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五指山野生大叶茶叶片代谢物鉴定和特征分析

苟志辉， 杜尚嘉， 符生波， 符明珠， 符 溶， 吴海霞
（海南省林业科学研究院/海南省红树林研究院，海口 571100）

摘　要: 为了解五指山野生大叶茶（Camellia sinensis var.  assamica）代谢物的特征，利用代谢组学方法，对采

集自五指山地区的野生茶树和人工茶园茶叶的代谢物成分开展了比较研究，在野生茶树茶叶中鉴定得到

398个含量显著上调的代谢物和247个显著下调的代谢物。基于偏最小二乘法判别分析表明，野生茶叶和人工

茶叶分别聚为一类。富集分析结果显示，野生茶树叶片中含量显著上升的代谢物的功能主要富集于糖酵解、

丙酮酸合成、氨基糖代谢和核苷糖代谢等糖代谢通路，以及酚类物质合成、核黄素代谢、鞘磷脂代谢和黄酮

合成等通路，而显著下降的代谢物的功能主要富集于氨基酸代谢和油脂代谢等初生代谢。
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茶是全球最受欢迎的饮品之一，也是中国传

统文化和现代生活的重要组成部分。茶树（Camel⁃
lia sinensis）作为茶叶的主要来源植物被广泛种植，

在全球茶产业中被广泛利用［1］。在茶树的多个品

种中，大叶茶（C. sinensis var. assamica）因其较大的

叶片特征而获名。这个类型的茶树叶片比其他类

型的茶树如小叶种（C. sinensis var. sinensis）的叶片

更长、更宽。大叶茶原生种质主要分布于我国的

海南、广东、广西、云南、贵州和福建等南方地区，

以及东南亚国家［2−3］。由于其较强的抗逆性和较高

的产量，大叶种成为了许多茶树种植户的首选种

植类型［4］。随着生活水平的提高，消费者对茶叶的

品质要求也水涨船高。近年来，消费者对古树茶、

雨林茶等来源于野生环境的茶叶颇为青睐。这些

野生茶树生长于山区或森林中，其复杂的自然生

态系统、多样化的土壤养分对茶叶的香气和味道

产生了深远影响［5−6］。由于野生茶树没有接受人为

干预，其根系深入土壤，能在更大程度上吸收地理

环境的独特性，从而使得野生茶具有特别的风

味［7］。采集自来源于这种生态环境茶树的茶叶具

有特异的品质，导致茶汤口感更加丰满，茶气更加

持久。然而，针对野生茶树与人工茶园中茶树茶

叶风味差异物质基础的研究鲜有涉及。

海南野生大叶茶，因其在中国茶叶多样性保

护中的重要地位，不仅对研究中国茶树的起源、进

化和驯化具有重大价值，同时也是中华茶文化宝

贵的遗产。在海南，这些珍贵的茶树集中于五指

山地区，主要位于海南热带雨林国家公园内，其中

的生态环境为这些野生大叶茶提供了得天独厚的

生长条件［8］。研究海南野生大叶茶不仅能揭示茶

树种质资源的进化历史，还能为现代茶树育种提

供珍贵的遗传信息，对于推动可持续发展的茶业

经济具有深远意义［9］。茶树叶片中的代谢物形成

了茶叶风味的物质基础，近年来，多个团队采用质
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谱等现代分析化学技术分析了茶叶特征代谢物。

例如，张国民等［11］针对采用HPLC-MS测定茶多酚

快速定量进行了方法优化；朱建才等［12］采用全二

维 GC-MS 测定了龙井茶特征香气成分；陈鑫宇

等［13］采用GC-MS对不同浸提条件分析了大红袍茶

汤挥发性成分。针对海南五指山地区的茶叶中的

代谢物含量，近年来，多位学者从不同侧面开展了

分析。例如，苏凡等［10］对五指山水满茶的茶多酚、

总黄酮含量指标开展了测定分析。缑鸿达等［14］对

五指山绿茶的多糖提取工艺进行了改进，并对多

糖含量进行了分析。陈文等［15］对五指山苦丁茶不

同部位茶叶游离氨基酸开展了测定。然而，针对

五指山野生茶树和人工茶园中茶叶代谢物含量的

差异研究未见报道。因此，本研究探究了五指山

野生茶树的代谢特征，了解其营养与健康效益的

作用机制，旨在为促进海南五指山茶叶品质提升

和茶产业进步提供科学依据。

1　材料与方法

1.1　样本采集方法　本研究采集的 3份人工栽培

茶树样本和 3份野外样本均取自海南中部五指山

区域。从人工茶园采集的样本均为五指山大叶茶

品种，它们分别采自五指山市水满乡毛纳村

（MNZPZ）、水满乡雾寨村（WZZPZ46）和白沙陨石

坑（ZPZbsysk）。野外采集的样本分别来自五指山

市毛纳村（MN5）、琼中黎族苗族自治县黎母山

（GF3）和五指山市雾寨村（SMWZYS1）。分别从这

6个地点采集幼嫩叶片（一芽三叶），采集后立即用

无菌水冲洗，将水吸干后液氮速冻、保存于干

冰中。

1.2　提取和检测　称取200 mg冷冻鲜茶叶样本于

2 mL离心管，加入 600 μL含 4 mg·L-12-氯苯丙氨

酸的甲醇，涡旋震荡 30 s；用美壁MB⁃96组织研磨

器 50 Hz 研磨 60 s，室温超声处理 15 min；40 ℃ 
12 000 r·min-1离心10 min，取上清液，0.22 μm滤膜

过滤，取过滤液进行检测。采用超高液相-MS/MS
联用进行检测。液相色谱仪采用Thermo Vanquish
（Thermo Fisher Scientific， USA）超高效液相系统，

使 用 ACQUITY UPLC® HSS T3 （2.1×100 mm， 
1.8 μm）（Waters， Milford， MA， USA）色 谱 柱 ，

0.3 mL·min-1流速，40 ℃柱温，2 μL进样量。正离

子模式，流动相：0.1%甲酸乙腈（B2）和 0.1%甲酸

水（A2），梯度洗脱程序：0 ~ 1 min，8%B2；1 ~ 
8 min，8% ~ 98%B2；8 ~ 10 min，98%B2；10 ~ 
10.1 min，98% ~ 8%B2；10.1 ~ 12 min，8%B2。负离

子模式，流动相：乙腈（B3）和 5 mmol·L-1 甲酸铵水

（A3），梯度洗脱程序：0 ~ 1 min，8%B3；1 ~ 8 min，
8% ~ 98%B3；8 ~ 10 min，98%B3；10 ~ 10.1 min，
98% ~ 8%B3；10.1 ~ 12 min，8%B3。采用 Thermo 
Orbitrap Exploris 120 质谱检测器（Thermo Fisher 
Scientific， USA）进行质谱检测。电喷雾离子源

（ESI），正负离子模式分别采集数据。正离子喷雾

电压：3.50 kV，负离子喷雾电压：-2.50 kV，鞘气：

40 arb，辅助气：10 arb。毛细管温度325 ℃，以分辨

率 60 000进行一级全扫描，一级离子扫描范围m/z 
100 ~ 1 000。HCD二级裂解，碰撞能量：30%，二级

分辨率：15 000，采集信号前4离子碎裂，同时采用

动态排除去除非必要的MS/MS信息。

1.3　质谱数据预处理及分析　使用 Proteowizard
（v3.0.8789）中 MSConvert 将原始质谱文件转换为

mzXML 文件［16］，并采用 RXCMS（v3.12.0）软件包

进行峰检测、峰过滤和峰对齐处理，比对数据库，

获得代谢物的定量数据［17］。通过总峰面积归一

化的方法进行数据校正，从而使系统误差消

除。采用公共数据库MassBank［18］、LipidMaps［19］、

mzcloud［20］、KEGG［21］进行搜库，得到代谢物的定性

结果。

1.4　数据分析和通路分析　采用Ropls分别对样

本数据进行偏最小二乘判别分析（PLS⁃DA）［22］。根

据OPLS⁃DA降维方法计算变量投影重要度、组间

差异倍数，衡量各代谢物含量对样本分类判别的

影响强度和解释能力，辅助标志代谢物的筛选。

2　结果与分析

2.1　茶叶样本来源和化学特征　针对本研究提出

的比较人工茶园和野外茶树叶片样本之间差异的

目标，分别从五指山境内的人工茶园和野外各采

集了 3份叶片样本。由于 3个野生样本分别采集

自不同的地点，3个人工栽培样本也分别取自不同

的人工茶园。但是，它们均位于海南岛五指山境

内。各样本采集地的经纬度、海拔以及样本来源

的植株胸径、株高如表1所示。

对采集到的茶叶样本采用超高液相-MS/MS
联用法进行化学分析，并使用偏最小二乘法判别
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分析对不同来源的样本进行分类。采集的样本经

过提取后上样，并使用UPLC-MS/MS对其化合物进

行检测。通过这种高效、灵敏的技术，共检测到了

14 870个代谢物。这些代谢物通常具有一定的生

物活性和生理功能，可以反映茶叶的化学特性。

对检测到的代谢物进行偏最小二乘法判别分析。

该方法可以分析多个变量之间的关系，并找到最

能区分不同组之间差异的变量。在本研究中，使

用该方法对从同一个地区但来源不同的 6个样本

进行分类，包括3个来自人工茶园和3个来自野外

采集的样本。结果显示，在正离子和负离子模式

下检测到的代谢物分类中，人工茶园样本和野外

采集样本均分别聚为一类。以上结果表明，通过

化学分析方法，可以将这些来源不同但在相同区

域内采集的茶叶样本区分开来。与预期相符，这

有助于深入了解茶叶的化学特征，并提供对不同

来源茶叶的科学鉴定方法（图1）。
2.2　显著差异代谢物数量　通过对检测到的已知

代谢物进行进一步分析后发现，人工茶园和野外

样本之间有 645 个代谢物的含量存在显著差异。

这些代谢物的含量不仅在人工茶园和野外样本

之间有明显差异，而且在 3 个人工茶园样本和

3个野外样本之间也呈现较高的一致性。这些差

异代谢物中，398 个代谢物在野外采集样本中含

量显著上调，而 247 个代谢物在野外采集样本中

显著下调，表明在人工茶园和野外茶树之间存在

着显著的化学差异，可能由于生长环境、土壤差

异、养分供应等因素导致。例如，野生茶叶中氨

甲庚醇（Heptaminol）含量是人工茶园采集叶片含

量的 2.27 倍（P=0.018）；野生茶叶中美迪紫檀素

（Medicarpin）含量是人工茶园叶片含量的 15.21倍

表1　样品采集地和植株信息

Tab. 1　Information of sampling locations and plants

分组
Group

人工
Cultivated tea

野外
Wild tea

样本名称
Sample name

MNZPZ
WZZPZ46
ZPZbsysk

MN5
GF3

SMWZYS1

经纬度
Longitude⁃latitude
109.64E 18.88N
109.65E 18.90N
109.49E 19.19N
109.64E 18.88N
109.31E 19.01N
109.65E 18.90N

海拔/m
Altitude
620.2
693.6
206.0
629.8
757.0
679.7

胸径/cm
Diameter at breast height

8.5
3.4

25.2
21.7

2.5
8.1

株高/m
Plant height

1.2
0.7
0.7
5.0
1.3
5.1

图1　基于偏最小二乘法判别分析的样本聚类

红色的点表示人工茶园样本，绿色表示野外采集样本。

Fig. 1　Sample clustering based on partial least squares 
discriminant analysis

The red dots indicate tea leaf samples collected from the 
tea plantations， and the green ones indicate tea leaf samples 
collected from the wild.
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（P=0.010）。图 2-a展示了这些差异代谢物的含量

在各个样本之间的一致性。尽管在人工茶园和

野外样本之间存在显著差异，但在 3个人工茶园

样本之间以及 3个野外样本之间的含量保持较高

的一致性，表明这些差异代谢物的变化主要是由

于不同的生长环境或栽培方式引起的，而茶叶的

基本化学特性在相同来源的样本间保持相对稳

定（图 2-b）。

2.3　差异代谢物功能富集　在鉴定到在野生茶树

中含量显著上升和显著下降的代谢物后，本研究

对相关代谢物进行了功能富集分析，以探究野生

茶树的代谢物特征。结果显示，野生茶树叶片中

含量显著上升的代谢物的功能主要富集于糖代谢

（糖酵解、丙酮酸合成、氨基糖代谢和核苷糖代

谢）、酚类物质合成、核黄素代谢、鞘磷脂代谢和黄

酮合成等。这些功能提示在野生茶树中，糖代谢

和酚类物质的合成是显著提高的（图 3-a）。另外，

核黄素代谢和鞘磷脂代谢也与茶叶的营养价值和

生理功效密切相关。黄酮是一种有重要保健作用

的类黄酮物质，其在野生茶树中的显著合成提示

野生茶树具有较为优异的健康功效。显著下降的

代谢物的功能则主要富集于氨基酸代谢（缬氨酸、

亮氨酸、异亮氨酸、精氨酸、脯氨酸、苯丙氨酸等）

和油脂代谢（亚油酸代谢、脂肪酸链延长等）等初

生代谢（图3-b）。
2.4　野生茶叶中显著上调代谢物网络　将 398个
在野生茶叶中含量显著上调的代谢物进行通路和

模块网络分析，结果表明，这些上调的代谢物不仅

在数量上呈现聚集现象，而且它们通过多个代谢

通路相互连接。这些上调的代谢物主要聚集在一

个代谢网络中，而这个网络主要由糖酵解等糖代

谢形成的代谢通路连接起来。图 4清晰地展示了

它们的联系，左上角代谢通路显示了磷脂类代谢

的过程，右上角代谢网络则展示了类黄酮和花色

素苷的代谢路径。左下角的代谢通路涉及蛋白质

糖基化过程，而右下角是丙酮酸盐的代谢通路。

图2　差异代谢物鉴定

a. 显著差异代谢物聚类，红色表示野生茶树茶叶中代谢物含量上升，蓝色表示下降。b. 差异代谢物火山图，红色表示

野生茶树中代谢物含量显著上升，蓝色表示显著下降，灰色表示不显著。

Fig. 2　Identification of differential metabolites
a.  Clustering of significantly different metabolites.  The red represents increase in metabolites contents in the wild tea， and the 

blue represents decrease in metabolites contents.  b.  Volcano plots of differential metabolites.  The red represents a significant 
increase in metabolites contents in the wild tea， the blue represents significant decrease in metabolites contents， and the grey repre⁃
sents insignificant difference in metabolites contents.
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本结果为了解野生茶叶的代谢过程提供了宝贵的

见解。它们揭示了具体的代谢途径，帮助人们更

好地理解野生茶叶的生物活性成分代谢走向。进

一步研究这些代谢通路和网络的功能和调控机

制，有望为海南中部山区野生茶树茶叶的利用、品

质改良和药用价值开发提供新的思路和方向。

3　讨 论

野生茶和人工栽培茶叶之间的代谢物差异和

其引起的口味差异是茶叶品质的重要影响因素之

一。野生茶与人工栽培茶叶之间的代谢物差异可

能来自合成、分解、代谢途径、活性酶、基因表达等

方面，这些化学成分在茶叶中起到特定的味道和

风味，因此代谢物差异导致口感和风味之间存在

较大差异。本研究对五指山地区来源于野生茶树

和人工茶园的茶叶的代谢物开展了代谢组分析，

图3　显著差异代谢物功能富集分析结果

a. 野生茶叶中显著上调代谢物功能富集；b. 野生茶叶中显著下调代谢物功能富集。

Fig. 3　Functional enrichment analysis of significantly different metabolites
a.  Functional enrichment of significantly up-regulated metabolites in wild tea.  b.  Functional enrichment of significantly 

down-regulated metabolites in wild tea.

图4　野生茶叶中显著上调代谢物网络图

Fig. 4　Network graph of metabolites significantly up-regulated in the wild tea leaves
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发现了一系列显著差异代谢物。事实上，在本研

究开展之前，已有多篇五指山地区大叶茶成分含

量分析相关报道［13−14］，然而没有采集自野生与人工

茶树茶叶成分差异的报道。

本研究对差异代谢物进行了鉴定和分析，可

以帮助人们理解五指山地区人工茶园和野外茶树

之间的化学差异，探究这些代谢物如何影响茶叶

的品质和风味。此外，本研究可以探索这些差异

代谢物与茶叶特性之间的关联，为茶叶品质的改

良和茶叶产业的发展提供科学支持。例如，茶叶

中氨基酸，尤其是茶氨酸是贡献茶叶鲜味和甘甜

味的主要成分之一。本研究表明，野生茶叶中氨

基酸含量显著上升，暗示氨基酸可贡献野生茶叶

鲜明的鲜味和甘甜味。此外本研究表明野生茶叶

中糖含量显著上升，而糖在茶叶炒制中可与氨基

酸产生美拉德反应，产生焦甜味。此外，茶多酚等

酚类物质贡献了茶叶的苦味，而本研究表明野生

茶叶中含有较高的酚类物质，这也解释了野生茶

叶为什么味苦。需要指出的是，使用偏最小二乘

法判别分析方法，虽然可以对茶叶样本进行分类，

但是分类的准确性仍需要进一步验证［23］。

本研究结果显示，野生茶树茶叶中，不仅有多

个代谢物含量的上升，同时有其他多个代谢物含

量的下降。这些代谢物的下降提示野生茶树的营

养物质含量方面存在一定的不足。这也提示可以

通过合理的栽培、采摘方式预留一部分野生茶树

以保护其基因资源，提高野生茶树的营养和保健

功效。需要注意的是，本研究仅采集了人工和野

生来源的三份样本开展研究。由于样本量有限，

研究结果可能受到样本的局限性，因此更多的研

究工作仍然需要进行。

本研究揭示了野生茶树在代谢物水平上与人

工茶园存在显著的差异，而这些差异又与茶叶的

质量、风味以及营养和保健功效等方面密切相关。

因此，对野生茶树代谢物特征的研究有助于探索

其营养和保健功能的潜在机制，并为海南五指山

茶叶品质和产业发展提供科学支持。此外，本研

究表明，海南野生大叶茶具有相较于栽培大叶茶

种优异的口味品质性状，这表明海南野生大叶茶

可能拥有独特的优异基因资源，可为茶树育种提

供新的遗传材料，有助于增加茶树的遗传多样性。

通过研究海南野生大叶茶的口味品质特点，可以

发现和挖掘与之相关的关键基因，为选择优质茶

树品种提供参考和依据。通过借鉴海南野生大叶

茶的口味品质，可以指导茶树育种工作，以培育更

加符合市场需求的优质茶树品种，提升茶叶产业

的竞争力和附加值。
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Identification and characteristic analysis of metabolites from 
the leaves of wild Assam tea (C. sinensis var. assamica) in 

Wuzhishan

GOU Zhihui,  DU Shangjia,  FU Shengbo,  FU Mingzhu,  FU Rong,  WU　Haixia
(Hainan Academy of Forestry/Hainan Academy of Mangroves, Haikou, Hainan 571100, China)

Abstract: Tea prepared from wild tea leaves in the Wuzhishan region have become popular in the market over 
recent years. However, its metabolomic characteristics are seldom reported. An attempt was made to compare the 
metabolites found in the leaves of wild and cultivated tea in Wuzhishan, Hainan, China by employing a 
metabolomic method. A total of 398 metabolites were identified significantly up-regulated, and 247 were 
significantly down-regulated in the wild tea leaves compared to those from the leaves of tea cultivated in the tea 
plantations. Partial least squares discrimination analysis suggested that wild and cultivated tea could each be 
grouped into their respective categories. Enrichment analysis indicated that the functions of the metabolites with 
significant high content in the wild tea leaves were mainly concentrated in metabolic pathways such as glycolysis, 
pyruvate synthesis, amino sugar metabolism, and nucleotide sugar metabolism, as well as pathways for the 
synthesis of phenolic substances, riboflavin metabolism, sphingolipid metabolism, and flavonoid synthesis. The 
functions of the metabolites with significantly low content were mainly enriched in primary metabolic pathways, 
such as amino acid metabolism and lipid metabolism.
Keywords: wild tea； Wuzhishan； metabolomics； carbohydrate； phenol
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