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Abstract 
Influence of limonin glusocyltransferease displays much influence on citrus juice bitterness, espe-
cially in pumeloes. In this study, we have cloned a 1600 bp lgt from pumeloes limonin glucosyl-
transferase’s active site, a 44 amino acids open reading frame was determined. This opening 
reading frame would be useful for genetic construction and cloning in upcoming study for citrus 
juice enhancement in flavor. This study also investigated Wentan and Miyu lgt during flowering 
and maturing. The results indicated that type II lgt was found only in Miyu and the gene expres-
sion was actively found in fruit. Wentan have both type I and type II lgt but the expression level is 
much lower than Miyu. These findings were similar to past researches which indicated that ma-
tured Wentan had less lgt expression in their fruit thus much bitter compounds appearance dur-
ing its processing. We also used FPLC to purify LGTase, an approximately 40 kDa protein was then 
obtained and quantitated at 0.6 and 1 mg/ml. The enzyme can be used to reduce bitterness in 
pummeloes and further increase utility of peel wastes in processing. 
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摘  要 

柑橘类果汁在加工过程，在风味上受柠檬苦素影响甚巨，本研究针对台湾柚类柠檬苦素葡萄糖转移酶基因

(limonin glucosyltransferase gene, lgt)，选殖出一1600 bp片段，并对其作用活性位置预测出一段转录的

44胺基酸序列，得到一个完整的开放框架(open reading frame)，此段功能性基因有助于未来进行构筑与

选殖，应用于柑橘类果汁在风味改进的研究。本研究亦探讨台湾的文旦柚和蜜柚lgt在开花至成熟时期的表

现情况。结果得知，蜜柚中仅有第二型存在，且果实中含有大量lgt表现，而文旦同时具有两型lgt存在，但

表现量相较于蜜柚低，此结果可应证前人之结论，即文旦柚于果实成长后期采收，因 lgt表现量不足，而导

致其果实中仍含有大量苦味化合物仍有存在，导至于加工过程中苦味化合物的生成。本研究利用內果皮以

快速蛋白纯化系统(FPLC) HiTrap Q管柱进行纯化，得分子量大约40 kDa之LGTase，并以2,2'-二辛可宁酸

(bicinchoninic acid)定量蛋白质为0.6，1 mg/ml，此方法有助提高柚类加工过程中果皮废弃物的利用性。 
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1. 引言 

柑橘(Citrus spp.)属芸香科常绿果树，为全球产量和销售最大宗之柑橘果汁，因颜色鲜艳和香气浓厚

之特性而广受喜爱，然而柑橘果汁中常因具苦味而造成其质量之下降，而在加工过程中加以去除以提高

果汁之风味；近年来研究报告指出，苦味化合物包括柠檬苦素类(limonoid)与黄烷酮配糖体(flavonoid 
glycoside)两大类[1] [2]。到目前为止，已发现有 36 种柠檬苦素化合物[3]。柠檬苦素类三帖类化合物，主

要存在于芸香科和楝科的植物中，其中柠檬苦素(limonin)为果汁苦味主要来源之一，也是造成果汁制造

质量降低的重要原因。90 年代，大部份的学者针对如何将引起苦味之化合物以分离的方法去除，或者使

用微生物将此些化合物进行代谢分解[4] [5]；晚近，由于相继找到此类化合物在抑制癌症的效果[6]-[9]，
因而研究方向转而希望利用酵素对其进行作用，以达到降低苦味及保留此类化合物之目的，然而纯化酵

素之成本高，若将其用于工业生产上可能不符合经济效益。故 2000 年左右，学者开始将其相关的酵素基

因进行转殖，期望可生产出成本低之酵素，以供工业上使用[10]。过去学者研究之柑桔果汁去苦味方法主

要有几类，如以微生物将苦味物质代谢与分解、以各式管柱对其进行吸附，或以酵素将其作用为不具苦

味之化合物[11]。柠檬苦素之含量若高于 6 ppm 则会造成些微苦味的感觉，若是高于 18 ppm 则苦味会较

重[12]。此外，如脐橙果实在鲜食时并不具苦味，但若进行果汁加工之后会产生苦味物质，主要是鲜食时

多数的柠檬苦素是以不具苦味的前驱物形态存在，如 limonoic acid A-ring lactone，但在加工过程中其在

酸性环境下被 limonin D-ring lactone hydrolase 作用，则会形成具苦味之化合物[13]，由于柠檬苦素多存在

于内果皮，因此在榨汁时亦会进入果汁中造成苦味，在酸性环境下经过酵素作用，则使柑桔果汁呈现具

苦味之情况，故又被称为后生苦味。本年度研究重点于建立柠檬苦素葡萄糖转移酶蛋白质纯化及基因选

殖系统，并将纯化后之柠檬苦素葡萄糖转移酶之基础物化性狀研究。研究中除寻求最大酵素活性來源外，

也将藉由 mRNA 差異表现探讨其可能之表现情形。 
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2. 材料与方法 

2.1. 材料 

样品取得于新竹县柑橘果园，于 3 月开花期至 6 月成熟果每隔 30 天取样一次。取得样品将果办膜分

离储藏于−80℃，抽取 DNA、RNA 与纯化 LGTase。 

2.2. 方法 

2.2.1. DNA 萃取 
新鲜叶子于液态氮下磨碎，取 0.1 g粉末分别装于微量离心管中，以Wizard® Genomic DNA Purification 

Kit (Promega, USA)进行 DNA 萃取。 

2.2.2. 限制酶之 DNA 图谱分析 
将 DNA 溶液(0.1~1.0 μg)，加入反应缓冲溶液(10×) 1 μL，加入限制酶 1 μl，及去离子水依序混合，

并调整反应之总体积为 10 μl，将混合后之溶液置于 37℃下作用两小时，反应完成后以 65℃水浴 10 分钟

来终止反应，即可进行电泳分析。 

2.2.3. RNA 萃取 
将样品于液态氮下磨成粉末，取 0.1 g 装于 1.5 ml 离心管中，以 RNeasy Plant Mini Kit (QIAGEN, 

Germany)进行 RNA 萃取。 

2.2.4. cDNA 合成 
将萃取出 RNA 以 Reverse Transcriptases and RT-PCR Kits (Promega, USA)进行 cDNA 合成。 

2.2.5. 实时定量 PCR 
设计 LGTase 基因专一性引子(表 1)片段大约为 208 bp。于罗氏®Light-Cycler 系统上机操作，PCR 反

应条件如下 95℃ 3 min；95℃ 3 min，50℃ 30 sec，72℃ 1.5 min，35 cycles；72℃ 7 min。 

2.2.6. LGTase 纯化 
取果实内果皮部位与溶剂(pre-cooled 0.1M saline，含 0.5% PVP，1 mM PMSF 在 0.1M stock solution 

DMSO) 1:4，于约 600 rpm 转速均质 3 min，将均质后的泥浆物再搅拌 2 h，以滤网过滤。于 4℃下离心 10,000 
rpm，30 min，75%(NH4)2SO4使之饱和状态，将蛋白质沉淀物进行离心收集，沉淀物进行溶解使用 pre-cooled 
10 mM Tris-HC1 buffer，pH 7.8 透析 12 h，同时置换四次。透析完经过离心去除不溶性物质，上清液为粗

酵素萃取物粗萃液进行硫胺划分 35%~75%，将硫酸胺饱和蛋白质沉淀物进行透析 10 mM Tris–HC1 buffer，
pH 7.8，以 FPLC HiTrap Q 管柱进行纯化。 

2.2.7. LGTase 活性测定 
反应溶液 1 mM limonin (withan open D-ring)，2 mM UDPG-2Na，5 mM MnCl2，20mM Tris-HC1 buffer

混合后于 37℃下反应 1 hr。反应终止：沸腾加热 100℃ 5 min，取上清液并离心 10,000 rpm，15 min。HPLC 
Nucleosil 7C18 reversephase column (4.6 × 250 mm)进行分析，洗提 15%~30% methanol 线性梯度，35 min，
流速 0.4 ml/min。比对 limonin glucoside 标准品，计算单位活性 pkat。 

2.2.8. 蛋白质定量 
以 BCA (bicinchoninic acid)方法进行测定，当 BCA 以水溶性钠盐形式存在时，对 cuprous ion (Cu2+)

是 1 种靈敏、稳定性高且具高特異性之试剂。在碱性环境下，蛋白质可还原 Cu2+成为 Cu+，接着 Cu+再和

BCA试剂反应形成紫色的生成物，于波长 562 nm下测定其吸光値，以已知浓度BSA (bovine serum albumin) 
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Table 1. Real-time RT-PCR amplification temperatures on type I and II LGTase 
表 1. 实时定量 RT-PCR 扩增一型与二型产物引子及其最适链合温度 

Primer Sequence(5’-3’) Amplicon length (bp) Optimum Tm (˚C) 

LGTase1 5’ CGAGAATAATGGGAACTG 3’ 
1600 bp 46 

LGTase2 5’TGAAAGGGAATAGATAAGTAC 3’ 

LGTF2 5’ACTCGTAGCATCGGGGGTGCCGGT 3’ 
208 bp 52 

LGTA1 5’  TCAGCGCGTTCTCCTCCAGCGCCA 3’ 

LGTF2 5’ACTCGTAGCATCGGGGGTGCCGGT 3’ 
208 bp 52 

LGTA2 5’ TCAGCGCGTCCTTCA GCTCCG 3’ 

 

为蛋白质标准品，绘制标准曲线，即可定量蛋白质。 

2.2.9. SDS PAGE 测定 
SDS-PAGE 胶体的制备參考 Laemmli (1970)之方法，以 10% polyacrylamide gel 及 Mini-Protein II 迷你电

泳槽进行电泳，以2比1的比例混合样本和处理液(2.5 ml 1.5 M Tris-HCl, pH 8.8, 4 ml 10% SDS, 2 ml glycerol, 
1 ml β-mercaptoethanol, 292 ml 1% bromophenol blue, 2 mL 1 M DTT)，进行电泳条件为 100 V 2 小时。 

2.2.10. LGTase 生化特性测定 
1) 最适 pH、温度 
将酵素分别加入 pH 3.5~10.5 反应液(Tris-HCl)作用 24 小时，利用 10 mM Tris-HCl buffer，pH 7.0 透

析 12 小时去除盐类，离心后取上清液进行蛋白质活性测定，最适温度测定以 10℃~80℃做测定。 
2) 最稳定 pH、温度 
将酵素分别在 pH 3.5~pH 10.5 反应液中于 4℃作用 12 h，去除盐类，离心取上清液进行蛋白质活性

测定。 

3. 结果与讨论 

3.1. LGT 基因序列比对与功能性分析 

将所设计的引子对 LGTase1/LGTase2 扩增文旦柚、蜜柚 LGTase 基因，可扩增出长度约为 1600 bp (图
1)的 DNA 片段。将 LGTase1/LGTase2 扩增出的 DNA 序列与 NCBI 上的柠檬苦素葡萄糖转移酶 mRNA 序

列进行比对，结果发现序列长度相同，因此可知此基因中并没有内含子(intron)的存在；而后将 LGTase1/ 
LGTase2 扩增出的 PCR 产物使用限制酶 Hinc II 进行酶切，其共存在两种型态的柠檬苦素葡萄糖转移酶

基因，第一型可以被 Hinc II 作用酶切为四个 DNA 片段，长度分别为 1000 bp、650 bp、600 bp 及 400 bp，
第二型则可以被酶切为长度分别为 650 bp 和 1000 bp 的 DNA 片段，由图 1 中可以发现仅存在第一型的只

有蜜柚，而同时存在此两型的柠檬苦素葡萄糖转移酶基因则为文旦柚。 
将文旦柚和蜜柚定序所得柠檬苦素葡萄糖转移酶序列于 NCBI 数据库与多种柑橘样品(Citrus sinensis 

ACD14147; Citrus x paradise ACD14144; Citrus maxima ABY27084; Citrus unshiu BAA93039 ; Citrus limettioides  
ACD14143; Citrus aurantium ACD14146; Citrus cv. Shiranuhi ABL63751)之柠檬苦素葡萄糖转移酶序列进行比

对，此段序列相似性达98%~100% (表2)，因此可推论此段序列具高保守性，将其序列转换为胺基酸于motifscan、
prosite 软件 ( 图 2) 对其活性位置作预测，由图表结果得知此段序列含有一段 44 amion acid 
UDP-Glycosyltransferase signature (表 3，图 3)，同时具有启动码 ATG 与终止码 TGA 为一段完整开放框架(表
1)。未来可将此段序列进行选殖与表现，有助解决加工柑橘果汁时产生苦味问题。 
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3.2. LGT gene 于生长阶段表现量分析 

针对文旦柚、蜜柚之 lgt，分别对开花至成熟果 lgt 之表现情形作探讨。由 cDNA 序列设计两型专一

性引子利用实时定量 PCR 技术进行其表现量测定，由图 4 可知，引子对扩增出片段大小为 208 bp，文旦

柚于生长阶段同时具有两型 lgt 存在，文旦柚第一型基因于开花时期有大量表现，根据文献可推测 lgt 在
植物体对植物花色稳定与生长调节皆十分重要，因此在开花期此基因会大量表现，到了果实生长后其 150
天后又可看到此基因的表现出现，此结果与前人研究相同，第一型基因于果实生长后期阶段表现，而蜜

柚于第一型 lgt 中是不表现的。于第二型基因表现量测定上文旦柚和蜜柚于此型都同时具有表现能力，并

且于生长阶段都一直持续表现，文旦柚虽同时具有两型 lgt 存在，但表现量却相较于蜜柚低，此结果可推

测文旦柚于果实成长后期采收后，也会因 lgt 表现量不足，而使其果实中仍含有大量苦味化合物存在，导

至于加工过程中苦味化合物的生成。 
 

 
Lane 1—C. grandis (L.) Osbeck var. Wentan, Lane 2—C. grandis (L.) 
Osbeck var. Miyu, Lane M—100-bp marker, Lane 3—C. grandis (L.) 
Osbeck var. Wentan, Lane 4—C. grandis (L.) Osbeck var. Miyu 

Figure 1. Hinc II restriction sites of LGT after PCR amplification 
图 1. LGT 基因 PCR 扩增后电泳图及 Hinc II 酶切切位图 

 

 
(a) 

 
(b) 

Figure 2. Prediction of lgt functional site by (a) Motifs and (b) Prosite 
图 2. Motifs (a)和 Prosite (b)两系统 lgt 功能性区域之预测 
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Table 2. Amino acid sequence of UDP-Glucosyltransferases 
表 2. 比较 UDP-Glucosyltransferases 胺基酸序列 

Species Sequence GenBank accession 
number Similarity 

Citrus grandis (L.) Osbeck 
var. Wentan WSPQEKVLAHPSVACFVTHCGWNSTMESLASGVPVITFPQWGDQ  100% 

Citrus grandis (L.) Osbeck 
var. Miyu WSPQEKVLAHPSVACFVTHCGWNSTMESLASGVPVITFPQWGDQ  100% 

Citrus sinensis WSPQEKVLAHPSVACFVTHCGWNSTMESLASGVPVITFPQWGDQ ACD14147 100% 

Citrus x paradisi WSPQEKVLAHPSVACFVTHCGWNSTMESLASGVPVITFPQWGDQ ACD14144 100% 

Citrus maxima WSPQEKVLAHPSVACFVTHCGWNSTMESLASGVPVITFPQWGDQ ABY27084 100% 

Citrus unshiu WSPQEKVLAHPSVACFVTHCGWNSTMESLASGVPVITFPQWGDQ BAA93039 100% 

Citrus limettioides WSPQEKVLAHPSVACFVTHCGWNSTMESLASGVPVITFPQWGDQ ACD14143 100% 

Citrus aurantium WSPQEKVLAHPSVACFVTHCGWNSTMESLASGVPVITFPQWGDQ ACD14146 100% 

Citrus cv. hiranuhi WSPQEKVLSYSSVACFVTHCGWNSTMESLASGVPVITFPQWGDQ ABL63751 98% 
 
Table 3. lgt functional region prediction by Motifscan software 
表 3. Motifscan 分析软件对 lgt 功能性区域之预测 

 C. grandis (L.) Osbeck var. Wentan C. grandis (L.) Osbeck var. Miyu 

ASN_GLYCOSYLATION 
343-346 37-40 

 346-349 

CAMP_PHOSPHO_SITE  448-451 

CK2_PHOSPHO_SITE 

149-152 23-26 

199-202 91-94 

233-236 147-150 

322-325 202-205 

344-347 236-239 

392-395 325-328 

 347-350 

 395-398 

MYRISTYL 

111-116 4-9 

303-308 118-123 

378-383 187-192 

384-389 306-311 

 381-386 

 387-392 

PKC_PHOSPHO_SITE 

142-144 147-149 

149-151 236-238 

158-160 436-438 

178-180  

189-191  

233-235  

433-435  

TYR_PHOSPHO_SITE 113-120 65-72 

UDPGT UDP-glycosyltransferases signature. 321-364 324-367 
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(a)                                                     (b) 

Figure 3. Glucosyltransferases cDNA and its amino acid of (a) Wentan pummelo and (b) Miyu pummelo 
图 3. 文旦柚(a)、蜜柚(b) Glucosyltransferases cDNA 序列与胺基酸序列之比对 
 

 
(a)                                                  (b) 

Figure 4. Real-time PCR on the determination of (a) type I and (b) type II lgt expression in different day of ripening 
图 4. 利用实时定量系统测定 LGT gene type I (a)与 type II (b)于开花后不同天数表现量 

3.3. LGTase 纯化分析 

将文旦柚、蜜柚两样品之内果皮部位经粗酵素萃取、35%~75% (NH4)2SO4 硫酸铵沉淀、FPLC HiTrap 
Q 管柱进行三步骤纯化(图 5)，以 BCA (bicinchoninic acid)定量出纯化蛋白质为 0.6、1 mg/ml，并以 HPLC
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分析 LGTase 作用于受质 limonin 后产生 limonin glucoside 的能力换算其酵素活性，HPLC 分析条件于 0.4 
ml/min、207 nm 下于 13 分钟有波峰出现(图 6)，经酵素活性换算得文旦柚 LGTase 纯化产率达 41%、51% 
(表 4、表 5)，将纯化酵素进行 SDS-PAGE (图 5(b)、图 6(b))电泳分析得分子量大约 40 kDa，与软件预测

分子量大小相近，同时将纯化后的酵素作其基本特性测定，文旦柚内果皮纯化出 LGTase 其最适与最稳

定 pH 为 7.8 与 5.5~8.5 (图 7)，蜜柚内果皮纯化出 LGTase 其最适与最稳定 pH 为 7.8 与 4.5~8.5，文旦柚

内果皮纯化出的 LGTase 最适温度 37℃与最稳定温度测得为 20℃~40℃ (图 8)，蜜柚内果皮纯化出的

LGTase 最适温度 37℃与最稳定温度为 20℃~45℃，由结果可知文旦柚与蜜柚纯化出的 LGTase 基本特性

测定上没有太大差异，但又以蜜柚较好之。 

4. 结论 

本研究选殖出台湾文旦柚和蜜柚之柠檬苦素葡萄糖转移酶基因，此 1600 bp 片段可转录出一含 44 胺 
 

 
Figure 5. FPLC and SDS-PAGE of wentan pummelo LGTase by hitrap Q puri-
fication 
图 5. 以 HiTrap Q 管柱纯化文旦 LGTase FPLC 系统纯画图 SDS-PAGE 

 
Table 4. Purification of wentan PUMMELO lgt enzyme 
表 4. 文旦柚 lgt 酵素纯化 

Purification steps Total protein (mg) Total activity (unit) Specific activity (unit/mg) Yield% Purification fold 

Crude enzyme 261.76 259 0.99 100 1.0 

35%-75%(NH4)2SO4 126 250 1.98 96 2 

FPLC 0.6 107 178 41 180 

 
Table 5. Purification of miyu pummelo lgt enzyme 
表 5. 蜜柚 lgt 酵素纯化 

Purification steps Total protein (mg) Total activity (unit) Specific activity (unit/mg) Yield% Purification fold 

Crude enzyme 264 367 1.4 100 1.0 

35%-75%(NH4)2SO4 135 281 2.08 76 1.5 

FPLC 1 188 188 51 134 
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Figure 6. HPLC diagram on enzyme activity of limonin glucoside 
图 6. HPLC 测定酵素活性图谱 

 

 
Figure 7. Optimal pH of wentan pummelo LGTase 
图 7. 文旦柚 LGTase 最适 pH  

 

基酸序列，此段功能性基因有助于未来进行构筑与选殖之用。探讨台湾的文旦柚和蜜柚 lgt 在开花至成熟

时期的表现情况时，蜜柚中仅发现有第二型存在，而文旦柚虽同时具有两型 lgt 存在，但表现量相较于蜜 
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Figure 8. Optimal temperature of wentan pummelo LGTase 
图 8. 文旦柚 LGTase 最适温度 

 

柚低，导致其果实中仍含有大量苦味化合物仍有存在，导至于加工过程中苦味化合物的生成。本研究亦

以管柱进行进一步纯化，得分子量大约 40 kDa 之 LGTase，经酵素活性换算得文旦柚 LGTase 纯化产率达

41%、51%，电泳分析得分子量大约 40 kDa。文旦内果皮纯化出LGTase其最适与最稳定 pH为 7.8与 5.5~8.5，
而蜜柚内果皮纯化出 LGTase 其最适与最稳定 pH 为 7.8 与 4.5~8.5。 
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