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山梨与中华猕猴桃不同抗性杂交种质响应

溃疡病菌侵染的代谢组差异分析
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2安徽农业大学园艺学院·园艺作物品质生物学安徽省重点实验室，合肥 230036）

摘 要：【目的】为明确猕猴桃细菌性溃疡病的抗性代谢机制，基于代谢组学技术对病菌侵染不同时间的山梨与中华猕

猴桃杂交种质（抗病种质E2545和感病种质E674）进行代谢物定性定量分析，旨在筛选与猕猴桃抗细菌性溃疡病相关

的差异代谢物，并明确其参与的植物抗病代谢途径，为猕猴桃抗溃疡病育种及抗性机制解析提供理论支撑。【方法】采

用离体枝条接种法对抗感种质进行病原菌接种，并于接种前及接种后3 d、7 d、14 d四个时期，对接种点上下1 cm处的枝

条木质化组织取样。进一步采用高效液相色谱-串联质谱法（LCMS/MS）及非靶向代谢组学检测抗感种质的差异代谢

物。【结果】抗感猕猴桃种质间差异代谢物种类主要为苯和取代衍生物、香豆素及其衍生物、异戊烯醇脂类、羧酸及其衍

生物等。87种差异代谢物在抗病材料中的含量始终高于感病材料，推测这些代谢物可能在猕猴桃抵御溃疡病菌侵染

机制中发挥重要作用。进一步筛选出阿司匹林（aspirin）、甘草酸（liquoric acid）、pestalactam B、缬草素（valtratum）4种

可能具有重要应用潜力的防御相关代谢物。苯丙烷类生物合成通路及苯丙烷代谢通路可能是猕猴桃响应溃疡病菌侵

染的关键代谢途径。【结论】本研究对溃疡病菌侵染不同时间的山梨与中华猕猴桃杂交群体的抗感种质进行了代谢物

定性定量分析，从代谢角度阐明了猕猴桃抗感种质响应溃疡病菌侵染的分子机制，为快速筛选与挖掘抗病种质奠定了

理论基础，同时为研发新型生防药剂提供了理论依据。
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Abstract:【Objective】Actinidia Lindl., a deciduous perennial liana genus endemic to China, is recog-

nized globally as a functional fruit crop owing to its unique organoleptic characteristics, exceptional nu-

tritional profile (notably distinguished as the ascorbate hyperaccumulator within Rosidae clade), and

pharmacological properties. The Chinese kiwifruit industry has undergone remarkable expansion, with
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cultivation areas reaching 300 000 hectares and annual production achieving 4.346 million metric tons

by 2024. This growth has significantly contributed to regional economic development, poverty allevia-

tion initiatives, and agroecosystem rehabilitation. Pseudomonas syringae pv. actinidiae (Psa), a phyto-

pathogen with rapid dissemination capacity and high virulence, poses severe threats to global kiwifruit

production, causing epidemic canker outbreaks. Identifying excellent disease-resistant germplasms, elu-

cidating the underlying mechanisms of resistance formation, and developing resistant cultivars are cru-

cial approaches to addressing the occurrence of canker. Plant metabolite alterations provide insights in-

to metabolic states, gene expression, and protein function. By conducting metabolomics research on

the resistant genotype E2545 and susceptible genotype E674 at different infection time points, we can

identify differential metabolites, determine associated metabolic pathways, and reveal their roles in bio-

logical processes. This study offers a metabolic perspective on the molecular mechanisms underlying

the response of kiwifruit materials with differential resistance to Psa infection.【Methods】In vitro

stem inoculation assays were conducted on Psa-resistant (E2545) and susceptible (E674) kiwifruit gen-

otypes under controlled phytosanitary conditions. Longitudinal sections (1 cm) of xylem-differentiated

tissues were sampled proximal and distal from the inoculation site at defined intervals (0, 3, 7, and 14

days post-inoculation, dpi). Untargeted metabolomic profiling was performed using the ultra-high-per-

formance liquid chromatography coupled with quadrupole time- of- flight tandem mass spectrometry

(UHPLC-QTOF-MS/MS). Raw metabolite data was acquired using MassLynx V4.2. Data processing

including peak extraction and alignment was performed using Progenesis QI. Metabolite identification

was achieved against a self-built database (BMK) using MS/MS data, with quantification via multiple

reaction monitoring on a triple quadrupole mass spectrometer. Differential metabolites were screened

using thresholds of variable importance in projection (VIP)≥1, P-value＜0.05, and log2|FC|≥1.【Re-

sults】Comparative metabolomic profiling revealed distinct clustering of specialized metabolites be-

tween P. syringae pv. actinidiae (Psa)-resistant and susceptible Actinidia genotypes. Differential metab-

olites were predominantly categorized as benzene and substituted derivatives, coumarins and deriva-

tives, prenol lipids, carboxylic acids and derivatives. Quantitative analysis demonstrated significant ac-

cumulation of 87 defense- related metabolites in resistant germplasm, including key phytoalexins and

signaling molecules linked to systemic acquired resistance. Four metabolites exhibiting dual antimicro-

bial and immune-priming activities were prioritized: aspirin, liquoric acid, pestalactam B, and valtra-

tum. KEGG pathway enrichment analysis revealed significant activation of phenylpropanoid biosynthe-

sis and phenylpropanoid metabolism, indicating their critical roles in kiwifruit defense against Psa in-

fection.【Conclusion】This study conducted comparative metabolomic profiling of resistant and suscep-

tible germplasms in Actinidia rufa and Actinidia chinensis var. chinensis subjected to varying P. syrin-

gae pv. actinidiae (Psa) infection periods. Building on these findings, further in-depth research on the

key differential metabolites between resistant and susceptible kiwifruit germplasms could elucidate the

disease resistance mechanisms of germplasms, providing a theoretical basis for screening novel kiwi-

fruit germplasms resistant to bacterial canker. Additionally, antimicrobial activity assays and field trials

should be conducted to validate the antibacterial properties of these metabolites, facilitating the devel-

opment of innovative biocontrol agents. This integrated approach would advance both the theoretical

framework and practical applications in kiwifruit disease resistance breeding and sustainable disease

management.
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猕猴桃隶属猕猴桃科（Actinidiaceae）猕猴桃属

（Actinidia Lindl），是我国重要的木质藤本果树 [1]。

因其果实风味独特、富含维生素C而深受消费者喜

爱，素有“维C之王”的称号[2]。我国猕猴桃产业经历

40余年的发展，已成为世界上猕猴桃产量和种植面

积最大的国家[3]，截至2024年，猕猴桃栽培面积和年

产量已达 30万 hm2和 434.6万 t，在我国县域经济发

展、农民脱贫致富、乡村经济振兴中发挥了重要作

用[4]。猕猴桃细菌性溃疡病由丁香假单胞杆菌猕猴

桃致病变种（Pseudomonas syringae pv. actinidiae，

Psa）引起，是全球猕猴桃产业的毁灭性病害。在我

国陕西、贵州等主产区病株率高达30%，严重威胁猕

猴桃产业的可持续发展[5]。我国拥有丰富的猕猴桃

种质资源，挖掘抗性优异的种质资源，揭示抗性形成

的内在机制，培育创制抗病品种，是解决溃疡病发生

的重要途径[6]。

植物在生长和繁殖过程中经常遭受各种生物和

非生物因素的干扰，其体内的代谢物不断变化，因此

代谢物的变化承载着代谢水平、基因表达和蛋白质

功能方面的丰富信息[7]。近年来，代谢组学作为一

种重要的生物技术方法已在植物科学研究中得到广

泛应用[8-10]，不仅能够客观准确地评价不同样品间的

均一性，还能筛选不同样品间的成分差异，同时对未

知样本进行归属判别，在定向育种、品种鉴定和品质

评价等方面发挥重要作用[11]。通过研究代谢所产生

的差异代谢物，揭示其参与的生命活动机制，已成为

研究植物抗病机制的重要手段。通过代谢组分析比

对不同抗性品种在病原菌侵染下各种差异代谢物的

含量变化，筛选与抗性相关的代谢物，同时结合遗传

学揭示植物与病菌之间的分子互作机制。番茄抗感

品种响应斑萎病侵染过程主要涉及 94种差异代谢

物，其中大部分属于类黄酮，表明类黄酮合成途径可

能与番茄植株的斑萎病抗病机制密切相关[12]。在十

字花科植物中，Li等[13]发现感病萝卜品种比抗病品

种含有更多的差异代谢物，进一步通过体外抗菌试

验，证实喷施 5 mg·L-1的人参皂苷 Rg1 及 6-姜酚可

有效降低发病率和病情指数，且能促进幼苗生长。

Xiao等 [14]在茄子抗青枯病品种的代谢组中鉴定到

63种差异代谢物，进一步分析证实植物激素在对抗

青枯病过程中发挥重要作用。Reymick等[15]通过代

谢组学分析，发现茉莉酸（JA）生物合成和信号转导

及苯丙烷类生物合成基因参与了柠檬醛诱导柑橘果

实抗青霉病的过程。Liu等[16]在抗感甜橙品种中鉴

定到 13种对柑橘溃疡病菌具有显著抑制作用的代

谢产物，其中瑞香素和七叶亭抑菌效果超过 60%。

由此证实代谢组技术已广泛应用于植物抗病机制研

究。

鉴于此，笔者以国家猕猴桃资源圃多年构建及

保存的山梨及中华猕猴桃杂交群体为材料，基于高

效液相色谱-串联质谱法（LCMS/MS），通过非靶向

代谢组学技术对溃疡病不同感染时间的抗病种质

E2545和感病种质E674进行代谢物定性定量分析，

筛选与抗性相关的差异代谢物，并解析差异代谢物

参与植物抗病的代谢途径，旨在阐明猕猴桃种质的

溃疡病抗病机制，以期为研发新型生防药剂奠定理

论基础。

1 材料和方法

1.1 材料

山梨猕猴桃与中华猕猴桃种间杂交种质均保存

于中国科学院武汉植物园国家猕猴桃种质资源圃

（武汉）中，均为 2倍体，树龄 6 a（年），树势生长良

好。分别于 2022年和 2023年对山梨与中华猕猴桃

杂交种质群体进行离体枝条接种，以评价群体抗

性[17]。综合两年的枝条鉴定结果，筛选出抗病种质

E2545和感病种质E674作为本研究材料，接种Psa

病菌后，两者枝条病斑长度分别为（4.99±0.65）mm

和（10.45±0.22）mm。

供试菌株M228为猕猴桃溃疡病病原菌丁香假

单胞菌猕猴桃致病变种 Pseudomonas syringae pv.

actinidiae（Psa），由西北农林科技大学果树病害病原

生物学及综合防治研究团队提供[18]，保存于中国科学

院武汉植物园植物种质创新与特色农业重点实验室。

1.2 方法

1.2.1 代谢组材料采集 2024年11月落叶后，采集

当年生猕猴桃健康枝条，选取直径约为 0.8 cm且长

势一致的枝条，截成 12~14 cm的短枝后，尽快用石

蜡密封枝条两端，防止水分流失。参照朱佳慧等[19]

的方法活化病菌，配置OD600=1.0的菌悬液（浓度为

109 CFU · mL- 1）。使用打孔器在枝条上制造 3 mm

宽、深至木质部的伤口，接种菌液，以无菌水处理作

为阴性对照。代谢组样本取样时间为未接种、接种

后3 d、7 d、14 d四个时间点，取样部位参照秦红艳[20]

的方法，剪取以病菌接种点为中心的上下各1 cm处

贺 迪，等：山梨与中华猕猴桃不同抗性杂交种质响应溃疡病菌侵染的代谢组差异分析 15
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的枝条木质化组织 0.3 g。每个时间点设置 4次重

复，共 32个样品（表 1）。代谢组检测由青岛百谱生

物科技有限公司完成。

表 1 代谢组检测样品

Table 1 Metabolome detected samples

时期 Stage

未接种

No inoculation

接种后3 d
3 d post inoculation

接种后7 d
7 d post inoculation

接种后14 d
14 d post inoculation

E2545

A0（1-1、1-2、1-3、1-4）

A3（1-1、1-2、1-3、1-4）

A7（1-1、1-2、1-3、1-4）

A14（1-1、1-2、1-3、1-4）

E674

B0（4-1、4-2、4-3、4-4）

B3（3-1、3-2、3-3、3-4）

B7（3-1、3-2、3-3、3-4）

B14（3-1、3-2、3-3、3-4）

1.2.2 代谢物提取 参考Wang等[21]的操作方法提

取代谢物：称取50 mg猕猴桃枝条样本，加入1000 µL

内标提取液（甲醇、乙腈、水体积比为2∶2∶1），混匀后

加入钢珠研磨10 min，冰水浴超声处理10 min，20 ℃

静置1 h。4 ℃、12 000 r·min-1离心15 min，取500 µL

上清液于真空浓缩器中干燥。在干燥后的代谢物中

加入160 μL提取液（乙腈、水体积比为1∶1）复溶，涡

旋30 s，冰水浴超声10 min，4 ℃、12 000 r·min-1离心

15 min，取上清液待测。

1.2.3 仪器设备 液质联用系统由沃特世Acquity

IClass PLUS 超高效液相串联沃特世 Xevo G2XS

QTof高分辨质谱仪组成，所使用色谱柱为购自沃特

世的Acquity UPLC HSS T3 色谱柱（1.8 μm，2.1 m×

100 mm）。质谱条件：在采集软件（MassLynx V4.2，

Waters）控制下的MSe模式进行一级、二级质谱数据采

集。在每个数据采集循环中，同时对低碰撞能量及高

碰撞能量进行双通道数据采集。低碰撞能量为2 V，高

碰撞能量区间为10~40 V，质谱图扫描频率为每0.2 s

一张。ESI离子源参数如下：毛细管电压2000 V（正

离子模式）或1500 V（负离子模式）；锥孔电压30 V；

离子源温度150 ℃；脱溶剂气温度500 ℃；反吹气流

速50 L·h-1；脱溶剂气流速800 L·h-1。

1.2.4 数据统计 利用MassLynx V4.2采集代谢物

原始数据，运用Progenesis QI软件对数据进行峰提

取、峰对齐等处理。基于百迈克生物科技有限公司

构建数据库BMK（biomarker database），根据二级谱

信息进行物质定性分析，利用三重四级杆质谱的多

反应监测模式进行定量分析。差异代谢物筛选阈值

为变量权重值（variable importance in projection，

VIP）≥1、P- value＜0.05、差异倍数（fold change，

FC），经 log2转化，log2|FC|≥1。

2 结果与分析

2.1 QC样本质控结果

为保证色谱质谱分析的可靠性，每个样品中取

等体积混匀作为 QC样本（quality control，QC），考察

QC样本间的相关性。根据代谢物的相对定量值计

算 QC 样本间的皮尔逊相关系数（r）。相关系数越

接近 1，QC样本间相关性越高，表明整个检测过程

仪器稳定性越好，数据质量越高。

本试验QC样本相关性如图 1所示，QC样本在

正离子模式下相关性分布在 0.988 4~0.996 4之间，

负离子模式下相关性分布在 0.994 1~0.997 7之间，

均表现出高相关性，证实本研究数据质量可靠。

2.2 样本间PCA和OPLS-DA结果

PCA主成分分析是一种无监督模式识别的多

维数据统计分析方法，反映代谢组数据的原始情

况。PCA分析结果以散点图形式展示各代谢组之

间的分离趋势，以此表明各样品组间代谢物的差

异。本研究 PCA结果如图 2所示，2个主成分的累

计贡献率达 39.4%，当PC1=23.6%、PC2=15.8%时，8

组样品间的分离趋势较为明显，反映出样品间代谢

组数据存在差异，且重复样本聚在一起，表明重复样

本间的相似性较高，可用于后续分析。进一步分析

发现，除B14组外，抗病组和感病组样本分离明显，

表明抗病种质和感病种质的代谢群存在显著差异，

与预期结果一致。此外，未接种抗病种质样本A0大

部分分布在PC1左半部分，接种后抗病种质A组样

本均分布在PC1右半部分；与未接种感病种质样本

B0相比，接种后感病种质B组样本在PC1上向右发

生偏移。由此表明，在溃疡病病原菌侵染下，猕猴桃

抗感种质中的代谢物均发生了变化。

由于代谢组数据检测的代谢物种类较多，且很

多代谢物具有多重共线性趋势，因此对于一些相关

性较小的差异变量，需要使用偏最小二乘判别分析

（orthogonal projections to latent structures- discrimi-

nant analysis，OPLS-DA）进行判断。OPLS-DA预测

模型评价参数中的R2Y和Q2Y越接近于 1，表示模型

越稳定可靠。因此，可用此模型筛选差异代谢物。

Q2Y＞0.5时认为是有效的模型，Q2Y＞0.9时为出色

的模型。

由表 2 可知，不同组间 OPLS-DA 相关模型的

16
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R2Y（cum）和 Q2（cum）范围分别为 0.996~0.999 和

0.840~0.911之间，R2Y、Q2值均大于 0.5，表明该模型

稳定可靠。猕猴桃溃疡病侵染抗感种质第 3 天、7

天、14天后的代谢组数据（处理组和对照组之间）存

在统计学显著差异。

2.3 不同接种时间抗感种质间差异代谢物

设置不同分组，对抗病（A）、感病（B）材料不同

时期样本进行差异代谢物分析（图3）。通过非靶向

代谢组学分析方法共检测到代谢物5886种，进一步

对代谢物进行分类，结果显示这些代谢物主要为有

机氧化合物（organic oxygen compounds）、异戊烯醇
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PCA

-100 -50 0 50

PC1(23.6%)

50

0

-50

-100

P
C

2(
15

.8
%

)

图 2 样本 PCA 主成分分析

Fig. 2 Sample PCA principal component analysis

A. 正离子模式下 QC 质控样本间相关性；B. 负离子模式下 QC 质控样本间相关性。

A. Correlation between QC control samples in positive ion mode; B. Correlation between QC control samples in negative ion mode.

图 1 QC 质控样本间相关性

Fig. 1 Correlation between QC control samples
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0.991 3 0.991 8 0.993 3 0.993 2 0.991 3 0.988 4

0.994 4 0.993 6 0.994 7 0.992 7 0.990 5

0.992 5 0.994 7 0.993 5 0.991 3

0.996 4 0.993 2 0.989 0

0.991 1 0.989 5

0.990 4

0.995 8 0.996 1 0.997 6 0.996 6 0.997 5 0.985 3

0.996 5 0.995 0 0.997 7 0.997 2 0.995 2

0.994 4 0.947 0 0.997 0 0.995 2

0.994 8 0.996 1 0.994 1

0.995 7 0.994 2

0.994 3

表 2 OPLS-DA 模型参数

Table 2 Statistics of OPLSDA analysis

比较组
Comparison group

A0 vs B0

A3 vs B3

A7 vs B7

A14 vs B14

模型
Model

OPLSDA

OPLSDA

OPLSDA

OPLSDA

R2X(cum)

0.538

0.571

0.458

0.475

R2Y(cum)

0.999

0.996

0.999

0.999

Q2(cum)

0.911

0.895

0.877

0.840

贺 迪，等：山梨与中华猕猴桃不同抗性杂交种质响应溃疡病菌侵染的代谢组差异分析 17
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图 3 抗感种质在不同溃疡病感染时间的差异代谢物火山图

Fig. 3 Volcano plots of differentially expressed metabolites in resistant and susceptible varieties at different times
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脂类（prenol lipids）、苯和取代衍生物（benzene and

substituted derivatives）、脂肪酰基（fatty Acyls）、羧酸

及其衍生物（carboxylic acids and derivatives）、黄酮

类化合物（flavonoids）、酚类化合物（phenols）、类固

醇及其衍生物（steroids and their derivatives）、香豆

素及其衍生物（coumarins and their derivatives）等。

相较于感病种质，在抗病种质接种前（A0 vs B0）共

鉴定到 2179种差异代谢物（其中 971种上调，1208

种下调）；接种后 3 d（A3 vs B3）鉴定到 1715种差异

代谢物（其中 500种上调，1215种下调）；接种后 7 d

（A7 vs B7）鉴定到 1518种差异代谢物（其中 679种

上调，839种下调）；接种后14 d（A14 vs B14）鉴定到

1345种差异代谢物（其中614种上调，731种下调）。

2.4 不同接种时间抗感种质间共有差异代谢物

在接种溃疡病前后的4个时期，抗感种质有193

种共有差异代谢物（图 4），进一步对上述差异代谢

物进行分类分析，结果显示这些差异代谢物主要包

含苯和取代衍生物、香豆素及其衍生物、异戊烯醇脂

类、羧酸及其衍生物等。

图 4 抗感种质中差异代谢物数目

Fig. 4 The number of differential metabolites among

resistant and susceptible germplasms
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将各时期抗感种质间数据进行比对，发现17种

代谢物在抗病种质中的含量低于感病种质，表现为

代谢物含量上调（部分数据如表 3所示），包括 2-戊

酮糖[2-pentulose（9CI）]、苯丙醇胺（PPA）、芫荽酮B

（coriandrone B）、α-氨基丁酰-苏氨酸（Abu-Thr-OH）

等。

在接种不同时期，87种共有差异代谢物在抗病

种质中的含量均高于感病种质，表现为下调（部分数

据如表 3所示）。包括N-乙酰酪胺 1-O-β-葡萄糖苷

（N-acetyltyramine 1-O-beta-glucoside）、二氧吲哚-β-

D-葡萄糖苷（dioxindole-beta-D-glucoside）、多甾素E

（polystanin E）、乙酰水杨酸（aspirin）、乙酰胺素

（acetylexidonin）、皂苷内酯 C（saponaceolide C）、二

氢鸦胆子苷 B（yadanzioside B）、缬草三酯（valtra-

tum）等。

综上所述，猕猴桃抗感种质在病菌侵染不同时

表 3 不同侵染时期猕猴桃抗感种质间部分差异代谢物种类

Table 3 Partial differential metabolite types in kiwifruit resistant/susceptible germplasms across infection periods

ID

neg_1153

neg_5091

neg_5548

neg_5550

neg_6709

pos_3753

pos_3881

pos_1524

neg_6576

pos_4523

neg_5240

neg_5362

neg_6175

pos_3482

neg_3680

pos_3327

neg_3542

pos_3480

pos_2841

名称Name

6''-O-对-香豆酰基槲子素龙胆双糖苷

6''-O-p-Coumaroylgenipin gentiobioside

3β-羟基-8β-木香烃内酯

3β-hydroxy-8β-costunolide

2-戊酮糖 2-Pentulose (9CI)

α-氨基丁酰-苏氨酸 Abu-Thr-OH

麻楝素F Chuktabularin F

芫荽酮B Coriandrone B

苯丙醇胺 PPA

3'-氟-3'-脱氧胸苷一磷酸

3'-Fluoro-3'-deoxythymidine Monophosphate

N-乙酰酪胺1-O-β-葡萄糖苷

N-acetyltyramine 1-O-β-glucoside

8α-羟基脱水维洛托林

8α-hydroxyanhydroverlotorin

二氧吲哚-β-D-葡萄糖苷

Dioxindole-β-D-glucoside

千里光菲灵碱 N-氧化物

Seneciphylline N-oxide

丁香酰胺 Clovamide

多甾素E Polystanin E

二氢鸦胆子苷B Yadanzioside B

2′-O-(2-甲氧基乙基)鸟苷

2-O-(2-Methoxyethyl) guanosine

双苯霉素C Biphenomycin C

西奥拉苷Sioraside

丙酰基比塔林 A Propanoylbitalin A

A0 vs B0_log2FC

0.691

0.749

1.053

0.338

1.408

1.134

0.883

0.849

-37.335

-36.193

-34.469

-8.515

-7.872

-3.834

-3.157

-3.123

-2.844

-2.574

-2.536

A3 vs B3_log2FC

0.458

0.643

1.124

0.866

1.004

0.960

1.217

1.470

-37.974

-35.120

-34.180

-4.240

-8.329

-2.793

-2.638

-2.825

-2.690

-2.209

-1.243

A7 vs B7_log2FC

0.373

0.779

0.941

1.103

0.838

0.928

1.358

1.928

-11.679

-8.720

-33.651

-4.165

-6.924

-2.184

-1.784

-1.584

-1.426

-1.143

-0.629

A14 vs B14_log2FC

0.751

0.469

1.200

1.807

1.495

0.912

0.991

0.417

-8.194

-35.007

-33.234

-6.093

-5.742

-6.906

-1.504

-0.724

-0.911

-5.596

-0.660

类型Type

上调Up

上调Up

上调Up

上调Up

上调Up

上调Up

上调Up

上调Up

下调Down

下调Down

下调Down

下调Down

下调Down

下调Down

下调Down

下调Down

下调Down

下调Down

下调Down

期共有差异代谢物种类主要为苯和取代衍生物、香

豆素及其衍生物、异戊烯醇脂类化合物、羧酸及其衍

生物等。87种共有差异代谢物在抗病种质中的含

量始终高于感病种质，推测这些差异代谢物在猕猴

桃防御溃疡病菌中发挥重要作用。

2.5 抗感种质间差异代谢物KEGG通路

差异代谢物KEGG通路分析表明（图 5），抗感

种质间差异代谢物富集于苯丙烷类生物合成（phen-

ylpropanoid biosynthesis）、卟啉代谢（porphyrin me-

tabolism）、植物次生代谢产物生物合成（biosynthe-

sis of various plant secondary metabolites）、ABC转运

蛋白（ABC transporters）、泛醌及其他萜类醌生物合

成（ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthe-

sis）、苯丙氨酸代谢（phenylalanine metabolism）、核

黄素代谢（riboflavin metabolism）、半乳糖代谢（ga-

lactose metabolism）、酪氨酸代谢（tyrosime metabo-

lism）、花青素生物合成（anthocyanin biosynthesis）等

代谢通路，其中在苯丙烷类生物合成通路显著富

贺 迪，等：山梨与中华猕猴桃不同抗性杂交种质响应溃疡病菌侵染的代谢组差异分析 19
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KEGG 富集 KEGG enrichment

富集因子 Rich_factor

1.15 1.20 1.25 1.30 1.35

苯丙烷类生物合成 Phenylpropanoid biosynthesis

卟啉代谢 Porphyrin metabolism
植物次生代谢产物生物合成

Biosynthesis of various plant secondary metabolites
ABC 转运蛋白 ABC transporters

泛醌及其他萜类醌生物合成
Ubiquinone and other terpenoid-quinone biosynthesis

苯丙氨酸代谢 Phenylalanine metabolism
核黄素代谢 Riboflavin metabolism

半乳糖代谢 Galactose metabolism

酪氨酸代谢 Tyrosine metabolism
花青素生物合成 Anthocyanin biosynthesis

泛酸与辅酶 A 生物合成 Pantothenate and CoA biosynthesis
叶酸生物合成 Folate biosvnthesis

莨菪烷、哌啶和吡啶生物碱生物合成
Tropane, piperidine and pyridine alkaloid biosynthesis

甜菜碱生物合成 Betalain biosynthesis

氨酰基-tRNA 生物合成 Aminoacvl-tRNA biosvnthesis

抗坏血酸和醛糖酸代谢 Ascorbate andaldarate metabolism

类黄酮生物合成 Flavonoid biosvnthesis

氨基糖和核苷酸糖代谢 Amino sugar and nucleotide sugar metabolism

烟酸和烟酰胺代谢 Nicotinate and micotinamide metabolism

嘧啶代谢 Pyrimidine metabolism

P 值 P value

数量 Count

1.18e-2

2.76e-1

5.41e-1

5
10
15

图 5 抗感种质中差异代谢物 KEGG 富集通路

Fig. 5 KEGG enrichment analysis of differential metabolites among resistant and susceptible germplasms

图 6 不同抗性材料感染病原菌前后阿司匹林含量的变化

Fig. 6 Changes of aspirin content in different resistance

materials before and after pathogen infection

不同接种时间
Different inoculation times/h

B14

集。进一步分析发现193个共有差异代谢物显著富

集于苯丙氨酸代谢（phenylalanine metabolism）、丁

酸代谢（butanoate metabolism）、卟啉代谢（porphyrin

metabolism）、苯丙烷类生物合成（phenylpropanoid

biosynthesis）通路。

2.6 抗感品种间4种关键差异代谢物

研究发现，87种共有差异代谢物中大多数是不

同类型代谢物的衍生物，其中一些代谢物难以在市

场上获得。为鉴定具有应用潜力的抗病防御相关代

谢物，笔者基于代谢差异数据，筛选了4种极可能对

溃疡病菌具有抑制作用且市售的典型化合物，对其

含量变化及潜在功能进行了详细分析。

阿司匹林（aspirin）的主要成分是乙酰水杨酸

（acetylsalicylic acid，ASA），是水杨酸（salicylic acid，

SA）的衍生物。水杨酸是植物抗病信号通路的核心

分子，尤其在生物营养型病原体（如真菌、细菌）的抗

性机制中起关键作用。乙酰水杨酸可能通过影响植

物体内水杨酸等激素的信号转导途径，进而调节植

物的免疫反应。如图 6所示，接种前后抗病种质中

阿司匹林含量始终高于感病种质，且随着侵染时间

延长，抗病种质中阿司匹林含量逐渐升高。在第 3

天时，抗病种质中阿司匹林含量是感病种质的 2.27

倍；在第7天时，抗病种质中阿司匹林含量是感病种

质的 2.09倍；在第 14天时，抗感种质间阿司匹林含

量差异达到最大，差异倍数为2.65。与接种前相比，

接种第14天时，抗病种质与感病种质中阿司匹林含

量分别提高了2.72倍和1.82倍。

甘草酸（liquoric acid）能诱导抗氧化酶产生，维

持细胞内自由基氧化剂和抗氧化平衡环境，从而减

轻植物在受到外界胁迫时产生的氧化损伤。如图7

所示，接种溃疡病菌前，猕猴桃抗感种质中甘草酸含

量较低，但随着侵染时间延长，甘草酸含量逐渐升

高，且抗病种质中甘草酸含量增加趋势大于感病种

质。在第 3天时，抗病种质中甘草酸含量是感病种

质的1.56倍；在第7天时，抗感种质间甘草酸含量差

异达到最大，抗病种质含量是感病种质的3.18倍；在

第 14 天时，抗病种质中甘草酸含量是感病种质的

20
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图 9 不同抗性材料感染病原菌前后缬草素含量的变化

Fig. 9 Changes of valtratum content in different

resistance materials before and after pathogen infection

不同接种时间
Different inoculation times/h

B14

2.4倍。与接种前相比，接种第14天时，抗病种质与

感病种质中甘草酸含量分别提高了55.20倍和26.80

倍。

抗感种质间pestalactam B的含量变化如图8所

示，抗病种质中 pestalactam B含量始终高于感病种

质。接种前，抗病种质中 pestalactam B含量是感病

种质的 1.56倍；在接种第 3天时，抗病种质中 pesta-

lactam B是感病种质的 2.65倍，抗感种质间含量差

异达到最大；在第 7天时，抗病种质中 pestalactam B

含量是感病种质的 2.01倍；在第 14天时，抗病种质

中pestalactam B含量是感病种质的1.82倍。针对抗

病种质，接种第3天时pestalactam B含量最高，是接

种前的1.83倍；而针对感病种质，pestalactam B含量

逐渐升高，在接种第 14天时达到最高，是接种前的

1.23倍。

缬草素（valtratum）在抗感种质间的含量变化如

图 9所示，抗病种质中的缬草素含量始终高于感病

种质。接种前，抗病种质中缬草素含量是感病种质

的2.11倍；在接种第3天时，抗病种质中缬草素含量

是感病种质的 2.95倍，抗感种质间含量差异达到最

大；在第7天时，抗病种质中缬草素含量是感病种质

的 1.86倍；在第 14天时，抗病种质中缬草素含量是

感病种质的2.25倍。抗病种质中缬草素含量在第3

天时最高，是接种前的1.67倍；感病种质中缬草素含

量在第14天时达到最高，是接种前的1.31倍。

3 讨 论

植物在长期进化过程中，为应对复杂的生物与

非生物胁迫环境，形成了多层次的适应机制，如植物

形态结构和生理变化、免疫系统的进化及具有缓压

作用的次生代谢产物合成[22]。植物次生代谢产物因

具有显著的化学结构多样性和广泛的生物活性特

征，在抗逆过程中发挥着关键作用。当受到外界胁

迫刺激时，植物以初级代谢产物为前体激活多元化

的生物合成途径，特异性地诱导次生代谢产物的动

态合成，形成针对不同胁迫类型的精准防御响

应[23]。通过代谢组学分析，可快速阐明植物应对病

原菌侵染阶段体内代谢物水平的变化情况[24]。本研

究表明，猕猴桃感染溃疡病菌后抗感种质间差异代

谢物种类主要为苯和取代衍生物、香豆素及其衍生

物、异戊烯醇脂类化合物、羧酸及其衍生物等，与前

期的多项研究结果一致。多项文献已证实香豆素类

化合物具有高效抑菌作用，在离体条件下对多种病

原菌具有抑菌活性[25-27]。本研究证实 3种香豆素衍

图 8 不同抗性材料感染病原菌前后 pestalactam B

含量的变化

Fig. 8 Changes of pestalactam B content in different

resistance materials before and after pathogen infection

不同接种时间
Different inoculation times/h

B14

图 7 不同抗性材料感染病原菌前后甘草酸含量的变化

Fig. 7 Changes of liquoric acid content in different

resistance materials before and after pathogen infection
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生物（4-甲基伞形酮-β-D-葡糖苷酸、刺五加苷B1、6-

甲基香豆素）含量在猕猴桃抗感种质间差异显著。

其中，在张方贺等[28]研究中，6-甲基香豆素被证实对

葡萄白腐病菌、柑橘炭疽病菌、棉花枯萎病菌、苹果

腐烂病菌均存在一定的抑制作用。其他香豆素类衍

生物，如蛇床子素也被证实对辣椒疫霉病菌、番茄灰

霉病菌、小麦赤霉病菌等真菌具有显著的抑制作用，

外施 1%蛇床子素水乳剂对瓜类、草莓、花卉白粉病

的防效在 95%以上[29]。此外，植物受病原菌侵染后

会产生香豆素类化合物，如大豆锈菌侵染的拟南芥

可通过激活苯丙烷类代谢途径相关基因的表达，诱

导产生东莨菪内酯，提高对病原菌的抗性；同时外源

施用东莨菪内酯能够抑制大豆锈菌生长，降低大豆

锈病的发生率[30]。在枸杞的叶和芽中秦皮素和东莨

菪内酯含量与根腐病抗性呈正相关，果实中伞形花

内酯、佛手柑内酯和茴芹内酯含量与抗根腐病能力

呈正相关[31]。

除香豆素及其衍生物外，异戊烯醇脂类化合物

在抗感猕猴桃种质响应溃疡病菌侵染过程中差异积

累。异戊烯醇脂类物质是以异戊烯醇序列作为母核

的化合物，是异戊二烯单位的缩合体，主要包括萜类

及其衍生物[32]。研究表明从毛莲蒿（Artemisia vesti-

ta）中分离出的 4 种倍半萜类化合物 artemivestino-

lide，对多种病原菌如稻瘟病菌（Pyricularia ory-

zae）、尖孢镰刀菌（Fusarium oxysporum）、灰霉菌

（Botrytis cinerea）等具有良好的抑菌效果 [33]。柠檬

烯能抑制核盘菌、辣椒疫霉菌、灰霉菌的活性，同时

通过提高烟草中SA和H2O2含量及上调防御相关的

病程相关蛋白（NPR1、PR1和 PR5）表达量，从而诱

导烟草对花叶病毒产生显著抗性[34]。此外，异戊二

烯能够通过调控活性氧（ROS）平衡和MAPK级联

反应增强 JA信号，促进防御代谢物的合成，调节植

物抗氧化系统和细胞膜稳定性,以增强拟南芥对丁

香假单胞菌的抗性[35]。

KEGG富集分析结果显示，抗感种质间的差异

代谢物富集于植物次生代谢产物合成通路，表明在

病原菌侵染下植物体内的次生代谢物活动显著增

强。异戊烯基转移酶（prenyltransferase）等一些调节

异戊烯醇脂类化合物生物合成途径的关键酶活性增

强，促使植物快速合成具有防御功能的次生代谢产

物，增强自身的防御能力。与KEGG富集分析结果

一致，本研究筛选出的潜在抗性相关代谢物甘草酸

（三萜类）和缬草素（二萜类），是植物体内重要的次

生代谢物质，能直接或间接增强植物的防御功能。

其中，甘草酸含量在病菌侵染后第 7~14 天急剧升

高，表明其与抗病代谢紧密相关，值得后期重点关

注。此外，87种代谢物在抗病种质中的含量始终高

于感病种质，很可能与猕猴桃响应溃疡病菌侵染相

关，后续可经体外抑菌试验等验证后，进一步研发新

型生防药剂，应用于猕猴桃溃疡病的防治。

笔者在抗感种质间的差异代谢物分类中鉴定到

33种黄酮类（flavonoids）、21种酚类（phenols）、14种

香豆素及其衍生物（coumarins and derivatives）和 11

种肉桂酸及其衍生物（cinnamic acids and derivative）

等物质。KEGG分析结果同样显示，苯丙烷类生物

合成通路和苯丙氨酸代谢通路在抗感种质间显著富

集。苯丙烷类生物合成是植物防御病原菌的核心代

谢途径，在植物的生长发育过程及应答逆境胁迫中

发挥重要作用[36]。苯丙烷代谢途径始于莽草酸途径

产生的苯丙氨酸，在苯丙氨酸解氨酶的催化作用下

生成肉桂酸（PAL），经过肉桂酸-4-羟基化酶（C4H）

和 4-香豆酰辅酶A（4CL）关键酶的作用，合成香豆

酰CoA[37]，进一步通过不同途径转化为不同的苯丙

烷类代谢产物。苯丙烷类物质以羟基芳香环为共同

特征，包括总黄酮、黄酮醇、香豆素、木质素、花青素

以及单宁等苯类化合物 [38]，与植物抗病性密切相

关。Zhang等[39]研究发现，绿原酸通过诱导间座壳属

真菌菌丝线粒体中ROS的积累，导致病菌线粒体功

能受损，并触发真菌细胞凋亡，从而减少猕猴桃采后

腐烂。Jiao等[40]发现绿原酸能通过激活水杨酸信号

通路诱导桃果实对青霉菌产生抗性，降低青霉病发

病率和病斑直径。Xu等[41]研究表明，对羟基苯甲酸

和4-香豆酸2∶1混合液对核桃炭疽病具有显著的抑

制作用。同时，对羟基苯甲酸可诱导番茄和黄瓜植

株对丁香假单胞菌产生抗性[42]以及抑制猕猴桃中黄

曲霉的生长[43]。本研究发现苯丙烷类生物合成通路

在抗感种质间显著富集，表明在病原菌侵染过程中

猕猴桃体内的苯丙烷类代谢通路增强。因此，苯丙

烷类生物合成通路以及苯丙烷代谢通路可能是猕猴

桃响应溃疡病菌侵染的关键代谢途径，后续可进行

进一步的分析验证。

4 结 论

笔者利用非靶向代谢组技术分析了猕猴桃抗病
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种质E2545和感病种质E674在溃疡病菌侵染后不

同时期的代谢物差异。结果表明，抗感猕猴桃种质

间差异代谢物种类主要为苯和取代衍生物、香豆素

及其衍生物、异戊烯醇脂类、羧酸及其衍生物等；87

种共有差异代谢物在抗病材料中的含量始终高于感

病材料，表明这些物质可能在猕猴桃防御溃疡病菌

中发挥重要作用；筛选出阿司匹林、甘草酸、pesta-

lactam B、缬草素4种可能具有应用潜力的防御相关

代谢物，后续可结合抑菌试验进一步验证其防效，研

发新型生防药剂应用于猕猴桃溃疡病的防治；苯丙

烷类生物合成通路以及苯丙烷代谢通路可能是猕猴

桃响应溃疡病菌侵染的关键代谢途径，具体抗性机

制还需要进一步深入研究。
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