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膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织蛋白质
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梁旺利 1，孙雯 1，李晶晶 1，高丽凡 1，颜子怡 1，周婷 1，

王玲霞 1，2，杨淑娟 1，梁文裕 1，2

（1 宁夏大学  生命科学学院，宁夏  银川  750021；2 林木资源高效生产全国重点实验室，宁夏  银川  750021）

［摘 要］　  【目的】 探究膜荚黄芪不同外植体诱导的愈伤组织差异蛋白质表达规律，揭示其与不定芽分化及活性

成分合成相关分子调控机制，为膜荚黄芪离体再生体系优化及活性成分高效合成提供理论依据。  【方法】 以幼叶、幼

茎和下胚轴为外植体诱导愈伤组织进行了 DIA-Ultra 定量蛋白质组学检测，筛选差异表达蛋白进行功能注释；利用

RT-qPCR 和 Western blot 技术验证蛋白质组学结果；结合生理学分析检测关键代谢途径酶活性及物质含量。  【结果】 
下胚轴来源愈伤组织呈多结节丛生状，可诱导不定芽，幼叶和幼茎来源愈伤组织则未见不定芽分化。蛋白质组学共鉴

定到 1 603 个差异表达蛋白（DEPs），幼叶来源与下胚轴来源愈伤组织相比，共鉴定到 997 个 DEPs，幼茎来源与下胚轴

来源愈伤组织相比，共鉴定到 716 个 DEPs。GO 与 KEGG 富集结果表明，差异表达蛋白与光合作用、苯丙烷类生物合

成、淀粉和蔗糖代谢及植物激素信号转导等通路密切相关。下胚轴来源愈伤组织中光合作用与木质素合成相关蛋白

（酶）显著下调，而类黄酮合成与蔗糖代谢相关蛋白（酶）上调，同时内源  IAA 和  ABA 含量升高，激素信号关键组分表

达上调。RT-qPCR 和 Western blot 验证结果与蛋白质组数据高度一致。  【结论】 下胚轴来源愈伤组织通过抑制光合

作用与木质素合成、激活黄酮类物质积累、增强蔗糖代谢及激素信号转导，构建了有利于不定芽分化的代谢与分子微

环境。
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Abstract： 【Objective】 This study aims to investigate the differential protein expression patterns in calli in⁃
duced from different explants of Astragalus membranaceus （Fisch. ） Bge. ，and to elucidate the molecular regula⁃
tory mechanisms associated with adventitious shoot differentiation and bioactive compound biosynthesis， 
thereby providing a theoretical basis for optimizing the in vitro regeneration system of A. membranaceus and 
achieving efficient biosynthesis of its bioactive constituents.【Method】 Calli induced from young leaves， young 
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stems， and hypocotyls were subjected to DIA-Ultra quantitative proteomic profiling to screen differentially ex⁃
pressed proteins for functional annotation. The proteomic data were validated using RT-qPCR and Western blot⁃
ting. Additionally，physiological assays were conducted to measure the enzymatic activities of core metabolic 
pathways and the contents of relevant metabolites.【Result】 Calli derived from hypocotyls exhibited a multi⁃
lobed，clustered morphology and were capable of adventitious bud induction，whereas no adventitious bud differ⁃
entiation was observed in calli derived from young leaves or young stems. Proteomic analysis identified a total of 
1 603 differentially expressed proteins （DEPs）. Specifically，997 DEPs were found between leaf-derived and hy⁃
pocotyl-derived callus，and 716 DEPs were detected between stem-derived and hypocotyl-derived callus. GO 
and KEGG enrichment analyses revealed that these DEPs were closely associated with pathways including pho⁃
tosynthesis，phenylpropanoid biosynthesis，starch and sucrose metabolism，and plant hormone signal transduc⁃
tion. In hypocotyl-derived calli，proteins and enzymes involved in photosynthesis and lignin biosynthesis were 
significantly downregulated，whereas those related to flavonoid biosynthesis and sucrose metabolism were up⁃
regulated. Additionally，endogenous contents of IAA and ABA increased，and key components of hormone sig⁃
naling pathways showed increased expression. The results of RT-qPCR and Western blotting validation were 
highly consistent with the proteomic data.【Conclusion】 Hypocotyl derived calli establish a metabolic and mo⁃
lecular microenvironment conducive to adventitious bud differentiation by inhibiting photosynthesis and lignin 
synthesis，activating flavonoid accumulation，and enhancing sucrose metabolism and hormone signal transduc⁃
tion.
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膜 荚 黄 芪［Astragalus membranaceus（Fisch. ）
Bge.］是我国重要的传统药用植物，其根作为中药

“黄芪”使用，富含黄芪甲苷、毛蕊异黄酮葡萄糖苷

等多种具有显著药理活性的次生代谢产物，在临床

上广泛应用于免疫调节、抗疲劳及心血管保护等领

域［1-2］。然而受野生资源日益枯竭、栽培周期长及环

境依赖性强等因素限制，仅依靠传统种植难以满足

日益增长的药用需求。因此建立高效稳定的组织

培养与再生体系，不仅有助于实现种质资源的快速

繁殖和遗传改良，也为在可控条件下深入解析其活

性成分的合成与调控机制提供重要平台［3］。近年

来，研究者利用子叶、叶片、幼茎及下胚轴等多种外

植体诱导愈伤组织，发现外植体类型对愈伤组织诱

导效率及后续再生能力具有显著影响。田雨等［4］以

幼 茎 为 外 植 体 ，在 MS+1. 0 mg/L NAA+1. 0 
mg/L 6-BA 培养基中获得 97% 的愈伤诱导率和

96% 的植株再生分化效率。郭生虎等［5］发现，下胚

轴来源的愈伤组织诱导丛生芽分化率高达 91. 6%，

但 再 生 苗 诱 导 生 根 效 果 较 差 ，生 根 率 最 高 仅 为

62. 6%。李晶晶等［6］研究得出，幼茎可在 5 d 内直接

诱导不定芽，30 d 内形成健壮再生苗，显著缩短成苗

周期。但由幼叶和幼茎诱导形成的愈伤组织通常

难以进一步分化出不定芽，而以下胚轴为外植体所

获得的愈伤组织则表现出更强的器官发生能力，可

高效再生不定芽［2］，说明不同来源的愈伤组织在生

理状态及分子调控网络上可能存在显著差异。尽

管目前对造成愈伤组织分化能力差异的分子机制

尚不明确，但据前人研究提示，植物激素信号转导、

类黄酮和苯丙烷类生物合成过程可能在调控愈伤

组织分化过程中发挥关键作用［7-9］。然而这些通路

是否在膜荚黄芪不同外植体诱导的愈伤组织蛋白

水平上出现差异表达，以及其他潜在的关键调控因

子或代谢途径是否发挥作用，仍有待深入解析。为

此，本研究以膜荚黄芪幼叶、幼茎和下胚轴为外植

体诱导获得的愈伤组织为材料，采用 DIA-Ultra 高

通量蛋白质组学技术，比较 3 种来源愈伤组织中差

异蛋白质表达规律，旨在从蛋白质组学水平揭示不

同外植体来源愈伤组织在再生潜能差异背后的分

子基础，为优化膜荚黄芪的组织培养体系、深入理

解其体细胞器官发生的调控机制提供理论依据。

1　材料与方法

1. 1　试验材料

采集宁夏六盘山地区分布的野生膜荚黄芪成

熟的种子，经林木资源高效生产全国重点实验室朱

强研究员鉴定为野生膜荚黄芪。将膜荚黄芪成熟

种子用流水冲洗 30 min，然后在超净台中用无菌水

洗涤 3~4 次，75% 酒精浸泡 30 s，15% NaClO 消毒
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15 min，再次用 75% 酒精浸泡 30 s，无菌水洗涤 3~4
次，无菌滤纸吸干水分后接种于 MS 培养基（MS 
4. 74 g/L，蔗糖 30 g/L，琼脂 15 g/L，pH 5. 8）。设置

培养箱温度为（23±1） ℃，光照强度为 3 000 lx，光照

时间为 12 h 进行培养，10 d 后获得下胚轴，20 d 后获

得幼叶、幼茎。

1. 2　试验方法

1. 2. 1　膜荚黄芪不同外植体愈伤组织诱导　取膜

荚黄芪幼叶切成 0. 5 cm2 块状，幼茎和下胚轴切成

0. 7 cm 的段，分别接种至添加 6-BA（1. 0 mg/L）、
NAA（0. 5 mg/L）和 TDZ（0. 2 mg/L）的 MS 培养基

上诱导愈伤组织（每瓶接种 4 个外植体），设置培养

箱温度为（23±1） ℃，光照强度为 3 000 lx，光照时间

为 12 h 进行培养，60 d 后获得愈伤组织。

1. 2. 2　蛋白质提取　取 3 g 愈伤组织置于预冷的

研钵中，加入液氮充分研磨；然后加入 4 倍体积蛋白

提取液，超声裂解；再加入等体积的 Tris-饱和酚

（pH 8. 0），4 ℃、7 000 r/min 离心 10 min，取酚层并

加入 5 倍体积乙酸铵饱和的甲醇溶液中，−20 ℃沉

淀过夜，蛋白沉淀用甲醇、含 β-巯基乙醇的丙酮（体

积分数为 0. 02%）、丙酮依次洗涤，于−20 ℃冷冻干

燥得到蛋白质干粉，并进行蛋白质定量和 SDS-
PAGE 凝胶电泳［10］。

1. 2. 3　蛋白质酶解与肽段制备　将蛋白提取物溶

于含 8 mol/L 尿素的 100 mmol/L TEAB 缓冲液中

进行变性处理；经 10 mmol/L DTT 在 37 ℃还原 30 
min，随后在室温避光条件下用 50 mmol/L IAA 进

行烷基化修饰；用 50 mmol/L 碳酸氢铵稀释蛋白

质，加入胰蛋白酶  （Promega 公司），按 50∶1 比例于

37 ℃过夜消化；将消化后的肽段经 C18 StageTip 柱

脱 盐 后 ，使 用 Nanodrop One 仪 器（Thermo Fisher 
Scientific）于 OD ₂ ₈ ₀测定浓度。取适量肽段，使用

Vanquish Neo UHPLC system（Thermo Scientific）
进行色谱分离，肽段分离后用 Orbitrap Astral质谱仪

（Thermo Scientific）进行 DIA 质谱分析。

1. 2. 4　DIA 质谱分析　将分离后的样品肽段加载

至 50 cm Low-Load µPAC ™ Neo 色谱柱（Thermo 
Scientific），流速 2. 2 μL/min。流动相 A 为 0. 1% 甲

酸水溶液，B 为含 0. 1% 甲酸的 80% 乙腈溶液。洗

脱 梯 度 总 时 长 8 min：0~0. 1 min（4%→6%B），

0. 1~1. 1 min（6%→12%B），1. 1~4. 3 min（12%→
25%B），4. 3~6. 1 min（25%→45%B），6. 1~6. 5 
min（45%→99%B），6. 5~8. 0 min（维持 99%B）。

质谱采集采用数据非依赖采集（DIA）模式：一级

全扫描范围 m/z 380~980，分辨率 240 000，自动增益

控制（AGC）目标值设为 500%，最大注入时间 5 ms；
二级扫描覆盖 m/z 150~2 000，隔离窗口 2 m/z，
AGC 目标值 500%，注入时间 3 ms，归一化碰撞能

量（NCE）固定为 25。全扫描以 Profile 模式记录，

MS/MS 谱 图 以 Centroid 模 式 输 出 ，循 环 周 期 为

0. 6 s。
1. 2. 5　 数 据 库 检 索 与 定 量　通过软件 DIA-NN
（v1. 8. 1）合并所有质谱数据，完成 DIA 质谱数据的

数据库检索及蛋白 DIA 定量分析。参考数据库为

膜荚黄芪自建库（Unigene. fa. transdecoder. fasta）。
设置参数为：最大漏切数为 1；固定修饰为半胱氨酸

氨基甲酰甲基化；可变修饰包括 N 端乙酰化与甲硫

氨酸氧化（最多 1 个/肽段）；肽段长度限定为 7~30
个氨基酸，电荷态 +1 至 +4，子离子（m/z）150~
2 000。结果在肽段-谱图匹配（PSM）和蛋白水平分

别进行过滤。蛋白质与肽段的错误发现率（FDR）

阈值设定为 0. 01，随后进行 t 检验分析。差异表达

蛋白的鉴定基于各蛋白丰度的变化。筛选差异蛋

白质的标准为差异倍数（fold change，FC）≥1. 5（上

调表达）或≤0. 67（下调表达）且 P<0. 05［11］。

1. 2. 6　生物信息学分析　使用 complex heatmap 软

件包（基于 R 语言 3. 4 版本），对样品和蛋白质表达

两个维度进行分类，并对肽段进行聚类分析。通过

Blast2GO 工 具（https：//www. blast2go. com/
b2ghome）对差异表达蛋白质进行基因本体（GO）分

析（参考数据库：https：//www. geneontology. org）；
利用京都基因与基因组百科全书（KEGG）数据库

（https：//www. genome. jp/kegg/）对富集的代谢通

路进行注释，富集显著性通过 Fisher 精确检验评估，

并采用 Benjamini-Hochberg 方法校正多重检验，P<
0. 05 视为显著富集。

1. 2. 7　差异表达蛋白基因的 RT ⁃qPCR 分析　为

验证蛋白质组学结果，并评估差异表达蛋白在膜荚

黄芪不同外植体来源愈伤组织中的转录水平变化，

本研究基于差异倍数显著性和蛋白质功能注释信

息，随机选择了 6 个参与光合作用、苯丙烷类生物合

成、淀粉和蔗糖代谢及植物激素信号通路的基因进

行 RT-qPCR 分析。根据各基因的 CDS 序列，利用

Primer Premier 5. 0 软件设计特异性引物（表 1）。

RT-qPCR 反应程序设置如下：95 ℃预变性 10 min；
随后进行 41 个循环，每循环包括 95 ℃变性 30 s 和
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60 ℃ 退火/延伸 1 min。基因相对表达水平采用

2-ΔΔCt方法［12］进行计算，以 Actin 作为内参基因进行

标准化。

1. 2. 8　差异表达蛋白的 Western blot 验证　选取

蛋 白 质 组 学 鉴 定 到 的 差 异 表 达 蛋 白 RbcL 进 行

Western blot 验证。提取 3 组不同外植体来源愈伤

组织总蛋白，经 SDS-PAGE 分离后转膜，封闭液封

闭后用 TBST 多次清洗，使用特异性兔抗 RbcL 单

克 隆 抗 体（瑞 士 Agrisera 公 司 ，货 号 ARS-AS03 
037）过 夜 孵 育 ，再 用 HRP-Goat Anti-Rabbit 二 抗

（武汉三鹰生物技术有限公司，货号 RGAR001）结
合，采用 ECL 化学发光法显影，以 β-actin 为内参。

1. 2. 9　 愈 伤 组 织 酶 活 性 及 物 质 含 量 检 测　称取

0. 2 g 愈 伤 组 织 ，加 入 预 冷 的 提 取 缓 冲 液（ 含

1%PVP 和 0. 1%Triton X-100），冰浴匀浆后于 4 ℃
离心（12 000 r/min，15 min），收集上清液用于检测。

肉桂酰辅酶 A 连接酶（cinnamate-CoA ligase，
4CL）、查尔酮合成酶（chalcone synthase，CHS）、黄
酮醇合成酶（flavonol synthase，FLS）和肉桂酰辅酶

A 还原酶（cinnamoyl-CoA reductase，CCR）活性采

用 ELISA 试剂盒（购自江苏晶美生物科技有限公

司）进行检测，结果以 U/g 表示。

ABA 和 IAA 含 量 采 用 高 效 液 相 色 谱 法

（HPLC）测定：样品用甲醇提取，过滤后进样分析，

以标准曲线法定量，结果以 ng/g 表示。每组设 3 个

生物学重复。

1. 3　数据处理

使 用 SPSS 26、Origin 2018、Excel、GraphPad 
Prism（10. 1. 2）和 R（v4. x）等软件进行数据处理、方

差分析及图表绘制。

2　结果与分析

2. 1　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织诱导

膜荚黄芪幼叶诱导的愈伤组织呈深绿色至墨

绿色，且组织结构疏松不规则（图 1-A）；幼茎诱导的

愈伤组织整体颜色为翠绿色，中心略显淡绿或半透

明，组织结构呈致密球状，质地较硬（图 1-B）；下胚

轴诱导的愈伤组织呈翠绿色或黄绿色，组织结构疏

松，呈多结节丛生状（图 1-C），且可成功诱导出不定

芽（图 1-D）。

表 1　RT-qPCR扩增基因的引物序列

Table 1　Gene primer sequences for RT-qPCR
基因名称

Gene name

Actin

4CL2

CAD1

PsaD

TMK1

SUS5

INV

引物名称
Primer name

Actin⁃F
Actin⁃R
4CL2⁃F
4CL2⁃R
CAD1⁃F
CAD1⁃R
PsaD⁃F
PsaD⁃R

TMK1⁃F
TMK1⁃R
SUS5⁃F
SUS5⁃R
INV⁃F
INV⁃R

引物序列（5'→3'）
Primer sequence （5'→3'）

ACCTTCAATGTTCCCGCTATG
CAAAGCGTAACCCTCGTAGAT
ACCCGCCAATCCTCTCTCTC
TGGTTGATCGGTAGGTGATT
CAAAAAAGCTGTTAGCTGATAC
GCAACGTTGATTCAAATATCAA
GCTTCTGTCTTTTCCTCTCCAG
CCTCCACACTTCATCACATTGC
GCTTCTTTGGTGCCTCCACAT
CAGTTGGACATATTTGCTGAATTC
GCTTCTTTGGTGCCTCCACAT
CAGTTGGACATATTTGCTGAATTC
GCTTCTACCTCAAGTTCAGCTTTG
CATTGTAAATGATTTCTATGTTAAATAAG

A. 幼叶诱导愈伤组织；B. 幼茎诱导愈伤组织；C. 下胚轴诱导愈伤

组织；D. 下胚轴来源愈伤组织诱导不定芽。

A. Calli induced from young leaves；B. Calli induced from young 
stems；C. Calli induced from hypocotyls；D. Adventitious buds 

differentiated from hypocotyl-derived calli.

图 1　膜荚黄芪不同外植体诱导的愈伤组织及不定芽

Fig. 1　Calli and adventitious buds induced from different 
explants of A. membranaceus
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2. 2　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织蛋白质组

学分析

对不同外植体诱导 3 种愈伤组织的蛋白质组学

结果进行主成分分析（PCA），结果如图 2 所示。由

图 2 可见，AT 组（幼叶来源）样本聚类紧密，位于左

上区域；BT 组（幼茎来源）样本聚集于中心偏下位

置；CT 组（下胚轴来源）样本则明显分布在右侧，与

其他两组形成明显分离，说明不同外植体来源的愈

伤组织在整体蛋白质表达谱上存在显著差异，尤其

以 CT 组与 AT、BT 组之间差异最突出。

2. 3　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织差异表达

蛋白分析

对不同外植体诱导的愈伤组织进行蛋白质差

异表达分析，共筛选得到 1 603 个 DEPs，从幼茎与

幼叶诱导的愈伤组织中鉴定到 646 个 DEPs，从下胚

轴与幼叶诱导的愈伤组织中鉴定到 997 个 DEPs，从
下胚轴与幼茎诱导的愈伤组织中鉴定到 716 个

DEPs，从幼叶、幼茎与下胚轴诱导的愈伤组织中共

同鉴定到 50 个 DEPs（图 3-A）。AT vs BT 组中鉴

定到 344 个 DEPs 上调，302 个 DEPs 下调；AT vs 

CT 组中鉴定到 495 个 DEPs 上调，502 个 DEPs 下

调；BT vs CT 组中鉴定到 348 个 DEPs 上调，368 个

DEPs下调（图 3-B）。

2. 4　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织 DEPs 的
层次聚类分析

对不同外植体诱导的膜荚黄芪愈伤组织中差

异表达蛋白进行层次聚类分析，结果见图 4。由图

4-A 可以看出，所有样本按照组别明显聚为三类，同

一组内的 3 个生物学重复样本聚集在一起，表明试

验重复性良好；AT、BT 和 CT 3 组间聚类关系清

晰，表明不同外植体来源显著影响了愈伤组织的蛋

白质表达模式。聚类结果识别出多个差异表达蛋

白簇：部分蛋白在 AT 组中呈高表达，在 BT 和 CT
组中表达较低；部分蛋白在 BT 组中特异性高表达；

另有部分蛋白在 CT 组中表达水平明显高于 AT 和

BT 组。这些差异表达蛋白的聚类模式提示，AT、

BT、CT 3 组在蛋白质组学水平具有显著的生物学

差异。

2. 5　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织 DEPs 的
亚细胞定位

对膜荚黄芪不同外植体诱导愈伤组织中 DEPs
的亚细胞定位进行分析，结果（图 4-B）显示，DEPs
广泛分布于多个细胞器和细胞结构中。细胞质（cy⁃
toplasm）是 DEPs 最主要的定位区域，共包含 655 个

蛋白，占总数的 47. 26%；其次为细胞膜（cell mem⁃

AT. 幼叶诱导的愈伤组织；BT. 幼茎诱导的愈伤组织；CT. 下胚轴

诱导的愈伤组织。下同。

AT. Calli induced from young leaves；BT. Calli induced from young 
stems；CT. Calli induced from hypocotyls. The same below.

图 2　膜荚黄芪不同外植体诱导的愈伤组织

蛋白质组学数据 PCA 分析

Fig. 2　PCA of proteomic data from calli induced by different 
explants of A. membranace

A. 差异表达蛋白数目 Veen 图；B. 差异表达蛋白数目柱状图。

A. Venn diagram of DEP counts；B. Bar graph of DEP counts.
图 3　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织差异表达蛋白分析

Fig. 3　Differentially expressed proteins in calli induced from different explants of A.  membranaceus
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brane），含 268 个蛋白，占总数的 19. 34%；129 个蛋

白（占总数的 9. 31%）定位于叶绿体中，表明光合作

用相关功能在愈伤组织中仍具有一定活性。此外，

线粒体（mitochondrion）定位蛋白数量为 104 个（占

总数的 7. 5%），参与能量代谢过程；核糖体（ribo⁃
some）和内质网（endoplasmic reticulum）蛋白数量分

别为 57 个（占总数的 4. 11%）和 38 个（占总数的

2. 74%），提示蛋白质合成与加工机制在细胞响应

过程中发挥重要作用。其他定位包括，细胞壁（cell 
wall）（蛋白数量 19（下同），占总数的 1. 37%）、高尔

基体（golgi apparatus）（31，占总数的 2. 24%）、胞外

区（extracellular region）（31，占总数的 2. 24%）、过氧

化物酶体（peroxisome）（22，占总数的 1. 59%）、核仁

（nucleolus）（11，占总数的 0. 79%）及液泡（vacuole）
（21，占总数的 1. 52%）等。膜荚黄芪不同外植体诱

导形成的愈伤组织中 DEPs 不仅定位于核心代谢与

合成场所，也广泛分布于信号传递、物质运输和细

胞结构维持相关的细胞器中，反映出不同外植体诱

导的愈伤组织在多维度细胞功能上存在显著调控

差异。

2. 6　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织 DEPs 的
GO富集分析

膜荚黄芪不同来源愈伤组织间 DEPs 的 GO 功

能富集分析结果（图 5）显示，DEPs 主要注释到三大

类生物学范畴：生物过程（biological process，BP）、分
子功能（molecular function，MF）和细胞组分（cellu⁃
lar component，CC）。在 AT vs BT 比较组中（图 5-
A），DEPs 主要参与光合作用、碳水化合物、多糖代

谢及细胞壁构建和能量前体生成等生物过程；在细

胞组分上显著定位于类囊体、光合膜、光系统等相

关结构；分子功能以氧化还原酶活性、过氧化物酶

活性、催化活性及多种糖苷水解和转移酶活性为

主。在 AT vs CT 和 BT vs CT 比较组中（图 5-B、

C），DEPs 显著富集于光合作用、碳水化合物及多糖

代谢等基础代谢活动，其中 BT vs CT 组 DEPs 还富

集于细胞壁组织与生物发生、活性氧及过氧化氢的

代谢与清除，以及对氧化和一般胁迫的响应；在细

胞组分上，这些蛋白主要定位于叶绿体、类囊体膜、

光系统 I/Ⅱ、光合膜，以及质膜和细胞外围；分子功

能以氧化还原酶活性、过氧化物酶活性、催化活性、

糖苷键水解酶活性、抗氧化活性、四吡咯结合及铜

离子结合能力为主，提示这些 DEPs 在光合作用、叶

绿素相关代谢、细胞壁重塑、次生代谢及氧化还原

调控等过程中发挥关键作用。

A. DEPs层次聚类分析；B. 亚细胞定位分析。

A.  Hierarchical clustering of DEPs； B. Subcellular localization of DEPs.

图 4　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织 DEPs层次聚类和亚细胞定位分析

Fig. 4　Hierarchical clustering and subcellular localization of DEPs in calli induced from different explants of A.  membranaceus
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2. 7　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织 DEPs 的
KEGG富集分析

对 膜 荚 黄 芪 不 同 来 源 愈 伤 组 织 DEPs 进 行

KEGG 富集分析，结果见图 6。

由图 6 可以看出，在所有比较组中，代谢途径均

为富集 DEPs 数目最多的通路，同时部分 DEPs 聚集

于多个核心生物学过程，包括光合作用、核糖体、次

生代谢物生物合成、氨基酸代谢、卡尔文循环、淀粉

A. AT vs BT；B. AT vs CT；C. BT vs CT.
图 5　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织 DEPs 的 GO 富集

Fig. 5　GO enrichment of DEPs in calli induced from different explants of A.  membranaceus

图 6　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织 DEPs 的 KEGG 富集

Fig. 6　KEGG enrichment of DEPs in calli induced from different explants of A. membranaceus
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和蔗糖代谢、苯丙烷类生物合成及植物激素信号转

导。丙酮酸代谢和 DNA 复制途径在 AT vs CT 和

BT vs CT 比较组中显著富集。光合作用 -天线蛋

白，抗坏血酸和醛糖酸代谢，甘氨酸、丝氨酸和精氨

酸代谢途径在 AT vs BT 和 AT vs CT 比较组中显

著富集。综合来看，KEGG 富集结果尤其凸显了光

合作用、苯丙烷类生物合成、淀粉和蔗糖代谢、植物

激素信号转导等通路在膜荚黄芪愈伤组织形成中

的潜在关键作用，这些通路不仅涉及细胞壁构建、

抗氧化防御和能量供应，还与植物内源激素响应密

切相关，因此很可能共同参与调控不同外植体诱导

的愈伤组织起始、增殖与再生潜能。

2. 8　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织中关键代

谢途径差异蛋白质表达分析

通过对 3 种来源愈伤组织的蛋白质组学数据进

行通路富集与关键蛋白表达比较，重点分析苯丙烷

类生物合成、光合作用、淀粉和蔗糖代谢、植物激素

信号转导通路中关键差异蛋白质表达情况，结果

见表 2。

表 2　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织重要代谢途径中的差异表达蛋白

Table 2　DEPs in key metabolic pathways of calli induced from different explants of A.  membranaceus

苯丙烷类
生物合成  
Phenylpro⁃
panoid bio⁃
synthesis

光合作用  
Photosyn⁃

thesis

TRINITY_DN5
595_c0_g1. p1

TRINITY_DN2
5921_c0_g1. p1

TRINITY_DN2
563_c0_g1. p1

TRINITY_DN4
18_c1_g1. p1

TRINITY_DN1
5977_c0_g1. p1

TRINITY_DN1
6752_c0_g1. p1

TRINITY_DN7
901_c0_g1. p1

TRINITY_DN1
0911_c0_g1. p1

TRINITY_DN1
7304_c0_g2. p1

TRINITY_DN1
3180_c0_g1. p1

TRINITY_DN3
446_c0_g1. p1

TRINITY_DN5
047_c0_g1. p1

TRINITY_DN1
6437_c0_g1. p1

TRINITY_DN2
084_c0_g1. p1

TRINITY_DN1
7064_c0_g1. p1

TRINITY_DN4
596_c0_g1. p1

4⁃香豆酸⁃CoA 连接酶 2 
Coumarate⁃CoA ligase 2

肉桂酰辅酶 A 还原酶样蛋白  
Cinnamoyl⁃CoA reductase⁃

like protein
肉桂醇脱氢酶 1 样蛋白  

Cinnamyl alcohol dehydroge⁃
nase 1⁃like protein

咖啡酰莽草酸酯酶样亚型 X1
 Caffeoylshikimate esterase⁃

like isoform X1
反⁃肉桂酸 4⁃单加氧酶  

Trans⁃cinnamate 4⁃monooxy⁃
genase

查尔酮合成酶 2
Chalcone synthase 2

查尔酮还原酶
Chalcone reductase

异黄酮⁃2'⁃羟化酶
 Isoflavone⁃2'⁃hydroxylase

光系统 I反应中心亚基Ⅱ  
Photosystem I reaction center 

subunit Ⅱ

光系统Ⅰ亚基 O 
Photosystem Ⅰ subunit O

叶绿素 a⁃b 结合蛋白 13 Chlo⁃
rophyll a⁃b binding protein 13

叶绿素 a⁃b 结合蛋白 3 Chlo⁃
rophyll a⁃b binding protein 3

光系统 I反应中心亚基Ⅴ 
Photosystem I reaction center 

subunit Ⅴ

叶绿素 A⁃B 结合蛋白  Chlo⁃
rophyll A⁃B binding protein

光系统Ⅱ Pbs27 蛋白  Photo⁃
system Ⅱ Pbs27 protein

析氧增强蛋白 1 Oxygen⁃
evolving enhancer protein 1

4CL2

CCR

CAD1

CSE

C4H

CHS2

CHR

I2'H

PsaD

PsaO

CAB13

LHCB1. 2

PsaG

LHCB

Psb27

OEE1

0. 002 6

0. 003 2

5. 341 
7E⁃05

0. 008 1

0. 045 7

0. 010 8

0. 000 4

0. 000 6

0. 000 8

0. 455 2

0. 579 6

0. 335 4

1. 570 2

1. 655 4

1. 697 3

1. 920 8

1. 960 9

2. 196 4

0. 013 9

0. 000 8

0. 038 5

0. 000 1

0. 025 8

0. 042 3

4. 491 
3E⁃06

8. 679 
0E⁃06

0. 011 6

0. 001 6

1. 251 
7E⁃05

0. 000 1

0. 000 1

0. 009 1

0. 001 1

0. 361 5

1. 586 8

0. 191 6

0. 011 6

0. 617 8

0. 510 1

0. 323 7

2. 588 9

2. 653 4

3. 178 2

3. 441 1

3. 366 1

3. 623 9

1. 533 8

1. 630 1

0. 019 7

0. 001 1

0. 005 2

0. 028 8

0. 031 6

0. 011 8

0. 005 9

0. 000 5

0. 016 0

0. 445 5

1. 622 7

1. 583 4

1. 648 7

1. 602 9

1. 872 4

1. 791 5

1. 716 6

1. 649 8

代谢途径
Pathways

登录号
Accession

蛋白注释
Protein description

蛋白名称
Protein 

name

AT vs BT

P 值
P value

差异倍数
FC

AT vs CT

P 值
P value

差异倍数
FC

BT vs CT

P 值
P value

差异倍数
FC
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淀粉和蔗糖
代谢  Starch 
and sucrose 
metabolism

植物激素信
号转导  

Plant hor⁃
mone signal 
transduction

TRINITY_DN1
646_c0_g1. p1

TRINITY_DN9
586_c0_g1. p2

TRINITY_DN9
813_c0_g1. p1

TRINITY_DN5
503_c0_g2. p1

TRINITY_DN1
2404_c0_g1. p1

TRINITY_DN1
54_c0_g1. p1

TRINITY_DN2
765_c0_g2. p1

TRINITY_DN1
2138_c0_g1. p1

TRINITY_DN3
349_c0_g1. p1

TRINITY_DN1
792_c3_g1. p1

TRINITY_DN2
984_c0_g2. p1

TRINITY_DN1
4528_c0_g1. p1

TRINITY_DN1
292_c0_g1. p1

TRINITY_DN1
211_c0_g1. p1

TRINITY_DN9
828_c0_g1. p1

TRINITY_DN9
647_c0_g1. p1

psbP 样蛋白 1
 psbP⁃like protein 1

叶绿素 a⁃b 结合蛋白  
Chlorophyll a⁃b binding pro⁃

tein
ATP 合酶 δ链  

ATP synthase delta chain
假定蛋白 TSUD211880

Hypothetical protein 
TSUD211880

葡聚糖内切⁃1，3⁃β⁃葡萄糖苷
酶 4 Glucan endo⁃1，3⁃beta⁃

glucosidase 4

蔗糖合成酶 5
Sucrose synthase 5

β⁃葡萄糖苷酶
beta⁃glucosidase
β⁃呋喃果糖苷酶  

beta⁃fructofuranosidase
β⁃淀粉酶 7 亚型 X2 

beta⁃amylase 7 isoform X2
内切葡聚糖酶 24 
Endoglucanase 24

脱落酸受体
Abscisic acid receptor

受体蛋白激酶
Receptor protein kinase

吲哚⁃3⁃乙酸酰胺合成酶
Putative indole⁃3⁃acetic acid⁃

amido synthetase

油菜素内酯相关受体激酶 1
亚型 C Brassinosteroid insen⁃
sitive 1⁃associated receptor ki⁃

nase 1 isoform C

生长素反应蛋白 21 
auxin⁃responsive protein 21

色氨酸氨基转移酶相关蛋白 2 
Tryptophan aminotransferase⁃

related protein 2

PsbP

LHCB

atpD

TSUD
211880

EGLC4

SUS5

BGL12

INV

BAM7⁃
X2

EG24

PYL9

TMK1

GH3. 1

BAK1⁃C

SAUR21

TAR2

0. 001 0

0. 018 1

0. 010 3

3. 138 
2E⁃05

0. 001 2

77. 182 6

0. 202 9

1. 851 8

2. 037 5

7. 337 7

0. 000 1

0. 005 6

0. 016 9

0. 017 8

0. 003 3

0. 025 3

0. 001 1

0. 019 2

0. 041 6

0. 002 6

0. 000 9

0. 000 2

0. 000 2

1. 913 0

2. 257 0

2. 795 3

0. 369 4

0. 473 5

0. 631 6

0. 554 7

0. 165 7

0. 446 2

0. 390 8

0. 550 3

1. 918 5

691. 245

0. 003 1

0. 004 3

0. 013 2

0. 001 0

0. 038 2

0. 031 2

0. 024 9

0. 000 5

0. 027 0

0. 004 9

0. 404 4

0. 510 1

0. 546 7

0. 303 4

0. 431 1

0. 493 3

0. 592 2

4. 452 2

表 2（续）   Table 2(continued)

代谢途径
Pathways

登录号
Accession

蛋白注释
Protein description

蛋白名称
Protein 

name

AT vs BT

P 值
P value

差异倍数
FC

AT vs CT

P 值
P value

差异倍数
FC

BT vs CT

P 值
P value

差异倍数
FC

由表 2 可以看出，在苯丙烷类生物合成通路中

共鉴定到 8 个差异表达蛋白，CT 组中 4CL2 表达水

平显著高于 AT 和 BT 组，查尔酮合成酶 2（CHS2）、
查尔酮还原酶（CHR）、咖啡酰莽草酸酯酶样亚型  
X1（CSE）及反-肉桂酸 4-单加氧酶（C4H）等关键酶

蛋白表达水平显著高于 BT 组；木质素合成相关蛋

白 CCR 在 CT 组中显著低于 BT 组，而 CAD1 的表

达量在 CT 组中则显著低于 AT 和 BT 组，提示不同

来源愈伤组织通过调控苯丙烷类代谢流的分配来

维持各自有利于或不利于器官发生的生理状态。

在光合作用通路中共鉴定到 11 个差异表达蛋白，

CT 组中  LHCB1. 2、CAB13、PsaD 和  PsaO 等光系

统Ⅰ/Ⅱ核心蛋白的表达水平显著低于 AT 和 BT

组，OEE1、PsbP、Psb27、LHCB 和  atpD 的表达水平

在  CT 组中较  BT 组进一步降低，表明下胚轴来源

愈伤组织光合系统发育受到明显抑制。在植物激

素信号转导通路中显著富集到 6 个差异表达蛋白，

与 CT 组相比，生长素反应蛋白 21（SAUR21）、色氨

酸氨基转移酶相关蛋白 2（TAR2）和吲哚-3-乙酸酰

胺合成酶（GH3. 1）在 AT 或 BT 组中显著上调，脱落

酸受体（PYL9）和受体蛋白激酶（TMK1）在 AT 或

BT 组中显著下调，说明植物激素信号转导途径广

泛参与不同来源愈伤组织的继续分化。此外，共鉴

定到 7 个与淀粉和蔗糖代谢相关的差异表达蛋白，

包括 β-葡萄糖苷酶（BGL12）、β-淀粉酶 7 亚型 X2
（BAM7-X2）、蔗糖合成酶 5（SUS5）和 β-呋喃果糖

光合作用
Photosyn⁃

thesis
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苷酶（INV）等，在 CT 组中均呈高表达，说明下胚轴

来源愈伤组织具有更强的碳水化合物降解与转化

能力，与其不定芽分化能力紧密相关。

2. 9　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织 DEPs 相
关基因表达分析

对随机选取的关键代谢通路中重要 DEPs 相关

基因进行 RT-qPCR 分析，结果（图 7）显示，所有基

因的表达趋势与蛋白质组学数据基本一致，表明测

序结果可靠。参与苯丙烷类生物合成和蔗糖代谢

基因 4CL2、TMK1、SUS5、INV 的相对表达量在下

胚轴来源的愈伤组织中均处于较高水平；而与木质

素代谢和光合作用相关基因 CAD1、PsaD 的相对表

达量则在幼叶和幼茎来源愈伤组织中具有较高水

平，且与下胚轴来源的差异显著。上述结果表明，

不同外植体来源的愈伤组织在关键功能蛋白的基

因表达水平上存在明显差异，进一步证实了外植体

类型对愈伤组织蛋白质表达特征具有一定影响。

2. 10　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织 DEPs的
Western blot验证

Western blot验证结果（图 8）显示，RbcL 在幼叶

和幼茎来源愈伤组织中的表达水平高于下胚轴来

源愈伤组织，与定量蛋白质组学研究结果趋势一

致，进一步支持了蛋白质组学数据的准确性。

2. 11　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织酶活性

及物质含量分析

通过检测关键代谢途径酶活性发现，下胚轴来

源愈伤组织中 4CL 和 CHS 活性高于幼叶和幼茎来

源愈伤组织；而下胚轴来源愈伤组织中 FLS 和 CCR
活性显著低于幼叶和幼茎来源愈伤组织，幼叶和幼

茎来源愈伤组织中 FLS 和 CCR 活性整体维持在较

高水平，但二者无显著差异（图 9）。激素含量分析

显示，下胚轴来源愈伤组织中 ABA 和 IAA 含量均

最高，显著高于幼叶和幼茎来源愈伤组织，幼茎来

源愈伤组织中 ABA 和 IAA 含量虽略高于幼叶来源

愈伤组织，但二者无显著性差异（图 9）。这一结果

表明，下胚轴愈伤组织具有更有利于细胞脱分化与

器官发生的内源激素环境。

3　讨  论

在植物组织培养体系中，外植体的组织来源是

决定愈伤组织诱导效率及其后续器官分化潜能的

关键因素［13］。本研究基于高通量蛋白质组学技术，

比较了膜荚黄芪幼叶、幼茎及下胚轴 3 种外植体来

源愈伤组织的蛋白质表达谱，共鉴定出 1 603 个

DEPs。功能富集分析表明，这些 DEPs 显著富集于

多个核心生物学过程与代谢通路，包括光合作用、

苯丙烷类生物合成、淀粉和蔗糖代谢及植物激素信

号转导等，为解析不同外植体来源愈伤组织诱导不

定芽分化差异奠定了分子基础。

3. 1　光合作用相关 DEPs 参与膜荚黄芪不同来源

愈伤组织分化

在传统组织培养实践中，愈伤组织的“绿化”常

组间不同小写字母表明存在显著差异（P<0. 05）。
Different lowercase letters above the bars indicate significant differences （P<0. 05）.
图 7　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织 DEPs相关基因的相对表达量

Fig. 7　Relative expression levels of DEP-related genes in calli induced from different explants of A. membranaceus

图 8　膜荚黄芪不同来源愈伤组织中 RbcL 表达水平的

Western blot分析

Fig. 8　Western blot analysis of RbcL expression levels in 
calli induced from different explants of A.  membranaceus
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被经验性地视为其具备器官发生潜力的标志。然

而近期研究揭示，光合活性本身并非再生的直接驱

动力。Song 等［14］在番茄研究中发现，真正具有芽原

基活性的细胞自身几乎不表达光合作用相关基因，

而是被一圈由光诱导产生的、富含光合蛋白的“叶

肉薄壁组织样细胞”所包围。这些细胞通过光合作

用产糖，激活邻近芽原基中的 TOR 信号通路，间接

促进再生［15］。在水稻（Oryza sativa）愈伤组织研究

中发现，光合作用、糖代谢及氨基酸代谢相关基因

在多能性愈伤组织中被显著抑制［16］。甜菊（Staevia 
rebaudiana）愈伤组织细胞在脱分化过程中，其叶绿

体光合片层会逐渐降解消失［17］，说明愈伤组织若过

早或大范围转向光合自养分化，往往意味着多数细

胞已脱离分生状态，难以维持器官发生潜能［14，16］。

本研究发现，膜荚黄芪下胚轴来源愈伤组织中，光

合作用相关蛋白表达普遍下调：LHCB1. 2、CAB13、
PsaD 和  PsaO 的表达水平显著低于幼叶和幼茎来

源愈伤组织，OEE1、PsbP、Psb27、LHCB 和  atpD 的

表达水平较幼茎来源进一步降低，表明下胚轴愈伤

组织的光合系统发育或功能活性明显减弱，相比之

下，幼叶和幼茎来源的愈伤组织中这些蛋白显著高

表达，说明幼叶和幼茎来源愈伤组织具有更高的光

合活性，这种增强的光合作用可能有两个潜在意

义：一是为后续不定芽的再生过程积累必要的能量

物质；二是提示其中大部分细胞可能已具备光合自

养能力。据文献［2］报道，幼叶和幼茎虽易于诱导愈

伤组织，且诱导速度明显快于下胚轴，却难以分化

形成不定芽，因此本研究中幼叶和幼茎来源的愈伤

组织细胞在离体培养条件下可能大范围地向光合

自养方向分化，这些愈伤组织中已有相当比例的细

胞启动了类似于叶肉细胞的分化程序，虽然仍能通

过脱分化进行增殖，但其中真正具有多能性、能有

效响应器官发生信号的细胞比例相对较低。相比

之下，下胚轴来源愈伤组织的光合蛋白表达水平较

低，这可能暗示其细胞群体中保留了更高比例的分

生组织样细胞，更易维持异养、分生状态。

3. 2　苯丙烷类生物合成相关 DEPs 参与膜荚黄芪

不同来源愈伤组织分化

苯丙烷类代谢途径是植物次生代谢中最为重

要的通路之一，其代谢产物不仅参与木质素、类黄

酮等结构物质和功能性成分的合成，中间或终产物

还可作为信号分子，调控细胞分化与组织器官发生

过程，尤其是在愈伤组织向不定芽转化过程中具有

关键作用［18-19］。C4H 是苯丙素途径中的首个关键细

组间不同小写字母表明存在显著差异（P<0. 05）
Different lowercase letters indicate significant differences among groups （P<0. 05）.

图 9　膜荚黄芪不同外植体来源愈伤组织中酶活性及物质含量分析

Fig. 9　Enzyme activities and metabolite contents in calli induced from different explants of A.  membranaceus
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胞色素 P450 单加氧酶，催化反式肉桂酸转化为对香

豆酸，后者经 4CL 转化为羟基肉桂酰-CoA，为木质

素和类黄酮的合成提供前体［20-21］。本研究发现，膜

荚黄芪下胚轴来源愈伤组织中，苯丙烷类生物合成

途径关键酶 4CL2 的蛋白表达水平及活性均显著高

于幼叶和幼茎来源愈伤组织，C4H 蛋白表达水平也

显著高于幼叶来源愈伤组织，表明该组织中苯丙烷

类代谢途径的起始阶段更为活跃，有利于调控下游

多种化合物的合成与积累，下胚轴来源愈伤组织可

能对诱导不定芽分化具有更大优势。

查尔酮合成酶作为类黄酮合成途径的起始关

键酶，其活性在银杏（Ginkgo biloba）愈伤组织中显

著升高，有助于类黄酮富集，进而提升植物的再生

能力［19］。瑞香狼毒（Stellera chamaejasme）愈伤组织

诱导不定芽过程与总黄酮累积量紧密相关［22］。本

研究发现，下胚轴来源愈伤组织中 CHS 活性高于幼

叶和幼茎来源愈伤组织，且蛋白质组学数据显示

CHS2 与 CHR 的表达水平均明显高于幼茎来源愈

伤组织，该结果与银杏中的研究结果相似，表明下

胚轴愈伤组织更有利于查尔酮及类黄酮前体的积

累，从而促进不定芽再生。植物异黄酮-2′-羟化酶

（I2′H）可促进类黄酮积累，对植物愈伤组织的发生

及其不定芽分化具有积极影响［8-9，23］。本研究发现，

相较于幼叶来源愈伤组织，下胚轴来源愈伤组织中

I2′H 表达上调，可能对不定芽生成有促进作用。在

胡桃楸（Juglans sigillata）中，二氢黄酮醇 4-还原酶

（DFR）的表达促进了类黄酮积累，有利于不定芽分

化［24］，DFR 和 FLS 共同竞争二氢黄酮醇底物［25］。

本研究中，下胚轴来源愈伤组织中 FLS 具有更低的

表达水平和活性，推测其与 DFR 竞争二氢黄酮醇底

物的能力更弱，这导致底物通量可能更倾向于 DFR
介导的类黄酮及下游产物积累，因此下胚轴来源愈

伤组织更易诱导不定芽。

木质素的生物合成是由胚胎再生过程中环境

应激反应引起的，导致胚胎愈伤组织褐变，阻碍胚

胎愈伤组织再生［26］。木质素的减少，使玉米（Zea 
mays）胚性愈伤组织易维持在柔软松散的生长状

态，更适合传代培养和分化，相反木质素含量高，表

面坚硬光滑，不易传代培养和分化［27］。已有研究表

明，CCR 和 CAD 表达增加了转基因杨树（Populus 
alba×P. glandulosa）愈伤组织的木质素含量［28］。

本研究发现，膜荚黄芪下胚轴来源愈伤组织中木质

素合成关键酶 CAD1 蛋白及基因表达水平均显著低

于幼叶和幼茎来源愈伤组织，同时 CCR 蛋白表达量

和活性显著低于幼茎来源愈伤组织，幼叶和幼茎来

源愈伤组织中 CCR 活性相近且维持在较高水平，说

明下胚轴来源愈伤组织可能通过调整 CAD1 和

CCR 的表达及活性，减少木质素积累，从而维持组

织柔软松散的状态，有利于不定芽分化；相反，幼叶

和幼茎来源愈伤组织中木质素沉积较多，使组织结

构致密，影响不定芽形成。

3. 3　植物激素信号转导相关 DEPs 参与膜荚黄芪

不同来源愈伤组织分化

植物激素信号传导与植物胚的形成有关［8， 29］。

在愈伤组织诱导的早期阶段，高水平的内源性 IAA
可能会响应启动愈伤组织的形成和扩增，在晚期阶

段高水平的 ABA 则诱导器官生成［7］。植物生长素

和 ABA 信号可能会影响蔗糖代谢，从而触发水稻愈

伤组织的芽再生［30］。研究表明，高浓度生长素能够

通过 TIR1/AFBs 信号途径转录激活促进愈伤组织

多能性的建立［31］，同时诱导细胞壁松弛，协同驱动

芽原基的起始与分化［32］。TMK 是生长素信号转导

的关键激酶。已有研究证实，TMK1 介导的非经典

生长素信号通路，通过激活下游 MKK4/5-MPK3/6
级联反应调控细胞分裂模式和细胞命运转变［3］。本

研究发现，与幼叶和幼茎来源愈伤组织相比，下胚

轴来源愈伤组织中 IAA 含量和 TMK 蛋白表达水平

较高，推测可能激活生长素信号通路，有利于分化

不定芽。GH3 家族酶通过将植物组织内游离 IAA
共轭为无活性形式，调控局部生长素稳态［33］。在本

研究中，幼叶来源愈伤组织中 GH3. 1 高表达可能导

致游离 IAA 迅速失活，无法建立驱动器官发生的必

要浓度梯度，而下胚轴来源愈伤组织中 GH3. 1 的低

表达则保障了充足的生长素信号输出，为不定芽生

成作准备，这与本研究检测到的高 IAA 含量结果相

一致。PYL 作为 ABA 信号通路的核心正调控因

子，其高表达增强了细胞对 ABA 的感知能力［34］。

脱落酸与脱落酸受体 PYL 蛋白结合形成复合体，抑

制 PP2C 的活性，从而释放 SnRK2，激活脱落酸信号

通路。在本研究中，下胚轴来源愈伤组织中 ABA 含

量显著高于幼叶和幼茎来源愈伤组织，且 PYL9 在

下胚轴来源愈伤组织中上调表达，促进 ABA 信号转

导，有利于下胚轴来源愈伤组织再生潜能增强。除

此之外，本研究还鉴定到一些与激素信号感知、转

导 及 细 胞 伸 长 密 切 相 关 的 蛋 白 ，如 BAK1-C、

SAUR21 和 TAR2 等在 3 组愈伤组织中呈现不同程
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度的上（下）调表达，这些蛋白的协同差异表达，进

一步表明植物激素合成、感知与下游响应的精细调

控在膜荚黄芪愈伤组织向不定芽分化过程中发挥

关键作用。

3. 4　淀粉和蔗糖代谢相关 DEPs 参与膜荚黄芪不

同来源愈伤组织分化

糖和能量代谢通过提供能量与碳骨架，支撑细

胞 分 裂 与 活 性 决 定 ，在 胚 胎 发 育 中 发 挥 关 键 作

用［35］。淀粉和蔗糖代谢作为植物碳同化产物转化

与储存的核心途径，由淀粉合成/降解酶、蔗糖合成

酶和蔗糖酶等协同调控，为生长发育供能［36］。甘蔗

（Elaeis guineensis）和玉米的胚性愈伤组织形成与淀

粉和蔗糖代谢密切相关［37］。在蔗糖代谢途径中， 
SUS 催化蔗糖与 UDP 生成果糖和尿苷二磷酸葡萄

糖（UDPG），而 INV 则将蔗糖水解为葡萄糖和果

糖；胼胝质合酶能够催化合成 β-1，3-葡聚糖，随后被

葡聚糖内切 -1，3-β-D-葡萄糖苷酶（EGLC）水解为

D-葡萄糖。研究表明，SUS 在布兰氏龙竹（Dendro⁃
calamus brandisii）愈伤组织芽分化过程中主导碳水

化合物降解，且水稻中蔗糖的高效摄取与代谢可促

进愈伤组织启动及新芽形成［30，38］。本研究发现，

SUS5、INV 和 EGLC4 在下胚轴来源愈伤组织中显

著上调，可能增强蔗糖分解，促进 D-葡萄糖、果糖及

其他中间产物的积累，有利于不定芽分化。另外，

本研究还鉴定到 BAM7-X2、BGL12 和内切葡聚糖

酶 24（EG24）的表达水平在幼茎和下胚轴来源愈伤

组织中存在显著差异，表明淀粉代谢整体在愈伤组

织诱导不定芽分化过程中具有一定影响。

4　结  论

本研究比较了膜荚黄芪幼叶、幼茎和下胚轴来

源愈伤组织的蛋白质表达谱，共鉴定出 6 503 个可

信蛋白，3 组间两两比较共筛选出 1 603 个 DEPs。
不同外植体显著影响愈伤组织的蛋白质组成与功

能特征，下胚轴诱导的愈伤组织表现出独特的分子

优势：其光合作用相关蛋白及木质素合成关键酶

（如 CAD1、CCR）表达显著下调，CCR 活性最低，有

利于维持疏松多结节的形态，并保留更多分生样细

胞；同时苯丙烷类生物合成途径中 4CL2、CHS 蛋白

表达水平最高，对应 4CL 和 CHS 活性也最强，而

FLS 活性最低，表明代谢流倾向于类黄酮前体积

累。蔗糖代谢（如 SUS5、INV）以及植物激素信号

转导（如 TMK1、PYL9）相关蛋白显著上调，IAA 和

ABA 含量高于其他两组，有利于构建不定芽分化的

能量供给及激素微环境。相比之下，幼叶和幼茎来

源的愈伤组织因高表达光合蛋白和木质素合成酶，

细胞趋向于光合自养或结构硬化，再生潜能受限。

综上所述，本研究从蛋白质组学层面阐明了外植体

类型调控膜荚黄芪愈伤组织再生能力的分子基础，

为优化其组织培养体系、定向调控不定芽及活性成

分合成提供了重要的理论参考。
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