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要!枣果实在发育和成熟过程中涉及多种复杂的生理生化变化!为了解枣果实在发育过程中

蛋白质组的变化情况"利用液质联用#

IJ(KL

$技术对主栽制干枣品种%%%骏枣幼果期&膨大期&白

熟期&初红期和全红期
C

个阶段的果实进行了非标记定量蛋白质组动态变化研究!结果表明"各时

期果实与其前一阶段相比分别有差异表达蛋白
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个!基因本体#

MN

$注释结果显示'

幼果与膨大果的差异蛋白主要富集在核酸代谢过程"膨大期果实与白熟果的差异蛋白主要富集在

碳水化合物代谢过程!从
C

个阶段的果实中分别鉴定到
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个特异表达蛋白!

K5,F.2*,

注释和
ODMM

通路注释结果显示"幼果期特异表达蛋白主要参与了
P1Q

转运通路!加

权基因共表达网络#

RMJ1Q

$分析显示"幼果期高表达蛋白主要与核糖体合成相关!总之"枣果实

在白熟期以前与细胞分裂和膨大相关的蛋白表达量和富集程度高"从白熟期开始与碳水化合物积

累相关的蛋白质表达上调!本研究从蛋白质组学水平阐明了枣果实发育成熟过程中蛋白质组分的

动态变化"为提高枣果实品质奠定了理论基础!
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枣树"
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#为鼠李科"

P3.E-.F5(
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#枣属植物!是原产于我国的经济林果树!也是鼠

李科中最具经济价值的树种'近年来!随着枣在新

疆等地的大面积推广!其栽培面积及和产量逐年增

长'

!"#>

年!我国年产枣"干重#

>!C

万
2

(

#

)

'枣果

实营养丰富!是糖含量和抗坏血酸含量最丰富的水

果之一!受广大消费者喜爱(

!

)

'枣作为重要的经济

树种!其果实发育和成熟过程的生理机制是研究者

们一直关心的对象'因此!阐明枣果实风味和营养

成分积累的生理和分子机制!可以为果实品质提升

和分子育种提供理论基础'

与其他非跃变型果实相似!枣果实的发育和成

熟包括果实膨大*糖分积累*果实着色等多种生物学

过程(

%

)

'研究表明!在开花后
&

周内枣果实细胞分

裂旺盛但细胞体积增长缓慢!在
&

周后!枣果实细胞

体积迅速增长并持续到白熟期(

&

)

'白熟期果肉仍有

所增长但量微!主要进行物质的积累和转化(

C

)

'从

白熟期开始!枣果实内蔗糖含量迅速升高并一直持

续到全红期(

>(@

)

'同时!从这一时期开始!枣果皮内

叶绿素含量迅速下降!使枣果皮由绿色变为白色'

全红期的骏枣果实果皮颜色深红!主要由叶黄素*花

青素以及黄酮醇类物质的积累造成(

'($

)

'枣果实的

发育和成熟过程!已经在转录组水平得到研究(

#"(##

)

!

但在蛋白质组水平的研究尚未见报道'

蛋白质组学是在后基因组时代出现的一个新的

研究领域!旨在研究细胞*组织或生物体蛋白质组成

及其变化规律(

#!

)

'其可用于研究植物的生长发育!

对生物和非生物胁迫的响应及发病机理!翻译后修

饰及蛋白质间的相互作用(

#%

)

'蛋白质作为功能执

行体!是基因表达更直接的反映'因此!与转录组相

比!蛋 白 质 组 能 更 直 接 反 应 植 物 基 因 的 表 达 状

态(

#&

)

'近年来!随着质谱技术的快速发展!使得高

通量分离和鉴定肽段效率逐步提高'此外!越来越

多的物种基因组测序完成!为构建参考蛋白质库提

供了数据资源!使得蛋白质组学研究更加高效可靠'

本研究通过对骏枣果实不同生长阶段蛋白质组

进行比较!筛选了在骏枣果实发育过程中差异表达

和在各阶段特异表达的蛋白!并对这些蛋白进行了

功能注释和统计分析'探讨了骏枣果实发育过程中

细胞分裂和膨大涉及的代谢通路及关键蛋白!为进

一步揭示枣果实动态发育过程提供了蛋白质水平的

参考!为提高枣果实品质提供了理论基础'

#

!

材料与方法

!"!

!

试验材料

供试
#"

年生骏枣植株种植于西北农林科技大

学红枣试验站"

1%@=#%Z

!

D##"="$Z

#!具有相同的生

长环境和栽培条件且属于同一无性系'于
!"#@

年

共采集
C

个生长发育阶段的果实"图
#

#!包括$幼果

"开花后
!"<

#*膨大期果实"开花后
&"<

#*白熟期果

实"开花后
>"<

#*初红期果实"开花后
'"<

#*全红期

果实"开花后
#""<

#'每阶段样品均采自
%

株长势

一致的骏枣植株!采集后的果实被立即放入液氮中

冷冻!然后储存于
['"\

冰箱中供后续试验使用'

图
=

!

骏枣果实
>

个生长发育阶段的形态特征
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枣果实蛋白质裂解及定量

根据
T.-

(

#C

)的方法略有修改'取每个阶段样

品
!

H

!在研钵中用液氮研磨成细粉!加入
#"EI

YJQ

%丙酮"

F]F^#]$

#!混匀后于
[!"\

静置
&

3

!然后
&\

下
>"""_

H

离心
&"E:-

!弃上清'沉淀

用丙酮冲洗
%

次后干燥'取
#""E

H

干燥后的粉末!

加入
C""

"

ILAY

裂解液!震荡混匀!沸水浴
CE:-

!

超声破碎"

#'"R

!

!E:-

#!沸水浴
#CE:-

!

#&"""_

H

离心
#CE:-

后取上清'用
BQJT,*25:-Q66.

8

O:2

"

B:*(P.<

!美国#进行蛋白质定量!分装后于
['"\

冰箱中保存备用'

!"$

!

蛋白质质检与酶解

从每份蛋白质样品中各取
!"

"

H

进行
LAL(

TQMD

电泳'蛋白样品加入
&

"

IC_

上样缓冲液

"

#"̀ LAL

!

"=C̀

溴 酚 蓝!

C"̀

甘 油!

C"" EE*/

AYY

!

!C"EE*/Y,:6(aJ/

!

S

a>='

#后沸水浴
CE:-

!

#&"""_

H

离心
#"E:-

取上清!用
#!=C̀ LAL(

TQMD

进行电泳'电泳条件为电压
#CEQ

*时间
>"

%'

第
&

期 陈
!

昕 等$枣果实不同发育阶段蛋白质组动态研究
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'电泳完毕后!凝胶采用考马斯亮蓝染色'质量

检测合格后!参考董飞(

#%

)等方法进行
7QLT

酶解'

!"%

!

液质鉴定与差异蛋白相对定量

根据孙倩倩(

#>

)的方法略有修改'使用钠升流

速
aTIJ

液相系统
DQLb(-IJ#"""

对肽段进行分

离'流动相
Q

$

"=#̀

甲酸乙腈水溶液"

!̀

乙腈#!流

动相
B

$

"=#̀

甲酸乙腈水溶液"

'&̀

乙腈#'色谱柱

为
Y35,E*DQLbF*/+E-LJ!""#C"

"

E_#""EE

"

PT(J

#'

#'流速$

&""-I

%

E:-

'线性洗脱梯度"流

动相
B

#$

"̀

#

&C̀

!

"
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#""E:-
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&C̀

#

#""̀

!

#""

#

#"'E:-

&

#""̀

!

#"'

#

#!"E:-

'分离后肽段用

c(DG.F2:;5

质谱仪"

Y35,E*7:--:

H

.-

!美国#进行质

谱分析'检测方式$正离子&母离子扫描范围$

%""

#

#'""

"

E

%

X

#&多肽及其碎片的质荷比采集方法$每次

全扫 描 后 采 集
!"

个 碎 片 图 谱'使 用
K.G

W

+.-2

"

#=%="=C

#

(

#@

)对
IJ(KL

%

KL

获得的质谱图谱进行

分析!并进行非标记相对定量'

!"&

!

生物信息学分析

根 据 枣 树 基 因 组 的 基 因 集 "
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#

(

#'

)对获得的肽段进行比对注

释'使用
B/.62!MN

"

C=!

#对鉴定到的蛋白质进行基

因本体"

MN

#注释(

#$

)

!使用
S

/.B:

数据库"
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S

$%%
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S
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S
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S

*,2./
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E5,F.2*,(65

W
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#对蛋白质进行
K5,F.2*,

注释!利用
OQQL

"

322

S

6

$%%

444=

H

5-*E5=

?S

%

2**/6

%

e..6

%#对蛋白质

进行通路注释'用每个阶段蛋白质表达量与其前一

阶段相比鉴定差异表达蛋白"

$

/*

H

!7J

$%

#

!

>

&

"="C

#'使用
K5f&=$="

"

322

S

6

$%%
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H

5=-52

%

S

,*

?

5F26

%

E5;(2E&

%

0:/56

%

E5;(2E&

%#对 鉴 定 到 的 蛋

白质进行
O(E5.-6

聚类分析'使用
P

语言
3F/+62

函数对枣果实样品进行层级聚类!相关参数$距离!

欧式 距 离&连 接 方 法!类 平 均 法'使 用
P

语 言

RMJ1Q

包"
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#"
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S
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$%%
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S
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H

56
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RMJ1Q
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:-<5G=32E/

#构建蛋白共

表达网络'共表达网络参数$软阈值!

>

&

YNK

类

型!有向&

E:-K*<+/5L:X5

!

C"

&合并剪切高度!

"=%

'

利用
J

8

2*6F.

S

5%=>=#

"

322

S

6

$%%

F

8

2*6F.

S

5=*,

H

%#进

行蛋白共表达网络可视化'

!

!

结果与分析

#"!

!

骏枣果实不同发育阶段蛋白质组变化

利用
LAL(TQMD

对蛋白质提取和裂解效果进

行了检测'如图
!

所示!枣果实蛋白质相对分子质

量主要在
#'=&

#

##>e+

!有
#'

条清晰可见的条带&

不同阶段样品之间电泳条带有所差异!

!Ce+

处的

条带随着果实成熟度的增加颜色加深'各重复之间

的电泳图谱未观察到明显差别'

质谱分析共鉴定到肽段数
&%$'>

个!比对骏枣

基因组后!共鉴定蛋白质数
&$$'

个!占骏枣基因集

"

!@&&%

个基因#的
#'=!̀

'根据从
%

次生物学重

复中至少
!

次鉴定到同一种蛋白的原则!从幼果*膨

大果*白熟果*初红果和全红果分别鉴定到
%%>>

*

%@C@

*

%%@%

*

%#%!

*

%#!C

个蛋白质!在
C

个阶段均

检测到的蛋白质数为
!!"@

个"表
#

#'使用
P

语言

对
C

个阶段的骏枣果实进行聚类分析'结果表明!

不同生物学重复之间具有良好的相关性"图
%

#'幼

果期果实与膨大期果实被聚集到一起!其余
%

个阶

段的果实则被聚集在另一个簇中'

表
=

!

骏枣果实
>

个生长发育阶段鉴定到的总蛋白

及差异蛋白数

Y.U/5#

!

V<5-2:0:5<

S

,*25:-6.-<<:005,5-2:.//

8

5G

S

,5665<

S

,*25:-6

.20:;5<5;5/*

S

E5-2./.-<,:

S

5-:-

H

62.

H

56*0B4C4

D

.A*

E

A

E

A=7

+

)+-X.*

,

0,+:2

花后
天数%

<

鉴定到的
蛋白质%个

差异
蛋白质%个

上调
蛋白%个

下调
蛋白%个

!" %%>>

&" %@C@ #'$ @$ ##"

>" %%@% C%C #>! %@%

'" %#%! >>> #># C"C

#"" %#!C >'' #'# C"@

总蛋白%个
&$$' $&% !@& >>$

#"#

!

不同阶段差异表达蛋白的
'(

富集分析

使用
K.G

W

+.-2

对鉴定到的蛋白质进行非标记

定量!使用
+

检验对表达强度进行比较'结果显示!

与各自的前一阶段相比!在膨大果*白熟果*初红果*

全红果中差异表达的蛋白质数分别为
#'$

*

%C>

*

'!

*

>$

个"表
#

#'对
&

个阶段的差异蛋白进行
MN

富集

分析发现!幼果与膨大果差异蛋白主要富集在蛋白

质磷酸化和核酸代谢过程&膨大果与白熟果差异蛋

白主要富集在碳水化合物代谢过程!我们将与碳水

化合物代谢相关的差异蛋白筛选后发现!这些蛋白

均在白熟果中高表达!而在膨大果中几乎不表达&白

熟果与初红果差异蛋白主要富集在酰胺生物合成过

程&初红果与全红果差异蛋白主要富集在大分子代

谢过程"图
&

#'

#"$

!

骏枣果实不同发育和成熟阶段特异表达蛋白

的功能分析

!!

使用
O(E5.-6

聚类方法!将鉴定到的
&$$'

个

蛋白质依据其表达趋势进行聚类!共划分为
C"

个簇

"

J/+625,#

#

C"

#!其中
'

个簇具有明显的阶段特异

性表达特征"图
C

#'在幼果期特异表达的
%

个簇

"

J#>

*

J%@

*

J&C

#被合并在一起并定义为组
#

&

J'

和

&'
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图
?

!

骏枣果实蛋白质提取样品的
LAL(TQMD

分析

7:

H

=!

!

Y35LAL(TQMD:E.

H

5*0

?

+

?

+U5

S

,*25:-6.E

S

/56

图
@

!

不同发育成熟阶段骏枣果实样品

蛋白质组的聚类关系

7:

H

=%

!

J/+625,:-

H

.-./

8

6:6*0

?

+

?

+U50,+:2

S

,*25*E:F6

.2<:005,5-2,:

S

5-:-

H

62.

H

56

J%$

在膨大期果实中特异表达!由这
!

个簇组成组

!

&

J!!

在白熟期果实中特异表达!被定义为组
%

&

J#&

在初红期果实中特异表达!被定义为组
&

&

J#'

在全红期果实中表达量最高!被定义为组
C

'组
#

*

!

*

%

*

&

*

C

分别包含蛋白质
>"&

*

#'>

*

$#

*

'%

*

#'$

个'

K5,F.2*,

注释结果显示
C

个组中与蛋白质相关的

蛋白均最多"图
>.

#!除此之外!组
#

中与
P1Q

"

$>

个#相关的蛋白数量最多&组
!

中与信号转导相关的

蛋白质数量最多"

#'

个#&组
%

中与细胞"

>

个#和信

号转导"

>

个#相关的蛋白数量最多!组
&

中与
P1Q

"

$

个#相关的蛋白数量最多!组
C

中与物质转运"

#C

个#相关的蛋白质最丰富'基于
K5,F.2*,

注释结

果!本研究采用
7:635,

精确检验对在骏枣果实
C

个

阶段中特异表达的蛋白进行了富集分析'结果表

明$在幼果中与
A1Q

和
P1Q

相关的蛋白显著富集

图
A

!

骏枣果实不同发育和成熟阶段差异表达蛋白
MN

富集情况

7:

H

=&

!

MN.-./

8

6:6*0<:005,5-2:.//

8

5G

S

,5665<

S

,*25:-6:-<:005,5-2<5;5/*

S

E5-2./.-<,:

S

5-:-

H

62.

H

56*0

?

+

?

+U50,+:26

C'
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图
>

!

骏枣果实发育和成熟阶段蛋白质组的
O(E5.-6

聚类情况

7:

H

=C

!

O(E5.-6F/+625,:-

H

,5;5./6+-:

W

+562.

H

5(6

S

5F:0:F5G

S

,566:*-2,5-<6<+,:-

H?

+

?

+U50,+:2<5;5/*

S

E5-2.-<,:

S

5-:-

H

注$

.

$特异表达蛋白在各通路中的数量&

U

$特异表达蛋白在各通路中的富集程度'

图
B

!

骏枣果实发育和成熟阶段特异表达蛋白的数量和富集分析

7:

H

=>

!

D-,:F3E5-2.-./

8

6:6*062.

H

5(6

S

5F:0:F

S

,*25:-6

>'
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"图
>U

#!膨大果中与信号转导相关蛋白显著富集!

初红果中与脂代谢相关蛋白显著富集!全红果中与

脂代谢!

P1Q

和物质转运相关蛋白显著富集'

将各时期特异表达蛋白进行通路分析'结果表

明$组
#

中蛋白主要参与了
P1Q

转运通路!组
!

中

蛋白主要参与了核苷酸糖代谢通路和植物激素信号

转导过程!组
%

中的蛋白主要参与了氧化磷酸化和

多糖降解通路!组
&

中的蛋白主要参与了糖酵解通

路!组
C

中的蛋白主要参与了蛋白质加工和糖酵解

通路"图
@

#'

图
C

!

骏枣果实发育和成熟过程特异表达蛋白的
ODMM

通路注释

7:

H

=@

!

ODMM

S

.234.

8

.--*2.2:*-0*,62.

H

5(6

S

5F:0:F.//

8

5G

S

,5665<

S

,*25:-6

#"%

!

蛋白质的共表达网络分析

使用
P

语言中的
RMJ1Q

包对鉴定到的
&$$'

个蛋白质进行共表达网络分析'如图
'.

所示!该分

析将鉴定到的蛋白质共划分为
$

个模块!每个模块

用不同的颜色标记'在
$

个模块中!蓝色模块"

KD(

U/+5

#与幼果期果实高度相关!表明蓝色模块内的蛋

白在幼果期具有较高的表达量!而在其他阶段表达

量较低'同理!黄色模块"

KD

8

5//*4

#内蛋白质在膨

大期果实中具有较高的表达量'对蓝色模块内蛋白

质进行
MN

富集分析!发现核糖体生物合成的蛋白

质富集程度最高"图
'U

#'黄色模块内蛋白质富集

结果显示!与脂质生物合成过程和羧酸代谢过程相

关蛋白富集程度较高!本研究分别选择蓝色和黄色

模块中拓补重叠值前
#C"

的蛋白质构建了共表达网

络'如图
$

所示!每个点代表一个蛋白!蛋白质之间

的线"边#代表共表达相关性!在网络中与蛋白质相

连的边越多表示其越重要'在蓝色模块中具有最高

边数的蛋白是
IYT#

"

$$

条边#"图
$.

#!在黄色模块

中
MQTQ

"

&C

条边#*

QT#M!

"

&%

条边#*

TLBN#

"

&"

条边#具有较多边数"图
$U

#'

%

!

结论与讨论

本研究分析了骏枣果实在幼果期*膨大期*白熟

期*初红期和全红期
C

个阶段蛋白质组动态变化规

律'从比较蛋白质组角度!解析了枣果实发育和成

熟过程中蛋白质组变化过程和差异表达蛋白'通过

对差异蛋白和各时期特异表达蛋白质进行注释和统

计分析!发现骏枣果实在白熟期之前主要进行细胞

的分裂和膨大!在白熟期之后主要进行碳水化合物

的积累'本研究为解析骏枣果实膨大与成熟过程的

生理机制提供了蛋白质水平的参考'

枣树是我国重要的经济林果树!也具有其特殊

的生物学特性!尤其是其果实风味和营养积累始终

是研究者和生产者关注的对象'骏枣基因组于

!"#>

测序完成!为从分子水平深入开展研究提供重

要数据资源(

#'

)

'基因组数据库的建立!也为蛋白质

组的精确鉴定提供了参考!有力推动了枣树蛋白质

组的研究'本研究从骏枣果实中共鉴定到蛋白质

&$$'

个占骏枣基因组中编码基因的
#'=!̀

'与此

相 似!董飞(

#%

)等利于
IJ(KL

%

KL

技术从番茄果实

@'
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注$

.

$模块与骏枣
C

个阶段果实的相关性&

U

$蓝色和黄色模块内蛋白质
MN

富集情况'

图
D

!

骏枣果实蛋白质组的
RMJ1Q

分析

7:

H

='

!

RMJ1Q.-./

8

6:6*0

?

+

?

+U50,+:2

S

,*25:-6<+,:-

H

0,+:2<5;5/*

S

E5-2.-<,:

S

5-:-

H

62.

H

56

中共鉴定到蛋白质
%##"

个!占番茄基因组编码基因

"

%%'&"

个#的
$=!̀

'目前基于
IJ(KL

%

KL

技术

鉴定到的蛋白质数量仍较少!其主要原因在于$

#

#肽

段分离技术不够完善!质谱分辨率不够高'

!

#可变

剪切的存在使一个基因可能产生多个蛋白!基于基

因组数据构建的参考蛋白质组数据库不能完全满足

''
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注$

.

$蓝色模块内的蛋白质共表达网络&

U

$黄色模块内的蛋白质共表达网络'

图
E

!

蓝色和黄色模块内的蛋白质共表达网络

7:

H

=$

!

J*(5G

S

,566:*--524*,e*0

S

,*25:-6:-U/+5.-<

8

5//*4E*<+/56

蛋白质组鉴定的需要'

%

#本研究使用的材料均来自

果实!不能完全代表枣树整体蛋白质表达情况'但

与双向凝胶电泳技术相比!基于
IJ(KL

%

KL

的蛋

白质组鉴定能获得更多的蛋白质数量!鉴定数据增

加约
&%=%̀

(

!"

)

'因此!依靠非标记定量蛋白质组技

术可以更有力地解析果实蛋白质组的变化情况'

本研究通过
K5,F.2*,

注释和
ODMM

注释以及

MN

富集分析发现!在幼果期果实内
A1Q

和
P1Q

代谢活跃!同时!

RMJ1Q

分析结果表明
IYT#

为

骏枣幼果内核心蛋白'研究表明植物非特异性脂转

运蛋白"

IYT6

#是促进脂肪酸*磷脂*糖脂和类固醇

转移的可溶性蛋白!它可以参与多种植物的角质和

脂质的合成(

!#

)

'因此可推测骏枣幼果内以细胞分

裂为主'

K5,F.2*,

注释和富集分析结果均表明信

号转导相关蛋白在膨大果中较多!

ODMM

通路分析

显示!这些蛋白质主要参与了油菜素内酯的信号转

导途径'油菜素内酯具有促进细胞伸长和分裂的功

能'但在此阶段与
A1Q

复制相关蛋白富集程度不

高!因此推测该阶段主要为油菜素内酯介导的细胞

膨大过程'有研究表明!大枣果实在开花后
&

周内

细胞分裂旺盛而细胞大小增长缓慢!

&

周后细胞停

止分裂!细胞体积迅速膨大(

&

)

!与本研究结果相似'

通过与前一阶段相比!发现从膨大期到白熟期

差异蛋白数量最多!意味着在这
!

个阶段内骏枣果

实细胞代谢活动发生了较大变化'研究表明!从白

熟期开始骏枣果实内蔗糖含量迅速升高(

C(>

)

'在差

异表达蛋白分析中!膨大果与白熟果差异蛋白在碳

水化合物代谢过程中显著富集!且这些蛋白在白熟

果中表达量均较高而在膨大果中几乎不表达!因此

在这些差异蛋白中可能存在与蔗糖积累密切相关的

蛋白质'值得注意的是初红果与全红果差异蛋白在

细胞芳香化合物代谢过程中显著富集!但初红果与

白熟果差异蛋白并未在这一代谢过程富集!表明全

红阶段可能是骏枣果实香气物质合成的主要时期'

本研究中
RMJ1Q

分析结果显示
MQTQ

为骏

枣膨大果中的核心蛋白!

ODMM

注释结果显示!该

蛋白为
%(

磷酸甘油醛脱氢酶
Q

亚基'桑利丹(

!!

)试

验证明!敲除蜡样芽孢杆菌中编码
%(

磷酸甘油醛脱

氢酶的
&

7

D

G

基因后其生物膜形成量明显减少!并

指出
M.

S

B

蛋白通过糖异生途径影响葡萄糖的生物

合成进而参与生物膜的产生'此外!卜娇迪(

!%

)通过

PY(

W

TJP

试验证明!编码金丝小枣
%(

磷酸甘油醛脱

氢酶的
B

E

H0>IJ

基因在其幼果和全红果中表达

量较其他时期更高!但目前尚缺乏试验证明
B

E

K

H0>IJ

基因参与了枣果实细胞的生物膜合成'
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