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摘　 要: 山樱花是世界著名的观花类植物ꎬ花色是其最重要的观赏特征ꎮ 为探究影响山樱花品种间花色差

异的代谢通路及关键代谢产物变化ꎬ该文利用 ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 技术对白色、绿色和粉色的山樱花品种进行花青

素靶向代谢组学比较分析ꎮ 结果表明:(１)共检测到 ４２ 种花青素物质ꎬ主要包含矮牵牛素、飞燕草素、黄酮

类化合物、锦葵色素、芍药花素、矢车菊素、天竺葵素和原花青素 ８ 种物质ꎮ (２)差异代谢花青素 ２５ 种ꎬ包括

１１ 种下调、１４ 种上调ꎬ其中有 ７ 种花青素在粉色花瓣中显著富集ꎮ (３)ＫＥＧＧ 通路注释发现差异代谢物在

花青素生物合成通路中显著富集ꎬ结合聚类结果发现矮牵牛素￣３￣Ｏ￣葡萄糖苷是山樱花品种间花色差异产生

的关键代谢物ꎮ 该研究揭示了山樱花花色差异的代谢机理ꎬ为后续山樱花花色分子调控机制研究提供了一

定的理论依据ꎬ也为新品种花色改良和选育提供了一定的科学参考ꎮ
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　 　 花色对植物具有重要的生物学意义ꎬ是园林

景观中衡量树种价值的重要观赏性状ꎬ也是自然

进化过程中有适应意义的表型(戴思兰和洪艳ꎬ
２０１６)ꎮ 李想等(２０１９)对植物花色成因分析后发

现植物色素种类和含量是影响花色的主要因素ꎮ
植物色素主要分为类黄酮、类胡萝卜素和生物碱

三大类ꎮ 其中ꎬ花青素( ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ) 属于类黄酮

( ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ)化合物ꎬ是一类重要的植物次级代谢

物ꎬ具有强抗氧化性和其他促进健康的功能(Ｈｅ ＆
Ｇｉｕｓｔｉꎬ ２０１０)ꎬ是木本植物呈色多样性的重要原

因ꎮ 花青素主要分为 ７ 大类ꎬ包括芍药色素、矢车

菊色素、飞燕草素、芍药色素、矮牵牛素和锦葵色

素等ꎮ 樱 桃 ( Ｐｒｕｎｕｓ ｐｓｅｕｄｏｃｅｒａｓｕｓ) ( Ｇｕｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０１８)、玫瑰(Ｒｏｓａ ｒｕｇｏｓａ) ( Ｓｈｅｎｇ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１８)和

血红杜鹃 ( Ｒｈｏｄｏｄｅｎｄｒｏｎ ｓａｎｇｕｉｎｅｕｍ) ( Ｙｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１)等物种的花色均被证实与花青素有关ꎮ
Ｆｉｅｈｎ(２００２)通过代谢物的动态变化趋势来明确

代谢物与生理变化之间的对应关系ꎮ 其中ꎬ靶向

代谢组学基于已知的标准品检测ꎬ检测数据准确

且可靠性高ꎬ被广泛应用于植物花色及花青素相

关研究中(Ｙｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ Ｙｕｅ 等(２０１９)通过代

谢组学研究长筒石蒜花不同生长发育阶段花色形

成的调控网络ꎮ Ｊｉａｏ 等(２０２０)应用代谢组学来阐

明烟草中粉花突变体的具体形成机制ꎮ 近年来ꎬ
有关花瓣的呈色机制一直是生物学研究的热点ꎬ
植物色素种类和含量是颜色多样化的重要因素

(Ｆｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１ꎻ Ｌｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２１)ꎮ
山樱花(Ｐｒｕｎｕｓ ｓｅｒｒｕｌａｔａ)是樱属植物在中国

分布最广泛的种ꎬ在华中、华东、华北、华西和东北

辽宁 均 有 分 布ꎬ 朝 鲜 半 岛 和 日 本 也 有 记 录

( Ｉｗａｔｓｕｋｉꎬ ２００１ꎻ Ｌｉ ＆ Ｂｒｕｃｅꎬ ２００３ꎻ 王 贤 荣ꎬ
２０１４)ꎮ 该物种对不同的地热条件适应性强ꎬ花朵

为单瓣的白色或淡粉色(刘志雄等ꎬ２０１０)ꎮ 山樱

花各部分性状变化较大ꎬ花色变异丰富ꎬ是许多观

赏类樱花品种杂交培育的亲本ꎬ也是非常重要的

观花类种质资源(Ｙｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ Ｍａ 等(２００９)
以山樱花作为良好的亲本ꎬ开发和选育了多种天

然和人工杂交品种ꎬ其种下栽培品种据统计中国

共有 ４５ 个(Ｙｉ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０２０)ꎮ 目前ꎬ关于山樱花的

研究主要集中在系统分类(Ｃｈｏ ＆ Ｋｉｍꎬ ２０１９ꎻ Ｚｈｕ
ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１９)、亲缘地理(伊贤贵ꎬ２０１８)以及离体

组织培养(李蒙ꎬ２０１３)等方面ꎮ 花色是樱花的重

要观赏性状ꎬ而关于山樱花品种花色变异相关的

代谢途径及调控机制尚未见有人报道ꎮ
山樱 花 种 系 下 的 品 种 ‘ 普 贤 象 ’ ( Ｐｒｕｎｕｓ

ｓｅｒｒｕｌａｔａ ‘ Ａｌｂｏ￣ｒｏｓｅａ ’)、 ‘ 郁 金 ’ ( Ｐ. ｓｅｒｒｕｌａｔａ
‘Ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒａ’)和‘永源寺’(Ｐ. ｓｅｒｒｕｌａｔａ ‘Ｅｉｇｅｎｇ’)
虽均 为 重 瓣 品 种ꎬ 但 花 色 差 异 较 大ꎮ 朱 淑 霞

(２０２０)通过 ＳＳＲ 指纹图谱分析ꎬ证明 ３ 个品种在

分子水平上有较近的亲缘关系ꎮ 本文以粉花品种

‘普贤象’和绿花品种‘郁金’为研究对象ꎬ以白花

品种‘永源寺’为对照ꎬ通过靶向代谢组学探究不

同花色的差异呈色物质ꎬ拟探讨以下科学问题:
(１)不同花色的山樱花品种主要包含的花青素类

代谢物ꎻ(２)通过对品种间差异显著的代谢物及差

异代谢通路进行筛选ꎬ分析品种间花色差异产生

的可能原因ꎮ 本研究结果可为后期樱花品种花色

分子调控的相关研究提供一定的理论支持ꎮ

１　 材料与方法

１.１ 材料

样品 选 定 为 白 色 樱 花 ‘ 永 源 寺 ’ ( Ｐｒｕｎｕｓ
ｓｅｒｒｕｌａｔａ ‘ Ｅｉｇｅｎｇ’ꎬ ｗｈｉｔｅ ｆｌｏｗｅｒꎬ ＷＦ)、绿色樱花

‘郁金’ ( Ｐ. ｓｅｒｒｕｌａｔａ ‘ Ｇｒａｎｄｉｆｌｏｒａ’ꎬ ｇｒｅｅｎ ｆｌｏｗｅｒꎬ
ＧＦ) 和粉色樱花 ‘普贤象’ ( Ｐ. ｓｅｒｒｕｌａｔａ ‘ Ａｌｂｏ￣
ｒｏｓｅａ’ꎬ ｐｉｎｋ ｆｌｏｗｅｒꎬ ＰＦ)ꎮ 花瓣材料采自安徽省全

椒县 龙 山 樱 花 园 资 源 圃 ( １１８° ０２′ ８２″ Ｅ、
３２°０４′７７４１″ Ｎ)ꎮ 参照李玉阔 ( ２０２０) 的方法取

样ꎬ选择生长势一致ꎬ无病害管理统一的樱花树 ３
棵(每个品种各 １ 棵)ꎬ在 ２０２１ 年 ３ 月采集盛花期

的花瓣样品(图 １)ꎮ 样品采集时从树体东、西、
南、北 ４ 个方位各采集 ５ ｇ 花瓣样品后混匀ꎬ每个

品种采集 ３ 个生物学重复用于代谢组学测序分
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析ꎮ 取样后将花瓣样品装入锡箔纸中并在液氮中

处理 ３０ ｍｉｎꎬ随后放置于－８０ ℃的冰箱保存ꎬ用于

后续靶向代谢组学分析ꎮ
１.２ 花瓣表型及生理指标分析

参考向秋虹(２０１９)的方法并略做修改ꎬ取 ３
个品种的花瓣进行徒手切片观察ꎮ 用单刀片切取

花被片基部薄片置于超纯水中ꎬ夹取薄片放置于

载玻片上制备成临时装片ꎬ在光学显微镜下观察

花瓣表皮细胞色素分布情况ꎮ
叶绿素提取参考 Ｌｉ 等(２０２１)的方法并略做

修改ꎬ称取 ０.１ ｇ 鲜样ꎬ放入 １５ ｍＬ 的 ９５％乙醇中ꎬ
黑暗避光条件下浸提过夜ꎬ直至材料全部退绿ꎬ得
到叶绿素提取液ꎮ 使用可见分光光度计测定提取

液在 ６６３ ｎｍ 和 ６４５ ｎｍ 的波长下的吸光值ꎮ 叶绿

素含量计算公式:
叶绿素含量(ｍｇｇ￣１) ＝ Ｃａ ＋ＣｂꎻＣａ ＝ １３. ９５ ×

Ａ６６５－６.８８×Ａ６４９ꎻＣｂ ＝ ２４.９６×Ａ６４９－７.３２×Ａ６６５ꎮ
花青素提取参考 Ｌｉ 等(２０２１)的方法并略作

修改ꎬ称取 ０.１ ｇ 样品ꎬ加入 ６００ μＬ 的 １％ ＨＣｌ￣甲
醇溶液(１％ＨＣｌꎬｍ / Ｖ)在 ４ ℃中提取 ２ ｈꎮ 之后加

入 ４００ μＬ 蒸馏水和氯仿ꎬ１２ ０００ ｇ 离心 １０ ｍｉｎꎬ取
上清液ꎬ测定 Ａ５３０和 Ａ６５７的吸光值ꎮ

花青素含量(ｍｇｇ￣１)＝ Ｃ×提取总量 /样品鲜

重×１ ０００ꎬ式中 Ｃ ＝ Ａ５３０－０.２４×Ａ６５７ꎮ
１.３ 样品制备及代谢物提取

基于超高效液相色谱－串联质谱系统(ＵＰＬＣ￣
ＭＳ / ＭＳ)进行靶向代谢组学的研究ꎮ 样品真空冷冻

干燥ꎬ研磨成粉末(３０ Ｈｚꎬ １.５ ｍｉｎ)ꎬ－８０ ℃ 保存ꎮ
取 ５０ ｍｇ 粉末称重ꎬ用 ０.５ ｍＬ 甲醇 /水 /盐酸(５００ ∶
５００ ∶ １ꎬＶ / Ｖ / Ｖ)提取ꎮ 随后将提取液涡旋 ５ ｍｉｎꎬ超
声 ５ ｍｉｎꎬ在 ４ ℃下 １２ ０００ ｇ 离心 ３ ｍｉｎꎮ 在相同条

件下重复上述步骤再次提取残渣ꎮ 收集上清液ꎬ经
微孔膜过滤器(０.２２ μｍꎬＡｎｐｅｌ)过滤样品ꎬ后续使用

ＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ(ＳＣＩＥＸꎬＱＴＲＡＰ ６５００＋)进行分析ꎮ 混合

标准溶液作为质控样本ꎬ每隔 １０ 个检测分析插入 １
个质控样本用于检测仪器稳定性ꎮ
１.４ 靶向花青素代谢组测定

花青素提取基于 Ｆｅｒｒａｒｓ 等(２０１４)的方法ꎮ 数

据采 集 仪 器 包 括 使 用 超 高 效 液 相 色 谱 ( ｕｌｔｒａ
ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬＵＰＬＣ)和串联质

谱( ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬＭＳ / ＭＳ)ꎮ 液相条件:
(１)ＡＣＱＵＩＴＹ ＢＥＨ Ｃ１８ １.７ μｍꎬ２.１ ｍｍ×１００ ｍｍ 的

色谱柱ꎻ(２)流动 Ａ 相为超纯水(０.１％甲酸)ꎻ流动 Ｂ

相为甲醇(０.１％甲酸)ꎻ(３)洗脱梯度设定为 ０ ~ ６
ｍｉｎ ５％ Ｂ 相ꎬ６~ １２ ｍｉｎ 增至 ５０％ꎬ１２~ １４ ｍｉｎ 增至

９５％ꎬ保持 ２ ｍｉｎꎬ１４ ｍｉｎ 降至 ５％ꎬ平衡 ２ ｍｉｎꎻ(４)
流速 ０.３５ ｍＬ 每分钟ꎻ柱温 ４０ ℃ꎻ进样量 ２ μＬꎮ 质

谱条件:电喷雾离子源( ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎꎬＥＳＩ)
温度 ５５０ °Ｃꎬ正离子模式下质谱电压 ５ ５００ Ｖꎬ气帘气

(ｃｕｒｔａｉｎ ｇａｓꎬＣＵＲ)３５ ｐｓｉꎮ 在Ｑ￣Ｔｒａｐ ６５００＋中ꎬ每个离

子对是根据优化的去簇电压(ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌꎬ
ＤＰ)和碰撞能(ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙꎬＣＥ)进行扫描检测ꎮ
１.５ 数据分析

基于标准品构建的 ＭＷＤＢ(ｍｅｔｗａｒｅ ｄａｔａｂａｓｅ)
数据库ꎬ对质谱检测得到的数据进行定性分析ꎮ
相对定量分析利用三重四级杆质谱的多反应监测

模式(ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇꎬＭＲＭ)分析ꎬ每个

色谱峰的峰面积(ａｒｅａ)代表对应物质的相对含量ꎬ
代入线性方程和计算公式ꎬ采用 ＭｕｌｔｉＱｕａｎｔ ３. ０. ３
软件ꎬ最终得到所有样本中待测物的定性定量分

析结果ꎮ 使用 Ｒ( ｈｔｔｐｓ: / / ｗｗｗ. ｒ￣ｐｒｏｊｅｃｔ. ｏｒｇ / )ꎬ对
不同样本间代谢物的积累模式进行聚类分析

(ＨＣＡ)及主成分分析( ＰＣＡ)ꎮ 计算差异倍数值

( ｆｏｌｄ＿ｃｈａｎｇｅ)及 Ｐ 值ꎬ选取 Ｐ 值≤０.５ 的代谢物为

差异代谢物ꎬ并将差异代谢物映射到 ＫＥＧＧ 数据

库中进一步富集用于后续分析ꎮ 计算公式:
代谢物含量(μｇｇ￣１)＝ ｃ×Ｖ / １ ０００ ０００ / ｍꎮ
式中:ｃ 为样本中积分峰面积代入标准曲线得

到的浓度值(ｎｇｍＬ￣１)ꎻＶ 为提取时所用溶液的体

积(μＬ)ꎻｍ 为称取的样本质量(ｇ)ꎮ

２　 结果与分析

２.１ 花瓣表型及生理指标分析

永源寺、普贤象和郁金样品盛花期花瓣形态

如图 １ 所示ꎬ均为重瓣品种ꎬ花朵完全开展且表观

色彩差异较大ꎮ 通过 ２０ 倍光学显微镜观察花瓣

上表皮的显微结构ꎬ白色花瓣上表皮无明显色素

沉积(图 １:Ｄ)ꎻ而粉色花瓣上表皮细胞呈现粉紫

色(图 １:Ｅ)ꎬ可能是花青素的色素沉淀ꎻ绿色花瓣

上表皮呈现绿色(图 １:Ｆ)ꎮ 进一步测定品种叶绿

素含量后发现ꎬ郁金中的叶绿素含量远高于其他

两个品种(图 ２) ꎬ 郁金呈现绿色的主要原因是叶

绿素沉积ꎮ 这表明花青素在植物花色中起到关

键性作用ꎬ结合已有的表型和生理指标ꎬ选定花

青素进行下一步的靶向代谢组学检测ꎮ
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Ａ. 白花ꎻ Ｂ. 粉花ꎻ Ｃ. 绿花ꎻ Ｄ. 白花显微结构ꎻ Ｅ. 粉花显微结构ꎻ Ｆ. 绿花显微结构ꎮ
Ａ. Ｗｈｉｔｅ ｆｌｏｗｅｒ ( ＷＦ)ꎻ Ｂ. Ｐｉｎｋ ｆｌｏｗｅｒ ( ＰＦ)ꎻ Ｃ. Ｇｒｅｅｎ ｆｌｏｗｅｒ ( ＧＦ)ꎻ Ｄ. Ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＷＦꎻ Ｅ. Ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＰＦꎻ Ｆ.
Ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ＧＦ.

图 １　 山樱花 ３ 个品种的花表型及显微结构
Ｆｉｇ. １　 Ｆｌｏｗｅｒ ｐｈｅｎｏｔｙｐｅ ａｎｄ ｍｉｃｒｏｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ｐｒｕｎｕｓ ｓｅｒｒｕｌａｔａ

图 ２　 山樱花 ３ 个品种的花青素及叶绿素含量
Ｆｉｇ. ２　 Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ａｎｄ ｃｈｌｏｒｏｐｈｙｌｌ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ｐｒｕｎｕｓ ｓｅｒｒｕｌａｔａ

２.２ 主成分分析 (ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓꎬＰＣＡ)
图 ３ 结果表明ꎬ组间代谢物分离趋势明显且组

内生物重复性好ꎬ与表型结果一致ꎬ可用于后续差

异代谢物的分析ꎮ 其中ꎬ在第一主成分(ＰＣ１)上ꎬ

ＰＦ 与其余两组发生明显分离ꎬ表明粉红色品种存在

显著的差异代谢物ꎮ 同时ꎬ在第二主成分(ＰＣ２)上ꎬ
ＷＦ 发生明显分离ꎬ表明 ＷＦ 与其他两组代谢表达

谱差异大ꎬ可以作为对照组进行后续差异表达分析ꎮ

５３７４ 期 叶琦等: 山樱花品种间花色差异的代谢组学研究



图 ３　 山樱花 ３ 个花色品种主成分分析(ＰＣＡ)
Ｆｉｇ. ３　 Ｐｒｉｎｃｉｐａｌ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔ ａｎａｌｙｓｉｓ (ＰＣＡ) ｏｆ

ｔｈｒｅｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ｐｒｕｎｕｓ ｓｅｒｒｕｌａｔａ

２.３ 代谢物分析

为检测不同品种中花青素的变化规律ꎬ通过

ＵＰＬＣ￣ＭＳ 平台靶向测定样品中的花青素ꎬ每组进

行 ３ 次生物学重复ꎬ并对其进行定性定量分析ꎮ
共检测到 ４２ 种花青素化合物ꎬ其中包括 ７ 种矮牵

牛素(ｐｅｔｕｎｉｄｉｎ)、６ 种飞燕草素( ｄｅｌｐｈｉｎｉｄｉｎ)、６ 种

黄 酮 类 化 合 物 ( ｆｌａｖｏｎｏｉｄ )、 １ 种 锦 葵 色 素

(ｍａｌｖｉｄｉｎ)、４ 种芍药花素( ｐｅｏｎｉｄｉｎ)、８ 种矢车菊

素(ｃｙａｎｉｄｉｎ)、７ 种天竺葵素( ｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ)和 ３ 种

原花青素( ｐｒｏｃｙａｎｉｄｉｎｓ)ꎮ 对代谢物进行聚类(图

４)ꎬ显示出样品组内生物学重复性较好ꎬ表达趋势

一致ꎮ 组间整体分为 ３ 簇ꎬ其中簇 １ 在 ＰＦ 中的表

达量最高ꎬ簇 ２ 在 ＧＦ 中表达量最高ꎬ色块分布有

显著差异ꎬ表明样品存在显著差异ꎮ

图 ４　 山樱花 ３ 个花色品种聚类分析
Ｆｉｇ. ４　 Ｃｌｕｓｔｅｒ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ｐｒｕｎｕｓ ｓｅｒｒｕｌａｔａ

２.４ 差异代谢物分析

基于 Ｐ 值 ≤０. ５ 筛 选 差 异 花 青 素 代 谢 物

(ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓꎬ ＤＡＭｓ)ꎬ差异倍

数( ｆｏｌｄ＿ｃｈａｎｇｅ) 表示样品间代谢物表达量的比

值ꎮ ＷＦ 和 ＰＦ 间存在 ２５ 种 ＤＡＭｓ(１１ 种上调 / １４
种下调)ꎬＷＦ 和 ＧＦ 间存在 １９ 种 ＤＡＭｓ(８ 种上调 /
１１ 种下调)ꎬＧＦ 和 ＰＦ 共有差异代谢物 ２５ 种(１１
种上调 / １４ 种下调)ꎮ 组间两两比较后ꎬ筛选出 １１
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Ａ. 差异代谢物维恩图ꎻ Ｂ－Ｄ. 差异代谢物条形图ꎬ红色为上调代谢物ꎬ绿色为下调代谢物ꎮ
Ａ. Ｖｅｎｎ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓꎻ Ｂ－Ｄ. Ｂａｒ ｃｈａｒｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓꎬ ｒｅｄ ｆｏｒ ｕｐ￣ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓꎬ ｇｒｅｅｎ ｆｏｒ ｄｏｗｎ￣
ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ.

图 ５　 山樱花 ３ 个花色品种差异代谢物分析
Ｆｉｇ. ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ ｏｆ Ｐｒｕｎｕｓ ｓｅｒｒｕｌａｔａ

种共有的 ＤＡＭｓ(图 ５:Ａ)ꎬ分别是矢车菊素￣３ꎬ５￣
Ｏ￣二葡萄糖苷 ( ｃｙａｎｉｄｉｎ￣３ꎬ５￣Ｏ￣ｄｉｇｌｕｃｏｓｉｄｅ)、矢车

菊素￣３￣Ｏ￣阿拉伯糖苷 ( ｃｙａｎｉｄｉｎ￣３￣Ｏ￣ａｒａｂｉｎｏｓｉｄｅ)、
矢车菊素￣３￣Ｏ￣葡萄糖苷( ｃｙａｎｉｄｉｎ￣３￣Ｏ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ)、
矢车菊素￣３￣Ｏ￣芸香糖苷( ｃｙａｎｉｄｉｎ￣３￣Ｏ￣ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅ)、
矢 车 菊 素￣３￣Ｏ￣桑 布 双 糖 苷 ( ｃｙａｎｉｄｉｎ￣３￣Ｏ￣
ｓａｍｂｕｂｉｏｓｉｄｅ)、矢车菊素￣３￣Ｏ￣木糖苷 ( ｃｙａｎｉｄｉｎ￣３￣
Ｏ￣ｘｙｌｏｓｉｄｅ)、天竺葵素￣３￣Ｏ￣芸香糖苷( ｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ￣
３￣Ｏ￣ｒｕｔｉｎｏｓｉｄｅ)、芍药花素￣３￣Ｏ￣葡萄糖苷( ｐｅｏｎｉｄｉｎ￣
３￣Ｏ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ)、飞燕草素￣３￣Ｏ￣半乳糖苷 ( ｄｅｌｐｈｉ￣
ｎｉｄｉｎ￣３￣Ｏ￣ｇａｌａｃｔｏｓｉｄｅ)、飞燕草素￣３￣Ｏ￣槐糖苷( ｄｅｌｐ￣
ｈｉｎｉｄｉｎ￣３￣Ｏ￣ｓｏｐｈｏｒｏｓｉｄｅ)和柚皮素(ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ)ꎮ

结合具体样品的分组情况比较各组中代谢物

定量信息发生的差异倍数变化ꎬ选取前 ２０ 种代谢物

绘制差异代谢条形图ꎬ由图 ５:Ｂ 可知ꎬ在 ＷＦ 和 ＰＦ

的差异比较中ꎬ最显著上调的代谢物是天竺葵素￣３￣
Ｏ￣葡萄糖苷( ｐｅｌａｒｇｏｎｉｄｉｎ￣３￣Ｏ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ)ꎻ在 ＷＦ 和

ＧＦ 的差异比较中ꎬ显著上调的代谢物为矮牵牛素￣
３￣Ｏ￣葡萄糖苷 ( ｐｅｔｕｎｉｄｉｎ￣３￣Ｏ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ)ꎬ两组的最

显著下调的代谢物均为柚皮素(ｎａｒｉｎｇｅｎｉｎ)ꎻ在 ＰＦ
和 ＧＦ 的比较组中ꎬ显著上调的代谢物是矢车菊素￣
３￣Ｏ￣桑布双糖苷ꎬ显著下调的代谢物是矮牵牛素￣３￣
Ｏ￣葡萄糖苷ꎬ该代谢物在 ＰＦ 中显著上调ꎬ可能是花

瓣呈现粉红色的重要差异代谢物ꎮ
２.５ 代谢通路分析

利用 ＫＥＧＧ 数据库对差异代谢物进行注释并

展示ꎮ 将筛选出的差异代谢物进一步映射到数据

库中并绘制通路图(图 ６)ꎮ ４２ 种 ＤＡＭｓ 被注释到 ７
个代谢通路上ꎬ分别是花青素生物合成(ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ )、 异 类 黄 酮 生 物 合 成 ( ｉｓｏｆｌａｖｏｎｏｉｄ
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图 ６　 山樱花品种花青素生物合成通路图
Ｆｉｇ. ６　 Ａｎｔｈｏｃｙａｎｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｐａｔｈｗａｙ ｍａｐ ｏｆ Ｐｒｕｎｕｓ ｓｅｒｒｕｌａｔａ ｃｕｌｔｉｖａｒｓ

ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ )、 类 黄 酮 生 物 合 成 ( ｆｌａｖｏｎｏｉｄ
ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ)、黄酮和黄酮醇生物合成( ｆｌａｖｏｎｅ ａｎｄ
ｆｌａｖｏｎｏｌ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ)、次级代谢产物的生物合成

(ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ｏｆ ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ)、 生物代谢

(ｍｅｔａｂｏｌｉｃ ｐａｔｈｗａｙｓ)、苯丙烷生物合成(ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ
ｏｆ ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄｓ)等通路ꎮ ＷＦ 和 ＰＦ 组间有 １４
种差异代谢物在花青素生物合成通路中显著富集

(占比７７.７８％)ꎬＷＦ / ＧＦ 和 ＰＦ / ＧＦ 各有 １１ 种和 １３
种 ＤＡＭｓ 在花青素生物合成通路中显著富集(占比

９１.６％和 ７６.４７％)ꎬ从图 ６ 可以看出花青素类物质

在粉花和绿花中合成显著上调ꎬ进一步证明了花青

素在樱花花色的合成和积累中的重要作用ꎮ

３　 讨论与结论

花青素含量差异对植物色泽有直接影响ꎬ本
研究基于代谢组学技术ꎬ对山樱花不同品种花瓣

中的花青素类物质进行了定性定量分析ꎮ 研究表

明ꎬ矢车菊素及其衍生物广泛作用于植物红色花

瓣中(Ｋｈｏｏ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)ꎬＬｉｕ 等(２０１６)对香雪兰

花瓣中的花色苷进行测定后发现ꎬ红色系品种中

的主要化合物为矢车菊素ꎻ同时杜鹃花属内 ３０ 种

不同花色的代谢物研究也表明ꎬ红色品种中矢车

菊素的含量最高(Ｄｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１６)ꎮ 本研究针对 ３
个山樱花品种共检测到 ４２ 种花青素类物质ꎬ其中

ＷＦ、ＧＦ、ＰＦ 分别检测出 ３５、４０、３４ 种代谢物ꎬ在
ＷＦ 和 ＧＦ 中ꎬ均检测到了矢车菊素、天竺葵素和矮

牵牛素等 ７ 大类花青素物质ꎬＰＦ 中ꎬ未检测锦葵色

素ꎮ 在 ＰＦ 中ꎬ矢车菊素￣３￣Ｏ￣芸香糖苷含量最高ꎻ
在 ＧＦ 中ꎬ矮牵牛素￣３￣( ６￣Ｏ￣ｐ￣对香豆酰) ￣葡萄糖

苷 [ ｐｅｔｕｎｉｄｉｎ￣３￣Ｏ￣( ６￣Ｏ￣ｐ￣ｃｏｕｍａｒｏｙｌ) ￣ｇｌｕｃｏｓｉｄｅ] 含

量最高ꎻ而在粉色樱花品种中ꎬ矢车菊素含量最

高ꎬ与前人在其他物种中的研究结果一致ꎬ表明矢

车菊素在粉色花瓣呈色中起到重要作用ꎮ
为进一步探究山樱花不同花色形成的差异代

谢物ꎬ本研究通过 Ｐ 值筛选得到 １１ 种关键差异代

谢物ꎬ包含 ６ 种矢车菊素类物质ꎬ２ 种飞燕草类物

质ꎬ１ 种天竺葵素和芍药色素ꎻ矢车菊类物质进一

步通过甲基化形成了其衍生物矮牵牛素ꎬ矮牵牛

素￣３￣Ｏ￣葡萄糖苷更是在粉色花瓣中显著上调ꎬ可
能是呈色的关键代谢物ꎮ Ｗａｎｇ 等(２０２１)在红花

花色代谢机制的研究和 Ｌｉ 等(２０２０)关于兰花花

８３７ 广　 西　 植　 物 ４３ 卷



瓣呈色差异的研究中均发现该类色素在差异花色

品种中显著上调ꎬ而紫花苜蓿白花品种的矮牵牛

素呈现显著性下调的趋势(潘新怡ꎬ２０２１)ꎬ证明该

类色素在花色素合成过程中是一个重要的代谢分

支ꎬ也证实本研究的代谢组学结果有一定的合理

性ꎮ 通过转录组学测序发现ꎬ植物中的 ＰＡＬ、ＣＨＳ
和 ＣＨＩ 等相关结构基因的表达量会随着植物花色

变化产生差异ꎮ 其中ꎬ花青苷合成酶基因( ＡＮＳ)
是花青素合成途径下游的关键酶基因ꎬ虽然目前

该基因在海棠(Ｍａｌｕｓ ｓｐｅｃｔａｂｉｌｉｓ) (田佶等ꎬ２０１０)、
草莓(Ｆｒａｇａｒｉａ ａｎａｎａｓｓａ)(Ａｌｍｅｉｄａ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２００７)和
桃(Ｐｒｕｎｕｓ ｐｅｒｓｉｃａ)(Ｙｅ ｅｔ ａｌ.ꎬ ２０１７)等植物中成功

分离ꎬ并证实其表达量高低是影响植物花色的重

要因素ꎬ但尚未在山樱花品种中得到验证ꎮ 不同

物种间的色素调控机制和结构基因具有特异性ꎬ
并且通路间存在相互影响及竞争关系ꎬ为探明山

樱花品种的花青素类物质和下游结构基因之间的

关联性ꎬ本研究后续仍需在分子层面进一步探索ꎮ
研究表明ꎬ花青素合成通路对植物花色的形

成有重要作用ꎬ分析编码花青素合成的结构基因

和转录因子是当下的研究热点(吴雪霞等ꎬ２０１８)ꎮ
本研究基于 ＫＥＧＧ 注释共富集到 ７ 条关键代谢通

路ꎬ其中花青素生物合成通路、类黄酮合成通路和

次级代谢产物合成通路 ３ 条代谢通路相对富集ꎮ
其中ꎬ大量代谢物显著富集在青素生物合成通路

中ꎬ表明该通路可能在山樱花花色的调控中发挥

重要作用ꎮ 在此以前ꎬ李玉阔(２０２０)同样发现在

软枣猕猴桃由绿转红的生物过程中ꎬ类黄酮生物

合成通路变化差异最为显著ꎬ花青素类代谢物含

量也在红色成熟果实中显著提升ꎻ针对山茶花不

同花色品种进行色素种类及含量的测定后同样发

现ꎬ花青素生物合成途径相关的矢车菊素和矮牵

牛素的含量在红色品种中显著增加 ( Ｆｕ ｅｔ ａｌ.ꎬ
２０２１)ꎻ赵君等(２０２１)发现ꎬ向日葵的紫色茎干矢

车菊素含量远高于白色品种ꎬ本研究结论均和上

述结论相一致ꎬ认为花青素合成途径在组织呈色

中扮演了关键角色ꎬ同时该结论也和植物表型及

生理研究结果相吻合ꎮ 本研究初步探索了花青素

在樱花花色中的代谢差异ꎬ在代谢层面进行了一

些初步探索ꎬ而未对其他典型色素例如类黄酮进

行测定ꎬ尚不明确影响樱花花色的具体分子机制ꎬ
在之后的研究中需要进一步联合多组学联合研究

樱花花色呈色机制ꎮ

本研究利用生理生化及靶向代谢组学技术检

测山樱花花瓣进行代谢组分析ꎬ共检测到了 ４２ 种

花青素物质ꎬ其中鉴定出 １１ 种共有差异代谢物并

在 ＫＥＧＧ 数据中注释ꎬ阐明了不同代谢物在花色

变化中的表达趋势ꎬ全面解析了不同花色樱花品

种形成的内在代调控机制ꎬ为后期樱花花色的分

子层面调控提供了参考ꎬ并对樱花新品种选育提

供了一定的理论基础ꎮ
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