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出芽短梗霉菌PA−2侵染对藜叶片代谢的影响 

高汉峰*，杨 莹*，陈红雨，程 亮**，郭青云** 

（青海大学农林科学院/青海省农业有害生物综合治理重点实验室/农业农村部西宁作物有害生物科学观测实验站，西宁 810016） 

摘要：为探明出芽短梗霉菌 Aureobasidium pullulans PA−2 侵染对藜 Chenopodium album 叶片代谢影响，采

用基于液相色谱−质谱联用技术（LC−MS）的代谢组学方法，对出芽短梗霉菌 PA−2 侵染藜叶片差异代谢

产物进行分析。结果表明，通过正交偏最小二乘法判别分析（OPLS−DA），PA−2 孢子处理藜叶片 24 h 后

和处理前两组共筛选到 185 个具有显著差异（VIP＞1，P＜0.05）的代谢产物，其中有 148 个上调，37 个

下调，腺苷和甜菜碱可以作为 24 h 后的主要生物标志物。KEGG 通路富集分析发现，这些差异代谢物主要

富集在全局和概述地图、氨基酸代谢、碳水化合物代谢通路等 3 条代谢通路中。藜叶片中嘌呤代谢、次级

代谢产物生物合成、氨基酸代谢和碳水化合物代谢变化可能是 PA−2 侵染藜的主要机制。本研究为进一步

研究出芽短梗霉菌侵染藜的生防机制提供了理论基础。 
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Effect of Aureobasidium pullulans PA−2 Metabolism of                        
Chenopodium album Leaves 
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(Academy of Agriculture and Forestry Sciences, Qinghai University/Key Laboratory of Integrated Management of Agricultural Pests 
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Xining 810016, China) 

Abstract: To clarify the effect of Aureobasidium pullulans PA-2 infection on metabolism of Chenopodium album 
leaves, the metabolomics method based on liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) was used to analyze 
the differential metabolites in C. album leaves infected by the strain PA-2. Through orthogonal partial least squares 
discriminant analysis (OPLS-DA), a total of 187 metabolites with significant differences (VIP>1 and P<0.05) were 
screened 24 h after the treatment of PA-2. Among them, 148 were up-regulated and 37 were down-regulated. 
Adenosine and betaine can be used as the main biomarkers after 24 h. KEGG enrichment pathway analysis 
indicated that these differential metabolites were mainly enriched in 3 metabolic pathways, including global and 
overview maps, amino acid metabolism and carbohydrate metabolism. The obvious changes in purine metabolism, 
biosynthesis of secondary metabolites, amino acid metabolism and carbohydrate metabolism in C. album leaves 
may participate in the PA-2 infection to C. album. The above results provide a theoretical basis for further research 
on the biocontrol mechanism of PA-2 infecting C. album. 
Key words: Aureobasidium pullulans PA−2; Chenopodium album; metabolomics; differential metabolites; 

metabolic pathway 
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杂草是影响农业生产的重要生物因子之一。藜 Chenopodium album 在全世界分布有 250 个种和亚种[1]，

危害世界不同地区 25 种农作物[2]。藜干扰目的作物生长，恶化环境，污染农产品，传播病虫害，阻碍机械

播种和收获，是影响作物产量和品质的主要生物逆境之一[3]。化学除草剂是目前防治藜 有效、 经济的

方法之一，但随着使用量和使用年数的增加，化学除草剂面临诸如抗药性、环境污染等问题[4]，而生物防

治由于对人畜和非目标生物安全，环境兼容性良好，产生抗性几率低，易于保护生物多样性，来源广等优

点，从而为病虫草害防控提供了一条新的途径。出芽短梗霉菌 PA−2 是课题组从感病杨树叶片上分离到的

一株真菌，前期对该菌株的致病性、寄主专一性和培养条件进行了测试，发现该菌对藜的防除效果较好，

达到 78.46%，显示出该菌有潜力发展成为防治藜的生物除草剂[5]。据文献报道，植物病原真菌 Ascochyta 
caulina 对藜具有很好的除草效果[6,7]，从该真菌中提取的天冬毒素和反式−4−氨基−D−脯氨酸在温室条件下

均显示出对藜的高效除草活性，造成藜叶片和茎杆严重坏死，从而导致藜死亡。Evidente 等[8]研究发现

Phoma chenopodiicola 产生的藜芦皂苷、呋喃和异香豆素均对藜叶片有明显的致萎作用。出芽短梗霉菌是

一类和酵母菌相关的真菌，应用于多个研究领域，其中包括生物防治[7,8]。对于其生物防治方面大多集中在

对病原菌的抑菌效果方面，其抑菌机制大多是与病原菌争夺空间和养分的结果[9-11]。关于出芽短梗霉菌在

侵染藜方面的报道主要集中在植物受侵染后植株形态变化及体内防御酶变化[12,13]。但这些研究尚未涉及藜

在受到 PA−2 侵染时机体内哪些代谢通路被改变，而代谢组学的研究介于基因、蛋白和细胞、组织之间，

植物代谢产物的分析更能反应植物的生理状态，有助于探究在侵染时代谢通路的变化情况。但是，关于藜

受病原菌侵染代谢组学的研究却鲜见报道。本研究选择阔叶杂草藜为研究对象，利用色谱−质谱联用技术

（LC−MS）进行代谢组学分析，以期揭示 PA−2 侵染藜的代谢机制，为 PA−2 生物除草制剂商品化奠定理

论参考。 

1  材料与方法 
1.1  试验材料  

本试验在青海省农林科学院植物保护研究所培养室中进行。发酵液的制备参照文献[14]进行，即首先将

本实验室保存的出芽短梗霉菌 PA−2 接种于 PDA 培养基中，于 28 ℃恒温培养 5 d，然后用打孔器（Φ=8 mm）

在菌落边缘取菌饼接种于装有 50 mL 种子液（葡萄糖 20.0 g/L、蛋白胨 20.0 g/L、酵母浸粉 10.0 g/L）的 250 mL
的锥形瓶内，每个锥形瓶接种 1 个菌饼，然后于 25 ℃、180 r/min 的摇床上培养 3 d 后制成发酵液。 

在温室中，放置 10 个内径 20 cm 的盆钵。每盆移入 3～4 叶期的藜幼苗 5 株，待移入的幼苗长至 8 片

叶时，将 PA−2 发酵液稀释至孢子浓度为 106～108 孢子/mL，接种量为每盆 20 mL，接种 5 盆作为试验组，

另外 5 盆每盆接种 20 mL 无菌水作为对照，保持相对湿度在 60%左右，温度为 20 ℃。接种 24 h 后发现试

验组藜叶片明显萎焉，采集处理组和对照组的藜叶片，将采集的叶片立即放入液氮中冷冻并放入−80 ℃超

低温冰箱中保存备用。 
1.2  试验仪器与试剂 

超高效液相（美国 Agilent 公司 UHPLC1290 型）、质谱仪（美国 Thermo Fisher Scientific 公司 Q Exactive 
Focus 型）、微量离心机（美国 Thermo Fisher Scientific 公司 Heraeus Fresco17 型）、电子天平（德国 Sartorius
公司 BSA124S−CW 型）、研磨机（上海净信公司 JXFSTPRP−24）、超纯水机（德国 Merck Millipore 公司

Ming che D24 UV 型）、色谱柱（美国 Warers 公司 ACQUITY UPLC HSS T3 型；2.1×100 mm，1.8 m）。

甲醇、乙腈、乙酸铵、甲酸均购自德国 CNW 公司，2−氯−L−苯丙氨酸（上海恒柏生物科技公司）。 
1.3  试验方法 
1.3.1  样品处理  将 50 mg 样品放入 EP 管中。加入 1000 μL 萃取溶剂后（乙腈−甲醇−水，2:2:1，含内标），

将样品涡旋 30 s，以 45 Hz 条件匀化 4 min，然后在冰水浴中超声提取 5 min。匀浆重复超声提取 3 次，然

后在−20  ℃ 孵育 1 h 后，在 4 ℃、12000 r/min 离心 15 min。取 100 μL 上清液于 2 mL 进样小瓶中，进行

UHPLC−QE Orbitrap/MS 分析。 
1.3.2  液质联用条件  采用液相色谱−质谱仪联用对代谢产物进行分离检测。色谱条件：流动相：A=0.1%
甲酸＋5 mmol/L 乙酸铵的水，B=乙腈。洗脱梯度设置为：0 min，1% B；1 min，1% B；8 min，99% B；
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10 min，99% B；10.1 min，1% B；12 min，1% B。流速为 0.5 mL/min。进样量 2 μL。质谱条件：使用电

喷雾离子源（ESI），鞘气压力为 310 kPa，辅助气体流速为 5 L/min，毛细管温度为 320 ℃，全质谱仪（MS）
分辨率为 70000 FWHM，MS/MS 分辨率为 17500 FWHM，碰撞能量梯度为 20、40、60 eV，喷雾电压为分

别为 3.8 kV（阳离子模式）及−3.1 kV（阴离子模式）。 
1.4  数据统计与分析  

1.4.1  数据处理与注释  使用 ProteoWizard 软件将来自于 MS 原始数据（.raw）文件转换为 mzML 格式，

并通过 R 软件 XCMS（3.2 版）处理数据，处理过程包括保留时间对齐，峰检测和峰匹配。然后按照以下

标准过滤数据：样本编号包含一个代谢物少于一个组中所有样本数量的 50%（质控也被视为一个组）。随

后将每个样品标准化为内标[15]。默认情况下，将值替换为数据集中找到的 小值的一半[16]。预处理结果生

成了一个数据矩阵，其中包括保留时间（RT），质荷比（m/z）值和峰强度。使用 OSI−SMMS（1.0 版，

大连化工数据解决方案信息技术有限公司）进行峰注释后利用基迪奥生物科技有限公司自建数据库 MS/MS
进行处理。差异代谢产物分析采用主成分分析法和正交偏 小二乘判别分析法。 
1.4.2  多元统计分析  主成分分析 PCA 是一种统计过程，可将成千上万个相关代谢物变量转换为一组线

性不相关变量的值，这些变量称为主成分，采用 R 软件包（http://www.r-project.org/）对两组样本进行无监

督降维方法主成分分析，可对样本进行初步的可视化分析。 
由于 PCA 是一种缺乏监督的分组方法。用该方法分组时，当组内样品间的差异大于组间的差异时，

该方法就显得不够清晰[17]。OPLS−DA 是 PLS−DA 的扩展，它在 PLS 中包含了正交信号校正（OSC）滤波

器模型。OPLS 的基本概念是将 X 的系统变化分为两部分，一是与 Y 相关，另一种与 Y 不相关（正交）。

仅 Y 预测变化用于对数据建模。同样使用 R 软件包（http://www.r-project.org/）对两组样本比较。OPLS−DA
模型已通过 200 次排列检验[18]。一般以 Q2 作为预测模型是否可接受的参数；当 Q2＞0.4 时，认为预测模型

可接受；当 Q2＞0.9 时，则认为是好的预测模型。 
OPLS−DA 模型的投影（VIP）得分被用于区分两组的代谢物。VIP 的阈值设置为 1。此外，T 检验

还用作筛选差异代谢物的单变量分析。那些 t 检验的 P＜0.05 且 VIP≥1 被认为是两处理之间的差异代谢

产物组。 
KEGG（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，京都基因和基因组百科全书）是一个重要的与代

谢通路相关的数据库。它是将代谢物映射到 KEGG 代谢途径以进行途径分析和富集分析[19]。其计算公式

如下： 
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其中 N 是在 KEGG 可以注释的所有代谢物数量，n 是 N 中不同代谢物数量，M 是能够注释到特定途

径的全部代谢物数量，m 是 M 中不同代谢物的数量。P 值通过错误发现率 FDR 矫正，以 FDR≤0.05 为阈

值，满足该条件的途径被定义为差异代谢物中显著富集的通路。 

2  结果与分析 
2.1  质谱的稳定性 

质量控制（QC）样品为混合来自所有样品的等份上清液制备获得。阴、阳离子条件下质控样本的峰强

度以及保留时间基本重叠在一起，这表明试验过程误差较小，仪器的可靠性较高。 
2.2  主成分分析（PCA） 

为判别 PA−2 侵染后对藜叶片代谢物累积差异，首先选择主成分的方法进行分析。PCA 分析表明（图

1），在阳离子模式下（图 1A），PC1（第一成分）为 75.1%，PC2（第二成分）为 7.4%，两个主要成分

共解释了原始数据的 82.5%；在阴离子的模式下（图 1B），PC1（第一成分）为 53%，PC2（第二成分）

13.7%，两个主要成分共解释了原始数据的 66.7%。两种模式下，各点的分布表明对照组和处理组之间差
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异明显（P＜0.01）。由图 1 可知，对照样品均位于 PC1 负半轴，处理组均位于 PC1 正半轴，二者被明显

分开，说明两个藜叶片在代谢物组成上有明显不同。  
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注：A 阳离子模式；B 阴离子模式；CK 空白；T1 试验组。 

Note: A Positive mode; B Negative mode; CK; T1（Test group）. 

图 1  PA−2 侵染下差异代谢产物的 PCA 分析 

Fig. 1  Score plots of two-dimensional PCA analysis of different metabolites under PA−2 infection 

2.3  正交偏最小二乘法分析（OPLS−DA）模型的分析结果 
2.3.1  OPLS−DA 分析  在阳离子条件下 R2X=0.597，R2Y=0.99，Q2=0.869，这些数据表明用 59.7%变量可

以解释 99.0%的组间差异，具有 86.9%的预测能力；在阴离子条件下 R2X=0.516，R2Y=0.979，Q2=0.887，
表明用 51.6%变量可以解释 97.9%的组间差异，具有 88.7%的预测能力，无论阳、阴离子均具有较高的解

释率以及预测能力，说明本研究中所建立的 OPLS−DA 模型预测能力较强[20]，能够有效解释两个样品间的

代谢差异（图 2）。 
2.3.2  OPLS−DA 模型的置换验证  对 OPLS−DA 模型的置换检验结果如图 2 所示，Q2Y 以及 R2Y 都没有

超过所对应的临界线，说明 OPLS−DA 模型不存在过拟合现象，模型稳定性较好，达到了优秀的模型标准，

可以较好地解释两组样本之间的差异。 
2.4  两组样本间差异代谢物的确定 

Loading−plot 图中距离中心点越远的点显示了造成对照组和处理组的 大差异代谢产物。图 3 所示，

在阳离子条件下总共有 9 个差异化合物，其中 5 个未得到注释，其余 4 个分别为奈替米星（Netilmicin，
POS00403）、腺苷（Adenosine，POS00030）、腺嘌呤（Adenine，POS00001）、甜菜碱（Betaine，POS00005）；
而在阴离子条件下总共有 12 个差异化合物，其中 7 个未得到注释，其余 5 个分别为甘露醇（Mannitol，
NEG00028）、焦谷氨酸（Pyroglutamic acid，NEG00008）、葡萄糖内酯（Gluconolactone，NEG00118）、

异尿苷（Idoxuridine，NEG08115）、腺嘌呤（Adenine，NEG00009）。 
以 OPLS−DA 模型的 VIP 得分（VIP≥1），并结合 t 检验（t−test）的结果 P 值（P＜0.05）来寻找两

组样本间的差异性代谢物。在阳、阴离子条件下差异代谢物分别为 998 和 894 个，其中在阳离子条件下上

调代谢物有 800 个，而下调代谢物有 198 个；在阴离子条件下上调代谢物有 669 个，下调的代谢物有 225 个。

两组样品共筛选出 185 种差异代谢产物，其中明确的代谢物有 30 种（阳离子模式下有 13 种，阴离子模式

下有 21 种，其中 4 种为二者共有）（表 1）。由表 1 可以看出，与对照组相比，处理组的大部分差异代

谢物都上调（Log2＞0），其中 Log2 变化倍数大于 5.0 的有利比妥（Ribitol）、橙皮素（Hesperetin）、次

黄嘌呤（Hypoxanthine）、牛磺脱氧胆酸（Taurodeoxycholic acid）、L−酪氨酸（L−Tyrosine），其中次黄

嘌呤（Hypoxanthine）和 L−酪氨酸（L−Tyrosine）的 Log2 变化倍数达到 24.59 和 24.99；只有 2 种代谢物 
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注：A 为阳离子模式；B 为阴离子模式。 

Note: A, positive mode; B, negative mode. 

图 2  阳、阴离子条件下的 OPLS−DA 模型置换检验结果 

Fig. 2  The result of OPLS−DA model permutation test under cation and anion conditions 
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注：A 为阳离子模式；B 为阴离子模式。 

Note: A, positive mode; B, negative mode. 

图 3  阳、阴离子条件下 Loading−plot 图 

Fig. 3  Loading−plot graph under cation and anion conditions 

出现下调（Log2＜0），分别为 D−谷氨酰胺（D−Glutamine）和 L−谷氨酰胺（L−Glutamine），下调倍数

不大。 
2.5  差异性代谢产物通路分析 

对出芽短梗霉菌 PA−2 侵染的藜叶片和对照组所鉴定到的差异代谢物进行 KEGG 代谢通路的富集分析

结果如图 4 所示。差异代谢产物共注释到 5 条主要的通路，分别为代谢过程、遗传信息过程、环境信息过

程、细胞过程、人类疾病；其中代谢过程为差异代谢产物注释的主要通路，它里面富集前三的代谢过程分

别为全局和概述地图、氨基酸代谢、碳水化合物代谢，能够注释到这 3 个差异代谢物分别为 126（33.5%）、

35（9.3%）和 34（9.0%）种。如表 2 所示，全局和概述地图内以嘌呤代谢、次生代谢产物的生物合成及 
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表 1  在阳离子和阴离子条件下识别代谢物的倍数变化 
Table 1  Fold changes of metabolites recognized under cationic and anionic conditions 

序号 No. 代谢物 Metabolites P VIP 上调或下调 Up or down Log2 变化倍数 Fold change

 1 腺嘌呤 Adenine 0.0002 15.54 ↑ 0.93 

 2 油酸 Oleic acid 0.0214 1.01 ↑ 0.42 

 3 棕榈油酸 Palmitoleic acid 0.0006 4.97 ↑ 0.85 

 4 前列腺素 D2  Prostaglandin D2 0.0042 1.01 ↑ 0.79 

 5 丙酮酸 Pyruvic acid 0.0002 4.22 ↑ 1.75 

 6 葡萄糖酸 Gluconic acid 0.0146 10.10 ↑ 2.81 

 7 肉豆蔻酸 Myristic acid 0.0032 2.52 ↑ 0.85 

 8 利比妥 Ribitol 0.0196 6.48 ↑ 5.36 

 9 硬脂酸 Stearidonic acid 0.0066 2.06 ↑ 2.01 

10 尿苷 Uridine 0.0016 7.56 ↑ 1.09 

11 D−谷氨酰胺 Glutamine 2.29E−6 6.97 ↓ −1.78 

12 L−谷氨酰胺 Glutamine 2.31E−6 1.74 ↓ −2.24 

13 佛手柑内酯 Bergapten 0.0031 10.20 ↑ 3.53 

14 2−酮丁酸 Ketobutyric acid 0.0018 4.41 ↑ 3.00 

15 L−丝氨酸 L−Serine 4.56E−6 2.92 ↑ 1.51 

16 海藻糖 Trehalose 0.0105 2.45 ↑ 2.54 

17 麦芽糖醇 Maltitol 0.0098 1.14 ↑ 3.08 

18 3,7−二甲基尿酸 
3,7−Dimethyluric acid 

0.0409 3.37 ↑ 1.03 

19 尿嘧啶 Uracil 0.0024 2.30 ↑ 1.27 

20 3,4,5−三甲氧基肉桂酸 
3,4,5−Trimethoxycinnamic acid 

1.39E−6 1.38 ↑ 2.50 

21 橙皮素 Hesperetin 0.0001 2.63 ↑ 5.54 

22 腺嘌呤 Adenine 0.0011 17.68 ↑ 0.81 

23 麦芽糖醇 Maltitol 0.0079 1.51 ↑ 3.28 

24 L−丝氨酸 L−Serine 1.36E−6 1.67 ↑ 1.72 

25 次黄嘌呤 Hypoxanthine 0.0173 2.27 ↑ 24.59 

26 胆碱 Choline 0.0098 10.18 ↑ 0.24 

27 D−谷氨酰胺 D−Glutamine 1.45E−6 4.64 ↓ −1.58 

28 L−组氨酸酸 L−Histidine 0.0006 3.39 ↑ 2.07 

29 L−精氨酸 L−Arginine 0.0084 8.50 ↑ 2.60 

30 苯乙醛 Phenylacetaldehyde 5.03E−5 2.07 ↑ 2.45 

31 左旋肉碱 L−Carnitine 0.0213 1.76 ↑ 1.50 

32 牛磺脱氧胆酸 Taurodeoxycholic acid 0.0025 2.79 ↑ 10.54 

33 L−高苏氨酸 L−Homoserine 0.0141 1.21 ↑ 2.64 

34 L−酪氨酸 L−Tyrosine 0.0421 2.48 ↑ 24.99 

代谢途径为主要的差异代谢物注释途径；氨基酸代谢途径内变化倍数较大的氨基酸分别为 L−酪氨酸、琥

珀酸半醛、酮亮氨酸；碳水化合物代谢途径内变化倍数较大物质有甘露醇、利比妥、myo−肌醇。 
2.6  不同代谢通路两组样本的代谢差异 
2.6.1  两组样本全局和概述地图内的代谢产物变化  如表 3 所示，PA−2 侵染下两组样本在全局和概述地

图内以嘌呤代谢中的次黄嘌呤（Hypoxanthine）、次生代谢产物中的 PE [20:5(5Z,8Z,11Z,14Z,17Z)/22:5 
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代谢 Metabolism

全局和概述地图 Global and overview maps

氨基酸代谢 Amino acid metabolism
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图 4  差异代谢物 KEGG 注释通路图 

Fig. 4  Differential metabolite KEGG annotation pathway diagram 

(7Z,10Z,13Z,16Z,19Z)]、代谢途径中的皮质酮（Corticosterone）等物质的 Log2 差异倍数变化 大，分别达

到了 24.6、5.78 和 5.35 倍，且三者与对照相比差异显著（P＜0.05）。大部分差异代谢物上调，只有少部

分下调。这些下调的差异代谢物多与细胞内的膜结构相关，如 PC [18:3(6Z,9Z,12Z)/18:1(11Z)]下调 1.23 倍，

PC [20:2(11Z,14Z)/14:0]下调 1.49 倍，PC [20:3(8Z,11Z,14Z)/14:0]下调 0.66 倍，PE [16:0/18:2(9Z,12Z)]下调

0.56 倍。这些结果说明，PA−2 侵染后可能干扰嘌呤代谢和生物膜结构。 
2.6.2  两组样本氨基酸代谢产物变化  由表 4 可知，在 PA−2 侵染下，藜叶片在阴、阳离子模式下共检测

出 29 种差异的氨基酸代谢产物，其中 4 种氨基酸及其衍生物极显著下调，分别是谷氨酰胺、L−天冬氨酸、

2−氨基丙烯酸、甜菜碱；大部分氨基酸都是显著上调，其中以 L−酪氨酸、琥珀酸半醛、酮亮氨酸 Log2 变

化倍数 大。这些结果说明，PA−2 侵染后可能影响藜叶片内的氨基酸代谢。 
2.6.3  两组样本碳水化合物代谢产物变化  由表 5 可知，PA−2 侵染下，藜叶片大部分参与碳水化合物的

产物都上调了，只有一种 L−谷氨酰胺极显著下调。这些显著上调的碳水化合物代谢产物中以甘露醇、利

比妥、琥珀酸半醛 3 种 Log2 变化倍数大于 5 倍。这些结果表明，PA−2 可能通过影响植物细胞的结构和能

量代谢而使藜死亡。 
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表 2  差异代谢物参与的代谢途径明细 
Table 2  List of metabolic pathways involved in different metabolites 

代谢途径 KEGG 编号

Metabolic pathways  
KEGG number 

代谢途径 
Metabolic pathways 

代谢物名称 
Metabolite names 

显著性 
Significance 

错误发现率 
FDR 

差异代谢物 KEGG 编号

Differential metabolites 
KEGG number 

ko00230 Purine metabolism 
嘌呤代谢 

Hypoxanthine 
次黄嘌呤 

P＜0.05 0.057 C00262 

ko01110 Biosynthesis of secondary metabolites 
次生代谢产物的生物合成 

PE (20:5(5Z,8Z,11Z,14Z,17Z)
/22:5(7Z,10Z,13Z,16Z,19Z)) 
磷脂酰乙醇胺 

P＜0.01 0.035 C00350 

ko01100 Metabolic pathways 
代谢途径 

Corticosterone 
皮质酮 

P＜0.05 0.045 C02140 

ko00350 Amino acid metabolism 
氨基酸代谢 

L−Tyrosine 
L−酪氨酸 

P＜0.05 0.101 C00082 

ko00250 Amino acid metabolism 
氨基酸代谢 

Succinic semialdehyde 
琥珀酸半醛 

P＜0.05 0.062 C00232 

ko00290 Amino acid metabolism 
氨基酸代谢 

Ketoleucine 
酮亮氨酸 

P＜0.05 0.022 C00233 

ko02010 Carbohydrate metabolism 
碳水化合物代谢 

Mannitol 
甘露醇 

P＜0.05 0.107 C00392 

ko00040 Carbohydrate metabolism 
碳水化合物代谢 

Ribitol 
利比妥 

P＜0.05 0.083 C00474 

ko02010 Carbohydrate metabolism 
碳水化合物代谢 

myo−Inositol 
myo−肌醇 

P＜0.01 0.035 C00137 

表 3  两组样本全局和概述地图产物变化倍数 
Table 3  The fold change of global and overview maps of the two samples 

代谢产物 
Metabolites  

Log2 变化倍数 
Log2 fold change 

代谢产物 
Metabolites  

Log2 变化倍数 
Log2 fold change 

丙烯酸 Acrylic acid 2.01** 尿囊酸 Allantoic acid 4.15* 

腺嘌呤 Adenine 0.93** 叶黄素 Lutein −0.40* 

腺苷 Adenosine −2.29** 皮质酮 Corticosterone 5.35* 

前列腺素 D2Prostaglandin D2 0.79** 磷酸胆碱 Phosphorylcholine 2.12* 

十二酸 Dodecanoic acid 0.80** PC (18:3(6Z,9Z,12Z)/18:1(11Z)) −1.23** 

肉豆蔻酸 Myristic acid 0.85** PC (20:2(11Z,14Z)/14:0) −1.49* 

硬脂酸 Stearidonic acid 2.01** PC (20:3(8Z,11Z,14Z)/14:0) −0.66* 

尿苷 Uridine 1.09** β−隐黄质 beta−Cryptoxanthin −1.15** 

D−谷氨酰胺 D−Glutamine −1.78** PE (20:5(5Z,8Z,11Z,14Z,17Z)/ 
22:5(7Z,10Z,13Z,16Z,19Z)) 

5.78** 

佛手柑内酯 Bergapten 3.53** 次黄嘌呤 Hypoxanthine 24.60* 

氨基己酸 Aminocaproic acid 1.62** PE(16:0/18:2(9Z,12Z)) −0.56** 

注：PC=磷脂酰胆碱；*表示差异显著（其中 P＜0.05），**表示差异极显著（其中 P＜0.01），下同。 

Note: PC=1,2−diacyl−sn−glycero−3−phosphocholine；*indicated significant difference (P＜0.05), ** indicated extremely significant difference (P＜0.01), 

The same below. 

3  讨论 
代谢组学是一个连接基因、蛋白与表型的方法，这几年在医学领域的应用较为成功，这为其在农业各

领域的研究提供了理论依据[21]。曾秘等[22]发现大部分真菌除草剂的有效成分为繁殖体，其代谢产物可以降

低杂草生化和物理防御能力。嘌呤代谢是植物体内一个重要的中间代谢过程，它可以连接很多过程，像核

苷酸代谢、能量代谢、叶酸合成、氨基酸代谢等。嘌呤代谢失衡会引起核酸合成受阻细胞分裂减慢、直接

能源 ATP 供应不足、各种蛋白质合成受阻，这些因素都会引起细胞启动程序性死亡信号。本研究发现细胞 
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表 4  两组样本氨基酸代谢产物的变化倍数 
Table 4  The fold change of amino acid metabolites of the two samples 

代谢产物 
Metabolites 

Log2 变化倍数 
Log2 Fold change 

代谢产物 
Metabolites 

Log2 变化倍数 
Log2 Fold change 

琥珀酸 Succinic acid 1.64** 氧戊二酸 Oxoglutaric acid 0.93** 

丙酮酸 Pyruvic acid 1.75** 阿卡地新 AICAR 2.24** 

富马酸 Fumaric acid 1.72** γ−氨基丁酸 Gamma−Aminobutyric acid 1.31* 

琥珀酸半醛 Succinic semialdehyde 5.94* 酮亮氨酸 Ketoleucine 3.95** 

谷氨酰胺 L−Glutamine −2.24** 原儿茶酸 Protocatechuic acid 2.03** 

天冬氨酸 L−Aspartic acid −2.32** 甜菜碱 Betaine −0.30** 

2−酮丁酸 2−Ketobutyric acid 3.00** 胆碱 Choline 0.24** 

L−丝氨酸 L−Serine 1.51** 5'−甲硫基腺苷 5'−Methylthioadenosine 0.55** 

N−乙酰 5−羟色胺 N−Acetylserotonin 3.12* N−乙酰组胺 N−Acetylhistamine 1.89** 

2−氨基丙烯酸 2−Aminoacrylic acid −3.89** L−组氨酸 L−Histidine 2.07** 

L−精氨酸 L−Arginine 2.60** D−1−哌啶−2−羧酸

D−1−Piperideine−2−carboxylic acid 
0.93* 

苯乙醛 Phenylacetaldehyde 2.45** 胡椒酸 Pipecolic acid 0.99** 

瓜氨酸 Citrulline −1.23* 丙氨酸 Allysine −1.38* 

酵母氨酸 Saccharopine 3.85** L−高苏氨酸 L−Homoserine 2.64* 

L−酪氨酸 L−Tyrosine 25.00*   

表 5  两组样本碳水化合物代谢产物变化倍数 
Table 5  The fold change of carbohydrate metabolites of the two samples  

代谢产物 
Metabolites 

Log2 变化倍数 
Log2 Fold change 

代谢产物 
Metabolites 

Log2 变化倍数 
Log2 Fold change 

丙酸 Propionic acid 0.24* γ−氨基丁酸 Gamma−Aminobutyric acid 1.31* 

琥珀酸 Succinic acid 1.64** 氧戊二酸 Oxoglutaric acid 3.85* 

丙酮酸 Pyruvic acid 1.75** 海藻糖 Trehalose 2.54* 

甘露醇 Mannitol 7.44* myo−肌醇 myo−Inositol 4.24** 

葡萄糖酸 Gluconic acid 2.81* L−丝氨酸 L−Serine 1.51** 

富马酸 Fumaric acid 1.72** 2−酮丁酸 2−Ketobutyric acid 3.00** 

利比妥 Ribitol 5.36* L−谷氨酰胺 L−Glutamine −2.24** 

琥珀酸半醛 Succinic acid semialdehyde 5.94*   

膜的组成成分磷脂酰类物质在 PA−2 处理后急剧下调，这可能与该真菌破坏了藜细胞膜结构有关。这与罗

淑芬等[23]通过对腺嘌呤衍生物——6−苄基腺嘌呤使莲蓬保持较高的 ATP 能荷状态、防治活性氧积累，保

护细胞膜结构的结论一致。研究表明叶酸参与植物叶绿素合成[24]。嘌呤代谢紊乱则会影响叶酸合成，进而

影响叶绿素的生物合成，因此推测 PA−2 有些代谢物可能作用于叶绿体抑制光合色素合成和阻断能量传递

过程。植物次级代谢产物包括萜类、酚类、含氮化合物等，它不是植物生长发育所必需的物质，但对植物

的生长发育必不可少，它们具有保护生物膜、抗氧化、组成核酸及酶等重要的生理作用[25,26]。本试验发现

PA−2 侵染后，藜叶片次级代谢产物合成受到影响，可能使生物膜稳定性下降、氧毒性、核酸代谢及生化

反应过程受阻等。 
氨基酸是生物体内所有蛋白质的基本组成单位，自然界的氨基酸一般以 L 型存在，氨基酸代谢正常是

植物完成其生命活动的保障[28]。本试验发现 PA−2 侵染下，藜叶片内多达 29 种的氨基酸代谢产物变化，这

与李光锦在褐腐菌 Monilinia fructicola 侵染下中华寿桃 Prunus persica 内差异蛋白质变化较多的结果一致[29]、

也与肖龙等[30]研究轮纹病病原菌Botryosphaeria dothidea胁迫下苹果Malus domestica差异蛋白达 21个的结

果相似。在植物中，酪氨酸通过莽草酸途径从头合成，同时也产生其他两个芳香族氨基酸−苯丙氨酸和色
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氨酸[31]。研究表明苯丙氨酸是植物苯丙烷类代谢途径的关键物质，与植物抗病具有重要相关性[32]。色氨酸

代谢途径的下游次生代谢物不仅具有抗菌作用，而且与植物的防御反应密切相关[33]。本研究酪氨酸在处理

组 Log2 显著上调 25 倍，可能引起苯丙氨酸和色氨酸减少，更利于 PA−2 侵染有关。 后，氨基酸代谢涉

及植物体内多种代谢，它的紊乱又影响其他代谢，这些可能共同参与 PA−2 的侵染。 
碳水化合物是植物经过光合作用产生的，它分为结构性碳水化合物（Structural carbohydrates）和非结

构性碳水化合物（Non-structural carbohydrates），前者与植物能量供应有关，后者参与植物生存策略[34]。

本试验中与能量代谢有关的碳水化合物都显著变化，这与张彩霞等[35]研究苹果在轮纹病侵入过程中，筛选

的差异蛋白中有很多参与能量代谢的结果一致。综合上述，藜叶片内能量供应可能受到影响。而这些研究

结果与赵丽娟等 [27]在研究霜霉病菌对藜同科植物藜麦叶片代谢影响的研究结果一致，即霜霉病菌

Peronospora farinosa f. sp. chenopodii侵染引起藜科植物藜麦Chenopodium quinoa叶片内糖代谢、核酸代谢、

氨基酸代谢、三羧酸循环等代谢途径中的相关代谢物异常变化，进而影响藜麦生长。 
甜菜碱（Betaine）属于生物碱类，它作为渗透保护物质与脯氨酸以及可溶性糖共同调节植物渗透[36,37]。

甘露醇是由植物内甘露醇脱氢酶（MTD）限制的，而甘露醇也是一种抗逆物质，它在植物抗致病微生物发

挥作用，同样它也和甜菜碱参与渗透调节。这两种物质作为标志性差异化合物都参与渗透调节。出芽短梗

霉菌作为杀菌剂通过与病原菌竞争空间与养分达到杀菌作用[9-11]。甜菜碱和甘露醇在出芽短梗霉菌侵染下

极显著上调可作为生物标志物，而这与赵丽娟等[27]研究霜霉病菌侵染下藜科植物藜麦叶片极显著上调物质

为琥珀酸半醛、异亮氨酸、丝氨酸等结果相悖，推测可能因为二者研究选用筛选差异化合物的标准和模型

不同。本研究中甜菜碱和甘露醇的标志性出现，推测 PA−2 也可能与植物细胞争夺养分而使藜过度失水而

死亡。细胞生长无非与碳水化合物代谢、能量代谢、核苷酸代谢等行为相关，这 3 条途径是细胞生长的核

心代谢途径[38]。本研究发现在 PA−2 侵染下，藜叶片内这 3 条代谢途径均被影响。尽管代谢组分析能够使

我们全面了解出芽短梗霉菌侵染下藜叶片代谢物变化，但其也具有不少缺点，如生物标志物验证困难、对

代谢物定性能力有限以及缺乏完整的解析代谢物生物学功能的数据库[21]。为了更好地了解出芽短梗霉菌

PA−2 对藜的生防机制，通过不同组学结果的联合分析，多组学间验证互补，将是下一步研究的重点。 
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