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　 　 摘要:　 为了探究黑莓、黑树莓成熟果实中主要代谢物的差异ꎬ利用液相色谱￣质谱技术对其进行比较分析ꎮ 结

果表明ꎬ在正离子、负离子模式下分别存在１ ２８８个、９７１ 个具有显著表达差异的代谢物ꎬ通过 ＫＥＧＧ 数据平台分析发

现ꎬ代谢通路是富集差异表达代谢物数量最多的(共 １０４ 个)ꎬ其次是次生代谢物合成通路(有 ６５ 个差异表达代谢

物)ꎮ 此外ꎬ黄酮和黄酮醇生物合成通路也是主要差异代谢物显著富集的代谢途径之一ꎬ包含 １１ 个差异代谢物ꎮ 而

在花色苷合成通路上ꎬ与黑莓果实相比ꎬ黑树莓果实中有 ６ 个代谢物表达量下调ꎬ而矢车菊素￣３￣Ｏ￣葡萄糖苷代谢物表

达量上调ꎮ 在异黄酮合成通路中ꎬ与黑树莓果实相比ꎬ黑莓果实中的(Ｓ)￣柚皮素相对表达量增加了 ２􀆰 ７ 倍ꎮ 研究结果

为更好地了解黑树莓、黑莓果实代谢物的异同和高效利用悬钩子属果实中黄酮、花色苷等次生代谢物提供理论依据ꎮ
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　 　 黑莓(Ｒｕｂｕｓ ｆｒｕｔｉｃｏｓｕｓ Ｌ.)和黑树莓(Ｒｕｂｕｓ ｏｃｃｉ￣
ｄｅｎｔａｌｉｓ Ｌ.)都是蔷薇科(Ｒｏｓａｃｅａｅ)悬钩子属(Ｒｕ￣
ｂｕｓ)的多年生灌木ꎬ亦是重要的小浆果类果树[１￣４]ꎮ
黑树莓的栽培起源于欧洲ꎬ而黑莓原产于北美洲东

部和欧洲ꎮ 黑莓最早由江苏省中国科学院植物研究

所于 １９８６ 年引入国内ꎬ经过 ３０ 多年的研究与推广ꎬ
目前已遍及全国各地ꎬ北起北京市ꎬ南到广东省北

部ꎬ东起东海之滨ꎬ西至云南省山地ꎮ 悬钩子属植物

果实中都含有丰富的黄酮、花色苷、糖类、有机酸、维
生素和矿物质等营养成分[１ꎬ５]ꎬ具有抗氧化、抗肿瘤

等药用价值[４ꎬ６]ꎮ
核磁共振(Ｎｕｃｌｅａｒ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ ｓｐｅｃｔｒｏｓｃｏ￣

ｐｙꎬ ＮＭＲ)、稳定性同位素、气相色谱￣质谱联用(Ｇａｓ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬ ＧＣ￣ＭＳ)和液相色

谱￣质谱联用(Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅ￣
ｔｒｙꎬＬＣ￣ＭＳ)等技术是近年来常用于检测代谢物的方

法ꎬ其中 ＬＣ￣ＭＳ 技术以其灵敏、高效、快速、检测范围

广泛等特点而在植物活性成分的分析检测、植物品种

和产地区分、果实品质差异分析等方面得到广泛应

用[４ꎬ７￣８]ꎮ Ｗｕ 等[７]采用 ＧＣ￣ＭＳ、ＬＣ￣ＭＳ 技术对东京野

茉莉(Ｓｔｙｒａｘ ｔｏｎｋｉｎｅｎｓｉｓ)种仁发育过程中的代谢物变

化规律进行分析ꎮ 刘龙桀等[９]基于 ＧＣ￣ＭＳ 技术分析

了 东北红豆杉(Ｔａｘｕｓ ｃｕｓｐｉｄａｔａ)野生种与栽培种的

代谢物差异ꎮ 高静怡等[１０]利用非靶向代谢组学对与

砂梨水心病相关的不同代谢物进行差异分析ꎮ Ｗｕ
等[４]利用 ＬＣ￣ＭＳ 技术对悬钩子属 ５ 个不同品种的成

熟果实中与呈色相关的代谢物进行分析ꎬ得出其成熟

果实呈色与黄酮类组分密切相关ꎮ
黑莓、黑树莓果实是黄酮等具有药用价值的多

酚类化合物的提取物来源以及提取花色苷的重要原

材料ꎬ目前已有相关研究对不同黑莓品种或同一黑

莓品种不同果实发育阶段的总酚、总黄酮和 ６ 种常

见花色苷类物质进行分析[１１]ꎬ但尚未有针对性地比

较黑莓、黑树莓果实存在的初生代谢产物和次生代

谢产物种类和组分含量差异的研究ꎮ 为了有针对性

地研究黑莓、黑树莓代谢物的差异ꎬ本研究通过非靶

向代谢组学技术分析黑莓、黑树莓果实中与主要营

养成分合成相关的代谢物异同ꎬ拟通过对参与生物

体新陈代谢和维持正常功能的相对分子质量小于

１ ０００的代谢物进行定量分析ꎬ并对已鉴定的代谢物

进行分类ꎬ同时分析差异代谢物相关代谢通路信息ꎬ
确定主要富集代谢途径ꎬ从而阐明其代谢物的变化

规律[１２￣１４]ꎬ以期减少重要代谢物提取和育种相关技

术研究的盲目性ꎬ为今后悬钩子属果实营养成分提

取和药用价值的开发与利用提供理论依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 植物材料

于 ２０２０ 年 ６ 月采集黑莓品种 Ｃｈｅｓｔｅｒ 和黑树莓

品种 Ｂｒｉｓｔｏｌ 的成熟果实ꎬ每个品种设 ３ 个生物学重

复ꎬ将采集的果实暂时放在液氮罐中ꎬ带回实验室后

再放入－８０ ℃ 超低温冰箱中备用ꎮ 本研究所用黑

莓、黑树莓品种均种植于江苏省中国科学院植物研

究所溧水白马科研基地(１１９°０９′Ｅꎬ ３１°３５′Ｎ)ꎮ
１.２　 试验方法

提取代谢物的具体方法:各称量 ２００ ｍｇ 黑莓

Ｃｈｅｓｔｅｒ、黑树莓 Ｂｒｉｓｔｏｌ 果实样品加入 ２ ｍｌ 无酶离心

管中ꎬ加入 ０􀆰 ６ ｍｌ Ｌ￣２￣氯苯丙氨酸(４ ｍｇ / Ｌ)ꎬ涡旋振

荡 ３０ ｓ 后在高通量组织研磨仪器中于 ５０ Ｈｚ 研磨 ６０
ｓꎬ在室温下超声提取 １５ ｍｉｎꎬ于 ２５ ℃、１２ ０００ ｒ / ｍｉｎ高
速离心 １０ ｍｉｎꎮ 分别取 ３００ μｌ 上清液ꎬ经 ０􀆰 ２２ μｍ 膜

过滤后ꎬ将滤液移入检测瓶内进行 ＬＣ￣ＭＳ 检测ꎮ 用

于 ＬＣ￣ＭＳ 上机检测的仪器为 Ｔｈｅｒｍｏ Ｖａｎｑｕｉｓｈꎬ具体

的色谱、质谱条件参考 Ｗｕ 等[４]的报道ꎮ
１.３　 多元统计分析

为了初步显示不同样本组间的差异ꎬ首先对所

有样本采用无监督降维方法———主成分分析(Ｐｒｉｎ￣
ｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＰＣＡ)法进行统计分析ꎮ 然

后基于有监督的降维方法ꎬ采用偏最小二乘判别分

析( Ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬ ＰＬＳ￣
ＤＡ)法和正交偏最小二乘判别分析(Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐｒｏ￣
ｊｅｃｔｉｏｎ ｔｏ ｌａｔｅｎｔ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ￣ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＯＰＬＳ￣
ＤＡ)法来更好地区分 ２ 组样品的代谢组学特征和类

别ꎬ具体参照 Ｙｕｅ 等[１５]的方法ꎮ
１.４　 差异代谢物分析

采用(Ｏ)ＰＬＳ 模型的变量投影重要指标(ＶＩＰ)评
分对黑莓、黑树莓 ２ 组间最有区别 /差异的代谢物进

行排序ꎮ 当 ｔ 检验的Ｐ<０􀆰 ０６ 且ＶＩＰ≥１ 时ꎬ认为 ２ 组

样品之间的代谢产物存在差异ꎬ即存在差异代谢物ꎮ
１.５　 ＫＥＧＧ 通路分析

京都基因与基因组百科全书(Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅ￣
ｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ ＧｅｎｏｍｅｓꎬＫＥＧＧ)是主要研究基因

组、化学和系统功能信息的公共数据库ꎬ不仅包括基

因信息ꎬ还包括代谢物信息ꎮ 代谢产物被映射到
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ＫＥＧＧ 代谢途径进行途径分析和富集分析ꎮ 通过途

径富集分析发现ꎬ与整个背景相比ꎬ差异代谢产物中

的代谢途径或信号转导途径明显得到富集[１６]ꎮ 经

错误发现率(Ｆａｌｓｅ ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅꎬ ＦＤＲ)校正ꎬ计算

的 Ｐ 值取ＦＤＲ≤０.０５ 作为阈值ꎬ满足这一条件的途

径被定义为差异代谢物中显著富集的途径ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 样本质量控制和定性、定量分析

首先对黑莓和黑树莓果实的所有代谢物进行峰

识别、峰过滤和峰对齐ꎬ得到质核比、保留时间和峰

面积等信息的数据矩阵ꎬ再根据精确相对分子质量

(误差≤１.５× １０－５ ) 进行代谢物的鉴定ꎬ后续根据

ＭＳ / ＭＳ 碎片模式比对至 Ｈｕｍａｎ Ｍｅｔａｂｏｌｏｍｅ Ｄａｔａ￣
ｂａｓｅ (ＨＭＤＢꎬ ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｈｍｄｂ. ｃａ)、ＭＥＴＬＩＮ (ｈｔ￣
ｔｐ: / / ｍｅｔｌｉｎ. ｓｃｒｉｐｐｓ. ｅｄｕ )、 Ｍａｓｓｂａｎｋ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ.
ｍａｓｓｂａｎｋ. ｊｐ / )、 ＬｉｐｉｄＭａｐｓ ( ｈｔｔｐ: / / ｗｗｗ. ｌｉｐｉｄｍａｐｓ.
ｏｒｇ)、ｍｚＣｌｏｕｎｄ (ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ.ｍｚｃｌｏｕｄ. ｏｒｇ)数据库ꎮ
代谢物的鉴定结果显示ꎬ在正离子模式下存在 １７

９０６ 个峰ꎬ其中 １５ ７８８ 个峰对应无法定性的物质ꎬ从
二级谱图(ＭＳ２)中鉴定到 ４１３ 个已知代谢物ꎬ从一

级谱图(ＭＳ１)中鉴定到１ ７０５个已知代谢物ꎮ 在负

离子模式下存在１５ ０３５个峰ꎬ其中１３ ９４６个峰对应

无法定性的物质ꎬ从二级谱图、一级谱图中分别鉴定

出 １９４ 个、８９５ 个已知代谢物ꎮ
２.２　 代谢物的多元统计分析

研究结果表明ꎬ在正离子模式下ꎬ第一主成分

(ＰＣ１)的方差贡献率为 ６５􀆰 ４％ꎬ第二主成分(ＰＣ２)
的方差贡献率为 １１􀆰 ７％ꎬ共解释了 ７７􀆰 １％的原始变

量信息(图 １Ａ)ꎮ 在负离子模式下ꎬ前 ２ 个主成分共

解释了 ７７􀆰 ７％的原始变量( ＰＣ１ 的方差贡献率为

６５􀆰 ７％ꎬＰＣ２ 的方差贡献率为 １２􀆰 ０％) (图 １Ｂ)ꎮ 由

图 １Ａ(正离子模式)、图 １Ｂ(负离子模式)可以看

出ꎬ黑树莓 １ 和黑树莓 ２ 间的代谢物差异较小ꎬ黑树

莓 ３ 与黑树莓 １、黑树莓 ２ 间存在轻微的分散ꎬ而黑

莓组的 ３ 个生物学重复间的代谢物差异较小ꎮ 总体

可见ꎬ不同组间的代谢物基本能够得到区分ꎬ组内代

谢物的差异小于组间差异ꎮ

Ｂｌａｃｋ:黑树莓ꎻＢｂ￣ｒｉｐｅ:黑莓ꎮ
图 １　 正(Ａ)、负(Ｂ)离子模式下黑树莓、黑莓样品的主成分分析(ＰＣＡ)得分

Ｆｉｇ.１　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ (ＰＣＡ) ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｒａｓｐｂｅｒｒｙ ａｎｄ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ ｓａｍｐｌｅｓ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ (Ａ) ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ (Ｂ) ｉｏｎ ｍｏｄｅｓ

　 　 ＰＬＳ￣ＤＡ 可以使组间区分效果最优化ꎬ有利于

寻找差异代谢物ꎮ 本研究发现ꎬ在正离子模式下ꎬ黑
树莓、黑莓果实代谢物符合 Ｒ２ Ｘ ＝ ０􀆰 ８５３ꎬＲ２ Ｙ ＝ １ꎬ
Ｑ２Ｙ＝ ０􀆰 ９９８(Ｒ２Ｘ、Ｒ２Ｙ 分别表示所建模型对 Ｘ、Ｙ 矩

阵的解释率ꎬＱ２表示模型的预测能力) (图 ２Ａ)ꎻ在
负离子模式下ꎬ符合 Ｒ２Ｘ＝ ０􀆰 ８２７ꎬＲ２Ｙ＝ ０􀆰 ９９９ꎬＱ２Ｙ＝
０􀆰 ９９２(图 ２Ｂ)ꎬ这 ３ 个模型的值均大于 ０􀆰 ８ꎬ符合我

们对试验数据模型的预期ꎬ说明本研究建立的 ＰＬＳ￣
ＤＡ 模型参数合理且稳定ꎬ可用于后续代谢物的相

关性分析ꎮ 黑树莓在图 ２ 的置信区左侧ꎬ而黑莓在

图 ２ 的置信区右侧ꎬ说明该 ＰＬＳ￣ＤＡ 模型能够有效

区分这 ２ 种悬钩子属小浆果品种ꎮ
　 　 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 结合了正交信号矫正(ＯＳＣ)、ＰＬＳ￣ＤＡ ２
个方法ꎬ通过 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 建模分析同样得出ꎬ黑树莓在

置信区左侧ꎬ而黑莓在置信区右侧(图 ３Ａ、图 ３Ｄ)ꎬ与
ＰＬＳ￣ＤＡ 模型的分析结果类似ꎮ 黑树莓、黑莓的 ＯＰＬＳ￣
ＤＡ 模型有 ２ 个主成分ꎬ在正离子模式下ꎬＲ２Ｘ＝０􀆰 ８５３ꎬ
Ｒ２Ｙ＝ １􀆰 ０００ꎬＱ２ Ｙ ＝ ０􀆰 ９９７(图 ３Ａ)ꎻ在负离子模式下ꎬ
Ｒ２Ｘ＝０􀆰 ８２７ꎬＲ２Ｙ＝０􀆰 ９９９ꎬＱ２Ｙ＝０􀆰 ９９４(图 ３Ｄ)ꎬ这 ３ 个模

型的值均大于 ０􀆰 ６ꎬ说明建立的 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 模型能够有
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效显示黑树莓、黑莓的代谢产物的差异ꎮ 通过置换验

证 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 模型ꎬ得出 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 模型的可靠性较高

(图 ３Ｂ、图 ３Ｅ)ꎮ 此外ꎬ载荷图有助于找出对黑莓和黑

树莓果实组间代谢物模式变化贡献最大的代谢物ꎬ在
横坐标方向上远离原点的变量对区分这 ２ 组样本的贡

献最大(图 ３ Ｃ、图 ３Ｆ)ꎮ

Ｂｌａｃｋ:黑树莓ꎻＢｂ￣ｒｉｐｅ:黑莓ꎻｔ１:主成分 １ 的得分ꎻｔ２:主成分 ２ 的得分ꎮ 椭圆形区域内为置信区ꎮ
图 ２　 正(Ａ)、负(Ｂ)离子模式下黑树莓、黑莓的偏最小二乘判别分析(ＰＬＳ￣ＤＡ)得分

Ｆｉｇ.２　 Ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ￣ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ (ＰＬＳ￣ＤＡ) ｓｃｏｒｅｓ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｒａｓｐｂｅｒｒｙ ａｎｄ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ (Ａ) ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ (Ｂ)
ｉｏｎ ｍｏｄｅｓ

Ａ、Ｄ 分别为正、负离子模式下黑莓、黑树莓的 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 得分ꎬＢ、Ｅ 分别为正、负离子模式下黑莓、黑树莓的置换检验结果ꎬＣ、Ｆ 分别为正、负

离子模式下黑莓、黑树莓的载荷ꎬ其中编号表示代谢物编号ꎮ ｔ１:主成分得分ꎻｔｏ１:正交成分ꎻｐＲ２Ｙ、ｐＱ２ 分别是对 Ｒ２Ｙ、Ｑ２ 进行置换验证得到

的值ꎻｐＯｒｔｈｏ１ 为 ＯＰＬＳ￣ＤＡ 的 ｔ１ 得分ꎻＴ:置换值ꎮ
图 ３　 黑树莓、黑莓的正交偏最小二乘判别分析(ＯＰＬＳ￣ＤＡ)得分、置换检验结果和载荷

Ｆｉｇ.３　 Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ (ＯＰＬＳ￣ＤＡ) ｓｃｏｒｅꎬ ｄｉｓｐｌａｃｅｍｅｎｔ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｌｏａｄｉｎｇｓ ｐｌｏｔｓ ｏｆ ｂｌａｃｋ ｒａｓｐｂｅｒｒｙ
ａｎｄ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ
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２.３　 差异代谢物的筛选和聚类

由于代谢组数据具有多维且某些变量间呈高度

相关的特点ꎬ代谢物的筛选过程往往比转录组中差

异表达基因的分析更加复杂ꎮ 基于此ꎬ我们结合单

变量、多变量多元统计方法挖掘差异代谢物ꎬ对黑

莓、黑树莓成熟果实中的差异代谢物进行数据的 Ｚ￣
ｃｏｒｅ 标准化ꎬ然后进行聚类分析ꎮ 由图 ４ 可以看出ꎬ
在正离子模式下ꎬ与黑莓相比ꎬ黑树莓有 ７９０ 个代谢

物的表达量上调ꎬ４９８ 个代谢物的表达量下调ꎬ共有

１ ２８８ 个差异代谢物ꎻ在负离子模式下共有 ９７１ 个差

异代谢物(与黑莓相比ꎬ黑树莓有 ４３０ 个代谢物的

表达量上调ꎬ有 ５４１ 个代谢物的表达量下调)ꎮ 由

此可见ꎬ不同悬钩子属品种间存在不同的初生、次生

代谢产物积累差异ꎮ
２.４　 差异代谢物通路分析

通过 ＫＥＧＧ 数据平台对黑莓、黑树莓果实的差异

代谢物进行代谢通路的差异富集分析ꎬ发现这些差异

代谢物在 ８４ 个 ＫＥＧＧ 通路中均有富集ꎬ笔者对所有差

异代谢物中富集程度排名前 ２０ 的代谢通路进行分析ꎬ
发现在排名前 １２ 的富集通路中ꎬ每条路径均存在 １０ 个

以上的差异代谢物ꎮ 除了 ２１ 个差异代谢物富集在

ＡＢＣ 转运蛋白质(ｋｏ０２０１０ꎬ ＡＢＣ ｔｒａｎｓｐｏｒｔｅｒｓ)通路[属
于环境信号处理类别(Ｅｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏ￣
ｃｅｓｓｉｎｇ ｃｌａｓｓ)]、１３ 个差异代谢物富集在氨酰￣ＲＮＡ 合

成(ｋｏ００９７０ꎬ Ａｍｉｎｏａｃｙｌ￣ｔＲＮＡ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ)通路[属于

遗传信号处理类别 (Ｇｅｎｅｔｉｃ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
ｃｌａｓｓ)]外ꎬ其余 １８ 个显著富集差异代谢物的通路均属

于代谢物质类别(Ｍｅｔａｂｏｌｉｓｍ ｃｌａｓｓ)(图 ５)ꎮ 进一步分

析发现ꎬ代谢通路(Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ)是差异表达代

谢物富集数量最多的ꎬ有 １０４ 个差异表达代谢物ꎬ其次

是次生代谢物的生物合成(Ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ)通路ꎬ有 ６５ 个差异表达代谢物ꎮ 有趣的

是ꎬ黄酮和黄酮醇生物合成(Ｆｌａｖｏｎｅ ａｎｄ ｆｌａｖｏｎｏｌ ｂｉｏ￣
ｓｙｎｔｈｅｓｉｓ)通路也是主要差异代谢物富集的代谢途径之

一ꎬ包含 １１ 个主要的差异表达代谢物ꎬ以黑莓果实为

对照组ꎬ黑树莓果实中有 ５ 个代谢物的表达量下调ꎬ６
个代谢物的表达量上调ꎮ 此外ꎬ在花色苷合成(Ａｎｔｈｏ￣
ｃｙａｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ)通路中ꎬ与成熟黑莓果实相比ꎬ香豆

素(Ｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ)、香豆素 ３￣(６￣ｐ￣咖啡酰基)￣葡萄糖苷

[Ｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ ３￣(６￣ｐ￣ｃａｆｆｅｏｙｌ)￣ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ]、紫草苷￣５￣葡
萄糖苷￣３￣琥珀酸脂(Ｐｅｌａｒｏｎｉｄｉｎ￣５￣ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ￣３￣ｓａｍｂｕｂｉ￣
ｏｓｉｄｅ)、矢车菊素￣３￣芸香糖苷(Ｃｙａｎｉｄｉｎ￣３￣ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅ)、
矢车菊素￣３￣琥珀酸脂(Ｃｙａｎｉｄｉｎ￣３￣ｓａｍｂｕｂｉｏｓｉｄｅ)、花青

苷(Ｃｙａｎｉｎ)这 ６ 个差异代谢物的表达量下调ꎬ而矢车

菊素￣３￣Ｏ￣葡萄糖苷(Ｃｈｒｙｓａｎｔｈｅｍｉｎ)代谢物的表达量上

调ꎮ 在异黄酮合成(Ｉｓｏｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ)通路中ꎬ
与黑树莓果实相比ꎬ黑莓果实中(Ｓ)￣柚皮素(Ｎａｒｉｎｇｅ￣
ｎｉｎｅ)相对表达量增加了 ２.７ 倍ꎮ

Ａ:正离子模式ꎻＢ:负离子模式ꎮ Ｂｌａｃｋ:黑树莓ꎻＢｂ￣ｒｉｐｅ:黑莓ꎮ
图 ４　 黑树莓、黑莓间的差异代谢物热点图

Ｆｉｇ.４　 Ｈｏｔ ｍａｐ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂｌａｃｋ ｒａｓｐｂｅｒｒｙ ａｎｄ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ
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图 ５　 黑莓、黑树莓差异代谢物的 ＫＥＧＧ 富集分析(排名前 ２０)
Ｆｉｇ.５　 ＫＥＧＧ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｌｙ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｂｌａｃｋｂｅｒｒｙ ａｎｄ ｂｌａｃｋ ｒａｓｐｂｅｒｒｙ

３　 讨论与结论

代谢组学是近年来发展较为迅速的一门组学ꎬ
代谢组被认为是连接基因组和表型的桥梁ꎬ可为解

析动植物的代谢途径和分子生化机制提供新的思

路[１７￣１９]ꎮ 由于化学结构与功能上的差异ꎬ代谢物主

要分为初生代谢物和次生代谢物ꎮ 研究发现ꎬ大多

数初生代谢物是植物产量、品质变化的基础ꎬ亦是植

物生长发育所必需的物质[１９]ꎮ 次生代谢物虽然不

是植物生命活动所必需的物质ꎬ但当植物遭受外界

逆境胁迫和病虫危害时ꎬ次生代谢物对维持植物体

内物质的动态平衡具有至关重要的作用[１９]ꎮ 不同

物种间的次生代谢物的结构、丰度存在着较大差异ꎬ
不同组织间次生代谢物的含量、富集程度也存在显

著差异[２０]ꎮ
悬钩子类果树因其果实中含有丰富的类黄酮、

花色苷等多酚类物质而闻名ꎬ具有较高的营养保健

和药用价值[２ꎬ ４ꎬ ２１￣２４]ꎮ 前人对黑莓、黑树莓的研究

多集中在不同营养物质的积累模式或不同处理下代

谢物的变化方面[１４]ꎬ大多数研究仅对单一的物质进

行研究ꎬ未有关于果实整体代谢水平的系统研究ꎮ
基于此ꎬ本研究重点对黑树莓、黑莓成熟果实进行全

面的代谢图谱分析ꎬ结果发现ꎬ在正离子模式下共有

１ ２８８ 个差异代谢物ꎬ在负离子模式下共有 ９７１ 个差

异代谢物ꎮ 由此可见ꎬ黑莓、黑树莓成熟果实中的代

谢物存在较大差异ꎮ
ＰＣＡ 和热点聚类分析是用来评价生物学重复

性是否可靠的方法[２５]ꎮ 本研究得出ꎬ黑树莓、黑莓

组内的重复样本最先聚为一类ꎬ说明样本的重复性

较好ꎬ数据分析结果可靠ꎮ 有研究发现ꎬＫＥＧＧ 代谢

通路的富集分析结果可为植物代谢过程中复杂的生

物活动研究提供有效的参考信息[２６]ꎮ 本研究通过
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对黑莓、黑树莓的差异代谢物进行 ＫＥＧＧ 代谢通路

差异富集分析ꎬ得出 ８４ 个 ＫＥＧＧ 通路均有富集ꎬ可
能与果实成熟发育过程中代谢物不断积累有关ꎬ且
前 １２ 个富集通路的每条路径均存在 １０ 个以上的差

异代谢物ꎮ 有趣的是ꎬ差异代谢物富集数量最多

(１０４ 个)的是代谢通路ꎬ其次为次生代谢物(６５ 个)
的生物合成通路ꎮ 可能由于初生代谢物的不断积

累ꎬ为次生代谢物的合成和积累提供了物质和能量ꎬ
使得次生代谢物合成通路中的代谢物大量富集ꎮ

黑树莓、黑莓果实均为提取天然花色苷类色素

的原材料[２７￣３１]ꎮ 本研究发现ꎬ香豆素、香豆素 ３￣(６￣
ｐ￣咖啡酰基)￣葡萄糖苷、紫草苷￣５￣葡萄糖苷￣３￣琥珀

酸脂、矢车菊素￣３￣芸香糖苷、矢车菊素￣３￣琥珀酸脂、
花青苷等 ６ 个代谢物在成熟黑莓果实中的含量显著

高于成熟黑树莓果实ꎬ今后若要大量提取这 ６ 种代

谢物ꎬ应该选择成熟的黑莓果实ꎮ 矢车菊素￣３￣Ｏ￣葡
萄糖苷在黑树莓成熟果实中含量较高ꎬ在提取该成

分时可优先考虑采用黑树莓ꎮ 综上ꎬ本研究揭示的

差异代谢物为今后高效利用悬钩子属果实中某一化

学组分或营养成分如何优先选择含量较高的品种提

供了现实依据ꎬ同时为今后高效利用黄酮、花色苷等

次生代谢物提供了理论基础ꎮ
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