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摘要：在高等植物有性生殖过程中，花粉管作为运输精子到胚珠的载体，它的生长具有高度极性化。由于花粉管本身所具的特性，它已经成为研究细胞相互识别、胞内和胞外信号的模式系统。为了研究蛋白磷酸化在拟南芥花粉管生长中的作用，本研究使用定量蛋白质组学手段，分析了花粉发育过程中磷酸化蛋白变化图谱。通过质谱分离鉴定到44个磷酸化蛋白, 定量分析发现，花粉萌发后25个蛋白磷酸化程度增加，19蛋白磷酸化程度降低。根据其生物学功能，这些蛋白可分为信号转导、小泡运输、细胞骨架和碳水化合物代谢等几类。研究发现，花粉管生长过程能量代谢水平增加到非常活跃的状态，此外，花粉发育过程中，磷酸化在细胞分泌途径中起很重要的作用。
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Abstract: Pollen  tube  as  a  carrier  to  deliver  the  sperm  to  the  ovule  during  the  process  of sexual plant reproduction in higher plants. Pollen tube growth is highly polarized and  has  become  a  relatively well-characterized  model  system  in  which  to  study  cell-cell  recognition,  intra-  and intercellular  signaling  in  higher  plants.  To  investigate the roles  of  the  protein phosphorylation in  the  growth  of  pollen  tube  of  Picea  meyeri   Rehd.  et  Wils., a quantitative approach was used to analyze the protein phosphorylation dynamic changes during pollen development. A total of 44 phosphoproteins were reproducibly identified in this study, among the identified proteins, in case of 25 proteins are increased on the phosphorylation level while 19 proteins are decreased after pollen germination.. These proteins were grouped into distinct functional categories including proteins involved in signaling transduction, membrane trafficking, cytoskeleton and carbohydrate metabolism. These data indicated that energy metabolism was increased an active level, furthermore, protein phosphorylation play a crucial role in the regulation of membrane trafficking pathways in growing pollen tubes.
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0 引言
植物花粉是高度退化的二细胞或三细胞生物体。花粉粒是在花药中由小孢子母细胞经过连续的减数分裂和有丝分裂形成。成熟的花粉落到柱头上后, 通过花粉外被与花粉壁中的蛋白质和脂类等成分完成与柱头的识别, 然后通过极性生长的花粉管将精细胞送入胚囊完成受精作用。在这一过程中, 花粉作为简单的生物体能够完成多细胞生物体所具有的信号传导、细胞识别、能量代谢和细胞生长等重要代谢过程。这种功能特异性不仅是影响植物繁殖和进化的关键因素，而且对于改良作物的性状具有重要意义。对这种功能特异性细胞学过程分子机制的研究既是深入解析植物有性生殖特性的基础, 也关系到作物杂种优势在育种实践中的利用, 是理论研究与生产实践的有机结合。因此，花粉功能特异性研究一直是植物科学研究领域的热点问题之一。花粉管作为一类典型的极性生长单细胞，具有结构简单、离体培养简单易行、生长条件易于控制等特点，是研究细胞生长分子调控机理的一个理想的模式体系 1，2。国内外不少实验室都以花粉管作为实验系统，进行极性生长模式的研究3，4。此外，花粉管生长周期短，尤其适合于动态分析。早期的生物化学研究证明, 成熟花粉中已经合成了参与花粉萌发与早期花粉管生长所必需的蛋白质, 而萌发后新合成的蛋白质仅用于后期花粉管生长和与受精相关的过程5。近20 多年来, 人们通过分子遗传学技术分析了拟南芥等植物中大约150个花粉特异表达基因


6 ADDIN EN.CITE 。目前为止， 对花粉管极性生长的分子机制也有了初步了解, 并确定了一些参与调节极性生长的基因/蛋白质。以往对花粉研究的重点主要体现在细胞骨架相关蛋白质在极性生长过程中重要作用, 例如，花粉管中部的肌动蛋白束与近顶端肌动蛋白纤维的动态重塑是维持花粉管极性生长所必需的, 肌动蛋白抑制蛋白和肌动蛋白解聚因子直接调控肌动蛋白的动态变化


7 ADDIN EN.CITE ; 另一方面也有对极性生长过程中信号转导机制的理解, 例如，证明了花粉管顶端定位的Ca2+梯度与顶端质膜定位的GTPase 调控花粉管的极性生长


8 ADDIN EN.CITE 。这些重要的进展使我们对受精识别和花粉管极性生长机制有了基本的了解。由于授粉与受精涉及花粉与柱头识别、萌发启动以及花粉管极性生长等一系列相对复杂的过程，该过程由多个蛋白质或由其调控代谢环节协作完成的。然而，很多研究通过单基因/蛋白质的功能分析难以全面解释这一过程中的复杂问题。目前对其中的许多重要问题仍缺乏基本的理解, 如花粉萌发能力是在其成熟时已经建立, 还是受外界信号诱导形成的。更重要的是，蛋白质可逆磷酸化在柱头识别和花粉管顶端生长过程中对信号的传递具有重要的功能9。研究表明花粉管伸长过程中profilin被特异磷酸化调控


10 ADDIN EN.CITE , NtADF1蛋白在丝氨酸6号位被磷酸化后从而影响actin-binding 活性11。此外，actin本身也会发生酪氨酸磷酸化12。磷酸化可以改变蛋白质活性，亚细胞定位，降解目的蛋白或者影响蛋白质复合体的结构变化。尽管蛋白磷酸化在植物花粉发育过程中的功能研究已取得了一系列进展，但由于分离和检测磷酸化蛋白依然存在有技术上的障碍，当前的研究仍较多地停留在比较粗放的免疫印迹等生化检测方面，并且大多数研究仅限于检测个别磷酸化蛋白及其目标底物。因为对于花粉发育磷酸化蛋白质变化需要更精确的鉴定，尤其是大规模地定性和定量鉴定蛋白磷酸化位点，蛋白激酶及其与目的底物的相关性也需要更系统的研究。 ADDIN EN.CITE.DATA 
近年来花粉蛋白质组学研究大多集中在使用双向电泳技术分离差异表达蛋白质，包括水稻和白皮松萌发花粉蛋白质组研究


13, 14 ADDIN EN.CITE 和裸子植物花粉应对外界刺激后差异蛋白质组学研究


15, 16 ADDIN EN.CITE ，但至今未见有关植物花粉磷酸化蛋白质组学研究的报道, 因而植物花粉信号转导研究有待进一步深入。本文以模式植物拟南芥（Arabidopsis thaliana）花粉为材料，使用依赖于质谱进行定量的非标记磷酸化蛋白质组学技术（phosphoproteomics），精确定量位点特异的花粉磷酸化蛋白质动态变化；高通量研究花粉发育过程中基因表达、蛋白质表达和相互作用、代谢途径等变化；阐述植物单细胞极性生长信号转导网络，并通过生物信息学手段对实验数据进行整合，从而得到一个能够反映出植物有性生殖的理论模型，为植物遗传育种提供理论支持。
1 材料与方法

1.1材料培养
选用拟南芥（Arabidopsis thaliana） Columbia生态型， 为中国农业大学植物生理生化国家重点实验室保存材料，并由本实验室自行繁种。种子点播在MS固体培养基上，4℃处理3天后放入光照培养箱中培养。7天后将幼苗移到小盆土壤中生长。土壤配制如下：国产营养土、进口营养土和蛭石按1:1:1比例配制，混匀后使用。拟南芥培养条件如下： 12小时光照/8小时黑暗；温度为23℃；相对湿度为50-60%；光照强度为70-100umol-2S-1。 培养60天后收集花粉为作实验材料。花粉培养在12% sucrose， 0.01% CaCl2, 0.01% H3BO4 培养基中萌发。培养瓶放置在22℃， 转速为120 rpm，萌发10分钟后离心收集花粉管。

1.2花粉蛋白提取、质谱鉴定和数据处理
成熟发育好的花粉管和未萌发花粉粒，按照已发表的方法分离可溶性蛋白


13, 14 ADDIN EN.CITE 。蔗糖密度梯度离心获得蛋白沉淀； 沉淀溶解于8M 尿素，50 mM碳酸氢铵溶液中，使用Bradford方法测定蛋白质浓度，蛋白质溶液 -80℃保存待用或立即用于消化酶切。100微克蛋白质溶液经还原、烷基化处理后进行溶液内Lys-C预酶切、于37℃ trypsin酶解消化过夜。溶液内酶切后的多肽使用金属离子TiO2和ZiO2富集磷酸化多肽，富集后的多肽用C18柱脱盐，将样品浓缩至2 μL后， -80℃保存待用或直接进行质谱鉴定。样品复溶后使用LC-LTQ/Orbitrap MS进行质谱分析检测，磷酸化位点用中性丢失扫描方法（neutral loss）检测，对质谱原始数据进行分析，蛋白质检索，磷酸化多肽及其位点分析。利用原始数据进行数据处理提取peaklist文件，Mascot搜索引擎检索NCBI数据库确定蛋白质。定量分析时使用MaxQuant程序通过提取磷酸化位点质谱峰值，肽段经液相色谱分离，串联质谱分析检测后峰型一致的一对一的肽段峰的离子强度，依据出峰强度对不同样品中各组分蛋白磷酸化程度变化进行精确定量，得到一个磷酸化变化动态图谱。
2 结果和分析

2.1磷酸化蛋白鉴定结果
所有实验都重复了三次，用MaxQuant软件对所有检测到的蛋白质分析，分析结果表明该数据保持较高的重复性，研究中共检测到44个磷酸化蛋白和44个磷酸化位点，其中23个蛋白质是没有报道过的新位点，花粉发育过程中有25蛋白磷酸化程度升高，19蛋白磷酸化程度降低。结果见表格一。

表1  拟南芥花粉中鉴定到的磷酸多肽。其中标记的磷酸化位点，pS是丝氨酸磷酸化，pT是苏氨酸磷酸化，pY是酪氨酸磷酸化。
Tab. 1 All phosphopeptides identified from Arabidopsis pollens. In those cases in which the site of phosphorylation could be determined, it is noted by pS for phosphoserine, pT for phosphothreonine, or pY for phosphotyrosine.
	Accession  Number
	protein name
	Sequence with modifications

	AT2G36570.1

	leucine-rich repeat transmembrane protein kinase
	VEQ(pS)PVGEDFDESR

	AT2G43790.1

	ATMPK6,  MAP kinase6
	VTSESDFM(pT)E(pY)VVTR

	AT3G02880.1

	leucine-rich repeat transmembrane protein kinase
	A(pS)SPEMIR(pS)(pS)DSPV

	AT3G13380.1

	protein kinase
	(pS)GDVELLHYLK

	AT3G17750.1

	protein kinase family protein
	HPWLTYPYEPI(pS)A

	AT3G17850.1

	protein kinase
	VSNSHLTEESDVL(pS)PR

	AT3G56760.1

	calcium-dependent protein kinase
	TAILKSS(pT)EATK

	AT4G28980.1

	cyclin-dependent protein kinase activating kinase
	YLSEEPLPVPVSELYVPP(pT)MpSGPDEDSPRK

	AT4G35310.1

	calmodulin-dependent protein kinase5
	NSLNI(pS)MRDA

	AT4G36180.1

	leucine-rich repeat family protein
	VGPDVPSSADPTSQP(pS)PA

	AT5G58150.1

	leucine-rich repeat transmembrane protein kinase
	LAINN(pT)EPNSPDQHDSTTDIK

	AT5G58300.1

	leucine-rich repeat transmembrane protein kinase
	SPVQ(pS)PSRDDMVDLPR

	At1g07110 
	fructose-6-phosphate 2-kinase/fructose-2,6-bisphosphatase
	SL(pS)ASSFLIDTK

	AT1G06410.1
	ATTPS7 (Arabidopsis thaliana trehalose-phosphatase/synthase 7)
	VMpTVPGNVpSEFDEDQAYSVSSDNPSSVSSDR


	AT1G53310.1
	ATPPC1; phosphoenolpyruvate carboxylase
	MApSIDVHLR


	AT3G08590.1
	2,3-biphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase
	AHGTAVGLPSEDDMGNpSEVGHNALGAGR


	AT4G37870.1

	phosphoenolpyruvate carboxykinase
	KTDGpSpTTPAYAHGQHHSIFSPATGAVSDSSLK

	AT5G03630.1
	monodehydroascorbate reductase (NADH)
	AQPpSVESLEVLSK


	AT5G15490.1

	UDP-glucose 6-dehydrogenase
	DLTMNKFDWDHPLHLQPMpSPTTVK


	AT5G36880.
	acetyl-CoA synthetase
	HVEpSMSQLPSGAGK


	AT5G57110.1

	ACA8 (autoinhibited Ca2+ -ATPase8)
	GGDVESGKSEHAD(pS)DSDTFYIPSK

	AT5G61740.1

	ATATH14 (ABC2 homolog 14); ATPase
	QN(pS)ENVLIDMEK

	AT1G10290.1
	Dynamin
	AAAASSYSDNSGTES(pS)PR


	AT2G18860.2
	syntaxin
	TPGQAEKSVGLRRIW(pS)SPNFNSLRIIVPGGD

	AT2G25430.1
	epsin N-terminal homology (ENTH) domain-containing protein
	(pS)YGDMTEMGGGGGGGGRDEK

	AT3G10220.1
	tubulin folding cofactor B
	RTD(pS)FRK

	AT5G59370.2
	actin4
	GYS(0.968)FTTTAER

	AT3G25500.1
	formin
	S(0.073)PS(0.925)LS(0.002)LASLSSGLK


	AT1G10870.1

	AGD4 (ARF-GAP domain 4); ARF GTPase activator
	SG(pS)LTEGSLGYNTIDLR

	AT1G17720.1

	Arabidopsis thaliana serine/threonine protein phosphatase 2A 
	RG(pS)ESPGTEANGNAYDFTTK

	AT1G18210.1

	calcium-binding protein
	SS(pS)SAAEIRDAFDLYDQDK

	AT1G52380.1

	Ran-binding protein 1 domain-containing protein / RanBP1 domain-containing protein
	LAPAEAVVEDNQKA(pS)DIEEGDEVDSK

	AT1G74690.1

	IQD31 (IQ-domain 31); calmodulin binding
	SGGMLETQNVGPEEI(pS)DDEIELPEGK

	AT2G16640.1

	ATTOC132/TOC132 (multimeric translocon complex in the outer envelope membrane 132);
	SSMVEHEVEDFEEAVGDLDETS(pS)NEGGVK

	AT2G30710.1

	RabGAP/TBC domain-containing protein
	(pS)LpSENDAGRNELFESPVEVEDHNSSK

	AT2G42590.1

	GRF9 (general regulatory factor 9); protein phosphorylated amino acid binding
	DNLTLWTSDI(pS)EEGGDDAHK

	AT5G53140.1

	protein phosphatase 2C
	(pT)ESPKIETNAMAESEPELNPTTELEPESNPSTALETESIPK

	AT5G46750.1

	AGD8 (ARF-GAP domain 8); DNA binding
	AMAEETVLPSL(pS)SVATSQPVESSENGFTSESPKESSLK

	AT3G01310.1
	acid phosphatase/ oxidoreductase
	QG(pS)GIIGTFGQSEELR

	AT5G09850.1

	transcription elongation factor-related
	FNQPGDLEPPSLIADED(pS)PVQK

	AT1G70000.1

	DNA-binding family protein
	pS)VSMNNLSQFDQTPDPNPTDDGG(pY)ASDDVVHASGR

	AT1G67310.1

	calmodulin binding / transcription regulator
	GFRQDVESTED(pS)EDEDILK

	AT1G76180.1
	ERD14 (early response to dehydration 14)
	VHI(pS)EPEPEVKHESLLEK

	AT2G17840.1
	ERD7 (early-responsive to dehydration 7)
	EI(pS)HD(pS)SDEEDGDGGKNTNEMLNYGLTIASK


2.2花粉萌发诱导磷酸化蛋白质的功能分类和定位
从功能意义上讲，我们鉴定到的蛋白涉及到不同的细胞学过程，这说明花粉萌发蛋白质磷酸化动态变化影响范围较广，而且鉴定的蛋白质位于不同的亚细胞定位为更加深入研究花粉发育信号转导，对所鉴定的蛋白质通过数据库检索、TAIR数据库以及相关的文献报道对其功能进行了分类，如图一。花粉管生长过程中被调控的蛋白可分以下--大类： 碳水化合物代谢和能量（metabolism）、信号转导（cell signaling）、细胞骨架（cytoskeleton）和蛋白质折叠（protein remolding）。
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图1  鉴定到的花粉磷酸化蛋白功能分类
Fig. 1  Functional classiﬁcation of differen-

tially phosphoproteins 

从定位信息看，花粉萌发过程中被调控的蛋白质多数是定位在胞内。主要位于叶绿体、细胞质、细胞膜和细胞核中。在所有鉴定出来的蛋白中高尔基体和核蛋白均占差异蛋白的％，胞质蛋白所占的成分最高。在功能分类中，参与碳水化合物及能量代谢的蛋白质最多，约占鉴定蛋白的36％，参与信号转导及细胞扩展的蛋白均占9％。另外，在鉴定出的蛋白中，有2％尚不清楚其生物学功能和亚细胞定位。

2.3 花粉萌发过程中的蛋白质磷酸化调控
翻译后修饰在真核生物中起着非常重要的作用，它使蛋白质的结构更复杂，功能更完善，调节更精细，作用更专一。细胞内许多蛋白质的功能，是通过动态的蛋白质翻译后修饰来调控的，细胞的许多生理功能，例如细胞对外界环境的应答，也是通过动态的蛋白质翻译后修饰来实现的。蛋白质的磷酸化是一种最常见翻译后修饰形式，生物体几乎所有的生理活动都与磷酸化或去磷酸化有关。磷酸化是通过蛋白质磷酸化激酶将ATP的磷酸基转移到蛋白的特定位点上的过程，大部分细胞过程实际上是被可逆的蛋白磷酸化所调控的，至少有30%的蛋白被磷酸化修饰。花粉萌发过程中我们鉴定到3类蛋白激酶，根据催化活性，这些蛋白可分为：1）丝氨酸/苏氨酸激酶，2）酪氨酸激酶，3）核苷激酶。有趣的是，我们在实验中发现10个蛋白激酶在花粉萌发后磷酸化程度增加。其中有5个受体激酶磷酸化程度升高至少2.5倍，说明花粉管萌发过程中细胞膜信号被激活， 另外有6个钙依赖性蛋白激酶磷酸化程度升高2倍， 表明花粉萌发和生长过程中钙信号网络被激活。除了蛋白激酶以外，还鉴定到4个细胞骨架蛋白，包括formin, myosin, kinesin 和microtubule-associated protein。 其中formin 和myosin磷酸化程度增加，而另外两个骨架蛋白磷酸化程度降低。早期的研究表明formin是actin结合蛋白，主要在花粉管顶端微丝组装过程中通过调控小泡运输和微丝结构起作用。这说明花粉管生长过程中微丝组装和动态变化依赖于formin的磷酸化状态。三个离子通道蛋白磷酸化程度增加，Ca2+-ATPase, K+ transporter （KUP7）,  ABC transporter (AT5G61740.1)。其中，Ca2+-ATPase,磷酸化程度增加了3.5倍，该磷酸化位点位于Ca2+-ATPase的N-末端区域。文献报道表明，N-端磷酸化会调节通道活性。因而，增加的磷酸化程度会提高花粉管中钙通道活性。此外， 我们发现8个与碳水化合物代谢相关的酶。其中4个参与糖酵解途径, 这些数据表明花粉发育引起碳水化合物的动态变化所伴随的能量变化，因此可以推测花粉发育中呼吸作用升高到一个很活跃的状态。三个小泡运输蛋白磷酸化程度在花粉发育过程中被调控 (dynamin, syntaxin, ENTH)，dynamin 磷酸化程度增加二倍，花粉小孢子发育过程中dynamin对于维持质膜具有很重要的功能，此外dynamin磷酸化还会增强该蛋白的GTPase活性。与之相反的是ENTH 和syntaxin磷酸化程度降低，这三个蛋白是花粉发育中小泡运输过程中很重要的蛋白质，它们特定分布于细胞分泌的整个过程中，从质膜到高尔基体都有该蛋白的定位。这些蛋白的磷酸化程度变化说明磷酸化在花粉发育细胞分泌途径中起很重要的作用。
3 结论

花粉萌发和花粉管生长与完整的微丝有着密切的相关。我们利用蛋白质组的研究手段发现，一些具有特定功能的蛋白参与调节依赖于磷酸化的花粉萌发和花粉管生长。这些差异表达的蛋白质涉及到几个不同的生物学过程。但是这些通路的效应子和在它们之间的联系是未知的，故还需要做更深入的功能分析。通过我们的研究，除了鉴定存在于花粉管发育中的一些特定蛋白外，还提供了磷酸化在其花粉发育中所起作用的基本原理。总之，对于花粉萌发和花粉管生长的机制不仅有助于我们了解高等植物中受精和生殖过程，而且还有助于研究调节花粉管生长的分子生物技术的发展。
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