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基于广泛靶向代谢组学的桃芽抗寒

代谢物的筛选与鉴定

刘苏宁，王力荣，方伟超，陈昌文，王新卫，李 勇，吴金龙，曹 珂*

（中国农业科学院郑州果树研究所，郑州 450009）

摘 要：【目的】筛选与鉴定参与调控桃芽抗寒能力的代谢物质，以深入了解桃抗寒性形成的生理生化机制。【方法】采

用超高效液相色谱串联质谱（UPLC-MS/MS）技术，-14 ℃低温处理中农金辉桃枝条，分别在胁迫处理后0、24和72 h时

取芽，检测上述材料中相关代谢物质的变化，从中选取差异显著的代谢物质配制标准品溶液，外源喷施至-4 ℃低温处

理的2年生盆栽桃苗，以喷施清水为对照，测定植株抗寒相关指标脯氨酸含量、脯氨酸合成关键基因PpP5CS和桃上已

知的低温响应基因PpCBF2的表达量。【结果】经-14 ℃低温处理后，在桃芽中共检测到172种已知代谢物质，其中差异

显著的物质达到32种，从中选择4种差异显著代谢物质——黄嘌呤核苷、腺苷、DL-同型半胱氨酸以及氨基嘌呤的标

准品配制溶液用于体外验证试验。体外验证试验表明，与清水对照组相比，处理组的脯氨酸含量均呈上升趋势，其中

又以黄嘌呤核苷处理后的样品上升最为明显。qPCR试验结果表明，低温处理后，低温响应基因PpCBF2受到诱导。

同时，与喷施清水的对照组相比，经不同代谢物标准品溶液处理的材料中脯氨酸合成关键基因PpP5CS相对表达量上

升，与脯氨酸含量的表型变化一致。【结论】利用广泛靶向代谢组学分析从-14 ℃低温处理的桃芽中鉴定出172种代谢

物，体外验证试验表明，黄嘌呤核苷、腺苷、DL-同型半胱氨酸以及氨基嘌呤与桃芽的抗寒能力相关。
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Screening and identification of several metabolites associated with cold
resistance in peach buds based on widely targeted metabolomics
LIU Suning, WANG Lirong, FANG Weichao, CHEN Changwen, WANG Xinwei, LI Yong, WU Jin-

long, CAO Ke*

(Zhengzhou Fruit Research Institute, Chinese Academy of Agriculture Sciences, Zhengzhou 450009, Henan, China)

Abstract:【Objective】Peach has a long history of cultivation and wide distribution in China. Tempera-

ture is the main factor affecting the growth and development of peach trees as well as determining their

natural distribution, so it is of great theoretical and practical significance to clarify its physiological and

biochemical mechanisms in response to low temperature for breeding and screening peach cold-resis-

tant varieties. Metabolomics, as important components of systems biology, can reveal differences in me-

tabolite profiles among different species, between different tissues of the same species, and between the

same tissues of the same species under different conditions of adversity stress. The aim of this study

was to investigate the metabolites that would affect the cold resistance of peach buds and to facilitate a

deeper understanding of the metabolic pathways of cold resistance in peach.【Methods】The material

used for the cold treatment to identify the differential metabolites was 6-year-old Zhongnong Jinhui,

and the annual branches were taken from the upper and middle periphery of the tree, cut into 30 cm seg-

ments, wrapped in plastic wrap and placed in the refrigerator for stress treatment. All the samples need-
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ed for the experiment were put in at once, and the time of starting the treatment was recorded. The

branches were removed at 0 h, 24 h and 72 h, and the leaves on the branches were removed before the

branches were thawed, and the peach buds of the same size and without mechanical damage on the

branches were selected and peeled out with forceps and dissecting needles and then were quickly put in-

to liquid nitrogen. metabolite assay. Four significantly different metabolites, aminopurine, adenosine,

xanthine nucleoside and DL-homocysteine were selected from the metabolome assay, and the standards

were prepared in distilled water at different concentrations. Fifteen uniformly growing Zhongtao Kang-

zhen 1 rootstock plants were treated at -4 ℃ in a light incubator for 16 h of light and 8 h of darkness.

The seedlings were sprayed with different solutions of the standards at a dosage of about 15 mL per

plant every 24 h, using tap water as control. Finally, the proline content, the expression of the key gene

PpP5CS for proline synthesis and the cold resistance related gene PpCBF2 in the leaves were measured

on 1, 3 and 7 days after the treatment. It is known that the increase of proline content in the plant tissues

under low temperature conditions can improve the cold resistance of plants, therefore, proline content

was used as a physiological indicator for cold resistance breeding. Similarly, the relative expression of

PpCBF2 gene could indicate the response of seedlings to the low temperature stress.【Results】A total

of 172 functionally annotated metabolites were detected in the peach buds by comparing information

from LC- MS/MS detection platform and database. The secondary classification of these metabolites

could be classified into 10 categories, among them the amino acids and their derivatives accounted for

the highest percentage, followed by the phenolic acids, flavonoids, organic acids and lipids. The content

of these 172 metabolite components was analyzed, and 32 major metabolites were found in the peach

buds, including 7 amino acid derivatives, 5 flavonoids, 4 phenolic acids, 4 lipids, 3 organic acids, 2 alka-

loids, 2 nucleotides and their derivatives, 1 tannin, and 4 others. According to the Fold change (FC ≥
1.5) combined with p-value＜0.05 analysis, 32 metabolites with significant differences were screened,

among them 8 were down-regulated and 24 were up-regulated, and their secondary classifications were

mainly amino acids and their derivatives, nucleotides and their derivatives, flavonoids, alkaloids, lipids,

etc. We randomly selected 4 metabolites from the up-regulated metabolites to perform validation experi-

ments on seedlings. The standards of these four significantly different metabolites, xanthine nucleoside,

adenosine, DL-homocysteine and aminopurine were selected to prepare solutions for in vitro validation

experiments. The results of the validation experiment showed that the proline content showed an overall

increasing trend followed by a decreasing trend and reached a peak on the 3th day of the -4 ℃ treat-

ment. However, by comparing the increase of the proline in the control and treated groups, we found

that the increase of the proline content in the control group which sprayed with tap water was not obvi-

ous by comparing with the previous and the subsequent treatments. The peak of the proline content on

the 3th day was only twice as much as that in the control group, while the increase of the proline con-

tent in the plants caused by spraying other substances was strengthened obviously, especially by the

spray of xanthine, reaching 6 times as much as that of the control. Similar to the changes in the proline

content, the expression of the PpP5CS, a key gene for proline synthesis, in the leaves of seedlings treat-

ed with xanthine nucleoside likewise peaked on day 3 of treatment and was four times as much as that

of the control. The expression of the PpCBF2 in the control group sprayed with tap water gradually in-

creased with time and reached the highest value on day 7, which was 1246 times as high as that on day

0. The expression of the PpCBF2 in the leaves of seedlings treated with DL-homocysteine and xanthine

nucleoside gradually increased with the time of stress treatment and reached the highest value on day 3,

which was 13 810 and 3650 times as high as that on day 0, respectively; The expression of the PpCBF2
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桃（Prunus persica L.），蔷薇科、李属植物 [1]，落

叶小乔木，原产中国。桃的栽培历史已有 4000 多

年[2]，品种多样，在世界各地均有分布[3]。温度是影

响桃树生长发育以及决定其自然分布的主要环境因

子[4]，明确其响应低温的生理生化机制对培育和筛

选桃抗寒品种，应对生长季低温及扩大栽培区域，具

有重要的理论和实践意义。

在前期研究中，关于植物抗寒的生理机制已有

不少报道。研究发现，植物体内存在一套负责清除

活性氧的抗氧化系统[5]，该系统是细胞抗寒生理生

化的重要基础，当植物受到低温胁迫后，细胞内积累

大量活性氧、自由基，这些伤害信号会引起植物对逆

境胁迫的响应，形成氧化胁迫。氧化胁迫会破坏细

胞的结构和功能，使代谢酶活性降低，影响细胞正常

生长，严重时还会造成细胞死亡[6]。丙二醛（MDA）

含量是常用的膜脂过氧化指标，通过测定MDA含

量可衡量细胞膜系统的损伤程度[7]。此外，脯氨酸

也是植物的一种重要的抗逆相关物质，其含量在逆

境条件下显著上升[8-9]。脯氨酸的大量积累有助于细

胞保水，促进细胞恢复正常生长。因此，果树在寒冷

胁迫过程中脯氨酸含量，也是衡量植物抗寒性的重

要指标[10-11]。

代谢组学是 20世纪 90年代中期发展起来的新

兴学科，作为系统生物学的重要组成部分，代谢组学

能够揭示不同物种间、同一物种的不同组织之间以

及同一物种的同一组织在不同逆境胁迫条件下的代

谢物图谱的差异[12-13]，从而有助于解释植物响应逆境

的生理生化特征。目前，代谢组学已经广泛应用于

植物逆境胁迫研究中[14]。Ding等[15]通过对番茄添加

色胺类物质后，分析寒冷胁迫对番茄的伤害程度，表

明外源施加物能够增强活性氧相关酶的活性，减少

或者延缓寒冷胁迫对番茄的伤害。方彦等[16]对黑油

菜在低温胁迫下根部代谢组进行分析，表明黑油菜

在低温条件下通过调节糖、氨基酸和磷脂类代谢水

平以适应逆境。朱建峰等[17]研究了盐胁迫下白榆种

子萌发期的代谢组成分变化，暗示油菜素内酯和精

胺可能是白榆种子萌发期适应盐胁迫的关键因子。

牟丹等[18]对高加索三叶草响应不同降温模式的代谢

组成分进行测定，发现 γ-氨基丁酸、亮氨酸、组氨酸、

赖氨酸、柠檬酸、矢车菊素和木犀草素含量均显著上

升，提出上述物质可能是高加索三叶草适应低温胁

迫的主要组分。

近年来，关于桃抗寒性形成的生理生化机制有

了一定的研究，但大部分都集中在抗寒基因的发掘

上。宋艳波等 [19]对桃PpCBF2基因进行了克隆，发

现早红霞和大久保的PpCBF2基因受低温诱导，且

品种间的表达差异与品种抗寒性相关。申晴等[20]克

隆了桃PpMYB3基因，发现该基因主要在韧皮部表

达，且抗寒性强的桃品种PpMYB3基因表达量随温

度降低呈下降趋势，而在抗寒性弱的品种中该基因

的表达则随温度降低呈上升趋势，暗示PpMYB3在

桃抗寒性形成中起到负调控作用。左波等 [21]对桃

PpRBD2基因进行克隆和表达分析，发现在不同时

间的低温胁迫下，PpRBD2基因在抗寒品种中的表

达量比不抗寒品种更高，表明PpRBD2基因的表达

量与桃抗寒性呈正相关。

而在抗寒相关的代谢物研究方面，关于脯氨酸

生物合成途径已经比较清楚。谷氨酸途径是高等

植物合成脯氨酸的重要方式 [22]，首先，谷氨酸（Glu）

在 Δ1-二氢吡咯 - 5-羧酸合成酶（P5C synthetase，

P5CS）催化下生成谷氨酸半醛（GSA），GSA自动环

化为 Δ1-二氢吡咯-5-羧酸（Δ1-pyrroline-5-carboxyl-

ate，P5C），随后P5C又在Δ1-二氢吡咯-5-羧酸还原酶

（P5Creductase，P5CR）的催化下生成 L-脯氨酸。因

此，P5CS和P5CR是谷氨酸途径中的2个关键酶，分

别催化脯氨酸生物合成的第一步和最后一步反应，

in the leaves of seedlings treated with aminopurine and adenosine increased gradually with the prolon-

gation of stress, reaching the highest value on the first day, 1464 and 1169 times as high as that on day

0, respectively, and then gradually decreased on the third day.【Conclusion】The results of the valida-

tion experiment showed that the proline content of seedlings treated with four substances, namely xan-

thine nucleoside, adenosine, DL-homocysteine, and aminopurine, increased during the low temperature

stress compared with the control group sprayed with tap water, indicating that all four substances have

the effect of regulating the cold resistance of peach buds.

Key words: Peach buds; Cold resistance; Differential metabolites; Metabolome
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其中第一步反应为限速反应。

为揭示在桃上是否存在除脯氨酸之外的低温响

应相关代谢物质，笔者在本研究中采用基于超高效

液相色谱串联质谱（UPLC-MS/MS）的广泛靶向代

谢组学技术，通过聚类分析（hierarchical cluster anal-

ysis，HCA）、差异倍数法（fold change，FC）等统计分

析方法，鉴定低温胁迫处理条件下桃芽中的显著差

异代谢物质，并验证关键代谢物与桃芽抗寒性的关

系。研究有利于阐明桃抗寒的生理生化基础，为后

续开发相应的调控措施提供理论支撑。

1 材料和方法

1.1 材料

用于抗寒处理以鉴定差异代谢物所用的桃品种

为中农金辉，试验材料取自中国农业科学院郑州果

树研究所桃圃，树龄 6 a（年），取样时间为 2021年 7

月，所选试材为树冠外围中上部的1年生幼嫩枝条。

验证差异代谢物与抗寒性关系的材料为经笔者

所在实验室组培快繁的2年生桃抗砧1号盆栽桃苗。

1.2 低温胁迫处理方法

剪取树冠外围中上部幼嫩枝条，保鲜膜封住枝

条以避免水分散失，将枝条带回实验室后剪成30 cm

左右的枝段，保鲜膜包裹后放入冰箱开始胁迫处理，

一次性放入试验所需的所有枝条，依据前人[23]研究

确定胁迫温度为-14 ℃，并记录处理开始时间，分别

在处理时间达到0、24、72 h时取出部分枝段，在枝段

未解冻状态下去掉枝段上的叶子，选择枝段上大小

一致且未受机械损伤的桃芽，用镊子与解剖针剥出

后迅速放入液氮中，称量剥出桃芽的总质量，达到代

谢物测定所需要的质量后停止取样，将所取桃芽平

均分成2份，作为2个重复，用于代谢物测定。

1.3 体外喷施药剂对抗寒性的影响

首先，选择氨基嘌呤、腺苷、黄嘌呤核苷以及

DL-同型半胱氨酸标准品，用蒸馏水配制不同浓度

的溶液，浓度参考前人[24-26]研究，其中氨基嘌呤、腺苷

和黄嘌呤核苷的质量浓度均为 50 mg∙L-1，DL-同型

半胱氨酸质量浓度 5 mg∙L-1，标准品氨基嘌呤纯度

为 98%，腺苷纯度≥ 99%，黄嘌呤核苷纯度≥ 99%，

DL-同型半胱氨酸纯度≥ 90%，均购自源叶生物科技

有限公司（上海）。

取15株生长一致的中桃抗砧1号在光照培养箱

中进行低温处理，为保证桃苗处于存活状态，选

择-4 ℃进行低温处理，光照培养箱设定光照时间

16 h，黑暗时间 8 h。然后，分别用配制的不同标准

品溶液进行喷施，每株每次喷施用量大约15 mL，每

24 h喷施处理1次。最后，测定处理后1、3、7 d的叶

片中脯氨酸含量，脯氨酸测定方法按照脯氨酸（Pro）

含量检测试剂盒（索莱宝生物科技有限公司，北京）

说明书操作。

1.4 代谢物提取流程

样品放置于冻干机（Scientz-100F，新芝，宁波）

中进行真空冷冻干燥，研磨仪（MM 400，Retsch，

Germany）30 Hz研磨 90 s成粉末。称取 100 mg，溶

解于1.2 mL 70%甲醇提取液中，每30 min涡旋1次，

每次持续 30 s，共涡旋 6 次，样品置于 4 ℃冰箱过

夜。12 000 r ·min-1离心 10 min后吸取上清液，用微

孔滤膜（0.22 μm）过滤样品，并保存于进样瓶中，用

于UPLC-MS/MS分析。

1.5 色谱和质谱采集条件

数据采集系统主要包括超高效液相色谱和串联

质谱。液相条件：①色谱柱：Agilent SB-C18 1.8 μm，

2.1 mm × 100 mm；②流动相：A相为超纯水（含0.1%

的甲酸），B相为乙腈（含0.1%的甲酸）；③洗脱梯度：

0.0 min B相比例为 5%；9.0 min内B相比例线性增

加到 95%，并维持 1 min；10.0~11.1 min，B相比例降

为 5%，并以 5%平衡至 14 min；流速 0.35 mL · min-1；

柱温 40 ℃；进样量 4 μL。质谱所用的系统为

AB4500 Q TRAP UPLC/MS/MS，采用三重四极杆线

性离子阱。ESI 源操作参数如下：离子源，涡轮喷

雾；源温度 550 ℃；离子喷雾电压 5500 V（正离子模

式）/-4500 V（负离子模式）；离子源气体Ⅰ、气体Ⅱ

和帘气分别设置为 50、60和 25.0 psi，碰撞诱导电离

参数设置为高。

1.6 代谢物定性与定量

基于自建的MWDB（metware database）数据库，

根据二级谱信息进行物质定性，分析时去除了同位

素、含K+离子、Na+离子、NH4
+离子的重复信号，以及

本身是其他更大分子质量物质碎片离子的重复信

号。

代谢物定量是利用三重四级杆质谱的多反应监

测模式（multiple reaction monitoring，MRM）分析完

成。MRM模式中，四级杆首先筛选目标物质的前

体离子（母离子），排除掉其他分子质量物质对应的

离子以初步排除干扰；前体离子经碰撞室诱导电离
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后断裂形成很多碎片离子，碎片离子再通过三重四

级杆过滤选择出所需要的一个特征碎片离子。获得

不同样本的特征离子数据后，对所有物质质谱峰进

行峰面积积分，并对其中同一代谢物在不同样本中

的质谱出峰进行积分校正。

1.7 关键基因的定量表达分析

提取用代谢物溶液喷施处理后的中桃抗砧 1

号叶片RNA，反转录后得到 cDNA。选择 1个桃抗

寒相关基因PpCBF2以及 1个脯氨酸合成关键基因

PpP5CS，以 cDNA 为 模 板 ，以 PpCBF2- F/R、

PpP5CS-F/R为荧光定量引物，以 β-actin-F/R为内参

引物进行qPCR反应，根据2-△△CT法计算基因的相对

表达量，试验3次重复，引物序列详见表1。RNA提

取试剂盒购自北京华越洋生物科技有限公司（北

京），反转录与SYBR-Green试剂盒购自北京康润诚

业生物科技有限公司（北京），qPCR 采用 Roche

LightCycler® 480 Ⅱ实时荧光定量 PCR系统，qPCR

反应步骤为：95 ℃预变性 5 min；95 ℃变性 10 s，

60 ℃退火 10 s，72 ℃延伸 10 s，40 ℃保持 10 s，45

个循环。

表 1 实时荧光定量 PCR 引物序列

Table 1 Primer sequences for quantitative real-time PCR

引物名称 Primer name

β-actin

PpCBF2

PpP5CS

上游引物（5’-3’）Forward primer（5’-3’）

GATTCCGGTGCCCAGAAGT

GCGTCAGAAAGCAAGTCAGC

AGCCTGTAACGCGATGGAAA

下游引物（5’-3’）Reverse primer（5’-3’）

CCAGCAGCTTCCATTCCAA

CTCGGTGTAAAGAGGTGGAGACA[19]

TGGAATGAATGCGCTTGTGG[22]

1.8 数据分析

将原始数据导入代谢组学处理软件 Analyst

1.6.3进行处理，包括基线过滤、峰识别、积分、保留

时间校正、峰对齐和归一化等。处理后的数据根据

差异倍数值（fold change，FC）和显著性 p值进行差

异性代谢物的筛选，以 |log2FC|＞0.6，p-value＜0.05

为筛选标准，log2FC＞0.6 视为显著上调代谢物，

log2 FC＜-0.6视为显著下调代谢物，其余视为差异

不显著。

2 结果与分析

2.1 桃芽低温处理后代谢组成分的类别分析

将桃芽低温胁迫处理 0、1、3 d的样本分别定义

为T1、T2、T3，然后将通过UPLC-MS/MS检测平台

检出的信号与数据库进行比对，发现在中农金辉桃

芽的 3个样品中共检测到 172种有功能注释的代谢

物，可分为 10类（表 2），其中氨基酸及其衍生物占

比最高，其次是酚酸类、黄酮、有机酸和脂质等。

表 2 桃芽代谢物分类占比

Table 2 Classification proportion of total metabolites in bud

代谢物

Metabolites

氨基酸及其衍生物 Amino acids and derivatives

酚酸类 Phenolic acids

黄酮 Flavonoids

有机酸 Organic acids

脂质 Lipids

数目

Quantity

19

24

23

10

28

占比

Ratio/%

20.40

15.44

14.73

12.58

10.10

代谢物

Metabolites

核苷酸及其衍生物 Nucleotides and derivatives

生物碱 Alkaloids

鞣质 Tannins

木脂素和香豆素 Lignans and Coumarins

其他 Others

数目

Quantity

21

13

3

1

30

占比

Ratio/%

7.49

3.02

2.12

0.01

14.10

2.2 桃芽低温处理后代谢组成分的含量分析

分析 172种代谢物成分的含量，发现中农金辉

桃芽中占比大于1%的主要代谢物有32种（表3），其

中氨基酸类衍生物7种、黄酮5种、酚酸类4种、脂质

4种、有机酸 3种、生物碱 2种、核苷酸及其衍生物 2

种、鞣质1种、其他类4种。水杨酸O-咖啡酸含量最

高，达到5.58%，其次是L-天冬酰胺和2，5-二羟基苯

甲酸-O-己糖苷含量等。

2.3 低温处理对桃芽代谢物的影响

为进一步分析低温对桃芽代谢物成分和含量的

影响，研究绘制了不同处理间代谢物相对含量的火

山图（图1）。

在T1 vs T2与T1 vs T3中，共筛选到 32种差异

代谢物，其中8种下调和24种上调（表4）。
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表 3 桃芽中主要代谢物种类与占比

Table 3 Classes and proportion of main metabolites in buds

代谢物

Metabolites

水杨酸O-咖啡酸 Salicylic acid O-caffeic acid

L -天冬酰胺 L -Asparagine

2，5-二羟基苯甲酸O-己糖苷

2，5-Dihydroxy benzoic acid O-hexside

高丝氨酸 Homoserine

顺式3-对香豆酸奎尼酸 Cis-3-p-coumaric quinic acid

山奈酚-对香豆酰葡萄糖苷

Kaempferol-3-Glucoside-6''-p-coumaroyl

3，4-二羟基苯甲醛 3，4-Dihydroxybenzaldehyde

葡萄糖酸 Gluconic acid

6，7-二羟基香豆素7-O-奎尼酸

6，7-Dihydroxycoumarin 7-O-quinic acid

3-O-阿魏酰奎宁酸

3-O-Feruloylquinic acid

樱桃苷 Prunin

尿酸（RG）UROCANIC ACID(RG)

L-哌啶酸 L -Pipecolic acid

L -缬氨酸 L -Valine

L -亮氨酸 L -Leucine

鸟苷 Guanosine

占比

Ratio/%

5.58

5.17

4.20

3.78

3.57

3.34

3.30

3.22

2.88

2.72

2.70

2.70

2.54

2.49

2.34

2.30

代谢物

Metabolites

异鼠李素-3-O-芸香糖 Isorhamnetin-3-O-rutinoside

LysoPC 18：2（2n异构体）LysoPC 18：2 (2n isomer)

D-山梨糖醇

D-Sorbitol

烟酸-己糖苷 Nicotinic acid-hexoside

原花青素B3 Procyanidin B3

L-谷氨酸

L-Glutamic acid

2，5-二羟基苯甲酸 2，5-Dihydroxybenzoic acid

6-甲基巯嘌呤 6-Methylmercaptopurine

5-氧脯氨酸

5-Oxoproline

十八碳-9E，13E，15Z-三烯酸

Octadeca-11E，13E，15Z-trienoic acid

烟碱 Nicotiflorin

酪氨酸 Tyrosine

LysoPC 18：1（2n异构体）LysoPC 18：1 (2n isomer)

葫芦巴碱 Trigonelline

丁香亭-3-O-半乳糖苷 Syringetin-3-O-galactoside

9，10-EODE

占比

Ratio/%

2.17

1.93

1.85

1.83

1.78

1.77

1.64

1.46

1.41

1.41

1.34

1.33

1.27

1.14

1.08

1.03

A. T1 vs T2，即与对照组（0 h）比较，低温处理 24 h 筛选得到的差异代谢物；B. T1 vs T3，即与对照组（0 h）比较，低温处理 72 h 筛选得到的差

异代谢物。|log2FC|＞0.6，p-value＜0.05 为筛选标准，log2FC＞0.6 视为显著上调代谢物，log2FC＜-0.6 视为显著下调代谢物，其余视为差异不

显著。

A. T1 vs T2, differential metabolites obtained by screening at low temperature treatment for 24 h compared to the control (0 h); B. T1 vs T3. differ-

ential metabolites obtained by screening at low temperature treatment for 72 h compared to the control (0 h). |log2FC|＞0.6, p-value＜0.05 as screen-

ing criteria, log2FC＞0.6 considered as significant up-regulated metabolites, log2FC＜-0.6 considered as significant down-regulated metabolites, the

rest considered as insignificant difference.

图 1 芽不同处理时间的差异代谢物火山图

Fig. 1 Volcano plot of differential metabolites of peach buds at different treatment times

2.4 差异代谢物聚类分析

采用聚类分析方法，进一步分析 3个处理时间

桃芽中代谢物的整体变化趋势（图 2）。由图 2可以

看出，差异代谢物在芽中的含量区分明显，种类最多

的为脂质，其次是氨基酸及其衍生物、核苷酸及其衍

生物、生物碱等。其中，长寿花糖苷与烟酸2种代谢
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物含量整体表现先下调再上调，但前期下调不显著

（长寿花糖苷 p- value = 0.8＞0.05，烟酸 p- value =

0.73＞0.05）；同样的，L-精氨酸含量整体表现先下调

再上调，但后期上调不显著（p-value=0.13＞0.05）；

DL-同型半胱氨酸、苜蓿素这2种代谢物含量整体表

现上调，但前期变化不显著（DL-同型半胱氨酸 p-

value = 0.19＞0.05，苜蓿素p-value = 0.07＞0.05）。

2.5 喷施特定代谢物对桃抗寒性的影响

为证实差异代谢物的功能，从32种差异代谢物

中，选择经低温处理 1 d与 3 d后，与对照组（0 d）相

比表现上调的 4种代谢物，配制成标准品溶液并喷

施桃幼苗，测定低温处理后对照组与处理组叶片的

表 4 不同处理时间下芽差异代谢物

Table 4 Different metabolites in peach buds under different treatment periods

差异代谢物

Different metabolites

L-天冬氨酸 L -Aspartic acid

DL-同型半胱氨酸 DL -Homocysteine

L-精氨酸 L-Arginine

L-色氨酸 L -Tryptophan

氧化型谷胱甘肽 Glutathione oxidized

氨基嘌呤 Aminopurine

腺苷 Adenosine

鸟苷 Guanosine

黄苷 Xanthosine

3’-单磷酸腺苷 Adenosine 3’-monophosphate

腺苷-5’-单磷酸 Adenosine 5’-monophosphate

5’-肌苷酸 Inosine 5’-monophosphate

苜蓿素 Tricin

烟酸 Nicotinic acid

3，4-二羟基苯甲醛 3，4-Dihydroxybenzaldehyde

D-泛酸 D-Pantothenic acid

葡糖胆素 Glucogallin

海藻糖 Trehalose

反式玉米素O-葡萄糖苷 Trans-Zeatin O-glucoside

长寿花糖苷 Roseoside

甲氧基吲哚乙酸 Methoxyindoleacetic acid

sn-甘油-3-磷酸胆碱 sn-Glycero-3-phosphocholine

9，10-EODE 溶血磷脂酰乙醇胺 16:0

LysoPE 16:0 溶血磷脂酰乙醇胺 18:2

LysoPE 18:2 溶血磷脂酰乙醇胺 18：1

LysoPE 18：1

溶血磷脂酰胆碱 16：0

LysoPC 16：0

LysoPC 18：3（2n异构体）

LysoPC 18：3 (2n isomer)

LysoPC 18：2（2n异构体）

LysoPC 18：2 (2n isomer)

LysoPC 18：1（2n异构体）

LysoPC 18：1 (2n isomer)

溶血磷脂酰胆碱 18：1 LysoPC 18：1

溶血磷脂酰胆碱 20：4 LysoPC 20：4

T1 vs T2

差异倍数对数

log2FC

-0.81

1.72

-1.19

-0.99

3.02

1.24

1.28

0.51

0.90

1.97

1.58

1.88

1.23

0.11

-0.21

-0.62

0.74

0.90

-0.12

0.04

-0.92

-1.06

0.76

1.69

1.51

1.55

2.11

1.87

1.58

2.79

1.63

1.59

p值
p-value

0.03

0.19

0.01

0.02

0.01

0.01

0.00

0.01

0.02

0.04

0.02

0.00

0.07

0.73

0.1

0.24

0.00

0.00

0.78

0.80

0.02

0.01

0.06

0.00

0.04

0.00

0.01

0.00

0.02

0.00

0.03

0.14

调控类型

Regulation type

Down

-

Down

Down

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

-

-

-

-

Up

Up

-

-

Down

Down

-

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

-

T1 vs T3

差异倍数对数

log2FC

-0.64

2.27

-0.28

-0.79

2.59

1.12

1.21

0.90

1.38

1.49

0.98

0.95

1.61

1.19

-0.63

-1.14

-0.11

0.10

-0.64

0.64

-0.70

-0.88

0.94

1.93

1.49

1.65

2.14

2.10

1.38

2.39

1.53

1.74

p值
p-value

0.02

0.04

0.13

0.01

0.00

0.00

0.00

0.01

0.01

0.01

0.07

0.09

0.00

0.02

0.00

0.01

0.91

0.76

0.05

0.04

0.00

0.00

0.04

0.00

0.02

0.00

0.01

0.00

0.03

0.01

0.03

0.00

调控类型

Regulation type

Down

Up

-

Down

Up

Up

Up

Up

Up

Up

-

-

Up

Up

Down

Down

-

-

Down

Up

Down

Down

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

Up

注：-. 无差异。

Note: -. No difference.
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图 2 不同处理时间桃芽差异代谢物聚类分析

Fig. 2 Cluster analysis of differential metabolites in peach bud under different treatments
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脯氨酸含量，以探讨特定代谢物对桃抗寒性的调控

作用（图3）。结果表明，低温胁迫处理后，不同代谢

物处理的脯氨酸含量均上升，处理后第 3天出现峰

值，在第 7天则有所下降。喷施清水的对照组在胁

迫前后脯氨酸含量上升幅度较小，第 3天脯氨酸含

量仅为0 d的2倍；而喷施其他物质如黄嘌呤核苷的

第3天脯氨酸含量为0 d的6倍。

2.6 喷施特定代谢物对桃抗寒相关基因表达量的

影响

为进一步从转录水平验证代谢物喷施对桃幼苗

抗寒性的影响，笔者选择了 1个低温响应相关基因

PpCBF2[19]以及1个脯氨酸合成关键基因PpP5CS[22]，

测定其在低温处理后的相对表达量。

由图 4-A可见，喷施清水的对照组，PpCBF2表

达量随低温胁迫时间延长逐渐上升，在第 7天达到

最高值，为 0 d的 1246倍；经DL-同型半胱氨酸与黄

嘌呤核苷处理后的幼苗，其叶片中PpCBF2的表达

量同样随胁迫时间延长逐渐增加，但峰值出现在处

理后第 3天，随后表达量有所下降，第 3天表达量分

别达到 0 d的 13 810与 3650倍；经氨基嘌呤与腺苷

处理后的幼苗，其叶片中PpCBF2的表达量峰值出

现在第 1天，分别为 0 d的 1464与 1169倍，自第 3天

L-精氨酸 L-Arginine
L-色氨酸 L-Tryptophan
甲氧基吲哚乙酸 Methoxyindoleacetic acid
sn-甘油-3-磷酸胆碱 sn-Glycero-3-phosphocholine
L-天冬氨酸 L-Aspartic acid
3,4-二羟基苯甲醛 3,4-Dihydroxybenzaldehyde
D-泛酸 D-Pantothenic acid
反式玉米素 O-葡萄糖苷 Trans-zeatin O-glucoside
葡糖胆素 Glucogallin
海藻糖 Trehalose
3'-单磷酸腺苷 Adenosine 3'-monophosphate
腺苷-5'-单磷酸 Adenosine 5'-monophosphate
5'-肌氨酸 Inosine 5'-monophosphate
长寿花糖苷 Roseoside
烟酸 Nicotinic acid
DL-同型半胱氨酸 DL-Homocysteine
黄苷 Xanthosine
苜蓿素 Tricin
溶血磷脂酰胆碱 16:0 LysoPC 16:0
LysoPC 18:2(2n 异构体) LysoPC 18:2 (2n isomer)
溶血磷脂酰胆碱 18:1 LysoPC 18:1
溶血磷脂酰乙醇胺 18:2 LysoPE 18:2
氨基嘌呤 Aminopurine
腺苷 Adenosine
氧化型谷胱甘肽 Glutathione oxidized
LysoPC 18:1(2n 异构体) LysoPC 18:1 (2n isomer)
溶血磷脂酰胆碱 20:4 LysoPC 20:4
鸟苷 Guanosine
9,10-EODE
溶血磷脂酰乙醇胺 16:0 LysoPE 16:0
溶血磷脂酰乙醇胺 18:1 LysoPE 18:1
LysoPC 18:3（2n 异构体）LysoPC18:3(2n isomer)
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图 3 不同代谢物溶液处理后叶片脯氨酸含量变化情况

Fig. 3 Changes of proline content in leaves after treated

with different metabolite solutions
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开始逐渐下降。该结果表明，桃幼苗确实受到了低

温胁迫，但不同代谢物处理可能影响了桃幼苗的低

温响应能力。

由图4-B可见，喷施清水、腺苷、DL-同型半胱氨

酸与氨基嘌呤处理的样品中PpP5CS表达量整体随

胁迫时间延长而上升，在第7天达到峰值，其峰值分

别为 0 d的 2、1.7、2.8与 2.3倍。而经黄嘌呤核苷处

理的幼苗，其叶片中PpP5CS表达量在第3天达到峰

值，其峰值达到 0 d的 4倍。喷施黄嘌呤核苷后，脯

氨酸合成相关基因表达最为明显，与该处理的叶片
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图 4 不同代谢物溶液处理后叶片相关基因表达量变化情况

Fig. 4 Changes of gene expression in leaves after treated with different metabolite solutions
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中脯氨酸含量较高相一致。

3 讨 论

笔者在本研究中利用广泛靶向代谢组检测方

法，一共检测到 172种代谢物，其中占比大于 1%的

主要代谢物有 32种，水杨酸O-咖啡酸的含量最高，

达到5.58%，其次是L-天冬酰胺。

水杨酸作为一种广泛存在于植物体内的酚类激

素，除了参与植物生长发育的多个过程以外，还能够

提高植物非生物抗逆性，在植物对环境胁迫响应中

发挥着重要作用。水杨酸可以通过调节活性氧及抗

氧化酶活性来影响植物抗逆性[27]，且水杨酸的作用

具有双重性[28]，即低浓度的水杨酸能够减轻幼苗所

受氧化伤害的程度；高浓度则加重。此外，谷晓勇

等[29]和Wildermuth等[30]认为植物体内水杨酸浓度的

变化是水杨酸响应环境胁迫的重要途径，在逆境条

件下，水杨酸生物合成途径中的基因被诱导表达，促

进水杨酸积累进而增强植物抗逆性。结合前人研究

结果，笔者推测当植物遭遇冷害时，体内的水杨酸信

号通路被激活，从而诱导抗寒相关基因表达、改变植

物体内水杨酸浓度，以及其他诸如抗氧化酶、蛋白质

以及植物激素等渗透调节物质的变化，进而提高植

物抗寒性。

植物在应对非生物胁迫和病菌侵害时，其体内

的天冬酰胺合成酶基因表达量会提高，从而积累大

量天冬酰胺以抵御逆境[31]，天冬酰胺合成酶基因也

因此被认为是潜在的抗逆基因。张晓磊[32]在对小黑

麦天冬酰胺合成酶基因克隆及功能验证研究中发

现，转天冬酰胺合成酶基因的拟南芥和烟草植株，其

耐逆性能得到提高，表明该基因具有增强植物耐逆

性的功能。因此，天冬酰胺作为植物体内运输新合

成氮的重要载体，在植物体遭遇逆境胁迫时，其含量

的积累有助于生物体抵御逆境。

在本实验筛选到的 4种差异代谢物中，黄嘌呤

核苷、腺苷、氨基嘌呤均属于核苷酸及其衍生物，生

产上对该类物质的应用也有较长的历史，研究表明，

核苷酸类物质能够促进粮食作物对磷肥、钾肥的吸

收，增加瓜果蔬菜的果实干质量、维生素C、总糖含

量[26,33]，改善果实外观和品质[34]等，增加菌类产品的

氨基酸含量[35-36]，提升菌类营养价值，增加产量和可

溶性固形物含量。此外，核苷酸在农作物上也被发

现可以作为一种植物生长调节剂，通过促进植物根
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系生长、提高根系吸收能力来增强植株抗逆性[37-38]。

DL-同型半胱氨酸属于氨基酸及其衍生物，对于该

类物质在农业生产中的应用也有研究，如高活性的

酶解左旋游离氨基酸能够提高植物抗逆性、改善光

合作用[39]等。本研究中鉴定出的DL-同型半胱氨酸

与丝氨酸在胱硫键-β合成酶作用下合成半胱氨酸，

而半胱氨酸作为一种天然的抗褐变剂，能够维持细

胞功能，增强抗氧化酶活性、减轻膜脂过氧化、保证

细胞膜的完整性[40]。

综上，各类大量代谢物与差异代谢物，在植物体

响应冷害过程中，参与不同的代谢途径，或作为渗透

调节物质改变细胞液浓度，降低细胞冰点，以抵御低

温伤害；或参与活性氧清除系统反应，清除代谢过程

中产生的多余活性氧自由基，减少由于膜脂过氧化

作用而对细胞造成的伤害。因此，了解各类代谢物

的功能及其参与的生理生化反应，对提高植物应对

逆境的能力具有重要作用。

4 结 论

笔者基于广泛靶向代谢组学技术鉴定了桃芽响

应低温处理的相关代谢物，并选择部分代谢物进行

了体外喷施验证。结果表明，低温诱导了低温响应

基因 PpCBF2 的表达，证实了低温处理的可靠性。

与清水对照相比，外源喷施标准品溶液处理的桃苗

叶片中脯氨酸含量显著上升；同时，脯氨酸合成关键

基因PpP5CS的表达与其表型变化具有相同趋势，

进一步表明黄嘌呤核苷、腺苷、DL-同型半胱氨酸以

及氨基嘌呤可增强植株抗寒性。
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