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基于 labelＧfree 技术的青杨 3 个叶位叶片
比较蛋白质组学分析
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摘要　为了研究青杨不同叶位叶片蛋白质组的表达变化规律和青杨叶片衰老的蛋白质组学机制,采用非标

记蛋白质组学(labelＧfree)方法对杂交青杨子代３个叶位叶片蛋白质组变化进行了分析.结果表明:３个不同叶

位叶片共检测到１１１个差异表达蛋白质,其中５５％的差异蛋白质仅在２５叶位与５叶位的比较中差异显著;差异

表达蛋白质功能分析表明,青杨叶片成熟到衰老过程中与光合作用、生长发育相关蛋白在１０和２５叶位多呈现

下调表达,逆境反应、营养分解转运相关蛋白在１０和２５叶位多上调表达,而一些转录翻译与修饰调控相关蛋白

质则主要呈现波动趋势;青杨３个叶位中,１０叶位光合作用和物质合成比５叶位活跃,２５叶位叶片由于衰老营

养物质分解转运加强,物质合成减弱.蛋白质是细胞功能执行者,可见,青杨叶片成熟到衰老是受蛋白质表达变

化有序调控的过程.
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　　叶片从成熟到衰老的过程伴随着叶绿体数量、
活性物质成分含量以及酶类活性等生命活动的有序

变化[１Ｇ２].成熟叶片是植物重要的源器官,为植物的

生长发育提供养分[３].衰老的植物叶片细胞中的代

谢产物和营养物质等经过高度有序的去组装和降解

过程,营养物质又会重新运输到幼叶、幼芽或其他器

官中被利用[４].有研究指出,衰老叶片中会发生光

合相关蛋白的降解、光合能力下降和叶绿素分解等过

程[５].然而,木本植物不同叶位叶片是如何调控叶片

成熟到衰老这一过程的,相关研究还需进一步拓展.
青杨(Populus)是我国重要的造林树种,中国

拥有丰富的乡土青杨派基因资源[６].对青杨的研究

发现:青杨叶肉细胞内,随叶位的增加,叶绿体数量

增加,１０叶位叶片后基本维持不变,同时对不同叶

位叶片进行叶绿体超微结构观测发现,青杨杂种二

倍体１５叶位以后的叶片中基质片层散乱,开始出现

叶绿体结构解体现象;２５叶位叶片上,青杨杂种二

倍体嗜锇颗粒大面积出现,叶绿体结构散乱,基质片

层解体严重[７Ｇ８].蛋白质是植物生命活动的体现者,
研究不同叶位的差异蛋白质组有助于揭示叶片衰老

的遗传调控过程[９Ｇ１０].

蛋白质组是指在不同环境下、不同的发育时期,
某个生物个体或组织细胞表达的所有蛋白质[１１Ｇ１２].
对穗期水稻功能叶片的研究表明,随叶位逐渐上升,
光合作用通路的关键蛋白质表达量呈现出逐渐上调

的特点;与此同时,参与呼吸代谢途径与能量代谢相

关蛋白质也表现出相同的趋势,从而随着叶位上升

而积累,有利于植株生成更多能量和中间代谢产物

用于新生物质合成,促进新生器官与组织的生长发

育[３].Chen等[１３]通过对１~４叶位玉米叶片的蛋

白质组学分析,发现１６７个差异蛋白质中,５３个与

光合作用有关,并且４８％的差异蛋白位于叶绿体.
目前植物叶片衰老相关的蛋白质组学研究主要集中

在禾本科植物,对木本植物的研究相对较少.本研

究以‘哲引３号杨’(母本)与‘北京杨’(父本)杂交产

生的青杨杂种F１代为材料,采用labelＧfree方法,研
究青杨杂种 F１代中３个叶位间的蛋白质组差异,
以期阐明青杨叶片蛋白质组的表达变化规律和青杨

叶片衰老的蛋白质组学机制.

1　材料与方法

1.1　试验材料

本试验所用植物材料由‘哲引３号杨’(母本)和
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‘北京杨’(父本)通过杂交获得,分别剪成１５cm 左

右的插条,扦插于规格一致的塑料盆中(上口径２３
cm,下口径１８cm,盆深２５cm).育苗基质为沙土、
有机质、蛭石的混合物,质量比为２∶２∶１,每盆用

土质量一致.于２０１５年８月,在１年生杂种F１代

中选取长势一致的３株作为试验材料,作为３次生

物学重复;每株从顶部往下数(图１),采集完全舒展

的第５、１０、２５叶位叶片放入液氮中速冻,分别标记

为２NＧH５、２NＧH１０和２NＧH２５,储存于－８０℃超低

温冰箱.

图１　青杨叶片采样示意图

Fig．１　SchematicdiagramofsamplingPopulusleaves
1.2　蛋白提取

每个样品称取１g叶片,采用三氯乙酸Ｇ丙酮法

独立提取９个样品总蛋白,蛋白质提取参考谢进

等[１４]和王溢等[１５]的方法.提取的蛋白质浓度参照

Bradford法[１６]测定.
1.3　叶片蛋白质样品酶解

在２００μg蛋白质样品中加入 DTT,使最终混

合溶液中 DTT 浓度为１００mmol/L.１００℃水浴

５min.冷却后,混入２００μL UA 缓冲液[８mol/L
尿素,１５０mmol/LTrisＧHCl(pH８．０)].混合样品

转移至３０ku 超滤离心管,１１０００r/min离心２０
min.混入２００μLUA 重复离心,去滤液;加入１００

μL含 有 ５０ mmol/LIAA 的 UA 缓 冲 液,振 荡

１min.室温黑暗条件下反应 ３０ min,随后１１０００
r/min离心２０min,重复此步骤２次.加１００μL 碳

酸氢铵缓冲液,１１０００r/min离心２０min,重复此操

作２次.加入４０μL 胰酶缓冲液,充分振荡,并在

３７℃条件下孵育１６~１８h.用新的无菌收集管离

心(１１０００r/min,２０min)后收集滤液,酶解后的滤

液经脱盐处理,进行 OD２８０定量.
1.4　LCＧMS/MS 分析

根据定量后的酶解产物浓度,从各样品酶解产

物中取２μg进行上样.样品酶解产物通过毛细管

高效液相色谱分离.分离梯度如下:０~１００min,B
液线性梯度从０％到４５％;１００~１０８min,B液线性

梯度从４５％到１００％;１０８~１２０min,B 液维持在

１００％.实 验 采 用 QＧExactive 质 谱 仪 (Thermo
Finnigan)进行质谱分析.
1.5　Maxquant 非标记分析

将青杨蛋白样品 LCＧMS/MS 原始数据导入

Maxquant软件(版本号１．３．０．５)进行数据库搜索,
对各组原始数据进行鉴定和相对表达量的比较.本

研 究 所 采 用 的 数 据 库 为 populus _１７３７７３_

２０１６０５１８．fasta.
1.6　差异蛋白筛选及生物信息学分析

以第５叶位为对照,将青杨１０、２５叶位的质谱

非标记定量强度与第５叶位比较,以３次生物学重

复的平均值作为蛋白表达的差异倍率,青杨１０、２５
叶位与５叶位差异蛋白筛选的条件为 P 值小于

０．０５、上下调差异倍数１．５倍以上,如果上下调差异

倍数小于１．５则认为该蛋白质表达量无差异.采用

GO 数据 库 (http://www．geneoＧntology．org/)和

KEGG通路数据 库 (http://www．genome．ad．jp/

kegg/)对差异蛋白进行GO功能注释和参与的代谢

通路分析,获得差异蛋白质的生物功能、参与的生物

过程以及细胞定位等信息.

2　结果与分析

2.1　基于 labelＧfree 方法的差异蛋白筛选

在本研究中,鉴定出的总蛋白数为２４７６个,青
杨１０、２５叶位与５叶位相比差异蛋白数为１１１个

(表１),其中１０叶位与５叶位的差异蛋白数为５０
个,而２５叶位与５叶位相比差异表达蛋白数为９３
个(如图２).值得关注的是,这些差异蛋白中有６１

图２　差异蛋白质维恩图分析

Fig．２　Venndiagramsofdifferentiallyexpressedproteins

９
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个仅在２５叶位与５叶位的比较中发生差异表达,占
差异蛋白总数的５５％.
2.2　差异蛋白质表达模式分析

参照 Wang等[１７]的方法,对从３个叶位筛选到

的１１１个差异表达的蛋白质采用 Cluster进行聚类

分析,将显著性差异表达的蛋白质在不同样品中表

达量的对数值以不同颜色在热图中展现(图３),聚
类分析结果显示组内样本重复性较好.

图３　青杨叶片差异蛋白质聚类分析

Fig．３　Differentialexpressionproteinsclustering
analysisinPopulusleaves

2.3　不同叶位差异表达蛋白质功能注释与分类

为了明确差异表达蛋白质的功能注释与分类,
采用 Blast２GO 软件对筛选出的差异蛋白质进行

GO功能注释(图４),分为生物过程、分子功能和细

胞组分,１１１个差异蛋白质中参与的生物过程有１５
个,其中参与生物过程占比例较高的前５个是细胞

过程(３１．３％)、细胞发育过程(２９．７％)、脂质代谢过

程(１０．０％)、碳水化合物代谢过程(６．９％)、细胞外

刺激的反应 (６．１％);分子功能类别中水解酶占

７．１％,小分子结合活性占４０．９％,蛋白质结合占

４２．９％,有机环状化合物结合１．３％,转移酶活性占

７．８％;细胞组分中细胞质、细胞骨架、液泡、线粒体、
胞内细胞器腔和内质网分别占比为２８．４％、３６．５％、

４．３％、３．３％、２０．９％、６．６％.
2.4　差异蛋白质功能富集分析

为了了解３个叶位差异蛋白所参与的代谢过

程,将全部１１１个差异蛋白进行 KEGG 代谢通路分

析,结果表明,差异蛋白显著富集的代谢通路一共

２１个(如图５).KEGG富集分析显示,这些差异基

因主要涉及碳代谢、核糖体、氨基酸的生物合成、糖
酵解/糖异生、谷胱甘肽代谢、氧化磷酸化、生物光合

　A．细胞过程;B．细胞发育过程;C．脂质代谢过程;D．细胞生物合成过程;E．有机物生物合成过程;F．细胞生长;G．碳

水化合物代谢过程;H．细胞死亡;I．产生代谢物和能量;J．细胞周期;K．细胞氮化合物代谢过程;L．细胞外刺激的反应;

M．发育及生殖过程;N．水解酶活性;O．小分子结合活性;P．蛋白质结合;Q．有机环状化合物结合;R．转移酶活性;S．细

胞质;T．细胞骨架;U．液泡;V．线粒体;W．胞内细胞器腔;X．内质网.A．Cellprocess;B．Celldevelopmentprocess;

C．Lipidmetabolismprocess;D．Cellbiosynthesisprocess;E．Organicbiosynthesisprocess;F．Cellgrowth;G．CarbohyＧ

dratemetabolismprocess;H．Celldeath;I．Productionofmetabolitesandenergy;J．Cellcycle;K．CellnitrogenmetaboＧ

lism process;L．Extracellularstimulusresponse; M．Developmentandreproductiveprocess;N．Hydrolaseactivity;

O．Smallmoleculebindingactivity;P．Proteinbinding;Q．Organiccycliccompoundbinding;R．Transferaseactivity;S．CyＧ

toplasm;T．Cytoskeleton;U．Vacuoles;V．Mitochondria;W．Intracellularorganellecavity;X．Endoplasmicreticulum．

图４　青杨叶片差异蛋白质GO注释

Fig．４　GOfunctionenrichmentanalysisofdifferentialexpressionproteinsinPopulusleaves
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　W．脂肪酸代谢;X．淀粉和蔗糖代谢;S．富硒化合物代谢;U．过氧化物酶体;L．二羧酸代谢;N．氨基糖和核苷酸糖代谢;Y．半胱氨酸

和甲硫氨酸;H．RNA转运;K．脂肪酸生物合成;A．光合作用;D．细胞色素P４５０代谢;P．果糖和甘露糖代谢;M．细胞色素P４５０对异

生素的代谢;T．柠檬酸循环(TCA循环);E．生物光合碳固定;O．氧化磷酸化;Q．谷胱甘肽代谢;G．糖酵解/糖异生;B．氨基酸的生物

合成;R．核糖体;C．碳代谢.W．Fattyacidmetabolism;X．Starchandsucrosemetabolism;S．Selenocompoundmetabolism;U．PeroxiＧ

some;L．Glyoxylateanddicarboxylatemetabolism;N．Aminosugarandnucleotidesugarmetabolism;Y．CysteineandmethioninemeＧ

tabolism;H．RNAtransport;K．Fattyacidbiosynthesis;A．Photosynthesis;D．MetabolismＧcytochromeP４５０;P．Fructoseandmannose

metabolism;M．MetabolismofxenobioticsbycytochromeP４５０;T．Citratecycle(TCAcycle);E．CarbonfixationinphotosyntheticorＧ

ganisms;O．Oxidativephosphorylation;Q．Glutathionemetabolism;G．Glycolysis/Gluconeogenesis;B．Biosynthesisofaminoacids;

R．Ribosome;C．Carbonmetabolism．

图５　青杨叶片差异蛋白质KEGG通路分析

Fig．５　KEGGpathwayanalysisofproteinsdifferentiallyexpressedinPopulusleaves

图６　青杨叶片差异蛋白质在不同叶位的变化规律

Fig．６　ChangeslevelofdifferentialexpressedproteinsinleafcanopypositionsofPopulus
碳固定、柠檬酸循环(TCA循环)、细胞色素P４５０代

谢、光合作用、RNA 转运、半胱氨酸和甲硫氨酸代

谢、氨基糖和核苷酸糖代谢、乙醛酸和二羧酸代谢、
过氧化物酶体、淀粉和蔗糖代谢和脂肪酸代谢等代

谢通路.
2.5　叶序下蛋白质的表达量规律分析

为了分析青杨叶片蛋白质在不同叶位叶片表达

量的变化规律,以青杨第５叶位叶片为对照,将１０、
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表２　叶序下蛋白质的表达量规律分类

Table２　Classificationofproteinexpressionlevelunderleafcanopypositions

趋势

Trend
蛋白质名称

Proteinname
趋势

Trend
蛋白质名称

Proteinname

逐渐下降

Decreasing
bothat
１０thand
２５thleaf

Ferritin,chloroplasticＧlike
５０SribosomalproteinL４,chloroplastic

isoformX１
NucleoidDNAＧbindingfamilyprotein

MAGONASHIＧlikeprotein
Acylcarrierprotein１

ProteintranslationfactorSUI１１
familyprotein

RibosomalproteinL１４,chloroplast
Pectinesterasefamilyprotein

HypotheticalproteinPOPTR_０００９s１１９２０g
Unknown

先下降
后上升

Decreasing
at１０thleaf

andincreasing
at２５thleaf

Endochitinase２Ｇlike
GerminＧlikeproteinsubfamilyTmember２

HEV１．２familyprotein
NitrogenＧinducibleprotein２８８,partial

Polyphenoloxidasefamilyprotein
ProbableplastidＧlipidＧassociatedprotein１３,

chloroplastic
Purpleacidphosphatase

Sodium/calciumexchangerfamilyprotein
UbiquitinＧfoldmodifier１ＧlikeisoformX２

PutativegammaＧglutamyltransferase,partial
MitochondrialimportreceptorsubunitTOM４０Ｇ１Ｇlike

ONEＧHELIXprotein２(Populustrichocarpa)
２０kuchaperonin,chloroplasticＧlike

先上升
后下降

Increasingat
１０thleafand
decreasing
at２５thleaf

Clusteredmitochondriaproteinhomolog
CoatomeralphasubunitＧlikefamilyprotein

TubulinbetaＧ２chainＧlike
Serine/threonineproteinphosphatase２A５７ku

regulatorysubunit
TranscriptionfactorDIVARICATAＧlike
６aＧhydroxymaackiainmethyltransferase

familyprotein

Adaptinfamilyprotein
HypotheticalproteinPOPTR_０００３s１４５８０g

HypotheticalproteinPOPTR_０００６s１４２７０g,partial
Unknown
Unknown

３３kuribonucleoprotein,chloroplasticＧlike
３ＧoxoacylＧ[cylＧcarrierＧprotein]reductase４

AcylpyruvaseFAHD１,mitochondrial
ChlorophyllaＧbbindingproteinofLHCIItype１Ｇlike

GlutathioneSＧtransferaseU８Ｇlike
H＋ＧtransportingtwoＧsectorATPasefamilyprotein

Mitochondrialimportinnermembrane
Translocasesubunit

MolybdateＧaniontransporterＧlike

逐渐上升

Increasing
bothat１０th
and２５thleaf

HemeＧbindingＧlikeproteinAt３g１０１３０,
chloroplasticisoformX２

UDPＧglucosepyrophosphorylase
PlasmamembraneintrinsicproteinPIP１．５
TAUclassglutathionetransferaseGSTU１９
HypotheticalproteinPOPTR_０００１s０２３００g

TAUclassglutathionetransferaseGSTU２
HypotheticalproteinPOPTR_００１８s０９７８０g
HypotheticalproteinPOPTR_００１９s１２３８０g

２５叶位叶片上筛选出的１１１个差异蛋白质在３个

叶位上的上升与下降的趋势进行归类,找出了差异

蛋白在５、１０、２５位上的表达规律,其中５０个差异蛋

白质在５、１０、２５这３个叶位呈现从上到下蛋白质表

达量逐渐下降(图６A)、先下降后上升(图６B)、逐渐

上升(图６C)和先下降后上升等４种趋势(图６D).
按照蛋白质相对表达量在叶位顺序上由顶部到下部

分为４类:逐渐下降１０个、先下降后上升２４个、逐
渐上升５个和先下降后上升１１个(表２),而其余６１
个差异蛋白质仅２５叶位有差异,１０叶位与５叶位

无显著差异.

3　讨　论

3.1　青杨 3 个叶位蛋白质组学差异分析

蛋白质组复杂多变的特点与蛋白质作为细胞功

能执行者的身份直接相关,植物叶片发育过程中,不
同叶位叶片蛋白质组发生剧烈变化.通过对１~４
叶位玉米叶片的蛋白质组学分析,Chen等[１３]推测

１叶位叶片展开期是玉米幼苗从异养型向自养型过

渡阶段,２叶位叶片展开期是玉米幼苗从异养型完

全转变为自养型的阶段,各叶位叶片在植物不同发

育阶段所承担的功能不完全相同,其对整株植物的

贡献也不一样.本研究以青杨杂种 F１代为材料,
比较了１０、２５叶位叶片与５叶位蛋白质组学差异,
结果显示:从３个叶位蛋白质相对表达量的趋势来

看,有５０个蛋白质在５、１０、２５叶位上表现为波动的

趋势,而占差异蛋白质总数５５％的蛋白质(６１个)仅
在２５叶位与５叶位的比较中差异显著,在１０叶位

与５叶位的比较中差异不显著,由此可见２５叶位叶

片蛋白质表达发生了剧烈变化,可能与叶片衰老
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有关.
仅在２５叶位与５叶位的比较中显示出显著差

异的６１个蛋白质中,４４个差异表达蛋白在２５叶位

表达量升高,主要涉及碳水化合物分解、能量代谢以

及胁迫和防御相关蛋白.碳水化合物分解相关蛋白

中,柠檬酸合成酶家族蛋白(citratesynthasefamily
protein)、镁Ｇ原卟啉IX单甲酯[氧化]环化酶(magＧ
nesiumＧprotoporphyrinIXmonomethylester[oxiＧ
dative]cyclase)、甘油醛Ｇ３Ｇ磷酸脱氢酶(glyceraldeＧ
hydeＧ３Ｇphosphatedehydrogenase)、质体脂质相关

蛋白PAP(plastidＧlipidassociatedproteinPAP)、２Ｇ
氧代酸脱氢酶家族蛋白(２Ｇoxoaciddehydrogenase
familyprotein)、腺嘌呤磷酸核糖转移酶(adenine
phosphoribosyltransferase)等参与糖类、脂质、嘌呤

和其他有机物等的分解代谢,表明青杨下部叶片分

解代谢加强,可能与叶片衰老过程中相关营养物质

被分解、转运再利用有关,同时胁迫和防御相关蛋白

上调表达说明衰老可能被植物当作逆境反应来

处理[１８].
此外,２７个差异表达蛋白在２５叶位表达量显

著下降,如:参与蛋白质合成的４０S核糖体蛋白SA
(４０SribosomalproteinSA)、４０S核糖体蛋白 S２０
(４０SribosomalproteinS２０)、真核翻译起始因子３
亚基(eukaryotictranslationinitiationfactor３subＧ
unit)、翻 译 控 制 蛋 白 (translationallycontrolled
tumorＧlikeprotein)、６０S核糖体蛋白L１７Ｇ２(６０SriＧ
bosomalproteinL１７Ｇ２),参与信号转导的 GTP结

合蛋白β链(GTPＧbindingproteinbetachain)、泛素

羧 基 末 端 水 解 酶 (ubiquitin carboxylＧterminal
hydrolase),表明２５叶位叶片由于衰老导致物质合

成活性下降.此外,１Ｇ脱氧ＧDＧ木酮糖Ｇ５Ｇ磷酸还原异

构 酶 (１ＧdeoxyＧDＧxyluloseＧ５Ｇphosphate reductoiＧ
somerase,chloroplastic)、叶绿体长链酰基辅酶 A
合成酶９(longchainacylＧCoAsynthetase９,chloroＧ
plasticＧlike)、叶 绿 体 蛋 白 质 CHUP１ (protein
CHUP１,chloroplastic)、叶绿体光系统Ⅰ铁硫中心

(光系 统 Ⅰ 亚 基 Ⅶ)[Photosystem Ⅰ ironＧsulfur
center(Photosystem ⅠsubunitⅦ)(chloroplast)]
等叶绿体蛋白也在２５叶位大幅度下降,可能与叶片

衰老导致叶绿体解体有关[８].
3.2　叶序下青杨蛋白质的表达规律分析

１)参与光合作用和碳固定的蛋白质.青杨叶片

从幼嫩到成熟再趋于衰老的过程中光合速率降低并

伴随蛋白质、光合色素和脂类物质的降解[１９].本研

究中光合作用相关蛋白质总体呈现表达降低的趋

势,例 如 类 叶 绿 体 铁 蛋 白 (ferritin,chloroplasticＧ
like)、叶绿体５０S核糖体蛋白 L４Ｇ异构体 X１(５０S
ribosomalprotein L４ferritin,chloroplasticＧlikeＧ
chloroplasticisoform X１)、核糖体蛋白 L１４(叶绿

体)(ribosomalproteinL１４,chloroplast)等叶绿体

蛋白在５、１０、２５叶位中的表达量逐渐下降.这与

Liao等[８]对青杨２５叶位叶片的超微结构观察结果

相符,其研究结果显示青杨二倍体在第２５叶位叶片

中叶绿体严重解体且基质片层排布散乱,观察到大

量嗜锇颗粒.LHCIIＧ１型的叶绿素a/b结合蛋白

(chlorophylla/bbindingproteinofLHCIItypeIＧ
like)与３３ku类叶绿体核糖核蛋白(３３kuribonuＧ
cleoprotein,chloroplasticＧlike)在１０叶位先下降后

在２５叶位叶片中的表达上升,可能与这些蛋白质参

与叶片不同阶段的发育过程并在衰老初期维持光合

作用,而与叶绿体质体Ｇ脂质相关蛋白１３(probable
plastidＧlipidＧassociatedprotein１３,chloroplastic)在

２５叶位表达量上升可能与叶绿体脂类在衰老过程

中物质转运与再利用有关[２０].

２)参与能量产生和碳水化合物代谢的蛋白质.
植物细胞中糖类、脂肪和氨基酸等在线粒体中被氧

化并偶联磷酸化生成 ATP,同时将有机物中的能量

释放出来维持植物中间代谢物与能量的需求,此过

程是生物中产生 ATP的主要途径[２１].本研究中

UDPＧ葡萄糖焦磷酸化酶(UDPＧglucosepyrophosＧ
phorylase)随着叶位表达量逐渐上升,该酶以葡萄

糖Ｇ１Ｇ磷酸和尿苷三磷酸为底物,催化反应生成尿苷

二磷酸葡萄糖和焦磷酸,直接参与植物糖代谢的生

物合成[２２].UDPＧ葡萄糖焦磷酸化酶表达量的变化

表明随着叶片的成熟到衰老,多糖分解逐渐增强,单
糖合成和转运加强.值得关注的是,H＋Ｇ转运双区

ATP酶家族蛋白(H＋ＧtransportingtwoＧsectorATＧ
Pasefamilyprotein)、线粒体酰基丙酮酸酶FAHD１
(acylpyruvaseFAHD１,mitochondrial)、３Ｇ氧 代 酰

基Ｇ[酰基载体Ｇ蛋白质]还原酶４(３ＧoxoacylＧ[acylＧ
carrierＧprotein]reductase４)、线粒体导入受体亚

基Ｇ类 TOM４０Ｇ１(mitochondrialimportreceptor
subunitTOM４０Ｇ１Ｇlike)和线粒体导入内膜转位酶

亚基(mitochondrialimportinnermembranetransＧ
locasesubunit)等５个线粒体蛋白质在５、１０、２５叶

位表现为先下降后上升的趋势,可能暗示１０叶位叶
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片发育成熟,完成形态建成和生长;而２５叶位叶片

趋于衰老导致呼吸作用加强,物质消耗增加.聚集

的线粒体蛋白同系物(clusteredmitochondriaproＧ
teinhomolog)随着叶位先上升后下降,表明在１０
叶位仍需维持一定的氧化呼吸活动.此外,随着叶

位从上到下,酰基载体蛋白１(acylcarrierprotein
１)表达量逐渐下降.在脂肪酸合成过程中,酰基载

体蛋白携带酰基链完成缩合、还原和脱氢等酶促反

应[２３],表明２５叶位叶片中脂肪酸的合成代谢可能

被抑制.

３)转录翻译与生长发育相关蛋白.叶片从成熟

到衰老的过程其基因表达调控需要大量的 DNA 与

蛋白质、转录因子和蛋白质翻译因子相互作用[２４].
本 研 究 中,类 核 DNA 结 合 家 族 蛋 白 (nucleoid
DNAＧbindingfamilyprotein)、转录因子类DIVARＧ
ICATA(transcriptionfactorDIVARICATAＧlike)
在５、１０、２５叶位表现为先升高后下降,而蛋白质翻

译 因 子 SUI１Ｇ１ 蛋 白 (proteintranslationfactor
SUI１familyprotein)则逐渐下降,表明随着叶位由

上到下,基因的表达先增强而后被抑制,蛋白质的合

成伴随着叶片的成熟和衰老而变化.此外,与植物

生长发育相关的蛋白质中,类泛素折叠修饰Ｇ１Ｇ同型

X２(ubiquitinＧfoldmodifier１ＧlikeisoformX２)和２０
ku类叶绿体伴侣蛋白(２０kuchaperonin,chloroＧ
plasticＧlike)先下降后上升.泛素折叠与修饰在植

物发育调节和病原菌防御信号途径中发挥作用[２４],
而２０ku类叶绿体伴侣蛋白执行对已损伤的蛋白进

行修复的功能[２５],说明青杨叶片在成熟到衰老的过

程中需要维持蛋白质构象的稳定.

４)参与活性氧清除和胁迫防御蛋白质.植物叶

片从成熟到衰老的过程中,因细胞器特别是光合膜

的损伤等导致大量活性氧的产生,同时光合能力的

下降引发碳水化合物饥饿,衰老过程中营养物质与

水分的吸收和运输能力下降引起植物营养状况与水

分的变化,导致衰老的叶片处于逆境中[１８].本研究

发现在５、１０、２５叶位上TAU 类谷胱甘肽转移酶ＧGSＧ
TU１９(tauclassglutathionetransferaseGSTU１９)逐渐

上升,而 TAU 类谷胱甘肽转移酶 GSTU２(tauclass
glutathionetransferaseGSTU２)、谷胱甘肽ＧSＧ转移酶

U８(glutathioneSＧtransferaseU８Ｇlike)、类内切壳多糖

酶２(endochitinase２Ｇlike)、推定的γＧ谷氨酰转移酶部

分(putativegammaＧglutamyltransferase,partial)和类

萌发素蛋白亚家族TＧ２(germinＧlikeproteinsubfamily

Tmember２)等先下降后上升,在２５叶位上表达量

最高.谷胱甘肽ＧSＧ转移酶对植物抵御逆境胁迫和

解除细胞毒素具有重要作用[２６],GST 基因在植物

应对多种生物与非生物胁迫中起重要作用[２７],此外

类内切壳多糖酶２具有抗真菌的功能,类萌发素蛋

白在防御病原体攻击中发挥重要作用[２８].有研究

认为,衰老相当于植物的逆境状态,因此推测随着叶

片的衰老,这些植物抗性相关蛋白质被植物衰老信

号所诱导,从而导致２５叶位叶片中植物抗性相关蛋

白质的大量表达以维持植株抗病与活性氧清除

能力[２９].

５)信号转导与物质转运相关蛋白质.植物叶片

从成熟到衰老,伴随着广泛的信号转导和物质转运

过程.本研究发现,丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶２A
５７ku(serine/threonineproteinphosphatase２A５７
kuregulatorysubunit)调节亚基和衔接家族蛋白

(adaptinfamilyprotein)在５、１０、２５叶位表现为先

上升后下降.丝氨酸/苏氨酸蛋白磷酸酶在脱落酸

调控的抗逆信号转导过程中起重要作用[３０],接头家

族蛋白是网格蛋白和膜之间起衔接作用的一种蛋白

质,参与网格蛋白包被小泡形成过程,主要负责分拣

蛋白质的功能[３１].接头家族蛋白与不同蛋白质分

子结合参与囊泡的回收过程,是网格蛋白介导的胞

吞过程的关键蛋白[３２].
此外,质膜内在蛋白PIP１．５(plasmamembrane

intrinsicproteinPIP１．５)逐渐上升,该蛋白是水孔蛋

白的一个亚家族,大量研究证明水孔蛋白在植物水

分平衡中起重要作用[３３Ｇ３４].尤为重要的是钼酸根Ｇ
阴 离 子 转 运 蛋 白 (molybdateＧaniontransporterＧ
like)、钠/钙 交 换 家 族 蛋 白 (sodium/calcium exＧ
changerfamilyprotein)和氮诱导蛋白２８８部分(niＧ
trogenＧinducibleprotein２８８,partial)物质转运相关

蛋白在５、１０、２５叶位表现为先下降后上升的趋势,
可能与青杨叶片衰老过程中相关营养元素被分解、
转运再利用有关[３５].

６)其他蛋白质.按照叶位从上到下,多酚氧化

酶家族蛋白(polyphenoloxidasefamilyprotein)、紫
酸性磷酸酶(purpleacidphosphatase)、HEV１．２家

族蛋白 (HEV１．２familyprotein)、单螺旋蛋白 ２
(ONEＧHELIXprotein２)和微管蛋白βＧ２链状(tuＧ
bulinbetaＧ２chainＧlike)等表现为先上升后下降.其

中微管蛋白βＧ２链状植物微管蛋白是构成细胞的骨

架成分,这些蛋白质对保持细胞内部结构的有序性

７１



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３８卷　

和维持细胞的形态有重要作用[３６].
总之,这些蛋白质在叶位上的变化揭示了青杨

叶片从成熟到衰老是一个十分复杂而循序渐进的过

程,不仅伴随着光合作用的降低、物质转运与再利用

的加快,同时胁迫防御相关蛋白质大量表达来维持

细胞稳定性.本研究所获得的蛋白质数据中,与植

物激素合成与光反应相关蛋白质的数据欠缺,可能

由于labelＧfree技术的局限性,使一些差异表达量低

但可能发挥重要的生理功能的蛋白质(如激素合成)
未在本研究中被检测到,尚需通过更灵敏的手段如

靶向 蛋 白 质 组 学 (dataindependentacquisition,

DIA)等进行深入研究.
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LabelＧfreeapproachbasedcomparativeproteomicsanalysesofthreeleaf
positionsinPopulusspp．(Sectiontacamahaca)

WANGYi

Sericulture& AgriＧFoodResearchInstitute,GuangdongAcademyof
AgriculturalSciences,Guangzhou５１０６１０,China

Abstract　InordertorevealrulesofproteomicchangesindifferentleafpositionsofPopulusspp．
(Sectiontacamahaca)andsenescencemechanismoftheleaves,proteinsexpressionprofileatthreeleaf
positionsofPopulusspp．(S．tacamahaca)hybridswerestudiedwithlabelＧfreeproteomics．Theproteins
ofthreedifferentleafpositionweredetectedusinglabelＧfreemethod．１１１proteinswithdifferentialexＧ
pressionwerefound,only５５％ proteinsexpressedsignificantlydifferentlyincomparisonwiththe５th
and２５thleafposition．Functionalanalysisofdifferentiallyexpressedproteinsshowedthattheproteins
involvedinphotosynthesis,growthanddevelopmentweremostlydownＧregulatedat１０thand２５thleaf
position,whileproteinsinvolvedinstress,nutrientdecompositionandtransportweremostlyupＧregulaＧ
tedamongtheleafsenescenceprocess．However,someproteinsrelatedtotranscriptional,translationand
proteinmodificationregulationhadfluctuationsamongtheleafsenescenceprocess．Amongthethreeleaf
positionsofPopulusspp．(S．tacamahaca),photosynthesisandnutrientsynthesisprocessat１０thleaf
positionweremoreactivethanthatat５thleafposition．The２５thleafleavesareenhancedbythedecomＧ
positionandtransportofagingnutrients,andthesynthesisofthematerialisweakened．ThedecomposiＧ
tionandtransportofsenescencenutrientat２５thleafpositionwereenhancedandsynthesisofnutrient
wasdecreased．Proteinisacellfunctionperformer,whichshowsthatthematurityofyoungleavestoseＧ
nescenceisaprocessoforderlyregulatingproteinexpressionchanges．

Keywords　Populus;leafposition;proteomics;labelＧfree;senescence
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