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蛋白质磷酸化是由蛋白激酶催化完成的一种重要的蛋

白翻译后修饰, 是真核生物复杂信号网络的重要组成部分[1].
在各种丝氨酸/苏氨酸蛋白激酶中, I型酪蛋白激酶(casein ki-
nase 1, CK1)的结构和功能在真核生物中都高度保守, 通过介

导不同底物的磷酸化参与动植物多种信号通路, 在细胞增

殖、节律等细胞活动中发挥关键调控作用, 并调控代谢和疾

病的发生等[2~5]. 对植物CK1的研究表明其在植物激素合成和

信号感知、光信号响应、细胞分裂、开花时间以及叶片衰

老等方面发挥重要调控作用[3,6~8]. 由于CK1的功能广泛且底

物众多(人类蛋白组分析显示近一半的蛋白可以被磷酸化,
其中约9.5%的磷酸化由CK1介导[2]), 对CK1内源底物的准确

鉴定已成为系统揭示CK1功能的瓶颈. 尽管一些公开数据库

可以进行底物和磷酸化位点的预测, 但这些位点是否在体内

存在需要验证, 局限性大.
液相色谱结合串联质谱(LC-MS/MS)为体内磷酸化蛋白

质组的分析提供了便利[9,10]. 随着相关技术发展, 数据独立采

集data-independent acquisition (DIA)技术可以实现肽段的全

时段采集和无偏差识别, 显著提高了质谱分析的灵敏度和准

确性[11]. 基于DIA的磷酸化蛋白质组分析已成功应用于低温

和渗透胁迫下拟南芥幼苗的早期信号等研究[12,13], 表明了其

广泛的应用潜力.
本课题组借助基于DIA采样的质谱分析策略深入研究

AEL (植物中的一类CK1)介导的磷酸化事件[14]. 本研究利用

过表达及缺失AEL的拟南芥材料, 比较分析获得了3985个
CK1依赖的磷酸化肽段, 对应于1032个磷酸化蛋白. 通过数

据非依赖的新型采样方式对CK1介导的磷酸化肽段进行全时

段识别和采集, 大大提高了磷酸化肽段及蛋白的鉴定数目,
为全面揭示CK1的生物学功能提供了重要线索.

我们从与AEL相关的磷酸化肽段中鉴定出了一系列底

物识别基序, 实验验证其中4个是CK1新的底物识别基序, 为

CK1的底物预测以及作用机制研究提供了线索. 进一步利用

CK1已有的4个经典基序和4个新基序对拟南芥蛋白数据库进

行全面搜索, 获得了3509个AEL可能的底物蛋白. 这些潜在

底物蛋白功能的富集分析揭示了AEL可能在转录调控、环

境胁迫、代谢、细胞分裂、激素响应和营养等生物学过程

中的功能, 以及AEL已知调控过程的潜在新底物(如发现了调

控开花过程的新的候选底物), 为系统揭示CK1功能和深入阐

明其作用机制提供了重要线索.
考虑到CK1在真核生物中高度保守, 我们进一步利用

CK1底物识别基序(包括新获得的4个新基序)搜索水稻、小

鼠和人类等物种的蛋白数据库, 预测并获得了大量候选底物

蛋白(图1), 这些蛋白的功能聚类分析显示CK1在单子叶和双

子叶植物中保守地调控氮素利用、茎秆伸长以及胚胎发育

等. 染色体和染色质组织、DNA修复及细胞分裂等关键生物

学事件的GO类别在小鼠、人和拟南芥中也得以显著富集,
暗示了CK1在植物和哺乳动物中的保守功能及调控机制.

在富集的CK1参与胚胎发育调控的候选底物中, 我们鉴

定了一个锌指转录因子, C3H17, 该蛋白位于植物生殖发育

和胚胎发育相关的多个核心过程的重要节点. 遗传分析表明

C3H17功能缺失突变体的胚胎发育异常和停滞, 进一步的实
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验证明AEL通过磷酸化C3H17促进其蛋白稳定性和转录活

性, 进而调控植物早期胚胎发育, 为植物生殖发育调控的翻

译后修饰研究提供了线索(图1).
基于DIA的磷酸化蛋白组学分析较为全面地获得了AEL

依赖的磷酸化肽段, 为后续底物鉴定和底物识别基序的富集

奠定了基础. DIA采样方法能够在固定时间内或特定m/z范围

内获得所有母离子及二级子离子信息, 突破了通量限制, 在

蛋白组学的定性稳定性和定量准确性上具有优势. 但考虑到

扫描速度和分辨率, DIA方法对质谱仪的硬件配置有更高要

求. 此外, 所获得的高通量数据的处理也需要特定的算法和

运算能力的提高. 目前的DIA方法仍然需要依赖于数据依赖

型采集方法(DDA)建立的谱图库进行匹配, 实现定性确证和

定量离子选择. 未来随着软件硬件的不断发展, DIA方法将

会为蛋白质组学研究提供更大的便利.
本研究基于全面获取的AEL依赖的磷酸化肽段, 获得了

对应的磷酸化蛋白并开展功能分析, 富集并验证了CK1新的

底物识别基序, 为CK1的底物识别和磷酸化位点预测提供了

新标准. 证明了AEL介导的C3H17蛋白磷酸化参与拟南芥胚

胎发育的作用及机制. 利用底物基序对其他物种中潜在CK1
底物的预测大大扩展了CK1的底物范围, 有助于深入揭示

CK1的保守功能和作用机制.
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图 1 磷酸化蛋白组学全面揭示I型酪蛋白激酶的保守功能及调控

植物发育的作用机制
Figure 1 Phosphoproteomics comprehensively reveals the conserved
function of casein kinase 1 and its functional mechanism in regulating
plant development
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