≥ 60 

(P<0.05)。对得到的这些蛋白质序列用 SignalP 3.0

软件预测其是否含有信号肽序列(Bendtsen et al, 

2004)。将质谱鉴定后得到的蛋白质序列在 Gene 

ontology 程 序

(http://amigo.geneontology.org/cgi-bin/amigo/blast.cg

i)中选择稻瘟病菌进行功能分类 (Eilbeck et al., 

2005)。 
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