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摘要： 为探讨枇杷[Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.]果皮在高温强光胁迫下的蛋白质组分变化，采用蛋白质组学方法分析了

果实日灼抗性差的枇杷种质‘WDYDB’果皮蛋白质对高温强光胁迫的应答反应。结果表明，在自然高温强光胁迫与遮光处理

(对照)下，枇杷果皮蛋白质双向电泳图谱中表达量差异在 2 倍以上的蛋白点共有 31 个；通过 MALDI-TOF-TOF/MS 质谱分析

成功鉴定出 26 个差异蛋白点，包括 11 个下调蛋白和 15 个上调蛋白。根据这些蛋白功能，可将其分为防御应答、碳水化合物和

能量代谢、光合作用、其它等 4 类蛋白。同时，对这些蛋白质在高温强光胁迫下的功能和作用进行了讨论。这些差异蛋白质参

与了枇杷对高温强光胁迫的响应。
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Abstract: In order to understand the changes in protein components of loquat [Eriobotrya japonica (Thunb.) 
Lindl.] under high temperature and strong light stress, the responses of proteins in loquat ‘WDYDB’ peels to 
stress were analyzed by using proteomic approaches, which fruits were sensitive to sunburn. The results showed 
that there were 31 protein dots with differential expression of more than two times on dimensional electrophoresis 
profiles, as compared between treatments of high temperature and strong light stresses and shading (Control). 
Among them, twenty-six differential proteins were identified by MALDI-TOF-TOF/MS analysis, including 11 
down-regulated and 15 up-regulated proteins. These proteins could be divided into 4 categories according to their 
functions, including defense response, carbohydrate and energy metabolism, photosynthesis and other protein. 
The functions and roles of these proteins under high temperature and strong light stress were discussed. Therefore, 
it was suggested that these differential proteins could involve in responses to high temperature and strong light 
stresses.
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果实日灼病，又称“日烧病”、“气灼病”等，是果

树生产上常见的生理性病害之一，给生产带来很大

损失[1–2]。高温与强光是引起果实日灼的主要原因，

尤其是突发性高温与强光更易引起果实日灼[3–6]。

高温强光胁迫打破了果皮的生理代谢平衡，产生大

量活性氧分子，导致膜损伤，引起酚类物质的酶促

和非酶促褐变[7]，抗氧化性酶活性发生变化[6,8]，细

胞中蛋白质种类和表达量上也发生了变化[9–11]，从

而影响到细胞的功能和代谢，最终表现果皮和果肉

组织结构损伤[12]，果实商品性下降。

枇杷[Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.]是原

产我国南方的常绿特色果树之一，果实春末夏初成

熟，果肉柔软多汁、味道鲜美、营养丰富，且具有清

肺和胃、降气化痰之功效，有“早春第一果”的美誉，

深受消费者喜好。我国是枇杷最大生产国，但每年

5% 以上(部分品种 50% 左右)的果实因日灼伤害而

降低或失去商品价值。本课题组在枇杷果实日灼

病方面开展了系统研究，明确了枇杷果实日灼病发

生的敏感时期[13]，探讨了日灼发生期间生理生化指

标的变化[6]，日灼发生前后果皮的差异蛋白表达变

化[14]等。‘WDYDB’枇杷是本课题组从国家果树种

质福州枇杷圃中鉴定筛选出对果实日灼抗性低的

种质资源之一，本文主要分析比较该种质在高温强

光胁迫下果皮功能蛋白的差异表达，以揭示枇杷日

灼发生的分子生理机制，为枇杷抗日灼育种和日灼

防治等提供参考依据。

1 材料和方法

1.1 材料和处理

供试枇杷[Eriobotrya japonica (Thunb.) Lindl.]
种质为日灼抗性弱的‘WDYDB’(全国统一编号：

PPM0056)，种植在国家果树种质福州枇杷圃。试

验树树龄 7 a，树势中庸、生长一致。果实不套袋栽

培，常规管理。

根据前期试验结果[13]，在天气预报最高气温达

到 29℃且有阳光的 2013 年 4 月 23 日，在树冠中上

部南向方位选择结果性状基本一致，果实处于转色

期的果穗 10 穗挂牌，选留大小一致、果面无损伤的

果实(图 1)，其中临近的 5 穗于当日 13：30–15：30
用单层遮阳网覆盖作为对照处理，使阳光不能直接

照射在果面上，遮阳网与果穗间有 10~20 cm 间隔；

另 5 穗无遮阳网覆盖，为自然高温强光胁迫处理。

这段时间内，对照果面平均温度 26.2℃，平均光强

869.3 μmol m–2s–1；高温强光胁迫处理果面温度平均

38.9℃，平均光强 1202.4 μmol m–2s–1。15：30 开始

采摘胁迫处理和对照果，果面用蒸馏水冲洗，吸干

水分后立即削取向阳面果皮，迅速置于液氮中预冻

后在 –80℃超低温冰箱中保存备用。3 次重复。

光照、果面温度用 PM-11 型 Phytalk 植物生理

生态监控系统(Phytali, Phytech Ltd., Israe1)观测。

1.2 蛋白提取

参照 Liu 等[15]的方法，略微修改。取 3 g 枇杷果

皮用液氮研磨成粉后加入 12 mL 的提取液和 12 mL
的 pH 8.0 Tris-饱和酚，5500 ×g 离心 10 min；取酚

层加入 0.1 mol L–1 乙酸铵甲醇液，–20℃静置过夜；

20000 ×g 离心 20 min，用甲醇洗沉淀；20000 ×g 离心

20 min，用 20℃预冷的丙酮(含 0.07% β-巯基乙醇)
洗沉淀，重复 1 次；沉淀蛋白冷冻干燥，所得干粉

置 –80℃保存待用。

1.3 双向电泳

按照 25 µL 裂解液含 1 mg 蛋白的比例，在蛋白

干粉中加入裂解液。37℃恒温水浴 2.5 h， 20000 ×g
室温离心 15 min，取上清液用于蛋白质定量和双向

图 1 ‘WDYDB’枇杷不同发育时期果实生长状态和日灼伤害。A: 转色期正常果实；B: 转色期日灼果实；C: 黄熟期正常果实；D: 黄熟期日灼果实。

Fig. 1 ‘WDYDB’ loquat fruits with sunburn injury at different development stages. A: Fruits at turning stage; B: Sunburn fruit at turning stage; C: 

Fruits at yellow ripening stage; D: Sunburn fruits at yellow ripening stage.
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电泳分析。蛋白浓度测定参照 Bradford 法[16]，以

牛血清蛋白(BSA)作为标准蛋白。双向电泳参考

邓朝军等[14]方法，蛋白上样量为 1.3 mg，IPG 胶条

为 pH 4~7，24 cm。20℃下水化 14 h，设置等电聚

焦程序 200 V(1 h) → 500 V(1 h) → 1000 V(1 h) → 
Gradient-8000 V(0.5 h) → 8000 V(6 h) → 1000 V(2 h)，
运行条件：温度为 20℃，最大电流为 50 μA Strip–1。

染色脱色参考邓朝军等[14]的方法。

1.4 凝胶图像分析和胶内酶解

凝胶用 EPSON 图谱扫描仪(300 dpi)进行扫描，

图片用 PDQuest 软件进行分析，从凝胶上切取差异

两倍以上的蛋白点，参照 You 等[9]的方法用胰蛋白

酶对凝胶蛋白点进行酶解。

1.5 质谱鉴定及数据库检索

参照 Liang 等[17]的方法，将酶解后的蛋白溶液

进行 MALDI-TOF-TOF/MS 质谱分析；质谱数据在

NCBI (National Center for Biotechnology Information)
蛋白数据库中搜寻，获取成功匹配(匹配分值≥75)
的蛋白。

2 结果和分析

2.1 枇杷果皮双向电泳图谱分析

从图 2 可以看出，得到的双向电泳图谱背景

清晰、分离效果较好，其蛋白质组分主要分布在等

电 点 pI 5~6、分 子 量 21~90 kDa 的 范 围 内。 利 用

ImageMaster 2D Platinum 5.0 软件对 2-DE 图谱进

行分析，结果显示，在处理和对照的 2-DE 图谱上分

别检测到 1025 和 1011 个蛋白点。处理与对照之

间表达量差异在 2 倍以上的蛋白点共有 31 个(图
3)，其中上调表达的蛋白点 17 个，下调表达的 14
个。在上调表达的蛋白点中，差异最高达 4.80 倍；

图 2 ‘WDYDB’枇杷果皮蛋白质的双向电泳图谱。A: 对照 ; B: 高温强光胁迫。 

Fig. 2 2-DE profiles of proteins in ‘WDYDB’ loquat peels. A: Control; B: High temperature and strong light stresses.

图 3 高温强光胁迫后‘WDYDB’枇杷果皮差异蛋白点的相对丰度

Fig. 3 Relative volume of differentially expressed proteins of ‘WDYDB’ loquat peels under high temperature and strong light stresses

蒋际谋等：枇杷果皮响应高温强光胁迫的蛋白质组分析
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在下调表达的蛋白点中，差异最高达 3.19 倍。

2.2 蛋白质功能分析

将 31 个差异蛋白点进行质谱(MALDI-TOF/
TOF MS)分析，根据各蛋白点鉴定所得的 PMF 图

谱数据，去除杂峰后，在蛋白质数据库进行匹配检

索。根据鉴定标准，除了 5 个蛋白点(6、15、21、

30 和 31)未检测成功外，共有 26 个差异蛋白点得

到成功鉴定。在成功鉴定的差异蛋白中包括 11 个

下调蛋白和 15 个上调蛋白，其中有 1 个上调蛋白(1)
是在高温强光胁迫后出现的(图 3，表 1)。

通过 BLAST 和 KEGG 对这 26 个蛋白进行功

表 1 高温强光胁迫下枇杷果皮差异蛋白的鉴定

Table 1 Identification of differential proteins in loquat peels under high temperature and strong light stress

蛋白点

Spot No.
蛋白

Protein
登录号

GI
物种

Species

匹配率

Match rate
(%)

理论分子量/pI 
Theoretical Mr (kD)/pI

表达模式

Expression
pattern

试验分子量/PI 
Actual Mr (kD)/pI

防御应答 Defense response

1 分子伴侣前体

Chaperonin precursor
806808 豌豆 Pisum sativum 33 62.96/5.85

63.43/5.25
↑

2 高分子量热休克蛋白

High molecular weight heat shock protein
6969976 苹果 Malus domestica 36 71.17/5.17

69.38/5.17
↑

3 热激蛋白 17.5
Heat shock protein 17.5

186694325 苹果 Malus domestica 48 17.54/6.2
17.79/6.63

↑

4 肉桂醇脱氢酶

Cinnamyl alcohol dehydrogenase
62461970 罗勒 Ocimum 

basilicum
21 38.74/5.52

50.02/6.22
↓

5 谷胱甘肽过氧化物酶

Glutathione peroxidase
222846793 欧洲大叶杨 Populus 

trichocarpa
21 19.39/4.78

18.49/5.28
↓

7 主要过敏原

Major allergen Pyrc1
3044216 梨 Pyrus communis 57 17.57/5.62

17.17/6.3
↓

8 类甜蛋白

Thaumatine-like protein
20149276 苹果 Malus domestica 12 22.09/4.34

22.61/5.22
↓

碳水化合物与能量代谢 Carbohydrate and energy metabolism

19 ATP 合成酶亚基 1
ATPase subunit 1

295311633 西瓜 Citrullus lanatus 45 55.29/6.02
60.36/6.88

↑

20 线粒体 ATP 合成酶 β 亚基

Mitochondrial ATP synthase β-subunit
18831 巴西橡胶树 Hevea 

brasiliensis
37 60.22/5.95

66.90/5.97
↑

22 F1-ATP 合成酶 β 亚基

F1-ATP synthase, β subunit
4388533 高粱 Sorghum bicolor 50 49.11/5.25

59.45/5.99
↑

16 磷酸甘油酸激酶

Chloroplast phosphoglycerate kinase
3738261 黑杨 Populus nigra 26 50.27/8.74

45.35/6.55
↑

14 乙醇脱氢酶

Alcohol dehydrogenase
886885 苹果 Malus domestica 40 41.38/6.48

47.70/6.87
↑

11 转酮酶 1
Transketolase 1

3559814 甜椒 Capsicum 
annuum

15 80.06/6.16
65.86/6.53

↑

17 二氢硫辛酰胺-琥珀酰转移酶-2-酮戊二

酸脱氢酶

Dihydrolipoamide succinyltransferase 
component of 2-oxoglutarate 
dehydrogenase

255578100 蓖麻 Ricinus 
communis

19 50.84/9.27
63.26/6.78

↑

18 甘氨酸脱羧酶-二氢硫辛酰胺脱氢酶

Dihydrolipoamide dehydrogenase of 
glycine decarboxylase

9955324 豌豆 Pisum sativum 30 49.71/6.06
62.85/6.85

↑
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能注释，其中 1 个蛋白(29)为未知功能蛋白，还有待

于进一步深入研究。其余 25 个蛋白可分为防御应

答、碳水化合物与能量代谢、光合作用、其它等 4 类

(表 1)。
防御应答相关蛋白　　通过质谱结果匹配和

基因功能分析，有 7 个蛋白(1~5,7~8)可能与高温强

光胁迫下防御应答相关。其中，分子伴侣前体(1)、

高分子量热休克蛋白(2)、热激蛋白 17.5 (3)表现出

上调表达，而谷胱甘肽过氧化物酶(5)、肉桂醇脱氢

酶(4)、主要过敏原 Pyrc1 (7)、类甜蛋白(8)表现出下

调表达。

碳水化合物与能量代谢相关蛋白　　与能量

代谢有关的 ATP 合成酶亚基 1 (19)、线粒体 ATP
合成酶 β 亚基(20)、F1-ATP 合成酶 β 亚基(22)；参

蛋白点

Spot No.
蛋白

Protein
登录号

GI
物种

Species

匹配率

Match rate
(%)

理论分子量/pI 
Theoretical Mr (kD)/pI

表达模式

Expression
pattern

试验分子量/PI 
Actual Mr (kD)/pI

光合作用 Photosynthesis

9 α-Rubisco 活化酶

α-Rubisco activase
290766479 橹豆 Glycine max 20 52.25/5.94

49.75/5.3
↓

10 α-Rubisco 活化酶

α-Rubisco activase
290766489 橹豆 Glycine max 24 52.25/5.94

48.94/5.29
↓

12 放氧蛋白 1
Oxygen-evolving enhancer protein 1 

223538464 蓖麻 Ricinus 
communis

27 35.23/5.58
25.88/5.28

↓

13 叶绿体锰稳定化蛋白 II
Chloroplast manganese stabilizing 
protein-II

239911810 马铃薯 Solanum 
tuberosum

35 31.21/6.45
21.59/6.18

↓

其它蛋白 Other protein

25 真核翻译起始因子 5A 2
Eukaryotic translation initiation factor 
5A2

333108567 欧洲山杨 Populus 
tremula × P. alba

33 17.52/5.6
18.48/5.67

↓

28 生长素诱导蛋白 Pcnt115
Auxin-induced protein Pcnt115

195635793 玉米 Zea mays 13 38.15/6.28
24.29/5.29

↓

23 氨基乙酰基-tRNA 合成酶

Glycyl-tRNA synthetase
255543218 蓖麻 Ricinus 

communis
17 77.22/6.6

70.86/6.53
↑

24 叶绿体翻译延长因子

Choloroplast translation elongation factor
2330655 豌豆 Pisum sativum 21 53.02/6.62

52.59/6.27
↑

26 甘氨酸丰富的 RNA 结合蛋白 1
Glycine-rich RNA-binding protein 1

311780287 湖北海棠 Malus 
hupehensis

54 16.18/6.37
16.44/6.3

↓

27 蛋白磷酸酶 2C 39
Protein phosphatase 2C 39

332642117 拟南芥 Arabidopsis 
thaliana

27 31.61/5.51
25.10/6.86

↑

29 未知蛋白

Unknown protein
222867625 欧洲大叶杨 Populus 

trichocarpa
20 25.92/5.06

28.42/4.95
↑

6 未鉴定成功

Unidentified
↑

15 未鉴定成功

Unidentified
↓

21 未鉴定成功

Unidentified
↑

30 未鉴定成功

Unidentified
↓

31 未鉴定成功

Unidentified
↓

续表(Continued)
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与糖酵解途径磷酸甘油酸激酶(16)，参与乙醇发酵

反应的乙醇脱氢酶(14)；参与磷酸戊糖途径的转酮

酶 1 (11)，参与三羧酸循环的二氢硫辛酰胺-琥珀酰

转移酶-2-酮戊二酸脱氢酶(α-酮戊二酸脱氢酶复合

体， 17)和参与光呼吸的甘氨酸脱羧酶-二氢硫辛酰

胺脱氢酶(18)都上调表达。

光合作用相关蛋白　　在与光合作用相关的

蛋白中，α-Rubisco 活化酶(9,10)、放氧蛋白 1 (12)、
叶绿体锰稳定化蛋白 II (13)均下调表达。

其它蛋白　　其中的真核翻译起始因子 5A2 
(25)和生长素诱导蛋白 Pcnt115 (28)均下调表达。

3 讨论

‘WDYDB’枇杷果实对日灼抗性差，受高温强

光胁迫容易引发日灼病。植物接收到逆境信号后，

经信号传导途径，能够通过调节细胞内蛋白的表

达，以应对各种不利环境的变化[18]。本研究的蛋白

质组学分析结果表明，在高温强光下‘WDYDB’枇

杷果皮中的差异表达蛋白积极参与了环境胁迫引

起的各种生理生化反应，尤其是 ROS 清除酶、病原

菌防御蛋白(酶)和光合作用相关蛋白下调表达，以

及无氧呼吸关键酶的上调表达均和日灼伤害密切

相关。

3.1  枇杷果皮防御应答相关蛋白对高温强光胁迫的

　响应

在逆境条件下，热激蛋白作为分子伴侣促进

细胞中蛋白的重新折叠、稳定、组装、胞内运输和降

解，对受损蛋白的修复有重要作用[19–21]。分子伴侣

前体、高分子量热休克蛋白、热激蛋白 17.5 等蛋白

表达量上调说明枇杷果皮对高温强光胁迫有较强

的应激反应，调节细胞内环境以适应外界胁迫。但

是，热激反应具有短时性，玉米(Zea mays)经 42℃热

激 2 h，ZmHSP70 表达量最大，随后下降[22]；水稻

(Oryza sativa)经高温胁迫 12 h 后，sHSP 表达量显

著上升，24 h 后表达量下调[23]。在本试验中热激

蛋白的上调反应，可能是枇杷对较短时间(2 h)高温

强光胁迫的应激反应。

前人的研究表明逆境胁迫可使作物体内产生

的大量活性氧(ROS)，这是其对作物产生不良影响

的重要机制[24]。谷胱甘肽过氧化物酶(GPX)是酶促

清除 ROS 机制中的关键酶类，通过催化过氧化氢

和脂质过氧化物来保护植物细胞免受氧化胁迫[25]，

如番茄(Lycopersicum esculentum)中 LePHGPX 的过

量表达能显著提高转基因植株对盐、高温等胁迫的

耐受性[26]；GPX 在转基因植物中的过量表达可以增

强植物对非生物胁迫的耐受力[27–28]。但本研究中

谷胱甘肽过氧化物酶出现下调表达，说明枇杷果皮

中清除过氧化氢和其它有机过氧化物的能力下降，

超氧阴离子和丙二醛含量上升[6]，细胞膜的结构及

功能容易受到干扰及损害，可能这是‘WDYDB’枇

杷对日灼抗性弱的一个重要因素。

 肉桂醇脱氢酶、主要过敏原 Pyrc1、类甜蛋白

是重要的植物防御蛋白，有助于植物伤口抵御病原

菌及不利环境。许多研究表明，肉桂醇脱氢酶是

木质素代谢过程中的一个关键酶，与非生物胁迫有

关[29]；类甜蛋白与植物的抗逆反应有关，如紫外线、

热处理、机械损伤等，类甜蛋白会在植物特定部位

迅速表达并积累[30]。‘WDYDB’枇杷果皮在高温强

光胁迫下肉桂醇脱氢酶、主要过敏原 Pyrc1、类甜

蛋白下调表达，说明枇杷果皮对逆境的耐受力下

降，这和‘WDYDB’枇杷果皮易受日灼伤害有密切

关系。

3.2  枇杷果皮碳水化合物与能量代谢相关蛋白对高

　温强光胁迫的响应

ATP 合成酶广泛存在于高等植物的叶绿体和

线粒体中，是植物能量代谢和转运的关键酶，参与

氧化磷酸化与光合磷酸化反应[31–32]。ATP 合成酶

亚基 1、线粒体 ATP 合成酶 β 亚基、F1-ATP 合成

酶 β 亚基表现出上调表达，可能是在高温强光胁迫

下，‘WDYDB’枇杷果皮抵抗外界不良环境的应激

反应。

植物在低氧环境下进行无氧呼吸主要是乙

醇发酵途径，少数为乳酸发酵途径。本研究结果

表明，参与糖酵解的磷酸甘油酸激酶、参与乙醇发

酵反应的乙醇脱氢酶表达量上调，这说明在高温

强光胁迫下，枇杷果皮的无氧呼吸作用加强，导致

不完全氧化产物积累，从而对细胞产生毒性，引起

‘WDYDB’枇杷果皮日灼的发生。而磷酸戊糖途径

(PPP)关键酶转酮酶 1 与参与光呼吸的甘氨酸脱羧

酶表达量都上调表达，说明在高温强光逆境胁迫下

枇杷果皮 PPP 呼吸作用途径以及光呼吸加强，这些

生理代谢的变化可认为是‘WDYDB’枇杷果皮对

高温强光胁迫的一种反应。
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3.3 枇杷果皮光合作用相关蛋白对高温强光胁迫的

　　响应

在与光合作用相关的蛋白中，α-Rubisco 活化

酶、放氧蛋白 1、叶绿体锰稳定化蛋白均表现出下调

表达。α-Rubisco 活化酶作为分子伴侣保护与类囊

体结合的核糖体，使在类囊体中合成的相关蛋白免

受热钝化[33]。放氧蛋白 1 和叶绿体锰稳定化蛋白

与光合作用的放氧反应有关。高温强光胁迫使这

些蛋白下调表达，这会导致光合速率下降。这个结

果与苹果受高温强光胁迫引起光合速率显著下降

的结论一致[34]。当植物吸收的光能超出其自身的

利用能力时，还会产生活性氧[35]。在高温强光胁迫

下，枇杷果皮活性氧含量增加，膜系统被破坏，从而

导致‘WDYDB’枇杷果皮日灼的产生。

综上所述，在高温强光胁迫下‘WDYDB’枇杷

果皮中酶促清除 ROS 机制中的关键酶、光合作用

相关蛋白和病原菌防御蛋白(酶)下调表达，无氧呼

吸加强，是最终导致‘WDYDB’枇杷果皮日灼发生

的主要原因。本研究从蛋白质水平上进一步认识

了日灼抗性弱的‘WDYDB’枇杷果皮蛋白在高温

强光胁迫下产生日灼的分子生理基础，并初步探明

了枇杷果皮在高温强光胁迫过程中涉及的蛋白质

所参与的代谢途径及其作用机理，为枇杷抗日灼病

分子育种研究提供理论依据。
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