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　　２０２１年度甘肃高等学校产业支撑计划项目（２０２１ＣＹＺＣ－４０）；甘肃省科技小巨人企业培育计划项目（１７ＣＸＩＪＡ０８４）；甘肃省委组织部人才发展
专项资金项目（２０１８年）；２０１８年兰州市人才创新创业科技计划项目（２０１７－ＲＣ－１１２）
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基于广泛靶向代谢组学研究甘草不同年限差异代谢物

周德来１，王苗１，冯金梁２，赵鲲鹏３，李运４，程显隆５，杨扶德１

（１．甘肃中医药大学药学院，兰州 ７３００００；２．甘肃康乐药业有限责任公司，兰州 ７３０３００；３．甘肃中医药大学中医临床学院，
兰州 ７３００００；４．兰州食品药品检验检测研究院，兰州 ７３００５０；５．中国食品药品检定研究院，北京 １０２６２９）

摘要　目的：通过对不同栽培年限甘草中的代谢成分进行定性定量分析，寻找其差异代谢物，探究甘草体内代
谢物的累积规律。方法：采用ＡｇｉｌｅｎｔＳＢ－Ｃ１８（１００ｍｍ×２１ｍｍ，１８μｍ）色谱柱，以０１％甲酸水溶液为流动

相Ａ，０１％甲酸乙腈溶液为流动相Ｂ，梯度洗脱，流速０３５ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温４０℃，进样量４μＬ；质谱采用正负
离子扫描，多反应监测模式，进行样品质谱信号采集，基于自建二级质谱数据库对不同年限甘草体内的代谢物

进行定性与定量分析，结合主成分分析、正交偏最小二乘法判别分析、聚类热图分析等手段对不同年限甘草的

代谢物进行多元统计分析。结果：（１）从不同年限甘草样品共检测到１０３８个代谢物，其中一年生与二年生甘
草间存在２０１个差异代谢物，１２５个上调，７６个下调；二年生与三年生之间存在２２３个差异代谢物，６４个上调，
１５９个下调；一年生与三年生之间存在１８５个差异代谢物，５９个上调，１２６个下调；发现一年生甘草特有代谢物
４个，二年生６个，三年生１个。（２）对差异代谢物进行Ｋ－均值聚类分析，按照积累趋势不同将差异代谢物进
行分类，发现大多数黄酮、酚酸、萜、木脂素及香豆素等类代谢物在二年生甘草中达到峰值，大多数生物碱、氨

基酸及其衍生物等类代谢物在一年生甘草中达到峰值，一部分黄酮、酚酸等类代谢物在三年生甘草中达到峰

值，提示甘草体内代谢物含量变化存在一定的规律。（３）在京都基因与基因组百科全书（ＫＥＧＧ）数据库注释
得到１６０个差异代谢物，黄酮类、氨基酸及其衍生物、有机酸是其中占比较多的差异代谢物。不同对比组间共
富集到７９条差异代谢通路，其中极显著富集的差异代谢通路（Ｐ＜００１）６条，显著富集的通路（Ｐ＜００５）２３
条，参与上述通路的化合物在不同年限对比中的分布与富集前基本一致。结论：本研究阐明了不同生长年限

甘草代谢组分间的差异，并通过差异代谢物进一步分析了可能造成差异的代谢通路，为甘草采收年限的确定

及品质形成机制的研究提供一定的参考依据。

关键词：甘草；栽培年限；广泛靶向代谢组学；超高效液相色谱－串联四极杆／线性离子阱质谱法；差异代谢
物；ＫＥＧＧ通路；正交偏最小二乘法判别分析
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ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎａｓｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＢＴｈｅｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｗａｓｃａｒｒｉｅｄｏｕｔａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ０３５ｍＬ·
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ｆｏｒｍｅｄｗｉｔｈｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｉｏｎｓｓｃａｎｎｉｎｇｉｎｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｍｏｄｅＴｈｅｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄｉｎｍｕｌｔｉ－ｒｅｓｐｏｎｓｅｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｍｏｄｅｗｉｔｈｐｏｓｉｔｉｖｅａｎｄｎｅｇａｔｉｖｅｉｏｎｓｃａｎｎｉｎｇＴｈｅｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅａｎｄｑｕａｎ
ｔｉｔａｔｉｖｅａｎａｌｙｓｅｓｏｆｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓｗｅｒｅｃａｒｒｉｅｄｏｕｔｏｎｔｈｅｂａｓｉｓｏｆｔｈｅｓｅｌｆ－ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ
ｓｅｃｏｎｄａｒｙｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｄａｔａｂａｓｅ，ａｎｄｔｈｅｍｕｌｔｉｖａｒｉａｔｅｓｔａｔｉｓｔｉｃａｌａｎａｌｙｓｅｓｏｆｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａ
ｕｒａｌｅｎｓｉｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｗｅｒｅｃｏｍｂｉｎｅｄｗｉｔｈｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ（ＰＣＡ），ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌｐａｒｔｉａｌ
ｌｅａｓｔｓｑｕａｒｅｓｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔａｎａｌｙｓｉｓ（ＯＰＬＳ－ＤＡ），ａｎｄｃｌｕｓｔｅｒｈｅａｔｍａｐａｎａｌｙｓｅｓＲｅｓｕｌｔｓ：（１）Ａｔｏｔａｌｏｆ１０３８
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｗｅｒｅｄｅｔｅｃｔｅｄｆｒｏｍｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｏｆＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｙｅａｒｓ，ａｍｏｎｇｗｈｉｃｈ
２０１ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｅｘｉｓｔｅｄｂｅｔｗｅｅｎａｎｎｕａｌａｎｄｂｉｅｎｎｉａｌＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓ，１２５ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄａｎｄ７６
ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ；２２３ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｅｘｉｓｔｅｄｂｅｔｗｅｅｎｂｉｅｎｎｉａｌａｎｄｔｈｒｅｅｙｅａｒｓｏｌｄＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓ，
６４ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄａｎｄ１５９ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ；１８５ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｅｘｉｓｔｅｄｂｅｔｗｅｅｎａｎｎｕａｌａｎｄｔｈｒｅｅｙｅａｒｓ
ｏｌｄＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓ，５９ｕｐ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄａｎｄ１２６ｄｏｗｎ－ｒｅｇｕｌａｔｅｄ．ＦｏｕｒｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｓｐｅｃｉｆｉｃｔｏａｎｎｕａｌＧｌｙｃｙｒ
ｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓ，ｓｉｘｔｏｂｉｅｎｎｉａｌａｎｄｏｎｅｔｏｔｈｒｅｅ－ｙｅａｒｏｌｄｗｅｒｅｆｏｕｎｄ（２）Ｋ－ｍｅａｎｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｗａｓｐｅｒ
ｆｏｒｍｅｄｏｎｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ，ａｎｄｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｗｅｒｅｃｌａｓｓｉｆｉｅｄａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ａｃｃｕｍｕｌａｔｉｏｎｔｒｅｎｄｓ，ａｎｄｉｔｗａｓｆｏｕｎｄｔｈａｔｍｏｓｔｏｆｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｓｕｃｈａｓｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ，ｐｈｅｎｏｌｉｃａｃｉｄｓ，ｔｅｒｐｅｎｅｓ，
ｌｉｇｎａｎｓ，ａｎｄｃｏｕｍａｒｉｎｓｐｅａｋｅｄｉｎｂｉｅｎｎｉａｌＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓ，ａｎｄｍｏｓｔｏｆｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｓｕｃｈａｓａｌｋａｌｏｉｄｓ，
ａｍｉｎｏａｃｉｄｓａｎｄｔｈｅｉｒｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓｐｅａｋｅｄｉｎａｎｎｕａｌＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓ，ａｎｄａｐａｒｔｏｆｔｈｅｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ，ｐｈｅｎｏｌｉｃ
ａｃｉｄｓａｎｄｏｔｈｅｒｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｒｅａｃｈｅｄｐｅａｋｓｉｎｔｈｒｅｅｙｅａｒｓｏｌｄＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ
ｏｆＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓｉｎｔｈｅｂｏｄｙｒｅａｃｈｅｄｔｈｅｐｅａｋｓｐｅａｋｖａｌｕｅ，ｓｕｇｇｅｓｔｉｎｇｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓａｃｅｒｔａｉｎｐａｔｔｅｒｎｏｆ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｃｏｎｔｅｎｔｃｈａｎｇｅｓｉｎＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓ（３）１６０ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓａｎｎｏｔａｔｅｄｉｎＫｙｏｔｏＥｎｃｙｃｌｏ
ｐｅｄｉａｏｆＧｅｎｅｓａｎｄＧｅｎｏｍｅｓ（ＫＥＧＧ）ｄａｔｅｂａｓｅａｎｄｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ，ａｍｉｎｏａｃｉｄｓａｎｄｔｈｅｉｒｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ，ａｎｄｏｒｇａｎｉｃ
ａｃｉｄｓｗｅｒｅｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｔｈａｔａｃｃｏｕｎｔｅｄｆｏｒａｒｅｌａｔｉｖｅｌｙｌａｒｇｅｎｕｍｂｅｒｏｆｔｈｅｍＡｔｏｔａｌｏｆ７９ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉ
ａｌｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓｗｅｒｅｅｎｒｉｃｈｅｄａｍｏｎｇｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｇｒｏｕｐｓ，ａｍｏｎｇｗｈｉｃｈ６ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｐａｔｈｗａｙｓｗｅｒｅｈｉｇｈｌｙｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｒｉｃｈｅｄ（Ｐ＜００１）ａｎｄ２３ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｒｉｃｈｅｄ（Ｐ＜００５），ａｎｄｔｈｅｄｉｓｔｒｉ
ｂｕｔｉｏｎｓｏｆｃｏｍｐｏｕｎｄｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎｔｈｅａｂｏｖｅｐａｔｈｗａｙｓｗｅｒｅｂａｓｉｃａｌｌｙｔｈｅｓａｍｅａｓｂｅｆｏｒｅｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔｉｎｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ
ｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｙｅａｒ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｐｒｅｓｅｎｔｓｔｕｄｙｅｌｕｃｉｄａｔｅｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｃｏｍ
ｐｏｎｅｎｔｓｏｆＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｌｔｉｖａｔｉｏｎｙｅａｒｓ，ａｎｄｆｕｒｔｈｅｒａｎａｌｙｓｅｔｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓｔｈａｔ
ｍｉｇｈｔｃａｕｓｅｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｔｈｒｏｕｇｈｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ，ｗｈｉｃｈｃａｎｐｒｏｖｉｄｅａｃｅｒｔａｉｎｒｅｆｅｒｅｎｃｅｂａｓｉｓｆｏｒｔｈｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｈａｒｖｅｓｔｉｎｇｙｅａｒｏｆＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓａｎｄｔｈｅｓｔｕｄｙｏｆｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｆｏｒｍａｔｉｏｎｍｅｃｈａｎｉｓｍ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ；ｃｕｌｔｉｖａｔｅｄｙｅａｒｓ；ｗｉｄｅｌｙｔａｒｇｅｔｅｄｍｅｔａｂｏｌｏｍｉｃｓ；ＵＰＬＣ－ＱＴＲＡＰＭＳ；
ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ；ＫＥＧＧｐａｔｈｗａｙｓ；ＯＰＬＳ－ＤＡ

　　甘草作为药食两用的中药材品种，来源于豆科
植物甘草（ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ．）、胀果甘草
（ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｉｎｆｌａｔａＢａｔ．）或光果甘草（Ｇｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｇｌａ
ｂｒａＬ．）的干燥根及根茎，作为我国传统大宗药材，素
有“十方九草”之说［１］，但随着长期的掠夺式采挖，甘

草的野生资源逐渐枯竭，目前栽培品已成为商品主

流［２］。栽培甘草与野生甘草相比，存在质量良莠不

齐，有效成分含量低等问题［３］，开展甘草栽培过程中

代谢成分的变化规律研究，对甘草质量的科学评价

与控制具有重要意义。前人研究发现不同栽培年限
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甘草的有效成分及药理活性存在差异［４－５］，化学成分

作为药理活性的物质基础，有研究针对不同年限甘

草中的黄酮类和三萜类化合物展开研究［６］，发现甘

草苷、甘草酸、芹糖甘草苷等成分在不同年限甘草间

存在差异，且彼此之间存在一定的相关性［７］，也有学

者发现不同生长期甘草地上部分黄酮类化合物的含

量变化存在一定的规律［８］。上述研究一定程度上揭

示了不同栽培年限甘草间化学成分的差异，但受制

于方法自身定性能力不足，追踪研究的化合物种类

有限，也没有深入探究导致不同年限甘草化学成分

差异的代谢机制。

代谢组学作为一种对生物所含代谢物整体进行定

性和定量分析的技术手段，可通过对大量小分子化合

物进行定性定量分析，从而反映生物体内代谢物的种

类、相对含量及其在内外因素作用下的变化规律［９］，作

为一种高通量、高精度的研究方法，其研究思路与中药

作用的整体观具有一致性［１０］。目前在甘草基原鉴

定［１１］、生长方式［１２］、炮制加工［１３］、药理作用机制［１４］等

多项研究中已得到应用。广泛靶向代谢组学技术作为

结合非靶向和靶向代谢组学技术的新兴技术，与传统

代谢组学技术相比，具有覆盖面更广和灵敏度更高的

优势［１５］。本研究利用广泛靶向代谢组学技术，对不同

栽培年限甘草中的代谢物进行系统性分析，明确不同

栽培年限甘草间的差异代谢物及其含量变化趋势，利

用京都基因与基因组百科全书（ＫＥＧＧ）数据库进行代
谢通路富集分析，为甘草采收年限确定、品质形成机制

及物质基础研究提供一定的参考依据。

１　材料
实验所用一年生、二生生、三年生甘草均于２０２２

年４月采集于甘肃省兰州市榆中县上花叉乡黑虎村
（海拔２３５１米，３６°８’９１”Ｎ，１０４°３６’１３”Ｅ）。所有样
品均经甘肃中医药大学杨扶德教授鉴定为豆科植物

甘草（ＧｌｙｃｙｒｒｈｉｚａｕｒａｌｅｎｓｉｓＦｉｓｃｈ．）的干燥根及根茎，
不同年限甘草的代表性样品如图１所示。材料采集
后迅速用无菌水冲洗擦干，经真空冷冻干燥后，粉碎

过三号筛，得一年生、二年生、三年生共３组样品，分
别编组为ＧＵＹ１、ＧＵＹ２、ＧＵＹ３。

实验用甲醇、乙腈为色谱纯（默克公司），甲酸为

色谱纯（上海阿拉丁试剂有限公司）。ＳＨＩＭＡＤＺＵ
ＮｅｘｅｒａＸ２型超高效液相色谱仪（岛津公司），４５００
ＱＴＲＡＰ串 联 质 谱 仪 （应 用 生 物 系 统 公 司），
ＸＳＥ２０５ＤＵ型万分之一天平（梅特勒 －托利多公

司），Ｓｃｉｒｎｔｚ－１００Ｆ冻干机（宁波新芝生物科技股份
有限公司），ＭＭ４００研磨机（莱驰公司）。

图１　不同年限甘草代表性样品示意图

Ｆｉｇ１　ＳｃｈｅｍａｔｉｃｄｉａｇｒａｍｏｆｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｖｅｓａｍｐｌｅｓｏｆＧｕｒａｌｅｎｓｉｓ

ｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｙｅａｒｓ

２　方法
２１　样品处理

甘草样品经冷冻干燥后，粉碎过３号筛，取粉碎
后样品粉末适量使用研磨仪（３０Ｈｚ，１５ｍｉｎ）再次研
磨，精密称取５０ｍｇ，置于离心管，加入７０％甲醇１２
ｍＬ，每３０ｍｉｎ涡旋１次，每次持续３０ｓ，共涡旋６次，
在１２０００ｒ·ｍｉｎ－１离心３ｍｉｎ，取上清液过微孔滤膜
（０２２μｍ），置进样小瓶中备用［１６］，每组样品按上述

方法处理３次，制备３份平行样品溶液。质控样品
（ＱＣ）由３组不同年限甘草样品等量混合制备而成，
与分析样本采用相同的方法处理和检测，重复测定３
次，分别作为第１、第５、第１２检测分析样品进行检测
分析，以监测整个分析过程的重复性。

２２　ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测
２２１　色谱条件　采用 ＡｇｉｌｅｎｔＳＢ－Ｃ１８（１００ｍｍ×
２１ｍｍ，１８μｍ）色谱柱，柱温４０℃，以０１％甲酸
水溶液（Ａ）－０１％甲酸乙腈溶液（Ｂ）为流动相，梯
度洗脱（０ｍｉｎ，５％Ｂ；０～９ｍｉｎ，５％Ｂ→９５％Ｂ，９～１０
ｍｉｎ，９５％Ｂ；１０～１１１０ｍｉｎ，９５％Ｂ→５％Ｂ；１１１０～１４
ｍｉｎ，５％Ｂ），流速０３５ｍＬ·ｍｉｎ－１，进样体积４μＬ。
２２２　质谱条件　电喷雾离子源（ＥＳＩ）温度为
５５０℃，正负离子扫描模式进行样品质谱信号采集，
离子喷雾电压分别为 ５５００Ｖ（ＥＳＩ＋）和 －４５００Ｖ
（ＥＳＩ－），离子源气体 Ｉ（ＧＳＩ）、离子源气体 ＩＩ（ＧＳＩＩ）、
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气帘气（ＣＵＲ）分别设置为 ３４４７５、４１３７０、１７２３８
ｋＰａ，碰撞诱导电离参数设置为高，ＱＱＱ数据的采集
使用分段多反应监测（ＭＲＭ）模式，并将碰撞气体
（氮气）设置为中等，针对筛选的代谢物特征碎片离

子进行ＤＰ和ＣＥ的优化，同时根据每个时期洗脱的
代谢物，利用优化后的 ＤＰ和 ＣＥ在每个时期内监测
一组特定的ＭＲＭ离子对。
２３　数据分析

原始数据经 Ａｎａｌｙｓｔ１６３处理后，基于武汉迈
特维尔生物科技有限公司商业自建库（Ｍｅｔｗａｒｅｄａｔｅ
ｂａｓｅ）进行化合物定性分析，定量分析利用三重四极
杆质谱的 ＭＲＭ模式分析完成，用 ＭｕｌｔｉＱｕａｎｔ软件打
开样品下机质谱文件，进行色谱峰的积分和校正工

作，每个色谱峰的峰面积代表对应物质的相对含

量［１７］。基于ＫＥＧＧ数据库进行代谢物的注释与代谢

通路富集分析。对提取到的原始数据，利用 Ｒ软件
进行主成分分析（ＰＣＡ）、聚类热图分析及正交偏最
小二乘法判别分析（ＯＰＬＳ－ＤＡ）。
３　结果
３１　质控分析

为了监测分析过程中可靠性，在分析序列中不

同时间段添加随行ＱＣ样品溶液进行检测分析，将不
同采集时间下ＱＣ样品溶液的正负离子流图重叠，如
图２所示，可见不同采集时间下ＱＣ样品溶液色谱峰
的响应强度和保留时间基本一致，重叠性较好，同时

通过建立ＰＣＡ模型对所有样品溶液分析结果进行监
控，如图 ３所示，不同采集时间下 ＱＣ样品溶液的
ＰＣ１ｓｃｏｒｅｓ均在正、负３个标准差（ｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ，
ＳＤ）范围内，上述结果表明实验过程中仪器状态稳定
可靠、分析方法重复性良好。

Ｐ．正离子模式（ｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ）　Ｎ．负离子模式（ｎｅｇｅｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ）
图２　ＱＣ样品质谱检测ＴＩＣ重叠图
Ｆｉｇ２　ＯｖｅｒｌａｙｏｆＴＩＣｆｏｒｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆＱＣｓａｍｐｌｅｓ
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图３　所有样品ＰＣ１控制图

Ｆｉｇ３　ＰＣ１ｃｏｎｔｒｏｌｃｈａｒｔｆｏｒａｌｌｓａｍｐｌｅｓ

３２　代谢物定性结果
对不同栽培年限的甘草样品，按“２１”项下方

法处理，按“２２”项下条件进样分析，根据二级质谱
信息在 Ｍｅｔｗａｒｄａｔｅｂａｓｅ中进行定性分析，分析过程
中去除同位素信号，含 Ｋ＋、Ｎａ＋、ＮＨ４

＋离子的重复

信号，以及本身是其他更大分子量代谢物碎片离子

的重复信号，按照鉴定条件不同划分为 ３个等级，
样品所含代谢物的二级质谱（代谢物的所有碎片子

离子）、保留时间与数据库代谢物匹配得分≥０７
为等级１，鉴定得到 ３７２个；匹配得分为 ０５～０７
为等级２，鉴定得到２４３个；样品所含代谢物的母离
子、子离子、保留时间、去簇电压、碰撞能量与数据

库代谢物核对一致的为等级３，鉴定得到４２３个，共
鉴定１０３８个代谢物。如图４所示，其中黄酮类、酚
酸类、脂质、萜类是占比较多的代谢物类别，分别占

总代谢物的３３８２％、１３２９％、１０２１％和９７３％。
３３　代谢物多元统计分析

为了分析甘草不同年限代谢产物组的动态变

化，对不同生长年限的甘草进行非监督模式识别的

ＰＣＡ，结果如图５所示，前３个主成分贡献率分别为
３７１８％、３５５４％和６０１％，累计达７８７３％，能较
好地区分不同年限的甘草，表明不同年限甘草的化

学成分存在一定差异，为了直观地表达这种差异，

对所有样品进行聚类分析，并绘制聚类热图，如图６
所示，不同年限甘草中可以得到很好的区分，各类

成分在不同年限甘草间均存在不同程度的差异。

图４　代谢物类别组成环形图

Ｆｉｇ４　Ｃｙｃｌｅｄｉａｇｒａｍｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｃａｔｅｇｏｒｙｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ

图５　不同年限甘草分组主成分分析三维图

Ｆｉｇ５　Ｔｈｒｅｅ－ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌｐｌｏｔｏｆｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓｏｆ

Ｇｕｒａｌｅｎｓｉｓｓｕｂｇｒｏｕｐｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓ

３４　差异代谢物的筛选与分析
本研究利用 Ｒ软件中的 ＭｅｔａｂｏＡｎａｌｙｓｔＲ包

ＯＰＬＳＲＡｎａｌ函数进行有监督的 ＯＰＬＳ－ＤＡ，建立的
ＯＰＬＳ－ＤＡ模型采用７次循环交互验证和２００次响
应排序检验（ＲＰＴ）的方法来防止 ＯＰＬＳ－ＤＡ模型过
拟合并考察模型的质量，３组模型的 Ｑ２均 ＞０９
（Ｐ＜００５），Ｒ２Ｙ、Ｒ２Ｘ均 ＞０５，表明当前建立的
ＯＰＬＳ－ＤＡ模型较为可靠。如图７所示，一年生与二
年生、二年生与三年生、一年生与三年生可均匀地
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图６　不同年限甘草样品聚类热图

Ｆｉｇ６　ＨｅａｔｍａｐｏｆｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇｏｆＧｕｒａｌｅｎｓｉｓｓａｍｐｌｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔａｇｅｓ

分布在两侧，依据所建立的 ＯＰＬＳ－ＤＡ模型筛选差
异代谢物，以差异倍数值（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）和 ＯＰＬＳ－ＤＡ
模型变量重要性投影（ＶＩＰ）筛选差异代谢物（ＶＩＰ≥
１、Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ≥２或Ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ≤０５），一年生与二
生、二年生与三年生、一年生与三年生对比组中差异

代谢物数目分别为２００、２２２和１８４个，在３组对比中
均存在差异的有２４个，见表１所示。发现一年生特
有化合物４个（１－Ｏ－阿魏酰基 －３－Ｏ－咖啡酰甘
油、３－甲基 －Ｌ－组氨酸、３－吲哚丙酸、荭草
素－２”－Ｏ－半乳糖苷）、二年生６个（木犀草素－７，
３’－Ｏ－二葡萄糖苷、３－Ｏ－甲基鞣花酸、橙皮
素－７－Ｏ－（６”－丙二酰）葡萄糖苷、蟛蜞菊内酯、
异鼠李素－７－Ｏ－葡萄糖苷、泽兰黄酮 －７－Ｏ－阿
洛糖苷）、三年生１个（间苯三酚）。
３５　差异化合物的含量变化趋势分析

为了直观地表达差异代谢物在不同年限甘草中

的变化趋势，本研究对所有的差异代谢物进行Ｋ－均
值聚类分析，见图８所示。按照积累趋势的不同将
所有差异代谢物分为１０组，可见有５３个代谢物（第
１组、第５组）在三年生甘草中含量相对较高，有１７１
个代谢物（第２组、第３组、第４组、第９组）在二年
生甘草中含量相对较高，有１０８个（第６组、第８组、
第１０组）在一年生甘草中含量相对较高，３４个代谢
物在二年生与三年生中含量差异不明显，但都显著

高于一年生甘草（第７组）。进一步对上述４种趋势
的差异代谢物进行分类，如图９所示，可见大多数黄
酮、酚酸、萜、木脂素及香豆素等类代谢物在二年生

或三年生甘草中含量较高，如甘草苷 Ｃ２、甘草苷 Ｂ、
甘草苷Ｄ２、木犀草苷、樱花素、甘草皂苷Ｊ２等。大部
分生物碱、脂质、氨基酸及其衍生物等代谢物在一年

生甘草中含量较高。不同年限甘草中代谢产物含量

的变化趋势呈现出一定的规律性，其中黄酮和三萜
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Ａ、Ｂ、Ｃ分别为一年生与二年生、二年生与三年生、一年生与三年生ＯＰＬＳ－ＤＡ得分图（Ａ，Ｂ，ａｎｄＣａｒｅｐｌｏｔｓｏｆａｎｎｕａｌｖｅｒｓｕｓｂｉｅｎｎｉａｌ，ｂｉｅｎｎｉａｌｖｅｒ

ｓｕｓｔｈｒｅｅ－ｙｅａｒ，ａｎｄａｎｎｕａｌｖｅｒｓｕｓｔｈｒｅｅ－ｙｅａｒＯＰＬＳ－ＤＡｓｃｏｒｅｓ）　Ｄ、Ｅ、Ｆ分别为一年生与二年生、二年生与三年生、一年生与三年生的差异代谢

物火山图（Ｄ，Ｅ，ａｎｄＦａｒｅｖｏｌｃａｎｏｐｌｏｔｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｆｏｒａｎｎｕａｌｓｖｓｂｉｅｎｎｉａｌｓ，ｂｉｅｎｎｉａｌｓｖｓｔｈｒｅｅｙｅａｒｓｏｌｄ，ａｎｄａｎｎｕａｌｓｖｓｔｈｒｅｅｙｅａｒｓｏｌｄ）

图７　各对比组ＯＰＬＳ－ＤＡ得分图及差异代谢物火山图

Ｆｉｇ７　ＯＰＬＳ－ＤＡｓｃｏｒｅｄｉａｇｒａｍａｎｄｖｏｌｃａｎｉｃｍａｐｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎｅａｃｈｇｒｏｕｐ

类化合物作为甘草主要的活性成分类型，在栽培期

第２年得到大量累积，因此认为生长期第２年可能是
甘草品质形成的重要阶段。

３６　差异代谢物的注释与分类
通过与 ＫＥＧＧ数据库进行比对，有１６０个差异

代谢物在 ＫＥＧＧ数据库中查询到 ＩＤ，１２０个差异代
谢物得到注释，对这些差异代谢物在不同对比组间

的变化趋势及类别进行统计，如表２所示，黄酮类、
氨基酸及其衍生物类、有机酸、糖类占比较高，同未

注释前基本一致，但是萜类化合物注释到的相对
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　　　　 表１　不同年限甘草对比中均存在的差异代谢物
Ｔａｂ１　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｏｆＧｕｒａｌｅｎｓｉｓｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｙｅａｒｓ

化合物　　　　　　
（ｃｏｍｐｏｕｎｄ）　　　　　　

分类　　　　
（ｃｌａｓｓ）　　　　

电离模式

（ｐｏｌａｒｉｔｙ）

母离子

（ｐｒｅｃｕｒｓｏｒｉｏｎ）
ｍ／ｚ

子离子

（ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ）
ｍ／ｚ

２’－脱氧肌苷－５’－单磷酸
（２’－ｄｅｏｘｙｉｎｏｓｉｎｅ－５’－ｍｏｎｏｐｈｏｓｐｈａｔｅ）

核苷酸及其衍生物

（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓａｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ）
［Ｍ＋Ｈ］＋ ３３３０５２０ １３７０５００

樱花素（ｓａｋｕｒａｎｅｔｉｎ） 黄酮类（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ） ［Ｍ＋Ｈ］＋ ２８７０９１４ １６７０３５０

鼠李素（ｒｈａｍｎｅｔｉｎ） 黄酮类（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ） ［Ｍ－Ｈ］－ ３１５０５１０ １６５００００

高丽槐素（ｍａａｃｋｉａｉｎ） 黄酮类（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ） ［Ｍ－Ｈ］－ ２８３０６１２ ２５３８０００

美迪紫檀素（ｍｅｄｉｃａｒｐｉｎ） 黄酮类（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ） ［Ｍ－Ｈ］－ ２６９０８１９ ２０９００００

泽兰黄酮（ｎｅｐｅｔｉｎ） 黄酮类（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ） ［Ｍ＋Ｈ］＋ ３１７０６５６ ３０２０４００

６－甲基木犀草素（６－ｍｅｔｈｙｌｌｕｔｅｏｌｉｎ） 黄酮类（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ） ［Ｍ＋Ｈ］＋ ３０１０７１７ １６７０３４７

刺果甘草查耳酮Ｃ（ｌｉｃｏａｇｒｏｃｈａｌｃｏｎｅＣ） 黄酮类（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ） ［Ｍ－Ｈ］－ ３５３１３９５ １５０１０００

９－甲氧基－６Ｈ－［１］苯并呋喃［３，２－ｃ］
色烯－３，４，７－三醇（ａｒａｃａｒｐｅｎｅ２）

黄酮类（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ） ［Ｍ－Ｈ］－ ２９９０６００ ２８４０２００

甘草查耳酮Ｄ（ｌｉｃｏｃｈａｌｃｏｎｅＤ） 黄酮类（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ） ［Ｍ＋Ｈ］＋ ３５５１５３９ １９３０５２１

表儿茶素－４’－Ｏ－β－Ｄ－葡萄糖苷

（ｅｐｉｃａｔｅｃｈｉｎ－４’－Ｏ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｐｙｒａｎｏｓｉｄｅ）
黄酮类（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ） ［Ｍ－Ｈ］－ ４５１１２７１ ２８９０７２９

金圣草黄素－７－Ｏ－（６”－乙酰）葡萄糖苷
（ｃｈｒｙｓｏｅｒｉｏｌ－７－Ｏ－（６”－ａｃｅｔｙｌ）ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ）

黄酮类（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ） ［Ｍ－Ｈ］－ ５０３１１９５ ３４１１０００

双氢芝麻脂素（ｄｉｈｙｄｒｏｓｅｓａｍｉｎ） 木脂素（ｌｉｇｎａｎｓ） ［Ｍ＋Ｈ］＋ ３５７１３２２ ３０７０９４５

山楂酸（ｍａｓｌｉｎｉｃａｃｉｄ） 三萜类（ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅｓ） ［Ｍ－Ｈ］－ ４７１３４８０ ４７１３４８０

３０－去甲常春藤皂苷元（３０－ｎｏｒｈｅｄｅｒａｇｅｎｉｎ） 三萜类（ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅｓ） ［Ｍ－Ｈ］－ ４５５３１８１ ４５５３１８１

甘草皂苷Ｐ２（ｌｉｃｏｒｉｃｅ－ｓａｐｏｎｉｎＰ２） 三萜类（ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅｓ） ［Ｍ＋Ｈ］＋ ８３９４０１５ ４６９３３０１

赤豆皂苷Ⅳ（ａｚｕｋｉｓａｐｏｎｉｎⅣ） 三萜类（ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅｓ） ［Ｍ＋Ｈ］＋ ９７３５００３ ４７１３４６６

贝萼皂苷元－３－Ｏ－葡萄糖醛酸苷－２８－Ｏ－
（２”－Ｏ－鼠李糖基）葡萄糖苷
［ｂａｙｏｇｅｎｉｎ－３－Ｏ－ｇｌｕｃｕｒｏｎｉｄｅ－２８－Ｏ－
（２”－Ｏ－ｒｈａｍｎｏｓｙｌ）ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ］

三萜类（ｔｒｉｔｅｒｐｅｎｅｓ） ［Ｍ＋Ｈ］＋ ９７３４９９４ ４７１３４８６

５－乙酰氨基戊酸（５－ａｃｅｔａｍｉｄｏｐｅｎｔａｎｏｉｃａｃｉｄ） 有机酸类（ｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄｓ） ［Ｍ－Ｈ］－ １５８０８２３ １１６０７１７

Ｌ－缬氨酸（Ｌ－ｖａｌｉｎｅ） 氨基酸及其衍生物

（ａｍｉｎｏａｃｉｄｓａｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ）
［Ｍ＋Ｈ］＋ １１８０８６３ ７２１０００

Ｌ－赖氨酸丁酸酯（Ｌ－ｌｙｓｉｎｅ－ｂｕｔａｎｏｉｃａｃｉｄ） 氨基酸及其衍生物

（ａｍｉｎｏａｃｉｄｓａｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ）
［Ｍ＋Ｈ］＋ ２３５１０００ １１８３０００

香草酰咖啡酰酒石酸（ｖｎｉｌｌｏｙｌｃａｆｆｅｏｙｌｔａｒｔａｒｉｃａｃｉｄ） 酚酸类（ｐｈｅｎｏｌｉｃａｃｉｄｓ） ［Ｍ－Ｈ］－ ４６１０７００ １６７０４００

原苏木素Ｂ（ｐｒｏｔｏｓａｐｐａｎｉｎＢ） 酚酸类（ｐｈｅｎｏｌｉｃａｃｉｄｓ） ［Ｍ－Ｈ］－ ３０３０８７９ ２３１０６７６

１－Ｏ－咖啡酰－４－Ｏ－没食子酰－β－Ｄ－葡萄糖苷
（１－Ｏ－ｃａｆｆｅｏｙｌ－４－Ｏ－ｇａｌｌｏｙｌ－β－Ｄ－ｇｌｕｃｏｓｅ）

酚酸类（ｐｈｅｎｏｌｉｃａｃｉｄｓ） ［Ｍ－Ｈ］－ ４９３０９８８ １６９０１４２

较少，与ＫＥＧＧ数据库中萜类代谢通路的不完善有关。
３７　ＫＥＧＧ通路富集分析

通过ＫＥＧＧ通路富集分析发现，一年生与二年
生甘草中共富集到５４条差异代谢通路，其中显著富
集差异代谢通路３条，分别为异黄酮生物合成途径、
硫中继系统、黄酮和黄酮醇的生物合成（Ｐ＜００５）。
二年生与三年生甘草中共富集到５９条代谢通路，其
中显著富集１条，为异黄酮生物合成途径。一年生
与三年生中共富集到代谢通路７６条，显著富集的差
异代谢通路１９条，其中极显著富集６条（Ｐ＜００１），

分别为 ＡＢＣ转运蛋白、氨基酸生物合成途径、缬氨
酸、亮氨酸和异亮氨酸生物合成途径、２－氧代环戊
烷羧酸甲脂代谢途径、氨酰ｔＲＮＡ的生物合成途径和
单环内酰胺化合物的生物合成途径。将参与显著富

集与极显著富集 ＫＥＧＧ通路的差异代谢物进行统
计，见表３所示，发现参与这些代谢通路的主要代谢
物是黄酮类、氨基酸及其衍生物、有机酸等，同富集

前基本一致（表２），说明这些代谢通路可能在甘草的
生长发育及物质积累过程中发挥作用，从而导致不

同年限甘草代谢物间产生差异。
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图８　差异代谢物Ｋ－均值聚类分析图

Ｆｉｇ８　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅＫ－ｍｅａｎｓｃｌｕｓｔｅｒａｎａｌｙｓｉｓｐｌｏｔ

Ａ．代表二年与三年间含量变化不明显的差异代谢物（Ａｒｅｐｒｅｓｅｎｔｓｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｗｉｔｈｉｎｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｃｈａｎｇｅｓｉｎｃｏｎｔｅｎｔｂｅｔｗｅｅｎｂｉｅｎｎｉａｌａｎｄ

ｔｈｒｅｅｙｅａｒｓｏｌｄ）　Ｂ、Ｃ、Ｄ．分别代表含量在三年生、二年生、一年生含量最高的差异代谢物（Ｂ，Ｃ，ａｎｄＤｒｅｐｒｅｓｅｎｔｔｈｅｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｗｈｏｓｅ

ｃｏｎｔｅｎｔｓｗｅｒｅｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｉｎｔｈｅｔｈｒｅｅｙｅａｒｓｏｌｄ，ｂｉｅｎｎｕａｌ，ａｎｄａｎｎｕａｌ）

图９　不同累积趋势代谢物分类统计图

Ｆｉｇ９　Ｃｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｃｕｍｕｌａｔｉｖｅｔｒｅｎｄｓ

　　为了直观表示不同代谢途径中差异代谢的变化
趋势，采用基于ＫＥＧＧ代谢通路的差异丰度（ＤＡ）分
析，计算了各对比组中显著富集程度前２０的代谢通
路的差异丰度得分，见图１０所示，得分 ＞０表示表达

趋势上调，反之为下调。一年生甘草与二年生甘草

差异代谢物显著富集的通路中，异黄酮生物合成途

径表达趋势上调，硫中继系统下调，二年生与三年生

中异黄酮生物合成途径表达趋势下调，其中参与
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　　　　 表２　ＫＥＧＧ注释到的差异代谢物分类及变化趋势
Ｔａｂ２　ＣｌａｓｓｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｃｈａｎｇｉｎｇｔｒｅｎｄｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｃｏｍｍｅｎｔｅｄｏｎｂｙＫＥＧＧ

物质类别　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ　　

ｃｌａｓｓ）　　

总数

（ｔｏｔａｌ

ｎｕｍｂｅｒ）

一年生ｖｓ二年生

（ａｎｎｕａｌｖｓｂｉｅｎｎｉａｌ）

二年生ｖｓ三年生

（ｂｉｅｎｎｉａｌｖｓｔｈｒｅｅｙｅａｒｓｏｌｄ）

一年生ｖｓ三年生

（ａｎｎｕａｌｖｓｔｈｒｅｅｙｅａｒｓｏｌｄ）

上调（ｕｐ） 下调（ｄｏｗｎ） 上调（ｕｐ） 下调（ｄｏｗｎ） 上调（ｕｐ） 下调（ｄｏｗｎ）

黄酮类（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ） ４０ ２２ ６ ４ ２１ ４ ７

氨基酸及其衍生物（ａｍｉｎｏａｃｉｄｓａｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ） ２４ － ５ ３ １０ １ １７

有机酸类（ｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄ） １６ ３ １ ２ ４ ３ １０

糖类及维生素类（ｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ） １１ ３ １ － ３ ５ ３

酚酸类（ｐｈｅｎｏｌｉｃａｃｉｄｓ） １０ ４ １ １ ８ １ ２

核苷酸及其衍生物（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓａｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ） ８ － ４ ３ ３ １ ４

生物碱类（ａｌｋａｌｏｉｄｓ） ７ ３ ２ １ ２ １ ２

脂质类（ｌｉｐｉｄｓ） ２ － － － １ － ２

维生素（ｖｉｔａｍｉｎｓ） ２ － － － ２ － ２

表３　参与２３条被显著富集到的代谢通路的代谢物类别及其变化趋势
Ｔａｂ３　Ｔｙｐｅｓｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓｉｎｖｏｌｖｅｄｉｎ２３ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙｅｎｒｉｃｈｅｄｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓａｎｄｔｈｅｉｒｃｈａｎｇｉｎｇｔｒｅｎｄｓ

物质类别　　

（ｃｏｍｐｏｕｎｄ　　

ｃｌａｓｓ）　　

总数

（ｔｏｔａｌ

ｎｕｍｂｅｒ）

一年生ｖｓ二年生

（ａｎｎｕａｌｖｓｂｉｅｎｎｉａｌ）

二年生ｖｓ三年生

（ｂｉｅｎｎｉａｌｖｓｔｈｒｅｅｙｅａｒｓｏｌｄ）

一年生ｖｓ三年生

（ａｎｎｕａｌｖｓｔｈｒｅｅｙｅａｒｓｏｌｄ）

上调（ｕｐ） 下调（ｄｏｗｎ） 上调（ｕｐ） 下调（ｄｏｗｎ） 上调（ｕｐ） 下调（ｄｏｗｎ）

黄酮类（ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ） ３０ １９ ５ ３ １６ ２ ５

氨基酸及其衍生物（ａｍｉｎｏａｃｉｄｓａｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ） ２４ － ５ ３ １０ １ １７

有机酸类（ｏｒｇａｎｉｃａｃｉｄ） １６ ３ １ ２ ４ ３ １０

糖类及维生素类（ｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ） １０ ３ １ － ２ ５ ２

酚酸类（ｐｈｅｎｏｌｉｃａｃｉｄｓ） ７ ３ ０ １ ６ １ １

核苷酸及其衍生物（ｎｕｃｌｅｏｔｉｄｅｓａｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ） ６ － ３ ２ ２ ０ ３

生物碱类（ａｌｋａｌｏｉｄｓ） ５ ３ １ １ １ １ ０

脂质类（ｌｉｐｉｄｓ） １ － － － ０ － １

维生素（ｖｉｔａｍｉｎｓ） ２ － － － ２ － ２

异黄酮生物合成途径的差异代谢物全为黄酮类代

谢物，表达趋势与上文中黄酮类差异代谢物的累积

趋势相一致，说明异黄酮生物合成途径可能是造成

不同年限甘草中黄酮类代谢物差异的主要原因。

此外一年与三年生甘草差异代谢物的１９条显著富
集通路表达趋势全部下调，而参与这些通路的差异

代谢物主要是以氨基酸及其衍生物（３５２９％）、有
机酸类（２５４９％）、糖类（１３７３％）为主的初级代
谢物，分析认为生长过程中大量初级代谢产物不断

参与到植物的代谢活动中是甘草一年生与三年生

甘草间大量初级代谢物产生差异的主要原因，如氨

基酸可作为黄酮类和其他类化合物合成的前体化

合物［１８］，葡萄糖参与糖酵解、磷酸戊糖、糖原合成

与分解、糖异生等多种代谢途径，为植物生长发育

提供能量的同时，也是多种次生代谢物合成的

原料。

４　讨论
中药的质量差异很大程度上源于其生化基础，

即活性成分的含量及数量，从化学成分的角度来看，

代谢组学在完善中药质量控制体系具有巨大优

势［１９］。２０２０年版《中华人民共和国药典》以甘草苷、
甘草酸为指标性成分对甘草的质量进行控制［２０］，先

后有研究发现利用甘草苷、甘草酸及其代谢相关物

质含量可以对甘草的不同炮制品及不同炮制程度、

不同基原进行区分［１３，２１－２３］。本研究中甘草苷与甘草

酸含量变化趋势与前人研究一致，但甘草苷、甘草酸
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Ａ、Ｂ、Ｃ．分别为一年生与二年生、二年生与三年生、一年生与三年生通路差异分布得分图（Ａ，Ｂ，ａｎｄＣａｒｅｐｌｏｔｓｏｆｔｈｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｏｆｓｃｏｒｅｓｆｏｒａｎｎｕ

ａｌｖｅｒｓｕｓｂｉｅｎｎｉａｌ，ｂｉｅｎｎｉａｌｖｅｒｓｕｓｔｈｒｅｅ－ｙｅａｒｓｏｌｄ，ａｎｄａｎｎｕａｌｖｅｒｓｕｓｔｈｒｅｅ－ｙｅａｒｓｏｌｄｐａｔｈｗａｙｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ）

图１０　基于ＫＥＧＧ数据库的代谢通路差异丰度得分图

Ｆｉｇ１０　ＤｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌａｂｕｎｄａｎｃｅｓｃｏｒｅｍａｐｏｆｍｅｔａｂｏｌｉｃｐａｔｈｗａｙｓｂａｓｅｄｏｎＫＥＧＧｄａｔａｂａｓｅ
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含量在不同年限甘草中差异并不显著，通过查阅相

关文献发现本研究筛选的某些共有差异代谢物活性

与甘草及其配伍应用的药理活性存在密切关系［２４］，

如甘草查尔酮 Ｄ、刺果甘草查耳酮 Ｃ、鼠李素等黄酮
类成分具有抗氧化、抗肿瘤、抗炎、抗病毒、抗菌等多

种药理活性［２５－２８］，甘草皂苷 Ｐ２具有一定的肝保护
活性［２９］，Ｌ－缬氨酸可减轻心律失常，并具有降压作
用［３０］，山楂酸具有抗炎、抗肿瘤、降低血糖等多种药

理活性［３１］。庞溢媛等［３２］研究发现以不同的化合物

作为目标成分的往往最佳采收期存在差异，通过对

不同年限甘草的差异代谢物及其相关代谢物的生物

活性进行深入研究对甘草不同用途下采收期确定具

有一定的参考价值。

黄酮类和三萜类化合物作为甘草中主要的活性

物质，也是导致品质差异的主要内在原因［６］。本研

究筛选到的黄酮类和三萜类差异代谢物分别占差异

代谢物物总数（３６６个）的 ４２０８％和 ８４７％，通过
Ｋ－均值聚类分析分析可见大多数黄酮类和三萜类
差异代谢物随生长年限的延长在甘草体内得到生成

与累积，部分该类代谢物含量随生长年限的增长而

降低可能与代谢物间的相互转化有关，如查尔酮可

在查尔酮异构酶的催化下生成二氢黄酮，二氢黄酮

在各种酶的催化下又可转化为类黄酮物质及花青

素［３３］，本研究中甘草在第３年生长期中随着黄酮醇、
黄酮、异黄酮等差异代谢物上调，大多数二氢黄酮和

查尔酮类差异代谢呈现下调趋势或与此有关。一些

氨基酸及其衍生物、酚酸类、有机酸类、核苷酸及其

衍生物等差异代谢物也可以说明不同栽培年限甘草

品质间存在的差异，特别是Ｌ－缬氨酸、Ｌ－赖氨酸丁
酸酯、５－乙酰氨基戊酸、双氢芝麻酥等随生长年限的
延长一直呈现固定变化趋势的代谢物可作为重点关注

的对象，对其生物活性及其在甘草体内活性物质生成

中所发挥的作用进行深入研究，对不同年限甘草品质

差异的识别及评价有重要意义，如Ｌ－缬氨酸不仅具
有一定的生物活性，同时也是黄酮类和其他类化合物

的前体化合物［１８，３０］，通过其含量变化一定程度上也可

以用来说明不同年限甘草间品质存在的差异。

植物代谢物的生成与转化会受到功能基因的调

控，以甘草酸为例，甘草次酸作为甘草酸合成的前体

化合物，其向甘草酸的转移过程受到 ＧｕＧＴ１４、
ＵＧＴ７３Ｐ１２等多种糖基转移酶的催化［３４］，甘草次酸

之前的合成又涉及３－羟基 －３甲基戊二酰 ＣｏＡ还

原酶、鲨烯合酶、细胞色素Ｐ４５０等多种酶的调控［３５］，

研究表明这些酶基因的表达与甘草酸的生成密切相

关［３６］，本研究中栽培期第２年甘草酸与甘草次酸含
量均升高，甘草次酸显著升高并表现为差异代谢物，

但随着栽培期第３年甘草酸大量生成，甘草次酸含
量又呈现显著降低的变化趋势，分析认为甘草酸与

甘草次酸之间糖基转化酶及上述相关酶基因在不同

时期的选择性表达可能是造成这种差异的主要原

因，如刘颖等［３７］研究发现甘草的不同部位及不同时

期同一部位中 β－ＡＳ基因的表达存在差异，同时考
虑到目前植物代谢物数据库所搜集的代谢物数量种

类尚不能完全满足对植物所有代谢物进行分析的要

求，已有的研究表明多组学在揭示代谢物合成通路、

调控基因和异源合成等方面具有重要作用［３８］，因此

结合基因组、转录组从多个层面解析不同时期甘草

的生长发育及生物合成和调控机制，对甘草品质形

成、质量评价及活性化合物的生物合成机制研究具

有重要意义，可为甘草品质提升及资源可持续利用

提供参考依据。
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