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基于高分辨质谱和代谢组学分析方法的白酒成分分析和香型鉴别
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摘　 要采用超高效液相色谱和四极杆－静电场轨道阱（Ｏｒｂｉｔｒａｐ）质谱联用技术结合代谢组学分析软件

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ 来分析和鉴定中国白酒中的化学成分，发掘可以用来区分酱香型、浓香型和清香型白酒

的特征标记物，并通过建立数学模型来对该 ３ 种香型的白酒进行鉴别．结果表明，通过将实测二级谱图与理论

谱图库比对可直接鉴定到白酒样品中的 ５７ 种微量成分，共找到 １８ 个化合物可作为特征标记物来区分 ３ 种香

型的白酒．通过所建的正交偏最小二乘法⁃判别分析（Ｏｒｔｈｏｇｏｎａｌ ｓｉｎｇｌｅ ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｐａｒｔｉａｌ ｌｅａｓｔ ｓｑｕａｒｅｓ ｄｉｓｃｒｉｍｉｎａｔｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ， ＯＰＬＳ⁃ＤＡ）模型，可以成功地对酱香型、浓香型和清香型白酒进行鉴别．
关键词　 静电场轨道阱（Ｏｒｂｉｔｒａｐ）质谱， 代谢组学， 中国白酒．

白酒在中国有着悠久的生产历史，是我国优秀而宝贵的民族遗产．白酒的主要成分是乙醇和水 （占总量的 ９８％ —
９９％），而溶于其中的酸、 酯、 醇、 醛等种类众多的微量有机化合物（占总量的 １％ — ２％）作为白酒的呈香呈味物质，却
决定着白酒的风格（又称典型性， 指酒的香气与口味协调平衡， 具有独特的香味）和质量．中国白酒种类繁多，风格迥异．
以往对白酒产品的区分，主要依靠品酒师的感官进行判别，但是这种鉴别方法不仅需要长期的经验积累，而且受人的感

官和精神状态影响较大，稳定性和准确性难以保证．随着现代仪器分析技术的发展，对酒样中微量成分分析的方法也越

来越多，包括色谱技术、质谱技术、光谱技术等．越来越多白酒中的风味物质得以鉴定和定量，可以利用这些特征风味物

质作为标记物来区分不同类型的白酒，或者以这些标记物建立的数据模型来区分不同类型的白酒．
代谢组学是基于全面分析样品成分组成的整体分析方法， 现在被广泛应用于食品相关研究中．该技术利用高通量、

高灵敏度、高分辨率的实验仪器来定性定量分析样品中所有的小分子物质， 然后利用多元统计分析方法，通过对比样

品，从海量数据中比较分析出有意义的标记物，然后再对该标记物进行验证、解释和分析．
本实验借鉴代谢组学的分析思路，采用超高效液相色谱（ＵＨＰＬＣ）和基于静电场轨道阱（Ｏｒｂｉｔｒａｐ）高分辨质谱技术的

Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ 台式质谱仪联用，结合组学分析软件 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ 和统计学软件 ＳＩＭＣＡ 分析了酱香型、浓香型和清香

型等 ３ 种香型的白酒，对其中的微量成分进行了鉴定，同时发掘和验证了可以用来区分该 ３ 种香型白酒的标记物，建立

了一种快速、准确、客观地鉴别白酒香型的新方法．

１　 材料与方法

１．１　 材料与仪器

白酒样本：实验选择了目前在市场上最主流的浓香型、酱香型和清香型等 ３ 种香型的白酒样品为分析对象．因白酒

样品复杂，在不同品牌或是同一品牌的不同品质等级的样品之间均存在多样性和差异性，实验针对每种香型分别收集了

不同品牌和不同品质等级的样本，共计 １９ 个．为找出不同品牌之间共有的特征香型标记物，选择了每种香型中的名优品

牌和最具有代表性的高端酒样，具体信息如下：酱香型（Ｊ）：郎酒和仙谭；浓香型（Ｎ）：泸州老窖、五粮液和剑南春；清香型

（Ｑ）：宝丰（大曲清香）、江津（小曲清香）和红星二锅头（麸曲清香）．为找出各个等级之间共有的特征香型标记物，选择了

同一典型品牌中从高端到低端的不同等级的样本，具体如下：酱香型（ Ｊ）：郎酒（含 ５ 个不同品质等级的酒样）；浓香型

（Ｎ）：五粮液（含 ４ 个不同品质等级的酒样）；清香型（Ｑ）：宝丰（含 ５ 个不同品质等级的酒样）．
甲醇（色谱纯），美国 ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司；甲酸（色谱纯）美国 Ｓｕｐｅｌｃｏ 公司；甲酸铵（色谱纯）美国 Ｓｉｇｍａ⁃

Ａｌｄｒｉｃｈ 公司．
Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ ＲＳＬＣ 超高效液相色谱仪联用 Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ ＭＳ 台式高分辨质谱仪 （配有电喷雾离子源） 美国

ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司．
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质控（Ｑｕａｌｉｔｙ Ｃｏｎｔｒｏｌ， ＱＣ）样本的制备，将所有实验选取的样本各取 １ ｍＬ，混匀即得．
１．２　 前处理方法

为了最大程度地保留样本内的化学成分，样本仅使用 ０．２２ μｍ 的滤膜过滤后，即上机测试．
１．３　 色谱条件

色谱柱：Ａｃｃｕｃｏｒｅ Ｃ８ （１００×２．１，２．６ μｍ）；柱温：３０ ℃；流速：０．３ ｍＬ·ｍｉｎ－１；进样量：５ μＬ；分析时间：３０ ｍｉｎ（含 ５ ｍｉｎ
色谱柱平衡）．流动相 Ａ 为 ９８％：２％ （水相：有机相）；流动相 Ｂ 为 ２％：９８％（水相：有机相），其中水相为 ５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸

铵及 ０．１％甲酸水溶液；有机相为 ５ ｍｍｏｌ·Ｌ－１甲酸铵及 ０．１％甲酸甲醇溶液．梯度洗脱程序：０—１ ｍｉｎ，１００％Ａ；１—１０ ｍｉｎ，
１００％Ａ—８５％Ａ；１０—１５ ｍｉｎ，８５％Ａ—５５％Ａ；１５—２０ ｍｉｎ，５５％Ａ—０％Ａ；２０—２５ ｍｉｎ，０％Ａ．
１．４　 质谱条件

离子源参数：喷雾电压：３０００ Ｖ（＋），２５００ Ｖ（－）；加热温度：３００ ℃；鞘气气压：３５ ａｒｂ；辅助气压：１０ ａｒｂ；毛细管温度：
３５０ ℃ ．

质谱参数：扫描方式：ＦｕｌｌＭＳ⁃ｄｄＭＳ２ （Ｔｏｐ３）；扫描范围：１００—９００ ｍ ／ ｚ；一级全扫描分辨率 ７００００（ＦＷＨＭ）；数据依赖

二级扫描分辨率 １７５００（ＦＷＨＭ）．

２　 结果与讨论

２．１　 实验条件的选择

为保证白酒样本中尽可能多的成分能够被有效地测定，本实验对多支不同填料和键合相的色谱柱进行了考察，包
括：Ａｃｃｕｃｏｒｅ ａＱ，Ａｃｃｕｃｏｒｅ Ｈｉｌｉｃ，Ａｃｃｕｃｏｒｅ Ｃ８，Ｓｙｎｃｒｏｎｉｓ Ｃ１８ 和 Ｈｙｐｅｒｃａｒｂ．实验结果表明，Ａｃｃｕｃｏｒｅ Ｃ８ 色谱柱在正离子模式

下能够对白酒样品中的化合物进行较好的分离和有较高的响应．
２．２　 数据重现性考察

在代谢组学相关试验中，方法的重现性至关重要，需要保证数据在质量精度、保留时间及响应强度等方面具有很好

的重现性．本实验在进样序列中穿插了 ＱＣ 样品，对系统的稳定性进行了考察．在整个进样周期（４８ ｈ）内，保留时间（ＲＴ）
偏差＜２ ｓ，响应值（ＮＬ），相对标准偏差 ＲＳＤ 为 １０％左右，以某一化合物考察的质量精度偏差在１ ｐｐｍ以内．实验结果表

明，采用外标法进行一次校正后，系统有良好的稳定性、重现性和质量精度．
２．３　 数据分析

２．３．１　 分析流程

实验数据采用 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ ２．０ 软件进行智能分析，包括：峰提取、峰对齐、背景扣除、化合物鉴定和多元统计

学分析等．
２．３．２　 未知成分的鉴定

在液质联用技术中，由于标准数据库和谱图库的缺乏，对未知化合物的鉴定是最困难的部分之一．通过 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ ２．０ 软件中的上述流程，可以实现多种方式来对未知成分的智能鉴定：１）通过精确分子量和一级质谱的同位素

分布来预测分子式；２）通过在线搜索 ＣｈｅｍＳｐｉｄｅｒ 数据库结合 ＦＩＳｈ Ｓｃｏｒｉｎｇ 功能来确认化合物的结构式．ＦＩＳｈ Ｓｃｏｒｉｎｇ 功能

可以根据所提供的母离子结构式信息自动地将该结构式可能产生的理论碎片和采集的二级质谱图进行匹配，从而对从

ＣｈｅｍＳｐｉｄｅｒ 搜索到的化合物进行确认，实现对未知物的鉴定；３）通过在线搜索 ｍｚＣｌｏｕｄ 谱图库来实现对未知物的鉴定．
ｍｚＣｌｏｕｄ 是针对 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 静电场轨道阱高分辨质谱打造的谱图库云平台，可以通过采集的二级（或多级）质谱图和谱图库

中的标准谱图进行比对，从而实现便捷而准确的未知物鉴定分析．在本实验中，通过 ｍｚＣｌｏｕｄ 可直接鉴定到白酒样本中的

５７ 个微量成分．
２．３．３　 标记物的发现

通过 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ ２．０ 软件中的火山图（Ｖｏｌｃａｎｏ ｐｌｏｔ）和 ３ 组样本各成分的峰面积比率值（Ｒａｔｉｏ），可以找出

在 ３ 种香型的白酒中含量表达有明显差异的化合物，以此作为可以代表某一种香型白酒区分另外两种的标志物．最终鉴

定到 １３ 种酱香型白酒的标记物，５ 种浓香型白酒的标记物，例如，脯氨酸（Ｐｒｏｌｉｎｅ）在酱香型白酒中有明显的高表达，而己

酸乙酯（Ｅｔｈｙｌ ｃａｐｒｏａｔｅ）在浓香型白酒中有明显的高表达（图 １）．在清香型白酒中未发现标记物，可能原因为所选清香型

白酒包含大曲清香、小曲清香和麸曲清香三种亚型，组内差异较大所致．所鉴定的 １８ 种标记物，见表 １．
２．３．４　 建模与预测

代谢组学分析得到的数据是大量的多维数据，为了挖掘所获数据中的潜在规律，需要借助一系列的多元统计分析方

法进行降维处理和分析．常用的分析方法包括多变量数据分析、主成分分析、偏最小二乘法⁃判别分析、正交偏最小二乘

法⁃判别分析和支持向量机分析等．本实验采用 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ ２．０ 软件对白酒样本进行了无监督 ＰＣＡ 分析（图 ２），
结果表明，３ 种香型的白酒能各自较好的分开，聚类趋势明显．
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图 １　 Ｄ－（＋）－Ｐｒｏｌｉｎｅ（ａ）和 Ｅｔｈｙｌ ｃａｐｒｏａｔｅ（ｂ）在三种香型白酒中的含量比较

（Ａ）酱香型；（Ｂ）浓香型；（Ｃ）清香型

表 １　 标记物列表

香型 标记物 分子式 精确分子量 保留时间 ／ ｍｉｎ

Ｄ⁃（＋）⁃Ｐｒｏｌｉｎｅ Ｃ５Ｈ９ＮＯ２ １１５．０６３６２ ０．７８

ＤＬ⁃Ｃａｒｎｉｔｉｎｅ Ｃ７Ｈ１５ＮＯ３ １６１．１０５２４ ０．７２９

Ｂｅｔａｉｎｅ Ｃ５Ｈ１１ＮＯ２ １１７．０７９２２ ０．７４６

Ｃｈｏｌｉｎｅ Ｃ５Ｈ１３ＮＯ １０３．１０００９ ０．７３１

Ｂｉｓ（２⁃ｅｔｈｙｌｈｅｘｙｌ）ａｄｉｐａｔｅ Ｃ２２Ｈ４２Ｏ４ ３７０．３０８２３ ２１．７４７

酱香型 Ｉｓｏｌｅｕｃｉｎｅ Ｃ６Ｈ１３ＮＯ２ １３１．０９４７４ ０．９３１

２，６⁃Ｄｉｍｅｔｈｙｌ⁃γ⁃ｐｙｒｏｎｅ Ｃ７Ｈ８Ｏ２ １２４．０５２７２ １２．９３５

ＤＬ⁃Ａｒｇｉｎｉｎｅ Ｃ６Ｈ１４Ｎ４Ｏ２ １７４．１１１６６ ０．６８８

３⁃Ｈｙｄｒｏｘｙ⁃２⁃ｍｅｔｈｙｌｐｙｒｉｄｉｎｅ Ｃ６Ｈ７ＮＯ １０９．０５３２ １１．６８３

（１⁃Ｃｙｃｌｏｐｅｎｔｙｌ⁃３⁃ｏｘｏ⁃ｐｉｐｅｒａｚｉｎ⁃２⁃ｙｌ）⁃ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｅｔｈｙｌ ｅｓｔｅｒ Ｃ１３Ｈ２２Ｎ２Ｏ３ ２５４．１６３０３ １８．４３４

Ｃｈｏｌｉｎｅ Ｏ⁃Ｓｕｌｆａｔｅ Ｃ５Ｈ１３ＮＯ４Ｓ １８３．０５６６５ ０．７４４

（２Ｅ）⁃１⁃（２⁃Ｆｕｒｙｌ）⁃３⁃ｐｈｅｎｙｌ⁃２⁃ｐｒｏｐｅｎ⁃１⁃ｏｎｅ Ｃ１３Ｈ１０Ｏ２ １９８．０６８２ １８．２４１

２⁃Ｉｓｏｂｕｔｙｌ⁃３，５，６⁃ｔｒｉｍｅｔｈｙｌｐｙｒａｚｉｎｅ Ｃ１１Ｈ１８Ｎ２ １７８．１４７１ １９．１５３

Ｅｔｈｙｌ ｃａｐｒｏａｔｅ Ｃ８Ｈ１６Ｏ２ １４４．１１５１３ １９．２７７

Ｍｅｔｈｙｌ ｃａｐｒｏａｔｅ Ｃ７Ｈ１４Ｏ２ １３０．０９９５５ １９．２７８

浓香型 １⁃（Ｅｔｈｙｌｓｕｌｆａｎｙｌ）⁃３⁃ｍｅｔｈｏｘｙ⁃２⁃ｐｒｏｐａｎｙｌ ａｃｅｔａｔｅ Ｃ１０Ｈ１３Ｎ２Ｐ １９２．０８２１３ １３．４４８

Ｅｔｈｙｌ ｉｓｏｂｕｔｙｒａｔｅ Ｃ６Ｈ１２Ｏ２ １１６．０８３７ １９．２７６

Ｅｔｈｙｌ ４⁃ｏｘｏｃｙｃｌｏｈｅｘａｎｅｃａｒｂｏｘｙｌａｔｅ Ｃ９Ｈ１４Ｏ３ １７０．０９４４ １９．４４４

图 ２　 三种香型白酒中的 ＰＣＡ 得分图：
（Ａ）酱香型；（Ｂ）浓香型；（Ｃ）清香型

　 　 采用 ＳＩＭＣＡ 软件以所选标记物为指标，对白酒样本进行有监督 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析，最大化地凸显模型内部不同组别之

间的差异（图 ３），结果表明三种香型的白酒可以得到良好的区分．以此 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析模型对已知另一典型浓香型白酒样

品（沱牌曲酒）进行预判分析，来考察此模型对三种香型白酒的鉴别能力．结果表明，测试样品可以很好的和浓香型样品

聚合在一起，和另外两种组能很好的区分，判断结果正确，如图 ３ 所示．
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图 ３　 三种香型白酒中的 ＯＰＬＳ⁃ＤＡ 分析图（ａ）和预测分析图（ｂ）
（Ｊ）酱香型；（Ｎ）浓香型；（Ｑ）清香型

３　 结论

本实验展示了基于代谢组学的分析方法在食品成分鉴定和种类鉴别中的工作流程．同时，结果也表明 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 高分

辨质谱技术结合组学分析软件 Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｅｒ ２．０ 及统计学分析软件 ＳＩＭＣＡ，可以有效地鉴别浓香、酱香和清香等 ３
种香型的白酒．本实验通过 ｍｚＣｌｏｕｄ 谱图库比对可直接鉴定出 ５７ 个白酒中的微量成分．从所选取的样本中找到共 １８ 个

标记物，其中包括酱香型白酒因采用高温堆积发酵法通过微生物细胞蛋白产生的氨基酸类物质，如脯氨酸（Ｐｒｏｌｉｎｅ），以
及浓香型白酒被广为认知的特征成分己酸乙酯（Ｅｔｈｙｌ ｃａｐｒｏａｔｅ）．与既有研究一致，也表明所选标记物具有极高的可信度．
通过对已知样本的预判测试，显示出所建立的模型可以很好的用于对该 ３ 种香型白酒的判别分析．利用本文建立的这一

套工作流程，可以推广到食品组学研究领域更广范围的品种鉴别、产地溯源、质量控制等各个研究方向．


