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摘 要:为了研究不同生境对藜麦发育的影响,以不同产地的藜麦种子为研究对象,筛选显著差异

代谢物质和相关代谢通路,利用GC-MS平台进行非靶向代谢组学分析,分析了青海都兰县和四川

盐源县两地产出的黑藜、红藜、白藜种子的代谢轮廓,将原始数据经XCMSonline平台预处理后进

行后续多元统计分析。结果表明,青海都兰县和四川盐源县两地的黑、红、白藜麦种子的代谢特征

均不相同,其中红藜麦种子与白藜麦种子差异较大,而黑藜麦种子差异最小;红藜存在显著差异,共
有特征峰570个,上调物少于下调物;黑藜差异最小,上、下调趋势与红藜一致;白藜差异较大,上、
下调趋势与红藜和黑藜相反,共有特征峰486个,上调物质多于下调物质;不同生境对藜麦的影响

较大,黑藜和红藜更适宜在青海都兰县种植,而白藜更适宜在四川盐源县种植。研究结果可以指导

青海都兰县和四川盐源县两地藜麦的栽培育种,也为深入研究藜麦的抗逆性机理提供了理论依据。
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Abstract:Inordertostudytheeffectsofdifferenthabitatsonthedevelopmentofquinoa,takingquinoaseedsfromdifferent
habitatsasresearchobjects,significantdifferencesinmetabolitesandrelatedmetabolicpathwaysarescreened.Themetabolic

profilesoftheseedsofblackquinoa,redquinoaandwhitequinoafromDulanCounty,QinghaiProvinceandYanyuanCounty,

SichuanProvinceareanalyzedthroughnon-targetedmetabonomicsanalysiswithGC-MSplatform.Theoriginaldataarepre-
treatedbyXCMSonlineplatformforsubsequentmultivariatestatisticalanalysis.Theresultsshowthatthemetaboliccharacter-
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isticsofblack,redandwhiteseedsinDulancountyandYanyuanCountyaredifferent.Amongthem,thedifferencebetween
redandwhiteseedsfromthetwocountiesislarger,whilethedifferenceoftheblackquinoaseedsisthesmallest.Thereare570
characteristicpeaksinredseedswhichhavesignificantdifferences,andtheup-regulatedsubstancesarelessthanthedown-reg-
ulated.Thedifferencebetweenblackquinoafromtwohabitatsisthesmallest,andtheup-anddown-regulatedtrendsarelike
thatofredquinoa.Thereissecondlysignificantdifferencebetweenthewhiteseedsfromthetwohabitats,andtheup-and
down-regulatedtrendsaretheoppositeofthatoftheredandblackquinoas,and486characteristicpeaksaredetected,with
moreup-regulatedsubstancesthandown-regulated.Differenthabitatshavegreatimpactonquinoa.Blackandredquinoasare
moresuitabletobeplantedinDulanCounty,QinghaiProvince,whilewhitequinoaismoresuitabletobeplantedinYanyuan
County,SichuanProvince.TheconclusionscouldguidethecultivationandbreedingofquinoainDulancountyandYanyuan
County,andprovidetheoreticalbasisforfurtherstudyofthestressresistancemechanismofquinoa.

Keywords:cropcultivation;quinoa;GC-MS;XCMS;metabolicdifferences;stressresistance

  代谢组学(metabonomics/metabolomics)是继基因组学、蛋白组学之后又一门新兴的学科,是系统生物

学的重要组成部分,旨在研究生物体或组织,甚至单个细胞的全部小分子代谢物(MV<1000)成分及其动态

变化[1],根据分析目的的不同又可以分为靶向代谢组学和非靶向代谢组学。靶向代谢组学主要针对几种目

标化合物或某条通路上涉及的部分代谢物,利用标准品,构建特异性强、灵敏度高、重复性好的检测方法,对

目标物质进行分析。非靶向代谢轮廓分析方法面向所有能检测到的化合物,可以较全面地反映整体代谢状

态的变化,并通过多元统计分析筛选差异代谢物,对差异代谢物进行通路分析,揭示其变化的生理机制,在转

基因植物非预期效应研究[2]、非生物与生物胁迫研究中显示出了极大的潜力。

藜麦,古代印加人称之为“粮食之母”[3]。藜麦含有蛋白质、矿物质、氨基酸、纤维素、维生素等营养成分,

含量明显高于大多数常见谷物[4]。联合国粮农组织于2013年正式将藜麦推荐为最适宜人类的“全营养食

品”[5]。藜麦还含有丰富的多酚类、黄酮类、皂苷等活性成分[6],具有耐寒、耐旱、耐瘠薄、耐盐碱等生理特点。

藜麦种子主要有白、黑、红、黄等几种颜色系,营养品质差异较大,藜麦中含有生物碱、多酚等物质。黑藜中总

多酚的含量最高,明显高于红藜和白藜,而红藜和白藜中总多酚含量差异不大[7]。赵亚东[8]研究发现青海的

不同色系藜麦中,红藜含皂苷最多,抗氧化性极强,白藜抗氧化性最弱。这些研究均表明,藜麦的生境对籽粒

发育影响显著。鉴于目前国内从代谢组学方面对不同产地藜麦的研究甚少,本研究主要以非靶向代谢组学

研究青海都兰县和四川盐源县两地的黑、白、红藜麦,以获取较为全面的代谢物质信息,全面、准确地分析其

差异物质和代谢通路,分析3种藜麦种子代谢物在不同生境下的异同,为揭示藜麦在不同栽培地区造成的差

异等后续研究提供理论依据,指导藜麦的耕作与栽培。

1 主要材料与仪器

1.1 材料

分别选2018年采收自青海省海西蒙古族藏族自治州都兰县(平均海拔3000m)和四川省凉山州的盐

源县(平均海拔2000m)的黑、红、白色藜麦种子,经发芽试验筛选,取发芽率和发芽势相同的一批进行实

验,每一个样品均重复6次。文中所提到的青海都兰县黑藜、红藜、白藜均以A,C,E表示,四川盐源县黑藜、

红藜、白藜均以B,D,F表示。

1.2 试剂

核糖醇,甲氧氨基盐酸盐,N-甲基-N-三甲基硅基三氟乙酰胺(MSTFA),购自SigmaAldrich公司;吡

啶,甲醇,氯仿,三甲基氯硅烷均为色谱纯,成都科隆化学品有限公司提供。

1.3 仪器

AgilentGC-MS7890B5977气质联用仪,产地美国;DB-5MS毛细管气相色谱柱(30m×0.25mm,0.25

μm),购自安捷伦公司(美国);THZ-82水浴恒温振荡器,常州荣华仪器制造有限公司提供;通风橱、H1850R
台式高速冷冻离心机,产地湖南;ZLS-2真空离心浓缩仪,湖南赫西仪器有限公司提供。
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2 实验方法

2.1 样品制备

分别取来自青海都兰县和四川盐源县两地的黑、红、白藜麦种子,参考LISEC等[9]的研究方法对植物样

本进行提取,条件稍作优化。对样品进行6次生物学重复,并做质控样本QC,QC样本是将所有提取物的均

等混合样随机插入检测的样本序列中,主要用于实验方法和仪器稳定的校正。将所有样品置于EP管,于真

空离心浓缩仪中进行挥干备用。

2.2 样品衍生化

在上述干燥后的样品管中加入60μL甲氧氨基盐酸盐(20mg/mL吡啶溶液),于37℃振荡反应2h。

反应完毕后再加入100μL的 N-甲基-N-三甲基硅基三氟乙酰胺和1%(体积分数,下同)三甲基氯硅烷

(MSTFA+1%TMCS),于37℃振荡反应30min。将衍生化完成后的样品用0.22μm滤膜过滤[10]后转移

至适合GC-MS分析的内衬管中。

2.3 GC-MS分析条件

2.3.1 色谱条件

采用DB-5MS(30m×0.25mm,0.25μm)毛细管气相色谱柱;升温程序:起始温度保持在80℃,2min
后以10℃/min升至190℃,再以3℃/min升至220℃,最后以20℃/min升至280℃,保持10min;载气:

氦气(体积分数为99.999%);恒流,流速为1mL/min;进样模式:不分流进样,进样量为1μL。

2.3.2 质谱条件

电子碰撞内能:70eV;离子源温度:220℃;传输线温度:270℃;注射剂温度:280℃;扫描速度:每20s
光谱全波段扫描法捕获;溶剂延迟:420s;质量扫描范围m/z:70~500。

2.4 数据处理

将GC-MS原始数据[11]上传至XCMSonline程序,进行行峰识别(peaksidentification)、峰过滤(peaks

filtration)、峰对齐(peaksalignment)等[12],同时设置相应参数[13],最后得到包括质核比(m/z)和保留时间

(rt)及峰面积等信息的数据矩阵。将数据导出至Excel进行后续整理,用SIMCA-P(v14.0)软件进行主成

分分析(PCA)和正交-偏最小二乘判别分析(OPLS-DA),结合XCMS分析筛选差异代谢物,进行后续的差

异代谢物统计分析。

3 结果与分析

3.1 主成分分析

原始数据经XCMS进行峰识别、过滤、对齐等处理后,结果见图1。将处理后的数据整理后导入SIM-

CA-P软件中进行主成分分析(PCA),用UV处理数据进行拟合,拟合后方程的R2X=0.855>0.5,说明拟

合性好,且Q2=0.648,与R2X 相差较小,说明拟合方程的稳定性好。图2为得到的PCA得分,由图2可

知,QC的重复样本间较为聚集,说明实验方法和检测仪器较为稳定,准确性较好。此外,6组样品中除了

B6,D3和E3外的所有点基本都处在95%的置信区间内,且每一组内的重复样品较为聚集,而各组间的样品

又相对较为分散,组与组之间有明显的界限,说明样品组内的重复性好,数据较为准确;而样品组间的明显界

限说明,各组间存在着明显的差异。还可以看出,在A组、C组、E组间,A组与C组、E组在第一主成分上

被明显分开,其中A组被分在了第一主成分的左边,而C组和E组被分在了第一主成分的右边,说明A组

与C组、E组间差异较大,C组和E组间差异较小。B组、D组、F组间也存在着一样的差异趋势,说明同一

产地的不同色系藜麦间也存在着明显差异。用DModX和置信区间进行初步筛选,剔除B6,D3,E2这3个

异常点[14],以保证后续数据分析的准确性。
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3.2 正交-偏最小二乘判别分析

PCA只能反映样品的整体趋势,不利于发现组间差异和差异化合物,所以需要通过正交-偏最小二乘法

判别(OPLS-DA)来更为准确地分析数据,寻找组间的差异[15]。首先根据种子颜色进行分组:A-B组、C-D
组和E-F组,用Par算法进行数据转换,用OPLS-DA方程进行拟合,得到拟合方程的模型参数见表1。其中

所有的R2X,R2Y 和Q2 都大于0.5且各参数间差异较小,说明拟合方程较为可靠。由方程拟合得到OPLS-
DA得分图,见图3中的a),b)和c)。由图3可知,

A-B组、C-D组和E-F组的分离程度较大,说明各组

间有明显差异,且组内点相对较为聚集,表明样品间

重复性好且较为稳定。再经过OPLS-DA置换检验

来判断方程是否过拟合,得到检验图(见图3中的d),

e)和f))。图3中所有的Q2 点从左到右均低于最右

边的原始Q2 点,且Q2<0,R2 和Q2 的回归线与横坐

标交叉或者小于0,说明评估模型可靠有效[16]。

表1 OPLS-DA模型参数

Tab.1 ParametersofOPLS-DAmodel

比较组 R2X R2Y Q2

A-B组 0.988 1 0.976

C-D组 0.529 0.995 0.893

E-F组 0.896 1 0.944

3.3 筛选显著性差异代谢物

采用XCMS的Pairwise中的对比分析,上传 A-B组、C-D组和E-F组数据进行分组分析处理,得到

MetabolomicCloudPlot图,设置参数p-value<0.01,foldchange>1.5,进行显著性差异代谢物的筛选,得到

代谢物的云图,见图4。图中M 线上部为上调,M 线下部为下调,横坐标为保留时间,纵坐标是m/z。图4
显示,A-B组有140个差异代谢物,上调的有90个,下调的有50个;C-D组有570个差异代谢物,上调的有

209个,下调的有361个;E-F组有486个代谢物,上调的有379个,下调的有107个。其中A-B组中上调物

质占总物质的64.28%,下调物质占35.72%;E-F组中上调物质占总物质的77.98%,下调物质占总物质的

22.02%,两组趋势和比例相差不大。C-D 组中,上调物质占总物质的36.67%,下调物质占总物质的

63.33%,与A-B组和E-F组完全相反。其中C-D组间差异物质最多,差异最大,这一结果也与胡一晨等[7]

的报道一致。

3.4 差异代谢物通路分析

将上述筛选鉴定的差异代谢物上传至 Metaboanalyst,利用 MetPA数据库对其进行超几何检验和拓扑

结构分析,根据代谢通路的浓缩,识别出可能的受生物扰动的代谢通路[17]。对差异代谢物和通路进行相关

性分析,得到多条相关通路。根据-logp 值和Impact值综合分析,每一组筛选出最为显著的2条代谢通

路,如表2所示。
由表2可知,黑藜中主要是吲哚生物碱合成途径,合成的生物碱可以降血糖和血脂,有效治疗糖尿病,与

房娜[18]的研究结果一致;泛酸与CoA生物合成途径与植物的碳水化合物、脂肪酸、蛋白质和能量代谢密切

相关。红藜中主要是硫代谢途径,它与植物抗逆性密切相关,其途径中SO2-4 经过植物一系列还原与同化反

应后进入有机骨架,生成半胱氨酸(Cys),植物再以Cys为前体,合成众多具有重要生物学功能的代谢产物,
直接关系到植物耐逆境胁迫和农作物的产量与品质,苯丙氨酸代谢途径与植物的防御系统密切相关。白藜

中主要是谷胱甘肽代谢途径,它与植物直接和间接的抗逆功能活动密切相关[19];丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸

代谢途径与糖代谢密切相关。
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图3 OPLS-DA得分图和检验图

Fig.3 OPLS-DAscoreplotandpermutationtestgraph

表2 差异代谢物相关通路表

Tab.2 Differentialmetaboliterelatedpathwaytable

藜麦种类 通路名称 p -logp FDR Impact

黑藜
吲哚生物碱合成途径 0.068704 2.678 1 0.4

泛酸与CoA生物合成途径 0.13303 2.0172 1 0

红藜
硫代谢途径 0.0041796 5.4775 0.36362 0.36667

苯丙氨酸代谢途径 0.066491 2.7107 1 0.16667

白藜
谷胱甘肽代谢途径 0.0041199 5.4919 0.35843 0.50508

丙氨酸、天冬氨酸和谷氨酸代谢途径 0.032445 3.4282 0.94091 0.42528
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图4 差异代谢物云图

Fig.4 Differentialmetabolitemetabolomiccloudplot

4 讨论与结论

青海省海西蒙古族藏族自治州都兰县是典型的高原大陆性气候,日照时间长,太阳辐射强,昼夜温差大,
常年干旱、多风、少雨,年平均气温4℃左右;而四川省凉山州盐源县的日温差较大,年均气温12.1℃,最高

温度30.7℃,最低温度-11.3℃;虽然两地都较适宜藜麦的种植,但不同藜麦品种间的适应性不同。
本研究对青海都兰县和四川盐源县两地的黑、红、白藜麦种子做了代谢组学分析,发现两地种子之间都

存在着明显差异,其中红藜麦种子与白藜麦种子差异较大,而黑藜麦种子差异最小。差异物质主要是脂肪酸

(棕榈酸、肉桂酸、油酸)、糖类(乳糖、葡萄糖、脱氧糖苷)和氨基酸(脯氨酸、丝氨酸、组氨酸)等。通过比较发

现,四川盐源县与青海都兰县的黑藜相比,差异代谢物缬氨酸表达下调,而缬氨酸是合成α-酮异戊酸的前

体,α-酮异戊酸在酶作用下生成酮泛解酸,再与β-Ala合成泛酸。缬氨酸的下调导致泛酸合成受阻,使得植

物体的碳水化合物、脂肪酸、蛋白质和能量代谢受阻。四川盐源县和青海都兰县的红藜相比,差异代谢物

O-Acetylserine表现为显著下调,而这与半胱氨酸(Cys)密切相关。O-Acetylserine是Cys合成的前体,Cys
合成受阻会导致硫代谢受阻。这些结果均表明,青海都兰县的黑藜与红藜均比四川盐源县有较强的耐受性,
均能通过调节体内能量代谢通路的变化更好地去适应青海相对低温的生境。而四川盐源县和青海都兰县的

白藜相比,差异代谢物谷胱甘肽(还原型)表达上调。因为谷胱甘肽有很强的抗氧化性,其上调增加直接影响

到植物的抗逆性,使得四川盐源县的白藜能更快地通过代谢通路的变化去消除体内过氧化物以及自由基等,
使藜麦进行正常的生长,因此四川盐源县的白藜比青海都兰县的白藜有更好的适应性,而这一研究结果也与

青海都兰县白藜麦栽培的结果一致———温度的变化会导致白藜生长缓慢[21]。
本实验通过代谢组学分析四川盐源县与青海都兰县的黑、红、白藜,发现两地的同种藜麦间代谢物质有

很大差异。在此基础上通过分析差异代谢物的代谢通路,发现青海都兰县的黑藜和红藜比四川盐源县具有

更好的抗逆性,而青海都兰县的白藜较四川盐源县的白藜抗逆性弱。抗氧化性与抗逆性密切相关,这与赵亚

东等[22]的研究结果一致。所以红藜和黑藜更适宜在青海都兰县种植,而白藜更适宜在四川盐源县种植。研

究结果可为后续在代谢途径层面上深入研究藜麦的抗逆性机理提供理论依据。
本研究所选取的样本种类过少,在对不同生境下藜麦种子进行分析时只进行了代谢层面的分析,缺少对

通路中关键蛋白质和关键酶的分析,对整个机理的解释存在着一定局限性。后续将结合多组学技术包括基
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因组学、转录组学和蛋白质组学等,对不同生境下黑、红、白藜麦的差异进行更加全面深入的分析,以期选育

出优质、高产、抗逆性强的藜麦新品种,为藜麦的栽培种植提供理论依据。

参考文献/References:

[1] FIEHNO.MetabolomicstheLinkBetweenGenotypesandPhenotypes[M].Berlin:SpringerNetherlands,2002:155-171.
[2] DUBOUZETJG,ISHIHARAA,MATSUDAF,etal.Integratedmetabolomicandtranscriptomicanalysesofhigh-tryptophanrice

expressingamutantanthranilatesynthasealphasubunit[J].JournalofExperimentalBotany,2007,58(12):3309-3321.
[3] FERREIRADS,PALLONEJAL,POPPIRJ.DirectanalysisofthemainchemicalconstituentsinChenopodiumquinoa,grainusing

Fouriertransformnear-infraredspectroscopy[J].FoodControl,2015,48(48):91-95.
[4] VEGAGÁLVEZA,MIRANDA M,VERGARAJ,etal.Nutritionfactsandfunctionalpotentialofquinoa(Chenopodiumquinoa

Willd.),anancientAndeangrain:Areview[J].JournaloftheScienceofFood&Agriculture,2010,90(15):2541-2547.
[5] JAMESLEA.Chapter1quinoa(Chenopodiumquinoa,Willd.):Composition,chemistry,nutritional,andfunctionalproperties[J].

AdvancesinFood&NutritionResearch,2009,58(9):1-10.
[6] 肖正春,张广伦.藜麦及其资源开发利用[J].中国野生植物资源,2014,33(2):62-66.

XIAOZhengchun,ZHANGGuanglun.DevelopmentandutilizationofChenopodiumquinoa Willd.[J].ChineseWildPlantResources,

2014,33(2):62-66.
[7] 胡一晨,赵钢,秦培友,等.藜麦活性成分研究进展[J].作物学报,2018,44(11):1579-1591.

HUYichen,ZHAOGang,QINPeiyou,etal.Researchprogressonbioactivecomponentsofquinoa(Chenopodiumquinoa Willd.)[J].
ActaAgronomicaSinica,2018,44(11):1579-1591.

[8] 赵亚东.青海藜麦资源营养品质评价及功能成分与抗氧化活性研究[D].西宁:青海大学,2018.
ZHAOYadong.NutritionalQualityEvaluationandStudyoftheFunctionalCompositionsandAntioxidantActivitiesinQuinoafromQing-
hai[D].Xining:QinghaiUniversity,2018.

[9] LISECJ,SCHAUERN,KOPKAJ,etal.Gaschromatographymassspectrometry-basedmetaboliteprofilinginplants[J].NatureProto-
cols,2006,1(1):387-396.

[10]哈婧,王娇娇,赵帆帆,等.石韦配方颗粒 HPLC-DAD特征图谱研究[J].河北科技大学学报,2017,38(1):39-45.
HAJing,WANGJiaojiao,ZHAOFanfan,etal.StudyofHPLC-DADcharacteristicchromatogramofPyrrosialeafformulagranules[J].
JournalofHebeiUniversityofScienceandTechnology,2017,38(1):39-45.

[11]COLINAS,ELIZABETHJW,GRACEO,etal.XCMS:Processingmassspectrometrydataformetaboliteprofilingusingnonlinear
peakalignment,matching,andidentification[J].AnalyticalChemistry,2006,78(3):779-787.

[12]FORSBERGEM,TAOH,RINEHARTD,etal.Dataprocessing,multiomicpathwaymapping,andmetaboliteactivityanalysisusing
XCMSonline[J].NatureProtocols,2018,13(4):633-651.

[13]POGACICT,MAILLARDMB,LECLERCA,etal.Amethodologicalapproachtoscreendiversecheese-relatedbacteriafortheirability
toproducearomacompounds[J].FoodMicrobiology,2015,46:145-153.

[14]阿基业.代谢组学数据处理方法———主成分分析[J].中国临床药理学与治疗学,2010,15(5):481-489.
AJiye.Analysisofmetabolomicdata:Principalcomponentanalysis[J].ChineseJournalofClinicalPharmacologyandTherapeutics,2010,

15(5):481-489.
[15]JOHANAW,EWOUDJJ,HUUBCJH,etal.Multivariatepaireddataanalysis:MultilevelPLSDAversusOPLSDA[J].Metabolo-

mics,2010,6(1):119-128.
[16]BOULESTEIXAL,STRIMMERK.Partialleastsquares:Aversatiletoolfortheanalysisofhigh-dimensionalgenomicdata[J].Brief-

ingsinBioinformatics,2007,8(1):32-37.
[17]OGATAH,GOTOS,SATOK,etal.KEGG:Kyotoencyclopediaofgenesandgenomes[J].NucleicAcidsResearch,2000,27(1):

29-34.
[18]房娜.观察藜麦饮食对2型糖尿病患者餐后血糖影响[J].中国药物与临床,2017,17(8):1180-1182.
[19]张洁琳,付畅.半胱氨酸蛋白酶及半胱氨酸蛋白酶抑制剂对逆境胁迫的应答[J].分子植物育种,2018,16(13):4453-4459.

ZHANGJielin,FUChang.Responseofcysteineproteaseandcysteineproteaseinhibitortoadversestress[J].MolecularPlantBreeding,

2018,16(13):4453-4459.
[20]孙国祥,张旭,张成国,等.谷胱甘肽在动植物领域的应用研究进展[J].安徽农业科学,2018,46(8):42-45.

SUNGuoxiang,ZHANGXu,ZHANGChengguo,etal.Applicationofglutathioneinanimalandplantfields[J].JournalofAnhui
AgriculturalSciences,2018,46(8):42-45.

[21]刘洋,闫殿海,张玉清,等.青海藜麦的发展现状与发展中存在的问题[J].青海农林科技,2015(4):31-34.
LIUYang,YANDianhai,ZHANGYuqing,etal.ThecurrentsituationandproblemsindevelopmentofChenopodiumquinoainQinghai
[J].ScienceandTechnologyofQinghaiAgricultureandForestry,2015(4):31-34.

[22]赵亚东,党斌,杨希娟,等.青海藜麦皂苷超声提取工艺及抗氧化活性[J].食品工业科技,2017,38(19):45-52.
ZHAOYadong,DANGBin,YANGXijuan,etal.Ultrasonicextractiontechnologyofsaponinsanditsantioxidantactivityinquinoafrom
Qinghai[J].ScienceandTechnologyofFoodIndustry,2017,38(19):45-52.

441




