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植物天冬氨酸蛋白酶的功能研究进展
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摘　要 ：天冬氨酸蛋白酶 (aspartic proteases, APs) 是一类重要的蛋白水解酶，广泛分布于哺乳动物、植物、

细菌和病毒中。近年来，越来越多的植物天冬氨酸蛋白酶相继被发现，有关天冬氨酸蛋白酶在植物生长发

育中的作用的研究获得了新进展。现就植物天冬氨酸蛋白酶的结构和功能的研究进行总结，并对相关领域

今后的研究方向提出展望。
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The research progress on the functions of plant aspartic proteases
WANG Ya-Rui, WU Yan*

(State Key Laboratory of Hybrid Rice, College of Life Sciences, Wuhan University, Wuhan 430072, China)

Abstract: Aspartic proteases are important proteolytic enzymes which are widely distributed in mammals, plants, 
bacteria and viruses. Recently, more and more family members of aspartic proteases have been identified in plants. 
The roles of aspartic proteases in plant development have been reported in numerous studies. In this brief review, 
we highlight the structures and functions of plant aspartic proteases, and also discuss the prospect in underlying the 
molecular mechanisms involving in aspartic proteases of plants.
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天冬氨酸蛋白酶 (aspartic proteases, APs) 是蛋

白水解酶家族非常重要的亚家族成员 [1]，普遍存在

于动物和植物细胞中 [2]。例如，哺乳动物的胃蛋白

酶 (Pepsin)、凝乳酶 (Chymosin)[3]、肾素 (Rennin)[4]

及溶酶体中的组织蛋白酶 (Cathepsin)D 和 E 等，均

属于天冬氨酸蛋白酶。天冬氨酸蛋白酶广泛分布于

植物的种子、茎、叶片、花器官等组织中。20 世纪

90 年代，植物天冬氨酸蛋白酶在单子叶植物，如玉

米 (Zea mays L.)、水稻 (Oryza sativa L.)、小麦 (Triticum 
aestivum Linn.)；双子叶植物，如拟南芥 (Arabidopsis 
thaliana)、油菜 (Brassica campestris L.)、烟草 (Nicotiana 
tabacum L.)、马铃薯 (Solanum tuberosum) 等相继得

到分离 [5]。这些水解酶最初主要是在休眠的种子中

检测到的 [2]，后来在蓟 (Cirsium japonicum) 的花、

烟草和马铃薯的叶片、猪笼草 (Nepenthes distillatoria)
的捕虫囊消化液 (pitcher fluid)[6]，以及水稻的胚囊

中均发现有天冬氨酸蛋白酶的存在 [7]。此外，天冬

氨酸蛋白酶也在细菌和病毒中被发现 [8]。

人们对于植物天冬氨酸蛋白酶的理解建立在动

物和微生物相关研究之上。植物中的 APs 主要参与

前体蛋白的加工、蛋白质的降解、细胞程序性死亡

(programmed cell death, PCD) 等过程，同时也参与

植物抗病、抗逆、叶片衰老 [9] 等过程。近年来，越

来越多的植物天冬氨酸蛋白酶得到了分离，并通过

体内实验对其功能进行了探究。在拟南芥和水稻中

的研究尤为突出。通过筛选拟南芥抗病突变体库，

Xia 等 [10] 分离获得 AP 基因 CDR1 (constitutive disease 
resistance 1)，该基因可能是抗病相关基因，CDR1
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蛋白在细胞间质中的大量积累，可能是一种对病原

的防御反应。水稻 OsCDR1 是拟南芥 CDR1 的同源

基因，其表达受到植物抗病诱导剂的诱导 [11]。在拟

南芥或水稻中，CDR1 基因参与了植株抵御细菌和

真菌的感染 [12-13]。预测在拟南芥基因组中可能存在

60多个编码天冬氨酸蛋白酶的基因。Takahashi等 [14]

通过分析 AP 基因的组织表达模式，发现一些 AP
基因在拟南芥的组织中广泛表达，暗示了天冬氨酸

蛋白酶功能的多样性。本实验室进行相关研究发现，

拟南芥天冬氨酸蛋白酶基因 ASPG1 (aspartic protease 
in guard cell 1) 参与了 ABA (abscisic acid) 信号介导

的避旱过程。ASPG1 基因的表达主要分布在保卫

细胞中，这与它参与气孔关闭，益于植株避旱的功

能特征吻合 [15]。目前人们已确定在水稻基因组中

存在 96 个 AP 基因 [16]。通过对一个控制籼稻和粳

稻亚种间杂种不育的主效基因 S5 位点的研究，发

现此位点处的 ORF5 基因编码一种天冬氨酸蛋白酶。

S5 位点由 3 个基因 ORF3、ORF4、ORF5 构成，这

3 个基因组成“杀手 — 保护系统”(killer-protector 
system) 以调控籼粳杂种不育 [17]。

天冬氨酸蛋白酶的作用在植物生长发育中不容

忽视。本文就近期对植物天冬氨酸蛋白酶的功能研

究进行综述，旨在为今后相关领域的研究提供理论

依据。

1　植物天冬氨酸蛋白酶类型

植物天冬氨酸蛋白酶 (APs) 在 MEROPS 数据

库 (http://merops.sanger.ac.uk/) 中，根据氨基酸序列

同源性，被划分为 14 个家族。依据各家族成员间

的进化关系和三级结构，植物 APs 又进一步地被归

为 5 类，分别为 Clan AA、AB、AC、AD 和 AF[18]。

Clan AA 亚家族包含了大部分重要的 APs 成员，其

中包括 A1 和 A2 两组成员。A1 组包含胃蛋白酶、

凝乳酶、组织蛋白酶 D 和 E、肾素、Plasmepsins (PMs)
及 Histo-aspartic peptidase (HAP) ；A2 组 包 含 HIV 
retropepsin。其他 4 种类型的 APs 只包含较少的家

族成员。大多数植物天冬氨酸蛋白酶属于 Clan AA
亚家族的 A1 类型，如拟南芥 CDR1[10] 和 PCS1 

(promotion of cell survival 1)[19] 蛋白，水稻 S5 位点

的 ORF5 [17]，均为 A1 类 pepsin 家族成员。

2　植物天冬氨酸蛋白酶的结构

不同物种中天冬氨酸蛋白酶 (APs) 具有相似的

蛋白酶特性。在酸性 pH 条件下 APs 具有水解酶的

活性，然而，其活性能够被 Pepstatin A 抑制。大部

分植物 APs 的氨基酸序列包含 3 个部分：N 端

(amino-terminal)、植物特有插入系列 (plant-specific 
insert, PSI) 和 C 端 (carboxy-terminal)[20]。植物 APs
的 N 端和 C 端与哺乳动物及微生物中 APs 的序列

具有高度同源性。如图 1 所示，植物 APs 的 N 端

通常包括信号肽 (signal peptide)、前肽 (propeptide)
及活性位点结构域 (Asp domain)。N 端信号肽序列

与 APs 前体向内质网的转运相关，前肽区由 40 个

左右氨基酸构成，活性位点区主要包含两个保守的

植物 APs 催化位点，它们分别为 Asp-Thr-Gly 和

Asp-Ser-Gly。然而，在动物和微生物中，相当一部

分 APs 却只具有一个含 Asp-Thr-Gly 的保守区域。

典型的天冬氨酸蛋白酶 (APs) 在酸性条件下活性最

高，这是因为酸性条件会中和酶表面过多的负电荷，

使其更加的稳定，并且前肽区段的去除需在酸性的

条件下完成。在中性条件下，APs 会发生不可逆变

性，但并不是所有的天冬氨酸蛋白酶都遵循此规律。

有些特殊的植物 APs 在接近中性环境中酶活性反而

增强，如拟南芥的 CDR1 蛋白在较高的 pH 值

(pH6.0~6.5) 时活性最高 [21]。

APs 的最终形式是由一条或两条肽链拼接折叠

而成 [22]，其加工成熟过程相当复杂。当植物 APs
处于蛋白质加工阶段时，信号肽会在内质网处被剪

切掉，接着前肽和 PSI 序列也会在蛋白成熟过程中

被去除。植物 APs 的最终形式由剩余的活性位点结

构域及 C 端构成。但是，有些特殊的植物 APs 的
蛋白加工过程不尽相同。如 Lufrano 等 [23] 在翼蓟

(Cirsium vulgare) 中成功克隆并分离出了一种植物

APs，将其命名为 cirsin。通常大部分的 APs 需要通

过酸的刺激或蛋白水解才能催化成活性形式。但

cirsin 则不同，无需切去信号肽和前肽区段它便具

图1　植物APs蛋白结构域示意图
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有蛋白酶的活性 [23]。目前发现的很多植物天冬氨酸

蛋白酶均含有 PSI 序列，该序列由 50~100 个氨基

酸残基构成。尽管该序列含有 6 个保守的半胱氨酸

残基、几个疏水残基和 1 个糖基化位点，但不同植

物物种的 PSI 序列差异很大，体现出天冬氨酸蛋白

酶在进化过程中的多样性。

3　植物天冬氨酸蛋白酶的组织分布和亚细胞

定位

植物 APs 最初是在种子中分离获得的。植物

APs 作为一种蛋白水解酶，能够将大分子的蛋白质

水解为氨基酸小分子。在大麦 (Hordeum vulgare L.)
种子萌发起始阶段，AP 主要在胚和盾片中表达；

待种子萌发形成根之后，在根和糊粉层中表达量较

高。在发育时期的大麦种子的胚、糊粉层和种皮等

结构中，均有 AP 的表达。植物 APs 在种子中的广

泛分布，为种子的正常萌发提供了充足的营养。此

外，AP 也存在于拟南芥、油菜、蓖麻等植物的种

子中 [5]。随着研究的发展和深入，人们观察到，在

植物的其他部位，其实也能够检测到 AP 的积累。

如在水稻中克隆出的第一个天冬氨酸蛋白酶基因

Oryzasin1。它在萌发的种子、幼嫩的根和叶中表

达量较高，Asakura 等 [24] 推测 Oryzasin1 可能参与

贮藏蛋白的加工与降解。水稻开花后 2~4 周，

Oryzasin1 的表达呈上升趋势；种子形成之后，其

表达量下降，说明 Oryzasin1 在种子形成的过程中

发挥了重要的作用。 在大麦的根中，有人发现一种

植物天冬氨酸蛋白酶 Phytepsin，其在导管和筛管中

大量积累 [25]。本实验室的研究结果显示，拟南芥天

冬氨酸蛋白酶基因ASPG1主要存在于幼苗、成熟叶、

茎、花和角果的保卫细胞中。这一现象与它所具有

的参与 ABA 信号介导的避旱过程相一致 [15]。

典型的植物 APs 定位在液泡中。随着研究的

深入，人们发现 APs 在细胞中的定位其实是多样化

的。例如，有些 APs 能够定位在细胞壁或内质网处。

研究表明，天冬氨酸蛋白酶在植物细胞中的定位可

能与它们所特有的 PSI 序列有关。PSI 序列与动物

和微生物中的 APs 没有序列同源性，但却与哺乳动

物的 soposin C 高度同源，该蛋白能够激活溶酶体

中的 β- 半乳糖神经酰胺酶 (β-galactosylceramidase)
和 β- 半乳糖苷酶 (β-galactosidase)。加工成熟的植

物 APs 与动物的组织蛋白酶 D (cathepsin D) 的序列

及 3D 结构十分相似。在动物细胞中，cathepsin D
的加工成熟必须通过 soposin C 的协助才能实现其

在溶酶体中的定位 [5]。植物 APs 的 PSI 序列被认为

可能与酶在细胞内或向胞外转运有关。近期解析的

马铃薯 PSI 晶体结构显示，其 N 端在酸性 pH 下形

成 helix-kink-helix 的结构，具有介导双层膜融合的

能力，从而实现了天冬氨酸蛋白酶到液泡的转移 [26]。

研究表明，有些植物中的 APs 不含 PSI 序列，其亚

细胞定位也多种多样，如拟南芥抗病相关的 CDR1
定位于细胞壁 [10]，干旱胁迫相关的 ASPG1 定位于

内质网 [15]。水稻在雌蕊特异表达的 S5 位点的

ORF5，其编码的 AP 也不含 PSI 序列，暗示其亚细

胞定位可能不在液泡，免疫电镜 (immuno-electron 
microscopy) 结果显示，ORF5 定位于细胞壁处 [16]。

4　植物天冬氨酸蛋白酶的功能

4.1　蛋白质的加工与降解

植物 APs 参与植物体内蛋白质的加工与降解

过程。种子萌发过程中，在一些特殊的组织 ( 胚乳

或子叶 ) 里，编码贮藏蛋白的基因表达，经过转录

翻译形成蛋白前体，由 APs 对其进行加工和剪切，

使之成为有功能的蛋白质，如油菜种子中天冬氨酸

蛋白酶参与种子贮藏蛋白清蛋白 (albumin) 的 2S 前

体的加工。这些贮藏蛋白的多肽前体，在翻译后修

饰过程中 (post-translational process) 被 APs 剪切为

两条不同的由二硫键联系起来的链，从而形成成熟

的 2S 清蛋白 [27]。而成熟的 2S 清蛋白能够有效抑

制细菌和真菌的生长，抵抗植物病原体的侵染，在

植物体防御系统中起重要的作用 [28]。植物种子的萌

发，需要大量水解酶的参与，这些酶将种子贮藏蛋

白水解为氨基酸小分子，为植物的生长发育提供氮

源，如食肉植物猪笼草中的天冬氨酸蛋白酶主要分

布在捕虫囊中，可将捕获的昆虫进行消化，从而提

供植物生长所需的营养物质 [29]。小麦的两个天冬氨

酸蛋白酶 WAP1 和 WAP2 在种子萌发和成熟过程中

表达。将这两个蛋白从萌发的种子中纯化，发现其

能消化谷蛋白 (gluten) 底物，而谷蛋白正是小麦贮

藏蛋白的一种。为了探究这两个APs的生理学功能，

以一天吸胀 (imbibition) 作用的小麦种子为材料，通

过原位杂交 (in situ hybridization) 实验，发现 WAP1
和 WAP2 主要在胚根、盾片 (scutellum) 和糊粉层

(aleurone layer) 中表达。成熟种子中 WAP1 在整个

胚中均有表达 [30]。这一组织表达特点与其水解贮藏

蛋白的功能相一致。

4.2　植物衰老和细胞程序性死亡

当植物迈进了衰老时期，接踵而来的是一系列
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的形态和生理变化。伴随着植物的叶片、茎、种子

等器官的衰老，细胞结构也发生剧烈变化，如细胞

膜坍塌、细胞器解体、DNA 降解等等。此时，植

物的光合速率和呼吸速率均明显降低，叶绿素含量

也随之下降，自由基水平升高，激素水平变化等。

目前的研究显示，在植物衰老过程中 APs 主要参与

了细胞器的降解、光合作用关键酶 (rubisco) 的降解

以及激素调控的衰老机制等过程。在研究欧洲山杨

(Populus tremula) 衰老的叶片中的基因时，Bhalerao
等 [31] 发现两个天冬氨酸蛋白酶基因在幼嫩叶片中

几乎不表达，但在衰老叶片中表达量明显升高；在

叶片的衰老过程中，光合作用逐渐减弱，叶绿体呈

现降解；实验数据表明，这两个天冬氨酸蛋白酶可

能与细胞中叶绿体的降解密切相关。Cruz de 
Carvalho 等 [32] 在豇豆 (Vigna unguiculata L. Walp.) 
中分离出一个天冬氨酸蛋白酶基因 VuAP1，根据

RNA 印迹 (Northern blot) 结果，发现该基因在叶片

和茎中特异性表达，且在衰老的叶片中转录水平明

显升高。由此，他们推测该酶可能参与了叶片衰老

过程。在烟草中，Kato 等 [33] 发现定位于叶绿体的

蛋白 CND41 参与了叶片衰老时核酮糖 -1,5- 二磷酸

羧化酶全蛋白 (rubisco holoprotein) 的降解过程，且

CND41 的水平与烟草细胞叶绿体内的转录水平呈负

相关。与烟草 CND41 同源的拟南芥基因同样也具

有类似的作用 [34-35]。在马铃薯中，SPAP1 蛋白为典

型的天冬氨酸蛋白酶，参与乙烯调控的叶片衰老，

但 SPAP1 促进马铃薯叶片衰老并未直接发挥作用，

它还需要乙烯信号通路中多个成员的共同参与才能

实现 [9]。一些 APs 还参与了植物细胞程序性死亡

(PCD) 进程，如大麦的 phytepsin 和 nucellin 蛋白均

参与了 PCD 过程 [25,36]。其中 phytepsin 基因在根的

导管和筛管的降解过程中表达量较高，nucellin 基

因则是在发生双受精 (double fertilization) 后进行表

达，从而降解大麦珠心细胞。在荞麦 (Fagopyrum 
esculentum Moench.) 种子中分离出了天冬氨酸蛋白

酶基因 FeAP12，Timotijevic 等 [37] 发现该基因在种

子发育早期呈特异性表达，该基因也可能与珠心

(nucellus) 的降解有关。拟南芥 PCS1 基因与胚胎发

育和有性生殖有关。PCS1 主要在花和幼嫩的角果

中表达，当该基因异位表达时，雌配子的育性并未

受到影响，但雄配子败育，原因是花粉囊不能正常

开裂，而花粉囊的正常开裂与 PCD 有关，因此，

该基因可能抑制 PCD 过程 [19]。已有证据显示，水

稻天冬氨酸蛋白酶基因 OsAP25、OsAP27[38] 以及

OsAP37[39] 均参与植物发育过程中 PCD。OsAP25、
OsAP27 参与了花药绒毡层的降解，OsAP37 与 PCD
过程中 caspase-like protease(s) 的激活相关。Os1295
基因与 Oryzasin1 具有很高的同源性，但前者是在

水稻衰老相关 cDNA 文库中被发现的，且该基因在

黑暗处理时在衰老叶片中表达量明显上升 [40]。综上

所述，近年来发现很多植物 APs 直接或间接地参与

到了叶片衰老及 PCD 进程，但并没有实际的证据，

且具体机制尚不明确。

4.3　逆境胁迫反应

已有大量证据证实植物 APs 参与非生物和生

物胁迫过程。Cruz de Carvalho等 [41]在菜豆 (Phaseolus 
vulgaris L.) 和豇豆的叶片中分离出天冬氨酸蛋白酶

基因，发现它们的转录水平和酶活性受到干旱胁迫

的诱导。当荞麦处于不同胁迫环境中，如黑暗、干旱、

紫外、创伤以及水杨酸 (salicylic acid, SA) 处理时，

叶片中的天冬氨酸蛋白酶基因 FeAP9 的表达水平上

调 [42]。对两种不同品种的菠萝 (Ananas comosus) 进
行收获后冷处理，发现耐冷品种中 AP 基因 AcAP1
表达量升高，而另一非抗寒品种中，AcAP1 表达量

下调，由此说明 AcAP1 可能参与到了菠萝收获后耐

冷胁迫通路中 [43]。研究发现拟南芥 ASPG1 基因参

与了 ABA 信号通路，通过调节细胞中 ROS (reactive 
oxygen species) 水平的平衡，介导植物干旱胁迫应

答 [44]。本实验室的研究结果显示，ABA 和干旱胁

迫均能够提升 ASPG1 的表达水平，过量表达

ASPG1 能够促进保卫细胞中 ROS 的产生，影响

ABI2 (ABA-insensitive 2) 基因的转录水平 [15]。有报

道指出，ABI2 能够抑制 H2O2 和钙离子诱导的气孔

关闭 [45]。因此，ASPG1 可能通过调节 ABI2 的表达

水平实现其帮助植物避旱的功能。

除了参与各种非生物胁迫过程，植物 APs 也
参与植物对生物胁迫的应答。早在 20 世纪 90 年代，

Rodrigo 等 [46-47] 在烟草和番茄 (Lycopersicon esculentum 
Mill.) 叶片中分离出了定位于胞外的 APs，它们与病

程相关蛋白 (pathogenesis-related proteins) 的降解有

关。Guevara 等 [48] 在马铃薯的块茎中分离出 StAP
基因，对块茎进行真菌感染和创伤两种处理，发现

被致病疫霉 (Phytophthora infestans) 感染的组织中

StAP 表达水平明显升高，且发现该酶能够直接抑制

真菌孢囊 (cyst) 的萌发。拟南芥 CDR1 基因编码一

个分泌到胞外的天冬氨酸蛋白酶。如果超表达 CDR1
基因，植株具有矮化、抗病的表型。相反地，如果

抑制该基因的表达，植株呈现感病敏感表型，由此
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推测该基因可能与植物抵御病原体侵害相关 [10]。水

稻的一些 AP 基因也参与了生物胁迫应答。水稻经

植物抗病诱导剂 SA 和苯并噻二唑 (benzothiadiazole, 
BTH) 处理后 OsCDR1 的表达量显著上调，说明

OsCDR1 可能与水稻抗病有关 [11]。Alam 等 [49] 为研

究 OsAP77 基因的功能，对水稻植株进行了多种处

理。发现经细菌、真菌、病毒等感染后，水稻维管

组织中的 OsAP77 表达明显增强；经水杨酸、异烟

酸 (isonicotinic acid, INA)、过氧化氢和脱落酸等处

理之后，在维管组织中 OsAP77 的表达量也呈上调

趋势。由此猜测水稻 OsAP77 基因同时参与了生物

和非生物胁迫机制。当葡萄 (Vitis vinifera) 受到白粉

菌 (Uncinula necator) 感染时，其质量和产量均会受

到影响。葡萄的 4 个 VvAP 基因的表达水平在被白

粉菌感染后均显示上调，这也暗示这些基因可能参

与了真菌感染的胁迫应答 [50]。

5　总结与展望

APs 是生物体内一类重要的酸性水解酶，参与

生物体的多种生理和病理过程，包括促进其他酶的

活化、降解抗原、特异性水解逆转录病毒蛋白前体、

调整血压、消化食物等，如肾素在控制血压和止血

方面具有重要作用 [51]。属于 ClanAD 家族的早老素

(presenilins) 发生突变，会导致哺乳动物患阿尔茨海

默性痴呆 (dementia in Alzheimer’s disease) [52] 等。了

解 APs 在不同生理病理条件下的作用机理，将为人

们对艾滋病、肿瘤、肝炎等疾病的攻克提供重要的

理论依据。近期，对白色念珠菌分泌的 APs 结构和

功能的研究尤为突出 [53-56]，因该真菌存在于正常人

体内，一般维持较低水平，当机体免疫功能下降时，

菌株大量滋生，引发疾病。而 APs 是真菌繁殖必需

的水解酶，因此，寻找生物活性较强的小分子非肽

类抑制剂，将是下一步研究真菌感染等疾病的重点。

由此可见，APs 的研究对人类的健康具有重大意义。

基于植物 APs 与哺乳动物及微生物中 APs 的 C 端

和 N 端序列的高度同源性，人们在对动物及微生物

APs 研究的基础上，对植物 APs 的了解日益增加，

取得了一系列的研究进展。近年来，研究者们发现

植物 APs 参与了蛋白质的加工和降解、组织的衰老

和细胞程序性死亡、抗病、抗逆等过程。植物 APs
参与了非生物和生物胁迫过程，因此，了解其中的

作用机制有助于人们对植物抗逆境胁迫进行深入研

究。由于 APs 在酸性环境下具有较高的活性和稳定

性，近几年在食品加工行业得到广泛的应用 [57]，如

生产奶酪时，APs 被用作牛奶凝固剂 [58-60] ；为提升

食物的口感，APs 可作为食品添加剂 [61] 等。植物

APs 在生物体内是一个较大的酶家族，更多的基因

功能有待发掘。随着分子克隆技术和生物信息学的

发展，越来越多的植物 APs 被克隆分离，这些同一

物种或不同物种中 APs 在基因水平上存在的分子多

态性，可能会对蛋白质的功能有一定影响。虽然已

研究了一些 APs 基因，并揭示了它们在植物体内行

使的多种功能，且研究了水解酶活性，但是对 APs
的作用机理的了解依然很少。未来的挑战可能是研

究植物 APs 在各种信号通路网络中扮演的角色及其

天然底物的确定 [62]。
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