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代谢组学分析揭示成熟前后小粒咖啡
果皮黄酮和类胡萝卜素差异

王祖权1,2，谭玉龙1,2, +，郭银楠1,2，谢　纯1,2，李学俊1,2，杜华波1,2，俞思莹1,2，张传利1,2, *

（1.云南农业大学热带作物学院，云南普洱 665099；
2.云南省咖啡重点实验室，云南普洱 665099）

摘　要：探究小粒种咖啡果皮在成熟前后黄酮和类胡萝卜素代谢产物的变化及其在着色机制中的作用。采用超高效

液相色谱-串联高分辨质谱代谢组学分析方法，并结合主成分分析、正交偏最小二乘判别分析和聚类分析，对成熟

前后果皮中的黄酮和类胡萝卜素代谢产物进行特征分析。共鉴定出 234种黄酮类代谢物和 40种类胡萝卜素代谢

物，其中黄酮醇（81种）和叶黄素（34种）分别为主要类型。成熟后果皮中类胡萝卜素含量显著下降，总黄酮含

量变化不大，但花色苷积累模式相反。叶黄素和 β-类胡萝卜素在早期积累与绿色着色相关，而矢车菊素衍生物则

促进成熟果皮的红色着色。此外，八氢番茄红素和六氢番茄红素在成熟果皮中特有积累。本研究解析了小粒种咖

啡果皮成熟前后黄酮和类胡萝卜素积累与着色之间的关系，为咖啡果皮着色机制提供了新视角，并为咖啡副产品

的加工利用及健康功能食品的开发提供了理论依据。
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Metabolomic Analysis Reveals Differences in Flavonoids and Carotenoids
in the Peel of Coffea arabica L. before and after Ripeness

WANG Zuquan1,2，TAN Yulong1,2, +，GUO Yinnan1,2，XIE Chun1,2，LI Xuejun1,2，DU Huabo1,2，
YU Siying1,2，ZHANG Chuanli1,2, *

（1.College of Tropical Crops, Yunnan Agricultural University, Pu'er 665099, China；
2.Yunnan Provincal Key Laboratory of Coffee, Pu'er 665099, China）

Abstract：This  study  examined  the  changes  in  flavonoid  and  carotenoid  metabolites  in  the  peel  of Coffea  arabica L.  in
mature and immature stages and their  roles in coloration.  Ultra-performance liquid chromatography coupled with tandem
mass  spectrometry  (UPLC-MS/MS)  was  employed  to  analyze  the  metabolite  profiles,  in  combination  with  principal
component  analysis  (PCA),  orthogonal  partial  least  squares  discriminant  analysis  (OPLS-DA),  and clustering  analysis.  A
total of 234 flavonoid metabolites and 40 carotenoid metabolites were detected, with flavonols (81 species) and lutein (34
species) being the most abundant. The total carotenoid content in the peel decreased significantly after ripening, while the
total flavonoid content remained relatively stable, although anthocyanin accumulation showed the opposite pattern. Lutein
and β-carotene accumulation in unripe peels were linked to green coloration, while cyanidin derivatives contributed to red  
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coloration in ripe peels. Furthermore, unique accumulations of phytoene and phytofluene were observed in the ripe peels.
This  study  elucidates  the  relationship  between  flavonoid  and  carotenoid  accumulation  and  peel  coloration  during  the
ripening of Coffea arabica L. and provides new insights into the mechanisms underlying coffee peel coloration, offering a
theoretical foundation for the utilization of coffee by-products and the development of functional foods.

Key words：Coffea arabica L.；coffea peels metabolomics；metabolite accumulation；flavonoids；carotenoid accumulation

咖啡植物属于茜草科 （Rubiaceae）咖啡属

（Caffea），有 130多个公认的品种[1]。在国际市场中，

小粒咖啡（Coffea  arabica  L.）和中粒咖啡（Coffea
canephora L.）占据主导地位[2]。小粒种咖啡（Coffea
arabica L.）品种起源于埃塞俄比亚高原的热带雨林

中[1]，其含有丰富生物活性的化学物质[3]，例如绿原

酸[4]、咖啡因[5]、三尖杉碱[6] 等。云南咖啡产业经过

多年发展，已基本形成完整的产业链，种植面积、产

量、农业产值均占全国的 98%以上，面积和产量分

别占全球 0.82%和 1.08%，成为中国第一大咖啡产

区 [7]。果皮作为初级副产物，约占咖啡鲜果的

45%[8]。云南小粒种咖啡大部分采取湿法加工法生

产水洗咖啡，据调查，一般加工 1吨咖啡鲜果产生

0.5吨皮渣（包括果皮、果肉），云南咖啡种植区每年

咖啡鲜果处理加工产生皮渣约 39.68万吨，加工后易

造成浪费和污染[9−10]。咖啡果皮里面含有丰富的营

养成分，其主要成分是纤维素、蛋白质和总糖，脂肪

酸含量占咖啡果皮的 5.411%~6.752%[11]。成熟状态

下小粒种咖啡的果皮呈鲜红色，所以又称“樱桃”[12]。

在采摘小粒种咖啡果实时，绿色果实会产生涩味，直

接影响饮料的质量[13]，而“樱桃”果实颜色是成熟度

良好的标志，与咖啡饮料中优质风味的发展相关，并

且成熟咖啡果实都具有影响最终产品的数量和质量

的特定特征[14]。植物呈现出丰富的色泽主要为花青

素、类胡萝卜素、生物碱等色素决定[15]。外部颜色不

同的特定咖啡品种的副产品有可能被用作独特生物

活性化合物的来源，包括花青素和类胡萝卜素，对人

体健康有益[16]。因此，了解小粒种咖啡成熟前后果皮

着色和相关代谢产物积累机制，不仅对改进咖啡加工

和提高产品质量具有重要意义，还能为开发高附加值

的咖啡副产品提供科学依据。

代谢组学是生物组学中新发展起来的一门重要

学科，在植物代谢产物的分析和鉴定领域广泛应

用[17]，可以系统阐明咖啡内生物活性物质的重要性。

例如 Li等 [18] 采用液相色谱 -串联质谱联用技术

（Liquid  Chromatography-Tandem  Mass  Spectrome-
try，LC-MS/MS）方法研究了四个果实成熟期的黄

酮类化合物的研究。Shen等[19] 利用代谢组学研究

不同初级加工方法对小粒种咖啡风味的影响。Hu
等 [20] 利用核磁共振氢谱 （ 1H  Nuclear  Magnetic
Resonance Spectroscopy，1H NMR） 检测与偏最小二

乘判别分析 （Partial Least Squares Discriminant Ana-
lysis，PLS-DA） 相结合，分析八种不同成熟度的咖啡

青豆和果肉中成熟度标记物的含量，阐明咖啡果成熟

过程中糖类、5  - 咖啡酰奎宁酸（5-Caffeoylquinic
Acid，5-CQA）、咖啡因和葫芦巴碱的变化，并进一步

讨论它们可能具有的生物学功能以及对杯测评分的

影响。尽管目前采用代谢组学技术对咖啡的研究越

来越多，但小粒咖啡果皮成熟前后的着色及其代谢产

物的差异、动态变化和关键代谢途径的报道较少。

在小粒种咖啡果皮副产品开发应用上，对果皮代谢调

控机制的全面了解，为深度开发果皮营养和品质提供

一定的参考价值。

因此，本研究采用超高效液相色谱串联质谱

（Ultra Performance Liquid Chromatography-Tandem
Mass  Spectrometry，UPLC-MS/MS）代谢组学技术，

以卡蒂姆（Catimor）品系 PT品种的小粒种咖啡果皮

为材料，系统分析了绿熟期时的绿果皮（Green Peel，
GP）和完熟期时的红紫果皮（Red-Purple Peel，RPP）
的黄酮和类胡萝卜素代谢特征。本研究通过揭示不

同成熟阶段果皮着色机制及其代谢物积累的动态

变化，旨在为咖啡果皮的高效利用、食品加工及健

康功能食品开发提供科学依据，同时为果皮色泽

定向遗传育种提供理论支持和数据支撑。这一

研究不仅能够丰富咖啡副产品的应用价值，还能

为推动食品领域的咖啡技术创新和副产品多样

化提供参考。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

本研究以卡蒂姆（Catimor）品系 PT品种咖啡鲜

果果皮为材料，绿果皮标记为 GP（GP-1，GP-2，GP-
3），红紫果皮标记为 RPP（RPP-1，RPP-2，RPP-3）；样
本种植于云南农业大学热带作物学院咖啡种质资源

圃（101°04'30.26" E，22°45'08.52" N），样品的采集遵

循生物学重复 3次的原则。采集的样品立刻放置液

氮中，带回实验室分离果皮，保存在−80 ℃ 冰箱中备

用，一部分用于理化指标测定，一部分用于代谢组学

测定。甲醇、乙腈、乙醇　色谱级，德国 Merk公司；

甲酸、2,6-二叔丁基对甲酚（BHT）　上海 Aladdin公

司；丙酮　国药集团化学试剂有限公司；氯化钠　上

海易恩化学技术有限公司；氢氧化钾　上海沪试实验

室器材股份有限公司；甲基叔丁基醚、正己烷　CNW
公司；二氯甲烷　ThermoFisher公司。

Scientz-100F冻干机　中国宁波新芝生物科技

股份有限公司；MM 400 Retsch研磨仪　弗尔德（上

海）仪器设备有限公司；ExionLCTM AD超高效液相

色谱 SCIEX　上海爱博才思分析仪器贸易有限公

司；Applied Biosystems 4500 QTRAP 三重四级杆质
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谱仪　赛默飞世尔（上海）科技公司；Agilent SB-C18

色谱柱（1.8 µm，2.1 mm×100 mm）　安捷伦科技（中

国）有限公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   总类胡萝卜素、总叶绿素、总花色苷和总黄酮

的测定　参考杜永梅等[21] 的方法测定总类胡萝卜素

含量，参考 NY/T 3082-2017《水果、蔬菜及其制品中

叶绿素含量的测定 分光光度法》[22] 测定总叶绿素含

量，采用 pH示差法测定总花色苷含量，参考陈蓬凤

等[23] 的方法测定总黄酮含量。 

1.2.2   代谢物的测定　数据采集仪器系统由超高效

液相色谱（Ultra performance liquid chromatography，
UPLC）和串联质谱 （ Tandem  mass  spectrometry，
MS/MS）组成。 

1.2.2.1   类胡萝卜素测定样品前处理　将保存的样

本进行研磨后用 0.5 mL含 0.01% BHT（g/mL）的正

己烷/丙酮/乙醇混合溶液（1:1:1，v/v/v）进行提取；室

温下涡旋 20 min后，4 ℃ 条件下，12000 r/min，离心

5 min，取上清，重复提取一次后离心合并上清液；将

得到的提取液浓缩后，用 100 μL二氯甲烷复溶，过

0.22 μm滤膜后进行超高效液相色谱和串联质谱的

上机检测[24−26]。 

1.2.2.2   类胡萝卜素代谢物测定液相色谱条件　色

谱柱：YMC C30（3 μm， 100 mm×2.0 mm i.d.）；流动

相：A相，甲醇/乙腈（1:3，v/v）加入 0.01% BHT和

0.1%甲酸；B相，甲基叔丁基醚加入 0.01% BHT；梯
度洗脱程序：0  min  A/B为 100:0（V/V），3  min为

100:0（V/V），5  min为 30:70（V/V），9  min为 5:95
（V/V），10 min为 100:0（V/V），11 min为 100:0（V/V）；

流速 0.8 mL/min；柱温 28 ℃；进样量 2 μL。 

1.2.2.3   类胡萝卜素代谢物测定质谱条件　大气压

化学离子源（Atmospheric  Pressure  Chemical  Ioni-
zation  Source，APCI）温度 350 ℃，气帘气（Curtain
Gas，CUR）25 psi。在 Q-Trap 6500+中，每个离子对

是根据优化的去簇电压 （Declustering  Potential，
DP）和碰撞能（Collision  Energy，CE）进行扫描检

测[25,27−28]。 

1.2.2.4   类胡萝卜素的标准曲线和样本含量测定　

配制 0.001、0.005、0.01、0.05、0.1、0.5、1、5、10、
50、100、250、400 μg/mL浓度的类胡萝卜素标准品

溶液，获取各个浓度标准品的对应定量信号的色谱峰

强度数据；以标准品浓度（Concentration）为横坐标，

标准品峰面积（Area）为纵坐标，绘制不同物质的标准

曲线。将检测到的所有样本的积分峰面积代入标准

曲线线性方程进行计算，进一步代入公式计算后，最

终得到实际样本中该物质的含量数据。

W =
c×V×0.001

m

式中：W：样本中类胡萝卜素的含量（μg/g）；c：样

本中积分峰面积代入标准曲线得到的浓度值

（μg/mL）；V：复溶时所用溶液的体积（μL），0.001是

将 V从 μL转换为 mL的换算系数；m：称取的样本

质量（g）。 

1.2.2.5   黄酮类代谢物测定样品前处理　研磨后的

样本加入 1200 μL −20 ℃ 预冷的 70%甲醇水内标

提取液，每 30 min涡旋一次，每次持续 30 s，共涡旋

6次。离心（转速 12000 r/min，3 min）后，吸取上清，

用微孔滤膜（0.22 μm pore size）过滤样品，并保存于

进样瓶中，用于 UPLC-MS/MS分析。 

1.2.2.6   黄酮类代谢物测定液相条件　流动相 A相

为超纯水（加入 0.1%的甲酸），B相为乙腈（加入

0.1%的甲酸）；洗脱梯度：0 min时 B相比例为 5%，

9.00  min内 B相比例线性增加到 95%，并维持在

95% 1 min，10.00~11.10 min，B相比例降为 5%，并

以 5%平衡至 14  min；流速 0.35  mL/min；柱温

40 ℃；进样量 4 μL。 

1.2.2.7   黄酮类代谢物测定质谱条件　电喷雾离子

源（Electrospray Ionization，ESI）温度 550 ℃；离子喷

雾电压（IS）5500 V（正离子模式）/−4500 V（负离子模

式）；离子源气体 I（GSI），气体 II（GSII）和气帘气

（CUR）分别设置为 50、60和 25 psi，碰撞诱导电离

参数设置为高。QQQ扫描使用 MRM模式，并将碰

撞气体（氮气）设置为中等。通过进一步的去簇电压

（Declustering  Potential，DP）和碰撞能 （ Collision
Energy，CE）优化，完成了各个 MRM离子对的 DP
和 CE。根据每个时期内洗脱的代谢物，在每个时期

监测一组特定的MRM离子对[29]。 

1.3　质控分析

质控样本是由 2组成熟前后小粒种咖啡果皮的

提取物等量混合制备而成，3个重复，与分析样本采

用相同的方法处理和检测。在仪器检测的过程中，每

10个检测分析样本中插入 1个质控样本，以考察整

个分析过程的重复性。 

1.4　数据处理

数 据 使 用 Excel  2016、 GraphPad  Prism  10、
R（v4.3.1）SPSS 26.0整理分析和作图。显著性分析

采用且 t 检验（t-test）的 P 值（P-value）小于 0.05。利

用软件 Analyst 1.6.3处理质谱数据。基于迈维代谢

自建数据库（Metware Database，MWDB），对样本的

代谢物进行了质谱定性定量分析。通过三重四级杆

筛选出每个物质的特征离子，在检测器中获得特征

离子的信号强度（CPS），用 MultiQuant软件打开样

本下机质谱文件，进行色谱峰的积分和校正工作，每

个色谱峰的峰面积（Area）代表对应物质的相对含

量，最后导出所有色谱峰面积积分数据保存。差异

代谢物的筛选采用正交偏最小二乘法判别分析

（Orthoonal Partial Least Squares-Discriminant Analy-
sis，OPLS-DA）模型的变量投影重要性 （Variable Im-
portance  in  the  Projection，VIP）和差异倍数筛选
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（Fold Change，FC）。差异代谢物的筛选标准：VIP≥
1、FC≥2或≤0.5。 

2　结果与分析 

2.1　成熟前后小粒种咖啡鲜果皮色泽变化分析

小粒种咖啡在成熟前后果皮的色泽差异显著，

从 GP阶段到过熟期 RPP阶段发生了明显变化

（图 1）。这种色泽转变与其内部的代谢变化密切相

关，小粒种咖啡红紫果为绿果的成熟后期，本研究通

过检测成熟前后的果皮色素含量（mg/g）如图 1所

示，发现总叶绿素、总类胡萝卜素含量显著（P<0.05）
下降，尤其是叶绿素 a，表明其在 GP到 RPP阶段的

光合作用能力逐步减弱，这一现象可能与果实发育和

能量储存方式转变相关。总花青素和总黄酮含量在

RPP相对于 GP显著上升，说明果实成熟时果皮的抗

氧化物质合成代谢增强。
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图 1    小粒种咖啡鲜果皮样品与相关理化指标含量变化
Fig.1    Changes in the content of fresh coffea arabica peel

samples and related physicochemical indicators
注：小写英文字母不同表示差异显著（P<0.05）。

  

2.2　质控样本

质控样本总离子流图（图 2）结果显示代谢物检

测总离子流的曲线重叠性高，即保留时间和峰强度均

一致，表明质谱对同一样品不同时间检测时，信号稳

定性较好。仪器的高稳定性为数据的重复性和可靠

性提供了重要的保障。 

2.3　样本相关性分析

使用皮尔逊相关系数 r 对组间和组内样本数据

进行整体性分析如图 3所示，组间相关系数在

0.13~0.22，而组内关系在 0.87~0.99，组内相关系数

大于 0.87，通常认为系数 r 在 0.8以上具有相关性。

红紫果皮为绿果皮的成熟期，从两种果皮的相关系数

也可以看出两种果皮间差异性大，并且组内样本重复

性好。 

2.4　成熟前后小粒种咖啡果皮代谢物组成分析

基于 MWDB数据库对代谢物进行定量和定性

分析。如表 1、图 4A所示，成熟前后的小粒种咖啡

果皮黄酮和类胡萝卜素正离子模式检测共检测到

274种代谢物。其中包括 81种黄酮醇、58种黄酮、

34种叶黄素、25种黄烷醇类、20种二氢黄酮、12种

二氢黄酮醇、11种查耳酮、10种花青素、10种其他

类黄酮、7种异黄酮和 6种胡萝卜素。结果表明小

粒种咖啡成熟前后类黄酮中主要以黄酮醇、黄酮类

物质为主，黄烷醇类和二氢黄酮次之，花青素和异黄

酮等其他类黄酮最少，而类胡萝卜素中主要以胡萝卜

素为主。利用 R（v4.3.1）的 stats 3.5.1程序包通过 UV

标准化的方法进行主成分分析（Principal Component

Analysis，PCA）。结果如图 4B所示，成熟前后（GP、

RPP）以及质控样本 QC置信椭圆在 PCA图上分离

得较远，且椭圆内部的数据点相对集中，说明组间分
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图 2    质控样本类胡萝卜素与黄酮类代谢物的总离子流图的
叠加图

Fig.2    Overlay plot of total ion current (TIC) for carotenoid
metabolites and flavonoid metabolites in quality control samples
注：A类胡萝卜素总离子流图的叠加图；B黄酮类代谢物的
（−）总离子流图重叠图；C（+）总离子流图。
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离明显，组内差异小。这可能是由于 GP和 RPP是

成熟度不一致，导致差异代谢物有所差别。随后对样

本代谢物的相对含量进行 R（v4.3.1）中 Complex-

Heatmap 2.12.0程序包绘制聚类热图进行层次聚类

分析 （Hierarchical  Clustering  Analysis，HCA） ，如

图 4C所示。聚类结果与 PCA结果一致，GP、RPP

明显分为两簇，表明成熟前后样本的代谢物存在显著

差异。果皮中代谢物的组成表现出其代谢物的总体

情况，为了具体了解成熟前后的具体差异代谢物。通

过 R（v4.3.1）用 MetaboAnalystR 1.0.1进行正交偏最

小二乘法判别分析（Orthogonal Partial Least Squares
Discriminant Analysis，OPLS-DA）多元统计方法筛

选差异变量和去除不相关的差异。R2X、R2Y和 Q2

分别表示所建模型对 X和 Y矩阵的解释率、模型的

预测能力，R2Y和 Q2 越接近 1说明模型越稳定。由

图 4D可知小粒种咖啡成熟前后的果皮 R2Y为 1，Q2

为 0.941。说明本研究模型是高稳定性和强预测性

的模型，可以通过 OPLS-DA得到的 VIP值进行差

异代谢物的筛选。 
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图 3    样本相关性分析

Fig.3    Sample correlation analysis

 

表 1    果皮中代谢物鉴定

Table 1    Verification of metabolites in peel

代谢物类别 模式
代谢物
数量

鉴定级别

Level 1 Level 2 Level 3 Level

黄酮类代谢物 正离子 234 40 40 154 N/A
类胡萝卜素

代谢物 正离子 40 N/A N/A N/A 40

注：Level 1：样本物质二级质谱（物质所有碎片子离子）、RT与数据库物
质匹配得分为0.7分以上；Level 2：样本物质二级质谱（物质所有碎片子离
子）、RT与数据库物质匹配得分为0.5~0.7分；Level 3：样本物质Q1、Q3、
RT、DP、CE与数据库物质核对一致；N/A代表不适用。

 

黄酮醇
81 (29.56%)

黄酮
58 (21.17%)

叶黄素
34 (12.41%)

黄烷醇类
25 (9.12%)

二氢黄酮
20 (7.30%)

二氢黄酮醇
12 (4.38%)

查耳酮
11 (4.01%)

其它类黄酮
10 (3.65%)

花青素
10 (3.65%)

异黄酮
7 (2.55%)

胡萝卜素
6 (2.19%)

A

Group

Group

GP
RPP

2
0
−2

RPP-1
RPP-2

RPP-3
GP-1

GP-3
GP-2

C

20

10

0

−10

−20

20 20100−10−20

PC
2 

(2
7.

77
%

)

PC1 (44.23%)

GP-2
QC-2GP-3

QC-3
GP-1

RPP-2
RPP-3 RPP-1

QC-1

Group
GP
RPP
QC

B

D

75

50

25

0
−0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8 1.0

置换次数

R2X=0.744

R2Y=0.998
P<0.005 (0/200)

Q2=0.941
P<0.005 (0/200)

Perm Q2

Perm R2Y

频
率

图 4    小粒种咖啡成熟前后果皮中代谢物的组成

Fig.4    Composition of metabolites in the peel of Coffea arabica before and after maturation
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2.5　成熟前后小粒种咖啡果皮中的差异代谢物

通过上述代谢物在不同样本间 PCA 和 HCA 分

析结果知道 GP 与 RPP 存在不同的代谢积累模式。

本研究基于 OPLS–DA模型结合差异倍数（Fold

Change，FC）共同筛选差异代谢物，具体筛选条件为

差异倍数变化 FC≥2和 FC≤0.5，且投影中的变量

重要性（Variable  Importance  in  Projection，VIP）≥

1。对小粒种咖啡果皮成熟前后的差异代谢物进行分

析，共有 116种差异代谢物，黄酮中占比最高的为

38种黄酮醇，类胡萝卜素占比最高的为叶黄素。火

山图可以清晰明确地观察代谢物积累程度的差异情

况，如图 5所示。其中上调 94种，下调 22种，黄酮

醇类代谢物（38种）在上调差异代谢物中占比最高。

查耳酮、二氢黄酮、二氢黄酮醇、花青素和黄酮醇都

在上调代谢物中，而胡萝卜素都为下调代谢物。在上

调代谢物差异倍数前五中花青素类就占了 4种，分

别是矢车菊素-3-O-芸香糖苷（|log2FC|=12.60）、矢车

菊素-3-O-半乳糖苷（|log2FC|=11.96）、矢车菊素-3-O-

葡萄糖苷（|log2FC|=11.17）和矢车菊素-3-O-桑布双糖

苷（|log2FC|=7.39）。在这些下调代谢物中黄酮类的

金圣草黄素-7-O-葡萄糖苷（|log2FC|=11.54）的下调程

度最大，而下调差异代谢物中占比最高的为叶黄素

（12种），|log2FC|大于 2的类胡萝卜素有 16种，最高

的为玉米黄质 -月桂酸酯 -肉豆蔻酸酯（ |log2FC|=

9.64）。结果表明，在小粒种咖啡成熟前后果皮中黄

酮的黄酮醇类和花青素类以及类胡萝卜素中的叶黄

素变化明显，需要注意的是黄酮类化合物中的花青素

上调程度大和叶黄素的下调程度大，这可能是成熟前

后果皮颜色变化的原因，为了验证这个结果，本研究

对花青素和类胡萝卜素代谢物定量进行深入探讨。 

2.6　成熟前后小粒种咖啡果皮花青素分析

在黄酮物质中，花青素在植物着色中承担着重

要的角色。小粒种咖啡果皮所检测的代谢物中，总共

检测到 10种花青素（表 2）。在小粒种咖啡成熟前后

的果皮中，6种花青素都存在差异积累增加。其中通

过绿色与红色组间花青素对比，可以看出，相比于
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图 5    小粒种咖啡成熟前后差异代谢物概况

Fig.5    Overview of differential metabolites in Coffea arabica before and after maturation
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GP，RPP存在 6种花青素差异积累。其中矢车菊素-

3-O-芸香糖苷、矢车菊素-3-O-半乳糖苷、矢车菊素-

3-O-葡萄糖苷、矢车菊素-3-O-桑布双糖苷 4种花青

素积累含量和差异倍数最高。
 
 

表 2    小粒种咖啡果皮成熟前后花青素的积累差异情况
Table 2    Differences in anthocyanin accumulation before

and after ripening pericarp of Coffee arabica

代谢物名称
离子丰度

差异倍数（取以2为
底的对数）

GP RPP GP vs RPP

矢车菊素-3-O-（6''-O-咖啡
酰）葡萄糖苷 2204901.67 11069952.46 2.33

矢车菊素-3-O-芸香糖苷 9684.89 59993936.30 12.60
矢车菊素-3-O-半乳糖苷 36528.33 145393702.63 11.96

矢车菊素-3-O-桑布双糖苷 6732.95 1129385.42 7.39
矢车菊素-3-O-（6''-O-对香

豆酰）葡萄糖苷 75400.79 363035.33 2.27

矢车菊素-3-O-葡萄糖苷 59066.24 135489988.70 11.16
飞燕草素-3-O-（6''-O-对香

豆酰）葡萄糖苷 2149618.31 1894798.47 0.88

飞燕草素-3-O-（2'''-O-对香
豆酰）芸香糖苷 47268.74 61083.61 1.29

飞燕草素-3-O-（2'''-O-对香
豆酰）芸香糖苷-5-O-葡萄

糖苷
22505.00 18684.01 0.83

牵牛花素-3-O-（6''-O -对香
豆酰）葡萄糖苷 5802263.94 9314823.89 1.60

  

2.7　成熟前后小粒种咖啡的类胡萝卜素成分定量分析

对成熟前后的类胡萝卜素进行检测，去观测成

熟前后的胡萝卜素各种成分之间的变化。本研究中

对成熟过程中的类胡萝卜素定量结果中，共检测到

38种类胡萝卜素成分（表 3）。大部分的类胡萝卜素

含量在 GP中都高于 RPP，而总类胡萝卜素含量为

GP（79.54 μg/g）>RPP（21.28 μg/g）。类胡萝卜素主

要有叶黄素和 β-类胡萝卜素组成。在本研究中叶黄

素的含量最高，分别为 GP（61.15±6.32 μg/g）、RPP

（4.81±0.39 μg/g）。β-胡萝卜素在 GP（3.64±0.58 μg/g）
含量高，造成这样的原因可能与果皮发育息息相关。

而根据成熟前后的类胡萝卜素总含量的箱线图

（图 6）可知，GP的类胡萝卜素总含量、β-类胡萝卜素

含量、叶黄素含量均显著高于 RPP（P<0.05），并且含

量倍数都是 RPP的 4倍及以上。 

2.8　成熟前后小粒种咖啡果皮中的差异代谢物通路富

集分析

为了深入了解小粒种咖啡果皮在成熟前后的代

谢物变化，将差异代谢物匹配至京都基因与基因组百

科全书（Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes，

KEGG）数据库中的代谢通路，进行路径富集分析。

 

表 3    小粒种咖啡成熟前后果皮样品类胡萝卜素成分检测

Table 3    Carotenoid composition of the pericarp samples
of Coffee arabica before and after ripening

类胡萝卜素代谢物
成熟前后类胡萝卜素代谢物（μg/g）

GP RPP

α-胡萝卜素 1.24±0.19 0.26±0.01
γ-胡萝卜素 N/A 0.09±0.00
β-胡萝卜素 3.64±0.58 0.90±0.01

六氢番茄红素 N/A 0.44±0.05
八氢番茄红素 N/A 0.89±0.11

ε-胡萝卜素 0.29±0.03 0.40±0.07
叶黄素癸酸酯 N/A 0.11±0.01

叶黄素月桂酸酯 N/A 0.10±0.02
叶黄素肉豆蔻酸酯 0.30±0.05 3.63±0.37b
叶黄素棕榈酸酯 0.22±0.02 1.08±0.14

叶黄素二月桂酸酯 0.01±0.00 0.82±0.11
5,6环氧叶黄素-发酸酯-棕榈酸酯 0.05±0.03 0.11±0.01

叶黄素二肉豆蔻酸酯 0.04±0.01 2.05±0.22
叶黄素二棕榈酸酯 0.04±0.04 N/A

叶黄素油酸酯 0.02±0.01 0.02±0.00
紫黄质二丁酸酯 0.05±0.01 0.06±0.00

紫黄质肉豆蔻酸酯 0.46±0.11 2.45±0.32
紫黄质棕榈酸酯 0.38±0.05 0.05±0.05

紫黄质二月桂酸酯 0.01±0.01 N/A
紫黄质-肉豆蔻酸酯-发酸酯 N/A 0.52±0.08

紫黄质-肉豆蔻酸酯-月桂酸酯 0.08±0.01 0.38±0.01
紫黄质二肉豆蔻酸酯 0.05±0.01 0.24±0.05

紫黄质-肉豆蔻酸酯-棕榈酸酯 0.01±0.01 N/A
玉米黄质肉豆蔻油酸酯 0.02±0.0 N/A

玉米黄质棕榈酸酯 N/A 0.02±0.02
玉米黄质-月桂酸酯-肉豆蔻酸酯 N/A 0.01±0.00

玉米黄质二肉豆蔻酸酯 N/A 0.31±0.03
玉米黄质-月桂酸酯-棕榈酸酯 N/A 0.05±0.00

β-隐黄质月桂酸 N/A 0.05±0.00
β-隐黄质肉豆蔻酸酯 N/A 0.08±0.04

花药黄质 2.15±0.25 0.09±0.00
玉米黄质 2.12±0.83 0.20±0.00
紫黄质 1.55±0.22 0.14±0.02
新黄质 4.02±0.27 0.11±0.01
叶黄素 61.15±6.32 4.81±0.39

β-隐黄质 0.25±0.03 0.25±0.02
辣椒红素 0.03±0.03 0.07±0.00
α-隐黄质 1.36±0.20 0.49±0.03
总含量 79.54 21.28

注：N/A代表不适用。
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图 6    果皮成熟前后三个类胡萝卜素显著性分析

Fig.6    Significance analysis of three carotenoids in peel before
and after maturatio

注：“*”表示在 0.05水平上差异显著。
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结果显示，有 111种差异代谢物被注释到 KEGG数

据库中的现有代谢通路中。富集结果如图 7所示，

这些差异代谢物被富集到 9条主要的代谢通路。包

括代谢途径、次生代谢物的生物合成、类胡萝卜素的

生物合成、花青素的生物合成、各种植物次生代谢物

的生物合成、内酯的生物合成、黄酮和黄酮醇的生物

合成、黄酮的生物合成和黄酮类化合物的生物合

成。其中，显著富集的通路包括次生代谢物的生物合

成（21个差异代谢物）、代谢物途径（14个差异代谢

物）、类胡萝卜素的生物合成（11个差异代谢物）和花

青素的生物合成（4个差异代谢物），如图 7A和 7B

所示。这些结果表明，在不同成熟阶段，小粒种咖啡

果皮中的代谢活动发生了显著变化。在类胡萝卜素

的生物合成途径中，检测到的差异代谢物包括八氢番

茄红素、六氢番茄红素、α-胡萝卜素、α-隐黄质、叶

黄素、β-胡萝卜素和 γ-胡萝卜素，这些代谢物在成熟

果皮中显著下调。这表明，类胡萝卜素的合成在果皮

成熟后期可能受到抑制或其降解速率加快。相反，在

花青素的生物合成途径中，矢车菊素-3-O-beta-D-桑

布双糖苷、矢车菊素-3-O-芸香糖苷、矢车菊素-3-O-

（6-O-对-香豆酰）葡萄糖苷和矢车菊素-3-O-葡萄糖

苷显著上调。这些花青素在果皮成熟过程中积累，赋

予果皮红紫色，从而影响咖啡果实的视觉特性。此

外，在类胡萝卜素通路中，有三种代谢物（八氢番茄红

素、γ-胡萝卜素和六氢番茄红素）仅在 RPP中检测

到，而在 GP中未检测到。这些特异性代谢物的存在

进一步表明果皮成熟过程中代谢通路的动态变化和

调控机制的复杂性。 

3　讨论
果皮中的色素，包括类胡萝卜素、黄酮类化合物

和花青素，不仅赋予果实丰富的颜色，还具有强大的

抗氧化活性和多种健康益处，如延缓衰老、修复神

经系统、抗动脉粥样硬化、抗癌和抗炎 [30−32]。

Esquivel等[16] 研究表明，小粒种咖啡黄皮品种的颜

色是由类胡萝卜素造成的，而橙皮和红皮品种的颜

色则分别由类胡萝卜素以及低含量和高含量的花青

素造成的，并且指出果实外部颜色不同的特定咖啡

品种的副产品可作为独特生物活性化合物（包括花
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图 7    果皮成熟前后差异代谢物通路富集分析

Fig.7    Pathway enrichment analysis of differential metabolites in peel before and after maturation
注：图 A是差异代谢物 KEGG富集图；图 B是差异代谢物 KEGG分类图。
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青素和类胡萝卜素）的来源，具有保健功效[16]。但研

究并未于指出其这些生物活性化合物的动态变化。

本研究通过代谢组学技术共检测到 274种代谢

物，初步揭示了小粒种咖啡成熟前后果皮的着色代

谢物动态变化。黄酮类化合物因其在植物次生代谢

和组织的颜色而广为人知的化合物，主要包括黄烷

酮、黄酮、黄酮醇、儿茶素和花青素等[33−34]。本研究

发现，黄酮类化合物在成熟前后的小粒种咖啡果皮

中存在显著差异，花青素在成熟后期显著积累。花

青素作为重要的植物色素，在多种水果中导致红色、

蓝色和紫色的出现[35]。之前的研究中也强调花青素

在咖啡果实的作用[16]。本研究检测到 10种花青素，

其中 6种在成熟前后差异积累，并且有 4种在 KEGG
Pathway通路富集分析中显著上调（图 1A，图 4A），

联系总花色苷研究其动态变化过程（图 2C），结果表

明相较于成熟前，在成熟后果皮中显著上升。和前

人研究一致，这些花青素确实会引起植物组织变

红[36−37]。Esquivel等[16] 研究指出橙色浆果中的花青

素含量低于红色水果，而黄色水果中没有发现花青

素。而本研究在成熟前和成熟后的果皮中都检测出

花青素相关物质含量，丰富了花青素这一类生物活性

成分在特定咖啡品种的果皮中分布情况，而这些特定

花青素（如矢车菊素衍生物）的积累可能与生物合成

途径中的关键酶的表达水平变化有关或者花青素的

合成可能受到与黄酮醇等其他代谢物之间的互作代

谢途径的调控[33]，需要进一步分析是否存在共调控

网络。

类胡萝卜素会赋予植物的果实的颜色[33]。在类

胡萝卜素方面，本研究共检测到 38种类胡萝卜素成

分（表 2）。总类胡萝卜素在成熟前大量积累，在成熟

后的果皮中显著降低。在 GP中，叶黄素和 β-胡萝卜

素含量最高。类胡萝卜素在 KEGG通路富集分析中

显著富集，尤其是八氢番茄红素、γ-胡萝卜素和六氢

番茄红素只在 RPP中检测到，而 GP中主要富集叶

黄素和 β-胡萝卜素。GP中的 8种类胡萝卜素差异

代谢物中，存在被报道过为植物赋色的物质，包括叶

黄素、β-胡萝卜素、花药黄质[38−39]。但是显著上调和

积累的为叶黄素和 β-胡萝卜素。八氢番茄红素、六

氢番茄红素据报道表现出优异的紫外线吸收能力和

保护皮肤免受光老化作用的能力，其在植物体中含量

低且售价昂贵[40]。通过本研究发现，在果皮成熟后，

其显著上调和富集。为提高咖啡加工副产物的高值

化利用，咖啡果皮的营养研究趋于热门[41]，未来可以

进一步研究这些代谢物在成熟期或完熟期小粒种咖

啡果皮中的应用价值。综上，推测在小粒种咖啡果皮

成熟前期，叶黄素、β-胡萝卜素和叶绿素之间的平衡

主要影响 GP颜色的着色，而 RPP着色过程中主要

由 4种花青素和 3种类胡萝卜素共同作用。 

4　结论
本研究利用代谢组学深入分析了小粒种咖啡成

熟前后的果皮着色物质，揭示了花青素和类胡萝卜素

在果皮颜色变化中的关键作用。花青素和类胡萝卜

素的共同作用是果皮成熟后期红色着色的主要原因，

而在成熟前期，叶绿素和类胡萝卜素共同作用影响果

皮颜色。本研究为了解和开发不同成熟阶段咖啡果

皮的食用副产品和果皮色泽定向遗传育种提供了科

学依据。但具体生物合成途径中酶基因和转录因子

的调控机制及其药理学作用仍需进行基因层面与代

谢组学的关联研究以解决这些问题。
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