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盐胁迫下冰菜盐囊泡细胞的
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摘    要： 为了研究盐胁迫下冰菜 (Mesembryanthemum crystallinum)盐囊泡中代谢物的变化，通过液相色谱串

联质谱（LC-MS/MS）技术对对照以及盐处理下冰菜的盐囊泡中的代谢物进行了鉴定及分析，共在冰菜盐囊泡

中确定了 356个已知代谢物。对差异代谢物的筛选结果表明，有 37种代谢物的含量在盐处理后的盐囊泡中

发生了显著变化。基于 KEGG数据库对差异代谢物进行的代谢通路富集分析表明，KEGG中定义的植物激

素信号传导、玉米素生物合成及嘌呤代谢等 6条生化途径存在显著扰动。以上结果显示，盐处理能造成冰菜

盐囊泡中的代谢物发生显著变化。
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冰菜（Mesembryanthemum  crystallinum）又名

冰叶日中花、冰草、冰柱子，属于番杏科、日中花

属的一年生草本植物，冰菜富含氨基酸、抗酸化物

质等物质，并且富含钠、钾、胡萝卜素等矿物质，具

有较高的高营养价值[1]。由于其具有强大的环境

适应能力，现已被作为盐生植物模型，用于研究植

物应对盐分和水分胁迫响应的基本生理、生化和

分子机制[2 − 4]。成年冰菜具有一系列应对环境压

力的调节机制，辐射、干旱、高温以及盐胁迫会刺

激冰菜的光合作用类型从 C3循环转化为景天酸

循环[3]，从而在夜间吸收 CO2 抑制蒸腾作用进而减

少水分流失，显著提高水分利用效率[5]。冰菜的另

一个显著环境适应性特征是其植株的地上部分存

在表皮泡状细胞，也被称为盐囊泡，这些囊泡整齐

地排列在冰菜的叶、茎以及花器官表面，在未受到

环境胁迫时，这些泡状细胞紧贴表皮表面，当遭遇

胁迫时，植株会迅速做出反应，表皮泡状细胞内部

积累Na+进而膨胀至总体积的 25% [6]，完全膨大的表

皮泡状细胞内部积累的 Na+浓度高达 1 mol·L−1[3]，

此外，囊泡内容物还包括一些醇类物质[7 − 8], 冰菜

盐囊泡的存在是其耐盐的重要因素。扩大的盐囊

泡内部积累的类黄酮和花青素可以在其紫外线防

护中发挥作用，并可以反射部分辐射保护叶肉细

胞免受热损伤[9]。不仅如此，膨大的盐囊泡还可以

在阻止昆虫和食草动物食用、吸引传粉媒介以及

帮助种子传播中发挥重要作用，还可以隔离并储

存重金属和盐等不需要的外来物质[10]。在植物特

化细胞的研究中，尤其是分离过程相对简单的细

胞，例如花粉、根毛以及保卫细胞等，表皮囊泡细

胞相对于其他细胞类型而言更能深入阐明冰菜响

应盐胁迫的机理。蛋白组学和转录组学的研究表

明，冰菜盐囊泡中醛缩酶和烯醇化酶的活性受到 
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盐处理的诱导而变化，这表明冰菜的表皮囊泡细

胞具有代谢活性[11] 盐胁迫下冰菜的离子转运、渗

透物质积累以及压力信号传导等过程存在着显著

变化[12]，然而到目前为止，还未见关于盐胁迫下冰

菜囊泡比较代谢组学的报道，因此，本研究拟对盐

处理前后冰菜盐囊泡提取物进行非靶向代谢组学

分析，探索盐处理前后冰菜囊泡代谢物的差异，旨

在为冰菜耐盐机理的阐释及生产实践提供一定的

理论参考。

 1    材料与方法

 1.1     材料处理方法    冰菜（Mesembryanthemum
crystallinum）种子用 5%次氯酸钠清洗 5 min，然后

用去离子水表面漂洗 2次，点播于基质（V营养土∶

V蛭石= 3∶1）中，一周后挑选长势基本一致的幼苗

移栽至塑料盆（直径 20 cm；3株/盆）中,每两天使

用 1/2 Hoagland浇灌 1次，3周后开始每两天使用

含有 200  mmol·L−1 NaCl的 1/2  Hoagland溶液浇

灌 1次，对照样品使用等量 1/2 Hoagland处理，植

物在自然光照和光周期的温室内生长，处理 4周

后进行取样。使用胰岛素针（27 G，13 mm）吸取冰

菜叶或茎盐囊泡内容物针头与叶或茎轴水平以避

免取到叶肉细胞，每取 50个盐囊泡使用液氮速冻

1次，直至样品量达到 200 μL即作为单个生物学

重复。对照和盐处理植株各取 6个生物学重复以

备后续分析。

 1.2     代谢物提取    取 100  μL样本置于 1.5  mL
Eppendorf管中，加入 800  μL提取液（V甲醇︰V水=
7∶3，−20 ℃ 预冷）和 20 μL内标，使用组织研磨仪

中进行研磨（50 Hz, 5 min），4 ℃ 水浴超声 30 min，
−20 ℃ 冰箱静置 1  h。4 ℃，14  000  r·min−1 离心

15 min。离心后取 600 μL上清于 0.22 μm滤膜过

滤，将过滤后的样本置于上样瓶中等待 LC-MS分

析。每个样本各取 20 μL混合成 QC质控样本，用

于评估 LC-MS分析过程的重复性和稳定性。

 1.3     物质鉴定    采用 Waters  2D  UPLC（waters,
USA）串 联 Q  Exactive高 分 辨 质 谱 仪 （Thermo
Fisher  Scientific,  USA）来进行代谢物的分离和

检测。

色谱条件：所使用的色谱柱为 Hypersil GOLD
aQ色谱柱 （100×2.1  mm,  1.9  μm,  Thermo  Fisher
Scientific, USA）。流动相为含 0.1%甲酸的水溶液

（A液）和含 0.1%甲酸的 100%乙腈（B液）。采

用以下梯度进行洗脱：0～2  min，5% B液；2～
22  min，5%～95% B液；22～27  min，95% B液；

27.1～30 min，5% B液。流速为 0.3 mL·min−1，柱
温 40 ℃，进样量为 5 μL。

质谱条件：利用 Q Exactive质谱仪（Thermo
Fisher Scientific, USA）进行一级、二级质谱数据采

集。质谱扫描质核比范围为 150～1 500，一级分

辨率为 70 000，AGC为 1×106，最大注入时间（IT,
injection time）为 100 ms。按照母离子强度，选择

Top3进行碎裂，采集二级信息，二级分辨率为

35 000，AGC为 2e5，最大注入时间（IT）为 50 ms，
碎裂能量（stepped nce）设置为：20、40、60 eV。离

子源（ESI）参数设置：鞘气流速（Sheath  gas  flow
rate）为 40，辅助气流速（Aux gas  flow rate）为 10，
喷雾电压（Spray voltage（|KV|））正离子模式为 3.80，
负离子模式为 3.20，离子传输管温度（Capillary
temp）为 320 ℃，辅助气加热温度（Aux gas heater
temp）为 350 ℃。

 1.4     数据分析方法    使用代谢组学  R 软件包

metaX[13] 以及代谢组信息分析流程进行数据预处

理、统计分析及代谢物分类注释和功能注释。通

过主成分分析（Principle Component Analysis, PCA）

对多变量的原始数据进行降维，以此分析该数据

集中所观测变量的分组、趋势及离群值。使用偏

最 小 二 乘 法 -判 别 分 析 （Partial  Least  Squares
Method-Discriminant  Analysis， PLS-DA）  模 型 前

2个主成分的 VIP 值，结合单变量分析获得的差异

变化倍数（Fold change）和 t 检验（Student's t test）的
结果来筛选差异代谢物。KEGG数据库用于对差

异代谢物进行通路富集分析。

 2    结果与分析

 2.1    不同处理下冰菜盐囊泡代谢的主成分分析

   对冰菜盐囊泡代谢物的 2组处理数据进行偏最

小二乘投影判别分析（PLS-DA），图 1是 PLS-DA
得分图。从图 1可知，2种处理各重复样本彼此之

间可以明显分开，PC1根据不同处理对样本进行分

离，数据中的最大方差为 28.06%，PC2根据样本重

复对数据进行分离，数据中的最大方差为 12.4%。

说明经盐胁迫处理后的冰菜盐囊泡代谢成分存在

显著差异。
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 2.2    代谢物定性及注释结果   将 LC-MS/MS采集

的原始数据导入 Compound Discoverer 3.1进行数

据分析，使用华大自建标准品库对代谢物进行鉴

定。结果表明，样品中共检测到了 356种已知代

谢物，其中，包括正离子模式代谢物 290种，负离

子模式代谢物 179种。为了进一步了解不同代谢

物的分类情况和功能特性，对鉴定得到的代谢物

进行了分类注释和功能注释。鉴定出的代谢物中

有 137个被映射到不同代谢通路（图 2）。映射到

氨 基 酸 代 谢 （amino  acid  metabolism）最 多 ， 有

29种，其次是脂类代谢（lipid metabolism）的 12种，

此外，还有部分代谢物被映射到其他通路。总体

而言，鉴定出的代谢物大部分参与新陈代谢过程，

只有 9种代谢物参与膜运输和信号传导等环境信

息处理过程，4种代谢物参与遗传信息处理过程。
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图 2    冰菜盐囊泡中代谢物的 KEGG功能注释条形图
 

 2.3    盐处理下冰菜盐囊泡产生的差异代谢物分

析   根据设定的筛选条件（VIP≥1，Fold-Change≥
1.2或者  ≤0.83，P<0.05），结果表明（表 1）：在盐

处理组中共筛选到 37种核心差异代谢物，其中，

盐处理后 20种代谢物在盐囊泡中的含量显著下

调，17种代谢物含量显著上调，上调幅度最大的

代谢物是乙酰胆碱，其含量在盐处理后较对照相

比上调了超过 14倍，下调幅度较大的有亚麻酸

（13（s）-hotre）、茉莉酸、甲基双酮以及 α-雌二醇

等代谢物，这几种代谢物在盐处理后的含量均下

调至对照水平的 20%左右（图 3）。聚类分析表

明，这些差异代谢物包含 1种苯环型化合物、

1种脂肪酰类化合物、3种脂质和类脂分子、1种

有机氮化合物、1种有机杂环化合物、2种苯丙

烷类和聚酮类化合物、1种类固醇化合物和 2种

萜类化合物。

为了进一步了解差异代谢物参与的生化通

路，使用 KEGG数据库对差异代谢物进行代谢通

路富集分析，结果表明（表 2）：差异代谢物显著富

集于 6条代谢通路中，包括植物激素信号传导、玉

米素生物合成、α 亚麻酸代谢、甘油磷脂代谢、酪

氨酸代谢以及嘌呤代谢。
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图 1    对照及盐处理下冰菜盐囊泡代谢物含量矩阵数据的

PLS-DA 得分

CK:对照组；N：200 mmol·L-1 NaCl 处理组。PC1代表
数据中变化最大的数据，即第一主成分；PC2代表数据中变
化第二大的数据，即第二主成分。
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 3    讨　论

植物中大约存在 200 000种代谢物[14]，然而检

测方式、代谢物存在的物种特异性、时空因素以及

迅速的代谢等因素严重限制了当前在植物体内可

以检测到的代谢物数量，结合多种检测手段可以

有效解决这一问题。本研究采用液相色谱串联质

谱（LC-MS/MS）技术对冰菜盐囊泡这一特殊细胞

进行非靶向代谢组学分析，合并采集正离子和负

离子 2种模式的数据来提高代谢物覆盖度，最终

在冰菜盐囊泡提取物中鉴定出 356种已知代谢

物，检测到的代谢物的数量显著多于之前关于拟

南芥表皮毛单细胞代谢分析报告中代谢物的数

量[15]。这一结果可能与特定细胞的代谢多样性有

关，也可能得益于代谢组数据库的更新与分析方

法的改进。

冰菜的盐囊泡作为一种特殊的细胞具有一定

的代谢活性，为了更深入地了解盐囊泡的生化功

能及其在冰菜耐盐机制中潜在的生物学作用，笔

者研究了盐处理对冰菜盐囊泡代谢的影响，结果

表明，在 356种检测到的已知代谢物中，盐处理后

37 种代谢物的含量在盐囊泡中发生了显著的变化

（含量增加的有 17种，含量减少的有 20种），值得

关注的是，盐囊泡中茉莉酸的含量在遭遇盐处理

后显著下调，仅为对照的 20%左右。在针对冰菜

盐囊泡响应盐胁迫的比较转录组研究中，编码茉

莉酸合成限速酶丙二烯氧化物环化酶（ AOC）的基

因表达水平在盐胁迫下显著下调[12]，这与本研究的

结果一致。但 Tani等[16] 的研究表明，盐胁迫诱导

水稻叶片与根部茉莉酸合成基因的表达，增加了

这 2种组织中的茉莉酸含量,与本研究结果相反，

这可能是由于盐囊泡作为一种高度液泡化的细胞

具有一定的储存功能，在未受到胁迫时，冰菜叶片

中合成的茉莉酸积累在盐囊泡内，而受到胁迫后

囊泡内积累的茉莉酸转移至叶片细胞，通过影响

气孔行为和调控蒸腾作用来调节冰菜对胁迫的响

应，进而减缓胁迫带来的生理干旱和盐离子本身

对冰菜的毒害。

在盐处理后的冰菜盐囊泡中，乙酰胆碱的含

量增加最多，盐处理后其在盐囊泡中的含量比对

照增加了 14倍。有研究表明，乙酰胆碱可以响应

非生物胁迫，例如干旱、盐、高温胁迫以及渗透胁

迫。干旱条件下使用乙酰胆碱处理烟草能够提高

植株渗透调节物质含量并提高抗氧化酶活性，降

低烟草体内的过氧化氢和超氧阴离子含量，进而

减轻干旱胁迫对烟草造成的氧化损伤 [17]。此外，

Qin等[18] 发现，乙酰胆碱处理可调节叶绿素合成相

关基因的表达。冰菜的盐囊泡本身具有一定的光

合能力[19]，因此，盐囊泡中乙酰胆碱水平的提高有

助于盐胁迫下离子的运输与分配，提高冰菜在盐

胁迫下的光合能力。一些有机酸的含量也在盐胁

迫后的盐囊泡中上调，有机酸可以作为 CAM循环

中的光和中间体 [20] 和氨基酸生物合成的前体 [21]，

有机酸丰富的变化可能反映了这几种生化途径在

细胞水平上的变化。另外，有机酸还可能作为具

有代谢活性的溶质在渗透压调节方面起到一定的

作用。

本研究通过代谢组学的方法对冰菜盐囊泡中

存在的代谢物进行了系统分析，并鉴定出了盐胁

迫造成的冰菜盐囊泡 37种代谢物的差异变化，但

得到的组学数据中仍有大量代谢物没有得到有效

的注释，未来还需用有效的检测手段和分析方法

加速这一领域的研究，以便进一步解析冰菜盐囊

泡在冰菜抗逆机制方面的作用。

 
表 2    差异代谢物代谢通路富集分析

代谢通路 P值 代谢通路ID KEGG IDs

植物激素信号转导 0.005 828 37 map04075 C08491

玉米素生物合成 0.018 831 94 map00908 C00147

α-亚麻酸代谢 0.021 223 34 map00592 C08491

甘油磷脂代谢 0.025 038 82 map00564 C01996

酪氨酸代谢 0.037 347 98 map00350 C06199

嘌呤代谢 0.045 321 39 map00230 C00147

　　注：P<0.05的代谢通路为差异代谢物显著富集的代谢通路，P<0.01的代谢通路为差异代谢物极显著富集的代谢通路。
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Comparative metabolomic analysis of epidermal bladder cells in
Mesembryanthemum crystallinum under salt stress

ZHU Kunyu1,   PAN Chengcai1,   JI Yiying1,   WANG Yu1,   ZHOU Yang3,   JIANG Xingyu1,2
（1. College of Tropical Crops/Hainan Key Laboratory for Biotechnology of Salt Tolerant Crops, Hainan University, Haikou, Hainan 570228;

2. College of Coastal Agricultural Sciences, Guangdong Ocean University, Zhanjiang, Guangdong 524088;
3. College of Horticulture, Hainan University, Haikou, Hainan 570228, China）

Abstract： To  investigate  the  changes  of  metabolites  in  epidermal  bladder  cells  of  the  halophytic  species
Mesembryanthemum  crystallinum  under  salt  stress,  the  metabolites  in  the  epidermal  bladder  cells  of  M.
crystallinum  under  control  and  salt  stress  were  identified  and  analyzed  by  using  the  liquid  chromatography
tandem mass spectrometry (LC-MS/MS), and a total of 356 known metabolites were identified in the epidermal
bladder  cells.  Analysis  of  differential  metabolites  showed  that  the  levels  of  37  metabolites  in  the  epidermal
bladder  cells  were  significantly  changed  under  the  salt  stress.  Metabolic  pathway  enrichment  analysis  of  the
differential  metabolites  based  on  the  KEGG  database  showed  significant  perturbations  in  six  biochemical
pathways  defined  in  KEGG,  such  as  phytohormone  signaling,  zeatin  biosynthesis,  purine  metabolism,  etc.
These results indicate that salt treatment can cause significant changes in metabolites in epidermal bladder cells
of M. crystallinum .
Keywords：salt stress；Mesembryanthemum crystallinum；epidermal bladder cells；metabolome
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