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摘  要: 目的  探究不同低温贮藏方式下贡柑的非靶标代谢组学变化。方法  利用超高效液相色谱-质谱法

(ultra performance liquid chromatography-mass spectrometry, UPLC-MS)对不同低温(‒80、‒20 和 4℃)贮藏处理的

贡柑样品进行非靶标代谢组学分析, 筛选贡柑果皮和果肉中的差异代谢物。结果  借助 UPLC-MS 的正离子

模式和负离子模式, 可分别实现贡柑中 617 种和 483 种代谢物的分析。贡柑非靶标代谢组学分析表明, 经不同

低温贮藏处理的贡柑组别之间均具有多种上调或下调的差异代谢物, 并筛选获得不同低温处理的贡柑果皮和

果肉中的共有差异代谢物。贡柑中差异代谢物涉及到与柑橘水果中多糖类、生物碱类、多酚类等组分的代谢

通路。结论  低温贮藏下贡柑的非靶标代谢组学研究, 为贡柑的低温保鲜及其组分代谢研究奠定了基础。 
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ABSTRACT: Objective  To explore the non-targeted metabolomic changes of Tribute citrus stored under different 

low temperature. Methods  Non-targeted metabolomic analysis was performed on Tribute citrus stored under 

different low temperature (‒80, ‒20, and 4℃) by ultra performance liquid chromatography-mass spectrometry 

(UPLC-MS), and the differential metabolites in the peel and pulp of Tribute citrus were screened. Results  With the 

utilization of UPLC-MS in positive ion mode and negative ion mode, the analysis of 617 and 483 kinds of metabolites 

in Tribute citrus could be achieved, respectively. Non-targeted metabolomics of citrus fruit showed that there were 

a variety of up-regulated or down-regulated differential metabolites among the Tribute citrus groups with the 

storage of different low temperature, and the common differential metabolites were obtained in the peel and pulp 

of Tribute citrus with different low temperature treated. The differential metabolites in Tribute citrus were related 

to the metabolic pathways of polysaccharides, flavonoids, alkaloids, polyphenols and other components of citrus 

fruits. Conclusion  The non-targeted metabolomics of Tribute citrus with the treatment of low temperature has laid 

a foundation for the cold storage and component metabolism research of Tribute citrus. 

KEY WORDS: Tribute citrus; low temperature storage; non-targeted metabolomics; differential metabolites 
 
 

0  引  言 

贡柑(Tribute citrus)作为一种岭南地区的特色柑橘类

水果, 在北宋期间被列为贡品, 又称为皇帝柑。贡柑中富含

膳食纤维、多酚、果胶等营养成分, 具有抗氧化、抗炎症、

降脂及降血糖等多种生理活性, 果皮和果肉都有很大的食

用或者药用价值[1‒4]。由于柑橘类水果密集上市和不耐保存

的特性, 柑橘保鲜显得尤为重要[5‒6]。低温保鲜结合化学试

剂、涂膜保鲜等常被用于贡柑的采后保鲜[7‒10], 极大地延长

了其贮藏期。低温贮藏是一种常用的柑橘类保鲜方法, 但低

温处理对贡柑果肉和果皮中化学组分的代谢均具有一定的

影响[5]。非靶标代谢组学是一种利用高通量检测平台研究样

品中差异代谢物的研究方法[11‒12], 被广泛应用于动植物环

境互作、植物营养成分代谢、食品原料鉴伪及食品加工营养

组分变化等研究[13‒15]。有研究报道了低温贮藏对果蔬的微

观结构及营养成分的代谢组学变化[16‒18], 但目前较少有文

献研究柑橘类水果在低温贮藏下的代谢差异。探究不同低温

条件对柑橘类水果化学组分的代谢变化及其代谢物差异性, 

可以为柑橘采后品质调控及其贮藏保鲜工艺提供研究基础。 

本研究以‒80、‒20 和 4℃分别作为贡柑的速冻、

冷冻和低温冷藏条件, 利用超高效液相色谱-质谱法(ultra 

performance liquid chromatography-mass spectrometry, UPLC-MS)
对不同低温贮藏处理的贡柑进行非靶标代谢组学分析, 分

析不同低温处理下贡柑中果皮和果肉的差异代谢物, 深入

探究不同低温贮藏条件对于贡柑果皮和果肉中化学成分的

影响, 拟为贡柑采后贮藏保鲜及其营养组分代谢研究奠定

基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

贡柑(2021 年 12 月 16 日采摘于广东德庆当地果园, 

成熟度约为 8 分熟, 采后立即送至实验室进行适当处理)。 

甲醇、甲酸、醋酸铵(色谱纯 , 美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司)。 

1.2  仪器与设备 

Q Exactive™ HF 质谱仪、Vanquish UHPLC 色谱仪、

Hypesil Gold C18色谱柱(美国Thermo Fisher Scientific公司); 

D3024R 低温离心机(美国 Scilogex 公司); FA3204B 电子天

平(精度 0.1 mg, 上海精科天美科学仪器有限公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  贡柑样品处理方法 

贡柑样品分别在‒80、‒20 和 4℃共 3 种不同低温条件

进行 10 d 贮藏处理, 每个温度设置 3 组平行的贡柑样品。

‒80℃贮藏的贡柑果皮组和果肉组分别记为 P1 和 R1, 

‒20℃贮藏的贡柑果皮组和果肉组分别记为 P2 和 R2, 4℃

贮藏的贡柑果皮组和果肉组分别记为 P3 和 R3。取 100 mg

贡柑果皮或果肉进行液氮磨碎处理, 加入 500 µL 的 80%甲

醇水溶液振荡混匀 , 冰浴条件下静置 5 min。经 4℃下

15000×g 离心 20 min, 收集部分上清液并用水稀释至甲醇

含量为 53%。经再次离心后, 上清液用于 UPLC-MS 分析。

以每个实验样本的等体积混匀样本作为质控样本, 以 53%

甲醇水溶液作为空白样本。 

1.3.2  UPLC-MS 分析 

利用 Hypesil Gold C18 色谱柱对样品进行分离, 色谱

条件为: 柱温 40℃, 流速 0.2 mL/min, 正离子模式流动相

(流动相 A: 0.1%甲酸, 流动相 B: 甲醇), 负离子模式流动

相(流动相 A: 5 mmol/L 醋酸铵, 流动相 B: 甲醇), 采用梯

度洗脱模式 (0~3.0 min: 2% B, 3.0~10.0 min: 85% B, 

10.0~10.1 min: 100% B, 10.1~12.0 min: 2% B)。 

利用 Q Exactive™ HF 质谱仪对目标物质进行定性和

相对定量分析, 质谱条件为: 选择质荷比(m/z)为 100~1500
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进行离子扫描, 喷雾电压 3.5 kV, 鞘气流速 35 psi, 辅助气

流速 10 L/min, 离子传输管温度 320℃, 辅助气加热器温度

350℃, 分别采用正离子和负离子模式进行 MS/MS 数据依

赖性二级扫描。 

1.3.3  非靶标代谢物的筛选与鉴定 

将 UPLC-MS 分析所得数据依据保留时间、质荷比等

参数进行预筛选, 并将代谢物分子离子峰和碎片离子的预

测分子式与 mzCloud、mzVault 和 Masslist 数据库进行比对, 

用空白样本去除背景离子, 并对原始定量结果进行标准化

处理, 最终获得代谢物的分子鉴定和相对定量分析[19]。 

1.4  数据分析 

利用 Microsoft Excel 2016 和 Origin 2019 分别处理数

据和绘图, 采用相对定量方式对同种化学物进行分析比较, 

以便筛选上调或下调差异代谢物。非靶标代谢物的筛选、

鉴定及多元统计分析由北京诺禾致源基于 Linux 操作系统

(CentOS 版本 6.6)及软件 R、Python 完成, 利用诺禾致源

云平台绘制火山图及聚类热图等[20‒21]。 

2  结果与分析 

2.1  利用 UPLC-MS 分析贡柑非靶标代谢物 

利用 UPLC-MS 对不同预处理的贡柑果皮或果肉样品

进行非靶标代谢组学分析, 图 1 为质控样本的总离子流

图。由于贡柑中不同的化学物质本身的特性具有很大差异, 

基于高分辨质谱检测技术, 经非靶向代谢物和特定数据库

的比对鉴定[22‒24], 在正离子模式下可对贡柑中 617 种代谢

物进行定性和相对定量分析, 在负离子模式下可对贡柑中

483 种代谢物进行定性和相对定量分析。ZHAO 等[17]和

DENG 等 [18]将高效液相色谱 -质谱法 (high performance 

liquid chromatography-mass spectrometry, HPLC-MS)分别

用于低温胁迫下草菇和红毛丹的代谢组学分析, 对贮藏过程 

 

 
 

注: A 为正离子模式, B 为负离子模式。 

图 1  贡柑质控样本的 UPLC-MS 总离子流图 

Fig.1  Total ion chromatograms of UPLC-MS of Tribute citrus 
quality control samples 

中营养组分变化规律进行探究, 并对相关差异物质进行了解

分析。本研究借助 UPLC-MS 的正离子模式和负离子模式可

在最大程度上实现对贡柑中非靶标代谢物的分析鉴定, 表明

该技术可用于阐述果蔬低温贮藏过程中营养组分的变化。 

2.2  贡柑非靶标代谢物的 UPLC-MS 方法评价 

为了 UPLC-MS 评价方法的准确性, 基于质控(quality 

control, QC)样本的相关性分析如图 2A、B 所示。基于非靶

标代谢物的相对定量值计算 QC 样本之间的相关性(R2≥

0.989), 说明质控样本之间相关性较好。基于贡柑果皮、果

肉样品及质控样本的测定结果 , 建立总样本主成分分析

(principal component analysis, PCA)(图 2C、D), 各贡柑样品

组 呈 现 出 明 显 的 组 别 聚 类 趋 势 , 说 明 本 研 究 建 立

UPLC-MS 的稳定性良好, 可用于贡柑非靶标代谢物筛选

与多元统计分析。 

2.3  贡柑非靶标差异代谢物的筛选 

基于贡柑样品非靶标代谢物的 PCA 与偏最小二乘法

判别分析结果, 筛选获得不同低温处理下贡柑果皮和果肉

中的差异代谢物(表 1)。为了更加直观展示不同低温贮藏条

件下非靶标差异代谢物的整体分布情况, 绘制不同组别对

比的火山图(图 3)。在 UPLC-MS 正离子和负离子模式下, 

经不同低温贮藏处理的贡柑组别之间均具有多种上调或下

调的差异代谢物。与‒80℃处理组相比, ‒20℃处理的贡柑

果皮在正离子和负离子模式下均有 82 种差异代谢物 , 

‒20℃处理的贡柑果肉在正离子和负离子模式下分别有

111 种和 86 种差异代谢物, 4℃处理的贡柑果皮在正离子和

负离子模式下分别有 112 种和 95 种差异代谢物, 4℃处理的

贡柑果肉在正离子和负离子模式下分别有166种和123种差

异代谢物。不同柑橘品种和不同贮藏期的柑橘对贮藏温度响

应有较大的差异[25‒26], 本研究分析得到的差异代谢物主要

是由于不同低温贮藏对贡柑的影响, 使得其在贮藏期营养

组分发生了复杂的代谢反应[27‒28]。DENG 等[18]研究了低温

胁迫对红毛丹果皮褐变的影响, 276 个差异表达的代谢物中

有 47 个可能与果皮褐变有关, 发现贮藏温度对红毛丹的营

养组分代谢有重要影响, 这与本研究的结果相一致。 

2.4  贡柑非靶标差异代谢物的多元统计分析 

根据不同低温贮藏处理的贡柑非靶标代谢组学分析, 

汇总所有贡柑果皮和果肉组的差异代谢物, 构建了总差异

代谢物聚类分析热图(图 4)。经 UPLC-MS 正离子和负离子

模式分析, 与‒80℃贮藏组(P1 和 R1)相比, ‒20℃ (P2 和 R2)

和 4℃ (P3 和 R3)处理的贡柑果皮和果肉中非靶标代谢物

均表现出巨大的差异性。‒80℃贮藏处理的贡柑一般能够

较好地保存原有的成分, 而在‒20℃和 4℃条件下贮藏的贡

柑均发生了一系列复杂的生物化学变化, 原有成分经过代

谢反应产生了多种差异代谢物[29‒31]。 
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注: A、C 为正离子模式, B、D 为负离子模式。PC1 第一主成分; PC2 第二主成分。 

图 2  UPLC-MS 的质控样本相关性分析(A、B)和总样本 PCA (C、D) 

Fig.2  Correlation analysis (A, B) of quality control samples and PCA (C, D) of total samples by UPLC-MS 

 
表 1  不同低温处理下贡柑中差异代谢物分析 

Table 1  Analysis of differential metabolites in Tribute citrus under different low temperatures 

 不同处理组别对比 非靶标代谢物 差异代谢物 上调差异代谢物 下调差异代谢物 

正离子模式 

P2 vs P1 617 82 31 51 

P3 vs P1 617 112 52 60 

P3 vs P2 617 44 27 17 

R2 vs R1 617 111 39 72 

R3 vs R1 617 166 79 87 

R3 vs R2 617 57 38 19 

负离子模式 

P2 vs P1 483 82 52 30 

P3 vs P1 483 95 67 28 

P3 vs P2 483 39 25 14 

R2 vs R1 483 86 69 17 

R3 vs R1 483 123 99 24 

R3 vs R2 483 30 19 11 

 
为了深入探究不同低温条件对贡柑贮藏代谢的影响, 

分别比较分析‒80、‒20 和 4℃处理下贡柑果皮和果肉的共

有差异代谢物(表 2)。经不同低温贮藏处理后, 贡柑果皮中

上调差异代谢物主要有萝芙素盐酸盐、羟甲戊二酸、甲氧

醉椒素、L-苯丙氨酸、异丹叶大黄素、异阿魏酸、壬二酸、

4,5-二苯基-1,2-二氢-3H-吡唑并[3,4-c]哒嗪-3-酮、2-羟基吡

啶酸, 下调差异代谢物主要有表没食子儿茶素、亚麻酸甲

酯、L-谷胱甘肽(氧化型); 而不同低温处理的贡柑果肉中上

调差异代谢物主要有萝芙素盐酸盐、半胱氨酸-谷胱甘肽二

硫醚、Boc-β-氰基-L-丙氨酸、异橙黄酮、4,5-二苯基-2,3-
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二氢-1H-吡唑并[3,4-c]哒嗪-3-酮, 下调差异代谢物主要有

N-乙酰葡糖胺、戈米辛 N、连翘酯苷 B、去乙酰基车叶草

苷酸、D-甘露糖-6-磷酸、咖啡酸-O-葡萄糖苷。贡柑果皮

和果肉中主要差异代谢物与柑橘水果的多糖类、生物碱类

以及多酚类等组分的代谢有关[31‒34]。这说明了常规 4℃低

温贮藏保鲜在一定程度上可以延长贡柑的保质期, 但其水

果发生了一系列复杂的代谢反应, 对于贡柑营养成分等有

一定的不良影响。 

 

 
 

注: A1、B1、C1、D1、E1 和 F1 为正离子模式, A2、B2、C2、D2、E2 和 F2 为负离子模式。P value: P 值; fold change: 差异倍数; VIP: 变量重

要性投影(variable importance in the projection); DE_Meta: 差异代谢物(differential metabolite); UP: 显著上调; DW: 显著下调; NoDiff: 无差异性。 

图 3  不同低温处理的贡柑果皮样品组(A、B、C)或果肉样品组(D、E、F)的差异代谢物火山图 

Fig.3  Volcanic plots of different metabolites in the sample groups of the peel (A, B, C) or pulp (D, E, F) of Tribute citrus stored under  
different low temperatures 

 

 
 

注: A 为正离子模式, B 为负离子模式。 

图 4  不同低温处理下贡柑样品的总差异代谢物聚类热图 

Fig.4  Cluster heatmaps of total differential metabolites of Tribute 
citrus stored under different low temperatures 

3  结  论 

本研究建立了高准确性的 UPLC-MS 用于贡柑非靶标

代谢组学研究, 筛选获得了不同低温处理下贡柑的非靶标

差异代谢物, 分析获得了低温处理的贡柑的果皮和果肉中

的差异代谢物, 探究了不同低温贮藏条件对于贡柑果皮和

果肉中营养组分的影响, 对贡柑水果的贮藏保鲜及其营养

代谢机制分析提供了研究基础。尽管本研究阐述了低温处

理下贡柑中非靶标代谢物的变化情况, 但对于差异代谢物

的生理生化变化机制并未探究, 后续还需针对贡柑中特定

差异代谢物及其代谢通路展开进一步深入研究。 
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表 2  不同低温处理下贡柑中共有差异代谢物 
Table 2  Common differential metabolites in Tribute citrus stored under different low temperatures 

离子模式 对象 上调差异代谢物 下调差异代谢物 

正离子模式 

贡柑果皮 
(P3 vs P2 vs P1) 

萝芙素盐酸盐、羟甲戊二酸 表没食子儿茶素 

贡柑果肉 
(R3 vs R2 vs R1) 

萝芙素盐酸盐、半胱氨酸-谷胱甘肽二硫醚、Boc-β-

氰基-L-丙氨酸 

N-乙酰葡糖胺、戈米辛 N、连翘酯苷 B、

去乙酰基车叶草苷酸 

负离子模式 

贡柑果皮 
(P3 vs P2 vs P1) 

甲氧醉椒素、L-苯丙氨酸、异丹叶大黄素、异阿魏

酸、壬二酸、4,5-二苯基-1,2-二氢-3H-吡唑并[3,4-c]

哒嗪-3-酮、2-羟基吡啶酸 

亚麻酸甲酯、L-谷胱甘肽(氧化型) 

贡柑果肉 
(R3 vs R2 vs R1) 

异橙黄酮、4,5-二苯基-2,3-二氢-1H-吡唑并[3,4-c]哒

嗪-3-酮 
D-甘露糖-6-磷酸、咖啡酸-O-葡萄糖苷 
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