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基于GC-MS的植物代谢组学研究
段礼新，漆小泉*

(中国科学院植物研究所植物分子生理学重点实验室，北京 100093)

摘　要：代谢组学是系统生物学的重要组成部分。在众多代谢组学分析技术中，气相色谱 - 质谱联用 (GC-MS)
技术较为成熟，分辨率高、灵敏度高、重现性好，拥有大量标准质谱图数据库且成本相对低廉，很早就应

用到植物代谢组学研究领域，迄今仍然是主要分析平台之一。现从 GC-MS 技术的核心原理、衍生化方法

以及数据采集、分析和数据库等方面介绍了 GC-MS 植物代谢组学分析技术。同时，综述了该技术在基因

功能研究、植物代谢遗传机理、植物抗逆、生物技术和生物育种中的应用。
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GC-MS-based plant metabolomics researches
DUAN Li-Xin, QI Xiao-Quan*

(Key Laboratory of Plant Molecular Physiology, Institute of Botany,
 Chinese Academy of Sciences, Beijing 100093, China)

Abstract: Metabolomics is one of the very important parts of systems biology. Gas chromatography-mass 
spectrometry (GC-MS) as a mature technology has a lot of advantages, such as high resolution, high sensitivity, 
good reproducibility, with a large standard library and relatively low cost. It has been early applied to the field of 
plant metabolomics, and now still is the main technical platform for plant metabolomics. This review introduces the 
technology from the aspects of basic mechanism, derivatization methods, data acquisition, data analysis and 
database. Meanwhile, the review comprehensively summarizes the applications of GC-MS-based plant 
metabolomics to the analysis of gene function, the genetic mechanisms of plant metabolism, plant metabolic 
response to stress and applications to biotechnology and bio-breeding.
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随着人类全基因组序列的测定，各种组学的

概念应运而生。基因组学研究带动了生命科学的迅

猛发展，并极大地推动了转录组学、蛋白质组学、

代谢组学、表型组学等的快速发展。代谢组学

(Metabonomics/Metabolomics) 旨在研究生物体或组

织，甚至单个细胞的全部小分子代谢物成分及其动

态变化 [1-2]。代谢物距表型最接近，是基因与表型

之间的桥梁 [3]。代谢组学是系统生物学研究中非常

重要的一个环节，不仅可以揭示基因的功能，也为

生物技术的应用提供科学依据。

植物代谢组学是代谢组学的重要组成部分。已

知的植物有 30 万余种，尚不包括未知的植物物种，

据估计它们产生的代谢物数量有 20 万 ~100 万种 [4]。

相对于动物，植物更多地依靠合成不同种类的代谢

物来适应环境、繁衍自身。这个过程使得植物逐步

进化出多样性的代谢途径和复杂的代谢网络，享有

技术精湛的“绿色化学工厂”美誉。植物代谢物数

量巨大，结构迥异，在时间和空间上都具有高度的

动态性，这使得植物代谢组学研究更具挑战性。

代谢组学研究的需求刺激了各种高灵敏度、高

分辨率分析仪器的迅速发展。目前，植物代谢组学

主要采用两大分析技术平台，磁共振谱 (nuclear 
magnetic resonance, NMR) 平台和质谱 (mass spectro-
metry, MS)平台。尽管NMR具有简单的样品预处理、

较高的重现性和良好的检测客观性等优势
[5]，但是

质谱拥有较高的分辨率和灵敏度，对于植物这样复

杂的样本尤其适合。质谱作为检测器通常和各种色

谱分离仪器联用，基于质谱的代谢组学分析技术又

可以分为气相色谱质谱联用 (gas chromatography-
mass spectrometry, GC-MS)、液相色谱质谱联用 (liquid 
chromatography-mass spectrometry, LC-MS) 和 毛 细

管电泳色谱质谱联用 (capillary electrophoresis-mass 
spectrometry, CE-MS)。这 3 种色谱 - 质谱联用分析

技术分别适合检测不同极性和类别的代谢物，相互

之间也有一定的重叠。无论采用哪种分析技术，都

不能完全覆盖整个代谢组的化合物 [6]。近年来，研

究人员开始尝试整合多种分析技术，以期发挥各种

方法的优势，弥补单一分析技术的不足。

相对其他代谢组学分析技术而言，GC-MS 是

代谢组学研究中应用最早的分析技术之一，最早有

关代谢组学 ( 代谢轮廓分析 ) 的文章就是用 GC-MS
分析尿液和组织提取物的代谢谱 [7]。GC-MS 是最

为成熟的色谱 - 质谱联用技术之一，由于其分辨率

高、灵敏度高、重现性好，具有大量标准代谢物谱

图库，且成本相对低廉等特点，适合分析相对分子

质量小、低极性、低沸点的代谢物或者衍生化后具

有挥发性的物质，是目前植物代谢组学研究的主要

分析平台之一。

1　基于GC-MS的代谢组学分析技术

1.1　GC-MS的原理及关键技术

气相色谱部分起分离作用，并将目标物质引入

质谱系统。色谱柱以恒温加热或以程序控制加热，

各组分依据热力学性质 ( 即根据化合物沸点的差异

和在色谱柱固定相中的选择性吸附的差异 ) 的不同，

在固定相及流动相 ( 即载气 ) 中有不同的分布，而

达到分离的目的。质谱部分实为检测器，主要包括

电离源、质量分析器和电子倍增管等。目标物质通

过气相色谱仪后，在电离源被电离成气相离子，然

后进入质量分析器。质量分析器将不同质荷比离子

依次分开，到达电子倍增管产生电信号，这样就得

到目标物质的三维信息，即保留时间、m/z、离子

强度，利用离子碎片信息可以更准确地对物质进行

定性。

GC-MS 最常用的离子化技术是电子轰击

(electron impact, EI)，EI 离子源的灯丝通常用钨丝

或铼丝制成，在高真空条件下，炙热的灯丝发出电

子轰击样品分子。为了获得可重复的质谱图，轰击

电子能量一般为 70 eV，远大于样品的离子化电位，

剩余能量高于分子中某些键的键能，从而使分子离

子发生裂解。电子轰击源的一个主要缺点是固、液

态样品须气化进入离子源，因此，不适合于难挥发

的样品和热稳定性差的样品。但是，GC-MS 的 EI
离子化效果较高，不同分子几乎都能被电离而进入

质谱系统；不同于 LC-MS，GC-MS 不同分子之间

的离子抑制效应很低，基质干扰也较小。

近年来，飞行时间 (time of flight, TOF) 类质谱

发展迅速。TOF 具有较高的扫描速率和极高的离子

采集效率，相同的分析时间，TOF 类质谱获得数据

量远大于四极杆质谱，有利于共流出峰的检测，因

而越来越受到代谢组学研究者的青睐。高分辨 TOF
类质谱，不但可以得到化合物的质谱图，而且可以

对每一个碎片离子进行高分辨检测，结合高分辨的

标准数据库，能大大提高定性的准确度。

20 世纪 90 年代新发展起来的一种全二维气相

色谱 (comprehensive two-dimensional gas chromatography, 
GC×GC) 分析方法具有高分辨率、高灵敏度等特点，

是目前最为强大的分离工具之一。通过二维色谱柱
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的分离，复杂重叠峰得到进一步的分析，但是全二

维气相色谱质谱的数据信息量大，对数据分析要求

较高 [8]。

1.2　GC-MS衍生化技术

大多数植物初生代谢物 ( 三羧酸循环、卡尔文

循环、氨基酸代谢、脂肪酸代谢、糖代谢、萜类代

谢等产生的代谢物 ) 适合 GC-MS 分析，低极性的

代谢物一般相对分子质量小，有较好的挥发性；大

极性的糖、氨基酸、有机酸则能被衍生化，增加它

们的挥发性。GC-MS 常用的衍生化方法是两步衍

生化。第一步是与甲氧胺 (methoxyamine) 的吡啶溶

剂反应，目的是为了稳定羰基，抑制羰基的酮 - 烯
醇互变 (keto-enol tautomerism) 或者抑制羰基转化成

缩酮或缩醛结构 (acetal- 或 ketal-structures)。还原性

糖的结构存在多种构型，在水溶液中主要以半缩醛

的环状结构存在，糖也可能以直链的多羟基醛的结

构存在，因此，糖在衍生化时可能存在多个衍生化

的峰。第一步的甲氧胺肟化使糖主要生成顺式和反

式 (syn 和 anti) 的直链衍生化产物，减少糖的其他

衍生化产物
[9]。第二步是三甲基硅烷化反应，最常

用的是N-甲基 -N-(三甲基硅烷 )三氟乙酰胺 [N-methyl- 
N-(trimethylsiyl)trifluroacetamide, MSTFA]，硅烷化

对大多数含有羟基 (-OH)、羧基 (-COOH)、氨基

(-NH2)、巯基 (-SH) 等具有活泼氢原子的基团有较

好的衍生化效果，这些含有活泼氢的基团被衍生化

后，减少了分子间氢键的形成，降低了分子的沸点。

衍生化的效能极大影响代谢组学的分析，不完

全衍生化不仅影响峰的定量而且也增加了谱图的复

杂性。Koek 等 [10] 研究了代谢物的衍生化效能和稳

定性，他们将代谢物分为 3 类，不同类别的代谢物

具有不同的衍生化能力和稳定性。第一类化合物是

含有羟基或羰基的基团，如糖、脂肪酸和有机酸等，

这些类别的化合物衍生化后符合美国 FDA(Food and 
Drug Administration) 关于靶向物质分析的要求，衍

生化效能在 60%~115% 之间，相对标准偏差 RSD<5%。

第二类化合物是含有氨基和磷酸基团的代谢物，如

氨基酸、磷酸果糖等，它们具有较好的衍生化效果、

重现性和中等的精度。第三类化合物是含有酰胺、

巯基、磺酸基的化合物，衍生化相对困难，衍生化

效果是醇羟基 > 酚羟基 > 羰基 > 氨基 > 酰胺。和其

他衍生化试剂相比，MSTFA 具有最好的衍生化效

果，更高的回收率和重现性，衍生化的副产物在色

谱图中出峰时间较早，在 MSTFA 中添加 1% 的

TMCS (trimethylchlorosilane) 并不能提高硅烷化效果。

另外一部分学者使用酰基化衍生化方法 ——
氯甲酸甲酯 (methyl chloroformate, MCF)[11-12]。氯甲

酸甲酯可以衍生化氨基、含羧基的有机酸等，进行

酰基化反应，生成碳酸酯或氨基甲酸酯，该类试剂

的衍生化反应可以在水中进行，Nature Protocols 杂
志对两种方法都有报道 [11,13]。

1.3　GC-MS数据采集

对于非靶向 GC-MS 代谢组学分析，由于对化

合物的种类以及结构信息知之甚少，一般采用全扫

描的采集方式，期望得到整体的代谢轮廓 (metabolic 
profiling)。非靶向的 GC-MS 方法相对靶向分析方

法专属性差、灵敏度低、线性范围较窄。GC-MS
全扫描质谱图十分复杂，使得数据分析困难，成为

GC-MS 代谢组学分析瓶颈之一。而传统的靶向分

析方法，需要根据已知的化合物设定专门的检测条

件，如选择离子检测 (select ion monitoring, SIM) 或
多 反 应 检 测 (multiple reaction monitoring, MRM)。
许国旺课题组提出将非靶向的全扫描方法转化为

“拟靶向”的 SIM 或 MRM 方法 [14]，具体通过质控

(quality control, QC) 样本 ( 从每一个样本中取相同

等量混合而成 )解卷积后获得所有待分析代谢物 (解
卷积后得到的峰即可 )，然后针对这些峰建立针对

性 ( 靶向性 ) 的分析方法。通过 SIM 或 MRM 采集

方式提高分析的稳定性和灵敏度，其他学者也有类

似的分析思路 [15]。根据经验，这种“拟靶向”的分

析方法特别适合两组样本的比较，如突变体和野生

型、处理组和对照组。但对遗传群体大规模的代谢

组学样本，那些在大多数样本中存在的代谢物可以

在 QC 中正常检出。如果是仅在少量样本中存在的

峰，含量也不是很高时，很有可能在制备 QC 时，

含量被稀释后不能检出。同时，QC 样本的解卷积

效果对“拟靶向”限定的代谢物范围影响较大，解

卷积假阳性结果也可能对分析造成一定的影响。

1.4　GC-MS数据预处理及数据库

在展开多维统计分析之前，对于由分析仪器导

出的原始数据，还需进行预处理，主要包括滤噪、

重叠峰解卷积 (deconvolution)、峰对齐、峰定量、

标准化和归一化等步骤。其中，重叠峰的解卷积和

不同样本峰对齐相对比较困难。对靶向分析代谢组

学而言，数据前处理只需根据设定的检测离子积分

即可。代谢组学分析要求仪器长期运行，保留时间

的漂移和背景噪音不可避免，开发一种针对所有样

本的无偏差的峰提取、峰对齐方法尤其困难。目前

关于 GC-MS 代谢组学研究约有三分之一是方法学
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研究，其中的大部分是关于数据分析。然而，很多

GC-MS 的应用文章在数据预处理部分介绍得比较

简单，不同数据处理方法之间的可比较性较差。特别

对于 mQTL (metabolite quantitative trait loci) 和 mGWAS 
(metabolome genome wide association study) 分析，由

于样本量巨大，对各种算法的运算能力要求比较高，

数据分析的时间远大于样本检测的时间。

目前有两种方法分析 GC-MS 数据，一种是把

GC-MS 的数据当 LC-MS 来处理，提取离子特征进行

分析，可用的软件有 XCMS、MetAlign、MathDAM、

MetaQuant、MET-IDEA 等；另一种方法是直接对

GC-MS 数据进行解卷积，算法或软件有 MCR、
TagFinder、PyMS、MetaboliteDetector 等。但是，目

前使用较为满意的软件不多。Robinson 等 [16] 首次

提出将动态规划算法应用到 GC-MS 峰对齐中，类

似基因序列间的比对。GC-MS 可以获得标准的质

谱图，所以，与 LC-MS 相比，GC-MS 的数据库相

对较多 [17]。

2　GC-MS在植物代谢组学中的应用

代谢组学在人类疾病研究和疾病诊断等领域具

有广阔的应用前景 [18]。植物代谢组学已逐步应用于

基因功能研究、代谢途径及代谢网络调控机理的解

析等基础生物学的研究 [2,19-20]，也开始应用于作物

产量、营养成分等育种领域 [21]。

2.1　植物代谢组学在基因功能研究中的应用

植物代谢组学作为系统生物学的重要组成部

分，在揭示生命基本活动及规律中将发挥越来越重

要的作用。Fiehn 等 [2] 最先将 GC-MS 代谢组学方

法应用到功能基因组的研究中，采用了 4 种拟南芥

基因型：C24、Col-2、sdd1-1 和 dgd1 为材料。sdd1-1
突变体为 C24 背景回交 4 代的纯合株系。SDD1 基

因参与气孔发育，在缺乏 SDD1 情况下，除了导致

气孔密度增加 2~4 倍外，没有其他明显的表型。突

变体 dgd1 为 Col-2 背景下回交 4 代的纯合株系，它

是 digalactosyldiacylglycerol (DGD) 合成酶基因的突

变体。从 4 种基因型的拟南芥中共定量分析了 326
个代谢物，通过主成分分析 (principal component 
analysis, PCA)，4 种基因型拟南芥呈现明显的区分。

结果证明，代谢组学可以作为一种非常有用的工具，

用来展示植物最终的代谢表型，区分没有明显表型

的突变体和野生型拟南芥，进而为研究基因功能提

供帮助。代谢表型不仅反映了遗传差异，而且还反

映环境对植物代谢的影响。传统中药材的真伪鉴别

关系到药材的疗效。本实验室采用 GC-MS 代谢组

学方法结合 AFLP 分子标记的 DNA 多态性方法，

对传统中草药膜荚黄芪和蒙古黄芪进行区分，同时

鉴定一些潜在的代谢标识物
[22]。

代谢组与转录组数据结合可以预测功能基因。

在研究硫饥饿的实验中，发现一些和氨基酸、脂质、

次生代谢产物 ( 如硫代葡萄糖苷、黄酮 ) 等相关的

代谢物和基因发生了变化。通过批量学习、自组织

图的方法，分析了 10 000 个转录组数据 (DNA 芯片 )
和 1 000 个代谢物，这种分析预测了涉及到硫代葡萄

糖苷生物合成的基因，如编码磺基转移酶的基因 [23]、

两个 MYB 转录调节因子 [24]、侧链延长相关的酶和

一个假定的硫代葡萄糖苷转运体 [25]。

2.2　mQTL分析和mGWAS分析

重要的农艺性状，如谷物产量、品质，与作物

的整体代谢密切相关。植物代谢及调节由遗传因素

控制，代谢物通常属于数量表型。然而，基因和代

谢物之间往往并不是直接对应的关系，代谢物含量

的动态变化还与环境有关。通过代谢物 QTL 研究，

解析代谢物的遗传位点是植物代谢组学最近几年的

研究热点 [19,26]。Matsuda 等 [27] 用 85 份 (Oryza sativa 
Sasanishiki×Habataki) 水稻回交自交系 (Back-crossed 
Inbred Lines)，采用 4 种分析方法 (CE-TOF/MS 分

析离子型代谢物、GC-TOF/MS 分析初生代谢物、

LC-IT-TOF/MS 分析脂质、LC-Q-TOF/MS 分析次生

代谢产物 ) 分别对 2005 年和 2007 年种植的水稻

进行检测，共覆盖了 759 个代谢物信号，其中 93
个代谢物通过标准品或数据库得到鉴定，38 个代

谢物通过一级质谱和二级质谱解析结构，总共鉴

定出 802 个 mQTLs。一些初生代谢物，如角鲨烯

(squalene)、3- 氰丙氨酸 (3-cyanoalanine)、丙三醇

(glycerol)、天冬酰胺 (asparagine)、脂质 (lipids) 和
一些次生代谢物具有相对较高的广义遗传力，氨基

酸在水稻第 3 号染色体上存在热点。结果显示，水

稻种子中大部分的化合物对环境比较敏感而有弱的

mQTLs，黄酮类化合物则存在高的遗传控制力。

全基因组关联分析 (GWAS) 是用来检测全基因

组范围内的常见遗传变异与可观测性状之间遗传关联

的一种方法。基于 GC-MS 的 mGWAS 方法已经在拟

南芥 [28]、玉米 [29]、小麦 [30] 中有报道。Riedelsheimer 
等 [29] 研究了 289 份来自世界各地多样性的玉米品

种，这些材料拥有较高的 LD 值 (r2=0.1 at≈500 kb) 和
56 110 个 SNPs。采用 GC-MS 方法，从这些自交系

的叶片中检测到 118 个代谢物，主要包括 21 个氨基



段礼新，等：基于GC-MS的植物代谢组学研究第8期 975

酸、13 个有机酸、7 个苯丙氨酸类，其他 20 个已知

代谢物和 57 个未知代谢物。通过 GWAS 分析发现，

26 个化合物与 SNPs 紧密相关，最大能解释 32% 的

遗传变异率 ( 平均值 16.2%)。在 9 条染色体上共发

现了 15 个明显的代谢物 -SNP 相关信号，遗传变异

解释都超过 15% ( 平均值 22.1%)。木质素的前体物

质对羟基肉桂酸 (p-Coumaric acid)、咖啡酸 (caffeic 
acid) 与第 9 号染色体上肉桂酰辅酶 A 还原酶

(cinnamoyl-CoA reductase) 有非常强的相关性 (P- values 
2.7 × 10−10~3.9 × 10−18)。此外，这些前体还与木质素

的含量、植物株高、干物质等具有明显的相关性。

2.3　GC-MS在植物抗逆、抗病反应研究中的应用

植物受到病原菌的侵染后会产生自身免疫应答

反应，代谢物在这种免疫反应中扮演着非常重要的

角色。植物识别病原物以后，细胞会进行一系列动

员活动，从而激活抗病反应，抵挡病原菌的入侵。

这种抗病反应需要来自初级代谢途径的大量能量、

还原力和碳骨架，以实现能量的补充和调度。相反，

病原菌侵入植物以后，通常会干扰植物的正常代谢

以满足其营养需求。通过对小麦和大麦不同抗性品

种进行非目标性代谢谱分析，获得一些与抗病性相

关的标志代谢物，这些标志性代谢物在生产实践中

起到了辅助育种的作用 [31]。采用代谢组学研究方法，

对模式植物短柄草 (Brachypodium distachyon)——
水稻稻瘟菌 (Magnaporthe grisea) 互作系统进行了

研究，发现病原菌一旦成功侵入植物以后，将会严

重干扰植物的正常代谢以满足自身的营养吸收和利

用，抗、感性品种在病原菌入侵后代谢谱的变化不

同 [32]。

低温 ( 冷和冻 ) 对模式植物拟南芥代谢的影响

研究较深入。Cook 等 [33] 使用 GC-TOF/MS 大规模

研究拟南芥冷害的代谢应答途径，实验比较了两种

拟南芥生态型，Wassilewskija-2 (Ws-2) 和 Cape Verde 
Islands-1(Cvi-1)( 前者比后者更加耐冷 )。总共分析

了 434 种代谢物，结果表明冷驯化与代谢组密切相

关：在 Ws-2 生态型中，75% 的代谢物在低温处理

后含量增加；在 Cvi-1 生态型中，62% 的代谢物在

低温处理后含量增加；Cvi-1 中 91% 含量增加的代

谢物与 Ws-2 含量增加的代谢物一致。植物代谢组

学在植物抗逆中的研究还有很多报道 [34]。

2.4　代谢组学在作物育种和生物技术上的应用

转基因育种的安全性一直是困扰该技术广泛应

用的关键问题。代谢组学研究植物的全成分，结合

致敏反应和毒理反应实验，可以综合评价转基因植

物 (GM) 的安全性 [35-36]。使用 GC-MS 靶向分析转

基因土豆和它的栽培品种的代谢谱，研究基因修饰

对代谢的潜在影响，研究覆盖了经济合作与发展组

织 (The Organisation for Economic Co-operation and 
Development, OECD) 所要求检测的成分，如大多数

可溶性碳水化合物、维生素 C、总氮和有机酸。使

用方差分析和主成分分析显示，GM 系和对照之间

没有明显且稳定的差异，那些存在的差异也是随机

的，转基因植物代谢谱的变异范围存在于各种栽培

品种之间 [37]。

作物的主要性状，特别是营养、品质等性状已

成为代谢组学研究的主要对象。代谢组学不仅能够

鉴别引起甜、酸等口味的化合物成分，而且在提高

作物营养、品质及食品品质，以及作物育种等方面

有着很好的应用前景 [38]。

3　展望

随着植物代谢组学的迅猛发展，各种分析方法

不断更新，基于 GC-MS 的代谢组分析方法在植物

代谢组学研究中 ( 特别是初生代谢物的研究中 ) 具
有非常重要的地位。目前在化合物结构鉴定、数据

分析等方面还存在着技术瓶颈，面临着多项挑战，

这些技术瓶颈和挑战也是植物代谢组学研究亟待攻

克的目标。由于现阶段各种分析方法还存在偏好性，

因此，在开展代谢组学研究之前，需要选定合适的

分析技术。在处理大规模的遗传代谢组学样本时，

仪器响应的波动、保留时间的漂移、海量数据的处

理等方面尤其值得注意，要将仪器分析的误差控制

在较小的范围之内。随着更先进的分析仪器的出现，

多分析平台的综合运用，多种组学数据的整合，必

将使得代谢组学分析更加全面、精确，更加深入地

应用到生命科学研究中去。
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