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新鲜莲子不同组织涩味成分与关键酶 
基因差异表达分析
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摘  要：为探究新鲜莲子不同组织涩味物质的差异及其合成过程中的关键酶基因，研究了莲子种皮、去种皮后莲肉

和莲心中可溶性单宁、不溶性单宁和原花青素含量，同时对单宁合成途径中关键酶活性和相关基因表达量进行测

定，结合感官评价和电子舌检测，并采用正交偏最小二乘判别分析和相关性分析。结果表明：引起莲子涩味的主要

物质为可溶性单宁；蜡熟期莲子中的单宁对其优良风味的形成具有正向作用；花青素还原酶是影响莲子涩味强度的

关键酶，SnANR9影响莲子不同组织涩味物质的合成。
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Abstract: This study was performed to explore the differences in the composition of astringent substances in different 

tissues of fresh lotus seeds and the expression of key enzyme genes involved in the synthesis of astringent compounds. The 

contents of soluble tannins, insoluble tannins and proanthocyanidins in lotus seed coat, lotus seed pulp without coat and lotus 

seed plumule were determined. Meanwhile, the activity and gene expression of key enzymes in the tannin synthesis pathway 

were detected. Sensory evaluation and electronic tongue analysis were performed on lotus seed samples. The data obtained 

was analyzed by orthogonal partial least squares discriminant analysis (OPLS-DA) and correlation analysis. Results showed 

that the major substance contributing to the astringency of lotus seeds was soluble tannins. Tannins had a positive effect on 

its excellent flavor at the waxy ripeness stage. Anthocyanin reductase was a key enzyme affecting the astringency intensity 

of lotus seeds. SnANR9 played a role in regulating the astringency of different tissues of lotus seeds.
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莲子（Semen nelumbinis）是莲（Nelumbo nucifera 
Gaertn.）的主要食用部分，在我国已有7 000多年的栽培

历史[1]。新鲜莲子作为水果销售已日渐流行，研究表明低

成熟度莲子如乳熟期和蜡熟期莲子适合鲜食[2]。涩味是鲜

食莲子的不良滋味。鲜食莲子可食用部分可细分为莲子种

皮、去种皮后莲肉和莲心三部分，其涩味强度存在差异。

涩味是由多酚类物质与唾液蛋白结合，使其沉淀

和聚集，在口腔中产生的干燥不愉快感。在大部分水

果如柿子、葡萄、石榴和香蕉中，引起涩味的主要物

质是单宁 [3]。单宁是类黄酮类次生代谢产物，分子质

量为500～3 000 u，可沉淀生物碱、明胶和蛋白质[4-5]。

0.03%～0.1%的单宁不仅能强化果实酸味，还能赋予

果实清凉口感，但高于1%的单宁则使果实具有强烈的 

涩味 [6-7]。根据化学结构，可将单宁分为缩合单宁和水

解单宁[8]。缩合单宁又称原花青素，由黄烷-3-醇类单体

缩合而成，包括儿茶素、表儿茶素、没食子儿茶素、表

没食子儿茶素等，是水果中涩味的主要来源。Gonzalo-
Diago等[9]认为丝质滑顺感和干燥感受原花青素单位物质

的影响。水解单宁由单糖与没食子酸及其衍生物形成，

在酸性、碱性或酶溶液作用下容易被水解[10]，常见于少

数浆果和石榴中[11-12]。根据在甲醇中的溶解性，可将单宁

分为不溶性单宁和可溶性单宁。不溶性单宁是单宁的高

聚物，可通过调节酸碱度及温度等环境因素使其变为可

溶性单宁[13]。研究表明，可溶性单宁是植物的主要呈涩

物质[14-16]。花青素还原酶（anthocyanin reductase，ANR）
和无色花青素还原酶（leucocyanidin reductase，LAR）是

植物单宁生物合成途径后期的关键酶[17-18]。目前关于涩味

的报道主要停留在物质层面，较少从分子层面对涩味进

行研究，研究涩味形成相关基因的表达对于探讨其调控

机制具有重要意义。

本实验研究新鲜莲子种皮、去种皮后莲肉和莲心中

可溶性单宁、不溶性单宁和原花青素含量，同时对ANR
和LAR活性进行测定，并结合感官评价和电子舌检测，

通过相关性分析、正交偏最小二乘判别分析（orthogonal 
partial least squares-discriminant analysis，OPLS-DA）等

确定引起莲子涩味的主要物质及其合成途径关键酶基

因，旨在为莲子去涩机制研究奠定基础。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

‘西湖果莲’由杭州莲谊农业开发有限公司提供。

于2022年9月21日采收蜡熟期[19]鲜莲30 个，采后约5 h送
至实验室。从每个莲蓬里挑选10 颗饱满且成熟度一致的

莲子，共300 颗莲子。将去壳后莲子分为莲子种皮、去种

皮后莲肉、莲心三部分。

甲醇、儿茶素、没食子酸、原花青素标准品（均为色

谱级） 上海麦克林生化科技有限公司；盐酸、浓硫酸

（纯度95%～98%）、磷酸二氢钠（均为分析纯） 上海 

凌峰化学试剂有限公司；佛丹二氏试剂（分析纯） 上海 

雅吉生物科技有限公司；N,N-二甲基乙酰胺（分析纯）  
上海阿拉丁生化科技股份有限公司；OminiPlant RNA Kit 
(DNase I)试剂盒 北京索莱宝科技有限公司；HiScript II 
Q RT SuperMix for qPCR (+gDNA wiper)试剂盒、ChamQ 
Universal SYBR qPCR Master Mix试剂盒 南京诺维赞

医疗科技有限公司；无水碳酸钠、无水磷酸氢二钠（均

为分析纯） 生工生物工程（上海）股份有限公司；

单宁酸（分析纯） 国药集团化学试剂有限公司；植

物ANR酶联免疫分析试剂盒、植物LAR酶联免疫分析 

试剂盒 上海源桔生物科技中心。

1.2 仪器与设备

微量分光光度计 日本Shimadzu公司；实时荧光定

量聚合酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）仪  
美国Applied Biosystems公司；WD9413C凝胶成像分

析系统  北京六一生物科技有限公司；5430 R台式

高速离心机 德国Eppendorf生命科学公司；Stratos 
64R高速低温冷冻离心机  美国贝克曼库尔特有限 

公司；DK-S28电热恒温水浴锅 上海启前电子科技有

限公司；RE-52AA旋转蒸发仪 上海亚荣生化仪器厂；

ReadMax1900型光吸收全波长酶标仪 上海闪谱生物科

技有限公司；CTongue电子舌 上海保圣实业发展有限

公司。

1.3 方法

1.3.1 样品前处理

将莲子种皮、去种皮后莲肉、莲心分别用液氮充分

研磨，贮于－80 ℃冰箱，用于可溶性单宁、不溶性单

宁、原花青素含量的测定。

1.3.2 可溶性单宁含量的测定

参考已有研究方法 [20-21]，称取1 g莲子组织粉末，

加入40 mL 80%甲醇溶液，均质10 min后于3 200×g离
心7 min，重复提取3 次，过滤，合并提取液，旋蒸至

15 mL。取0.1 mL提取液，依次加入9.3 mL蒸馏水、

300 μL佛丹二氏试剂。反应3 min后，加入300 μL饱和

Na2CO3溶液。室温条件下，混合物置于暗处1 h，760 nm
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波长处测定吸光度。使用没食子酸制作的标准曲线（0、
40、80、120、160、200 μg/mL）对可溶性单宁含量进行

定量，单位为mg/g。
1.3.3 不溶性单宁含量的测定

参考已有研究方法[22-23]，可溶性单宁提取后剩下的

固体用于不溶性单宁含量的测定。向固体中加入40 mL
酸性甲醇（含1% HCl），60 ℃条件下搅拌30 min，然后

3 200×g离心7 min，收集上清液。提取3 次，合并上清

液并旋蒸至15 mL。使用没食子酸制作的标准曲线（0、
40、80、120、160、200 μg/mL）对不溶性单宁含量进行

定量，单位为mg/g。
1.3.4 原花青素含量的测定

参考Prior等 [24]的方法，称取1 g莲子组织粉末，

加入20 mL 100%甲醇，室温条件下超声30 min，搅拌

1 h后于3 200×g离心10 min，收集上清液。取20 μL样
液，加入2 380 μL甲醇、100 μL现配的二甲基乙酰胺

（dimethylacetamide，DMAC）试剂（3 mol/L H2SO4溶液

和甲醇配制的2% DMAC等体积混合），平衡20 min，于

640 nm波长处测定吸光度。使用儿茶素制作的标准曲线

（0、40、80、120、160、200 μg/mL）对原花青素含量

进行定量，单位为mg/g。
1.3.5 电子舌检测

通过电子舌对新鲜莲子不同组织涩味强度进行测

定。称取莲子不同组织粉末各1 g，分别加入50 mL蒸馏

水，搅拌均匀，超声15 min后过滤。取15 mL滤液于进样

烧杯中。所用智舌系统包含6 个传感器，设置灵敏度为

1×10－5，测定总时长为156 s。每个样品重复测定3 次，

得不同样品的感官信息。

采用多个质量浓度的单宁酸（0.00、0.05、0.10、
0.25、0.40、0.80、1.00、1.50、1.60、1.75、2.00、
2.50、2.75、3.00、3.25、3.50 g/L）进行判别因子分析

（dynamic factor analysis，DFA）建模，通过将样品感官

信息导入模型对样品的涩味强度进行检验。

1.3.6 感官评价

参考王俊魁 [25]的方法。由12 名身体健康的评审人

员组成感官评审小组，年龄在20～24 岁之间。评分采用 

7 点制，0～7（0＝没味道，7＝味道最强），对莲子种

皮、去种皮后莲肉、莲心进行涩味感官评定。各感官评

审员独立评定，每评定一个样品，用清水漱口，间隔

6 min后再品评下一个样品，每个样品重复3 次，最后收

集评分结果进行统计分析。

1.3.7 ANR活性的测定

使用植物ANR酶联免疫分析试剂盒对莲子不同组

织中ANR活性进行测定。称取0.1 g莲子组织粉末，加

入1 mL pH 7.4磷酸盐缓冲液，混匀，3 000 r/min离心

20 min，收集上清液用于测定。

1.3.8 LAR活性的测定

使用植物LAR酶联免疫分析试剂盒对莲子不同组织

中LAR活性进行测定。样品处理与1.3.7节相同。

1.3.9 总RNA提取及RNA检测

从－80 ℃冰箱中取出样品，用液氮研磨成粉末后，

称取0.2 g于1.5 mL离心管中，然后按OminiPlant RNA Kit 
(DNase I)试剂盒说明书提取样品RNA。使用琼脂糖凝胶

电泳检测RNA的质量及完整性，同时使用微量分光光度

计检测RNA纯度。

1.3.10 cDNA第一链的合成

反转录具体操作流程参考HiScript II Q RT SuperMix 
for qPCR (＋gDNA wiper)试剂盒说明书。

1.3.11 引物设计与适合性检验

ANR和LAR候选基因的序列分别从不同成熟度莲子

转录组数据库和NCBI网站上获得，然后使用NCBI进行

Primer-BLAST（https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi），

以上游引物和下游引物DNA溶解温度在70～90 ℃之间、

GC比例55%、自身互补值不高于4、3’互补值不高于2为

原则筛选引物，符合要求的引物委托杭州有康生物技术

有限公司合成，引物序列见表1。

表 1 候选基因引物设计序列信息

Table 1 Information of gene primers used for qRT-PCR

引物名称 上游引物（5’-3’） 下游引物（5’-3’）
Actin TGATCGGAATGGAAGC CAGCAATACCAGGGAAC

SnANR1 GGGGACAAAACAGACAGCAC CTTTCAACCGATCACCACCG
SnANR2 TCACCGGGGTTTCTCATCCT ACGACTCTACACATGGGGCA
SnANR3 AATTCCCCAGCAGAGATGCC CTCCTTTGTCTCGGAACGCT
SnANR4 TAGCCCAGCTTACCCTCATC TCTGTCATCCGTCGAACACG
SnANR5 CCCACGAGTTTGAATCAGCG ATGAGACGCCTCACTGTTCC
SnANR6 TTCGACGCTGCTATCTCAGG CCATGACAAGACCTACGCCA
SnANR7 TGCGGGTATTACCTGAGAGG CACAAATGCTCGGACGGAGT
SnANR8 GAAGGAATCAGTGTCGGGCA TGAGGAGTAGATCGCCTTGG
SnANR9 GGTTCCGGAAAATTGACGGC CGACCTTTCTTCAGTGCTGC
SnLAR1 TCGGGCTTATCATGGTCGGT ACGCCTCTACCACCACTTCT
SnLAR2 CAGCTTGCTCTAGTTGAGGC CACTCCTCGATCAAGCGTCT
SnLAR3 CGCCGAGTGTACGAGGAAAA AGTAGGCTTTCGTGTTGCCG

将莲子不同组织的 c D N A 混合，按照 C h a m Q 
Universal SYBR qPCR Master Mix试剂盒说明书对引物进

行验证，选择扩增曲线上升，溶解曲线单峰的引物进行

下步实验。

1.3.12 实时PCR（real-time PCR）扩增

r e a l - t i m e  P C R扩增具体操作流程参考C h a m Q 
Universal SYBR qPCR Master Mix试剂盒说明书。

1.4 数据处理及分析

上述实验所得数据除特殊说明外，均重复3 次。数

据处理采用Excel软件，作图采用Excel、GraphPad Prism 
8.0和SIMCA 14.1软件。采用SPSS Statistics 19软件进

行单因素方差分析、主成分分析（principal component 
analysis，PCA）及Pearson相关性分析，采用Duncan检验

进行显著性分析，P＜0.05，差异显著。
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2 结果与分析

2.1 莲子不同组织可溶性单宁、不溶性单宁、总单宁 

和原花青素含量分析

由图1可知，莲子种皮、莲肉和莲心中可溶性单

宁含量均较低，其中莲心中可溶性单宁含量最低，约

2 mg/100 g，而莲肉中可溶性单宁含量较莲子种皮高。

莲子种皮中不溶性单宁和总单宁的含量均最高，超过

30 mg/100 g，显著高于莲肉和莲心（P＜0.05）。原花青

素含量在莲心中最高，超过80 mg/g，显著高于莲子种皮

和莲肉（P＜0.05）。
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字母不同表示差异显著（P＜0.05）。图4、5同。

图 1 莲子不同组织可溶性单宁、不溶性单宁、总单宁和原花青素含量

Fig. 1 Contents of soluble tannins, insoluble tannins, total tannins and 

proanthocyanidins in different tissues of lotus seeds

2.2 电子舌检测莲子不同组织涩味强度

由图2A可知，t[1]＝0.511，t[2]＝0.162，t[3]＝0.106，

前3 个PC的累计贡献率为77.9%（介于75%～85%），

区分程度（discrimination index，DI）＝97.51，表明

电子舌可以有效区分不同质量浓度的单宁酸，该组数

据可用于DFA建模。图2B中不同颜色的区域通过建

模得到，未知样品的点落在哪个区域说明该样品的总

体性质接近于所建模型样品。选择质量浓度分别为

1.75 g/L和0.05 g/L的单宁溶液进行模型检验，发现两

种质量浓度单宁溶液均位于对应区域，表明该模型的

准确性较高。由图2C可知，莲子不同组织涩味强度较

集中，且均位于3.50 g /L单宁标准溶液区域内，表明

莲子不同组织总体性质接近3.50 g /L单宁标准溶液。 

如图2 D所示，P C 1和P C 2的贡献率分别为7 2 . 0 %和

12.1%，累计贡献率为84.05%（介于75%～85%），DI＝

95.29（大于80），因此莲子种皮、莲肉、莲心的滋味具

有明显差异，且莲子种皮和莲心的滋味相近，而莲肉滋

味与其差异较大。
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A.单宁标准液的PCA；B. DFA模型质量检验结果；C.莲子

不同组织涩味强度结果；D.莲子不同组织滋味差异结果。
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图 2 电子舌检测莲子不同组织涩味的PCA

Fig. 2 PCA of astringency in different tissues of lotus seeds detected by 

electronic tongue

2.3 莲子不同组织涩味强度的感官评价

如表2所示，莲子种皮、莲肉和莲心的涩味感官评分

均低于2.50，表明莲子种皮、莲肉和莲心的涩味强度均较

弱。其中莲肉的感官评分为2.06±0.31，莲子种皮的评分

为1.61±0.19，莲心的评分则小于1.00，表明莲肉的涩味

强度较大，其次为莲子种皮和莲心。

表 2 不同莲子组织感官评分

Table 2 Sensory scores for astringency in different tissues of lotus seeds

组织 莲子种皮 莲肉 莲心
涩味强度感官评分 1.61±0.19 2.06±0.31 0.75±0.21

2.4 莲子不同组织涩味关键贡献化合物筛选

以可溶性单宁、不溶性单宁、总单宁、原花青素

含量为自变量X，以涩味感官评分为因变量Y，进行 

OPLS-DA。本次分析中自变量拟合指数（R2
X）为1，因

变量拟合指数（R2
Y）为0.993，模型预测指数（Q2）为

0.981，R2和Q2超过0.5表示模型拟合结果可接受。如图3A
所示，经过200 次置换检验，Q2回归线与纵轴的相交点

小于零，说明模型不存在过拟合，模型检验有效，该结

果可用于筛选对莲子涩味有贡献的化合物。一般认为VIP
值＞1的化合物对涩味具有贡献，且值越大贡献越大， 

图3B显示，可溶性单宁、不溶性单宁、总单宁均对莲子

涩味有贡献，其中可溶性单宁的贡献大于不溶性单宁和

总单宁。由图3C可知，两个PC累积贡献率为98.8%（大

于75%～85%），可以解释样品绝大部分信息，根据可溶

性单宁、不溶性单宁、总单宁和原花青素含量，可将莲

子种皮、莲肉和莲心区分开。
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图 3 莲子不同组织涩味物质和涩味强度的OPLS-DA 

Fig. 3 OPLS-DA of astringent substances and astringent intensity in 

different tissues of lotus seeds 

2.5 莲子不同组织涩味物质合成关键酶活性分析

ANR和LAR能将无色花青素、花青色素、花色苷、

飞燕草素、无色飞燕草素催化形成原花青素。由图4可
知，莲心ANR和LAR活性最高，分别为173.50 ng/mL和
24.70 ng/mL，其次为莲肉和莲子种皮，因此莲心中单宁

的合成可能最旺盛，而莲肉和莲子种皮中单宁合成能力

次之。
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图 4 莲子不同组织单宁合成关键酶活性

Fig. 4 Key enzyme activities involved in tannin synthesis in different 

tissues of lotus seeds

2.6 莲子不同组织涩味物质合成关键酶基因表达分析

如图 5所示， S n A N R 1、 S n A N R 2、 S n A N R 3、
SnANR4、SnANR5、SnANR6、SnANR7、SnANR8、
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SnANR9为ANR相关基因，SnLAR1、SnLAR2、SnLAR3为
LAR相关基因。SnANR3、SnANR8和SnANR9相对表达量

变化趋势与ANR活性变化趋势一致，均为莲心最高，其

次为莲肉和莲子种皮，表明SnANR3、SnANR8和SnANR9
可能调控ANR合成。SnLAR2相对表达量与LAR活性变化

趋势一致，为莲子种皮最高，其次为莲肉和莲心，表明

SnLAR2可能调控LAR合成。
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图 5 莲子不同组织ANR和LAR相关基因相对表达量

Fig. 5 Relative expression of ANR and LAR genes in different  

tissues of lotus seeds

2.7 相关性分析

对可溶性单宁、不溶性单宁、总单宁和原花青素

含量、ANR和LAR活性、SnANR3、SnANR8、SnANR9和
SnLAR2的相对表达量进行相关性分析，结果如表3所示，

涩味强度与ANR和SnANR9相对表达量相关系数为0.999，
且呈显著相关，表明ANR是影响莲子涩味强度的关键酶，

而SnANR9是影响莲子涩味物质合成的重要基因。

表 3 涩味物质含量、单宁合成关键酶及基因间Pearson相关系数

Table 3 Pearson correlation coefficients among astringent substance 

contents, key enzymes and genes associated with tannin synthesis

指标
涩味
强度

可溶性
单宁

不溶性
单宁

总单宁
原花
青素

ANR LAR SnANR3 SnANR8 SnANR9 SnLAR2

涩味强度 1
可溶性单宁 －0.619 1
不溶性单宁 －0.930 0.288 1
总单宁 －0.948 0.338 0.999* 1
原花青素 0.724 －0.990 －0.420 －0.467 1

ANR 0.999* －0.583 －0.946 －0.962 0.691 1
LAR 0.958 －0.819 －0.785 －0.816 0.892 0.943 1

SnANR3 0.793 －0.970 －0.514 －0.558 0.994 0.764 0.935 1
SnANR8 0.977 －0.774 －0.829 －0.857 0.855 0.966 0.997* 0.905 1
SnANR9 0.999* －0.587 －0.944 －0.960 0.695 1.000** 0.945 0.768 0.967 1
SnLAR2 0.777 －0.976 －0.491 －0.536 0.997 0.747 0.925 1.000* 0.894 0.751 1

注：*.在0.05水平（双侧）显著相关；**.在0.01水平（双侧）显著 
相关。

3 讨 论

以往对果蔬涩味研究较多[14,26-30]，其中大部分与柿子

相关，鲜有莲子涩味的相关报道，涩味是影响消费者对

鲜食莲子嗜好性的关键滋味。

本研究中，OPLS-DA表明不溶性单宁、可溶性单宁

和总单宁均对莲子涩味有贡献，其中可溶性单宁含量对

莲子涩味的贡献大于不溶性单宁和总单宁含量，这与李

雪蕾[16]及章志远[31]等对麻竹笋的研究结果一致。可溶性

单宁是引起涩味的主要物质[13]，其与口腔中的蛋白结合

产生沉淀，引起口腔的皱缩和收敛感。莲子种皮中不溶

性单宁和总单宁含量最高，但其涩味强度较小，表明不

溶性单宁不呈涩味。Chen Wenxing等[32]发现，不溶性单

宁不呈涩味，将可溶性单宁转化为不溶性单宁（凝固效

应），可使柿子实现自然脱涩。罗晓文[6]、张宝善[7]等发

现，含量为0.03%～0.1%的单宁不仅能使果实具有清凉口

感，还能起到强化酸味的作用，而高于1%的单宁具有强

烈涩味。本研究表明，莲子不同组织中可溶性单宁含量

低于0.03%，而莲子种皮中总单宁含量为0.03%～0.1%，

莲肉和莲心中总单宁含量低于0.03%，因此蜡熟期莲子中

的单宁对其优良风味具有促进作用。

目前有使用SA402B电子舌检测不同滋味强度的报 

道[33]，而CTongue电子舌多用于不同样品滋味差异程度的

测定[34]，鲜见使用CTongue电子舌对莲子涩味进行定量分

析的研究。本研究使用CTongue电子舌对莲子种皮、去

种皮后莲肉和莲心的涩味强度进行测定，发现所检测莲

子组织信号值远大于不同浓度单宁标准液信号值，检测

结果无法对莲子不同组织涩味进行区分，这是因为莲子

中其他化学物质的信号值较大，影响莲子涩味物质的检

测，表明CTongue电子舌不适用于莲子涩味的测定。

对莲子不同组织中ANR和LAR活性进行分析，发现

莲心中这两种酶活性最大，表明莲心中单宁合成较莲子

种皮和果肉旺盛，但总单宁则是莲子种皮中含量最高，

约占完整莲子籽粒的60%，可能是因为莲心中单宁代谢

远旺盛于莲子种皮。这与蚕豆相似，研究发现完整蚕豆

籽粒单宁含量的60%～90%集中于种皮[35]。

4 结 论

本研究测定了新鲜莲子种皮、去种皮后莲肉和莲心

中可溶性单宁、不溶性单宁和原花青素含量，结合感官

评价和电子舌检测，通过OPLS-DA和相关性分析明确了

导致莲子涩味的主要物质，以及对莲子涩味有重要影响

的酶和基因。结果表明：引起莲子涩味的主要物质为可

溶性单宁；蜡熟期莲子中的单宁对其优良风味形成具有

正向作用；ANR是影响莲子涩味强度的关键酶，SnANR9
是影响莲子涩味物质合成的重要基因。
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