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侵害的代谢组学研究 
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摘 要：以被假眼小绿叶蝉侵染 0、12、24 h 的都匀毛尖本地种茶树叶片为试验材料，采用超高效液相色谱–串

联四级杆飞行时间质谱技术对试验材料的代谢产物进行定性和定量分析，正离子模式下鉴定出 1094 个代谢物。

采用主成分分析、正交偏最小二乘法判别分析，根据差异倍数筛选出 0 h 与 12 h 处理有 20 个差异代谢物,其中 6

个差异代谢物的含量上调，14 个下调；0 h 与 24 h 处理之间有 41 个差异代谢物，其中 26 个上调，15 个下调；12 

h 与 24 h 处理有 59 个差异代谢物，其中 45 个上调，14 个下调。0 h 与 12 h 处理有 2 个差异代谢物注释到 KEGG

数据库中，其中芥子酸注释到苯丙素生物合成途径中，与木质素形成有关；0 h 与 24 h 处理有 6 个差异代谢物注

释到 KEGG 数据库中，其中 6,9,12,15 十八碳四烯酸乙酯注释到亚麻酸代谢通路，没食子儿茶素注释到类黄酮生

物合成，苯乙醛注释到苯丙氨酸代谢通路，推测苯乙醛会对周围的假眼小绿叶蝉造成其行为或生理的影响，而苯

丙氨酸经苯丙氨酸解氨酶等酶催化合成木质素和类黄酮等；12 h 与 24 h 处理有 9 个差异代谢物注释到 9 条通路中，

马钱苷酸注释到单萜生物合成通路中，相比侵染 12 h 处理，24 h 处理的马钱苷酸含量上调，表明茶树被假眼小绿

叶蝉为害后可能通过释放萜类物质来抵御害虫。以上结果表明，木质素、萜类物质和黄酮类化合物在茶树抵御小

绿叶蝉的侵害具有重要作用。 
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Abstract: To investigate how tea response to Empoasca vitis infection, we used ultra performance liquid 
chromatography-quadrupole time-of-flight mass spectrometry(UPLC-QTOF-MS) to measure the profiles of 1094 
metabolites in tea leaves at 0 h, 12 h and 24 h after infection. With principal component analysis(PCA), orthogonal partial 
least squares discrimination analysis(OPLS-DA), and fold change(FC), 6 metabolites were upregulated and 14 
downregulated at 12 h comparing to 0 h, 26 metabolites were upregulated and 15 were downregulated at 24 h compared 
to 0 h, and 45 metabolites were upregulated and 14 were downregulated at 24 h compared to 12 h. Two differential 
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metabolites in phenylpropanoid biosynthesis pathway with sinapic acid related to lignin formation at 0 h and 12 h were 
annotated to KEGG database . Six differential metabolites whose phenylacetaldehyde and gallocatechin were annotated 
to phenylalanine metabolic pathway and biosynthesis of flavonoids, respectively at 0 h and 24 h were also annotated to 
KEGG database. It was speculated that the fragrance of phenylacetaldehyde would affect the behavior or physiology of 
Empoasca vitis Gothe. There were 9 differential metabolites at 12 h and 24 h annotated to 9 metabolic pathways, and 
loganic acid annotated to monoterpenoid biosynthesis pathway. Compared with 12 h, the increase of loganic acidin in 24 
h indicated that tea plants might release terpenoids to resist the Empoasca vitis Gothe. The results indicated that lignin, 
terpenoids, and flavonoids played important roles in the response to Empoasca vitis infection. 

Keywords: tea leaf; Empoasca vitis Gothe; metabolomics; ultra performance liquid chromatography-quadrupole 
time-of-flight mass spectrometry; differential metabolite  

  

茶树的叶片和叶梢是茶叶加工的原料，但茶树

的叶片和嫩梢常易被小绿叶蝉取食，进而影响茶叶

品质[1]。在茶树生长过程中，假眼小绿叶蝉对茶树

的侵害会引起一系列生理生化的防御反应[2–3]，且

会激活一系列激素调节的信号通路(如激活水杨酸、

茉莉酸、脱落酸、乙烯等的信号通路)[4–6]来进行害

虫侵染的防御反应。在小绿叶蝉侵染茶树的过程中

其代谢产物会受到严重影响，导致茶树鲜叶的氨基

酸、多酚类、生物碱、萜类等含量发生变化[7]。CHO
等[8]研究表明，小绿叶蝉侵染后的茶叶可以制成具

有独特香气的东方美人茶。LIAO 等[9]研究发现小绿

叶蝉侵害增加了茶叶中茉莉酸和水杨酸的含量。

MEI 等[10]发现通过小绿叶蝉侵染茶叶可诱导茶叶

中芳樟醇的释放。MU 等[11]的研究结果表明，小绿

叶蝉侵染的茶树可诱导绿叶释放挥发物，增强对害

虫的抗性。ZENG 等[4]研究发现小绿叶蝉取食不但

可以提高香叶醇和芳樟醇的释放，还可增强萜烯合

酶基因的表达。可见，研究茶树对假眼小绿叶蝉取

食的应激防御机制具有重要意义。 
代谢组学是研究生物体代谢途径的一门学科。

采用代谢组学技术对生物体受外界的刺激时代谢

产物的变化情况进行定性与定量分析[12]，可发现生

命活动的动态变化规律。已有研究人员应用代谢组

学技术对茶叶加工过程中儿茶素等代谢产物的变

化、不同茶叶的化学成分以及茶叶的抗逆胁迫等进

行了研究[13–15]。王春波等[16]通过超高效液相色谱–
串联四级杆飞行时间质谱(UPLC–Q–TOF/MS)研究

发现，NW34 品系比 NW48 品系的表没食子儿茶素

没食子酸酯、表儿茶素等代谢物的含量高。本研究

以假眼小绿叶蝉吸食 0、12、24 h 的都匀毛尖本地

种茶树叶片为试验材料，运用 UPLC–Q–TOF/MS
代谢组学技术，研究茶鲜叶被假眼小绿叶蝉取食后

代谢产物的变化，旨在为都匀毛尖本地种茶树抗虫

良种的选育提供理论参考。 

1 材料与方法 

1.1 植株材料 

2018 年 11 月，从贵州省都匀市红敏茶园选取

1 株枝叶茂盛、长势良好的茶树作为母株，剪取健

康的茎或叶在生根粉水溶液中浸泡 2 h，然后移入

花盆中进行扦插，在温室大棚中进行精心培养。

2021 年 6 月，选取 9 株长势良好并且株高基本一致

的茶苗放入纱网笼中进行假眼小绿叶蝉侵染，每 3
株放入 1 个笼中，分为 3 组：第 1 组侵染 0 h；第 2
组侵染 12 h；第 3 组侵染 24 h。分别在每组 3 株茶

苗上剪取 3～5 片健康嫩叶作为侵染 0、12、24 h 的

3 个生物学重复。共 9 个样本。固氮处理后放入–80 
℃的冰箱中保存。 

1.2 主要试剂与仪器 

Merck 甲醇、Merck 乙腈、Merck 甲酸均为色

谱纯。主要仪器有 SHIMADZU 出产的 Nexera X2
型超高效液相色谱仪；Scientz 出产的 Scientz–100F
型冻干机；Retsch 出产的 MM400 型研磨仪；ABI
出产的 Applied Biosystems QTRAP series 型串联质

谱；Agilent 出产的 Agilent SB–C18 型色谱柱。 

1.3 方法 

1.3.1 样本制备 

将茶叶样品放置于冻干机中真空冷冻干燥后

研磨至粉末状，称取 100 mg 粉末，溶解于 1.2 mL 
70%甲醇提取液中，每 30 min 涡旋 1 次，每次持续

30 s。共涡旋 6 次。样本放于 4 ℃冰箱过夜，12 000 
r/min 离心 10 min，吸取上清液，用微孔滤膜过滤
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样品，并保存于进样瓶中，以用于 UPLC–MS/MS
分析[17–18]。 

1.3.2 液相条件 

采 用 Agilent SB–C18 色 谱 柱 (1.8 μm 、 2.1 
mm×100 mm)。流动相：A 相为超纯水(加入 0.1%
的甲酸)，B 相为乙腈(加入 0.1%的甲酸)。洗脱梯度：

0 min(5%B)，9 min(95%B)，10～11 min(5%B)，11～

14 min(5%B)。流速为 0.35 mL/min，柱温为 40 ℃，

进样量为 4 μL。 

1.3.3 质谱条件 

AB6500 三 重 四 级 杆 线 性 离 子 阱 质 谱 仪

UPLC/MS/MS 系统由 Analyst1.6.3 软件(AB Sciex)
控制运行正负 2 种离子模式。ESI 源操作参数设置

为：离子源，涡轮喷雾；源温度 550 ℃；离子喷雾

电压 5500 V(正离子模式)/–4500 V(负离子模式)；离

子源气体 I(GSI)、气体 II(GSII)和帘气(CUR)分别设

置为 50、60 和 25 Psi。在三重四级杆(QQQ)和线性

离子阱(LIT)模式下分别用 10、100 μmol/L 聚丙二

醇溶液进行仪器调谐和质量校准。 

1.3.4 数据处理 

基于标准品上机建库的信息和二级谱信息对 9
个样本的代谢物进行定性，并利用三重四级杆质谱

的多反应监测模式进行定量分析。用 MultiaQuant 软

件打开样本下机质谱文件，进行色谱峰的积分和校

正工作，计算峰面积，然后进行数据归一化，对代

谢物进行定量，随后对 9 个样本进行主成分分析，

并利用 R 包 ropls 进行计算[19]。不同处理代谢产物的

差异用 t 检验和 OPLS–DA 模型的 VIP 值进行分析，

最后根据代谢物名称在对应数据库中进行查找，对

代谢物进行 KEGG、HMDB 和 LIPID MAPS 注释。 

2 结果与分析 

2.1 重复相关性评估 

对假眼小绿叶蝉感染 0、12、24 h 的茶树叶片

共 9 个样本进行重复相关性评估。将斯皮尔曼相关

系数(r)作为生物学重复相关性的评估指标，r2 越接

近 1，说明每个时间点内重复样品的相关性越强。

结果(图 1)表明，除了 12 h 第 1 个重复和第 3 个重

复之间的相关性较低外，其他 2 个时间点内的相关

性均接近 0.8 或超过 0.8。而一般认为样本间的相关

性大于 0.75 时，数据质量较为可靠。可见，本研究

中的差异代谢物的数据整体上比较可靠。 

 
0 h–1   0 h–2   0 h–3  12 h–1  12 h–2  12 h–3  24 h–1  24 h–2  24 h–3 

图 1 9 个样本间的相关性评估结果 
Fig. 1 Correlation assessment result among 9 samples  

2.2 主成分分析 

采用 UPLC–QTOF–MS 对被假眼小绿叶蝉侵染

0、12、24 h 后的 9 个茶树叶片样品进行主成分分

析(PCA)。从图 2 可以看出，除 12 h 的第 1 个重复

与另外 2 个重复组内代谢物差异较大外，其他重复

组内代谢物差异均较小，表明在试验过程中数据的

重现性较好。在 0、12、24 h 的主成分分析中，主

成分 1 和 2 贡献值分别为 53.15%和 22.05%，样品

累积贡献值为 75.20%，说明 3 组样品在代谢产物的

种类、含量等方面存在差异，并且在其余的主成分

中还存在一定的贡献值。在 0 h 和 12 h 的主成分分

析中，主成分 1 和 2 的贡献值分别为 62.60%和

18.74%，累积贡献值为 81.34%，说明代表性较好。

在 0 h 和 24 h 的主成分分析中，主成分 1 和 2 的贡

献 值 分 别 为 49.27%和 31.45%， 累 积 贡 献 值 为

80.72%，说明这 2 个主成分解释了 80.72%的原始变

量信息。在 12 h 和 24 h 的主成分分析中，主成分 1
和 2 的贡献值分别是 60.41%和 24.26%，累积贡献

值超过 84%，说明主成分分析可为鉴别侵染 12 h
和 24 h 差异代谢物提供足够的可信度。 

 0 h–1

0 h–2

0 h–3

12 h–1

12 h–2

12 h–3

24 h–1

24 h–2

24 h–3
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A 0、12、24 h 处理代谢物主成分分析结果；B 0 h 和 12 h 处理主成分分析结果；C 0 h 和 24 h 处理主成分分析结果；D 12 h

和 24 h 处理主成分分析结果。 

图 2 假眼小绿叶蝉侵染茶树叶片 3 个时间点的主成分分析结果 
Fig. 2 PCA analysis result of tea leaves infected with Empoasca vitis Gothe at three time points  

2.3 正交偏最小二乘法判别分析 

PCA 分析对相关性较小的变量不敏感，而正交

偏最小二乘法判别分析(OPLS–DA)可滤除与分类

信息无关的噪音，从而更好地凸显组间的差异。

OPLS–DA 分析(图 3)中，0 h 处理的 3 个重复分布

于横坐标的负轴，12 h 的 3 个重复分布于横坐标的

正轴，区分效果明显，说明假眼小绿叶蝉侵染都匀

毛尖本地种茶树叶片 0 h 和 12 h 在代谢成分上存在

明 显 的 差 异 。 模 型 验 证 后 参 数 值 R2X=0.753 ，

R2Y=0.998，Q2=0.416，虽然 Q2 偏小，但能较好地

对 0 h 和 12 h 处理的代谢物进行区分(图 3–A)。在 0 
h 和 24 h 处理的 OPLS–DA 模型分析(图 3–B)中，

R2X=0.659，R2Y=0.996，Q2=0.604，说明模型符合

样本数据真实情况。在 12 h 与 24 h 处理的

OPLS–DA 模型分析(图 3–C)中，2 组样本的重复点

相距较近，表明数据重复性好，并且 12 h 和 24 h
处理的结果分布于两侧，差异显著。模型验证后参

数值 R2X=0.753，R2Y=0.999，Q2=0.746，说明本研

究中所建立的 OPLS–DA 模型能够有效揭示 12 h 和

24 h 处理的代谢物的差异。 

 
A 0 h 与 12 h 正交偏最小二乘法判别分析结果；B 0 h 与 24 h 正交偏最小二乘法判别分析结果；C 12 h 与 24 h 正交偏最小二乘

法判别分析结果。 

图 3 假眼小绿叶蝉侵染茶树叶片 3 个时间点的正交偏最小二乘判别分析结果 
Fig. 3 OPLS-DA result of tea leaves infected with Empoasca vitis Gothe at three time points  
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2.4 差异代谢物筛选 

对于有生物学重复的样本，按照 VIP≥1 和 P
≤0.05 来筛选茶树被假眼小绿叶蝉侵染 0 h 和 12 h、

0 h 和 24 h，12 h 和 24 h 后的差异代谢物。正离子

模式下共鉴定出 1094 个差异代谢物。0 h 与 12 h 处

理之间有 20 个差异代谢物，其中 6 个差异代谢物(环
苜蓿烯、环氧石竹烯、二乙茎甲苯酰胺、丁香酸乙

酯、甲基多巴酸盐、d–葡萄糖醛酸乙酯)的含量上调，

14 个差异代谢物(3'–羟基 2'4'5'6'–四甲氧基查尔酮、

6–羟基高良姜素、3–甲硫基–1–丙醇、异胸腺素、O–
甲基灵芝酸、7,4',5'–三羟基–5,2'–氧化–4–苯基香豆

素、单酰甘油、丙氨酸丝氨酸络氨酸、前列腺素 E2
甲酯、红紫素、壬苯醇醚–9、芥子酸、6–O 乙酰基

大豆异黄酮、麦芽三糖)的含量下调。0 h 与 24 h 处

理有 41 个差异代谢物，其中 26 个差异代谢物(没食

子儿茶素、3'–羟基 2'4'5'6'–四甲氧基查尔酮、苯乙

醛等)的含量上调，15 个差异代谢物(6,9,12,15 十八

碳四烯酸乙酯、四氢皮质酮、单酰甘油等)下调。12 
h 与 24 h 处理有 59 个差异代谢物，其中 45 个差异

代谢物(没食子儿茶素、表没食子儿茶素、马钱苷酸

等)的含量上调，14 个(己二酸二环己酯、单酰甘油、

环氧石竹烯等)下调(图 4)。这些差异代谢物可能与

响应假眼小绿叶蝉的侵染有关。对检测到的代谢物

进行以 2 为底的对数处理，在正离子模式下列出了

0 h 与 12 h、0 h 与 24 h、12 h 和 24 h 处理之间变化

最明显的 5 种差异代谢物(表 1)。 

 

A 0 h 与 12 h 差异代谢物火山图；B 0 h 与 24 h 差异代谢物火山图；C 12 h 与 24 h 差异代谢物火山图；红点代表上调差异代谢

物，绿点代表下调，灰点代表差异不显著。P 代表 P 值，F 代表差异倍数。 

图 4 0、12、24 h 处理差异代谢物的火山图 
Fig. 4 Volcano plot of differential metabolites among 0, 12 and 24 h  

表 1 3 个时间点间变化最明显的 5 种差异代谢物 
Table 1  The five most obvious differential metabolites among three time points 

处理 差异代谢物 

0 h 与 12 h O–甲基灵芝酸(下调) 丁香酸乙酯(上调) 芥子酸(下调) 红紫素(下调) 甲基多巴酸盐(上调)

0 h 与 24 h 单酰甘油(下调) 5,7,2' 7'四羟基黄烷酮 
(上调) 

6,9,12,15 十八碳四烯酸乙酯 
(下调) 

脱氧助间型酶素(上调) 丙硫异烟胺(下调) 

12 h 与 24 h 6f–α–d–半乳糖基蔗糖 
(上调) 

1–甲基腺苷酸(上调) 表没食子儿茶素(上调) 8–二氢吡啶(上调) 甲基多巴酸盐(下调)

 

2.5 差异代谢物注释 

根据代谢物名称在数据库中进行查找，对代谢

物进行注释，有 215 个代谢物注释到 HMDB 数据

库中，278 个代谢物注释到 LIPID MAPS 数据库中，

151 个代谢物注释到 KEGG 数据库中。将代谢物在

KEGG COMPOUND 数据库的注释信息匹配到对应

的通路，发现 0 h 与 12 h 处理有 2 个差异代谢物注

释到 KEGG 数据库中，芥子酸(pos_754)注释到苯丙

素 生 物 合 成 和 次 级 代 谢 生 物 合 成 ， 麦 芽 三 糖 

(pos_1052)注释到 ABC 转运蛋白通路中。0 h 与 24 h
处理有 6 个差异代谢物注释到 KEGG 数据库中，其

中 6,9,12,15 十八碳四烯酸乙酯(pos_153)注释到亚麻

酸代谢通路；没食子儿茶素(pos_65)注释到类黄酮生

物合成通路, 苯乙醛(pos_237)注释到苯丙氨酸代谢

通路。12 h 与 24 h 处理有 9 个差异代谢物注释到 9
条通路中，其中磷脂酰丝氨酸(pos_1090)(上调)注释

到甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢通路中；没食子儿

茶素(pos_65)、表没食子儿茶素(pos_157)和白杨素

(pos_756)注释到类黄酮生物合成途径；马钱苷酸
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(pos_906)注释到单萜生物合成和次级代谢生物合成

通路；十八碳炔烯醇酸(pos_258)和己二酸二环己酯

(pos_405)注释到亚麻酸代谢。Cluster Profiler[20]是一

个用于 KEGG 富集分析的 R 包，利用 Cluster Profiler，
选用超几何检验的方法对差异代谢物 KEGG 的注释

结果进行富集分析，并利用 Cytoscape[21]软件绘制富

集网络图(图 5)。芥子酸富集到苯丙素生物合成；没

食子儿茶素、表没食子儿茶素、白杨素富集到类黄

酮生物合成；6,9,12,15 十八碳四烯酸乙酯、己二酸

二环己酯、十八碳炔烯醇酸富集到亚麻酸代谢；马

钱苷酸富集到单萜生物合成。 

 
红色的椭圆形代表差异代谢物，绿色的菱形代表通路。pos_754 为

芥子酸；pos_65 为没食子儿茶素；pos_930 为道诺霉素；pos_906 为马

钱苷酸；pos_153 为 6,9,12,15 十八碳四烯酸乙酯；pos_405 为己二酸二

环己酯；pos_1090 为磷脂酰丝氨酸；pos_258 为十八碳炔烯醇酸；pos_756

为白杨素；pos_4 为癸酸；pos_946 为假尿苷；pos_994 为去氢表雄酮；

pos_1052 为麦芽三糖；pos_157 为表没食子儿茶素；pos_237 为苯乙醛。

B 为次级代谢生物合成；P 为苯丙素生物合成；F 为类黄酮生物合成；

A 为亚麻酸代谢；M 为代谢通路；G 为甘油磷脂代谢；O 为单萜生物合

成；S 为甘氨酸、丝氨酸、苏氨酸代谢；H 为苯丙氨酸代谢；Y 为嘧啶

代谢；T 为脂肪酸代谢；R 为 ABC 转运蛋白。 

图 5 差异代谢物富集网络 
Fig. 5 Differential metabolites enrichment network  

3 结论与讨论 

本研究利用 UPLC–Q–TOF/MS 代谢组技术对

被假眼小绿叶蝉侵染 0、12、24 h 的都匀毛尖本地

种茶树 9 个样品 1094 个代谢物进行了分析，结果

显示：0 h 与 12 h 处理有 20 个差异代谢物，6 个上

调，14 个下调；0 h 与 24 h 处理之间有 41 个差异

代谢物，26 个上调，15 个下调；12 h 与 24 h 处理

之间有 59 个差异代谢物，45 个上调，14 个下调。

通过主成分分析、正交偏最小二乘法判别分析和重

复相关性评估证明获得的差异代谢物比较可靠。 
正离子模式下假眼小绿叶蝉侵染 0 h 与 12 h 都

匀毛尖本地种茶树有 2 个差异代谢物下调注释到

KEGG 数据库中，芥子酸(pos_754)注释到苯丙素生

物合成途径中，麦芽三糖(pos_1052)注释到 ABC 转

运蛋白通路中。芥子酸通过特异途径生成木质素单

体，最终聚合形成木质素，在抵御植物抗虫等非生

物胁迫中起重要作用[22]。 

0 h 与 24 h 处理有 6 个差异代谢物注释到

KEGG 数据库中，6,9,12,15 十八碳四烯酸乙酯(下

调)注释到亚麻酸代谢途径。茉莉酸由亚麻酸通过各

种酶合成，当植物遭受害虫取食危害时，亚油酸和

亚麻酸途径被激活，植物迅速合成大量的茉莉酸并

激活下游信号转导，进而诱导大量抗虫次级代谢产

物的合成，以此来抵御昆虫的取食。没食子儿茶素

(上调)注释到类黄酮生物合成，苯乙醛(上调)注释到

苯丙氨酸代谢通路。苯乙醛具有很强的香味[23]，推

测苯乙醛会对周围的假眼小绿叶蝉造成其行为或

生理的影响，从而达到对害虫的抵抗。苯丙氨酸经

苯丙氨酸解氨酶等酶催化合成木质素和类黄酮等，

以达到茶树对假眼小绿叶蝉的抵御[24]。没食子儿茶

素上调也与植物抗虫性密切相关[24]。以上研究表

明，6,9,12,15 十八碳四烯酸乙酯、苯乙醛、没食子

儿茶素等物质在茶树响应假眼小绿叶蝉胁迫方面

具有重要作用，可激活亚麻酸代谢途径、类黄酮生

物合成途径、苯丙氨酸代谢途径等，以防御假眼小

绿叶蝉的侵染。 
12 h 与 24 h 处理有 9 个差异代谢物注释到 9 个

代谢通路中，磷脂酰丝氨酸(上调)注释到甘氨酸、丝

氨酸和苏氨酸代谢通路中。十八碳炔烯醇酸(下调)
和己二酸二环己酯(下调)注释到亚麻酸代谢通路中。

马钱苷酸(上调)注释到单萜生物合成通路中，相比侵

染 12 h 处理，24 h 处理的马钱苷酸含量上调，表明

茶树被假眼小绿叶蝉为害后可能通过释放萜类物质

来达到对害虫的抵御；白杨素(上调)、没食子儿茶素

(上调)和表没食子儿茶素(上调)注释到类黄酮生物合

成通路中，表明黄酮等多酚类物质与茶树抗虫性密

切相关。以上结果表明，萜类物质和黄酮类化合物

在茶树响应小绿叶蝉吸食的应激防御方面起着重要

作用，与王杰等[7]的研究一致，为选育抗虫良种并最

终实现茶叶增产提供理论依据。 
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