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烟草烟碱转化相关蛋白质筛选分析研究∗
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　　摘　要:为了研究烟草中烟碱转化机理,应用比较蛋白组学方法研究了高烟碱烟草中烟

碱转化相关蛋白质表达情况．采用双向电泳联用质谱技术比较了实验组高烟碱转化烟草叶

片和对照组野生型烟草叶片的蛋白质差异,获得了分辨率和重复性较好的双向电泳图谱．选
取了３４个差异蛋白质点,采用 MALDIＧTOFＧTOFＧMS进行肽质谱指纹图分析,最终有１２
个蛋白质点得到了可靠鉴定,其中在实验组中相对下调的蛋白有７个,相对上调的蛋白有５
个．通过比对蛋白质组库数据,发现这些差异表达的蛋白质主要是参与碳水化合物代谢、能

量代谢等功能,而且亚细胞定位主要是在叶绿体和线粒体,表明这些蛋白表达水平与烟碱转

化具有密切关系,为研究高烟碱转化率烟叶的形成机理提供了新的依据．
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　　Abstract:TostudythemechanismoftobaccoＧnicotineconversion,theexpressionofnicotineconversion
relatedproteinsofhightobaccoＧnicotineconversionwasexploredbydifferentialproteomics．TwoＧdimenＧ
sionalelectrophoresiscombining MSspectrometrywereusedtocomparetheexpressionoftheproteinsbeＧ
tweenhighnicotineconversiontobacco(experimentalgroup)andwildtypetobacco(controlgroup)．After
obtainingthedistinguishableandrepeatable２ＧDpictures,therewere３４differentproteinsspotsbetween
thetwotobaccoplantleaves．１２differentproteinspotswerethenidentifiedbythe MatrixAssistedLaser
Desorption/IonizationＧtimeofFlight MassSpectrometryＧMassSpectrometry (MALDIＧTOFＧTOFＧMS),

including７proteinspotsdownＧregulatedinwhiteflowerleaves(experimentalgroup),and５proteinspots
upＧregulated．Inadditiontocomparisonanalyseswithproteomicdatabase,theseproteinsareinvolvedin
carbohydrate,energymetabolismandsoon．Mostofthemarechloroplastsormitochondriaproteins．Ina
whole,thesedifferentialexpressionproteinswerecloselyrelated withtobacconicotineconversion,which
canprovideanotherpathwayforfindingthemechanismoftobacconicotineconversion．
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　　烟草为富含生物碱的作物,烟草生物碱主要包

括烟碱、降烟碱、新烟草碱和假木贼碱 ４ 种主要

碱[１]．烟草生物碱中,以烟碱为最重要,它约占烟草

生物碱总量的９５％以上,其次是去甲基烟碱,又称

降烟碱．烟草生物碱的组成和含量对烟叶品质和安

全性至关重要,适宜的烟碱含量,尽可能低的降烟

碱含量等生物碱指标是优质低害烟叶的重要特

征[２]．烟碱是使烟草具有商品价值的主要因素,烟碱

的作用是产生生理强度,使吸食者感觉兴奋[３],但其

含量过高损害人体健康．而烟叶中的降烟碱虽然含

量不高,但很容易与烟草中亚硝胺形成烟草特有亚

硝 胺 (TobaccoＧspecific nitrosamines,TSNA)．而

TSNA 是一种严重致癌物,影响吸烟者健康,同时

高含量降烟碱会改变烟叶颜色,从金黄色变成樱红

色,影响外观质量,降低烟叶的吸食品质[４]．吸烟与

健康问题已成为目前国内外关注的热点．研究烟碱

去甲基化代谢及调控机理对烟草减害具有重要

意义．
烟碱转化一直也是烟草及植物研究者关注的

焦点,２００５年美国北卡州立大学 Siminszky博士利

用基因芯片从不同烟碱转化率的白肋烟中筛选到

了烟碱去甲基化的关键 基 因———一 种 细 胞 色 素

P４５０单加氧酶 CYP８２E亚家族[５－６],该家族中三个

基因具有烟碱去甲基化活性,被称为烟碱去甲基化

酶,通过 RNAi抑制高烟碱转化株中三个基因的转

录可以使烟碱转化率从９８％降低到０．８％,比普通

栽培种中烟碱转化率还要低３．６倍[７],从而获得降

烟碱含量较低的高品质烟叶株系．然而,烟碱去甲基

化酶基因的表达调控机制尚不明确,同时烟碱去甲

基化酶的互作蛋白也未见报道．差异蛋白组学通过

对烟碱高表达和野生型烟叶蛋白的差异表达进行

研究,有助于挖掘烟碱去甲基化过程重要蛋白,可

为筛选烟碱去甲基化酶基因互作蛋白以及研究其

表达调控机制提供重要数据和前期基础．为此本文

以前期获得的烟碱高表达的突变株和烟碱正常表

达的野生型为实验材料,通过蛋白质双向电泳技

术分离鉴定差异表达蛋白,以期找到烟碱转化相

关重要蛋白,为进一步探讨烟碱转化机理提供理

论依据．

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂

EttanTM 双向电泳系统(美国 Amersham BioＧ
sciences公司);UVＧ１６００型紫外分光光度计(北京

瑞利分析仪器公司);LGJＧ１０冷冻干燥机(北京四环

科学仪器厂);VoyagerDEＧSTR 飞行时间质谱仪

(美国 AppliedBiosystems 公司)．固相 pH 梯度干

胶条(pH ＝４~７,线性梯度,２４cm),载体两性电解

质(pH ＝４~７),固相pH 梯度等电聚焦电泳(IPG)
缓冲液(pH ＝ ４~７),矿物油,尿素,３Ｇ(３Ｇ(胆酰胺

基丙基)二甲氨基)丙磺酸盐(CHAPS)和二硫苏糖

醇(DTT)等均购自美国 Amersham Biosciences公

司;丙 烯 酰 胺、硫 脲、过 硫 酸 铵、四 甲 基 乙 二 胺

(TEMED)、牛血清白蛋白 (BSA)、苯甲基磺酰氟

(PMSF)、碘乙酰胺、甘氨酸、三羟甲基氨基甲烷

(Tris)、十二烷基硫酸钠(SDS)、乙腈、TPCKＧ胰蛋

白酶、铁氰化钾、硫代硫酸钠、三氟乙酸和基质αＧ氰

基Ｇ４Ｇ羟基肉桂酸(CCA)均为 Sigma公司产品;Taq
酶为 MBI公司产品;植物 RNA 提取试剂盒为安比

奥生物技术公司产品;其它试剂均为国产分析纯试

剂,所有试剂均用超纯水配制．高烟碱转化烟草材料

(hnc１)为中烟公司郑州烟草研究院基因研究中心

在海南陵水以野生型白肋烟品种 B３７中筛选获得

和保存．
１．２　样品制备及烟碱测定

烟草材料栽培在郑州烟草研究院温室,盛花期

打顶,７d后,取１１~１３片成熟叶片快速放入干冰或

液氮中冷冻,之后转移至－８０ ℃冰箱保存备用．
取部分冻干叶片,液氮下研磨成粉,测定时取

粉末适量,应用液相色谱/质谱联用仪(LC/MS)测

定烟碱、去烟碱含量,并计算烟碱转化率．
１．３　双向凝胶电泳

将－８０ ℃冰箱中保存的烟草叶片在液氮中研

磨成粉末,然后将粉末悬浮在含有 １０％ 三氯乙酸

(TCA)和０．３％ DTT 的预冷丙酮溶液中,在 －２０
℃冰箱沉淀过夜．然后在４ ℃,１６０００r/min离心１
h．弃上清,重悬沉淀于０．３％ DTT 的预冷丙酮溶液

中,４ ℃,１６０００r/min离心３０min,弃上清,重复一

次,最终得到的沉淀在冷冻干燥后置－８０ ℃下保存

０２１
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备用．
烟草叶片蛋白５００μg先溶于裂解液(７ mol/L

尿素,２mol/L硫脲,４％ CHAPS,４０ mM Tris和２
mM PMSF)中,振荡混匀,３０ min后加入２倍量的

样品溶解液(８ mol/L尿素,４％ CHAPS,２％ pharＧ
malyte３Ｇ１０,１％ DTT)混匀,充分溶解,１２０００r/

min离心１０min,取上清液加入水化液(６mol/L 尿

素,２mol/L 硫尿,２％ CHAPS,３ mg/mL DTT,０．
５％IPG 缓冲液 pH ３~１０,痕量溴酚蓝)充分混合

至总体积为４５０μL,１２０００r/min离心１０ min,取
上清液加入第一向胶条槽．第一向等电聚焦电泳参

考 Gorg等[８]的方法和IPGphorTM 等电聚焦系统

操作指南进行．第二向垂直 SDSＧPAGE 电泳参考文

献[９]的方法进行．使用质量分数为１０％的分离胶．
１．４　考染和图像分析

参考 Amersham Biosciences公司关于双向电

泳的实验技术指南的硝酸银方法进行染色．染色后

的凝胶用图像扫描仪透射扫描成像,所得图谱用

PDQuest软件进行图像分析,比较蛋白质点差异．
１．５　肽质谱指纹图分析和数据库检索

参照文献[１０]的方法对蛋白质点胶内酶切,提
取多肽混合物进行 MALDIＧTOFＧMS质谱分析．采
用反射模式,正离子测定,离子源加速电压２０kV,
激光波长３３７nm,脉冲宽度３ns,离子延迟提取１００
ns,真空度５．３×１０－５ Pa,质谱信号单次扫描累加

１００次．获得的混合物肽片段数据通过 Mascot(htＧ
tp://www．matrixscience．com)网站进行检索．数据

库为 NCBI;物种为拟南芥;胰酶酶切;允许不完全

裂解位点数为１;固定修饰为碘乙酰胺化;可变修饰

为甲硫氨酸氧化;质量容差为０．２．

２　结果与讨论

２．１　烟草材料烟碱转化情况分析

采用生物碱和非靶向全组分代谢物检测方法

测定了实验组和对照组成熟叶片烟碱含量和去降

烟碱含量,如图１所示．由图１可知,相对于对照组

野生型烟草 B３７,突变体烟碱含量减低２５％,而降

烟碱含量升高１６．２倍,烟碱转化率从３．４５％提高到

４３．５５％,烟碱转化率得到显著提高．说明选取的实

验组为典型高烟碱转化植株,适用于高烟碱转化

研究．
２．２　烟草蛋白的双向电泳图谱分析

通过双向电泳技术对实验组和对照组烟草蛋

图１　实验组突变体hnc１与对照组野生

型 B３７烟碱、降烟碱含量(A)及烟碱转化

率(B)比较

Fig．１Comparisonofthecontentofnicotineand
nornicotineandthepercentconversionofnicotine
betweenmutanthnc１andwildtypeB３７

图２　烟叶蛋白双向电泳结果

Fig．２　Theresultof２Delectrophoresis

白进行分离,并通过扫描成像,用 PDQuest软件进

行图像分析,结果如图２．分析发现,突变株烟叶蛋

白与野生型比较,共找到５６个蛋白质点表达有差

异,其中表达上调２２个,表达下调３４个．差异点分

子量集中在２５~５５kD,等电点集中在pH４．５~６．５

１２１
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之间．选取其中３４个分布较集中,且丰度较大的蛋

白质进行进一步的酶解和质谱鉴定．
２．３　差异蛋白质点的鉴定分析

根据差异蛋白的表达量和质量,选取了３４个蛋

白质点进行肽质谱指纹图分析及数据库检索,最终

有１２个蛋白质点得到了可靠的鉴定(见表１)．部分

蛋白质点由于在 MALDIＧTOFＧTOF分析中肽质谱

指纹图分辨率比较低,灵敏度不够,或者因为匹配

率和覆盖率太低未能得到鉴定,还需要通过其它分

析方法进行逐一证实[１１]．图２中箭头标出的为得到

鉴定的差异蛋白质点,表１为鉴定得到的差异蛋白

质情况．从结果可知,差异表达的蛋白质主要是参与

碳水化合物代谢、能量代谢等功能,而且亚细胞定

位主要是在叶绿体和线粒体．而叶绿体和线粒体也

正是生物碱物质合成代谢的场所．

表１　鉴定得到的差异蛋白质性质及其功能分析

Table１　Propertiesandfunctionsofidentifieddifferentialexpressionprotein

点号

SpotNo．

蛋白质名称及功能

Proteinfunction

分子量/等电点

MW/pI

得分

score

覆盖率Sequenc

Coverge/％

蛋白质变化

Proteinalteration(a)

５
辅酶依赖苹果酶

(NADPＧdependentmalicenzyme)
６５４６７/６．５ ２１９ １７％ ↓

１０
甘露糖３,５Ｇ表异构酶

(GDPＧmannose３,５Ｇepimerase)
４３１３０/５．８５ ５８ ５８％ ↓

１３

核酮糖二磷酸羧化酶/加氧酶２
(Ribulosebisphosphatecarboxylase/oxygＧ

enaseactivase２)
４８５４１/８．１４ ３９ ５４％ ↓

１８
叶绿素结合蛋白１６抗体

(ChlorophyllaＧbbindingprotein１６)
２８３３１/５．４８ １０２ ９％ ↑

１９

超氧化物歧化酶

(Superoxidedismutase[Fe],chloroplastic
(Fragment))

２３０２８/５．５３ ６．１ ６０％ ↑

１９’

铁氧还蛋白还原酶同工酶—辅酶,叶型

(Ferredoxin—NADPreductase,leafＧtype

isozyme)
４０７０５/８．３７ ２４１ １７％ ↓

２３

磷酸激酶,叶绿体前体

(Phosphoglyceratekinase,chloroplast

precursor)
５０００８/６．２３ ３７ １８％ ↓

２７

甘油三磷酸脱氢酶

(GlyceraldehydeＧ３Ｇphosphatedehydrog

enaseA)
４２１２２/６．６０ １３３ ２７％ ↓

２８
网格蛋白相互作用epsin２

(ClathrininteractorEPSIN２OS)
５２９０１/５．０６ ３９ ３％ ↑

３２

２,３磷酸甘油酸变位酶

(２,３ＧbisphosphoglycerateＧindependent

phosphoglyceratemutase)
６１２５７/５．８９ ４４ １５％ ↓

３３
ATP合成酶α基

(ATPsynthasesubunitalpha,chloroplastic)
５５３６０/５．２ １１７ ５％ ↑

４１

超氧化物歧化酶

(Superoxidedismutase[Fe],chloroplastic
/AlphaＧS１Ｇcaseinprecursor)

２４５７０/４．９８ １４５ １８％ ↑

注:a  ↑ 上调upregulatedinmutant;↓ 下调downregulatedinmutant

２．４　讨论

烟碱是烟草体内重要的次生代谢物质,其合

成、积累以及转化过程受到一个非常复杂的网络调

控,影响因素的不定性使调控措施很不稳定．本文鉴

定得到的蛋白质主要是参与碳水化合物代谢、能量

代谢等功能的蛋白．烟碱向降烟碱转化的过程是一

个复杂的生物化学反应的过程[１２]．早期多数有关烟

碱去甲基化的研究是在具有烟碱转化能力的野生

烟草 上 进 行 的．早 在 ２０ 世 纪 ４０ 年 代,研 究 者

Dawson等[１３]就发现耳状烟草和粘毛烟草中降烟碱
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的主要来源是烟碱去甲基化．烟碱转化的主要部位

为叶片,降烟碱含量的增加与烟碱含量的降低相伴

随．烟碱去甲基化酶在离体和活体内的部分定性已

有所报道[１４]．细胞破碎后,烟碱去甲基酶活性与微

体组分和内质网等相联系．去甲基活动依赖于还原

态核苷的出现．去甲基的速率在由 NADPH 作电子

供体时比采用 NADH 做供体高１５ 倍．鉴定成功的

苹果酸酶(malicenzyme,ME)是调控苹果酸代谢的

关键酶,可以催化苹果酸氧化脱羧的可逆反应,产

生丙酮酸和 CO２,以及伴随 NAD(P)＋ 的还原反应．
根据 辅 酶 特 异 性,苹 果 酸 酶 可 分 为 NAD＋ 或

NADP＋ 依赖性苹果酸酶,并广泛存在于自然界中．
苹果酸酶广泛地参与不同的代谢途径,包括 C４植

物 中 的 固 碳 作 用、真 菌 和 动 物 中 脂 质 合 成 的

NADPH 源泉、以及组织快速繁殖时线粒体能量的

供给等．能催化苹果酸与草酰乙酸之间的可逆转

换[１５]．得到鉴定的蛋白中５号,１９’号等为 NAD＋ 或

NADP＋ 依赖性苹果酸酶,在突变体中表达下调,表
明突变体中烟碱去甲基酶活性较野生型高,烟碱转

化率相应增加,降烟碱增加．
超氧化物歧化酶(SOD)是生物体抗氧化胁迫

的关键酶类[１６],其活性决定了 O－
２  和 H２O２的浓

度．SOD催化 O－
２ 的歧化反应,生成 H２O２和 O２,

H２O２在过氧化氢酶和谷胱甘肽过氧化物酶催化下

转化为水而得以清除．烟叶生产过程中经常会发生

干旱和低温,无论是在高温还是低温胁迫下,烟苗

内源性抗氧化剂的含量均显著下降,细胞膜透性增

大,O－
２ 大量产生,积累膜脂过氧化产物(MDA),

并随低温胁迫时间的延长而增加,膜脂过氧化作用

加剧,活性氧生成与清除失衡,从而对烟苗的生长

发育和烟叶品质产生不良影响．本实验中发现１９号

和４１号鉴定为超氧化物歧化酶,３３号为能量代谢

相关蛋白,在突变体中表达为上调,而１３号为核酮

糖二磷酸羧化酶,在突变体中下调,增加了 O－
２ 和

H２O２的浓度,降低烟草品质．甘油三磷酸脱氢酶在

糖酵解中,催化甘油醛Ｇ３Ｇ磷酸在有 NAD＋ 和磷酸

时,被磷酸化并氧化,形成１,３Ｇ二磷酸甘油酸的酶．
文献[１１]中不打顶喷施精胺/亚精胺,SUT１和３Ｇ磷

酸甘油醛脱氢酶基因表达下调,蔗糖磷酸合成酶

(SPS)活性升高,蔗糖积累增多,谷氨酰胺合成酶

(GS)、硝酸还原酶(NR)活性升高,腐胺 NＧ甲基转

移酶基因(PMT)表达量增多,烟碱生物合成增多,
这表明含硫(S)物质对烟碱的生物合成有负调控作

用．２７ 号甘油三磷酸脱氢酶在突变体叶片表达下

调,降低了烟碱的合成,导致降烟碱增加．２,３Ｇ磷酸

甘油酸变位酶是糖酵解和糖异生过程中的一个关

键酶,催化 ３Ｇ磷酸甘油酸 (３Ｇphosphoglycerate,３Ｇ
PGA)和 ２Ｇ磷 酸 甘 油 酸 (２Ｇphosphoglycerate,２Ｇ
PGA)之间的相互转化．３２号２,３Ｇ磷酸甘油酸变位

酶在突变体中表达下调,表明其活性降低,可能会

导致烟碱含量的改变[１７]．
其他已鉴定蛋白(１０号,１８号,２３号和２８号)

为亚细胞结构结合蛋白,虽然未能找到与烟碱转化

直接的关系,但叶绿体和线粒体为植物生物碱合成

和应用场所,其表达的差异也间接参与了烟碱的

调控．

３　结　论

本文通过采用双向电泳技术对烟碱高转化烟

草叶片蛋白和野生型进行分离鉴定分析,鉴定得到

１２个差异表达蛋白,这些蛋白主要参与碳水化合物

代谢、能量代谢等,且影响和调节了烟碱转化,是烟

碱转化过程中重要的蛋白酶,其表达上调或者下调

直接影响着烟碱转化程度,对这些蛋白表达程度的

鉴定比较,为探讨烟碱转化机理提供了直接的蛋白

数据．然而,要通过解析得到的这些差异去完全解读

烟碱转化机理还存在较大困难,同时要完全弄清烟

碱转化机理过程中蛋白质变化情况也存在难题,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不完备,质谱鉴定出来的蛋

白还有待于进一步的验证,因此要深入研究烟草烟

碱转化机理及解析的蛋白质表达情况来联系烟碱

转化率的具体作用还需要进一步研究．
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