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野生与栽培鸟巢蕨次生代谢组学差异分析
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摘 要：为探究野生和栽培两种模式下鸟巢蕨次生代谢物差异，采用超高效液相色谱-四级杆飞行时间串联质谱

（UHPLC-QTOF-MS/MS）技术，对原生环境（B 组）与栽培环境（C 组）鸟巢蕨叶片开展广泛靶向代谢组学分析。通过

正交偏最小二乘判别分析（OPLS-DA）筛选差异代谢物，并进行相关性分析和 KEGG 代谢通路富集分析。结果表

明，野生型和栽培型鸟巢蕨共鉴定出代谢物 647 个，其中，莽草酸及苯丙酸类占比最高（37%），其次为萜类（19%）、生

物碱类（16%）等。PCA 与 OPLS-DA 分析结果显示，野生组与栽培组在代谢水平上存在显著分离；共筛选出 326 种

差异代谢物，其中栽培组上调 146 种，下调 180 种，主要集中于莽草酸及苯丙酸类、生物碱类和萜类。KEGG 通路富

集分析显示，共有 15 条代谢通路显著富集，其中黄酮和黄酮醇生物合成、ABC 转运蛋白通路及氨基酸代谢相关通

路富集程度最高。研究结果为优化鸟巢蕨栽培条件、提升活性成分含量及药用价值评估提供了代谢组学依据，并为

后续解析其代谢调控机制及开发应用奠定了基础。
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Differential analysis of secondary metabolomics between wild and culti-
vated Asplenium nidus
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XIE Chun¹, QU Peng¹, GE Yu¹, DU Huabo¹, ZHOU Chunyan2

（1. College of Tropical Crops, Yunnan Agricultural University, Puer 665099, Yunnan, China; 2. Jinghong Seed Industry Development

Center, Jinghong 666106, Yunnan, China）

Abstract: To investigate the differences in secondary metabolites of Asplenium nidus between wild and cultivated modes,

a widely targeted metabolomics analysis was performed on leaf samples of A. nidus from native（Group B）and cultivated

（Group C）environments using ultra- high- performance liquid chromatography- quadrupole time- of- flight tandem mass

spectrometry（UHPLC-QTOF-MS/MS）. Differential metabolites were screened by orthogonal partial least squares dis-

criminant analysis（OPLS-DA）, followed by correlation analysis and KEGG metabolic pathway enrichment analysis. The

results showed that a total of 647 metabolites were identified in wild and cultivated A. nidus, among which shikimic acid

and phenylpropanoids accounted for the highest proportion（37%）, followed by terpenoids（19%）and alkaloids（16%）.

Principal component analysis（PCA）and OPLS-DA results indicated a significant separation in metabolic levels between

the wild group and the cultivated group. A total of 326 differential metabolites were screened, including 146 up-regulated

and 180 down-regulated, mainly concentrated in shikimales and phenyloropanolds, alkaloids, and terpenoids. KEGG path-

way enrichment analysis revealed 15 significantly enriched metabolic pathways, among which flavonoid and flavonol bio-

synthesis, ABC transporter pathways, and amino acid metabolism-related pathways showed the highest enrichment levels.

The findings provide a metabolomic basis for optimizing the cultivation conditions of A. nidus, improving the content of

active components, and evaluating its medicinal value, and also lay a foundation for subsequent exploration of its metabol-

ic regulation mechanisms and development applications.
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鸟巢蕨（Asplenium nidus）作为铁角蕨科多年生

蕨类植物，在我国南方地区既是传统药用资源，又

因其嫩叶富含多糖、膳食纤维等成分被广泛食

用[1]。现代药理学研究表明，抗氧化与抗炎活性与

黄酮类、酚酸类等次生代谢产物密切相关[2]。这些

化合物不仅是植物适应复杂生境的重要化学防御

物质，更是决定其药理活性的关键物质基础[3]。野

生群体在长期进化过程中，通过应对干旱、紫外线、

病虫害等生物与非生物胁迫[4]，可能形成独特的代

谢物积累模式，其中黄酮类化合物的合成通路往往

被显著激活[5]。然而，在人工栽培模式下，集约化管

理的目标多聚焦于生物量提升与病虫害抗性改

良[6]。研究表明，这种人为选择压力可能导致代谢

表型偏移，即栽培群体中初生代谢产物（如糖类、氨

基酸）占比显著增加，而部分次生代谢物含量下

降[7-8]。这种现象在大豆、防风等作物的野生与栽培

品种对比中已得到验证，如野生大豆异黄酮含量较

栽培品种高 30%以上，野生防风的人参炔醇含量显

著优于栽培品种[9]。目前针对鸟巢蕨的研究多局限

于单一群体的代谢物定性分析，尚未见系统性比较

野生与栽培群体代谢谱的研究报道，这种知识空白

可能影响其资源开发策略的制定[10]。为了解决上述

问题，笔者在本研究中创新性地采用了广泛靶向代

谢组学技术。该技术结合了非靶向代谢组学的广

覆盖和靶向代谢组学的高灵敏度及精确定量能力，

通过高分辨率质谱对样品进行超高效覆盖率的二

级质谱扫描，从而实现对代谢物的准确定性和相对

定量[11]。该技术的优势在于能够同时检测大量已知

和未知的代谢物，提供丰富的代谢信息，有助于深

入理解植物的代谢网络和生物学功能[12-13]。此外，

该技术还能够为植物的品质改良、药用价值评估以

及栽培技术的制定提供重要的理论依据和方法参

考[14]。广泛靶向代谢组学技术目前已广泛应用于多

种植物的研究[15]，如鸡骨草的化学成分分析[16]、中药

紫花地丁的黄酮碳苷类化学成分研究等[17]。

鉴于此，笔者通过超高效液相色谱－四极杆飞

行时间质谱（UPLC - Q - TOF/MS）等高通量检测平

台，结合多元统计分析，全面解析了野生与栽培鸟

巢蕨的代谢物组成特征，筛选出具有显著丰度差异

的次生代谢物，并通过 KEGG 通路富集分析，揭示

调控差异代谢物的关键生物合成通路，以期为蕨类

蔬菜的人工栽培和驯化提供参考依据。

1 材料与方法

1.1 材料

野生样品于 2024 年 8 月（雨季中期）在云南高

黎贡山（垂直海拔 500~1000 m，土壤湿度约 65%~

70%，林下光照 PAR 210~280 μmol ·m-² · s-1）采集（B

组，n=3），该时间窗口对应鸟巢蕨年际孢子成熟高峰

期。栽培样品于同年 9 月取自普洱市孟连县现代设

施农业基地，同步孢子成熟期与野生组一致（C 组，n=

3）。样品采集后，经液氮速冻成冻干粉后保存。将样

品冷冻干燥处理后再进行研磨（45 Hz，60 s），准确

称取 25 mg 样品加入 2 mL 离心管中，再加入 1000 μL

提取液（甲醇、水体积比 3∶1，含内标）涡旋振荡 30 s

后，40 Hz 匀浆 4 min，冰水浴超声 5 min，重复匀浆超

声 3 次，在混匀仪上 4 ℃过夜后，将混合液在 4 ℃、

12 000 r·min-1条件下离心 15 min 获得上清液，采用

0.22 μm 微孔滤膜过滤后转移至 2 mL样瓶中，每个样

品各取等体积混合成 QC 样品。

1.2 质谱参数

色谱条件：本项目使用 EXION LC System

（SCIEX）超高效液相色谱仪，通过 UPLC Kinetex

C18（2.1 mm×100 mm，2.6 μm）色谱柱对目标化合

物进行色谱分离。液相色谱 A 相为 0.01%乙酸溶

液，B 相为 50%乙腈/异丙醇。柱温箱温度为 25 ℃，

自动进样器温度为 4 ℃，进样体积为 2 μL，流速

0.3 mL·min-1。

本项目使用装备 IonDrive Turbo V ESI 离子源

的 SCIEX 6500 QQQ 三重四极杆质谱仪，以多反应监

测（MRM）模式进行质谱分析。离子源参数设置如下：

离子喷雾电压为 5500 V（正离子模式）/-4500 V（负

离子模式），气帘气压力为 241.15 kpa，离子源温度为

400 ℃，离子源气体（GS1/GS2）压力为 344.50 kpa。

在多反应监测（MRM）模式下采集。碰撞气体设置

为氮气，碰撞能量设为中等。确定各 MRM 离子对

的最佳去簇电压和碰撞能量参数，根据各时间段内

洗脱的代谢物成分，在每个时间段内选择性地监测

一组特定的 MRM 离子对。

1.3 代谢物定性定量分析

质谱数据的采集与定量分析通过上海百趣生

物医学科技有限公司开发的自动化数据处理平台

Key words: Asplenium nidus; Secondary metabolome; Orthogonal partial least squares discriminant analysis; Cultivated

artificially
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Biobud（Version 3.1）完成，其核心流程包括：原始数

据导入→代谢物峰提取→基于自建标准品数据库

的色谱峰对齐与注释→目标化合物定量。在此过

程中，系统通过动态基线校正与噪声过滤（S/N＞

10）确保峰检测的准确性，并采用保留时间（RT）-质

荷比（m/z）匹配算法对 726 个初始提取峰进行初步

鉴定（Δm/z＜5 mg·kg-1）。原始数据集包含 3 个 QC

样本（用于监测仪器稳定性）及 6 个试验样本，所有

数据经 Biobud 内置的 QC 样本校正模块执行信号

漂移校正后，进入数据预处理阶段。

1.4 数据处理与多元统计分析

在质谱数据分析前，通过严格的质量控制，包括

过滤离群值和填补缺失值，并对数据进行标准化处

理，最终保留了 647 个有效代谢物特征峰。然后将

647 个代谢物定量，并利用 R 语言进行分析和绘图，

展示代谢物的分类和差异。通过 PCA 消除量纲差

异，结合 OPLS-DA 分析区分组别差异，并利用 VIP

值及 P-value 筛选出关键差异代谢物。这些差异代谢

物使用 R 语言进行分析绘图，进一步揭示其表达特

征和变化趋势，并通过相关性分析揭示代谢物间的

协同变化关系。最后，利用 KEGG Pathway 数据库

进行注释分析，通过富集和拓扑分析筛选出关键通路。

2 结果与分析

2.1 鸟巢蕨叶片次生代谢产物

在野生和栽培鸟巢蕨样本中共检测到 726 个

代谢物，对其进行标准化处理后保留的 647 个有效

代谢物中包括莽草酸及苯丙酸类（236 种）占比

37%、萜类（122 种）占比 19%、生物碱类（100 种）占

比 16%、聚酮类（35 种）占比 5%、氨基酸及短肽类

（38 种）占比 6%、脂肪酸（34 种）占比 5%、碳水化合

物（28 种）占比 4%、其他（54 种）占比 8%（图 1）。

对 726 个代谢物进行定量分析，筛选出相对含

量超过 1%的化合物，结果显示，野生组中聚酮类物

质特异性富集，代表分子 Undulatoside A，此外，野

生组中黄酮类物质相对其他物质含量更高，而栽培

组中脂肪酸及衍生物含量较高，其中最多的是

DL-β-高苯丙氨酸（图 2）。

2.2 野生型与栽培型鸟巢蕨代谢物的差异分析

对野生型和栽培型进行 PCA 主成分分析，如图

3-A 所示，PC1、PC2 共解释了 87.3%的数据方差，其

中 PC1 解释了 82.1%，主导了组间分离，说明两组

间差异显著，PC2 的微小贡献可能反映组内变异

（如栽培条件的微环境差异）。

进一步的 OPLS-DA 分析表明，预测成分 t[1]P

和正交成分 t[1]O 分别解释了 66.6%和 9.67%的方

差，样本在 t[1]P 轴上明显分为两簇，而 t[1]O 轴上

分布重叠，凸显了组间显著差异和较小的组内变异

（图 3-B）。200 次置换检验结果显示，原模型的

R²Y=1.000 和 Q²=0.993 显著高于随机置换分布

（P<0.05），验证了模型的可靠性和稳健性，排除

了过拟合风险（图 3-C）。这些分析结果为后续代

谢标志物的筛选和生物学功能解析奠定了坚实

基础。

2.3 野生型与栽培型鸟巢蕨差异成分的筛选

通过上述分析之后，结合单元变量和多元变量

统计分析结果，筛选出差异代谢物。根据差异代谢

物筛选条件：VIP 大于 1 且 P-value 小于 0.05，共筛

选出 326 个差异代谢物，与野生组相比，栽培组中

显著上调差异代谢物 146 个，下调 180 个。326 个

差异代谢物中，莽草酸及苯丙酸类、生物碱类以及

萜类差异变化显著（图 4）。

图 1 代谢物组成分析

Fig. 1 Metabolite composition analysis
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图 3 PCA 模型得分散点图（A）、OPLS-DA 得分散点图（B）、OPLS-DA 模型的置换检验图（C）

Fig. 3 PCA score plot（A）, OPLS-DA score plot（B）, and OPLS-DA model permutation test plot（C）

图 2 代谢物含量对比图（桑基图）

Fig. 2 Metabolite concentration comparison（sankey diagram）
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图 4 差异代谢物分析

Fig. 4 Differentiated metabolome analysis

2.4 野生型与栽培型鸟巢蕨差异成分分析

为进一步确定野生型和栽培型鸟巢蕨中关键

差异代谢物，比较上调和下调差异倍数（log2 FC）前

10 的代谢物（图 5）。结果显示，上调代谢物中黄酮

类 4 个（泽兰叶黄素、3 -甲氧基木犀草素、山奈酚 3，

7-双鼠李糖苷、漆黄素），小肽类 4 个（甘氨酰-L-缬

氨酸、D-脯氨酸、胍基琥珀酸、2-氨基-3-羟基吡啶），

其他化合物 2 个（3-氨基-2-哌啶酮、4-对香豆酰基奎

宁酸）。下调代谢物中黄酮类 7 个（木犀草素 3 ' -

O -葡萄糖醛酸苷、芦丁、异槲皮苷、槲皮素-4'-葡萄

糖苷、山奈酚 3 -葡萄糖醛酸苷、高车前草苷、木犀草

素 7 -葡萄糖醛酸苷），苯丙素类 2 个（咖啡酸、β-

D -葡萄糖基- 2 -香豆酸酯），香豆素类 1 个（东莨菪

内酯）。

2.5 KEGG通路富集分析

基于 KEGG 通路富集分析（图 6），栽培型与野

生型鸟巢蕨次生代谢物显著富集，共富集到 15 条

显著代谢途径（P<0.05，富集因子>0.05）。其中，代

谢物主要富集在黄酮和黄酮醇的生物合成途径、

ABC 转运蛋白、精氨酸和脯氨酸代谢、精氨酸生物

合成及 D-氨基酸代谢等通路中。其中黄酮和黄酮

醇类（富集因子最大，且富集显著性水平最低）共注

释到代谢物 10 个，包含 5 个上调差异代谢物（牡荆

素、三叶豆苷、芦丁、山柰酚 3-O-槐糖苷、木犀草素

7 -葡萄糖醛酸苷）和 2 个下调差异代谢物（异槲皮

苷、槲皮素）；ABC 转运蛋白通路注释到代谢物 10

个，包括 3 个上调差异代谢物（缬氨酸、2'-脱氧腺

苷、木二糖）和 3 个下调差异代谢物（胆碱、鸟氨酸、

肌醇）；氨基酸生物合成通路注释到 6 个代谢物，包

括 2 个上调差异代谢物（鸟氨酸、莽草酸）和 2 个下

调差异代谢物（缬氨酸、N -乙酰- L -谷氨酸）。

3 讨论与结论

蕨类植物富含丰富多样的次生代谢物，对其生

物活性特性和在医学中的潜在应用至关重要。这

些代谢物包括琥珀酸、苯丙酸、萜类化合物和生物

碱，对植物的生长、防御机制和药理活性均有显著

贡献[17]。笔者对野生和栽培鸟巢蕨样本进行检测并

标准化处理后，保留的 647 个有效代谢物中，莽草

酸及苯丙酸类、萜类和生物碱类占比较大，分别达

到 37%、19%和 16%。这一结果与蕨类植物丰富的

次生代谢产物多样性特征相符[18]。莽草酸及苯丙酸

类化合物作为植物次生代谢的重要前体物质，参与

了多种具有生物活性物质的合成[19]；萜类化合物在
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图 5 B 组对 C 组的 Boxplot 图

Fig. 5 Boxplot analysis for group B vs group C
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植物的生长发育、防御反应以及药用价值方面发挥

着重要作用 [18]；生物碱类则具有较高的药理活

性[20]。这些主要代谢物类群的存在，表明鸟巢蕨蕴

含着丰富的生物活性成分和潜在的应用价值。

差异代谢物分析发现，与野生组相比，栽培组

中显著上调差异代谢物 146 个，下调 180 个，其中

莽草酸及苯丙酸类、生物碱类以及萜类差异变化显

著。具体来看，栽培组中黄酮类和小肽类显著上

调，野生组中黄酮类物质广泛下调。黄酮类化合物

具有抗氧化、抗炎、抗菌等多种生物活性，在植物应

对环境胁迫和防御机制中发挥重要作用[21]。栽培样

本中生物碱和萜类化合物比野生样本中显著增多

可能与栽培环境中的光胁迫和施肥有关[22]。这些环

境因素可能诱导了次生代谢的增强，导致这些化合

物积累[23]。类黄酮化合物在植物中具有多种生物活

性，包括抗氧化、抗炎和抗病虫害等作用[24]。萜类化

合物也具有类似的生物活性，能够增强植物的防御

能力[25]。

与野生环境相比，栽培条件下光照强度、空气

湿度及土壤养分等生态因子均发生了显著变化，这

可能引发鸟巢蕨体内代谢调控机制的适应性重塑，

进而影响黄酮类物质的合成途径[26]。在本研究中，

栽培组中泽兰叶黄素和 3-甲氧基木犀草素等黄酮

类代谢物显著上调，推测植物为应对人工环境刺

激，增强了抗氧化与抗炎能力的代谢响应，可能进

一步影响其药用活性。此外，栽培组中多种脂肪酸

及其衍生物的含量亦明显升高，尤其是 DL-β-高苯

丙氨酸积累最为显著。脂肪酸作为细胞膜结构的

重要组成成分，同时参与能量代谢与信号转导，其

水平变化可能与人工条件下营养供给和生长模式

的调节密切相关，提示栽培环境可能促进了脂质代

谢途径的激活[27]。
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栎皮素-3-龙胆二糖苷在野生鸟巢蕨叶片的特

异性富集，表明其抗氧化防御系统的活跃性。黄酮

苷类化合物广泛参与植物对紫外线辐射、病原菌侵

染及氧化胁迫的响应[24]。元宝槭树叶中分离的多种

黄酮苷（如槲皮素苷）具有清除自由基、抑制脂质过

氧化的功能[22]，这与野生环境中紫外线较强、病原菌

压力大的特性相符[28]。野生群体中 N-乙酰-L-天冬

氨酸（神经保护标志物）的高表达，暗示其可能参与

植物对逆境胁迫的响应机制。虽然该物质在植物

中的功能研究较少，但类比三七中非精氨酸（如三

七素）的神经保护作用[28]，推测其可能通过调控细胞

渗透压或信号转导增强抗逆性，如在干旱或盐胁迫

下维持细胞稳态[27]。

野生鸟巢蕨在类黄酮代谢通路中表现出显著

的富集，这可能与其在自然环境中的抗氧化防御需

求密切相关[24]。黄酮和黄酮醇类的富集因子数量最

大且富集显著性水平（P 值）最低，共注释到代谢物

10 个（包含 7 个差异代谢物），这进一步强调了黄酮

和黄酮醇生物合成途径在野生与栽培鸟巢蕨代谢

分化中的核心地位。黄酮类化合物的生物合成受

到多种因素调控，包括光照、温度、激素等，人工栽

培环境与野生环境的差异可能显著影响了该途径

中相关基因的表达和酶活性，从而导致黄酮类物质

含量的变化[28-29]。ABC 转运蛋白通路注释到 10 个

代谢物（6 个差异代谢物），该通路与代谢物的跨膜

运输和细胞内稳态调节密切相关[30-31]，其差异富集

可能反映了野生和栽培鸟巢蕨在物质运输和细胞

调控机制上的不同，这种差异可能与植物对环境的

适应以及次生代谢产物的积累和分布有关[32-33]。氨

基酸生物合成通路注释到 6 个代谢物（含 4 个差异

代谢物）。氨基酸作为蛋白质合成的基本单位，同

时也参与多种生物活性物质的合成[34]，其代谢途径

的变化可能与鸟巢蕨的生长发育、抗逆性以及次生

代谢产物的合成密切相关[35]。在人工栽培条件下，

营养供应和生长环境的改变可能影响了氨基酸代

谢相关基因的表达和代谢流的分配，进而导致氨基

酸及其衍生物含量的变化。

综上所述，笔者运用代谢组学技术，系统地比

较了野生与栽培鸟巢蕨的代谢物差异，共筛选出

326 个差异代谢物，主要涉及莽草酸及苯丙酸类、生

物碱类和萜类等关键次生代谢产物，表明人工栽培

显著改变了鸟巢蕨的代谢谱，导致黄酮类和小肽类

物质上调，脂肪酸代谢增强，而野生样本则呈现黄

酮类物质的特异性富集。多元统计分析和模型验

图 6 B 组对 C 组的差异代谢物 KEGG 富集图

Fig. 6 KEGG enrichment for group B vs group C
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证证实了两组样本间存在显著的代谢差异，代谢物

相关性分析揭示了复杂的代谢调控网络，KEGG 通

路富集分析确定了黄酮和黄酮醇生物合成途径等

多条关键代谢通路在代谢差异中的重要作用。研

究结果不仅为鸟巢蕨的人工栽培优化提供了理论

依据，有助于通过调控栽培环境来定向改变鸟巢蕨

的代谢产物组成，提高目标活性成分的含量；而且

也为鸟巢蕨活性成分开发及药用价值评估提供了

重要的代谢组学数据支持，为后续深入研究其药理

活性和开发相关药物奠定了基础。此外，笔者还为

蕨类植物代谢调控机制的深入研究提供了范例，未

来研究可进一步结合转录组学、蛋白质组学和代谢

流分析等多组学技术，全面解析鸟巢蕨代谢差异的

分子调控机制，并探索关键代谢物在医药、农业和

生态等领域的潜在应用。
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