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贡柑浊汁的蛋白组学及起云蛋白特性分析
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验室 , 广东  广州   510225； 3. 广东省岭南特色食品科学与技术重点实验室 , 广东  广州   510225）

摘要：［目的］探究贡柑浊汁中蛋白组分的特性及起云蛋白的种类。［方法］利用蛋白组学分析贡柑浊汁中上清蛋白和沉

淀蛋白的蛋白组学特征。［结果］贡柑浊汁中上清蛋白和沉淀蛋白组分的电泳条带显示出明显的差异。沉淀蛋白与上

清蛋白相比有 2 897 种差异蛋白，包含 2 487 种上调差异蛋白和 410 种下调差异蛋白。贡柑浊汁上调差异蛋白主要富集

在酪氨酸代谢、脂肪酸降解、吞噬体等代谢通路，主要来自叶绿体、细胞质和细胞核等细胞组分。从上调差异蛋白中筛

选得到 6 种贡柑浊汁起云蛋白，包括 1 种病程相关蛋白和 5 种糖蛋白。［结论］蛋白组学可用于探究贡柑浊汁的蛋白

差异。
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Abstract: ［［Objective］］ This study aims to investigate the characteristics of protein components and the types of cloudy proteins in Tribute 

citrus turbid juice. ［［Methods］］ Proteomics was used to analyze the proteomic features of the supernatant proteins and precipitated proteins 

in Tribute citrus turbid juice. ［［Results］］ There were significant differences in the electrophoresis bands of the supernatant proteins and 

precipitated proteins in Tribute citrus turbid juice. Compared with the supernatant proteins, precipitated proteins contained 2 897 differential 

proteins, including 2 487 up-regulated differential proteins and 410 down-regulated differential proteins. The up-regulated differential 

proteins in Tribute citrus turbid juice were mainly enriched in metabolic pathways including tyrosine metabolism, fatty acid degradation, and 

phagosome, mainly from cellular components such as chloroplasts, cytoplasm, and nucleus. Six types of cloudy proteins were screened from 

up-regulated differential proteins in Tribute citrus turbid juice, including one pathogenesis-related protein and five glycoproteins. 

［［Conclusion］］ Proteomics can be used to explore the protein differences in Tribute citrus turbid juice.
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贡柑（Tribute citrus）作为岭南特色柑橘类水果之一，

富含多糖、多酚、膳食纤维等营养组分，具有多种生物活

性［1-2］。目前，以鲜食为主的贡柑在果汁浊汁开发方面有

着很高的市场需求。Lin 等［3-4］开发了胡柚、猕猴桃等独
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特风味和营养的果汁浊汁。果汁浊汁的生产对工艺有

着较高的要求，均质化工艺是浊汁生产中必要关键环节

之 一 ，不 同 均 质 化 工 艺 极 大 影 响 果 汁 浊 汁 的 外 观 和

品质［5］。

果汁浊汁是一个富含纤维素、淀粉、果胶、多酚、蛋白

质等多物质的复杂体系，多种物质存在相互作用促使浊

汁的稳定化［6-8］。果汁浊汁的形成主要源于其内源化学

组分的复杂相互作用，不同品种水果的营养组分对果汁

浊汁的稳定性有较大影响［9-11］。云状颗粒物是果汁浊汁

的重要组分，其中能够与多酚等形成云状颗粒物的蛋白

质称为起云蛋白，浊汁起云蛋白是影响果汁浊汁特性的

重要因素之一［12-13］。苹果浊汁中悬浮 0.25~5.00 μm 粒径

的不规则颗粒，且果汁黏度受到可溶性果胶的影响［14］。

贡柑等柑橘类水果中含有大量的果胶酯酶，果胶酶可以

水解果胶，降低浊汁黏度，导致悬浮颗粒沉淀［15-16］。因

此，果胶酯酶常被用于果汁的高效出汁处理和澄清［17-18］。

浊汁中多酚含量显著高于清汁果汁，酚类物质可与蛋白

质相互作用形成沉淀，也可与浊汁中果胶、膳食纤维等成

分产生相互作用［19-21］。果汁浊汁的形成也与病程相关蛋

白、糖蛋白等蛋白质有较大的相关性，果汁中蛋白质受到

加工环境的酸碱性、温度和压力等因素的影响，自身结构

发生聚集、絮凝等从而形成浑浊沉淀［22-24］。

目前，关于贡柑浊汁起云蛋白的研究尚未见报道。

试验拟以贡柑为原料制备贡柑浊汁，利用蛋白组学深入

探究贡柑浊汁中不同蛋白质的差异性，分析差异蛋白的

生物学特性，并依据差异蛋白种类从中筛选贡柑浊汁起

云蛋白，进一步阐述贡柑果汁浊汁中蛋白组分及起云蛋

白特性，以期为贡柑浊汁的加工工艺和品质调控研究提

供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与仪器

贡柑：九成熟，广东省肇庆市当地贡柑果园；

苯甲基磺酰氟：分析纯，成都西亚化工股份有限

公司；

二硫苏糖醇：分析纯，北京索莱宝科技有限公司；

碘乙酰胺：分析纯，上海阿拉丁生化科技股份有限

公司；

胰蛋白酶：分析纯，普洛麦格（北京）生物技术有限

公司；

BCA 蛋白定量试剂盒：上海碧云天生物技术有限

公司；

其他化学试剂：分析纯，上海阿拉丁生化科技股份有

限公司；

布朗榨汁机：4161 型，美国 Brown 公司；

胶体磨：JML-50 型，温州强忠机械科技有限公司；

实验室高压均质机：HomoLab 型，意大利 FBF 公司；

光吸收酶标仪：CMax Plus 型，美谷分子仪器（上海）

有限公司；

超高效液相色谱系统：Vanquish Neo UHPLC 型，赛默

飞世尔科技有限公司。

1.2　试验方法

1.2.1　贡柑浊汁的制备　选取大小均一、无损伤的九成

熟贡柑进行打浆处理制备果浆，按照 m 果浆∶m 水为 1∶4 加水

混匀，并利用胶体磨对混合果浆进行处理得到果浆溶液。

利用 100 目滤网过滤，并经 20 MPa 高压均质处理后得到

均匀分散的贡柑浊汁。

1.2.2　 贡 柑 浊 汁 处 理　 取 20.0 mL 贡 柑 浊 汁 于 4 ℃ 、

5 000 r/min 离心 20 min，将上清液和沉淀分别进行不同处

理。按照 1 L 上清液中添加 561 g 硫酸铵进行沉淀，离心，

沉淀用 1.0 mL 磷酸盐缓冲液溶解，测定贡柑浊汁上清蛋

白（TS）的蛋白浓度。贡柑浊汁离心后的沉淀用 1.0 mL 

8 mol/L 尿素溶解，收集上清液，测定贡柑浊汁沉淀蛋白

（TP）的蛋白浓度。利用十二烷基硫酸钠—聚丙烯酰氨凝

胶电泳（SDS-PAGE）对 TS 和 TP 进行分析。

1.2.3　贡柑浊汁蛋白组学分析　根据文献［25］的方法并

修改。分别取 100 µg TS 和 TP，加入 120 µL 8 mol/L 尿素，

加 入 10.5 µL 100 mmol/L 二 硫 苏 糖 醇 溶 液 ，37 ℃ 水 浴

45 min，加入 26.0 µL 100 mmol/L 碘乙酰胺溶液，室温静

置 15 min。向反应溶液中加入 800 μL 25 mmol/L 碳酸氢

铵溶液和 2 μL 胰蛋白酶，37 ℃酶解过夜。将酶解蛋白溶

液进行脱盐、浓缩处理，测定其酶解肽段浓度用于蛋白组

学分析。

1.2.4　贡柑浊汁起云蛋白筛选　利用 UniProt 数据库

（https：//www.uniprot.org/）对贡柑浊汁中上调差异蛋白进

行蛋白种类和功能注释，以果汁起云蛋白种类为依据进

行贡柑浊汁起云蛋白筛选。

1.3　数据处理

利用迈维分析云平台绘制蛋白组学的主成分分析

图、火山图和聚类分析热图。通过京都基因与基因组百

科 全 书（KEGG）数 据 库（https：//www. kegg. jp/kegg/

pathway.html）对蛋白组学差异蛋白进行代谢通路注释。

利用 GraphPad Prism 9.0 进行图表绘制，并进行显著性分

析，P<0.05 为显著性差异。

2　结果与分析

2.1　贡柑浊汁上清蛋白和沉淀蛋白的电泳分析

通过盐析法对贡柑浊汁溶液中蛋白质组分进行分

离，制备得到 TS 和 TP。由图 1（a）可知，TS 和 TP 的电泳

条带具有显著差异。TS 的电泳条带主要位于 1.0×104~
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1.5×104，2.6×104~4.3×104，5.5×104~7.0×104，1.4×105~

1.9×105 处，而 TP 的电泳条带主要位于 1.5×104~3.3×
104，1.4×105~1.9×105 处。葡萄汁中蛋白电泳条带主要

位 于 1.0×104~1.5×104，2.0×104~3.7×104，5.0×104~

7.5×104 处，包括病程相关蛋白、几丁质酶、β-1，3-葡聚糖

酶和脂质转移蛋白等，与葡萄酒不稳定性有关的蛋白主

要为病程相关蛋白和几丁质酶［23］。而苹果汁中与混浊有

关的蛋白为 3.6×104 活性蛋白［15］。由图 1（b）可知，等体

积浊汁蛋白溶液中沉淀蛋白含量约为上清蛋白含量的 2

倍，说明在贡柑浊汁中存在较多的蛋白成分可能导致果

汁呈现浑浊状态。

2.2　贡柑浊汁的蛋白组学分析

由图 2（a）可知，第一主成分 PC1 的贡献率为 81.57%，

第二主成分 PC2 的贡献率为 6.54%，TS 和 TP 在蛋白组学

分析上存在显著差异。由图 2（b）可知，与 TS 相比，TP 中

有 2 897 种差异蛋白，其中分别有 2 487 种上调差异蛋白

和 410 种下调差异蛋白。现有研究表明，浊汁稳定性与蛋

白质含量相关，果汁组分的氧化对果汁浊汁的形成和稳

定性也有一定的影响。果汁清汁中酚类发生聚合并与蛋

白质产生相互作用，也会形成较多的浊汁颗粒物［12，26-28］。

而苹果浊汁与沉淀中有 703 个总差异蛋白，其中有 423 个

上调差异蛋白，主要包括细胞成分蛋白和生物进程相关

蛋白［24］。根据 TS 和 TP 的差异蛋白，构建总差异蛋白聚

图 2　贡柑浊汁蛋白组学的 PCA 分析、火山图和聚类分析热图

Figure 2　PCA analysis， volcanic plot， and cluster heatmap for proteomics of Tribute citrus turbid juice

****表示 P<0.000 1

图 1　贡柑浊汁 TS、TP 的 SDS-PAGE 和灰度值分析

Figure 1　SDS-PAGE and grayscale analysis of supernatant 

protein and precipitate protein of Tribute citrus 

turbid juice
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类分析热图［图 2（c）］，结果表明有较多蛋白组分参与了

贡柑浊汁的形成，上调差异蛋白与贡柑果汁多酚等固有

成分发生反应并形成复杂的浑浊颗粒物。

2.3　贡柑浊汁中上调差异蛋白的KEGG富集和亚细胞定位

利用 KEGG 数据库对贡柑浊汁的上调差异蛋白进行

代谢通路注释，并对上调差异蛋白进行代谢通路富集分

析［25］。由图 3（a）可知，贡柑浊汁中上调差异蛋白富集在

酪氨酸代谢、脂肪酸降解、吞噬体、氧化磷酸化、泛素介导

的蛋白水解、β-丙氨酸代谢、蛋白酶体、核糖体、核苷酸糖

的生物合成和氨基酸的生物合成等代谢通路。由图 3（b）

可知，上调差异蛋白主要定位于叶绿体、细胞质和细胞核

等。苹果浊汁的差异蛋白主要来源叶绿体和细胞核［24］，

而柑橘采后冷藏过程中汁囊的差异蛋白主要来源细胞质

和细胞核［29］。因此，贡柑浊汁中上调差异蛋白主要通过

酪氨酸代谢和脂肪酸降解等代谢途径引起贡柑果汁浑

浊，主要归属于贡柑水果细胞的叶绿体、细胞质和细胞核

等细胞成分蛋白。

2.4　贡柑浊汁起云蛋白的筛选

引起果汁浑浊的起云蛋白种类主要有病程相关蛋

白和糖蛋白等［30-33］。由表 1 可知，经筛选得到 V4SGR7、

V4SJL5、V4SP13、V4TF80、V4UHY1 和 V4V9I3 6 种贡柑

浊汁起云蛋白，包括 1 种病程相关蛋白和 5 种糖蛋白。

苹果浊汁中起云蛋白可能为线粒体磷酸盐载体蛋白［24］。

贡柑浊汁起云蛋白的相对分子质量为 2.6×103~5.3×
103，总平均亲水性为-0.595~0.281，呈弱亲水性或强疏

水性。

由图 4 可知，6 种起云蛋白在贡柑浊汁 TS 和 TP 中具

有显著差异 ，且在 TP 中含量较高 ，差异倍数为 3.66~

11.55。经过筛选得到 6 种起云蛋白，其可能通过病程相

关蛋白、糖蛋白与多酚等相互作用等途径促使贡柑果汁

发生浑浊。不同种类多酚与糖蛋白的相互作用力显著不

同，多酚—糖蛋白复合物种类会极大影响浊汁果汁的浊

度，且糖蛋白的糖链结构也会影响果汁浊汁状态［22， 27］。

水果病程相关蛋白能够与原花青素、单宁等形成复合物，

参与并影响浊汁颗粒物的形成［30， 34］。

图 4　贡柑浊汁起云蛋白的聚类分析热图和差异倍数分析

Figure 4　Cluster heatmap and fold change of cloudy proteins in Tribute citrus turbid juice

图 3　贡柑浊汁中上调差异蛋白的 KEGG 富集分析和亚细胞定位

Figure 3　KEGG enrichment analysis and subcellular localization of up-regulated differential proteins in Tribute citrus 

turbid juice
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3　结论

研究借助蛋白组学分析了贡柑浊汁上清蛋白和沉淀

蛋白的蛋白组成差异，聚焦贡柑浊汁中上调差异蛋白分

析了其 KEGG 富集代谢途径和亚细胞定位，并从中筛选

得到 6 种贡柑浊汁起云蛋白（1 种病程相关蛋白和 5 种糖

蛋白）。后续可探究贡柑浊汁体系中起云蛋白的浊汁特

性。此外，贡柑浊汁体系复杂，浊汁中存在多糖、多酚、蛋

白等多种固有组分，贡柑浊汁起云蛋白与其他内源组分

的相互作用特性也是未来研究的重点。
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