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基于 UPLC-QE-Orbitrap-MS的宁夏枸杞
鲜果和枸杞干果差异性代谢物分析

汤丽华，张　瑶，马雪梅，马桂娟，杨建兴

（宁夏食品检测研究院（国家市场监管重点实验室（枸杞和葡萄酒质量安全）），宁夏银川 750001）

摘　要：为研究不同宁夏枸杞果实的差异性，以枸杞鲜果和枸杞干果为样品，利用非靶向代谢组学方法分析枸杞鲜

果和枸杞干果的差异性代谢物。采用超高效液相色谱-四极杆/静电场轨道阱高分辨质谱法建立非靶向代谢组学方

法，通过主成分分析（PCA）、偏最小二乘法分析（PLS-DA）模型、单变量统计分析、聚类分析、火山图等统计

学方法对所有代谢物进行鉴定分析，筛选出差异性代谢物。结果表明，枸杞鲜果和枸杞干果可以明显区分，枸杞

鲜果和干果中共鉴定出 35 种差异代谢物，其中有机酸、氨基酸、黄酮类化合物呈上调表达，核苷酸类、酚酸类、

香豆素类化合物呈下调表达。本研究基于非靶向代谢组学揭示了宁夏枸杞鲜果和枸杞干果的代谢产物差异性以及

特征化合物，为研究不同枸杞果实的物质基础提供理论依据。
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Analysis of Differentially Expressed Metabolites of Fresh and Dried
Wolfberry Fruit in Ningxia Based on UPLC-QE-Orbitrap-MS

TANG Lihua，ZHANG Yao，MA Xuemei，MA Guijuan，YANG Jianxing

（Ningxia Food Testing and Research Institute (Key Laboratory of Quality and Safety of Wolfberry and Wine for State
Administration for Market Regulation), Yinchuan 750001, China）

Abstract：The  project  studied  the  differences  of  dried  and  fresh  wolfberry  fruit  in  Ningxia  region.  Using  non-targeted
metabolomics analysed the differential metabolites of wolfberry fruit. The observed variables were determined using ultra-
high performance liquid chromatography-quadrupole-electrostatic field orbitrap high-resolution mass spectrometry (UPLC-
QE-Orbitrap-MS).  Differential  metabolites  were  screened  out  by  mathematical  statistical  methods  (principal  component
analysis  (PCA),  partial  least  squares  analysis  (PLS-DA),  univariate  statistical  analysis,  cluster  analysis,  volcano  plot)  to
identify and analyse all metabolites. The results showed that 35 different metabolites were identified in the fresh and dried
wolfberry  fruit.  The  expression  of  organic  acids,  amino  acids  and  flavonoids  was  up-regulated,  while  the  expression  of
nucleotides,  phenolic  acids  and  coumarin  compounds  was  down-regulated.  This  study  revealed  the  characteristic
compounds of  fresh and dried wolfberry fruit  in Ningxia.  The research would provide a theoretical  basis  for  the material
basis of different wolfberry fruits.
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宁夏枸杞（Lycium barbarum L.）茄科、枸杞属植

物，是药食同源的植物资源，也是唯一载入 2010 年

版《中国药典》的品种[1]。宁夏枸杞因富含多糖、氨基

酸、多酚及多聚糖复合物[2−3] 等物质，具有抗氧化、抗

衰老、免疫调节、保肝抗癌等作用而备受市场亲

睐[4−5]。枸杞鲜果皮薄多汁、组织在外力作用下容易  
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受到损伤，并且鲜枸杞采摘收获后，果实容易腐烂，因

此干制依然是当前枸杞的主要加工方式[6−7]。由于枸

杞鲜果和干果的贮存条件、加工方式有所不同，可能

会导致枸杞中化学成分的组成及含量存在差异，进而

影响其品质功效价值。

代谢组学通过分析技术对生物样品中小分子代

谢产的组成、含量及其变化进行定性和定量分析，从

而发现代谢物信息与生物体生理变化之间相关联

系[8]。经多年发展，代谢组学已广泛应用于食品研

究。串联质谱（tandem mass spectrometry，MS/MS）

技术具有高灵敏度、高特异性，可对复杂体系进行全

面的定性定量分析，在食品研究等多个研究领域中得

到广泛的应用[9]。Qin 等[10] 研究了盐胁迫下黑果枸

杞和红枸杞转录组、代谢组和激素的分析变化，发现

红枸杞的黄酮和类黄酮发生明显变化。Spano 等[11]

对意大利两个不同品种的新鲜枸杞做了糖类、氨基

酸、有机酸、脂肪酸、多酚和萜烯等化合物的研究对

比。李丽等[12] 对发酵前后黑果枸杞浆的成分进行分

析，发现发酵后乳酸菌含量增加，而嘌呤类物质的含

量降低。宁夏枸杞鲜果和枸杞干果的功效成分复杂，

难以运用某一特定的方法把功效成分全部检测出来，

而代谢组学可以全面宏观的检测出各样品间的主要

差异性物质。目前，利用非靶向代谢组学技术研究枸

杞鲜果和干果中差异性代谢物质鲜有报道。

本研究以鲜果枸杞为原料，采用自然晾干的方

式制得枸杞干果，使用超高效液相色谱-四极杆/静电

场轨道阱高分辨质谱（UPLC-QE-Orbitrap-MS）测定

枸杞鲜果和干果中全部代谢物质的丰度，结合多元统

计分析方法筛选差异代谢物，找出枸杞鲜果和干果之

间的主要差异代谢物，为枸杞果实中特征性成分的研

究奠定基础，对研究宁夏枸杞加工的物质基础提供理

论依据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

宁夏鲜果枸杞　采摘自宁夏吴忠市红寺堡区大

河乡百瑞源枸杞基地，每个样品设 6 个采集点，每个

采点各采集 2 批次，选取无机械损伤、无霉变、成熟

度相同且大小均一的果实进行试验；枸杞干果　取上

述部分鲜果干制而成；甲醇　色谱级，赛默飞世尔科

技有限公司；碳酸氢铵　国药集团化学试剂有限公

司；甲酸　色谱纯，德国希格玛公司；去离子水　通

过 Millipore 系统制得。

3-15 冷冻离心机　德国希格玛公司；涡旋混匀

器　美国 Scientific Industries 公司；BS224 电子天平

　德国赛多利斯科学仪器公司；IKA T25 均质器　

德国 IKA 公司；KQ-500B 超声波清洗器（功率：

500 W）　上海昆山超声仪器有限公司；Q-Exactive-
Ultimate 3000 超高效液相色谱-高分辨质谱仪　美

国赛默飞世尔公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   样品的制备及处理　

 1.2.1.1   样品的制备　枸杞鲜果匀浆后，备用；枸杞

干果用粉碎机粉碎后过 40 目筛，备用；设置 6 个重

复样本。

 1.2.1.2   样品的处理　准确称取枸杞样本 1.00 g 于

50 mL 离心管中，加入 10 mL 甲醇溶液（甲醇:水=
5:5），均质 1 min 后，超声提取 10 min，于 9000 r/min
离心 10 min，取上清液 1 mL 于 EP 管中，12000 r/min
离心 10 min，将上清液置于新的 EP 管中，−20 ℃ 冷

冻保存，待测。

 1.2.2   仪器检测条件　超高效液相色谱条件：采用

Thermo Ultimate 3000 仪器进行色谱分离，正模式扫

描：使用 BEH C8 柱（1.7 μm，2.1×100 mm）色谱柱，流

速为 0.35 mL/min，色谱柱温度维持在50 ℃，进样

5 μL 进行梯度洗脱，A 相：水（含 0.1% 甲酸），B 相：

乙腈（含 0.1% 甲酸），梯度洗脱程序：0~1 min，5%
（ B） ； 1~24  min， 5%~100%（ B） ， 24.1~27.5  min，
100%（B）；27.6~30 min，5%（B）。负模式扫描：A 相：

水（含 6.5 mmol/L 碳酸氢铵），B 相：95% 甲醇水（含

6.5  mmol/L 碳酸氢铵），梯度洗脱程序：0~1  min，
5%（ B） ； 1~18  min， 5%~100%（ B） ； 18.1~22  min，
100%（B）；22.1~25 min，5%（B）。

 1.2.3   质谱分析条件　质谱一级全扫描+DDA 二级

子离子扫描。正离子模式：喷雾电压：+3.8 kV；毛细

管温度：320 ℃；辅燃气加热器温度：350 ℃；护套气

体流量：35 Arb；辅助气体流量：8 Arb；质量范围（m/z）：
100~1200；全 ms 分辨率：70000；MS/MS 分辨率：

17500；负离子模式：喷雾电压：−3.0 kV；毛细管温度：

320 ℃；辅燃气加热器温度：350 ℃；护套气体流量：

35 Arb；辅助气体流量：8 Arb；质量范围（m/z）：70~
1050；全 ms 分辨率：70000；MS/MS 分辨率：17500。
一级质谱分辨率为 35000 FWHM（半峰宽），自动增

益控制（AGC）为 5×106，扫描范围为 120~1000 Da；
二级碎裂方式选择高能碰撞诱导裂解模式（HCD），

碰撞能量为 20 eV，分辨率为 17500 FWHM，自动增

益控制（AGC）为 5×106。

 1.3　数据处理

采用 Xcalibur4.0 软件收集数据，利用大连达硕

信息技术有限公司开发的 One-MAP/PTO 软件对数

据进行峰提取、峰对齐、峰积分、基线矫正等分析处

理。对于多元变量分析，采用主成分分析方法（prin-
cipal components analysis，PCA），使用 R2 和 Q2 进行

主成分分析（PCA）和偏最小二乘法判别分析 PLS-
DA（Partial Least Squares Discriminant Analysis），根
据 T 检验的 P<0.05，同时 PLS-DA 模型主成分的

VIP 值>1，进行差异性代谢物的筛选。

 2　结果与分析

 2.1　不同宁夏枸杞样本数据质量控制

在采集宁夏枸杞鲜果（K）和枸杞干果（A）样本数
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据前，会先采集质控样本（quality control，QC）的数

据，判断系统是否稳定。QC 由枸杞鲜果和干果的提

取液等量混合所制，是进行高质量代谢组学研究的基

础[13]。分别在正、负离子采集分析时，采用组间穿插

进样、组内随机进样的方式进行检测[14]。由图 1、

图 2 可知，物质出峰的保留时间和峰面积都重叠较

好。结果表明，液相色谱条件梯度合理，仪器稳定性

良好。

由于 QC 样品可以提供非常重要的数据质量分

析与校正分析的信息，采用质谱特征在不同 QC 样品

中的变化情况（RSD）的数据统计分析方法可以考察

QC 样品的稳定性与一致性，从而评价数据质量及实

验分析过程的可靠性。由图 3 可知，不同 QC 样品

中质谱特征的 RSD 小于 50% 所占的比例，大于 70%。

结果表明，数据质量较高，分析结果准确可靠。

 2.2　不同宁夏枸杞样本代谢物单变量统计分析

对不同样本进行单变量统计分析，常用的分析

包括变异倍数分析、T 检验/非参检验单变量分析，对
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图 1    QC 样本质谱检测正模式 TIC 重叠图

Fig.1    TIC overlap mass spectrometry of QC samples in positive ion modes
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Fig.2    TIC overlap mass spectrometry of QC samples in negative ion modes
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检测到的所有代谢物进行差异性分析[15]。李峰庆

等[16] 研究表明，加工过程中的温度、时间、含水量等

变化会打破药用植物体内正常代谢及生理生化过程

的稳定性，诱导与次生代谢产物合成相关酶的表达，

从而促进次生代谢产物的生成。

采用 log2（FC）值和-log10（p）值对宁夏鲜果枸

杞和干果枸杞的数据进行分析，结果如图 4。图中的

每个一点代表一个代谢物，平行于 Y 轴的两条直线

分别是 X=1 和 X=−1，在 X=−1 左侧的点是下调

1.5 倍以上的代谢物，而在 X=1 右侧的点则是上调

1.5 倍以上的代谢物。同时，平行于 X 轴有一条直线

为 Y=1.30，即-log10（0.05），在直线以上的点表示显

著性 P<0.05 的代谢物。由火山图可知，宁夏枸杞鲜

果和干果之间有 677 个代谢物，其中上调代谢物

478 个，下调代谢物 199 个。结果表明，不同枸杞果

实超过 70% 的代谢物呈上调表达趋势，在加工过程

中代谢反应活跃。

 2.3　不同宁夏枸杞样本代谢物多变量统计分析

 2.3.1   主成分分析（PCA）　多变量分析是在上述单

变量分析所得结果的基础上进行的。多变量分析的

主要目的是构建不同样本间的关系，研究不同代谢物

对分类不同样本的能力，主要采用主成分分析

（PCA）、特征选择算法，以及多变量建模等分析

算法。

主成分分析法是一种非监督数据分析方法，借

助一个正交变量将原本鉴定到的所有代谢物重新线

性组合，形成一组新的综合变量，使其尽可能多的反

映原有的变量信息，以达到降维的目的，同时对系统

稳定性进行评价[17−18]。不同宁夏枸杞果实的主成分

分析图如图 5 所示。在正模式下，第一主成分（PC1）

的贡献率是 64.1%，第二主成分（PC2）的贡献率是

7.7%，两者的总贡献率是 71.8%。在负模式下，第一

主成分（PC1）的贡献率是 62.4%，第二主成分（PC2）

 

40

30

20

10

0

100

80

60

40

20

百
分
比

0

(30, 78.17)

a

b

(50, 92.05)

(30, 57.17)

(50, 77.95)

20 40
RSD (%)

60 80

累
计
百
分
比

25

20

15

10

5

0

100

80

60

40

20

百
分
比

0 20 40
RSD (%)

60 80

累
计
百
分
比

图 3    正（a）、负离子（b）模式下 QC 样品的 RSD 分析结果图

Fig.3    RSD results of QC sample in positive (a) and
negative (b) ion modes
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的贡献率是 7.7%，两者的总贡献率是 70.1%。结果

表明，检测样本都在各组 95% 置信区间内，说明实验

的重现性良好，能够保证试验结果的可靠性，从整体

上可以反应出两组样品的差异性。

 2.3.2   偏最小二乘法分析（PLS-DA）　PLS-DA 可以

使组间区分效果最优化，有利于寻找差异代谢物[19]。

由于 PLS-DA 在建模时对样品进行指定和分组，所

以能更大地区分组间差异，但这也导致数据的 PLS-
DA 模型存在过拟合的问题，因此采用随机置换检验

法对模型进行外部交叉验证 [20]。模型中 R2X 和

R2Y 分别表示所建模型对 X 和 Y 矩阵的解释率，越

接近于 1 说明模型拟合度越好。如图 6 所示，与图 5
相比，各分组样品之间聚集更加紧密。在正模式下，

R2X 值、R2Y 值、Q2 值分别为 0.993、0.988、0.951；
在负模式下，R2X 值、R2Y 值、Q2 值分别为 0.976、
0.964、0.943，均接近 1，说明建立的模型符合样本真

实数据情况，能很好的解释样本之间的差异性。
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图 6    正（a）、负离子（b）模式下差异代谢物的
PLS-DA 得分图

Fig.6    PLS-DA score chart of metabolites in positive (a) and
negative (b) ion modes

 

为防止模型过拟合，采用 200 次响应的置换检

验对模型进行验证，如图 7 所示，其中 R2、Q2 为回归

直线与 y 轴的截距值，R2 表示模型能够解释的方差

总和，Q2 表示模型的预测能力，结果表明，在正离子

模式下，宁夏枸杞鲜果、枸杞干果代谢物符合 R2=1，
Q2=0.95（图 7a）；在负离子模式下，R2=0.97，Q2=0.95
（图 7b）这 2 个模型的值均大于 0.9，说明本研究建立

的 PLS-DA 模型稳定且参数合理，预测能力较强。

 2.4　差异代谢物的聚类分析

代谢物分布可在视觉上分为上调和下调[21]。为

了观察枸杞鲜果与干果差异代谢物的浓度变化趋势，

将所有样本及差异代谢物的表达量进行距离矩阵计

算，并进行层次聚类分析（hierarchical clustering analy-

sis，HCA），建立样本层次聚类树，如图 8 所示。图中

横坐标和纵坐标分别为样本和代谢质谱特征，点的颜

色表征对应样本，蓝色为鲜果，红色为干果，对应代谢

质谱特征的强度。结果表明，聚类结果可信度较高，

聚类热图分析的结果可靠。根据样本聚类的树状图，

可以分成两个区域，蓝色的枸杞鲜果 6 个平行样本

为第 1 区域，红色的枸杞干果 6 个平行样本为第

2 区域，可见枸杞鲜果代谢物颜色与干果区别较大，

不同枸杞果实中各类代谢物的含量具有显著影响，对

鉴别枸杞鲜果和干果的代谢产物具有一定的参考

意义。

 2.5　差异代谢物的筛选和分析

采用多维分析和单维分析相结合的办法来筛选

组间差异代谢物，根据 PLS-DA 模型分析结果，筛选

第一主成分的变量的权重值（variable important in

projection，VIP）>1 为条件[22]，T 检验 P 值<0.05 的差

异代谢物进行汇总，如表 1 所示。由表 1 可知，宁夏

枸杞果实在加工过程中差异代谢物主要有有机酸类

及其衍生物（10 种）、氨基酸类及其衍生物（6 种）、类

黄酮（8 种）、核苷酸类（1 种）、酚酸类（7 种）、香豆素

（1 种）、其它（2 种），共 35 种。其中，log2（FC）>1 表

示差异代谢物上调，log2（FC）<−1 表示差异代谢物下

调，筛选出的差异性代谢物中有 17 种上调，18 种下调。

宁夏枸杞果实种含有的有机酸、氨基酸、黄酮类

化合物多数呈上调表达，有机酸是一种代谢活性溶
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表 1    宁夏枸杞鲜果和枸杞干果差异性代谢物

Table 1    Differential metabolites in fresh wolfberry and dried wolfberry of Ningxia

序号 差异性代谢物 m/z 保留时间（min） VIP P Fold Change （FC） log2（FC）

1 DL-乳酸 89.0230 23.92 1.13 3.2E-5 0.59 −0.75

2 2-氨基苯酚 108.0461 23.95 1.49 8.1E-4 0.41 −1.29

3 尿嘧啶 111.0150 0.91 1.42 2.5E-3 0.64 −0.64

4 D-脯氨酸 114.0555 0.8 1.59 3.9E-4 0.32 −1.65

5 马来酸 115.0047 0.66 1.52 4.8E-6 1.91 0.93

6 L-天冬氨酸 131.0501 0.72 1.47 5.2E-7 1.71 0.77

7 DL-苹果酸 133.0154 0.65 1.74 4.3E-5 1.96 0.97

8 N-氧代烟酰胺 137.0278 0.77 1.37 4.0E-6 1.59 0.67

9 L-谷氨酸 145.0628 0.72 1.54 1.7E-5 2.01 1.01

10 DL-谷氨酸 146.0475 0.68 1.29 3.7E-8 1.69 0.76

11 L-蛋氨酸 148.0483 0.94 1.51 2.5E-6 0.42 −1.25

12 2,4-二羟基苯甲酸 153.0221 0.79 1.18 3.1E-7 1.61 0.68

13 4-羟基肉桂酸 163.0424 1.02 1.76 9.4E-5 0.22 −2.16

14 D-苯丙氨酸 164.0727 2.11 1.26 7.3E-4 2.57 1.36

15 三羟基苯甲酸 169.0229 1.04 1.34 5.6E-6 0.47 −1.09

16 5-羟基吲哚-2-甲酸 176.0418 0.98 1.42 3.3E-7 4.09 2.03

17 4-吡哆酸 182.0524 2.26 1.39 2.8E-5 0.39 −1.35

18 东莨菪亭 191.0381 4.72 1.37 5.3E-6 0.60 −0.74

19 芥子酸 223.0654 1.65 1.09 4.7E-4 1.82 0.86

20 2-（2-羧乙基）-4-甲基-5-丙基呋喃-3-羧酸 240.0907 3.15 1.61 5.5E-4 0.52 −0.93

21 熊果苷 271.0858 1.13 1.48 6.2E-7 2.01 1.07

22 红景天苷 299.1173 4.51 1.52 3.2E-5 0.42 −1.26

23 橙皮素 301.0764 7.12 1.54 9.6E-5 2.94 1.56

24 花生四烯酸 303.2371 15.95 1.07 5.7E-4 0.14 −2.86

25 绿原酸 353.0938 2.41 1.28 4.6E-5 2.74 1.46

26 对羟基肉桂酸 165.0545 6.08 1.16 5.5E-6 0.28 −1.86

27 阿魏酸 195.0652 5.23 1.41 3.9E-5 2.86 1.52

28 4-羟基-3,5-二甲氧基肉桂酸 225.0758 4.84 1.26 4.7E-7 0.46 −1.13

29 5,6,7,3',4'-五甲氧基黄酮 373.1279 14.12 1.55 3.8E-8 0.28 −1.83

30 芦丁（槲皮素-3-Β-D-芸香糖甙） 610.5223 4.99 1.33 3.1E-5 2.12 1.08

31 异鼠李素-3-O-芸香糖苷 625.1756 7.33 1.58 2.E-5 0.43 −1.23

32 山柰酚-3-O-芸香糖苷（烟花苷） 594.5265 10.68 1.48 6.4E-5 3.25 1.74
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质，在植物体内参与渗透压的调节和阳离子的平衡，

因此水分胁迫会促进有机酸的合成[23]。有机酸作为

一种光合作用的中间体，宁夏地区日照时间长会导致

有机酸在枸杞中的高度积累[24]。氨基酸及其衍生物

是植物中重要组成部分，游离氨基酸除了具有生物学

功能还具有鲜、甜、涩等特殊味道[25]。酚酸类化合物

具有良好的生物学活性，枸杞中酚酸类化合物，如绿

原酸，可抗病毒、抗肿瘤、抗氧化，阿魏酸有消炎、抗

血栓的作用[26]。黄酮类物质也广泛的存在于自然界

的浆果中，枸杞黄酮是众多生理实验中发挥抗氧化、

治疗心脑血管疾病等药理活性的主要物质基础[27−28]。

黄酮类化合物属于植物的次生代谢产物，芦丁、槲皮

素、橙皮素等黄酮类化合物都具有较强的抗氧化活

性，因而大量积累后可增强植物的氧化应激，从而增

加其抗旱性能。同时，由于宁夏紫外线强度高，在高

光照强度下编码多酚黄酮类化合物生物合成的结构

基因的表达和某些重要酶的活性会增加，因此多酚黄

酮类化合物的含量也会随之增加[29]。酚酸类呈下调

表达可能是由于新鲜枸杞中酚酸积累较少，在干燥脱

水的过程中，随着水分的散失，细胞受到胁迫酚酸在

某种机制作用下转变成游离态或大量积累。香豆素

具有抗炎、镇痛以及降低尿酸等作用，枸杞中抑制

ACE 抑制肽活性的主要物质可能为香豆素类化合

物[30]。因此，宁夏枸杞鲜果含水量大、干物质少，枸

杞鲜果经干燥加工后水分下降，不同的加工方式可能

导致了枸杞鲜果和干果中有机酸、黄酮类、酚酸类等

成分有极大的差异。

 3　结论
本研究基于非靶向代谢组学技术对宁夏枸杞鲜

果和枸杞干果的差异性代谢物进行鉴定，从代谢组学

层面系统分析了宁夏枸杞果实加工前后的代谢物差

异。新鲜枸杞经加工干燥后，代谢物含量显著增加，

枸杞鲜果和干果中共鉴定出有机酸类、氨基酸类、黄

酮类、核苷酸类、酚酸类、香豆素等 35 种差异代谢

物。该模型的建立可以有效地对枸杞加工过程中有

机酸、氨基酸、黄酮等生物活性物质含量变化进行区

分，有助于宁夏枸杞加工过程的有效评价，为开发枸

杞相关产品提供了理论参考。
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