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摘　要：柑橘是世界第一大类水果，每年有大量的柑橘加工副产品产生，这些副产品中含有丰富的类柠檬苦素化合

物，具有抗肿瘤、抗炎、抗病毒等多种生理作用，已被应用于食品、医药和农业等领域。开发高效的类柠檬苦素

提取、分离纯化技术，研发快速的类柠檬苦素分析检测方法，有着重要的理论和实践价值。本文介绍了柑橘中类

柠檬苦素结构特征及含量，重点综述了类柠檬苦素的提取、分离纯化及检测技术。总结发现新兴技术如超声辅

助、超临界流体提取类柠檬苦素的提取效率较好，联合应用大孔树脂吸附、高速逆流色谱、制备型高效液相色谱

法分离效果好。在检测技术方面，液相色谱是柑橘中类柠檬苦素使用最广泛的分析方法，可以准确检测出柑橘中

所含类柠檬苦素的种类和含量，但高效、绿色、快速的前处理技术和便捷、高通量的检测技术还有待开发。本文

为柑橘中类柠檬苦素的深入研究和综合开发利用提供参考,为促进柑橘副产物资源的利用提供依据。
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Abstract：Citrus is the largest fruit in the world, and a large number of citrus processing by-products are produced every
year.  These  by-products  are  rich  in  limonoids,  which  have  many  physiological  functions  such  as  anti-tumor,  anti-
inflammatory and anti-virus, and have been used in food, medicine and agriculture. It  is of great theoretical and practical
value to develop efficient extraction, separation and purification technology of limonoids, and to develop rapid analysis and
detection  methods  of  limonoids.  In  this  article,  the  structural  characteristics  and  content  of  limonoids  in  citrus  are
introduced, and the extraction, separation, purification and detection techniques of limonoids are emphatically summarized.
It  is  found  that  emerging  technologies  such  as  ultrasonic-assisted  and  supercritical  fluid  extraction  has  better  extraction
efficiency,  and  the  combination  of  macroporous  resin  adsorption,  high-speed  countercurrent  chromatography  and  
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preparative high-performance liquid chromatography has better  separation effect.  In terms of detection technology,  liquid
chromatography is  the most  widely used analytical  method for  limonoids in  citrus,  which can accurately detect  the types
and contents of limonoids in citrus. However, efficient, green and rapid pretreatment technology and convenient and high-
throughput detection technology need to be developed. This paper would provide a reference for the in-depth research and
comprehensive development and utilization of limonoids in citrus, and provide a basis for promoting the utilization of citrus
by-product resources.
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柑橘类水果是全球广泛种植、加工和消费的最

大类水果之一，每年全世界柑橘类水果废弃物的数量

超过约 1.1~1.2 亿吨，几乎占新鲜水果的一半[1]。柑

橘类水果废物（果皮、种子为主）中富含类柠檬苦素

化合物，是柑橘重要的生理功能活性成分之一[2]。类

柠檬苦素化合物是由一组高含氧的四环三萜衍生物

组成的次生代谢产物，因具有明显苦味影响水果和果

汁口感，早期的研究集中在通过减少这些次生代谢产

物，以降低苦味来提高果汁的商业价值[3]。近十几年

对类柠檬苦素的研究表明，该类化合物具有多种生理

活性，如抗癌、抗神经源性疾病、抗菌、消炎止痛

等[4−5]，这些研究为类柠檬苦素的药物和营养食品的

合理开发利用提供数据支撑。目前寻求新的类柠檬

苦素提取、分离纯化技术将工艺过程中的溶剂消耗、

时间消耗和样品损失降低到最小，以使传统的提取技

术小型化和自动化是诸多学者的主要研究目标。本

文综述了国内外有关柑橘柠檬苦素类化合物的提

取、分离纯化及检测技术方面的研究进展，并对未来

的研究开发提出展望。

 1　柑橘中类柠檬苦素的结构特征与含量
柠檬苦素类化合物是一类含有 4,4,8-三甲基-17-

呋喃基甾体基本骨架结构的化合物[6]。

柑橘中类柠檬苦素的特征在于在 C-17 位有连

接到 D 环的呋喃环，C-3、C-4、C-7、C-16 和 C-17 位

具有含氧官能团[4]，如图 1。目前从柑橘属植物中发

现超过 55 种柠檬苦素类苷元和 18 种柠檬苦素配糖

体，前者主要在种子中形成，后者在果实成熟过程中

形成。对于大多数柑橘属植物，柠檬苦素是含量最多

的苷元，其次是诺米林，其主要的柠檬苦素类苷元化

合物（1~10），结构和来源详见表 1 和图 2。葡萄糖苷

类化合物（11~15）是由柠檬苦素苷元在 17 位和 1 分

子葡萄糖以糖苷键的形式结合而形成的[7]，其结构和

来源详见图 3 和表 2，其中柠檬苦素葡糖糖苷是最具

代表性的葡萄糖苷[8]。

  

O

O

O

O

O

O

O

3

2

4 5
6

10
9

8
7

12

14
13

15

16

17
18

19

O

20
22

23
21

11

1

D

B

C
A

A'

图 1    柑橘中最具代表性的柠檬苦素的结构特征
Fig.1    Structural features of limonin, the most representative

limonoid from citrus
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图 2    柠檬苦素苷元类化合物（1~10）骨架图
Fig.2    Structures of limonoid aglycones（1~10） skeleton

 

柑橘中类柠檬苦素化合物含量受品种、组织部
 

表 1    柠檬苦素苷元类化合物（1~10）主要结构和来源

Table 1    Main structure and sources of limonin aglycones (1~10)

编号 名称 n’ n’’ 分子式 R1 R2 R3 R4 X Y Z 来源 参考文献

1 柠檬苦素 2 1 C26H30O8 O 成环 O-CH=CH 葡萄柚 [13]

2 诺米林 2 1 C28H34O9 与R3成环 OAc 与 R1成环 H O-CH=CH 宫内伊予柑 [14]

3 黄柏酮 1 1 C26H30O7 与R3成环 − 与 R1成环 H O-CH=CH 柠檬 [15]

4 宜昌橙苦素 2 1 C26H32O9 OH OH 成环 O-CH=CH 柠檬、葡萄柚 [16]

5 异黄柏酮酸 2 1 C26H32O8 O H H O-CH=CH 葡萄柚 [17]

6 脱乙酰诺米林 2 1 C26H32O8 与R3成环 OH 与 R1成环 H O-CH=CH 香橼 [18]

7 柠檬酸 2 1 C26H30O10 O 成环 CO-O-CHOH 日本夏橙 [19]

8 异柠檬酸 2 1 C26H30O10 O 成环 CHOH-O-CO 宽皮柑桔 [4]

9 枸橼苦素 2 1 C28H34O11 与R3成环 OAc 与 R1成环 H CHOH-O-CO 佛手 [20]

10 脱氧柠檬苦素 2 0 C26H30O7 O 成环 O O-CH=CH 葡萄柚 [21]
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位、成熟度等因素的影响。LU 等[9] 测定五种常见柑

橘水果（甜橙、柑橘、西柚、柚子、柠檬）种子中类柠

檬苦素含量，结果表明甜橙、柑橘、西柚、柚子、柠檬

中类柠檬苦素占种子干重含量分别为 0.10%~2.36%、

0.01%~1.76%、1.50%~3.09%、1.22%、0.53%~1.90%，柚

类种子可作为类柠檬苦素的重要来源。RUSSO 等[10]

报道了香柠檬不同部位中类柠檬苦素含量，结果表明

种子中含量最高，为 6828.1 mg/kg，其次是果皮和果

肉，果汁中最少，该结论符合通常在柑橘果实中不同

部位，类柠檬苦素含量呈种子>果皮>汁胞的这一规

律。柑橘类柠檬苦素在幼果中主要以苷元存在，随着

果实成熟发育，苷元含量逐渐减少。HUANG 等[11]

报道了 Orah 品种诺米林含量在整个果实成熟阶段

发生明显变化，在落果期和幼果期含量最低，分别为

0.42 和 0.45 mg/10 g，果实膨大期达 18.88 mg/100 g，

而成熟期时未检测出诺米林。HUANG 等[12] 研究龙

安柚、脆香甜柚、白市柚和琯溪柚四种柚子在果实不

同生长发育阶段类柠檬苦素的积累，结果表明，琯溪

柚、龙安柚和脆香甜柚果实汁囊中柠檬苦素含量在

花后 90~170 d 之间增加，在花后 170 d 时达到最大，

分别为 65.5、85.4 和 116 μg/g，花后 170~230 d 之间

下降，白市柚汁囊中柠檬苦素含量的变化则时在果实

发育早期（花后 90 d）最高，为 66.7 μg/g，显著高于其

他品种，诺米林含量的变化与柠檬苦素含量的变化趋

势几乎相同。

 2　柠檬苦素类化合物的提取
柑橘及其废弃物是柠檬苦素类化合物的重要来

源。从天然样品中提取柠檬苦素类化合物的现代技

术主要包括超声辅助提取、超临界流体提取、双水相

提取等，与传统的溶剂浸提、热回流提取、索氏提取

等相比，溶剂的消耗减少，操作时间缩短。此外，由于

柑橘成分复杂，为确保柠样品中柠檬苦素类化合物的

含量，在进行分析前需要经过目标分析物的预富集处

理，以提高检测灵敏度。目前类柠檬苦素检测前处理

技术有固相萃取、分子印迹技术、QuEChERS 等技

术。表 3 概述了现代提取技术在提取类柠檬苦素方

面的优缺点比较。

 2.1　类柠檬苦素提取工艺技术

 2.1.1   超声辅助提取　超声辅助萃取（Ultrasound

assisted extraction，UAE）是广泛应用于从食物和植

物样品中提取化学成分的技术。超声波能够破坏植

物材料组织，导致细胞释放出生物活性化合物，使活

性成分更容易扩散和溶解在溶剂中[23]。尤文挺等[24]

通过正交实验确定了从高橙皮中提取柠檬苦素的最

佳超声条件：声强 0.2556 W/cm2，乙醇体积分数 70%，

料液比 30:1，提取时间 30 min，柠檬苦素提取率为

60.90 mg/100 g。HONG 等[25] 从柠檬籽中提取类柠

檬苦素，基于三因素三水平的响应面试验优化超声辅

助提取，获得最佳提取工艺为提取时间 56 min，温度

56 ℃，超声波功率 300 W，类柠檬苦素得率为 6.02%±

0.07%（n=3），且具有显著的抗氧化活性。超声辅助

提取方法简单、快速，但仍需较大的溶剂量和较长的

时间，与其他技术联用，控制提取的功率和时间效果

会更好。

 2.1.2   超临界流体提取　超临界流体提取（Supercri-

tical fluid extraction，SFE）作为一种简单的绿色提取

方法已被应用于类柠檬苦素的提取，常用的溶剂为安

全、无毒、价格便宜的 CO2。JUN 等[26] 采用超临界

二氧化碳-乙醇体系从葡萄柚糖浆中提取柠檬苦素类

糖苷的最佳超临界条件为：压力 48.3 MPa、温度 50 ℃、

10% 乙醇、时间 40 min、流速为 5.0 L/min 的条件

下，产量为 0.61 mg/g。孟鹏[27] 通过响应面法优化了

超临界 CO2（乙醇为夹带剂）萃取金柑果实中的柠檬

苦素的工艺条件及参数，柠檬苦素得率（1.19 g/kg）略

低于二氯甲烷超声波法，但优于乙醇水浴和超声波

法。压力和温度是影响超临界 CO2 提取的决定性因

素，HERRERA 等[28] 比较了 SFE 和有机溶剂提取枳

实种子中柠檬苦素效果，甲醇和丙酮提取 8 h 产率分

别为 1.650 mg/g 和 0.779 mg/g，而在压力 44.2 MPa，

温度 333 K 的条件下，柠檬苦素产率为 0.388 mg/g，其

产率低于有机溶剂提取，但只需 2 h。SFE 可以在短

 

表 2    葡萄糖苷类柠檬苦素化合物（11~15）主要结构和来源

Table 2    Main structure and sources of limonoids β-D-glucosides (11~15)

编号 名称 n’ n’’ 分子式 R1 R2 R3 R4 来源 参考文献

11 柠檬苦素17-R-D-glucoside 2 1 C32H42O14 O 成环 柠檬 [22]

12 诺米林酸17-R-D-glucoside 2 1 C34H48O16 OH OAc H H 日本蜜柑 [22]

13 脱乙酰诺米林酸17-R-D-glu-coside 2 1 C32H46O15 OH OH H H 柠檬 [22]

14 异黄柏酮酸17-R-D-glucoside（ 2 1 C32H44O14 O H H 葡萄柚 [17]

15 黄柏酮17-R-D-glucoside 1 1 C32H42O13 与R3成环 − 与R1成环 H 柠檬 [22]
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图 3    葡萄糖苷类柠檬苦素化合物（11~15）骨架图

Fig.3    Structures of limonoids β-D-glucosides（11~15）skeleton
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时间内实现快速提取，但在提取过程中需施加高温高

压，易导致类柠檬苦素氧化。因此，尽管超临界萃取

技术有其他技术无法比拟的优点，但该技术的推广还

需解决如何提高稳定性差成分的提取率和降低成

本、适应工业化生产的问题。

 2.1.3   双水相提取　双水相提取（Aqueous two-phase
extraction，ATPE）是根据待萃取物进入两水相间，在

各种力的共同作用下，其有效成分在两相中进行选择

性分配达到分离效果。目前已被应用于从天然样品

中提取柠檬苦素的双水相体系有乙醇-硫酸铵双水相

体系、离子液体双水相体系。汪建红等[29] 采用乙醇-
硫酸铵双水相体系从柠檬籽中提取柠檬苦素，60%
乙醇，12 g 硫酸铵，料液比 1:15 g/mL，60 ℃ 下提取

3 h，平均得率为 1.2535%。汪开拓等[30] 比较了四种

弱酸性离子液体双水相体系从柠檬籽中提取柠檬苦

素的效果，发现采用 1.50 mol/L[TMG][Cl]/1.35 mol/L
NaH2PO4，响应面优化试验后，柠檬苦素提取率为

12.126 mg/g，萃取率达 97.59%。双水相体系仍然需

要使用大量有机溶剂，造成一定的环境污染，随着人

们对绿色化学的需求，研究微型化绿色环保的提取体

系将是一个发展趋势。

 2.2　类柠檬苦素检测前处理技术

 2.2.1   固相萃取　固相萃取（Solid-phase extraction，
SPE）是一种可替代的液液萃取（Liquid-liquid extrac-
tion，LLE）方法，能最大限度地减少溶剂和样品的消

耗。NI 等[31] 采用 Sep-Pak C18 短柱萃取果汁中柠檬

苦素、柚皮素-7-O-葡萄糖苷、柚皮苷和柚皮素，比较

纯乙腈和 60% 乙腈的洗脱效果，结果表明浓度范围

为 60%~100% 的 2 mL 的乙腈溶液足以洗脱 1 mL
果汁中的所有分析物，结合 HPLC 成功测定四种化

合物，其中柠檬苦素检出限和定量限分别为 95.1 和

317  ng/mL，回收率为 102.4%~103.9%。LIU 等 [32]

使用 Oasis HLB 30 mg 小柱对人体尿样进行固相萃

取，可除去盐和其他杂质干扰，结合 LC-MS/MS 成功

处理和测定了尿样中的柠檬苦素，获得了非常低的定

量限，为 0.0783 ng/mL，该方法灵敏、快速、选择性

高，可应用于生物化学和临床研究。目前，越来越多

的新型固相吸附材料被开发出来，提高固相萃取的效

率，使固相萃取的应用更加广泛，但更高效、更适用

于类柠檬苦素的高选择性固相吸附剂材料有待进一

步研究。

 2.2.2   分子印迹技术　分子印迹技术（Molecular im-
printing technology，MIT）是以特定的目标分子为模

板，在合适的条件下合成对该分子具有特异性的聚合

物。ZHANG 等[33] 以甲基丙烯酸和乙二醇二甲基丙

烯酸酯分别用作功能单体和交联剂，制备了基于二氧

化硅粒子的分子印迹聚合物，首次将其应用于吸附柠

檬汁中的类柠檬苦素，结果表明，该聚合物对类柠檬

苦素有良好的选择性识别作用，柠檬苦素、诺米林和

黄柏酮的吸附量分别是 20.88、1.87、4.31 mg/g，是表

面分子非印迹聚合物吸附容量的 3.3 倍，经 HPLC
分析能有效地将柠檬汁中的柠檬苦素提取出来，该分

子印迹聚合物也可用于其他柑橘类果汁的脱苦吸附。

 2.2.3   QuEChERS 法　近年新发展起来的 QuECh-
ERS 法是一种快速、简单、有效、价格低廉的前处理

方法，广泛应用于农兽药残留、毒素等物质的检测，

应用于植物活性成分的富集和提取较少。钟世欢

等[34] 用 900 mg MgSO4、450 mg PSA 和 50 mg GCB
作净化剂，有效去除了柚类果实中糖、有机酸、色素

等干扰杂质，结合 HPLC 同时测定柚类果实中柠檬

苦素、诺米林、黄柏酮 3 种柠檬苦素类化合物，该方

法在 0.10~200 μg/mL 线性良好，相对标准偏差为

1.0%~2.1%。QuEChERS 法操作简单，溶剂使用量

少，检测成本较低，但是易受基质效应干扰，还需提升

净化效果。

 3　柠檬苦素类化合物的分离纯化

 3.1　重结晶

重结晶是纯化固体有机化合物的传统方法，影

响结晶法分离纯化的主要因素是样品的溶解度和溶

剂的种类。HONG 等[25] 采用超声辅助提取柠檬中

的类柠檬苦素，得到柠檬苦素（715.40 mg/g）、诺米林

（277.20 mg/g）和黄柏酮（47.40 mg/g），通过重结晶得

到纯度为 93.21% 和 82.53% 的柠檬苦素和诺米林。

重结晶纯化物质的得率较低，有时为了提高纯化得
 

表 3    柠檬苦素类化合物的现代提取技术的优缺点

Table 3    Advantages and disadvantages of modern extraction techniques of limonoids

提取纯化技术 优点 缺点 参考文献

UAE 与传统方式相比溶剂、时间减少，提取率提高，易于使用
仍需较大的溶剂量和较长的时间，当操作温度较高时，类柠檬苦素

可能分解，从而降低了类柠檬苦素的提取率和生物活性 [24−25,35]

SFE
操作简单、分离容易、提取速度快、提取物纯度高、

活性成分不易被破坏
生产设备复杂昂贵，需定期维护，成本相对较高 [26−27]

ATPE 溶剂、样品和时间消耗少，对环境友好 试剂成本较高，需开发简便易行的试剂回收方法，选择性低 [29−30]

SPE
与其他技术相比提取时间较少，溶剂和样品消耗较少，

可用吸附剂具多样性，自动化程度高，重现性好，
富集系数高

当固相材料的堵塞时会导致操作步骤复杂，
进而增加时间和溶剂消耗 [31−32]

MIT
在应用于复杂食品基质中时，能准确、快速、稳定、

重复地富集目标成分
聚合时易受溶剂影响，不适用于如水等强极性溶剂的功能单体 [33,36]

QuEChERS 操作简单、快速、有效、价格便宜 基质效应明显、净化效果还需提升 [34,37]
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率，会采用分布结晶法。邹连生[38] 采用分步结晶法

纯化类柠檬苦素粗品，三次纯化后柠檬苦素的回收率

比普通结晶提高了 15.6%。重结晶的方法是分离纯

化的重要方法，具有方便快捷、易操作、溶剂少的优

点，但对被提纯物纯度有要求。

 3.2　大孔树脂吸附

大孔吸附树脂是具有多孔性和较大比表面积的

一类新型非离子高分子化合物，可以从溶液中选择地

吸附有机物。庞立等[39] 研究 D-101 大孔树脂对柠檬

苦素的纯化富集效果，采用 80% 乙醇溶液作洗脱剂，

柠檬苦素的吸附率达 88.53%，得率 82.75%，HPLC
测得其含量达到 92.79%，并且在重复过程中树脂的

吸附性能未明显降低。DANDEKAR 等[40] 建立了一

种用异丙苯磺酸钠水溶助长剂结合聚苯乙烯吸附树

脂（SP700）来提取和纯化柠檬苦素类化合物的新方

法，先用水洗涤柱以除去水溶助长剂，然后用甲醇-水
梯度洗脱，分离得到脱乙酰诺米林酸葡萄糖苷、脱乙

酰诺米林和柠檬苦素。除此之外，XIANG 等[41] 还分

别 考 察 了 HZ-816、 D4020 和 Amberlite  XAD-16
HP 三种树脂对类柠檬苦素粗提物的吸附效果，75%
乙醇洗脱的 HZ-816 和 80% 乙醇洗脱的 D4020 对

柠檬苦素和诺米林的解吸能力优于 Amberlite XAD-
16 HP，通过 HZ-816 和 D4020 树脂的纯化步骤之

后，柠檬苦素的纯度分别为 19.80% 和 7.75%，诺米

林的纯度分别为 61.70% 和 18.23%，但 D4020 会同

时富集较多的黄酮类化合物，增加杂质的含量，从而

增加纯化难度。大孔树脂吸附量大、选择性好、易再

生、成本低，通常与其他方法配合使用才能获得理想

的纯化效果。

 3.3　高速逆流色谱

高速逆流色谱法（High-speed counter-current chr-
omatography，HSCCC）是一种连续高效的液-液的色

谱技术，可以消除传统色谱柱中使用的固体载体基质

对样品的不可逆吸附损失[42]。XIANG 等[41] 采用正

己烷:正丁醇:水（2:1.3:1.3）体系分离纯化类柠檬苦

素，该体系具有良好的 K 值（Klimonin=0.8，Knomilin=1.8）。
除了溶剂体系是影响 HSCCC 效果的关键因素，色谱

柱的转速、流动相的流速等也会影响分离效果。在

此基础上考察了上相流速、仪器转速和下相流速，得

到柠檬苦素的含量大于 95%，并且分离时间较短。

HSCCC 具有连续、快速、回收率高等优点，能够同时

实现样品多种成分的有效分离与纯化，且获得的单体

纯度较高，但溶剂体系的筛选比较耗时耗力，因此还

需对溶剂体系的选择建立完善的理论指导体系。

 3.4　制备型高效液相色谱

制备型高效液相色谱（Preparative high perfor-

mance liquid chromatography，PHPLC）是通过高负

载、高分离度的制备柱对目标成分进行分离，与常规

方法相比，它是一种高效快速的分离技术[43]。XIANG

等[41] 通过半制备型高效液相色谱（Semi-pre-HPLC）

对经 HSCCC 未能成功分离的类柠檬苦素流出液进

行分离，选择乙腈-甲醇-水（30:25:45，v/v/v）作流动

相，以 8 mL/min 流速进样，在 45 min 内成功分离出

含量达 95% 的异黄柏酮酸和诺米林。PHPLC 具有

制备量大、产率和纯度高、分离速度快、仪器自动化

程度高等优点，可在工业化的大规模生产中发挥重要

作用。这些用于柑橘中类柠檬苦素分离纯化的方法

优缺点的比较见表 4。

 4　柠檬苦素类化合物的检测技术

 4.1　光谱技术

柠檬苦素结构中含呋喃环，可以在 4-二甲氨基

苯甲醛（DMAB）或艾利希 Ehrlich 试剂作用下生成

的络合物显色，通常在 490~530 nm 下进行检测，此

方法可简单快速地测定类柠檬苦素化合物的总量[44]。

ABBASI 等[45] 用此方法测定浓缩橙汁中的柠檬苦素

含量，线性范围为 9.9~21.8 mg/mL，回收率范围为

95.62%~101.79%。其他光谱技术，如荧光检测、红

外吸收光谱和核磁共振光谱，也已应用到柑橘中类柠

檬苦素化合物的分析检测。荧光技术是在一定条件

下将样品与硫酸反应，460 nm 处测定，但该方法对实

验条件要求严格，不适于推广使用[46]。Lan 等[47] 用

手持式和台式近红外光谱仪测定柑橘种子中柠檬苦

素、诺米林和黄柏酮，UHPLC-MS/MS 进行验证，手

持式不能准确地定量柠檬苦素，但与台式相似，均可

定量诺米林和黄柏酮，这为检测柠檬苦素类化合物提

供了高通量、低成本的现场分析技术。核磁共振光

谱技术（Nuclear  magnetic  resonance  spectroscopy，

NMR）由于受到成本、复杂性、通量以及对相对纯分

析物的要求限制，通常会与其他技术联用[48]。表 5

为柑橘中柠檬苦素类化合物检测方法的汇总。

 4.2　液相色谱

在液相色谱（HPLC）分析中，色谱柱的类型、填

料和长度是影响分离的重要因素。类柠檬苦素的检
 

表 4    柠檬苦素类化合物的分离纯化方法的优缺点

Table 4    The advantages and disadvantages of separation and purification methods of limonoids

分离纯化方法 优点 缺点 参考文献

重结晶 方便快捷，易操作 得率较低，对被提纯物纯度有要求 [38,25]
大孔树脂吸附 处理量大，易再生，成本低 有机溶剂消耗量大，纯化单体效果差 [40−41]

HSCCC 分离时间短，物质纯度高，节省溶剂 溶剂体系的选择和优化耗时耗力 [41]

PHPLC 产率和纯度较高，分离速度快 与大孔树脂吸附法相比，使用较复杂，仪器成本较高 [41]
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测多采用 C18 作为分离填料，连接紫外、二极管矩阵

检测器等。随着分析技术的发展，超高效液相色谱

（UHPLC）已经广泛应用于类柠檬苦素的快速分离，

如孟鹏等 [52] 使用 ACQUITY UPLCTMBEH C18 柱

（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）在 3 min 内分离出金柑中

柠檬苦素和诺米林，检出限分别为 1.65、1.28 μg/g。

如表 3 所示，最常用的流动相为乙腈-水、乙腈-磷酸

水。绍金良等[56] 用乙腈-磷酸水作流动相, 类柠檬苦

素分离良好, 基线平稳、峰型合适。此外，为了进一

步提高目标物的分离度，还会采用三相流动相梯度。

CHEN 等[57] 采用乙腈-四氢呋喃-水（17.5:17.5:65）

在 207 nm 测定柠檬苦素，分离效果好，1.0~50.0 mg/L

线性关系良好，LOD 为 0.07 μg，回收率为 98.69%，

该方法能简便快速测定柑橘类果汁中柠檬苦素。

 4.3　液质联用

液质联用（Liquid chromatography-massspectro-
metry，LC-MS）结合了液相色谱的强大分辨能力和

质谱的检测特异性，满足复杂化学或生物基质中低水

平的类柠檬苦素进行量化的要求[32,58]，已成为目前的

主流分析方法。液相色谱质谱联用仪测定类柠檬苦

素主要采用大气压化学电离离子源（Atmospheric
pressure chemical ionization，APCI）和电喷雾离子源

（Electrospray ionization，ESI）[59−60]，通常 APCI 用于

鉴定柠檬苦素糖苷配基，而 ESI 用于鉴定柠檬苦素

配糖体[61]。MANNERS 等[53] 采用 APCI-LC-MS（正
相和反相）和 ESI-LC-MS（反相）快速检测柑橘汁中

柠檬苦素类化合物，结果表明：APCI 检测限接近 60 pg，

 

表 5    柑橘中柠檬苦素类化合物检测方法的汇总

Table 5    Summary of determination methods of limonoids in citrus

检测
方法

基质 目标物 线性范围 检出限 定量限 回收率（%） 流动相 分析柱
参考
文献

分光
光度
计法

浓缩
橙汁

柠檬苦素 9.9~21.8 mg/mL − − 95.62~101.7
9 − − [45]

荧光
技术

葡萄
柚汁

柠檬苦素 − 0.5 mg/L − − − − [46]

HPLC

柑橘
种子

7种类柠檬苦素 0.5~8 μg 0.25~50 μg − −
3 mmol/L磷
酸-乙腈，梯度

洗脱

HPLC，C18
（250 mm×4.6 mm，5 μm） [49]

柑橘
果汁

诺米林、脱乙酰诺
米林

诺米林酸、脱乙酰
诺米林酸、黄柏酮

25~5000 mg/L 50 ng 250 ng

50 mg/L：
95.0~106.5
100 mg/L：
96.7~103.7

乙腈-4
mmol/L甲酸
水溶液，等度

洗脱

HPLC，Phenomenex Phenosphere-
Next-5μ-Phenyl column

（150 mm×2.0 mm）
[50]

柚子
果实

柠檬苦素、诺米林 0.015~0.5 mg/mL − 0.003
mg/mL 97.2~101.2

乙腈-水，
等度洗脱

HPLC，ZORBAX Eclipse
plus C18 column

（4.6 mm×100 mm）；
UPLC-MS/MS，

HSS T3
（2.1 mm×50 mm，

1.8 μm）

[51]

柑橘
果实

柠檬苦素、诺米林 1~400 μg/mL

柠檬苦素：
0.25 μg/mL
诺米林：

0.30 μg/mL

柠檬苦素：
0.80 μg/mL
诺米林：1.00

μg/mL

98.2~106.9
乙腈-磷酸缓
冲液（pH3.5），

等度洗脱

HPLC，C18
（4.6 mm×150 mm，

5 μm）
[11]

金柑
果实

柠檬苦素
诺米林

柠檬苦素：1~1780 μg/mL
诺米林：1~1720 μg/mL

柠檬苦素
1.65 μg/g
诺米林

1.28 μg/g

−

杆檬苦素：
97.19~100.0

6
诺米林：

95.35~99.83

乙腈-水，
等度洗脱

UPLC，Acquity UPLC BEH C18
（100 mm×2.1 mm，

1.7 μm）
[52]

LC-
MS

柑桔
果汁

柠檬苦素、诺米林

APCI-LC-MS：
120 pg~6 ng
ESI-LC-MS：
240 pg~6 ng

APCI LC-
MS：60 pg
ESI LC-

MS： 180 pg

− −
甲酸-甲醇，梯

度洗脱

APCI- LC-MS（正相和反相）和ESI
LC-MS（反相），Luna 3 μm column

（150 mm×2 mm）
[53]

柠檬
籽

柠檬苦素、诺米
林、黄柏酮

柠檬苦素：200~400 μg/mL
诺米林：200~400 μg/mL

黄柏酮：
100~200 μg/mL

− − −
水-乙腈，
等度洗脱

UPLC-TOF/MS，C18
（2.1 mm×50 mm，1.7 μm）；

HPLC-UV，Inertsil ODS-3 column
（4.6 mm×250 mm，

5 μm）

[25]

四种
柑橘
籽

柠檬苦素、诺米林
柠檬苦素：10~500 μg/mL
诺米林：10~200 μg/mL

柠檬苦素：
4.3 μg/mL
诺米林：

4.59 μg/mL

柠檬苦素：
12.98 μg/mL
诺米林：

13.94 μg/mL

98.2~106.9
0.1% 甲酸乙
腈-0.1% 甲酸
水，梯度洗脱

HPLC-HR-MS，C18 
（RP-18e 50–4.6 mm） [2]

传感
器法

柑橘
汁

柠檬苦素 15~50 mg/L − − − − − [54]

SFC
11种
柑橘
精油

12种类柠檬素苷元 0.5~21.2 mg/L 0.006 mg/L 0.021 mg/L 98 −
SFC-APCI-QqQ-MS，

Ascentis™ C18
（250 mm×4.6 mm，5 μm ）

[55]
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其灵敏度是传统紫外方法检测方法的 30 倍以上，

ESI 的灵敏度是 HPLC-UV 的 10 倍以上，正相和反

相两种模式下，准确度差别不大。类柠檬苦素的 LC-
MS 分析鉴定，易基质干扰，通常使用相似基质或内

标物来校正定量。

 4.4　传感器法

近年来，传感器因其高灵敏度、简单性和低廉的

价格而越来越受欢迎，尤其是在生物样品中。微生物

生物传感器因其操作简单、便携性、灵敏、特异和使

用快速而受关注，如 PURI 等[54] 采用恶臭假单胞菌

G7 菌株营养缺陷型突变体（lim+）突变体开发一种电

流型微生物生物传感器测定金橘汁中柠檬苦素，将柠

檬苦素作为呼吸作用的碳源，在温度 30 ℃、pH6.5
和浓度 106 CFU/mL 的对数中期细胞条件下，柠檬苦

素在 15~50 mg/L 范围内呈线性，并且可以重复使

用。有机电化学晶体管（Organic electrochemical tran-
sistor，OECT）在低电压和低功耗下展现出了优越的

信号放大能力被广泛用于生物和化学传感[62]。SARAF
等 [63] 开发了一种以二氧化铈纳米颗粒功能化的

OECT 作为传感器来检测超低浓度的柠檬苦素，具有

较高灵敏度，LOD 为 10 nmol/L，响应时间以 s 为单

位。DAS 等[64] 开发了一种简单、快速、现场量化检

测柠檬苦素的方法，该方法中采用复合材料硅酸镁-
聚乙烯（MgSiO3·xH2OPVA）的电容式传感器从柑橘

柠檬汁中选择性吸附柠檬苦素来量化柠檬苦素，将灵

敏度提高到 2.392±0.3 μF/mg·L−1，响应时间约 6 s，
可循环 2 次使用，采用 HPLC 验证仅存在 0~12% 的

偏差。

 4.5　其他检测方法

除了上述方法外，类柠檬苦素化合物的检测技

术还有超临界流体色谱法（Supercritical fluid chromato-
graphy, SFC），毛细管电泳（Capillary electrophoresis,
CE）。SFC 是以超临界流体流动相结合特定的检测

器对样品中类柠檬苦素进行检测的一种色谱方法，

与 HPLC 相似，需要对色谱柱、流动相等进行优化以

获得更好的分离效果，与质谱联用可以显著提高灵敏

度，弥补 SFC 的不足。ZOCCALI 等[55] 对不同柑橘

精油中的柠檬苦素苷元和柠檬苦素进行定量定性分

析，建立 SFC-APCI-QqQ 方法，使用极少量的有机溶

剂甲醇（170 μL），约 7 min 进行快速表征，经验证

LOD 和 LOQ 分别为 0.006 和 0.021  mg/L，检测范

围为 0.5~21.2 mg/L，获得较高灵敏度，鉴定出了 12
种柠檬苦素类化合物。CE 具有分析速度快、溶剂消

耗少，对样品前处理要求较低的特点。BRADDOCK
等[65] 采用 CE 测定柑橘组织中柠檬苦素，以极少量

的葡萄柚籽为原料，只经过滤处理，在 75 mmol 硼砂，

pH=9.4，15 kV，25 °C，50 μm×57 cm 石英柱，214 nm
条件下，5 s 压力进样，检出限为 2.00±0.08 mg/L。这

些用于类柠檬苦素测定的技术的优缺点的比较总结

于表 6。
 
 

表 6    柠檬苦素类化合物的检测技术的优缺点

Table 6    The advantages and disadvantages of determination techniques of limonoids

检测技术 优点 缺点 参考文献

分光光度计 快速、操作简单 准确性和可靠性受到限制，需要额外的样品处理来形成有色络合物 [45]
荧光技术 灵敏度高于紫外分光光度法和薄层色谱法 缺乏选择性，要求基质简单，需要经过反应，处理繁琐 [46,66]

NMR
无需标准物质，能快速获得结果，易于使用，
可用于固体和液体样品，只需简单的预处理

缺乏灵敏度、存在一定的准确度问题、仪器成本高、样品应稳定、
不易挥发且无水 [48,67]

IR
高且恒定的分辨率，简单、快速、无损测量，

无需标准品
样品应稳定、不挥发且不含水，在检测前需进行建模，数据的获取耗时耗力 [68]

HPLC
分离柱和测器具多样性、高灵敏度和准确度，

能同时进行类柠檬苦素的分离和定量

与分光光度计法相比，使用较复杂、昂贵、需要大量有机溶剂、不环保、对类
柠檬苦素的吸附取决于所用的柱、流动相取决于所用的柱和所研究类柠檬

苦素的极性
[11,69]

SFC 能实现快速分离，减少溶剂用量，高效环保 对流动相要求高，需要特殊材料维持高压操作条件，仪器成本较高 [55]

LC-MS
具有进样量小、分析范围广、灵敏度高、分析

速度快，自动化程度高
样品前处理复杂、分析时间长、要求苛刻，仪器结构复杂，维护费用高 [32,70]

传感器法 高灵敏度、简单易操作和成本低 检测种类和数量单一，寿命较短，检测数据稳定性、重现性有待提高 [63−64]
 

 5　结论与展望
本文综述了柑橘中柠檬苦素类化合物的分析方

法，包括提取、分离纯化和检测方法。传统的提取纯

化方法虽成本低廉，不需要复杂的设备，但是处理时

间长、有机溶剂使用量大、回收率低、稳定性差，无

法满足检测需求。尽管新型的萃取技术已被开发并

应用于类柠檬苦素的提取，但更高效、快速、绿色、

节能的前处理技术仍有待开发。随着新型吸附剂，如

分子印迹聚合物、纳米材料等新材料的发展，研究高

效的固相萃取方法对柠檬苦素类化合物的提取具有

广阔的前景。同时，近年来用于测定类柠檬苦素的主

要分析方法是 HPLC，这是因为其具有高灵敏度、高

选择性和高通量的优点，但前处理繁琐、分析时间

长、仪器维护费用高，仅限于实验室，难以应用于现

场分析。生物传感器和电化学传感器为类柠檬苦素

的检测开辟了低成本、快速和更高灵敏度的道路，因

此在现有分析方法的基础上，建立方便、快捷、灵敏

的检测方法是类柠檬苦素化合物分析未来的发展方向。
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