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设施蔬菜具有较高的经济效益，近年来发展迅

速[1]。然而，在高收益的驱动下，以市场为导向，设

施蔬菜生产中农民大量使用肥料来提高产量，且北

方地区设施栽培一年两茬，休耕时间短，大量的养

分在设施土壤中不断累积，导致土壤酸化、次生盐

渍化等问题频发[2-4]。这不仅影响蔬菜类作物的品

质与产量，也危及设施产业的可持续发展[2-5]。科学

精准施肥是农业生产提质增效的重要措施。

氮磷钾肥调控蔬菜的形态建成，影响蔬菜的生

长发育、产量和代谢。代谢组学是系统生物学的重

要组成部分，越来越多地应用于探究植物在各种非

生物胁迫条件下的生理反应[6-7]。前人在养分胁迫

对作物生理代谢的影响方面已有相关研究。氮素

缺乏会导致作物叶片的代谢重新编程，主要影响次
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摘 要：为探究化肥施用量对设施黄瓜叶片代谢物和差异代谢途径的影响机制，以黄瓜品种津优 30 为试材，设置

不施肥（CF0）、减量施肥（CF0.5）、常规施肥（CF1）和过量施肥（CF2）共 4 个处理，采用气相色谱质谱（GC-MS）分析

叶片代谢组学变化，并比较 CF0.5、CF2 与 CF1 处理之间的代谢差异。结果表明，与 CF1 处理相比，CF0.5 处理筛选

出 14 种差异代谢物，CF2 处理筛选出 16 种差异代谢物，CF0.5 和 CF2 共有 10 种差异代谢物。这些差异代谢物主

要分为氨基酸类、糖类和有机酸类物质，其相对丰度在 CF0.5 处理下普遍呈下调趋势，在 CF2 处理下普遍呈上调趋

势。差异代谢物的变化可能与土壤中养分含量密切相关，黄瓜叶片可能通过累积氨基酸类、有机酸类物质来响应施

肥胁迫。
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Effects of fertilizer application rate on differential metabolites in facility
cucumber leaves
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Abstract: To investigate the mechanism of the effects of fertilizer application rate on metabolites and differential metabol-

ic pathways in cucumber leaves, the cucumber variety Jinyou 30 was used as the test material, and no fertilization（CF0）,

reduced fertilization（CF0.5）, conventional fertilization（CF1）, and excessive fertilization（CF2）treatments were set up.

Gas chromatography-mass spectrometry（GC-MS）was used to analyze the changes in leaf metabolomics, and the metabol-

ic differences between CF0.5, CF2, and CF1 were compared. The results showed that compared with CF1, CF0.5 treat-

ment screened 14 differential metabolites, CF2 treatment screened 16 differential metabolites, and CF0.5 and CF2 had a

total of 10 differential metabolites. These differential metabolites are mainly divided into amino acids, sugars, and organic

acids, and their relative abundance generally shows a downward trend under CF0.5 treatment and an upward trend under

CF2 treatment. The changes in differential metabolites may be closely related to nutrient content in soil, and cucumber

leaves may respond to fertilization stress by accumulating amino acids and organic acids.
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生代谢和激素谱，反映在光合性能、冠层生长和果

实品质调节中[8]。低氮供应对生菜碳代谢、氨基酸

代谢和酚类生物合成代谢均有显著影响，低氮处理

下可能通过有效地将更多的碳和氮资源转向酚类

生物合成途径而促进生菜中酚类物质的积累[9]。当

土壤中磷肥缺乏时，油棕叶片中糖类、氨基酸类和

有机酸类物质的形成受到干扰，尤其是糖类物

质[10]。据报道，在低磷条件下，大麦植株中的铵代谢

产物显著积累[11]，但也有研究表明，缺磷条件下氨基

酸含量降低[12]。田秀英等[13]研究表明，适宜施用钾

肥显著提高黄花梨叶片叶绿素、可溶性糖、游离氨

基酸和可溶性蛋白含量，显著提高果实硬度、维生

素 C 含量、可溶性固形物含量和总酸量，显著降低

了叶片丙二醛和果实硝酸盐含量，适宜的钾肥能促

进黄花梨生长发育，提高果实产量和改善品质。除

了低氮、低磷胁迫外，高氮胁迫也会影响作物的生

长发育，与正常氮肥处理相比，过量施氮降低了小

麦对活性氧的清除能力，提高了脂质过氧化水平，

并引起显著的代谢变化，干扰了氮代谢、次生代谢

和脂质代谢，导致籽粒灌浆减少[14]。此外，在水培条

件下，营养液电导率升高会显著影响甜椒的生长和

生理反应，脯氨酸和可溶性蛋白含量从低电导率处

理到高电导率处理逐渐升高[15]。当前对氮、磷、钾肥

单素胁迫影响作物生理代谢的研究已经较为深入，

然而氮磷钾三素化肥同时施用更加符合实际生产

情况，可关于不同浓度氮磷钾三素施用对设施蔬菜

叶片代谢特征影响的研究尚未见详细报道。

鉴于此，笔者以黄瓜为试材，探究氮磷钾三素

化肥同时减量施用和过量施用对设施栽培黄瓜叶

片代谢物的影响，明晰黄瓜叶片在氮磷钾三素化肥

胁迫下的反应机制，以期为设施生产中合理施用化

肥和维持设施产业绿色健康可持续发展提供理论

依据。

1 材料与方法

1.1 材料

本试验在沈阳农业大学日光温室内进行，于

2017 年和 2018 年进行为期两年连作 4 茬的盆栽试

验，以购买自天津农业科学院的黄瓜品种津优 30 为

试材。试验所用土壤取自沈阳农业大学温室后方，

过筛混匀后待用。试验土壤的基础化学性质如下：

pH=7.21，有机质含量（SOM）（w，后同）17.8 g · kg-1，

速效氮含量（AN）105 mg · kg- 1，速效磷含量（AP）

112.8 mg·kg-1，速效钾含量（AK）121.5 mg·kg-1。

1.2 试验设计

本研究设 4 个施肥处理，分别是不施肥（CF0）、

减量施肥（CF0.5）、常规施肥（CF1）和过量施肥

（CF2），常规施肥量参考农户平均施肥量而设定。

其中氮肥使用尿素，磷肥使用磷酸二氢钾，钾肥使

用硫酸钾。每个处理设置 5 次重复，共 20 盆随机

摆放。试验开始时在每个盆中装 7 kg 风干土壤，待

黄瓜幼苗长到 3 叶 1 心时定植到盆中，种植 20 d 后

进行第 1 次施肥处理，种植 50 d 后进行第 2 次施肥

处理，种植 70 d 后进行第 3 次施肥处理，每次施肥

量一致。整个生长期为 100 d，共施肥 3 次，化肥施

用总量如表 1 所示。

表 1 不同水平化肥施用试验中的化肥施用量

Table 1 Fertilizer application rate in different levels of

fertilizer application experiment （kg·hm-2）

处理 Treatment

CF0

CF0.5

CF1

CF2

N

0.0

129.5

259.0

518.0

P2O5

0.0

120.5

241.0

482.0

K2O

0.0

132.0

264.0

527.0

在连作第 4 茬取样测定，每个处理随机选取 4

株黄瓜，在种植 90 d 时，从黄瓜生长点往下第 4 片

叶取样，每个处理随机选取 4 个样品。将黄瓜叶片

用去离子水洗净后快速擦干，剪碎后混匀用锡箔纸

包裹，立即浸泡在液氮中速冻，然后放置于-80 ℃的

超低温冰箱保存备用。

1.3 方法

1.3.1 代谢物提取及测定 参考 Zhang 等 [16]的方

法，取冷冻叶片样品，研磨成粉末。称约 60 mg 样

品，将其转移到带有液氮的 1.5 mL Eppendorf 试管

中，向每个试管中加入 360 μL 冷甲醇和 40 μL 内标

物（溶于甲醇中的 0.3 mg·mL-1 2-氯-1-苯丙氨酸）。

在冰水中涡旋 2 min 并超声 30 min 后，加入 200 μL

氯仿涡旋 1 min，再加入 400 μL 水涡旋 1 min 并

超声 30 min。然后将试管在 4 ℃、13 900g 下离心

10 min。将每个试管中约 300 μL 的上清液转移到

1.5 mL 的 Eppendorf 试管中，真空浓缩并冷冻干

燥。在样品衍生化后，使用与 Aglient 5977A 质量

选择性检测器（Agilent Technologies 股份有限公司，

Santa Clara，CA）耦合的 Agilent 7890B 气相色谱系

统测定衍生样品，配备的色谱柱为 HP-5MS（30 m×

0.25 mm ID×0.25 µm，安捷伦 J&W Scientific，Fol-

som，CA，USA Agilent Technologies，Santa Clara，

CA）。以无分流模式注入 1 μL 衍生样品，恒定氦气

流速为 1 mL·min-1，界面温度和离子源温度分别设

孙少坤，等：化肥施用量对设施黄瓜叶片差异代谢物的影响
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定为 250 ℃和 230 ℃。烘箱初始温度为 70 ℃，保

温 1 min，以 1 ℃·min-1的速度逐渐升至 76 ℃，保温

5 min 后以 5 ℃·min-1的速度逐渐升至 165 ℃，再以

3 ℃·min-1的速度升至 200 ℃，最后以 7 ℃·min-1的

速度升至 250 ℃，保温 10 min。

1.3.2 代谢物数据分析 每个代谢产物的相对丰

度在分析前进行内标归一化处理，缺失值被认为

低于检测极限，用最小化合物值的一半替代。使

用 MetaboAnalyst 6.0（https://www.metaboanalyst.

ca/）进行主成分分析（PCA）、偏最小二乘判别分

析（PLS- DA）、正 交 偏 最 小 二 乘 判 别 分 析

（OPLS-DA）和差异代谢途径分析 [17]。OPLS-DA

分析中，以处理组中 VIP>1 且 p<0.05 的代谢物视

为显著代谢物 [18]。差异代谢途径分析中 p> 0.1

的通路被认为受到明显干扰 [16]。此外，使用在

线 网 页（https://bioinfogp.cnb.csic.es/tools/venny/）

绘制 Venn 图。

2 结果与分析

2.1 不同施肥量下设施黄瓜叶片代谢物分析

使用 GC-MS 在黄瓜叶片中共鉴定出 32 种代

谢物，主要为糖类、氨基酸类和有机酸类物质。根

据主成分分析（PCA）可知，适量施肥和过量施肥下

叶片代谢物略有重叠，沿着第一坐标轴与不施肥和

减量施肥显著分离（图 1-a）。为了更清晰地显示不

同化肥施用量对黄瓜叶片差异代谢物的影响，使用

偏最小二乘判别分析（PLS-DA）对数据进行了分

析，如图 1-b 所示，不施肥和 3 种不同化肥施用水平

的叶片代谢物显著分离，在第一和第二坐标轴上分

别解释总变量的 67.5%和 7.4%。

图 1 不同施肥量对设施黄瓜叶片代谢物影响的 PCA 分析（a）和 PLS-DA 分析（b）

Fig. 1 PCA analysis（a）and PLS-DA analysis（b）of the effects of different fertilizer levels on metabolites in facility

cucumber leaves

2.2 不同施肥量下设施黄瓜叶片代谢组差异分析

为了进一步深入探究减量施肥、过量施肥与适

量施肥对黄瓜叶片代谢组的差异影响，笔者采用正

交偏最小二乘判别法（OPLS-DA）分析表明，在减量

施肥与适量施肥下代谢物明显分离（图 2-a），模型

分析显示 R2 为 0.996，Q2 为 0.890（图 2-b），在过量

施肥与适量施肥下代谢物也明显分离（图 3-a），模

型分析显示 R2 为 0.997，Q2 为 0.931（图 3-b），所有

结果均未发生过拟合，这说明模型可靠度高，预测

能力良好。根据 OPLS-DA 模型参数中 VIP 得分

（VIP≥1）和 t 检验的 p 值来筛选减量施肥、过量施

肥分别与适量施肥（CF0.5 vs CF1 和 CF2 vs CF1）之

间的差异代谢物。

由图 2-c 可知，CF0.5 vs CF1 组共筛选出 14 种

差异代谢物，这些差异代谢物分别属于氨基酸类

（甘氨酸、2-氨基己二酸水合物、氨基丁酸、谷氨酸）、

糖类（塔罗糖、蔗糖、葡萄糖肟、海藻糖）、有机酸类

（甘油酸、富马酸、苹果酸）、酯类[4-（2-氨甲酰-2-氰

基-1-甲基乙烯基氨基）苯甲酸乙酯]、醇类（肌醇）和

其他类（磷酸）。其中，与适量施肥相比，减量施肥

下除了甘氨酸和氨基丁酸的含量上调外，其余 12

种差异代谢物含量均为下调。
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CF2 vs CF1 组共筛选出 16 种差异代谢物，这

些差异代谢物分别是有机酸类（琥珀酸、苹果酸、甘

油酸、十八酸）、糖类（左旋葡聚糖、葡萄糖肟、蔗

糖）、氨基酸类（2-氨基己二酸水合物、L-脯氨酸、哌

啶酸、甘氨酸、氨基丁酸）、醇类（肌醇、丙三醇）、酯

类[4-（2-氨甲酰-2-氰基-1-甲基乙烯基氨基）苯甲酸

乙酯] 和其他类（磷酸）。其中，与适量施肥相比，过

量施肥下除了甘油酸、左旋葡聚糖、蔗糖的含量显

著下调外，其余 13 种差异代谢物含量均为显著上

调（图 3-c）。

此外，韦恩分析（图 4）表明，CF0.5 vs CF1 和

CF2 vs CF1 两个对比组中有 10 种共有的差异代谢

物，分别是甘油酸、苹果酸、甘氨酸、蔗糖、磷酸、2-氨

基己二酸水合物、葡萄糖肟、氨基丁酸、（2-氨甲

酰-2-氰基-1-甲基乙烯基氨基）苯甲酸乙酯、肌醇。

CF0.5 vs CF1 组特有的 4 种差异代谢物为富马酸、

塔罗糖、海藻糖、谷氨酸。CF2 vs CF1 组特有的 6

种差异代谢物为琥珀酸、L-脯氨酸、哌啶酸、左旋葡

聚糖、丙三醇、十八酸。

2.3 不同施肥量下设施黄瓜叶片差异代谢物通路

分析

通过分析减量施肥和过量施肥下设施黄瓜叶

片内代谢通路的变化，探索黄瓜叶片响应施肥胁迫

的代谢机制。KEGG 富集分析发现减量施肥下主

要干扰丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢，乙醛酸和

二羧酸代谢，甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢，丙酮酸

代谢，丁酸代谢，谷胱甘肽代谢，酪氨酸代谢途径

（图 5-a）。过量施肥主要扰动甘氨酸、丝氨酸和苏

氨酸代谢，乙醛酸和二羧酸代谢，甘油酯代谢，丙酮

酸代谢，丁酸代谢，丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢

途径（图 5-b）。在减量施肥和过量施肥下，共同干

扰的代谢途径有甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢，乙

注：红色代表差异代谢物含量上调，蓝色为下调。下同。

Note: Red represents up-regulation of differential metabolite content, while blue represents down-regulation. The same below.

图 2 减量施肥与常规施肥对设施黄瓜叶片代谢物影响的 OPLS-DA 分析（a）、模型分析（b）和 VIP 分析（c）

Fig. 2 OPLS-DA analysis（a）, model analysis（b）, and VIP analysis（c）of the effects of reduced fertilization and

conventional fertilization on metabolites in facility cucumber leaves
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图 3 过量施肥与常规施肥对设施黄瓜叶片代谢物影响的 OPLS-DA 分析（a）、模型分析（b）和 VIP 分析（c）

Fig. 3 OPLS-DA analysis（a）, model analysis（b）, and VIP analysis（c）of the effects of excessive fertilization and

conventional fertilization on metabolites in facility cucumber leaves

图 4 不同化肥施用量下设施黄瓜叶片差异代谢物的韦恩图

Fig. 4 Venn diagram of differential metabolites in facility cucumber leaves under different fertilizer application rates
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中糖和糖酵解中间体含量下降[20]。减施钾肥降低浮

萍碳水化合物含量，减少次生代谢物的产生[21]。在

缺磷条件下，番茄叶片中酮酸、富马酸和苹果酸含

量显著降低，柠檬酸含量显著升高[20]。笔者在本研

究中发现，减量施肥下差异代谢物以下调为主，这

与前人在单独减施氮、磷、钾肥的影响研究基本一

致[14，20-21]。此外，在减量施肥下显著上调的代谢物为

甘氨酸和氨基丁酸，这两种代谢物同属于氨基酸

类，前人发现，甘氨酸和氨基丁酸在叶片中有维持

渗透稳态和提高免疫力的作用[22]。由此猜测，在减

施化肥下，甘氨酸和氨基丁酸含量上调可能与在低

养分下通过提高氨基酸含量来维持黄瓜正常生理

代谢有关。

前人采用 GC-MS 方法表征了 7 种不同基因型

的黑麦草叶片对 3 种氮处理（低、中、高氮水平）的

代谢反应，24 h 后，观察到氨基酸水平与氮供应水

平相关，经历氮限制的植物积累了长链脂肪酸和次

生芳香代谢产物的前体，而糖水平没有受到显著影

响[23]。在磷含量过高的条件下，茶叶中草酸和苹果

酸含量升高[24]。本研究发现，在过量施用氮磷钾肥

下设施黄瓜叶片差异代谢物的含量以显著上调为

主，这些代谢物为有机酸类和氨基酸类物质。有机

酸类中显著上调的琥珀酸和苹果酸参与三羧酸循

环过程，这说明过量施肥下黄瓜叶片中三羧酸循环

途径可能上调。氨基酸类物质可以与酶相互作用，

保护蛋白质的结构和功能，改善细胞膜的水环境，

维持膜结构的稳定性[25]。氨基酸是作物重要的渗透

调节物质，在植物抗性中起重要作用[26]，保护生物大

分子和膜结构免受过量施肥导致的高盐损害[27]。

在减量施肥和过量施肥下，共同干扰的代谢途

径有甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢，乙醛酸和二羧

酸代谢，丙酮酸代谢，丁酸代谢，丙氨酸、天冬氨酸

和谷氨酸代谢途径。这说明施肥胁迫显著影响设

施黄瓜叶片中的氨基酸代谢和有机酸代谢途径。

有机酸代谢物可以提供能量给各种分解和合成代

谢途径的前体物质，保障作物在逆境胁迫中维持正

常生长发育[28]。作物在应对非生物胁迫的标志性反

应有氨基酸类代谢物的累积[29]。氨基酸代谢途径在

抵御逆境胁迫中也发挥着非常重要的作用。总之，

这些氨基酸和有机酸代谢途径的变化与黄瓜响应

施肥胁迫的代谢机制密切相关，在施肥胁迫下黄瓜

通过调控这些代谢途径来维持正常的生长发育。

综上所述，减量施肥和过量施肥胁迫下设施黄

瓜叶片代谢组与适量施肥下有显著差异。在减量

施肥下筛选出 14 种差异代谢物，其中 12 种差异代

谢物含量显著下调，甘氨酸和氨基丁酸含量显著上

调。在过量施肥下筛选出 16 种差异代谢物，除了

甘油酸、左旋葡聚糖、蔗糖含量显著下调外，其他差

异代谢物含量均显著上调。此外，KEGG 富集分析

发现，施肥胁迫下主要扰动设施黄瓜叶片中的氨基

酸代谢和有机酸代谢途径，黄瓜叶片通过调控相应

的代谢途径来应对施肥胁迫。其中，减量施肥最显

注：a. 减量施肥与适量施肥的差异代谢物途径分析；b. 过量施肥与适量施肥的差异代谢物途径分析。圆由黄到红代表 p 值越来越大，圆

由小到大代表通路影响因子越来越大。

Note: a. Differential metabolic pathway analysis between reduced and moderate fertilization; b. Differential metabolic pathway analysis be-

tween excessive and moderate fertilization. The circle from yellow to red represents the increasing p value, and the circle from small to large repre-

sents the increasing pathway impact.

图 5 不同化肥施用量下设施黄瓜叶片差异代谢物途径分析

Fig. 5 Analysis of differential metabolic pathways in cucumber leaves under different fertilizer application rates
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著扰动丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢，而过量施肥

最显著扰动甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢。
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