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基于蛋白质组和代谢组解析兴安落叶松针叶衰老调控

单金园，张旭婷，王瑞刚，李国婧*

（内蒙古农业大学生命科学学院/内蒙古自治区旱寒区植物逆境适应与遗传修饰改良重点实验室，呼和浩特 010011）

摘要：兴安落叶松（Larix gmelinii）作为典型的针叶落叶乔木，是大兴安岭地区既经济又益于生态的重要树种，其针叶的衰老

在生长发育过程中有着重要的意义，因此，破译其衰老的分子机制，为落叶乔木植物冬季休眠机制研究提供参考数据，对筛

选和培育优良落叶松品系有指导意义。本研究运用蛋白质组和代谢组联合分析技术，探究秋季兴安落叶松 10月份针叶的黄

色（早衰型，Y）与绿色（晚衰型，G）两种不同衰老表型的分子机制。共鉴定出 784种DEPs和 578种DAMs，生物信息学分析发

现，早衰型落叶松的DEPs在光合作用、氨酰-tRNA生物合成、精氨酸生物合成等通路显著富集；DAMs则主要富集在代谢途

径、ABC转运体、氨基酸生物合成、氨酰-tRNA生物合成及类黄酮生物合成等通路中。联合分析明确了蛋白质与代谢物之间

的关联，并共同富集在氨酰-tRNA生物合成通路上。以晚衰型为对照组，其中，DAMs中的Pro、Tyr、Met等代谢物呈现上调趋

势，而Asp、Glu、Phe等呈现下调趋势；在DEPs中仅有TyrRS呈现上调趋势。以上规律同乙酰化修饰组的分析结果基本一致。

上述结果为深入解析叶片衰老以及树木季节性生长背后的分子机制，提供了全新的视角与理论依据。
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Analysis of Aging Regulation of Larix gmelinii Needle Based on Combined Proteome and 

Metabolome Analysis techniques

SHAN Jinyuan，ZHANG Xuting，WANG Ruigang，LI Guojing*
（College of Life Sciences， Inner Mongolia Agricultural University， Inner Mongolia Key Laboratory of Plant Adversity  

Adaption and Genetic Improvment in Cold and Arid Regions，Hohhot 010011，China）

Abstract：Larix gmelinii， as a typical coniferous and deciduous tree， is an important tree species in the Greater Khingan Range re⁃
gion， providing both economic and ecological benefits.  The aging of its needles plays a crucial role in its growth and development 
process.  Therefore， deciphering the molecular mechanism of needle aging can provide reference data for the study of winter dorman⁃
cy mechanism of deciduous trees， and has guiding significance for screening and cultivating excellent germplasm of L.  gmelinii.  
This study employed a combination of proteomics and metabolomics analysis to explore the molecular mechanisms underlying the two 
different aging phenotypes， i. e. ， yellow （early senescence type） and green （late senescence type） needles of L.  gmelinii in au⁃
tumn.  Totally 784 types of DEPs and 578 types of DAMs were identified.  Bioinformatics analysis revealed that DEPs in the early se⁃
nescence genotype were significantly enriched in pathways such as photosynthesis， aminoacyl-tRNA biosynthesis， and arginine bio⁃
synthesis； DAMs were mainly enriched in metabolic pathways， ABC transporters， amino acid biosynthesis， aminoacyl-tRNA biosyn⁃
thesis， and flavonoid biosynthesis pathways.  The joint analysis clarified the association between proteins and metabolites， and en⁃
riched them together in the aminoacyl-tRNA biosynthesis pathway.  Compared to the needles in the late senescence type， Pro， Tyr， 
Met and other metabolites in DAMs showed an upregulation trend， while Asp， Glu， Phe and other metabolites showed a downregula⁃
tion trend in the early senescence type.  Only TyrRS showed an increase in DEPs.  These results were basically consistent with that of 
acetylation analysis.  The above results provided a new perspective and theoretical basis for in-depth analysis of the molecular mecha⁃
nisms behind leaf aging and seasonal growth of trees.
Key words：Larix gmelinii；Leaf senescence；Proteome；Metabolome；Joint analysis

植物的衰老是指植物在生命周期中，植物的个

体或其器官在生理和形态等方面随时间推移逐渐

出现退行性变化，最终功能衰退直至植物死亡的过

程［1］。对于多年生木本植物来说，其叶片、花、果实

等器官会在特定的季节或生长阶段发生衰老并脱

落，但枝干和根系仍能保持活力，在不利的季节进

入休眠状态，减少能量消耗和环境胁迫对自身的影

响，增强植物的生存能力和适应性，使植株存活多
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年［2］。其中，叶片是多年生植物衰老过程中最明显

的部位之一，其衰老是植物提高养分利用效率，将

养分回收再利用，实现营养同化到营养转运的重要

手段之一［3］。植物叶的衰老是叶片发育的最后阶

段，叶片在衰老时，细胞内的蛋白质、核酸等大分子

物质分解、转运到植物的茎、根、芽等部位进行储

存，为植株来年的生长提供必要的营养以维持植物

的生存和繁衍［4-5］。

近年来，随着组学技术的迅猛发展，蛋白质组

学和代谢组学为深入解析生物过程的分子机制提

供了有力工具［6］。Lihavainen 等［7］通过对蛋白组和

代谢组研究发现，杨树早期衰老过程中脱落酸（ab⁃
scisic acid，ABA）、乙烯（ethylene，ET）反应相关的

AP2/ERF 转录因子上调，参与 ET信号传导、衰老和

光周期途径调节的 RAV 转录因子也发生变化。同

时，水杨酸（salicylic acid，SA）通路受系统获得性抗

性缺陷 1（SARD1）蛋白和钙调蛋白结合蛋白 60B
（CBP60B）调控，且 SA 分解产物水平在代谢层面与

代谢反应之间存在联系，综合蛋白组和代谢组研究

揭示了杨树生理过程中蛋白与代谢产物间的关联

及对生理反应的调控。Han等［8］通过蛋白质组与代

谢组学联合研究，发现糖基转移酶 Slr1064缺失时，

碳代谢关键酶 GAP2 周转速率受抑制，黑暗条件下

PRK/GAPDH/CP12 复合物装配被破坏；与此同时，

代谢组学结果表明 Slr1064缺失引起的代谢物UDP-

GlcNAc水平变化，揭示了代谢物水平与蛋白质功能

状态在碳代谢调控中的协同变化关系。Li等［9］在苜

蓿的盐胁迫研究中发现，植物通过蛋白质组与代谢

组的协同调控，实现了对能量供应与抗氧化防御的

优先保障。其中，抗氧化系统相关蛋白的显著上调

与三羧酸（tricarboxylic acid，TCA）循环代谢通路激

活呈现协同关系，共同增强植物抗氧化与渗透调节

能力；与此同时，卡尔文循环和光呼吸途径相关蛋

白表达抑制，与对应代谢通路活性同步降低。蛋白

质作为生命活动的直接执行者，其表达水平和修饰

状态的变化能够直观反映细胞内的生理生化进程；

而代谢物作为细胞代谢活动的终产物，其种类和含

量的改变则是细胞代谢网络对内外环境刺激做出

响应的最终体现。

落叶松隶属松科（Pinaceae）落叶松属（Larix），

是一种针形叶落叶乔木，是典型的裸子植物，广泛

分布于欧亚大陆［10］。我国北方和西部高山地区亦

广泛分布着落叶松［11］，其中，我国东北林区中面积

最大的大兴安岭针叶林的主要建群树种为兴安落

叶松（Larix gmelinii）［12］。兴安落叶松的生长寿命

长，其优良的耐旱性和耐盐碱性，能适应多种气候

和环境，早期速生、易成活，具有宝贵的林业生态价

值［13］。落叶松的木材重而坚实，有抗压、抗弯曲、耐

腐朽等特点，是建筑、桥梁、枕木、家具等用途的优

良用材［14］，因其木材纤维长，也是造纸和人造纤维

的良好原料［15］。同时，落叶松还广泛应用于化工、

医药等行业［16-17］，因此有着很高的经济价值［18］。落

叶松树干通直，树形美观，尤其是到了秋季，树叶变

为金黄色，常被用于城市绿化、园林景观设计以及

森林公园的建设中，具有较高的观赏价值［19］。

本研究运用蛋白质组和代谢组联合分析技术，

鉴定关键的差异表达蛋白质和代谢物，探讨其参与

的代谢途径和调控网络，解析落叶松针叶衰老过程

中蛋白质和代谢物的变化规律，为深入揭示落叶松

针叶衰老机制提供新的见解和理论依据。

1　材料与方法

1. 1　实验材料

本次试验材料中的兴安落叶松检测样品采集

于内蒙古自治区呼和浩特市武川县的落叶松林，从

大青山绿化造林的落叶松林地中，挑选树龄和生长

环境相同、冠型相似的个体，但秋季衰老期（10 月

初）个体针叶叶片颜色表型差异明显的两棵落叶松

（图 1），分别标记为黄色叶片样本（Y：早衰型落叶松

针叶）和绿色叶片样本（G：晚衰型落叶松针叶），采

样地坐标为北纬41°1′36″，东经111°48′25″。
样品取自落叶松树冠中部二年生枝条上的叶

图A右侧和图B是早衰型落叶松（Y），其针叶为黄色表型；

图A左侧和图C是晚衰型落叶松（G），其针叶为绿色表型。

图 1　兴安落叶松 10 月份针叶衰老表型

Fig. 1　Needle senescence phenotype of L.  gmelinii 
in October
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片，所有样品采集后迅速冻于液氮中，于-80 ℃冰箱

中保存并用于后续研究。

1. 2　实验仪器

本研究主要使用的仪器见表1。

1. 3　实验方法

1. 3. 1　生理指标测定

1. 3. 1. 1　叶绿素含量的测定

用10 mL体积比为1∶1的无水乙醇和丙酮混合提

取液从10 mg落叶松针叶样品中提取叶绿素，室温条

件下浸泡，黑暗放置处理24 h至叶片完全变白。根据

上海优选生物科技有限公司叶绿素含量测定试剂盒

使用说明用超微量紫外分光光度计分别测定OD663和

OD645处吸光值，3次重复取平均值。根据公式总叶绿

素含量（mg/dm2）=（8. 02×OD663+20. 2×OD645）×V
（1 000×w），计算叶绿素 a、叶绿素b和总叶绿素含量。

公式中：V为提取液的总体积，mL；w为样品的重量，g。
1. 3. 1. 2　其他生理指标测定

使用上海优选生物科技有限公司试剂盒（YX-

W-A401，YX-W-A501，YX-C-A500）对早衰和晚衰型

落叶松针叶样品进行丙二醛（MDA）、过氧化氢酶

（CAT）和超氧化物歧化酶（SOD）活性指标测定，每

种指标测定3次取平均值。

1. 3. 2　蛋白质组检测方法

将早衰型和晚衰型落叶松针叶样品从-80 ℃冰

箱取出，于液氮预冷的研钵中充分研磨至粉末，注

意样品应保持冷冻状态不能融化，每个样品包括 3
次样本重复。委托杭州景杰生物科技股份有限公

司通过蛋白提取、胰蛋白酶消化、液相色谱-质谱串

联分析（NanoElute）、数据库检索等步骤完成样本全

蛋白质组检测。

1. 3. 3　蛋白功能注释

使用常用的功能数据库，如 GO、KEGG、Inter⁃
Pro、COG 和 STRING 数据库，对鉴定出的蛋白质进

行注释。之后进行主成分分析（principal component 
analysis， PCA），将原本鉴定到的所有蛋白重新进行

线性组合，形成一组新的综合变量，同时根据所分

析的问题从中选取几个综合变量，使它们尽可能多

地反映原有变量的信息，从而达到降维的目的。最

后，按照调整后P值小于 0. 05且折叠变化大于或等

于 2 的标准，筛选出差异表达蛋白（differentially ex⁃
pressed protein， DEPs）进行后续分析。

1. 3. 4　非靶标代谢组检测方法

代谢组检测所用样品与蛋白组检测样品来源于

同一批兴安落叶松样品，选取早衰型和晚衰型落叶

松针叶样品粉末进行代谢组学分析，每个样品包括3
次样本重复。委托上海中科新生命公司通过样品制

备与提取、色谱-质谱分析（Agilent 1290 Infinity LC）、

代谢物定性定量等步骤完成非靶标代谢组检测。

1. 3. 5　代谢产物的鉴定

本实验利用中科新生命本地自建标准品数据库，

通过匹配代谢物的保留时间、分子质量（误差<25×
10-6）、二级碎裂谱图及碰撞能，鉴定生物样本中代谢

物结构。采用PCA分析代谢物，观察样本组间和组内

的变异与分布差异。借助OPLS-DA模型获取VIP值，

结合P<0. 05，筛选VIP>1的差异代谢物（differentially 
accumulated metabolites， DAMs）用于后续研究。

1. 3. 6　所用相关软件及网站

本研究所用相关软件及网站见表2。

2　结果与分析

2. 1　生理指标分析

随季节周期性变化进入深秋，兴安落叶松针叶

发生明显衰老变化，肉眼可见针叶逐渐黄化直至最

终脱落。研究发现，在 10月份早衰型和晚衰型落叶

松针叶不仅呈现出叶片变黄程度不同的现象（图1），
其生理指标变化也有所不同：两种样本中变化最明

表 1　本研究所使用主要仪器

Table 1　The main instruments used in this study
实验仪器

研磨

低温离心机、常温离心机

水浴锅

超微量紫外分光光度计

紫外可见光分光光度计

仪器型号

中国 KEFEI KF-96TG
德国 Eppendorf（5810R、5804）

中国 一恒（DK-8D）
美国 Quawell （Q5000）

美国 Thermo （GEN10S UV-Vis）

表 2　本研究所用软件及网站

Table 2　Software and websites used in this research
分析用途

GO/Domain 注释

KEGG注释

亚细胞定位注释

蛋白互作及网络可视化

软件名称

InterProScan
KAAS

Wolfpsort
STRING

软件网址

http：//www. ebi. ac. uk/interpro/
http：//www. genome. jp/kaas-bin/kaas_main

http：//www. genscript. com/psort/wolf_psort. html
https：//www. string-db. org/
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显的是叶绿素的降解，包括叶绿素 a和叶绿素 b，总
体来看，早衰型针叶的叶绿素 a、叶绿素 b以及总叶

绿素含量都显著低于晚衰型（图 2）。在植物的衰老

过程中，作为细胞膜脂过氧化作用产物之一的丙二

醛（malondialdehyde，MDA），其高含量会加剧细胞膜

损伤从而加速衰老进程。而早衰型针叶 MDA 含量

高于晚衰型针叶，表明其植物细胞中脂质过氧化程

度也高于晚衰型。抗氧化酶包括超氧化物歧化酶

（superoxide dismutase，SOD）和过氧化氢酶（cata⁃

lase，CAT），其活性检测结果显示：早衰型明显低于

晚衰型，说明早衰型对活性氧（reactive oxygen spe⁃
cies，ROS）的清除能力减弱了。因此，早衰型比晚衰

型更早引发细胞氧化应激反应，发生细胞膜脂质过

氧化、蛋白质变性、DNA 损伤等一系列细胞凋亡或

坏死的现象。

以上结果表明，两种类型兴安落叶松秋季落叶

前针叶颜色的不同是针叶细胞衰老进程处于不同

时期造成的。

2. 2　蛋白质组分析

2. 2. 1　蛋白质组功能注释

为研究兴安落叶松针叶衰老的机理，对衰老表

型不同的两种落叶松（Y和G）的针叶进行了蛋白质

组分析。从检测到的 30 213条肽段中鉴定出 28 498
条（94. 32%）特异性肽段；对特异性肽段进行解析和

定量发现，本次共检测到 5 022 个蛋白质，定量到

3 082个蛋白质（表3）。

对兴安落叶松样本的定量蛋白质的三维主成

分分析（图 3），图中的重复样本之间聚集程度较高，

说明定量重复性较好，表明样本采集有效。其中，

Y和G分别为早衰型针叶（黄色）和晚衰型针叶（绿色）。A、B、C分别为叶绿素含量、抗氧化酶活性、MDA
含量。**， P < 0. 01， Student’s t-test。

图 2　两种不同衰老进程的兴安落叶松针叶的生理指标检测

Fig. 2　Physiological indices of needles of two genotypes in L.  gmelinii with different aging processes

表 3　兴安落叶松针叶的蛋白质组的蛋白质鉴定

Table 3　Protein identification from the proteome of 
needles in L.  gmelinii

项目

总谱图数

有效谱图数

总肽段数

特异肽段数

鉴定蛋白数

定量蛋白数

数量

879 259
134 112

30 213
28 498

5 022
3 082

注：在谱图、肽段、蛋白三个层面的鉴定准确性 FDR 均设定为

1%，且鉴定蛋白至少需要包含一个特异性肽段。

33



2026 年内 蒙 古 农 业 大 学 学 报（ 自 然 科 学 版 ）

两种类型样本之间互相不聚集即存在显著差异，同

时 PCA1、PCA2 和 PCA3 解释了约 91. 9% 的总方差

（图 3）。以P≤0. 05为标准，设定不同倍数界值来确

定上调或下调的蛋白质（图 4）：1. 2倍时，可鉴定到

共 1 770个 DEPs；1. 3倍时，有 957个上调，682个下

调，共 1 639 个 DEPs 被鉴定出；1. 5 倍时，可鉴定到

共 1 335 个 DEPs，其中 757 个上调，578 个下调。这

些分析结果表明，秋季衰老表现为早衰型和晚衰型

的兴安落叶松的蛋白质水平之间确实存在表达差

异。本研究后续对差异表达倍数为 2 倍及以上的

784个DEPs进行分析（图 5），具体包含 429个上调、

355个下调DEPs。

2. 2. 2　DEPs功能富集分析

2. 2. 2. 1　GO分析

基因本体论（gene ontology，GO）可用来表述基

因和基因产物的各个属性。我们对从早衰型和晚

衰型中定量到的所有 DEPs 进行 GO 富集度统计学

分类，从不同角度阐释蛋白的生物学作用。结果如

图 6 所示：有 1131 个 DEPs 主要集中在细胞代谢过

程、有机物质代谢过程、初级代谢过程和含氮化合

物代谢过程等生物过程（图 6-A）中；在细胞组成成

分（图 6-B）中，有 1 244个DEPs主要集中在细胞内、

细胞质和细胞器中；在分子功能（图 6-C）中，112 个

DEPs主要集中在水解酶活性方面。

对 DEPs进行亚细胞预测定位，结果表明：这些

DEPs有 44. 9%分布在叶绿体中，22. 7%分布在细胞

质中，在细胞核和线粒体中则各占比 13. 27% 和

5. 87%（图 7）。本次亚细胞定位到 784 个 DEPs，各
部位具体分布数量如图7所示。

2. 2. 2. 2　KEGG通路富集

KEGG（kyoto encyclopedia of genes and genomes）
通路富集分析用于确定在已知的生物通路中 DEPs
是否存在显著富集的现象，从而揭示这些蛋白可能

参与的主要生物学过程和信号通路。

研究运用 Fisher’s exact test 进行 KEGG 通路富

集分析，并通过气泡图可视化展示分析结果（图 8）。

如图 8所示，DEPs主要富集的代谢通路有光合作用

（map00195）、氨酰 -tRNA 生物合成（map00970）、精

氨酸生物合成（map00220）和光合作用 -天线蛋白

（map00196）等。以上结果表明，在早衰落叶松中这

些通路中的DEPs发生了显著性变化。

Y/G表示YvsG的比对结果，G为对照组。

图 4　衰老蛋白质组不同倍数 DEPs 数目统计

Fig. 4　Statistical analysis of differentially expressed pro⁃
teins at different magnifications in the aging proteome

Y/G表示YvsG的比对结果，G为对照组。

图 5　差异表达倍数 2 倍以上的蛋白火山图

Fig. 5　Volcano plots with differentially expressed proteins 
of 2 times or more

Y表示早衰型样本，G表示晚衰型样本。

图 3　衰老蛋白质组的总体样本三维主成分分析（PCA）

得分图

Fig. 3　The overall sample three-dimensional principal 
component analysis （PCA） score plot of the aging proteome
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2. 3　代谢组分析

2. 3. 1　代谢组学数据质量评估

在非靶向代谢组学检测中，PCA分析结果如图

9所示，不同针叶样品在代谢水平存在明显差异，不

同重复样本之间聚集程度高，且分布在不同区域，

表明样品定量重复性较好。

2. 3. 2　差异代谢物分析

差异筛选条件设为 P<0. 05，VIP>1作为判定标

准，FC>1. 5 或 FC<1 来明确代谢物的上调或下调情

况。如图 10所示，从 19 060种代谢物中鉴定出共计

578个DAMs，其中249个代谢上调，329个代谢下调。

2. 3. 2. 1　DAMs层次聚类分析

为了阐明这些 DAMs 的差异，对其进行了层次

聚类分析（图 11）：早衰型基因样本Y与晚衰型基因

样本G的不同代谢物呈现出不同热度值，说明两组

间确实存在代谢物表达水平差异。热图左侧对代

图 7　衰老蛋白质组的 DEPs 亚细胞定位

Fig. 7　Subcellular localization of differentially expressed 
proteins in the aging proteome

图 8　衰老蛋白质组的 DEPs 的 KEGG 通路富集分析气泡图

Fig. 8　Bubble plot analysis of KEGG pathway enrich⁃
ment analysis of differentially expressed proteins in the ag⁃

ing proteome

图 6　衰老蛋白质组的 DEPs GO 分析

Fig. 6　GO terms analysis of differentially expressed pro⁃
teins in the aging proteome

   Y表示早衰型样本，G表示晚衰型样本。

图 9　兴安落叶松针叶衰老代谢组 PCA 分析图

Fig. 9　PCA analysis of aging metabolome of 
L.  gmelinii needles
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谢物基于表达模式进行了树形聚类，显示了表达模

式相似的代谢物聚集在一起，说明这些代谢物在两

组样本中的表达变化趋势具有相似性。

2. 3. 2. 2　KEGG通路分析

对 DAMs 进行 KEGG 通路富集分析，如图 12 所

示，DAMs主要富集在了代谢途径（map01100）、ABC
转运体（map02010）、氨基酸生物合成（map01230）、

氨酰-tRNA生物合成（map00970）及类黄酮生物合成

（map00941）等通路中。而在ABC转运体（map02010）、
氨酰-tRNA 生物合成（map00970）、氨基酸生物合成

（map01230）、黄酮生物合成（map00941）、丙氨酸、天

冬氨酸和谷氨酸代谢（map00250）、亚油酸代谢

（map00591）中富集最显著。以上结果表明，在早衰

针叶中这些通路的DAMs发生了显著变化。

2. 4　蛋白质组和代谢组联合分析

综合蛋白质组与代谢组学分析，共富集到 1 条

共享的 KEGG 信号通路（图 13），为氨酰-tRNA 生物

合成通路（map00970）。该通路是细胞将氨基酸与

tRNA 连接，生成氨酰-tRNA 的过程，是蛋白质合成

起始的关键步骤。其中，脯氨酸（proline，Pro）、缬氨

酸、苏氨酸、赖氨酸、天冬酰胺、酪氨酸（tyrosine，
Tyr）、丝氨酸、甲硫氨酸（methionine，Met）等 DAMs
呈现上调趋势，而天冬氨酸（aspartic acid，Asp）、谷

氨酸（glutamic acid，Glu）、苯丙氨酸（phenylalanine，
Phe）等代谢物则呈现下调趋势。在蛋白质组中仅

有酪氨酰-tRNA合成酶（TyrRS）呈现上调趋势，甘氨

酰-tRNA合成酶、谷氨酰胺-tRNA合成酶、天冬酰胺

-tRNA 合成酶、丝氨酰-tRNA 合成酶、赖氨酰-tRNA
合成酶、组氨酰-tRNA合成酶、苯丙氨酰-tRNA合成

酶、甲硫氨酰 -tRNA 合成酶、异亮氨酰 -tRNA 合成

酶、丙氨酰-tRNA合成酶、色氨酰-tRNA合成酶和缬

氨酰-tRNA合成酶均呈现下调趋势（图14）。

3　讨论

本研究针对兴安落叶松针叶衰老过程的其蛋

白质组和代谢组展开了深入分析。研究期间，共鉴

定出 5 022种蛋白质和 19 060种代谢物。进一步研

究后，发现了 784 种 DEPs 和 578 种 DAMs。这表明

在兴安落叶松针叶衰老的调控过程中，蛋白质翻译

红色点代表上调表达的蛋白，蓝色点代表下调表达的蛋

白，灰色点代表无明显差异的蛋白。

图 10　差异倍数>1. 5 或差异倍数<1 的代谢产物火山图

Fig. 10　Volcanic diagram of metabolites with FC>1. 5 or 
FC<1

         Y表示早衰型样本，G表示晚衰型样本。

图 11　DAMs 的层次聚类分析热图

Fig. 11　Hierarchical clustering analysis heatmap of DAMs
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图 12　DAMs 的 KEGG 通路富集分析气泡图

Fig. 12　Bubble plot of DAMs by KEGG pathway 
enrichment analysis

图 13　DEPs 和 DAMs 的 KEGG 信号通路韦恩图

Fig. 13　Venn diagram of KEGG signaling pathway of 
DEPs and DAMs

红色表示上调，蓝色表示下调，黄色表示这类酶既表达上调又表达下调。

图 14　氨酰-tRNA 生物合成的调控通路图

Fig. 14　Regulatory pathway of aminoacyl-tRNA biosynthesis
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与代谢物水平确实存在显著差异。

我们选取的两棵落叶松地理位置相邻，生长环

境相同，可排除光照、温度、土壤、湿度、气体等外界

因素导致的针叶表型不同；早衰的黄色针叶中叶绿

素 a、叶绿素 b和总叶绿素的含量显著低于晚衰落叶

松的绿色针叶的含量，说明两棵落叶松处于不同的

生理状态；同时，鉴定到早衰黄色针叶与晚衰绿色

针叶中存在 DEPs 和 DAMs。以上结果均能说明研

究对象在落叶前针叶颜色的不同是两种类型落叶

松处于衰老进程的不同时期造成的，说明这两棵兴

安落叶松的针叶是研究裸子植物落叶乔木衰老的

理想材料。

KEGG通路富集分析结果显示，DEPs主要富集

在氨酰-tRNA 生物合成、精氨酸生物合成以及光合

作用相关通路上，而DAMs除了在代谢途径、ABC转

运体通路富集外，同 DEPs 一样，在氨基酸生物合

成、氨酰-tRNA 生物合成等通路中显著富集。其中

的氨酰-tRNA生物合成通路是蛋白质合成的关键环

节［20］，其活跃程度直接影响蛋白质的合成效率和准

确性。蛋白质组和代谢组分析同时指向该通路，则

表明早衰落叶松针叶细胞中蛋白质合成相关生理

活动有显著变化。图 14展示了兴安落叶松针叶衰

老进程的氨酰-tRNA生物合成的调控通路中的上调

下调情况。其中，Asp［21］和Glu［22］是参与三羧酸循环

和氮代谢的重要氨基酸，其下调反映了细胞能量代

谢或氮代谢的变化。在衰老过程中，植物的代谢活

动逐渐减弱，对氮源和碳源的需求减少［23］，因此参

与相关代谢途径的 Asp 和 Glu 的合成可能受到抑

制，导致其含量下调。Met 表达上调可能与基因表

达调控和蛋白质修饰的甲基化有关［24］；Pro 在植物

中与渗透调节、抗氧化防御等生理过程相关，其上

调有助于植物在衰老过程中维持细胞的正常生理

功能，增强植物对逆境的耐受性［25］。Phe 是合成木

质素［26］、黄酮类［27］等次生代谢物质的重要原料。黄

酮类化合物通过清除活性氧缓解氧化损伤来应对

逆境胁迫［28］。

蛋白组和代谢组的KEGG通路交集仅有一条通

路，可能受以下多种因素影响。首先，许多蛋白质

并不是直接作用于代谢途径中的酶，而是作为转录

因子、信号转导分子等间接影响代谢过程［29］。因

此，即使某些蛋白质的表达发生了变化，也不会立

即导致相应代谢物水平发生明显变化。其次，蛋白

质的功能和丰度会受到翻译后修饰等过程的影

响［30］，而代谢物的产生受到酶活性、底物浓度、代谢

途径的反馈调节等多种因素的制约［31］。并且，生物

体内的代谢过程和蛋白质表达是一个动态变化的

过程，在不同的生理状态、发育阶段以及环境因素

的影响下，代谢组和蛋白组都会发生相应的变

化［32］。因此，调控机制复杂性和生物系统动态性是

导致在某一时间点检测的代谢组和蛋白组KEGG通

路交集较少的原因。

值得注意的是，DAMs 中 Tyr 含量呈现上调趋

势，结合 TyrRS同样呈现的上调，说明细胞对 Tyr需
求量升高的同时，还提高了含有 Tyr 的蛋白质的合

成。有研究表明，植物在衰老过程中蛋白质的 Tyr
硝化作用加剧，且Tyr硝化后酶的活性受到抑制，揭

示了蛋白质 Tyr 硝化与植物衰老过程中碳氮代谢、

氧化还原调节以及氧化应激反应有关［33］。Zhu等［34］

研究还发现了Tyr含量在拟南芥黑暗诱导衰老过程

中呈动态变化，在黑暗处理后期，Tyr有能通过降解

途径为TCA循环提供底物，并为线粒体电子传递链

提供电子等重要作用。结合蛋白质组和乙酰修饰

组的分析结果来看［35］，本研究中的 Tyr 含量升高可

能与早衰落叶松TCA循环作用加强是有关联的。

综上所述，本研究证明了落叶松针叶衰老中蛋

白组和代谢组发生着显著变化，丰富了关于植物叶

片衰老的蛋白质组学数据，为兴安落叶松的潜在育

种价值和经济效益提供指导依据。

4　结论

本研究共鉴定出 784 种 DEPs 和 578 种 DAMs。
DEPs 主要富集在光合作用、氨酰-tRNA 生物合成、

精氨酸生物合成等通路。DAMs主要富集在代谢途

径、ABC 转运体、氨基酸生物合成、氨酰-tRNA 生物

合成及类黄酮生物合成等通路中。综合蛋白质组

与代谢组学分析结果，共同富集通路为氨酰-tRNA
生物合成通路。以 G 为对照组，其中，DAMs 中的

Pro、Tyr、Met等呈现上调，而Asp、Glu、Phe等代谢物

呈现下调。在 DEPs 中仅有 TyrRS 呈现上调趋势。

以上规律同乙酰修饰组的分析结果基本一致。
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