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摘  要：本研究以杂木屑及桑枝屑栽培的瓦尼桑黄子实体为研究对象，基于液质联用技术检测出代

谢产物共 2 996 种，其中差异代谢物 628 种，上调 435 种，下调 193 种，主要集中在有机酸及其衍

生物，有机杂环化合物、脂质和类脂分子、有机含氧化合物、苯环型化合物、苯丙素类和聚酮类、

核苷酸及其类似物、氨基酸和糖苷类等。KEEG 代谢通路分析结果表明，差异显著的代谢通路有

5 条，分别为磷酸戊糖途径、果糖和甘露糖代谢、糖基磷脂酰肌醇(GPI)锚生物合成、硫胺素代谢和

嘧啶代谢，主要围绕糖类物质代谢为主。通过本研究发现，桑枝屑的添加对瓦尼桑黄子实体中

次级代谢产物的合成和累积具有显著的促进作用，为瓦尼桑黄的精准化栽培和开发利用提供技

术支撑。 
关键词：瓦尼桑黄；桑枝屑；超高效液相色谱-质谱技术 
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Abstract: Based on the analysis of liquid chromatography-mass spectrometry, 2 996 metabolites 
were detected from basidiomata of Sanghuangporus vaninii cultivated with mixed sawdust and 
mulberry sawdust, including 628 differential metabolites of which 435 were upregulated and 193 
downregulated. The metabolites were mainly organic acids and their derivatives, organic 
heterocyclic compounds, lipids and lipoid molecules, organic oxygen-containing compounds, 
benzene ring compounds, phenylpropanoids and polyketides, nucleotides and their analogs, amino 
acids, and glycosides. KEEG metabolic pathway analyses showed that there were 5 significantly 
different metabolic pathways primarily focusing on carbohydrate metabolism, including pentose 
phosphate pathway, fructose and mannose metabolism, glycosylphosphatidylinositol (GPI) anchor 
biosynthesis, thiamine metabolism, and pyrimidine metabolism. It was found that the addition of 
mulberry sawdust could significantly promote the synthesis and accumulation of secondary 
metabolites in the basidiomata of S. vaninii, and thereby this result provides technical support for 
the precise cultivation and development of S. vaninii. 
Keywords: Sanghuangporus vaninii; mulberry sawdust; ultra-high performance liquid 
chromatography-mass spectrometry (UPLC-MS) 

 
桑黄 Sanghuangporus Sheng H. Wu, L.W. 

Zhou & Y.C. Dai 是一类多年生大型药用真菌的

统称(戴玉成 2003；Dai et al. 2009；Zhou et al. 
2016；吴声华和戴玉成 2020)。现代药理研究表

明，桑黄子实体中富含多糖(Yang et al. 2020；
Yi et al. 2020；王豪等 2021)、黄酮(Yeo et al. 
2007)、三萜(Jiang et al. 2018)及多酚(吕国英等 
2021)等多种活性成分，在抗肿瘤(Wang et al. 
2018；刘谟浩和曾建红 2023)、抗氧化(宋吉玲

等 2022, 2023)、抗炎(Lee et al. 2017)、保肝

(Huang et al. 2018；Shan et al. 2019)、降血糖

(Cheng et al. 2020)和调节免疫(Wen et al. 2019)
等方面具有良好的功效。桑黄作为天然的免疫

调节剂和生物抗癌中最有效的一种食药兼用真

菌，在医药和保健领域具有重要的应用价值

(Wu et al. 2019)。 
桑黄作为一类药用真菌，因其在抑制肿瘤细

胞生长和提高免疫方面具有显著疗效(高雯雯等 
2014；史帧婷和包海鹰 2016)，桑黄及其提取物

在世界范围内获得广泛认可。桑黄类真菌在世界

范围内分布 18 个种，而在我国就有 11 个种(吴
声华和戴玉成 2020)，其中多个种类仅限于野生

状态分布，仅有瓦尼桑黄 Sanghuangporus vaninii 
(Ljub.) L.W. Zhou & Y.C. Dai 和鲍姆桑黄 S. 
baumii (Pilát) L.W. Zhou & Y.C. Dai 可以实现人

工栽培(宋吉玲等 2020)。其中瓦尼桑黄因其抗

性强、产量高和生长周期短等优势，在全国范围

内均有栽培，已成为桑黄类真菌开发与研究的主
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导品种之一。而在人工栽培过程中，会因栽培品

种和栽培模式的不同，使得桑黄在活性成分和生

物活性上存在显著的差异(楚文琪等 2023)。侯

玉浩等(2022)研究发现，人工代料栽培的瓦尼桑

黄子实体的总黄酮和总酚含量较高，体外抗肿瘤

活性表现最好；而李小欢等(2021)则认为人工代

料栽培的子实体在活性成分和抗氧化活性方面

表现相对较弱，出现这一情况可能是与人工代料

栽培的培养基质有所差异有关。结合本团队的研

究(宋吉玲等 2023)发现，在瓦尼桑黄栽培的培

养基质中添加一定量的桑枝屑，可有效促进多

糖、黄酮和多酚含量积累，并对其抗氧化活性具

有显著的促进作用，且随着桑枝屑添加量的增多

而逐渐增强。 
本研究在前期研究的基础上，以杂木屑和桑

枝屑栽培的瓦尼桑黄子实体为研究对象，基于高

效液相色谱串联质谱技术，比较分析筛选出具有

重要生物学意义和统计显著差异的代谢物，以此

来说明桑枝屑对瓦尼桑黄的代谢过程和机制(陈

美伴 2019；封富 2020)，旨在为瓦尼桑黄的精

准化栽培、质量控制和评价体系的建立奠定良好

的基础。 

1  材料与方法 
1.1  供试材料 
1.1.1  供试菌株 

瓦尼桑黄 Sanghuangporus vaninii 菌株 S1，
GenBank 中序列登录号为 MN153566，保存于

杭州市农业科学研究院。 
1.1.2  栽培配方 

配方①：杂木屑 79%，麸皮 20%，石灰

1%；配方②：桑枝屑 79%，麸皮 20%，石灰

1%。按照常规方法进行管理，于原基形成后培

养 75 d 采收子实体。其中以配方①栽培的瓦尼

桑黄子实体编号为 P10，配方②栽培的瓦尼桑

黄子实体编号为 P14。 

1.1.3  主要试剂和仪器 
试剂：甲醇(LC-MS 级，Merck)、乙腈(LC-MS

级 ， Merck) 、 L-2- 氯 苯 丙 氨 酸 (2-chloro-L- 
phenylalanine，纯度≥98%，上海阿拉丁)、甲酸

(formic acid，LC-MS 级，TCI)。仪器：超高效

液 相 (Waters UPLC Acquity I-Class PLUS ，

Waters)；高分辨质谱(Waters UPLC Xevo G2-XS 
QTOF，Waters)；色谱柱(Acquity UPLC HSS T3 
1.8 μm，2.1 mm×100 mm，Waters)。 

1.2  样品制备 
选取样品各 3 份于真空冷冻干燥，研磨

(30 Hz，1.5 min)成粉末。100 mg 样品粉末溶解

于甲醇:乙腈[1:1(体积比)，内标浓度 20 mg/L]提
取液中；溶解后于冰水浴中超声 10 min，–20 ℃
静置 1 h，离心 15 min (4 ℃、12 000 r/min)后，

吸取上清液，在真空浓缩器中进行干燥。再加入

160 μL 提取液[乙腈:水=1:1 (体积比)]，涡旋 30 s
进行复溶，将混合样品于冰水浴中超声 10 min，
在 4 ℃、12 000 r/min 离心 15 min，取 10 μL 样

品进行 LC-MS 分析(Want et al. 2010)。 

1.3  液相条件 
色谱柱：Acquity UPLC HSS T3 (1.8 µm，

2.1 mm×100 mm)；流动相 A：0.1%甲酸水溶液；

流动相 B：0.1%甲酸乙腈；洗脱梯度：B 相比例

为 2% (0 min)，增加到 98% (10 min)，并在 98%
比例维持 3 min，13.00–13.10 min 比例降至 2%，

并以 2%维持至 15 min；流速 400 µL/min，进样

量 4 μL。 

1.4  质谱条件 
采用 Xevo G2-XS Qtof 高分辨质谱仪(Waters)

对 UHPLC 分离后的样品进行分析。电喷雾离子

源(electrospray ionization, ESI)技术参数参照陈

灿等(2021)方法，并做相应的修改。具体参数：

毛细管电压 2 500 V (正离子模式)或–2 000 V (负
离子模式)；锥孔电压 30 V；离子源温度 100 ℃；

脱溶剂气流速 800 L/h；脱溶剂气温度 500 ℃；

反吹气流速 50 L/h；质核比 50–1 200 m/z。低碰
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撞能量 2 V，高碰撞能量区间为 10–40 V，扫描

频率为 0.2 s/谱。 
1.5  数据处理和分析 

依据检测数据，计算差异代谢产物的差异

倍数，并使用 T 检验计算每个代谢产物的差异

显著性值。使用 R 语言包 Ropls 进行 OPLA-DA
建模，并进行 200 次置换测试验证模型的可靠

性。依据 OPLS-DA 模型的差异倍数和 P 值相

结合的方法筛选显著差异代谢产物。筛选标准

为上调代谢物 fold change≥1、下调代谢物 fold 
change<0.05，P value≤0.01，且 VIP>1。运用

clusterProfiler 超几何检验的方法对差异代谢物

KEGG 的注释结果进行富集分析(Yu et al. 2012)，
并进行绘图。 

2  结果与分析 
2.1  主成分分析 

通过主成分分析，可以了解各样本间的总体

代谢差异和样本之间的变异度大小 (陈美伴 
2019；汤伟华 2019；沈雪峰等 2022)。UPLC-MS
分析得到的原始数据在 PC1、PC2 中很好地分

离、呈现，分别为 48.77%，22.40% (图 1)，两

者的贡献率之和为 71.17%，P10 和 P14 两个处

理可明显区分开来。由样品的聚类热图(图 2)中
也可以看出，P10 和 P14 区分明显，组内平行样

本成分接近，进一步说明样本的可靠。 

2.2  正交偏最小二乘法判别分析 
为了能够更为准确地鉴别出具有差异的代

谢产物，依据偏最小二乘判别分析(OPLS-DA)
对代谢组数据进一步开展相关分析，从模型评价

指标 R2X、R2Y 和 Q2Y 来看，R2X=0.669，
R2Y=0.992，Q2Y=0.889 (图 3)，R2Y 和 Q2Y 均

接近于 1，说明模型构建良好。 
OPLS-DA 置换检验见图 4，Q2Y 拟合回归

线斜率为正，且置换后的 R2Y (蓝点)普遍位于置

换后 Q2Y (红点)的上方，说明模型不存在过拟

合现象，具有较好的预测能力并有效可用(章智

钧等 2020)。 
 

 
 

图 1  主成分分析图    P10：杂木屑栽培的瓦尼

桑黄子实体；P14：桑枝屑栽培的瓦尼桑黄子实

体. 下同 
Fig. 1  Principal component analysis diagram. P10: 
Sanghuangporus vaninii basidiomata cultivated with 
mixed sawdust; P14: S. vaninii basidiomata cultivated 
with mulberry sawdust. The same below. 

 

 
 

图 2  样品聚类热图 
Fig. 2  Sample clustering heat map. 
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图 3  代谢产物的正交偏最小二乘法判别分析 
Fig. 3  Metabolite orthogonal partial least squares 
discriminant analysis. 

 

 
 

图 4  OPLS-DA 置换检验 
Fig. 4  OPLS-DA permutation test. 

 
2.3  差异代谢物筛选 

基于最小二乘判别分析结果，依据上调代谢

物 fold change≥1、下调代谢物 fold change<0.5
和 VIP≥1、P value≤0.05 标准，筛选出差异显著的

代谢物。在瓦尼桑黄子实体中共检测出 2 996 种

代谢物，其中差异显著代谢物有 628 种，P14 样

品中上调 435 种，下调 193 种，上调表达远大于

下调表达(图 5)，进一步表明桑枝屑的添加对瓦

尼桑黄子实体中次级代谢产物的合成和积累具

有显著的促进作用，这与本团队前期的研究结

果相符(宋吉玲等 2023)。差异代谢物共可分为

22 种类型，主要以脂质和类脂分子，氨基酸、

多肽和蛋白质，有机杂环化合物，有机含氧化合

物，苯丙素类和聚酮类，有机酸及其衍生物和核

苷、核苷酸及其类似物等为主(表 1)。对所检测

到的代谢物的差异倍数(fold change)进行 log 转

换处理后，变化最为显著的有 20 个代谢物(图 6)，
P14 样品中 1 种核苷酸及其衍生物，1 种含氮有

机化合物、萜类、糖苷类、苯环型化合物、杂环

化合物和其他，2 种有机羟基化合物和 1 种有

机酸及其衍生物的含量显著增加；P10 样品中

的 2 种其他，3 种氨基酸类，3 种脂质，1 种有

机酸及其衍生物和 1 种苯丙素类和聚酮类含量

显著增加。 
 

 
 

图 5  差异代谢物火山图 
Fig. 5  Differential metabolite volcano plot. 

 
2.4  代谢通路分析 

为进一步了解差异代谢产物所涉及的代谢通

路，对筛选出的差异代谢物进行了 KEGG 显著性

富集分析(宋吉玲等 2021)。本研究中，鉴定的差

异代谢物共 628 个，在 KEGG 代谢通路中注释的

有 151 个，涉及 79 条代谢通路。依据 P value 值

大小(图 7)，筛选出显著性富集的 20 条代谢通

路，其中最为显著的 5 条代谢通路，分别为硫

胺素代谢(ko00730，thiamine metabolism)、果糖
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和甘露糖代谢(ko00051，fructose and mannose 
metabolism)、糖基磷脂酰肌醇(GPI)锚生物合成

[ko00563，glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchor 

biosynthesis]、磷酸戊糖途径(ko00030, pentose 
phosphate pathway) 和 嘧 啶 代 谢 (ko00240, 
pyrimidine metabolism)。 

 
表 1  差异代谢物定性结果 
Table 1  Qualitative results of differential metabolites 
序号 
No. 

代谢物类别 
Metabolite category 

代谢物数量 
Number of  
metabolites 

上调数量 
Increased number  
of metabolites 

下调数量 
Reduced number  
of metabolites 

1 脂质和类脂分子 
Lipids and lipid-like molecules 

93 53 40 

2 氨基酸、多肽和蛋白质 
Amino acids, peptides, and proteins 

87 58 29 

3 有机杂环化合物 
Organoheterocyclic compounds 

81 64 17 

4 有机含氧化合物 
Organic oxygen compounds 

68 51 17 

5 苯环型化合物 
Benzenoids 

51 39 12 

6 苯丙素类和聚酮类 
Phenylpropanoids and polyketides 

50 37 13 

7 有机酸及其衍生物 
Organic acids and derivatives 

49 38 11 

8 核苷、核苷酸和类似物 
Nucleosides, nucleotides, and analogues 

36 24 12 

9 糖苷类 
Glycosides 

18 17 1 

10 有机羟基化合物 
Organic hydroxy compounds 

10 7 3 

11 萜类 
Terpenoid 

8 3 5 

12 含氮有机化合物 
Organic nitrogen compounds 

7 2 5 

13 有机磷化合物 
Organophosphorus compounds 

4 3 1 

14 烃类 Hydrocarbons 3 0 3 
15 生物碱和衍生物 

Alkaloids and derivatives 
2 0 2 

16 维生素 
Vitamins 

2 1 1 

17 胺类 
Amines 

2 2 0 

18 木脂素、新木脂素及相关化合物 
Lignans, neolignans and related compounds 

1 0 1 

19 混合金属/非金属化合物 
Mixed metal/Non-metal compounds 

1 1 0 

20 色素 Pigments 1 1 0 
21 醌类 Quinones 1 0 1 
22 其他 Others 53 34 19 
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图 6  差异代谢物差异倍数柱状图 
Fig. 6  Differential metabolite difference multiple histogram. 

 
结合 DA Score 来看(图 8)，对每条通路途径

中富集到的差异代谢物表达进一步分析，在木屑

和桑枝屑栽培的瓦尼桑黄子实体中硫胺素代谢、

果糖和甘露糖代谢 2 个代谢通路富集到的差异

代谢物的含量上调和下调的数目一致，参与的差

异代谢物多与有机含氧化合物、有机杂环化合物

和氨基酸及其衍生物有关(图 9)；在桑枝屑栽培

的瓦尼桑黄子实体中糖基磷脂酰肌醇(GPI)锚生

物合成、磷酸戊糖途径和嘧啶代谢 3 个代谢通路

富集到的差异代谢物上调数目均高于下调，参与

的代谢物多与有机酸及其衍生物、核苷酸及其类

似物和有机含氧化物有关(图 9)。磷酸戊糖途径

作为葡萄糖氧化除三羧酸循环、糖酵解和柠檬酸

循环外的另一主要途径，在糖代谢中占据重要的

作用，为生物体合成提供还原力 NADPH、ATP
和核酸合成所需的戊糖的同时，其代谢途径中的

中间产物 D-核糖-5 磷酸和 1,5-磷酸核糖，为合

成更多的嘌呤核苷酸、嘧啶核苷酸和生糖或生酮

氨基酸及其衍生物提供了重要的前体物质。而嘧

啶类化合物作为核酸的重要组成部分，也是以糖

代谢途径中的中间产物为合成前体，这类化合物

在抗菌和抗病毒等方面具有很好的生物活性，

临床上常常被用于治疗肿瘤和艾滋病等疾病

(张海彬 2021)。硫胺素的主要生物活性形式为

硫胺素焦磷脂(thiamine pyrophosphate, TPP)，
其在添加桑枝屑处理中的含量呈极显著上升，

其作为 α-酮戊二酸脱氢酶复合体(α-ketoglutarate 
dehydrogenase complex，KGDHC)、磷酸戊糖

途径的转酮醇酶(tran-sketolase, TK)和丙酮酸

脱氢酶复合体(pyruvate dehydrogenase complex, 
PDHC)反应中的重要辅助因子(李文霞和柯尊记 
2013)，在利用葡萄糖产生 ATP 和参与糖异生代

谢方面发挥着重要的作用。因此，通过本研究可

以清楚地揭示，桑枝屑的添加对促进桑黄子实体

中次级代谢产物合成和积累方面具有较好的促

进作用。 
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图 7  代谢通路富集分析图 
Fig. 7  Enrichment analysis of differential metabolic pathways. 

 

 
 

图 8  差异代谢物差异丰度得分图 
Fig. 8  Differential metabolite differential abundance score plot. 
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图 9  差异代谢物 KEGG 富集网络图   注释到代谢通路的具体代谢物，硫胺素代谢：pos_1247：一磷

酸硫胺素；neg_385：L-酪氨酸；pos_1414：磷酸吡哆醛；neg_995：甘氨酸；neg_986：5-(2-羟乙基)-4-
甲基噻唑；pos_1143：NAD. 果糖和甘露糖代谢：neg_281：山梨糖；neg_993：2-(α-D-甘露糖)-3-磷酸

甘油酸酯；neg_1366：D-甘露醇 -1-磷酸；neg_311：L-岩藻糖 . 糖基磷脂酰肌醇 (GPI)锚生物合成：

neg_870：1-磷脂酰-D-肌醇；neg_436：O-磷酸乙醇胺 . 磷酸戊糖途径：neg_878：1,5-二磷酸核糖；

neg_107：糠醛；pos_944：葡糖酸内酯；pos_1602：2-脱氢-D-葡萄糖酸；neg_1327：D-葡萄糖酸-1,5-内
酯；neg_825：β-D-葡萄糖 -6-磷酸；pos_232：2-脱氧核糖 . 嘧啶代谢：pos_2042：L-氢化乳清酸；

pos_1443：尿嘧啶；pos_1084：尿苷；neg_994：dUDP；neg_977：L-谷氨酰胺；neg_280：甲基丙二

酸；neg_1013：尿嘧啶核苷酸；neg_222：dUMP；neg_534：假尿苷三磷酸；neg_331：脱氧尿苷；

pos_945：乳清酸核苷酸 
Fig. 9  KEGG enrichment network diagram of differential metabolites. Specific metabolites annotated to 
metabolic pathways. Thiamine metabolism: pos_1247: Thiamine monophosphate; neg_385: L-tyrosine; pos_1414: 
Pyridoxal 5′-phosphate; neg_995: Glycine; neg_986: 5-(2-hydroxyethyl)-4-methylthiazole; pos_1143: NAD. 
Fructose and mannose metabolism: neg_281: L-sorbose; neg_993: 2-(alpha-D-mannosyl)-3-phosphoglycerate; 
neg_1366: D-mannitol 1-phosphate; neg_311: L-fucose. Glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchor biosynthesis: 
neg_870: Phosphatidyl-D-inositol; neg_436: O-phosphoethanolamine. Pentose phosphate pathway: neg_878: 
Ribose 1,5-bisphosphate; neg_107: Furfural; pos_944: Gluconolactone; pos_1602: 2-dehydro-D-gluconate; 
neg_1327: D-glucono-1,5-lactone; neg_825: Beta-D-glucose 6-phosphate; pos_232: 2-deoxy-D-Ribose. 
Pyrimidine metabolism: pos_2042: L-dihydroorotate; pos_1443: Uracil; pos_1084: Uridine; neg_994: dUDP; 
neg_977: L-glutamine; neg_280: Methylmalonic acid; neg_1013: Uridine 5′-monophosphate; neg_222: dUMP; 
neg_534: Pseudouridine 5′-phosphate; neg_331: Deoxyuridine; pos_945: Orotidylic acid. 
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3  讨论 
代谢物是生物体表型的基础，基于对代谢物

的定性定量分析，能帮助更直观有效地了解生物

代谢过程及其机理(陈美伴 2019；汤伟华 2019；
封富 2020)。代谢组学通过对生物体代谢产物的

鉴定与分析，解析其代谢途径和代谢网络。主要

应用在生物体的代谢组学表型现象(田发益等 
2020；唐玉情等 2023)，不同疾病和不同环境刺

激后代谢产物的应答机制(陈林等 2022；何淑雯

等 2022；魏艳平等 2022)，以及药物、食品等

安全评价方面(白璐等 2015；郭思凡等 2022)。 
本研究采用广泛非靶向代谢组学技术，在以

桑枝为主要基质栽培的瓦尼桑黄子实体中共检

测出 2 996 种代谢产物，其中差异代谢物有   
628 种，主要包含苯环型化合物、有机杂环化合

物、有机酸及其衍生物、脂质和类脂分子、核苷

酸及其衍生物、苯丙素类和聚酮类等次级代谢产

物。与传统木屑配方相比，桑枝屑的添加在代谢

途径调节方面起着至关重要的作用，主要涉及硫

胺素(维生素 B1)代谢、果糖和甘露糖代谢、糖

基磷脂酰肌醇(GPI)锚生物合成、磷酸戊糖途径、

嘧啶代谢和嘌呤代谢等，其中以糖代谢较为集

中，这可能是与桑枝屑的添加可有效促进子实体

中多糖含量的累积有很大关联(徐建俊等 2016；
胡桂萍等 2022；宋吉玲等 2023)。其中有 7 个

代谢产物与磷酸戊糖途径相关，为生物体内多种

代谢提供能量来源的同时，也是其他代谢产物的

前体，具有多种多样的生理生化和药理功能。嘧

啶类化合物作为核酸的重要组成部分，也是以糖

代谢途径中的中间产物为合成前体，在抗菌和抗

病毒方面具有很好的生物活性，在临床上常常被

用于治疗肿瘤和艾滋病等疾病(张海彬 2021)。
而硫胺素作为参与生物体内糖及能量代谢的重

要维生素之一，在脂质过氧化产物和谷胱甘肽还

原酶活性方面也发挥重要作用，也是维持神经、

心脏及消化系统正常机能的一类重要生物活性

物质(向仁伸等 2020)。本研究清楚地揭示了桑

枝屑的添加能够显著促进次级代谢产物的合成，

这为瓦尼桑黄质量评价、药用价值开发提供了重

要信息，同时为瓦尼桑黄的高效栽培技术奠定了

良好的基础。 
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