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摘要　为揭示高温引起草原龙胆莲座化的代谢机制,采用气相色谱Ｇ质谱法(GCＧMS)结合代谢组学分析技

术,研究常温和高温处理下草原龙胆成熟叶片和茎尖的代谢差异.共鉴定出３０种代谢产物,偏最小二乘法判别

分析显示不同温度下和不同组织中的代谢物均得到很好的分离.方差分析表明,与常温处理相比,高温下草原

龙胆茎尖中的糖类含量降低,有机酸含量升高,而成熟叶片内的变化趋势刚好相反.推测草原龙胆在高温胁迫

下茎尖的糖类含量下降可能导致其发生莲座化,从而无法正常抽薹开花;而成熟叶片中增加的可溶性糖有利于

提高植株的渗透保护能力,从而抵抗非生物逆境.在不同组织间,高温下的差异明显小于常温下代谢物的差异.

推测常温下茎尖与成熟叶较大的差异体现了异质性的发育趋势,而高温下组织间差异的缩小体现了机体共同应

对胁迫的系统防御机制.
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　 　 草 原 龙 胆 (Eustoma grandiflorum (Raf．)

Shinn．)又名洋桔梗,为龙胆科草原龙胆属观赏植

物.原产北美洲,为一二年生直立草本,花冠呈美丽

的杯状或钟状,花色丰富,有白色、粉红色、橘红色、
浅绿色、紫色、蓝色及复色等,成为十分受欢迎的高

档切花,位列“世界十大切花”之一.草原龙胆的开

花伴随着抽薹现象,前人研究发现,其开花转变发生

在茎伸长约１０cm 之后[１].然而,草原龙胆部分品

种的幼苗在高温影响下会发生簇叶现象而出现莲座

化,不能正常抽薹和开花,严重影响了其作为切花的

经济价值[２Ｇ３].
作为基因表达的终产物,生物体的代谢产物最

能直观反映生物体对遗传结构和环境因素综合影响

下的结果.逆境胁迫下植物代谢层面的响应机制是

一个涉及众多代谢产物、代谢途径的复杂过程,而随

着质谱技术等代谢产物检测和鉴定技术的不断改

进,代谢组学已经成为分析这些复杂过程的有力工

具[４Ｇ５].人们对拟南芥中温度胁迫的代谢响应机制

已经进行了较为深入的研究[６Ｇ８].

‘阿琳娜’草原龙胆在２２℃正常抽薹开花,而在

３０℃时出现莲座[９].本试验采用 GCＧMS测定高温

与常温环境下‘阿琳娜’草原龙胆不同组织中的代谢

情况,拟从代谢途径上探究高温引起草原龙胆莲座

化现象的机制,同时为解决这一生产问题提供理论

基础.

1　材料与方法

1.1　试验材料与取样

本试验材料为 ‘阿琳娜’草原龙胆 (Eustoma
grandiflorum (Raf．)Shinn．‘Arena’)F１代种子,由
浙江虹越花卉有限公司提供.将种子播种于东北泥

炭土＋蛭石＋珍珠岩(体积比２∶１∶１)混合的培养

基质中,置于华中农业大学花卉基地玻璃温室培育.
至草原龙胆出现２片真叶时,选择形态、大小较一致

的植株上盆,随机分为２组,搬至光照培养箱内培

育,光照强度均为１１．５μmol/(m２s),光周期１６
h/８h(日/夜),相对湿度５０％.设置对照组的温度

为２２℃,高温组的温度为３０℃.
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当植株生长２２d对照组第一株植株最早发生

抽薹时,分别采集２种温度处理下的成熟叶片以及

茎尖,各采取６个成熟叶片或茎尖作为重复,采用液

氮冻存后置－８０℃超低温冰箱备用.
1.2　主要仪器与试剂

GCＧMS分析采用 ThermoDSQⅡ气相色谱Ｇ质

谱联用仪(ThermoFisherScientific公司),甲醇、核
糖醇、甲氧胺盐酸盐、吡啶、MSTFA(NＧMethylＧNＧ
(trimethylsilyi)trifluoroacetamide)购 于 SigmaＧ
Aldrich公司,氯仿购于SCR公司.
1.3　样品处理及分析条件

１)代谢物萃取、衍生化.将样品用液氮研磨成

粉末状,称取５０mg于离心管内,加入７５０μL 甲

醇,涡 旋 混 匀,再 加 入 ３１．５μL 质 量 浓 度 为 ０．２
mg/mL的核糖醇水溶液,于室温条件下,在摇床上

提取１５min;１４０００r/min离心１０min,取５３５μL
上清液,加入５３６μL氯仿和１０７１μL双蒸馏水,涡
旋混匀;离心,取４００μL 上清液,真空离心,彻底

干燥.
代谢物的衍生化:向含有干燥代谢物的离心管

加入９０μL质量浓度为２０mg/mL的甲氧胺盐酸盐

吡啶溶液,在摇床上３７℃孵育２h;再加入６０μL
MSTFA,在摇床上３７℃孵育３０min;１４０００r/min
离心,取１００μL上清液上样检测.

２)GCＧMS分析条件.色谱条件:HPＧ５MS毛细

管柱(３０ m×０．２５ mm×０．２５μm);进样口温度

２８０℃,载气为高纯氦气,流速 １０．０ mL/min,按

１０∶１分 流 比 进 行 分 流.升 温 程 序:７０ ℃ 保 持

５min,以 ５ ℃/min 的 速 率 升 温 至 ３００ ℃,保 持

３min;传输线温度２７０℃.
质谱条件:电子轰击(EI)离子源,其电子能量

７０eV;离子源温度２００℃,质量扫描范围５０~５００
m/z.
1.4　物质鉴定

结合谱库检索技术与质谱图解析及保留指数定

性方法,将 GCＧMS分析所得质谱图及 NSIT(２００５)
谱库与标准物质的质谱图进行检索比对,再利用科

瓦茨保留指数(Kovats’RetentionIndices)确认,检
索尺度为１％.样品保留指数由相同升温程序下正

构烷烃标准样品(C８ＧC３０)计算得到.
1.5　数据分析

用XCMS软件对原始数据进行处理得到数据

矩阵,导入Excel中进行峰面积归一化后导入SIMＧ

CAＧP１１．５(UmetricsAB)进行偏最小二乘法判别分

析 (partialleastsquaresdiscriminationanalysis,

PLSＧDA),对所有变量按 VIP＞０．９初步筛选含量

差异代谢物;再采用 SPSS软件进行方差分析,按

P＜０．０５水平的显著性确认差异代谢物,并计算各

个差异代谢物相对于对照的相对峰面积,结果用

mean±SE表示,确定差异代谢物含量变化的幅度.

2　结果与分析

2.1　代谢物的定性分析

依据 GCＧMS总离子流图中各个峰的峰面积、
信噪比等参数初步筛选出９１个峰,并鉴定出其中

３０个峰对应的代谢物,见表１.表１中甘氨酸、软脂

酸、硬脂酸、丙酸、果糖、半乳糖和葡萄糖各对应２个

峰,反映出同一代谢物在制样时形成了２个衍生物.
代谢物有６类:氨基酸７种、有机酸７种、糖类７种、
脂肪酸４种、醇３种、三羧酸循环中间酸２种.
2.2　草原龙胆代谢产物的 PLSＧDA 分析

对 代 谢 产 物 转 换 数 据 进 行 PLSＧDA 分 析

(图１),结果显示,３个主成分的方差累计贡献率为

７１．５８％,常温下的成熟叶片(NL)、茎尖(NS),高温

下的成熟叶片(HL)、茎尖(HS)的代谢产物均能明

显分离.常温下成熟叶片和茎尖的样本重复都较为

集中,组内差距较小;而高温处理后,成熟叶片和茎

　N:常温(２２℃),H:高温(３０℃),L:成熟叶片,S:茎尖．Note:

N:Normaltemperature(２２℃);H:Hightemperature(３０℃);

L:Matureleaf;S:Shoottip．
图１　不同温度下草原龙胆不同组织

代谢产物的PLSＧDA分析图

Fig．１　ThePLSＧDAanalysisofmetabolitesin
differenttissuesofEustomagrandiflorum

underdifferenttemperatures

６１
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尖的各个重复样本均相对分散,组内差距较大.
同时,常温下成熟叶片和茎尖之间代谢产物的差

异较大,而 高 温 处 理 下 成 熟 叶 片 和 茎 尖 的 差 异

较小.
2.3　草原龙胆不同温度下代谢产物变化的分析

进一步比较不同温度下草原龙胆的代谢产物变

化(表２),在成熟叶片中,高温处理下有７种代谢物

变化显著,包括有机酸和糖２类.其中３种有机酸

含量显著下降,４种糖类含量增多.而在茎尖分生

组织中,高温处理下产生６种差异代谢物,包括氨基

酸、有机酸、糖以及醇４类.其中氨基酸和有机酸中

的丙酸含量均显著增加,而抗坏血酸和糖醇类含量

均减少.比较茎尖与成熟叶片共有的３种差异代谢

物,其含量在２种组织中的变化趋势刚好相反:高温

诱导丙酸在叶片中含量减少、在茎尖增加;葡萄糖

１、２则在叶中增加、茎尖减少.
表１　草原龙胆茎尖和叶片中已鉴定的代谢物

Table１　MetabolitesthathadbeenidentifiedinshoottipsandmatureleavesofEustomagrandiflorum

代谢物类别

Metabolite
type

保留时间/min
Retention

time

代谢物名称

Metabolite
name

代谢物类别

Metabolite
type

保留时间/min
Retention

time

代谢物名称

Metabolite
name

氨基酸

Aminoacid

１０．６３ 丙氨酸LＧAlanine １１．９１ 草酸 Oxalicacid

１３．９６ 甘氨酸１LＧGlycine１ １５．１３ 苯甲酸 Benzoicacid

１５．６３ 丝氨酸LＧSerine １５．８７ 磷酸 Phosphoricacid

１６．７２ 脯氨酸LＧProline １７．５６ 丙酸２Propanoicacid２

１６．７８ 甘氨酸２LＧGlycine２ ２９．６８ 抗坏血酸 Ascorbicacid

２３．０３ 苯丙氨酸LＧPhenylalanine 糖 ３０．２５ 果糖１Fructose１

３０．１９ 天冬酰胺LＧAsparagine Sugar ３０．４５ 果糖２Fructose２

三羧酸循环

TCAacid
２１．７１ 苹果酸 Malicacid ３０．６５ 葡萄糖１Glucose１

２９．２０ 柠檬酸 Citricacid ３０．７７ 半乳糖１Galactose１

脂肪酸

Fattyacid
３３．７５ 软脂酸１Hexadecanoicacid１ ３０．９９ 半乳糖２Galactose２

３７．３１ 硬脂酸１Octadecanoicacid１ ３１．１１ 葡萄糖２Glucose２

４２．９０ 软脂酸２Hexadecanoicacid２ ４３．５７ 蔗糖 Sucrose

４５．７３ 硬脂酸２Octadecanoicacid２ 醇 １５．９９ 甘油 Glycerol

有机酸

Organicacid
９．１６ 丙酮酸 Pyruvicacid Alcohol ３１．４６ 甘露糖醇 DＧMannitol

９．２６ 丙酸１Propanoicacid１ ３４．４５ 肌醇 MyoＧInositol

表２　草原龙胆不同温度下的代谢物差异

Table２　DifferencesbetweenmetabolitesofEustomagrandiflorumunderdifferenttemperatures

代谢物类别

Metabolite
type

代谢物名称

Metabolite
name

成熟叶 Matureleaf
常温

Normal
temperature

高温

High
temperature

变化
趋势

Trend

茎尖 Shoottip
常温

Normal
temperature

高温

High
temperature

变化
趋势

Trend
氨基酸 Aminoacid 苯丙氨酸 LＧPhenylalanine １．００±０．３１ ２．４７±０．４０ ↑∗

有机酸 Organicacid 抗坏血酸 Ascorbicacid １．００±０．１４ ０．４０±０．１１ ↓∗∗

苯甲酸 Benzoicacid １．００±０．１８ ０．３３±０．０７ ↓∗∗

草酸 Oxalicacid １．００±０．２８ ０．２７±０．０９ ↓∗

丙酸１Propanoicacid１ １．００±０．０９ ０．４４±０．０４ ↓∗∗∗ １．００±０．１８ ２．３２±０．４６ ↑∗

糖 Sugar

半乳糖１Galactose１ １．００±０．２８ ８．５３±２．２５ ↑∗

葡萄糖１Glucose１ １．００±０．１６ ６．２２±１．４３ ↑∗ １．００±０．２１ ０．２９±０．０８ ↓∗∗

葡萄糖２Glucose２ １．００±０．１４ ８．０６±１．８２ ↑∗ １．００±０．１９ ０．３３±０．１１ ↓∗

蔗糖 Sucrose １．００±０．２８ ２．５６±０．６３ ↑∗

醇 Alcohol 甘油 Glycerol １．００±０．０６ ０．３３±０．０７ ↓∗∗∗

　注:数值为平均值±标准误;↑和↓分别代表含量增加和减少;∗、∗∗和∗∗∗分别代表在０．０５、０．０１和０．００１水平差异显著.下

同.Note:Numbersaremeans±SE．The↑ and ↓ standforincreaseanddecreaseincontentrespectively．The∗,∗∗ and

∗∗∗showsignificantdifferenceat０．０５,０．０１and０．００１levelsrespectively．Thesameasfollows．

７１
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2.4　草原龙胆不同组织间代谢产物差异的分析

对不同组织间草原龙胆代谢产物的差异进行比

较(表３),结果表明:在常温处理下,草原龙胆茎尖

与成熟叶间存在１０种差异代谢物,包括１种脂肪

酸、３种有机酸、５种糖类和１种醇类,其中糖醇类变

化较为一致,茎尖中的含量均高于成熟叶片,而丙

酸、苯甲酸的含量均显著低于成熟叶片;高温处理下

２种组织间仅有３种差异代谢物,全部为糖类,且茎

表３　草原龙胆不同组织间的代谢物差异

Table３　DifferencebetweenmetabolitesofEustomagrandiflorumindifferenttissues

代谢物类别

Metabolite
type

代谢物名称

Metabolite
name

常温 Normaltemperature
成熟叶

Mature
leaf

茎尖

Shoot
tip

变化趋势

Trend

高温 Hightemperature
成熟叶

Mature
leaf

茎尖

Shoot
tip

变化趋势

Trend

脂肪酸 Fattyacid 软脂酸１Hexadecanoicacid１ １．００±０．１８ ４．７１±１．１４ ↑∗

有机酸 Organicacid 抗坏血酸 Ascorbicacid １．００±０．１７ ３．３０±０．４６ ↑∗∗∗

苯甲酸 Benzoicacid １．００±０．１８ ０．２０±０．０８ ↓∗∗

丙酸１Propanoicacid１ １．００±０．０９ ０．３０±０．０５ ↓∗∗∗

糖 Sugar

果糖１Fructose１ １．００±０．２１ ４．９８±１．４６ ↑∗

果糖２Fructose２ １．００±０．３５ ０．０９±０．０３ ↓∗

半乳糖１Galactose１ １．００±０．２８ １１．５７±３．０８ ↑∗

葡萄糖１Glucose１ １．００±０．１６ ２．９９±０．０５ ↑∗∗ １．００±０．２１ ０．１６±０．０２ ↓∗

葡萄糖２Glucose２ １．００±０．１４ ５．０２±０．９５ ↑∗∗ １．００±０．２３ ０．２１±０．０６ ↓∗

蔗糖 Sucrose １．００±０．２８ ３．４７±０．４８ ↑∗∗∗

醇 Alcohol 甘油 Glycerol １．００±０．１１ ２．５０±０．１６ ↑∗∗∗

尖含量均较少.

3　讨　论

糖代谢一直是花芽分化及抽薹开花生理过程中

的研究热点,其中最为人们广泛接受的是由 Krebs
提出的 C/N 学说,即植物开花的本质是由 C/N 的

改变引起,高C/N值对许多植物的成花转变均有促

进作用.比如在春化的萝卜中,可溶性糖含量的增

加促进了抽薹[１０].白芥茎尖中蔗糖含量的增加早

于细胞分裂活动的增加,而强烈的细胞分裂正是花

芽分化的重要条件[１１],提示可溶性糖可能起到供能

的作用.人们还发现细胞液浓度的升高有利于花芽

分化,因此,可溶性糖可能是通过改变细胞液浓度来

影响花芽分化的[１２].而在拟南芥中,蔗糖能极大地

促进春化必需品种的开花,同时还使得fve、fpa、

fca、co和gi突变体开花提前[１３].而后,在萝卜中

也发现相似的现象[１４],提示蔗糖可能直接作为一种

信号分子促进花芽分化.以上研究结果均显示碳水

化合物的含量变化与花芽分化呈正相关.在本试验

中,常温处理下的茎尖组织中可溶性糖含量显著高

于成熟叶片,植株均正常抽薹;而高温处理下的茎尖

中可溶性糖含量显著低于常温下的茎尖及同温度的

成熟叶片,可能是导致高温处理下植株一直处于莲

座状态的主要原因之一.

高温处理下,植物会通过主动积累渗透调节物

质来抵抗热胁迫的伤害[１５],有研究证实可溶性糖含

量与植物抗高温能力之间呈正相关[１６Ｇ１７],在拟南芥

中,当受到热胁迫时,蔗糖还可以取代脯氨酸作为主

要的渗透保护剂[８].本试验结果表明,高温处理下

草原龙胆植株的成熟叶片可溶性糖含量显著升高,
且明显高于茎尖,而无论是成熟叶片还是茎尖中,高
温处理后脯氨酸含量均无显著变化.推测在草原龙

胆中,可溶性糖也替代脯氨酸成为了主要的渗透保

护剂,而成熟叶片作为蒸腾失水的主要器官,是抵御

高温胁迫的主要部位,故在高温处理后可溶性糖大

量累积以响应胁迫.
作物在不同生育期各有其生长中心,这些生长

中心既是矿质元素的输入中心,也是同化物的分配

中心[１８].根据成花诱导营养物分配学说,在成花诱

导条件下,各种环境因子均是通过改变植物体内的

源/库关系,使同化产物向茎尖组织供应,以便茎尖

获得比非诱导条件下更有利的同化物供应,从而保

证花芽分化的正常进行.据此推测,常温条件下,草
原龙胆在抽薹时期的生长中心为茎尖,叶片中生成

的碳水化合物转移至茎尖组织中,优先供应茎尖进

行花芽分化,同时蔗糖作为信号分子的积累也有利

于促进细胞分裂活动,故而促进了草原龙胆的成花

转变.而在高温下,植株进入了抵抗胁迫的状态,由
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于需在叶片中主动积累可溶性糖类物质以提高植株

的耐热水平,此时分配中心为成熟叶片,茎尖无法积

累足 量 的 可 溶 性 糖 来 促 进 抽 薹.这 一 推 测 与

Byrne[１９]将高夜温导致芍药败育归结为花芽与叶芽

竞争中代谢不足的结论相吻合.
除糖代谢外,抗坏血酸作为非酶类抗氧化剂在

非生物胁迫中也一直受到重视,本研究中高温处理

后成熟叶片中抗血酸含量虽有一定上升但并未发生

显著变化,而茎尖中抗坏血酸含量反而显著下降,这
可能是由于３０℃高温所引起的胁迫程度还较轻,抗
坏血酸暂未启动抗氧化胁迫系统.除参与非生物胁

迫,抗坏血酸还在启动拟南芥[２０]、文心兰[２１Ｇ２２]的抽

薹以及开花调控中起着重要作用,但其在草原龙胆

抽薹机制中如何发挥作用尚不明确,需要进一步

研究.
目前已经确定的与草原龙胆莲座化相关的影响

因子包括原产地、品种、苗龄、内源激素、温度等[３].
其中温度受到较为广泛的关注,前人研究发现高温

影响赤霉素(GAs)合成途径,通过抑制茎部伸长而

导致莲座化,且高温处理超过１４d即使再移至常

温,茎的正常伸长仍无法恢复[２３].同时,温度与光

周期的互作也对不同品种草原龙胆的莲座化会产生

不同的影响[２４].除此之外,前人研究还发现春化能

促进草原龙胆体内谷胱甘肽的合成,而后者则可以

有效地促进草原龙胆抽薹[２５].遗憾的是本研究未

能检测到谷胱甘肽或其前体物质半胱氨酸,未能比

较‘阿琳娜’在不同温度下的谷胱甘肽合成代谢是否

存在差异.
从代谢产物的整体水平来看,常温处理下茎尖

与成熟叶片间差异最为明显,高温处理后二者间差

异逐渐减小,这种变化提示我们,可能正是由于高温

引起的这种代谢水平整体的改变,使得草原龙胆产

生莲座化,而系统的防御得以启动.本试验对于

初级代谢产物的鉴定与分析有限,还需要通过更

多的初级代谢产物鉴定并结合次生代谢物分析,
以全面诠释高温引起草原龙胆莲座化现象的代谢

机制.
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MetabolomicsanalysesofEustomagrandiflorum
rosetteinducedbyhightemperature

GUORui１　YINChaoqun１　WANGYuqiao１　YANG Mei１　
ZHANGZheng１　CHU Wenxiang１　WANGQin１,２　HU Huirong１

１．KeyLaboratoryofHorticulturalPlantBiology,MinistryofEducation/

CollegeofHorticultureandForestrySciences,

HuazhongAgriculturalUniversity,Wuhan４３００７０,China;
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Abstract　Toexplorethemetabolicmechanismsofrosetteinducedbyhightemperature,GCＧMSwas
usedtostudymetabolicdifferencesinmatureleavesandshoottipsofEustomagrandiflorumundernorＧ
mal(２２℃)andhigh(３０℃)temperatures．ThirtymetaboliteswereidentifiedandresultsofthePLSＧDA
analysesofthemshowedthatthemetabolitesindifferentorgansunderdifferenttemperaturesweresepaＧ
ratedclearly．Analysesofvarianceshowedthatmanysugarsweredecreasedandorganicacidsincreased
significantlyinshoottipsunderthehightemperaturecomparedwiththatunderthenormaltemperature．
Thecaseinmatureleaveswascompletelyopposite．Itisindicatedthatunderthehightemperature,thedeＧ
creaseofsugarsinshootapexcausedtherosette,whiletheaccumulationofsugarsinmatureleavesimＧ
provedthestressresistanceofEustomagrandiflorum．Themetabolitedifferencebetweenmatureleaf
andshoottipunderthehightemperatureislessthanthatunderthenormaltemperature．Itissuggested
thatthelargerdifferenceunderthenormaltemperatureshowsthedifferentdevelopmentdirectionbeＧ
tweenleafandshoot,whilethesmallerdifferenceimpliesthesystematicmechanismofEustomagrandiＧ
floruminresponsetoabioticstress．

Keywords　Eustomagrandiflorum;metabolomics;hightemperature;rosette;stress
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