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蛋白质组学分析揭示水稻地上部对缺铁和高铁胁迫的响

应* 
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（1. 土壤与农业可持续国家重点实验室（中国科学院南京土壤研究所），南京 210008；2. 中国科学院大学，北京  100049） 

摘  要：铁在矿质土壤中含量丰富，但在中性和碱性土壤中大多以不易被植物吸收利用的氧化物或氢氧化物形式存在；稻田

土壤在淹水条件时氧化还原电位较低，大量铁以易被植物吸收利用的亚铁形式存在。土壤中铁的生物有效性过低或过高均会

导致植物的生长发育受阻。本研究对缺铁（0 μmol·L–1）、铁充足（40 μmol·L–1）和高铁（350 和 500 μmol·L–1）条件生长的

水稻地上部进行了非标记蛋白质组学分析。结果显示，与铁充足条件相比，缺铁和两种浓度的高铁胁迫水稻中分别有 130、

157 和 118 个蛋白质的丰度发生显著变化。基因本体富集分析显示，缺铁和高铁胁迫下的差异蛋白在初级代谢过程、有机氮

化合物代谢过程、蛋白质代谢过程和细胞成分组织或生物发生等生物学过程均显著富集；差异蛋白还参与核糖体、光合作用

和氧化磷酸化等代谢途径。缺铁胁迫显著影响参与苯丙烷类物质和辅助因子生物合成的蛋白质丰度，而高铁胁迫则引起氨基

酸生物合成过程的蛋白质丰度发生显著变化。本研究发掘到一系列可用于水稻铁高效育种工作的候选蛋白，还发现了一些功

能未知的差异蛋白可作为后续水稻铁胁迫响应的研究目标，同时为理解植物应对铁胁迫的完整响应网络提供了补充信息。 

关键词：铁胁迫；蛋白质组；光合作用；核糖体；氧化胁迫；氨基酸的生物合成 
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Proteomic Dissection of the Rice Shoots in Response to Iron Deficiency and 
Excess 
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Abstract: 【Objective】In calcareous soils, iron (Fe) generally exists in the form of oxides or hydroxides, which is not conducive 

to plant absorption and utilization, thus frequently causing Fe deficiency in plants. In flooded acidic soils, such as paddy soil, due 

to conditions of irrigation and drainage and alternate cultivation of water and drought, the redox potential of the soil is low and 

ferric Fe is reduced to be ferrous. The ferrous Fe is readily absorbed and utilized, resulting in excessive Fe absorption by plants. 
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Fe deficiency and excess are limiting factors affecting rice yield and quality. Fe deficiency leads to chlorosis and reduces plant 

growth while Fe overload is toxic for plants, with a typical symptom of leaf bronzing. Several transcriptome analyses have been 

performed to investigate the responses under Fe stress. However, a comprehensive dissection of the entire Fe-responsive profile at 

the protein level is still lacking. It is necessary to analyze the rice responses under Fe deficiency and Fe excess using proteomic 

analysis. 【Method】 In this study, a label-free proteomic analysis was performed on rice shoots grown in Fe-deficient 

(0 μmol·L–1), Fe-sufficient (40 μmol·L–1), and Fe-excess (350 and 500 μmol·L–1) conditions. 【Result】Results showed that 130, 

157 and 118 differentially accumulated proteins (DAPs) were identified under Fe deficiency and two concentrations of Fe excess 

stresses, respectively, compared with Fe sufficient conditions. Gene ontology enrichment analysis of the DAPs revealed that 

primary metabolic process, organonitrogen compound metabolic process, response to stimulus, and oxidative stress responses 

were significantly enriched under both Fe deficiency and excess stresses. Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) 

enrichment analysis showed that DAPs under Fe deficiency and Fe excess were commonly enriched in metabolic processes like 

the ribosome, photosynthesis, and oxidative phosphorylation. Notably, the abundance of proteins involved in phenylpropanoid 

biosynthesis and biosynthesis of cofactors was mainly affected by Fe deficiency, while the abundance of proteins involved in the 

biosynthesis of amino acids was mainly influenced by Fe excess. Under Fe excess stress, the abundance of enzymes involved in 

amino acid metabolism was decreased, indicating a reduction in the content of plant-synthesized amino acids. However, the 

increased abundance of transketolase involved in photosynthesis and secondary metabolism probably reduced the inhibitory effect 

induced by Fe stress. Ribosomal proteins S16, Os03g0798600 and RPL17 may play important roles in response to Fe deficiency 

and Fe excess stresses, but the exact functions of these proteins under Fe stress are still unknown. Several novel proteins which 

may play potential roles in rice Fe homeostasis were also predicted in this study. 【Conclusion】Overall, these results indicate both 

Fe deficiency and Fe excess stresses affected photosynthesis and ribosomal metabolism. The synthesis of phenylpropane was 

mainly affected by Fe deficiency, while amino acid metabolism was mainly affected by Fe excess in the shoots of rice. The 

findings will provide some information for the exploration of key factors for the efficient absorption and utilization of Fe. 

Key words: Fe stress; Proteomics; Photosynthesis; Ribosome; Oxidative stress; Biosynthesis of amino acids 

铁是植物生长发育所必需的微量营养元素，参

与各种生理、生化和代谢过程，也是许多功能蛋白

的辅助因子[1]。尽管矿质土壤中铁含量丰富，但是

在温带或旱地生产地区的高 pH 土壤中，铁以氧化

物或氢氧化物形式存在，难以被植物吸收利用。在

灌溉排水、水旱交替耕作下，稻田土壤形成了不同

于一般旱地的土壤类型，称为水稻土。水稻土中氧

化还原电位较低，在厌氧条件下，三价铁被还原为

易被植物吸收利用的亚铁，亚铁离子被植物根系快

速吸收[2]。细胞内铁浓度过高会因为活性氧的大量

产生而引起毒性，影响细胞结构成分和生理过程。

不同种植区的水稻在不同的发育阶段可能面临不同

的铁营养条件，这使得缺铁和高铁胁迫均成为影响

水稻产量和品质的限制因子。缺铁胁迫时，水稻株

系变矮，光合作用受到抑制，叶片失绿，根系构型

发生变化[3]。铁过量容易诱发叶片褐斑。高铁胁迫

下，游离态的铁通过芬顿（Fenton）反应形成活性

氧催化氧化应激，增强了光合系统中光系统 II 对光

抑制的敏感性，导致光合速率降低[4]。铁稳态失衡

会导致水稻的代谢系统紊乱，抑制植物的生长，最

终使作物产量和品质降低。 

在长期的进化过程中，水稻已演化出一系列调

控策略来增强其对铁胁迫的耐受性。目前已有大量

研究报道了水稻铁吸收利用的生理机制，一些学者

也对水稻响应缺铁和高铁胁迫的适应机制及其参与

调控铁胁迫的关键基因进行了研究[5]。缺铁胁迫下，

水稻采用两种铁吸收机制，还原机理（机理 I）和螯

合机理（机理 II）。水稻一方面采用机理 I 通过根表

皮细胞质膜上的 Fe2+转运蛋白 IRT1（Iron-regulated 

transporter 1）和 IRT2 吸收 Fe2+[6]；另一方面也采用

机理 II 产生和分泌脱氧麦根酸（Deoxymugineic acid，

DMA），通过麦根酸家族转运体 TOM1（Transporter of 

mugineic acid family phytosiderophores 1）分泌至根

际，DMA 与 Fe3+结合后形成 Fe3+-DMA 螯合物，最

后通过转运体 YSL15（Yellow stripe-like 15）将

Fe3+-DMA 螯合物吸收进入水稻体内[7]。此外，次生
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代谢物也在植物缺铁响应中发挥重要作用。例如，

有机酸[8]和酚类物质[9]能够促进植物对铁的吸收。高

铁胁迫时，水稻首先通过根表面根际氧化形成的铁

斑块避免过量的亚铁离子进入根系[10]。其次，水稻

可将铁存储于液泡或质外体中，或以铁蛋白的形式

分隔在叶绿体中[11]。水稻铁蛋白 FER1/2（Ferritin）、

液泡膜转运蛋白 VIT2（Vacuolar membrane transporters）

和烟酰胺合成酶 NAS3（Nicotianamine synthesis 3）

在铁过量条件下的根部和地上部被诱导[12]。随着铁

过 量 的 加 剧 还 会 进 一 步 诱 导 产 生 大 量 的 活 性 氧

（Reactive oxygen species，ROS）。作为应对，水稻

可通过抗氧化酶系统或者抗氧化剂解毒 ROS，增加

植株对铁毒的耐受性。编码过氧化物酶、超氧化物

歧化酶和谷胱甘肽 S-转移酶的基因参与了高铁胁迫

ROS 的解毒过程[13]。 

近年来，转录组、蛋白质组被广泛用于鉴定与植

物铁吸收利用和铁胁迫响应相关的基因和蛋白[12，14-16]，

但现有研究多关注植物对单一铁胁迫的调控。此外，

绝大多数基因需转录翻译为蛋白质才能发挥功能，

故在蛋白水平的调控对基因、蛋白功能的实现非常

重要。然而，目前尚未在蛋白质水平上系统地比较

和解析植物对缺铁和高铁胁迫的响应机制。本研究

从蛋白质水平上研究了水稻地上部在不同浓度铁处

理下的响应机制。该研究鉴定到的缺铁和高铁响应

蛋白质与已报道的转录谱结果存在一定的差异，为

转录组学数据提供了互补与延伸的信息。缺铁和高

铁胁迫的蛋白质组学分析有助于更好地理解植物对

铁胁迫的完整响应，为铁抗性水稻品种的培育提供

理论基础。 

1  材料与方法 

1.1  供试材料和生长条件 

实验水稻为日本晴（Oryza sativa L. cv. Nipponbare），

本实验室保存。水稻种子在去离子水中避光浸泡 3 d

诱导发芽后，将种子转移至含有 0.5 mmol·L–1 CaCl2

（pH 4.5）的溶液中 3 d，然后在改良后的 1/2 霍格兰

营养液中生长 7 d。随后将幼苗转移至分别含有

0 μmol·L–1（缺铁）、40 μmol·L–1（铁充足）、350 μmol·L–1

（高铁）和 500 μmol·L–1（高铁）Fe（Ⅱ）-EDTA 改

良后的霍格兰溶液中处理 10 d。霍格兰营养液组成

成分为：1.43 mmol·L–1 NH4NO3，0.3 mmol·L–1 KH2PO4，

0.35 mmol·L–1 K2SO4 ， 1 mmol·L–1 CaCl2·2H2O ，

1 mmol·L–1 MgSO4·7H2O，0.5 mmol·L–1 Na2SiO3·9H2O，

40 μmol·L–1 Fe（Ⅱ）-EDTA，9 μmol·L–1 MnCl2·4H2O，

0.32 μmol·L–1 CuSO4·5H2O，0.77 μmol·L–1 ZnSO4·7H2O，

0.02 mmol·L–1 H3BO3 和 0.39 μmol·L–1 NaMoO4·2H2O
[17]。

水稻光照培养箱温度为 30℃ /25℃，相对湿度为

70%，光周期为 16 h 光照/8 h 黑暗。所有溶液均用

去离子水配制，每 3 天更换一次营养液，营养液 pH

用稀酸和稀碱调节至 5.5。 

1.2  蛋白质提取和定量分析 

分别选取水培处理 10 d 的水稻地上部幼苗，使

用三氯乙酸（Trichloroacetic acid，TCA）-丙酮法提

取总蛋白质，每个处理组三个生物学重复[18]。总蛋

白质粉末溶解于 SDT 溶液（2%（w/v）十二烷基硫

酸钠，0.1 mol·L–1 二硫苏糖醇，0.1 mol·L–1 Tris-HCl，

1 mmol·L–1 苯甲基磺酰氟（Phenylmethanesulfonyl 

fluoride，PMSF），pH 7.6）2～4 h，以 10 000 ×g 离

心 5 min，取上清作为总蛋白提取液。使用 295 nm

的激发光波长，通过 350 nm 的色氨酸荧光波长测定

样品中蛋白质的浓度。 

1.3  蛋白质酶解和肽段脱盐 

蛋白质样品采用过滤辅助样品制备（Flter-aided 

sample preparation，FASP）方法进行处理[19]。将总

蛋白溶液加入蛋白浓缩器（10K MWCO，0.5 mL 

PierceTM Protein Concentrator，Thermo Scientific，美

国），用 8 mol·L–1 尿素对样品进行稀释，并在还原

和烷基化后，在 37℃下用胰蛋白酶消化过夜。消化

结束后，10 000×g 离心 15 min，收集滤液，再用 50 µL 

NH4HCO3 溶液滤洗两次。随后，加入 10%三氟乙酸

（TFA），终浓度为 0.4%时，反应终止。蛋白酶解产

物在旋转蒸发仪中旋蒸至体积小于 50 µL，然后加

buffer A（64% 乙腈，0.2% TFA）至约 200 µL 备用。

肽段脱盐采用 PierceTM C-18 脱盐柱（PierceTM 

C-18 Spin columns，Thermo Scientific，美国）实现。

脱盐柱经甲醇活化后，将酶解产物加入脱盐柱，

1 000 ×g 离心 30 s，滤出样品重新加回脱盐柱和离

心，合并滤液，浓缩干燥。 

1.4  nano-LC-ESI-MS/MS 检测和非标记（Label-free）

定量分析 

采用纳升液相色谱-电喷雾-串联质谱法（nano 

liquid chromatography-electrospray ionizationtandem 
mass spectrometry，nanoLC-ESI-MS/MS）进行质谱
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分析。脱盐后的肽段样品用 30 µL 0.1%甲酸重新溶

解，上样至 DIONEX UltiMate 3000 RSLC nano 液相

色谱系统（Thermo Fisher Scientific，美国）。用缓冲

液 A（0.1%甲酸水溶液）平衡 C18 分析柱（Acclaim 

PepMapTM 100 ， 100 µm × 2cm ， Thermo Fisher 

Scientific，美国），直至系统稳定，肽段溶液自动加

载至柱子上。用缓冲液 B（含 0.1%甲酸的乙腈溶液）

梯度洗脱肽 90 min，流速为 0.3 µL·min–1。洗脱梯度

为：先 3%保持 8.5 min，在 1.5 min 内升至 7%，50 min

内升至 22%，10 min 内升至 35%，然后在 1 min 内

升至 80%，保持 5 min。最后在 30 s 内降至 3%并保

持至结束。在母离子全扫描范围为 350～1 700 m/z

的正电离模式下获得了所有的质谱。质谱和串联质

谱的分辨率分别为 60 000 和 15 000。选择每次质谱

扫描中最丰富的 20 个母离子进行高能碰撞解离碎

片化进行串联质谱分析。质谱分析中，每个样品的

三次生物学重复各进行了两次技术重复的检测。 

1.5  蛋白质鉴定和差异蛋白的筛选 

使用 Proteome Discoverer 软件（version 2.3，

Thermo Scientific）对质谱数据进行搜库和蛋白质定

量分析。使用美国国家生物技术信息中心（National 

Center for Biotechnology Information，NCBI）数据

库中的 IRGSP-1.0 作为参考数据库。将蛋白质置信

度高于 99%且至少一种处理标记为“High”、肽段可

信度高于 95%、Exp. q<0.01 的蛋白质鉴定为高可信

度蛋白。蛋白质丰度变化大于 1.5 或小于 0.67，且

调整后的 P<0.05 的高可信度蛋白被认为是差异蛋

白（differently accumulated proteins，DAPs）。 

1.6  生物信息学分析 

使用网络工具 g：Profiler（https://biit.cs.ut.ee/ 

gprofiler/gost ） 进 行 差 异 蛋 白 的 基 因 本 体 （ Gene 

ontology，GO）注释和富集分析，显著性阈值设置

为 0.05 （ 采 用 本 杰 米 尼 - 霍 赫 伯 格 （ Benjamini- 

Hochberg）方法对多重检验进行校正）[20]。R 软件

包 clusterProfiler 3.18.1 用于检索差异蛋白参与的京

都基因和基因组百科全书（Kyoto Encyclopedia of 

Genes and Genomes，KEGG）代谢通路，显著性阈

值设置为 P<0.1[21]。使用 STRING 数据库（https: 

//string-db.org/）进行差异蛋白的互作网络分析，通

过 Cytoscape 软件中 cytoHubba 应用程序中的最大群

体中心性（Maximal clique centrality，MCC）算法进

行候选蛋白的筛选。 

2  结果与讨论 

2.1  缺铁和高铁胁迫差异蛋白质的筛选 

为了确定铁胁迫对水稻地上部蛋白水平的影

响，将在 1/2 霍格兰营养液中生长 7 d 的水稻幼苗在

缺铁、铁充足和 2 种浓度的高铁水培处理 10 d 后，

取地上部组织分别提取总蛋白质。四种条件下共鉴

定到高可信度蛋白质 2 001 个。其中，在缺铁处理、

铁充足条件和 2 种浓度的高铁处理中分别鉴定到

1 707、1 798、1 492 和 1 782 个蛋白质，其中有 1 352

个（67.6%）蛋白质是四种条件下所共有的（图 1a）。

与铁充足相比，从缺铁和两种浓度的高铁胁迫处理

分别筛选出 130、157 和 118 个差异蛋白（图 1b）。

其中，有 34 个蛋白质在 3 种胁迫中均有响应，分别

有 57、81 和 45 个蛋白质仅出现在缺铁和两种浓度

的高铁条件下。 

 

注：0Fe、40Fe、350Fe 和 500Fe 分别表示 0 μmol·L–1、40 μmol·L–1、

350 μmol·L–1 和 500 μmol·L–1 Fe（Ⅱ）-EDTA。下同。 Note：0Fe，

40Fe，350Fe and 500Fe represent 0 μmol·L–1，40 μmol·L–1，350 

μmol·L–1 and 500 μmol·L–1 Fe（Ⅱ）-EDTA，respectively. The same 

below. 

 
图 1  水稻地上部不同铁处理蛋白组检测概览（a.缺铁和

高铁胁迫下地上部总蛋白质的数目；b.缺铁和高铁胁迫下

地上部差异蛋白的数目） 

Fig. 1  Protein profiles of rice shoot under different Fe treatments（a. 

Venn diagrams of the overlap of total proteins detected in each 
treatment. b. Venn diagrams of overlap of total differentially 

accumulated proteins（DAPs）from comparisons between 0Fe，350 

Fe，500Fe and 40Fe） 

2.2  差异蛋白的 GO 功能注释和富集分析 

为比较水稻缺铁和高铁胁迫影响的生物学过

程，本研究对来自缺铁和高铁胁迫的差异蛋白分别

进行了 GO 生物学过程注释和富集分析。富集结果

显示，缺铁和高铁胁迫的差异蛋白富集到了大致相
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同的生物学过程（图 2）。其中，富集到差异蛋白数

量最多的术语是初级代谢过程、有机氮化合物代谢

过程、蛋白质代谢过程、细胞成分组织或生物发生

和细胞酰胺代谢。此外，对氧化应激的响应在缺铁

胁迫特异性富集，而脂质转运和硫化合物代谢过程

在高铁胁迫特异性富集。对氧化应激的响应是缺铁

胁迫最显著富集的生物学过程，其中 6 个过氧化物

酶 （ PRX29/20/122/125/138 和 APX7 ）、 铁 蛋 白

（Ferritin，FER2）和 Os02g0612900 的丰度在缺铁胁

迫时均降低，这可能导致水稻地上部活性氧的积累

和氧化损伤，从而抑制水稻的正常生长[13]。参与脂

质转运过程和硫化合物代谢过程的差异蛋白丰度在

高铁胁迫均增加，例如半胱氨酸脱硫酶（ISC1）和

类谷胱甘肽 S-转移酶（GSTU17、GSTU50）。谷胱

甘肽-S-转移酶还是重要的是抗氧化酶，参与氧化应

激产物的解毒[13]。 

 

图 2  水稻地上部响应缺铁和高铁胁迫差异蛋白的基因本体（GO）富集分析 

Fig. 2  Gene Ontology（GO）enrichment analysis results of differentially accumulated proteins in response to iron deficiency and excess 

2.3  差异蛋白的 KEGG 富集分析 

为了全面了解缺铁和高铁胁迫响应蛋白所涉及

的 代 谢 过 程 ， 本 研 究 进 一 步 对 差 异 蛋 白 进 行 了

KEGG 富集分析。结果表明，缺铁和高铁胁迫中的

差异蛋白均富集到核糖体、光合作用和氧化磷酸化

代谢过程，而苯丙烷类物质的生物合成和辅因子的

生物合成主要受缺铁胁迫的影响，氨基酸的生物合

成主要受高铁胁迫的影响（图 3）。为了阐明参与上

述代谢过程的蛋白质在缺铁和高铁胁迫下的调节模

式，本文进一步标注了与这些代谢过程相关的差异

蛋白在缺铁和高铁胁迫下的改变（图 4，图 5）。 

2.3.1  缺铁和高铁胁迫引起核糖体紊乱    核糖体

蛋白除参与翻译过程外，还参与植物生长的调节和 

 

图 3  水稻地上部响应缺铁和高铁胁迫差异蛋白的京都基

因和基因组百科全书（KEGG）富集分析 

Fig. 3  Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）

pathway enrichment analysis results of differentially accumulated 
proteins in response to iron deficiency and excess 
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图 4  显著富集的京都基因和基因组百科全书（KEGG）通路中的差异表达蛋白 

Fig. 4  Differentially accumulated proteins in the significantly enriched Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes（KEGG）pathways 

环境胁迫的响应。本研究表明，缺铁和高铁胁迫均

显著改变了大量核糖体蛋白的丰度。其中，仅有 6

个核糖体蛋白同时受到缺铁和高铁的影响，并且变

化趋势一致，而其他核糖体蛋白仅受缺铁或高铁胁

迫的调控。RPS15 和 RPS17（Os10g0411800）的丰

度在缺铁和高铁胁迫均显著增加，而 RPS18 和 RPS6

（Os03g0390000）的丰度分别仅在缺铁和高铁胁迫

（350 μmol·L–1）增加和降低。RPS18 和 RPS15 的功

能已在烟草中得到验证，RPS18 的缺失导致烟草叶

片发育受阻[22]，而 RPS15 在高温条件下对于提高核

糖体的生物合成效率是必需的[23]。RPS17 的缺失导

致玉米光系统Ⅱ功能复合物的数量变少，植物的光

合电子传递受到抑制[24]。这表明不同植物对 RPS17

的 调 控 方 式 可 能 存 在 差 异 。 热 敏 叶 绿 素 缺 陷 11 
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注：不同处理与生物学或代谢过程之间的连线表示该过程在缺铁或高铁胁迫被富集。圆圈的大小与被富集的铁胁迫类型的数目有关。

仅标注部分缺铁或高铁胁迫特异性富集的生物学或代谢过程中的差异蛋白；蛋白质丰度的变化方向用箭头表示（↑：丰度增加；↓：

丰度减少）。Note：Lines between different treatments and biological or metabolic processes indicated that the process was enriched under Fe 

deficiency or excess stresses. The size of the circles was related to the number of enriched Fe stress types. Only some differential 
accumulated proteins involved in biological or metabolic processes specifically enriched by Fe deficiency or excess were annotated. The 

direction of change of protein abundance is indicated by the arrows（↑：increase in abundance；↓：reduction in abundance）. 

 
图 5  水稻地上部对缺铁和高铁胁迫调控策略示意图 

Fig. 5  Schematic diagram of the regulation strategy of rice shoots to Fe deficiency and excess 

（ THERMO-SENSITIVE CHLOROPHYLL-DEFICIENT 

11，TCD11）编码 RPS6，水稻 tcd11 突变体在低温

下表现出白化表型[25]。这表明 RPS6 是正常叶绿体

发育所必需的，RPS6 可能在水稻高铁胁迫的光合代

谢中发挥作用。然而，大部分核糖体蛋白在逆境胁

迫中的调控机制仍不清楚，这些核糖体蛋白在植物

生长发育和铁胁迫调控中的功能有待进一步研究。 

2.3.2  缺铁和高铁胁迫损害水稻的光合作用    铁

是细胞色素的辅酶，缺铁胁迫时，植物叶绿素含量降

低、光合作用减弱，最终导致生物量下降[26]。除 ATP

合酶亚基（ATPF）外，其他差异蛋白的丰度在缺铁

时均显著降低，包括铁氧还原蛋白 1（FD1）、细胞

色素 b6（PETB）、细胞色素 b559 亚基 β（PSBF）、

光系统 I 反应中心亚基 VI（PSAH）和细胞色素 b6-f

复合铁硫亚基（PETC）。植物中的铁毒性影响光系

统 II，细胞色素 b6/f 含量增加，植物的光合速率降

低[4]。本研究中，高铁胁迫时，光系统 II11kD 蛋白

（Os03g0333400）和释氧增强蛋白 3（Os07g0544800）

显示出增强的丰度，而 FD1 的丰度降低。FD1 是光

合生物中主要的含铁蛋白，在电子传输和氧化还原

稳态中起着重要作用。此外，在非生物胁迫下，水

稻光合组织中的 RuBisCO 亚基下调导致净光合作用

降低。在本研究的数据中，类 RuBisCO 亚基结合蛋

白 β 亚基的丰度在缺铁和高铁（350 μmol·L–1）时显

著降低。上述数据表明缺铁和高铁胁迫均破坏了水

稻正常的光合能力。 

2.3.3  高铁胁迫影响地上部氨基酸代谢    高铁胁

迫时，氨基酸生物合成途径中有 6 个蛋白质的丰度
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发生显著变化。其中，转酮醇酶（Os04g0266900）

和磷酸化-2-脱氢-3-脱羟庚酸醛缩酶（DAHPS2）的

丰度显著增加，而二氨基庚二酸差向异构酶（DAPF）、

苏氨酸合成酶（TS）、精氨琥珀酸裂解酶（ASL1）

和丙酮酸激酶家族蛋白（Os12g0145700）的丰度降

低。此外，转酮醇酶的蛋白丰度在缺铁胁迫时也显

著增加。转酮醇酶是磷酸戊糖途径的关键酶，参与

植物的光合作用、次生代谢和对氧化应激的响应[27]。

转酮醇酶还被鉴定为镉胁迫、盐胁迫和热胁迫条件

下的上调蛋白[28-29]。铁胁迫下转酮醇酶丰度的增加

有利于缓解缺铁和高铁胁迫对水稻光合作用和生长

的抑制效应。DAPF 和 TS 是天冬氨酸途径的关键酶，

分别参与赖氨酸和苏氨酸的合成。赖氨酸是谷氨酸

的前体，而谷氨酸是调节植物生长和环境响应的重

要信号氨基酸[30]。ASL1 催化精氨酸琥珀酸裂解生

成精氨酸和富马酸[31]。精氨酸是 21 种蛋白质氨基酸

中碳氮比最高的氨基酸，是植物体内氮素运输和储

存的重要介质 [32]。精氨酸还是信号分子一氧化氮

（NO）的合成前体，参与了植物对铁胁迫的响应[33]。

这表明赖氨酸、苏氨酸和精氨酸的合成在高铁胁迫

时受到抑制。 

2.3.4  其他    此外，氧化磷酸化通路中共有 8 个

蛋白质的丰度在缺铁和高铁胁迫时发生显著变化，

并且仅有 NADH 脱氢酶铁硫蛋白（Os8g0161700）

和质膜 ATP 酶（Os7g0191200）同时受到缺铁和高

铁的调控。参与苯丙烷类物质生物合成代谢过程的差

异蛋白丰度在缺铁时均显著降低，包括 β-葡萄糖苷酶

8（BGLU8）和过氧化物酶（PRX20/29/122/138）。

BGLU8 和 PRX122 的蛋白丰度在高铁胁迫也降低。

苯丙烷类物质的生物合成是植物产生次生代谢的途

径，次生代谢及次生代谢产物在植物非生物胁迫响

应中具有重要作用[34]。与之相反，除 NADPH 脱氢

酶（Os05g0501300）外，参与辅因子生物合成的差

异蛋白丰度在缺铁时均显著增加。 

2.4  差异蛋白的互作网络分析和关键蛋白的筛选 

对差异蛋白的互作网络进行分析显示，在互作

网络中，细胞色素 b6-f 复合铁硫亚基（Cytochrome 

b6-f complex iron-sulfur subunit，Os07g0556200）、

鸟嘌呤核苷酸结合蛋白亚基 β 样蛋白 A（Guanine 

nucleotide-binding protein subunit beta-like protein 
A，Os01g0686800）和 Os03g0844900 分别是缺铁和

两种浓度的高铁差异蛋白中互作数目最多的蛋白质

（图 6a，图 6b，图 6c）。基于互作网络，进一步使用

Cytoscape 中的 cytoHubba 插件，分别筛选出 3 种胁

迫处理下的前 15 个枢纽蛋白作为后续研究的候选

蛋白（图 6d，图 6e，图 6f）。其中，30S 核糖体蛋

白 S16、Os03g0798600 和 RPL17 分别是 3 个互作网

络中得分最高的候选蛋白。缺铁胁迫筛选到的候选

蛋白主要与光合作用（5 个）和核糖体（7 个）代谢

过程有关；大部分的 350 μmol·L–1 高铁候选蛋白均

为核糖体或推测的核糖体蛋白（12 个）；500 μmol·L–1

高铁胁迫候选蛋白有 3 个与氧化磷酸化有关，包括

V 型质子 ATP 酶亚基 G（Os04g0601700）、NADH 

脱氢酶铁硫蛋白 6（Os08g0161700）和 GRIM-19 家

族蛋白（Os03g0192400），此外，BGLU8 与淀粉和

蔗糖代谢有关，而 RPL17 是一个核糖体蛋白。这表

明核糖体、光合作用和氧化磷酸化确实是水稻调控

铁胁迫耐受性的关键途径。 

2.5  蛋白质组学和转录组学数据的比较 

转录组学和蛋白质组学分别从 mRNA 和蛋白质

水平分析植物对胁迫响应的调控，将蛋白质组学和

转录组学数据进行比较分析，有利于更好地理解植

物对胁迫的响应。Bashir 等[14]报道了水稻响应缺铁

和高铁胁迫的转录组，选择该数据集与本研究获得

的蛋白组数据进行了比较。缺铁胁迫时，FER2、

PRX20/125、皮质细胞定界蛋白（cort ical  cel l 

delineating protein，Os10g0552700）、葡聚糖内切 1，

3-β-D-葡萄糖苷酶（Os07g0168600）和 Os01g0871500

同时受到转录和蛋白水平的调控，并且表达趋势一

致。同样的，高铁胁迫时，S 样核糖核酸酶（RNS4）、

类病毒 RNA 结合蛋白（Os04g0614600）和类 CLP

蛋白酶调节亚基 CLPX 前体（Os01g0886600）在转

录和蛋白水平的调控一致。然而，尽管转录组和蛋

白组数据均显示 Os02g0209100 和硫酸腺苷酸转移

酶（Os03g0743900）受到高铁胁迫的调控，但其表

达趋势存在差异。此外，转录组数据显示类轮廓蛋

白-2（Os06g0152100）、水通道蛋白（TIP1）、RPL27、

网 格 蛋 白 轻 链 家 族 蛋 白 （ O s0 6g0 73 1800 ）、 类

Atranbp1b 蛋白（Os05g0350600）也受到高铁胁迫的

调控，但在本研究数据中，他们仅在某一种高铁浓

度受到调控，表明水稻对不同铁胁迫程度的调控也

有差异。此外，诸多新的受高铁胁迫调控的蛋白质

在现有研究中被鉴定，如 RPS6、类 RuBisCO 亚基

结合蛋白 β 亚基（Os02g0102900）和含有 ABC 转 
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注：缺铁和两种不同浓度的高铁胁迫鉴定到的差异蛋白分别用圆形、正方形、菱形标记。蛋白质之间的连线表示蛋白质之间存在相

互作用。a、b、c 使用 STRING 数据库进行差异蛋白的互作网络分析，缺铁和两种水平的高铁胁迫分别得到 115、 142 和 106 个相

互作用的差异蛋白。图中仅展示差异蛋白中互作数目最多的蛋白质。d、e、f 根据 Cytoscape 软件中 cytoHubba 应用程序中的最大群

体中心性（MCC）算法，从图 6a、图 6b、图 6c 中分别筛选得到缺铁和两种水平高铁胁迫下排名前 15 的候选蛋白。圆形、正方形和

菱形的大小与差异蛋白的排名顺序成正比。d：RPS16，30S 核糖体蛋白 S16；RPS2，30S 核糖体蛋白 S2；RPS18，30S 核糖体蛋白

S18；PETB，细胞色素 b6；ATPF，ATP 合酶亚基 b；RPL27，50S 核糖体蛋白 L27；EGY2，锌金属蛋白酶 EGY2；PSBF，细胞色

素 b559 亚基 β；FD1，铁氧还蛋白 1；PETC，细胞色素 b6-f 复合铁硫亚基。e：RACK1A，鸟嘌呤核苷酸结合蛋白亚基 β 样蛋

白 A；RPL24，核糖体蛋白 L24e 结构域含有蛋白；RPL7，60S 核糖体蛋白 L7-2；EIF3H，真核翻译起始因子 3 亚基 H；RPL10A，

60S 核糖体蛋白 L10a；RPS23，40S 核糖体蛋白 S23；RPL9，60S 核糖体蛋白 L9；SG12，60S 核糖体蛋白 L10-2；RPS6，40S 核

糖体蛋白 S6；RPL37，60S 核糖体蛋白 L37。f：RPL17，50S 核糖体蛋白 L17；ABCF6，ABC 转运蛋白家族蛋白；BGLU8，β-葡萄

糖苷酶 8；EIF6，真核翻译起始因子 6。Note：Differential accumulated proteins identified by Fe deficiency and two levels of Fe excess were 

marked with circles，squares and prisms，respectively. The line between proteins indicated that proteins interact with each other. a，b，c. Using 

the STRING online database，a total of 115，142，and 106 DAPs were filtered into the PPI network and visualized by Cytoscape. Only the 

proteins with the largest number of interactions among the differentially accumulated proteins are shown in the figure. d，e，f. Top 15 DAPs 

analyzed by maximal clique centrality（MCC）method in cytoHubba. The size of the lable was proportional to the rank order of the candidate 

proteins. d：RPS16，30S ribosomal protein S16；RPS2，30S ribosomal protein S2；RPS18，30S ribosomal protein S18；PETB，Cytochrome 

b6；ATPF，ATP synthase subunit b；RPL27，50S ribosomal protein L27；EGY2，zinc metalloprotease EGY2；PSBF，Cytochrome b559 

subunit beta；FD1，Ferredoxin 1；PETC，Cytochrome b6-f complex iron-sulfur subunit. e：RACK1A，Guanine nucleotide-binding protein 

subunit beta-like protein A；RPL24，Ribosomal protein L24e domain-containing protein；RPL7，60S ribosomal protein L7-2；EIF3H，

Eukaryotic translation initiation factor 3 subunit H；RPL10A，60S ribosomal protein L10a；RPS23，40S ribosomal protein S23；RPL9，

60S ribosomal protein L9；SG12，60S ribosomal protein L10-2；RPS6，40S ribosomal protein S6；RPL37，60S ribosomal protein L37. f：

RPL17，50S ribosomal protein L17；ABCF6，ABC transporter family protein；BGLU8，Beta-glucosidase 8；EIF6，Eukaryotic translation 

initiation factor 6. 

 
图 6  缺铁和高铁胁迫差异蛋白的互作网络和候选蛋白的筛选 

Fig. 6  Protein-protein interaction（PPI）relationship of differentially accumulated proteins（DAPs）and candidate proteins under Fe deficiency 

and excess 
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运 蛋 白整 合膜 1 型 结构 域 的蛋 白质 （ ABCD1，

Os01g0218700）等。综上可知，蛋白质在转录和翻

译水平上的调控存在差异，本研究蛋白质组数据为

理解植物应对铁胁迫的调控提供了新的信息。 

3  结  论 

本研究从蛋白质水平鉴定了水稻响应缺铁和高

铁胁迫的关键蛋白，对差异蛋白参与的主要生物学过

程和代谢途径进行了比较分析。缺铁和高铁胁迫均影

响光合作用和核糖体等代谢过程，苯丙烷的物质合成

主要受到缺铁胁迫的调控，而氨基酸代谢主要受到高

铁胁迫的调控。铁胁迫下的水稻可通过调控代谢响应

（如辅因子的生物合成）减少或修复逆境造成的损害，

以维持基本的生理活动。本研究还鉴定出了一些新的

可能受铁胁迫调控的蛋白质，为水稻响应铁胁迫机制

的进一步研究提供了数据基础。 
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