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基于代谢组学分析泰国红宝石柚果肉差异代谢物
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摘 要：【目的】系统比较泰国红宝石柚与越南青柚、红玉香柚、三红蜜柚、星露比葡萄柚、暹罗红柚的果肉代谢成分并

筛选差异特征代谢物，为其功能性成分开发及综合利用提供一定的理论基础。【方法】采用液相色谱-质谱（UPLC-MS/

MS）联用技术对6个柚类品种的果肉代谢成分进行非靶向代谢组学分析，通过主成分分析（PCA）揭示品种间的整体

差异，利用正交偏最小二乘法判别分析（OPLS-DA）将泰国红宝石柚与其他品种进行比较，筛选出品种间的差异代谢

物，并对差异代谢物进行KEGG通路富集分析。【结果】通过UPLC-MS/MS分析共鉴定到1019种代谢物，其中55种代

谢物在 6个品种中表现出显著差异，主要包括 12种苯丙酮和多酮类，12种脂质和类脂质分子，10种有机酸及其衍生

物，8种有机杂环化合物，5种苯类化合物等。其中，苯丙酮和多酮类化合物、脂质和类脂质分子占比最高。KEGG通

路富集分析结果显示，苯丙烷类、硫代葡萄糖苷、氨基酰-tRNA、氰氨酸生物合成是最显著的差异代谢路径。在泰国红

宝石柚中，苯丙烷类生物合成途径中芥子酸、1-O-没食子酰基-β-D-葡萄糖含量上调；硫代葡萄糖苷、氨基酰-tRNA、氰

氨酸生物合成途径中L-缬氨酸、L-酪氨酸和DL-异亮氨酸含量同时上调；其他次生代谢物合成途径中吲哚-3-乙醛、1-

戊二酰基-2-羟基-sn-甘油-3-磷酸胆碱、滨蒿内酯、花椒醇含量上调，东莨菪内酯含量下调。【结论】芥子酸、1-O-没食子

酰基-β-D-葡萄糖、L-缬氨酸和L-酪氨酸等10种代谢物可能是参与泰国红宝石柚果实品质形成的关键代谢物。
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Abstract:【Objective】Tubtim Siam Red Ruby Pummelo originated from a Thailand's southern city,

and fruit flesh was ruby-like, so it got the name for granted. It is currently one of the major cultivars of

excellent pummelo in southern China. It is mainly eaten fresh, and little has been reported on the analy-

sis of its fruit characteristic components, drug and health care research and development. The systemat-

ic comparisons of pulp metabolites and screened characteristic metabolites between Tubtim Siam Red

Ruby Pummelo (TSRRP) and Yuenan Qingyou pummelo (YNQY), Hongyu Xiangyou pummelo

(HYX), Star Ruby grapefruit (XLBPTY), Sanhong Miyou pummelo (SHMY), and Xingluo Hongyou

pummelo (XLHY) are considerable value for the utilization of pummelo germplasm resources and the

promotion of medical and health care fields.【Methods】Liquid chromatography- mass spectrometry

was used to analyze the non-targeted metabolomics of pulp components of six pummelo cultivars. The
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detected data unit variance scaling (UV) was normalized and the samples were analyzed for holistic

properties using principal component analysis (PCA). Meanwhile, the log transformation and mean-cen-

tered scaling of the collected data were performed, and subsequently the orthogonal partial least squares-

discriminant analysis (OPLS-DA) was conducted using the R package Meta boAnalyst. Meanwhile, the

values of the variable importance in projection (VIP), fold change (FC), and p-value of student's t-test

were screened for differential metabolites. In addition, TBtools-Ⅱ and the R package ClusterProfiler

software were performed for clustering heatmap and kyoto encyclopedia of genes and genomes

(KEGG) enrichment of the screened metabolites.【Results】UPLC-MS/MS detected a total of 1019 me-

tabolites. The PCA score plot showed that the contributions of principal components 1 and 2 were

23.33% and 19.02%, respectively. QC samples were densely scattered, indicating stable and high quali-

ty metabolic data. TSRRP pummelo was clearly separated from the other cultivars. The six cultivars

were grouped using OPLS-DA analysis. Metabolites were screened by VIP≥1, FC＞2 or FC＜0.5 and

P＜0.05. In the TSRRP vs YNQY comparison, 213 metabolites were identified as differentially ex-

pressed, with 138 upregulated and 75 downregulated. In the TSRRP vs HYX comparison, 237 metabo-

lites were identified, with 165 upregulated and 72 downregulated. In the TSRRP vs SHMY comparison,

264 metabolites were identified, with 196 upregulated and 68 downregulated. In the TSRRP vs XLBP-

TY comparison, 386 metabolites were identified, with 193 upregulated and 193 downregulated. In the

TSRRP vs XLHY comparison, 390 metabolites were identified, with 259 upregulated and 131 downreg-

ulated. An upset plot was conducted for 606 differential metabolites. There were 55 metabolites with si-

multaneous differences in the five combinations. They included 12 phenylpropanoids and polyketides,

12 lipids and lipid-like molecules, 10 organic acids and derivatives, 8 organoheterocyclic compounds, 5

benzenoids, 2 amino acids and derivatives, 2 nucleosides and nucleotides analogues, 2 organic oxygen

compounds, 1 lignan, neolignan and related compound, and 1 coumarin and lignan. Phenylpropanoids

and polyketides, lipids and lipid-like molecules accounted for the highest proportion of 21.82%, while

organic acids and derivatives, organoheterocyclic compounds, and benzenoids also occupied large pro-

portions of 18.18%, 14.55%, and 9.09%, respectively. Metabolite differences between cultivars were

demonstrated, and 55 significantly different metabolite expressions were analyzed by Euclidean cluster-

ing. Significant accumulation took place in metabolites of 11-hydroxydrim-7-en-6-one, 8-hydroxy-7

(11)-eremophilen-12, 8-olide, 4, 4'-cyclohexylidenebisphenol, α-cyperone, L-valine, 3-amino-4-methyl-

pentanoic acid, DL-isoleucine, D-tyrosine, L-tyrosine, DL-tyrosine, and DL-m-tyrosine, while tilmisar-

tan and scopolamine lactone contents in TSRRP pummelo were low. In addition, the samples cluster

analysis based on the Euclidean distance showed that TSRRP was clearly distinguished from the other

cultivars, with YNQY clustered into one unit with XLBPTY and one branch clustered with XLHY,

SHMY, and HYX pummelo. KEGG pathway enrichment analysis showed that phenylpropanoid, gluco-

sinolate, aminoacyl-tRNA, and cyanoamino acid biosynthesis were the most significant metabolic path-

ways. Up-regulation of sinapinate and 1-O-sinapoyl-β-D-glucose was found in the phenylpropanoid bio-

synthetic pathway. L-tyrosine, L-valine, and DL-isoleucine were up-regulated in the glucosinolate, ami-

noacyl-tRNA, cyanoamino acid biosynthetic pathways. 1-Pentadecanoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phos-

phocholine, indole-3-acetaldehyde, scoparone, and xanthotoxol were up-regulated and scopoletin was

down-regulated in the other secondary metabolite biosynthetic pathways.【Conclusion】Differential me-

tabolites in the pulp of TSRRP compared to five pummelos by metabolomics. 55 differential metabo-

lites were screened by UPLC-MS/MS. The significantly enriched differential metabolite pathways were

phenylpropanoid and glucosinolate metabolism. 10 major metabolites were screened, including sinapi-
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柑橘是世界第一大水果，也是中国栽培面积最

大、产量最多的经济果树[1]。柚类（Citrus grandis）为

柑橘3个基本种之一，是其重要的组成部分[2]。中国

柚类的种植面积和产量也同样居世界首位，尤其以

沙田柚、三红蜜柚、东试早柚、贡水白柚等我国自主

选育、地方改良品种为主[3-4]。近些年来，随着全国各

地柑橘柚类野生种、半野生种和栽培种资源的调查

及收集工作不断推进，发现柚类品种不仅果皮颜色

呈现多种多样，果肉颜色也同样如此[5]，如红肉的泰

国红宝石柚、越南青柚、三红蜜柚，黄肉的琯溪蜜柚

和凤凰柚，绿肉的翡翠柚等。其中，大部分红肉柚品

种因果肉中积累了大量的番茄红素或 β-胡萝卜素，

而呈现红色或浅红色[6]。在鲜果市场上，果肉呈红

色的品种更受消费者青睐[7]。红肉柚果实不仅在品

质和口味上符合消费者的需求，还富含类黄酮、类胡

萝卜素等成分，其具有软化血管、消除体内自由基、

抗氧化及抗癌等功能[8]。

为了综合评价植物的内在品质及挖掘功能性成

分，往往需要对糖、有机酸、氨基酸、核苷酸、维生素

等初生代谢物和黄酮、香豆素、生物碱、酚酸、萜类等

次生代谢物的成分及含量进行全面评价[9]。与传统

方法相比，采用代谢组学对食用和药用植物的活性

物质进行高通量分析，具有耗时短、准确性高、检测

更为全面等优点[10-11]。利用液质联用LC-MS[12]（Liq-

uid Chromatograph- Mass Spectrometer）、气质联用

GC-MS[13]（Gas Chromatography-Mass Spectrometry）

和核磁共振 NMR[14]（Nuclear Magnetic Resonance）

平台，对植物样品中大量的代谢物进行检测。通过

对不同品系、生长时期以及处理方式的植物样本进

行多元统计分析，筛选出差异代谢物或者标志物，是

代谢组学在植物学领域研究中最常规的方法，广泛

应用于种质鉴定、产品开发、遗传改良等研究领

域[15]。明家琪[16]通过气相色谱（GC）分析表明，武汉

地区HB柚、Chandler红心柚和华农红柚品种汁胞中

的果糖和奎宁酸含量显著高于重庆地区红肉文旦

柚、Chandler红心柚和五布红心柚的同质含量。陈

婉冰等[17]利用LC-MS和GC-MS进行代谢组学分析，

结果表明化州柚正毛、副毛和光青 3个品系的花朵

在活性成分上存在显著差异；地奥司明、芸香柚皮

苷、芦丁等多种有效成分在副毛和正毛花朵中的含

量高于光青。

泰国红宝石柚源自泰国南部洛坤府市巴帕南

县，果实成熟时果肉颜色呈似红宝石，故名泰国红宝

石柚，是目前中国南方地区主要的柑橘栽培品种之

一。该品种树势强，花较大，具有周年开花的特性，

初花期为 2月下旬，盛花期为 3月上旬至 3月中旬。

果实早熟，以当年2月开花坐果为主，10月上旬进入

成熟期，最早可于9月下旬上市。果实梨形，表面茸

毛长而密，果皮易于剥离；果肉红色，无核，化渣性

优，有香味，耐储运。在热带、亚热带地区，袋装苗移

栽后通常第 3年开始挂果，第 5年进入盛果期，单株

产量高达100 kg。目前，泰国红宝石柚以鲜食为主，

在果实深加工和功能成分研究方面鲜有报道。因

此，笔者以6个柚类品种作为研究对象，运用代谢组

学方法筛选特征代谢物，为泰国红宝石柚果实的功

能性成分开发及综合利用提供一定的理论基础。

1 材料和方法

1.1 试验材料

泰国红宝石柚、越南青柚、红玉香柚、三红蜜柚、

星露比葡萄柚、暹罗红柚果实均来源于云南省农业

科学院热带亚热带经济作物研究所瑞丽柠檬综合试

验站柑橘种质资源圃。2024年 11月 20日采集资源

圃中处于成熟期的 6个红肉柚类品种果实样品（图

1）。每个品种选择树龄相同、长势一致的挂果树 3

株，每株分别从东南西北中 5个方位随机采摘成熟

度一致、大小均匀、无病虫害的果实1个，作为1次重

复。削取果肉，立即置于液氮下速冻后充分混匀，封

袋标记，于-80 ℃冰箱保存备用。

1.2 试剂与仪器

内标2-氯苯丙氨酸购自上海麦克林生化科技股

份有限公司；甲酸铵、乙酸铵、甲酸、甲醇、异丙醇、乙

nate, 1-O-sinapoyl-β-D-glucose, L-tyrosine, L-valine, DL-isoleucine, 1-pentadecanoyl-2-hydroxy-sn-

glycero-3-phosphocholine, indole-3-acetaldehyde, scoparone, xanthotoxol, and scopoletin, respectively.

The active ingredients content of TSRRP was significantly higher than other cultivars, indicating that it

may have higher medicinal and edible value, which can provide a certain theoretical basis for the devel-

opment of functional products and medicines.

Key words: Tubtim Siam Red Ruby Pummelo; Metabonomics; KEGG enrichment analysis
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腈和氨水购自上海安谱实验科技股份有限公司。

Vanquish超高效液相色谱仪和Orbitrap Explo-

ris 120高分辨质谱仪，美国赛默飞世尔科技有限公

司生产；JS002高速离心机，德国Sigma实验室离心

机股份有限公司生产；AS 60-220.R2天平，瑞得威科

技有限公司生产；Tiss-L研磨仪，上海净信科技有限

公司生产；DY-100ST超声仪，深圳市聚力环保科技

有限公司生产。

1.3 试验方法

1.3.1 UPLC-MS/MS 样品前处理 将样品转移到

2 mL EP管中，加入两粒钢珠，液氮中冷冻处理至少

15 min。研磨机96孔板预先放入液氮中冷冻处理，

60 Hz研磨2 min。取100 mg植物样品，加入1000 μL

提取液（70%甲醇，含2-氯苯丙氨酸内标0.5 μg·mL-1），

涡旋混匀 30 s，超声 30 min，-20 ℃静置 30 min，

4 ℃，12 000 r·min-1离心 15 min，0.22 μm滤膜过滤，

取上清液于进样瓶中，冻存于-80 ℃冰箱用于检

测。另外，每个样品吸取等量上清液，混合均匀为

QC样品，上机检测。

1.3.2 UPLC-MS/MS条件 液相色谱采用Thermo

hypersil gold C18（2.1 mm×100 mm，1.9 μm）色谱柱，

流动相A相为 5 mmol · L- 1乙酸铵水溶液，B相为乙

腈，梯度洗脱：0 min，95% A，5% B；10 min，5% A，

95% B；12.1 min，95% A，5% B，保持2.9 min。流速为

0.3 mL·min-1，进样体积为2 μL，样品盘温度为10 ℃，

柱温为40 ℃。使用MSDIAL软件的DDA模式进行

质谱分析。质谱采用ESI离子源，参数如下：离子化

电压+3400/-3200 V，鞘气流速320 Arb，辅助气体流

速40 Arb，温度（TEM）350 ℃。样品随机进样，周期

性地插入QC样品，进行质量控制和矫正峰的漂移。

1.3.3 数据处理及分析 利用UPLC-MS/MS采集

的高通量代谢组学原始数据，先使用Analvsis Base

Fileconverter工具将质谱原始数据转成 abf格式，再

使用MSDIAL软件进行数据预处理，具体包括噪音

滤除、背景扣除、保留时间、质荷比的校正、峰识别、

峰对齐、平滑处理等；然后利用小分子代谢物质谱二

级碎片数据库 mzCloud、MassBanK、METLIN 等进

行搜索匹配，以及查找文献。根据代谢物的裂解规

律结合二级质谱信息进行定性定量分析，得到代谢

物鉴定信息。

将采集的数据UV（unit variance scaling）标准化

处理后进行 PCA（principal component analysis）分

析；同时，将数据进行Log转换和Mean-Centered尺

度化处理，再利用 R 包 Meta boAnalyst 进行 OPLS-

DA分析，得到变量投影重要性分析值（VIP）、差异

倍数（fold change，FC）以及 Student’s t-test的P-val-

ue综合筛选差异代谢物 [18]；利用 TBtools-Ⅱ和 R 包

ClusterProfiler对代谢物数据进行聚类分析和KEGG

（kyoto encyclopedia of genes and genomes）富集分

析[19]。

A. 越南青柚；B. 泰国红宝石柚；C. 红玉香柚；D. 三红蜜柚；E. 星露比葡萄柚；F. 暹罗红柚；标尺：5 cm。

A. Yuenan Qingyou pummelo; B. Tubtim Siam Red Ruby pummelo; C. Hongyu Xiangyou pummelo; D. Sanhong Miyou pummelo; E. Star Ruby

grapefruit; F. Xingluo Hongyou pummelo; Scale bars：5 cm.

图 1 不同红肉柚品种果实表型特征

Fig.1 Fruit phenotypic characteristics of different red-flesh pummelo cultivars
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2 结果与分析

2.1 UPLC-MS/MS非靶向数据PCA分析

基于UPLC-MS/MS检测平台和自建数据库，从

泰国红宝石柚、越南青柚、红玉香柚、三红蜜柚、星露

比葡萄柚、暹罗红柚6组共18个样品中检测到1019

种代谢物。其中脂质和类脂质分子 246 种，占比

24.14% ；苯丙酮和多酮类化合物 215 种，占比

21.10%；有机酸及其衍生物 127种，占比 12.46%；有

机杂环化合物119种，占比11.68%；有机含氧化合物

97种，占比9.52%。此外，还检测到有机含氮化合物、

核苷及其类似物、香豆素和木质素、苯类化合物、生

物碱及其衍生物等（表1）。为探究6个柚类品种果肉

间代谢物的整体差异，对以上检测到的代谢物进行

PCA分析。如图2所示，第一主成分PC1、第二主成

分PC2分别包含了原来信息量的23.33%和19.02%。

QC样本密集分布，表明代谢数据稳定、质量高。在

PC1方向上，泰国红宝石柚、暹罗红柚和星露比葡萄

柚与其他3个品种明显分离，越南青柚、三红蜜柚、红

玉香柚分布较集中，泰国红宝石柚、暹罗红柚、越南

青柚、三红蜜柚、红玉香柚位于正轴，而星露比葡萄

柚位于负轴；在PC2方向上，泰国红宝石柚、暹罗红

柚和星露比葡萄柚也与其他3个品种明显分离。

2.2 泰国红宝石柚果肉代谢数据OPLS-DA分析

OPLS-DA评价模型的预测参数为R2X、R2Y和

Q2，其中R2X和R2Y分别表示所建模型对XY矩阵的

解释率，Q2 表示模型的预测能力，这三个指标越接

近1时，表明模型越稳定可靠。Q2＞0.5时被认为是

有效的模型，Q2＞0.9时为出色的模型。经过200次

随机排列组合试验（图3-A），5个比较组合泰国红宝

石柚vs越南青柚（TSRRP vs YNQY）、泰国红宝石柚vs

红玉香柚（TSRRP vs HYX）、泰国红宝石柚 vs三红

蜜柚（TSRRP vs SHMY）、泰国红宝石柚vs星露比葡

萄柚（TSRRP vs XLBPTY）、泰国红宝石柚 vs暹罗红

柚（TSRRP vs XLHY，后同）的 OPLS- DA 模型中

R2X、R2Y、Q2值均大于0.5，且Q2＞0.9，表明所建模型

具有较强的预测能力。以OPLS-DA模型中变量投

影重要性分析值VIP≥1作为标准筛选差异代谢物，

对分析结果用S-plots进行可视化分析，横坐标p[1]为

负载向量在主成分 1上的协方差，纵坐标 p(corr)[1]

为负载向量与主成分 1的相关性。其中 TSRRP vs

YNQY 筛选出 461 种代谢物（图 3- B），TSRRP vs

表 1 UPLC-MS/MS 非靶向代谢组学检测的代谢物

种类和数量

Table 1 The classification and quantity of metabolites

detected by untargeted metabolomics using UPLC-MS/MS

种类

Classification

生物碱及其衍生物

Alkaloids and derivatives

苯类化合物Benzenoids

香豆素和木质素

Coumarins and lignans

黄酮类化合物Flavonoids

脂质和类脂质分子

Lipids and lipid-like molecules

核苷、核苷酸类似物

Nucleosides, nucleotides analogues

有机酸及其衍生物

Organic acids and derivatives

有机含氮化合物

Organic nitrogen compounds

有机含氧化合物

Organic oxygen compounds

有机杂环化合物

Organoheterocyclic compounds

苯丙酮和多酮类化合物

Phenylpropanoids and polyketides

其他Others

数量

Quantity

12

84

17

12

246

25

127

26

97

119

215

39

占比

Proportion/
%

1.18

8.24

1.67

1.18

24.14

2.45

12.46

2.55

9.52

11.68

21.10

3.83

QC. 质量控制样品；SHMY. 三红蜜柚；XLHY. 暹罗红柚；XLBP-

TY. 星露比葡萄柚；YNQY. 越南青柚；TSRRP. 泰国红宝石柚；HYX. 红

玉香柚。

QC. Quality control samp; SHMY. Sanhong Miyou pummelo; XL-

HY. Xingluo Hongyou pummelo; XLBPTY. Star Ruby grapefruit; YN-

QY. Yuenan Qingyou pummelo; TSRRP. Tubtim Siam Red Ruby pum-

melo; HYX. Hongyu Xiangyou pummelo.

图 2 UPLC-MS/MS 检测的代谢物主成分分析

Fig. 2 Principal component analysis (PCA) of metabolites

detected by UPLC-MS/MS
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置换检验 Permutations

Perm R2Y Perm Q2

P[1]

R2Y=0.999

Q2=0.967

R2Y=0.738

P=0.09 (18/200)

P=0.09 (18/200)

p(
co

rr
)[

1]

A. 交叉验证图，横坐标表示 R2Y、Q2 值，纵坐标是模型分类效果出现的频数。一般情况下，P＜0.05 时模型最佳。B. S-plot 图，每个点代表

一个代谢物，散点颜色代表筛选结果，VIP≥1 的代谢物以红色表示，VIP＜1 的代谢物以蓝色表示，越靠近右上角和左下角的代谢物表示其差

异越显著。

A.In the permutation test plot, the X-axis represents R2Y and Q2 value, and the Y-axis represents the frequency of times the model's classification re-

sults. In general, the model is optimum at P＜0.05. B.In the S-plot plot, each dot represents a metabolite. Colors denote screening results: red for

VIP≥1 and blue for VIP＜1 metabolites. Dots closer to the upper right and the lower left corner indicate more significant differences.

图 3 泰国红宝石柚 vs 越南青柚果肉代谢成分 OPLS-DA 分析的模型交叉验证结果（A）和 S-plot 图（B）

Fig. 3 The results of permutation test(A) and S-plot(B) for OPLS-DA analysis of Tubtim Siam Red Ruby pummelo vs

Yuenan Qingyou pummelo fruit pulp metabolites

HYX为448种，TSRRP vs SHMY为417种，TSRRP vs

XLBPTY为504种，TSRRP vs XLHY为513种。

2.3 泰国红宝石柚果肉差异代谢物筛选

以VIP≥1为筛选标准获得大量差异代谢物，为

进一步筛选不同品种间的标志性代谢物，以FC＞2

或者 FC＜0.5、P＜0.05 标准执行 ，筛选结果以

Log2FoldChange和-Log10 P-value分别为横纵坐标绘

制火山图，对数据进行可视化分析。从 TSRRP vs

YNQY中筛选出 213种代谢物，其中 138种上调，75

种下调（图4）；从TSRRP vs HYX中筛选出237种代

谢物，其中 165 种上调，72 种下调；从 TSRRP vs

SHMY中筛选出 264种代谢物，其中 196种上调，68

种下调；从TSRRP vs XLBPTY中筛选出386种代谢

物，其中 193种上调，193种下调；从TSRRP vs XL-

HY中筛选出390种代谢物，其中259种上调，131种

下调。以上结果表明，泰国红宝石柚差异代谢物上

调的种类数目远高于下调。根据各分组鉴定到的

606种差异代谢物绘制upset图（图5），在5个比较组

合中同时具有差异的代谢物有 55 种。其中，在

TSRRP vs XLHY 中具有差异的代谢物有 76 种，

TSRRP vs XLBPTY有 74种，TSRRP vs SHMY有 28

种。在TSRRP vs YNQY 中具有差异的代谢物有 9

种，分别为曲克芦丁、槲皮素-3-芸香糖苷-7-葡萄糖

苷、紫草素衍生物、槲皮素-3-O-葡萄糖苷衍生物、野

漆树苷、黄芩苷衍生物、非美诺司他、脱镁叶绿酸 a

甲酯、西伯利亚远志糖A5。在TSRRP vs HYX中具

有差异的代谢物有6种，分别为N-三甲基赖氨酸、十

六酰胺乙醇、2’,4’-二羟基-6’-甲氧基苯乙酮、升麻

素-β-D-葡萄糖苷、溶血磷脂酰胆碱、阿糖腺苷一水

合物。

2.4 泰国红宝石柚果肉差异代谢物聚类热图分析

对5个比较组合中同时具有差异的55种代谢物

进行统计分析，结果显示，其主要包括苯丙酮和多酮

类化合物（12种），脂质和类脂质分子（12种），有机酸

及其衍生物（10种），有机杂环化合物（8种），苯类化

合物（5种），氨基酸及其衍生物（2种），核苷、核苷酸

类似物（2种），有机含氧化合物（2种），木脂素、新木

脂素和相关化合物（1种），香豆素和木质素（1种）。

苯丙酮和多酮类化合物、脂质和类脂质分子占比最高

均为21.82%，其次为有机酸及其衍生物（18.18%）、有

机杂环化合物（14.55%）、苯类化合物（9.09%）。为直

观展示品种间的代谢物差异，对55种显著差异代谢

物表达量进行欧式聚类分析。结果表明（图6），在泰

国红宝石柚中11-羟基-7-烯-6-酮、8-羟基-7(11)-佛术

烯-12,8-内酯、双酚Z、α-香附酮、3-氨基-4-甲基戊酸、

L-缬氨酸、DL-异亮氨酸、D-酪氨酸、L-酪氨酸、DL-酪

6
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火山图中每个点代表一个代谢物。横坐标代表该组对比各物质的倍数变化（取以 2 为底的对数），纵坐标表示 t 检验的 P-value（取以 10 为

底对数的负数）。散点颜色代表最终的筛选结果，显著上调的代谢物以红色表示，显著下调的代谢物以蓝色表示，非显著差异的代谢物以灰色

表示。

In the volcano plot, each dot represents a metabolite. The X-axis represents fold changes (Log2Scale), and the Y-axis represents the P-value of the

student’s t-test (negative Log10Scale). Colors denote regulation: red for up-regulated, blue for down-regulated, and gray for non-significant metabo-

lites.

图 4 泰国红宝石柚 vs 越南青柚果肉代谢物火山图

Fig. 4 Volcano plot of Tubtim Siam Red Ruby pummelo vs Yuenan Qingyou pummelo fruit pulp metabolites

图 5 差异代谢成分 upset 图

Fig. 5 The upset plot of differential metabolites
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氨酸、DL-间酪氨酸代谢物含量显著积累，而替米沙

坦、东莨菪内酯代谢物含量较低。此外，基于样品

欧式距离的聚类分析显示，泰国红宝石柚明显区别于

其他5个品种，其中越南青柚与星露比葡萄柚聚为一
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图 6 6 个红肉柚品种果肉差异代谢物热图

Fig. 6 The heatmap of differential metabolites in the six red-flesh pummelo cultivars

TSRRP1

TSRRP2

TSRRP3

YNQY1

YNQY2

YNQY3

XLBPTY1

XLBPTY2

XLBPTY3

XLHY3

XLHY1

XLHY2

SHM
Y3

SHM
Y1

SHM
Y2

HYX3

HYX1

HYX2

替米沙坦 Telmisartan
东莨菪内酯 Scopoletin
知母皂苷 C Timosaponin C
丁香亭-3-O-葡糖苷 Syringetin-3-O-glucoside
灵芝酸 F Ganoderic acid F
二甲基-2-乙酰氧基-5'-(呋喃-3-基)-1-羟基-6-甲基-2'-氧-(3,4,4a,8-四氢-2-萘-5,3'-氧杂环)-1,8a-二羧酸酯 Dimethyl-2-acety-
loxy-5'-(furan-3-yl)-1-hydroxy-6-methyl-2'-oxospiro(3,4,4a,8-tetrahydro-2H-naphthalene-5,3'-oxolane)-1,8a-dicarboxylate
(2R,3S,4S,5R,6R)-2-{[(2S,3R,4R)-3,4-二羟基-4-(羟甲基)哌糖-2-基]氧甲基}-6-[4-(4-羟基苯基)丁-2-基氧]哌糖-3,4,5-三醇 (2R,3S,4S,5R,6R)-
2-{[(2S,3R,4R)-3,4-dihydroxy-4-(hydroxymethyl)oxolan-2-yl]oxymethyl}-6-[4-(4-hydroxyphenyl)butan-2-yloxy]oxane-3,4,5-triol
牛蒡子苷元 Arctigenin
丹酚 A Salvinorin A

花椒醇 Xanthotoxol
AZ505 N-cyclohexyl-3-[2-(3,4-dichlorophenyl)ethylamino]-N-[2-[2-(5-hydroxy-3-oxo-4h-1,4-benzoxazin-8-yl)ethyl-
amino]ethyl] propanamide
L-蛋氨酸 L-Methionine
L-云杉素 L-Picein
3-{[2,3-二氢-2-(4-羟基-3-甲氧基苯)-3-(羟甲基)-7-甲氧基苯并呋喃]-5-基}丙基 β-D-葡萄糖苷 3-{[2,3-Dihydro-
2-(4-hydroxy-3-methoxyphenyl)-3-(hydroxymethyl)-7-methoxybenzofuran]-5-yl}propyl β-D-glucopyranoside
11-羟基-7-烯-6-酮 11-Hydroxydrim-7-en-6-one
3a-羟基-3-(羟甲基)-1,1,3,5-四甲基-2,4,5,6,7,7a-六氢茚-4-羧酸
3a-Hydroxy-3-(hydroxymethyl)-1,1,3,5-tetramethyl-2,4,5,6,7,7a-hexahydroindene-4-carboxylic acid
Leu-leu 甲酯氢溴酸 L-Leucyl-L-Leucine methyl ester hydrobromide
3,5-二羟基-2-(4-羟基苯基)-7-[3,4,5-三羟基-6-(羟甲基)氧杂环己-2-基]氧基-2,3-二氢香豆素-4-酮
3,5-Dihydroxy-2-(4-hydroxyphenyl)-7-[3,4,5-trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]oxy-2,3-dihydrochromen-4-one
N-(4-氨基丁基)苯甲酰胺 Aminobutyl benzamide
染料木素 Genistein
4,5-二羟基-2-[3-(4-羟基-3,5-二甲氧基苯基)丙-2-烯酸酯]-6-(羟甲基)氧杂环-3-(4-羟基-3,5-二甲氧基苯基)丙-2-烯酸酯
4,5-Dihydroxy-2-[3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl) prop-2-enoyloxy]-6-(hydroxymethyl)oxan-3-(4-hydroxy-3,5-dime-
thoxyphenyl)prop-2-enoate
莲心碱二高氯酸盐 Liensinine diperchlorate
香草醛 Vanillin
凯林苷 Khelloside
(1S,8R,9R)-8-羟基-4-(丙烯基)-10-氧三环[7.2.1.01,5]十二烷-8-羧酸
(1S,8R,9R)-8-hydroxy-4-(propan-2-ylidene)-10-oxatricyclo[7.2.1.01,5]dodecane-8-carboxylic acid
1-O-没食子酰基-β-D-葡萄糖 1-O-Sinapoyl-β-D-glucose
[3,4,5-三羟基-6-(羟甲基)呋喃-2-基]-3-(4-羟基-3,5-二甲氧基苯基)丙-2-烯酸酯
[3,4,5-Trihydroxy-6-(hydroxymethyl)oxan-2-yl]-3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)prop-2-enoate
柠檬油素 Limettin
滨蒿内酯 Scoparone
芥子酸 Sinapinate
6-乙基-2,2-二甲基-7-{[4-(吡啶-2-基)哌嗪-1-基]磺酰}-2,3,4,9-四氢-1-咔唑-4-酮
6-Ethyl-2,2-dimethyl-7-{[4-(pyridin-2-yl)piperazin-1-yl]sulfonyl}-2,3,4,9-tetrahydro-1h-carbazol-4-one
2-(羟甲基)-8-(2-羟基丙烯-2-基)-1-甲基四环(4.4.0.02,4.03,7)癸烷-5-醇
2-(Hydroxymethyl)-8-(2-hydroxypropan-2-yl)-1-methyltetracyclo(4.4.0.02,4.03,7)decan-5-ol
川麦冬苷 A Ophiopogonoside A
8-氨甲基苯基吡啶并吲哚-脱氧鸟苷 8-Aminomethylphenylpyridoindole-deoxyguanosine
1-戊二酰基-2-羟基-sn-甘油-3-磷酸胆碱 1-Pentadecanoyl-2-hydroxy-sn-glycero-3-phosphocholine
阿西马朵林 Asimadoline
2-(5-(2-((2-(5-(2-氧丙基)四氢呋喃-2-基)丙酰基)氧)丁基)四氢呋喃-2-基)丙酸
2-(5-(2-(2-(5-(2-Oxopropyl)oxolan-2-yl)propanoyloxy)butyl)oxolan-2-yl)propanoic acid
α-香附酮 α-Cyperone
8-羟基-7(11)-佛术烯-12,8-内酯 8-Hydroxy-7(11)-eremophilen-12,8-olide
双酚 Z 4,4'-Cyclohexylidenebisphenol
2-[(1S,2S,4aR,8aS)-1-羟基-4a-甲基-8-亚甲基-1,2,3,4,5,6,7,8a-八氢萘-2-基]丙-2-烯酸
2-[(1S,2S,4aR,8aS)-1-hydroxy-4a-methyl-8-methylidene-1,2,3,4,5,6,7,8a-octahydronaphthalen-2-yl]prop-2-enoic acid
1-甲基-腺苷 1-Methyladenosine
N-(6-氯-9-β-咔啉-8-基)烟酰胺 N-(6-chloro-9h-β-carbolin-8-yl)nicotinamide
吲哚-3-乙醛 Indole-3-acetaldehyde
D-色氨酸 D-Tryptophan
DL-色氨酸 DL-Tryptophan
4-[(二氨基亚甲基)氨基]丁基乙酰胺 Acetylagmatine
二甲基-2-[(反式)-3-(4-羟基-3,5-二甲氧基苯基)丙-2-烯酰氧基]丁二酸酯
Dimethyl-2-[(E)-3-(4-hydroxy-3,5-dimethoxyphenyl)prop-2-enoyl]oxybutanedioate
L-缬氨酸 L-Valine
3-氨基-4-甲基戊酸 3-Amino-4-methylpentanoic acid

DL-异亮氨酸 DL-Isoleucine
DL-间酪氨酸 DL-m-Tyrosine
DL-酪氨酸 DL-Tyrosine
L-酪氨酸 L-Tyrosine
D-酪氨酸 D-Tyrosine

支，暹罗红柚、三红蜜柚、红玉香柚聚为一支。

2.5 泰国红宝石柚果肉差异代谢物KEGG通路富

集分析

为进一步探究泰国红宝石柚成熟期果肉代谢物

的生物学功能，对每个组合的差异代谢物进行

KEGG代谢通路注释分析。注释结果分为环境信息

处理、遗传信息处理、新陈代谢3类（表2）。如图7所

示，差异代谢产物涉及多种代谢途径。其中次生代谢

物的生物合成途径占比最大，其次是氨基酸代谢途

径。此外，还包括脂质代谢相关通路，如甘油酯和甘

油磷脂代谢；辅助因子和维生素代谢相关通路，如泛

酸、辅酶A、硫胺素及类胡萝卜素的生物合成；碳水化

合物代谢相关通路，如糖酵解、糖原生成及葡萄糖苷

酸生物合成。这些通路均与果实内源物质转化和能

8
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其他氨基酸代谢
Metabolism of other amino acids

脂质代谢
Lipid metabolism

次生代谢物的生物合成
Biosynthesis of secondary metabolites

氨基酸代谢
Amino acid metabolism

翻译
Translation

膜转运
Membrane transport

环境信息处理 Environmental information processing

遗传信息处理 Genetic information processing

新陈代谢 Metabolism

富集元素 Rich factor
0 10 20

5

4

25

7

7

6

表 2 5 个比较组合的差异代谢物 KEGG 通路富集元素

Table 2 Differential metabolite KEGG pathway enrichment elements for the five comparison combinations

组别

Group

TSRRP vs YNQY

TSRRP vs HYX

TSRRP vs SHMY

TSRRP vs XLBPTY

TSRRP vs XLHY

通路1
Pathway 1

25

21

28

42

35

通路2
Pathway 2

12

5

16

13

19

通路3
Pathway 3

4

0

3

0

0

通路4
Pathway 4

0

2

0

0

4

通路5
Pathway 5

0

0

3

0

3

通路6
Pathway 6

7

4

9

8

10

通路7
Pathway 7

6

0

9

10

7

注：通路 1 表示次生代谢物的生物合成；通路 2 表示氨基酸代谢；通路 3 表示脂质代谢；通路 4 表示辅助因子和维生素代谢；通路 5 表示碳

水化合物代谢；通路 6 表示翻译；通路 7 表示膜转运。

Note: Pathway 1 denotes biosynthesis of secondary metabolites; pathway 2 denotes amino acid metabolism; pathway 3 denotes lipid metabolism;

pathway 4 denotes metabolism of cofactors and vitamins; pathway 5 denotes carbohydrate metabolism; pathway 6 denotes translation; pathway 7 de-

notes membrane transport.

图 7 泰国红宝石柚 vs 越南青柚差异代谢物 KEGG 分类

Fig. 7 KEGG-classification plot of Tubtim Siam Red Ruby pummelo vs Yuenan Qingyou pummelo differential metabolites

量供应密切相关，直接影响果实发育和品质形成。

基于差异代谢物的KEGG差异丰度得分（图8）

可知，显著富集的代谢通路为苯丙烷类生物合成、硫

代葡萄糖苷生物合成、氨基酰-tRNA生物合成、氰氨

酸生物合成途径。在苯丙烷类生物合成途径中，芥

子酸、1-O-没食子酰基-β-D-葡萄糖含量上调；在硫代

葡萄糖苷、氨基酰-tRNA和氰氨酸生物合成途径中，

L-缬氨酸、L-酪氨酸、DL-异亮氨酸含量同时上调；在

色氨酸代谢通路中，吲哚-3-乙醛含量上调；在甘油磷

酸酯代谢通路中，1-戊二酰基-2-羟基-sn-甘油-3-磷酸

胆碱含量上调；在其他次生代谢物生物合成途径中，

滨蒿内酯、花椒醇含量上调，东莨菪内酯含量下调。

3 讨 论

在泰国红宝石柚、越南青柚、红玉香柚、三红蜜

柚、星露比葡萄柚、暹罗红柚果肉中共检测到 1019

种代谢物，依据代谢成分化学特性及生物学功能将

其分为24个类别。其中，脂质和类脂质分子占比最

高，其次是苯丙酮和多酮类化合物、有机酸及其衍生

物、有机杂环化合物等。PCA是一种无监督模式识

别的多维数据统计分析方法，可初步了解各组样本

之间的总体代谢差异、组内样本之间的变异度及组

间代谢组分离趋势[20-22]。笔者对 6个品种果肉代谢

物数据进行PCA分析，结果显示PC1和PC2的累计

方差贡献率为 42.35%，泰国红宝石柚与其他 5个品

种明显分离。与PCA相比，OPLS-DA可以使组间区

分最大化，更利于寻找差异代谢物[23-25]。以VIP≥1、

FC＞2或者FC＜0.5、P＜0.05为标准，共筛选出差异

代谢物 606种。在 TSRRP vs XLHY 中差异代谢物

有 76 种，TSRRP vs XLBPTY 有 74 种，TSRRP vs

SHMY有 28种，TSRRP vs YNQY有 9种，TSRRP vs

HYX有 6种，上述差异代谢物可作为泰国红石柚区

别于其他品种的潜在标志性代谢成分。

次生代谢是初生代谢的补充和发展，次生代谢

刘承浪，等：基于代谢组学分析泰国红宝石柚果肉差异代谢物 9
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物参与植物的营养生长和生殖生长以及抵御恶劣的

生存环境，在植物的生长发育中扮演着十分重要的

角色 [15]。笔者利用UPLC-MS/MS进行非靶向代谢

组学分析，从6个品种果肉中筛选出55种差异代谢

物。在泰国红宝石柚中11-羟基-7-烯-6-酮、8-羟基-7

(11)-佛术烯-12,8-内酯、α-香附酮、3-氨基-4-甲基戊

酸、L-缬氨酸、L-酪氨酸、DL-异亮氨酸等 11种代谢

物含量高于其他品种。其中L-缬氨酸、L-酪氨酸为

人体所必需的氨基酸，在食品、医药等领域广泛应

用[26-27]；3-氨基-4-甲基戊酸是一种 β氨基酸，是L-亮

氨酸的异构体，在蛋白质合成和修复、免疫调节等方

面具有重要作用[28]；α-香附酮通过抑制BV-2细胞中

STING信号通路的激活，下调炎症因子 IL-6与TNF-

α的表达，从而降低炎症反应[29]。

此外，笔者对 55种差异代谢物进行KEGG[30-32]

通路富集分析，发现上调的差异代谢物种类远高于

下调。其中，L-缬氨酸、L-酪氨酸、DL-异亮氨酸在硫

代葡萄糖苷、氨基酰-tRNA和氰氨酸生物合成途径

中同时上调。在苯丙烷类生物合成途径中，上调的

芥子酸和 1-O-没食子酰基-β-D-葡萄糖均具有一定

的抗氧化、抗肿瘤功能。其中，芥子酸作为酚类酸的

中间产物，通过苯丙烷类代谢途径和莽草酸途径合

成，还可进一步转化为黄酮、类黄酮、花色苷类等多

酚物质[10]。在其他次生代谢物生物合成途径中，上

调的滨蒿内酯、花椒醇为香豆素类化合物。大量研

究显示，柑橘香豆素具有抗炎、抗凝血以及保护心脑

血管等多种生物学功能[33-34]。在甘油磷酸酯代谢通

路中，上调的 1-戊二酰基-2-羟基-sn-甘油-3-磷酸胆

碱是细胞膜的主要组成成分之一。在色氨酸代谢通

路中，上调的吲哚-3-乙醛具有抗肿瘤、抗菌、调节腺

苷受体等多种生物活性功能，在药物化学领域广泛

应用[35]。

4 结 论

通过系统比较泰国红宝石柚与5个红肉柚品种

果肉中代谢物的差异，共筛选出 55种差异代谢物，

其显著富集的代谢通路主要为苯丙烷类和硫代葡萄

糖苷等生物合成途径。进一步筛选出 10种主要代

DA Score 为 1 表示通路中的代谢物上调表达，DA Score 为-1 表示通路中的代谢物下调表达。

DA Score regulation: 1for up-regulated, -1 for down-regulated metabolites in the pathway.

图 8 泰国红宝石柚 vs 越南青柚差异代谢物 KEGG 差异丰度得分图

Fig. 8 KEGG differential abundance score(DA score) plot of Tubtim Siam Red Ruby pummelo vs Yuenan Qingyou pummelo

differential metabolites

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸降解
Valine, leucine and isoleucine degradation

缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸生物合成
Valine, leucine and isoleucine biosynthesis

莨若烷、哌啶和吡啶生物碱生物合成
Tropane, piperidineandpyridine alkaloid biosynthesis

嘧啶代谢 Pyrimidine metabolism

植物激素信号转导 Plant hormone signal transduction

苯丙烷类生物合成 Phenylpropanoid biosynthesis

苯丙氨酸、酪氨酸和色氨酸生物合成
Phenylalanine, tyrosine and tryptophan biosynthesis

苯丙氨酸代谢 Phenylalanine metabolism

单内酰胺生物合成 Monobactam biosynthesis

甘氨酸、丝氨酸和苏氨酸代谢
Glycine, serine and threonine metabolism

甘油磷脂代谢 Glycerophospholipid metabolism

硫代葡萄糖苷生物合成 Glucosinolate biosynthesis

类黄酮生物合成 Flavonoid biosynthesis

黄酮和黄酮醇生物合成 Flavone and flavonol biosynthesis

半胱氨酸和蛋氨酸代谢 Cysteine and methionine metabolism

氰氨基酸代谢 Cyanoamino acid metabolism

其他次生代谢物生物合成
Biosynthesis of other secondary metabolites

甜菜素生物合成 Betalain biosynthesis

氨基酰-tRNA 生物合成 Aminoacyl-tRNA biosynthesis

ABC 转运体 ABC transporters

差异丰度得分 Differential abundance score
-1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0

数量 Count

P 值 P-value
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谢物，分别为芥子酸、1-O-没食子酰基-β-D-葡萄糖、

L-缬氨酸、L-酪氨酸、DL-异亮氨酸、吲哚-3-乙醛、1-

戊二酰基-2-羟基-sn-甘油-3-磷酸胆碱、滨蒿内酯、花

椒醇、东莨菪内酯。泰国红宝石柚中有效成分的含

量显著高于其他品种，表明其可能具有更高的药用

和食用价值，为开发功能性产品及药物提供了一定

的理论基础。
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