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摘要: 基于33年的长期定位施肥试验, 利用蛋白质组学的方法研究了长期定位施用高低氮肥对夏玉米(Zea 
mays)籽粒清蛋白的影响。试验共设3个处理: 高氮组(年施用量为276 kg·hm-2)、低氮组(年施用量为138 
kg·hm-2)以及对照组(不施氮肥)。以玉米品种‘鲁玉16’为材料, 人工授粉后, 在玉米成熟期取其穗中部籽粒, 利
用蛋白质双向电泳和质谱技术对籽粒清蛋白进行差异分析和鉴定。结果表明: 与不施氮肥相比, 长期高、低氮

处理均导致清蛋白的含量降低, 且在低氮条件下达显著水平。双向电泳结果表明长期低氮处理与不施氮肥相

比共有7个差异蛋白点, 1个上调, 6个下调; 长期高氮处理与不施氮肥相比共有6个差异蛋白点, 1个上调, 5个下

调。差异蛋白的基因表达分析与双向电泳结果相一致。通过质谱鉴定并对其进行功能分类, 共分为4类, 分别

为: 蛋白质及氨基酸代谢相关蛋白、能量代谢相关蛋白、表达调控及防御抗逆相关的蛋白和功能未知蛋白。
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随着生活水平的提高, 人们越来越追求农产

品的营养价值, 而玉米(Zea mays)作为重要的粮食

作物, 其籽粒的发育情况对其最终的产量和营养品

质均产生非常大的影响, 营养品质主要包含籽粒中

的蛋白质、脂肪、维生素及矿物质等的含量。施

肥能够提高产量, 改善作物品质, 而蛋白质是生命

的物质基础, 因此, 研究施肥对玉米成熟籽粒贮藏

蛋白的影响具有重要的意义。

玉米籽粒品质的好坏除了受自身遗传影响外, 
还受到种植方式(张向前等2012)、管理方式(徐明

杰等2015)、高温(杨欢等2017)、施肥(Yuan等2016; 
Kumar和Bohra 2014)和淹水(任佰朝等2013)等的影

响。目前玉米籽粒蛋白的研究主要集中在籽粒发

育过程中相关蛋白的表达特性(于涛等2017)、籽

粒蛋白含量数量性状基因座(quantitative trait locus, 
QTL)定位(宝华宾等2016)、储藏温度对玉米中蛋

白质的影响(张智猛等2005)、施肥对籽粒蛋白的

影响(殷晶晶等2017)等方面。利用蛋白质组学方

法研究施肥对玉米籽粒蛋白的影响鲜有报道, 对
作为玉米籽粒主要贮藏蛋白质之一的清蛋白研究

尚属空白。

本研究为探究长期定位施肥条件下玉米籽粒

清蛋白的蛋白质组学特性, 通过双向聚丙烯酰胺

凝胶电泳和离子解析飞行时间质谱技术对不同施

氮条件下玉米籽粒清蛋白进行差异分析和鉴定, 

以期为科学合理施肥、改良玉米籽粒营养品质、

指导农业生产提供理论依据。

1  材料与方法

1.1  试验设计

试验于1978年在青岛农业大学(原莱阳农学

院)莱阳试验站进行, 于2011年取样, 所选材料来源

于玉米(Zea mays L.)品种‘鲁玉16号’。试验地采用

冬小麦(Triticum aestivum L.)-夏玉米轮作制, 每年

两作。

供试土壤为非石灰性潮土, 发育于冲积母质, 
表土质地为轻壤, pH值为6.80, 有机质含量为4.10 
g·kg-1, 全氮量为0.50 g·kg-1, 全磷(P2O5)量为0.46 
g·kg-1, 土壤有效磷(P2O5)含量为15 mg·kg-1, 土壤速

效钾(K2O)含量为38 mg·kg-1, 土壤阳离子代换量为

11.80 cmol·kg-1。

试验共设3个处理(对照组、低氮组、高氮

组), 每个处理设3次重复, 小区面积为33.3 m2。氮

肥为尿素, 对照组不施用肥料, 低量氮肥每年施用
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量为138 kg·hm-2,  高量氮肥每年施用量为276 
kg·hm-2。氮肥施用情况: 15%用作种肥, 35%施用

于起身期, 50%施用于拔节期, 冬小麦和夏玉米各

占一半。2011年, 人工授粉后, 在玉米成熟期选取5
棵长势一致、有代表性的植株, 取其穗中部饱满

籽粒, 经液氮速冻后于−80°C超低温冰箱保存, 用
于蛋白质组学研究。

1.2  测定项目与方法

1.2.1  籽粒清蛋白的提取及测定

籽粒清蛋白的提取参照何照范(1985)的方

法。取0.5 g样品加入2 mL水, 研磨至匀浆, 再加入

3 mL水转移至离心管中, 用3 mL水冲洗研钵并振

荡5 min, 1 856×g离心8 min, 取上清液, 加8 mL水, 
振荡5 min, 1 856×g离心5 min, 取上清液, 重复4次
该步骤, 用水定容至50 mL。吸取样液1 mL, 加入

考马斯亮蓝溶液5 mL, 混匀, 放置2 min, 595 nm比

色。根据以标准蛋白液浓度为横坐标、吸光度为

纵坐标建立的标准曲线, 计算样品吸光度对应的

清蛋白含量。

1.2.2  籽粒清蛋白的SDS-PAGE
十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium 

dodecyl sulfate–polyacrylamide gel electropheresis, 
SDS-PAGE)的装置为DYZC-24B型电泳仪(北京市

六一仪器厂), 板胶厚1 mm。分离胶浓度为12%, 浓
缩胶浓度为5%。将200 µg样品加入点样孔。开始

时电压为100 V, 待溴酚兰完全进入浓缩胶界面后, 
以120 V恒压电泳至结束。电泳后, 考马斯亮蓝染

色并脱色, 采用UMAX Powerlook 2100XL扫描仪

扫描成像。

1.2.3  籽粒清蛋白的纯化与定量

取上述清蛋白提取液用丙酮沉淀, 13 021×g离
心1 h, 用裂解液溶解, 裂解液含7 mol·L-1尿素、2 
mol·L-1硫脲、4% 3-[(3-胆酰胺丙基)-二乙胺]-丙磺

酸{3-[(3-cholamidopropyl)dimethylammonio]-1- 
propanesulfonate, CHAPS}、40 mmol·L-1 β-巯基乙

醇、0.2%固相pH梯度缓冲液(immobilized pH gra-
dient buffer, IPG buffer), pH为4~7。用2-D Clean-
Up Kit纯化蛋白试剂盒纯化蛋白后, 用水化液溶解

蛋白, 水化液含8 mol·L-1尿素、2% CHAPS、20 
mmol·L-1 β-巯基乙醇、0.5% IPG bufffer, pH为

4~7。采用Bradford (1976)法定量, 以牛血清白蛋

白为标准蛋白。

1.2.4  籽粒清蛋白的双向电泳

取含200 µg蛋白质的上述蛋白质溶液, 用上样

水化缓冲液(水化液+0.002%溴酚蓝+0.012%去除

点拖尾试剂)补充体积到450 µL后, 将24 cm、pH为

4~7的固相pH梯度线性胶条覆盖于该蛋白溶液上

方, 被动水化17 h, 进行等电聚焦(20°C, 100 V, 1 h; 
300 V, 1 h; 500V, 1 h; 1 000 V, 2 h; 8 000 V, 3 h; 8 000 
V, 10 h; 500 V)。聚焦结束后, 分别用含1% β-巯基

乙醇和2.5%碘乙酰胺的胶条平衡缓冲液{含6 mol·L-1

尿素、2% SDS、0.075 mol·L-1三羟甲基氨基甲烷

[tris(hydroxymethyl)aminomethane, Tris]、30%甘

油、0.002%溴酚蓝, pH为8.8}平衡胶条各15 min。
平衡完毕后, 将胶条紧贴在12%聚丙烯酰胺凝胶上

方, 进行第二向电泳(每根胶条3 W, 24~27 h)。电

泳结束后采用改进的银染方法对凝胶进行染色, 
然后用UMAX PowerLook 2100XL扫描仪扫描图

像, 图像分析采用ImageMaster platinum 6.0软件, 
实验重复3次。选取表达丰度上调或下调1.5倍并

且在统计学T检验上P<0.05的蛋白质为差异蛋白

质点进行质谱分析。

1.2.5  蛋白消化

从凝胶中切下蛋白点, 用500 μL脱色液[25 
mmol·L-1碳酸氢铵、50%乙腈]洗脱3次, 每次洗脱1 
h, 弃上清液, 再添加500 μL乙腈使蛋白点脱水。将

处理后的蛋白点放置在200 μL缓冲液[25 mmol·L-1

碳酸氢铵、10 mmol·L-1 β-巯基乙醇 ]中, 56°C条件

下水浴1 h, 进行二硫键的裂解; 加入200 μL (25 
mmol·L-1碳酸氢铵、55 mmol·L-1碘乙酰胺)缓冲液, 
室温避光条件下水浴45 min, 进行半胱氨酸的烷基

化; 用25 mmol·L-1碳酸氢铵缓冲液洗涤蛋白点两

次, 并用500 μL乙腈脱水; 用胰蛋白酶溶液(含10 
ng·μL-1的25 mmol·L-1碳酸氢铵缓冲液)覆盖蛋白

点, 在冰上放置30 min后, 弃去剩余的胰蛋白酶溶

液, 并加入25 μL的25 mmol·L-1碳酸氢铵, 37°C条件

下放置12 h, 进行蛋白水解, 加入5% (质量分数)甲
酸终止反应。

1.2.6  质谱分析和数据库搜索

使用MALDI/TOF质谱仪(Bruker ultrafleXtreme, 
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Germany)对蛋白点进行鉴定。蛋白经消化后, 将1 
μL肽液滴在Anchorchip板上, 室温条件下干燥, 在
相同位置将0.1 μL的α-氰基-4-羟基肉桂酸滴在板

上, 质量范围为500~3 500 Da, 扫描分辨率为50 000
半峰全宽(full width at half maximum, FWHM)。选

择3~5个最丰富的一级质谱峰用于二级质谱扫描。

使用Mascot 2.3.02软件(Matrix Science, Lon-
don, UK)进行数据库搜索、肽质量指纹分析和二

级质谱分析, 该数据库与国家生物技术信息中心

非冗余数据库进行了比较。蛋白质鉴定的得分大

于63并且在统计学T检验上P<0.05被定义为显著

差异表达的蛋白。

1.2.7  总RNA提取和cDNA合成

参照TaKaRa的MiniBEST Plant RNA Extraction 
Kit试剂盒的步骤提取总RNA。参照TaKaRa的Prime 
Script RT Master Mix (Perfert Real Time)试剂盒的

反转录步骤进行cDNA的合成。

1.2.8  实时荧光定量PCR
以合成的cDNA作为基因扩增的模板, 选取与差

异蛋白点相关的基因设计引物(表1), 以玉米Actin
基因作为内参, 参照TaKaRa的TB Green Premix Ex 
Taq II (Tli RNaseH Plus)试剂盒的步骤进行荧光定量

PCR反应。通过实时荧光定量获取循环阈值(cycle 
threshold, Ct), 基因相对表达量计算采用2−ΔΔCt的方式: 

相对倍数=2−ΔΔCt (目标基因)

ΔΔCt (目标基因)=处理组ΔCt (目标基因)−对照组ΔCt (目标基因)

ΔCt (目标基因)=Ct (目标基因)−Ct (内参)

1.3  数据处理

采用SPSS 21.0软件对数据进行差异显著性分

析(T检验), P<0.05为显著差异, P<0.01为极显著差

异。用Excel 2010软件进行柱状图的制作。

2  实验结果

2.1  长期施用高低氮肥对玉米籽粒清蛋白含量的

影响

从图1可以看出, 长期施用高氮、低氮条件下, 清
蛋白含量分别为2.94%、2.14%, 与不施氮肥(3.12%)
相比, 含量均降低, 并且在低氮条件下降幅较大, 
高氮条件下降幅较小。方差分析结果表明, 长期

施用低氮与不施氮肥相比, 清蛋白含量显著下降, 
而长期施用高氮与不施氮肥相比, 清蛋白含量并

未出现显著变化。

2.2  玉米籽粒清蛋白的单向SDS-PAGE分析

不同处理玉米籽粒清蛋白单向电泳结果如图

2所示。可以看出与对照组相比, 高氮处理组和低

氮处理组的清蛋白图谱均观察到差异表达的蛋白

质谱带。

2.3  玉米籽粒清蛋白的双向电泳分析

双向电泳检测结果如图3所示, 与对照组相比, 
共发现13个蛋白点在长期定位施用高低氮肥条件

下显著差异表达, 有3个点(点102、点115和点218)

表1  引物名称与序列

Table 1  List of primers and sequences

引物名称	              引物序列(5′→3′)

  72 TTGGGAAAACGCTTGTG
102	 ATCAGCGTGGTGGTGAGCCA
110	 TGACACACCTGAGCCTCTTT
115	 GTGGGGAGACGAGGACAAG
132	 CTGCTGGACTTCTGGGTGAG
133	 GTGGGGAGACGAGGACAAG
177	 CGTGTGTGGGTCAAGAAAGG
213	 TTGTGTGCCGCAACAACG
218	 GTGCGGCATCCTGTACGG
Actin	 GTCCATGAGGCCACGTACAA

图1  长期施用高低氮肥对玉米籽粒清蛋白含量的影响

Fig.1  Effect of long-term different nitrogen fertilizer 
treatments on albumin content in maize kernel

*代表与对照相比差异显著(P<0.05)。
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图3  不同处理玉米籽粒清蛋白的双向电泳图

Fig.3  Two-dimensional electrophoretogram of maize kernel 
albumin under different treatments

A: 对照组; B: 低氮组; C: 高氮组。箭头表示与对照相比表达

上调的蛋白点和表达下调的蛋白点。

在高氮和低氮处理条件下与对照相比均差异表

达。长期低氮处理的玉米籽粒清蛋白与对照组相

比共有7个差异蛋白点, 1个点(点232)表达量上调, 
6个点(点213、点115、点110、点132、点218和点

102)表达量下调; 长期高氮处理的籽粒清蛋白与对

照组相比共有6个差异蛋白点, 其中1个点(点177)
表达量上调, 5个点(点133、点115、点218、点72
和点102)表达量下调。

2.4  差异蛋白的质谱分析和功能分类

对差异蛋白点进行质谱检测, 结果如表2所
示。根据蛋白质的功能将10个蛋白点分成4大类, 
与蛋白质及氨基酸代谢相关的蛋白2个: 213 (60S酸
性核糖体蛋白P3)和218 (果胶甲酯酶抑制因子结构

域蛋白前体); 与能量代谢相关的1个: 102 (胁迫蛋白

39短链脱氢蛋白/还原酶SDR家族蛋白); 与表达调

控及防御抗逆相关的蛋白5个: 72 (半胱氨酸合酶亚

型3)、110 (乙二醛酶I)、115 (rab28蛋白)、132 (谷
胱甘肽-S-转移酶)和133 (胚胎发育晚期丰富蛋白

D-34); 功能未知蛋白2个: 177 (1,2-双羟基-3-酮-5-甲
基硫戊烯双氧酶2)和232 (假定蛋白733594)。
2.5  差异蛋白相关基因的表达分析 

为了验证这些差异蛋白点, 本试验进行了差

异蛋白相关基因的表达分析。由图4可以看出, 与
不施氮肥相比, 长期施用低量氮肥条件下, 所有差

异蛋白基因的表达均表现为显著或极显著下调, 
其中, 点115表达量最低; 长期施用高氮条件下, 除
了点177表现为极显著上调, 其他点均表现为显著

图2  不同处理玉米籽粒清蛋白的单向SDS-PAGE图谱

Fig.2  SDS-PAGE map of maize kernel albumin under 
different treatments

箭头表示与对照相比表达上调的蛋白条带和表达下调的蛋白

条带, M为蛋白marker。
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表2  长期定位施肥条件下玉米籽粒清蛋白差异点的质谱鉴定结果

Table 2  MS results of difference points of maize grain albumin under long-term located fertilization

蛋白点   NCBI登记号      分子质量/Da    蛋白得分    等电点      覆盖/%	                              描述 表达量

213	 gi|413943208	 12 041.57	 207	 4.12	 21.67	 60S酸性核糖体蛋白P3	 ↓
218	 gi|259490412	 18 783.38	 256	 6.10	 66.48	 果胶甲酯酶抑制因子结构域蛋白前体 ↓
102	 gi|414590803	 38 883.91	 434	 9.15	 48.88	 胁迫蛋白39短链脱氢蛋白/还原酶SDR家族蛋白 ↓
  72	 gi|414869052	 34 225.98	 349	 5.52	 38.46	 半胱氨酸合酶亚型3	 ↓
110	 gi|37932483	 32 450.46	   82.1	 5.50	 26.55	 乙二醛酶I 	 ↓
115	 gi|22460	 27 692.74	 282	 4.60	 50.72	 rab28蛋白 ↓
132	 gi|226494943	 25 406.10	 205	 7.21	 38.84	 谷胱甘肽-S-转移酶 ↓
133	 gi|670362060	 28 390.92	 409	 4.26	 49.83	 胚胎发育晚期丰富蛋白D-34	 ↓
177	 gi|414864926	 23 622.54	 142	 4.84	 30.81	 1,2-双羟基-3-酮-5-甲基硫戊烯双氧酶2	 ↑
232	 gi|414876534	 22 859.20	   95.4	 5.96	 21.94	 假定蛋白733594 	 ↑

　　箭头表示与对照相比表达量上调(↑)的蛋白点和表达量下调(↓)的蛋白点; 蛋白得分表示检测到的蛋白的可信度评分, 得分>63被认为

是差异蛋白; 覆盖表示检测到的氨基酸含量占总氨基酸含量的比例。

或极显著下调, 其中点218表达量最低。试验结果

与双向电泳结果相一致。

3  讨论

3.1  长期定位施用高低氮肥对玉米籽粒清蛋白的

影响

氮素是植物生长发育过程中必不可少的大量

元素之一, 合理施用氮肥是提高作物产量和品质

的重要措施, 过量施用氮肥不仅会导致大量的氮

素损失, 土壤酸化, 还会造成土壤中积累大量的硝

态氮(王敬等2016)。减少氮肥的施用量虽然可以

降低氮肥的损失, 但会造成作物的产量和品质降低

(Constantin等2010)。关于作物对氮素吸收利用机制

的研究已有一些进展, 张华珍和徐恒玉(2011)指出, 
氮素主要参与作物体内蛋白质、核酸等重要物质的

合成过程, 该过程涉及多个酶, 如硝酸还原酶(nitrate 
reductase, NR)、亚硝酸还原酶(nitrite reductase, NiR)、
谷氨酰胺合成酶(glutamine synthetase, GS)以及谷氨

酸合成酶(glutamate synthase, GOGAT)。Hsu和Tsay 
(2013)研究表明NRT1 (nitrate transporter1)、NRT2 
(nitrate transporter 2)等家族的基因在作物的氮素

吸收利用等方面有重要作用。为从作物籽粒品质

图4  差异蛋白基因的相对表达量

Fig.4  The expression of genes related to differential proteins
A: 高氮组实时荧光定量PCR分析; B: 低氮组实时荧光定量PCR分析。*和**分别代表与内参相比差异显著(P<0.05)和极显著(P<0.01)。
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方向进一步了解氮素的作用机制, 本试验以玉米

籽粒主要贮藏蛋白之一的清蛋白为研究对象, 在
不同施氮条件下对其进行差异分析和鉴定。

前人已研究表明施氮对作物籽粒清蛋白含量

具有影响, 结果却不尽相同。Ning等(2009)对水稻

(Oryza sativa)进行5个氮素水平的处理, 结果表明

水稻清蛋白含量随着氮素水平的增加而上升。汪燕

等(2017)在研究14个不同的苦荞(Fagopyrum tatari-
cum)品种对低氮的响应中发现, 9个品种清蛋白含

量低于对照, 其中6个品种达到显著或极显著差异

水平。杨恩琼等(2009)研究表明, 氮肥施用量在

150~200 kg·hm-2时能显著提高玉米清蛋白含量, 若
施用氮肥过高会导致清蛋白含量下降。本研究在

33年的长期定位施用高低氮肥条件下, 对籽粒清

蛋白含量进行了测定, 结果表明与不施氮肥相比, 
长期定位施用高低氮肥均导致夏玉米籽粒清蛋白

含量下降。因此, 本研究认为若要提高玉米籽粒

清蛋白含量、提升籽粒品质, 应合理控制氮肥的

施用量, 不宜过高或过低。本研究发现, 在低氮条

件下与不施氮肥相比, 清蛋白含量的下降达显著

水平, 而高氮条件下未达显著水平, 表明低氮对籽

粒蛋白品质的影响更大一些, 在农业生产中, 更应

注重改良低量氮肥对玉米籽粒蛋白品质的影响。

3.2  差异表达蛋白的功能分析

3.2.1  蛋白质及氨基酸代谢相关蛋白

真核生物的核糖体为80S, 包括60S和40S两个

大小亚基。在植物中, 60S酸性核糖体P蛋白除P1
和P2外, 还包括P3, 既能参与蛋白质的生物合成, 又
具有调控植物发育的功能(Bailey-Serres等1997)。
本试验鉴定的60S酸性核糖体蛋白P3 (点213)在长

期低氮处理条件下表达下降, 而对照组和高氮处

理没有差异, 表明低氮处理可能会抑制P3蛋白合

成过程的一些途径, 导致其含量下降。

本试验鉴定的果胶甲酯酶抑制因子(pectin 
methyl esterase inhibitor, PMEI)结构域蛋白前体(点
218)在高低氮处理下表达量均下降。有研究指出

果胶甲酯酶(pectin methyl esterase, PME)是一种重

要的果胶酶, 普遍存在于高等植物的不同组织器

官中, 如根、茎、叶、果实等(Pelloux等2007)。
PME对细胞壁的组成和降解、种子萌发、根尖延

伸、开裂、果实软化成熟、抗病等方面具有重要

作用(Al-Qsous等2004)。而PMEI是一种对PME有
抑制作用的蛋白, 其对PME的活性具有调控作用

(冀美玲等2017), 该蛋白在高低氮处理下表达量均

下降, 可缓解PMEI对PME的抑制作用。通过实时

荧光定量PCR, 发现其在高氮条件下表达量最低, 
进一步探寻这种蛋白在高氮下的调节方式, 对提

高籽粒清蛋白含量意义重大。

3.2.2  能量代谢相关蛋白

短链脱氢/还原酶(short-chain dehydrogenase/
reductase, SDR)是一个非常大的蛋白家族, 包括许

多不同的氧化还原酶(oxidoreductase)、异构酶

(isomerase)和裂解酶(lyases)等, 这些酶催化多种底

物, 包括类固醇(steroid)、维生素A (vitamin A)、前

列腺素(prostaglandin, PG)、糖类化合物、醇类化合

物以及其他许多的小分子化合物(Jörnvall等1995)。
点102为一般应激的39链脱氢蛋白, 本试验表明该

蛋白在长期施用高低氮肥条件下表达量均下调。

相关研究表明较高的施氮量会抑制糖的积累(刘娜

等2015), 可能是因为长期施用高低氮肥条件下短

链脱氢蛋白表达量下降, 导致一些酶的催化能力

降低, 进而抑制了糖类化合物等的合成。

3.2.3  表达调控及防御抗逆相关蛋白

rab28蛋白(点115)是rab蛋白家族的成员, 在植

物学中研究较多。它在种子胚芽和成熟植物体的

分生组织中表达, 定位于细胞核上, 参与调控脱落

酸(abscisic acid, ABA)的表达(Nieva等2005)。本试

验发现该蛋白在长期施用高低氮肥条件下表达量

均下调, ABA含量也会因此降低。大多数研究表

明长期施肥会降低ABA的含量, 陈新红等(2005)研
究认为高氮处理使ABA含量降低, 王熊军等(2011)
研究指出ABA含量在不同氮素水平下相比于空白

对照均显著降低。通过实时荧光定量PCR, 我们发

现该蛋白在低氮条件下表达量最低, 探寻该蛋白

在低氮条件下的作用机理, 对提高籽粒清蛋白含

量具有重要的意义。本研究发现另一个与ABA调

控相关的胚胎发育晚期丰富蛋白D-34 (点133)在长

期高氮处理下表达量下降, 该蛋白是植物胚胎发生

后期种子中大量积累的一类蛋白质(Dure等1981), 
可受外源ABA、干早、渗透和低温胁迫诱导产生
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(邹永东等2008), 可能是氮素营养延缓了作物的衰

老和功能衰退, 导致细胞内的ABA含量下降, 从而

表达量降低。

半胱氨酸合酶(cysteine synthase, CS)是半胱

氨酸(cysteine, Cys)到谷胱甘肽(glutathione, GSH)
合成途径的一个关键酶 ,  它可能改变细胞内的

GSH库, 以抵抗逆境下的氧化胁迫。研究表明CS
基因受硫、氮及光照条件协调的控制 (施伟平

2005)。CS亚型3 (点72)参与构成CS。试验表明点

72的表达量在长期定位施低氮条件下与对照组没

有差异, 而施高氮表达量下降, 说明土壤中氮素过

高可能会抑制CS的表达, 进而导致玉米对逆境的

抵抗能力降低。

点110为乙二醛酶I (glyoxalase I, Gly I)是一种

胞内酶, 普遍存在于各种细胞中, 尤其是线粒体中, 
它的活性贯穿整个生命的始终, 乙二醛酶系统(Gly 
I、Gly II和Gly III)在植物耐逆性形成中起着重要

作用(王月等2018)。点132为谷胱甘肽-S-转移酶

(glutathione S-transferase, GST), 参与有毒物质的解

除(雷安平等2009)。本试验发现Gly I (点110)和
GST (点132)在长期定位施高氮条件下与对照组没

有差异, 而施用低氮表达量下降, 因此, 在低氮条件

下作物的耐逆、耐病能力可能会降低, 相关研究表

明氮肥供应不足易诱发全蚀病、胞囊线虫病、根

腐病等病害(彭龙腾2012)。
3.2.4  其他蛋白

点177为1,2-双羟基-3-酮-5-甲基硫戊烯双氧酶2 
(1,2-dihydroxy-3-keto-5-methylthiopentene dioxy-
genase 2), 是一种加氧酶, 其功能未知。假定蛋白

(点232)是一类已经证明存在于生物体内但是其结

构和功能均未知的蛋白。本研究通过双向电泳检

测发现点177和点232分别在长期施用高氮和低氮

条件下与不施氮肥相比表达量上调, 点177通过实

时荧光定量分析表达量极显著上调。因此, 推测

点177可能是一种高氮防御蛋白, 而点232可能是

一种低氮防御蛋白, 可增加玉米的抗逆性, 其作用

机理及功能值得我们去进行进一步的探究。
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Comparative proteomic analysis of albumin in summer maize kernel 
under long-term located fertilization
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Abstract: The effects of high and low nitrogen fertilizers (276 and 138 kg·hm-2 per year, respectively) on albu-
min of summer maize (Zea mays) kernel were studied using proteomic method based on a long-term fertiliza-
tion trial for 33 years. The middle grains were obtained from a maize variety ‘Luyu 16’ at the mature period af-
ter artificial pollination. Then, differentially expressed proteins were analyzed and identified using protein 
two-dimensional gel electrophoresis and mass spectrometry. The results showed that the content of albumin in 
the low nitrogen group significantly decreased compared to the control. A total of 7 and 6 differentially ex-
pressed proteins were identified in low and high nitrogen group, respectively. Moreover, compared to the con-
trol, 6 and 5 proteins were down-regulated in low and high nitrogen group, respectively. The results of gene ex-
pression of different proteins were consistent with that of the two-dimensional electrophoresis. These identified 
proteins were subsequently classified into four categories according to their functions including protein and amino 
acid metabolism, energy metabolism, expression regulation and defense resistance as well as unknown function 
proteins.
Key words: long-term located fertilization; nitrogen fertilizer; summer maize; albumin; proteomic analysis
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