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摘 要 新疆一枝蒿是维吾尔医学常用药用植物，由于其独特的生态特性，自然繁殖极为困难，尤其近年来

野生资源已经逐渐匮乏，因而开展其引种、驯化和人工栽培等研究是实现资源可持续利用最有效的手段。

药用植物的物质基础通常有生长发育时期的特异性，深入探讨新疆一枝蒿生长发育过程与关键成分代谢模

式的相关性有助于揭示其生理与代谢适应机制。本研究采用基于液相色谱-质谱联用技术的植物代谢组学

研究方法，分析了采自新疆阿勒泰富蕴和哈密两个地区处于幼苗期、发育期和盛花期的新疆一枝蒿全草样

本，通过整合两地区数据并结合动态规律分析，筛选出 24种与该植物生长发育密切相关的代谢物。进一步，

基于这 24 种生长关键成分，构建了贝叶斯判别分析模型，可用于未知样本的采收时期判别。本研究为新疆

一枝蒿的质量控制和合理利用提供了参考信息，也为其它药用植物的相关研究提供了研究思路。
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新疆一枝蒿是菊科蒿属多年生草本植物一枝蒿（Artemisia rupestris L., A. rupestris）的全草，作为维吾

尔医学常用的药用植物，具有清热退烧、消炎止痛、健胃消食、活血化瘀、抗病毒和抗过敏等药效，用

于治疗感冒和肝炎的疗效尤为显著[1-4]。我国的野生新疆一枝蒿资源主要分布在新疆天山、阿勒泰山和

帕米尔高原一带。由于市场需求量不断增加，加上矿山开采、过度放牧等原因，野生 A. rupestris已经难

以满足需求[5]。目前， A. rupestris的人工栽培已经得到重视并不断发展，产量基本能够满足用药需求，但

是仍然处于研究摸索阶段，栽培与采收技术对于药材品质的不良影响尚未得到解决；此外，与其相关的研

究基础较薄弱，尚未建立合理的质量控制标准[6]。因此，深入探讨 A. rupestris生长发育过程与物质基础的

相关性，发现关键成分代谢模式，有助于揭示该植物的生理与代谢适应机制，并为其科学开发和质量控制

提供参考。

研究表明， A. rupestris全草中主要含有黄酮类、倍半萜类和生物碱类等化学成分[7-9]，具有种类繁

多、结构多样和含量差异大等特点。近年来，针对该药用植物的大多数研究仍然是对于少数几个或某一

类化合物开展的成分分离、鉴定或药效研究[9-12]，难以实现多类别成分同时分析；而代谢组学的整体性

研究思路能够较全面地获取该植物体内重要的活性成分。本课题组在前期研究工作中建立了适用于

A. rupestris的植物代谢组学研究方法[10]，并用于不同组织器官、产地和品种的代谢组差异研究，获得了

花、茎和枝叶等的代谢组特征，并深入探究了生态环境因素对于植物体内化学成分的影响[13-15]。但是，

目前尚没有全面揭示 A. rupestris生长发育过程中其体内的化学成分的动态变化及其规律的研究报道。

本研究以 A. rupestris两个主产区（新疆阿勒泰富蕴和哈密）的人工栽培品种为研究对象，采集幼苗

期、发育期和花期的样本进行分析，开展 A. rupestris整体化学成分的动态研究，探索该植物生长发育期

的代谢组特征及其变化规律，寻找生长关键成分，以期为该药用植物的物质基础研究、质量控制和合理

开发利用提供新的参考信息。
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1 实验部分

1.1 仪器与试剂

Q-OT-qIT杂合型质谱仪、Ultimate 3000超高效液相色谱（美国 Thermo公司）；ALPHA2-4 LD Plus冷
冻干燥机、RVC2-25 CD Plus真空浓缩仪（德国 Christ公司）；Mini Spin离心机、Thermo Mixer C混匀仪

（德国 Eppendorf公司）；Captiva 96孔板过滤装置（美国Agilent Technologies公司）；KQ3200E型超声仪（昆

山市超声仪器有限公司）；Ultra Turrax高速分散机（德国 IKA公司）；0.22 μm滤膜（美国Agilent公司）。

乙腈和甲醇（德国Merck公司）；甲酸（美国 ROE公司）。所用试剂均为色谱纯；实验用水为某品牌

纯净水。

1.2 样品采集与制备

采集新疆阿勒泰富蕴地区（F 区）和哈密地区（H 区）人工栽培品种 A. rupestris地上部分全草样本，

3~4月采集幼苗期（M期）， 5~6月采集发育期（S期）， 8月采集盛花期（H期）。采集后立即置于干冰中暂

存，并尽快转移至–80 ℃ 保存。取 FM组、FS组、FH 组、HM组、HS组和 HH 组的样本各 14 株，在液

氮中使用研钵研磨成粉末，并置于冷冻干燥机 48 h， 制成冻干品。准确称取 50 mg新疆一枝蒿冻干粉末

于 2 mL 匀浆管中，加入 4 ℃预冷的 1 mL甲醇-水（80∶20， V/V）作为提取溶剂。在冰浴条件下，使用高速

分散器提取 3 min（25000 r/min提取 1 min；3000 r/min提取 1 min；25000 r/min提取 1 min）， 将提取后的

混合物放置于超声仪中进行超声辅助提取 10 min。在 4 ℃条件下， 13500 r/min离心 10 min， 收集上清

液，置于真空离心浓缩仪中浓缩蒸干。将浓缩蒸干后产物采用 1 mL 乙腈-水（50∶50， V/V）复溶，超声混匀

后离心 10 min， 上清液经 0.22 μm滤膜过滤后，待分析。

质量控制（Quality control， QC）样品为各组实际样品的等量混合样品，用于监测分析系统的稳定性。

1.3 液相色谱-质谱联用分析

液相色谱柱：Acquity UPLC HSS T3（100 mm × 2.1 mm， 1.8 μm， Waters公司）；流动相 A为H2O（含

0.1% 甲酸），流动相 B为乙腈（含 0.1%甲酸）；柱温：40 ℃；进样量：5 μL；流速：0.3 mL/min。梯度洗

脱：0~20 min， 5%~50% B；20~27 min， 50%~98% B；27~30 min， 98% B。进样前用初始流动相平衡

8 min。质谱离子源为电喷雾离子源（Electrospray ionization， ESI），采用正、负离子检测模式，各路气路均

使用氮气。扫描模式：Full scan；扫描范围：m/z 100~1000；分辨率：60000；喷雾电压：3.5/–3 kV；

鞘气：35 psi（1 psi = 6.895 kPa）；辅助气：15 psi；离子传输管温度：380 ℃。

为了保证色谱柱和系统内无残留污染物的干扰，在分析样品前，有规律地在检测序列之前连续插入

10 个 QC 样品，待仪器稳定后，再开始实际样品检测。实际样品随机排列，并且每进样 11 个实际样品后

插入 1次 QC样品分析。

1.4 数据处理

采用已建立的非靶向代谢组学数据处理方法[8]，即将获得的 UHPLC-（±）ESI-MS谱经过格式转换，

导入 R 语言 XCMS 程序包进行峰识别、峰对齐、峰填充及峰过滤，获得包括质荷比（m/z）、保留时间

（Retention time， RT）及其峰面积的二维数据阵；进一步采用 SIMCA-P（Version 15.0， Umetrics AB， Umeå，
Sweden）构建M期与H期样品的模式识别模型，通过生成的 VIP（Variable importance for the projection）列
表、Jack-knifed置信区间载荷图、t-检验和 Pearson协相关分析等步骤筛选出可靠的、对于分组有显著

贡献的差异离子。根据差异代谢物的 MS 及 MS/MS 谱数据，结合代谢物数据库 HMDB（https://hmdb.ca/）
检索和已知成分的质谱裂解规律，推测差异代谢物的结构或结构类别。

采用Heatmapper（http://www.heatmapper.ca/expression/）在线工具绘制聚类热图；采用 SPSS16.0软件

进行贝叶斯判别分析模型的构建。

2 结果与讨论

2.1 数据质量评价

为了获得真实可靠的数据，从以下两方面进行数据质量的控制与评价：（1）UHPLC-ESI（±）MS分析
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时，采用不同组间穿插进样、组内随机进样的方式进行检测；（2）通过绘制 QC 样品的主成分分析

（PCA）得分图和所有实际样品的保留时间变异图，考察检测系统的稳定性。如图 1 所示，在正、负离子

检测模式下，所有 QC样品的峰面积偏差在 2倍标准偏差（–2SD~2SD）之间，并且实际样品的保留时间变

异均在±20 s内，说明色谱系统的分离性能和稳定性良好，分析方法稳定且可靠，可确保后续数据处理得

到的组间差异来自于不同生长期 A. rupestris的代谢组差异，而非人为失误或仪器系统的误差。

2.2 新疆一枝蒿不同生长期的代谢轮廓分析

在负离子检测模式下， F区和H区的 A. rupestris不同生长期样本的代表性总离子流色谱图（Total ion
chromatogram， TIC）如图 2A所示，从整体轮廓上可以看出，不同生长期的样品中代谢组大致相同，但在部

分保留时间区域内检出的代谢物有所不同。例如， F区 A. rupestris的 RT 5~7 min范围内，在M期样品中

检出的色谱峰较多，而在 S期和H期中检出色谱峰较少；RT 10~13 min范围内，M期样品中检出色谱峰

较多，后两个时期样品中检出色谱峰较少，但也有一些代谢物的丰度更高。H区来源样本 RT 13~15 min
范围内， M 期和 S 期样品中未检出明显色谱峰， H 期样品中在 RT 13.5 min 处有明显的色谱峰；在

RT 19~21 min范围内， RT 19.46 min的色谱峰在不同组别中质谱响应显著不同。正离子检测模式获得的

TIC有类似的现象，不再赘述。通过构建 PCA模型可知，在未设置组别的情况下，得分图中样品已经呈现

出明显的分组分布，如图 2B所示，充分说明不同生长时期的 A. rupestris中代谢组具有显著差异。

2.3 生长关键成分筛选与判别分析模型构建

2.3.1 非靶向与靶向分析相结合的生长关键成分筛选

分别构建两个地区的 M 期和 H期样品的正交偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）模型，以寻找组间差

异变量。OPLS-DA 模型均经过交叉有效性验证和置换验证，保证了模型有效且可靠。为了提高差异变

量的可靠性与重复性，重点针对组间差异倍数大于 5 的差异变量进行后续分析。最终，在正离子检测模

式下， F 区样品中在 M 期和 H 期两组之间差异倍数在 5 倍以上的差异变量仅获得 8 个；在 H 区样品中

筛选出 73个；在负离子检测模式下筛选出的差异变量较多，差异倍数 5 倍以上的变量在 F 区样品中有

240个，H区有 162个。由此可知，在生长发育过程中含量变化大的成分在负离子模式下更容易检出。

基于上述筛选的差异变量，通过绘制其在M期、S期和H期样品中平均水平散点图，能够获得随生

长发育过程的动态变化规律。由于阿勒泰富蕴地区和哈密地区的生态环境不同，所以两个地区生长的

A. rupestris植物中随生长发生变化的成分也不同。对比两地区数据发现，差异变量列表的重复度很小，这

说明不同的生态环境对于同一植物的生长发育模式具有显著影响。但是，两个地区样本中也存在一些相

同的代谢物，并表现出相同的动态变化规律，这表明这些代谢物仅与该药用植物生长发育过程密切相关，

不受生态环境的影响，即为生长关键成分。正离子检测模式数据中未发现生长关键成分，负离子检测模

图1 基于超高效液相色谱-质谱联用（UHPLC-MS）技术的一枝蒿(A. rupestris)代谢组学研究数据质量评
价:（A）质量控制样品的主成分分析得分图；（B）所有样品的保留时间变异图
Fig.1 Data quality evaluation of Artemisia rupestris L. (A. rupestris) metabolomics research based on ultra-high
performance liquid chromatography-mass spectrometry （UHPLC-MS） technique: （A） Principal component analysis
（PCA） model score plot of quality control （QC） samples; （B） Retention time variation plot of all real samples
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式数据中筛选出 18种生长关键成分，详见电子版文后支持信息表 S1。
生长关键成分m/z 285.0406 （RT 13.49 min）的MS/MS谱有明显的黄酮类化合物 C环裂解产生的特

征子离子 C7H3O4–（m/z 151.0037）峰，推测其为黄酮类化合物；进一步推测其元素组成为 C15H9O6–，可能为

木犀草素。采用木犀草素标准品进行验证，得到了类似的 MS/MS 图，并且 RT 为 13.75 min，因此鉴定化

合物为木犀草素。此外，在生长关键成分m/z 431.2642（RT 25.38 min）的MS/MS谱中，出现了一枝蒿酮酸

的[M–H]–（m/z 247.1338）以及其明显的特征子离子[M–H–CO2]–（m/z 203.1490），因此判定该代谢物为一

枝蒿酮酸衍生物。采用精确 m/z 检索数据库，推测生长关键成分 m/z 474.2696（RT 23.57 min）可能为

LysoPE（18∶3/0∶0）；其 MS/MS 谱中基峰为 m/z 277.2169 的子离子，其数据库检索的唯一结果是分子式

为 C18H36O2 的不饱和脂肪酸，也与 LysoPE（18∶3/0∶0）中的脂肪链相对应。类似地， m/z 502.2929
（RT 23.65 min）和m/z 562.3138（RT 23.65 min）推测为 LysoPE（20∶3/0∶0）及其衍生物。上述 5种生长关键

成分的MS/MS谱图见电子版文后支持信息图 S1，木犀草素化学对照品的高分辨MS和MS/MS图见图 S2。
在上述非靶向分析获得的 18种生长关键成分中，仅鉴定出m/z 285.0397 （RT 3.49 min）为 A. rupestris

中已知代谢物木犀草素。而在前期研究中，本课题组发现了一组 A. rupestris的已知代表性代谢物，其中

33种采用化学对照品确认， 34种推测出了分子组成与结构类别[15-16]。为了深入挖掘生长发育对于已知

代表性代谢物的影响，对其在两个地区 M期、S 期和 H期样品中的动态变化趋势进行了描绘，筛选出芹

黄素、山奈酚、金丝桃苷、一枝蒿酮酸 B、一枝蒿酮酸 C和m/z 609.1325（RT 12.14 min）组分共 6种成

分作为生长关键成分。其中，m/z 609.1245 （RT 12.14 min） 组分的分子式为 C30H25O14，其结构以木犀草

素为基本母核，并连接一个咖啡酸基团和一个葡萄糖基团。

图 3B 的聚类热图为上述 24 种生长关键成分在 M 期、S 期和 H 期样品中均值的可视化呈现，可以

图2 基于 UHPLC-（–） ESI MS数据的阿勒泰富蕴和哈密地区 A. rupestris不同生长期样品的代表性总离
子流（TIC） 色谱图（A）和主成分分析（PCA） 得分图（B）
Fig.2 Representative total ion chromatograms （TIC） （A） and score plot of principal component analysis
（PCA） model （B） of different growth stage samples of A. rupestris based on UHPLC-（–） ESI MS data
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看出这些生长关键成分在不同地区的生长过程中的变化规律基本一致。时间序列聚类分析表明，上述代

谢物有 3类变化规律，并且在两个地区来源的样本中结果一致：Cluster 1中代谢物在前两个时期含量水

平几乎不变，在盛花期时含量水平大幅度提升；Cluster 2中代谢物在整个生长发育过程中呈稳步上升趋

势；Cluster 3中的代谢物则是在整个生长发育过程中呈逐步下降趋势。

2.3.2 基于生长关键成分的贝叶斯判别分析模型的构建

A. rupestris通常在夏秋季即盛花期及之后采集入药，如前所述，生长关键成分与生长时期密切相关，

因此可以用于判别采收时期未知的样本。采用 24 种生长关键成分构建贝叶斯判别分析模型，得出的各

成分分类判别函数系数如表 1 所示（在不同分类判别函数中系数均为 0 的变量已删除）。对于采收时期

未知的样本，采用本研究建立的样品分析方法测得生长关键成分的峰面积数据后，代入 3 个分类判别函

数进行计算，并最终归属在计算值高的时期。该模型对于初始分组案例中样本的分类正确率为 98.6%，

经过交叉验证后的分类正确率为 95.8%。

3 结论

本研究采用 UHPLC-MS/MS技术的非靶向代谢组学研究策略，对采集自新疆阿勒泰富蕴地区和哈密

地区的幼苗期、生长期和盛花期的 A. rupestris样本进行分析，研究了其内部化学成分的生长发育模式。

结果表明，不同采收时期的 A. rupestris植物的代谢组存在显著差异，并且具有地域差异性；通过整合两

个地区数据并结合动态规律分析，获得了与该植物生长发育密切相关的 24 种代谢物；进一步构建了基

于生长关键成分的贝叶斯判别分析模型，并将其用于采收时期未知样本的判别。本研究为 A. rupestris质
量控制提供了指导，也为保障其药用资源得到合理利用以及其它药用植物的质量控制和合理开发提供了

新的研究策略。

图3 A. rupestris的生长关键成分在阿勒泰富蕴、哈密地区样本中的时间序列聚类分析图（A）
和聚类热图（B）
Fig.3 Time series clustering analysis plots （A） and cluster heatmaps （B） of growth key
components of A. rupestris L. from Altay fuyun and Hami regions
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Study on Key Growth Components of Artemisia rupestris L.
Based on Metabolomics

WANG Ji-Yang1, ZHOU Zhi*1,2, XIE Bing1, CUI Xing-Yun1, LAMAO Zhuo-Ma1,
WANG Zhong-Hua1,2, ABLIZ Zeper1,3

1(Key Laboratory of Mass Spectrometry Imaging and Metabolomics of State Ethnic Affairs Commision,
Minzu University of China, Beijing 100081, China)

2(Key Laboratory of Ethnomedicine of Ministry of Education, Minzu University of China, Beijing 100081, China)
3(College of Pharmacy, Minzu University of China, Beijing 100081, China)

Abstract Artemisia rupestris L. (A. rupestris) is a kind of commonly used medicinal plant in Uygur medicine. Due
to its unique ecological characteristics, it is extremely difficult to reproduce naturally, and wild resources have
been scarce in recent years. Therefore, conducting introduction, domestication and artificial cultivation researches
are the most effective means to realize the sustainable utilization of resources. The material basis of medicinal
plants is usually specific for the period of growth and development. Thus, an in-depth study of the correlation
between the growth period and the metabolic patterns of key components will help to reveal the physiological and
metabolic adaptation mechanism of A. rupestris. In this study, plant metabolomics strategy based on liquid
chromatography-mass spectrometry technique was applied to analyze A. rupestris samples of different growth periods,
including seedling stage, development phase, and full-bloom stage, which were collected from Xinjiang Altay Fuyun
and Hami regions. Twenty-four metabolites that were closely related to the plant growth and development were
screened by integrated analysis of the two regions data and dynamic regulation description. Furthermore, a Bayesian
discriminant analysis model based on 24 key growth components was constructed, which could be used to
discriminate the harvesting period of unknown samples. This study provided new reference information for quality
control and rational utilization of A. rupestris., and also provided research ideas for other medicinal plants.
Keywords Artemisia rupestris L.; Metabolomics; Liquid chromatography-mass spectrometry technique; Harvest
period; Key growth component
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