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丝瓜果实发育过程的蛋白质差异表达分析
陈敏氡  王彬  朱海生*  李永平  刘建汀  温庆放*

(福建省农业科学院作物研究所, 福建省农业科学院蔬菜研究中心, 福建省蔬菜工程技术研究中心, 福州 350013)

摘要      丝瓜果实发育过程伴随着明显的形态转变和复杂的生理生化变化, 这些变化均影响

着果实的采后寿命和品质。为阐明丝瓜果实发育过程中重要蛋白质的功能与调控作用, 该研究以

同位素标记相对定量联合液相色谱串联质谱(iTRAQ-LC-MS/MS)技术测定丝瓜果实发育过程三个

时期(花后5天、花后15天、花后30天)蛋白的表达水平, 鉴定差异蛋白, 并对它们进行亚细胞定位、

GO(gene oncology)和KEGG(kyoto encyclopedia of genes and genomes)途径分析。共鉴定到差异蛋

白709个, 其中在丝瓜果实不同发育时期共同存在的差异蛋白有229个, 上调蛋白有118个, 下调蛋白

由111个。亚细胞定位显示, 差异蛋白的亚细胞主要定位于叶绿体、细胞质和细胞核。GO分析发现, 
四吡咯结合、过氧化物酶活性、氧化还原酶活性、血红素结合和抗氧化活性是差异蛋白5种主要

的分子功能, 过氧化氢代谢过程、应激反应和防御反应是差异蛋白3种主要参与的生物过程。代谢

途径分析显示, 丝瓜果实发育过程的差异蛋白主要富集在3个代谢途径, 分别为次生代谢产物生物

合成、糖代谢和DNA复制途径, 从中筛选出36个在丝瓜果实发育过程发挥重要作用的目标差异蛋

白。其中, PAL、C4H、4-CL、COMT和CAD可能是调控果实内酚类物质和木质素合成的5种关键

蛋白。PAL、POD、PPO、CAT、APX 5种差异蛋白可能协同参与果实发育后期的酶促褐变。SS和α-AL
可能在丝瓜果实蔗糖的累积和淀粉的降解过程中起着重要作用。以上研究结果为进一步阐明丝瓜

的发育调控, 进而指导丝瓜品种选育和生产栽培提供了理论支持。

关键词       丝瓜; 果实发育; iTRAQ-LC-MS/MS; 蛋白组学; 蛋白功能

Proteomic Analysis of Differentially Expressed Proteins in 
Luffa cylindrica During Fruit Development

Chen Mindong, Wang Bin, Zhu Haisheng*, Li Yongping, Liu Jianting, Wen Qingfang*
(Crops Research Institute, Vegetable Research Center, Fujian Academy of Agricultural Sciences, 

Fujian Engineering Research Center for Vegetables, Fuzhou 350013, China)

Abstract       The fruit development of Luffa cylindrica is accompanied by obvious morphological transitions 
and complex physiological and biochemical changes, which all affect the fruit postharvest life and quality. To 
explore the function and regulation of important proteins during the fruit development of Luffa cylindrica, the 
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protein expression level of three different fruit development stages (5 days after flowering, 15 days after flowering 
and 30 days after flowering) was determined by using isobaric tag for relative and absolute quantification-liquid 
chromatograph-mass spectrometer (iTRAQ-LC-MS/MS) methods, and the differentially expressed proteins 
were identified, then the subcellular localization, GO (gene oncology) and KEGG (kyoto encyclopedia of genes 
and genomes) pathway of them were analyzed. A total of 709 proteins significantly differentially expressed 
were detected, among them, 209 proteins were coexisting in different fruit development stages, of which 118 
proteins were up-regulated and 111 were down-regulated. The results of subcellular localization showed that the 
differentially expressed proteins were mainly localized in the chloroplast, cytoplasm and nucleus. GO analysis 
founded that tetrapyrrole binding, peroxidase activity, oxidoreductase activity, heme binding and antioxidant 
activity were the five main molecular functions of differential proteins, and hydrogen peroxide metabolism, stress 
response and defense response are the three main biological processes involved in differential proteins. KEGG 
pathway analysis showed that the differential proteins were mainly enriched in three metabolic pathways, which 
were biosynthesis of secondary metabolites, sugar metabolism and DNA replication, respectively. In this study, 36 
target differentially expressed proteins were screened, which might play an important role in the fruit development 
of Luffa cylindrica. Among them, PAL, C4H, 4-CL, COMT and CAD were the key proteins to regulate the 
phenolics and lignin biosynthesis in fruits. PAL, POD, PPO, CAT and APX were involved in enzymatic browning 
during the later development stage of fruit. SS and α-AL played an important role in sucrose accumulation and 
starch degradation of Luffa cylindrica fruit. The above results will help to further clarify the regulation of Luffa 
cylindrica fruit development, and provide theoretical support for guiding the selection and cultivation of Luffa 
cylindrica.

Keywords       Luffa cylindrica; fruit development; iTRAQ-LC-MS/MS; proteomics; protein function

丝瓜(Luffa cylindrica)是葫芦科丝瓜属一年生

攀援植物, 营养丰富且兼具医疗保健功能[1]。生产

上, 丝瓜适应性、抗病性强, 高产, 耐高温栽培, 是我

国高温季节市场主要供应蔬菜之一。丝瓜果实发育

呈S曲线型, 可分为生长前期(花后6天)、生长中期

(花后6~24天)和生长后期(花后24~55天)三个时期[2]。

在丝瓜果实发育过程中伴随着明显的形态转变和复

杂的生理生化变化, 包括果实的伸长、增粗、纤维

化以及多糖、木质素、酚类、黄酮类的合成等, 这
些变化均影响着果实的采后寿命和品质[3]。目前, 
相对于基因组学, 蛋白质组学对生命现象的诠释更

直接、更准确。近年来, 蛋白质组学技术已在番茄

(Lycopersicon esculentum Mill.)、葡萄(Vitis vinifera 
L.)、草莓(Fragaria×ananassa Duch.)、荔枝(Litchi 
chinensis Sonn.)和香蕉(Musa nana Lour.)等多种果

实发育过程研究中得到应用, 为阐明果实发育机制

提供了许多有用的线索[4]。因此, 有必要在蛋白质

组学水平上研究丝瓜果实发育过程重要蛋白质的

功能及其潜在的调控作用。以往的研究表明, 丝瓜

果实发育过程受相关酶活性的调控。朱海英等[5]的

研究证实, 过氧化物酶(peroxidase, POD)参与丝瓜果

实木质化进程, 苯丙氨酸解氨酶(phenylalaninammo-
nialyase, PAL)和 肉 桂 醇 脱 氢 酶(cinnamyl alcohol 
dehydrogenase, CAD)是丝瓜果实发育过程中导管分

子分化的标志酶; 王隆华等[6-7]随后发现, 4-香豆酸

辅酶A酶(4-coumarate coenzyme A ligase, 4-CL)活性

也与丝瓜发育过程木质素的合成和导管分子分化相

关, 并且其热稳定性有利于丝瓜果实在8~9月高温季

节迅速成熟并木质化。此外, 丝瓜果实在发育后期

果肉组织易发生褐变, 而褐变的产生与多酚氧化酶

(polyphenol oxidase, PPO)、过氧化物酶(POD)及苯

丙氨酸解氨酶(PAL)的活性密切相关[8-12]。目前对于

丝瓜果实发育的研究还是主要集中在生理指标的测

定上, 对于更深层次的分子遗传机制及蛋白质组学

的研究几乎是空白的[3,13]。因此, 丝瓜发育调控方面

还有很多内容需要探索。

同位素标记相对定量和绝对定量(isobarictags 
for relative and absolute quantification, iTRAQ)技术

是近年来新开发的一种蛋白质组学定量技术, 它
利用同位素标签标记多肽结合液相色谱串联质谱
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(liquid chromatography-mass spectrometry, LC-MS/
MS)分析的方法, 实现多达8种不同样品中蛋白质的

定性定量, 具有良好的重复性、可信性及敏感性, 广
泛应用于医学、药学、食品科学及微生物学等诸多

领域[14-17]。相对于以往凝胶双向电泳技术, iTRAQ
技术更具优势, 表现为检测的蛋白范围更广, 并且可

进行多个时间点、细胞周期、细胞信号传导整个过

程蛋白质组的动态监测[18]。目前, 国内外未见利用

iTRAQ技术研究丝瓜果实发育过程的报道。本研究

将利用iTRAQ-LC-MS/MS技术分析丝瓜生长发育过

程中蛋白的表达水平, 鉴定差异蛋白并预测蛋白功

能, 进而阐明这些重要蛋白质在丝瓜生长发育过程

中的调控作用, 这对丝瓜品种选育和生产栽培具有

一定的指导意义。

1   材料与方法
1.1   试材与取样

供试丝瓜品种‘福丝3号’种植于福建省农科院

作物研究所福清东张基地, 田间常规管理, 营养生

长期肥水供应充足, 及时预防病虫害, 开花期进行

人工授粉。在花后5天、15天、30天分别取3个大

小均等的丝瓜果实作为生物学重复, 取果实中部并

切除果皮, 用锡箔纸裹住后置液氮速冻, 于–80 °C冰
箱保存。

1.2   蛋白提取

称取适量组织样品至液氮预冷的研钵中, 加
液氮充分研磨至粉末。各组样品分别加入粉末4
倍体积裂解缓冲液(8 mol/L尿素, 1% TritonX-100,  
10 mmol/L二硫苏糖醇, 1%蛋白酶抑制剂), 超声裂

解。4 °C, 20 000 ×g离心10 min, 取上清并加入终浓

度为20%的三氯乙酸, 4 °C静置2 h。4 °C, 12 000 ×g
离心3 min, 弃上清, 沉淀用预冷的丙酮洗涤3次。最

后沉淀用8 mol/L尿素复溶, 利用BCA试剂盒(上海碧

云天生物技术有限公司)进行蛋白浓度测定。

1.3   iTRAQ标记

蛋白溶液中加入二硫苏糖醇, 使其终浓度为

5 mmol/L, 56 °C还原30 min, 之后加入碘代乙酰胺, 
使其终浓度为11 mmol/L, 室温避光孵育15 min, 最后

将样品的尿素浓度稀释至低于2 mol/L。以150׃的质

量比例(胰酶׃蛋白)加入胰酶, 37 °C酶解过夜。再以

。加入胰酶, 继续酶解4 h(蛋白׃胰酶)100的质量比例׃1
胰酶酶解的肽段用Strata X C18(美国Phenomenex公

司)除盐后真空冷冻干燥。以0.5 mol/L TEAB溶解肽

段, 根据iTRAQ4plex试剂盒(美国Applied Biosystems
公司)操作说明标记肽段。简单操作如下: 标记试剂

解冻后用乙腈溶解, 与肽段混合后室温孵育2 h, 标
记后的肽段混合后除盐, 真空冷冻干燥。

1.4   HPLC分级

将混合肽段用高pH反向HPLC分级, 色谱柱为

Agilent 300 Extend C18(5 μm粒径, 4.6 mm内径, 250 mm
长)。操作如下: 肽段分级梯度为8%~32%乙腈、pH9, 
60 min分离60个组分, 随后肽段合并为9个组分, 合并

后的组分经真空冷冻干燥后进行后续操作。

1.5   液相色谱–质谱联用分析

将肽段用液相色谱流动相A[0.1%(v/v)甲酸

水溶液]溶解后使用EASY-nLC 1000(美国Thermo 
Fisher Scientific公司)超高效液相系统进行分离。流

动相A为含0.1%甲酸和2%乙腈的水溶液; 流动相B
为含0.1%甲酸和90%乙腈的水溶液。液相梯度设

置 : 0~26 min, 9%~24% B; 26~34 min, 24%~36% B; 
34~37 min, 36%~80% B; 37~40 min, 80% B; 流速维持在

400 nL/min。
肽段经由超高效液相系统分离后被注入NSI

离子源中进行电离, 然后利用Q ExactiveTM(美国

ThermoFisher Scientific公司)质谱进行分析。离子

源电压设置为2.1 kV, 肽段母离子及其二级碎片都

使用高分辨的Orbitrap进行检测和分析。一级质谱

扫描范围设置为350~1 800 m/z, 扫描分辨率设置为

70 000; 二级质谱扫描范围则固定起点为100 m/z, 扫
描分辨率设置为17 500。数据采集模式使用数据依

赖型扫描(DDA)程序, 即在一级扫描后选择信号强

度最高的前20肽段母离子依次进入HCD碰撞池, 使
用31%的碎裂能量进行碎裂, 同样依次进行二级质

谱分析。为了提高质谱的有效利用率, 自动增益控

制(AGC)设置为5E4, 信号阈值设置为10 000 ions/s, 
最大注入时间设置为200 ms, 串联质谱扫描的动态

排除时间设置为30 s, 避免母离子的重复扫描。

1.6   蛋白质鉴定及相对定量

二级质谱数据使用Maxquant(v1.5.2.8)进行检

索。检索参数设置: 数据库为丝瓜转录组库(34 739
条序列); 酶切方式设置为Trypsin/P; 漏切位点数设

为2; 肽段最小长度设置为7个氨基酸残基; 肽段最大

修饰数设为5; First search和Main search的一级母离

子质量误差容忍度分别设为20 ppm和5 ppm, 二级碎
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片离子的质量误差容忍度为0.02 Da。将半胱氨酸烷

基化设置为固定修饰, 可变修饰为甲硫氨酸的氧化, 
蛋白N-端的乙酰化。定量方法设置为iTRAQ4plex, 
蛋白鉴定、PSM鉴定的FDR都设置为1%。在每一

个生物学重复中以花后第5天的果肉样品为参考, 将
后续的花后15天和30天两个时期的样品分别与之比

对。以3次生物学重复的平均值作为最终蛋白表达

倍率, 以1.3倍为变化阈值定义平均相对表达水平上

调或下调的蛋白, 并且在t检验上以P<0.05的蛋白为

显著差异表达的蛋白。

1.7   生物信息学分析

将鉴定及量化的差异蛋白进行亚细胞定位分

析 , 按照生物过程 (biological process)、分子功能

(molecular function)、细胞组分(cellular component)
进行GO分析和GO富集分析, 随后对这些蛋白进行

KEGG途径富集分析。

2   结果
2.1   差异蛋白统计结果 

利用iTRAQ-LC-MS/MS技术在丝瓜生长发育3
个时期(花后5天、花后15天、花后30天)果实样品中

共鉴定到5 864个蛋白质, 其中4 953个蛋白质具有定

量信息。以花后第5天的样品蛋白量为参考, 以差异

倍数值变化超过1.3倍作为显著上调、小于1/1.3作
为显著下调的变化标准, 对花后15天和花后30天2个
时期的差异蛋白进行统计。共鉴定到差异蛋白709
个, 其中在丝瓜果实不同发育时期共同存在的差异

蛋白有229个, 上调蛋白118个, 下调蛋白111个。花

后15天有357个蛋白差异表达, 185个蛋白表达上调, 
172个蛋白表达下调; 花后30天有581个蛋白差异表

达, 300个蛋白表达上调, 281个蛋白表达下调(表1)。
2.2   差异蛋白的亚细胞定位

利用wolfpsort软件对于差异表达蛋白进行了亚

细胞结构的预测和分类统计。如图1所示, 丝瓜果实

发育过程差异表达蛋白的亚细胞定位于多个位置, 包
括细胞质、细胞核、叶绿体、质膜、液泡膜、线粒

体、内质网等, 其中叶绿体、细胞质和细胞核定位的

差异蛋白较多, 花后15天有更多细胞核定位的差异蛋

白, 而花后30天有更多细胞质定位的差异蛋白。

2.3   差异蛋白的GO注释

对差异蛋白质的细胞组分、分子功能和生物过

程进行分析(图2)。结果表明, 差异蛋白主要的细胞

组分共有7个, 花后15天和花后30天两个时期共同存

在的有6个, 均以细胞中的蛋白居多; 差异蛋白具备

表1   不同时期差异表达蛋白个数

Table 1   Number of differential expressed proteins in different periods

差异蛋白

Differential protein

样品时期

Sample stage

B/A                                           C/A

Up-regulation (>1.3) 185 300

Down-regulation (<1/1.3) 172 281

Total 357 581

A: 花后5天; B: 花后15天; C: 花后30天。下同。

A: 5 days after flowering; B: 15 days after flowering; C: 30 days after flowering. The same as below.

图1   丝瓜果实发育过程差异蛋白的亚细胞定位

Fig.1   Subcellular localization of differential expressed proteins during luffa fruit development
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的主要分子功能共有9个, 两个时期共同具备的有8
个, 其中花后15天具有结合功能的差异蛋白最多, 其
次为催化功能蛋白, 而花后30天以具有催化功能的

差异蛋白居多, 其次为结合功能蛋白。差异蛋白主

要参与的生物过程共有10个, 两个时期共同参与的

有9个, 比例较高的前3个均为代谢过程、单一生物

过程和分子过程。

2.4   差异蛋白的GO富集分析

进一步对差异蛋白质进行生物学过程、分子

功能和细胞组分的GO富集分析(图3)。细胞组分

上, 花后15天和花后30天两个时期共有7种类别的

显著性富集, 微小染色体维持蛋白(minichromosome 
maintenance, MCM)复合体和胞外区的富集程度在

两个时期均较高, 其中MCM复合体主要富集下调蛋

白, 而胞外区主要富集上调蛋白。分子功能上, 两个

时期共有11种类别的显著性富集, 共同富集的包括

四吡咯结合、过氧化物酶活性、氧化还原酶活性、

血红素结合和抗氧化活性, 这些蛋白主要为上调蛋
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1~7: 细胞组分。1: 细胞; 2: 细胞器; 3: 细胞膜; 4: 大分子复合物; 5: 胞外区; 6: 超分子复合物; 7: 膜结合腔体。8~16: 分子功能。8: 结合; 9: 催化

活性; 10: 抗氧化活性; 11: 转运因子活性; 12: 结构分子活性; 13: 电荷载体活性; 14: 分子功能调控; 15: 核酸结合转录因子活性; 16: 营养受体活

性。17~26: 生物过程。17: 代谢过程; 18: 分子过程; 19: 单一生物过程; 20: 刺激应答; 21: 定位; 22: 生物过程调控; 23: 细胞成分组织; 24: 多细胞

组织过程; 25: 信号; 26: 发育过程。 
1-7: cellular component. 1: cell; 2: organelle; 3: membrane; 4: macromolecular complex; 5: extracellular region; 6: supramolecular complex; 7: 
membrane-enclosed lumen. 8-16: molecular function. 8: binding; 9: catalytic activity; 10: antioxidant activity; 11: transporter activity; 12: structural 
molecule activity; 13: electron carrier activity; 14: molecular function regulator; 15: nucleic acid binding transcription factor activity; 16: nutrient 
reservoir activity. 17-26: biological process. 17: metabolic process; 18: cellular process; 19: single-organism process; 20: response to stimulus; 21: 
localization; 22: biological regulation; 23: cellular component organization or biogenesis; 24: multi-organism process; 25: signaling; 26: developmental 
process.

图2   丝瓜果实发育过程差异蛋白GO分析

Fig.2   Gene Ontology analysis of differential proteins during luffa fruit development
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A: 差异蛋白在细胞组分的富集; B: 差异蛋白在分子功能的富集; C: 差异蛋白在生物学过程的富集。

A: enrichment of differential proteins in cellular component; B: enrichment of differential proteins in molecular function; C: enrichment of differential 
proteins in biological process. 

图3   丝瓜果实发育阶段差异蛋白GO富集分析

Fig.3   Gene Ontology enrichment analysis of differential proteins during luffa fruit development
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白。花后15天, 四吡咯结合、O-甲基转移酶活性和

过氧化物酶活性蛋白富集程度较高; 花后30天, 过氧

化物酶活性、氧化还原酶活性和抗氧化活性蛋白富

集程度较高; 生物过程上, 两个时期共有18个类别

的显著性富集, 共同富集的包括过氧化氢代谢过程、

过氧化氢分解过程、应激反应、防御反应、4-磷酸

红/磷酸烯醇式丙酮酸家族氨基酸代谢过程、L-苯
丙氨酸分解代谢过程、生物刺激反应、活性氧代谢

过程、DNA复制和氧化应激反应, DNA复制过程主

要富集下调蛋白, 余下过程主要富集上调蛋白。花

后15天参与过氧化氢代谢过程、过氧化氢分解过程、

生物体间的相互作用、发病机制、应激反应和防御

反应的差异蛋白居多, 花后30天参与应激反应、氧

化应激反应、生物刺激反应、过氧化氢代谢过程、

过氧化氢分解过程和防御反应蛋白居多。

2.5   差异蛋白的代谢途径富集分析

运用KEGG数据库对差异蛋白进行代谢途径富

集分析。如图4所示, 丝瓜果实在花后15天差异表

达蛋白富集在8个代谢途径, 下调蛋白主要富集在

DNA复制途径, 余下7个代谢途径主要富集上调蛋

白, 其中苯丙烷类生物合成途径富集度最高; 到花后

30天差异表达蛋白富集的代谢途径明显增多, 达到

24个, 下调蛋白主要富集在DNA复制、甘氨酸、丝

氨酸和苏氨酸代谢途径, 丙酮酸代谢中有上调和下

调蛋白的富集, 余下20个代谢途径主要富集上调蛋

白, 其中苯丙烷类生物合成和次生代谢产物生物合

成两个途径所占比例最高。差异蛋白在两个时期共

同富集的途径包括: 苯丙烷类代谢、次生代谢产物

B/A

C/A
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图4   丝瓜果实发育过程差异蛋白KEGG途径富集分析

Fig.4   KEGG pathway enrichment analysis of differential proteins during luffa fruit development
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生物合成、类黄酮生物合成、DNA复制、淀粉与蔗

糖代谢、苯丙氨酸代谢和芪类化合物、二芳基庚烷

和姜辣素生物合成。

2.6   目标差异蛋白

根据差异蛋白GO富集和KEGG途径富集结果, 
从丝瓜果实发育过程参与的次生代谢产物生物合

成、糖代谢和DNA复制3个主要代谢途径中筛选出

36个目标差异蛋白。

2.6.1   参与次生代谢产物生物合成途径的差异蛋

白      本研究共获得21个差异蛋白参与丝瓜果肉的次

生代谢产物生物合成途径, 包括4个过氧化物酶(POD)
(0040630、0011770、0006427和0022018)、3个苯丙

氨酸解氨酶(PAL)(0044748、0024978和0051218)、1
个4-香豆酸CoA连接酶(4-CL)(0043884)、1个肉桂酸-4-
羟化酶 (cinnamate 4-hydroxylase, C4H)(0029192)、1
个肉桂酸脱氢酶(CAD)(0016105)、2个咖啡酸3-O-甲
基转移酶 (caffeic acid-3-O-methyltransferase, COMT)
(0037513和0036516)、1个咖啡酰辅酶A氧甲基转

移酶 (caffeoyl CoA O-methyltransferase, CCoAOMT)
(0005581)、1个抗坏血酸过氧化物酶(peroxisomal 
ascorbate peroxidase, APX)(0025343)、2个多酚氧

化酶(PPO)(0043875和0050171)、1个过氧化氢酶

(catalase, CAT)(0033876)、1个酮戊二酸3-双加氧酶

(2-Oxoglutarate 3-dioxygenase, ODD)(0015775)、1个
羟甲基戊二酰辅酶A还原酶(hydroxymethylglutaryl-
CoA synthase, HMGS)(0002725)、1个镁螯合酶I亚
基 (magnesium-chelatase subunit, CHLI)(0036467)
和1个NADPH原叶绿素酸酯氧化还原酶(NADPH 
protochlorophyllide reductase, POR)(0009536)(图
5)。上调表达蛋白包括PAL、C4H、4-CL、CAD、

COMT、CCoAOMT、POD和PPO, 下调表达蛋白

包括CAT、APX、ODD、HMGS、CHLI和 POR, 
其 中PAL、C4H、4-CL、COMT和CAD 5种 差 异

蛋白水平在丝瓜果实生长发育过程出现显著升

高; POD的4个差异蛋白和PPO的2个差异蛋白的

表达水平在果实发育过程均出现两种变化规律, 
POD(0040630和 0011770)和PPO(0043875)在花后

15天表达水平升高, 之后到花后30天表达水平基

本不变 ; POD(0006427和0022018)和PPO(0050171)
在花后15天和30天两个时期均表现为表达量升高。

CCoAOMT差异蛋白在花后15天表达水平升高, 之
后到花后30天表达水平基本不变。CAT、APX、

ODD、HMGS、CHLI和POR 6种差异蛋白下调表

达, 其中, ODD和HMGS在花后15天表达水平下降, 
之后到花后30天表达水平基本不变。CAT、APX、

CHLI和POR的表达水平在花后两个时期逐渐下降, 

图5   丝瓜果实发育过程参与次生代谢产物生物合成途径差异蛋白的表达丰度

Fig.5   Protein abundance of differential proteins involved in secondary metabolite 
biosynthesis pathway during luffa fruit development

3.0

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0
A B

Development stage

POD 0040630 POD 0011770

POD 0022018

PAL 0051218

PAL 0044748

COMT 0037513

C4H 0029192

CAT 0033876

APX 0025342

CHLI0036467

POD 0006427

PAL 0024978

COMT 0036516

CAD 0016105

PPO 0043875

HMG 0002725

PRO 0009536

CCoAOMT 0005581

4-CL 0043884

PPO 0050171

ODD 0015775

C

Pr
ot

ei
n 

ex
pr

es
si

on
 a

bu
nd

an
ce



中
国
细
胞
生
物
学
学
报

1814 · 研究论文 ·

至花后30天降到最低。

2.6.2   参与糖代谢的差异蛋白      本研究共获得

9个差异蛋白参与丝瓜果肉的糖代谢途径, 包括2
个 β-葡萄糖苷酶 (beta-Glucosidase, BLG)(0040270
和 0035113)、1个内切葡聚糖酶 (cyanogenic beta-
glucosidase, ENG)(0000012)、2个蔗糖合成酶(sucrose 
synthase, SS)(0006822和 0043861)、2个颗粒结合

淀粉合成酶 (granule-bound starch synthase, GBSS)
(0010385和0008834)、1个α-淀粉酶 (alpha-amylase, 
α-AL)(0040106)和1个丙酮酸激酶同工酶G(pyruvate 
kinase isozyme G, PKG)(0012076)(图6)。上调表达

蛋白包括BLG、SS和α-AL, 下调的蛋白包括ENG、

GBSS和PKG, 其中, α-AL和SS(0043861)的表达水

平在丝瓜果实生长发育过程出现显著升高; BLG和

SS(0006822)在花后15天表达水平明显升高, 之后到

花后30天表达水平基本不变; ENG、GBSS和PKG在

花后15天表达水平明显下降, 之后到花后30天表达

水平基本不变。

2.6.3   参与DNA复制的差异蛋白      本研究共获得

6个差异蛋白参与丝瓜果肉的DNA复制途径, 包括3
个微小染色体维持蛋白(MCM)(0046934、0009864
和 0032580)和 3个复制因子 (replication factor, RF)
(0056256、0034528和0010283)(图7)。MCM和RF蛋
白均为下调表达, MCM差异蛋白水平随丝瓜果实生

长发育逐渐下降; RF差异蛋白在花后15天表达水平

明显下降, 之后到花后30天表达水平基本不变。

2.5

2.0

1.5

1.0

0.5

0
A B

Development stage

BLG 0040270

SS 0006822 SS 0043861

α-AL 0040106

ENG 0000012

GBSS 0010385

PKG 0012076GBSS 0008834

BLG 0035113

C

Pr
ot

ei
n 

ex
pr

es
si

on
 a

bu
nd

an
ce

图6   丝瓜果实发育过程参与糖代谢途径差异蛋白的表达丰度

Fig.6   Protein abundance of differential proteins involved in glycometabolism pathway during luffa fruit development

图7   丝瓜果实发育过程参与DNA复制途径差异蛋白的表达丰度

Fig.7   Protein abundance of differential proteins involved in DNA replication during luffa fruit development
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3   讨论
果实的生长发育是一个复杂的生物学过程, 涉

及大量基因表达和生理生化等代谢。蛋白质是基因

功能的主要体现者和执行者, 应用蛋白质组学能够

更好地描述生化网络并全面理解果实生长发育过程

的分子生理[19]。本研究采用iTraq-LC-MS/MS技术

分析丝瓜果实不同发育时期蛋白的表达水平, 共鉴

定到差异蛋白709个, 其中, 在丝瓜果实不同发育时

期共同存在的差异蛋白有229个, 上调蛋白有118个, 
下调蛋白有111个。通过生物信息学分析, 从中筛选

出36个在丝瓜果实发育过程发挥重要作用的目标差

异蛋白。这些差异蛋白质参与3个重要的代谢途径, 
即次生代谢产物生物合成、糖代谢和DNA复制途

径。

次生代谢是植物重要的生命活动。植物次生代

谢产物种类繁多, 包括酚类、木质素、醌类和萜类等, 
这些次生代谢物在植物生长发育的许多方面均起着

重要作用[20-21]。本研究共获得14种参与丝瓜果实次

生代谢产物生物合成的差异蛋白, 包括PAL、C4H、

4-CL、CAD、COMT、CCoAOMT、POD、PPO、

CAT、APX、ODD、HMGS、CHLI和POR, 其中, 上
调表达蛋白包括PAL、C4H、4-CL、CAD、COMT、
CCoAOMT、POD和PPO, 下调表达蛋白包括CAT、
APX、ODD、HMGS、CHLI和POR。PAL、C4H、

4-CL、COMT、CAD、POD和CCoAOMT 7种差异

蛋白与植物酚类和木质素的合成相关[22-27]。本研

究 中, PAL、C4H、4-CL、COMT和CAD 5种 差 异

蛋白的表达水平显著升高, 说明丝瓜果实发育过程

苯丙烷生物合成活跃, 酚类、木质素等物质大量合

成。温文旭等[11,28]利用超高效液相色谱技术检测了

丝瓜果肉中酚类的组分, 发现丝瓜果肉中含有包括

龙胆酸、绿原酸和多巴胺等多种酚类, 并且这些酚

类的含量与PAL活性密切相关。朱海英等[5]和王隆

华等[6-7]研究发现, PAL、CAD和4-CL是丝瓜果实发

育过程中导管分子分化的标志酶, 在木质素的合成

中起关键作用。蒋淑磊等[29]分析了毛白杨(Populus 
tomentosa Carr.)次生维管系统的蛋白质表达谱, 结果

表明, PtCAD、PtCOMT和PtPAL参与其木质素的合

成过程。此外, 在蕨菜(Pteridium aquilinum)[30]、桃

(Amygdalus persica L.)内果皮[31]的生长发育过程木

质素含量的升高也与PAL、4-CL、CAD、POD和

CCoAOMT的高表达有关。由此推测, PAL、C4H、

4-CL、COMT和CAD可能是调控丝瓜果实内酚类和

木质素合成的5种关键蛋白。酚类在有氧条件下会

被氧化成醌类, 进一步生成黑褐色物质, 从而引起果

蔬组织褐变。研究表明, 参与果实褐变的酶类主要

包括PAL、PPO、POD、超氧化物歧化酶(Superoxide 
dismutase, SOD)、CAT和APX[32-33]。在蛋白质水平, 
鲜切莲藕(Nelumbo nucifera)的褐变与SOD和硫氧还

蛋白过氧化物酶(thioredoxin peroxidase, TPx)下调表

达有关[34]。POD上调表达可能引起酚类物质反应生

成褐色物质, 致使龙眼(Ferocactus viridescens)果皮

发生褐变[35]。南果梨(Pyrus spp.)果皮的褐变过程可

能是PPO和POD上调表达共同作用的结果[36]。本研

究共鉴定到5种差异蛋白可能参与丝瓜褐变, 分别为

PAL、POD、PPO、CAT和APX, 涉及次生代谢产物

生物合成、过氧化物酶体和苯丙烷生物合成3种代

谢途径, 其中PAL、POD和PPO为上调表达, CAT和
APX为下调表达, 与前人的研究结果相同[34-36]。此外, 
本课题组在研究前期进行了普通丝瓜鲜切褐变的

转录组差异分析并获得了PAL、PPO、POD、SOD
和CAT家族基因, 这些基因所参与的代谢途径以及

它们的表达情况也与本研究的结果相一致[11-12,37-40]。

由此推测, PAL、POD、PPO、CAT、APX 5种差异

蛋白可能协同参与丝瓜果实发育后期的酶促褐变, 
即随着丝瓜果实的成熟, PAL上调表达促进酚类合

成, CAT和APX下调表达, 导致细胞内活性氧累积, 
膜透性增加, 接着PPO和POD与酚类反应, 生成醌类, 
从而引起果肉褐变。萜类包括赤霉素、类胡萝卜素、

叶绿素、皂苷等, 是植物次生代谢产物的一个重要

类别。本研究获得4种差异蛋白参与丝瓜萜类的代

谢 , 即ODD、HMGS、CHLI和POR。ODD参与多

种萜类物质的合成过程。刘文超等[41]分析了丹参中

ODD基因的表达, 发现该基因可能调控丹参萜类代

谢的下游途径。HMGS被认为是萜类合成途径中的

关键酶。CHLI和POR主要参与植物叶绿素的合成。

ODD、HMGS、CHLI和POR 4种差异蛋白在丝瓜果

实发育过程下调表达, 说明在丝瓜果实的发育后期

萜类物质减少, 叶绿素合成受阻, 而果皮褪绿是丝瓜

果实衰老的典型特征。

糖类物质的累积是果实品质形成的关键。本

研究鉴定得到6种差异蛋白参与丝瓜果实生长过

程的糖代谢, 包括BLG、SS、α-AL、ENG、GBSS
和PKG, 上调表达蛋白包括BLG、SS和α-AL, 下
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调的蛋白包括ENG、GBSS和PKG, 其中, α-AL和
SS(0043861)两种差异蛋白水平在丝瓜果实生长发

育过程出现显著升高。α-AL是普遍分布在动物、

植物和微生物中的一种重要淀粉水解酶。前人在苹

果(Malus pumila)[42]、番木瓜(Carica papaya L.)[43]的

研究中发现, 果实的成熟过程伴随着α-AL的上调表

达, 并且其活性会随着淀粉含量的降低而持续升高。

本研究中, 丝瓜α-AL显著上调表达, 而淀粉合成酶

GBSS下调表达, 这一结果说明, 丝瓜果实的发育过

程可能存在淀粉的降解。SS是蔗糖合成途径的关键

酶。蔗糖含量在果实发育后期显著升高, 这与SS表
达量的变化紧密相关。在丝瓜果实发育过程中, SS
明显上调表达, 说明果实在发育后期可能有蔗糖的

累积。研究发现, 在碰柑(Citrus reticulate)[44]、薄皮

甜瓜(Cucumis melo L.)[45]等多种果实的生长过程中, 
SS都具有相同的表达模式。由此推测, SS和α-AL可
能在丝瓜果实蔗糖的累积和淀粉的降解过程起着重

要作用, 即α-AL的上调表达了丝瓜果实中淀粉的水

解作用, 形成的水解产物在SS的作用下合成蔗糖。

BLG、ENG和PKG 3种蛋白与果实中葡萄糖的累积

相关, BLG和ENG属于纤维素酶, 主要的功能是将纤

维素降解成葡萄糖。PKG是糖酵解过程中的主要限

速酶之一, 糖酵解是将葡萄糖或糖原在无氧或缺氧

条件下进行分解。BLG在丝瓜果实发育过程上调表

达, ENG和PKG下调表达, 推测丝瓜果实发育中、后

期应该有葡萄糖的累积。 
果实的发育涉及细胞的生长与增殖过程。本

研究鉴定得到MCM和RF 2种差异蛋白参与细胞的

生长与增殖。MCM的水平代表着细胞不同的增殖

状态。实验发现, MCM在增殖细胞中表达水平高, 
在静止期细胞和分化细胞中不表达或水平很低, 因
此常用于一些肿瘤细胞的早期检测[46]。RF在DNA
复制和修复及细胞分裂增殖与抗逆生长中都具有重

要功能。在丝瓜果实的生长过程中, MCM和RF 2种
蛋白在生长前期水平较高, 说明这个时期细胞生长、

增殖快速。同样地, 在薄皮甜瓜的品质形成过程中, 
生长前期的差异蛋白也主要参与DNA复制、rRNA
处理和细胞周期等生物学过程[45]。

此外, 本研究还发现, 部分差异蛋白在丝瓜果

实发育过程发挥重要作用。乙醛脱氢酶(aldehyde 
dehydrogenase, ALDH)(0009719)是一种重要的逆境

响应蛋白, 参与植物多种逆境胁迫防御过程。ALDH

在丝瓜生长发育过程中上调表达可能与其响应逆境

胁迫有关。在Xu等[47]研究的苹果果实成熟过程中, 
ALDH基因家族的表达模式与本研究结果一致。细

胞色素P450(cytochromeP450, CYP450)(0023188)是
药物和其他内、外源物的主要代谢酶, 丝瓜果实生

长发育中CYP450表达水平逐渐升高, 推测CYP450
可能参与丝瓜果实药用功能的形成过程。

综上, 丝瓜果实发育过程的差异蛋白主要参与

次生代谢产物生物合成、糖代谢和DNA复制3个代

谢过程, 其中, PAL、C4H、4-CL、COMT和CAD可

能是调控果实内酚类物质和木质素合成的5种关键

蛋白, PAL、POD、PPO、CAT、APX 5种差异蛋白

可能协同参与果实发育后期的酶促褐变, SS和α-AL
可能在丝瓜果实蔗糖的累积和淀粉的降解过程起着

重要作用。
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