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聚ＧγＧ谷氨酸对柑橘苗木性状和 GABA 的影响
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摘要　通过株高、冠径及酶活的测定研究聚ＧγＧ谷氨酸(PGA)水溶液灌根对柑橘苗木个体性状和叶片中抗

性相关酶的影响,并采用亲水相互作用色谱(HILICLCＧMS/MS)分析了PGA灌根前后叶片中２００个靶向代谢

物含量的变化.结果表明:PGA处理能促进苗木株高、冠径和嫁接苗分枝数的增加;PGA处理后,柑橘叶片中超

氧化物歧化酶(SOD,抗氧化物保护酶)、过氧化物酶(POD,参与过氧化产物的清理)和多酚氧化酶(PPO,酚类物

质代谢的参与酶)的活性增加;PGA处理后,柑橘叶片中LＧ谷氨酸含量下降７３．２％倍,而γＧ氨基丁酸(GABA)含

量增加了１．６倍,N６Ｇ甲基腺嘌呤含量提高２．３倍.靶向代谢物分析获得１０９个代谢物的定量结果,其中,１３种

代谢物对照与处理的差异达到显著水平.
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　　聚ＧγＧ谷氨酸(polyＧγＧglutamicacid,PGA)是绿

色安全的肥料增效剂[１],被广泛地应用于农业、化妆

品、食品、医药等多个领域[２Ｇ３].PGA在柑橘中应用

可改 善 果 实 品 质[４].PGA 降 解 产 物 为 LＧ谷 氨

酸[１],谷氨酸脱羧酶(GAD)可将LＧ谷氨酸转化为

γＧ氨基丁酸(GABA).GABA在植物中有多种生物

功能,如:调节细胞环境pH、调节碳氮营养平衡、应
答环境胁迫、调控生长发育等[５Ｇ６].有研究证明补充

外源 GABA,可增加柑橘类植物内源 GABA、几种

氨基酸和 植 物 激 素 的 水 平[７].超 氧 化 物 歧 化 酶

(SOD)、过氧化物酶(POD)和多酚氧化酶(PPO)３
种酶活性与植物抗性相关,可作为筛选抗性材料的

生化指标之一[８].目前,PGA在柑橘产业中的应用

不多,对PGA 在柑橘苗木繁育上的应用效果以及

PGA的作用机制仍然不清楚.本研究探讨聚ＧγＧ谷

氨酸(PGA)水溶液灌根对柑橘个体性状及抗性相

关酶的影响,并采用亲水相互作用色谱(HILICLCＧ
MS/MS)分析PGA灌根前后叶片中２００个靶向代谢

物含量的变化,对永春芦柑嫁接苗叶片进行靶向代谢

物分析,以期为聚ＧγＧ谷氨酸在柑橘良种繁育上的应

用提供更明确的理论依据,也为深入地探索PGA的

作用机制、更好地发挥PGA的作用奠定理论基础.

1　材料与方法

1.1　柑橘实生苗 PGA 处理及酶活性的测定

试验在华中农业大学国家果树脱毒种质资源室

内保存中心进行.柑橘品种为强德勒柚(Citrus
maxima),柑橘幼苗生长至３５d时,分别用质量浓

度５０、１００、２００mg/L的聚ＧγＧ谷氨酸溶液浇灌,CK
组用清水浇灌.聚ＧγＧ谷氨酸由华中农业大学农业

微生物学国家重点实验室提供.
在处理后的２、４、６d分别测定柚苗叶片中３种

酶的活性.SOD 采用氮蓝四唑(NBT)法、POD 采

用愈创木酚法、PPO 采用邻苯二酚法,根据文献[９Ｇ
１０]的方法进行测定.
1.2　PGA 促进采穗树和嫁接苗生长的试验

试验在福建省永春绿源柑橘苗木繁育场进行.
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处理方法:每次以质量浓度２００mg/L的PGA
溶液灌根,平均每株２８０mL,对照为清水处理.

第１批试验在３号育苗网室中进行.根据永春

芦柑(CitrusreticulataBanco．)苗木的原始株高分

组.A组:７０~７９cm;B组:８０~８９cm;C组:９０cm
以上.试验时间:２０１６年３月６日第１次处理,４月

６日第２次处理,５月６日观察记载株高和冠径.
第２批试验在１号育苗网室中进行.试验时间

为２０１６年４月６日第１次处理,５月６日第２次处

理,６月２７日观察记载株高和分枝数.５０株永春芦

柑嫁接苗用PGA处理,５０株用于对照试验.
试验数据使用IBM SPSSStatistics进行平均

值的tＧ检验统计学分析,以判断差异的显著水平.
1.3　靶向代谢物的 HILIC LCＧMS/MS 定量分析

１)样品的制备.用２００mg/LPGA 浇灌永春

芦柑嫁接苗,每次１L/株,隔３０d处理１次,第３次

处理后的２４h取嫁接苗叶片,用液氮冷冻,贮存于

－７０℃超低温冰箱,每个处理设６个生物学重复.
样本加入液氮研磨后称量８０mg,分别加入１mL
甲醇乙腈水溶液(V甲醇 ∶V 乙腈 ∶V水 ＝２∶２∶１),涡
旋６０s;低温超声３０min,２次;－２０℃放置１h沉

淀蛋白,过滤管过滤后于４℃、１２０００r/min离心２０
min,取上清冷冻干燥.

２)色谱质谱条件.样品采用 WatersIＧclass超

高效液相色谱仪(Waters)进行分离.使用 AB５５００
QqQ质谱仪(ABSCIEX)进行质谱分析.色谱条

件:流动相 A 为水溶液＋２５mmol/L乙酸铵＋２５
mmol/L氨水(pH９．７５),流动相B为乙腈.样品置

于４ ℃ 自 动 进 样 器 中,柱 温 ４０ ℃,流 速 为 ０．３
mL/min,进样量２μL.液相梯度如下:０~１min,B
维持在 ９５％;１~１４ min,B 从 ９５％ 线 性 变 化 到

６５％;１４~１６min,B从６５％线性变化到４０％;１６~
１８min,B维持在４０％;１８~１８．１min,B从４０％线

性变化到９５％;１８．１~２３min,B维持在９５％.样本

队列中每隔６个实验样本设置１个 QC样本,用于

检测和评价系统的稳定性及重复性.质谱条件:采
用 AB５５００QqQ 质谱仪(ABSCIEX)进行质谱分

析.ESI源条件如下:载气温度,３５０℃;干气温度,

３５０℃;载气流量,１１L/min;干气流量,１０L/min;
毛细管电压,４０００V或Ｇ３５００V,分别为正负模式;
喷嘴 电 压,５００ V;雾 化 器 压 力,０．２ MPa.采 用

MRM 模式监测,每个 MRM 离子对的停留时间

(dwelltime)为３ms,总的循环时间为１．２６３s.

３)数据处理.采用 MRM Analyzer(R)对２００
个代谢物的 MRM 原始数据进行提取,得到各代谢

物的峰面积,数据集以及数据分析过程参考 Cai
等[１１]建立的高通量靶向代谢组方法,对生物样本进

行代谢谱分析,以 HILIC超高效液相色谱ＧQqQ MS
MRM 技术为分析平台,对３２个 KEGG 通路中的

近２００个 代 谢 物 进 行 靶 向 定 量 分 析,随 后 采 用

MRMAnalyzer软件对数据进行处理.

2　结果与分析

2.1　聚ＧγＧ谷氨酸对柑橘叶片中 3 种抗性相关酶的

影响

　　５０和１００mg/LPGA浇灌柚苗２d后,SOD活

性均显著高于CK;２００mg/L的PGA浇灌柚苗２d
后,SOD活性均显著高于１００mg/L的PGA 处理.

３种质量浓度的PGA浇灌柚苗４d后,SOD活性均

显著高于 CK,２００ mg/LPGA 处理与 １００ 和 ５０
mg/L的PGA处理之间也存在着显著差异.处理

后６d,１００mg/LPGA 处理柚苗叶SOD活性显著

高于CK和５０mg/LPGA处理(图１A).图２为柚

实生苗生长情况.

３种质量浓度 PGA 处理２d后,POD 活性与

CK均有显著差异,１００mg/LPGA 浇灌柚苗２d
后,POD活性均显著高于５０mg/LPGA 处理.３
种质量浓度的PGA浇灌柚苗４d和６d后POD活

性均显著高于CK(图１B).

５０、１００mg/L的 PGA 处理２d后,PPO 活性

显著高于 CK,２００mg/L处理的柚苗 PPO 活性显

著高于５０mg/L的 PGA 处理.５０mg/L的 PGA
处理后４d,柚苗PPO活性显著高于CK,１００和２００
mg/LPGA处理后PPO活性均显著高于５０mg/L
PGA处理(图１C).
2.2　聚ＧγＧ谷氨酸对采穗树生长和分枝数的影响

图３为采穗树处理和对照实物照片,处理树叶

色浓绿、枝梢生长健壮、树冠丰满,对照树长势相对

较弱.在永春芦柑采穗树生长试验中,对采穗树３
组数据进行统计分析,结果表明:A 组处理后与处

理前比较,株高显著提高(P＜０．０５),B组处理后

与处理前比较,株高和冠径显著提高(P＜０．０５),
但C组处理后与处理前比较 差 异 不 显 著(见 图

４A、B).

９０１
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　不同小写字母表示在α＝０．０５水平差异显著.下同.Differentlowercaselettersinthedataofthesamecolumnindicatethesignificanceof

thedifferenceatα＝０．０５．Thesameasbelow．

图１　PGA处理对柚苗叶片中超氧化物歧化酶(A)、过氧化物酶(B)和多酚氧化酶(C)活性的影响

Fig．１　EffectsofPGAtreatmentonpomeloseedlingsleaves’activitiesofsuperoxidedismutase(A),

peroxidase(B)andpolyphenoloxidase(C)

　左为对照,右为２００mg/LPGA 处理.Left:CK;Right:２００mg/L

PGAtreatment．

图２　PGA处理和对照的柚实生苗

Fig．２　Photoofpomeloseedlingsafter２００mg/L
PGAtreatmentandcontrol

图３　永春芦柑采穗树(A)和对照树(B)表型

Fig．３　PhenotypeofYongchuntangerinescion

trees(A)andcontroltrees(B)

　A组:株高７０~７９cm;B组:株高８０~８９cm;C组:株高＞９０
cm.GroupA:Plantheight７０~７９cm;GroupB:Plantheight８０~

８９cm;GroupC:Plantheight＞９０cm．

图４　永春芦柑采穗树经PGA处理后

的株高(A)和冠径(B)的变化

Fig．４　Changesinplantheight(A)andcrowndiameter(B)

ofYongchuntangerinetreeafterPGAtreatment

０１１
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在永春芦柑无病毒嫁 接 苗 生 长 试 验 中,２００
mg/L的PGA处理的苗木与对照相比,平均株高增

加１２．３％,处理和对照的株高存在显著差异.分枝

数从平均３．５枝/株增加到平均４．８枝/株,分枝数显

著增加３８．６％(P＜０．０５)(图５).根据常规苗木繁

育方法,每枝接穗平均提供１０个饱满芽,２００株苗

图５　永春芦柑嫁接苗经PGA处理后

的株高和分枝数的变化

Fig．５　Changesinplantheightandnumberofbranches
inYongchuntangerinetreeafterPGAtreatment

可以增加约２６００个芽.可见,PGA 处理显著增加

了苗木芽数,可以提供丰富的育苗材料.
2.3　PGA 处理后叶片中 200 个靶向代谢物的定量

分析

　　采用 HILICLCＧMS/MS靶向代谢组学方法,
对样本中的２００种代谢物进行 MRM 分析,共检测

到１０９ 个 代 谢 物,这 些 代 谢 物 在 QC 样 本 中 的

RSD＜３０％,说明实验系统稳定可靠.对 PGA 处

理和对照的显著性差异代谢物(假设概率＜０．０５
且变异位数＞１．５)进行层次聚类(hierarchicalclusＧ
tering),PGA处理的样品聚类出现在同一簇,对照

的６个重复样本聚类出现在同一簇.同时,聚在

同一簇内的代谢物具有相似的表达模式(图６).
在进行PGA处理和对照２组样本间的差异代

谢物分析时,利用单变量分析,可以直观地显示

PGA处理样品与对照样品之间代谢物变化的差异

显著性.本研究以假设概率＜０．０５且变异位数＞
１．５作为显著性差异物的筛选标准进行差异代谢物

表达量分析(表１,图５).PGA处理与对照相比,有

１３种代谢物表现出显著的差异,其中 N６Ｇ甲基腺嘌

　红色代表上调,蓝色代表下调;颜色深浅与 Foldchange值大小相关.RedshowsupＧregulated,blueshowsdownＧregulated;colordepthis

relatedtothesizeoftheFoldchangevalue．

图６　PGA处理组和对照组的差异代谢物的层次聚类结果

Fig．６　HierarchicalclusteringresultsofdifferentmetabolitesbetweenPGAtreatmentgroupandcontrolgroup

呤(N６Ｇmethyladenosine,m６A)、γＧ氨基丁酸(gamＧ
maＧaminobutyricacid,GABA)、腺嘌呤(adenine)、
吡哆醇(pyridoxine)、２′ＧOＧ甲基腺苷(２′ＧOＧmethyＧ
ladenosine)、苹果酸(malicacid)、LＧ甲硫氨酸(LＧ
methionine)和LＧ２Ｇhydroxygluterate等８种代谢物

上调;５′Ｇ环磷酸腺苷(adenosine３′,５′ＧcyclicmonoＧ
phosphate,cAMP)、LＧ谷氨酸(LＧglutamicacid)、甘
氨 酸 (glycine)、LＧ二 氢 乳 清 酸 (LＧdihydroorotic
acid)和甘油Ｇ３Ｇ磷酸(snＧglycerol３Ｇphosphate)等５
种代谢物下调(表１).

１１１



　　 华 中 农 业 大 学 学 报 第３９卷　

表１　PGA处理后差异显著的代谢物信息

Table１　MetaboliteinformationwithsignificantdifferenceafterPGAtreatment

编号

No．
代谢物名称

Metabolitename
KEGG路径

KEGG
保留时间/min
Retentiontime

相对标准
误差 RSD

变异位数

Foldchange
假设概率

PＧvalue

１
N６Ｇ甲基腺嘌呤

N６ＧMethyladenosine
－ ３．６８５ ０．０８１ ２．２６８↑ ０．００１

２
３′,５′环状单磷酸腺苷 Adenosine
３′,５′Ｇcyclicmonophosphate(cAMP) C００５７５ ７．８９４ ０．１１８ ０．６５３↓ ０．００１

３
谷氨酸

LＧGlutamicacid
C０００２５ １１．９５５ ０．０８７ ０．７３２↓ ０．００２

４
γＧ氨基丁酸

GammaＧaminobutyricacid(GABA) C００３３４ １１．１４６ ０．１１８ １．６４５↑ ０．００４

５ 甘氨酸 Glycine C０００３７ １０．８４１ ０．２００ ０．６８１↓ ０．００６

６ 腺嘌呤 Adenine C００１４７ ４．７１０ ０．２０３ １．５４６↑ ０．００９

７
LＧ二氢乳清酸

LＧDihydrooroticacid
C００３３７ ８．６００ ０．１２２ ０．６１６↓ ０．０１２

８
吡哆醇

Pyridoxine
C００３１４ ２．７０３ ０．１１３ １．７４７↑ ０．０１４

９
２′ＧOＧ甲基腺苷

２′ＧOＧMethyladenosine
C０４７７９ ２．６２１ ０．１９４ １．８７１↑ ０．０３０

１０
苹果酸

Malicacid
C００７１１ １２．２５１ ０．１０１ １．２６３↑ ０．０３４

１１
甘油Ｇ３Ｇ磷酸

snＧGlycerol３Ｇphosphate
C０００９３ １３．２５６ ０．１９７ ０．３７３↓ ０．０３６

１２
LＧ甲硫氨酸

LＧMethioninegluterate
C０００７３ ８．２６６ ０．１５５ １．６５４↑ ０．０３８

１３
LＧ２Ｇ羟基戊二酸

LＧ２ＧHydroxygluterate
C０３１９６ １２．０２０ ０．１８５ １．７０６↑ ０．０３９

　注:↑表示上调,↓表示下调.Note:↑showsupＧregulated,↓showsdownＧregulated．

3　讨　论

3.1　PGA 与柑橘苗木生长及抗逆境能力关系

本研究结果表明PGA 能提高永春芦柑采穗树

和嫁接苗的株高、冠径和分枝数,丰富柑橘育苗材

料.在实生苗上的研究表明PGA 处理能提高植株

SOD、POD、PPO３种酶的活性,这与前人[１２Ｇ１３]关于

多种因素可以激发抗性相关酶的观点是一致的.超

氧化物歧化酶是生物体内存在的一种抗氧化金属

酶,它能够催化超氧阴离子自由基歧化生成氧和过

氧化氢,在机体氧化与抗氧化平衡中起到至关重要

的作用.超氧化物歧化酶和过氧化物酶是细胞内清

除活性氧系统中的重要酶,能有效地阻止 O－
２ 和

H２O２在植物体内积累[１４].多酚氧化酶是植物体内

普遍存在的一种末端氧化酶,其氧化产物醌类物质

对病原物具有比酚类物质更强的毒性,对植物抗病

起着重要的作用[１５].

3.2　GABA 和 m6A 参与 PGA 对植物生长及抗性调

节过程

　　m６A是真核生物 mRNA上含量最多的化学修

饰之一,m６A修饰是动态可逆的,可在时间和空间

上被甲基转移酶和去甲基酶调控.除了 RNA 存在

m６A修饰之外,DNA的 m６A也在包括秀丽隐杆线

虫和果蝇在内的多细胞真核生物中被鉴定出来,并
进一步在植物、小鼠和人类细胞等高等真核生物中

得到鉴定.m６A 在调控 DNA 复制、转座、转录和

细胞防御中起着关键作用.代谢组研究结果显示,

PGA处理植株与对照植株相比 m６A 提高了２．３
倍,表明 PGA 与 m６A 的变化水平具有相关性,暗
示 m６A可能参与PGA对植物促生长的作用过程.

前人研究中 GABA 用于促进植物的生长[１６],
抑制某些植物病害[１７];GABA参与调节细胞内pH
环境、碳氮营养平衡、抑制昆虫啃食、防止氧化胁

迫、渗透调节、信号传递等在内的多种生理生化反
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应[１８Ｇ２２].本研究中对柑橘嫁接苗进行PGA 灌根处

理,与 对 照 植 株 相 比 LＧ谷 氨 酸 下 调 ７３．２％,而

GABA上调了１．６倍.在GABA含量小幅度提高的

情况下,柑橘苗木各项生长指标得以提高,抗氧化能

力增强且未观察到植株异常的现象.PGA 处理能

激发 GABA含量提高,这一结果在前人的研究中还

未见报道,这也为我们进一步探索 PGA 对植物的

调节机制提供了新的方向.
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EffectsofpolyＧγＧglutamicacidonseedlingstraitandGABAofcitrus

ZONGQi１,ZHANGShengcai２,FANGuotai２,SUN Meng３,JIANGLing３

１．StatekeyLaboratoryofAgriculturalMicrobiology,HuazhongAgriculturalUniversity,

Wuhan４３００７０,China;

２．NationalModernIndustrialTechnologySystem,FujianProvinceYongchunCountyTangerine
ComprehensiveExperimentStation,Yongchun３６２６００,China;

３．MinistryofEducationKeyLaboratoryofPlantBiology,HuazhongAgriculturalUniversity/

MinistryofAgricultureandRuralAffairsKeyLaboratoryofHorticultural
cropBiologyandGermplasmCreationinCentralChina,Wuhan４３００７０,China

Abstract　TheeffectsofpolyＧγＧglutamicacid(PGA)aqueoussolutionirrigationonseedlingstrait
andresistanceＧrelatedenzymesinleavesofcitrusweredeterminedbymeasuringplantheight,crowndiＧ
ameterandenzymeactivity．HILICLCＧMS/MSwasusedtoanalyzethechangesof２００targetmetaboＧ
litesinleavesafterirrigationofPGA．TheresultsshowedthatPGAtreatmentincreasedtheheight,

crowndiameterandbranchnumberofseedlings．Theactivitiesofsuperoxidedismutase(SOD),peroxiＧ
dase(POD)andpolyphenoloxidase(PPO)incitrusleaveswereincreasedafterPGAtreatment．The
contentofLＧglutamateincitrusleavesdecreasedby７３．２％,whilethecontentofγＧaminobutyricacid
(GABA)increasedby１．６times．ThecontentofN６Ｇmethyladenineincreasedby２．３times．Theresultsof
quantitiesof１０９metabolitesanalyzedbytargetedmetaboliteshowedthatthedifferenceof１３metaboＧ
litesbetweencontrolandtreatmentwassignificant．

Keywords　polyＧγＧglutamicacid;seedlingofcitrus;targetmetabolites;GABA;resistanceＧrelated
enzymes;seedbreeding
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