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基于非靶向代谢组学与可解释机器学习的白芍与赤芍饮片差异

代谢物研究
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摘要: 本研究采用超高效液相色谱−四极杆−静电场轨道阱高分辨质谱 (UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS) 对市售白

芍与赤芍饮片进行非靶向代谢组学分析, 通过多元统计分析筛选差异代谢物, 结合可解释性机器学习方法, 构建了

随机森林 (RF)、自适应增强 (AdaBoost) 和极端梯度提升 (XGBoost) 模型, 利用沙普利加性解释 (Shapley additive 

explanations, SHAP) 方法解析特征代谢物贡献度。共鉴定出 44种代谢物, 包括黄酮类 9种、酚酸类 8种等代谢物, 其

中 12种代谢物在两类饮片间显著差异; 在测试集中, RF模型表现最佳; SHAP分析结果显示, 葡萄糖酸、槲皮素、山

柰酚、L-天冬氨酸、二氢槲皮素、氧化芍药苷在模型中贡献度最高, L-天冬氨酸在白芍中丰度相对较高, 其余在赤芍

中的丰度相对较高。该研究所建立的代谢组学结合机器学习的策略, 不仅为探讨白芍与赤芍功效差异提供了潜在

化学线索, 同时也为其他易混淆中药的基原鉴别、产地溯源及特征代谢物挖掘提供了新的思路。
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Abstract: Ultra-high performance liquid chromatography coupled with quadrupole-Orbitrap high-resolution 

mass spectrometry (UHPLC-Q-Orbitrap-HRMS) was applied for the non-targeted metabolomic characterization of 

Paeoniae Radix Alba and Paeoniae Radix Rubra decoction pieces. Differential metabolites were identified through 
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multivariate statistical analysis. Interpretable machine learning methods, including random forest (RF), adaptive 

boosting (AdaBoost), and extreme gradient boosting (XGBoost), were further employed to build classification 

models, and the Shapley additive explanations (SHAP) algorithm was used to evaluate the contributions of charac‐

teristic metabolites. A total of 44 metabolites were identified, including 9 flavonoids, 8 phenolic acids, and other 

types of metabolites, among which 12 showed significant differences between the two kinds of decoction pieces. In 

the test set, the RF model exhibited superior performance. SHAP analysis indicated that gluconic acid, quercetin, 

kaempferol, L-aspartic acid, taxifolin, and oxypaeoniflorin significantly contributed to model discrimination, with 

L-aspartic acid showing elevated levels in Paeoniae Radix Alba, while the other metabolites were relatively higher 

in Paeoniae Radix Rubra. The metabonomics-machine learning strategy established in this study provides potential 

chemical evidence for elucidating the efficacy differences between Paeoniae Radix Alba and Paeoniae Radix Rubra 

and offers new insights into the identification, origin traceability, and characteristic marker discovery of other easily 

confused traditional Chinese medicines.

Key words: Paeoniae Radix Alba; Paeoniae Radix Rubra; non-targeted metabolomics; differential metabolite; 

machine learning; SHAP analysis

白芍 (Paeoniae Radix Alba) 与赤芍 (Paeoniae Radix 

Rubra) 是我国常用中药材, 均来源于毛茛科植物, 其中

白芍来源于芍药 (Paeonia lactiflora Pall.) 的干燥根, 赤

芍则为芍药或川赤芍 (Paeonia veitchii Lynch) 的干燥

根[1]。然而, 两者在临床应用中表现出显著差异[2]。白

芍以“养血调经、敛阴止汗”为主要功效, 常用于血虚、

月经失调等证候, 并为当归芍药散、八珍益母丸等经典

方剂的重要药材[3-5]。赤芍则以“清热凉血、散瘀止痛”

为主, 常见于血热瘀阻相关疾病的治疗, 是血必净注射

液等活血清热制剂的关键组成药物[6,7]。现有研究表

明, 两者均含芍药苷、没食子酰芍药苷等共有成分, 但

在化学成分的丰度分布与类别组成方面存在差异[8,9]; 

其中, 白芍以单萜苷类化合物 (如芍药内酯苷、苯甲酰

芍药苷) 相对富集, 而赤芍则以芍药苷及多酚类物质

的积累更为显著[10-12]。现有研究虽已利用核磁共振技

术开展代谢组学分析, 但液质联用技术的应用仍局限

于氨基酸等少数成分的定量检测, 尚未实现对白芍与

赤芍整体次生代谢谱的全面解析, 制约了对其物质基

础差异的深入认识[13-15]。为此, 亟需引入高覆盖、非靶

向的代谢组学策略, 结合先进的数据挖掘方法, 实现对

二者整体代谢特征的系统性解析。

非靶向代谢组学技术能够在不依赖先验假设的条

件下全面解析复杂样品的代谢组成, 为探索中药饮片

的整体化学特征提供了有效工具[16,17]。但由于代谢组学

数据维度高且噪声复杂, 传统多元统计方法在解释性

和判别效能方面存在一定不足[18-20]。近年来, 机器学

习方法因其在高维数据处理和非线性建模中的优势而

逐渐应用于代谢组学研究[21]。具有可解释性的沙普利

加性解释方法 (Shapley additive explanations, SHAP), 

能够量化单一变量对模型预测结果的贡献, 不仅有助

于识别可能具有判别意义的关键代谢物, 也为探讨不

同药材在功效特征上的差异提供了新的视角[22]。

鉴于白芍与赤芍在临床应用与市场流通中主要以

饮片形态存在, 且饮片加工较为规范、来源广泛, 能够

在一定程度上反映实际药用特征, 因此本研究选择市

售饮片作为研究对象。在此基础上, 结合超高效液相

色谱−四极杆−静电场轨道阱高分辨质谱 (UHPLC-Q-

Orbitrap-HRMS) 非靶向代谢组学与机器学习方法, 对

两者的化学成分谱进行系统解析, 以揭示白芍与赤芍

在代谢物组成上的整体差异。进一步利用SHAP算法

筛选出具有判别价值的代谢物, 为阐释二者功效差异

提供潜在物质基础线索; 同时也为中药质量控制与现

代化研究提供新的思路。

材料与方法

仪器与试剂 Ultimate 3000超高效液相色谱仪、

Q-Exactive 型三重四极杆质谱仪及 VORTEX-GENIE

涡旋混匀仪、甲醇 (美国 Thermo Fisher Scientific 公

司); 电子分析天平 (瑞士 Mettler Toledo 上海有限公

司); HPLC级甲酸、酮洛芬标准品 (美国 Sigma-Aldrich

公司); 2-氯 -L-苯丙氨酸对照品 (北京 J&K Scientific

公司)。

样品及来源 实验所用饮片样品均购自郑州市各

药店 , 共计白芍饮片 (编号 BS1～BS15) 和赤芍饮片 

(编号 CS1～CS15) 各 15批。经河南中医药大学李寒

冰教授鉴定为毛茛科芍药的干燥根, 鉴定标准为中国

药典 (2020年版), 样品来源及编号信息见表1。

试品溶液制备 取各批样品20 g粉碎过3号筛后, 

精密称取 1.0 g粉末置于 50 mL离心管中, 加入 25 mL

含有内标物的甲醇溶液 (酮洛芬浓度为 500 μg·mL-1, 
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2-氯-L-苯丙氨酸浓度为 50 μg·mL-1)。室温下静置浸泡

4 h后, 采用功率 250 W、频率 40 kHz的超声波清洗器

提取 20 min。提取后补加甲醇溶液至原体积, 混匀离

心 , 上清液经 0.22 μm 微孔滤膜过滤 , 获得供试品溶

液。为评价分析系统的稳定性与重复性, 将各供试品溶

液分别取 200 µL 等体积混合 , 制备质控样品 (quality 

control, QC), 用于监测仪器运行状态及分析过程中数

据质量, 保障实验结果的稳定性与可重复性。

色谱条件 色谱分离采用 ACQUITY UPLC HSS 

T3 C18色谱柱 (100 mm × 2.1 mm, 1.8 μm, 美国 Waters

公司); 流动相为含0.1%甲酸的水 (A相) 与乙腈 (B相); 

梯度洗脱程序如下: 0～1.0 min, 10% B; 1.0～5.0 min, 

10%～98% B; 5.0～6.5 min, 98% B; 6.5～6.6 min, 98%～

10% B; 6.6～8.0 min, 10% B; 流速 0.3 mL·min-1; 柱温

为40 ℃; 进样体积为2 µL。

质谱条件 在正负离子模式下进行全扫描 (m/z 

80～1 200), 喷雾电压分别为 3.5 kV (正) 与 2.8 kV 

(负), 毛细管温度设为 350 ℃; 鞘气流速为 40 arb (正) 

和 38 arb (负), 辅助气流速均为 10 arb, 梯度碰撞能量

依次设定为20、40、60 eV。

数据分析与处理 原始质谱数据由 Thermo 

Xcalibur 3.0 软件采集 , 并通过 Compound Discoverer 

3.3 平台完成峰提取、校准、对齐及代谢物识别, 结合

mzCloud、mzVault 和 ChemSpidert 数据库进行峰注释 , 

保留峰面积相对标准偏差 (RSD) 小于 30% 的化合

物[23,24]。采用Simca 14.1软件进行主成分分析 (principal 

component analysis, PCA) 和正交偏最小二乘判别分析 

(orthogonal partial least squares-discriminant analysis, 

OPLS-DA)。差异代谢物的筛选标准设定为同时满足

以下条件 : 变量重要性投影值 (variable importance in 

projection, VIP) > 1.0, P 值 < 0.05, 且差异倍数 (fold 

change, FC) > 2.0 或 < 0.5[25], 相关可视化分析通过微

生信完成。

机器学习建模 基于所筛选的差异代谢物分别构

建随机森林 (random forest, RF)、自适应增强 (adaptive 

boosting, AdaBoost) 及极端梯度提升 (extreme gradient 

boosting, XGBoost) 3种机器学习模型。将数据集按7∶3

随机划分为训练集和测试集, 训练集采用5折交叉验证

进行模型稳定性评估[26,27]。在测试集中, 利用受试者工

作特征曲线 (receiver operating characteristic, ROC) 和

混淆矩阵对最佳模型的泛化能力进行评估。最后, 通

过 Python中 SHAP方法, 对最佳模型进行特征贡献度

解析和可视化分析。

结果与讨论

1　白芍和赤芍代谢物组成分析

QC样本总离子流图 (TIC) 分析显示, 正负离子模

式下各色谱峰保留时间基本一致且信号响应高度重

合 , 表明检测方法具有良好的重现性和仪器稳定性 

(图 1), 为后续代谢物分析提供了技术保障[28]。在白芍

与赤芍中共鉴定出 44种代谢物。其中黄酮类 9种、酚

酸类 8种、氨基酸及其衍生物 8种、萜类 5种、挥发油类

5种、有机酸及其衍生物 3种、鞣质类 2种、糖类 2种及

其他类 2种, 详细成分信息见表 2。综上所述, 黄酮类

化合物在两类样品中分布较为广泛, 是植物中重要的

代谢物之一。

Table 1　 Sample information of Paeoniae Radix Alba (BS) and 

Paeoniae Radix Rubra (CS) decoction pieces

No.

BS1

BS2

BS3

BS4

BS5

BS6

BS7

BS8

BS9

BS10

BS11

BS12

BS13

BS14

BS15

Batch No.

240302

A240916

GX240401

241101

GX241103

241201

A250202

D2411043

GX240201

240409

2241201

241003

241004

2230302

240904

Place of 

origin
Anhui

Anhui

Anhui

Anhui

Anhui

Anhui

Anhui

Anhui

Anhui

Anhui

Anhui

Anhui

Anhui

Anhui

Anhui

No.

CS1

CS2

CS3

CS4

CS5

CS6

CS7

CS8

CS9

CS10

CS11

CS12

CS13

CS14

CS15

Batch No.

25021311

2502021042

2310098

241001

B24062701-1

250301

240403851

250100921

241001-1

250101-1

240901-1

240501-1

241011-1

241202-1

240401-1

Place of origin

Inner Mongolia

Inner Mongolia

Inner Mongolia

Inner Mongolia

Inner Mongolia

Inner Mongolia

Inner Mongolia

Inner Mongolia

Heilongjiang

Heilongjiang

Heilongjiang

Heilongjiang

Heilongjiang

Heilongjiang

Heilongjiang

Figure 1　Total ion chromatograms of quality control samples of Paeoniae Radix Alba and Paeoniae Radix Rubra. A: Positive ionization 

mode; B: Negative ionization mode
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2　白芍和赤芍的多元统计分析

为分析白芍与赤芍化学轮廓的整体差异, 采用多

元统计分析方法对正负离子模式合并数据进行 PCA

初步分析, 结果显示 (图 2A), 白芍与赤芍样本呈现明

显的分离趋势, 提示两组间可能存在化学成分差异, 而

QC样本紧密聚集, 表明分析方法具有良好的技术重复

性与数据稳定性[29]。后续将通过监督分析进一步筛选

差异标志物。

采用OPLS-DA方法对白芍与赤芍样本进行有监

督判别分析。结果显示 (图 2B), 两组样本在得分图上

Table 2　Identification of chemical constituents between Paeoniae Radix Alba and Paeoniae Radix Rubra

No.
1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

13

14

15

16

17

18

19

20

21

22

23

24

25

26

27

28

29

30

31

32

33

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

Compound
Taxifolin

Sucrose

Salicylic acid

Quercetin

Pyrogallol

Protocatechuic acid

Procyanidin B2

Procyanidin B1

Palmitic acid

Paeoniflorin

Oxypaeoniflorin

Oleanolic acid

Methyl gallate

Maltopentaose

Kaempferol

Gallic acid

Ethyl gallate

Ellagic acid

Citric acid

Catechin

Benzoylpaeoniflorin

Benzoic acid

Albiflorin

Acetophenone

γ-Aminobutyric acid

Valine

Propyl gallate

Naringenin

Threonine

L-Phenylalanine

Linoelaidic acid

Glutamic acid

Leucine

L-Aspartic acid

L-(-)-Carvone

Gluconic acid

Eugenol

Eriodictyol

Epicatechin

Arginine

D-(-)-Glutamine

Camphor

1,2,3,6-Tetra-O-galloyl-β-D-

glucose

1,2,3,4,6-Pentagalloylglucose

tR/min
3.81

1.22

4.26

4.26

1.38

2.22

2.54

2.98

6.00

3.49

3.03

7.23

3.22

0.79

4.53

2.09

3.72

3.28

1.18

2.34

4.32

4.65

3.46

3.45

0.78

6.62

3.17

4.50

0.81

1.54

7.15

0.81

0.90

0.81

3.21

0.83

3.76

4.51

3.13

0.73

0.78

0.31

3.48

3.58

Formula
C15H12O7

C12H22O11

C7H6O3

C15H10O7

C6H6O3

C7H6O4

C30H26O12

C30H26O12

C16H32O2

C23H28O11

C23H28O12

C30H48O3

C8H8O5

C30H52O26

C15H10O6

C7H6O5

C9H10O5

C14H6O8

C6H8O7

C15H14O6

C30H32O12

C7H6O2

C23H28O11

C8H8O

C4H9NO2

C5H11NO2

C10H12O5

C15H12O5

C4H9NO3

C9H11NO2

C18H32O2

C5H9NO4

C6H13NO2

C4H7NO4

C10H14O

C6H12O7

C10H12O2

C15H12O6

C15H14O6

C6H14N4O2

C5H10N2O3

C10H16O

C34H28O22

C41H32O26

Ion mode
[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M+H]+

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M−H]−

[M+H]+

[M−H]−

[M+H]+

[M+HCOO]⁻

[M−H]−

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M−H]−

[M−H]−

[M+H]+

[M+H]+

[M−H]−

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M+H]+

[M−H]−

[M+H]+

[M−H]−

[M+H]+

[M+H]+

[M−H]−

[M+H]+

[M−2H]2⁻

[M−2H]2⁻

m/z
304.058 4

342.116 4

138.030 6

302.042 9

126.030 6

154.025 6

578.141 8

578.142 7

256.240 0

480.163 1

496.158 2

456.360 7

184.036 3

828.275 5

286.047 9

170.020 7

198.052 2

302.006 0

192.026 2

290.079 0

584.189 8

122.035 6

480.162 4

120.057 5

103.063 6

117.079 2

212.067 9

272.068 5

119.058 3

165.078 9

280.240 3

147.053 0

131.094 6

133.037 4

150.104 4

196.057 5

164.083 6

288.063 6

290.078 5

174.111 5

146.067 9

152.120 1

393.045 8

469.051 3

Error/ppm
0.37

0.46

−7.97

0.65

−9.10

−6.34

−1.12

0.53

−1.08

−0.14

0.30

0.72

−4.61

0.98

0.54

−5.00

−3.24

−0.85

−4.05

−0.14

0.68

−9.51

−1.66

0.17

2.95

1.52

−2.65

0.08

0.44

−0.49

0.06

−1.16

−0.57

−0.87

−0.47

−4.09

−1.11

0.65

−1.81

−1.24

−8.31

−0.40

0.82

0.07

Fragment ion (m/z)
285.040 4, 275.056 0, 241.050 6

179.055 4, 119.033 8, 71.012 5

136.015 2, 93.033 3, 65.038 6

273.040 7, 257.045 5, 229.050 5

81.033 5, 69.033 2

110.031 8, 109.028 3, 108.987 4

299.055 1, 287.055 1, 271.060 0

289.071 7, 245.081 7, 161.023 5

211.206 1, 173.047 5, 119.945 9

357.119 2, 327.108 0, 195.065 4

345.119 6, 281.066 7, 177.054 8

437.342 0, 409.347 0, 139.112 3

168.005 6, 139.002 5, 111.007 6

707.225 5, 545.172 4, 425.130 1

257.046 4, 213.055 2, 151.002 2

125.023 3, 124.015 7, 97.028 2

169.013 3, 140.010 0, 125.023 1

285.002 6, 257.008 1, 219.016 8

173.008 4, 154.997 5, 130.997 3

207.065 1, 179.070 6, 147.044 0

177.054 8, 165.054 8, 135.044 0

108.020 4, 93.033 2

179.070 1, 151.075 2, 109.028 5

105.045 0, 93.070 3, 91.054 7

87.044 5, 86.060 5, 69.034 1, 

60.081 5, 58.065 8

73.029 0, 72.081 4, 59.073 7

125.023 2, 123.080 4

253.050 6, 227.071 5, 177.018 5, 

169.013 1, 151.002 6, 119.049 0

102.055 3, 74.060 6, 56.050 2

149.059 5, 131.049 1, 121.065 2, 

120.080 8

261.222 3, 59.012 5

130.049 9, 102.055 3, 84.044 9

86.096 9, 69.070 6

116.034 4, 88.039 8, 74.024 2

123.044 4, 95.086 0, 81.070 4

177.039 7, 159.029 0, 141.017 9

137.059 7, 133.064 8, 105.070 2

151.002 5, 135.043 9, 125.023 3

207.065 2, 179.070 5, 165.054 9, 

147.044 0

158.092 4, 130.097 6, 116.070 8, 

112.087 1

127.050 1, 109.039 4

135.117 0, 109.101 4, 107.001 0, 

97.065 2

635.089 2, 617.078 8, 579.089 8, 

483.076 9, 465.067 7, 447.056 0

295.045 6, 277.035 3, 211.024 3, 

125.023 2
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显著分离, 且均分布于 95% 置信椭圆内, 表明模型参

数具有较好的判别效果, 其中R2Y为 0.989, Q2为 0.963, 

反映出模型具有优异的解释能力和预测能力[30]。白芍

与赤芍样本分别聚集在置信区间的两侧, 反映出两组

样本在化学成分上存在显著差异。为验证模型的可靠

性, 进行 200次置换检验, 结果显示 (图 2C), 原始模型

的R2Y和Q2值显著高于置换模型, 且Q2回归线的截距

为负值, 提示模型预测稳定且未过拟合, 为差异代谢物

筛选提供了可靠依据[31]。

3　白芍与赤芍差异代谢物的筛选

基于OPLS-DA模型, 共筛选出白芍与赤芍之间的

12种显著差异代谢物 (图3A), 其中, 3种代谢物在白芍

组中相对含量显著升高, 包括L-天冬氨酸、谷氨酸及麦

芽五糖; 其余 9 种代谢物则显著降低 , 主要涉及槲皮

素、没食子酸丙酯、氧化芍药苷等成分。对筛选的 12

种差异代谢物, 采用微生信进行聚类热图分析。热图

中通过不同颜色表示代谢物在不同样本中的相对丰

度, 橙色表示上调, 绿色表示下调。结果显示 (图 3B), 

白芍组样品中多数代谢物较赤芍组呈下调趋势, 提示

两组在代谢特征上存在显著差异, 详细信息见表3。

4　基于机器学习模型构建与性能评估

基于所筛选的 12种差异代谢物, 分别构建了RF、

Figure 2　Multivariate statistical analysis of metabolomics of Paeoniae Radix Alba and Paeoniae Radix Rubra. A: Principal component 

analysis (PCA) score plot; B: Orthogonal partial least squares-discriminant analysis (OPLS-DA) score plot; C: Permutation test plot

Figure 3　Analysis of differential metabolites between Paeoniae Radix Alba and Paeoniae Radix Rubra. A: Volcano plot of differential 

metabolites; B: Hierarchical clustering heatmap of differential metabolites. VIP: Variable importance in projection; FC: Fold change

Table 3　Characteristics of differential metabolites between Paeoniae Radix Alba and Paeoniae Radix Rubra

No.

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

12

Metabolite

Taxifolin

Quercetin

Oxypaeoniflorin

Oleanolic acid

Maltopentaose

Kaempferol

Propyl gallate

Naringenin

Glutamic acid

L-Aspartic acid

Gluconic acid

Eriodictyol

Formula

C15H12O7

C15H10O7

C23H28O12

C30H48O3

C30H52O26

C15H10O6

C10H12O5

C15H12O5

C5H9NO4

C4H7NO4

C6H12O7

C15H12O6

Classify

Flavonoids

Flavonoids

Terpenes

Terpenes

Saccharides

Flavonoids

Phenolic acids

Flavonoids

Amino acids and their derivatives

Amino acids and their derivatives

Organic acids and their derivatives

Flavonoids

BS vs CS

VIP

1.27

1.27

1.17

1.16

1.13

1.29

1.15

1.33

1.34

1.33

1.05

1.24

FC

0.03

0.02

0.15

0.12

5.36

0.03

0.09

0.03

3.48

7.87

0.07

0.03

P value

4.30E-06

1.57E-05

4.93E-14

1.58E-12

1.41E-02

4.54E-08

3.75E-08

3.68E-11

1.94E-17

6.55E-18

3.57E-03

8.23E-07

Type

Down

Down

Down

Down

Up

Down

Down

Down

Up

Up

Down

Down
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AdaBoost、XGBoost 分类模型。将数据集按 7∶3 划分

为训练集与测试集, 采用 5折交叉验证评估模型性能。

ROC曲线分析显示, RF模型的曲线下面积 (AUC) 高

于AdaBoost和XGBoost模型 (图4A), 表明其分类稳定

性较好。学习曲线分析表明, RF模型具有较好的拟合

和泛化能力, 其训练得分及交叉验证得分均接近 1.0, 

并随样本量增加迅速收敛且趋于一致 (图 4B～D)。综

合比较各模型的性能指标 (表 4), RF模型在预测准确

性和稳定性方面均表现优异, 证明该模型在训练过程

中具有较好的稳定性和泛化能力。

为进一步验证模型的泛化能力, 在完整训练集上

重新训练该模型, 并在独立测试集上进行了验证。结果

显示 (图 4E), RF模型 ROC曲线接近理论值。混淆矩

阵分析进一步证实 (图 4F～H), 模型预测结果与实际

分类之间高度一致, 而AdaBoost和XGBoost模型分别

有一个白芍和赤芍样本的误判, 提示RF模型相比于其

他模型, 具有良好的泛化能力, 可作为最终分类模型。

5　模型预测结果的解释性分析

基于博弈论中的 Shapley值原理, SHAP方法通过

分配每个特征对模型输出的贡献, 能够精确评估各特

征的边际贡献, 兼顾全局和局部解释的能力。这种方

法在提升模型可解释性的同时, 确保了模型预测结果

的透明性与可信度[32,33]。本研究采用SHAP算法对RF

模型进行可解释性分析, 以评估各代谢物对分类模型

的贡献。通过计算各特征的平均绝对SHAP值并进行

贡献度排名 (图 5A), 发现葡萄糖酸 (gluconic acid)、槲

皮素 (quercetin)、山柰酚 (kaempferol)、L-天冬氨酸 (L-

aspartic acid)、二氢槲皮素 (taxifolin) 及氧化芍药苷 

(oxypaeoniflorin) 6种代谢物在模型中具有较高的平均

贡献度, 提示这些代谢物在区分白芍与赤芍的预测模

型中发挥关键作用。

为揭示白芍与赤芍的代谢差异, 本研究采用SHAP

方法评估模型特征重要性。如图 5B所示, SHAP蜂群

图中每个点代表样本对应特征的 SHAP值, 点的颜色

深浅反映了特征值的大小, 特征按其重要性降序排列。

分析结果表明, 多数关键代谢物在赤芍组中呈现正向

贡献, 即其含量增加倾向于判定为赤芍; 而L-天冬氨酸

与谷氨酸则表现出显著的负向贡献, 其高丰度特征与

白芍的判别相关。

对筛选出的前 6 种代谢物峰面积进行组间比较 

Figure 4　Comprehensive performance evaluation. A: ROC curves of the three machine learning classifiers (RF, AdaBoost, and XGBoost) 

obtained from 5-fold cross-validation; B−D: Learning curves of the RF, AdaBoost and XGBoost models; E: ROC curves of the RF, AdaBoost 

and XGBoost model on the test set; F−H: Confusion matrix of the RF, AdaBoost and XGBoost models on the test set. ROC: Receiver operating 

characteristic; RF: Random forest; AdaBoost: Adaptive boosting; XGBoost: Extreme gradient boosting

Table 4　Comparison of model performance using 5-fold cross-validation

Model
RF

AdaBoost

XGBoost

Dataset
Training set

Validation set

Training set

Validation set

Training set

Validation set

Accuracy
1.00 ± 0.00

1.00 ± 0.00

1.00 ± 0.00

0.95 ± 0.10

1.00 ± 0.00

0.95 ± 0.10

Precision
1.00 ± 0.00

1.00 ± 0.00

1.00 ± 0.00

0.97 ± 0.07

1.00 ± 0.00

0.97 ± 0.07

Recall
1.00 ± 0.00

1.00 ± 0.00

1.00 ± 0.00

0.95 ± 0.10

1.00 ± 0.00

1.00 ± 0.10

F1
1.00 ± 0.00

1.00 ± 0.00

1.00 ± 0.00

0.95 ± 0.11

1.00 ± 0.00

0.95 ± 0.11

AUC
1.00 ± 0.00

1.00 ± 0.00

1.00 ± 0.00

0.95 ± 0.10

1.00 ± 0.00

0.95 ± 0.10
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(图 5C), 结果表明, 1种代谢物在白芍中的含量高于赤

芍, 其余 5种代谢物在赤芍中的含量均显著高于白芍 

(P < 0.05), 该结果与SHAP值分析相互验证, 证实了筛

选获得的特征代谢物具有可靠的鉴别价值, 可作为区

分白芍和赤芍的特征代谢物。该研究为两种药材的质

量评价体系提供了新的实验数据和科学依据。

讨论

本研究基于非靶向代谢组学对白芍与赤芍饮片的

化学成分进行了系统性分析, 共鉴定出 44种代谢物, 

涵盖黄酮类、酚酸类、氨基酸及其衍生物等多种化学类

型, 较为全面地呈现了两种药材的代谢物组成特征。

结果显示, 黄酮类化合物在两类饮片中分布最为丰富, 

既往研究指出, 此类化合物可参与氧化应激及炎症反

应调控, 并与血管功能和血液循环密切相关[34]。在鉴

定的代谢物中, 共有 12种代谢物在两类饮片间表现出

显著差异, 提示白芍和赤芍在化学组成上具有较高区

分度。其中白芍 L-天冬氨酸和谷氨酸含量较高, 与既

往研究报道一致[14,15]。有研究表明, L-天冬氨酸和谷

氨酸分别具有保肝和抗抑郁的作用, 这与白芍养血柔

肝、疏肝解郁和柔肝止痛的功效高度契合[35,36]。此外, 

赤芍中没食子酸丙酯、圣草酚及齐墩果酸含量显著升

高, 已有文献提示其在清热、抗炎及血管保护等作用方

面具有一定潜力, 这一发现与赤芍清热凉血、活血散

瘀、泻火解毒的特点相符[37-39]。

进一步分别构建了 RF、AdaBoost 和 XGBoost 模

型, 以比较不同算法在代谢组学判别任务中的适用性。

其中, RF 表现最优, 测试集 AUC 达 1.00, 表明其对白

芍与赤芍具有优异的判别能力, 且其对高维非线性数

据的适应性与代谢组学特征高度契合[40]。SHAP可解

释性分析结果显示, 葡萄糖酸、槲皮素、山柰酚、二氢槲

皮素及氧化芍药苷在赤芍中显著富集, 并在模型中具

有较高贡献度。其中槲皮素作为一种黄酮类抗氧化

剂 , 可通过抑制核因子 κB (nuclear factor-κB, NF-κB) 

通路显著减轻炎症反应[41]; 山柰酚不仅具有清除自由

基的能力 , 还能抑制血小板聚集 , 从而促进血液循

环[42]; 二氢槲皮素在稳定血管内皮功能和缓解氧化应

激损伤方面表现突出[43]; 氧化芍药苷作为芍药苷的活

性氧化衍生物, 兼具抗炎和镇痛作用[44]。上述 4种成

分与赤芍“清热凉血、散瘀止痛”的传统功效高度契合。

葡萄糖酸虽无明确直接药理活性, 但其高 SHAP值提

示其可能作为关键代谢中间体, 参与活性成分的糖基

化修饰或生物合成前体供应。综上, 这些关键代谢物

不仅构成了两类饮片的化学判别基础, 也在功能层面

为其传统功效差异提供了分子层面的解释。尽管其药

效关联仍需实验验证, 但本研究为白芍与赤芍的物质

基础解析及后续功能研究提供了新的线索。

该研究不仅揭示了白芍和赤芍在化学组成上的差

Figure 5　 Importance assessment and differential comparison of characteristic metabolites based on SHAP value analysis. A: Importance 

ranking plot of characteristic metabolites based on SHAP value analysis; B: Beeswarm plot showing the contribution distribution of SHAP 

values for characteristic metabolites; C: Comparison of raw peak areas of the top six key characteristic metabolites between BS and CS. 

n = 15, 
-
x ± s. **P < 0.01, ****P < 0.000 1. SHAP: Shapley additive explanation
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异, 也展示了代谢组学结合可解释性机器学习在中药研

究中的优势。传统多元统计方法在高维数据分析中存

在局限, 而机器学习模型可挖掘复杂变量关系, 并通过

SHAP等工具实现结果可视化和特征重要性解析, 从

而在提高分类准确性的同时明确关键差异代谢物[45,46]。

该策略为中药饮片质量评价及潜在药效差异物质基础

研究提供了方法学参考。

尽管本研究揭示了白芍与赤芍在代谢轮廓上的显

著差异及其与传统功效的潜在关联, 但仍存在一定局

限。首先, 样品来源地域分布不均, 白芍主要来自安徽, 

赤芍多采自北方, 观测到的代谢差异可能受药材品种

与产地因素共同影响。后续研究应收集来自相同产区

的白芍和赤芍样品, 以更准确评估产地在代谢差异中

的贡献, 同时, SHAP分析识别出的特征性代谢物虽具

相关生物活性报道, 但其在白芍与赤芍药效差异中的

具体贡献仍需通过体外或体内功能实验进一步验证。

综上, 本研究构建了基于非靶向代谢组学与可解

释性机器学习的白芍和赤芍化学差异表征体系, 揭示

了两类饮片在代谢物组成上的系统性差异, 并识别出

多种具有潜在鉴别价值的关键差异代谢物。这些结果

为后续探讨白芍与赤芍药效差异的物质基础研究提供

了重要的指向性线索, 同时也为其他易混淆中药的基

原鉴别、产地溯源及特征代谢物挖掘提供了新的思路。
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