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摘要： 目的　 研究卷柏不同生长阶段差异代谢物。 方法 　 以 ３ 个生长阶段卷柏样品为研究对象， 采用衍生化

ＧＣ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ技术， 以代谢组学研究其成分种类和含量的动态变化， 结合多元统计分析不同生长阶段的差异代谢物， 并

分析其含量变化与涉及的代谢通路的影响。 结果　 卷柏代谢产物共检测出化合物 ４４１ 个， 其中鉴定出 １８２ 个； ３ 个生

长阶段卷柏样品间的化学组成得到有效区分， 筛选出 １５ 个共有差异化合物， 其中 ５ 月海藻糖等水溶性糖类和硬脂酸

等油脂类含量相对较高， ９ 月氨基酸类化合物含量相对较高， １ 月蔗糖和丙氨酸的含量相对较高。 不同生长阶段丙氨

酸、 天冬氨酸和谷氨酸代谢变化最大。 结论　 不同生长阶段卷柏代谢产物存在明显差异， 建议最佳采收期为 ５ 月份

左右。
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　 　 卷柏 Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ ｔａｍａｒｉｓｃｉｎａ （ Ｂｅａｕｖ．） ｓｐｒｉｎｇ 为蕨类卷

柏科卷柏属植物， 在我国各地均有分布， 具有破血散瘀、
活血止血的功能［１⁃３］ 。 卷柏是典型极端耐旱的复苏维管植

物， 干旱时植株向内卷成一团， 颜色枯黄， 但它能在相当

长时间里保持生命， 一旦遇水， 便会植株伸展返绿， 因此

民间常称其为 “九死还魂草” ［４⁃５］ 。 对于卷柏的形态及产

地最早记载见于 《名医别录》， 它喜光， 多生于向阳的山

坡岩石上或干旱的岩石缝中， 在温度 ２０ ℃左右的潮湿地

方生长正常［６⁃７］ 。 全年均可采收［８］ ， 采收期区别于古籍

记载。
中药质量的优劣取决于有效成分的含量， 后者会随生

长过程发生不同程度的动态变化， 因此适时采收是保证中

药材质量的先决因素之一［９］ 。 卷柏化学成分复杂多样， 目

前对其成分的测定方法大多为 ＧＣ⁃ＭＳ、 ＨＰＬＣ、 ＴＬＣ 等， 仅

局限于某几个特征成分， 忽略了其他成分的变化。 代谢组

学从植物生物体系的整体性和动态性出发， 研究植物代谢

产物的动态变化， 不仅可以观察到化学成分的积累过程，
还可以发现各成分之间的相互转化规律， 可从整体上科学

评价药材的质量［１０⁃１２］ 。
本研究借鉴植物代谢组学的思路和方法， 研究三个不

同生长阶段卷柏样品的代谢产物的不同， 寻求差异化合物，
探究其动态变化， 采用肟化⁃硅烷化衍生法 ＧＣ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 技

术分析卷柏三个不同生长阶段样品的化学成分， 并通过主

成分分析 （ ＰＣＡ） 和偏最小二乘法⁃判别分析 （ ＰＬＳ⁃ＤＡ）
进行数据处理， 找出差异显著的化学成分及其变化规律，
为卷柏商品药材质量的综合评价及卷柏药材的采收提供参

考， 为卷柏复苏机制研究提供依据， 为其综合开发利用奠

定基础。
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１　 材料

１􀆰 １　 仪器　 ＡＬＥＸ⁃ＣＩＳ ＧＣＴＯＦ⁃ＭＳ 气质联用仪 （美国 Ｌｅｃｏ
公司）； ＭＩＫＲＯ２２０ ／ ２２０Ｒ 型离心机 （德国 Ｈｅｔｔｉｃｈ 公司）；
ＡＸ３２４ＺＨ 型电子分析天平 （美国 Ｏｈａｕｓ 公司）； 移液枪

（德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司）； 微型旋涡混合器 （德国 ＢＯＥＣＯ
公司）。
１􀆰 ２　 试剂与药物 　 甲氧胺盐酸盐 （ＣＨ３ＯＮＨ２·ＨＣｌ）、 饱

和脂肪酸甲酯、 Ｎ⁃甲基⁃Ｎ⁃三甲硅基三氟乙酰胺、 吡啶均为

色谱纯购自美国 Ｓｉｇｍａ⁃Ａｌｄｒｉｃｈ 公司； 其余试剂均为分析纯；
水为蒸馏水。 卷柏全草分别于 ２０１４ 年 ５ 月、 ２０１４ 年 ９ 月、
２０１５ 年 １ 月采自江苏省连云港前云台、 中云台、 后云台

山， 每个生长期采集 ３ 批， 经南京中医药大学中药资源教

研室谷巍教授鉴定为卷柏科植物卷柏 Ｓｅｌａｇｉｎｅｌｌａ ｔａｍａｒｉｓｃｉｎａ
（Ｂｅａｕｖ．） ｓｐｒｉｎｇ， 除去须根洗净晒干备用， 保存于南京中医

药大学药学院， 具体信息见表 １。
表 １　 样品信息

序号 产地 采收时间

１ 江苏连云港前云台 ２０１４ 年 ５ 月

２ 江苏连云港中云台 ２０１４ 年 ５ 月

３ 江苏连云港后云台 ２０１４ 年 ５ 月

４ 江苏连云港前云台 ２０１４ 年 ９ 月

５ 江苏连云港中云台 ２０１４ 年 ９ 月

６ 江苏连云港后云台 ２０１４ 年 ９ 月

７ 江苏连云港前云台 ２０１５ 年 １ 月

８ 江苏连云港中云台 ２０１５ 年 １ 月

９ 江苏连云港后云台 ２０１５ 年 １ 月

２　 方法

２􀆰 １　 分析条件

２􀆰 １􀆰 １　 色谱 　 ｒｔｘ５Ｓｉｌ⁃ＭＳ 型毛细管柱 （ ３０ ｍ × ０􀆰 ２５ ｍｍ，
０􀆰 ２５ μｍ）； 载气高纯氦气 （９９􀆰 ９９９％ ）； 体积流量为１ ｍＬ／ ｍｉｎ；
程序升温 （５０ ℃保持 １ ｍｉｎ， 以 ２０ ℃ ／ ｍｉｎ 升至３３０ ℃， 保

持 ５ ｍｉｎ）； 进样口温度 ５０ ℃， 以 １２ ℃ ／ ｓ 升至 ２５０ ℃； 进

样量 ０􀆰 ５ μＬ； 不分流， 无溶剂延迟。
２􀆰 １􀆰 ２　 质谱　 电子电离源 （ＥＩ）； 检测器电压 １ ８００ Ｖ； 传

输线温度 ２３０ ℃； 离子源温度 ２５０ ℃； 质量扫描范围 ｍ ／ ｚ
８０～５００； 电子能量为 ７０ ｅＶ。
２􀆰 ２　 供试品溶液制备　 取不同生长阶段、 批次卷柏 ２ ｇ 粉

碎， 加入 １０ ｍＬ 乙腈⁃异丙醇⁃水 （３ ∶ ３ ∶ ２， 脱气， －２０ ℃）
超声提取 ２ 次， 每次 ３０ ｍｉｎ， 涡旋 １０ ｓ， 在 ４ ℃ 下振摇

５ ｍｉｎ， 离心， 移出上清液， 冻干， 经乙腈⁃水 （３ ∶ １） 萃

取， 离心， 取上清液浓缩。 采用肟化⁃硅烷化衍生法， 向样

品中加入 ２ μＬ Ｃ８ ～Ｃ３０脂肪酸甲酯标准混合液 （溶于氯仿，
Ｃ８ ～Ｃ１６０􀆰 ８ ｍｇ ／ ｍＬ， Ｃ１８ ～Ｃ３００􀆰 ４ ｍｇ ／ ｍＬ）， 加入 ４０ μＬ 新鲜

配制的 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ 甲氧胺吡啶盐酸溶液， 在 ３０ ℃ 下反应

９０ ｍｉｎ， ７５０ ｒ ／ ｍｉｎ 快速搅拌， 发生肟化反应， 最后加入

４０ μＬ Ｎ⁃甲基⁃Ｎ⁃三甲硅基三氟乙酰胺， ７５０ ｒ ／ ｍｉｎ 快速搅

拌， 在 ３７ ℃下反应 ５０ ｍｉｎ， 实现活泼氢的三甲硅烷基化作

用［１３］ ， 放冷， 过 ０􀆰 ２２ μｍ 微孔滤膜， 即得。

２􀆰 ３　 方法学考察 　 精密吸取同一供试品溶液， 在 “２􀆰 １”
项条件下进样测定 ６ 次， 于 ０、 ４、 ８、 １２、 ２４ ｈ 进样检测；
按 “２􀆰 ２” 项下方法平行衍生化制备 ６ 份供试品溶液， 在

“２􀆰 １” 项条件下进样测定， 计算各主要色谱峰相对内标的

保留时间和峰高 ＲＳＤ， 考察仪器精密度、 供试品溶液的稳

定性、 样品制备重复性。
２􀆰 ４　 数据处理分析　 通过 ＸＣＭＳ 软件对质谱图进行预处理

（包括峰对齐、 切割和降噪等）， Ｅｘｃｅｌ 软件将数据进行归

一化， 导入 Ｓｉｍｃａ⁃Ｐ １４􀆰 １ 软件进行分析。 采用主成分分析

（ＰＣＡ）， 直观表达不同采收期的卷柏样品的化学组成差异；
以偏最小二乘辨别分析 （ＰＬＳ⁃ＤＡ） 对各样品进行分类， 其

中 Ｒ２Ｘ， Ｒ２Ｙ 越接近 １， 表示模型越稳定， Ｑ２ ＞０􀆰 ５ 表示预

测率高， 根据 ＰＬＳ⁃ＤＡ 模型得到的变量权重值 （ＶＩＰ ＞ １）
找到潜在的差异性成分。 通过 ＳＰＳＳ ２０􀆰 ０ 软件进行统计学

分析， 计量资料以 （ｘ±ｓ） 表示， 组间比较采用两两独立样

本 ｔ 检验， 组间均数比较采用单因素方差分析， 以 Ｐ＜０􀆰 ０５
为差异有统计学意义。 采用 Ｇｒａｐｈｐａｄ ｐｒｉｓｍ ５ 软件绘图，
ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ ４􀆰 ０ 软件进行代谢通路分析。
３　 结果

３􀆰 １　 方法学考察 　 主要色谱峰相对保留时间和相对峰高

ＲＳＤ 均小于 ２％ ， 表明仪器精密度良好， 溶液在 ２４ ｈ 内稳

定， 方法重复性理想。
３􀆰 ２　 ＧＣ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 分析 　 共检测出代谢产物 ４４１ 个， 鉴定

出化合物 １８２ 个， 见表 ２。
３􀆰 ３　 多元统计分析

３􀆰 ３􀆰 １　 主成分分析 　 采用 ＰＣＡ 多变量模式识别方法［１４］ ，
对 ３ 个生长阶段样品数据进行降维分析， 其得分图 （ｔ ［１］
５６􀆰 ５％ ， ｔ ［２］ ３０􀆰 ８％ ） 见图 １。 由此可知， 不同生长阶段

样品数据分布在不同区域， 分类结果较为理想， 表明其成

分存在明显差异； 样品在 ＰＣＡ 轴上呈现逐步变化的趋势，
５ 月采收的分布在 ＰＣ１ 轴正方向， ９ 月、 １ 月采收的分布在

ＰＣ１ 轴负方向， 各自聚为一类， 表明 ５ 月采收的在代谢组

成上与 ９ 月、 １ 月采收的有明显不同。
３􀆰 ３􀆰 ２　 偏最小二乘法判别分析 　 对 ３ 个生长阶段样品数

据进行 ＰＬＳ⁃ＤＡ 分析［１５］ （５ 月与 ９ 月、 ５ 月与 １ 月、 ９ 月

与 １ 月）， 结果见图 ２ａ、 ２ｃ、 ２ｅ， 可知每 ２ 组样品数据分

别沿 ＰＣ１ 轴明显分开， 其中模型参数 Ｒ２Ｘ （ ｃｕｍ） 分别为

０􀆰 ９４６、 ０􀆰 ９０１、 ０􀆰 ８９７； Ｒ２Ｙ （ ｃｕｍ ） 分 别 为 ０􀆰 ９９９、
０􀆰 ９９９、 ０􀆰 ９９８； Ｑ２ 分别为 ０􀆰 ９９８、 ０􀆰 ９９７、 ０􀆰 ９９５， 表明模

型有效可靠， 与无监督的主成分分析 （ＰＣＡ） 相比， ２ 个

生长期的样品数据得到了更大程度的分离， 有助于寻找差

异性成分。 ＶＩＰ 得分图见图 ２ｂ、 ２ｄ、 ２ｆ， 可知对 ２ 组分类

贡献较大的差异性成分 （ＶＩＰ＞１） 分别有 ２３、 ２６、 ２５ 个

特征峰。
３􀆰 ４　 差异性成分分析

３􀆰 ４􀆰 １　 定性鉴定　 将 ＰＬＳ⁃ＤＡ 分析结果得到的 ３ 组对分类

贡献较大的差异性成分进行比对， 得到 １５ 个共有差异性成

分， 见表 ３。
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表 ２　 ＧＣ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 分析结果

序号 化合物 序号 化合物 序号 化合物 序号 化合物
１ 木酮糖 ４７ 磷酸盐 ９３ 异柠檬酸 １３９ 绿原酸

２ 木糖 ４８ 苯丙氨酸 ９４ ｉｎｏｓｉｔｏｌ⁃４⁃ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ １４０ 辛酸

３ 木糖醇 ４９ 戊糖醇 ９５ 羟胺 １４１ 丁内酰胺

４ 香草酸 ５０ 壬酸 ９６ ｈｙｄｒｏｘｙｃａｒｂａｍａｔｅ １４２ ｂｕｔａｎｅ⁃２，３⁃ｄｉｏｌ
５ 缬氨酸 ５１ 咪唑啶三酮 ９７ 高丝氨酸 １４３ 龙胆二糖
６ 尿苷 ５２ 棕榈油酸 ９８ 组氨酸 １４４ 丙胺酸

７ 尿素 ５３ 棕榈酸 ９９ 己糖醇 １４５ 苯甲酸

８ 尿嘧啶 ５４ 焦谷氨酸 １００ 十七烷酸 １４６ 壬二酸

９ 酪氨酸 ５５ 草酸 １０１ 鸟苷 １４７ 天冬氨酸
１０ 色氨酸 ５６ 鸟氨酸 １０２ 鸟嘌呤 １４８ 天冬酰胺

１１ 三糖 ５７ 十八烯酸 １０３ ｇｌｙｃｙｌ⁃ｐｒｏｌｉｎｅ １４９ 二十烷酸

１２ 海藻糖 ５８ 十八醇 １０４ 乙醇酸 １５０ 氨基丙二酸

１３ ｔｒａｎｓ⁃４⁃ｈｙｄｒｏｘｙｐｒｏｌｉｎｅ ５９ 十九烷酸 １０５ 甘氨酸 １５１ α 酮戊二酸

１４ 生育酚 γ ６０ Ｎ⁃ｍｅｔｈｙｌａｌａｎｉｎｅ １０６ ｇｌｙｃｅｒｏｌ⁃ａｌｐｈａ⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ １５２ 二脲基乙酸
１５ 生育酚 β ６１ 烟酸 １０７ ｇｌｙｃｅｒｏｌ⁃３⁃ｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ １５３ 丙氨酸

１６ 生育酚 α ６２ 烟酰胺 １０８ 甘油 １５４ 己二酸

１７ 胸腺嘧啶 ６３ 烟草胺 １０９ 甘油酸 １５５ ａｄｅｎｏｓｉｎｅ⁃５⁃ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ
１８ 胸苷 ６４ 乙酰谷胺酸 １１０ ｇｌｕｔａｍｙｌ⁃ｖａｌｉｎｅ １５６ 腺苷

１９ 苏氨酸 ６５ Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃Ｄ⁃ｈｅｘｏｓａｍｉｎｅ １１１ 谷氨酰胺 １５７ 腺嘌呤

２０ 苏糖酸 ６６ Ｎ⁃ａｃｅｔｙｌ⁃Ｄ⁃ｇａｌａｃｔｏｓａｍｉｎｅ １１２ 谷氨酸 １５８ 乌头酸
２１ 苏糖醇 ６７ 肉豆蔻酸 １１３ 磷酸盐 １５９ 乙酰苯

２２ 酒石酸 ６８ 粘液酸 １１４ 葡萄糖 １６０ ６⁃ｄｅｏｘｙｇｌｕｃｉｔｏｌ
２３ 塔格糖 ６９ 甲硫氨酸 １１５ 葡糖酸 １６１ ５⁃ｈｙｄｒｏｘｙｎｏｒｖａｌｉｎｅ
２４ 硫磺酸 ７０ ｍｅｔｈａｎｏｌｐｈｏｓｐｈａｔｅ １１６ 葡庚酮糖 １６２ 氨基戊酸

２５ ｓｕｃｒｏｓｅ⁃６⁃ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ７１ 蜜二糖 １１７ γ⁃氨基丁酸 １６３ 羟基丁酸
２６ 蔗糖 ７２ 松三糖 １１８ 半乳糖醇 １６４ 羟基苯甲酸

２７ 琥珀酸 ７３ 甘露醇 １１９ 甜菜苷 １６５ 氨酪酸

２８ 豆甾醇 ７４ 麦芽三糖 １２０ 富马酸 １６６ ４＇，５⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙ⁃７⁃ｇｌｕｃｏｓｙｌｏｘｙｆｌａｖａｎｏｎｅ
２９ 硬脂酸 ７５ 麦芽糖 １２１ 岩藻糖 １６７ 苯基乳酸

３０ 槐二糖 ７６ 麦芽糖醇 １２２ ６⁃磷酸果糖 １６８ ３⁃ｈｙｄｒｏｘｙ⁃３⁃ｍｅｔｈｙｌｇｌｕｔａｒｉｃ ａｃｉｄ
３１ 莽草酸 ７７ 丙二酸 １２３ 果糖 １６９ ３⁃ａｍｉｎｏｉｓｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ
３２ 丝氨酸 ７８ 苹果酸 １２４ 左旋糖 １７０ ３，６⁃ａｎｈｙｄｒｏ⁃Ｄ⁃ｇａｌａｃｔｏｓｅ
３３ 癸二酸二（２⁃辛基）酯 ７９ 马来酰亚胺 １２５ 阿魏酸 １７１ ３，４⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍｉｃ ａｃｉｄ
３４ 水杨酸 ８０ 来苏糖 １２６ 乙醇胺 １７２ ２⁃ｍｏｎｏｐａｌｍｉｔｉｎ
３５ 葡糖二酸 ８１ ｌｙｘｉｔｏｌ １２７ 磷酸乙醇 １７３ 异丙基苹果酸
３６ 核酸糖 ８２ 赖氨酸 １２８ 赤藓糖醇 １７４ ２⁃ｈｙｄｒｏｘｙｇｌｕｔａｒｉｃ ａｃｉｄ
３７ 核糖酸 ８３ 亚麻酸 １２９ 十二烷醇 １７５ ２⁃ｄｅｏｘｙｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ
３８ 棉子糖 ８４ 亚油酸 １３０ 乳糖醛酸 １７６ ２，４⁃ｄｉａｍｉｎｏｂｕｔｙｒｉｃ ａｃｉｄ
３９ 金鸡纳酸 ８５ 二十四酸 １３１ 脱氢枞酸 １７７ ２，３⁃ｄｉｈｙｄｒｏ⁃８⁃ｍｅｔｈｏｘｙｆｕｒｏ（２，３⁃ｂ）ｑｕｉｎｏｌｉｎｅ
４０ 丙酮酸 ８６ 亮氨酸 １３２ 半胱氨酸 １７８ 棕榈酸单甘油酯

４１ 焦磷酸盐 ８７ 十二烷酸 １３３ ｃｙａｎｏａｌａｎｉｎｅ １７９ １⁃ｍｅｔｈｙｌｇａｌａｃｔｏｓｅ
４２ 腐胺 ８８ 乳糖酸 １３４ ｃｏｎｄｕｒｉｔｏｌ⁃ｂｅｔａ⁃ｅｐｏｘｉｄｅ １８０ 蔗果三糖

４３ 假尿苷 ８９ 乳酸 １３５ 瓜氨酸 １８１ １⁃ｄｅｏｘｙｅｒｙｔｈｒｉｔｏｌ
４４ 脯氨酸 ９０ ｉｓｏｔｈｒｅｏｎｉｃ ａｃｉｄ １３６ 柠檬酸 １８２ ２，５⁃ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｐｙｒａｚｉｎｅ
４５ 派可林酸 ９１ 异麦芽糖 １３７ 咖啡酸

４６ 叶绿醇 ９２ 异亮氨酸 １３８ 胆固醇

注： Ａ 为 ５ 月， Ｂ 为 ９ 月， Ｃ 为 １ 月。

图 １　 不同采收期样品的 ＰＣＡ 得分图

３􀆰 ４􀆰 ２　 相对含量　 提取各共有差异性成分在各组样品间对

应的相对峰高来表示其相对含量， 对同一化学成分在不同

生长阶段样品间相对峰高平均值的标准差进行计算， 结果

见图 ３。 由此可知， ５ 月采收的样品中相对含量最高的化合

物有 ７ 个， 分别为海藻糖、 硬脂酸、 麦芽糖、 甘油、 赤藓

糖醇、 棕榈酸、 甘露醇； ９ 月采收的样品中相对含量最高的

化合物有 ６ 个， 分别为天冬氨酸、 柠檬酸、 谷氨酰胺、 鸟

氨酸、 焦谷氨酸、 色氨酸； １ 月采收的样品中相对含量最高

的化合物有 ２ 个， 分别为蔗糖和丙氨酸， 即 ５ 月采收的样

品差异性成分数量最多。
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注： Ａ 为 ５ 月， Ｂ 为 ９ 月， Ｃ 为 １ 月。

图 ２　 样品数据的 ＰＬＳ⁃ＤＡ 得分图、 ＶＩＰ 得分图

表 ３　 样品中共有差异性成分

序号 代谢物 分子式 相对分子质量 ＶＩＰ
１ 海藻糖 Ｃ１２Ｈ２２Ｏ１１ １９１ ４􀆰 ５４
２ 天冬氨酸 Ｃ４Ｈ７ＮＯ４ ２３２ ４􀆰 ０７
３ 柠檬酸 Ｃ６Ｈ８Ｏ７ ２７３ ２􀆰 ８８
４ 谷氨酰胺 Ｃ１０Ｈ１８Ｎ２Ｏ５ １５６ ３􀆰 １３
５ 硬脂酸 Ｃ１８Ｈ３６Ｏ２ １１７ ２􀆰 ４２
６ 鸟氨酸 Ｃ５Ｈ１２Ｎ２Ｏ２ １４２ ２􀆰 ２０
７ 麦芽糖 Ｃ１２Ｈ２２Ｏ１１ ２０４ ２􀆰 ０９
８ 甘油 Ｃ３Ｈ８Ｏ３ ２０５ ２􀆰 ０５
９ 赤藓糖醇 Ｃ４Ｈ１０Ｏ４ ２１７ １􀆰 ９７
１０ 焦谷氨酸 Ｃ５Ｈ７ＮＯ３ １５６ １􀆰 ８５
１１ 色氨酸 Ｃ１６Ｈ２０Ｎ２Ｏ４ ２０２ １􀆰 ７１
１２ 蔗糖 Ｃ１２Ｈ２２Ｏ１１ ２７１ １􀆰 ７８
１３ 棕榈酸 Ｃ１６Ｈ３２Ｏ２ ３１３ １􀆰 ０９
１４ 甘露醇 Ｃ６Ｈ１４Ｏ６ ３１９ １􀆰 ６２
１５ 丙氨酸 Ｃ３Ｈ７ＮＯ２ １１６ ５􀆰 ４３

３􀆰 ４􀆰 ３　 显著性检验及代谢通路分析 　 ５ 月、 ９ 月采收的样

品中， 海藻糖、 天冬氨酸、 柠檬酸、 谷氨酰胺、 硬脂酸、
鸟氨酸、 麦芽糖、 甘油、 赤藓糖醇、 焦谷氨酸、 色氨酸、
棕榈酸含量有显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ５ 月、 １ 月采收的样品

中， 海藻糖、 天冬氨酸、 柠檬酸、 谷氨酰胺、 硬脂酸、 鸟

氨酸、 麦芽糖、 赤藓糖醇、 焦谷氨酸、 色氨酸、 棕榈酸、
甘露醇、 丙氨酸含量有显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； ９ 月、 １ 月采

收的样品中， 天冬氨酸、 柠檬酸、 谷氨酰胺、 焦谷氨酸、
色氨酸、 棕榈酸、 丙氨酸含量有显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）； 天

冬氨酸、 柠檬酸、 谷氨酰胺、 焦谷氨酸、 色氨酸、 棕榈酸

含量在不同生长阶段样品中均有显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。
采用 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔ ４􀆰 ０ 数据库对天冬氨酸、 柠檬酸、

谷氨酰胺、 焦谷氨酸、 色氨酸、 棕榈酸进行代谢通路分析，
结果见图 ４ （图中每个圆圈代表一条代谢通路， 圆圈颜色

表示 Ｐ 值大小， 颜色越红其 Ｐ 值越小， 显著性越高， 其对

应的⁃ｌｏｇＰ 值越大； 圆圈的大小则表示该代谢通路的影响力

大小， 圆圈越大， 说明它的影响力越大）， 将代谢途径的

影响得分大于 ０􀆰 ０５、 Ｐ 值小于 ０􀆰 ０５ 设为权重影响筛选标

准［１６⁃１７］ 。 由此可知， 丙氨酸、 天冬氨酸、 谷氨酸代谢， 二

羧酸代谢， 柠檬酸循环 （ＴＣＡ 循环）， 色氨酸代谢受影响较

大， 以丙氨酸、 天冬氨酸、 谷氨酸代谢更明显。
４　 讨论

卷柏代谢物繁杂， 包含黄酮、 炔酚酮、 酚酸类等较强

极性非挥发性代谢物， 本实验选用肟化⁃硅烷化衍生法将卷

柏代谢物中非挥发性成分经过衍生化后成为具有挥发性的
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注： ａ 为海藻糖， ｂ 为天冬氨酸， ｃ 为柠檬酸， ｄ 为谷氨酰胺， ｅ 为硬脂酸， ｆ 为鸟氨酸， ｇ 为麦芽糖， ｈ 为甘油， ｉ 为赤藓糖醇，
ｊ 为焦谷氨酸， ｋ 为色氨酸， ｌ 为蔗糖， ｍ 为棕榈酸， ｎ 为甘露醇， ｏ 为丙氨酸。 Ａ 为 ５ 月， Ｂ 为 ９ 月， Ｃ 为 １ 月。

图 ３　 不同生长阶段样品中差异性成分相对含量

成分， 克服了传统 ＧＣ⁃ＭＳ 只能测定挥发性成分的缺陷。 选

用 ＧＣ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ 分析， 为全扫描质谱， 每一个采集到的数据

点都有一张完整的质谱与之对应。 与四级杆质谱相比， 飞

行时间质谱可以检测到更多挥发性化合物， 灵敏度高， 因

此用该方法常可以检测到特殊的或不常见的代谢物。 同时

选用峰高代替峰面积， 峰高对于检测低含量的及极性相近

的代谢产物更加灵敏， 同时克服了受基线影响的困

难［１０⁃１２，１８⁃２１］ 。 结果检测出卷柏代谢产物 ４４１ 个， 并鉴定出

１８２ 个， 大大提高了检测效率， 使检测出的卷柏代谢物数

量明显增加。
通过 ＰＬＳ⁃ＤＡ 分析筛选出三个生长期卷柏样品间的 １５

个共有差异性成分， 其中 ５ 月的海藻糖、 硬脂酸、 麦芽糖、
甘油、 赤藓糖醇、 棕榈酸、 甘露醇的含量相对较高， ５ 月

为卷柏生命开始复苏的季节， 体内海藻糖含量达到最高，
海藻糖含量变化与卷柏复苏密切相关， 亦与课题组前期研

究结果一致［２２］ 。 ＰＣＡ 分析结果显示 ５ 月卷柏在代谢组成上

和 ９ 月、 １ 月采集的样品有明显不同， ５ 月所含含量高的差

异化合物个数最多， 与代谢活跃有关， 研究表明 ５ 月份左

右有利于药效成分穗花杉双黄酮 （药典含量测定成分） 的

积累［８， ２３］ ， 与古籍记载中的 “五、 七月采” 相符。 ９ 月的

天冬氨酸、 柠檬酸、 谷氨酰胺、 鸟氨酸、 焦谷氨酸、 色氨

酸含量相对较高， ９ 月天气逐渐转凉， 卷柏体内开始失水，
机体调动体内氨基酸来抵抗外界胁迫维持机体生命。 １ 月

的蔗糖和丙氨酸的含量相对较高， 可能与卷柏失水处于休

眠状态有关。 此结果表明卷柏一年中代谢产物的动态变化

过程， 说明卷柏一年中参与代谢过程的成分因时间的变化

而变化。 经过 ＳＰＳＳ 分析得出天冬氨酸、 柠檬酸、 谷氨酰

胺、 焦谷氨酸、 色氨酸和棕榈酸在三个不同生长阶段样品

中均表现显著差异， 说明这 ６ 个化合物含量最易受到生长

期的影响， 并结合代谢通路分析， 得出丙氨酸、 天冬氨酸
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注： Ａ 为氨酰⁃ｔＲＮＡ 生物合成， Ｂ 为丙氨酸、 天冬氨酸和谷氨

酸代谢， Ｃ 为甘氨酸、 丝氨酸和苏氨酸代谢， Ｄ 为精氨酸和脯

氨酸代谢， Ｅ 为吲哚生物碱的生物合成， Ｆ 为赖氨酸生物合

成， Ｇ 为二羧酸代谢， Ｈ 为柠檬酸循环， Ｉ 为色氨酸代谢。

图 ４　 代谢通路代谢得分总图

和谷氨酸代谢受影响最大， 糖分解代谢的中间产物可以转

变成组成蛋白质的许多非必需氨基酸， 从而参与氨基酸代

谢途径， 与课题组前期研究一致。 推测丙氨酸、 天冬氨酸

和谷氨酸在卷柏复苏与代谢调控中发挥重要作用。 研究结

果为卷柏药材质量评价、 采收及复苏机制研究提供科学

依据。
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