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摘要　将国庆 1号和国庆 3号温州蜜柑的成熟果实分别贮藏在 4 ℃和常温下 ,利用高效液相色谱法检测贮

藏过程中果肉主要苦味物质的含量变化。结果表明 :2个品种的成熟果肉中检测不到诺米林 ,采后 0 d柚皮苷含

量为柠檬苦素的 10倍以上 ;在 4 ℃和常温贮藏时 ,柠檬苦素和柚皮苷含量总体上均呈增加的趋势 ,有一定波动 ,

但冷库贮藏时变化较剧烈 ;国庆 1号受低温影响较大 ,使其在几个时期的 2种苦味物质含量发生了显著变化 ;

4 ℃低温贮藏利于苦味物质的增加 ,柠檬苦素尤甚 ,而贮后 0～20 d是其敏感时期。
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　　引起柑橘果实或果汁苦味的物质主要有 2 类 ,

一类是柠檬苦素类似物 (limonoids) ,其代表物质是

柠檬苦素 (limonin)和诺米林 (nomilin) ,它们是中性

类柠檬苦素化合物或配基[1 ] ,属于苦味物质中的萜

类[223 ] ;另一类是类黄酮化合物 (flavonoids) ,其代表

物质是柚皮苷 ( naringin)及其同属黄烷酮糖苷类

(flavanone glycoside)的橙皮苷 ( hesperidin) 、新橙

皮苷 (neohesperidin)和枸橘苷 (poncirin)等[4 ] ,它们

属于苦味物质中的糖苷类[3 ]。出于消费者本能的拒

食心理 ,苦味被认为是不良口感 ,所以 ,在橙汁或葡

萄柚汁加工中常将脱苦或添加苦味抑制剂等作为重

要的技术环节[528 ] ;另一方面 ,又因其对人体的抗癌、

抗病毒等生理活性而倍受关注[9 ]。因此 ,果实中苦

味品质的形成研究是柑橘加工 (含果汁加工和皮渣

综合利用)和鲜食品质研究的重要内容。

本研究探讨贮藏温度对柑橘果肉中主要苦味物

质含量变化的影响。选取早熟温州蜜柑 ( Cit rus un2
shi u Marc. )中的国庆 1号和国庆 3号为试材 ,因其

果皮较薄、果形相对较小 ,贮藏温度对果实内部物质

代谢的影响可能较大。相关研究可为柑橘果实采后

苦味品质变化规律提供参考 ,还可为指导采后贮藏

方式的选择提供理论依据。

　材料与方法

　材　料

供试果实采自华中农业大学国家柑橘育种中心

资源圃。所选品种为国庆 1号和国庆 3号。果园常

规管理 ,采样树为枳砧 ,树龄 16 a。在果实的成熟

期 ,每品种选取 6株生长势中庸的树体 ,按不同方位

取生长健康、外形及成熟度较均一的果实。果实采

后分别在 4 ℃(冷库贮藏)和室温条件下贮藏 (常温

贮藏) ,自 2007年 11月 7日 (采后 0 d)到 2008年 1

月 25日 (采后 80 d)每隔 20 d取 1次样 ,混合取样 ,

共取样 5次。每次取样含 3 个重复 ,每重复 3 个果

实。每次取样后剥除果皮 ,将果肉保存于 - 80 ℃冰

箱中备用。

　样品制备方法

1)柠檬苦素标准品的配制。用乙腈溶解后定容

为ρ= 1 mg/ mL 母液。取 100μL ,加入适量乙腈稀

释至ρ= 256μg/ mL ,再等比稀释至ρ= 128、64、32、

16、8、4、2、1μg/ mL 的系列标准溶液。

2)柚皮苷标准品的配制。依据柚皮苷的溶解

性 ,提取溶剂选用 V二甲基亚砜 ∶V甲醇 = 1 ∶1 的混合溶

液。将标准品用提取溶剂溶解后定容为ρ =
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2 mg/ mL的母液。取母液 200μL ,加入适量提取溶

剂稀释至ρ= 1 024μg/ mL ,然后等比稀释至ρ=

512、256、128、64、32、16、8、4、2、1μg/ mL 的系列标

准溶液。

　样品中主要苦味物质的提取

1)柠檬苦素和诺米林的提取。将样品加入液氮

研磨成粉末 ,称取 3 g加入固相萃取仪中 ,参考 Sun

等[10 ]所使用的提取溶剂 ,加入 50 mL 二氯甲烷 ,采

用索氏提取方式回流提取 15 个循环 (约 3 h) ,回收

提取液 ,真空浓缩至干 ,用乙腈定容至 1 mL ,经0. 22

μm微孔滤膜过滤后待测。

2)柚皮苷的提取。将样品加入液氮研磨成粉

末 ,称取 3 g放入 50 mL 离心管中 ,加入 10 mL 提

取溶剂充分振荡 ,超声波萃取 30 min ,过滤 ,弃滤

渣 ,滤液定容至 10 mL ,取 1 mL 经 0. 22μm微孔滤

膜过滤后待测。

　检测条件与数据分析方法

1)主要苦味物质的检测。使用高效液相色谱

法 ,采用 Waters1525高效液相色谱仪 ,配二极管阵

列检测器 ( PDA) ,C18色谱柱 (规格为 4. 6 mm×150

mm ,5μm粒度) (美国 Agilent ) , KHS21 型固相萃

取仪 (德国 IKA) ,FS60型超声波清洗仪 (美国 Fish2
er Scientific) ,5301 型真空浓缩仪 (德国 Eppendorf

Concent rator) 。

2)柠檬苦素和诺米林的 HPL C检测条件。检

测流动相采用 V乙腈 ∶V 10 %甲醇 = 40 ∶60 等度洗脱 ;

流速 1 mL/ min ;检测波长 210 nm ;进样量 20μL ;

柱温为室温。

3)柚皮苷的 HPL C检测条件。采用的流动相

参照文献[11 ] ,将其 B 液的水相改为 10 %乙腈 ,即

A相为乙腈 , B 相为 10 %乙腈 ,梯度洗脱。0～

8 min :A 23 % ; 8～15 min : A 23 %～65 % ; 15～20

min :A 65 %～70 % ; 20～21 min : A 70 %～23 % ;

21～25 min : A 23 %。流速 1 mL/ min ;检测波长

285 nm ;进样量 20μL ;柱温为室温。

色谱纯乙腈和甲醇购自美国 Fisher 公司。二

氯甲烷和二甲亚砜为分析纯。柠檬苦素、诺米林和

柚皮苷标准品 ( HPL C 纯)购自美国 Sigma 公司。

实验用水为超纯水。

4)数据分析方法。物质的定性通过标准品在

H PL C上的保留时间和特征吸收光谱进行双重鉴

定 ,外标法定量。采用 Waters 高效液相色谱仪

Empower2软件 (美国 Waters)控制及数据处理系

统对色谱结果进行处理。应用 Excel 数据处理软件

(美国 Microsoft)进行数据处理和标准曲线的绘制 ,

应用 SAS软件 (美国 SAS Instit ute INC)做差异显

著性分析。

　结果与分析

　 种苦味物质 检测条件的优化

利用高效液相色谱仪上的二极管阵列检测器对

柠檬苦素和诺米林进行 190～710 nm全波段扫描 ,

发现柠檬苦素和诺米林在 210 nm下出现最大吸收

峰 ,柚皮苷在 285 nm下出现最大吸收峰 ,故选择

210 nm为柠檬苦素和诺米林的检测波长 ,285 nm

为柚皮苷的检测波长。国庆 1 号果肉中柠檬苦素

和柚皮苷的液相色谱图和特征吸收光谱如

图 1示。

将配置好的标准品分别进高效液相色谱检测 ,

分别以柠檬苦素和柚皮苷的质量浓度作为横坐标 ,

色谱峰面积为纵坐标 ,绘制标准曲线 ,并计算其回归

方程。回归方程分别为柠檬苦素 Y = 1 330 X +

1 130 (线性范围 1～ 256μg/ mL ) ,相关系数 r =

0. 999 8 ;柚皮苷 Y = 4 620 X - 199 (线性范围 1～

1 024μg/ mL) ,相关系数 r = 0. 999 9 ,达极显著水

平。将一定质量浓度的柠檬苦素和柚皮苷标准样品

每隔 1 h进 1次样 ,各重复 5次 ,其质量浓度标准差

分别为 4. 70 %和 2. 51 % ,均小于 5 % ,说明该检测

方法有较好的稳定性。在同样的色谱条件下 ,短时

间内重复测定一定质量浓度的柠檬苦素和柚皮苷各

5次 ,其标准差分别为 1. 91 %和 4. 37 % ,证明该方

法有较好的精密度。测定平均回收率时 ,在已知含

量的柑橘果实样品中分别加入不同质量浓度的柚皮

苷和柠檬苦素的标准溶液 ,依照样品提取方法提取

苦味物质并进行检测 ,平均回收率均达 93 %以上。

以相当于 3 倍噪声的待测物质质量浓度作为检测

限 ,噪声响应面积为 1 314 ,根据回归方程计算得柠

檬苦素和柚皮苷检测限分别为 : 0. 138μg/ mL 和

0. 328μg/ mL。

　贮藏过程中柠檬苦素含量的变化

如图 2示 ,国庆 1号和国庆 3 号温州蜜柑成熟

果实的果肉中柠檬苦素含量分别为 (5. 11 ±0. 87)

μg/ g和 (3. 16±0. 70)μg/ g (采后 0 d) ,在 2种贮藏

条件下 ,随贮藏时间的延长 ,2个品种果肉中该物质

含量均呈总体增加的趋势。
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图 1　国庆 1号果肉中柠檬苦素 (A)和柚皮苷 (B) HPLC色谱图及特征光谱图 (右上角)

Fig. 1　HPLC chromatogram and characteristic spectrum(up right corner) of limonin

(A) and naringin (B) contained in pulp of C. unshiu‘Guoqing No. 1’

图 2　国庆 1号 (A)和国庆 3号 (B)贮藏

过程中柠檬苦素含量变化 ( n = 3)

Fig. 2　Change s of limonin content in pulp of

‘Guoqing No. 1’(A) and‘Guoqing No. 3’(B)

satsuma mandarin during storage ( n = 3)

在常温贮藏条件下 ,在 0～40 d和 40～80 d两

个阶段 ,国庆 1号和国庆 3 号果肉中柠檬苦素的含

量均呈现出先下降后上升的过程 ;所不同的是 ,在下

降阶段 ,国庆 3 号的含量变化幅度较小。2 个品种

果肉中柠檬苦素含量的最低值均出现在贮后 40 d

左右 ,分别达 (0. 29±0. 08)μg/ g和 (3. 15±2. 12)

μg/ g。

在冷库贮藏条件下 ,整个贮藏期可分为 3个阶

段 :0～20 d、20～40 d及 40～80 d。在这 3 个阶段

内 ,2个品种果肉中柠檬苦素的含量均呈现上升、下

降再上升的过程。2个品种的不同之处仅在于国庆

3号的总体变化幅度较大 ,于贮后 20 d时出现最高

值 ,为 (23. 14±4. 70)μg/ g ,40 d时出现最低值 ,为

(4. 77 ±0. 61)μg/ g ;而国庆 1 号的最高值则出现

在贮后 80 d ,达 (18. 48 ±2. 48) μg/ g ,并同样于贮

后 40 d出现最低值 ,为 (3. 86±0. 49)μg/ g。

2种贮藏条件相比 ,2个品种中柠檬苦素含量在
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常温下变化均较平缓 ;冷库贮藏时 ,贮后 0～20 d的

柠檬苦素含量均呈显著上升的趋势 ;在 20、40 和

80 d时 ,冷库条件下国庆 1 号果肉中柠檬苦素的含

量较常温下显著增加 ( P < 0. 05 ,下同) ,如 :贮后

80 d时 ,冷库贮藏的国庆 1 号中的柠檬苦素达

(18. 48±2. 48 ) μg/ g , 显著高于常温贮藏的

(10. 10±0. 24)μg/ g。对国庆 3号而言 ,仅在贮藏

20 d时 ,观察到柠檬苦素在冷库条件下的显著增

加 :从常温下的 (2. 04±0. 87) μg/ g 显著上升至

(23. 14±4. 70)μg/ g ,之后 ,2种贮藏方式对该品种

柠檬苦素的含量影响较小 ,差异不显著。

国庆 1号和国庆 3号果肉在整个时期均未检测

出诺米林。

　贮藏过程中柚皮苷含量的变化

国庆 1号和国庆 3号温州蜜柑成熟果实贮藏过

程中柚皮苷含量变化如图 3所示。国庆 1号和国庆

3号温州蜜柑成熟果肉中柚皮苷含量相近 ,分别为

(55. 50±2. 10)μg/ g和 (48. 97±2. 30)μg/ g (采后

0 d) ,是柠檬苦素含量的 10倍以上。

　A :国庆 1号‘Guoqing No. 1’sat suma mandarin ; B :国庆 3 号

( n = 3)‘Guoqing No. 3’sat suma mandarin ( n = 3) .

图 3　温州蜜柑贮藏过程柚皮苷含量变化

Fig. 3　Change s of naringin content in pulp of

satsuma mandarins during storage

　　常温贮藏条件下 ,2 个品种果肉中的柚皮苷含

量总体上呈现增加的趋势 ,且有波动情况存在。在

贮藏 0～20 d和 20～40 d两个时期 ,均经历了少量

上升和下降的过程 ,但仅国庆 3 号出现显著差异。

在贮后 40～80 d ,2个品种的变化趋势有所不同 :国

庆 1 号经历了急剧上升 ( 40～ 60 d) 和平缓下降

(60～80 d)的 2个阶段 ,从贮藏 40 d时的 (61. 28 ±

3. 59) μg/ g 急剧增加至 60 d时的 (80. 02 ±9. 00)

μg/ g ,并于 80 d时稍有回落 ,与同期国庆 3号中含

量相当 : (76. 13±2. 49)μg/ g ;而国庆 3号在此期间

的变化规律恰好与国庆 1 号的相反 ,先于贮后40～

60 d呈下降趋势 ,由 (57. 95±3. 99)μg/ g显著下降

为 (40. 56±2. 80 )μg/ g ,而后急剧上升至与国庆 1

号的含量相当。

冷库贮藏时 ,2个品种呈现相同的变化趋势 ,总

体呈增加的趋势 ,且有波动。二者均于贮后 0～

20 d、20～60d和 60～80 d 三个阶段内分别呈现上

升、下降和再上升的变化过程。不同之处在于贮后

20 d 时国庆 3 号的变化较剧烈 ,从 0 d 时的

(48. 97±2. 30)μg/ g 显著增加到 (98. 73 ±24. 93)

μg/ g ,国庆 1号的则从 (55. 50±2. 10)μg/ g显著增

加到 (74. 90±3. 25 )μg/ g。在 60～80 d时 ,国庆 1

号的变化显得较为剧烈 ,从 (42. 22 ±4. 77)μg/ g显

著上升到 (83. 73 ±5. 16)μg/ g ,而此期国庆 3 号的

则从 ( 40. 10 ±2. 94) μg/ g 显著上升至 ( 70. 73 ±

11. 78)μg/ g。

2种贮藏条件相比 ,国庆 1 号中柚皮苷含量在

贮藏 40 d后的变化规律呈相反的趋势 :常温贮藏的

经历了上升 (40～60 d)和下降 (60～80 d) 2个阶段 ,

其含量最低值出现在 0 d 时 ,为 (55. 50 ±2. 10)

μg/ g ;而冷库条件下国庆 1号中的柚皮苷含量则经

历了下降 (40～60 d)和上升 (60～80 d) 2个阶段 ,其

含量最低值出现在 60 d 时 ,为 ( 42. 22 ±4. 77)

μg/ g ,且在贮藏 20和 60 d时 ,2种条件下柚皮苷含

量差异显著。但是 ,国庆 3号中柚皮苷含量在 2 种

贮藏条件下的变化规律保持一致 ,其各个对应时

期的柚皮苷含量均无显著差异 ,仅在贮后 20 d时

冷库条件下出现全时期的最高值 ,达 ( 98 . 73 ±

24. 93)μg/ g。

　讨　论

　国庆 号和国庆 号温州蜜柑果肉中主要的

苦味成分

　　柑橘及其近缘属植物中柠檬苦素类似物的生物

合成途径有 4种 :柠檬苦素群、卡拉敏群、宜昌根辛

群及醋酸酯类柠檬苦素类似物群。在温州蜜柑中 ,

柠檬苦素的生物合成遵循柠檬苦素群途径。在此群

中 ,诺米林是柠檬苦素类似物的前体 ,在茎的筛管中
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合成 ,并向叶、果实和种子等其他器官转运。茎以外

的其它器官完全不进行柠檬苦素类似物的生物合

成 ,但可经诺米林进行其它类似物的转化[1 ,12214 ]。

经检测 ,不同种类柑橘的成熟果实中柠檬苦素和诺

米林的含量均以种子最高 ,果皮次之 ,果汁或汁胞中

含量最低 ,囊衣中含量也较为可观[ 10 ]。本研究在 2

个温州蜜柑品种的果肉中都检测不到诺米林 (配

基) ,可能经糖苷化形成了具有一定抗癌活性、苦味

小的诺米林配糖体[1 ] ,也可能经转化形成了其它柠

檬苦素类似物。

在整个贮藏期间 ,2 个品种果肉中的苦味物质

以柚皮苷为主 ,多数情况下可达柠檬苦素的 4 倍以

上。据研究 ,柠檬苦素的苦味阈值约 1 mg/ L ,而柚

皮苷则为 20～30 mg/ L [15 ]。感官品评结果表明 ,虽

然橙汁中柚皮苷的含量是柠檬苦素的 8～90 倍 ,但

橙汁的苦味感随柠檬苦素的含量增大而加重 ,因而

柠檬苦素是其中主要的苦味成分[16 ]。

因此 ,就本试验而言 ,虽然在含量上占优 ,但由

于苦味阈值高 ,柚皮苷不是引发国庆 1 号和 3 号温

州蜜柑果肉苦味的主要物质。柠檬苦素对温州蜜柑

果肉苦味的主要贡献可结合电子舌等的研究得到进

一步证实。

　苦味物质含量受低温影响的敏感时期

柑橘果实采后脱离了树体 ,其类胡萝卜素可以

在采后进行再合成[17218 ]。由采后 2种苦味物质都呈

总体增加的趋势 ,推测柚皮苷等类黄酮化合物可能

也具有采后合成特性。由于柑橘中叶、果实及种子

等部位完全不进行柠檬苦素类似物的生物合成 ,柠

檬苦素在贮藏期间含量的增加则与类柠檬苦素的转

化有关。

本研究表明 ,贮后 0～20 d 冷库贮藏均引起 2

个温州蜜柑品种果肉中柠檬苦素和柚皮苷含量的显

著上升 ,因此认为采后 0～20 d是苦味物质受温度

影响而变化的敏感时期。其中 ,柠檬苦素的增加可

能与剧烈温差有关。因为成熟果实冷害和机械损伤

会使无味的柠檬苦素2A2环内酯转化为柠檬苦素的
速度加快 ,致苦味加剧[9 ,19 ]。推测此期间室外采收

温度与冷库的较大温差加速了由柠檬苦素 D 环内

酯水解酶催化的上述酶促反应 ,导致柠檬苦素的升

高。冷库贮藏导致柚皮苷生物合成量显著增加的原

因有待进一步研究 ,可能源于植物自身的防御反应 ,

提高了生物抗氧化性。

有趣的是 ,常温下贮藏 20～40 d时 ,2个品种果

肉中柠檬苦素和柚皮苷含量都分别保持大致恒定的

状态 (差异不显著) ,而冷库贮藏条件下其含量都出

现了回落现象。它可能预示有调节因子使贮藏期间

的 2种主要苦味物质在含量上分别保持某种衡定 ,

也可能暗示只有剧烈的温度变化才对这 2种苦味物

质的合成和/或转化起作用。

　国庆 号果肉中苦味物质的含量变化

2种不同贮藏条件相比 ,各相应时期柠檬苦素

和柚皮苷的含量在国庆 3 号果肉中差异大都不显

著 ,仅在贮藏 20 d 时 ,柠檬苦素含量出现了显著差

异。可以认为贮藏 20 d以后 ,贮藏温度对国庆 3号

中柠檬苦素和柚皮苷等苦味物质的采后合成和/或

转化没有影响或影响较小。而在国庆 1 号果肉中 ,

冷库环境在贮后 20、40 和 80 d的几个相应时期显

著促进了柠檬苦素的转化 ,对柚皮苷的影响小于柠

檬苦素 (仅在贮后 20 d 时有显著增加 ,贮后 60 d时

显著降低) 。因此 ,相比而言 ,国庆 1 号果肉中苦味

物质的含量变化对贮藏温度较敏感 ;4 ℃低温贮藏

促使 2个品种温州蜜柑果肉中柠檬苦素和柚皮苷在

含量上发生了改变 ,对柠檬苦素的促进作用尤甚 ,使

苦味增加 ;而且 ,2种苦味物质含量发生显著变化的

非同步性说明贮藏中发生的果实失水现象不是其主

要原因。国庆 1号和国庆 3号对贮藏温度反应差异

的原因有待进一步研究。
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Effects of Different Storage Temperature on Changes of Limonin

and Naringin Content in Pulp of Satsuma Mandarin

DIN G Fan　L IU Bao2zhen　WAN G Zhuang　D EN G Xiu2xin　XU J uan

N ational Key L aboratory of Genetic I m p rovement/ Key L aboratory of Horticul t ural Pl ant

B iolog y , M i nist ry of Ed ucation/ Col lege of Horticul t ure and Forest ry ,

H uaz hong A g ricul t ural Uni versi t y , W uhan 430070 , Chi na

Abstract　Mat ure f ruit s of Guoqing No . 1 and No. 3 sat suma mandarins ( Cit rus unshi u Marc. ) were

stored under 4 ℃and ambient temperature. Limonin and naringin contained in p ulp of t he f ruit s were de2
termined during storage by high performance liquid chromatograp hy. Result s showed t hat : nomilin was

under detection level in t he p ulp ,while naringin content was 10 times as much as limonin upon harves2
ting. Irrelevant to storage temperatures ,content s of limonin and naringin in bot h cultivars increased in a

general aspect ,but changes were much acute for f ruit s stored under 4 ℃comparing wit h t hose in ambient

temperat ure . Furthermore ,storage under 4 ℃inducing significant content changes of limonin and naring2
in in p ulp of Guoqing No . 1 at several stages ,t hus , Guoqing No . 1 was assumed to be more sensitive to

t he low temperat ure t han Guoqing No . 3. Low temperat ure as 4 ℃ stimulated the increase of bit terness

content ,especially in limonin ,while 0220 d was t he sensitive period af ter storage.

Key words　sat suma mandarin ( Cit rus unshi u Marc. ) ; limonin ;naringin ; storage temperat ure
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