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摘 要：黄芪（Astragalus membranaceus）是一种传统的道地药材，药用历史悠久，分布范围广，不同产地黄芪的药

材品质和疗效相差甚远，次生代谢物的类型和含量是决定药材品质的物质基础。为了研究不同产地黄芪次级代

谢物的差异，为解析黄芪品质形成提供重要依据，同时为优质黄芪的选育奠定基础，试验对来自山西浑源（S2-
7）、山西五台（S2-9）、甘肃和政药园（S2-10）的 3 种蒙古黄芪根进行基于 LC-MS/MS 的非靶向代谢组学测定，利

用主成分分析（PCA）和正交偏最小二乘法判别分析（OPLS-DA）方法进行差异代谢物筛选，并通过 KEGG 数据

库进行通路富集分析。结果显示，共鉴定出 674 种代谢产物，分为 29 类，主要包括萜类物质、黄酮类物质、苯丙素

类物质和生物碱类物质。依据 P<0.05、变量投影重要度（VIP）>1 筛选差异代谢物，甘肃黄芪（S2-10）与山西黄

芪组（S2-7、S2-9）间筛选出 81 种差异代谢物；山西五台（S2-9）和浑源（S2-7）2 个产地黄芪间筛选出 67 种差异代

谢物；这些代谢物在含量上存在显著差异。对通路进行富集分析可知，甘肃黄芪与山西黄芪组富集到 3 条差异显

著的代谢通路：异喹啉生物碱生物合成、吲哚生物碱生物合成以及烟酸盐和烟酰胺代谢通路。综上可见，不同产

地黄芪次级代谢物的类型和含量存在一定差异。

关 键 词 ：蒙古黄芪；不同产地；LC-MS/MS；PCA；OPLS-DA；非靶向代谢组学；差异代谢物

中 图 分 类 号 ：R284　   文 献 标 识 码 ：A　   文 章 编 号 ：1002‒2481（2024）01‒0043‒12

Non-Targeted Metabolomics Analysis of Astragalus membranaceus
 var. Mongholicus from Different Origins

SONG Shijuan1，LEI Zhenhong2，GUO Xu1，WANG Yuanyuan1，YAN Xiang1，

NIU Jingping1，ZHAO Chengping1，3，LIANG Jianping1，3

（1.College of Life Sciences，Shanxi Agricultural University，Taigu 030801，China；2.Shanxi Zhendong Pharmaceutical 

Co.， Ltd，Changzhi 047000，China；3.Shanxi Key Lab for Modernization of TCVM，Taigu 030801，China）

Abstract：Astragalus membranaceus is a traditional genuine medicinal herb with a long history of medicinal use and a wide 
range of distribution. The quality and therapeutic efficacy of Astragalus membranaceus from different places of origin vary 
greatly, and the type and content of secondary metabolites are the material basis for determining the quality of the medicinal herb. 
To study the differences in secondary metabolites of Astragalus membranaceus from different origins, provided an important 
basis for analyzing the quality formation of Astragalus membranaceus and lay a foundation for the selection and breeding of high-
quality Astragalus membranaceus, the experiment was conducted on three Astragalus membranaceus var. mongholicus roots 
from Hunyuan, Shanxi(S2-7), Wutai, Shanxi(S2-9), and Hezheng Pharmaceutical Garden, Gansu(S2-10) by LC-MS/MS-
based non-targeted metabolomics, and the methods of Principal Component Analysis(PCA) and Orthogonal Partial Least 
Squares Discriminant Analysis(OPLS-DA) were utilized for differential metabolite screening and pathway enrichment analysis 
was proceeded by KEGG database. The results showed thant a total of 674 metabolites were identified and classified into 29 
categories, mainly including terpenoids, flavonoids, phenylpropanoids, and alkaloids. Based on the screening of differential 
metabolites with P < 0.05 and Variable Importance of Projection(VIP) >1, 81 differential metabolites were screened between 
Astragalus membranaceus from Gansu(S2-10) and Astragalus membranaceus from Shanxi(S2-7, S2-9), and 67 differential 
metabolites were screened between Astragalus membranaceus from two origins of Shanxi, Wutai(S2-9) and Hunyuan(S2-7); 
there was a significant difference of these metabolites in terms of their contents. Enrichment analysis of the pathways showed that 
three metabolic pathways with significant differences(P < 0.05) were enriched in the groups of Astragalus membranaceus from 

doidoi:10.3969/j.issn.1002-2481.2024.01.06

收 稿 日 期 ：2023-03-08
基 金 项 目 ：山西农谷建设科研专项（SXNGJSKYZX201905）；山西省现代农业中药材产业技术体系建设专项（2024 年）；山西省基础研究计

划项目（20210302124371）；2022 年恒山黄芪产业研究院项目（XDHZHQY2022-04）
作 者 简 介 ：宋诗娟（1997-），女，安徽淮南人，在读硕士，研究方向：药用植物遗传育种。

通 信 作 者 ：梁建萍（1966-），女，山西汾阳人，教授，博士生导师，主要从事中药材生态种植与分子育种研究工作。

··43



山西农业科学  2024 年第  52 卷第  1 期

Gansu and Astragalus membranaceus from Shanxi: isoquinoline alkaloid biosynthesis, indole alkaloid biosynthesis, and nicotinic 
acid salt and nicotinamide metabolic pathways. In conclusion, the types and contents of secondary metabolites of Astragalus 
membranaceus differed from different origins.

Key words：Astragalus membranaceus var. mongholicus; different origins; LC-MS/MS; PCA; OPLS-DA; non-targeted 
metabolomics; differential metabolites

黄芪是传统的大宗中药材，为豆科植物蒙古黄

芪（Astragalus membranaceus（Fisch.）Bge. var. mon⁃
gholicus（Bge.）Hsiao）或膜荚黄芪（A. membranaceus
（Fisch.）Bge.）的干燥根，最早记载于《神农本草

经》[1]。黄芪为多年生草本植物 [2]，从幼苗到收获周

期为 2~5 a，分布范围广，主要生长在我国山西、内

蒙古、甘肃、陕西、宁夏等省份，具有丰富的遗传多

样性 [3-4]。迄今为止，已从黄芪中鉴定出多种代谢

物，包括皂苷、类黄酮、多糖和氨基酸等，其主要生

物活性成分为黄酮、皂苷和多糖 [2]。更重要的是，黄

芪具有止汗、抗利尿、抗肿瘤、抗氧化和抗炎等作

用 [5-9]，黄芪在中成药、保健品、化妆品等领域倍受青

睐，而其代谢成分是黄芪药材品质形成的重要物质

基础，因此，开展黄芪代谢组学研究，对于黄芪种质

资源鉴定、品质评价、新品种选育、代谢成分体外合

成机制极为重要 [10]。

代谢组学分析是一种基于高通量技术对整个

生物体内小分子代谢物进行研究的方法，能够检测

生物体代谢物并筛选出显著差异代谢物，在此基础

上研究相应的代谢通路及其变化机制 [11]。近年来

代谢组学技术被广泛应用于中药材质量控制与品

质评价、植物分类、资源鉴定、亲缘关系评估以及代

谢调控网络等领域 [10]。其中非靶向代谢组学主要

通过寻找试验组和对照组之间的差异代谢产物以

及分析代谢途径与表型之间的关系，从整体反映代

谢物的变化，提供更广泛的代谢物覆盖，实现不同

样品间代谢特征的比较，有利于发现新的代谢通

路 [12-14]。WU 等 [2]基于 UPLC-Q-Orbitrap 方法对蒙

古黄芪进行综合转录组和代谢组学分析，共检测到

5 435 种代谢物，阐明苯丙素生物合成、类黄酮生物

合成和异黄酮生物合成的完整途径，发现了新的类

黄酮衍生物，并推断出它们在黄芪中可能的合成途

径。WANG 等 [15]利用 UHPLC-ESI-Q-TOF-MS/
MS 方法，对蒙古黄芪和膜荚黄芪进行了化学鉴别，

共检测到 53 种差异代谢物，初步推断膜荚黄芪比

蒙古黄芪有更强的药理活性。牛媛婧等 [16]通过非

靶向代谢组学方法分析不同产地党参之间的差异，

筛选得到 72 种差异代谢物，主要代谢通路为苯丙

素生物合成。孟益德等 [10]利用 UPLC-QTOF/MS

方法对不同产地杜仲雄花进行了非靶向代谢组学

分析，共筛选出 45 个显著差异代谢物，主要参与氨

酰基 tRNA 生物合成、类黄酮生物合成、黄酮和黄

酮醇生物合成以及 ABC 转运蛋白等代谢途径。但

是运用非靶向代谢组学方法分析不同产地黄芪中

代谢物的差异尚未见报道。

本研究基于实验室前期对来源于 8 个省份的

80 份不同蒙古黄芪种质资源的聚类分析 [17]，选择分

属 2 个亚群遗传背景差异较大的 3 个种质为试验材

料，分别为来自甘肃政药园的 S2-10、来自山西五

台的 S2-9 与来自山西浑源的 S2-7，采用 LC-MS/
MS 系统组合型四极杆 Orbitrap 质谱技术，结合多

元变量模式识别分析，检索常规数据库及测定公司

自建的中药材数据库，从代谢组学的角度探讨不同

产地蒙古黄芪有效成分积累的差异，旨在为挖掘和

选育高品质黄芪资源奠定基础。

1　  材料和方法

1.1　试验材料与仪器

供试材料为 3 种位于 2 个亚群 [17]的不同产地蒙

古黄芪，于 2018 年采自山西和甘肃，分别记为 S2-7
（山西省浑源县）、S2-9（山西省五台县）、S2-10（甘

肃省和政药用植物园）。2019 年 5 月采用种子直播

种植于汾阳市山西农业大学经济作物研究所黄芪

种质资源圃（111°47′42.13″E，37°14′55.90″N）内，

2020 年 11 月选取长势一致的健康黄芪植株，每个

产地 3 次重复，剪掉地上茎叶，清理根部表面泥土

后带回实验室，测量基本生物量后烘干备用。

试验仪器包括：1290 UPHLC超高效液相（Ameri⁃
can Agilent），Q Exactive Focus 高分辨质谱（Ameri⁃
can Thermo Fisher Scientific），Heraeus Fresco17 离

心机（American Thermo Fisher Scientific），BSA124
S-CW 电子天平（Germany Sartoriu），JXFSTPRP-
24 研磨仪（上海净信科技有限公司），色谱柱：

ACQUITY UPLC BEH C18（American Waters），

明澈 D24 UV 纯水仪（Merck Millipore），YM-080S
超声仪（深圳方奥微电子有限公司），乙腈、甲酸、甲

醇（色谱纯，CNW Technologies，Germany），L-2-氯
苯丙氨酸（分析纯，上海恒柏生物科技有限公司）。
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1.2　试验方法

1.2.1　代谢物提取　将 3 个产地的黄芪根样品进

行研磨（60 Hz，1 min）；称取 100 mg 样本，加 2 个小

钢珠，加入 500 μL 提取液（甲醇∶水=4∶1）；涡旋

30 s 后 45 Hz/240 s 研磨，冰水浴超声 1 h；-40 ℃静

置 1 h 后将样本 4 ℃，12 000 r/min（离心力 13 800×
g，半径 8.6 cm）离心 15 min；取出上清过 0.22 μm 滤

膜至进样瓶中上机检测；所有样本取 30 μL 上清混

合成 QC 样本上机。

1.2.2　色谱条件　采用 Waters 的 UPLC BEH C18
色谱柱（100 mm×2.1 mm，1.7 µm），柱温 45 ℃，流

速 0.4 mL/min，进样体积为 5 μL。流动相 A 是水

（含 0.1% 甲酸），B 是乙腈（含 0.1% 甲酸），梯度洗

脱条件为 0~3.5 min，95%~85%A；3.5~6.0 min，
85%~70%A；6.0~6.5 min，70%~70%A；6.5~
12.0 min，70%~30%A；12.0~12.5 min，30%~
30%A；12.5~18.0 min，30%~0%A；18.0~25.0 min，
0%~0%A；25.0~26.0 min，0%~95%A；26.0~
30.0 min，95%~95%A。

1.2.3　质谱条件　利用 Q Exactive Focus 质谱仪，

在控制软件（Xcalibur，Thermo Fisher Scientific）控

制 下 ，采 用 FullScan-ddMS2 功 能 进 行 一 级 和 二

级质谱数据的采集。详细参数如下：鞘气流量为

45 L/min；辅助气体流量为 15 L/min；毛细管温度

为 400 ℃；总质谱分辨率为 70 000；二级质谱分辨率

为 17 500；碰撞能量为 15 eV/30 eV/45 eV（负离子

模式），喷淋电压为 4.0 kV（正离子）或-3.6 kV（负

离子）。

1.3　数据处理

将质谱原始数据导入 XCMS 软件，进行保留

时间校正、峰鉴定、峰提取、峰积分、峰对齐等，采用

派森诺公司自建中药数据库及相应匹配方法对含

有二级质谱数据的峰进行鉴定。采用主成分分析

（PCA）和正交偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）

等多元统计分析来区分组间代谢的总体差异，筛选

差异代谢物。利用 MetaboAnalyst 软件依据 KEGG
数据库对差异代谢物进行途径富集分析，以获得代

谢途径富集结果，利用 Matlab 绘制火柴杆图。

2　  结果与分析

2.1　不同产地黄芪的非靶向代谢组学分析

依据来源，将 S2-7 和 S2-9 分为山西省黄芪资

源（SXZY）组，S2-10 为甘肃省黄芪资源组。为深

入了解不同产地黄芪之间药用品质的差异，对 3 种

不同产地黄芪进行了 LC-MS/MS 非靶向代谢组学

测定，得到总离子流图（图 1）。如图 1 所示，正负离

子模式下的 TIC 重叠度均较高，所检测到物质峰都

比较丰富，且 3 种不同种质黄芪总离子流图变化趋

势存在差异，如保留时间在 4~12 min，不同种质出

现的峰对应的物质种类和相对含量明显不同，此研

究结果为后续统计学分析差异性代谢物奠定基础。

LC-MS/MS 原始数据预处理后，采用测定公司自

建中药数据库进行检索匹配，共检测出 674 种代谢

物，分为 29 类，其中，萜类物质最多，为 199 种；黄酮

类物质位居第 2，有 119 种；苯丙素类物质位居第 3，
有 61 种（表 1）。

表 1 黄芪中注释代谢物的分类
Tab.1 Classification of annotated metabolites in Astragalus membranaceus

类别　Cayegory

萜类　Terpenoids
黄酮类　Flavonoids
苯丙素类　Phenylpropanoids
生物碱　Alkaloids
酚类　Phenols
有机酸及其衍生物　Organic acids and derivatives
氨基酸及其衍生物　Amino acid and derivatives
脂肪酰　Fatty acyls
脂肪酸类　Fatty acids
酚酸类　Phenolic acids
糖类及其衍生物　Carbohydrates and derivatives
香豆素及其衍生物　Coumarins and derivatives
木脂素类　Lignans
醌类　Quinones

数量/种
Counts

199
119
61
59
46
27
20
13
13
9
7
5
5
5

类别　Cayegory

糖类多酮类　Phenylpropanoids and polyketides
查尔酮类　Chalcones
异戊烯醇脂类　Prenol lipids
氧杂蒽酮　Xanthones
酯类　Ester
酰胺类　Amides
蒽醌类　Anthraquinones
苯及其取代衍生物　Benzene and substituted derivatives
羧酸及其衍生物　Carboxylic acids and derivatives
氰苷类　Cyanide glycosides
羟基酸及其衍生物　Hydroxy acids and derivatives
神经递质类　Neurotransmitters
吡喃类　Pyran
其他　Other

数量/种
Counts

4
3
3
2
2
1
1
1
1
1
1
1
1

64
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2.2　不同产地黄芪的代谢物判别分析

为理清 S2-7、S2-9 和 S2-10 之间化学成分的

不同，采用多元统计法对其代谢物进行分析。首先

利用 SIMCA 软件将处理后的质谱数据进行 PCA

分析，观察各样本间的总体分布和整个分析过程的

稳定性，得到 3 种不同产地黄芪的 PCA 得分图（图

2）。由图 2 可知，3 种不同产地黄芪的数据点在得

分图上可以明显区分，S2-10 位于第 1、4 象限，S2-7

图 1　不同产地黄芪的总离子流
Fig.1　Total ion chromatogram （TIC）  of Astragalus membranaceus from different origins
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位于第 3 象限，S2-9 位于第 2 象限，表明 3 种不同产

地黄芪样品中的代谢物存在明显差异。

将 3 种不同产地黄芪分为 3 组 S2-9 vs S2-7、

S2-10 vs S2-7、S2-10 vs S2-9；同时，将甘肃省黄

芪与山西省黄芪进行比较，分为 S2-10 vs SXZY
组。采用 OPLS-DA 进一步对 S2-9 vs S2-7、S2-
10 vs S2-7、S2-10 vs S2-9 和 S2-10 vs SXZY 4 组

数据进行分析，由图 3-A-D 可知，4 组样品分布在

置信区间的左右两侧，判别效果明显，显示了 4组数

据之间的显著差异。对 4 组模型进行置换验证，由

图 3-E-G 可知，置换检验随机模型的 Q2 值均小于

原模型的 Q2 值，图 3-H 的置换检验随机模型的 Q2

值不小于原模型的 Q2值，但与纵轴负半轴相交，模

型成立。综上表明，这 4 组原始模型具有良好的稳

定性，不存在过拟合现象，可用于进一步筛选差异

代谢物。

图 2　3 个不同产地黄芪的 PCA 得分
Fig.2　PCA score plot ofAstragalus membranaceus

 from three different origins

图 3　3 个不同产地黄芪的 OPLS-DA 得分图 （A~D） 和置换检验结果 （E~H）
Fig.3　OPLS-DA score plots （A-D） and displacement test results （E-H） of

 Astragalus membranaceus from three different origins
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2.3　不同产地黄芪的差异代谢物筛选与鉴别

2.3.1　甘肃与山西黄芪的差异代谢物筛选与鉴

别　采用多维分析和单维分析相结合的方法，依据

Student's t-test 的 P<0.05，且 OPLS-DA 的 VIP>
1 筛选组间差异代谢物。由图 4 可知，甘肃省黄芪

（S2-10）与山西省黄芪（SXZY）共检测到 81 种差异

代谢物，其中，43 种代谢物在 S2-10 中丰度高，38 种

代谢物在 SXZY 组中丰度高。进一步对差异代谢物

的 log2（FC）值进行排序，筛选上调和下调前 15 种

代谢物（图 5），在甘肃黄芪中上调幅度前 15 的差异

代谢物包含：萜类 4种，生物碱、黄酮类、苯丙素类均

为 2 种，三萜类、有机酸及其衍生物、氨基酸衍生物、

酚类和其他类物质均为 1 种；下调幅度前 15 的差异

代谢物有 2 种萜类，2 种氨基酸衍生物，2 种黄酮类，

苯丙素类、环烯醚萜类、糖类多酮类、糖类及其衍生

物、有机氧化合物均为 1种，以及 4种其他类物质。

A.（2S,3S,4S,5R,6R）−6−[[（3S,6aR,6bS,8aS,14bR）−4,4,6a,6b,11,11,14b−heptamethyl−8a−[（2S,3R,4S,5S,6R）−3,4,5−trihydroxy−6−（hy⁃
droxymethyl）oxan−2−yl]oxycarbonyl−1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a−tetradecahydropicen−3−yl]oxy]−3,4,5−trihydroxyoxane−2−carbox⁃
ylic acid; B.2S,6R,8aS）−6−（2−hydroxypropan−2−yl）−8a−methyl−4−methylidene−1,2,3,4a,5,6,7,8−octahydronaphthalen−2−ol; C.2−O−methyl 4a−
O− [（2S,3R,4S,5S,6R）−3,4,5− trihydroxy−6−（hydroxymethyl）oxan−2−yl]（2S,4aR,6aS,6bR,9R,10R,11S,12aR,14bS）−11−hydroxy−9−（hy⁃
droxymethyl）−2,6a,6b,9,12a−pentamethyl−10−[（2S,3R,4S,5R）−3,4,5−trihydroxyoxan−2−yl]oxy−1,3,4,5,6,6a,7,8,8a,10,11,12,13,14b−tetra⁃
decahydropicene−2,4a−dicarboxylate; D.2−methyl−3−[（2S,3R,4S,5S,6R）−3,4,5−trihydroxy−6−（hydroxymethyl）oxan−2−yl]oxypyran−4−one; E.3,
5,5−Trimethyl−4−[3−[3,4,5−trihydroxy−6−（hydroxymethyl）oxan−2−yl]oxybut−1−enyl]cyclohex−2−en−1−one; F.（2S,3R,4R,5R,6S）−2−[（2R,3R,
4S,5R,6R）−2−[2−（3,4−dihydroxyphenyl）ethoxy]−3,5−dihydroxy−6−（hydroxymethyl）oxan−4−yl]oxy−6−methyloxane−3,4,5−triol; G.（2R,3R,4R,
5R,6S）−2−[[（2R,3S,4S,5R,6S）−6−（4−ethenylphenoxy）−3,4,5−trihydroxyoxan−2−yl]methoxy]−6−methyloxane−3,4,5−triol, H.7−hydroxy−1,4a−
dimethyl−9−oxo−7−propan−2−yl−2,3,4,4b,5,6,10,10a−octahydrophenanthrene−1−carboxylic acid; I.（2R,3S,4S,5R,6R）−5−[（2S,3R,4R）−3,4−di⁃
hydroxy−4−（hydroxymethyl）oxolan−2−yl]oxy−2−（hydroxymethyl）−6−（2−phenylethoxy）oxane−3,4−diol

图 4　S2-10 vs SXZY 的聚类热图
Fig.4　S2-10 vs SXZY cluster heat map
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综上可见，S2-10与 SXZY的主要差异代谢物为

萜类、黄酮类和苯丙素类物质，其中，差异倍数最大

的代谢物为萜类物质Oleanane-2H,+1O,1COOH,
O-HexA-HexA，其差异倍数为 115 倍，这些差异代

谢物与甘肃和山西黄芪之间的药材品质差异有关。

2.3.2　五台与浑源黄芪的差异代谢物筛选与鉴

别　为阐明五台黄芪（S2-9）和浑源黄芪（S2-7）之

间的药材品质差异，同 2.3.1 对 S2-9 和 S2-7 进行组

间分析，根据 VIP 值和 P 值（VIP>1，P<0.05）筛选

到 67 种差异代谢物，其中，32 种代谢物在 S2-9 中

丰度高，35 种代谢物在 S2-7 中丰度高（图 6）。进一

步对差异代谢物的 log2（FC）值排序，列出差异倍数

前 15（上调和下调）的代谢物（图 7），S2-9 与 S2-7
相比，上调的差异代谢物有 4 种黄酮类，3 种苯丙素

类，2 种生物碱，萜类、酚酸类、异戊烯醇脂类、蒽醌

类均为 1 种，其他类物质 2 种；下调的差异代谢物有

11 种萜类，脂肪酸类、酯类、异戊烯醇脂类和其他类

物质均为 1 种。

综上可见，S2-9 的多数黄酮类、苯丙素类和生

物碱类物质高于 S2-7（1≤log2FC≤3），S2-7 的多

数萜类物质高于 S2-9（1≤-log2FC≤3），这些代谢

物的差异可能是山西五台与浑源黄芪药材品质差

*. 0.01<P<0.05，**. 0.001<P<0.01，***. P<0.001. A. 3,5,5−Trimethyl−4−[3−[3,4,5−trihydroxy−6−（hydroxymethyl）oxan−2−yl]oxybut−1−
enyl]cyclohex−2−en−1−one; B. 4−Hydroxy−3,5−dimethoxyphenyl 6−O−[（2S,3R,4R）−3,4−dihydroxy−4−（hydroxymethyl）tetrahydro−2−furanyl]−
beta−D−glucopyranoside; C.（2R,3S,4S,5R,6R）−5−[（2S,3R,4R）−3,4−dihydroxy−4−（hydroxymethyl）oxolan−2−yl]oxy−2−（hydroxymethyl）−6−
（2−phenylethoxy）oxane−3,4−diol;D.（2S,3R,4R,5R,6S）−2−[（2R,3R,4S,5R,6R）−2−[2−（3,4−dihydroxyphenyl）ethoxy]−3,5−dihydroxy−6−
（hydroxymethyl）oxan−4−yl] oxy−6−methyloxane−3,4,5−triol; E.（2S,6R,8aS）−6−（2−hydroxypropan−2−yl）−8a−methyl−4−methylidene−1,2,3,
4a,5,6,7,8−octahydronaphthalen−2−o

图 5　S2-10 vs SXZY 的火柴杆图
Fig.5　Matchstick analysis for group S2-10 vs SXZY
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异的物质基础。

A.[（1S,3aR,5R,5aR,8aR,9S,9aR）−1,5,8a−trimethyl−2,8−dioxo−3a,4,5,5a,9,9a−hexahydro−1H−azuleno[6,5−b]furan−9−yl] 2−methylpropano⁃
ate; B.（2S,3S,4S,5R,6R）−6−[[（3S,6aR,6bS,8aS,14bR）−4,4,6a,6b,11,11,14b−heptamethyl−8a−[（2S,3R,4S,5S,6R）−3,4,5-trihydroxy−6−
（hydroxymethyl）oxan−2−yl]oxycarbonyl−1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a−tetradecahydropicen−3−yl]oxy]−3,4,5−trihydroxyoxane−2−car⁃
boxylic acid; C.（2S,3S,4S,5R,6R）−6−[[（3S,6aR,6bS,8aR,9R,14bS）−14b−formyl−9−hydroxy−4,4,6a,6b,8a,11,11−heptamethyl−1,2,3,4a,5,
6,7,8,9,10,12,12a,14,14a−tetradecahydropicen−3−yl]oxy]−5−[（2S,3R,4S,5R）−4,5−dihydroxy−3−[（2S,3R,4R,5R,6S）−3,4,5−trihydroxy−6−
methyloxan−2−yl]oxyoxan−2−yl]oxy−3,4−dihydroxyoxane−2−carboxylic acid; D.2,2,6b,9,9,12a−hexamethyl-4a-[3,4,5−trihydroxy−6−（hydroxy⁃
methyl）oxan−2−yl]oxycarbonyl−10−（3,4,5−trihydroxy−6−methyloxan−2−yl）oxy-1,3,4,5,6,6a,7,8,8a,10,11,12,13,14b−tetradecahydropicene−6a
−carboxylic acid; E.[1,3−dihydroxy−1−（7−methoxy−2−oxochromen-6-yl）-3-methylbutan-2−yl]（E）−2−methylbut−2−enoate; F.2H−Cyclohepta[b]fu⁃
ran−2−one, 3,3a,4,7,8,8a-hexahydro−6−（3−hydroxybutyl）-7-methyl-3−methylene−; G.7−methoxy−6−（1,2,3−trihydroxy−3−methylbutyl）chro⁃
men−2−one; H.3−[5,7−dihydroxy−2-（4-methoxyphenyl）-4-oxo−2,3−dihydrochromen−3−yl]−5,7−dihydroxy−2−（4−methoxyphenyl）−2,3−dihydro⁃
chromen−4−one; I.（2S,3R,4S,5S,6R）-2-[3-hydroxy−5−[（Z）−2−（4−hydroxyphenyl）ethenyl]phenoxy]−6−（hydroxymethyl）oxane−3,4,5−triol

图 6　S2-9 vs S2-7 的聚类热图
Fig.6　S2-9 vs S2-7 cluster heat map
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2.4　差异代谢物通路分析

分别将 S2-10 vs SXZY 组的 81 个差异代谢物

及 S2-9 vs S2-7 组的 67 个差异代谢物在 KEGG 数

据库映射后得到的通路进行富集分析 [18]（图 8），S2-
10 vs SXZY 组共富集到 8 条通路，有 3 条差异显著

的通路（P<0.05），分别是异喹啉生物碱生物合成、

吲哚生物碱生物合成和烟酸盐和烟酰胺代谢，其差

异代谢物为多巴胺、色胺和烟酸，且都作用于植物

抗逆性与生长调节，推测与不同产地的气候条件和

土壤条件相关；S2-9 vs S2-7 组富集到 8 条通路，无

差异显著通路，说明山西省内两组黄芪种质在种源

上差异不大，可能与早期各地引种导致种质混杂有

关 [19]，综上可见，来源于不同省份的黄芪亲缘关系

较远。

*. 0.01<  P <0.05，**. 0.001<  P <0.01，***. P<0.001. A.Soyasapogenol E base + O−HexA−Hex−dHe; B.（2S,3S,4S,5R,6R）−6−[[（3S,6aR,
6bS,8aS,14bR）−4,4,6a,6b,11,11,14b−heptamethyl−8a−[（2S,3R,4S,5S,6R）−3,4,5−trihydroxy−6−（hydroxymethyl）oxan−2−yl]oxycarbonyl−
1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a−tetradecahydropicen−3−yl]oxy]−3,4,5−trihydroxyoxane−2−carboxylic acid; C.2,2,6b,9,9,12a−hexa⁃
methyl−4a−[3,4,5−trihydroxy−6−（hydroxymethyl）oxan−2−yl]oxycarbonyl−10−（3,4,5−trihydroxy−6−methyloxan−2−yl）oxy−1,3,4,5,6,6a,7,8,
8a,10,11,12,13,14b−tetradecahydropicene−6a−carboxylic acid;D.[（1S,3aR,5R,5aR,8aR,9S,9aR）−1,5,8a−trimethyl−2,8−dioxo−3a,4,5,5a,9,
9a−hexahydro−1H−azuleno[6,5−b]furan−9−yl] 2−methylpropanoate; E.（2S,3S,4S,5R,6R）−6−[[（3S,6aR,6bS,8aR,9R,14bS）−14b−formyl−9−
hydroxy−4,4,6a,6b,8a,11,11−heptamethyl−1,2,3,4a,5,6,7,8,9,10,12,12a,14,14a−tetradecahydropicen−3−yl]oxy]−5−[（2S,3R,4S,5R）−4,5
−dihydroxy−3−[（2S,3R,4R,5R,6S）−3,4,5−trihydroxy−6−methyloxan−2−yl]oxyoxan−2−yl]oxy−3,4−dihydroxyoxane−2−carboxylic acid; F.7−me⁃
thoxy−6−（1,2,3−trihydroxy−3−methylbutyl）chromen−2−one; G.3−[5,7−dihydroxy−2−（4−methoxyphenyl）−4−oxo−2,3−dihydrochromen−3−yl]−
5,7−dihydroxy−2−（4−methoxyphenyl）−2,3−dihydrochromen−4−one; H.[1,3−dihydroxy−1−（7−methoxy−2−oxochromen−6−yl）−3−methylbutan−2
−yl]（E）−2−methylbut−2−enoate

图 7　S2-9 vs S2-7 的火柴杆图
Fig.7　Matchstick analysis for group S2-9 vs S2-7
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3　  结论与讨论

本研究基于液相色谱-串联质谱技术对 3 种不

同产地黄芪进行了非靶向代谢组学分析，共检测出

674 种代谢物，分为 29 类，3 个产地的黄芪均含有较

多的萜类、黄酮类和苯丙素类化合物。随后对质谱

数据进行 PCA 分析，发现 3 个种质可以明显区分，

由于 PCA 是一种无监督的分析方法，环境和系统

误差都会对结果造成影响。为排除因试验无关的

某些因素引起的代谢变化，同时理清不同种质两两

之间的对比，将 3 个种质分为 4 组，进行可以过滤掉

代谢物中与分类变量不相关的正交变量，并对非正

交变量和正交变量分别分析的 OPLS-DA 分析 [21]，

4 组数据皆区分明显，且数据稳定。综合 2 种分析

方法表明，不同产地黄芪的代谢物在类型和含量上

具有一定的差异。

甘肃黄芪（S2-10）与山西黄芪（S2-9、S2-7）组

比较，共筛选出 81 种差异代谢物；进一步筛选差异

前 15 的代谢物，发现甘肃黄芪与山西黄芪的主要

差异代谢物为萜类、黄酮类和苯丙素类物质。戴瑜

婷等 [22]研究表明，不同产地黄芪的总皂苷、总黄酮、

总多糖的含量也不同，可以作为黄芪质量标志物预

测 分 析 指 标 。 本 研 究 中 上 调 第 一 的 萜 类 物 质

Oleanane-2H, +1O, 1COOH, O-HexA-HexA 主

要 存 在 于 S2-10 中 ，通 过 Mass Bank 检 索 发 现 ，

Oleanane-2H, +1O, 1COOH, O-HexA-HexA 是

一种三萜皂苷类物质，可进一步对该物质进行探

索，以期找到可鉴别甘肃黄芪（S2-10）与山西黄芪

（S2-7、S2-9）的潜在标志性物质，为甘肃黄芪的应

用奠定基础。山西省内两产区五台与浑源黄芪组，

共筛选出 67 种差异代谢物，进一步发现五台黄芪

（S2-9）中黄酮类、苯丙素类和生物碱类成分显著高

于浑源黄芪（S2-7），而浑源黄芪中的萜类成分显著

高于五台黄芪。表明即使是山西产黄芪，因分布区

地理位置、土壤、温度等生态条件不同，也会影响黄

芪体内代谢物的合成。但本研究中根据差异倍数，

没有发现可作为区分浑源黄芪（S2-7）与五台黄芪

（S2-9）的特征代谢物，后续可重复试验进一步验

证，以期为区分不同道地产区黄芪提供思路。

对差异代谢物进行富集通路分析，S2-10 vs 
SXZY 组富集到 3 条差异显著通路，其中，异喹啉生

物碱生物合成为最主要的代谢途径，该通路从 2 种

酪氨酸衍生物的缩合开始，经一系列反应形成反式

心果碱，并伴随产生多巴胺等物质。研究发现，该

通路富集分析中多巴胺含量上调，推测反式心果碱

含量也相应增加，而反式心果碱是大部分生物碱的

前体物质 [23]，因而甘肃黄芪（S2-10）的生物碱类物

质合成随之增多，这与通路富集分析结果一致。生

物碱是一类应对生境胁迫的次生代谢产物，具有防

御作用 [24]，与生境胁迫耐受性相关。另外，在烟酸

盐和烟酰胺代谢通路中，烟酸含量上调，推测烟酰

胺含量也得到提高，而烟酰胺与植物抗逆相关，是

A.S2−10 vs SXZY：1~8分为异喹啉生物碱生物合成、吲哚生物碱生物合成、烟酸盐和烟酰胺代谢、酪氨酸代谢、色氨酸代谢、黄酮和黄酮醇生物

合成、淀粉和蔗糖代谢、嘧啶代谢；B.S2−9 vs S2−7：1~8分为托烷，哌啶和吡啶生物碱生物合成、苯丙氨酸代谢、嘌呤代谢、氮代谢、苯丙氨酸，酪

氨酸和色氨酸生物合成、苯丙烷类生物合成、硫代葡萄糖苷生物合成、氨酰基-tRNA 生物合成。红线处为 P=0.05，红线以上为 P<0.05
A. S2−10 vs SXZY: 1~8 represented isoquinoline alkaloid biosynthesis, indole alkaloid biosynthesis, nicotinate and nicotinamide metabolism, tyro⁃
sine metabolism, tryptophan metabolism, flavone and flavonol biosynthesis, starch and sucrose metabolism, pyrimidine metabolism, respectively; 
B.S2−9 vs S2−7: 1~8 represented tropane, piperidine and pyridine alkaloid biosynthesis, phenylalanine metabolism, purine metabolism, nitrogen 
metabolism, phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis, phenylpropanoid biosynthesis, glucosinolate biosynthesis, aminoacyl−tRNA bio⁃
synthesis, respectively. P=0.05 at the red line, and P<0.05 above the red line

图 8　3 个不同产地黄芪代谢产物富集代谢途径
Fig.8　The metabolic pathway of metabolite enrichment of Astragalus membranaceus from three different origins
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真核生物对逆境反应应答而产生的一种信号物

质 [25]。由上分析，来源于不同省份的黄芪亲缘关系

较远。同时，甘肃黄芪（S2-10）生物碱类物质含量

较多，可能与其应对生境变化而提高抗逆性密不可

分，后续可将本研究结果进一步应用于黄芪抗逆性

等研究。

综上可见，甘肃与山西黄芪具有较远的亲缘关

系，与实验室前期对 80 份不同黄芪种质的遗传多

样性研究结果一致 [17]，说明利用非靶向代谢组学分

析不同种质黄芪方法可行；而山西五台与浑源黄芪

的亲缘关系较近，但在代谢物上也存在差异，可进

一步研究应用于临床药理药效分析。但本研究中

甘肃、山西五台和浑源黄芪均引种到山西汾阳，不

排除生境改变引起的差异，仍需收集大量样品进行

试验。

本研究采用非靶向代谢组学技术，从 PCA、

OPLS-DA 等多元统计分析、差异代谢通路 KEGG
富集分析等方面进行了系统研究，发现不同产地黄

芪次级代谢物存在差异。同时，富集通路分析发

现，S2-10 vs SXZY 组富集到 3 条差异显著通路，而

S2-9 vs S2-7 组没有差异显著通路，进一步证明不

同省份黄芪之间亲缘关系较远，该研究为评价不同

产地黄芪品质提供新思路，并且环境因素对植物代

谢产物的影响值得进一步深入研究。
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