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也摘要页 目的 研究基于非靶向代谢组学技术的川西獐牙菜在硝普钠处理后的代谢响应袁 为相关研究提供参考遥 方法 以 1.0
mmol/L硝普钠处理的川西獐牙菜为实验组袁蒸馏水处理的川西獐牙菜为对照组袁对实验组和对照组的川西獐牙菜中差异代谢物进

行主成分分析渊principal component analysis, PCA冤尧正交偏最小二乘判别分析渊orthogonal partial least squares discriminant analy鄄
sis, OPLS-DA冤以及 KEGG富集分析遥结果 从实验组和对照组处理的川西獐牙菜中共检测到 523 种代谢物袁通过 OPLS-DA 模型的

数据分析袁根据 VIP>1 和 P<0.05 条件共筛选出 104 种差异显著代谢物袁其中有 36 种代谢物上调尧68 种代谢物下调袁这些差异代

谢物包括黄酮类尧生物碱类尧有机酸尧氨基酸尧糖类尧维生素尧香豆素类化合物及其他化合物遥KEGG富集结果显示袁对照组与实验组差

异代谢物富集到 121条途径中遥 结论 推测川西獐牙菜的差异代谢物显著富集的 12 条代谢途径主要与抗氧化有关遥
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LC-MS based non-targeted metabolomics analysis of Swertia mussotii
Franch induced by sodium nitroprusside
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也粤遭泽贼则葬糟贼页 Objective To study the metabolic response of Swertia mussotii Franch after sodium nitroprusside treatment based
on non-targeted metabolomics technology, and to provide reference for related research. Methods The experimental group consisted
of Swertia mussotii Franch treated with 1.0 mmol/L sodium nitroprusside, while the control group consisted of Swertia mussotii

Franch treated with distilled water. Principal component analysis (PCA), orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-
DA) and KEGG enrichment analysis were performed on the differential metabolites in the experimental group and the control group.
Results A total of 523 metabolites were measured in Swertia mussotii Franch from the experimental group and the control group.
Through the data analysis of the OPLS-DA model, 104 significantly different metabolites were screened according to VIP>1 and P<
0.05 conditions. Among them, 36 metabolites were up-regulated and 68 metabolites were down-regulated. These differential metabolites
include flavonoids, alkaloids, organic acids, amino acids, sugars, vitamins, coumarins compounds and other compounds. The results
of KEGG enrichment analysis showed that the differential metabolites between the control group and the experimental group were
enriched into 121 pathways. Conclusion It is speculated that 12 metabolic pathways of significantly enriched differential metabolites
of Swertia mussotii Franch is mainly related to anti-oxidation.
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川西獐牙菜渊Swertia mussotii Franch冤是龙胆科

渊Gentianaceae冤獐牙菜属渊Swertia冤的一年生草本袁为
传统的八珍藏药之一袁也是藏茵陈的基原植物之一[1]遥
川西獐牙菜主要分布于我国西藏尧云南渊德钦冤尧青海

西南部尧四川西北部等遥叶晶珠本草曳记载川西獐牙菜

具有清肝尧利尿尧通筋骨尧止血的作用袁临床上用于治

疗肝胆疾病袁通常以干燥全草入药袁具有巨大的经济

和药用价值遥
硝普钠渊sodium nitroprusside, SNP冤是一种外源

一氧化氮渊nitric oxide袁NO冤供体袁NO 是一种小型气

体生物活性信号分子袁在介导植物生理过程和非生

物胁迫的反应中发挥着重要作用 [2]袁如干旱尧强光尧
盐碱尧寒热和病原感染等[3]遥 适宜浓度的 NO 可以促

进植物的生长发育和提高植物的抗逆性[4]遥通过 SNP
提供给植物的外源 NO 也可以提高植物对环境胁迫

的耐受性 [5]袁同时对植物次生代谢产物生物合成途

径产生影响[6]遥 外源施加 SNP 到植物体袁能够刺激植

物次生代谢产物的生物合成袁引起多种植物次生代

谢产物的迅速积累遥 外源 SNP 可以显著增加青钱柳

中总多酚和多糖的含量[7]曰SNP 处理可以提高天仙子

毛状根中的东莨菪碱含量[8]遥 本研究应用非靶向代

谢组学技术分析 SNP 处理和蒸馏水处理川西獐牙

菜的代谢物变化情况袁为进一步研究 SNP 胁迫响应

的代谢机制奠定基础遥
1 材料和方法

1.1 植物材料

川西獐牙菜种子来自青海师范大学袁将种子置

于灭菌的培养土中袁在恒温培养室培养架上进行培

养袁光照 16 h袁黑暗 8 h袁温度 25 益遥 选取长势相近

的 3 月龄的土培苗袁分为实验组和对照组遥 实验组

用1.0 mmol/L SNP 溶液隔天进行喷洒 20 mL尧浇灌

30 mL 处理曰以等量蒸馏水代替 SNP 溶液进行喷

洒尧浇灌处理的川西獐牙菜植株作为对照组袁实验组

和对照组没有相互影响遥每个处理设置 6 个重复袁川
西獐牙菜植株培养处理 10 d 后收集全株新鲜样品

用于非靶向代谢组分析遥
1.2 主要仪器

冷冻离心机渊湖南湘仪实验室仪器开发有限公

司袁型号院H1850-R冤曰混匀仪渊海门市其林贝尔仪器

制造有限公司袁型号院BE-96冤曰组织研磨器渊浙江美

壁仪器有限公司袁型号院MB-96冤曰超声波清洗器渊昆
山市超声仪器有限公司袁型号院KW-100TDV冤曰滤膜渊天
津市津腾实验设备有限公司袁型号院0.22 滋m PTFE冤曰
玻璃珠渊美国西格玛奥德里奇公司袁型号院G8772-
500G冤曰液相色谱仪尧质谱仪渊美国赛默飞世尔科技

公司袁型号 Vanquish尧Q Exactive冤遥
1.3 主要试剂

乙腈尧甲醇渊美国赛默飞世尔科技公司袁批号:
75-05-8尧67-56-1冤曰甲酸渊东京化成工业株式会社袁
批号院64-18-6冤曰甲酸铵渊美国西格玛奥德里奇公司袁
批号院540-69-2冤曰2-氯-L-苯丙氨酸渊内标标准物质冤
渊阿拉丁生化科技股份有限公司袁批号院103616-89-
3冤曰硝普钠渊北京索莱宝科技有限公司袁批号院13755-
38-9冤遥
1.4 检测样本制备

将样本精确称取 200 mg 置于 2 mL 离心管中袁
加入 600 滋L 含有 2-氯-L-苯丙氨酸渊4 ppm冤的甲

醇溶液袁并进行涡旋振荡30 s遥 加入 100 mg 玻璃

珠袁并使用组织研磨器进行 60 Hz 研磨 90 s遥 在室

温下使用超声波处理 15 min遥最后在 13 400 伊g下袁
4 益离心 10 min袁取上清液并通过 0.22 滋m 滤膜过

滤遥 过滤后的液体被收集到检测瓶中袁用于 LC-MS
检测遥 质量控制渊quality control, QC冤样本是从提取

好的待测样本中取部分混合成的遥
1.5 色谱和质谱采集条件

液相色谱相关参数为色谱柱院ACQUITY UPLC R茵

HSS T3渊2.1 mm伊150 mm袁1.8 滋m冤曰流速院0.25 mL/min曰
柱温院40 益曰上样体积院2 滋L遥 正离子模式流动相为

0.1%甲酸乙腈和 0.1%甲酸水曰负离子模式流动相

为乙腈和 5 mmol/L 甲酸铵水遥 从色谱柱上洗脱的

小分子通过高分辨率串联质谱进行分析遥质谱条件院
Thermo Q Exactive质谱检测器袁电喷雾离子源渊ESI冤遥
正离子喷雾电压 3.50 kV袁负离子喷雾电压 2.50 kV袁
鞘气 30 arb袁辅助气 10 arb袁毛细管温度 325 益袁一
级离子扫描范围 m/z 81~1 000渊分辨率 70 000冤袁二
级裂解碰撞电压 30%渊分辨率 17 500冤遥

也运藻赠憎燥则凿泽页 Swertia mussotii Franch; sodium nitroprusside; non-targeted metabolomics; secondary metabolism; differential
metabolites; anti-oxidation
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1.6 通路分析

采用 MetaboAnalyst 软件包对筛选差异代谢分

子进行功能通路富集和拓扑学分析遥 富集得到的通

路采用 KEGG Mapper 可视化工具进行差异代谢物

与通路图的浏览遥
1.7 数据处理

采用 RXCMS 软件包进行峰检测尧峰过滤尧峰对

齐处理遥采用公共数据库HMDB尧massbank尧LipidMaps尧
mzcloud尧KEGG 及自建物质库进行物质的鉴定袁参
数设置为 ppm<30遥 基于 QC 样本的 LOESS 信号校

正方法实现数据矫正袁消除系统误差遥 数据质控中

过滤掉 QC 样本中 RSD>30%的物质遥
采用 R 软件包 Ropls 分别对样本数据进行主成

分分析渊principal component analysis, PCA冤尧偏最小

二乘判别分析渊partial least squares-discriiminate
analysis, PLS-DA冤尧正交偏最小二乘判别分析渊or鄄
thogonal partial least squares discriminant analysis,
OPLS-DA冤降维分析遥当 P约0.05 和 VIP跃1 时袁认为代

谢物分子具有统计学意义遥

2 结果与分析

2.1 LC-MS 图谱

对 SNP 处理和蒸馏水处理的川西獐牙菜进行

LC-MS 非靶向代谢组学分析袁结果显示总离子流色

谱图渊total ion chromatogram, TIC冤图谱趋势相似袁
证明重复性好袁结果可靠遥 详见图 1遥
2.2 代谢组数据质控分析

在样品进行检测前用 QC 评价质谱系统的稳定

性袁正负离子模式下 QC样本 PCA得分图详见图 2袁结
果表明质谱系统稳定遥为发现生物标志物袁潜在的特

征峰的相对标准偏差不能超过 30%袁不符合要求的

特征峰应予以删除遥 在 QC 的基础上袁通常会进行质

量保证渊quality assurance袁QA冤来删除 QC 样本中重

复性差的特征峰遥 QA 结果详见图 3遥
2.3 多元统计分析

使用 R语言 ropls 包对数据进行分析袁得到正

负离子模式下的 OPLS-DA 模型和 PLS-DA 模型袁
详见图 4遥 结果显示对照组与实验组分别在正负离

图 1 总离子流色谱图渊TIC冤图谱

Fig.1 Total ion chromatogram (TIC)
注院A 为正离子模式曰B 为负离子模式遥
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子模式下独立聚类袁进一步说明 SNP 胁迫使川西獐

牙菜的代谢物产生了显著变化袁模型建立成功遥
建立的 OPLS-DA 和 PLS-DA 模型均在正离子

模式和负离模式下具有较高的验证参数袁R2Y 分别

为 0.999 和 0.996遥 这表明该模型能够很好地解释样

本数据的变异袁并与真实情况拟合度高遥 同时袁Q2值

也较高袁正离子模式 Q2 值分别为 0.821 和 0.725袁
负离子模式 Q2 值分别为 0.91 和 0.864袁表明该模型

具有良好的稳定性和预测能力遥 详见图 5遥
2.4 差异代谢物鉴定与分析

用 1.0 mmol/L SNP 处理川西獐牙菜 10 d 后袁
收获对照组和实验组的川西獐牙菜进行 LC-MS 非

图 2 QC样本 PCA得分图

Fig.2 PCA score plot of QC samples
注院A 为正离子模式曰B 为负离子模式遥

图 3 QA结果分析图

Fig.3 Analysis of QA results
注院A尧B 为 QA 结果 PCA 得分图曰C尧D 为 QA 结果 RSD 分布图 A尧C 为正离子模式曰B尧D 为负离子模式遥
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图 4 OPLS-DA 得分图渊A,B冤及 PLS-DA 得分图渊C,D冤
Fig.4 OPLS-DA score plot (A, B) and PLS-DA score plot (C, D)

注院A尧C 为正离子模式曰B尧D 为负离子模式遥

图 5 OPLS-DA 置换检验图渊A,B冤及 PLS-DA置换检验图渊C,D冤
Fig.5 OPLS-DA permutation test (A, B) and PLS-DA permutation test (C, D)

注院A尧C 为正离子模式曰B尧D 为负离子模式遥
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靶向代谢组学分析遥 非靶向代谢组学的数据表明袁
在川西獐牙菜中检测出大约 523 种代谢物袁通过 O鄄
PLS-DA 模型的数据分析袁根据 VIP>1 和 P<0.05
条件共筛选出 104 种差异显著代谢物袁其中有 36 种

代谢物上维生素及其衍生物尧糖类尧香豆素类化合物

和其他化合物遥 主要的上调差异代谢物相关信息见

表 1遥
2.5 差异代谢物 KEGG富集分析

利用 KEGG 通路富集分析 SNP 处理后川西獐

牙菜代谢途径的变化情况袁根据图 6 所示袁对照组

和实验组差异代谢物富集到 121 条途径中袁其中 P<
0.05 的代谢途径有 12 条院分别是苯丙烷生物合成尧
亚油酸代谢尧ABC 转运尧氨基苯甲酸降解尧谷胱甘肽

代谢尧生物素代谢尧色氨酸代谢尧磷脂酶 D 信号通

路尧茁-丙氨酸代谢尧维生素的消化和吸收通路遥 在对

照组和实验组的川西獐牙菜代谢组中袁检测实验组

的川西獐牙菜中袁L-谷氨酸尧谷胱甘肽和亚精胺显

著富集到谷胱甘肽代谢途径中袁三者均为氨基酸及

其衍生物袁与对照组相比分别上调 2.43 倍尧2.25 倍

和 4.33 倍遥 亚精胺和谷胱甘肽也参与了 ABC 转运

蛋白途径遥 此外袁L-谷氨酸和木糖显著富集到 ABC
转运蛋白途径袁木糖与对照组相比上调 1.63 倍遥
3 讨论

NO 是调节植物生长发育的重要分子袁为探究

SNP 处理后川西獐牙菜中的代谢物变化袁对蒸馏水

处理和 SNP 处理的川西獐牙菜进行 LC-MS 非靶向

代谢组分析袁共检测出 104 种差异显著代谢物袁其中

有 36 种代谢物上调尧68 种代谢物下调袁显著差异代

表 1 实验组和对照组上调的主要差异代谢物详情表

Table 1 Details of the main differential metabolites up-regulated in the experimental group and the control group
代谢物

2,3忆,4,6-四羟基二苯甲酮

叶黄素酚

亚精胺

L-谷氨酸

谷胱甘肽

木犀草素

木糖

VIP 值

1.56
1.85
1.43
2.31
1.84
1.59
1.62

变化倍数

5.87
4.53
4.33
2.43
2.25
2.03
1.63

Log2FC
2.55
2.18
2.11
1.28
1.17
1.02
0.70

m/z
247.06
290.07
146.17
146.04
308.09
285.04
149.04

化学式

C13H10O5
C15H14O6
C7H19N3
C5H9NO4

C10H17N3O6S
C15H10O6
C5H10O5

tR/s
450.3
749.0
365.5
80.4

355.9
669.7
87.3

P值

0.015
0.002
0.015
0.002
0.004
0.002
0.026

趋势

尹
尹
尹
尹
尹
尹
尹

图 6 差异代谢物 KEGG富集分析

Fig.6 KEGG enrichment analysis of differential metabolites
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谢通路有 12 条遥
SNP 处理川西獐牙菜能够影响谷胱甘肽的生物

合成袁谷胱甘肽生物合成的标准途径是谷胱甘肽的

主要来源之一[9]袁在谷胱甘肽生物合成途径中袁筛选

到谷胱甘肽合成的关键中间代谢产物 L-谷氨酸及

谷胱甘肽含量显著上调遥 SNP 处理可能通过影响谷

胱甘肽生物合成标准途径影响谷胱甘肽的合成遥 有

研究表明袁SNP 处理小麦幼苗[10]和苜蓿幼苗[1]谷胱甘

肽还原酶基因上调遥 谷胱甘肽作为细胞内最丰富的

抗氧化剂袁能够保护 DNA尧蛋白质以及其他大分子

物质抵抗氧化损伤袁清除过量的活性氧袁维持细胞内

的稳态[12]遥 SNP 处理川西獐牙菜后袁可能通过谷胱甘

肽生物合成标准途径促进谷胱甘肽生成袁该结果与

SNP 处理香榧[13]谷胱甘肽含量升高的结果一致遥
本研究在代谢组中发现亚精胺显著上调袁它同

时参与了苯丙烷途径尧谷胱甘肽途径尧ABC转运蛋

白途径和 茁-丙氨酸代谢途径遥亚精胺在植物中具有

刺激生长尧抗氧化尧抗肿瘤等作用[14]遥据报道袁亚精胺

可能在非生物胁迫中发挥重要作用[15]袁外源亚精胺

可以提高苜蓿的抗氧化能力袁维持细胞渗透平衡袁从
而缓解干旱对苜蓿幼苗的伤害[16]遥 SNP 处理川西獐

牙菜后亚精胺显著上调袁表明川西獐牙菜应对外源

胁迫的能力增加遥
同时袁SNP 处理也影响 ABC 转运蛋白通路袁

ABC 转运蛋白可以转运多肽尧糖类尧生物碱和谷胱

甘肽等多种物质袁具有抵抗生物和非生物胁迫尧信号

转导及病毒防御等多种功能[17]遥 ABC 转运蛋白通路

在植物生长发育尧逆境胁迫等方面发挥着重要作用遥
有研究表明袁部分 ABC 转运蛋白参与了巨大侧耳对

镉离子胁迫的反应[18]曰野生大豆 ABC 转运蛋白基因

响应干旱胁迫[19]遥 SNP 处理川西獐牙菜后 ABC 转运

蛋白出现响应表明 SNP 处理后川西獐牙菜的抗逆

性增强袁提高了川西獐牙菜对环境胁迫的耐受性袁有
研究表明 SNP 处理后袁NO 可以调节代谢物的表达

保护植物免受胁迫[20-21]遥
人们普遍认为袁植物为了应对外源胁迫做出的

防御反应之一就是积累更多的次生代谢产物[22]遥 类

黄酮化合物是天然存在的代谢产物袁具有多种生物

活性[23]袁类黄酮化合物具有抗炎尧抗癌尧抗病毒尧抗氧

化和抗糖尿病等多种药理活性[24]遥 SNP 处理川西獐

牙菜代谢组学数据表明袁在类黄酮生物合成途径中

叶黄素酚和木犀草素含量明显增加遥 研究表明[25]袁类
黄酮物质的积累可能是由于 SNP 处理川西獐牙菜

后使内源性一氧化氮含量升高袁继而刺激 Ca2+和ROS
信号来诱导参与类黄酮化合物基因的表达曰这与

SNP 处理茶树[26]后袁使内源性一氧化氮含量呈剂量

依赖性增加袁继而使茶树中类黄酮物质积累观点一

致遥 呫吨酮类化合物构成了川西獐牙菜抗肿瘤的药

效物质基础[27]袁但是其在川西獐牙菜中含量低且分

离提取困难遥SNP 处理后袁呫吨酮合成途径中关键的

中间代谢产物 2,3',4,6-四羟基二苯甲酮含量升高了

5.87 倍遥 SNP 处理后川西獐牙菜中类黄酮化合物的

积累是川西獐牙菜应对 SNP 处理的结果袁这与前人

的研究相符[28]袁这也为我们提高川西獐牙菜中的中

药药用成分提供了思路遥
本研究通过测定 1.0 mmol/L SNP 处理下川西

獐牙菜的代谢物变化情况袁发现主要的差异代谢物

主要集中在抗氧化系统上袁类黄酮化合物也呈现了

不同程度的上调袁这让我们了解了 SNP 处理川西獐

牙菜的代谢响应袁并且为川西獐牙菜的其他研究提

供参考遥
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