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基于 LC-MS 代谢组学技术探究铅胁迫大麦苗粉

代谢产物及通路分析
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摘要：通过模拟 Pb污染区大麦种植，本研究采用液相色谱-质谱联用（LC-MS）代谢组学技术，结合主成分分析（PCA）、正交

偏最小二乘法-判别分析（OPLS-DA）、层次聚类分析等多元统计学分析，探究 Pb在大麦中的代谢通路及对大麦代谢物的动态变化影

响。实验选用成苗期大麦（CMQ）和经 Pb胁迫大麦（CMQPb）两组样本。共定性出 84个代谢物，通过对显著代谢物进行筛选（p<0.05）

共得到 60个差异代谢物，发现 Pb胁迫对大麦中有机酸及其衍生物、多酚类物质、多胺类物质、脂类及类脂质分子含量影响较大，

说明 Pb胁迫会对大麦苗营养成分产生一定影响。通过KEGG代谢通路分析，发现 Pb胁迫对β-丙氨酸代谢影响最大。β-丙氨酸、二

氢尿嘧啶、泛酸和尿嘧啶 4个差异代谢物对大麦受 Pb胁迫后的差异代谢分析具有重要意义。
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Abstract: By simulating barley cultivation in Pb-contaminated area, this study used liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS)

metabolomics technology, combined with multivariate statistical analyses such as principal component analysis (PCA), orthogonal partial least

squares-discriminant analysis (OPLS-DA), and hierarchical clustering analysis to explore the metabolic pathway of Pb in barley and its influence

on the dynamic changes of barley metabolites. Two groups of samples of barley at seedling stage (CMQ) and Pb-stressed CMQ (CMQPb) were

selected in the experiment.A total of 84 metabolites were identified, and 60 differential metabolites were obtained by screening the significant

metabolites (p<0.05). It was found that Pb stress had a great influence on the contents of organic acids and their derivatives, polyphenols,

polyamines, lipids and lipid-like molecules in barley. These results indicate that Pb stress had a certain impact on the nutritional components of
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barley seedlings. Through the analysis of KEGGmetabolic pathway, it was found that Pb stress had the greatest impact on β-alanine metabolism.

The four differential metabolites of β-alanine, dihydrouracil, pantothenic acid and uracil are of great significance for the differential metabolic

analysis of barley under Pb stress.

Keywords: barley seedling powder; lead stress; liquid chromatography-mass spectrometry; metabolomics; pathway analysis

大麦不仅营养成分丰富，也是制作啤酒的主要原

料[1]。有研究表明，大麦营养含量最高的阶段是成长到

幼苗期的大麦。将大麦幼苗加工成麦苗粉后进行冲服，

其中含有的矿物质、蛋白质以及人体所需各种微量元

素较为丰富，长期饮用大麦幼苗粉（青汁）可以改善

酸性体质，提高机体抵抗力、免疫力和新陈代谢力[2]；

同时具有抗菌，镇痛和抗氧化的作用。大麦还具有“三

高两低”的特点[3]，制作成大麦苗饮后，具有良好的保

健功效。现在研究发现大麦苗还具有抗癌的作用。我国

作为发展中大国，人类活动向大气释放的有害气体导致

大气沉降、工业活动产生的工业废水和日常生活中生污

排放，在进行农业活动中使用的一些农用物资，诸如农

药、化肥里含有的重金属成分以及农业地膜的长期不合

理使用，均会导致土壤铅等重金属含量超标[4]。

代谢组学（Metabolomics）是考察生物细胞、组织、

器官或者生物体在不同状态下代谢物种类、数量及其

小分子物质变化规律的科学[5]。植物代谢组学指当植物

受到外界干扰或刺激后，通过代谢组学技术对其产生

的代谢物进行非靶定性或靶向定性定量分析，以此探

究植物代谢网络以及相关基因功能的科学技术[6]。目

前，广泛应用于代谢组学分析的技术有 1H,13C-NMR技

术、GC-MS技术、LC-MS技术、CE-MS技术以及 DIMS
技术等，其中由于LC-MS具有较高的灵敏度和分辨率，

较宽的动态范围，适合通过非靶向技术手段对标本中

未知代谢物进行探索研究，被广泛应用于代谢组学研

究中[7,8]。近年来代谢组学在植物研究中也获得了极大

地进展，在农作物营养成分及质量评价等几个方面的

均有着极大的研究进展[9]。本研究预通过分析 Pb胁迫

下大麦苗粉中代谢物的变化，并找出其中的标志性代

谢物，从而推导 Pb胁迫的代谢机理，并从食品安全的

角度出发，对大麦产地的 Pb污染防治有重要指导性意

义。本研究将对大麦食品安全及大麦农业产量提供一

定的理论依据和数据基础。

1 材料与方法

1.1 试剂与设备

色谱级甲醇、乙腈、乙酸铵、氨水，CNM
Technologies试剂有限公司；硝酸铅，郑州中天泓达化

工科技有限公司；超纯水；Vanquish 超高效液相、

Q Exactive HFX 高分辨率质谱、Waters ACQUITY
UPLC HSS T3（2.1 mm×100 mm，1.8 μm）液相色谱柱、

Heraeus Frescol17 离心机，Thermo Fisher Scientific 公
司；FOSS-KN295组织研磨仪，丹麦福斯仪器公司。

1.2 LC-MS检测

本实验使用 Vanquish（Thermo Fisher Scientific）超

高效液相色谱仪，通过WatersACQUITYUPLC HSS T3
（2.1 mm×100 mm，1.8 μm）液相色谱柱对目标化合物

进行色谱分离。液相色谱A相为水相，含 5 mmol/L乙

酸铵和 5 mmol/L乙酸，B相为乙腈。样品盘温度：4℃，

进样体积：3 μL。
Thermo Q Exactive HFX 质谱仪能够在控制软件

（Xcalibur，版本：4.0.27，Thermo）控制下进行一级、

二级质谱数据采集。详细参数如下：鞘气流速：30Arb，
辅助气流速：10 Arb，毛细管温度：350℃，Full MS
分辨率：60 000，MS/MS分辨率：7 500，碰撞能量：

10/30/60（在 NCE模式下），喷涂电压：4.0 kV（正）

或-3.8 kV（负）。

1.3 大麦标准萌发实验

选取一定量籽粒饱满的优质 CK15大麦，购自黑龙

江省佳木斯农科院；使用去离子水将种子漂洗 4~6次，

再经体积分数 30%过氧化氢溶液消毒 10 min后用去离

子水反复冲洗 4~6遍，充分晾干后备用。使用从前期

萌发实验中确定的 Pb浓度（1 600 mg/kg，以土壤质量

计）进行土壤拌种，将硝酸铅与土壤混合均匀后开始

种植大麦。先取出适量均匀拌铅的土壤，根据盆内土

量用适量去离子水将土充分湿润，再把种子撒在湿润

土壤表面，种子之间保留 1~3 cm间隙，最后将事先取

出的土壤均匀覆盖在种子表面，完成种植。每 4盆为 1
个处理，每个处理重复 3次，盆栽置于室温中明暗交

替培养至 10~15 d，大麦幼苗高度生长至 10~20 cm时

取样备用。同时做无铅胁迫对照组。

1.4 大麦苗粉制备

将取样后的大麦幼苗使用去离子水清洗干净，放

在室温中通风干燥 24 h后放入超低温冰箱中冷冻 12 h，
用冻干机冷冻干燥 48 h，经高速粉碎机粉碎后备用。
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1.5 样品处理

取样后将样品使用去离子水反复冲洗至无土壤残

留，经液氮研磨后称取 20 mg样品，加入 1 000 µL提

取液[甲醇:水=3:1（V/V）]；于 50 Hz声波下研磨 5 min，
冰浴超声 6~7 min（以上操作步骤重复进行三次）；于

-40 ℃下静置 1 h；将样品 4 ℃，12 000 r/min离心 15min；
使用移液枪吸取静置后上清液于进样瓶中上机检测，

剩余样品分别吸取等量上清液混合成质控样品（QC）
上机检测。LC-MS上机 A相为水相，B相为乙腈（纯

度 99.99%）。进样温度 4 ℃，样品体积 3 μL。在 Thermo
Q Exactive HFX质谱仪控制下进行多级数据采集。

1.6 数据处理

原始数据使用 R软件包进行峰识别、峰提取、峰

对齐等处理[10]，先通过 PCA对所有样本点数据分布情

况进行概况预览，然后采用OPLS-DA对数据进行建模

分析，根据 t检验的 p值＜0.05，同时 VIP值＞1，进

行差异性代谢物的筛选。筛选出的代谢物通过 Biotree
DB（V2.1）自建二级质谱数据库和 HMDB人类代谢组

数据库联合筛选匹配后定性，Cutoff值设为 0.3；再将

筛选出的差异代谢物进行 KEGG注释和通路分析，通

过富集分析和拓扑分析检索出差异代谢物映射的关键

代谢通路[11]。

2 结果与分析

2.1 代谢物定性结果

由表 1可知，成苗期大麦共定性出脂质和类脂质

代谢物、多酚类代谢物、多胺类代谢物、有机杂环代

谢物、有机酸及其衍生物、有机氧代谢物、苯丙烷和

聚酮化合物、苯甲酸酯类代谢物、核苷及核苷酸类似

物及少量有机氮代谢物、生物碱及其衍生物等共 84个
代谢物；其中脂质和类脂质、多酚类、多胺类、有机

酸及其衍生物的含量发生了明显的变化。由于大麦在

生长的过程中由于不断地长出新的叶片，所需能量增

加、酶活增强[12,13]，从而导致脂类物质，有机酸、蛋白

质的含量发生变化[14,15]。有研究表明，多酚类代谢物、

有机酸等是植物生长过程中主要发生变化的物质[14]，

而多酚类代谢物的变化会导致大麦幼苗抗氧化能力也

发生改变，机体食用后会影响其自由基清除能力；大

麦中存在的多胺类代谢物是农作物中普遍存在的，多

胺类代谢物作为植物细胞分裂和生长发育必需的物

质[16]，在大麦受到非生物胁迫时能发挥重要作用[17]。

表1 代谢物定性结果

Table 1 Qualitative results of metabolites

序号 代谢物名称 保留时间/s 核质比 VIP p-value 倍数变化 LOG_倍数变化

1 2-吡咯烷酮 14 86 0.07 0.978 680 806 0.99 -0.01

2 赖氨酸 40 147 0.99 0.017 713 009 0.84 -0.25

3 L-丝氨酸 42 106 1.31 6.940 84E-05 0.66 -0.60

4 L-苏氨酸 43 120 1.44 1.319 11E-08 0.64 -0.65

5 L-天门冬酰胺 43 133 1.44 3.578 5E-09 0.67 -0.58

6 D-谷氨酰胺 43 147 1.22 0.000 882 882 0.85 -0.24

7 甜菜碱 45 118 1.31 8.823 79E-05 0.81 -0.30

8 11-甲基黄连醇 45 379 1.23 5.004 91E-10 9.90 3.31

9 胡卢巴碱 46 138 1.18 0.000 854 792 1.21 0.27

10 未知物 543 47 543 1.34 1.399 64E-05 1.51 0.60

11 胞嘧啶 48 112 1.45 1.222 84E-06 0.34 -1.55

12 鸟嘌呤 49 152 1.40 0.000 896 401 0.31 -1.68

13 腐胺 59 89 1.06 0.016 909 338 1.34 0.42

14 1-吡咯啉 78 70 0.80 0.061 506 175 0.84 -0.26

15 哌啶 82 86 1.38 5.067 83E-06 0.64 -0.63

16 吡咯烷 83 72 0.54 0.219 017124 0.94 -0.09

17 L-异亮氨酸 85 132 1.36 9.157 81E-07 0.56 -0.84

18 对氨基苯甲酸 88 138 0.48 0.319 563 06 1.20 0.26

19 N6-甲基腺苷 109 282 1.46 8.273 89E-08 0.44 -1.17

20 未知物 298 123 298 0.72 0.099 713 813 0.81 -0.30
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续表1

序号 代谢物名称 保留时间/s 核质比 VIP p-value 倍数变化 LOG_倍数变化

21 胆碱 171 104 1.11 0.004 437 516 0.85 -0.23

22 烟酰胺 184 123 1.35 2.669 4E-05 0.75 -0.41

23 酵母膏 184 275 0.77 0.105 625 194 0.78 -0.35

24 2,3-丁二醇 186 73 1.08 0.007 231 874 0.79 -0.35

25 羟基嘌呤 187 137 1.04 0.007 002 899 0.62 -0.68

26 鸟嘌呤 189 284 1.46 5.491 92E-12 0.39 -1.35

27 6-甲基喹啉 192 144 1.31 7.476 35E-05 0.66 -0.60

28 苯丙氨酸 192 166 1.43 9.470 63E-08 0.64 -0.64

29 N-甲基酪胺 194 152 1.28 0.002 445 321 1.18 0.24

30 大麦芽碱 202 166 1.39 2.676 15E-06 1.34 0.42

31 新菊芋素 202 446 1.39 6.253 42E-07 0.63 -0.67

32 2-哌啶酮 204 100 0.82 0.053 297 322 0.89 -0.17

33 吡啶 209 80 1.37 1.562 23E-05 0.68 -0.56

34 腺苷酸 211 268 1.42 2.860 66E-07 0.62 -0.69

35 脱氧腺苷 216 252 1.43 1.233 77E-07 0.65 -0.63

36 二甲基鸟苷 221 312 1.46 1.065 04E-12 0.44 -1.19

37 吲哚 225 118 1.21 0.000 953 625 0.86 -0.22

38 2'-O-甲基腺苷 226 282 1.45 3.719 93E-09 0.36 -1.46

39 DL-丙二醇二苯甲酸酯 233 285 1.30 0.000 285 242 0.51 -0.99

40 雪腐镰刀菌烯醇 233 335 0.34 0.490 420 52 0.94 -0.10

41 苯胺 234 94 1.44 3.562 95E-09 0.58 -0.78

42 4-乙酰基-2-甲基吡啶 234 136 1.44 9.956 07E-09 0.54 -0.89

43 蜀黍苷 237 334 1.38 5.307 1E-06 0.69 -0.54

44 1H-吲哚-3-甲醛 245 146 1.45 1.293 63E-05 0.32 -1.66

45 未知物 377 249 377 1.21 0.006 591 816 0.29 -1.80

46 茴香甙VII 254 349 0.47 0.302 944 169 0.95 -0.07

47 银杏内酯 266 425 0.94 0.018 113 282 1.48 0.57

48 大豆黄酮 271 255 1.45 7.664 73E-05 11.07 3.47

49 吲哚-3-羧酸 281 162 1.28 0.000 224 445 0.81 -0.30

50 瘤胃苷 291 423 1.44 8.400 07E-06 0.48 -1.07

51 金雀异黄素 292 271 1.40 9.507 51E-12 11.17 3.48

52 山奈酚 292 287 1.24 5.087 1E-10 17.94 4.17

53 磷酸 299 99 0.22 0.666 765 008 1.02 0.03

54 苯乙烯苷 335 405 1.14 0.001 487 785 0.70 -0.52

55 孢子三醇 340 367 0.75 0.087 861 637 1.19 0.26

56 苄基龙胆苷 346 433 1.12 0.003 858 732 0.79 -0.35

57 未知物 795 352 795 1.42 4.949 06E-05 0.32 -1.65

58 栀子甙酸 355 375 0.92 0.026 055 287 0.86 -0.22

59 类葎草酮 358 349 1.05 0.018 930 299 1.30 0.37

60 γ-谷氨酰苏氨酸 363 249 1.25 0.000 345 139 0.85 -0.24

61 二磷酸盐 367 345 1.40 5.251 72E-07 0.72 -0.47

62 生长素 I2 387 353 1.36 2.127 11E-05 0.73 -0.46
63 生长素 E2 387 375 0.39 0.346 413468 0.87 -0.21
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续表1

序号 代谢物名称 保留时间/s 核质比 VIP p-value 倍数变化 LOG_倍数变化

64 2-O-乙酰熊果苷 394 315 1.43 2.795 05E-09 0.59 -0.77

65 木犀草苷 402 329 1.38 2.421 72E-06 0.72 -0.48

66 单葡萄糖醛酸甘草次酸 409 647 1.41 4.774 64E-07 0.59 -0.75

67 2-甘油酯 413 427 0.66 0.170 595 017 1.22 0.28

68 无水喹啉 420 409 1.45 3.376 24E-09 0.45 -1.15

69 油酰胺 475 282 0.28 0.605 841 583 0.94 -0.09

70 9,10-DHOME 477 337 1.25 0.000 316 373 0.79 -0.33

71 7,18-二羟基考烯内酯 485 333 0.84 0.047 308 905 0.88 -0.19

72 未知物 437 489 437 0.09 0.877 994 648 0.98 -0.03

73 月桂酰二乙醇酰胺 492 288 1.31 0.000 105 642 0.88 -0.19

74 款冬酮 524 391 0.68 0.117 016 39 0.89 -0.17

75 呋喃甲状腺素 548 317 1.26 0.000 268 102 0.66 -0.61

76 甘油-3-磷酸 554 409 0.82 0.001 611 36 1.84 0.88

77 未知物 361 562 361 1.02 0.028 810 157 0.57 -0.81

78 15-KETE 575 341 1.27 0.000 137 438 1.45 0.53

79 雄烯二酮 592 287 1.41 0.000 139 226 0.60 -0.74

80 乙醇酰胺 616 376 0.75 0.103 990 389 1.23 0.30

81 D-哌啶酸 618 130 0.85 0.033 944 335 0.88 -0.18

82 1-甲酰新叶灵 621 357 0.61 0.174 109 71 1.30 0.37

83 二氢尿嘧啶 641 115 1.10 0.005 454 107 0.66 -0.59
84 2-丙基哌啶 793 128 1.02 0.012 483 392 0.86 -0.21

2.2 主成分分析（PCA）

图 1为 CMQ-CMQPb组主成分分析得分图，拟合

后方程 R2X=0.662＞0.5，说明此方程拟合后稳定性较

好。由图可知，样本点均处于 95%置信区间内，经 Pb
胁迫后与对照组相比，两组样本组间区分效果十分显

著，无任何重叠现象。同组样本内存在部分重叠的现

象，推断是由于品种相同的大麦内部代谢物具有相似

性造成的[18]。

图1 CMQ-CMQPb组PCA得分图

Fig.1 PCAscore chart of CMQ-CMQPb group

2.3 正交偏最小二乘-判别检验（OPLS-DA）

PCA（主成分分析），多用于考察样本之间相关性，

而对数据进行进一步精准分析还需要应用 OPLS-DA
（正交偏最小二乘法），这种数据分析方法可以通过正

交化筛选数据信息中与类别信息无关的数据，排除与

分类无关的自变量，从而更加精准的筛选出各类样本

的特征变量[19]。VIP值也叫变量投影重要度，是变量信

息筛选过程中的一个重要评价指标，能较好反映出

OPLS-DA模型对各个化合物的评分。一般认为，当

VIP＞1时，则表明该变量对于模型中类别的分类有着

较为重要的意义[20]。

由图 2可知，通过本次OPLS-DA判别分析共得到

两个主成分，R2X=0.526，R2Y=1，Q2=0.982；R2Y、
Q2两者均大于 0.5说明模型可靠性较好。由图 2可知，

两组样本分列于置信区间的两侧且样本间区分明显，

两组样本全部处于 95%置信区间内，稍有部分重叠；

从分布形态上看，CMQ 组样本点离散程度要大于

CMQPb组样本点。两组样本点区分显著，但也各自存

在组内聚集区，因使用同一品种大麦，所以内部成分
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相差不大；组间不存在聚集区，可以看出 Pb胁迫对大

麦内部成分影响较大。

图2 CMQ-CMQPb组 OPLS-DA判别得分图

Fig.2OPLS-DAdiscriminant score chart of CMQ-CMQPb

group

2.4 正交偏最小二乘-判别置换检验

置换检验通过随机改变分类变量 Y的排列顺序，

多次（次数 n=200）建立对应的OPLS-DA模型以获取

随机模型的 R2和 Q2值[21]。

图3 CMQ-CMQPb组 OPLS-DA置换检验

Fig.3 OPLS-DApermutation test in CMQ-CMQPb group

图 3为 CMQ对 CMQPb组 OPLS-DA置换检验，

原模型 R2Y=1，Q2=0.982大于 0.5且接近于 1，证明原

模型可以较好解释两组样本之间的差异[22]。置换检验

随机模型的 Q2值均小于原模型的Q2值；同时随着置换

Y变量比例增大，随机模型的 Q2逐渐下降。同时采用

200次响应的置换检验，建立对应的OPLS-DA模型以

随机获取模型的 R2和 Q2值，从而有效避免检验模型存

在过拟合现象。说明原模型具有良好的稳健性，不存

在过拟合现象[23]。

2.5 差异代谢物筛选

将差异代谢物以火山图的形式进行可视化处理，

筛选标准为正交偏最小二乘（OPLS-DA）模型 VIP＞1
且 t检验的 p值＜0.05，结合保留时间等条件在 Biotree

DB（V2.1）自建二级质谱数据库中进行差异代谢物匹

配，两组样本间差异代谢物定性结果如表 2所示。

图 4为差异代谢物筛选火山图，红色为含量上调

的代谢物，蓝色为含量下调的代谢物，灰色为变化不

显著差异代谢物。根据匹配度和VIP（p-value）值共筛

选出高度匹配差异代谢物 60个，如表 2。

图4 CMQ-CMQPb组差异代谢物筛选火山图

Fig.4 CMQ-CMQPb group differential metabolite screening

volcanomap

CMQ-CMQPb组共筛选出了 60个差异代谢物，多

数为有机酸及其衍生物、多酚类代谢物、多胺类代谢

物、脂质和类脂质分子以及少量的氧化物、有机化合

物、生物碱和核苷酸等；其中 CMQ组对比 CMQPb组
中相对含量上升的代谢物 11个，多数为多酚类物质和

多胺类物质；CMQ组对比 CMQPb组中相对含量下调

的代谢物 49个，多数为有机酸及其衍生物、脂质和类

脂质分子、有机氧化合物等。

多酚类物质是大麦中一种重要的次级代谢产物，

存在其各个部位中，随着大麦的生长，多酚类物质会

发生一定的动态变化；已有研究表明，大麦幼苗中多

酚类的变化，食用后可直接影响其对机体的抗氧化能

力。多胺类物质的上升或下降，已通过转基因研究证

明，其含量的动态变化可能作为植物提高耐胁迫能力

的一种策略[24]，可以通过调节植物体内的 HMs进行螯

合或者间接的刺激增强植物抗氧化系统的防御能力、

诱导胁迫相关基因的特异性表达、影响植物内源生长

调节物质的含量和离子的吸收和平衡[25]。同时外源施

用腐胺和亚精胺类物质也可以显著诱导植物遭受胁迫

后响应基因的表达。当 Pb不断对植物造成胁迫时，植

物根系就会分泌有机酸来与重金属螯合，形成并分泌

一种新的螯合物来保护植物根系，从而对抗重金属的

胁迫，从而导致有机酸含量发生动态变化；脂类物质

含量变化的原因可能是由于大麦受到Pb胁迫后在成苗

期需要能量增加，呼吸作用增强，故会分解消耗更多

的脂类物质来为大麦的生长提供能量。
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表2 差异代谢物定性结果

Table 2 Differential metabolite qualitative results

序号 代谢物名称 保留时间/s 核质比 VIP p-value 倍数变化 LOG_倍数变化 含量变化

1 L-丝氨酸 42.56 106 1.31 6.940 84E-05 0.66 -0.60 －

2 L-天门冬酰胺 43.03 133 1.44 3.578 5E-09 0.67 -0.58 －

3 L-苏氨酸 43.87 120 1.44 1.319 11E-08 0.64 -0.65 －

4 D-谷氨酰胺 43.88 147 1.22 0.000 882 882 0.85 -0.24 －

5 11-甲基黄连醇 44.82 379 1.23 5.004 91E-10 9.90 3.31 ＋

6 甜菜碱 44.87 118 1.31 8.823 79E-05 0.81 -0.30 －

7 胡芦巴碱 45.72 138 1.18 0.000 854792 1.21 0.27 ＋

8 未知物 543 47.29 543 1.34 1.399 64E-05 1.51 0.60 ＋

9 胞嘧啶 48.20 112 1.45 1.222 84E-06 0.34 -1.55 －

10 鸟嘌呤 49.86 152 1.40 0.000 896401 0.31 -1.68 －

11 腐胺 59.46 89 1.06 0.016 909 338 1.34 0.42 ＋

12 六氢吡啶 81.56 86 1.38 5.067 83E-06 0.64 -0.63 －

13 L-异亮氨酸 85.01 132 1.36 9.157 81E-07 0.56 -0.84 －

14 N6甲基腺苷 109.69 282 1.46 8.273 89E-08 0.44 -1.17 －

15 胆碱 171.49 104 1.11 0.004 437 516 0.85 -0.23 －

16 烟酰胺 184.72 123 1.35 2.669 4E-05 0.75 -0.41 －

17 2,3-丁二醇 186.46 73 1.08 0.007 231 874 0.79 -0.35 －

18 次黄嘌呤 187.05 137 1.04 0.007 002 899 0.62 -0.68 －

19 鸟嘌呤 188.67 284 1.46 5.491 92E-12 0.39 -1.35 －

20 苯丙氨酸 192.09 166 1.43 9.470 63E-08 0.64 -0.64 －

21 6-甲基喹啉 192.83 144 1.31 7.476 35E-05 0.66 -0.60 －

22 N-甲基酪胺 194.22 152 1.28 0.002 445 321 1.18 0.24 ＋

23 大麦芽碱 201.82 166 1.39 2.676 15E-06 1.34 0.42 ＋

24 未知物 446 202.09 446 1.39 6.253 42E-07 0.63 -0.67 －

25 吡啶 208.73 80 1.37 1.562 23E-05 0.68 -0.56 －

26 腺苷 211.15 268 1.42 2.860 66E-07 0.62 -0.69 －

27 脱氧腺苷 215.52 252 1.43 1.233 77E-07 0.65 -0.63 －

28 二甲基鸟苷 221.22 312 1.46 1.065 04E-12 0.44 -1.19 －

29 吲哚 225.59 118 1.21 0.000 953 625 0.86 -0.22 －

30 2'-O-甲基腺苷 226.11 282 1.45 3.719 93E-09 0.36 -1.46 －

31 DL-丙二醇二苯甲酸酯 232.93 285 1.30 0.000 285 242 0.51 -0.99 －

32 苯胺 234.19 94 1.44 3.562 95E-09 0.58 -0.78 －

33 4-乙酰基-2-甲基吡啶 234.19 136 1.44 9.956 07E-09 0.54 -0.89 －

34 蜀黍苷 236.54 334 1.38 5.307 1E-06 0.69 -0.54 －

35 吲哚-3-甲醛 245.99 146 1.45 1.293 63E-05 0.32 -1.66 －

36 未知物 377 249.49 377 1.21 0.006 591 816 0.29 -1.80 －

37 大豆黄酮 271.39 255 1.45 7.664 73E-05 11.07 3.47 ＋

38 吲哚-3-羧酸 281.33 162 1.28 0.000 224 445 0.81 -0.30 －

39 瘤胃苷 290.54 423 1.44 8.400 07E-06 0.48 -1.07 －

40 山奈酚 291.62 287 1.24 5.087 1E-10 17.94 4.17 ＋

41 染料木素 292.21 271 1.40 9.507 51E-12 11.17 3.48 ＋

42 苯乙烯苷 334.87 405 1.14 0.001 487 785 0.70 -0.52 －
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续表2

序号 代谢物名称 保留时间/s 核质比 VIP p-value 倍数变化 LOG_倍数变化 含量变化

43 苄基龙胆苷 345.53 433 1.12 0.003 858 732 0.79 -0.35 －

44 未知物 795 351.79 795 1.42 4.949 06E-05 0.32 -1.65 －

45 类葎草酮 358.71 349 1.05 0.018 930299 1.30 0.37 ＋

46 γ-谷氨酰苏氨酸 363.41 249 1.25 0.000 345 139 0.85 -0.24 －

47 磷酸氢盐 366.96 345 1.40 5.251 72E-07 0.72 -0.47 －

48 生长素 I2 387.42 353 1.36 2.127 11E-05 0.73 -0.46 －

49 2-O-乙酰熊果苷 393.68 315 1.43 2.795 05E-09 0.59 -0.77 －

50 木犀草苷 402.07 329 1.38 2.421 72E-06 0.72 -0.48 －

51 甘草次酸 409.79 647 1.41 4.774 64E-07 0.59 -0.75 －

52 无水喹啉 420.66 409 1.45 3.376 24E-09 0.45 -1.15 －

53 9,10-DHOME 477.47 337 1.25 0.000 316 373 0.79 -0.33 －

54 月桂酰二乙醇酰胺 491.74 288 1.31 0.000 105 642 0.88 -0.19 －

55 呋喃甲状腺素 548.55 317 1.26 0.000 268 102 0.66 -0.61 －

56 D5抑制剂 562.45 361 1.02 0.028 810 157 0.57 -0.81 －

57 花生四烯酸 574.66 341 1.27 0.000 137 438 1.45 0.53 ＋

58 雄烯二酮 591.63 287 1.41 0.000 139 226 0.60 -0.74 －

59 二氢尿嘧啶 640.74 115 1.10 0.005 454 107 0.66 -0.59 －

60 2-丙基哌啶 793.10 128 1.02 0.012 483 392 0.86 -0.21 －

图5 CMQ-CMQPb组差异代谢物层次聚类热力图

Fig.5 CMQ-CMQPb group differential metabolite hierarchical clustering heat map
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2.6 差异代谢物层次聚类分析

上述分析得到的差异代谢物，由于不同的代谢物

可能会具有相似的生物特性或者受到同一个代谢通路

的调控，最终导致差异代谢物之间特征区分不明显。

层次聚类是将未明显区分的差异代谢物进行聚类，将

具有相似生物特性的代谢物归到一类，以此来分析同

类差异代谢物在样本间的明显变化特征。对差异代谢

物的定量值进行计算欧式距离矩阵（Euclidean Distance
Matrix），以完全连锁方法对差异代谢物进行聚类，并

以热力图进行展示[26]。结果如图 5所示。

图 5为 CMQ-CMQPb组层次聚类热力图，热力图

的颜色代表代谢物的丰值高低，红色为高表达区，蓝

色为底表达区。红蓝区分度明显，说明聚类效果显著。

图左侧 CMQ组前 49个差异代谢物的表达量明显低于

CMQPb组，多数为有机酸及其衍生物、脂质和类脂质

代谢物、有机氧等代谢物；其中含有 3个数据库中检

索不到的未知物，根据其核质比暂命名为未知物 377、
未知物 446、未知物 795；暂对以上未知物进行定性推

断，由于其在通路中的表达量于其余已知代谢物具有

相似的高表达，故推断该未知物的结构也属于有机酸

类代谢物、脂质类等代谢物。

从热图中可以看出经 Pb 胁迫后的大麦幼苗

（CMQPb组）中高表达代谢物明显高于未经 Pb胁迫

的大麦幼苗（CMQ组），证明 Pb胁迫可以增加大麦幼

苗中差异代谢物的活跃度。图右侧下半部 CMQ 组后

11个差异代谢物的表达量明显高于 CMQPb组，多数

为多酚类化合物、多胺类化合物等物质；其中含有 1
个数据库中检索不到的未知物，根据其核质比暂命名

为未知物 543，由于其在代谢通路中表达量和其余已知

代谢物具有一定的高表达相似性，故推断该未知物的

结构也属于多酚类、多胺类等代谢物。研究发现，大

麦生长过程中根系分泌的有机酸能有效降低土壤对 Pb
的吸附并加强于土壤 Pb 的螯合，这一结论与徐卫红

等[27]的研究结果相符；通过有机酸与 Pb螯合以此对抗

Pb胁迫从而减轻外界非生物胁迫对大麦的毒害，并促

使 Pb从根部向地上部转移。而多酚类物质主要在于调

控大麦幼苗的新陈代谢，促进其生长发育，经 Pb胁迫

后，大麦幼苗生长受到抑制，新陈代谢减慢，从而刺

激多酚类物质的合成来维持大麦幼苗的正常生理活

动。通过层次聚类热力图分析可以看出，Pb胁迫会对

大麦幼苗内部的不同种类代谢物具有一定的影响，而

两组间筛选出的差异代谢物是大麦苗内部众多代谢物

中因遭受非生物胁迫而导致含量变化显著的物质，对

于探究大麦幼苗在 Pb胁迫下的代谢物动态变化和代谢

途径鉴别具有一定的参考意义，并从食品安全角度找

出大麦种植区 Pb污染防治办法。

2.7 关键代谢通路分析

KEGG注释分析仅能匹配到差异代谢物参与的通

路，并不能筛选出与本实验高度相关的关键代谢通

路[28]。因此，想要筛选出高度匹配的关键代谢通路，

还需利用 Pathway数据库对上述筛选出的差异代谢物

其进行富集分析和拓扑分析 [29]，再通过 KEGG、

PubChem 等权威代谢物数据库对差异代谢物进行映

射。本实验共映射出 7个高度匹配的差异代谢物，分

别为：β-丙氨酸、二氢尿嘧啶、泛酸、尿嘧啶、酪氨酸、

山奈酚、L-苯丙氨酸，且均为精确匹配。最后根据-log(p)
值和 Impact值综合分析，筛选出最为显著的 5条代谢通

路[30]，如表 3所示。

表3 关键代谢通路分析表

Table 3Analysis of key metabolic pathways

Pathway Total Hits Raw p -ln(p) Holm adjust FDR Impact Hits Cpd

β-丙氨酸代谢 12 4 0.072 248 2.627 6 1 1 0.589 75
β-丙氨酸 cpd：C00099；二氢尿嘧啶
cpd：C00429；泛酸 cpd：C00864；

尿嘧啶 cpd：C00106

泛酸和 CoA生物合成 16 4 0.171 55 1.762 9 1 1 0.378 38
二氢尿嘧啶 cpd：C00429；β-丙氨酸
cpd：C00099；尿嘧啶 cpd：C00106；

泛酸 cpd：C00864

异喹啉生物碱的生物合成 6 1 0.593 36 0.521 95 1 1 0.5 酪氨酸 cpd：C00082

黄酮和黄酮生物合成 8 1 0.699 09 0.357 98 1 1 0.5 山奈酚 cpd：C05903

苯丙氨酸代谢 11 1 0.808 65 0.212 39 1 1 0.46 L-苯丙氨酸 cpd：C00079

对差异代谢物参与的代谢通路进行分析，分别为

β-丙氨酸代谢、泛酸和 CoA生物合成、异喹啉生物碱

的生物合成、黄酮和黄酮生物合成、苯丙氨酸代谢。说

明 Pb胁迫大麦幼苗后，其内部代谢通路多数与氨基酸

代谢有关，氨基酸是蛋白质的基本组成单位，也是人体

重要营养素之一，在大麦幼苗受到 Pb胁迫后，氨基酸
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代谢可以参与调节离子转运、气孔关闭、氮代谢等解毒

过程[31]。这 5 条代谢通路共映射 7 个代谢物，其中

β-丙氨酸、二氢尿嘧啶、泛酸和尿嘧啶都分别参与了两

条代谢通路，说明这 4个差异代谢物对关键代谢通路的

影响较大。从关键代谢通路映射出的差异代谢物可以看

出，氨基酸类代谢物的变化可作为研究 Pb胁迫后大麦

幼苗内部响应的重要信号，则说明大麦幼苗在受到 Pb
胁迫后会对其中的氨基酸代谢产生一定影响。

图 6中圆形气泡代表不同的代谢通路，气泡大小

表示该条通路影响因子的大小；气泡所在纵坐标和气

泡颜色表示富集分析的 p值[取负自然对数，即-ln(p)]，气
泡颜色由蓝到红，颜色越深富集程度越显著。

图6 CMQ-CMQPb组代谢通路分析气泡图

Fig.6 CMQ-CMQPb groupMetabolic pathway analysis bubble

chart

由图 6可知，β-丙氨酸代谢处的气泡颜色为深红

色、气泡相对较大。丙氨酸代谢的应激反应主要体现

在对细胞内环境 pH的调节，植物在生长过程中遭受到

重金属胁迫后，蛋白质合成速率降低和丙氨酸转氨酶

反应减缓引起的。说明 Pb胁迫对大麦幼苗中的丙氨酸

代谢影响较大。泛酸和 CoA生物合成的颜色较浅，气

泡稍小、说明此途径对 Pb在大麦幼苗中的代谢影响也

较大。CoA在大麦萌发过程中提供 90%的能量。主要

参与糖基代谢、蛋白质代谢以及能量代谢，这与杨延

辉等[32]的研究结果相符。其次是异喹啉生物碱的生物

合成，异喹啉类生物碱具有多种生物活性，存在于动

植物细胞中可以抵抗生物或非生物胁迫；异喹啉类生

物碱的生物合成途径是从 2种酪氨酸衍生物的缩合开

始[33]，紧接着是一系列的反应形成反式心果碱[34]（是

大部分喹啉生物碱的中间或前体物质），生物碱和其它

次生代谢物是通过 ABC转运蛋白来转运和聚集的[35]，

其在转运蛋白上体现了重要的运输功能。最后是黄酮和

黄酮生物合成和苯丙氨酸代谢；黄酮化合物是植物的次

生代谢物，它能使植物适应环境压力，包括生物压力和

非生物压力[36]，其在植物的根、茎、叶中都有分布。植

物所处温度、光照、水分和外源胁迫都可以调控植物中

的黄酮生物合成。而苯丙氨酸解氨酶是本代谢途径中重

要的酶基因启动因子，其只存在于植物和微生物中，能

够应答生物和非生物胁迫。由此可见，苯丙氨酸代谢途

径可以增强大麦遭受 Pb胁迫时的耐受力。

3 结论

本文应用大麦为实验材料进行模拟大麦种植区铅

污染盆栽实验，经 Pb胁迫生长到成苗期（三叶幼苗）

后将其制成大麦苗粉，应用 LC-MS代谢组学技术来探

究大麦幼苗遭受 Pb胁迫后的代谢机理。本实验对大麦

幼苗（CMQ）和 Pb胁迫大麦幼苗（CMQPb）样本进

行检测，通过主成分分析、正交偏最小二乘法判别分

析等多元统计学方法，共筛选出 60个差异代谢物，主

要为有机酸及其衍生物、多酚类和多胺类代谢物、脂

质和类脂质分子和少量的氧化物、有机化合物、生物

碱和核苷酸等；层次聚类热力图结果表明，CMQPb组
有 49个差异代谢物表达量明显高于 CMQ组，多数为

有机酸及其衍生物、脂质和类脂质分子；CMQPb组有

11个差异代谢物表达量明显低于 CMQ组，多数为多

酚类物质和多胺类物质。证明 Pb胁迫会导致大麦幼苗

中多酚类物质、多胺类物质、有机酸及其衍生物和脂

质和类脂质分子的含量发生显著变化。通过 KEGG通

路分析发现，Pb胁迫会对大麦幼苗中氨基酸代谢有显

著影响，β-丙氨酸、二氢尿嘧啶、泛酸和尿嘧啶是影响

代谢通路的关键差异代谢物。本研究使用 LC-MS代谢

组学技术探究Pb胁迫对大麦苗粉代谢产物的影响切实

可行，从食品安全的角度对大麦种植和 Pb污染防治具

有一定指导性意义。
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