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摘  要：巴西橡胶树（Hevea brasiliensis）是重要的产胶植物，胶乳中的橡胶粒子（RP）是合成天然橡胶的重要细胞器，

但其响应外源乙烯刺激调控天然橡胶合成的具体机制还不清楚。为了明确不同大小 RP 在此过程中的作用，本研究通过

分离外源乙烯刺激后胶乳中不同直径的 RP，并与对照组进行差异蛋白质组学分析。结果发现：在直径较大的大橡胶粒

子（LRP）中鉴定出响应乙烯刺激差异蛋白 37 个，分别参与天然橡胶合成、糖酵解/糖异生、碳代谢及氨基酸生物合成

等代谢通路，其中包含 4 个 REF/SRPP 家族成员；在直径较小的小橡胶粒子（SRP）中鉴定出 56 个差异蛋白，分别参

与内质网中的蛋白质加工、内吞及剪接体等代谢通路，其中包含 5 个 REF/SRPP 家族成员。关键差异蛋白 REF138 具有

较多等电点（pI）和分子量不同的蛋白亚型，LRP 中低于标准等电点（4.80）的 REF138 亚型响应乙烯刺激积累减少，

高于标准等电点的 REF138 亚型响应乙烯刺激积累增加；与 LRP 不同，SRP 上有更多的 REF138 亚型响应乙烯刺激发

生变化，具有标准分子量（14.7 kDa）的 REF138 亚型响应乙烯刺激积累增加，高于标准分子量的亚型响应乙烯刺激积

累减少。针对关键差异蛋白的互作蛋白功能分析发现，REF/SRPP 家族成员 REF138、REF175、REF258、SRPP117 及

SRPP204 间存在相互作用，可能形成蛋白复合体结合在 RP 上。除 REF/SRPP 家族成员外，REF138 的互作蛋白主要参

与剪接体及内吞代谢通路，REF258 的互作蛋白主要参与脂代谢过程与次生代谢产物合成调控。综上，通过对 LRP 及

SRP 上响应乙烯刺激差异蛋白及其互作蛋白的功能分析初步揭示了 LRP 和 SRP 响应外源乙烯刺激调控天然橡胶合成的

代谢调控机制。 
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Abstract: Hevea brasiliensis is an important natural rubber-producing plant. Rubber particles (RP) in latex are important 

organelles for the synthesis of natural rubber, which can be divided into large rubber particles (LRP) and small rubber 
particles (SRP) according to the diameter. Although the specific mechanism of its regulation of natural rubber synthesis 

in response to exogenous ethylene stimulation has been studied. However, the specific regulatory mechanism of LRP 
and SRP in regulating natural rubber synthesis in response to ethylene stimulation is still unclear. In order to clarify the 
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role of RP with different diameters in the synthesis of natural rubber, LRP and SRP stimulated by ethylene were isolated 

and the proteins of corresponding samples were extracted for differential protein analysis. 37 differential proteins in 
response to ethylene stimulation were identified in the LRP, which were involved in natural rubber biosynthesis, glyco-

lysis/gluconeogenesis, carbon metabolism and amino acid biosynthesis, and some other metabolic pathways, including 
four members of the REF/SRPP family. 56 differential proteins were identified in SRP, which were involved in protein 

processing, endocytosis, splicing in endoplasmic reticulum, and some other metabolic pathways, including five members 
of the REF/SRPP family. The key differential accumulation protein REF138 had many isoforms with different isoelec-

tric points (pI) and molecular weights (MW). REF138 isoforms below the standard pI (4.80) on LRP were 
down-regulated in response to ethylene stimulation, while isoforms above the standard pI were up-regulated to ethylene 

stimulation. Different from LRP, more isoforms of REF138 on SRP changed in response to ethylene stimulation, and 
isoforms with standard MW (14.7 kDa) were up-regulated in response to ethylene stimulation, while isoforms with 

higher than standard MW were down-regulated in response to ethylene stimulation. The function analysis of key differ-
ential proteins showed that there were interactions among the members of the REF/SRPP family. REF138, REF175, 

REF258, SRPP117 and SRPP204 may form protein complexes and bind to RP. In addition to the members of the 
REF/SRPP family, 20 proteins interacting with REF138 were mainly involved in the spliceosome and endocytic meta-

bolic pathways, and 50 proteins interacting with REF258 were involved in the regulation of lipid metabolism and the 
synthesis of secondary metabolites. In conclusion, functional analysis of differential proteins and the interaction proteins 

responsive to ethylene stimulation on LRP and SRP might preliminarily reveal the metabolic regulatory mechanism of 
LRP and SRP in regulating natural rubber synthesis in response to exogenous ethylene stimulation. 
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DOI: 10.3969/j.issn.1000-2561.2024.06.005 

巴西橡胶树（Hevea brasiliensis）是合成天然

橡胶的重要产胶植物。位于其形成层中的乳管是

合成天然橡胶的重要部位。乳管细胞中的橡胶粒

子（RP）是天然橡胶合成的关键细胞器，内部储

存天然橡胶，外部由含有蛋白质和其他成分的单

层膜组织包被[1]。RP 的直径通常在 0.08~4 μm 之

间[2]，不同直径的 RP 合成天然橡胶的效率不同，

小橡胶粒子（SRP，直径小于 0.35 μm）中天然橡

胶合成效率高于大橡胶粒子（LRP，直径大于

0.75 μm）[2-3]。结合在 RP 膜上的蛋白质分别参与

天然橡胶生物合成、应激或防御相关反应、蛋白质

加工和折叠、信号转导和细胞转运等代谢调控[4]。 

天然橡胶生物合成过程中，蔗糖作为底物经

酶促反应生成乙酰辅酶 A[5]，经由甲羟戊酸途径

（MVA）生成橡胶单体焦磷酸异戊烯基（IPP）。

在多种酶的共同催化作用下，经起始、聚合及终

止等步骤合成天然橡胶[6-9]。其中橡胶链的聚合在

RP 上完成，由多种蛋白酶类共同催化调控[8]。橡

胶延伸因子蛋白（REF）、小橡胶粒子蛋白（SRPP）

和顺式异戊烯基转移酶（CPT）是 RP 中参与橡胶

生物合成的关键蛋白质[4]。REF 的二级结构主要

由 β-折叠构成且高度疏水，以嵌入的方式结合在

RP 膜上[10]，有利于调控跨膜运输过程[11]。胶乳

中 LRP 的数量占 RP 总数量的 6%以下，但其中的

天然橡胶含量超过 RP 中总含量的 93%[12]，LRP

中存储更多的天然橡胶。SRPP 的二级结构主要由

α-螺旋构成，仅与 RP 膜脂质表面结合[10]，体外

实验表明 SRPP 在橡胶链聚合过程中促进了 IPP

的掺入[13]，并且能够提升橡胶粒子稳定性[14]。3-

羟基-3-甲基戊二酰辅酶 A 合成酶（HMGS）是

MVA 中的关键酶，在 SRP 上积累较多[3]。SRP 与

天然橡胶合成的起始过程相关，LRP 与橡胶链合

成的终止过程相关。然而，LRP 和 SRP 分别调控

天然橡胶生物合成的作用机制仍不清楚。 

研究发现外源乙烯可以提高巴西橡胶树天然

橡胶产量。施加外源乙烯后，能够抑制胶乳中参

与凝集过程的一系列酶和蛋白质表达，延迟乳管

末端堵塞过程[15]，延长胶乳流出时间从而获得更

多的天然橡胶。RP 及其蛋白质与胶乳凝集密切相

关。橡胶树胶乳中的凝集素蛋白识别 RP 蛋白并

诱导 RP 的迅速聚集[16]。然而，RP 蛋白响应乙烯

信号并抑制胶乳凝集的调节机制仍不清楚。另一

方面，外源乙烯的施用可通过增加 RP 上天然橡

胶合成关键蛋白质的积累促进其合成过程[17]，其

中 REF/SRPP 蛋白质家族在此过程中可能发挥重要

作用[18]，但具体的调控机制还需进一步研究。 

因此，本研究关注巴西橡胶树胶乳中不同大

小的橡胶粒子蛋白分别在乙烯刺激过程中的蛋白

积累差异，并分析天然橡胶合成代谢调控关键蛋

白的互作蛋白功能，明确 LRP、SRP 上响应乙烯



第 6 期 王  丹等：巴西橡胶树大、小橡胶粒子在乙烯调控天然橡胶合成中的作用分析 1129 

 

刺激的代谢调控机制，进一步明确 LRP、SRP 在

天然橡胶合成过程中的作用。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

供试材料为未进行过割胶处理的 10 年树龄

巴西橡胶 树（ H. brasiliensis Mull. Arg., R7- 

33-97）。处理方法参照 WANG 等[19]的方法，在距

离地面 120 cm 处的树干上开割线，24 h 后在割线

处涂抹 5 mL 的 3%（V/V）乙烯刺激剂作为处理

组（E），使用等体积的 ddH2O 涂抹割线作为对照

组（D），使用封口膜对处理后的割线进行包裹。

处理 24 h 后进行割胶，在冰上收集流出的胶乳。 

1.2  方法 

1.2.1  大、小橡胶粒子的分离纯化及形态观测  冰
上收集的胶乳在 40 000g， 4 ℃条件下离心

60 min，收集离心管上层的 RP，按照 1∶10（w/V）

的比例用预冷的洗脱溶液（ WS， 20 mmol/L 

Tris-HCl，300 mmol/L 甘露醇，0.5 mmol/L DTT，

pH 7.0）洗涤。使用基于 percoll 介质的密度梯度

离心法（percoll，1.31 mg/mL，Pharmacia，密度

梯度由上至下依次为 5%、15%、30%，V/V）将

洗涤后的 RP 分离为 LRP 和 SRP[20]。具体操作如

下：将 RP 按照 1∶10（w/V）的比例重新悬浮在

含有 30%（V/V）percoll 的预冷 WS 中，转移到离

心管底层。加入含有 15%（V/V）percoll 的预冷

WS 作为中间层和 5%（V/V）percoll 的预冷 WS

作为顶层。在 5000g，4 ℃条件下离心 15 min。

离心后顶层样本为 LRP，底层样本为 SRP。 

将 RP 、 LRP 和 SRP 悬 浮 在 固 定 溶 液

（50 mmol/L 二甲基砷钠，1%（w/V）单宁酸，

6%（V/V）戊二醛）中室温静置 2 h。离心收集固

定后的 RP、LRP 和 SRP，ddH2O 洗涤 3 次。加入

1%（w/V）的四氧化锇室温固定 1 h，ddH2O 洗涤

2 次后加入适量的 ddH2O 重新悬浮。将悬浮液滴

加在锡箔纸上，风干后的 RP、LRP 和 SRP 样品

经扫描电子显微镜（SEM）观测。 

1.2.2  LRP 和 SRP 的蛋白提取及差异蛋白分析  使
用酚抽提法获得 LRP 和 SRP 的蛋白质样本。加

入双倍 LRP 和 SRP 体积的蛋白提取液 BPP（100 

mmol/L EDTA，50 mmol/L 硼砂，50 mmol/L 维生

素 C，1%（w/V）PVPP，1%（w/V）Triton X-100，

2%（w/V）β-巯基乙醇，30%（w/V）蔗糖，pH 8.0），

震荡 10 min 后加入等体积的 Tris 饱和苯酚

（pH>7.8），混合物在 15 000g，4 ℃条件下离心

5 min。取离心后的上层液体再加入等体积 BPP，

震荡 5 min 后相同条件离心，取离心后的上层液

体加入 5 倍体积的预冷硫酸铵饱和甲醇溶液并在

–20 ℃环境中静置 12 h 以上，在 15 000g，4 ℃条

件下离心 15 min 获得粗蛋白，加入缓冲液 LB 

[7 mol/L 尿素，2 mol/L 硫脲，30 mmol/L Tris，2%

（w/V）CHAPS，pH 8.5]充分溶解获得蛋白样本，

以 BSA 为标准，通过 Bradford 法测定样本浓度。 

将获得的蛋白质样本进行双向荧光差异凝胶

电泳（DIGE）。50 μg SRP 蛋白样本和 LRP 蛋白

样本，分别以 400 pmol/L 的 Cy3 和 Cy5 荧光染料

标记，所有样本等量混合后用 Cy2 荧光染料标记

作为内标。电泳后凝胶图像使用 Typhoon Trio 扫

描仪（GE healthcare）采集，DIGE 凝胶图谱经

DeCyder 7.0 软件分析获得差异蛋白（differential 

accumulation proteins, DAPs），差异蛋白经胰蛋白

酶酶解后进行质谱（MALDI-TOF/TOF MS, AB-

sciex）分析检测。 

1.2.3  关键 DAPs 的 Western 印迹分析  胶乳（TL）

在 40 000g，4 ℃条件下离心 60 min，离心后最

上层是 RP，中间层是 C 乳清（CS），底部是黄色

体（LO）。TL、CS、LO 蛋白样本按照 1.2.2 中的

方法提取。蛋白样本完成单向凝胶电泳，经膜转

印后，使用 5%（w/V）脱脂牛奶封闭，分别与实

验室前期获得的多个 DAPs 多克隆兔血清抗体和

HRP 缀合的羊抗兔 IgG 孵育，经显色后由 LAS 

4000 mini 成像仪（GE Healthcare）采集图谱。 

1.2.4  关键 DAPs 在巴西橡胶树胶乳中互作蛋白鉴

定及分析  采用免疫沉淀结合液质联用质谱技

术，对巴西橡胶树胶乳中关键 DAPs 的互作蛋白

进行鉴定。使用多克隆兔血清抗体及 Protein A+G 

Agarose （Fast Flow, for IP）试剂盒（Beyotime）

进行免疫沉淀实验。具体步骤如下：冰上采集

1 mL 的新鲜胶乳加入等体积预冷的 WS 溶液，加

入 2 μg 多克隆兔血清抗体后 4 ℃孵育过夜。加入

100 μL 充分重悬的 Protein A+G Agarose，4 ℃孵

育 3 h 后在 1000g，4 ℃条件下离心 5 min，除去

上清后加入 1 mL 的 PBS 溶液洗涤沉淀 5 次，加

入适量缓冲液 LB 获得互作蛋白样本。对该样本

进行胰蛋白酶解后，使用液质联用质谱 HPLC 

(Dionex Ultra 3000 nano)-ESI-MS/MS（TripleTOF 

5600, ABsciex）进行鉴定，经蛋白质数据库分析
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后，获得互作蛋白质信息。 

2  结果与分析 

2.1  乙烯处理后巴西橡胶树胶乳中 LRP 和

SRP 的分离 

采用基于 percoll 的密度梯度离心法，分别从

乙烯和 ddH2O 处理后的巴西橡胶树胶乳中成功分

离获得了高纯度的 LRP 和 SRP。通过 SEM 观测

到 RP 的直径范围在 0.05 μm 至 1.0 μm（图 1）。

直径小于 0.3 μm 的为 SRP，同时直径大于 0.5 μm

的为 LRP。 

2.2  乙烯刺激后巴西橡胶树胶乳中 LRP 和

SRP 的蛋白质组差异分析 

通过 2D-DIGE 对乙烯处理（E）和 ddH2O 处

理（D）24 h 后的橡胶树胶乳 LRP 和 SRP 蛋白质

进行差异分析（图 2）。在 LRP 中，共检测到 37

个 蛋 白 点 在 处 理 组 和 对 照 组 之 间 发 生 变 化

（P<0.01，T<0.05，变化率高于 1.2 倍）（图 2，

表 1）。从这些蛋白点中鉴定到 25 个差异蛋白质

（DAPs）。其中，13 个蛋白点对应的 4 个 DAPs

与天然橡胶合成直接相关，属于 REF/SRPP 家族

成员。蛋白点 L6 和 L25 鉴定到同一种含有 175  

 

 
 

图 1  乙烯和 ddH2O 处理后巴西橡胶树胶乳中 RP、LRP 和 SRP 的扫描电镜观察 
Fig. 1  SEM observation of RP, LRP and SRP in H. brasiliensis latex treated with ethylene and ddH2O 

 
 

 
 

图 2  乙烯处理后巴西橡胶树胶乳中 LRP 和 SRP 蛋白的 2D-DIGE 凝胶图谱 
Fig. 2  Differential protein spots on 2D-DIGE gel of LRP and SRP proteins of rubber latex after ethylene treatment 

 



第 6 期 王  丹等：巴西橡胶树大、小橡胶粒子在乙烯调控天然橡胶合成中的作用分析 1131 

 

表 1  乙烯处理后巴西橡胶树胶乳中 LRP 差异蛋白信息 
Tab. 1  Differential protein information of LRP in latex of H. brasiliensis after ethylene and ddH2O treatment 

编号 
No. 

差异比值 

（E/D） 
Average Ratio 

(E/D) 

差异 

可信性 
T-test 

蛋白名称 
Protein name 

蛋白登录号 
Protein accession

理论等电点 

/理论分子量 
pI/MW (Da) 

质谱 

得分 
Score 

序列 

匹配率 
Coverage/%

L1 2.11 0.050 Stromal 70 kDa heat shock-related protein, 
chloroplastic-like 

XP_021650389.1 5.24/75224 499 12 

L2 1.70 0.014 Heat shock 70 kDa protein 5 XP_021691174.1 5.36/72149 643 19 

L3 3.88 0.004 Malate dehydrogenase XP_021640500.1 6.19/36173 279 28 

L4 3.84 0.049 Elicitor-responsive protein 3-like isoform X1 XP_021663495.1 4.06/15249 364 40 

L5 3.35 0.006 Elicitor-responsive protein 3-like isoform X1 XP_021663495.1 4.06/15249 796 63 

L6 3.08 0.005 Rubber elongation factor protein-like (REF175) XP_021653600.1 5.28/19612 204 26 

L7 2.79 0.033 Leucine aminopeptidase 1-like XP_021672059.1 6.30/61645 382 10 

L8 2.76 0.011 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 191 25 

L9 2.13 0.022 Elongation factor 1-gamma XP_021660692.1 5.69/48685 523 29 

L10 2.00 0.050 Leucine aminopeptidase 1-like XP_021672059.1 6.30/61645 280 8 

L11 1.95 0.018 Small rubber particle protein isoform X1 
(SRPP204) 

XP_021653597.1 4.80/22331 659 41 

L12 1.84 0.012 Phosphoglycerate kinase, cytosolic XP_021651095.1 5.90/42600 648 27 

L13 1.69 0.015 Protein DJ-1 homolog D XP_021645399.1 5.18/42984 469 18 

L14 1.62 0.043 Triosephosphate isomerase, cytosolic XP_021646026.1 5.90/27571 729 55 

L15 1.61 0.013 Patatin-like protein 2 XP_021668042.1 5.13/49142 821 27 

L16 1.60 0.032 Actin-7 XP_021666817.1 5.31/41897 397 28 

L17 1.58 0.013 Enolase 2 XP_021644856.1 5.99/47993 243 17 

L18 1.45 0.033 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 431 38 

L19 1.42 0.049 Phosphoglycerate kinase, cytosolic-like XP_021681983.1 5.67/42438 753 38 

L20 1.38 0.044 Isoflavone reductase-like protein XP_021644235.1 5.50/33240 380 20 

L21 1.30 0.036 Cysteine proteinase inhibitor-like XP_021677544.1 5.45/11236 229 34 

L22 1.25 0.016 Small rubber particle protein isoform X1 
(SRPP204) 

XP_021653597.1 4.80/22331 739 74 

L23 –1.25 0.018 Petacaspase-4-like XP_021692568.1 5.01/46443 137 16 

L24 –1.26 0.017 Phospholipase A1-IIdelta-like XP_021650571.1 5.47/47415 358 17 

L25 –1.27 0.013 Rubber elongation factor protein-like (REF175) XP_021653600.1 5.28/19612 384 26 

L26 –1.3 0.010 Ricin B-like lectin EULS3 XP_021658810.1 7.77/20724 120 12 

L27 –1.31 0.019 Rubber elongation factor protein-like isoform X1
(REF258) 

XP_021653592.1 5.21/25299 522 30 

L28 –1.32 0.018 Alpha-soluble NSF attachment protein 2-like XP_021668979.1 5.12/32802 189 19 

L29 –1.34 0.020 Rubber elongation factor protein-like isoform X1
(REF258) 

XP_021653592.1 5.21/25299 208 25 

L30 –1.41 0.047 Rubber elongation factor protein-like isoform X1
(REF258) 

XP_021653592.1 5.21/25299 228 16 

L31 –1.41 0.027 NADPH-dependent aldehyde reductase 1,  
chloroplastic 

XP_021670828.1 5.29/32309 404 24 

L32 –1.49 0.013 Actin-7 XP_021666817.1 5.31/41897 467 25 

L33 –1.53 0.042 Rubber elongation factor protein-like isoform X1
(REF258) 

XP_021653592.1 5.21/25299 555 30 

L34 –1.59 0.043 Uncharacterized protein LOC110668061 isoform 
X1 

XP_021684781.1 7.67/29500 232 16 

L35 –1.63 0.011 Rubber elongation factor protein-like isoform X1
(REF258) 

XP_021653592.1 5.21/25299 560 30 

L36 –1.67 0.016 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 629 55 

L37 –2.02 0.008 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 548 55 
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个氨基酸的橡胶延伸因子蛋白（REF175），在乙

烯刺激后 2 种分子量相同但等电点不同的

REF175 蛋白亚型的含量在 LRP 上呈现不同的变

化趋势，蛋白点 L6 高调 3.08 倍，蛋白点 L25 低

调 1.27 倍。L8、L18、L36 和 L37 均鉴定为含有

138 个氨基酸的橡胶伸长因子蛋白（REF138），这

4 种不同蛋白亚型的积累量在乙烯刺激后具有不

同变化趋势，等电点较高的 REF138 亚型经乙烯

刺激后积累量增加；等电点较低的 REF138 亚型

积累量减少。L27、L29、L30、L33 和 L35 均鉴

定为含有 258 个氨基酸的橡胶伸长因子蛋白

（REF258），这 5 种不同蛋白亚型的积累量经乙

烯刺激后在 LRP 上的积累量都明显减少。S11 和

S22 鉴定为含有 204 个氨基酸的小橡胶颗粒蛋白

（SRPP204），这 2 个蛋白亚型经乙烯刺激后在

LRP 上积累量均呈现增加的趋势。除 REF/SRPP

家族成员外还鉴定到 21 个 DAPs，分别参与丙酮

酸代谢、内吞、三羧酸循环、谷胱甘肽代谢、RNA

降解、半胱氨酸和蛋氨酸代谢、磷酸肌醇代谢等

通路（图 3，表 1）。 

SRP 中，响应乙烯刺激积累量变化的蛋白点

较 LRP 多，共检测到 56 个蛋白点在对照组和处

理组之间发生变化（图 2，表 2）。其中 22 个蛋白

点鉴定到 5 个 REF/SRPP 家族成员。在乙烯刺激

后，REF175（S28）在 SRP 上的积累量增加。有

13 个蛋白点鉴定为 REF138，其中 8 个响应乙烯

刺激积累量增加。REF258 的 3 个蛋白亚型（S33、

S36 和 S38）受乙烯刺激后在 SRP 上的积累量减

少（图 2，表 2）。SRPP204 的 4 个蛋白亚型（S5、

S29、S30 和 S31）经乙烯刺激后在 SRP 上积累量

均增加。一种含有 117 个氨基酸的小橡胶颗粒蛋

白亚型（SRPP117, S16）受乙烯刺激后 SRP 上的积

累量增加。此外，鉴定到 29 个不属于 REF/SRPP

家族成员的 DAPs，分别参与内质网中的蛋白质加

工、谷胱甘肽代谢、糖酵解/糖异生、花生四烯酸代

谢、剪接体和氧化磷酸化等代谢通路（图 3，表 2）。 
 

 
 

图 3  LRP 和 SRP 中乙烯响应差异蛋白富集的 KEGG 代谢通路 
Fig. 3  Enrichment of KEGG metabolic pathways of ethylene responsive differential proteins in LRP and SRP 

 

2.3  乙烯处理后 RP、LRP、SRP 中关键差异

蛋白积累量的 Western Blot 分析 

为了检测与天然橡胶合成调控相关关键蛋白

在胶乳中不同组分间的分布差异，对 TL、CS、

LO、RP、LRP 和 SRP 等不同胶乳组分蛋白样本

进行 Western Blot 分析。结果发现，响应乙烯差

异积累的 REF/SRPP 家族成员 REF138、REF175

和 REF258 主要分布在 RP 上，并且蛋白积累量在

LRP 上要多于 SRP。REF258 在胶乳不同组分中

都检测到分子量不同的 2 条带，这 2 种 REF258

主要在 RP 中积累，CS 中检测到少许，LO 中未

检出。SRPP117 主要在 CS 中大量积累，RP 中有 

微量检出，并主要在 SRP 中积累（图 4）。SRPP117

与其他具有完整 REF domain 的 REF/SRPP 蛋白家

族成员不同，其 REF domain 存在部分缺失；并且

与 SRPP 亚家族成员具有短 N-末端及可变长度的

C 端不同，只有一个位于 REF 结构域两侧的短 N

端和 C 端序列[18]。Western Blot 检测到 SRPP117

在 CS 和 SRP 组分中积累。SRPP117 的不同蛋白

亚型在 SRP 上响应乙烯刺激积累量增加（图 2，

表 2），并存在与 REF138 和 REF258 相互作用的

可能（表 3），SRPP117 可能通过参与 REF138 和

REF258 构成的膜蛋白复合体参与天然橡胶合成

的调控。 
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表 2  乙烯和 ddH2O 处理后巴西橡胶树胶乳中 SRP 差异蛋白信息 
Tab. 2  Differential protein information of SRP in latex of H. brasiliensis after ethylene and ddH2O treatment 

编号 
No. 

差异比值 

（E/D） 
Average ratio 

(E/D) 

差异 

可信性 
T-test 

蛋白名称 
Protein name 

蛋白登录号 
Protein accession

理论等电点 

/理论分子量 
pI/MW (Da) 

质谱得分
Score 

序列匹配率
Coverage/%

S1 4.25 0.050 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 237 25 

S2 4.19 1E-04 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 344 38 

S3 4.16 0.001 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 384 55 

S4 3.76 0.002 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 286 38 

S5 2.19 9E-05 Small rubber particle protein isoform X1 
(SRPP204) 

XP_021653597.1| 4.80/22331 372 60 

S6 1.98 0.047 Nuclear transport factor 2 XP_021640386.1 5.65/13692 117 26 

S7 1.91 0.010 Pro-hevein XP_021650927.1 5.89/23154 105 23 

S8 1.90 0.019 Pro-hevein XP_021650927.1 5.89/23154 120 23 

S9 1.78 0.010 Pro-hevein XP_021650927.1 5.89/23154 111 14 

S10 1.72 0.046 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 175 25 

S11 1.66 6E-04 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 240 38 

S12 1.62 0.010 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 283 38 

S13 1.61 0.021 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 282 42 

S14 1.60 0.050 Thioredoxin-like protein Clot XP_021656682.1 5.69/15060 140 46 

S15 1.59 0.011 Actin-depolymerizing factor 2 XP_021663200.1 5.92/16227 131 23 

S16 1.58 0.002 Small rubber particle protein-like isoform X1 
(SRPP117) 

XP_021653603.1 4.61/12769 168 61 

S17 1.57 0.013 17.1 kDa class II heat shock protein-like XP_021661608.1 5.52/17648 203 35 

S18 1.50 0.015 17.9 kDa class II heat shock protein-like XP_021655193.1 5.80/17535 132 19 

S19 1.48 0.009 Actin-depolymerizing factor 2-like XP_021689182.1 5.92/16220 146 51 

S20 1.47 0.021 17.3 kDa class I heat shock protein-like XP_021638116.1 6.00/18335 551 43 

S21 1.42 0.010 Putative 4-hydroxy-4-methyl-2-oxoglutarate 
aldolase 2 

XP_021673665.1 6.13/17998 257 30 

S22 1.40 0.049 Eukaryotic translation initiation factor 5A-like XP_021645712.1 5.60/17689 311 35 

S23 1.39 0.015 Elicitor-responsive protein 3-like isoform X1 XP_021663495.1 4.06/15249 198 45 

S24 1.39 0.047 Peroxiredoxin-2B-like XP_021675296.1 5.55/17542 98 20 

S25 1.38 0.016 17.3 kDa class I heat shock protein-like XP_021638116.1 6.00/18335 327 25 

S26 1.34 0.046 Probable phospholipid hydroperoxide  
glutathione peroxidase 

XP_021674982.1 8.78/26698 41 9 

S27 1.30 0.050 ATP synthase CF1 beta subunit (chloroplast) YP_004327669.1 5.17/53665 37 7 

S28 1.25 0.039 Rubber elongation factor protein-like (REF175) XP_021653600.1 5.28/19612 183 21 

S29 1.24 0.010 Small rubber particle protein isoform X1 
(SRPP204) 

XP_021653597.1 4.80/22331 448 60 

S30 1.21 0.016 Small rubber particle protein isoform X1 
(SRPP204) 

XP_021653597.1 4.80/22331 436 60 

S31 1.20 0.046 Small rubber particle protein isoform X1 
(SRPP204) 

XP_021653597.1 4.80/22331 271 57 

S32 –1.20 0.049 Probable glutathione S-transferase XP_021670613.1 6.23/25563 99 8 

S33 –1.23 0.018 Rubber elongation factor protein-like isoform 
X1 (REF258) 

XP_021653592.1 5.21/25299 421 34 

S34 –1.23 0.020 Uncharacterized protein LOC110633924 XP_021638455.1 8.91/31899 99 13 

S35 –1.25 0.023 Triosephosphate isomerase, cytosolic-like XP_021677209.1 5.76/27533 191 22 

S36 –1.25 0.041 Rubber elongation factor protein-like isoform 
X1 (REF258) 

XP_021653592.1 5.21/25299 172 12 

S37 –1.28 0.047 Triosephosphate isomerase, cytosolic XP_021646026.1 5.90/27571 208 17 

S38 –1.29 0.008 Rubber elongation factor protein-like isoform 
X1 (REF258) 

XP_021653592.1 5.21/25299 174 23 
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续表 2  乙烯和 ddH2O 处理后巴西橡胶树胶乳中 SRP 差异蛋白信息 
Tab. 2  Differential protein information of SRP in latex of H. brasiliensis after ethylene and ddH2O treatment (continued) 

编号 
No. 

差异比值 

（E/D） 
Average ratio 

(E/D) 

差异 

可信性 
T-test 

蛋白名称 
Protein name 

蛋白登录号 
Protein accession

理论等电点 

/理论分子量 
pI/MW (Da) 

质谱得分
Score 

序列匹配率
Coverage/%

S39 –1.31 0.050 Uncharacterized protein LOC110659451 XP_021673087.1 6.09/31590 323 24 

S40 –1.34 0.005 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 189 25 

S41 –1.35 0.033 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 165 25 

S42 –1.35 0.039 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 290 25 

S43 –1.38 0.035 Rran-binding protein 1 homolog b-like XP_021645721.1 4.85/25419 300 31 

S44 –1.38 0.040 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 173 42 

S45 –1.42 0.017 Ricin B-like lectin R40G3 XP_021663961.1 6.16/34079 209 17 

S46 –1.42 0.050 Rubber elongation factor protein (REF138) XP_021653602.1 5.04/14713 326 55 

S47 –1.45 0.023 Ricin B-like lectin R40G3 XP_021663961.1 6.16/34079 165 17 

S48 –1.46 0.047 Guanosine nucleotide diphosphate dissociation 
inhibitor 2 

XP_021673535.1 5.54/50142 143 11 

S49 –1.47 0.040 Elongation factor 1-delta 1-like isoform X1 XP_021690229.1 4.47/25408 252 18 

S50 –1.49 0.020 Patatin-like protein 2 XP_021672059.1 5.13/49142 142 14 

S51 –1.6 0.023 Protein EARLY-RESPONSIVE TO 
DEHYDRATION 7, chloroplastic-like 

XP_021658906.1 5.11/48761 314 21 

S52 –1.63 0.046 Probable mediator of RNA polymerase II 
transcription subunit 37c isoform X1 

XP_021663050.1 5.14/71639 396 12 

S53 –1.73 0.002 Heat shock 70 kDa protein 5 XP_021691174.1 5.36/72149 319 19 

S54 –1.92 0.030 Leucine aminopeptidase 1-like XP_021672059.1 6.30/61645 216 9 

S55 –2.17 0.038 Phospholipase A1-IIdelta-like XP_021650571.1 5.47/47415 508 18 

S56 –2.53 0.041 Eukaryotic initiation factor 4A-11 XP_021638642.1 5.49/47095 470 35 

 

 
 

A：不同组分中关键蛋白质的 Western Blot；B：LRP 和 

SRP 中关键蛋白质的 Western Blot。 
A: Western Blot of key proteins in different components;  

B: Western Blot of key proteins in LRP and SRP. 

图 4  巴西橡胶树胶乳不同组分间关键蛋白质的 
Western Blot 

Fig. 4  Western blot of key proteins among different  
components in H. brasiliensis latex 

 

以 ddH2O 处理组作为对照，比较乙烯刺激后

CS、RP、LRP 及 SRP 上 REF/SRPP 家族蛋白的

积累差异。Western Blot 分析显示，乙烯刺激后

SRPP117 仅在 CS 组分中检出，并响应乙烯刺激

积累量明显增加；REF138 在 CS 及 RP 组分中都

略有增加；REF175 在 RP 中且主要是 LRP 中积累

量增加；REF258 在 RP 及 SRP 中变化不明显（图

5）。研究认为 REF 是 LRP 上的主要蛋白而 SRPP

是 SRP 上的主要蛋白[10-11, 13]，但有一项针对 LRP

与 SRP 间的差异蛋白研究表明，REF138 在 LRP

和 SRP 上的表达量接近[3]，本研究也证实这一发

现，并且 REF138 在 LRP 和 SRP 中均响应乙烯刺

激积累量增加（图 5）。经 2D-DIGE 证实 LRP 及

SRP 中都存在不同等电点的 REF138 蛋白亚型，

并且这些蛋白亚型在乙烯刺激后的积累量存在差

异（图 2，表 1，表 2）。在 LRP 上低于标准等电

点（4.80）的 REF138 蛋白亚型响应乙烯刺激低积

累，高于标准等电点的 REF138 蛋白亚型响应乙

烯刺激高积累（表 1）。与 LRP 不同，SRP 上有更

多的 REF138 蛋白亚型响应乙烯刺激发生变化，

并且具有标准分子量（14.7 kDa）的不同蛋白亚

型绝大部分响应乙烯刺激上调，高于标准分子量
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的蛋白亚型响应乙烯刺激下调（表 2），暗示了乙

烯可能通过诱导 REF138 不同蛋白亚型的差异积

累调控天然橡胶合成。2D-DIGE 发现 LRP 和 SRP

上 REF258 的一些不同等电点的蛋白亚型表现出

明显下调趋势（表 1，表 2），但 Western Blot 分

析发现 REF258 的总含量变化不大（图 5），这些

结果暗示乙烯刺激后 REF258 可能通过调节其不

同蛋白亚型等电点的改变对天然橡胶合成过程进

行调控，具体作用机制需进一步研究加以证实。 
 

 
 

图 5  巴西橡胶树胶 C 乳清和橡胶粒子中乙烯处理组关

键蛋白质的 Western Blot 
Fig. 5  Western blot of key proteins in H. brasiliensis 

C-serum and rubber particle between the ethylene  
treated groups 

 
2.4  关键蛋白 REF138、REF258 的互作蛋白

鉴定 

对巴西橡胶树胶乳中与 REF138 和 REF258

互作的蛋白分别进行鉴定后发现，与 REF138 存

在相互作用关系的可信蛋白有 25 个，其中与已知 

的天然橡胶合成调控相关的蛋白有 5 个；与

REF258 存在相互作用关系的可信蛋白有 55 个，

其中与已知的天然橡胶合成调控相关的蛋白有 5

个（表 3）。通过对比发现，REF138、REF175、

REF258、SRPP117 与 SRPP204 等 5 个天然橡胶

合成调控关键蛋白质间存在相互作用，可能组成

蛋白复合体存在于 RP 膜上，进而高效调控天然

橡胶的合成。  

除与天然橡胶合成直接相关的蛋白外，与

REF138 互作的蛋白还参与到乙醛酸和二羧酸代

谢、RNA 降解与转运、内吞作用以及内质网中的

蛋白质加工等过程；与 REF258 互作的蛋白参与

到甘油磷脂代谢、戊糖磷酸途径、糖酵解/糖异生、

异喹啉生物碱生物合成、脂肪酸代谢、RNA 降解、

氧化磷酸化及 MAPK 信号通路等代谢过程中（图

6）。此外，REF138 和 REF258 都能够与一种几丁

质酶 hevamine-A 相互作用，可能参与了胶乳凝集

过程的调控。 

3  讨论 

3.1  LRP 与 SRP 响应乙烯刺激后，被抑制和

促进的代谢通路存在差异 

乙烯响应因子蛋白（ethylene response factor）

是茉莉酸和乙烯信号通路的重要因子，调控植物

防御相关基因协同作用[21]。巴西橡胶树中的乙烯

响应因子蛋白（HbERF-IXc5）在乳管代谢和应激

耐受过程中发挥功能，促进乳胶的再生 [ 2 2 ]。

HbERF-IXc4 在胶乳中有较高的转录丰度，乙烯刺

激后激活其靶基因 HbSUT3 促进其表达 [ 2 3 ]， 
 

表 3  与 REF138 和 REF258 存在相互作用关系的 REF/SRPP 蛋白家族成员信息 
Tab. 3  Information of members of the REF/SRPP protein family with interaction to REF138 and REF258 

DAP 
 

蛋白登录号 
Protein accession 

蛋白名称 
Protein name 

序列匹配率 
Coverage/% 

匹配多肽数
Peptides 

XP_021653597.1 Small rubber particle protein isoform X1 (SRPP204) 71.6 11 

XP_021653602.1 Rubber elongation factor protein (REF138) 54.3 6 

XP_021653600.1 Rubber elongation factor protein-like (REF175) 21.7 4 

XP_021653603.1 Small rubber particle protein-like isoform X1 (SRPP117) 28.2 2 

REF138 

XP_021653604.1 Small rubber particle protein-like isoform X2 25.7 2 

XP_021653597.1 Small rubber particle protein isoform X1 (SRPP204) 71.6 11 

XP_021653602.1 Rubber elongation factor protein (REF138) 57.2 8 

XP_021653592.1 Rubber elongation factor protein-like isoform X1 (REF258) 38.4 7 

XP_021653600.1 Rubber elongation factor protein-like (REF175) 12.6 2 

REF258 

XP_021653603.1 Small rubber particle protein-like isoform X1 (SRPP117) 28.2 2 
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图 6  REF138 和 REF258 互作蛋白富集的 KEGG 代谢通路 
Fig. 6  Enrichment of KEGG metabolic pathways of interacting proteins of REF138 and REF258 

 
HbSUT3 的高水平表达能够促进天然橡胶产量。

本研究中，乙烯刺激后 LRP 上的 elicitor-respon-

sive protein 3-like isoform X1 和参与糖酵解/糖异

生代谢途径中的蛋白及酶类高积累，存在相似代

谢调控机制的可能。糖酵解/糖异生代谢途径能够

为酶促反应提供能量，并为橡胶链的延伸提供碳

骨架[24]，加速供能可能是 LRP 在乙烯促进天然橡

胶生物合成过程中的作用之一。 

乙烯促进了 SRP 上的内质网蛋白加工相关的

蛋白积累，同时抑制了内吞过程相关的蛋白积累。

单层膜包被的 RP 可能起源于内质网[25-26]，SRP

上参与橡胶生物合成的关键蛋白与内质网膜密切

相关[27]。乙烯刺激可能通过促进 SRP 从内质网上

招募更多的天然橡胶合成相关蛋白并进一步与

SRP 膜结合，进而增加橡胶产量。通过分析

REF138 和 REF258 的互作蛋白功能后发现，这一

过程可能主要由 REF138 及其互作蛋白调控。有

研究表明，乙烯刺激能够明显增加胶乳中 SRP 的

比例[19]，可能进一步促进天然橡胶的合成。 

3.2  LRP 与 SRP 响应外源乙烯刺激调控天然

橡胶合成的模式存在差异 

REF/SRPP 蛋白家族成员可与其他参与天然

橡胶合成调控的蛋白形成复合体结合在 RP 膜上。

橡胶转移酶（HRT1, HRT2）、REF、SRPP 及一种

桥联蛋白（HRBP）以多种复合体形式结合在 SRP

上[28]。其中 HRT1 与 HRBP 形成的复合体具有异

戊二烯基转移酶活性，并对脂膜及蛋白质 α-螺旋结

构域具有亲和力，介导蛋白与膜的结合过程[29]。本

研究发现，REF138、REF175、REF258 及 SRPP117、

SRPP204 间存在相互作用的可能）。乙烯刺激后，

LRP 上积累量发生变化的 REF/SRPP 蛋白家族成

员蛋白点有 13 个，SRPP 上有 22 个，SRP 上的蛋

白复合体响应外源乙烯刺激后具备更为复杂和精

细的天然橡胶合成调控机制。 

针对 RP 膜上脂类化合物组成成分分析后发

现，其磷脂含量远高于半乳糖苷含量[28]。本研究

发现 REF258 与大量的脂代谢通路蛋白及相关酶

类存在相互作用的可能，而乙烯刺激后 LRP 及

SRP 上的 REF258 不同亚型的积累均受到抑制。

乙烯刺激可能通过改变 RP 膜的通透性影响跨膜

运输，极有可能使某些相关蛋白与 RP 膜的结合

位点发生改变，进而影响天然橡胶的合成调控。 

外源乙烯的施用能够延长巴西橡胶树胶乳从

乳管中流出的时间，进而增加单次割胶收集的橡

胶产量[30]。胶乳凝集过程是影响胶乳流出时间的

关键因素。巴西橡胶树胶乳 LO 中的胶乳凝集素

样蛋白与 SRPP 结合，促进 RP 及 LO 的聚集进而

导致胶乳凝集[31]。Hevein 是胶乳中重要的凝固因

子，贮存于 LO 中，一旦 LO 膜破碎释放后胶乳

迅速凝集[32]。胶乳中的几丁质酶是一类抗凝固因

子，能够提高胶乳稳定性延长排胶时间。乙烯刺

激后，胶乳中几丁质酶活性随乙烯浓度增加而增

加，胶乳产量较施用乙烯前也有所增加[33]。本研

究发现 REF138 及 REF258 均可同胶乳中一种几

丁质酶（hevamine-A）相互作用，乙烯刺激后，

SRP 上分子量为 14 kDa 左右的 REF138 蛋白亚型

显著提升了积累水平，由于 REF138 同 hevamine- 

A 的相互作用，SRP 上 hevamine-A 的积累水平可

能也相应提升，缓解 SRP 间、SRP 与 LO 的聚集，

延缓胶乳凝集过程。 
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在本研究中，通过分离 LRP 及 SRP 并获得乙

烯刺激后的蛋白样本进行差异分析，LRP 上响应

乙烯刺激发生积累差异的蛋白共计 37 个，SRP 上

共计 56 个。LRP 的差异蛋白分别参与天然橡胶合

成、糖酵解/糖异生、碳代谢及氨基酸生物合成等

代谢通路，SRP 的差异蛋白分别参与内质网中的

蛋白质加工、内吞及剪接体等代谢通路。并通过

Western Blot 分析部分关键差异蛋白在胶乳不同

组分间及相同组分乙烯刺激后的积累差异。对其

中的 REF138 及 REF258 的互作蛋白进行检测，

分别获得与 REF138 相互作用的 25 个以及与

REF258 存在互作关系的 55 个蛋白质信息，初步

揭示了 LRP和 SRP响应外源乙烯刺激调控天然橡

胶合成及增加胶乳产量的代谢调控机制。 
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