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基于核磁共振波谱的盐芥盐胁迫代谢组学分析
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摘要:以甲醇 /水( 1∶1) 作为溶剂，利用高分辨核磁共振氢谱分析了盐生模式植物盐芥( Thellungiella salsuginea) 代谢组对盐胁迫

的响应。根据1H 核磁共振( NMR) 波谱，在盐芥莲座叶中准确鉴定出 23 种代谢产物，包括 11 种氨基酸、4 种糖类、6 种有机酸和

2 种其他代谢产物。主成分分析表明，150、300 mmol /L NaCl 处理盐芥的代谢组与对照均有显著差异( P＜0． 05) ，两种浓度的

NaCl处理对盐芥代谢组的影响也不相同。盐胁迫处理以后，盐芥 23 种代谢产物含量均发生显著变化，除天冬氨酸、延胡索酸

受盐胁迫诱导含量下降以外，其余代谢物含量均不同程度升高。这些代谢物主要参与了糖类代谢途径、氨基酸合成途径、三羧

酸循环和甜菜碱合成途径，这些代谢途径在盐芥响应盐胁迫过程中有重要作用。
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Abstract: Soil salinity is a critical environmental problem that disrupts plant metabolic homeostasis and requires adjustment

of metabolic pathways in plant cells，a process that is usually referred to as acclimation． Metabolomics technologies have

made significant contributions to the study of plant stress biology through identification of different compounds，such as

signaling molecules and metabolic by-products in response to stress conditions，as well as small molecules involved in the

plant acclimation processes． Thellungiella salsuginea is a close relative of Arabidopsis thaliana． It has been proposed as an

ideal model for studying molecular mechanisms of salinity tolerance in plants because of its‘extremophile’characteristics

manifested by extreme tolerance to high salt conditions． To obtain a better understanding of the molecular mechanisms

underlying the response of T． salsuginea to salt stress，an Nuclear Magnetic Resonance ( NMR) -based metabolic profiling

approach was used to profile metabolite changes in T． salsuginea after treatment with 150 mmol /L or 300 mmol /L NaCl for

24 h． In general，metabolomic studies should be designed to detect as many metabolites as possible in an organism，and a

solvent that can extract a diverse group of metabolites should be employed． In our experiments，metabolites were extracted

from the leaf tissues using a solvent system of methanol /water ( 1 /1 ) ，known to extract many different metabolites． 1H-

NMR spectroscopy of samples from control，150 mmol /L and 300 mmol /L NaCl treatment was performed separately．

Spectral data were analyzed and interpreted using multivariate statistical analyses． Overall，the original NMR spectra were

dominated by one of the organic acids，malate ( δ 2． 38 and 2． 68) ，which is a T． salsuginea metabolite to maintain the
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osmotic balance in the cells and was approx． 10—100 times higher than other metabolites found in the 1H-NMR spectra．
Principal components analysis ( PCA) was used in this work for the separation of control from different concentrations of
NaCl-treated groups． PCA is an exploratory unsupervised pattern recognition method since it calculates inherent variation
within the data sets without use of the class membership． Following PCA，the PC scores plot indicated highly significant
separations ( P ＜0． 05 ) between control and salt treatments，suggesting huge differences in metabolite profiles between
control and NaCl-treated samples． In order to understand the origin of the differences between the control and NaCl
treatments，the metabolites were identified and quantified． A total of 23 intracellular metabolites，comprising 11 amino
acids，4 sugars，6 organic acids and 2 others were identified in leaf extracts of T． salsuginea． All of the 23 metabolites
showed reproducible and statistically significant changes in NaCl-treated samples compared to control samples． Most
metabolites exhibited significant increases in response to NaCl treatment except aspartate and fumarate． To evaluate the
connections of these metabolic changes under salt stress，the measured metabolite variations were mapped onto the plant
biosynthetic pathways． Metabolites involved in carbohydate metabolism，amino acid biosynthesis，TCA cycle and betaine
biosynthesis played an important role in response to salt stress． It is notable that a potentially powerful strategy of salt
tolerance in the halophyte T． salsuginea is to increase the TCA cycle intermediates and accumulate the osmoregulatory solute
proline． This information，together with quantitative kinetic indices，can be used to model and simulate metabolic
pathways． This study has further highlighted the value of the metabolic profiling approach in discovering and validating plant
metabolic mechanisms in response and acclimation to salt stress．
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十字花科植物盐芥( Thellungiella salsuginea) 具有很强的耐盐能力( 可在 300 mmol /L NaCl 的生境中完成
生活史) 且与模式植物拟南芥的亲缘关系非常近，因此作为盐生模式植物引起研究者关注并开展了大量研

究
［1-2］。比较基因组学研究发现大部分胁迫诱导基因在盐芥中是组成型表达的，如 Fe-SOD、P5CS、PDF1． 2、

AtNCED、P-protein、β-glucosidase、SOS1 等基因非胁迫条件下在盐芥中就以高水平表达，并可能与盐芥高度的耐
盐性密切相关

［3-4］。Pang等［5］进一步利用双向电泳( 2-DE) 、同位素标记相对和绝对定量( iTRAQ) 蛋白质组
学技术分别鉴定了盐芥盐胁迫差异表达的可溶性蛋白和疏水膜蛋白，推测了盐芥应答盐胁迫的主要生理代谢

途径。
植物在响应和适应盐胁迫的过程中，需要不断调节自身复杂的代谢网络来维持系统内部的动态平衡。对

这种动态进行监测与全面分析，可以揭示植物对环境因子或胁迫的应答机制，代谢组学技术的出现和发展为

这方面的研究提供了一个新的平台。核磁共振波谱( NMR) 是代谢组学研究的主要工具之一［6-7］。利用高分
辨核磁共振技术分析了盐生模式植物———盐芥代谢组对盐胁迫的应答，总结了盐芥耐盐相关的典型代谢特征
和特异代谢途径。
1 材料和方法
1． 1 植物材料培养及处理
所用盐芥( Thellungiella salsuginea) 为山东生态型( ecotype Shandong，China) ，种子由山东师范大学张慧教

授惠赠。采用 Hoagland营养液水培，人工气候室培养( 8 h /16 h光周期，25 ℃ /20 ℃，光强 150 μmol·m－2·s－1，
湿度 50%—70% ) 。生长至 4 周时，分别以含 150、300 mmol /L NaCl的 Hoagland营养液进行盐胁迫处理，正常
Hoagland营养液培养的植株作为对照，处理 24 h后采样。
1． 2 盐芥代谢组样品提取
称取 200 mg盐芥莲座叶，液氮中研磨成粉末后悬浮于甲醇 /水( 1∶1) 提取液( 3． 33 mL /g) ，加入磁珠利用

高通量匀浆机( Qiagen TissueLyser，USA) 振荡匀浆。匀浆 30 000 g、4 ℃离心 10 min，上层极性溶剂相经冷冻
离心浓缩系统干燥后于超低温冰箱保存用于 NMR 分析。在 NMR 仪器分析前，需要对样品进行预处理。将
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上述冻干样品加入 600 μL 100 mmol /L 重水磷酸盐缓冲液( Na2HPO4 和 NaH2PO4，含 0． 5 mmol /L TSP，pH值
7． 0) 充分溶解，以 30 000 g、4 ℃离心 10 min。取上清液 550 μL置于 5 mm核磁管待测。
1． 3 核磁共振检测和1H-NMR波谱数据处理
代谢组样品分析在 Bruker AV 500 NMR 谱仪 ( Bruker BioSpin，Canada) 上进行，1H 观察频率为 500． 18

MHz，测试温度为 298 K。谱宽 6009． 6 Hz，混合时间 0． 1 s，弛豫延迟时间 0． 3 s，在弛豫延迟和混合期间采用
预饱和方式抑制水峰，1D NOESY脉冲序列以保证在预饱和压制水峰的情况下得到较平整的图谱基线。累加
次数 128 次，每个样本核磁扫描均收集到 16384 个数据点，采用线宽为 0． 3 Hz 的指数窗函数进行傅里叶变
换，获得1H-NMR 谱图。将1H-NMR 谱图载入 TopSpin 软件 ( version 2． 1，Bruker BioSpin，Canada ) ，对所有
的

1H-NMR谱图进行细致的相位校正和基线调整，并以内标 TSP 为化学位移参考峰。
利用 Matlab ProMetab软件( ver 7． 0; MathsWorks，Natick，MA，USA) ，将 δ 0． 2—10． 0 内的谱图以 0. 01

谱宽进行分段并积分，除去水峰所在的化学位移区域 ( δ 4． 70—5． 20 ) 。将 δ 8． 32—8． 35、δ 8. 26—8. 28、
δ 8. 24—8． 26、δ 8． 18—8． 20、δ 7． 97—8． 01、δ 7． 70—7． 85、δ 7. 52—7． 56、δ 6． 53—6. 58 合并成单一的峰，以
消除 pH导致的谱峰偏差。归一化剩余总的谱峰面积以便比较谱峰之间的强度差异。多元统计分析之前，先
将所有的核磁谱对数化处理，以增加低强度峰的权重，其中转化参数为 10－8。通过 Chenomx Suite 软件
( Chenomx Inc．，Canada) 分析代谢物的化学位移完成各种主要代谢产物的鉴定并进行定量。
2 结果与分析
从植株外部形态看，经 150 mmol /L NaCl 处理的盐芥受盐胁迫影响不明显，基本与对照无异。经 300

mmol /L NaCl处理的盐芥大部分植株出现不同程度的萎蔫。
2． 1 盐芥代谢组1H-NMR波谱分析

1H-NMR谱峰与样品中各代谢产物中氢原子一一对应，样品中每一个氢原子在图谱中都有其相关谱峰，
图谱中信号的相对强弱反映样品中各组分的相对含量。盐芥中准确鉴定出 23 种代谢产物，包括 11 种氨基
酸、4 种糖类代谢物、6 种有机酸和 2 种其他代谢产物( 图 1) 。

图 1 盐芥莲座叶代谢物 500 MHz核磁共振一维氢谱

Fig． 1 1H-NMR spectrum of the metabolites identified in Thellungiella salsuginea leaves

( 1) 亮氨酸 Leucine; ( 2) 异亮氨酸 Isoleucine; ( 3) 缬氨酸 Valine; ( 4) 苏氨酸 Threonine; ( 5) 丙氨酸 Alanine; ( 6) 乙酸 Acetate; ( 7 ) 脯氨酸

Proline; ( 8) 谷氨酸 Glutamate; ( 9) 谷氨酰胺 Glutamine; ( 10) 苹果酸Malate; ( 11) 琥珀酸 Succinate; ( 12) 酮戊二酸 2-oxoglutarate; ( 13) 柠檬

酸 Citrate; ( 14) 天冬氨酸 Aspartate; ( 15) 胆碱 Choline; ( 16) 甜菜碱 Betaine; ( 17) 甘氨酸 Glycine; ( 18 ) 丝氨酸 Serine; ( 19 ) 蔗糖 Sucrose;

( 20) 果糖 Fructose; ( 21) 葡萄糖 Glucose; ( 22) 麦芽糖 Maltose; ( 23) 延胡索酸 Fumarate
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2． 2 盐芥响应盐胁迫的代谢组主成分分析

图 2 盐芥盐处理后代谢组1H-NMR谱峰积分值的 PCA得分图

Fig． 2 PCA score plots derived from 1H-NMR spectra of

Thellungiella salsuginea samples

主成分分析( PCA) 是代谢组学研究中一种常用的
无监督模式识别方法。PCA 的特点是将分散在一组变
量上的所有信息集中到几个综合指标即主成分 ( PC)
上，利用这些 PC 来描述数据集内部结构，实际上起着
数据降维的作用。本研究中，对1H-NMR 谱变化影响最
大的 2 个主成分 ( PC1 和 PC2 ) 的贡献率分别为
58. 86%和 20． 16%。由图 2 可见，处理组与对照组能
完全分离开，150 mmol /L NaCl 处理组、300 mmol /L
NaCl 处理组与对照均有显著差异 ( P ＜ 0． 05 ) ，150
mmol /L NaCl处理组在得分图中的数据点在 PC2 上偏
离对照组，而 300 mmol /L NaCl处理组在得分图中的数
据点在 PC1 上显著偏离对照组。两种浓度 NaCl 处理

对盐芥代谢组的影响也不相同，两个处理组在 PC1 上发生明显偏离。
2． 3 盐芥响应盐胁迫的主要代谢物含量变化
盐芥莲座叶检测到的 23 种代谢物中，苹果酸含量最高，其次是葡萄糖和脯氨酸。除天冬氨酸、延胡索酸

受盐胁迫诱导含量下降以外，其余代谢物含量受盐胁迫诱导均不同程度升高，盐胁迫可能抑制了天冬氨酸和

延胡索酸的合成或加速其转化。受盐胁迫诱导含量升高的代谢物可以大致分为两类，一类是含量随盐浓度的
增加而显著升高，如亮氨酸、异亮氨酸、缬氨酸、苏氨酸、丙氨酸、脯氨酸、甘氨酸、蔗糖、琥珀酸、酮戊二酸，盐胁
迫可能诱导这些物质的积累，使盐生植物表现出较高的耐盐性。另一类是在 150 mmol /L NaCl处理组显著高
于对照水平，而在 300 mmol /L NaCl处理组高于对照水平但低于 150 mmol /L NaCl处理组，如谷氨酸、谷氨酰
胺、丝氨酸、葡萄糖、果糖、麦芽糖、苹果酸、柠檬酸、胆碱、甜菜碱，较低的盐浓度诱导这些物质的积累，而较高
的盐浓度却没有进一步促进这些物质的合成( 表 1) 。

表 1 盐胁迫盐芥莲座叶主要代谢物含量变化( μmol /g)

Table 1 The content of the main metabolites in Thellungiella salsuginea samples after salt treatment

代谢物

Metabolites
亮氨酸

Leucine
异亮氨酸

Isoleucine
缬氨酸

Valine
苏氨酸

Threonine
丙氨酸

Alanine
脯氨酸

Proline
谷氨酸

Glutamate
谷氨酰胺

Glutamine

对照 Control 0． 03±0． 01a 0． 03±0． 01a 0． 05±0． 00a 0． 24±0． 03a 0． 31±0． 01a 2． 83±0． 19a 1． 66±0． 17a 1． 67±0． 15a

150 mmol /L 0． 05±0． 00b 0． 07±0． 00a 0． 13±0． 01b 0． 49±0． 04b 0． 35±0． 07ab 4． 74±0． 58b 2． 92±0． 40b 2． 88±0． 46b

300 mmol /L 0． 14±0． 01c 0． 23±0． 04b 0． 35±0． 05c 0． 55±0． 08b 0． 43±0． 05b 4． 83±1． 14b 2． 31±0． 47b 1． 60±0． 16a

代谢物

Metabolites
天冬氨酸

Aspartate
甘氨酸

Glycine
丝氨酸

Serine
蔗糖

Sucrose
葡萄糖

Glucose
果糖

Fructose
麦芽糖

Maltose
醋酸盐

Acetate

对照 Control 0． 90±0． 10a 0． 14±0． 02a 0． 47±0． 17a 0． 46±0． 06a 3． 22±0． 66a 0． 80±0． 05a 0． 43±0． 08a 0． 04±0． 01a

150 mmol /L 0． 88±0． 08a 0． 33±0． 07b 1． 51±0． 09b 1． 89±0． 28b 7． 65±0． 49b 5． 87±0． 88b 1． 71±0． 21b 0． 04±0． 00a

300 mmol /L 0． 66±0． 14b 0． 32±0． 05b 0． 89±0． 07c 2． 24±0． 51b 4． 09±0． 59a 3． 27±0． 76c 1． 18±0． 09c 0． 07±0． 00b

代谢物

Metabolites
琥珀酸

Succinate
苹果酸

Malate
柠檬酸

Citrate
延胡索酸

Fumarate
胆碱

Choline
甜菜碱

Betaine
酮戊二酸

2－oxoglutarate

对照 Control 0． 10±0． 01a 12． 11±1． 81a 0． 51±0． 07a 0． 05±0． 01a 0． 505±0． 04a 0． 105±0． 02a 0． 06±0． 01a

150 mmol /L 0． 13±0． 01b 30． 42±1． 78b 1． 44±0． 31b 0． 03±0． 01b 0． 685±0． 06b 0． 225±0． 02b 0． 07±0． 01a

300 mmol /L 0． 16±0． 04b 17． 89±4． 99a 0． 93±0． 11c 0． 03±0． 01b 0． 535±0． 09a 0． 115±0． 03a 0． 13±0． 02b

表中数据为平均值±标准差( n=4) ，同一组比较中不同字母表示差异显著( P＜0． 05)

3 讨论
代谢物是细胞调控过程的终产物，它们的种类和数量变化被视为生物系统对基因或环境变化的最终响
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应
［8］。对盐胁迫条件下盐芥主要代谢物进行了系统的定量分析后，利用 VANTED 软件［9］刻画了盐芥主要代
谢途径对盐胁迫的响应，主要包括糖类代谢途径、氨基酸合成途径、三羧酸循环和甜菜碱合成途径( 图 3) ，下
面分别进行讨论。
( 1) 糖类代谢途径
碳水化合物代谢是植物的基础代谢之一，参与调解很多重要的生理过程如光合作用、呼吸作用。大量研

究表明，在盐胁迫下碳水化合物可以作为渗透调节物质而积累，比如糖类物质( 蔗糖、果糖、葡萄糖、果聚糖
等) ，因此也常用植物体内糖代谢水平来衡量环境对植物胁迫的程度及植物对环境的适应性［10］。检测到盐芥
糖类代谢途径中非还原性糖( 蔗糖) 和 3 种还原性糖( 果糖、葡萄糖、麦芽糖) 的含量都受到盐胁迫的影响。植
物适应盐胁迫过程中，蔗糖对于维持脂双层膜结构中磷脂的液晶态、防止可溶性蛋白质结构上的改变有重要
作用，而葡萄糖作为多数植物呼吸作用的直接底物，对于植物适应盐胁迫过程中能量代谢、氧自由基的形成有
重要作用

［11］。非还原性糖的含量随着盐浓度的增加而显著增加，而还原性糖含量却无一例外的在 300 mmol /
L NaCl高盐浓度下略高于对照水平，但低于 150 mmol /L NaCl处理组样品。关于盐处理后盐芥莲座叶中糖类
物质含量的提高，究竟是由于淀粉水解作用加强，还是由于糖分利用的下降，目前还难下定论。还有研究表
明，植物可溶性碳水化合物含量的提高，不仅在于可溶性碳水化合物参与细胞的渗透调节作用，更重要的原因

可能在于许多可溶性碳水化合物是植物适应环境的信号物质
［12］。

( 2) 氨基酸合成途径
植物在适应盐胁迫过程中，维持一个合适的 K+ /Na+

比对缓解盐胁迫的危害至关重要。游离氨基酸可以
调节跨膜的 K+

转运，从而提高植物对盐胁迫的适应性［13］。观察到盐芥的氨基酸合成途径受到盐胁迫诱导，

一些氨基酸的含量发生显著变化。除了天冬氨酸，其余 10 种氨基酸含量受盐胁迫诱导均有不同程度的增加，

推测这与盐芥较高的耐盐能力有关。植物在盐胁迫等逆境条件下积累脯氨酸是一种较普遍的现象［14］，脯氨
酸是检测到的 11 种氨基酸中含量最高的，且受盐胁迫诱导含量增加显著。作为可溶性渗透物质，脯氨酸的积
累有助于盐胁迫条件下细胞膜的稳定

［15］，有利于叶绿素的合成。在渗透胁迫和氮素缺乏的情况下，谷氨酸途
径是合成脯氨酸的主要来源

［16］。在盐芥莲座叶中，谷氨酸和谷氨酰胺含量也很高，仅次于脯氨酸。已有研究
指出，在干旱和盐胁迫条件下谷氨酸和谷氨酰胺的水平对于维持细胞渗透性的动态平衡具有重要意义［17］。

在蛋白组学研究中，盐芥叶片中谷氨酰胺合成酶( glutamine synthetase) 受低浓度盐胁迫诱导显著上调，高浓度
盐胁迫蛋白表达接近对照水平

［5］，这与代谢组学研究中谷氨酰胺的含量变化一致，在一定程度上，代谢组学

的结果印证了蛋白组学的研究结果。
( 3) 三羧酸循环
有机酸是一类具有缓冲作用的酸性化合物，在盐胁迫下大量积累有机酸，可与液泡中的 Na+

结合，从而降

低毒害作用，是维持体内离子平衡和 pH值稳定的关键［18］。盐芥莲座叶中检测到 6 种有机酸，并且都是三羧
酸循环中重要的中间产物( 图 3) 。三羧酸循环是糖类、氨基酸的最终代谢通路，又是糖类、氨基酸代谢联系的
枢纽，植物可以根据需要通过自身调节来改变代谢流的方向，进而积累或降解某种小分子，达到适应环境、保
持内环境稳态的目的。与三羧酸循环相关的有机酸含量变化说明，盐芥在应对盐胁迫过程中，物质代谢和能
量代谢都受到了影响，盐芥通过调节有机酸的含量，使细胞恢复稳态。

在盐芥莲座叶中检测到的苹果酸，不仅在 6 种有机酸代谢产物中含量最高，而且在所有检测到的 23 种代
谢产物中也是含量最高的。苹果酸是三羧酸酸循环和乙醛酸循环的中介，是维持细胞渗透压与电荷平衡的关
键代谢物，还参与调节植物气孔开度，因此苹果酸在植物适应逆境胁迫的生命活动中起着重要作用［19］。发
现，盐胁迫促进了盐芥莲座叶中苹果酸的积累，但并没有与盐浓度呈现出显著的正相关。与苹果酸含量变化
趋势一致的有机酸代谢物还有柠檬酸。早在 1986 年，人们就在干旱的棉花中发现柠檬酸的积累［20］。水分胁
迫、矿物营养缺乏、盐胁迫也能够诱导植物中柠檬酸的积累［21-22］。研究表明，在盐胁迫条件下，柠檬酸和琥珀
酸在根中大量积累，但地上部分的柠檬酸和酮戊二酸含量却显著下降，地上部分三羧酸循环可能受到抑
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图 3 盐芥响应盐胁迫的主要代谢途径

Fig． 3 The main metabolic pathway in Thellungiella salsuginea response to salt stress

每一个方框代表一种代谢物，编号与图 1 对应，白方框表示代谢途径中未在核磁谱中检测到的代谢物; 代谢物之间的实线表示通过一步反

应实现，虚线表示通过多步反应实现

制
［23］。目前，柠檬酸在植物对抗非生物胁迫中的功能还不是特别清楚。盐芥中乙酸、酮戊二酸、琥珀酸的含
量都受盐胁迫诱导增加。尽管研究中并没有检测到脂类物质，但根据以往文献推测，乙酸含量的增加可能与
胁迫条件下脂类代谢的加强有关，胁迫条件下三羧酸循环过程中乙酰辅酶 A 的利用率下降也可能造成乙酸
的积累

［6］。酮戊二酸是谷氨酸合成途径必需的底物也是植物氨同化过程中重要的有机酸，酮戊二酸的积累
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对胁迫条件下谷氨酸的合成有着积极的影响。三羧酸循环中这些关键的中间产物在植物应对非生物胁迫中
的作用，以及合成途径中关键酶的调控值得深入研究，研究结果将为阐明植物物质代谢和能量代谢的胁迫应

答机制奠定基础。
( 4) 甜菜碱合成途径
作为对不良环境的一种适应性防御反应，植物通过在体内积累高浓度小分子量的有机渗透调节物质来降

低细胞内渗透势，提供植物在低水势下的吸水能力，稳定膜结构和大分子的构象，从而维持植物正常的代谢和

生存。甜菜碱一般在叶绿体中积累，是高等植物中最常见也是最重要的非毒性渗透调节物质之一，能够参与
稳定复杂蛋白质的高级结构，调节和保护类囊体膜功能，使植物在应对非生物胁迫过程中维持正常的光合效

率，在植物抗逆生理中起重要作用［24-25］。研究中，检测到甜菜碱及其合成底物胆碱受低盐浓度诱导积累，但
在较高盐浓度条件下并没有显著影响。盐芥在盐胁迫条件下并没有积累典型的植物渗透调节物质，比如很多
盐生植物中大量积累的甜菜碱和多元醇

［26-28］。相比之下，盐芥积累了大量的脯氨酸，在非处理条件下脯氨酸
的含量就是甜菜碱含量的 28． 8 倍，150 mmol /L NaCl 和 300 mmol /L NaCl 处理后分别是甜菜碱含量的 21． 5
倍、43． 9 倍，脯氨酸的积累是盐芥对抗盐胁迫的主要策略之一。
每一个方框代表一种代谢物，编号与图 1 对应，白方框表示代谢途径中未在核磁谱中检测到的代谢物。

代谢物之间的实线表示通过一步反应实现，虚线表示通过多步反应实现。
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