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摘要： 目的　 探讨有机肥对栀子果实中关键代谢产物的作用机制。 方法　 采用非靶向代谢组学、 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 法

对 ４ 种施肥处理的样品进行定性、 定量分析， 主成分分析 （ＰＣＡ）、 正交偏最小二乘判别分析 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ） 对关键代

谢产物进行筛选， 系统聚类分析考察关键代谢产物变化趋势以及样品之间聚类情况， ＫＥＧＧ 分析对关键代谢产物进行

注释和合成通路富集分析。 结果　 共鉴定出 １０４ 种代谢产物， 其中 ３８ 种为关键代谢产物。 经 ＫＥＧＧ 分析， 有 ３４ 种关

键产物被注释到， １３ 种物质合成途径被映射到。 结论　 本实验结合非靶向代谢组学、 化学计量学、 ＫＥＧＧ 合成通路富

集分析， 揭示有机肥对栀子果实中关键代谢产物的作用机制。
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　 　 栀子为茜草科植物栀子 Ｇａｒｄｅｎｉａ ｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓ Ｅｌｌｉｓ 的干

燥成熟的果实， 迄今为止已从其果实中鉴定出二百多种代

谢物， 主要包括环烯醚萜类、 黄酮类和黄酮苷类、 奎宁酸

及奎宁酸衍生物、 萜类、 生物碱等。 其中， 二萜类化合物

环烯醚萜类、 藏红花酸等为其特征性物质； 环烯醚萜类化

合物京尼平苷对急慢性肝损伤、 胆汁淤积、 非酒精性脂肪

性肝炎、 肝纤维化、 肝癌有治疗作用； 二萜类化合物西红

花苷Ⅰ也是水溶性胡萝卜素类化合物， 被应用于食品添加

剂、 食用色素、 服装高级染料［１⁃３］ 。
代谢组学根据研究目的不同， 主要分为非靶向代谢谱

分析、 靶向代谢谱分析。 其中， 前者主要是对生物样品提

取物进行质谱检测， 获取代谢产物定性、 定量信息， 筛选

出差异代谢产物， 通过生物信息分析， 探讨生物体体内代

谢产物与体外生理表征的相对关系， 阐明生物体代谢相关

过程的代谢组学技术， 而后者主要区别于定性和定量特定

的代谢产物［４⁃５］ 。
有机肥能促进土壤有机碳矿化， 有利于其壤固氮培肥，

同时其所含氮素也有助于稳定氮循环和农业生态系统的可

持续发展。 邓秋林等［６］ 报道， 它可提高麦冬中皂苷类、 黄

酮类代谢， 尤其是麦冬甲基黄烷酮 Ａ、 麦冬甲基黄烷酮 Ｂ
含量； 周芳等［７］ 发现， 它对白术中倍半萜类白术内酯Ⅰ、
Ⅱ、 Ⅲ含量有显著提高作用， 但尚无采用代谢组学方法研

究增施有机肥对栀子果实中代谢产物的作用机制。
本实验采用非靶向代谢组学、 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 法， 对

４ 种施肥处理 （空白组、 低量有机肥组、 中量有机肥组、
高量有机肥组） 栀子果实中内源性代谢产物进行定性、 定

量分析， 无监督模式主成分分析 （ＰＣＡ）、 有监督模式正交

偏最小二乘法⁃判别分析 （ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）， 进行关键代谢产物

筛选， 无监督模式层次聚类分析 （ＨＣＡ）， 分析关键代谢

产物变化趋势以及样品之间聚类情况， 京都基因与基因组

百科全书 （ＫＥＧＧ） 数据库对筛选出的内源关键代谢产物

进行注释， 并对其进行合成通路富集分析， 探究有机肥对

该部位中关键代谢产物的作用机制。
１　 材料与方法

１􀆰 １　 植物来源、 生长条件和实验设计　 本实验于 ２０２０ 年

在江西省抚州市临川区栀子示范基地 （ １１６° ３８′ １３″ Ｅ，
２７°３４′１０″Ｎ） 进行， 当地为亚热带季风性湿润气候， 全年

平均气温 ７ ～ １８ ℃， 日照时数 １ ６００ ～ １ ９００ ｈ， 无霜期

２３３～３１３ ｄ， 年平均降雨量 １ ７００ ｍｍ 以上； 土壤条件为有

机质含量 ４􀆰 ５ ｇ ／ ｋｇ， ｐＨ 值 ４􀆰 ０３， 全氮含量 １ ７５０ ｍｇ ／ ｋｇ，
水解性氮 ８７􀆰 ５ ｍｇ ／ ｋｇ， 全磷含量 ７３９ ｍｇ ／ ｋｇ， 有效磷含量

１５􀆰 ８ ｍｇ ／ ｋｇ， 全钾含量 ８１０ ｍｇ ／ ｋｇ， 速效钾含量 １６４ ｍｇ ／ ｋｇ。
以 ４ 年树龄的黄栀子为研究对象， 株高 ０􀆰 ７５ ｍ， 株行

间距 ３􀆰 ０ ｍ×１􀆰 ５ ｍ。 肥料选择有机肥 （有机质≥４５％ ， Ｎ＋
Ｐ２Ｏ５＋Ｋ２Ｏ≥１２％ ， 微生物活菌≥１ 亿 ／ ｇ）。 实验采用随机区

组设计， 设置 ４ 个处理， 增施量分别为空白组 （０ ｋｇ ／株）、
低量有机肥组 （２ ｋｇ ／株）、 中量有机肥组 （５ ｋｇ ／株）、 高

量有机肥组 （８ ｋｇ ／株）， 每个处理重复 ５ 次， 共 ２０ 个样

本。 药材经江西中医药大学药学院付小梅教授鉴定均为茜

草科植物栀子 Ｇａｒｄｅｎｉａ ｊａｓｍｉｎｏｉｄｅｓ Ｅｌｌｉｓ 的干燥成熟果实，
采集后浸煮 １０ ～ １５ ｍｉｎ 杀青， 置于 ５５ ℃ 烘箱中干燥 ３ ～
４ ｄ， 粉碎， 过 ４ 号筛， 密封， 在 ４ ℃下保存。
１􀆰 ２　 代谢组学样品制备　 精密称取样品粉末 （过 ３ 号筛）
０􀆰 ２ ｇ， 置于具塞锥形瓶中， 精密加入 ７０％ 甲醇， 称定质
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量， 超声处理 ３０ ｍｉｎ， 放冷， ７０％ 甲醇补足减失的质量，
摇匀， １２ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ， 取上清液， ０􀆰 ２２ μｍ 微孔

滤膜过滤， 取续滤液， 即得。
１􀆰 ３　 ＵＰＬＣ⁃Ｔｒｉｐｌｅ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 分析条件

１􀆰 ３􀆰 １　 仪器　 Ｌ３０Ａ ＵＰＬＣ 型液相色谱系统 （日本岛津公司）；
ＡＢ ＳＣＩＥＸ Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ５６００高分辨质谱仪 （美国赛默飞世尔科

技公司）； Ｗｅｌｃｈ ＵｌｔｉｍａｔｅＲ ＵＨＰＬＣ ＸＢ⁃Ｃ１８色谱柱 （２􀆰 １ ｍｍ×
１００ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ） ［月旭科技 （上海） 股份有限公司］。
１􀆰 ３􀆰 ２　 色谱　 Ｗｅｌｃｈ ＵｌｔｉｍａｔｅＲ ＵＨＰＬＣ ＸＢ⁃Ｃ１８色谱柱 （２􀆰 １
ｍｍ×１００ ｍｍ， １􀆰 ８ μｍ）； 流动相水 （含 ０􀆰 １％ 甲酸） （Ａ） ⁃
乙腈 （含 ０􀆰 １％ 甲酸） （Ｂ）， 梯度洗脱 （０～ ０􀆰 ０１ ｍｉｎ， １０％
Ｂ； ０􀆰 ０１～ ２􀆰 ５ ｍｉｎ， １０％ Ｂ； ２􀆰 ５ ～ ７􀆰 ５ ｍｉｎ， １５％ Ｂ； １０ ～ １５
ｍｉｎ， １５％ Ｂ； １５～１７􀆰 ５ ｍｉｎ， ２０％ Ｂ； １７􀆰 ５～ ２５ ｍｉｎ， ２０％ Ｂ；
２５～３０ ｍｉｎ， ２５％ Ｂ； ３０ ～ ３７􀆰 ５ ｍｉｎ， ３０％ Ｂ； ３７􀆰 ５ ～ ４０ ｍｉｎ，
３０％ Ｂ； ４０～４５ ｍｉｎ， ４０％ Ｂ）； 体积流量 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ； 柱温

３５ ℃； 进样量 ３ μＬ。
１􀆰 ３􀆰 ３　 质谱 　 电喷雾离子源； 正负离子扫描， 全扫描模

式； 正离子喷雾电压 ５ ５００ Ｖ， 负离子喷雾电压 ４ ５００ Ｖ；
鞘气体积流量 ４０ ａｒｂ； 辅助气体积流量 ２０ ａｒｂ； 离子源温度

５５０ ℃； ＭＳ、 ＭＳ ／ ＭＳ 扫描范围 ｍ ／ ｚ ５０～１ ５００。
１􀆰 ４　 数据统计与预处理 　 采用 ＵＨＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 技术获

取样品原始数据， Ｐｒｏｇｅｎｅｓｉｓ ＱＩ ２􀆰 ０ 软件对原始数据进行预

处理， 即对筛选的信号峰进行完整性检测和缺失值处理、
数据过滤、 归一化等， 获取信号峰保留时间、 信号峰强度

（峰面积）、 ＭＳ ／ ＭＳ 离子碎片信息。 采用 ＨＭＤＢ、 ＭＥＴＬＩＮ、
ＭａｓｓＢａｎｋ 数据库比对检测样品中信号峰， 以 ＭＳ ／ ＭＳ 离子

碎片匹配鉴定代谢产物。 采用 ＰＣＡ、 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析筛选样

品关键代谢产物， ＨＣＡ 分析关键代谢产物变化趋势及样品

之间聚类情况。
１􀆰 ５　 ＫＥＧＧ 注释、 代谢产物合成通路富集分析　 ＫＥＧＧ 是

一种整合了基因组、 化合物、 系统功能信息的数据库， 其

通路富集分析用于反映代谢产物的生物体内代谢合成途

径［８⁃９］ 。 采用 ＫＥＧＧ 数据库对筛选出的内源差异性代谢产物

进行注释， 并对其进行代谢合成途径分析， 以揭示增施有

机肥对栀子果实中差异性代谢产物的作用机制。
２　 结果

２􀆰 １　 内源性代谢产物鉴定 　 正、 负离子模式下分别获得

２８１、 ３３８ 个离子峰， 并对相对峰强度较高的 １０４ 个离子峰

进行识别， 可分为 １２ 类， 按类别数量和比例排序， 依次为

环烯醚萜及其衍生物 （１１ 个， １０􀆰 ５８％ ）、 黄酮及其糖苷类

（２０ 个， １９􀆰 ２３％ ）、 奎宁酸及其衍生物 （１１ 个， １０􀆰 ５８％ ）、
肉桂酸及其衍生物 （１５ 个， １４􀆰 ４２％ ）、 脂肪酸及其复合物

（１２ 个， １１􀆰 ５４％ ）、 三萜类 （７ 个， ６􀆰 ７３％ ）、 香豆素及其

衍生物 （６ 个， ５􀆰 ７７％ ）、 单萜类 （６ 个， ５􀆰 ７７％ ）、 二萜类

（５ 个， ４􀆰 ８１％ ）、 氨基酸、 肽及类似物 （５ 个， ４􀆰 ８１％ ）、
生物 碱 类 （ ４ 个， ３􀆰 ８５％ ）、 糖 类 （ ２ 个， １􀆰 ９２％ ）， 见

图 １Ａ。
再通过对标准化后内源性代谢产物进行半定量分析

（离子强度）， 计算每个样品中代谢产物总含量 （即总离子

强度）， 发现不同施肥处理的栀子果实中内源性代谢产物

总含量存在显著差异， 见图 １Ｂ。 与空白组比较， 低量有机

肥组、 中量有机肥组、 高量有机肥组的栀子果实中代谢产

物总含量有显著差异 （Ｐ＜０􀆰 ０１）。 ４ 种施肥处理栀子果实

中代谢产物的总含量依次为高量有机肥组 （１􀆰 ７８×１０８） ＞
中量有机肥组 （１􀆰 ６８×１０８） ＞低量有机肥组 （１􀆰 ６３×１０８） ＞
空白组 （１􀆰 ５９×１０８）。

注： ＣＫ、 ＺＹＬ、 ＺＹＭ、 ＺＹＨ 分别为空白组、 低量有机肥组、 中量

有机肥组、 高量有机肥组。 图 １Ａ 中每种颜色代表一类代谢产物，
所在区域的面积越大， 此类代谢产物数量、 占比越大； 图 １Ｂ

中，∗∗Ｐ＜０􀆰 ０１。

图 １　 ４ 种施肥处理栀子果实中成分分析

２􀆰 ２　 关键代谢物分析

２􀆰 ２􀆰 １　 栀子果实变异趋势 　 对 ２０ 批样品 （空白组、 低量

有机肥组、 中量有机肥组、 高量有机肥组各 ５ 个） 进行多

元变量统计分析， 结果见图 ２。 由此可知， 来自相同有机

肥处理的样品集聚在一起， 表明施肥实验具有良好的重复
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性； 各组样品分散在不同区域， 表明其代谢产物含量存在

差异； 与空白组比较， 离散趋势依次为高量有机肥组＞中
量有机肥组＞低量有机肥组， 表明随着有机肥增施量增加，
栀子果实中代谢产物含量变异更明显。
２􀆰 ２􀆰 ２　 关键代谢物　 ＰＣＡ 分析可对所有变量按一定权重系

数进行线性组合形成新的特征变量， 由于没有外部人为因

素， 可反映数据的主要原始信息。 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 用于过滤噪

声， 提高模型的分析能力和有效性， 消除抽样误差和其他

随机误差， 有效区分样本并提取差异变量的信息， 并最大

化评估组之间的差异。 Ｓ⁃ｐｌｏｔ 是对关键代谢产物进行可视化

处理， 反映每个变量与模型之间的协方差和相关性， 代谢

产物位置距原点越远， 它对关键代谢产物的贡献越大， 故

被用于识别关键代谢产物的筛选［１０⁃１２］ 。
采用 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析成对筛选空白组与低量有机肥组、

空白组与中量有机肥组、 空白组与高量有机肥组中的关键

代谢产物， 模型参数见表 １， 结果见图 ３。 由此可知， ３ 组

Ｘ 轴总解释率、 Ｙ 轴总解释率、 累计预测率均接近 １， 表明

模型对样品中的信息解析能力、 预测能力较强； 经过 ２００
次迭代置换检验， ３ 组截距 Ｒ２ 均接近于 １， 而且 Ｑ２ 均低于

Ｒ２， 表明模型稳定性较好， 未过度拟合。
　 　 以变量重要性投影 （ＶＩＰ 值） ≥１、 Ｐ ＜ ０􀆰 ０５、 Ｓ⁃ｐｌｏｔ
｜ Ｐ （Ｘ） ｜ ≥０􀆰 ０５、 ｜ Ｐ （Ｙ） ｜ ≥０􀆰 ５ 为标准， 对 １０４ 个

　 　 　 　

注： ＣＫ、 ＺＹＬ、 ＺＹＭ、 ＺＹＨ 分别为空白组、 低量有机肥组、 中

量有机肥组、 高量有机肥组。

图 ２　 多元变量统计分析 Ｓｃｏｒｅ 图

表 １　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 模型参数

组别 Ｘ 轴总解释率 Ｙ 轴总解释率 累计预测率 组成部分 置换次数 ／ 次 截距 Ｒ２ 截距 Ｑ２

空白组与低量有机肥组 ０􀆰 ８４１ ０􀆰 ９９８ ０􀆰 ９６１ １ 个预测值、３ 个正交值 ２００ ０􀆰 ９５４ －０􀆰 ４９１
空白组与中量有机肥组 ０􀆰 ８９４ ０􀆰 ９９９ ０􀆰 ９７１ １ 个预测值、３ 个正交值 ２００ ０􀆰 ９８４ －０􀆰 ３４９
空白组与高量有机肥组 ０􀆰 ３１１ ０􀆰 ９９８ ０􀆰 ９９５ １ 个预测值、３ 个正交值 ２００ ０􀆰 ９８２ －０􀆰 ２５７

注： ＣＫ、 ＺＹＬ、 ＺＹＭ、 ＺＹＨ 分别为空白组、 低量有机肥组、 中量有机肥组、 高量有机肥组。 左上角编号中 Ａ～Ｃ 分别为空白组与

低量有机肥组、 空白组与中量有机肥组、 空白组与高量有机肥组， １～３ 分别为 Ｓｃｏｒｅ 图、 Ｐｅｒｍｕｔａｔｉｏｎ Ｔｅｓｔ 图、 Ｓ⁃ｐｌｏｔ 图。 Ｓ⁃ｐｌｏｔ 图
中每个着色点代表 １ 种代谢产物， 红色点表示贡献较大， 黑色点表示贡献较小。

图 ３　 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析图

代谢产物进行关键代谢产物筛选， 结果见表 ２、 图 ３。 由此

可知， 共筛选出 ３８ 个关键代谢产物， 主要分为 ７ 类， 分别

为氨基酸、 肽及类似物 １ 种 （亚叶酸）、 肉桂酸及其衍生物 ３
种 （对甲氧基肉桂醛、 没食子酸丙酯、 阿魏酸）、 二萜类 ３
种 （藏红花素、 西红花苷Ⅰ、 西红花苷Ⅱ）、 脂肪酸及其复合

物 ８ 种 （棕榈酸、 反式⁃茉莉酮、 桉油醇等）、 奎宁酸及其衍

生物 ５ 种 （绿原酸、 咖啡酸、 奎尼酸等）、 黄酮及其糖苷类

１２ 种 （芦丁、 山柰酚⁃３⁃龙胆二糖苷、 槲皮素⁃３⁃Ｏ⁃芸香糖苷、
槲皮素等）、 环烯醚萜及其衍生物 ６ 种 （京尼平苷酸、 京尼

平苷、 京尼平⁃１⁃β⁃Ｄ⁃龙胆二糖苷、 去乙酰基车叶草苷酸等）。
另外， 上调代谢产物有 ２２ 个， 占比 ５７􀆰 ８９％ ； 下调代谢产物

有 １６ 个， 占比 ４２􀆰 １１％ ， 见表 ２、 图 ４Ａ～４Ｂ。
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表 ２　 关键代谢产物

名称 分子式 相对分子质量 ＶＩＰ 值 差异倍数 Ｐ 值 最高平均值 最低平均值

叶酸 Ｃ２０Ｈ２３Ｎ７Ｏ７ ４７３􀆰 １６５ ９ １􀆰 １７０ ０􀆰 ７１７ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＬ ＺＹＨ
对甲氧基肉桂醛 Ｃ１０Ｈ１０Ｏ２ １６２􀆰 ０６８ ２ ２􀆰 ２８８ ０􀆰 ６３５ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ
没食子酸丙酯 Ｃ１０Ｈ１２Ｏ５ ８１４􀆰 ８２２ ３ ２􀆰 １７８ ０􀆰 ７９４ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ

咖啡酸 Ｃ９Ｈ８Ｏ４ １８０􀆰 ０４２ ３ １􀆰 １２６ １􀆰 １７６ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＬ ＺＹＨ
西红花苷Ⅰ Ｃ４４Ｈ６４Ｏ２４ ９７６􀆰 ３７８ ８ ３􀆰 １５７ １􀆰 ２５０ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＬ ＺＹＨ
藏红花素 Ｃ２０Ｈ２４Ｏ４ ３２８􀆰 １６７ ５ １􀆰 ７５１ ０􀆰 ８７０ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＬ ＺＹＨ

西红花苷Ⅱ Ｃ３８Ｈ５４Ｏ１９ ８１４􀆰 ８２８ ５ １􀆰 ２７７ １􀆰 ７７５ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ
棕榈酸 Ｃ１６Ｈ３２Ｏ２ ２５６􀆰 ２４０ ２ ２􀆰 ３２９ ０􀆰 ６００ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ
组氨酸 Ｃ１３Ｈ１０Ｏ５ ２４６􀆰 ０５２ ８ ２􀆰 ３０７ １􀆰 ２５８ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＬ ＺＹＨ

反式⁃茉莉酮 Ｃ１１Ｈ１６Ｏ １６４􀆰 １２０ １ １􀆰 １０７ １􀆰 ２６７ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ
亚油酸 Ｃ１８Ｈ３２Ｏ２ ２８０􀆰 ２４０ ２ １􀆰 １３６ １􀆰 １５５ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＬ ＺＹＨ

十二烷酸 Ｃ１２Ｈ２４Ｏ２ ２００􀆰 １７７ ６ １􀆰 １２６ ０􀆰 ７８６ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＭ ＺＹＨ
绿原酸 Ｃ１６Ｈ１８Ｏ９ ３５４􀆰 ０９５ ０ １􀆰 １３３ １􀆰 ２３７ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ

α⁃亚麻酸 Ｃ１８Ｈ３０Ｏ２ ２７８􀆰 ２２４ ６ １􀆰 ０４１ ０􀆰 ８２３ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ
桉树醇 Ｃ１０Ｈ１８Ｏ １５４􀆰 １３５ ７ １􀆰 ０３８ １􀆰 ２４１ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ

山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃洋槐糖苷 Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１５ ５９４􀆰 １５８ ５ ２􀆰 ３７６ １􀆰 ２６８ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ
芦丁 Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１６ ６１０􀆰 １５３ ４ ２􀆰 １７１ ０􀆰 ７７７ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ

京尼平 Ｃ１１Ｈ１４Ｏ５ ２２６􀆰 ０８４ １ ２􀆰 １６１ １􀆰 ２５５ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＬ ＺＹＨ
川陈皮素 Ｃ２１Ｈ２２Ｏ８ ４０２􀆰 １３１ ５ ２􀆰 ０００ ０􀆰 ８３６ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ
异槲皮素 Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１２ ４６４􀆰 ０９５ ４ １􀆰 ５６０ １􀆰 ６４２ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ

槲皮素 ３⁃Ｏ⁃芸香糖苷 Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１６ ６１０􀆰 １５３ ２ １􀆰 ４９１ １􀆰 ４７７ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ
槲皮素 Ｃ１５Ｈ１０Ｏ７ ３０２􀆰 ０４２ ６ １􀆰 ４１８ １􀆰 ４３５ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ
圣草酚 Ｃ１５Ｈ１２Ｏ６ ２８８􀆰 ０６３ ４ １􀆰 ４１８ １􀆰 ５８７ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＬ ＺＹＨ

紫云英苷 Ｃ２１Ｈ２０Ｏ１１ ４４８􀆰 １００ ５ １􀆰 ３４４ １􀆰 ８９３ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ
山柰酚 Ｃ１５Ｈ１４Ｏ５ ２７４􀆰 ０８４ １ １􀆰 １３４ ０􀆰 ８５２ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＬ ＺＹＨ
根皮素 Ｃ１５Ｈ１４Ｏ５ ２７４􀆰 ０８４ １ １􀆰 １３４ １􀆰 ３２４ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＬ ＺＹＨ

黄酮体⁃７⁃葡萄糖苷 Ｃ２６Ｈ２８Ｏ１１ ５１６􀆰 １６３ ２ １􀆰 ０９６ ０􀆰 ９０１ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ
甲基十六烷酸 Ｃ１７Ｈ３４Ｏ２ ２７０􀆰 ２５５ ８ ２􀆰 ９９０ １􀆰 ４９７ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＬ ＺＹＨ
京尼平苷酸 Ｃ１６Ｈ２２Ｏ１０ ３７４􀆰 １２１ ３ ２􀆰 ８０４ ０􀆰 ８１５ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ
京尼平苷 Ｃ１７Ｈ２４Ｏ１０ ３８８􀆰 １３６ ９ ２􀆰 ６２７ １􀆰 １６１ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ

京尼平⁃１⁃β⁃Ｄ⁃龙胆二糖苷 Ｃ２３Ｈ３４Ｏ１５ ５５０􀆰 １８９ ７ ２􀆰 ０７０ １􀆰 ５０１ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＬ ＺＹＨ
山柰酚⁃３ 龙胆双糖苷 Ｃ２７Ｈ３０Ｏ１６ ６１０􀆰 １５３ ３ ２􀆰 ０９３ １􀆰 ５５５ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＭ
去乙酰车叶草苷酸 Ｃ１６Ｈ２２Ｏ１１ ３９０􀆰 １１６ ２ １􀆰 ９６８ １􀆰 ７３９ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＬ ＺＹＨ

隐绿原酸 Ｃ１６Ｈ１８Ｏ９ ３５４􀆰 ０９５ ２ １􀆰 １５３ ０􀆰 ８０７ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ
阿魏酸 Ｃ１０Ｈ１０Ｏ４ １９４􀆰 ０５７ ９ １􀆰 ２１６ ０􀆰 ７８５ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ
油酸 Ｃ１６Ｈ１８Ｏ９ ３５４􀆰 ０９５ １ １􀆰 ０４４ ０􀆰 ８６５ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＬ ＺＹＨ

肉桂酸甲酯 Ｃ１０Ｈ１０Ｏ２ １６２􀆰 ０６８ １ １􀆰 ０２１ ０􀆰 ９０１ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＬ ＺＹＨ
奎宁酸 Ｃ７Ｈ１２Ｏ６ １９２􀆰 ０６３ ４ １􀆰 ０１８ １􀆰 １６４ ＜０􀆰 ０５ ＺＹＨ ＺＹＬ

　 　 注： ＺＹＬ、 ＺＹＭ、 ＺＹＨ 分别为低量有机肥组、 中量有机肥组、 高量有机肥组。

２􀆰 ２􀆰 ３　 层次聚类分析 （ＨＣＡ） 　 对 ３８ 种差异代谢产物进

行 ＨＣＡ 分析， 结果见图 ４Ｃ。 由此可知， ４ 组样品分别聚为

一类， 表明组内其代谢产物表达量相近或功能参与产物代

谢相似， 并且不同代谢产物分组模式有所差异； 儿茶酚、
亚油酸、 奎宁酸、 咖啡酸、 京尼平苷、 山柰酚⁃３⁃Ｏ⁃洋槐糖

苷、 桉油醇、 反式⁃茉莉酮、 京尼平、 根皮素、 槲皮素⁃３⁃Ｏ⁃
芸香糖、 槲皮素、 山柰酚⁃３⁃龙胆二糖苷、 甲基十六烷酸、
西红花苷Ⅰ、 圣草酚、 紫云英苷、 京尼平⁃１⁃β⁃Ｄ⁃龙胆二糖

苷、 去乙酰基车叶草苷酸、 西红花苷Ⅱ、 异槲皮苷为一类，
高量有机肥组中上述成分表达量高于其他 ３ 组。
２􀆰 ２􀆰 ４　 主要成分表达量变化趋势　 栀子果实中含有种类丰

富的肉桂酸及其衍生物 （图 ５Ａ）、 二萜类 （图 ５Ｂ１～ ５Ｂ３）、
环烯醚萜及其衍生物 （图 ５Ｃ１～５Ｃ４）、 黄酮及其糖苷类 （图

５Ｄ１～５Ｄ４）、 奎宁酸及其衍生物类 （图 ５Ｅ１～ ５Ｅ４）。 与空白

组比较， 高量有机肥组中没食子酸丙酯表达量下调了 １􀆰 ２５９
倍， 藏红花酸表达量下调了 １􀆰 １４９ 倍， 西红花苷Ⅰ、 西红

花苷Ⅱ表达量分别上调了 １􀆰 ２５０、 １􀆰 ７７５ 倍， 京尼平苷酸、
京尼平表达量分别下调了 １􀆰 ２２７、 １􀆰 ２５５ 倍， 京尼平苷、 京

尼平⁃１⁃β⁃Ｄ⁃龙胆二糖苷表达量分别上调了 １􀆰 １６１、 １􀆰 ５０１
倍； 山柰酚、 芦丁表达量分别下调了 １􀆰 １７４、 １􀆰 ２８７ 倍，
山柰酚 ３⁃龙胆二糖苷、 反式⁃茉莉酮表达量分别上调了

１􀆰 １６１、 １􀆰 ４７７ 倍， 绿原酸、 奎宁酸、 去乙酰基车叶草苷酸、
槲皮 素⁃３⁃Ｏ⁃芸 香 糖 表 达 量 分 别 上 调 了 １􀆰 ２２７、 １􀆰 ２５５、
１􀆰 ７３９、 １􀆰 ４７７ 倍， 见表 ２。
２􀆰 ３　 ＫＥＧＧ 注释、 通路分析　 在 ＫＥＧＧ 数据库中， ３８ 种关

键产物在有 ３４ 种被注释到， 经富集分析后被注释的 ３４ 种
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注： ＣＫ、 ＺＹＬ、 ＺＹＭ、 ＺＹＨ 分别为空白组、 低量有机肥组、 中

量有机肥组、 高量有机肥组。 每列代表 １ 个样品， 每行代表 １
种代谢产物。 蓝色为低表达量代谢产物， 红色为高表达量代谢

产物， 由蓝色到红色表明代谢产物表达量由低到高。

图 ４　 ３８ 种关键代谢产物 Ｖｅｎｎ 图 （Ａ）、 条形图 （Ｂ）、
ＨＣＡ 图 （Ｃ）

　 　 　 　 　

代谢产物被映射到 １３ 种代谢产物的物质途径合成， 见图 ６。
研究表明， 栀子果实中京尼平苷酸、 京尼平苷、 京尼

平⁃１⁃β⁃Ｄ⁃龙胆二糖苷、 去乙酰基车叶草苷酸等环烯醚萜类

成分及其衍生物由单萜生物合成代谢途经合成， 其前体物

质为牻牛儿基焦磷酸三铵盐； 藏红花素、 西红花苷Ⅰ、 西

红花苷Ⅱ等二萜类成分由藏红花素生物合成代谢途经合成，
其前体物质为磷酸醇丙酮酸盐； 芦丁、 山柰酚、 ３⁃龙胆二

糖苷、 槲皮素⁃３⁃Ｏ⁃芸香糖、 槲皮素等黄酮及其糖苷类成分

由黄酮、 黄酮醇类成分生物合成代谢途径和黄酮类成分生

物合成代谢途径共同合成； 其他代谢产物由相应生物合成

途径共同参与代谢。
３　 讨论

植物生长发育和物质代谢活动的最终结果均为代谢物，
在温度、 光照、 水分、 土壤等因素胁迫下两者会受到直接

的影响。 代谢组学可有效反映环境对植物的胁迫作用， 反

映其在胁迫期间完整代谢物的变化， 而代谢物质可作为分

析植物应对所处的环境的胁迫的重要标志。 采用高通量质

谱技术分析受胁迫和未受胁迫样品之间的代谢物差异， 借

助于生物信息学数据分析平台， 可以完整地阐述植物所处

的环境对植物内代谢物的相互作用［１３⁃１５］ 。
研究表明， 有机肥内所含营养元素丰富， 经微生物分

解后可持续为植物提供所需养分， 同时也能改善土壤理化

性质， 提高土壤肥力， 对植物内源性代谢产物具有积极影

响［１６⁃１８］ 。 本实验发现， 施加高量有机肥时， 西红花苷Ⅰ、
西红花苷Ⅱ、 京尼平苷、 京尼平⁃１⁃β⁃Ｄ⁃龙胆二糖苷表达量

分别提高了 １􀆰 ２５０、 １􀆰 ７７５、 １􀆰 １６１、 １􀆰 ５０１ 倍。

注： ＣＫ、 ＺＹＬ、 ＺＹＭ、 ＺＹＨ 分别为空白组、 低量有机肥组、 中量有机肥组、 高量有机肥组。

图 ５　 １６ 种主要成分表达量变化趋势

　 　 代谢物是不同环境胁迫过程植物体内的最终产物， 故

其表达量变化对环境胁迫的反映方面仍然极具有重要意

义［１９⁃２１］ 。 本实验经 ＰＣＡ、 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析确定了 ３８ 种关键代

谢产物， 并进行 ＨＣＡ 分析， 发现空白组、 施加低量有机肥

组、 施加中量有机肥组、 施加高量有机肥组样品出现了 ４
种聚类现象， 与前 ２ 种分析结果一致， 可相互佐证 ４ 种施
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注： 图 ６Ａ 为富集气泡图， 气泡越大， 颜色越深， 代谢产物 ＫＥＧＧ 物质合成途径越显著； 图 ６Ｂ 为通路

分类图， 富集比率越高， 代谢产物 ＫＥＧＧ 物质合成途径越明显； 图 ６Ｃ 为特定代谢产物与 ＫＥＧＧ 物质

合成途径之间的网络图， 红色代表筛选的关键化合物， 黑色代表筛选的非关键或未鉴定化合物， 圆角

矩形框代表 ＫＥＧＧ 物质合成途径。

图 ６　 关键代谢产物 ＫＥＧＧ 物质合成途径

肥处理对栀子果实中代谢物有影响。
代谢组学不仅能反映植物在环境胁迫条件下代谢物的

积累和变化， 也能借助于数据平台分析代谢物在环境胁迫

条件下物质代谢合成途径。 本实验分析栀子果实中环烯醚

萜及其衍生物、 二萜类、 黄酮及其糖苷类关键代谢物合成

途径， 它们在植物体内的合成是由一种或多种途径决定的，
如奎尼酸是莽草酸途径代谢产物， 也参与了黄酮及其糖苷

类的物质合成； 在乙酰辅酶 Ａ 作用下， 通过多种植物次生

代谢物生物合成、 藏红花酸生物合成途径产生藏红花酸。
４　 结论

本实验首次结合非靶向代谢组学、 化学计量学、 ＫＥＧＧ
物质合成通路分析技术， 揭示有机肥对栀子果实中关键代

谢产物的作用机制， 再采用 ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ⁃ＭＳ 法对 ４ 种有机

肥所处理样品的中内源性代谢产物进行定性、 定量分析，
分别获得正离子模式下 ２８１ 个离子峰、 负离子模式下 ３３８
个离子峰， 并对相对峰强度较高的 １０４ 个进行识别。 经

ＰＣＡ、 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析发现， 与空白组比较， 离散趋势依次

为高量有机肥组 ＞中量有机肥组 ＞低量有机肥组， 结合

ＯＰＬＳ⁃ＤＡ、 Ｓ⁃ｐｌｏｔ 筛选条件， 共确定了 ３８ 种关键代谢产物。
在 ＨＣＡ 分析过程中发现， 有 ２２ 种关键代谢产物上调， １６
种关键代谢产物下调， ３８ 种关键代谢产物有变化趋势。 在

ＫＥＧＧ 物质合成通路分析中发现， ３８ 种关键产物中有 ３４ 种

被注释到， 经富集分析后被映射到 １３ 种代谢产物物质的途

径合成， 其中京尼平苷等环烯醚萜类成分及其衍生物由单

萜生物合成代谢途经合成， 藏红花素等二萜类成分由藏红

花素生物合成代谢途经合成， 芦丁等黄酮类成分由黄酮、
黄酮醇类成分生物合成代谢途径和黄酮类成分生物合成代

谢途径共同合成。 上述结果可为栀子果实中内源性代谢产

物鉴定提供参考， 为其关键代谢物生物合成途径研究提供

依据。
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［１８］ 　 Ｌｉ Ｗ Ｗ， Ｙａｎｇ Ｘ Ｎ， Ｃｈｅｎ Ｂ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ｕｌｔｒａ⁃ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ／ ｉｏｎ ｍｏｂｉｌｉｔｙ ｔｉｍｅ⁃ｏｆ⁃ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ⁃ｂａｓｅｄ ｕｎｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｓｓａｙ ｕｎｖｅｉｌｅｄ ｔｈｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅ ａｍｏｎｇ ｔｈｅ
ｒｏｏｔ， ｌｅａｆ， ａｎｄ ｆｌｏｗｅｒ ｂｕｄ ｏｆ Ｐａｎａｘ ｎｏｔｏｇｉｎｓｅｎｇ ［ Ｊ］ ． Ａｒａｂ Ｊ
Ｃｈｅｍ， ２０２１， １４（１１）： １０３４０９．

［１９］ 　 Ｙｉｎ Ｈ Ｒ， Ｎｉ Ｈ， Ｚｈａｎｇ Ｌ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｕｎｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ
ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｃｈｅｍｏｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ ｄｅｄｕｃｉｎｇ ｒｏｂｕｓｔ ｍａｒｋｅｒｓ ｆｏｒ
ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ： ｗｉｎｅ⁃ｐｒｏｃｅｓｓｅｄ Ａｎｇｅｌｉｃａ
ｓｉｎｅｎｓｉｓ ａｓ ａ ｃａｓｅ ｓｔｕｄｙ ［ Ｊ ］ ． Ｊ Ｓｅｐ Ｓｃｉ， ２０２１， ４４ （ ２２ ）：
４０９２⁃４１１０．

［２０］ 　 Ｌｉｎ Ｊ Ｚ， Ｌｉｕ Ｆ， Ｚｈｏｕ Ｘ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｒｅｄ ｌｉｇｈｔ ｏｎ ｔｈｅ
ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｔｅａ ｌｅａｖｅｓ ｄｕｒｉｎｇ ｔｈｅ ｗｉｔｈｅｒｉｎｇ
ｐｒｏｃｅｓｓ ｕｓｉｎｇ ｕｎｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ ［ Ｊ］ ． Ｊ Ｓｃｉ Ｆｏｏｄ Ａｇｒｉｃ，
２０２１， １０２（４）： １６２８⁃１６３９．

［２１］ 　 Ｃｈａｎｇ Ｘ Ｗ， Ｌｉ Ｊ， Ｊｕ Ｍ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ｕｎｔａｒｇｅｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ
ａｐｐｒｏａｃｈ ｒｅｖｅａｌｓ ｔｈｅ ｔｉｓｓｕｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍａｒｋｅｒｓ ｏｆ ｂａｌｌｏｏｎ ｆｌｏｗｅｒ ｒｏｏｔ
（Ｐｌａｔｙｃｏｄｉ Ｒａｄｉｘ） ｕｓｉｎｇ ＵＰＬＣ⁃Ｑ⁃ＴＯＦ ／ ＭＳ［ Ｊ］ ． Ｍｉｃｒｏｃｈｅｍ Ｊ，
２０２１， １６８： １０６４４７．

７３４２

２０２３ 年 ７ 月

第 ４５ 卷　 第 ７ 期

中 成 药

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｐａｔｅｎｔ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ
Ｊｕｌｙ ２０２３

Ｖｏｌ． ４５　 Ｎｏ． ７


