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样品前处理对检测柑橘中5-甲基四氢叶酸的影响
郭丽琼1,2，吴厚玖1,*，谈安群1，马亚琴1，焦晓磊1,2

(1.西南大学柑橘研究所，重庆 400712；2.西南大学食品科学学院，重庆 400715)

摘  要：5-甲基四氢叶酸是叶酸的1种衍生物，是叶酸在柑橘中存在的最主要形式。由于其不稳定及柑橘果实成分

复杂，导致叶酸的检测较为困难。要准确测定柑橘中5-甲基四氢叶酸的含量，柑橘样品的前处理非常重要。采用高

效液相荧光检测法，考察不同的前处理方法对柑橘中5-甲基四氢叶酸检出结果的影响。结果表明：柑橘类样品果

肉、果皮、囊衣3g，种子2g匀浆后加入20mL磷酸缓冲液，调解pH值为6.8，沸水浴处理15min(1次水解)，冷却离心

取上清液定容至25mL后取3mL，添加0.5mL大鼠血清、37℃振摇温育20h时，可得到最佳检测结果。
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Abstract：The main form of folate, as a polyglutamate derivative of folate, in citrus is 5-methyltetrahydrofolate (5-MTHF). 

The content of 5-MTHF is difficult to measure due to its instability and the complex matrix in citrus. Pre-treatment of 

samples is very important for determining 5-MTHF in citrus accurately. In this work, the effect of different pre-treatment 

methods on the extraction efficiency of 5-MTHF was explored using high performance liquid chromatography-fluorescence  

detection (RP-HPLC-FLD). The results showed that the best hydrolysis conditions for citrus samples were found as follows: 

homogenization of samples (3 g of pulp, exocarp plus mesocarp, endocarp or 2 g of seeds) and dilution to 20 mL with 

phosphate buffer and adjustment of pH to 6.8, heating in a boiling water bath for 15 min (single hydrolysis), dilution of 

supernatant to 25 mL after cooling down and centrifugation, addition of 0.5 mL of rat serum to 3 mL of the diluted sample, 

and incubation at 37 ℃ for 20 h with an adjusted pH of 6.8 while shaking. 
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叶酸是指含有蝶酰谷氨酸结构的1类维生素，属于

水溶性B族维生素复合体之一，主要是由喋啶、对氨基

苯甲酸和谷氨酸3部分组成[1-2]。叶酸的主要形式有：二

氢叶酸、四氢叶酸、5-甲酰基四氢叶酸或10-甲酰基四氢

叶酸或5,10-次甲基四氢叶酸、5,10-亚甲基四氢叶酸和 

5-甲基四氢叶酸[3-4]。叶酸在天然植物中多以多聚谷氨酸

盐的形式存在[5-6]，Gregory等[7]认为植物组织中叶酸最

主要存在的形式为5-甲基四氢叶酸及其多聚谷氨酸盐，

Wang等[8]报道，果蔬中5-甲基四氢叶酸及其多聚谷氨酸

盐含量占其总叶酸含量的50%～90%，故本研究着重测定

了柑橘中5-甲基四氢叶酸的含量。

本研究采用的高效液相色谱法只对叶酸的单、双、

三谷氨酸盐的形式敏感，处理含有叶酸多聚谷氨酸盐的

样品时利用适量的叶酸轭合酶对其进行酶解。Stokstad

等[9]认为，橙汁中5-甲基四氢叶酸单谷氨酸盐、四谷氨

酸盐和五谷氨酸盐的含量分别占总5-甲基四氢叶酸含量

的30%～40%、15%～30%和40%～50%。White等[10]通

过反相高效液相电化学检测法测定柑橘汁中5-甲基四氢

叶酸的含量结果表明，经叶酸轭合酶处理的样品比没

有经过酶解的样品检测出的5-甲基四氢叶酸含量要高

30%～70%。但Streiff等[11]认为甜橙含有丰富的叶酸资

源，其存在形式为单谷氨酸盐，不需要用叶酸轭合酶降

解，因此本实验对于叶酸轭合酶的使用与否及用量进行

了研究。

由于5-甲基四氢叶酸稳定性差，遇光、氧气和高温

易分解，加之柑橘果实中成分比较复杂，干扰因素多，
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增加了检测5-甲基四氢叶酸的难度[12-13]。因此，本研究主

要探讨了样品前处理的方式及如何利用叶酸轭合酶有效

提取柑橘中的5-甲基四氢叶酸及其衍生物。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

奥林达夏橙 采自重庆市忠县。

5-甲基四氢叶酸标准品 瑞士Schircks Laboratories

公司；大鼠血清、鸡胰腺冻干粉 上海物竞化工科技有

限公司；磷酸二氢钾、抗坏血酸、磷酸、醋酸钠 成都

科龙化工试剂厂；甲醇、乙腈(均为色谱纯) 美国Sigma

公司；2-巯基乙醇 天津市光复精细化工研究所；氢氧

化钾 重庆北碚化学试剂厂；氯化钠(分析纯) 重庆川

东化工(集团)有限公司。

1.2 仪器与设备 

Dionex’s Ultimate 3000高效液相色谱仪、荧光检测

器 戴安(上海)分析仪器有限公司；Venusil MP C18色谱

柱 天津博纳艾杰尔科技有限公司；恒温水浴锅 江

苏金坛市中大仪器厂；LDZX-50FBS型立式压力蒸汽

灭菌器  上海深谙医疗器械厂；CQ250超声波清洗

器 上海超声波仪器厂；IEC CL31R冷冻离心机 德

国ThermoFisher公司；SAX固相萃取小柱 上海安谱科

学仪器有限公司；2X-2真空泵 南京真空泵厂；0.22μm

滤膜 天津津腾实验设备有限公司；FE20 pH计 瑞士

Mettler Toledo公司；FAZO04B电子分析天平 上海精

科仪器有限公司。 

1.3 方法

1.3.1 标准溶液的配制

精确称取5-甲基四氢叶酸标准品2.0mg于100mL容量

瓶中，用含1g/100mL抗坏血酸和0.1%(V/V)2-巯基乙醇的

0.1mol/L磷酸二氢钾溶液溶解并定容至刻度，即得20μg/mL

的标准储备液。精密量取适量标准储备液，用上述磷酸

二氢钾溶液依次配制成不同质量浓度梯度的系列标准溶

液，测定各标准液的峰面积，并绘制标准曲线。

1.3.2 柑橘可食部分的前处理方法优化

1.3.2.1 称样

新鲜的夏橙清洗后取其可食部分进行匀浆处理，准

确称取果肉3g匀浆后的样品于125mL的三角锥瓶中，精

确至0.0001g。加20mL 0.05mol/L磷酸缓冲液(含1%抗坏血

酸和0.1% 2-巯基乙醇的磷酸二氢钾溶液)，调节pH6.8并

定容至25mL，振摇后进行水解。样品称取及所加缓冲液

体积参照GB/T 5009.211—2008《食品中叶酸的测定》[14]。

操作过程需在暗光或避光条件下进行，所用器皿需用铝

箔锡纸包裹。

1.3.2.2 样品处理条件优化

不同的1次水解方式：将称取好的样品分别进行

121℃高压水解、沸水浴处理和超声波水解，分别处理

5、10、15、20、30min，并以未进行1次水解样品为空白

对照。处理好的样品在4℃、12000r/min、30min的条件下

离心，收集上清液，用磷酸缓冲液清洗残渣再次离心，

合并2次滤液并定容至25mL。

不同的酶处理方式：样品经上述实验得出的最佳1次

水解方式处理后，加入叶酸轭合酶进行酶解。吸取上清液

3mL于5mL离心管中，分别加入大鼠血清后于恒温振荡培

养箱中温育，为考察不同轭合酶对其作用效果，本实验选

择了2种轭合酶，即鸡胰酶和大鼠血清进行比较，并分别

考察酶的用量(0.0、0.1、0.3、0.5、0.8、1.0mL)、温育时

间(0、4、8、12、16、20、24h)、pH值(5.09、6.03、6.97、

8.04、8.96)对5-甲基四氢叶酸检测的影响。

正交试验：考察pH值、酶的用量、温育时间对酶解

效果的影响。根据单因素试验结果进行L9(3
4)正交试验，

以确定5-甲基四氢叶酸酶解的最佳条件，正交试验因素

水平表1。

表 1 正交试验因素与水平

Table 1 Factors and levels for orthogonal array design 

水平
因素

A pH B加酶量/mL C温育时间/h

1 5.2 0.2 16

2 6.0 0.5 20

3 6.8 0.8 24

1.3.2.3 酶解

吸取上清液3mL于5mL离心管中，分别加入0.5mL的

大鼠血清后于37℃的恒温振荡培养箱中温育20h，取出后

冰水冷却。再次以15000r/min的转速离心20min，收集上

清液，以备纯化。

1.3.2.4 纯化

利用SAX固相萃取小柱对萃取液进行纯化，先后用

2×2.5mL的甲醇和2×2.5mL的蒸馏水将SAX小柱活化平

衡，流速控制在1～2drops/s。吸取2.5mL样品于小柱中，

让其缓慢过柱，流速不超过1drops/s。用2×2.5mL的蒸

馏水过柱，流速控制在1～2drops/s，以洗去小柱中的杂

质。最终用洗脱液将叶酸洗脱下来，流速不超过1drops/s 

(洗脱液为含有10g/100mL的氯化钠、1g/100mL的抗坏血

酸和0.1%(V/V)2-巯基乙醇的0.1mol/L乙酸钠溶液)。弃掉

最初的0.5mL，收集接下来的3.5mL检测[15-16]。

1.3.3 色谱条件

色谱柱：Venusil MP C18柱(250mm×4.6mm，5μm)；

流动相：6%(V/V)乙腈-94%(V/V)0.05mol/L磷酸二氢钾溶

液(pH3.0)；流速1.0mL/min；柱温23℃；进样量20μL；激

发波长290nm；发射波长360nm。
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1.3.4 柑橘其他部位样品处理方法

利用上述所得最佳处理方式对柑橘样品进行分部位

检测。将新鲜果实分离出柑橘果肉、囊衣、果皮、种子4

部分，将果肉匀浆、果皮捣碎后分别装在自封袋中，加

入液氮使其快速冻结后放入黑色塑料袋中存放于－20℃

冰箱贮藏，样品存放不超过14d。分析检测前常温解冻。

果皮、囊衣和种子的处理：准确称取果皮、囊衣

3g，种子2g于研钵中，加入液氮进行研磨，用25mL萃

取液将样品转移至125mL三角锥瓶中，振荡沸水浴、离

心、加酶、温育、离心、纯化等条件下获得提取液，

0.22μm滤膜过滤，待测。

1.3.5 回收率实验

分别称取不同部位样品于125mL三角锥瓶中，其中2

份作为本底测定，其余3份添加不同含量梯度的5-甲基四

氢叶酸标准溶液(3个含量梯度)，每份样品平行测定2次，

考察方法的回收率。

回收率/%=(C－A)/B×100

式中：A为样品中5-甲基四氢叶酸含量/(μg/100g)；B
为添加的标准品量/(μg/100g)；C为加标样品的5-甲基四氢

叶酸含量/(μg/100g)。

1.4 数据分析

利用Excel和Statistix软件对数据进行分析。

2 结果与分析

2.1 标准曲线的绘制

5-甲基四氢叶酸标准溶液在0.003～0.100μg/mL范围

内，与其峰面积线性关系良好，R2＞0.999。

2.2 1次水解方式对5-甲基四氢叶酸水解率的影响

表 2 不同的1次水解方式对5-甲基四氢叶酸水解率的影响

Table 2 Effect of different hydrolysis methods on the extraction 

efficiency of 5-methyltetrahydrofolate

%

处理方式
处理时间/min

0 5 10 15 20 30

121℃高压水解 100 128.7 140.3 118.1 108.7 105.6

沸水浴 100 126.1 132.1 144.0 114.8 113.2

超声波处理 100 85.1 95.5 94.4 87.6 78.5

注：以对照组样品测得的5-甲基四氢叶酸含量为 100%。以下酶解率同此

计算。

如表2所示，121℃高压水解和沸水浴处理，都能促

进5-甲基四氢叶酸的水解，尤其沸水浴处理15min时，

水解率达到最高，比未经过1次水解处理的检出量高出

44.0%。而经过超声波处理的样品，5-甲基四氢叶酸的

检出量都比未经过处理的样品低，说明超声波处理不

能促进5-甲基四氢叶酸的水解或超声波处理能够促进其

水解，但破坏了5-甲基四氢叶酸的结构，导致其含量降

低。同时考虑提取率以及操作难易，选用沸水浴处理

15min为1次水解条件。

2.3 叶酸轭合酶水解效果比较

2.3.1 叶酸轭合酶种类

样品经所得最佳1次水解方式即沸水浴处理15min

后，分别加入大鼠血清和鸡胰酶，于37℃恒温箱振荡温

育16h。结果如图1。

150
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图 1 2种叶酸轭合酶效果比较

Fig.1 Comparison of the effectiveness of folate conjugases from two 

different sources 

由图1可知，大鼠血清和鸡胰酶都能够显著提高5-甲

基四氢叶酸的检测量(P＜0.05)，在0.5mL的大鼠血清和

0.8mL的鸡胰酶使用量条件下，柑橘中5-甲基四氢叶酸的

检测量达到最高，其含量分别比空白对照的高57%和31%

左右，大鼠血清的轭合效果比鸡胰酶的轭合效果更好。

同时由于大鼠血清易购买且使用方便，故选用大鼠血

清。此外，对于5-甲基四氢叶酸含量为25μg/100g左右的

样品添加0.5mL的大鼠血清比较合适。

柑橘中含有的5-甲基四氢叶酸形式多以多聚谷氨酸

盐的形式存在，通过对比酶解前后的5-甲基四氢叶酸含

量发现，该酶解条件下，经酶解所测5-甲基四氢叶酸含

量比未酶解的检测量高57%，说明奥林达夏橙中含5-甲

基四氢叶酸多聚谷氨酸盐为57%左右，与Stokstad [9]、

White[10]等的研究结果相似。

2.3.2 温育时间

120
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60

30
0 5 10 15 20 25

/%

/h

图 2 温育时间对5-甲基四氢叶酸含量的影响

Fig.2 Effect of incubation time on the determination of 

5-methyltetrahydrofolate 

样品经所得最佳1次水解方式即沸水浴处理15min

后，加入大鼠血清0.5mL，于恒温培养箱中振荡培养后检
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测5-甲基四氢叶酸的含量。以检测的5-甲基四氢叶酸最高

含量为100%计，结果见图2。

由图2可知，随着温育时间的延长，5-甲基四氢叶

酸的检测量逐渐升高，在温育16h时，5-甲基四氢叶酸

的检测量达到了83%以上，20h时效果达到最佳，得到

最大检测量；而温育24h和20h时所得结果没有显著差异

(P＜0.05)，故将温育时间选在20h。

2.3.3 pH值

样品经沸水浴处理15min、调节pH值、加入大鼠血

清0.5mL、振荡温育20h后，检测5-甲基四氢叶酸的含

量，结果如图3所示。

120
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0
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/%

pH

图 3 pH值对5-甲基四氢叶酸含量的影响

Fig.3 Effect of pH on the determination of 5-methyltetrahydrofolate

由图3可知，以检测的5-甲基四氢叶酸最高含量

为100%，酶解效率最高的pH值为6.03，在pH6.97时， 

5-甲基四氢叶酸含量为最高时的94%，而pH值在8和9左

右时，酶解率明显降低，只有34%。说明大鼠血清中所

含的叶酸轭合酶在pH6.03～6.93之间时活性最大。

2.3.4 叶酸轭合酶水解条件的正交试验

表 3 正交试验结果

Table 3 Orthogonal array design and results

试验号 A B C D空列
5-甲基四氢叶酸含
量/(μg/100g果肉)

1 1 1 1 1 14.39

2 1 2 2 2 16.88

3 1 3 3 3 17.68

4 2 1 2 3 16.94

5 2 2 3 1 19.12

6 2 3 1 2 17.23

7 3 1 3 2 23.39

8 3 2 1 3 24.65

9 3 3 2 1 22.37

k1 16.317 18.240 18.757 18.627

k2 17.763 20.217 18.730 19.167

k3 23.470 19.093 20.063 19.757

R 7.153 1.977 1.333 1.130

由表3可知，3种考察因素对5-甲基四氢叶酸的提取

量都有影响，最优组合为8号，即A3B2C1；而从k值可以

得出最优组合为A3B2C3。根据R值所得因素影响的主次顺

序为A＞B＞C，故确定A因素即萃取液的pH值为最重要

的因素，其次为酶的用量，最后为温育时间。温育时间

的单因素试验表明在温育20h和24h没有显著差异，在能

达到相同酶解效果的前提下，选择较短温育时间即20h为

实际操作条件；故最终确定最佳酶解条件为：pH6.8，加

0.5mL的大鼠血清，温育时间为20h。

2.4 加标回收率

表 4 柑橘各部位样品的加标回收率

Table 4 Recovery of 5-methyltetrahydrofolate from spiked samples of 

various tissues of citrus

项 果肉 囊衣 果皮 种子

平均回收率/% 101.88 90.39 89.44 93.17

相对标准偏差/% 2.62 3.13 3.83 2.67

取柑橘果肉、果皮、囊衣和种子，按1.3.4及1.3.5节

处理。结果表明：果肉样品的平均回收率为101.88%，

相对标准偏差为2.62%；囊衣样品的平均加标回收率为

90.39%，相对标准偏差为3.13%；果皮样品的平均加标回

收率为89.44%，相对标准偏差为3.83%；种子样品的平均

加标回收率为93.17%，相对标准偏差为2.67%。结果表明

该检测方法基本能够满足柑橘不同部位5-甲基四氢叶酸

的检测，是可靠的。

2.5 柑橘各部位5-甲基四氢叶酸含量

表 5 柑橘各部位5-甲基四氢叶酸的含量

Table 5 Contents of 5-methyltetrahydrofolate in various tissues of citrus

项 果皮/(μg/100g) 果肉/(μg/100g) 囊衣/μg/100g) 种子/(μg/100g)

1 11.76 24.15 25.36 50.36

2 12.98 24.68 24.14 48.97

3 11.25 24.91 26.04 49.58

平均值 12.00 24.58 25.18 49.64

相对标准偏差/% 7.41 1.58 3.82 1.40

由表5可知，奥林达夏橙中果皮中的5-甲基四氢叶

酸含量最低，只有12μg/100g；果肉和囊衣中的含量相

近，分别为24.58、25.18μg/100g；种子中含量最高，为

49.64μg/100g。Vahtersto等[17]报道，甜橙可食部分检测出

的5-甲基四氢叶酸含量为27μg/100g，而Martin等[18]通过高

效液相色谱-质谱联用法测定出甜橙中的5-甲基四氢叶酸的

含量为44μg/100g。本实验测得奥林达夏橙中5-甲基四氢叶

酸的含量与上述两者的研究结果有所差别，但就可食部分

而言，与Vahtersto等[17]测定的结果接近，这与实验所用方

法、原料种类和产地、种植环境及其培养方式等有关。
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图 4 柑橘各部位样品色谱图

Fig.4 Chromatograms of various tissues of citrus

3 结 论

由于天然植物中叶酸多以蝶酰多聚谷氨酸盐的形式

存在，即便是以单谷氨酸盐形式存在，也常是多种衍生

物共存，所以在测定时必须用叶酸轭合酶对进行降解，

以得到液相色谱敏感的形式。同时由于多数样品含有丰

富的蛋白质和淀粉，会与叶酸结合使其不能完全水解，

故需利用轭合酶、蛋白酶和淀粉酶3种酶联合处理样品，

蛋白酶、淀粉酶可释放包裹于蛋白、淀粉之间或与蛋白

结合的叶酸，能够大大提高叶酸的水解率，有利于样品

检测。但在本研究中，由于柑橘样品中含有的蛋白质和

淀粉很少，故只用了叶酸轭合酶对样品进行处理[19-20]。

目前国际上常采用的叶酸轭合酶有鸡胰酶、大鼠血

清和猪肾酶等，根据实验条件和样品来源的方便性，本

研究选择了鸡胰酶和大鼠血清，比较2者实验效果，表明

大鼠血清的效果更佳。

此外，对于大鼠血清用量的选择，Hefni等 [21]在测

定果蔬样品中各叶酸衍生物含量时，在3mL萃取液中添

加0.1mL大鼠血清，而在本研究中，考察0～1.0mL的用

量，结果表明在添加0.5mL大鼠血清时能达到最佳的水解

效果。这可能与实验原料品种和大鼠血清的来源及其贮

藏时间等因素有关。

根据Arcot等[22]的报道，大鼠血清在pH7.0时具有最大

的活性和稳定性，同时结合5-甲基四氢叶酸在萃取液的

稳定性，选取pH6.8作为最佳酶解条件。

最佳温育时间可能与实验原料的种类及基质成

分有关。选用鸡胰酶作为轭合酶时，多选择温育时间

16～20h[14]；而使用大鼠血清作叶酸轭合酶来源时，多

数研究者[16,21,23-25]采用的温育条件为37℃条件下分别温育

过夜、1、2h或3h。在这些文献中都没有对大鼠血清的

用量、温育时间及效果进行筛选和比较，因此本实验对

叶酸轭合酶的用量、温育时间及效果进行了研究，发现

选用大鼠血清作为叶酸轭合酶来源时，在37℃条件下

温育20h效果最佳，5-甲基四氢叶酸的水解率得到显著

提高。这可能是由于在pH6.8的环境下，增加酶的用量

并将温育时间延长至20h，可以减少干扰因子对酶的抑

制作用。此外酶的用量达到一定程度时，水解率不再增

加，达到稳态。

本研究通过前处理条件的优化得出：以1次沸水浴

15min进行1次水解、加0.5mL大鼠血清、样液pH6.8、温

育时间20h为最佳前处理条件。利用该法测定柑橘各部位

的5-甲基四氢叶酸含量，回收率均在89%以上，准确度

好，能够满足实验要求。
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