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摘要： 为探索龙眼(Dimocarpus longan)果肉常温劣变过程中蛋白质的变化，采用蛋白质组学的方法， 在‘福眼’龙眼果肉常温劣

变过程中发现共有 24 个 2 倍差异表达蛋白，其中 21 个蛋白被成功鉴定。这些蛋白参与了应激反应与防御(56%)、能量与碳代

谢(19%)、初级代谢(5%)、蛋白转运(5%)和细胞骨架(5%)等细胞代谢活动。大多数与抗氧化作用密切相关的蛋白质都下调表达，

说明龙眼采后果肉的抗氧化能力有所下降，不能有效地缓解 ROS 积累引起的毒性作用，从而使果肉劣变。此外，与能量代谢相

关的蛋白全部下调表达，表明龙眼果实采后果肉劣变可能与能量供应不足有关。这些结果为龙眼采后保鲜技术研究提供科学

依据。
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Abstract: The aim was to investigate the changes in proteins during postharvest deterioration process of longan 
(Dimocarpus longan) under normal temperature. The results showed that twenty-four differentially expressed 
proteins in longan aril were detected from cultivar ‘Fuyan’ by using proteomics technique during deteriorating 
process, of which 21 proteins were successfully identified. Based on their physiological functions, all identified 
proteins could be involved in stress response and defense (accounting for 56%), energy and carbon metabolism 
(19%), primary metabolites pathway (5%), protein transport (5%), cytoskeleton (5%) and some other metabolic 
processes. Among them, most proteins related to antioxidant system were down-regulated. It was implied that the 
ability of antioxidant of longan aril was decreased in postharvest, which could not effectively alleviate the toxicity 
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龙眼(Dimocarpus longan)又名桂园，为无患子

科(Sapindaceae)龙眼属常绿乔木，起源于我国亚热

带地区。龙眼果实香气十足，果肉肉质爽脆，清甜，

营养丰富，具有较高的营养价值和保健价值。2006
年，我国龙眼的种植面积为 4.03×105 hm2，产量为

1.11×106 t，分别占世界的 70% 和 50% 以上，是最大

的龙眼生产国，其中福建省的龙眼产量占全国产量

的 20% 以上[1]。然而，由于我国龙眼成熟期在 8–9
月高温季节，采后生理代谢旺盛，鲜果易变色、变

质，28℃下 7 d 左右全部变质腐烂[2]，导致龙眼果

实的贮藏和运输十分困难。我国在龙眼保鲜方面

的研究相对滞后，贮运技术传统，造成鲜果销售受

到限制，难以大批量远销和出口，因此龙眼采后延

缓果实劣变的问题亟待解决。

目前，有关果肉衰败、软化的研究多集中于生

理生化方面。林河通等[3]探讨了龙眼果肉劣变过

程中细胞壁组分含量及其细胞壁降解酶活性的变

化。有学者对甜樱桃(Prunus avium)、草莓(Fragaria 
ananassa)、甜橙(Citrus sinesi)等非呼吸跃变型果实

在果实成熟和软化过程中细胞壁降解酶活性的变

化规律进行了研究[4–6]。魏建梅等[7]分析了京白梨

(Pyrus ussuriensis ‘Jingbaili’)果实软化过程中细胞

代谢及其调控过程。曾秀丽等报道了脐橙(又称甜

橙)、番茄(Lycopersicum esculentum)等果实细胞壁

水解酶的活性[8–9]。另外，曾有研究报道了龙眼果肉

劣变过程相关基因，其中有果肉细胞壁内切-1,4-β-
葡聚糖酶基因以及扩张蛋白和木葡聚糖内糖基转

移酶(XET)基因[10–11]。要解释果肉劣变问题，仅仅

从生理生化和基因方面进行探讨是不够的，本研究

从蛋白组学入手，应用蛋白质组学的技术，分析龙

眼果肉劣变过程中的相关代谢蛋白(酶)的变化，对

于深入探讨果肉劣变发生的分子机理有着重要意

义，为龙眼采后保鲜技术研究提供科学依据，并为

龙眼抗果肉劣变品种育种奠定分子生物学研究基

础。

1 材料和方法

1.1 材料

‘福眼’龙眼(Dimocarpus longan ‘Fuyan’)果实

采自福建省泉州市，成熟度一致、大小均一、色泽一

致、无病虫害及残次果，采收当天立即运回实验室，

于常温(30±1)℃下分别贮藏 0、1、2、3 d，处理后

的龙眼果肉保存于 –80℃冰箱。

1.2 果肉蛋白质的提取及定量

果肉蛋白的提取参照 Saravanan 等[12]的方法，

略微修改。取 4 g 龙眼果肉在液氮中研磨成粉末，

加入 16 mL 酚提取液[100 mmol L–1 Tris， 50 mmol L–1

抗坏血酸，100 mmol L–1KCl，50 mmol L–1 硼砂，

1% (V/V) Triton X-100，2% (V/V) β-巯 基 乙 醇，            
0.7 mol L–1 蔗 糖]，再 加 入 等 体 积 Tris-饱 和 酚(pH 
8.0)，涡旋混匀，于 4℃下 5000×g 离心 10 min，取酚

层溶液，加入 6 倍体积 0.1 mol L–1 乙酸铵甲醇溶

液，–20℃下过夜沉淀蛋白质。4℃下 20000×g 离

心 20 min，弃上清液后用 –20℃预冷的甲醇洗涤蛋白

沉淀，–20℃静置 1 h，在 4℃下 20000×g 离心 20 min，

弃上清液，用丙酮[含 0.07% (V/V) β-巯基乙醇]洗
涤沉淀 2 次。沉淀于 –20℃真空干燥，所得干粉置

于 –20℃保存。取 10 mg 干粉溶解于 250 µL 样品

裂解液[7 mol L–1 尿素， 2 mol L–1 硫脲， 4% (W/V)
CHAPS， 2% (V/V)两 性 电 解 质 载 体 pH 4~6.5，      
40 mmol L–1 DTT]，参照 Bradford[13]法进行定量分

析，定量好的蛋白质用于双向电泳分析。

1.3 蛋白质双向电泳

第一向固相 pH 梯度等电聚焦(IEF)：仪器为

IPGphorTM 等 电 聚 焦 系 统，IPG 预 制 干 胶 条 为   
24 cm，pH 4~7(线性)，蛋白质上样量 1.3 mg，蛋白

样品裂解液与水化液[7 mol L–1 尿素，2 mol L–1 硫

脲，2% (W/V) CHAPS，40 mmol L–1 DTT，0.5% 
(V/V) IPG buffer]终体积为 450 μL。IEF 参数设定

caused by ROS accumulation. In addition, the enzymes associated with energy metabolism were also down-
regulated, suggesting that the deterioration of postharvest longan aril might be related to the insufficient of energy 
supply. So, these results will provide a scientific basis for studying preservation technology of postharvest longan.
Key words: �Longan; Aril; Deterioration; Two-dimensional electrophoresis; Differential expression protein; Mass 

　spectrometry
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为 20℃、50 μA trip–1，30 V (12 h)、200 V (1 h)、
500 V (1 h)、 1000 V (1 h)、 1000~8000 V (梯度 30 min)、
8000 V (6 h)、1000 V (2 h)。

等 电 聚 焦 完 成 后 胶 条 用 新 配 制 的 平 衡 液 I
[50 mmol L–1 Tris-HCl pH 8.8，6 mol L–1 尿素，30% 
(V/V)甘油，2% (W/V) SDS，0.002% (W/V)溴酚蓝，

10 mg mL–1 DTT]和平衡液Ⅱ[50 mmol L–1 Tris-HCl 
pH 8.8， 6 mol L–1 尿素， 30% (V/V)甘油， 2% (W/V) 
SDS， 0.002% (W/V)溴酚蓝，25 mg mL–1 碘乙酰胺]
分别平衡 15 min。IPG 胶条平衡后转移至浓度为

12% (W/V)聚丙烯酰胺凝胶上，用 0.5% (W/V)琼脂

糖封顶。第二向 SDS-PAGE 垂直板电泳采用 EttanTM 
DALT Ⅱ垂直板电泳系统，先设置 15 mA trip–1 电

泳 30 min，待示踪的溴酚蓝跑出胶条成为一条直线

后改为 30 mA trip–1，直至溴酚蓝前沿到达凝胶底

部边缘 0.5 cm 处时停止电泳。电泳结束后，凝胶

被考马斯亮蓝 R-250 染色。经脱色后的凝胶用 GE 
Image Scanner III 扫描仪进行扫描。凝胶图像用

ImageMaster 2D platinum 软件分析。

1.4 蛋白质酶解及质谱分析

蛋 白 质 酶 解 参 考 Wang 等[14]的 方 法。 差 异

表 达 蛋 白 胶 点 分 别 用 100 mmol L–1 NH4HCO3 和    
100 μL 乙腈(ACN)脱色，56℃ ~ 60℃真空干燥，加

入 10 ng μL–1 Trypsin 溶液和等体积的 50 mmol L–1 
NH4HCO3 缓冲液，于37℃反应12 h，加入50% (V/V) 
ACN/0.5% (V/V)三氟乙酸(TFA)，超声 10 min 后抽

提酶解产物，真空干燥后用于质谱分析。

酶 解 产 物 采 用 4700 串 联 飞 行 时 间 质 谱 仪

(Applied Bio-systems, Foster City, CA, USA)进行质谱

分析。光源为氮：氩激光，波长为 355 nm，激光强度

为 4000 W cm–2，激发时间为 3~7 ns，频率为 200 Hz，

加速电压为 20 kV，采用正离子发射模式和自动

获取数据的模式采集数据。PMF 质量扫描范围

为 700~3500 Da，质谱图用胰蛋白酶酶解肽段进行

外标校正。所得结果用 GPS (Applied Biosystems, 
USA)-MASCOT (Matrix Science, London, UK)软件

进行数据库检索。检索的数据库为 NCBInr (发布

时间 2010–07–01)，检索种属为绿色植物，检索的

方式为 combined，酶为胰蛋白酶，最大允许漏切位

点为 1，PMF 质量误差为 100 ppm，MS/MS 质量

误差为 0.6 Da。

1.5 数据分析

所有试验均生物学重复 3 次，数据均以平均值 ±
标准差(Mean±SD)表示，并采用 SPSS 13.0 软件进

行方差分析，以 P<0.05 表示显著差异。

2 结果和分析

2.1 果肉蛋白的2-DE分析

图 1 为贮藏不同天数(0 d、1 d、2 d、3 d)的‘福

眼’龙眼果肉蛋白的双向电泳图谱。应用 Image-
Master 2D platinum Software 分析软件分析，在每

张图谱上均至少检测到 1000 个蛋白点，匹配率为

80.2%，共获得 24 个差异达到 2 倍以上的蛋白点。

2.2 果肉差异蛋白的质谱鉴定

采用基质辅助激光解吸电离飞行时间串联质

谱(MALDI-TOF/TOF-MS)鉴定出了 21 个差异表达

蛋白(表 1)，其中有 1 个蛋白上调表达，17 个下调

表达，2 个先上调后下调表达，1 个先下调后上调

表达。此外，有 2 个蛋白点(No. 5、 18)为假定蛋白

质。鉴定结果中，有几个蛋白鉴定为同一种蛋白，

如蛋白点 2、9、22、23 和 24 均为过氧化物酶，蛋

白点 7 和 8 均为热休克蛋白 70-4，每组都有相同的

等电点和分子量，说明它们是同工酶或者是同一个

蛋白的不同形式，具有不同的翻译后修饰。大部分

蛋白质的理论分子量与实际分子量相近，少数蛋白

的理论分子量与实际分子量相差较大，这表明蛋白

质的翻译后修饰会导致蛋白质理论分子量与实际

分子量相差较大。

2.3 龙眼果肉差异表达蛋白的功能分类

对鉴定的蛋白质在 MIPS 数据库(http://mips. 
gsf.de/projects/funcat)检索和查阅相关文献，对其功

能进行了分类。结果表明，这些蛋白质的功能包

括：(1) 应激反应及防御(Stress response and defense)
占 56%，(2) 能 量 与 碳 代 谢(Energy and carbon 
metabolism)占 19%，(3) 初 级 代 谢 途 径(Primary 
metabolism pathway)占 5%，(4) 蛋 白 转 运(Protein 
transport)占 5%，(5) 细胞骨架(Cytoskeleton)占 5%，

(6) 假定蛋白(Predicted protein)占 10%。因此，在‘福

眼’龙眼果肉常温劣变过程中主要是应激及防御相

关蛋白，以及能量与碳代谢相关蛋白参与其中。

王晓艳等：龙眼采后果肉劣变的差异表达蛋白分析
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图 1 不同贮藏天数‘福眼’龙眼果肉蛋白的 2-DE 图谱

Fig. 1 2-DE gel electrophoretogram of proteins in ‘Fuyan’ aril with different storage days

表 1 龙眼果肉差异表达蛋白的 MALDI-TOF/TOF-MS 鉴定

Table 1 Identification of differential expression proteins in longan aril by MALDI-TOF/TOF-MS

序号
No.

名称
Name                               

GI号
GI No.                

物种
Species

覆盖率
Coverage

(%)

理论分子量/等
电点 Theor. Mr 

(kDa)/pI

实际分子量/等
电点 Actual Mr 

(kDa)/pI

应激反应与防御 Stress response and defense

2 过氧化物酶4
Peroxidase 4

218138216 荔枝
Litchi chinensis

23 39.3/5.53 39.5/5.58

3 热休克蛋白
Heat shock protein

320090070 陆地棉花
Gossypium hirsutum

31 18.3/6.77 17.2/5.58

4 热休克蛋白(假定)
Heat-shock protein, putative

255560519 蓖麻
Ricinus communis

11 21.7/ 6.45 19.9/6.55

7 热休克蛋白70-4
Heat-shock protein70-4

332641697 拟南芥
Arabidopsis thaliana

16 71.1/5.14 71.1/5.11

8 热休克蛋白70-4
Heat-shock protein70-4

332641697 拟南芥
Arabidopsis thaliana

15 71.1/5.14 71.4/5.17

9 过氧化物酶4
Peroxidase 4

218138216 荔枝
Litchi chinensis

25 39.3/5.53 39.4/5.53

13 热休克蛋白20.1
Heat-shock protein 20.1

3341464 秘鲁番茄
Lycopersicon peruvianum

35 17.7/5.83 17.4/5.58

14 细胞溶质I类小热休克蛋白1A
Cytosolic class I small heat shock protein 1A

37704401 烟草
Nicotiana tabacum

45 15.8/5.25 19.4/5.58

19 谷氧还蛋白
Glutaredoxin

281485058 荔枝
Litchi chinensis

28 14.6/6.41 14.5/6.38
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表 2 龙眼果肉差异表达蛋白的体积变化

Table 2 Volume changes of differential expression proteins in longan aril 

序号
No.

名称
Name

贮藏天数 Storage days

0 1 2 3

应激反应与防御 Stress response and defense

2 过氧化物酶4 Peroxidase 4 0.16±0.02 0.06±0.01 0.11±0.01 0.06±0.01

3 热休克蛋白 Heat shock protein 0.23±0.01 0.16±0.01 0.09±0.01 0.10±0.02

4 热休克蛋白(假定) Heat-shock protein, putative 0.08±0.01 0.02±0.01 0.00±0.00 0.02±0.01

7 热休克蛋白70-4 Heat-shock protein 70-4 0.20±0.01 0.09±0.02 0.08±0.01 0.08±0.03

8 热休克蛋白70-4 Heat-shock protein 70-4 0.14±0.01 0.03±0.01 0.06±0.01 0.04±0.01

9 过氧化物酶4 Peroxidase 4 0.13±0.01 0.37±0.02 0.92±0.02 0.10±0.01

13 热休克蛋白20.1 Heat-shock protein 20.1 0.82±0.02 0.39±0.06 0.37±0.02 0.32±0.03

14 细胞溶质I类小热休克蛋白1A
Cytosolic class I small heat shock protein 1A

0.59±0.02 0.33±0.05 0.39±0.02 0.29±0.03

序号
No.

名称
Name                               

GI号
GI No.                

物种
Species

覆盖率
Coverage

(%)

理论分子量/等
电点 Theor. Mr 

(kDa)/pI

实际分子量/等
电点 Actual Mr 

(kDa)/pI

22 过氧化物酶4
Peroxidase 4

218138216 荔枝
Litchi chinensis

21 39.3/5.53 37.9/5.82

23 过氧化物酶4
Peroxidase 4

218138216 荔枝
Litchi chinensis

25 39.3/5.53 37.0/5.92

24 过氧化物酶4
Peroxidase 4

218138216 荔枝
Litchi chinensis

26 39.3/5.53 38.8/5.99

能量与碳代谢 Energy and carbon metabolism

6 蔗糖合成酶
Sucrose synthase

6682841 蜜桔 Citrus unshiu 9 92.6/6.04 90.3/5.95

10 苹果酸酶(假定)
Malic enzyme, putative

255546341 蓖麻
Ricinus communis

33 65.1/5.98 71.1/6.56

11 假定二氢硫辛酰胺琥珀酰转移酶 
Putative dihydrolipoamide succinyltransferase

21618217 拟南芥
Arabidopsis thaliana

8 49.8/9.07 47.1/5.98

12 6-磷酸-2-脱氧葡萄糖磷酸酶
2-Deoxyglucose-6-phosphate phosphatase

255577544 蓖麻
Ricinus communis

46 20.1/6.50 28.6/5.63

初级代谢途径 Primary metabolism pathway

21 天门冬氨酰-tRNA合成酶(假定) 
Aspartyl-tRNA synthetase, putative

255564914 蓖麻
Ricinus communis

33 61.0/6.06 62.4/5.87

蛋白转运 Protein transport

15 线粒体的F1-ATP酶β亚基
Mitochondrial F1-ATPase β subunit

269914683 龙眼
Dimocarpus longan

35 59.8/6.18 51.7/5.48

细胞骨架 Cytoskeleton

1 微管蛋白β链(假定)
Tubulin β chain, putative

255564502 蓖麻
Ricinus communis

41 50.0/4.78 48.9/4.88

假定蛋白 Predicted protein

5 假定蛋白
Predicted protein

224143607 大叶杨
Populus trichocarpa

19 31.6/5.26 33.7/5.26

18 假定蛋白
Predicted: hypothetical protein

225429614 葡萄
Vitis vinifera

15 17.3/5.94 17.3/5.27

续表(Continued)
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3 讨论

本研究应用蛋白质组学的方法探讨了‘福眼’

龙眼采后不同贮藏天数果肉蛋白表达量的变化，共

成功鉴定出 21 个显著差异表达的蛋白质。这些蛋

白分别参与了应激反应与防御、能量与碳代谢、初

级代谢等过程。

3.1 与应激反应及防御相关的蛋白

采后龙眼果实的成熟和衰老是一个复杂的生

理过程，由于氧自由基(活性氧，ROS)的存在而引

起的果实劣变现象可被视为一种氧化现象[15]。在

桤叶唐棣(Amelanchier alnifolia)和番茄等果实在劣

变过程中伴随着 H2O2 的积累和膜脂过氧化作用的

发生[16–17]，因此，抗氧化系统在清除 ROS、保护细胞

膜、延缓果实衰老进程，特别是对延长软果贮藏寿

命方面发挥着关键性作用。抗氧化酶是一种能够

控制生物体内生成 ROS 的重要酶，本研究共鉴定

出 5 个 过 氧 化 物 酶(POD；No. 2、9、22、23、24)

在龙眼采后贮藏过程均下调表达，这表明内源的防

御活性氧系统的功能减弱，H2O2 的积累增加，使膜

脂的不饱和脂肪酸受到自由基的进攻，这与前人的

研究结果一致[16–17]。

越来越多的研究表明在果实的成熟软化过程

中，热激蛋白(Heat shock protein，HSPs)可以作为

分子伴侣和膜稳定剂起作用[18–20]。低分子量热激

蛋白(sHSPs)一般在各种环境胁迫后进行生物调

节[21]，更多时候是通过谷氨酰胺依赖的途径减少

细胞内 ROS 含量直接参与细胞免疫过程以对抗氧

化胁迫[22–23]；sHSPs 还能够应对由于蛋白质错误折

叠速率加快的氧化胁迫[24–25]。sHSPs 还可以与其

它 HSPs，如 HSP70 (No. 7、8)相互作用，帮助暂时

错误折叠的蛋白重新折叠，避免进一步的错误折

叠[26–27]。本研究共鉴定出 6 个热休克蛋白(No. 3、4、

7、8、13、14)，在龙眼采后贮藏过程中均下调表达，

这说明龙眼采后果肉氧化胁迫增强，错误折叠的蛋

白也不断增加，从而促进果肉的劣变。

序号
No.

名称
Name

贮藏天数 Storage days

0 1 2 3

19 谷氧还蛋白 Glutaredoxin 0.10±0.01 0.45±0.02 0.41±0.01 0.77±0.10

22 过氧化物酶4 Peroxidase 4 0.24±0.02 0.13±0.01 0.03±0.01 0.08±0.02

23 过氧化物酶4 Peroxidase 4 0.44±0.01 0.21±0.02 0.14±0.03 0.22±0.01

24 过氧化物酶4 Peroxidase 4 0.72±0.01 0.29±0.01 0.00±0.00 0.32±0.01

能量与碳代谢 Energy and carbon metabolism

6 蔗糖合成酶 Sucrose synthase 0.07±0.01 0.03±0.01 0.05±0.01 0.02±0.01

10 苹果酸酶(假定) Malic enzyme, putative 0.08±0.01 0.03±0.01 0.02±0.01 0.04±0.01

11 假定二氢硫辛酰胺琥珀酰转移酶
Putative dihydrolipoamide succinyltransferase

0.05±0.01 0.09±0.01 0.08±0.01 0.03±0.01

12 6-磷酸-2-脱氧葡萄糖磷酸酶
2-Deoxyglucose-6-phosphate phosphatase

0.11±0.01 0.05±0.01 0.06±0.01 0.05±0.01

初级代谢途径 Primary metabolisms and pathways

21 天门冬氨酰-tRNA合成酶(假定)
Aspartyl-tRNA synthetase, putative

0.26±0.04 0.16±0.02 0.16±0.04 0.13±0.02

蛋白转运 Protein transport

15 线粒体的F1-ATP酶β亚基
Mitochondrial F1-ATPase β subunit

0.09±0.01 0.04±0.01 0.07±0.02 0.05±0.01

细胞骨架 Cytoskeleton

1 微管蛋白β链(假定) 
Tubulin β chain, putative

0.04±0.01 0.10±0.01 0.05±0.01 0.08±0.01

假定蛋白 Predicted protein

5 假定蛋白 Predicted protein 0.14±0.01 0.04±0.01 0.03±0.01 0.03±0.01

18 假定蛋白 Predicted: hypothetical protein 1.33±0.10 0.78±0.13 0.82±0.02 0.65±0.06

续表(Continued)
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3.2 与能量和物质代谢相关的蛋白

能量和物质代谢是生物体的基本生命活动

现象。大量的研究表明植物的衰老与能量代谢有

关，采 后 苹 果(Malus pumila)[28]、荔 枝[29]、梨(Pyrus 
communis)[30]等果实的衰老与能量值呈负相关。本

研究共鉴定出 4 个参与能量和碳代谢的蛋白。这

类酶主要参与糖酵解三羧酸循环(EMP-TCA)、磷酸

戊糖(HMP)等途径。其中苹果酸酶(No. 10)参与能

量代谢途径，催化苹果酸在胞质内脱羧生成丙酮酸

盐，产生的 NADPH 大部分用于脂肪酸的合成。随

着贮藏天数的增加，‘福眼’龙眼苹果酸酶的相对

表达量下降。蔗糖是植物体内用于运输的主要糖

类，植物体内与蔗糖代谢和积累密切相关的酶主要

有 3 类：蔗糖合成酶(Sucrose synthase)、蔗糖磷酸

合成酶(Suerose phosphate synthase)和酸性转化酶

(Invertase)。本研究与能量代谢相关蛋白中蔗糖合

成酶(No. 6)和 6-磷酸-2-脱氧葡萄糖磷酸酶(No. 12)
在龙眼果肉劣变过程中都是下调表达的。能量与

碳代谢相关蛋白的下调表达，表明龙眼果肉在劣变

发生过程中呼吸速率下降，产生的 ATP 量减少，细

胞合成过程中所需的能量不足，促进了果实的衰老

劣变。本研究结果进一步表明果实采后衰老和褐

变的发生与能量供应不足和能量形成速率下降有

密切联系。
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