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广泛靶向代谢组学分析不同蜜处理加工方法
对小粒咖啡非挥发性化合物的影响
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摘　要：为探究不同蜜处理加工方法中非挥发性化合物的代谢差异，采用 UPLC-MS/MS广泛靶向代谢组学对不同

脱胶率下（CH，脱胶率 100%；WH，脱胶率约 80%；YH，脱胶率为 40%~50%；RH，脱胶率为 20%~25%；

BH，脱胶率 0%）的咖啡生豆进行系统分析。结果显示，在 5种不同脱胶率处理的咖啡生豆中共鉴定到 1682种代

谢物，多元统计分析表明脱胶率明显改变了非挥发性化合物的代谢轮廓。以 VIP>1，log2|FC|>1和 P<0.05为阈

值，筛选得到 192种差异代谢物，其中氨基酸及其衍生物、有机酸、酚酸以及糖类是最主要的代谢物类别，在影

响咖啡豆风味特性方面起着重要的作用。通过趋势分析，鉴定到 93种非挥发性化合物的相对含量随脱胶率的降低

而持续增加。京都基因与基因组百科全书（KEGG）结果显示，这些化合物在肌醇磷酸代谢、戊糖与葡萄糖酸的相

互转化、半乳糖代谢、氨基糖和核苷酸糖代谢、链霉素的生物合成、吲哚生物碱生物合成以及碳水化合物消化吸

收中显著富集（P<0.05）。根据最小二乘判别分析（PLS-DA）模型，确定了以 N-乙酰氨基酸为主的 10种潜在标

志性化合物以区分不同脱胶率的蜜处理方法。研究结果揭示了咖啡果胶对咖啡豆的非挥发性化合物的影响，为通

过发酵控制提升咖啡风味特性提供了理论参考。
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Abstract：To  investigate  the  metabolic  differences  in  non-volatile  compounds  across  honey  processing  methods,  UPLC-
MS/MS-based  widely  targeted  metabolomics  was  employed  to  analyze  green  coffee  beans  systematically  under  different
mucilage  removal  rates  (CH,  100%;  WH,  approximately  80%;  YH,  40%~50%;  RH,  20%~25%;  BH,  0%).  The  results  
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revealed  that  1682  metabolites  were  identified  in  green  coffee  beans  subjected  to  five  mucilage  removal  rate  treatments;
multivariate statistical analysis demonstrated that the removal rate significantly altered the metabolic profiles of non-volatile
compounds.  A  total  of  192  differential  metabolites  were  screened  using  VIP>1,  log2|FC|>1,  and P<0.05  as  thresholds.
Among  them,  amino  acids  and  their  derivatives,  organic  acids,  phenolic  acids,  and  saccharides  emerged  as  the  most
dominant  metabolite  categories,  playing  pivotal  roles  in  influencing  the  flavor  characteristics  of  coffee  beans.  Trend
analysis  detected  93  non-volatile  compounds  exhibiting  progressively  increased  relative  contents  in  correlation  with
decreasing mucilage removal rates.  The Kyoto Encyclopedia of  Genes and Genomes (KEGG) results  indicated that  these
compounds  exhibited  a  significant  enrichment  (P<0.05)  in  inositol  phosphate  metabolism,  pentose  and  glucuronate
interconversions,  galactose  metabolism,  amino  sugar  and  nucleotide  sugar  metabolism,  streptomycin  biosynthesis,  indole
alkaloid  biosynthesis,  and  carbohydrate  digestion  and  absorption.  Partial  least  squares-discriminant  analysis  (PLS-DA)
model showed that ten potential marker compounds predominantly composed of N-acetyl amino acids were distinguished
between honey processing  methods  with  varying  mucilage  removal  rates.  The  findings  revealed  the  regulatory  impact  of
coffee mucilage on the non-volatile  compound profiles in coffee beans,  providing a theoretical  foundation for optimizing
coffee flavor attributes through fermentation control strategies.

Key words：widely targeted metabolomics；honey processing method；Yunnan Arabica coffee；non-volatile compounds

咖啡因其独特的风味而备受消费者欢迎，与茶、

可可并列为世界三大饮料。在中国，云南省是最大的

咖啡产区，其种植面积、产量和产值均占据全国的

98%以上，具有独一无二的产业发展优势[1]。2022
年，中国咖啡消费量 28.80万吨，同比增长 14.29%，

为全球增速的 31.07倍[2]。随着国内咖啡热潮的兴

起，消费者对咖啡风味质量的要求也不断增加。因

此，为满足日益成熟的消费者需求，通过品种[3−4]、栽

培管理[5]、初加工方式[6−7] 等因素改善咖啡豆的风味

质量成为了咖啡生产上的重大挑战。

咖啡风味质量的关键因素之一是通过不同初加

工方法获得用于烘焙的咖啡生豆[8]。据报道，咖啡生

豆的成分非常复杂，包含 1000多种具有不同化学性

质的化合物[9]，例如，碳水化合物、脂质、含氮化合物

（生物碱、氨基酸）等是咖啡生豆中重要的风味前体

物质[10]。这些物质在烘焙过程中通过美拉德反应、

焦糖化反应、脱水反应、脱碳反应等化学过程分解形

成烘焙豆中重要的风味活性物质，为咖啡带来果酸、

苦涩、甜感等特征风味[11]。此外，咖啡生豆中还含有

许多生物活性物质，例如绿原酸、咖啡因、葫芦巴

碱、萜类化合物等。这些物质不仅与人体健康密切

相关，还具有一定的风味贡献[12]。蜜处理加工方法是

一种新型初加工技术，能同时表现出水洗咖啡和日晒

咖啡的风味特性。在这一工艺中，咖啡经过脱皮后保

留果胶，并在发酵过程中被自然干燥[13]。果胶在发酵

过程中形成的风味前体物质可能会渗入咖啡生豆中，

改变其物质组成和风味特性。Aswathi等[14] 研究表

明，蜜处理加工方法会增加中粒咖啡中碳水化合物、

有机酸和次生代谢物的含量。Zhai等[15] 研究表明，

蜜处理加工方法能增强小粒咖啡烘焙豆中焦糖、烘

焙和黄油的风味。随着咖啡工业的不断发展，蜜处理

加工方法根据脱胶量的不同已衍生出白蜜、黄蜜、红

蜜、黑蜜等精品微批次处理法。这些处理法通过控

制果胶发酵过程，提升产品质量，增加经济价值。然

而，这些精品微批次的初加工方法引起的咖啡风味及

活性物质的差异是未知的，有待进一步研究。

基于超高效液相-电喷雾-三重四极杆线性离子

阱-串级质谱（ultra performance liquid chromatogra-
phy-electrospray ionization-quadrupole-linear ion trap-
tandem mass spectrometry，UPLC-ESI-Q TRAP-MS/
MS）的广泛靶向代谢组学具有高通量、高灵敏度、高

覆盖度的技术优势，已被广泛用于食品科学领域的化

合物定性、定量、鉴定、分类等方面[16]。目前，利用

代谢组进行咖啡初加工研究的报道越来越多，例如，

不同初加工方法造成的风味差异[9]，或使用酵母或真

菌进行咖啡豆发酵[17]。然而，对于单一初加工方法的

发酵控制却鲜见报道。本研究以 5种不同脱胶率的

咖啡生豆为研究对象，采用代谢组学方法全面分析不

同蜜处理加工方法对咖啡生豆中非挥发性物质的影

响，挖掘其特征成分及代谢通路，以期阐明主要差异

代谢物的风味特性。研究结果有助于进一步理解咖

啡果胶发酵过程中的质量控制，并为进一步提升咖啡

风味特征提供理论参考。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

供试品种为小粒咖啡（Coffea arabica L.）栽培品

种卡蒂姆（Catimor）　2023年 3月采集于中国云南

省保山市潞江镇新寨村（25°1'35"N，98°49'51"E，海
拔 1200 m）；HPLC级溶剂（甲醇、乙腈、乙醇、甲酸）

　美国 Merck集团；标准品（HPLC级溶剂）　美国

Sigma-Aldrich集团。

AFJG-2000咖啡脱皮机　云南澳福实业有限公

司；AM-CF800咖啡脱胶机　武汉艾克美农业科技

有限公司；DRC-1X咖啡脱壳机　巴西 Pinhalense
公司；Forma995型超低温冰箱　美国 Thermo Fisher
Scientific公司；Scientz-100F冷冻干燥机　宁波新芝

冻干设备有限公司；MM400研磨仪　德国 Retsch
公 司 ； MS105DM电 子 天 平 　 瑞 士 METTLER
TOLEDO集团；5424R离心机　德国 Eppendorf公
司 ； ExionLC™  AD超 高 效 液 相 色 谱 、 Applied
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Biosystems 4500 Q TRAP串联质谱　美国 SCIEX
公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   蜜处理加工工艺　预处理：将收集的咖啡鲜果

仔细分类，剔除未成熟、过熟和有缺陷的鲜果，获得

颜色一致、大小均匀的鲜果作为待测样品。为确定

单次脱胶量，使用脱皮机将咖啡鲜果去皮，将得到的

咖啡豆进行称重（认为此时未脱胶），重量记为 W1。

然后，使用脱胶机将咖啡豆完全机械脱胶后称重（认

为此时果胶已完全去除），重量记为 W2。单次脱胶

量的计算公式如下：

单次脱胶量 = (W1 −W2)×R

式中，R为单次脱胶率（%），通过调节机械脱胶

机的松紧度控制在 20%~25%之间（目前生产上常用

的咖啡脱胶机精度有限，只能达到范围值）。

样品制备：将样品分成 5份，每份重 10 kg，分别

用于 5种不同脱胶量的五种处理。根据预实验得到

的单次脱胶量，按照脱胶次数的增加来达到不同处理

的脱胶量，并通过称重进行验证。脱胶后将咖啡豆静

置 40 min，然后戴上无菌手套手动搅拌，确保果胶均

匀分布在每颗咖啡豆上。随后，将咖啡豆置于晾晒架

上自然干燥（无雨水环境），直至水分含量达到 11.0±
1.0 g/DW后结束干燥过程（一般来说，脱胶率越低的

处理，需要更长的干燥时间）。最后，使用脱壳机去除

外壳，获得咖啡生豆，以便进一步分析。

根据脱胶量的差异区分五种处理：CH，水洗法完

全去除果胶，即水洗处理；WH，脱胶 3次，脱胶率约

为 80%，即白蜜处理；YH，脱胶两次，脱胶率为 40%~
50%，即黄蜜处理；RH，脱胶 1次，脱胶率为 20%~
25%，即红蜜处理；BH，不脱胶，即黑蜜处理，这也是

咖啡生产上传统的蜜处理方法。所有样品设置 3个

生物学重复，将 CH、WH、YH、RH、BH共 5组样品

进行广泛靶向代谢组检测。

 1.2.2   样品预处理　取出样品置于冷冻干燥机中真

空冷冻干燥，随后使用研磨仪研磨（30 Hz，90 s）至粉

末状。称取 50 mg样本粉末，加入 1200 μL预冷的

70%甲醇水内标溶液（−20 ℃，2-氯苯丙氨酸，1 PPM）

后涡旋（每 30 min涡旋 1次，每次持续 30 s，持续

6次）和离心（12000 r/min，3 min），吸取上清液后使

用微孔滤膜（0.22 μm）过滤样品，保存于进样瓶中，用

于 UPLC-MS/MS分析。

 1.2.3   UPLC条件　色谱柱：Agilent SB-C18 1.8 µm，

2.1 mm×100 mm；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：

0.00 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 1 min，10.00~11.10 min时 B
相比例降为 5%并维持至 14 min；流速、柱温和进样

量分别设定为 0.35 mL/min、40 ℃ 和 2 µL。

 1.2.4   ESI-Q TRAP-MS/MS条件　电喷雾离子源

（ESI）设置为：温度 550 ℃；离子喷雾电压（IS）为
5500 V（正离子模式）/−4500 V（负离子模式）；离子源

气体（GSⅠ）为 50 psi；气体Ⅱ（GSⅡ）为 60 psi；气帘

气（CUR）为 25 psi，碰撞诱导电离参数设置为高。三

重四极杆（QQQ）扫描使用多反应监测（MRM）模式，

碰撞气体（氮气）设置为中等，根据优化的去簇电压

（DP）和碰撞能（CE）扫描检测各个MRM离子对。

 1.3　数据处理

基于迈维代谢自建数据库（metware database）对
二级谱信息进行物质定性并去除同位素信号与重复

信号。利用三重四极杆质谱（QQQ TRAP-MS/MS）
的多反应监测（MRM）模式进行代谢物定量。获得不

同处理的代谢物质谱分析数据后，对所有物质色谱峰

进行峰面积积分，并对同一代谢物在不同样本中的质

谱出峰进行积分校正。

使用主成分分析（principal component analysis，
PCA）和层次聚类分析（hierarchical clustering analysis，
HCA）评估样本质量与重现性。通过正交偏最

小二乘法判别分析（orthogonal partial least squares-
discriminant  analysis，OPLS-DA）确定两组间数据

的分离性，并获得 VIP值（variable importance in pro-
jection）。将 VIP>1，log2|FC|>1和 P<0.05作为筛选

条件区分差异代谢物（differential metabolites，DMs）。
使用 STEM（版本 1.3.11）进行代谢物趋势分析（trend
analysis）。基于 KEGG数据库 （ http://www.kegg.
jp）注释差异代谢物，获得显著变化的代谢通路。

使用 Excel 2019软件进行数据整理和分析。利

用 Metware Cloud云平台（https://cloud.metware.cn/）
和 Prism Graphpad软件（版本 8.0.2）进行图表制作。

通过 Adobe Illustrator 2019软件进行图形布局排版。

 2　结果与分析

 2.1　非挥发性代谢物轮廓分析

通过对五种蜜处理加工方法获得的咖啡生豆进

行广泛靶向代谢组分析，共鉴定到 1682个代谢物，

包括 366种氨基酸及其衍生物（21.76%）、254种酚

酸（15.10%）、212种其它类（12.60%，包括 82种糖

和 19种维生素等）、184种脂质（10.94%）、159种生

物碱（9.45%）、118种黄酮（7.02%）、109种有机酸

（6.48%）、106种萜类（6.30%）等（图 1a）。其中，许多

代谢物是烘焙过程中产生的挥发性化合物的风味前

体物质，也是咖啡中具有重要营养价值和保健功能的

次生代谢物[18]。

通过主成分分析（PCA）研究五种处理的非挥发

性代谢物轮廓差异。如图 1b所示，PCA分数图显示

了组内 3个重复的聚集，并通过 PC1（23.33%）和

PC2（14.09%）进行区分。根据图中结果，CH、WH、

YH三个处理组间分离度不明显，其二维分布均位

于 PC1左侧。RH与 BH的二维分布则位于 PC1右

侧，与其余三个处理间存在明显的分离。而 RH与

BH间主要通过 PC2分离，其置信区间存在一定的交
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集。层次聚类分析（HCA）显示（图 1c），组内重复性

高证实了代谢组数据的可靠性（重现性良好），而不同

处理样品间明显分离表明蜜处理加工方法明显改变

了代谢物轮廓组成。正交偏最小二乘法判别分析

（OPLS-DA）是一种有监督的多元统计方法，适用于

分离判别并放大两组代谢数据间的类别差异并最大

程度地去除与类别分离无关的信息[19]。通过交叉验

证确定最佳的正交组分数（R2X、R2Y、Q2Y），可以确

保模型的预测性能。其中，R2X和 R2Y分别表示模

型中 X和 Y矩阵的解释率，Q2Y表示模型的预测能

力。其中，R2Y和 Q2Y越接近 1，模型越稳定。结果

表明，CH vs. WH（图 2a）、CH vs. YH（图 2b）、CH

vs. RH（图 2c）、CH vs. BH（图 2d）这 4个不同脱胶

量的对比组中，R2Y分别为 0.996、1、1、1，Q2Y分别

为 0.730、0.858、0.928、0.961。总的来说，R2Y均超

过了 0.99，而 Q2Y在 0.73~0.961之间，具有良好的

数据分离度与模型可靠性。此外，通过 OPLS-DA

模型得出的 VIP值可用于筛选差异代谢物。
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图 1    不同蜜处理加工方法的咖啡生豆代谢物特征分析

Fig.1    Characterization of metabolites in green coffee beans with different honey processing methods
注：（a）代谢物一级分类饼图；（b）主成分分析图；（c）层次聚类热图。
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图 2    正交偏最小二乘法判别分析（OPLS-DA）

Fig.2    Orthogonal partial least squares-discriminant analysis (OPLS-DA)
注：（a）CH vs. WH；（b）CH vs. YH；（c）CH vs. RH；（d）CH vs. BH。
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 2.2　差异代谢物的鉴定

为明确不同蜜处理加工方法的咖啡生豆中代谢

物的显著差异，根据 VIP>1，P<0.05和 log2|FC|>1的

筛选条件鉴定差异代谢物。结果显示，在 CH vs.
WH组中（图 3a）鉴定出 43种差异代谢物（23种上调

代谢物和 20种下调代谢物），包括 20种氨基酸及其

衍生物、10种酚酸和 4种有机酸等（表 1）。在 CH vs.
YH中（图 3b），共鉴定出 40种差异代谢物（24种上

调代谢物和 16种下调代谢物），包括 22种氨基酸及

其衍生物、5种酚酸和 3种糖等（表 1）。在这两个对

比组中，log2|FC|>3的差异代谢物均为氨基酸及其衍

生物，分别有 8种和 6种。在 CH vs. RH组中（图 3c），
共鉴定出 78种差异代谢物，包括 51种上调代谢物

和 27种下调代谢物。其中，氨基酸及其衍生物最多

（38种），其次为酚酸（8种）、萜类化合物（7种）、生物

碱（7种）、有机酸（5种）等（表 1）。有 13种代谢物

的 log2|FC|>3，包括 8种氨基酸及其衍生物、4种三

萜和 1种生物碱。在 CH vs. BH组中（图 3d），鉴定

到 138种差异代谢物（120种上调代谢物和 18种下

调代谢物），主要包括氨基酸及其衍生物（58种）、有

机酸（17种）、酚酸（14种）、糖（14种）等（表 1）。大

量有机酸以及糖类物质表现出显著的差异。这些物

质已被证明在咖啡风味质量中有重要的贡献，能为咖

啡提供酸味、甜味和果味[20]。火山图显示了不同蜜

处理方法中非挥发性化合物的总体差异，差异代谢物

的数量随脱胶率的降低而逐渐增加。结合 PCA分

析，结果表明在脱胶率较低时，脱胶的差异会更显著

地影响咖啡豆中的非挥发性化合物。因此，在咖啡生

产中，进行黄蜜、红蜜或黑蜜处理时有必要更严格地

控制果胶发酵，这或许有助于保持精品咖啡产品的一

致性。

总的来说，在 4个不同脱胶量对比组中的生豆

样品中共鉴定到 192种差异代谢物，包括 76种氨基

酸及其衍生物、23种酚酸、20种有机酸、17种糖、

12种生物碱、8种黄酮、8种萜类化合物、7种核苷

酸及其衍生物、6种脂质、4种木脂素和香豆素和

11种其它物质（表 1）。韦恩图显示了不同对比组中

各种差异代谢物的交叉与分离（图 4a）。其中，鉴定

到苏氨酰-异亮氨酰-谷氨酰胺、L-亮氨酰-L-天冬氨

酰-L-谷氨酰胺、谷氨酸-异亮氨酸-亮氨酸、咖啡酸乙

酯、3,4-二甲氧基肉桂酸、洋川芎内酯 K共 6种代谢

物在不同蜜处理与对照间均表现出显著的差异，这或

许可以作为区分蜜处理与水洗处理的潜在生物标志

物。峰面积图显示（图 4b），随着脱胶率的降低，非挥
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图 3    不同蜜处理加工方法的差异代谢物的火山图

Fig.3    Volcano plot of differential metabolites for different honey processing methods
注：（a）CH vs. WH；（b）CH vs. YH；（c）CH vs. RH；（d）CH vs. BH。
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发性化合物主要呈上调趋势，代谢物丰度逐渐增加。

其中，氨基酸及其衍生物是最主要的差异代谢物，其

次是以糖类、有机酸为主的初生代谢物以及酚酸为

主的次生代谢物。

 2.3　差异代谢物的类别分析

 2.3.1   氨基酸及其衍生物　在不同蜜处理加工方法

中，氨基酸及其衍生物是观察到的最丰富的差异非挥

发性化合物。氨基酸类化合物在咖啡烘焙中扮演了

重要的角色，是美拉德反应中产生吡啶、吡咯等芳香

化合物的重要前体物质[21]。这些芳香化合物与坚

果、巧克力等风味以及丝滑的口感密切相关[22]。本

研究鉴定的差异氨基酸及其衍生物主要包括支链氨

基酸和芳香氨基酸，这些氨基酸衍生物大多在蜜处理

样品中上调表达（图 5a）。例如，组氨酸-脯氨酸-丙氨

酸、甘氨酸-亮氨酸-苯丙氨酸、谷氨酸-缬氨酸-异亮

氨酸、L-组氨酸-L-缬氨酸-L-缬氨酸和 L-异亮氨酸-
L-脯氨酸-L-异亮氨酸在 WH中明显高于其他处

理。相比 CH和 BH组，甘氨酸-甘氨酸-亮氨酸、L-
异亮氨酸-L-脯氨酸-L-精氨酸和 L-丙氨酰-L-异亮氨

酰-L-苯丙氨酸在 YH处理中表现出增加的趋势。这

是由于在发酵过程中，一些多肽会在发酵时间久的处

理中被分解为更小的肽或氨基酸，从而提高蛋白质的

利用率，并影响咖啡风味。N-乙酰-L-酪氨酸、N-乙
酰-L-谷氨酸、N-乙酰-L-蛋氨酸、N-乙酰基-DL-苯丙

氨酸和 N-乙酰基-DL-蛋氨酸五种乙酰化氨基酸衍生

物在 RH和 BH中至少增加了 3倍。研究表明，N-
乙酰氨基酸是普洱茶发酵过程中的关键上调代谢物，

并具有潜在的神经保护活性[23]。因此，在本研究中

N-乙酰氨基酸或许可以作为区分果胶量差异的关键

代谢物，并且可能增加蜜处理咖啡豆的生物活性。此

外，有 36种氨基酸及其衍生物在 BH组中明显高于

其余处理，与 Priyadi等[24] 的研究结果类似。其中，

N-（1-脱氧-1-果糖基）丙氨酸、N-（1-脱氧-1-果糖基）

苯丙氨酸、N-（1-脱氧-1-木糖基）缬氨酸、N-（1-脱氧-
1-果糖基）亮氨酸、N-（1-脱氧-1-果糖基）天冬酰胺可

能会增强美拉德反应，通过与糖类物质发生一系列反

应并脱水分解产生吡嗪等挥发性化合物[25−26]。据报

道，蜜处理加工方法相比传统水洗处理具有更高的谷

氨酸含量[27]。一般来说，发酵过程会增加咖啡豆中氨

基酸及其衍生物的含量，这可能是由于微生物发酵分

解蛋白质引起的。例如，通过 Rhizopus oligosporus
发酵处理后的咖啡生豆中天冬氨酸、谷氨酸、丙氨

酸、脯氨酸、苯丙氨酸的浓度会显著高于未发酵的咖

啡豆[28]。

 2.3.2   酚酸　酚酸是咖啡中重要的生物活性化合物，

被报道为对人体健康有益的抗氧化剂[29]。在本研究

中，在不同脱胶量的蜜处理加工方法间共检测到

23种酚酸类化合物（图 5b）。与 CH组相比，WH组

中发现了 10种差异表达的酚酸类化合物。其中，对

香豆酸乙酯、咖啡酸苯乙酯和 4-羟基苯甲酸乙酯的

代谢丰度分别上调了 6.69、5.05和 4.18倍，这些化

合物在脱胶率较高的蜜处理方法中（WH、YH）丰度

较高。然而，对于大部分检出的酚类差异代谢物来

说，均在脱胶率低的处理中（RH、BH）具有较高的代

 

表 1    不同对比组中差异代谢物的分类

Table 1    Classification of differential metabolites in different
comparison groups

一级分类物质 CH vs. WH CH vs. YH CH vs. RH CH vs. BH
所有差异
代谢物

氨基酸及其
衍生物 20 22 38 58 76

酚酸 10 5 8 14 23
有机酸 4 0 5 17 20

糖 0 3 4 14 17
生物碱 2 2 7 6 12
黄酮 0 2 2 4 8

萜类化合物 1 1 7 6 8
核苷酸及其

衍生物 3 1 3 3 7

脂质 0 1 1 4 6
木脂素和
香豆素 0 1 1 2 4

其它 3 2 2 10 11
总计 43 40 78 138 192
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图 4    不同蜜处理加工方法的差异代谢物的
代谢特征

Fig.4    Metabolic characterization of differential metabolites
for different honey processing methods

注：（a）韦恩图；（b）峰面积图。
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谢丰度。例如，在 RH和 BH组中检出的咖啡酸乙

酯、3,4-二甲氧基肉桂酸、阿魏酸乙酯的代谢丰度均

为 CH组的 2.5~3.5倍。此外，4-O-没食子酰奎宁

酸、异阿魏酸、3-羟基肉桂酸、2-羟基肉桂酸、对香豆

酸、α-羟基肉桂酸、香草醇苷、丁香苷、3-（4-羟基苯

基）丙酸、2-羟基-3-苯基丙酸、2-甲基苯甲酸这 11种

酚酸类化合物在 BH组中的相对丰度高于其它处

理。这些结果表明，果胶发酵能促进酚类物质的合

成，从而增加咖啡制品的生物活性。在另一项研究

中，低脱胶率的咖啡生豆主要受真菌（主要包括酵母

菌和丝状真菌）的影响[30]。有研究表明，这或许是在

干燥过程中真菌通过分泌 β-葡萄糖苷酶促进酚酸的
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图 5    差异代谢物的聚类热图

Fig.5    Clustering heatmap of differential metabolites
注：（a）氨基酸及其衍生物；（b）酚酸；（c）有机酸；（d）糖类。
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转化与合成[9]。然而，对于咖啡来说，需要更多的研

究来评估这些酚酸类化合物对咖啡风味质量的影

响。此外，在不同脱胶量的蜜处理方法中均检出了高

水平的绿原酸、咖啡酸等咖啡中重要的酚类化合

物。然而这些化合物在各处理中均保持稳定，表明果

胶的去除与否并不会对这些咖啡中典型的活性化合

物产生影响。

 2.3.3   有机酸　通常来说，酸含量会随着发酵过程而

增加，这是由乳酸菌通过乳酸发酵导致的[31]。本研究

结果表明，不同脱胶率的蜜处理加工方法中有机酸含

量具有较大差异（图 5c）。这一现象的原因是微生物

会分解果胶中的碳水化合物从而释放出大量的有机

酸（碳水化合物代谢中重要的中间体化合物）以及糖

类[32−33]。因此，低脱胶率的咖啡豆可能会产生更多的

碳代谢产物。在检出的所有 20种差异表达的有机

酸中，CH vs. BH组中鉴定到了 17种，16种为上调

表达（表 1）。其中，草酸、L-乳酸、DL-3-苯基乳酸的

差异倍数最高，分别达到了 9.68、5.79、4.77倍。这

些有机酸化合物可作为风味前体物质随果胶迁移到

种子中，赋予咖啡烘焙豆额外的风味[17]。研究表明，

乳酸会显著增加咖啡制品的果酸味，例如“乳酸”“柠

檬酸”等风味，这有利于提升咖啡的杯测质量，从而获

得更高的杯测分值[34]；而草酸被认为与“苦涩”的风

味呈正相关[12]，这可能会给精品咖啡的风味品质带来

影响。此外，在各比较组中均鉴定到了 γ-氨基丁

酸。γ-氨基丁酸是一种植物中天然存在并具有多种

生理功能的生物活性化合物，对人体具有多种健康功

效，特别是作为中枢神经系统中的主要抑制性神经递

质[35]。研究表明，γ-氨基丁酸与逆境胁迫密切相关，

咖啡生豆的自然干燥过程可能会导致其显著积累[36]。

 2.3.4   糖类　如前所述，咖啡果胶中含有大量的碳水

化合物。咖啡内源微生物（主要包括乳酸菌等）通过

释放有机酸、降低酸度加速果胶降解，这有助于降低

黏性并增加单糖，为咖啡增加甜味和果酸味[14]。在本

研究中，共有 17种糖类物质在不同处理组间差异表

达，其变化趋势与有机酸类似，主要在 BH组中被检

出（14种）。这些糖类物质主要包括 D-葡萄糖、山

梨糖、D-果糖、甘露糖、D-半乳糖、D-葡萄糖醛

酸、D-半乳糖醛酸等，与 CH组相比，分别增加了

2.19、2.13、2.70、2.68、2.40、2.90以及 2.85倍（表 1，
图 5d）。这些重要的糖类物质属于果胶成分的一部

分，可以通过酶促反应降解，并对咖啡的香气以及杯

测质量产生积极影响[37]。在烘焙过程中，糖类物质的

热降解是形成焦糖化产物的主要原因。同样地，还原

糖还与氨基酸通过美拉德反应相互作用，形成吡嗪和

吡啶等重要的咖啡芳香族化合物，从而影响咖啡饮料

的烘焙香气和坚果感官特性[38]。此前的研究已有报

道，不同类型的咖啡加工方法会导致咖啡生豆中的糖

含量表现出显著差异。例如，相比水洗处理法以及日

晒处理法，蜜处理加工法会保留更高的蔗糖以及其余

单糖含量[39]。然而，本研究发现，高糖含量似乎仅在

常规的蜜处理法（BH组）中表现出来。在不同脱胶

量的其余处理中，均与完全脱胶的 CH组无明显

差异。

 2.4　差异代谢物的变化规律分析

将对照（CH）、白蜜（WH）、黄蜜（YH）、红蜜

（RH）、黑蜜（BH）共五个不同脱胶率处理的咖啡生豆

进行代谢物变化规律分析。选择所有检出的 192个

差异代谢物进行趋势分析，共获得 10个趋势谱。根

据代谢物趋势分析的显著性检验（P<0.05），仅获得

1个目标趋势谱（profile9），随着脱胶率的降低而不断

上调（图 6a）。目标趋势谱（profile9）中包含 93种代

谢物。其中，氨基酸及其衍生物数量最多（39种），其

次为糖类（14种）、有机酸（13种）、酚酸（10种）、生

物碱（6种）等。

随后，将 profile9中包含的 93种代谢物进行

KEGG通路富集分析。前 20条富集的 KEGG通路

如图 6b所示，显著富集（P<0.05）的通路有 7条，分

别为肌醇磷酸代谢、戊糖和葡萄糖醛酸的相互转化、

半乳糖代谢、氨基糖和核苷酸糖代谢、链霉素的生物

合成、吲哚生物碱生物合成以及碳水化合物消化吸

收。其中，肌醇磷酸代谢、戊糖和葡萄糖醛酸的相互

转化、半乳糖代谢以及氨基糖和核苷酸糖代谢均属

于碳水化合物代谢（Carbohydrate metabolism）。这

些途径中包含了许多显著变化的糖类物质，例如，磷

酸二羟基丙酮、D-半乳糖醛酸、D-葡萄糖醛酸、阿东

糖醇、甘露糖、肌醇、木糖醇、D-半乳糖、D-葡萄

糖。随着脱胶率的降低，这些糖类物质持续上调积

累，在咖啡豆的自然发酵过程中参与碳水化合物代

谢。未处理的咖啡果胶具有高度的甲酯化，包含约

60%的半乳糖醛酸，这些物质必须在发酵过程中被

降解[40]。通过自然发酵处理（包括日晒处理、蜜处

理）后的咖啡豆，往往具有更强烈的甜感，这与糖类物

质积累密切相关。代谢物引起的风味变化与微生物

活动联系紧密，例如咖啡果胶中的糖类物质会通过酵

母菌发酵产生挥发性化合物，这有利于咖啡的香气属

性[34]。这在另一项研究中已被观察到，酵母在自然发

酵后期会提升咖啡的醇香、花香和坚果等香气[30]。

链霉素的生物合成以及吲哚生物碱生物合成均属于

次生代谢物的生物合成（Biosynthesis of other secon-
dary metabolites）。在本研究中，这主要与色胺的生

物合成相关，色氨酸通过色氨酸脱羧酶转化为色胺，

并参与吲哚生物碱的生物合成。色胺对人体健康具

有许多有益作用，包括抗氧化、在人体内转化为血清

素以改善睡眠质量以及维护肠道健康等[41]。此外，在

前 20条富集的通路中，还鉴定到许多与微生物活动

相关的途径，例如碳水化合物消化吸收、群体感应、

微生物在不同环境中的新陈代谢、减数分裂-酵母

等。这表明微生物对不同脱胶率下的咖啡发酵过程

中的代谢物积累具有重要作用。
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为了在不同脱胶率的蜜处理方法中鉴定关键的

非挥发性化合物，本研究针对 CH、WH、YH、RH、

BH共 5个处理组建立了最小二乘判别分析（partial
least squares-discriminant analysis，PLS-DA）模型以

确定各代谢物的 VIP得分。高 VIP得分代表各组间

非挥发性化合物的差异越显著，并且更有利于用于组

别间的分类。如表 2所示，本研究选取了目标趋势

谱中 VIP得分最高的 10种代谢物，分别为 N-乙酰-
L-酪氨酸、N-乙酰基-DL-苯丙氨酸、1-[2-（呋喃-2-
基）-2-氧代乙基 ]哌啶-2-one、L-亮氨酸-L-半胱氨

酸-L-精氨酸、D-赤藓糖-4-磷酸、甲硫氨酰-苏氨酰-

谷氨酸、L-精氨酰-L-缬氨酰-L-亮氨酸、N-乙酰-L-谷
氨酸、N-乙酰-L-亮氨酸和 N-（1-脱氧-1-果糖基）天冬

酰胺。这些代谢物随着脱胶率的降低而持续上调，并

且可作为区分使用不同果胶量制备咖啡豆的蜜处理

方法的潜在标志性化合物。在这 10种代谢物中，包

括了 8种氨基酸及其衍生物、1种生物碱和 1种糖

类。其中，包含了 N-乙酰-L-酪氨酸、N-乙酰基-DL-
苯丙氨酸、N-乙酰-L-谷氨酸、N-乙酰-L-亮氨酸共

4种 N-乙酰氨基酸。如前所述，N-乙酰氨基酸是具

有潜在的神经保护活性的生物活性化合物，这可能会

增加蜜处理加工后咖啡豆的生物活性[42]。根据 PLS-
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图 6    差异代谢物的变化规律分析

Fig.6    Analysis of variation pattern in differential metabolites
注：（a）差异代谢物趋势分析；（b）目标趋势谱的 KEGG分析。
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DA模型得出的 VIP得分，N-乙酰氨基酸也可作为

区分不同果胶量制备咖啡豆的蜜处理方法的潜在标

志性化合物。

 3　结论
本研究采用基于 UPLC-MS/MS的广泛靶向代

谢组学技术分析 5种不同脱胶率的蜜处理方法的代

谢物组成差异，共获得 192种差异非挥发性化合

物。其中包括了 76种氨基酸及其衍生物、23种酚

酸、20种有机酸、17种糖、12种生物碱、8种黄酮、

8种萜类化合物、7种核苷酸及其衍生物、6种脂质、

4种木脂素和香豆素和 11种其它物质。在 RH以

及 BH处理中，脱胶率差异会更显著地影响咖啡豆中

的非挥发性化合物。在不同对比组中，氨基酸及其衍

生物的差异代谢物数量均为最多，且随着脱胶率的降

低而逐渐增加，其次是以糖类、有机酸为主的初生代

谢物以及以酚酸为主的次生代谢物。热图显示，这些

非挥发性化合物在脱胶率较低的蜜处理方法中会保

持更高的丰度。通过烘焙过程中的一系列反应，这些

化合物可能给咖啡豆带来更加丰富的“醇香”“果酸”

“甜感”等风味特征以增加咖啡豆的附加价值。此

外，趋势分析鉴定到 93种代谢物随着脱胶率降低而

持续上调。这些代谢物主要参与了磷酸肌醇代谢、

戊糖与葡萄糖酸的相互转化、半乳糖代谢、氨基糖和

核苷酸糖代谢、链霉素的生物合成、吲哚生物碱生物

合成等与咖啡豆的风味物质合成以及生物活性密切

相关的代谢通路。根据最小二乘判别分析模型，确定

了以 N-乙酰氨基酸为主的 10种潜在标志性化合物

以区分不同果胶量的蜜处理方法。以此提出，保留不

同的果胶量的蜜处理方法会显著影响咖啡生豆的非

挥发性代谢物，且在脱胶率低时更加明显。研究结果

为进一步理解咖啡果胶对代谢物的影响提供了理论

依据，可为今后咖啡豆的发酵控制以及风味改善等方

面提供一定的参考。
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