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基于修饰组和探针分子的重要途径代谢物筛选和注释新方法
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摘要：植物次生代谢物在抵御生物 ／非生物胁迫、生物间互作以及信息传递等方面发挥重要作用，次生代谢途径解

析对植物分子育种、天然产物合成等方面具有重要意义。 液相色谱⁃高分辨串联质谱（ＬＣ⁃ＨＲＭＳ ／ ＭＳ）为次生代谢

物鉴定及途径表征提供了技术手段。 非靶向 ＬＣ⁃ＨＲＭＳ ／ ＭＳ 方法可获得丰富的质谱信号，包括一级质谱和二级质

谱（ＭＳ， ＭＳ ／ ＭＳ），但受质谱数据库规模以及次生代谢物复杂性的制约，次生代谢物注释十分困难。 该研究以玉米

叶片中苯丙烷途径代谢物为例，发展用于非靶向代谢组数据中重要途径代谢物的高效筛选和注释新方法。 首先，
利用公共代谢途径数据库及文献获取参与苯丙烷代谢途径的 ６１ 种修饰反应类型，进而从非靶向实验数据中筛选

出修饰代谢组。 其次，获取开源串联质谱数据中的苯丙烷类化合物作为探针分子，构建探针分子质谱数据库。 将

探针分子与修饰代谢组共建分子网络，锁定目标途径代谢物并注释结构。 该方法在正、负离子模式下分别筛选出

玉米叶片中 ３９２ 个和 ４１７ 个苯丙烷途径候选代谢物，去冗余后共注释出 １２９ 个代谢物，涉及苯丙烷代谢的主要分支

途径，如黄酮途径的 ８ 个类黄酮、１９ 个氧苷类黄酮和 ３２ 个碳苷类黄酮，３１ 个羟基肉桂酸途径代谢物以及 ２２ 个木脂

素途径代谢物；其中 ２６ 个在 ＰｕｂＣｈｅｍ 和 ＳｃｉＦｉｎｄｅｒ 数据库中未见收录。 该研究利用探针分子结合修饰组可快速

锁定途径代谢物，且有助于快速、准确的网络传播注释，可显著提高目标途径代谢物筛选与注释效率，为植物次生

代谢途径的深入解析提供分析手段。
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ｉｎ ｔｈｅ Ｇｌｏｂａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｓｏｃｉａｌ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｎｅｔｗｏｒｋｉｎｇ （ＧＮＰＳ） ＭＳ ／ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａｌ ｌｉｂｒａｒｙ．
Ｔｈｅ ＭＳ ／ ＭＳ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｔｏ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｌａｓｓｅｓ ｏｆ ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄｓ ｗｅｒｅ ｋｅｐｔ． Ａｎ ＭＳ ／
ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａｌ ｄａｔａｂａｓｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｂｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ｗａｓ ｃｏｎｓｔｒｕｃｔｅｄ． Ｉｔ ｉｎｃｌｕｄｅｄ ２ ６７７ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ １ ５４２
ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｍｏｄｅ ａｎｄ ８１４ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ６６１ ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｃｏｍ⁃
ｐｏｕｎｄｓ ｉｎ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｍｏｄｅ． Ｔｈｅｎ， ａｎ ＭＳ ／ ＭＳ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｎｅｔｗｏｒｋ ｗａｓ ｇｅｎｅｒａｔｅｄ ｂｙ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｍｅｔａｂｏｌｏｍｅ ａｎｄ ｐｒｏｂｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ． Ｔｈｅ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｃｏｍｐｒｉｓｉｎｇ ｂｏｔｈ ｐｒｏｂｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｗｅｒｅ ｋｅｐｔ． Ｔｏ ｅｘｐｌｏｒｅ ｍｏｒｅ ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ ｕｎｋｎｏｗｎ ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ， ｔｈｅ ｃｌｕｓｔｅｒｓ
ｗｉｔｈ ｏｎｅ ｍｏｒｅ ｐａｔｈｗａｙ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｗｅｒｅ ｒｅｔａｉｎｅｄ ｅｖｅｎ ｔｈｏｕｇｈ ｔｈｅｙ ｄｉｄｎ’ ｔ
ｃｏｎｔａｉｎ ａｎｙ ｐｒｏｂｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ． Ａ ｔｏｔａｌ ｏｆ ３９２ ａｎｄ ４１７ ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｐａｔｈｗａｙ⁃ｒｅｌａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｗｅｒｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅｓ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｐａｔｈｗａｙ⁃ａｓｓｏ⁃
ｃｉａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｗｅｒｅ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｔｈｅ ｐｒｏｐａｇａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｎｅｔｗｏｒｋ． Ｆｏｒ ｔｈｅ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｃｏ⁃ｃｌｕｓｔｅｒ， ａｎｎｏｔａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｐｒｏｂｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｓ ｔｈｅ
ｉｎｉｔｉａｌ ｓｅｅｄ． Ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｇｒｏｕｐ’ｓ ｓｕｂｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｎｅｔｗｏｒｋ ｐｒｏｐａｇａ⁃
ｔｉｏｎ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ． Ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ｏｎｌｙ ｐａｔｈｗａｙ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ， ｔｈｅ ａｎ⁃
ｎｏｔａｔｉｏｎ ｉｓ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｏ ｔｈｅ ａｂｏｖｅ ｐｒｏｃｅｓｓ ｉｆ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｎｏｄｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｓｅｎｔ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｃｌｕｓｔｅｒ． Ｏｔｈ⁃
ｅｒｗｉｓｅ， ｄｅ ｎｏｖｏ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｗａｓ ｍａｎｕａｌｌｙ ｅｘｅｃｕｔｅｄ ｂａｓｅｄ ｏｎ ｓｕｂｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ． Ｆｉｎａｌｌｙ，
１２９ ｕｎｉｑｕｅ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｗｅｒｅ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ａｆｔｅｒ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｍｏｖａｌ ｏｆ ｒｅｄｕｎｄａｎｃｙ． Ｔｅｎ ａｎｎｏ⁃
ｔａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｗｅｒｅ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌｌｙ ａｖａｉｌａｂｌｅ ｏｒ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｃｏｍ⁃
ｐｏｕｎｄｓ． Ｔｈｅ ｏｔｈｅｒ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｖａｌｉｄａｔｅｄ ｕｓｉｎｇ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｃｈｅｍｉｃａｌ ｃｌａｓｓｅｓ， ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ
ＭＳ ／ ＭＳ， ａｎｄ ｐｒｅｄｉｃｔｅｄ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ． Ｔｈｅｙ ａｒｅ ｍａｉｎｌｙ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｂｒａｎｃｈ ｏｆ
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ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｐａｔｈｗａｙｓ， ｉｎｃｌｕｄｉｎｇ ｔｈｅ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ ｐａｔｈｗａｙ （８ ｆｌａｖｏｎｏｉｄｓ， １９ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ Ｏ⁃ｇｌｙ⁃
ｃｏｓｉｄｅｓ， ３２ ｆｌａｖｏｎｏｉｄ Ｃ⁃ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ）， ｔｈｅ ｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍｉｃ ａｃｉｄ ｐａｔｈｗａｙ （３１ ｈｙｄｒｏｘｙｃｉｎｎａｍｉｃ
ａｃｉｄｓ ａｎｄ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｇｎａｎ ｐａｔｈｗａｙ （２２ ｎｅｏ⁃ｌｉｇｎａｎｓ ／ ｌｉｇｎａｎ ／ ｌｉｇｎａｎ ｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ） ． Ａｌｌ
ｔｈｅ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅａｒｃｈｅｄ ａｇａｉｎｓｔ ｔｈｅ ＰｕｂＣｈｅｍ ａｎｄ ＳｃｉＦｉｎｄｅｒ ｄａｔａｂａｓｅｓ． Ａｍｏｎｇ
ｔｈｅｍ， ２６ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｗｅｒｅ ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ ｕｎｒｅｐｏｒｔｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ｔｈｅ ｄａｔａｂａｓｅｓ． Ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ， ｔｈｅ ｐａｔｈ⁃
ｗａｙ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｑｕｉｃｋｌｙ ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｄ ａｎｄ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｉｎｔｅｇｒａｔｉｏｎ ｏｆ
ｐｒｏｂｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｅ． Ｉｔ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｎ⁃ｄｅｐｔｈ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｐａｔｈｗａｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ ＬＣ⁃ＨＲＭＳ ／
ＭＳ）； ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｅ； ｓｅｃｏｎｄａｒｙ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ； ｐｒｏｂｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ； ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ

　 　 植物在进化进程中，为适应复杂的生存环境及

满足发育需要，产生出种类繁多、数量巨大、结构非

常丰富的次生代谢物，在抵御生物 ／非生物胁迫、生
物间互作以及信息传递等方面发挥重要作用［１］，次
生代谢途径解析对植物分子育种及天然产物生物合

成等具有重要意义。 苯丙烷代谢是植物最重要的次

生代谢合成途径之一，与植物应激诱导有着密切关

系［２，３］。 苯丙烷代谢有多个分支途径，如黄酮途径、
木质素途径、木脂素途径、羟基肉桂酸酰胺途径等；
骨架结构经多种后修饰，如羟基化、糖基化、乙酰化、
异戊二烯化、硫酸化和甲基化等，产生了复杂多样的

苯丙烷途径代谢物。
　 　 基于液相色谱⁃高分辨串联质谱（ ＬＣ⁃ＨＲＭＳ ／
ＭＳ）的代谢组学分析技术为次生代谢物鉴定及途径

阐释提供了手段［４－７］。 如 Ｗｅｎ 等［８］基于非靶向 ＬＣ⁃
ＨＲＭＳ ／ ＭＳ 代谢组学技术鉴别了玉米中 ２９ 个类黄

酮，通过整合基因组学、转录组学信息，揭示了玉米

黄酮生物合成的遗传学基础。 牟红梅等［９］ 基于超

高效液相色谱⁃串联质谱的非靶向代谢组学分析研

究了成熟期茄梨和红茄梨果皮代谢物差异，发现差

异代谢物涉及黄酮代谢、氨基酸代谢、苯丙烷代谢以

及苯丙烷分支途径黄酮代谢等。 胡永丹等［１０］ 基于

超高效液相色谱⁃高分辨质谱联用技术分析茶树花

化学成分，采用氮规则、质量亏损和特征子离子筛选

目标化学成分，从 ７ 个茶树花样本中共鉴定出 １３７
个化合物。 非靶向代谢组学采集了非常丰富的质谱

信号，包括一级质谱和二级质谱（ＭＳ ＆ ＭＳ ／ ＭＳ），
代谢组鉴定多采用质谱数据库搜索方式［１１］。 尽管

全球天然产物社会分子网络（Ｇｌｏｂａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｐｒｏｄ⁃
ｕｃｔｓ Ｓｏｃｉａｌ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ Ｎｅｔｗｏｒｋｉｎｇ， ＧＮＰＳ）数据库

已收录免费共享的 ８３ ３１４ 张 ＭＳ ／ ＭＳ 谱图，但与复

杂多样的植物代谢组，特别是次生代谢组相比，质谱

库的覆盖范围仍不足，搜库鉴定能力有限［１２］。 利用

非靶向代谢组实验数据，构建基于质谱相似性（ＭＳ ／
ＭＳ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ）的分子网络（ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｎｅｔｗｏｒｋｉｎｇ，
ＭＮ） ［１３，１４］，可人工推断注释数据库无法鉴定的结构

类似物［１５］。 如 Ｃｌｅｍｅｎｔｓ 等［１６］ 采用代谢组学结合

分子网络的方法，推测了一种新型开环赛氏菌缩肽

（ｓｅｒｒａｔａｍｏｌｉｄｅ）类似物的结构。 但该方法不能有

效筛选目标途径相关分子簇，且方法注释能力主要

依赖分子簇内可搜库注释的种子节点。 植物次生代

谢物结构存在大量修饰基团，在 ＭＳ ／ ＭＳ 中常以中

性丢失形式体现［１７］。 植物代谢途径数据库包含大

量代谢反应信息，如植物代谢途径（Ｐｌａｎｔ Ｍｅｔａｂｏｌｉｃ
Ｐａｔｈｗａｙｓ，ＰｌａｎｔＣｙｃ，ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ．ｐｌａｎｔｃｙｃ．ｏｒｇ ／ ）［１８］

收录了 ５ ２３４ 个反应，京都基因与基因组百科全书

（Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ，
ＫＥＧＧ， ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｗｗｗ． ｇｅｎｏｍｅ． ｊｐ ／ ｋｅｇｇ ／ ） 收录了

１１ ７４４ 个生化反应。 将代谢途径中的修饰反应用于

非靶向数据中代谢特征的筛选，可有助于提高途径

代谢物的发现效率［１９］。
　 　 为此，本研究针对次生代谢物种类多、结构复

杂，且存在大量未知结构代谢物的分析挑战，以玉米

叶片苯丙烷途径代谢物为例，利用代谢途径的修饰

反应以及现有质谱数据库，发展用于非靶向 ＬＣ⁃
ＨＲＭＳ ／ ＭＳ 代谢组数据中重要途径代谢物筛选和注

释的新方法，为次生代谢物的注释和途径解析提供

新思路。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ 超高效液相色谱系统购自美

国 Ｗａｔｅｒｓ 公司。 Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ５６００＋飞行时间质谱

（ＴＯＦ⁃ＭＳ）购自美国 ＡＢ ＳＣＩＥＸ 公司。 超纯水由购
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自美国 Ｂｉｌｌｅｒｉｃａ 公司的 Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 系统纯化制备。 乙

腈（ＨＰＬＣ 级）和甲醇（ＨＰＬＣ 级）购自德国 Ｍｅｒｃｋ
公司。 甲酸（纯度 ９８％）和碳酸氢铵购自中国 Ｊ ＆ Ｋ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 有限公司。
１．２　 样品预处理

　 　 玉米叶片代谢组提取：准确称取玉米新鲜叶片

组织冻干粉 ５０ ｍｇ，置于 １ ５ ｍＬ 离心管中。 加入

１ ０ ｍＬ ８０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水提取剂，涡旋提取 ５ ｍｉｎ，
在 ４ ℃ 条件下，以 ２１ ５００ ｇ 转速离心 １０ ｍｉｎ。 取

７００ μＬ 上清液，放入真空离心浓缩仪冻干。 冻干样

品加入 １００ μＬ ８０％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水复溶，复溶液在 ４
℃条件下，以 ２１ ５００ ｇ 转速离心 １０ ｍｉｎ。 取上清液

用于仪器分析。
１．３　 非靶向代谢组学分析

　 　 正离子模式下的液相色谱条件 　 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣ⁃
ＱＵＩＴＹ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱 （ １００ ｍｍ × ２ １ ｍｍ， １ ７
μｍ）；柱温：５０ ℃；进样器温度：４ ℃；流动相 Ａ：
０ １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液；流动相 Ｂ： ０ １％ （ｖ ／ ｖ）甲
酸乙腈溶液；流速：０ ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：５ μＬ。 洗

脱梯度：０～１ ０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ； １ ０ ～ ２４ ０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ～
１００％ Ｂ； ２４ ０ ～ ２８ ０ ｍｉｎ， １００％ Ｂ； ２８ ０ ～ ２８ １
ｍｉｎ， １００％ Ｂ～５％ Ｂ； ２８ １～３０ ０ ｍｉｎ， ５％ Ｂ。
　 　 负离子模式下的液相色谱条件 　 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣ⁃
ＱＵＩＴＹ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱 （ １００ ｍｍ × ２ １ ｍｍ， １ ８
μｍ）；柱温：５０ ℃；进样器温度：４ ℃；流动相 Ａ： ６ ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳 酸 氢 铵 水 溶 液； 流 动 相 Ｂ： 含 ６ ５
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 碳酸氢铵的 ９５％ （ｖ ／ ｖ）甲醇水溶液；流速：
０ ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量： ５ μＬ。 洗脱梯度： ０ ～ １ ０
ｍｉｎ， ２％ Ｂ； １ ０～１８ ０ ｍｉｎ， ２％ Ｂ～１００％ Ｂ； １８ ０ ～
２２ ０ ｍｉｎ， １００％ Ｂ； ２２ ０ ～ ２２ １ ｍｉｎ， １００％ Ｂ ～ ２％
Ｂ； ２２ １～２５ ０ ｍｉｎ， ２％ Ｂ。
　 　 质谱条件　 离子源：电喷雾电离（ＥＳＩ）源，采用

正、负离子模式检测；扫描方式：一级全扫描质量范

围 ｍ／ ｚ ５０ ～ １ ２５０；二级数据依赖型扫描（Ｔｏｐ １５）
质量范围 ｍ／ ｚ ５０ ～ １ ２５０；碰撞能量：１５、３０ 和 ４５
ｅＶ；离子源温度：５００ ℃；电喷雾电压：４ ５００ Ｖ；气帘

气压强： ０ ２４１ ＭＰａ；雾化气 （ ｇａｓ １） 压强： ０ ３４５
ＭＰａ；加热气（ｇａｓ ２）压强：０ ３４５ ＭＰａ。
１．４　 数据处理

１．４．１　 原始数据预处理

　 　 采用ＭａｒｋｅｒＶｉｅｗ １ ２ １ 软件处理质谱原始数据，
获得包含代谢特征保留时间、质荷比和峰强度的质

谱峰列表。 采用 ＰｒｏｔｅｏＷｉｚａｒｄ ３ ０ １０２４０ 软件将质

谱原始数据文件转化为． ｍｇｆ 格式的二级质谱文件。
１．４．２　 修饰代谢组筛选

　 　 首先，从代谢途径数据库收集修饰反应，将修饰

类型的名称、分子式和精确相对分子质量整理至

．ｃｓｖ格式的文件中，生成修饰类型列表。 将非靶向

代谢组数据的质谱峰列表、二级质谱文件，以及修饰

类型列表作为输入文件，运行自编程序包 Ｍｏｄｉｆｉｅｄ⁃
ＭｅｔＭＲＭ。 设置质谱峰列表与二级质谱文件的匹配

参数为质量精度 １５×１０－６，保留时间窗口 １２ ｓ。 基于

修饰类型列表获取非靶向代谢组数据中修饰代谢组

的匹配参数为质量窗口 １５×１０－６，子离子最低绝对

强度为 １００。 离子融合参数为质量窗口 １５×１０－６，保
留时间窗口 １２ ｓ。
１．４．３　 探针分子数据库构建

　 　 下载 ＧＮＰＳ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｇｎｐｓ． ｕｃｓｄ． ｅｄｕ ／ ）中的 ３
个质谱数据集（ＧＮＰＳ Ｌｉｂｒａｒｙ， ＮＩＨ Ｎａｔｕｒａｌ Ｐｒｏｄ⁃
ｕｃｔｓ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｒｏｕｎｄ １ 和 ＮＩＨ Ｎａｔｕｒａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｌｉ⁃
ｂｒａｒｙ Ｒｏｕｎｄ ２）。 采用自编代码收集 ３ 个数据库化

合物 的 ＳＭＩＬＥＳ， 并 在 ＣｈｅｍＤｅｓ 平 台 （ ｈｔｔｐ： ／ ／
ｗｗｗ ｓｃｂｄｄ ｃｏｍ ／ ｃｏｎｖｅｒｔ ／ ｃｏｎｖｅｒｔ ／ ） 将其转化为

ＩｎＣｈＩＫｅｙ。 利用 ＣｌａｓｓｙＦｉｒｅ（ｈｔｔｐｓ： ／ ／ ｃｆｂ． ｆｉｅｈｎｌａｂ．
ｕｃｄａｖｉｓ．ｅｄｕ ／ ）工具获得化合物的化学分类，保留其

中苯丙烷类化合物，获取化合物的相关信息，包括采

集 ＭＳ ／ ＭＳ 的仪器类型、ＳＭＩＬＥＳ 和二级质谱图等。
１．４．４　 分子网络构建

　 　 分子网络由开源工具 ＧＮＰＳ 平台完成。 建网

参数：不少于 ６ 个子离子匹配，ＭＳ ／ ＭＳ 相似度阈值

为 ０ ７；母离子质量精度阈值：０ ０１ Ｄａ；子离子质量

精度阈值：０ ０２ Ｄａ；单个连通网络节点数最大值：
５００；单个节点最大相邻节点数：５０。 分子网络可视

化由软件 Ｃｙｔｏｓｃａｐｅ ３ ８ ０ 实现。
１．４．５　 代谢物定性

　 　 采用基于 ＳＭＲＴ 数据集构建的 ＧＮＮ⁃ＲＴ 模

型［２０］，通过标准品迁移学习预测本实验色谱条件下

的保留时间；使用开源工具 ＣＦＭ⁃ＩＤ ４ ４ ３ （ｈｔｔｐｓ： ／ ／
ｈｕｂ．ｄｏｃｋｅｒ． ｃｏｍ ／ ｒ ／ ｗｉｓｈａｒｔｌａｂ ／ ｃｆｍｉｄ）预测代谢物

的虚拟（ｉｎ ｓｉｌｉｃｏ）二级质谱；二级质谱相似度计算

采用谱熵算法［２１］。 代谢物化学类别预测采用 ＳＩＲＩ⁃
ＵＳ ４［２２］中的 ＣＡＮＯＰＵＳ［１２］完成，使用默认参数。

２　 结果与讨论

２．１　 方法框架

　 　 方法总体框架如图 １ 所示，途径代谢物的筛选
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图 １　 重要途径代谢物的筛选与注释流程
Ｆｉｇ． １　 Ｗｏｒｋｆｌｏｗ ｏｆ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｐａｔｈｗａｙ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

　 ＫＥＧＧ： ｔｈｅ Ｋｙｏｔｏ Ｅｎｃｙｃｌｏｐｅｄｉａ ｏｆ Ｇｅｎｅｓ ａｎｄ Ｇｅｎｏｍｅｓ； ＭＮ： ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｎｅｔｗｏｒｋｉｎｇ； ＧＮＰＳ： Ｇｌｏｂａｌ Ｎａｔｕｒａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｓｏｃｉａｌ Ｍｏｌｅｃｕｌａｒ
Ｎｅｔｗｏｒｋｉｎｇ．

与注释步骤主要包括：１）基于公共代谢途径数据库

及文献报道，收集参与途径的修饰反应，构建修饰基

团质谱数据库，进而从非靶向实验数据中筛选修饰

代谢组（含有修饰基团的代谢物）； ２）从开源质谱

数据库中收集目标途径代谢物及其类似物作为探针

分子，构建探针分子串联质谱数据库；３）将探针分

子与修饰代谢组共建分子网络；４）筛选目标途径代

谢物分子簇；５）基于探针分子结构、修饰基团、子结

构信息等注释代谢物。
２．２　 修饰代谢组筛选

　 　 利用开源代谢途径知识库，如：ＫＥＧＧ、Ｐｌａｎｔ⁃
Ｃｙｃ 以及文献报道［２３－２５］，收集参与苯丙烷途径的代

谢反应，提取修饰基团。 表 １ 给出了收集到的 ６１ 种

修饰反应类型，包括 １１ 种通用修饰类型（甲基化、
甲氧基化、羟基化、甲氨基化、乙酰化、羧基化、硫酸

化、丙二酰化、戊糖基化、脱氧己糖基化和己糖基

化）和 ５０ 种途径特异性修饰类型（１３ 种胺结合、５

种羟基肉桂酰结合、１３ 种酸结合、１８ 种醇结合和 １
种异戊二烯化修饰）。
　 　 从玉米叶片正、负离子模式非靶向代谢组学数

据中筛选到 ６０ 种修饰类型，对应 １ ３８５ 个和 １ ４１２
个代谢物。 其中，正、负离子模式下分别有 ３２ ２７％
（４４７ ／ １ ３８５）和 ２６ ０６％ （３６８ ／ １ ４１２）的代谢物含有

两种及以上修饰基团，通用修饰类型占比 ３２ ３１％
（正离子模式）和 ３４ ８５％ （负离子模式）；正离子模

式下，特异性修饰类型主要是胺结合（７ ７６％）、羟基

肉桂酰结合（８ ０９％）、酸结合（１３ ９１％）和醇结合

（３６ ２８％）修饰；异戊二烯化修饰占比较低，仅为

１ ６６％。 负离子模式与正离子模式类似，上述特异

性修饰及异戊二烯化修饰的占比分别为 ３ ９４％、
１３ ６２％、１９ ２１％、２８ １２％ 和 ０ ２６％。
２．３　 探针分子串联质谱数据库构建

　 　 基于ＣｌａｓｓｙＦｉｒｅ［２６］化学分类从ＧＮＰＳ 数据库中包

含天然产物较多的３个质谱数据集（ＧＮＰＳＬｉｂｒａｒｙ、
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表 １　 参与苯丙烷代谢的后修饰反应
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎｓ ｉｎｖｏｌｖｅｄ ｉｎ ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄｓ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ

Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｔｙｐｅ Ｎｅｕｔｒａｌ ｌｏｓｓ Ｇｅｎｅｒｉｃ ｏｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｔｙｐｅ Ｎｅｕｔｒａｌ ｌｏｓｓ Ｇｅｎｅｒｉｃ ｏｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｍｅｔｈｙｌａｔｉｏｎ ＣＨ２ ｇｅｎｅｒｉｃ Ｐｈｅｎｙｌａｃｅｔｙｌ ｃｏｕｐｌｉｎｇ Ｃ８Ｈ６Ｏ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｍｅｔｈｏｘｙｌａｔｉｏｎ ＣＨ２Ｏ ｇｅｎｅｒｉｃ Ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏａｔｅ Ｃ７Ｈ４Ｏ２ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｈｙｄｒｏｘｙｌａｔｉｏｎ Ｈ２Ｏ ｇｅｎｅｒｉｃ ｐ⁃Ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｙｌａｔｉｏｎ Ｃ７Ｈ６Ｏ２ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｍｅｔｈｙｌ ａｍｍｏｎｉａ ＣＨ３ＮＨ２ ｇｅｎｅｒｉｃ Ｔａｒｔａｒａｔｅ Ｃ４Ｈ４Ｏ５ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ａｃｅｔｙｌａｔｉｏｎ ＣＨ２ＣＯ ｇｅｎｅｒｉｃ Ｄｉｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｏｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｕｐｌｉｎｇ Ｃ７Ｈ４Ｏ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｃａｒｂｏｘｙｌａｔｉｏｎ ＣＯＯ ｇｅｎｅｒｉｃ Ｈｙｄｒｏｘｙａｄｉｐｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｕｐｌｉｎｇ Ｃ６Ｈ８Ｏ４ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｓｕｌｆａｔｉｏｎ ＳＯ３ ｇｅｎｅｒｉｃ Ｖａｎｉｌｌａｔｅ Ｃ８Ｈ６Ｏ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｍａｌｏｎｙｌ Ｃ３Ｈ２Ｏ３ ｇｅｎｅｒｉｃ ３⁃Ｄｅｈｙｄｒｏｓｈｉｋｉｍｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｕｐｌｉｎｇ Ｃ７Ｈ６Ｏ４ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｐｅｎｔｏｓｙｌａｔｉｏｎ Ｃ５Ｈ８Ｏ４ ｇｅｎｅｒｉｃ Ｓｈｉｋｉｍｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｕｐｌｉｎｇ Ｃ７Ｈ８Ｏ４ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｄｅｏｘｙｈｅｘｏｓｙｌａｔｉｏｎ Ｃ６Ｈ１０Ｏ４ ｇｅｎｅｒｉｃ Ｑｕｉｎｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｕｐｌｉｎｇ Ｃ７Ｈ１０Ｏ５ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｈｅｘｏｓｙｌａｔｉｏｎ Ｃ６Ｈ１０Ｏ５ ｇｅｎｅｒｉｃ Ｓｙｒｉｎｇａｔｅ Ｃ９Ｈ８Ｏ４ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｐｕｔｒｅｓｃｉｎｅ Ｃ４Ｈ１２Ｎ２ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｇｌｙｃｅｒｏｌ Ｃ３Ｈ６Ｏ２ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｃａｄａｖｅｒｉｎｅ Ｃ５Ｈ１４Ｎ２ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｑｕｉｎｏｌ Ｃ６Ｈ４Ｏ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ａｇｍａｔｉｎｅ Ｃ５Ｈ１４Ｎ４ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｈｙｄｒｏｘｙｂｅｎｚｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ Ｃ７Ｈ６Ｏ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｔｙｒａｍｉｎｅ Ｃ８Ｈ１１ＮＯ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｈｙｄｒｏｘｙｑｕｉｎｏｌ Ｃ６Ｈ４Ｏ２ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｓｐｅｒｍｉｄｉｎｅ Ｃ７Ｈ１９Ｎ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｖａｎｉｌｌｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ Ｃ８Ｈ８Ｏ２ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｏｃｔｏｐａｍｉｎｅ ／ ｄｏｐａｍｉｎｅ Ｃ８Ｈ１１ＮＯ２ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｃｏｕｍａｒｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ Ｃ９Ｈ８Ｏ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ Ｃ１０Ｈ１２Ｎ２ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｃａｆｆｅｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ Ｃ９Ｈ８Ｏ２ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
３⁃Ｍｅｔｈｏｘｙｔｙｒａｍｉｎｅ Ｃ９Ｈ１３ＮＯ２ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｃｏｎｉｆｅｒｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ Ｃ１０Ｈ１０Ｏ２ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｎｏｒａｄｒｅｎａｌｉｎｅ Ｃ８Ｈ１１ＮＯ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ５⁃ＯＨ⁃Ｆｅｒｕｌｏｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ Ｃ１０Ｈ１０Ｏ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｓｅｒｏｔｏｎｉｎ Ｃ１０Ｈ１２Ｎ２Ｏ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｓｉｎａｐｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ Ｃ１１Ｈ１２Ｏ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
３′⁃Ｍｅｔｈｏｘｙｏｃｔｏｐａｍｉｎｅ Ｃ９Ｈ１３ＮＯ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｎｏｎ⁃ｃｏｎｄｅｎｓｅｄ ｖａｎｉｌｌｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ Ｃ８Ｈ１０Ｏ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
５⁃Ｍｅｔｈｏｘｙｔｒｙｐｔａｍｉｎｅ Ｃ１１Ｈ１４Ｎ２Ｏ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｎｏｎ⁃ｃｏｎｄｅｎｓｅｄ ｃｏｕｍａｒｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ Ｃ９Ｈ１０Ｏ２ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｓｐｅｒｍｉｎｅ Ｃ１０Ｈ２６Ｎ４ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｎｏｎ⁃ｃｏｎｄｅｎｓｅｄ ｃａｆｆｅｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ Ｃ９Ｈ１０Ｏ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｃｏｕｍａｒｙｌ Ｃ９Ｈ６Ｏ２ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｎｏｎ⁃ｃｏｎｄｅｎｓｅｄ ｃｏｎｉｆｅｒｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ Ｃ１０Ｈ１２Ｏ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｃａｆｆｅｏｙｌ Ｃ９Ｈ６Ｏ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｎｏｎ⁃ｃｏｎｄｅｎｓｅｄ ５⁃ＯＨ⁃ｆｅｒｕｌｏｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ Ｃ１０Ｈ１２Ｏ４ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｆｅｒｕｌｏｙｌ Ｃ１０Ｈ８Ｏ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｎｏｎ⁃ｃｏｎｄｅｎｓｅｄ ｓｉｎａｐｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ Ｃ１１Ｈ１４Ｏ４ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
５⁃ＯＨ⁃Ｆｅｒｕｌｏｙｌ Ｃ１０Ｈ８Ｏ４ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｄｉｍｅｔｈｏｘｙｑｕｉｎｏｌ Ｃ８Ｈ８Ｏ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｓｉｎａｐｙｌ Ｃ１１Ｈ１０Ｏ４ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｓｙｒｉｎｇｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ Ｃ９Ｈ１０Ｏ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｍａｌａｔｅ Ｃ４Ｈ４Ｏ４ ｓｐｅｃｉｆｉｃ Ｉｓｏｐｒｅｎｙｌａｔｉｏｎ Ｃ５Ｈ８ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
Ｇｌｙｃｅｒｉｃ ａｃｉｄ ｃｏｕｐｌｉｎｇ Ｃ３Ｈ４Ｏ３ ｓｐｅｃｉｆｉｃ

图 ２　 探针分子串联质谱数据库收录统计
Ｆｉｇ． ２　 Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｒｏｂｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅ ＭＳ ／ ＭＳ ｄａｔａｂａｓｅ

ＮＩＨ Ｎａｔｕｒａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｒｏｕｎｄ １ 和 ＮＩＨ
Ｎａｔｕｒａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｌｉｂｒａｒｙ Ｒｏｕｎｄ ２） 中共收集到

１ ５４２ 个苯丙烷类化合物的正离子模式二级谱图

２ ６７７ 张和 ６６１ 个苯丙烷类化合物的负离子模式二

级谱图 ８１４ 张，建立探针分子串联质谱数据库。

图 ２给出了探针分子二级质谱采集条件统计，其中

来自飞行时间质谱的二级谱图占主要的比重，正、负
离子模式占比分别为 ８３ ７５％ 和 ９７ ６７％ （见图 ２ａ）。
对探针分子的化学类别进行统计，分属 ３６ 个亚类，
其中类黄酮、异黄酮、香豆素及其衍生物、肉桂酸及

·３９７·
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其衍生物占比较大，正、负离子模式占比分别为

６８ ６１％ 和 ７１ ２６％ （见图 ２ｂ）。

图 ３　 基于探针⁃修饰组分子网络筛选出的苯丙烷途径代谢物
Ｆｉｇ． ３　 Ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄｓ ｐａｔｈｗａｙ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｓｃｒｅｅｎｅｄ ｂｙ ｐｒｏｂｅｓ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｏｍｅ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｎｅｔｗｏｒｋ

　 ａ． ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄｓ ｐａｔｈｗａｙ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｃｌｕｓｔｅｒｓ ｉｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｍｏｄｅ； ｂ． ｃｏ⁃ｃｌｕｓｔｅｒ ｃｏｎｓｉｓｔｉｎｇ ｏｆ ｂｏｔｈ ｐｒｏｂｅ ｍｏｌｅｃｕｌｅｓ ａｎｄ ｍｏｄｉｆｉｅｄ
ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ； ｃ． ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｗｉｔｈ ｏｎｅ ｏｒ ｍｏｒｅ ｐａｔｈｗａｙ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｔｙｐｅｓ．

２．４　 途径代谢物筛选

　 　 将探针分子与玉米叶片中筛选出的修饰代谢组

共建分子网络，选取其中苯丙烷途径代谢物所在的

分子簇。 分子簇筛选条件为：簇内同时含有探针分

子与修饰代谢物，或虽不含探针分子但含有一个及

以上途径特异性修饰的代谢物。 满足筛选条件的分

子簇中共含有 ３９２（正离子模式）和 ４１７ 个（负离子

模式）修饰代谢物。 图 ３ａ 所示为负离子模式筛选

出的分子簇，簇内的探针分子可快速提示簇内代谢

物所属的途径信息。 如图 ３ｂ 所示，簇内 ８ 个探针分

子（黄色）均为木脂素类化合物，提示该分子簇为木

脂素及其结构类似物。 仅含途径特异性修饰基团的

代谢物分子簇如图 ３ｃ，簇内含有木脂素途径特异性

醇结合的修饰基团，如松柏醇（ｎｏｎ⁃ｃｏｎｄｅｎｓｅｄ ｃｏ⁃
ｎｉｆｅｒｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ）和芥子醇（ｎｏｎ⁃ｃｏｎｄｅｎｓｅｄ ｓｉｎａｐｙｌ

ａｌｃｏｈｏｌ）等，该分子簇也被快速识别为木脂素途径

代谢物。
２．５　 途径代谢物注释

　 　 对筛选出的途径代谢物进行结构注释，对于含

有探针分子的分子簇，以探针分子为初始种子节点，
结合修饰基团信息进行网络传播注释。 以图 ３ｂ 红

色虚框中紫色节点（ｍ／ ｚ ６９７ ２２８ ６）的注释为例，
其相邻黄色节点为探针分子 ９″⁃Ｏ⁃Ｚ⁃ｐ⁃香豆酰⁃９″′⁃
Ｏ⁃Ｅ⁃ｐ⁃香豆酰⁃（７Ｓ，８Ｓ） ⁃愈创木酰甘油 ８⁃Ｏ⁃４′⁃松柏

醚（９″⁃Ｏ⁃Ｚ⁃ｐ⁃ｃｏｕｍａｒｏｙｌ⁃９″′⁃Ｏ⁃Ｅ⁃ｐ⁃ｃｏｕｍａｒｏｙｌ⁃（７Ｓ，
８Ｓ） ⁃ｇｕａｉａｃｙｌｇｌｙｃｅｒｏｌ ８⁃Ｏ⁃４′⁃ｃｏｎｉｆｅｒｙｌ ｅｔｈｅｒ， ｍ／ ｚ
６６７ ２１８ ０）；它们之间存在 Δｍ／ ｚ 为 ３０ ０１０ ５ 的质

量差，推断其为探针分子甲氧基化修饰的产物。 此

外，该节点只有香豆酰（ｃｏｕｍａｒｏｙｌ）一种修饰（中性

丢失），说明甲氧基化修饰未发生在香豆酰部分。
进一 步 从 该 节 点 的 二 级 谱 图 可 知， 香 豆 酰

（１４６ ０３５ ７）以中性形式丢失后，产生子离子 ｍ／ ｚ
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５５１ １９２ ９，它与子离子 ｍ／ ｚ ３４１ １０１ ２ 之间可能存

在 ｍ／ ｚ ２１０ ０９１ ７ 的中性丢失，从表 １ 可知归属为

非缩合芥子醇（ｎｏｎ⁃ｃｏｎｄｅｎｓｅｄ ｓｉｎａｐｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ），
基于该子结构推断甲氧基化修饰仅能发生在阿魏醇

（ｆｅｒｕｌｏｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ）上。 对其二级质谱碎片离子进行

子结构注释（见图 ４ａ），并将碎片信息进行化合物结

构拼接，将得到的结构搜索 ＰｕｂＣｈｅｍ 数据库，确定

为稀有木脂素 Ａ（ｄａｄａｈｏｌ Ａ）。

图 ４　 （ａ）基于已知相邻节点的代谢物传播注释和（ｂ）代谢物从头注释
Ｆｉｇ． ４　 （ａ）Ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｗｉｔｈ ｋｎｏｗｎ ｎｅｉｇｈｂｏｒ⁃ｎｏｄｅｓ ａｎｄ （ｂ） ｄｅ ｎｏｖｏ ａｎｎｏｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ

　 　 对只含有途径特异性修饰代谢物的分子簇，如
簇内有可被搜库鉴定的节点，则以注释节点为初始

种子，注释过程与含有探针分子的分子簇类似。 对

于无相邻注释节点的修饰代谢物采用从头注释方

式，如图 ３ｃ 所示簇内代谢物仅有修饰基团提供的子

结构信息。 以簇末端代谢物（ｍ／ ｚ ５５１ １９１ ５）的结

构解析为例说明如下：该代谢物含有非缩合松柏醇

（ｎｏｎ⁃ｃｏｎｄｅｎｓｅｄ ｃｏｎｉｆｅｒｙｌ ａｌｃｏｈｏｌ）子结构，经中性

丢失（ｍ／ ｚ １８０ ０７８ ６）产生 ｍ／ ｚ ３７１ １１１ ２ 的子离

子；另外还有香豆酸 （ ｃｏｕｍａｒｉｃ ａｃｉｄ） 特征离子

（ｍ／ ｚ １６３ ０３７ ７），它与子离子 ｍ／ ｚ ３７１ １１１ ２ 之间

可能存在 ｍ／ ｚ ２０８ ０７３ ５ 的中性丢失；该中性丢失

与修饰基团库中的非缩合芥子醇（ｍ／ ｚ ２１０ ０８９ ２）
相差 ２ ０１５ ７，推断可能是非缩合芥子醇开环失去 ２
个 Ｈ；将得到的子结构非缩合松柏醇、香豆酸和非缩

合芥子醇进行拼接，符合二级谱图注释结果的仅存

在一种合理结构（见图 ４ｂ）。 该结构经 ＰｕｂＣｈｅｍ

和 ＳｃｉＦｉｎｄｅｒ 数据库搜索，均未见收录。 采用上述

注释方法，将正、负离子均注释出的同一代谢物，根
据其结构去冗余后共初步注释出 １２９ 个苯丙烷途径

代谢物，其中 ８９ 个在 ＰｕｂＣｈｅｍ 和 ＳｃｉＦｉｎｄｅｒ 数据

库中已有收录，２６ 个为数据库未报道的“未知结构”
化合物。 采用注释代谢物的 ＭＳ ／ ＭＳ 对其结构进一

步验证，其中 ６８ 个注释代谢物的化合物类别可被准

确预测为苯丙烷代谢物。 对其中 １１５ 个有确切结构

的代谢物（其余 １４ 个为同分异构体）预测其保留时

间，其中 １０２ 个代谢物的预测保留时间相对误差小

于 ３０％。 采用 ＣＦＭ⁃ＩＤ 工具预测了 １１５ 个代谢物的

二级谱图，并计算了与实验二级谱图的相似性；其
中，具有较高相似性（＞０ ５）的代谢物有 ２８ 个，较相

似（０ ４～０ ５）的代谢物有 ３０ 个，有一定相似性（ ＜
０ ４）的有 ５７ 个。 此外，对其中 １０ 个有标准品的代

谢物进行了验证，验证结果显示注释结构正确。
　 　 从注释结果可知，１２９ 个苯丙烷途径代谢物涉

及苯丙烷下游主要分支途径产生的次生代谢物（见
图 ５），如黄酮分支途径的 ８ 个类黄酮、１９ 个氧苷类

黄酮、３２ 个碳苷类黄酮，羟基肉桂酸途径的 ３１ 个羟

基肉桂酸酰胺及其衍生物，以及木脂素合成途径的

２２ 个（新）木脂素 ／木脂素苷等。 其中 ４ 个氧苷类黄

酮、４ 个碳苷类黄酮、６ 个羟基肉桂酸酰胺及其衍生

物和 １１ 个木脂素结构在 ＰｕｂＣｈｅｍ 和 ＳｃｉＦｉｎｄｅｒ 数

据库中均未被收录（见图 ５ 括号内红色数字）。
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图 ５　 注释代谢物的分支途径分布
Ｆｉｇ． ５　 Ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｎｎｏｔａｔｅｄ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ ｉｎ ｔｈｅ ｄｏｗｎｓｔｒｅａｍ ｂｒａｎｃｈｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｈｅｎｙｌｐｒｏｐａｎｏｉｄ ｐａｔｈｗａｙ

Ｒｅｄ ｎｕｍｂｅｒｓ ｉｎ ｂｒａｃｋｅｔｓ： ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ ｕｎｒｅｐｏｒｔｅｄ ｉｎ ｂｏｔｈ ＰｕｂＣｈｅｍ ａｎｄ ＳｃｉＦｉｎｄｅｒ ｄａｔａｂａｓｅｓ．

３　 结论

　 　 本研究以苯丙烷途径代谢物的筛选和注释为

例，发展了一种基于修饰组和探针分子的重要途径

代谢物高效筛选和注释方法。 仅从一种玉米叶片组

织中就注释出了 １２９ 个苯丙烷途径代谢物，其中有

２６ 个未被 ＰｕｂＣｈｅｍ 和 ＳｃｉＦｉｎｄｅｒ 数据库收录，显示

了方法在发现与注释途径代谢物特别是未在数据库

收录的“未知结构”代谢物方面的能力。 鉴于目前

途径数据库提供的修饰反应尚不全面，以及开源质

谱数据库因谱图质量、仪器采集条件差异等原因，方
法注释能力还未能充分发挥。 随着数据库信息的不

断积累和完善，以及基于机器学习的子结构预测方

法不断成熟，未来将在重要代谢途径挖掘和利用方

面发挥更大的作用。
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