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!
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*目的+建立苹果树腐烂病菌菌丝蛋白双向电泳体系(鉴定不同致病力材料的差异表达蛋白(为从蛋

白质组学角度揭示苹果树腐烂病菌致病机理奠定基础)*方法+以苹果树腐烂病菌野生型
%DCM

菌丝为材料(从蛋白

提取方法,

GcZ

胶条长度及胶条的
J

W

范围
D

个方面对双向电泳体系进行优化(并利用该优化体系对苹果树腐烂病

菌野生型
%DCM

和致病力丧失突变体
YL%%

的菌丝蛋白进行双向电泳分析和比较(对二者的差异表达蛋白进行鉴定和

分析)*结果+采用
]b6

$丙酮法
C>E>

$酚蛋白抽提法及
&'?K

J

W!=%

"

'=%GcZ

胶条(对苹果树腐烂病菌菌丝蛋白

进行双向电泳可以得到理想的蛋白图谱)利用该体系对苹果树腐烂病菌野生型菌株
%DCM

及其致病力丧失突变体菌

株
YL%%

的菌丝总蛋白进行双向电泳分析发现(

$

个菌株共存在
$'

个差异表达蛋白点(其中有
&"

个显著差异表达蛋

白点'质谱分析结果表明(突变体
YL%%

中缺失的
$

个蛋白点
!#DD

和
M"&M

分别为丝氨酸苏氨酸蛋白激酶和假想蛋

白(其他
&D

个显著差异表达蛋白点分别为
&

个微管蛋白,

&

个线粒体内膜转移酶亚基,

&

个丙酮酸脱羧氧化酶,

&

个

腺苷高半胱氨酸激酶,

$

个压力诱导的磷蛋白,

&

个己糖磷酸肌醇激酶,

&

个热激蛋白和
"

个假想蛋白)

ZF

分析表

明(该差异蛋白主要参与能量代谢,胁迫应答,细胞结构组成和未知功能)*结论+建立了适合苹果树腐烂病菌菌丝

蛋白的双向电泳体系(并通过该体系分析获得了不同致病力材料的一系列差异表达蛋白)

!关键词"

!
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由黑腐皮壳属真菌!

G,$9, +,$* R:

<

-\441

[-K-A-

"引起的苹果树腐烂病!

B-.5-?-,I4+

"是苹

果生产中的重大病害%

&

&

(全面解析病菌的分子致病

机理对该病害的有效防控策略的制定具有重要意

义)近年来已有研究人员对该病菌分子致病机理开

展了较为广泛的研究)

[:,

等%

$

&对该病菌的全基因

组信息进行了挖掘(发现病菌果胶酶,次生代谢物合

成,氮转运相关蛋白和酸性外泌蛋白酶等相关基因

的扩增和表达(可能是苹果树腐烂病菌适应性侵染

树皮的主要决定因子)

X4

等%

D

&对苹果树腐烂病菌

侵染寄主组织的样品进行了转录组分析(发现在侵

染过程中(病菌会诱导大量基因差异性表达)此外(

T:

等%

!

&首次证实了该病菌存在效应蛋白并可作为

毒性致病因子)然而(从蛋白水平揭示苹果树腐烂

病菌致病分子机理的研究尚未见报道)

近年来(蛋白质组技术已经广泛应用于植物遗

传发育和抗逆反应等诸多生物学领域%

"CL

&

)随着蛋

白质组技术功能的不断开发(该技术在植物病原菌

致病机理研究中也得到了广泛的应用)

Y*

等%

&%

&研

究发现(不同致病力的禾谷镰刀菌菌丝蛋白质组存

在差异(并且差异蛋白与菌株致病力变异有关)在

分析马铃薯晚疫病菌的发酵液蛋白质组时发现(利

用质谱鉴定的
L

个病菌外泌蛋白与推测的具有致病

功能的质谱数据一致%

&&

&

)利用蛋白质组学结合基

因组信息研究发现(引起小麦赤霉病的禾谷镰刀菌

小种致病力与小种分泌胞外降解酶的能力呈正相

关%

&$

&

)此外(蛋白质组技术还应用于病菌检测,病

菌生理机能等方面研究%

&DC&!

&

)

双向电泳!

13)CA:K4,5:),-.4.4?1+)

J

2)+45:5

(

$C

E@

"作为蛋白质组学的主要技术手段(能够高灵敏

度分析不同条件下生物体总蛋白的表达差异(从而

分离鉴定差异蛋白的种类)然而双向电泳图谱的结

果容易受到各种因素的影响(而电泳图谱的好坏直

接影响软件分析结果的精确度(进而影响质谱鉴定

的准确性(因此建立高分辨率的双向电泳条件是成

功开展蛋白质组学分析的基础)本试验建立了适合

苹果树腐烂病菌菌丝总蛋白的双向电泳体系(并对

该病菌野生型
%DCM

及其致病力丧失突变体
YL%%

的

差异蛋白进行鉴定分析(以期为苹果树腐烂病菌的

蛋白质组学研究提供技术支撑(进而为全面揭示该

病菌的致病分子机理奠定基础)

&

!

材料与方法

&=&

!

材
!

料

本试验所用苹果树腐烂病菌野生型菌株
%DCM

(

由西北农林科技大学植物保护学院果树病害综合治

理实验室采集并保存'突变体菌株
YL%%

也由该实

验室通过农杆菌介导的遗传转化体系获得(

NM%g

甘油保存)蛋白质组学研究所用试剂均购自
Rc

公

司(其他试剂均为国产分析纯)培养基为质量分数

%="Q

可溶性淀粉
R>

培养基)

&=$

!

方
!

法

&=$=&

!

菌株的培养与发酵
!

将苹果树腐烂病菌野

生型
%DCM

及突变体
YL%%

分别接种于
cE6

平板培

养基上)

$"g

活化培养
DA

后(在菌落边缘的幼嫩

菌丝打菌饼!直径为
#KK

"(接种于质量分数
%="Q

可溶性淀粉
R>

培养基中!每
$%%KT

培养基
M

个菌

饼"(

$"g

静置培养
&%A

)期间每天在固定时间人

工摇动
$

次(最后用定性滤纸!滞留粒径为
&&

#

K

"

过滤分离菌丝)

&=$=$

!

菌丝体蛋白质提取
!

分别采用
]b6

$丙酮

法%

&"

&和
]b6

$丙酮法
C>E>

$酚抽提法%

&#

&提取菌丝蛋

白)

]b6

$丙酮法#取
&

O

菌株
%DCM

干燥的菌丝(液

氮研磨后转入
"%KT

离心管(加入预冷的质量分数

&%Q ]b6

丙酮溶液!含体积分数
%=%'Q

巯基乙

醇"(充分混匀(

N$%g

过夜(

&$%%%+

$

K:,

离心
"

K:,

后去上清(加入含体积分数
%=%'Q

巯基乙醇的

21;
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丙酮洗涤沉淀(

N$%g

静置
&2

(重复洗涤,离心过

程至沉淀无色(将沉淀冷冻干燥至粉末)

]b6

$丙酮法
C>E>

$酚抽提法#取
&

O

菌株
%DCM

干燥的菌丝(液氮研磨后加入
&%KT

预冷的质量分

数
&%Q]b6

丙酮溶液!含质量分数
%=$Q E]]

"(

涡旋混匀(

N$%g

沉淀过夜'

!g

,

&$%%%+

$

K:,

离

心
&"K:,

(用
&%%KK).

$

T

醋酸铵,体积分数
M%Q

甲

醇溶液,体积分数
M%Q

丙酮溶液各洗涤
&

次(加入

&%KT>E>

$酚!水饱和酚与
>E>

缓冲液
&e&

混合"

抽提液(振荡混匀(冰置
"K:,

(

!g

,

&$%%%+

$

K:,

离心
&"K:,

(将上层酚相转移至
"

倍体积预冷的

&%%KK).

$

T

醋酸铵甲醇溶液中(沉淀置于
N$%g

下
!2

'

!g

,

&$%%%+

$

K:,

离心
&"K:,

(沉淀用预冷

甲醇,体积分数
M%Q

丙酮各洗
&

次(冷冻干燥至粉

末)

&=$=D

!

蛋白质量浓度测定
!

利用考马斯亮蓝法%

&'

&

进行蛋白质量浓度的测定)分别将
%

(

&%

(

$%

(

D%

(

!%

(

"%

(

#%

#

TK

O

$

KT

牛血清白蛋白加入到试管中(

用
cd>

补足到
&"%

#

T

(各
D

个重复)将适当体积的

待测蛋白样品加入到试管中(并用
cd>

补足到
&"%

#

T

(向试管中加入
$=M"KT

的考马斯亮蓝染液(充

分混匀(静置
"

"

&%K:,

(以不含牛血清白蛋白标准

液的吸光值作为/

%

0对照(波长调至
"L",K

(根据所

测吸光值制作标准曲线(计算蛋白质量浓度及不同

提取方法获得的菌丝蛋白量)

&=$=!

!

不同方法提取菌丝蛋白的双向电泳检测
!

将
$

种方法提取的苹果树腐烂病菌野生型菌株
%DCM

的菌丝蛋白进行双向电泳分析(等电聚焦利用
GcZ

固体胶条(蛋白上样量
!%%

#

O

(用水化上样缓冲液定

容至
D%%

#

T

(加少许溴酚蓝作为指示剂)将聚焦好

的
GcZ

胶条用平衡液平衡后置于
&$Q

聚丙烯酰胺

凝胶上方进行
>E>Cc6Z@

电泳)

>E>Cc6Z@

电泳

参数为先每板胶
"K6

运行
&2

(再改为每板胶
$"

K6

运行至结束)

>E>Cc6Z@

电泳结束后凝胶固定

D%K:,

(双蒸水洗
D

次(考马斯亮蓝染色
!2

%

&'

&

)用

9R6Yc)34+T))I$&%%a.

扫描凝胶(

cEU*451

M=%

进行图片处理和分析)

&=$="

!

不同
GcZ

胶条长度对菌丝蛋白双向电泳的

影响
!

将
]b6

$丙酮法
C>E>

$酚抽提法提取的苹果

树腐烂病菌野生型菌株
%DCM

的菌丝蛋白(分别用
'

和
&'?KGcZ

胶条进行双向电泳检测)具体步骤同

&=$=!

节)

&=$=#

!

不同
J

W

值
GcZ

胶条对菌丝蛋白双向电泳

的影响
!

将
]b6

$丙酮法
C>E>

$酚抽提法提取的苹

果树腐烂病菌野生型菌株
%DCM

的菌丝蛋白分别用

&'?K

J

WD=%

"

&%=%

和
J

W!=%

"

'=%$

种
J

W

梯度

GcZ

胶条进行双向电泳分析(具体步骤同
&=$=!

节)

&=$='

!

双向电泳图谱分析
!

分别将苹果树腐烂病

菌野生型菌株
%DCM

和突变体
YL%%

的双向电泳图谱

上传到
cEU*451M=%

软件上(标记图谱上的
R-+I4+

大小及
J

W

范围(并将图谱上的蛋白点进行一一匹

配(根据蛋白点的灰度比值,匹配程度等参数自动确

定显著差异表达蛋白点)

&=$=M

!

蛋白胶点酶解及质谱分析
!

将显著差异表

达蛋白胶点从双向电泳凝胶上取下(用胰蛋白酶溶

液酶解(样品冻干)将样品溶解点至对应靶位上(用

串联飞行时间质谱仪!

!M%%c.*5 R6TEGC]F8C

]F86,-.

<

_4+

"进行测试分析%

&M

&

)一级质谱!

R>

"

扫描范围为
M%%

"

!%%%*

(选择信噪比大于
"%

的母

离子进行二级质谱!

R>

$

R>

"分析(每个样品点上选

择
M

个母离子(二级质谱!

R>

$

R>

"累计叠加
$"%%

次(碰撞能量
$IB

(

bGE

关闭)

&=D

!

数据库检索

质谱测试用
R-5?)1$=$

软件检索稻瘟菌

!

O,

&

),

=

#461%#4

2

K,%

"和粗糙脉孢菌!

I%54#9

=

#4,

.4,99,

"的数据库(根据搜索结果适当放大至子囊菌

门甚至是真菌数据库进行搜索)

$

!

结果与分析

$=&

!

$

种方法提取苹果树腐烂病菌菌丝蛋白样品

的双向电泳检测

采用
]b6

$丙酮法,

]b6

$丙酮法
C>E>

$酚抽提

法(分别提取苹果树腐烂病菌野生型菌株
%DCM

菌丝

蛋白(除蛋白提取方法不同外(其他试验条件完全一

致(试验结果如图
&

所示)从图
&

的
-

区域可以看

出(

$

种菌丝蛋白提取方法效果差异十分明显(采用

]b6

$丙酮法
C>E>

$酚抽提法提取的菌体蛋白双向

电泳图谱的蛋白质分辨率明显优于
]b6

$丙酮法的

蛋白样品图谱)从双向电泳图谱上可分辨点的数目

看(

]b6

$丙酮法
C>E>

$酚抽提法得到的图谱可识别

L#%

个点(电泳图谱背景较干净(蛋白点独立清晰(

几乎没有纵纹现象(说明蛋白样品杂质较少(而

]b6

$丙酮法提取的蛋白样品只有
M!$

个蛋白点(

且图谱纵纹较多!图
&C6

"(分辨率较低(部分蛋白点

重叠)因此(后续的苹果树腐烂病菌菌丝蛋白提取

均采用
]b6

$丙酮法
C>E>

$酚抽提法)
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6=]b6

$丙酮法'

d=]b6

$丙酮法
C>E>

$酚抽提法

6=]b6

$

-?41),4

J

+4?:

J

:1-1:),

'

d=]b6

$

-?41),4

J

+4?:

J

:1-1:),C

J

24,).

$

>E>4a1+-?1:),

图
&

!

不同方法提取
%DCM

菌丝蛋白的
$CE@

电泳图谱

8:

O

=&

!

$CE@

J

-114+,5)/%DCMK

<

?4.:-.

J

+)14:,\

<

13)A://4+4,14a1+-?1:),K412)A5

$=$

!

GcZ

胶条长度对苹果树腐烂病菌菌丝蛋白双

向电泳的影响

本试验对用
]b6

$丙酮法
C>E>

$酚抽提法提取

的苹果树腐烂病菌
%DCM

的菌丝蛋白分别采用
'

和

&'?K

J

WD=%

"

&%=%GcZ

胶条进行
G@8

等点聚焦(

严格控制其他试验条件不变(结果如图
$

所示)由

图
$

可见(与
'?KGcZ

胶条的电泳图谱相比(

&'?K

GcZ

胶条的电泳图谱中蛋白点比较分散,独立,分辨

率较高(便于
cEU*451M=%

软件分析(但蛋白点仍

集中在小范围等电点区域(故后续试验可用
&'?K

GcZ

胶条(但对胶条的
J

W

范围应进行进一步缩小)

图
$

!

'?K

!

6

"和
&'?K

!

d

"胶条分离苹果树腐烂病菌菌丝蛋白质的
$CE@

图谱

8:

O

=$

!

$CE@

J

-114+,5)/1)1-.

J

+)14:,54a1+-?14A/+)KG,$9,+,$**5:,

O

'?K-,A&'?KGcZ51+:

J

5

$=D

!J

W

对苹果树腐烂病病菌菌丝蛋白双向电泳

的影响

本试验对用
]b6

$丙酮法
C>E>

$酚抽提法提取

的苹果树腐烂病菌
%DCM

的菌丝蛋白分别采用
&'?K

J

WD=%

"

&%=%

和
J

W!=%

"

'=%$

种
J

W

梯度
GcZ

胶条进行分离(结果如图
D

所示)

!!

用
cEU*451M=%

软件分析(

&'?K

J

WD=%

"

&%=%GcZ

胶条共检测到
##%

个点(部分点存在重叠

现象(本试验中苹果树腐烂病菌菌丝蛋白绝大多数

位于
J

W!="

"

'="

(仅有很少蛋白点位于
J

W'="

"

&%=%

!图
D

")经过
D

次生物学重复试验发现(采用

&'?K

J

W!=%

"

'=%GcZ

胶条共检测到
&%#"

"

&%L$

个点(蛋白点清晰独立(得到较好的分离效

果(基本没有蛋白点重叠现象(与
J

WD=%

"

&%=%

GcZ

胶条相比横纹较少(可见使用
&'?K

J

W!=%

"

'=%GcZ

胶条等电聚焦效果明显好于
&'?K

J

W

D=%

"

&%=%GcZ

胶条(蛋白样品得到了理想的分离

效果(便于后续图谱的软件分析(故后续研究采用

&'?K

J

W!=%

"

'=%

的
GcZ

胶条)

$=!

!

苹果树腐烂病菌野生型及突变体菌丝蛋白质

的双向电泳图谱比较

基于建立的双向电泳体系(利用
&'?K

J

W

!=%

"

'=%

线性
GcZ

胶条进行蛋白质的分离分析(通

过严格一致的程序操作(得到重复性好的蛋白质图

41;
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谱(且蛋白点独立无重叠)采用
cEU*451M=%

软件

分析(在分子质量
&!=!

"

&&#=%I*

,

J

W!=%

"

'=%

条

件下(野生型
%DCM

和突变体
YL%%

的
$CE@

图谱上

分别检测到
&&DD

"

&!%&

和
&$LD

"

&!"'

个蛋白

点(二者存在
$'

个差异表达蛋白点(其中有
&"

个为

显著差异表达蛋白点(而且有
$

个蛋白点!

!#DD

,

M"&M

"仅在野生型
%DCM

中出现(在突变体
YL%%

缺失

!图
!

")

图
D

!

不同
J

W

范围胶条对苹果树腐烂病菌菌丝蛋白双向电泳的影响

8:

O

=D

!

@//4?15)/

J

W),$CE@

J

-114+,5)/1)1-.

J

+)14:,54a1+-?14A/+)KG,$9,+,$*

箭头标示两个样品间显著差异表达的蛋白点'

6=

野生型
%DCM

'

d=

突变体
YL%%

]24-++)35:,A:?-14A://4+4,1:-..

<

4a

J

+4554A

J

+)14:,5\41344,13)5-K

J

.45

'

6=S:.A1

<J

4%DCM

'

d=R*1-,1YL%%

图
!

!

苹果树腐烂病菌野生菌株
%DCM

和突变体
YL%%

双向电泳蛋白表达谱的比较

8:

O

=!

!

$CE@

J

-114+,5)/1)1-.

J

+)14:,54a1+-?14A/+)KG,$9,+,$*%DCM-,AYL%%

$="

!

苹果树腐烂病菌野生型与突变体差异表达蛋

白的质谱分析

采用基质辅助激光解析飞行时间质谱!

R6TC

EGC]F8C]F8

"技术(对
&"

个显著差异表达蛋白点

!图
"

"进行质谱鉴定分析(获得肽质量指纹图谱(用

R-5?)1$=$

软件搜索
0bdG,+

和
*,:

J

+)1

数据库鉴

定蛋白点(结果见表
&

)由表
&

可知(突变体
YL%%

中缺失的
$

个蛋白点
!#DD

和
M"&M

经鉴定分别为丝

氨酸苏氨酸蛋白激酶和假想蛋白(其他
&D

个显著差

异表达蛋白点经鉴定分别为
&

个微管蛋白,

&

个线
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粒体内膜转移酶亚基,

&

个丙酮酸脱羧氧化酶,

&

个

腺苷高半胱氨酸激酶,

$

个压力诱导的磷蛋白,

&

个

己糖磷酸肌醇激酶,

"

个假想蛋白和
&

个热激蛋白)

依据
ZF

分类标准及相关文献信息查询(将
&"

个显

著差异蛋白分为
!

个功能类群#能量代谢,胁迫应

答,细胞结构组成和未知功能)

-=

野生型
%DCM

'

\=

突变体
YL%%

'箭头所指为不同材料的显著差异表达蛋白点'

&-

与
&\

处于两块胶的相同位置(其他同
&-

和
&\

-=S:.A1

<J

4%DCM

'

\=R*1-,1YL%%

'

]24-++)35:,A:?-145A://4+4,1:-..

<

4a

J

+4554A

J

+)14:,5\41344,A://4+4,151+-:,5

'

&--,A&\-+41245-K4-+4-5),13)

O

4.5

(

)124+5-+45-K41)&--,A&\

图
"

!

苹果树腐烂病菌野生型
%DCM

与突变体
YL%%

间的
&"

个显著差异表达蛋白点

8:

O

="

!

&"A://4+4,1:-..

<

4a

J

+4554A

J

+)14:,5

J

)15\41344,3:.A1

<J

4%DCM-,AK*1-,1YL%%)/G,$9,+,$*

表
&

!

苹果树腐烂病菌野生型
%DCM

与突变体
YL%%

菌丝显著差异表达蛋白点的基本信息

]-\.4&

!

d-5:?:,/)+K-1:),)/A://4+4,1:-..

<

4a

J

+4554A

J

+)14:,5\41344,3:.A1

<J

4%DCM-,AK*1-,1YL%%)/G,$9,+,$*

蛋白点

c+)14:,

J

):,1

分子质量$
I*

R).4?*.-+

34:

O

21

等电点

cG

覆盖率$
Q

b);4+-

O

4+-14

Z4,d-,I

登录号

6??455:),

,*K\4+

蛋白名称

0-K4)/

J

+)14:,

来源物种

F+:

O

:,-.5

J

4?:45

!#DD !"=D# L=$' $'=%%

O

:

.

!&DL"!'%"

丝氨酸苏氨酸蛋白激酶

>4+:,412+4),:,4C

J

+)14:,

I:,-5421&C.:I4

玉蜀黍

M%,+,

2

9

M"&M $D=$M "=%# $&=DL

O

:

.

D"&#DM!D"

假想蛋白

W

<J

)1241:?-.

J

+)14:,

稻瘟菌

O,

&

),

=

#461%#4

2

K,%

D&%M "%=## "=%" M%=%% ]GRM

1

E@dW6

线粒体内膜转移酶亚基

R:1)?2),A+:-.K4K\+-,4

1+-,5/4+-545*\*,:15

德巴利氏酵母菌

L%J,4

2

#+

2

.%9 1,)9%;

)**

D!%" $&=ML #=## $!=%% ]d6$

1

0@9b̀

微管蛋白

]*\*.:,

&

粗糙脉孢菌

I%54#9

=

#4,.4,99,

'DD& &D=%D M='' &!=%% BGc&

1

[@6>]

己糖磷酸肌醇激酶

G,)5:1).24a-I:5

J

2)5

J

2-14

I:,-54

酿酒酵母

-,..1,4#+

2

.%9

.%4%8*9*,%

:2;
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表
&

!续"

!

b),1:,*4A1-\.4&

蛋白点

c+)14:,

J

):,1

分子质量$
I*

R).4?*.-+

34:

O

21

等电点

cG

覆盖率$
Q

b);4+-

O

4+-14

Z4,d-,I

登录号

6??455:),

,*K\4+

蛋白名称

0-K4)/

J

+)14:,

来源物种

F+:

O

:,-.5

J

4?:45

#D%& &%=$' #="! &!=%% >6WW

1

b606T

腺苷高半胱氨酸激酶

6A4,)5

<

.2)K)?

<

514:,-54

白色念珠菌

",)/*/,,$J*.,)9

#DD& #!="D "=$! &D=!'

O

:

.

!!%!M!#MD

压力诱导的磷蛋白

>1+455C:,A*?4AC

J

2)5

J

2)

J

+)14:,

稻瘟菌

O,

&

),

=

#461%#4

2

K,%

"#&$ #"=%D "=DD D$=%$

O

:

.

D"&#!#D"$

压力诱导的磷蛋白

>1+455C:,A*?4AC

J

2)5

J

2)

J

+)14:,

稻瘟菌

O,

&

),

=

#461%#4

2

K,%

!"&" #$=L' #=%" &%=&M

O

:

.

D"%$M''D"

丙酮酸脱羧氧化酶

c

<

+*;-14A4?-+\)a

<

.-54

粗糙脉孢菌

I%54#9

=

#4,6%64,9

=

%4+,

!&&" $%=&D &%=!% "%=M%

O

:

.

D!%L&"%'D

假想蛋白

W

<J

)1241:?-.

J

+)14:,

嗜热毛壳菌

"1,%6#+*5+61%4+#

=

1*$5+

!#%L '$="! #=%L D&=%L

O

:

.

!!%!'M&L!

热激蛋白

W4-152)?I

J

+)14:,

稻瘟菌

O,

&

),

=

#461%#4

2

K,%

'%&" !L=## "=D# $"=%%

O

:

.

!L$""MDD'

假想蛋白

W

<J

)1241:?-.

J

+)14:,

枯草芽孢杆菌

P4%8*J,.6%4*5++.J4%$$)%4*

'D&$ &D=%" L=!% $&='&

O

:

.

MM&M$M&D

假想蛋白

W

<J

)1241:?-.

J

+)14:,

球毛壳菌

"1,%6#+*5+

&

$#J#95+

D&&% &D='D &%="L &#=$#

O

:

.

D!%L"L"M!

假想蛋白

W

<J

)1241:?-.

J

+)14:,

嗜热毛壳菌

"1,%6#+*5+61%4+#

=

1*$5+

'%&D &&=!& #=#" $#=&M

O

:

.

$ML&L#%D

假想蛋白

W

<J

)1241:?-.

J

+)14:,

粗糙脉孢菌

I%54#9

=

#4,.4,99,

D

!

讨
!

论

目前(从蛋白水平揭示苹果树腐烂病菌致病机

理的报道尚少(而蛋白质作为生物体行使功能的最

终端(对生物体不同生物学功能的发挥具有关键作

用)为此(开展蛋白水平研究有利于直接揭示生物

体生命活动的本质)

双向电泳技术已经成功应用于研究植物,动物

及微生物的蛋白质组学分析%

&MC$%

&

)然而由于研究对

象总蛋白成分差异很大(即使是同一物种(其不同发

育阶段,不同组织都可能存在很大差异(因此套用模

式程序可能得不到理想的试验结果)同时(双向电

泳技术对蛋白样品要求很高(较多的盐离子和杂质

会干扰第一项等点聚焦(并且产生条纹(甚至会导

致等电聚焦过程无法顺利完成(加之该技术影响因

素较多(如样品的制备方法和
GcZ

胶条类型都会影

响双向电泳的最终结果(所以对每种样品都要通过

严格的试验来确定)为此(对于不同条件下的试验

材料(应建立一套专属的双向电泳技术体系)

S-,

O

等%

&#

&发现(

]b6

丙酮法与酚抽提法结合后用于提

取蛋白能够融合
]b6

丙酮沉淀法和酚抽提法的优

点)本试验结果表明(酚
C>E>

抽提法结合
]b6

$丙

酮法联合提取比单独使用
]b6

$丙酮法提取效果更

好)另外(不同长度
GcZ

胶条有不同的
J

W

适应范

围(本试验中苹果树腐烂病菌菌丝蛋白主要分布在

J

W!=%

"

'=%

(使用该胶条仅减少了约
"Q

的位于

J

W'=%

"

&%=%

蛋白质可识别点(但能使
J

W!=%

"

'=%

的菌丝蛋白有较好的分辨率)该体系的建立为

从蛋白水平解析苹果树腐烂病菌的致病分子机理提

供了技术保障)

在之前的研究中(研究人员已经完成了苹果树

腐烂病菌的全基因组测序工作(发现基因组中水解

酶类,次生代谢物合成和酸性外泌蛋白酶等相关基

因的扩增可能是病菌适应性侵染树皮的主要决定因

子%

$

&

)此外(病菌与苹果互作样品转录组测序工作

的完成为挖掘病菌致病相关基因提供了重要依

据%

D

&

)基于转录组信息(证实水解酶基因在病菌致

病过程中发挥重要作用%

$&

&

)此外(

T:

等%

!

&首次发现

报道了苹果树腐烂病菌存在效应蛋白(并证明其为

病菌毒性因子)然而(从转录水平到直接关联生物

体表型特征的蛋白水平还有很多层次的调控)为

此(要全面探究病菌致病机理(必须同步检测转录水

平和蛋白水平表达量%

$$

&

)基于前期筛选获得的致

病力丧失的突变体材料%

$D

&

(本研究从蛋白水平探寻

了致病相关因子)从试验结果可以看出(苹果树腐

烂病菌的致病性并不是由个别基因控制的(可能由

与基础代谢,信号通路等相关的基因共同调控(这意

味着病菌致病机理的复杂性)同时(质谱鉴定也发

现了大量未知差异蛋白)

c4.1:4+

等%

$!

&利用
$CE@

技

术(系统分析了从豌豆类囊体外周蛋白质组中分离

到的
$%%

多个蛋白(其中仅有
DD

个蛋白的功能得到

确认)因此(在今后的研究中(应加大对功能未知蛋

白的研究(分析这些蛋白在苹果树腐烂病菌致病性

中的作用)

;2;

第
#

期 冯
!

浩(等#苹果树腐烂病菌菌丝蛋白双向电泳体系的建立



!

!

结
!

论

本试验发现(采用
]b6

$丙酮法
C>E>

$酚抽提法

提取菌丝蛋白(再用
&'?K

J

W!=%

"

'=%GcZ

胶条

进行双向电泳可以得到理想的蛋白图谱)利用该技

术体系(对苹果树腐烂病菌野生型菌株
%DCM

及突变

体菌株
YL%%

的菌丝总蛋白进行了差异蛋白质组学

分析(获得了参与病菌致病的候选相关蛋白(为从蛋

白水平解析病菌的致病机理奠定了基础)
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