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摘  要  为探究DNA条形码与代谢组学技术对于不同乌龙茶产品的鉴定效果，以18份不同茶树品种加工的闽南乌龙茶产

品为供试材料，对8条DNA序列片段扩增、测序，分析计算其遗传距离并构建系统进化树；利用UPLC-ESI-QTOF-MS技
术对不同品种闽南乌龙茶产品进行非靶向代谢组分析；并计算样品的遗传-化学相关性. 结果显示：trnL-trnF + ITS2扩
增成功率及测序成功率均达到100%，具有较高的鉴定效率，将其作为鉴定样品的最适序列组合；筛选出闽南乌龙茶产

品中9个最关键的差异代谢物，进一步分析发现，金观音、铁观音、本山、水仙，以及大叶乌龙、毛蟹、佛手、黄旦具有较

为相似的代谢成分，并有效区分了不同品种的闽南乌龙茶产品；通过遗传-化学相关性分析发现，trnL-trnF序列的遗传距

离与差异代谢物间的相关性较高. 本研究以trnL-trnF + ITS2序列组合和代谢组学相结合的遗传-化学研究方法对闽南地

区部分代表性乌龙茶产品进行了快速、准确的鉴定，实现茶叶品种的识别标准化和信息化，为茶叶识别技术开辟了一条

新途径. （图4 表7 参32）
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Abstract  To explore the effect of DNA barcoding and metabonomics techniques on the identification of different 
oolong tea products, this study used 18 oolong tea products in southern Fujian (Minnan), China, processed 
by different tea plants, as the source materials for the amplification and analysis of DNA sequences. The 
genetic distance was calculated from these sequences, and a phylogenetic tree was constructed. UPLC-ESI-
QTOF-MS technology was then applied to different types of oolong tea products in Minnan for an untargeted 
metabolome analysis; followed by calculation of the genetic-chemical correlation of the samples. The results 
show that the amplification success rate and sequencing success rate of the UPLC-ESI-QTOF-MS technology 
can reach 100%, and has a relatively high identification efficiency. This technology can thus be regarded as 
the most optimal sequence combination for identifying the samples. In this study, nine key different metabolites 
were selected from oolong tea products in Minnan. Through further analysis, there were more similar metabolic 
components in Jinguanyin, Tieguanyin, Benshan, Shuixian, as well as Daye Oolong, Maoxie, Foshou, and 
Huangdan. This effectively distinguished different varieties of oolong tea products in Minnan, which could 
provide a theoretical basis for the further identification of different varieties. Analysis of the genetic-chemical 
correlation revealed that the genetic distance of the trnL-trnF sequence had a relatively high correlation with 
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中国是茶树的发源地，茶树品种繁多，目前我国收集、保

存的各类茶树种质资源已达3 100余份，截至目前, 全国已有国

家审（认、鉴）定茶树品种134个，新选育登记茶树品种34个[1-2]. 
神农尝百草至今，经过5000多年的发展和演变，虽然茶叶的种

类越来越丰富，但是按加工工艺的不同，大体上可分为红茶、

绿茶、白茶、黄茶、黑茶和乌龙茶六大类，其中乌龙茶的发源地

是福建，福建乌龙茶又可分为闽南乌龙茶和闽北乌龙茶，以铁

观音为代表的闽南乌龙茶因其独特的香气和滋味，自其诞生以

来就深受大众的喜爱，而适制闽南乌龙茶的茶树品种丰富，以

次充好的现象难免出现，为维持闽南乌龙茶乃至整个茶叶市场

的健康发展，茶叶品种的鉴定方法成为研究的热点. 
生长环境、贮存环境、加工方式的差异通常对成品茶外

观形态造成不同程度的影响，因此在实际应用中很难通过表

现型对其进行物种鉴定.  DNA是一种稳定的生物大分子，利

用DNA分子水平的鉴定方法能准确有效地对新鲜和加工过的

植物样品进行鉴定，避免表型鉴定造成的误差和生化检测的

繁杂操作. 目前常用的DNA鉴定方法有DNA指纹图谱技术、

DNA芯片技术和DNA条形码技术等 [3-8]. DNA条形码技术是利

用一段短而标准的DNA序列作为标记来实现快速、准确和自

动化物种鉴定的方法，由加拿大的动物学家Herbert在2003年
提出[9]，经过多年的发展，DNA条形码技术在分子系统发育、

进化生态学等研究和动植物品种、食品组成、法医物证等鉴定

中有广泛的应用[10-12]. 利用DNA条形码识别技术，可以实现茶

树品种的准确识别. 
随着代谢组学检测手段和数据分析技术不断发展和完

善，代谢组学已广泛应用于生命科学研究的各个领域中，如天

然药物开发、食品安全、植物学和微生物学等 [13-16]. 代谢组学

在茶叶中主要应用于植物的活性成分研究、分类研究和基因

功能研究等 [17-19]. 随着茶叶需求量的上升，消费者对茶叶的质

量安全也日益关注，如何利用当前新兴的科学研究方法控制

和提高茶叶质量，是众多茶学工作者亟待研究的重要课题之

一. 虽然代谢组学在茶叶中的应用日渐增多，但大多都只是停

留在茶叶品质的生物标志物的获取这个阶段，如何将代谢组

学与其他组学数据结合起来，加快茶叶品质改良的进程是今

后茶叶代谢组学研究的重点和难点. 
我们以12种闽南乌龙茶产品为实验材料，拟通过DNA条

形码技术对其进行品种鉴别，并利用UPLC-ESI-QTOP-MS进
行化学成分定性定量研究，然后将闽南乌龙茶产品DNA条形

码研究得到的遗传信息与闽南乌龙茶所含的差异代谢物进行

相关性分析，探讨闽南乌龙茶产品遗传信息与差异代谢物间

的关系，以期为闽南乌龙茶的品质评价提供新思路，为闽南乌

龙茶品种的鉴别提供参考依据. 

1  材料与方法

1.1  试验材料
本研究收集的乌龙茶成茶样品共18份，涉及12个不同

茶树品种，包括铁观音（TGY）、本山（BS）、黄旦（HD）、

毛蟹（MX）、大叶乌龙（DYWL）、水仙（SX）各2份，金观音

（JGY）、冻顶乌龙（DDWL）、佛手（FS）、梅占（MZ）、奇兰

（QL）、丹桂（DG）各1份，其中铁观音、黄旦、本山、大叶乌

龙、水仙和毛蟹样品均取有同一乡镇2个不同企业生产的样品. 
样品信息见表1. 
1.2  DNA条形码识别研究
1.2.1  仪器与试剂　　新型植物基因组DNA快速提取试剂盒

（Aidlab，中国），低温高速离心机（Eppendorf，德国）；PCR
扩增仪（Biorad，美国）；凝胶成像仪（Syngene，美国）； 
Nano drop 2000c 超微量分光光度计（Thermo，美国）；恒温

different metabolites. Using a genetic-chemical research method combining the trnL-trnF sequence and 
metabonomics techniques, this study was able to identify part of the representative oolong tea products in 
Minnan accurately and rapidly, which can further develop the standardization and characterization of tea types 
and open a new way for the identification of existing teas.

Keywords  oolong tea; DNA barcoding; metabonomics; tea identification

表1  闽南乌龙茶产品样品采集信息

Table 1  Collection of the samples of Minnan oolong tea
品种名称

Species name
实验编号

Experiment number
来源

Location
经纬度

Longitude and latitude

铁观音 Tieguanyin TGY1 安溪县西坪镇 Xiping Town, Anxi County N 25°1', E117°56'
TGY2 安溪县西坪镇 Xiping Town, Anxi County   N 25°1', E117°56' 

本山 Benshan BS1 安溪县西坪镇 Xiping Town, Anxi County N 25°1', E117°56'
BS2 安溪县西坪镇 Xiping Town, Anxi County  N 25°1', E117°56'

黄旦 Huangdan HD1 安溪县虎丘镇 Huqiu Town, Anxi County   N25°00′, E117°59′
HD2 安溪县虎丘镇 Huqiu Town, Anxi County   N25°00′, E117°59′

毛蟹 Maoxie MX1 安溪县大坪乡 Daping Town, Anxi County   N26°05′, E119°32′
MX2 安溪县大坪乡 Daping Town, Anxi County   N26°05′, E119°32′

大叶乌龙 Dayewulong DY1 安溪县西坪镇 Xiping Town, Anxi County N 25°1', E117°56'
DY2 安溪县西坪镇 Xiping Town, Anxi County   N 25°1', E117°56'

金观音 Jinguanyin JGY 安溪县西坪镇 Xiping Town, Anxi County   N 25°1', E117°56'

水仙 Shuixian SX1 龙岩市漳平市 Zhangping City, Longyan City  N 25° 3', E117°42'
SX2 龙岩市漳平市 Zhangping City, Longyan City  N 25° 3', E117°42'

冻顶乌龙 Dongdingwulong DD 安溪县西坪镇 Xiping Town, Anxi County  N 25° 1', E117°56'
佛手 Foshou FS 泉州市永春县 Yongchun County, Quanzhou City   N 25° 32', E118°3'
梅占 Meizhan MZ 安溪县西坪镇 Xiping Town, Anxi County   N 25° 1', E117°56'
奇兰 Qilan QL 漳州市平和县 Pinghe County, Zhangzhou City   N 24° 37', E117°3'
丹桂 Dangui DG 漳州市南靖县 Nanjing County, Zhangzhou City  N 24° 52', E117°37'
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摇床（天呈实验仪器制造有限公司，中国）. 
1.2.2  DNA提取、扩增及测序　　取20-30 mg茶叶样品用液

氮速冻，在液氮中研磨至粉末，用改良的艾莱德新型植物DNA
提取试剂盒方法提取DNA. 叶绿体DNA片段（rbcL、matK、
trnH-psbA、trnL-trnF、rpl32-trnL和rpl16）和核糖体DNA片段

（PAL和ITS2）详细引物信息及PCR反应条件见表2. PCR产

物用胶回收试剂盒纯化回收，详细方法参照OMEGA胶回收试

剂盒的操作步骤. 纯化后的PCR产物一部分送至福州尚辰生

物有限公司进行测序，另一部分保存至-20 ℃冰箱备用. 
1.3  基于代谢组学的产品鉴别研究
1.3.1  仪器与设备　　超高效液相色谱-四级杆飞行时间质

谱系统（Waters，美国）；色谱柱（ACQUITY UPLC HSS T3 
2.1x100 mm i.d.，1.8 μm，Waters，美国）. 
1.3.2  样品前处理　　闽南乌龙茶产品冷冻干燥后研磨至粉

末，每份取30 mg样品粉末至2 mL离心管中，加入1.2 mL 70%
预冷甲醇，涡旋振荡混匀，25 ℃超声提取20 min，12 000 r/
min，4 ℃条件下离心10 min，取上清液，用70%预冷甲醇稀释

100倍，储存于-4 ℃冰箱中待测. 
1.3.3  色谱与质谱检测条件　　色谱检测条件：流动相A
（0.1%甲酸），流动相B（0.1%甲酸的乙腈）；流速：0.3 mL/
min. 进样体积为1 μL，流速0.3 mL/min，柱温40 ℃.  洗脱

梯度如下：0 min，A相100%，B相0%；2 min，A相93%，B相
7%；13 min，A相60%，B相40%；14-17 min，A相1%，B相

99%；17.1-20 min，A相100%，B相0%. 质谱分析条件：离子

源，ESI；数据采集，MSe；ramp，10-40 eV；毛细管电压，

ESI+，2.0 kV（ESI-：2.5 kV）；离子源温度：120 ℃；反溶剂温

度：450 ℃；扫描范围：50-1200 Da. 
1.4  统计分析　　DNA序列采用Clustal X2进行比对，代谢组

数据采用QI软件筛选，通过Excel 2019、MEGA 7、EZinfo、
HemI软件制图. 

2  结果与分析

2.1  DNA提取、扩增成功率及测序成功率
用超微量分光光度计测得乌龙茶样品DNA的质量与浓度

均符合后续实验的需要. 由于 rpl32-trnL和rpl16的PCR扩增

产物经凝胶电泳后没有单一的条带，而PAL片段虽经PCR扩

增成功得到单一的条带，但在测序后发现该片段存在poly后双

峰（单核苷酸poly A），即使经多次重新设计引物、修改PCR
条件等均未克服这些问题. 在18个样本中，trnL-trnF和ITS2
的扩增成功率与测序成功率均为100%；rbcL、matK、trnH-
psbA的扩增成功率分别为88%、75%和94%，8条DNA片段的

测序成功率均为100%，因此最终选择trnL-trnF和ITS2两对引

物进行后续的实验. 
2.2  序列与系统进化分析

序列trnL-trnF、ITS2和trnL-trnF + ITS2的长度、CG含量

统计结果见表3. ITS2序列的长度为293-315 bp，trnL-trnF序
列的长度为1 051-1 070 bp，trnL-trnF + ITS2序列组合的长

度为1 361-1 385 bp. 与叶绿体DNA片段trnL-trnF相比，细胞

核糖体DNA片段ITS2的变异位点虽然较少，但ITS2变异位点

和简约信息位点占自身片段长度的比例均比叶绿体DNA片段

trnL-trnF的高，证明了细胞核DNA比叶绿体DNA具有更高的

进化率 [20]. 
利用MEGA 7对不同品种的闽南乌龙茶产品进行Kimura-

2-Paramter（K2P）遗传距离分析，结果见表4. 一般情况下，

当种间距离大于种内距离时，不同品种才能有效区分 [5]. 由表

4可知，除了毛蟹ITS2序列的种内遗传距离大于部分的种间遗

传外，铁观音、黄旦、本山、大叶乌龙、水仙的ITS2和trnL-trnF
序列的种内遗传距离均小于等于种间遗传距离，而序列组合

trnL-trnF + ITS2的种内遗传距离除了本山品种外均小于种间

遗传距离，说明运用这两条序列或这两条序列的组合可能会有

表2  不同引物信息及PCR反应程序

Table 2  The information and PCR program of different primers
序列名称
Primer

序列
Sequence (5ʹ-3ʹ)

引物长度
Primer length (bp)

PCR反应条件
PCR reaction condition

PAL F: CAATGGGTTGCCATCGAATCT
R: TCTTGGTTATGTTGCTCGGC

F: 21 bp
R: 20 bp

Predenaturation at 94 ℃ for 5 min; 34 cycles: 
94 ℃ 1 min, 56 ℃ 1 min, 72 ℃ 90 s; 72 ℃ 10 min

ITS2 F: ATGCGATACTTGGTGTGAAT
R: GACGCTTCTCCAGACTACAAT

F: 20 bp
R: 21 bp

Predenaturation at 94 ℃ for 5 min; 34 cycles: 
94 ℃ 1 min, 57 ℃ 1 min, 72 ℃ 90 s; 72 ℃ 7 min

rpl32-trnL F: CTGCTTCCTAAGAGCAGCGT
R: CAGTTCCAAAAAAACGTACTTC

F: 20 bp
R: 22 bp

Predenaturation at 94 ℃ for 5 min; 34 cycles: 
94 ℃ 1 min, 56 ℃ 1 min, 72 ℃ 90 s; 72 ℃ 10 min

rpl16 F: TGGAAGGTGTATGGGTCATCT
R: CGTTCCCATCGCTTCTTGTT

F: 21 bp
R: 20 bp

Predenaturation at 94 ℃for 5 min; 34 cycles: 
94 ℃ 1 min, 55 ℃ 1 min, 72 ℃ 90 s; 72 ℃ 10 min

trnH-psbA F: GTTATGCATGAACGTAATGCTC’
R: CGCGCATGGTGGATTCACAATCC

F: 22 bp
R: 23 bp

Predenaturation at 94 ℃ for 5 min; 30 cycles: 
94 ℃ 1 min, 55 ℃ 1 min, 72 ℃ 90 s; 72 ℃ 7 min

matK F: CGTACAGTACTTTTGTGTTTACGAG
R: ACCCAGTCCATCTGGAAATCTTGGTTC

F: 25 bp
R: 27 bp

95 ℃ 2.5 min; 10 cycles: 95 ℃30 s, 56 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s; 
25 cycles: 88 ℃ 30 s, 56 ℃ 30 s, 72 ℃ 30 s; 72 ℃ 10 min

rbcL F: ATGTCACCACAAACAGAGACTAAAGC
R: GAAACGGTCTCTCCAACGCAT

F: 26 bp
R: 22 bp

95 ℃ 2.5 min; 35 cycles: 95 ℃ 30 s, 58 ℃ 30 s, 
72 ℃ 30 s; 72 ℃ 10 min

trnL-trnF F: CTCTGAAAAGCCCACATA 
R: CATAGCTTGATAAAC GAAAT

F: 18 bp
R: 20 bp

Predenaturation at 94 ℃ for 5 min; 40 cycles: 
94 ℃ 1 min, 57 ℃ 1 min, 72 ℃ 90 s; 72 ℃ 7 min

表3  序列特征

Table 3  Sequencing information
参数 Parameter trnL-trnF ITS2 trnL-trnF + ITS2

比对序列长度 Alignment length (bp) 1072 316 1388
GC含量 GC content 35.90%-36.45% 62.95%-64.77% 42.31%-42.74%
变异位点 Variants (bp) 17 13 32
简约信息位点 Parsimony informative sites (bp) 6 6 12
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效地将不同品种的闽南乌龙茶产品区分开. 
以山茶科猪血木属的模式植物猪血木（Euryodendron 

excelsun H. T. Chang）的 trnL- trnF（GenBank登录号

HM061568）和ITS2（GenBank登录号AY626886）序列为外

展值，采用邻接法分别构建系统聚类树（图1），对这2个DNA
序列片段进行系统进化分析，结果表明，trnL-trnF和ITS2序列

虽然在一定程度上都能与外类群区分开，但均无法有效地将

相同品种的闽南乌龙茶聚在同一个分支上；但是trnL-trnF + 
ITS2的片段组合除了无法将相同品种的本山聚在一起外，其余

样品的相同品种均能聚在同一簇. 
综上分析，虽然两个DNA片段PCR的扩增效率均为

100%，且不同的品种间均存在变异位点，但由于构建的进化

树无法将不同品种的闽南乌龙茶有效区分开，因此均不能作

为鉴别闽南乌龙茶品种的DNA条形码. 但是trnL-trnF + ITS2
的序列组合对样品却有较高的鉴别能力，因此建议将trnL-trnF 
+ ITS2的序列组合作为鉴别闽南乌龙茶产品的DNA条形码. 
2.3  基于代谢组的闽南乌龙茶产品主成分分析

利用UPLC-ESI-QTOF-MS全扫描模式的质谱数据建立

PCA分析，结果如图2所示，相同品种闽南乌龙茶能较好地聚

在一起；不同品种闽南乌龙茶样品（每个样品重复进样分析3
次，图中显示已去除部分差异较大的样品），在PCA图中，分

成了A、B 两大簇. A簇中不同品种茶树的分布相对聚集，说明

他们的代谢成分相似，但是铁观音（TGY）品种样品与其他品

种（本山BS、水仙SX、金观音JGY）茶样间有分散趋势，说明

铁观音品种制成的闽南乌龙茶的代谢成分与其他相比有较大

的差异；B簇中各样品分布较为分散，但部分品种之间的代谢

成分含量较为相似，如毛蟹（MX）和佛手（FS）有聚集的趋

势，而组内平行样本成分接近，证明样本的可靠性. 
2.4  代谢成分分析与鉴定

以 VIP > 1，P < 0.05 和 FC > 1.2 为筛选条件，共筛选

出9种差异较大的化合物，并编号为1-9，如表5所示. 因同属闽

南地区，茶树产地相邻，制作工艺相同，所以差异代谢物较少. 
为了更明确地分析9种差异代谢物在不同品种闽南乌龙茶间含

量的差异，对其进行了相对含量分析，发现指认出的9个差异

代谢物间的相对含量有明显的差异，其中，如图3所示，表没

食子儿茶素在所有试验品种中均有较高的含量且存在较大的

差异，山柰素-3-O-鼠李葡糖苷的含量虽然较低，但也存在较

大的差异，因此这两种化合物可能对PCA分类有较大的贡献. 
将筛选出的差异表达代谢物相对含量导入HemI软件

（Heatmap Illustrator，Version 1.0）建立热图，如图4所示，

表4  不同品种闽南乌龙茶产品两个基因片段的种内种间遗传距离

Table 4  Intraspecific and interspecific genetic distance in two gene of the different varieties of commercial Minan oolong
品种

Species
 种内遗传距离 Intraspecific genetic distance 种间遗传距离 Interspecific genetic distance
trnL-trnF ITS2 trnL-trnF + ITS2 trnL-trnF ITS2 trnL-trnF + ITS2

铁观音 Tieguanyin 0.000 0.007 0.001 0.000-0.004 0.003-0.034 0.002-0.010
本山 Benshan 0.001 0.001 0.003 0.001-0.004 0.003-0.037 0.002-0.011
黄旦 Huangdan 0.001 0.000 0.001 0.001-0.005 0.007-0.021 0.003-0.009
毛蟹 Maoxie 0.000 0.014 0.004 0.002-0.004 0.003-0.032 0.004-0.007
大叶乌龙 Dayewulong 0.000 0.000 0.000 0.002-0.004 0.000-0.030 0.001-0.010
金观音 Jinguanyin - - - - 0.004-0.034 0.005-0.011
水仙 Shuixian 0.000 0.000 0.000 0.003-0.007 0.007-0.027 0.005-0.010
冻顶乌龙 Dongdingwulong - - - 0.000-0.004 0.007-0.032 0.004-0.008
佛手 Foshou - - - 0.001-0.005 0.000-0.017 0.003-0.007
梅占 Meizhan - - - 0.002-0.005 0.000-0.024 0.001-0.009
奇兰 Qilan - - - 0.002-0.007 0.000-0.024 0.004-0.010
丹桂 Dangui - - - 0.002-0.006 0.000-0.030 0.003-0.011

图1  基于trnL-trnF、ITS2和trnL-trnF + ITS2序列构建的邻接树. 
Fig. 1  Consensus tree obtained by the NJ method based on the 
trnL-trnF, ITS2, and trnL-trnF + ITS2 region. 
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横坐标为差异表达代谢物，编号1-9分别为表没食子儿茶素、

槲皮素-3-O-葡糖芸香糖甙、山柰素-3-O-鼠李葡糖苷、奎尼

酸、原花青素B-4、山柰素-3-O-芸香糖甙、槲皮素-3-O-半乳

糖苷、儿茶素、原花青素B-2,3′-O -没食子酸盐，纵坐标为不

同品种的闽南乌龙茶产品，颜色越偏向红色，含量越高. 由图

4可知相同品种的闽南乌龙茶产品除铁观音品种外都能聚在

一起，铁观音、大叶乌龙、毛蟹、佛手和水仙聚为一簇，黄旦、

金观音、本山聚为一类.  所有品种的表没食子儿茶素都有较

高的含量，与其他品种相比，水仙的原花青素B-4和原花青素

B-2,3′-O-没食子酸盐的含量较低. 
2.5  灰色关联度分析遗传-化学相关性

将闽南乌龙茶产品DNA条形码研究得到的遗传信息与闽

南乌龙茶所含的差异代谢物进行相关性分析，探讨闽南乌龙

茶产品遗传信息与差异代谢物间的关系，以期为闽南乌龙茶

的品质评价提供新思路.  运用GM灰色关联度软件研究其遗

传-化学相关性，将闽南乌龙茶产品的种内距离和9个差异代

谢物的平均值视为一个灰色系统，其中种内遗传距离为母序

列，而差异代谢物的平均含量为子序列.  分辨系数为0.5，计
算关联度，通过关联系数的大小确定闽南乌龙茶种内遗传距

离与化学成分间的关联度，结果见表6与表7. 闽南乌龙茶产品

ITS2序列的遗传距离与差异显著成分间的相关性较低，均小

于0.7；而trnL-trnF序列的遗传距离与差异显著成分间的相关

性较高，均大于0.8.  

3  讨 论

3.1  闽南乌龙茶产品的DNA条形码识别
闽南乌龙茶因其独特的香气和滋味，自其诞生以来就深

受大众的喜爱，而适制闽南乌龙茶的茶树品种丰富，传统的茶

表5  闽南乌龙茶中基于UPLC-ESI-QTOF-MS（负离子模式）鉴定出的差异表达代谢物

Table 5  The differentially expressed metabolites of Minnan oolong based on the UPLC- ESI-QTOF-MS ([M-H]-)
编号

Number
分子式

Molecular formula
代谢物

Metabolite t/min [M-H]
(m/z)

主要碎片离子
Main fragment ions (m/z)

1 C14H12O5 表没食子儿茶素 Epigallocatechin 4.919 305 261, 221, 219, 179, 167, 165
2 C33H40O21 槲皮素-3-O-葡糖芸香糖甙 Quercetin-3-O-glucosyl-rutinoside 7.365 771 609, 301
3 C33H40O20 山柰素-3-O-鼠李葡糖苷 Kaempferol-3-O-glucosyl-rhamnosyl-glucoside 8.008 755 593, 285
4 C7H12O6 奎尼酸 Quinic acid 1.003 191 593，285
5 C30H26O14 原花青素B-4  Prodelphinidin B-4 4.127 609 441, 423, 405
6 C27H30O15 山柰素-3-O-芸香糖甙 Kaempferol-3-O-rutinoside 8.442 593 285
7 C21H20O12 槲皮素-3-O-半乳糖苷 Quercetin-3-O-galactoside 8.022 463 301
8 C15H14O6 儿茶素 Catechin 5.354 289 245, 205, 204, 137
9 C36H28O16 原花青素B-2,3′-O-没食子酸盐 Prodelphinidin B-2,3′-O-gallate 4.962 761 609, 591, 423

表6  闽南乌龙茶产品ITS2序列种内遗传距离与差异代谢物的关联度（R）

Table 6  The grey relational grades (R) between intraspecific genetic distance of ITS2 and different metabolites

样品
Sample

成分 Component

1 2 3 4 5 6 7 8 9 遗传距离
Genetic distance

TGY 214361.60 5115.59 17412.92 8434.22 2922.28 3990.20 2058.15 3510.32 2466.81 0.007
BS 261609.10 3495.89  5495.37 13764.70 6113.92 4891.19 1879.10 3580.81 3865.90 0.001
HD 217900.80 4916.26 23073.18 7715.18 2785.24 3998.17  2422.84 3634.09 2570.45 0.000
MX 242963.60 5185.70 27996.43 8739.65 2597.56 4491.05 3102.24 2601.48 2527.03 0.014
DYWL 286901.80 6534.78 45380.56 6167.86 5221.23 5635.81 4363.67 3835.55 4713.02 0.000
SX 252731.40 3425.64 11496.52 7256.26   827.52 4733.00 1946.32 5223.09   552.30 0.000
R 0.6213 0.6695 0.6907 0.6453 0.6269 0.6189 0.6399 0.6124 0.6440

表7  闽南乌龙茶产品trnL-trnF序列种内遗传距离与差异代谢物的关联度（R）

Table 7  The grey relational grades (R) between intraspecific genetic distance of trnL-trnF and different metabolites

样品
Sample

成分 Component

1 2 3 4 5 6 7 8 9 遗传距离
Genetic distance

BS 261609.10 3495.89   5495.37 13764.70 6113.92 4891.19 1879.10 3580.81 3865.90 0.001
TGY 214361.60 5115.59  17412.92 8434.23 2922.28 3990.20 2058.15 3510.32 2466.81 0.000
HD 217900.80 4916.26 23073.18  7715.18 2785.24 3998.17 2422.84 3634.09 2570.45 0.001
MX 242963.60 5185.70 27996.43 8739.65 2597.56 4491.05 3102.24 2601.48 2527.03 0.000
DYWL 286901.80 6534.78 45380.56 6167.86 5221.23 5635.81 4363.67 3835.55 4713.02 0.000
SX 252731.40 3425.64 11496.52 7256.26   827.52 4733.00 1946.32 5223.09   552.30 0.000
R 0.8687 0.8235 0.5957 0.9050 0.9139 0.8671 0.8131 0.8646 0.8988

图2  不同品种闽南乌龙茶产品的主成分分析. 
Fig. 2  PCA analysis of the different Minnan oolong.
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图3  不同品种闽南乌龙茶产品间的差异代谢物含量差异.
Fig. 3  Difference in metabolite contents among different varieties of Minnan oolong tea.

图4  不同品种闽南乌龙茶产品中差异代谢物的相对含量变化趋势热图.
Fig. 4  Heatmap of changes in relative contents of different metabolites in different varieties of Minnan oolong tea.
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叶感官审评方法主要依赖于审评者的经验，由于具有这种评

定能力的专家只有极少数，而且感官审评易受到外界的干扰，

个人主观影响大，使得这种方法存在一定的局限性. DNA条形

码技术重复性高，通用性强，近年来在植物鉴定中得到广泛

应用. 汤欢等研究表明，基于ITS2序列的DNA条形码技术可

准确、有效地鉴定凉茶药材布渣叶及其混伪品[21]. Michel和胡

建霖等也证明了ITS2序列在中草药产品鉴定中的实用性 [22-23]. 
Seiji等人探讨了trnL-trnF和matK在沉香属植物鉴定中的可行

性 [24]. Olga等使用DNA条形码技术鉴别商品茶的掺假（混入

非茶类成分）现象，表明rbcL + matK可有效区分茶叶中的其

他掺杂物[25]. 
单独的基因片段无法完全实现对物种的准确鉴别时，基

因片段组合的形式为研究人员提供了便利.  本研究结果也表

明，trnL-trnF和ITS2序列作为研究识别闽南乌龙茶产品品种的

序列具有明显优势，但两者单独鉴别，都只有部分相同品种的

乌龙茶产品可聚在同一分支上，trnL-trnF + ITS2序列组合构

建的进化树，大大提高了闽南不同茶树品种乌龙茶产品的鉴定

效率. 在多次重复实验过程中，发现rpl32-trnL、rpl16和PAL
均无法成功扩增或测序，rbcL、matK和trnH-psbA这3条序列

的测序成功率和扩增成功率均不是最优. 分析原因可能是闽

南乌龙茶产品无论是形态还是品质特征都极为相似，在这些

序列中闽南乌龙茶产品保守性好，变异信息位点少，因此其分

子生物学鉴定还有待深入的研究. 
3.2  闽南乌龙茶产品的代谢组成分差异

本研究采用代谢组学技术，选取DNA条形码样品中的8
个极具闽南乌龙茶代表性的茶树品种的非挥发性代谢物表型

进行了研究，结合PCA分析发现，金观音、铁观音、本山、水仙

聚为A簇，原因可能是金观音虽是铁观音和黄旦杂交的后代，

但其遗传性状多数趋向母本，属于偏母本融合型杂种[26]；本山

和铁观音同起源于安溪县西坪镇，且有较为相似的品质特征，

成茶较难区分 [27]；而水仙发源地较远，却与铁观音聚为一类，

原因可能是两者的主要差异代谢成分含量接近，如图3所示，

糖苷类前体等物质含量在铁观音和水仙中较为接近，与陈志

辉等利用SSR分子标记得出的结论 [28]一致. 大叶乌龙、毛蟹、

佛手、黄旦聚为B簇，其中，毛蟹和佛手距离较近，这两种茶产

品原花青素与缩酚酸类成分含量相近，大叶乌龙和黄旦分散

于两端，与林伟东等利用SCo T标记构建的进化树[29]存在差

异，分析过程中发现有些样品可按照产地来源聚为一类，而有

些却不能，可能原因是茶树异花授粉，在长期繁育过程中，使

茶树发生了杂交，因此应注重茶树资源的保护，尤其是当地优

良品种和野生种质，避免珍贵资源丢失. 利用代谢组学手段能

够较好地区分供试材料，差异代谢物相对含量分析结果与热

图呈现一致，可用于区分闽南地区所产乌龙茶. 
3.3  遗传-化学相关性

目前利用茶叶的品种鉴别及遗传多样性研究多集中于遗

传信息、化学成分和表观性状，而单一的研究手段已不能满足

鉴定物种多样化的需要，因此遗传信息与化学成分或表观形

状相结合的方法成为更加全面了解物种差异、提高鉴定准确

率与可信度的研究手段. 苏凡等利用DNA条形码和形态学特

征相结合的研究手段对五指山野生茶种进行分类，明确了其分

类地位 [30]. Zhao等将DNA条形码与液质联用技术相机合，用

于药用菌种的鉴别，并对其主要成分进行定量定性研究，确立

了一种综合评价体系 [31].  本研究创新性地将闽南乌龙茶产品

DNA条形码研究得到的遗传信息与差异代谢物进行相关性分

析，运用GM灰色关联度软件研究其遗传-化学相关性，通过

分析发现，用于本实验研究的闽南乌龙茶样品受叶绿体DNA
序列trnL-trnF的影响较大，且代谢组数据显示，儿茶素等次生

代谢物含量也有一定差异. 已有研究表明，茶树等绿叶植物类

黄酮的合成受光照强度影响，以提高茶树的光适应性 [32]，这

与叶绿体的功能息息相关. 
本研究针对闽南乌龙茶产品，基于DNA条形码和UPLC-

ESI-QTOF-MS联合技术对样品进行品种鉴别，利用初步筛选

出的DNA序列trnL-trnF和ITS2及其组合trnL-trnF + ITS2分别

对闽南乌龙茶产品进行鉴别，发现组合序列具有良好的判别

效果；通过主成分分析、差异代谢产物的分析与鉴定、代谢成

分的层次聚类分析等方法，基于代谢组数据，初步筛选出9种
差异代谢物，有效区分出了不同品种的鲜叶样品；灰色关联度

分析表明trnL-trnF序列可能对多酚类物质的合成有一定的影

响，结果揭示了遗传信息对茶树次生代谢物质的影响，可为区

分极为相似的茶产品提供一种全新的研究思路. 不同茶树品

种间叶绿体DNA序列的差异作为筛选优异茶树种质资源依据

的可行性，则还有待深入研究. 
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