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　　摘要：蓝莓做为深受消费者喜爱的一种新兴高经济价值水果，果实风味、色泽和果皮厚度等直接影响其商品品质。
为探究果实成熟期间各小分子物质变化对果品品质的影响，通过高效液相色谱及质谱分析，从代谢组学水平对成熟果

实中小分子化合物通路成分和变化进行研究。以幼果为对照，共筛选出８５８个差异离子，其中４１４个为上调，４４４个为
下调。经ＫＥＧＧ数据库通路注释，鉴定出２９４种差异代谢物，可分为１３大类，其中苯丙酯类和聚酶化合物数量最多，
达６１种，占总数的２０．６％，其次是有机含氧化合物与脂类和类脂分子，各有４８种，这些代谢物涵盖了糖类、有机酸、氨
基酸、脂类和胺类等化合物。该结果有助于揭示蓝莓果实成熟的生理发育机制，可为高品质蓝莓的培育提供参考。
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　　蓝莓是杜鹃花科（Ｅｒｉｃａｃｅａｅ）越橘属（Ｖａｃｃｉｎｉｕｍ
ｓｐｐ．）果树，又名越橘。其果实为蓝色浆果，具有白
色果粉，味道酸甜并带有芳香气味。同时蓝莓果实

富含花青素、多酚等物质，因而具有较强的抗氧化

能力，深受消费者喜爱，是具有较高经济价值和广

阔前景的果树树种［１］。近些年我国科研单位陆续

开展蓝莓果树的研究与利用，推动了我国蓝莓产业

的快速发展。目前南方主栽品种主要为兔眼蓝莓

和南高丛蓝莓，多数存在果实小、风味淡、口感不佳

等问题。华星等研究发现随着蓝莓果实发育，总酚

和总黄酮等物质含量呈先下降再升高的趋势，同时

己糖、葡萄糖和果糖的积累可以促进花色苷的

形成［２］。

代谢组学全谱分析是对生物体内所有代谢物

进行定量分析，并寻找代谢物与生理病理变化相对

关系的研究技术，其研究对象是相对分子质量小于

１０００ｕ的小分子物质，如脂类、酮类和有机酸等［３］。

使用代谢组学分析样本不仅能系统地分析主要差

异物的影响，还能对一些常规分析方法难以检测到

的物质进行检测，因此是开展生理差异分析的重要

手段。代谢组分析可以从大量代谢物中筛选出具

有统计学和生物学意义的差异代谢物，并以此为基

础阐明生物体的代谢过程和变化机制差异［４－５］。随

着基因组学、转录组学、蛋白组学、代谢组学等组学

技术的迅速发展，组学研究方法被应用于果实发育

与成熟的研究中，但蓝莓中相关研究较少。由于蓝

莓的高营养价值，研究人员对其营养成分、抗氧化

活性物质等研究较为深入。但利用高效液相色谱

串联质谱技术，对蓝莓果实发育过程中代谢物质进

行组学分析，从差异代谢物及代谢途径等方面进行

阐述的研究甚少。

为研究蓝莓果实成熟期间各小分子物质变化

对果品品质的影响，本研究通过高效液相色谱串联

质谱技术，从代谢组学水平对成熟果实中小分子化

合物组分差异和通路成分进行分析，以期为蓝莓果

实发育代谢组学研究提供基础。

１　材料与方法

１．１　材料与设计
以金陵科技学院园艺实验站种植的兔眼蓝莓

（Ｖａｃｃｉｎｉｕｍａｓｈｅｉ）品种“粉蓝”为试材，树龄达１０年
以上，分别在果实膨大期（直径５ｍｍ）和成熟期采
集果实样本。对于每个样品均等分成 ４份，每份
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１００ｇ，用干冰储藏运送进行代谢物提取。
１．２　方法
１．２．１　代谢物提取　样品采用有机试剂沉淀蛋白
法进行代谢物提取，具体过程如下：经 －８０℃保存
的果实样品先放置于－２０℃环境下３０ｍｉｎ，再放置
于４℃冰箱解冻。向每个样品管中添加 ８００μＬ冷
冻后的甲醇 ∶水（体积比为１∶１）缓和溶液。在每
个样品管中分别加入２个钢珠，利用组织研磨器进
行充分研磨，设置参数为５０Ｈｚ，５ｍｉｎ；取出钢珠，将
离心管放置在－２０℃冰箱中沉淀２ｈ，然后在４℃、
３００００ｇ条件下离心１５ｍｉｎ。分别从每个样品中取
出６５０μＬ放入新样品管中，并在 ４℃、２５０００ｇ条
件下离心１５ｍｉｎ，然后从每个样品中取出５５０μＬ放
入新样品管中，按照顺序将样品放置保存。最后，

每个样品取３０μＬ混合，制成质量控制（ＱＣ）样品，
进行质谱数据采集。

１．２．２　代谢物分离　用质控（ＱＣ）样品平衡仪器
后，采用超高效液相色谱系统（Ｗａｔｅｒｓ，ＵＫ）进行色
谱分 离，色 谱 柱 温 度 保 持 在 ５０℃，流 速 为
０．４ｍＬ／ｍｉｎ，其中流动相Ａ为水和０．１％甲酸，流动
相Ｂ为甲醇和０．１％甲酸。对代谢物使用以下梯度
洗脱：０～２ｍｉｎ，１００％流动相 Ａ；２～１１ｍｉｎ，０～
１００％流动相 Ｂ；１１～１３ｍｉｎ，１００％流动相 Ｂ；１３～
１５ｍｉｎ，０～１００％流动相 Ａ。每个样品的上样体积
为１０μＬ。
１．２．３　代谢物检测　用高分辨率串联质谱仪 Ｘｅｖｏ
Ｇ２－ＸＳＱＴＯＦ（Ｗａｔｅｒｓ，ＵＫ）对色谱柱上洗脱下来
的小分子代谢物进行正负离子模式检测。对于正

离子模式，毛细管电压和取样锥电压分别设置为

３０ｋＶ和４０．０Ｖ；对于负离子模式，毛细管电压和
取样锥电压分别设置为２．０ｋＶ和４０．０Ｖ。用质心
均方误差模式进行质心数据采集。一级扫描范围

为５０～１２００ｕ，扫描时间为０．２ｓ。用２０～４０ｅＶ的
能量对所有母离子进行碎片化，扫描时间为０．２ｓ。
在数据采集过程中，每３ｓ对亮氨酸脑啡肽信号进
行１次实时质量校正。同时，每隔１０个样品进行１
次质量控制样品采集，用来评估样品数据采集过程

中仪器状态的稳定性。

１．３　数据分析
使用软件ＰｒｏｇｅｎｅｓｉｓＱＩ（ｖｅｒｓｉｏｎ２．２）对质谱下

机数据进行峰对齐、峰提取和峰鉴定等［６－７］。单变

量分析采用 ｔ检验和变异倍数分析（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ，ＦＣａｎａｌｙｓｉｓ），多变量分析采用无监督的主成

分分析方法（ｐｒｉｎｃｉｐａｌｃｏｍｐｏｎｅｎｔａｎａｌｙｓｉｓ，ＰＣＡ）。采
用单变量分析差异倍数（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）和 ｑ值来筛选
差异表达的代谢物，以差异倍数≥１．２或≤０．８３３３，
ｑ－ｖａｌｕｅ值小于０．０５作为筛选差异代谢物的条件。
使用Ｒ软件中的 ｐｈｅａｔｍａｐ包中的 ｐｈｅａｔｍａｐ函数进
行聚类分析，并基于 ＫＥＧＧ数据库进行代谢物代谢
通路注释。

２　结果与分析

２．１　差异代谢物检测分析
通过变异倍数分析（ＦＣ）和火山图（图１），可直

观显示出２组代谢物间变化的显著性，从而筛选差
异性代谢物。筛选条件为 ＦＣ值小于等于０．８３３３
或大于等于１．２，且 ｑ－ｖａｌｕｅ值小于０．０５。图１为
成熟果实和幼嫩果实组织间正离子模式下的火山

图，ｌｏｇ２（ｆｏｌｄｃｈａｎｇｅ）为横坐标，ｑ－ｖａｌｕｅ的负对数
－ｌｇ（ｑ－ｖａｌｕｅ）为纵坐标，红点为筛选出的差异表达
的代谢物。

　　代谢组学分析中，主成分分析（ＰＣＡ）主要用于
观察实验模型中的组间分离趋势，是否有异常点出

现，以及反映组间和组内变异度的分析技术。ＰＣＡ
分析结果（图２）表明，２个处理的４次重复在得分
图中分布较为集中，表明每个处理内差异较小，本

次试验的稳定性比较好。红色标注为成熟果实４个
样本，蓝色标注为幼嫩果实４个样本。横坐标为第
一主成分ＰＣ１，由图可知该主成分能综合原始信息
的比例为４５．０１％，纵坐标为第二主成分 ＰＣ２，该主
成分能综合原始信息的比例为２０．２％。成熟果实
和幼嫩果实２组间 ＰＣＡ得分差异显著，相距较远，
且处于９５％置信区间内，表明２个组分间的代谢产
物存在较大的差异。

２．２　差异离子聚类分析
在正离子模式条件下，提取峰后共得到１７８４
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个差异离子，经一级数据搜索数据库后鉴定到１１５０
个差异离子，其中５２７个为上调，６２３个为下调；经
数据库理论二级碎片搜索后鉴定到 ８５８个差异离
子，其中４１４个为上调，４４４个为下调。对筛选出来
的离子进行聚类分析，结果如图３所示。

２．３　差异代谢物通路分析
通过代谢通路分析能够更好地了解代谢物所

参与的主要生化代谢途径和信号转导通路［８］，基于

ＫＥＧＧ数据库进行代谢物代谢通路注释，共鉴定出
２９４种代谢物，可分为１３大类，详见图４。苯丙酯类
和聚酮化合物最多，达 ６１种（占总差异物的
２０６％），其次是有机含氧化合物与脂类和类脂分
子相同，均为４８种（各占总差异物的１６．２％），苯环
类化合物为４４种（占总差异物的１４．９％），有机杂
环化合物为４３种（占总差异物的１４．５％），有机酸
及其衍生物为３７种（占总差异物的１２．５％），涵盖
了糖类、有机酸、氨基酸、脂类和胺类等化合物。

　　这些差异代谢物参与了果实发育过程中不同
的生物代谢途径［９－１０］，由图５可见，共有４０个差异
代谢物参与了赖氨酸降解过程。其中Ｌ－２－氨基
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己二酸６－半醛、６－氨基－２－氧代己酸甲酯和５－
氨基戊酸盐作为生物素关键因素对Ｌ－赖氨酸降解
发挥较大的促进调控作用。６－乙酰氨基－２－氧代
己酸甲酯起抑制作用，需氧菌素对于果实发育的调

控作用尚不明确。

３　讨论

赖氨酸在脱羧酶的作用下发生脱羧反应可生

成１，５－戊二胺（又称为尸胺），有研究表明戊二胺
可以作为第二信使调控植物衰老过程，并能促进雌

蕊和雄蕊的发育，外源添加戊二胺可以改善坐果和

促进果实发育。同时戊二胺也是生物合成喹嗪碱

的前体，而喹嗪碱在调节植物新陈代谢和合成次级

代谢产物方面也起着重要的作用。一般来说，随着

果实的成熟，胺类物质积累量会逐渐减少［１１］。本研

究中关于蓝莓胺类物质的研究结果支持了这一观

点。在成熟果实中，多胺含量，包括Ｓｐｄ、Ｓｐｍ、４－氨
基丁烷和ｔＳｐｍ等，均较幼果低。

代谢组学是通过分析海量代谢物信息，来探究

生物体内源性代谢物整体及其变化规律的科学。

海量信息的获取不仅受提取方法的影响，还受检测

仪器的分辨率等因素的影响。代谢组学常用高分

辨检测技术有 ＧＣ－ＭＳ和 ＬＣ－ＭＳ，与 ＬＣ－ＭＳ相
比，ＧＣ－ＭＳ不宜进行热不稳定代谢物的分析，且样
品前处理需衍生化，不仅操作繁琐、耗时，还可能引

入干扰物［１２］，对组学分析产生误差。ＬＣ－ＭＳ技术
虽较晚应用到代谢组学中，但具有检测范围广，适

用于热不稳定代谢物，前处理简单，基本不需要衍

生化等优点。本研究采用的 ＱＴＯＦ（飞行时间质谱）
技术，是目前使用较普遍的代谢组学质谱分析仪

器，准确度能达到１×１０－６ｍｇ／Ｌ，通过与超高压液
相色谱联用，扫描速度快，为代谢物的定性分析提

供更多依据［１３］。本试验通过高效液相色谱结合串

联质谱分析，揭示了在果实成熟中赖氨酸降解的代

谢通路中各小分子化合物的作用，研究结果拓展了

人们关于蓝莓小分子代谢物的认知和应用。
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Ｌｍ细胞通透性增大，细胞内的物质向细胞外流失。
ＳＤＳ－ＰＡＧＥ电泳分析结果表明，肉桂醛处理后 Ｌｍ
细胞蛋白含量降低，肉桂醛抑制了分子量在 ３５～
１７０ｋｕ之间蛋白的表达。ｃＦＤＡ／ＰＩ双染色结合流式
细胞仪检测结果显示，肉桂醛处理后的 Ｌｍ活细胞
比例降低，细胞受伤率和死亡率升高，ＭＩＣ浓度的肉
桂醛处理６ｈ后，细胞受伤率升高到７３．７％，ＭＢＣ
浓度的肉桂醛处理 ６ｈ后，细胞死亡率达到到
９５６％。综上所述，肉桂醛可对 Ｌｍ的细胞形态、细
胞膜渗透性造成损伤，并且抑制其大分子量蛋白质

的合成。有关肉桂醛抑制 Ｌｍ的特异性靶标和分子
机制还有待进一步研究。
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