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基于代谢组（LC-MS/MS）与转录组学的刺梨

三萜类化合物关键基因比较分析
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摘要：该研究结合了液相 -质谱联用技术与转录组分析，系统探讨了刺梨中三萜类化合物的生物合成途径及其

调控机制。研究结果表明，在栽培和野生刺梨品种之间，三萜类化合物的含量存在显著差异且栽培品种的三萜类化

合物含量比野生品种高出约 30 wt.%，且该差异在刺梨的不同生长阶段中均保持稳定。通过高通量转录组测序技术，

该研究发现了五个关键基因，它们与三萜类化合物的生物合成密切相关，并与 CYP716A1、CPY734A1、CPY72A15、

UGT74F2 及 UGT85A2 等基因具有高度同源性，提示它们在刺梨的三萜类化合物合成中可能发挥关键作用。本研究

利用代谢组和转录组学的联合分析，不仅明确了刺梨中三萜类化合物的含量差异，还成功锁定了其生物合成的关键

基因，为刺梨的品质改良及分子育种提供了新的视角和潜在的分子标记。
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Abstract: In this study, the biosynthesis pathway and regulatory mechanism of triterpenoids in Rosa roxburghii 

(R. roxburghii ) were systematically investigated through combined use of liquid chromatography-mass spectrometry and 
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刺梨（Rosa roxburghii Tratt.），隶属于蔷薇科

蔷薇属，为多年生植物  [1]  。刺梨不仅具有药用价值，

还可作为食品来源，显示出其双重性质  [2]  。刺梨的果

实被誉为第三代水果，其内富含多种生物活性成分，

如维生素 C、氨基酸、超氧化物歧化酶（Superoxide 
Dismutase, SOD）、黄酮及萜类等    [3-7]   。正是这些丰

富的成分，使刺梨具有显著的抗菌、抗衰老、抗

凋亡以及抗动脉粥样硬化的药理作用    [8,9]   。无籽

刺梨也因其与刺梨类似的生理活性受到关注，有

学者对两者关联及活性组分进行了研究  [10-15]  。

随着对刺梨的深入研究不断推进，刺梨中的三

萜类化合物因其独特的药理活性和多样的健康益

处，已经引起了学术界的广泛关注。多项研究研究

证实，刺梨三萜具有显著的治疗抑郁、改善睡眠质

量和治疗肠炎等功效，并显示出在更广泛的健康领

域发挥作用的潜力  [16,17]  。鉴于此，进一步深入探究

刺梨中三萜类化合物的生物合成途径及其调控机

制，对于全面了解和最大化利用这些具有显著健康

价值的成分至关重要，同时也将为开发新型药物或

健康产品提供有力的科学依据。

借助分子生物学技术，尤其是高通量测序技术，

深入探索刺梨中三萜类化合物在全基因组水平上的

基因表达和复杂的调控网络  [18,19]  。这为全面揭示刺

梨中三萜类化合物的生物合成途径及挖掘其关键调

控基因提供了机会  [20,21]  。利用液相 -质谱联用（LC-
MS/MS）技术和转录组学分析的结合，能够详尽地

描绘出刺梨中三萜类化合物的代谢组特征，并进一

步识别和确定与三萜生物合成密切相关的核心基因

和调控因子。

本研究旨在利用先进的代谢组学和转录组学技

术，深入探讨刺梨中三萜类化合物的生物合成机制

及其在不同品种中的表达模式。通过对比分析栽培

品种与野生品种的转录组数据，期望揭示刺梨三萜

生物合成的分子基础，并鉴定出关键的调控基因。

这一研究不仅有助于增进对刺梨三萜类化合物生物

合成的理解，还将为刺梨的育种改良和功能性产品

的开发提供坚实的科学依据。

1  材料与方法

1.1 植物材料

本研究采用的刺梨成熟果实样品，源自贵州省

天然产物研究中心苗圃所提供的“贵农 5 号”刺

梨与野生刺梨。根据实验基地的详细记录，样品

是在 2023 年 9 月下旬采摘。采摘完毕后，立即使

用液氮对刺梨样品进行快速冷冻，以确保其生物

活性，并随后将其储存于 -80 ℃的冰箱（Thermo 
900series）中，以备后续提取总 RNA。为了保持

刺梨样品的一致性并确保实验的可比性，将样品

精心分为两部分处理：其中一部分通过冷冻干燥机

（EYELAFDU-2110）干燥 72 h，之后利用超高效液

相 - 质谱 / 质谱技术来分析测定刺梨中的三萜类物

质种类，高效液相法检测刺梨中三萜的含量；而另

一部分则用于进行 RNA-Seq 分析。为确保实验结果

的准确性和可靠性，每个处理步骤都设置了 3 个生

物学重复。

1.2 主要仪器设备

Thermo 900 超低温冰箱，赛默飞世尔科技公司；

Agilent 1260 高效液相色谱，安捷伦科技有限公司；

EYELAFDU-2110 冷冻干燥机，东京理化器械株式

会社；超高效液相 -质谱 / 质谱（UPLC-ESI-MS/MS 
Q-Exactive，Dionex UltiMate™ 3000 RSLCnano 系

统与 Q-Exactive 质谱仪），赛默飞世尔科技公司。

transcriptome analysis. The results showed that there were significant differences in triterpenoid content between cultivated 

and wild R. roxburghii varieties, with the cultivated variety exhibiting an approximately 30 wt.% higher triterpenoid content 

compared with the wild variety. Such a difference remained constant in the different growth stages of R roxburghii. Through 

high-throughput transcriptome sequencing technology, five key genes associated closely with the biosynthesis of triterpenoid 

were successfully identified in this research. These genes had high homology to genes such as CYP716A1, CPY734A1, 

CPY72A15, UGT74F2, and UGT85A2, suggesting their key roles in the synthesis of triterpenoid in R. roxburghii. In this 

study, the combined metabolomic and transcriptome analysis not only clarified the differences in the triterpenoid content of R. 

roxburghii and also successfully identified the key genes participating in the biosynthesis of triterpenoids, which offers fresh 

insights and potential molecular markers for the quality improvement and molecular breeding of R. roxburghii. 

Key words: Rosa roxburghii; triterpenoids; biosynthesis; transcriptome analysis; molecular breeding



现代食品科技                                           Modern Food Science and Technology	                                               2025, Vol.41, No.6

 131 

1.3 刺梨三萜类成分检测

1.3.1 标准品溶液配制 
精确称量 10.00 mg 刺梨苷对照品，放入 10 mL

的容量瓶中。随后加入适量的 φ=70% 甲醇，确保

样品充分溶解并完成定容，从而制备出化合物标

准溶液。由此方法配置得到的对照品，其质量浓

度为 1.022 mg/mL。

1.3.2 供试品溶液配制 
将刺梨果实置于烘箱中烘干，之后利用打粉机

粉碎并经过三号筛筛选。精确称量 2.00 g 刺梨粉末，

放入 250 mL 锥形瓶内，随后加入 50 mL 的 φ=70%
乙醇。在超声仪中处理 30 min 后，将混合物移至圆

底烧瓶，并进行加热回流 2 h。收集提取液，并重

复此提取过程 3 次，之后合并所有提取液。在低温

下进行浓缩处理，并使用 φ=70% 的甲醇将体积调整

至 25 mL，最后通过 0.45 µm 的微孔滤膜进行过滤。

利用高效液相色谱仪，对刺梨中的刺梨苷三萜质量

标志物进行了精确的含量测定。

1.3.3 LC-MS/MS分析检测

刺梨样品提取物减压干燥后，将干燥提取物溶

解于 φ=70% 甲醇中，涡旋 5 min 以确保均一性。随后，

将溶液于 4 ℃下以转速为 12 000 r/min 离心 10 min。
收集上清液，通过 0.22 μm 微孔膜过滤，然后存

放在样品瓶中，以便进行 LC-MS/MS 分析。LC-
ESI-MS/MS Q-Exactive 在线 LC-MS 是使用 Dionex 
UltiMate™ 3000 RSLCnano 系统与 Q-Exactive 质谱

仪（赛默飞世尔科技）。

提取物经配备C18色谱柱（100×2.1 mm, 1.7 μm）的

UPLC-Q-Exactive MS，洗脱溶剂为水 - 乙腈系统，

其中 A 为 φ=0.1% 甲酸水，溶剂 B 为 φ=0.1% 甲酸

乙腈。洗脱条件为 10%~100% B（0~17 min），流量

为 0.3 mL/min，分析以数据依赖采集模式进行，在

2.56~34.18 u 范围内进行 100 ms 的全 MS 调查扫描，

并设置 35 eV 的碰撞能量梯度。

1.3.4 刺梨三萜的含量测定

流动相 A 为 φ=0.05% 三氟乙酸水，B 为乙腈；梯

度洗脱条件为 0~15 min，25% A~30% A ；15~20 min，
30% A~35% A ；20~60 min，35% A 等度洗脱。色谱

柱：Thermo C18（250 mm×4.6 mm, 5 µm）；检测波

长 203 nm ；柱温 20 ℃；流量为 1 mL/min ；进样体

积为 10 µL。

1.4 RNA提取与文库构建

本研究使用 TRIzol® 试剂（Invitrogen，Carlsbad, 
CA, USA）来提取刺梨果实组织中的总 RNA，并严

格按照试剂盒的说明书进行操作。为确保 RNA 的

纯度，用 DNase I（TaKara，Japan）清除了可能存

在的基因组 DNA 污染。随后，利 2100 Bioanalyzer
（Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA）

和 NanoDrop 2000（Thermo Scientific，Wilmington, 
DE, USA）对提取的总 RNA 进行了质量和纯度的检

测。当样品满足一系列严格的文库构建标准，包括

A260/A280 比值在 1.8~2.2，A260/A230 比值大于等于 2.0，
RNA 完整性数（RIN）不小于 8.0，28S 与 18S 的比

值大于或等于 1.0，且总量超过 2 μg 时，随后才会

进行下一步的实验操作。

利用 Illumina TruSeqTM RNA 样品制备试剂盒

（San Diego, CA, USA）按照说明书制备 RNA-seq 转

录组文库。文库构建完成后，在 Illumina HiSeq X 
Ten 平台上进行 2×150 bp 双端测序，每个样本

进行三次生物学重复，以确保数据的可靠性和

重复性。

1.5 转录组数据处理与基因组比对

转录组的原始数据（Raw reads）首先通过 SeqPrep
和 Sickle 工具进行质量控制和裁剪，以去除低质量

的 reads 和接头序列，获得清洁数据（Clean Data）。
然后，使用 HISAT2 软件与刺梨参考基因组进行序

列比对，得到的 Mapped reads 进行质量评估，以确

保比对的准确性。

以刺梨的参考基因组为基础，采用了 StringTie
软件对 Mapped Reads 进行了拼接，同时与现有的

基因组注释信息进行了详尽的比对。这一步骤的目

标是探寻新的转录本和基因，以期能够进一步补充

和丰富刺梨的基因组注释内容。

1.6 基因功能注释与差异表达基因分析

所有的 Unigene 通过 BLAST 算法与 NCBI 蛋白

质数据库（Nonredundant, NR）比对，以 E 值小于

1×10−5 为阈值进行功能注释。进一步，将 Unigene
在 Swiss-Prot、Pfam、COG、GO 和 KEGG 等数据

库中的功能注释汇总，以预测它们的功能分类和参

与的生物途径。

运用 TPM（Transcripts per Million）方法来评

估各个转录本的表达水平，同时借助 RSEM 工具对
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基因的表达量进行了精确的定量分析。

通过 EdgeR 软件包识别差异表达基因（DEGs），
采用 Bonferroni 校正方法和 P 值≤ 0.01 作为显著性

阈值。

此外，为了深入分析差异表达基因在生物学过

程、细胞组分以及分子功能中的作用，以及这些

基因在代谢途径中的具体位置，进行了 GO 功能富

集分析和 KEGG 通路分析。这两项分析分别通过

Goatools 和 KOBAS 软件工具来完成。

1.7 数据分析

实验数据结果采用 Mean±SD（标准偏差）来

表示，利用 GraphPad Prism 9 软件对实验进行统计

分析，P ＜ 0.05 有统计学意义。

2  结果与讨论

2.1 刺梨三萜化合物累计规律

在最佳提取条件下，对刺梨中的四个质量标志

物进行了提取，并利用 LC-MS/MS 技术鉴定了成分。

进一步，参考汪涛等  [1]  检测刺梨三萜的高效液相色谱

条件方法测定了其含量，详细结果参见表 1 和图 1。
从表 1 中可以看出，刺梨苷和野蔷薇苷在栽培品

种的果实中含量相对较高，分别为 0.64 wt.% 和

0.83 wt.% ；另一方面，蔷薇酸和委陵菜酸更多地存

在于野生果实中，分别为 0.86 wt.% 和 0.78 wt.%。

值得注意的是，贵农 5 号果实中这四个质量标志物

的总含量比野生刺梨高。这些结果提示，可能栽培

的贵农 5 号刺梨和野生刺梨中的调控三萜合成的基

因表达可能不同。

表 1  刺梨4个主要三萜成分的含量（wt.%）

Table 1 Contents of four major triterpenoids in R. roxburghii

品种 刺梨苷 野蔷薇苷 蔷薇酸 委陵菜酸

贵农 5 号 0.64±0.02 0.83±0.03 0.70±0.03 0.48±0.01

野生刺梨 0.29±0.03 0.27±0.01 0.86±0.04 0.78±0.02

刺梨中三萜和黄酮类物质，作为其主要活性成

分，一直是研究的热点。与已有的通过转录组学研

究刺梨黄酮类合成基因的工作相似  [22]  ，本研究专注

于刺梨中三萜类化合物的合成基因，这是一个尚未

被广泛探索的领域。

研究深入分析了刺梨中 4 个核心的三萜类化合

物的分布情况，并借助 LC-MS/MS 和 HPLC 技术为

这些化合物提供了精确的定量数据。与之前关于植

物化学成分分布的研究一致  [23,24]  ，发现不同品种的

刺梨，其化合物含量存在显著差异。这种差异不仅

揭示了刺梨的生物学特性，还为其药用和营养价值

提供了更深入的理解。
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图 1 贵农 5 号（a）和（b）野生刺梨中 4 个三萜质谱图，

（c）贵农 5 号刺梨三萜 HPLC 色谱图，（d）野生刺梨三

萜 HPLC 色谱图，（e）对照品刺梨苷 HPLC 色谱图

Fig.1 (a) The content of 4 triterpenes in Guinong No.5 and 

wild R. roxburghii; (b) HPLC chromatograms of 4 triterpenes 

in two varieties; (c) HPLC chromatogram of triterpenes from 

Rosa roxburghii ‘Guinong5’; (d) HPLC chromatogram of 

triterpenes from wild varieties of Rosa roxburghii; (e) HPLC 

chromatogram of Kaji-ichigoside F1

通过对比栽培品种贵农 5 号和野生刺梨中这些

化合物的含量，发现贵农 5 号果实中的总三萜含量

更高，这与柑橘类水果中的研究结果相似  [25]  ，其中

品种往往因为其优化的生长条件和遗传改良而含有

更高的活性成分。特别是刺梨苷和野蔷薇苷的含量

差异，可能反映了不同品种遗传背景和对外界环境

的适应策略的差异。

2.2 果实的差异表达分析

由于贵农 5 号的果实中刺梨三萜的总含量较其

它组织高，因此，对果实和其它器官分别进行比较

探究果实中可能参与刺梨三萜合成的基因。首先，

通过 Deseq2 对贵农 5 号果实和野生刺梨果实进行

差异表达分析，随后用火山图对栽培和野生的差异

基因进行可视化分析（如图 2）。
从 图 2 中 可 以 看 出 和 果 实 相 比， 野 生 中

D-galacturonate reductase (GalUR，Rr405094) GDP-
D-mannose-3’,5’ -epimerase（GME，Rr600317）、糖

基转移酶 UGT74B1（Rr405006）和萜合成酶 TPS
基因（Rr305463、Rr602993）的表达显著降低，而

糖基转移酶 UGT74B1（Rr405005）的表达显著增

加。由于 GalUR 和 GME 主要参与抗坏血酸和维生

素 C 的合成，因此，这个结果表明果实中高的维生

素 C 可能是由于其上调了维生素 C 合成途径基因的

表达，最终导致果实比叶片中更高的维生素 C 积累。

图 2 刺梨果实的差异表达基因的火山图

Fig.2 Volcano plot of differentially expressed genes in

 R. roxburghii fruits

为了进一步了解这些差异表达基因都涉及哪些

代谢途径，从这些差异表达基因中，筛选出前 500
个上调（up）和前 500 个下调（down）的基因，利

用 KOBAS 数据库（http://bioinfo.org/kobas/），分别

做 KEGG 富集分析的代谢途径。结果表明上调的基

因（即在野生中表达比较高而栽培果实中表达比较

低的基因）主要涉及维生素 B6 代谢、谷胱甘肽代

谢和 ABC 转运蛋白（如图 3）。

图 3 刺梨果实和野生品种的差异上调基因的 KEGG

途径富集分析

Fig.3 KEGG pathway enrichment analysis of differentially 

upregulated genes in cultivated R. roxburghii fruits compared 

to wild varieties

相比之下，下调的基因（即在野生中表达比较
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低而栽培果实中表达比较高的基因）主要涉及倍半

萜和三萜生物合成途径以及类固醇生物合成途径

（图 4）。

图 4 刺梨栽培果实和野生的差异下调基因的 KEGG

途径富集分析

Fig.4 KEGG pathway enrichment analysis of differentially 

downregulated genes in cultivated R. roxburghii fruits 

versus wild varieties

2.3 果实中细胞色素P450家族和糖基转移酶
GT家族基因的表达模式分析

由于栽培果实和叶片中均能合成倍半萜、三

萜，而这很可能与刺梨甘的生物合成密切相关，因

此，为了进一步筛选可能参与刺梨三萜合成的关

键基因，深入分析了野生刺梨中细胞色素 P450
家族和糖基转移酶 GT 家族基因的表达模式。从

图 5 中可以看出和叶片相比，CYP78A6、CYP75B1、
CPY734A1、CYP72A15、CYP73A1 和 CYP76C4 在果

实中表达较高。而图 5b 中，UGT74F2、UGT74B1
和 UGT1B6 在果实中表达较高，而叶片中较低。说

明上述基因可能参与了野生刺梨的刺梨苷的生物合

成（如图 5）。
同样，分析了刺梨中细胞色素 P450 家族

和糖基转移酶 GT 家族基因的表达模式。从图 6
中可以看出和叶片相比 CYP716A1、CPY734A1
和 CPY72A15 在果实中表达较高。而图 6b 中，

UGT74F2 和 UGT85A2 在果实中表达较高，而叶片

中较低。说明上述基因可能参与了刺梨苷的生物合

成（如图 6）。

图 5 为野生刺梨中 CYP 和 UGT 基因的表达模式

Fig.5 Expression patterns of CYP and UGT genes in

 wild R. roxburghii

注：a 为细胞色素 P450 家族成员 CYP 在果实和叶片中

的表达模式，b 为 UGT 基因在果实和叶片中的表达模式。
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图 6 为刺梨中 CYP 和 UGT 基因的表达模式

Fig.6 Expression patterns of CYP and UGT genes in 

R. roxburghii

注：a 为细胞色素 P450 家族成员 CYP 在果实和叶片中

的表达模式，b 为 UGT 基因在果实和叶片中的表达模式。

进一步通过差异表达分析显示，与野生刺梨相

比，贵农 5 号果实中多个与三萜合成相关的多个基

因表达发生了显著变化。这与在蓝莓、葡萄等其

他果实中关于次生代谢产物合成基因的研究相吻

合  [26]  ，其中栽培品种与野生型之间的基因表达差

异显著。值得注意的是，与维生素 C 合成相关的

GalUR 和 GME 基因的表达在贵农 5 号中也有显著

变化，这与其果实中高维生素 C 含量的特性相吻合。

维生素 C 在多种水果中都是重要的营养成分，如柑

橘、猕猴桃等，其在刺梨中的高含量进一步强调了

刺梨的营养和药用价值。

通过 KEGG 富集分析，发现上调和下调的基因

涉及多种代谢途径，包括维生素代谢、谷胱甘肽代

谢、ABC 转运蛋白以及倍半萜和三萜生物合成等，

这与其他果实中关于次生代谢产物合成途径的研究

结果相一致。例如，在苹果、葡萄等果实中，次生

代谢产物的合成往往与多种代谢途径紧密相关  [27]  。

这些结果为进一步探索刺梨中次生代谢产物的合成

调控网络提供了有力的线索。

此外，细胞色素 P450 和糖基转移酶 GT 在植物

次生代谢产物中扮演着关键角色，这在多种植物中

都有报道。本研究也发现，多个 CYP 和 UGT 基因

的表达与刺梨中三萜类化合物的积累密切相关，这

为进一步鉴定参与刺梨苷生物合成的关键基因奠定

了基础。

3  结论

本研究通过对刺梨中主要的三萜类化合物进行

深入分析，揭示了它们在栽培品种与野生品种的分

布差异。利用 LC-MS/MS 和 HPLC 技术进行精确

定量，研究结果表明贵农 5 号果实的三萜类化合物

总量显著高于野生刺梨，特别是刺梨苷和野蔷薇

苷的含量差异最为明显。通过差异表达分析，进

一步识别了与三萜类化合物合成的五个关键基因，

它们与三萜类化合物的生物合成密切相关，并与

CYP716A1、CPY734A1、CPY72A15、UGT74F2 及

UGT85A2 等基因具有高度同源性，提示它们在刺梨

的三萜类化合物合成中可能发挥关键作用。并观察

到与维生素 C 合成相关的基因表达变化，这与贵农

5 号果实中高维生素 C 含量相吻合，从而深化了对

刺梨营养价值和药用功效的理解。通过高通量转录

组测序技术，KEGG 富集分析揭示了上调和下调基

因涉及的多种代谢途径。这些发现不仅有助于提升

对刺梨药用价值的认识，也为未来通过遗传工程手

段改良刺梨品种和提高其药用成分含量提供了理论

依据。
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