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简介

以蓝莓和蔓越莓汁为代表的浆果果汁因其营养和健康益处而

越来越受欢迎。然而在市场上，在浆果果汁中掺入便宜的替代品

是经常发生的。本研究建立了一种利用TripleTOF® 5600+质谱系

统对浆果果汁进行掺假鉴定的组学研究方法。通过对已知果汁特

征标记物如黄酮类化合物、花青素等的组学分析，可以很好地分

离出掺假果汁和浆果果汁。进行非靶向代谢组学分析时，进行统

计学分析，采用主成分分析法对蓝莓汁、蔓越莓汁及其掺假苹果

汁、葡萄汁进行了鉴别。通过对不同果汁样品中标记物的比较，

筛选出18种鉴别浆果果汁及其掺假物的特征标记物。这些结果表

明，将非靶向代谢组学方法与靶向代谢组学的方法相结合，对浆

果果汁的掺假鉴定具有很大的意义。

技术特点

1. 本实验通过TOF MS-IDA-MS/MS模式采集数据（见图1），可以实

现一针进样采集数据，就可以获得组学分析中需要鉴定的化合

物的高分辨一级母离子数据和高分辨二级子离子数据。该方法

简单、快速，无需二次采集数据，可以大大提高组学样品采集

的效率。

2. PeakView®和MasterView™软件可以对化合物进行快速的筛查鉴

定，利用保留时间、精确质量数、同位素模式和 MS/MS 谱库搜

索等方面的信息，可以实现自动化数据筛查和鉴定。此外，结
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合Chemspider在线数据库的支持，都可以大大提升无论是靶向

或是非靶向化合物的快速鉴定，提高工作效率。

3. 对于差异性分析，MarkerView™软件可以帮助用户进行多种的统

计学数据处理模式，通过T检验等统计学手段找到影响最大的

差异组分，进行标记，为组学分析提供有力的数据支持。

样品及样品处理[1]

实验共收集了山东、辽宁、贵州、吉林、江苏等地水果种植

基地的蓝莓(n = 18)、蔓越莓(n = 18)、苹果(n = 30)、葡萄(n = 30)

共96个样本，其都经当地种质资源专家鉴定。然后，在实验室里

用这些水果相应地配制出新鲜的果汁。其他还收集了24种浓缩果

汁，包括12种蓝莓果汁和12种蔓越莓果汁，均购自中国零售市
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1. 本实验通过 TOF MS-IDA-MS/MS 模式采集数据（见图 1），可以实现一针进样采集数据，就可以获得组
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图1. TOF MS-IDA-MS/MS扫描模式。
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场，并通过DNA条形码方法（数据未显示）验证了这些果汁的品

种真伪。分别以10%、20%、30%、40%、50% （体积比）的比例

将实验室制得的苹果汁和葡萄汁加入蓝莓汁和蔓越莓汁中，模拟

掺假样品。

以实验室生产的鲜果汁为原料，随机选择鲜榨蓝莓汁、蔓越

莓汁、苹果汁和葡萄汁，每种果汁的浓度均为25% (v/v)，共制备

了12个质量控制（QC）样品。所有样品（50 mL）室温下离心20

分钟，过0.2 μm PTFE膜后，所有样品用去离子水稀释20倍，置于- 

80℃保存，直至使用。

仪器设备：

ExionLC™  液相系统+TripleTOF® 5600+质谱系统

质谱条件：

源参数 ESI源 正、负离子模式

CUR 25 psi

GS1 50 psi

GS2 50 psi

IS +5500 V、-4500 V

TEM 550℃

TOFMS Declustering Potential (DP) 60 eV

TOF Mass Range 50-1000 Da

IDA mode

TOFMSMS MS/MS Mass Range 50-1000 Da

Time（min） Flow rate（mL/min） B%

0.0 0.3 2

2.0 0.3 2

14.0 0.3 95

17.0 0.3 95

17.1 0.3 2

20.0 0.3 2

色谱条件：

色谱柱： Phenomenex C18, 2.1×100 mm, 2.6 μm

流动相A： 水（含0.1%甲酸）

流动相B： 甲醇（含0.1%甲酸）

柱温： 40 ℃

进样量 ： 2 μL

采用梯度洗脱，如下所示

数据分析工具：

1. 通过使用MarkerView™软件，通过主成分分析(PCA)或主成分-判

别分析(PCA-DA)方法处理在未分类工作流程中采集的数据。此

方法可比较多个样品的数据，揭示数据集间的分组，并在得分

图中用图形显示分组情况。从载荷图中可以获得样品聚类有用

的信息，并且能够说明被标记物向上或向下调节。主成分变量

分组可帮助发现谱峰之间的关系，并将相关的谱峰手动或自动

分配到一个特定组中。为了突出关系，这些相关峰组在荷载图

中以不同颜色显示。当存在两个或更多的预定样品类别时，T

检验分析技术非常有用，能够帮助确定到底是哪些化合物引起

类别间的显著差异。

2.  通过PeakView® 软件快速获得数据解析，利用保留时间、精确

质量数、同位素模式和 MS/MS 谱库搜索等方面的信息，通过处

理 LC-MS/MS 数据实现峰自动筛查和鉴定。

3.  通过MasterView™ 软件根据靶向化合物名单准确筛查未知样

品，从而完成快速鉴定。此外，结合Chemspider数据库的支

持，同样可以快速高效的完成非靶向化合物的鉴定。

图2. PeakView®、MasterView™和MarkerView™软件。
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清楚地证实了分析方法的稳定性和重现性。如图3所示，我们将

样本明确分为5组：蓝莓汁(n= 30)、蔓越莓汁(n= 24)、苹果汁(n= 

30)、葡萄汁(n= 30)和质控组(QC, n= 12)。这些结果表明，果汁可

以根据其特征标记物来进行区分。

化合物鉴定

从文献中收集关于浆果果汁样品中一些已知化合物的信息。

总共筛选出43种化合物作为目标筛查的一部分，包括果汁中常见

的花青素、黄酮类化合物和酚酸等（如表1所示）。
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化合物鉴定 

从文献中收集关于浆果果汁样品中一些已知化合物的信息。总共筛选出 43 种化合物作为目标筛查的一部分，包

括果汁中常见的花青素、黄酮类化合物和酚酸等（如表 1 所示）。 

表 1 文献中报道的浆果中提取的化合物列表[1] 

 

 

通过 PeakView®软件和 MasterView™软件共同对数据进行靶向和非靶向化合物的筛查鉴定，通过浆果果汁样品中

各化合物的强度、信噪比、同位素匹配等信息获得所有初步鉴定的 MS 谱图，结合 SCIEX 高分辨二级数据库和

Chemspider 在线数据库进行比对。同时通过 30 种市售标准品如 quercetin 3-β-D-glucoside，trans-cinnamaldehyde，

cyanidin 3-O-glucoside，kaempfero 等化合物使用相同的条件来进一步验证。最终鉴定出花青素、黄酮类化合物、

酚酸类化合物三大类共 41 种化合物（如表 2 所示）。 

 

 

 

 

 

 

表1. 文献中报道的浆果中提取的化合物列表[1]。

图2. 果汁的正离子BPC图：(A)蓝莓汁、(B)蔓越莓汁、(C)苹果汁、(D)葡萄

汁[1]。

表2. 41种鉴定的化合物[1]。

通过PeakView®软件和MasterView™软件共同对数据进行靶向

和非靶向化合物的筛查鉴定，通过浆果果汁样品中各化合物的强

度、信噪比、同位素匹配等信息获得所有初步鉴定的MS谱图，结

合SCIEX高分辨二级数据库和Chemspider在线数据库进行比对。

同时通过30种市售标准品如quercetin 3-β-D-glucoside，trans-

cinnamaldehyde，cyanidin 3-O-glucoside，kaempfero等化合物

使用相同的条件来进一步验证。最终鉴定出花青素、黄酮类化合

物、酚酸类化合物三大类共41种化合物（如表2所示）。

组学分析

采用非靶向代谢组学分析，以获得有关果汁以及掺假果汁代

谢产物的全面信息。对不同种类的果汁进行了20分钟的色谱梯度

洗脱，保证了最大限度的色谱分离性能。

果汁样品在正离子模式下的基峰色谱图（BPC）如图2所示。

其色谱峰数量、峰位、峰高有显著差异。4组果汁样品的化学成分

差异在5-10和11-16 min之间。通过数据挖掘和比对，选择代表单

同位素离子的峰共4088个，进行统计学分析。

通过MarkerView™软件，采用PCA-DA统计模型，根据前期实

验的结果，在代谢组学分析中只使用正离子模式，这是因为在正

离子模式下得到的样品聚类更明显，化合物的数量也比在负离子

模式下得到的多。此外，为了研究数据的可靠性，使用QC样品对

色谱和质谱数据质量进行了验证。在PCA-DA统计模式下QC样品间

呈紧密的聚类关系，且QC样品的位置在坐标原点附近。这些结果
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表 2  41 种鉴定的化合物[1] 
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果汁样品在正离子模式下的基峰色谱图（BPC）如图 2 所示。其色谱峰数量、峰位、峰高有显著差异。4 组果汁

样品的化学成分差异在 5-10 和 11-16 min 之间。通过数据挖掘和比对，选择代表单同位素离子的峰共 4088 个，

进行统计学分析。 

 

图 2 果汁的正离子 BPC 图：(A)蓝莓汁、(B)蔓越莓汁、(C)苹果汁、(D)葡萄汁[1]。 

 

通过 MarkerViewTM 软件，采用 PCA-DA 统计模型，根据前期实验的结果，在代谢组学分析中只使用正离子模式，

这是因为在正离子模式下得到的样品聚类更明显，化合物的数量也比在负离子模式下得到的多。此外，为了研究

数据的可靠性，使用 QC 样品对色谱和质谱数据质量进行了验证。在 PCA-DA 统计模式下 QC 样品间呈紧密的聚

类关系，且 QC 样品的位置在坐标原点附近。这些结果清楚地证实了分析方法的稳定性和重现性。如图 3 所示，

我们将样本明确分为 5 组：蓝莓汁(n= 30)、蔓越莓汁(n= 24)、苹果汁(n= 30)、葡萄汁(n= 30)和质控组(QC, n= 12)。

这些结果表明，果汁可以根据其特征标记物来进行区分。 
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验证特征标记物的可行性，通过统计学分析，使得蓝莓汁和蔓

越莓汁与苹果汁和葡萄汁在10、20、30、40和50%体积比来模拟掺

假下进行差异分析。蓝莓汁和蔓越莓汁与苹果汁和葡萄汁的混合比

例在10%以上，可以通过绘制样本选定的特征标记物的图谱进行来

验证，进而判断果汁的掺假情况[1]。

结果与讨论

本研究采用靶向和非靶向代谢组学分析方法对蓝莓和蔓越莓果

汁及其掺假果汁进行鉴定。

1.  结合强大的PeakView®软件和MasterView™软件共同对数据进行靶

向和非靶向化合物的筛查鉴定，通过对样品中各化合物的高分辨

一级数据、同位素匹配等信息，再结合SCIEX高分辨二级数据库

和Chemspider在线数据库进行比对鉴定。对目前已知的果汁类化

合物如黄酮类化合物、花青素类化合物、酚酸类化合物进行了分

析后，最终鉴定出41种备选化合物。

2.  通过MarkerView™软件的数据统计能力，结合得到的41种备选化

合物的峰值强度，发现果汁及其掺假物之间存在显著差异，可以

从整体的角度对浆果果实进行鉴定。并且通过差异分析，又挑选

出18种化合物用来作为区分蓝莓和蔓越莓果汁及其掺假果汁的特

征标记物。
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图 3 果汁（蓝莓组、蔓越莓组、苹果组和葡萄组）的 PCA-DA 统计结果：(A)Scores plot 图；(B)loadings plot 图。 

为了鉴定出对四个果汁组分组贡献最大的特征标记物，通过绘制 loadings plot 图中所选峰的强度分布图，分析不

同组的离子响应。如图 4 所示，所有苹果汁样品中离子 A 的强度(m/z 291.1, RT 8.2min)都相对较高，但其他果汁

样品中检测不到，说明可以选择与离子 A 对应的组分作为苹果汁的潜在特征标记物。同样，蓝莓汁、蔓越莓汁、

葡萄汁中离子 B (m/z 441.1, RT 6.6 min)、离子 C (m/z 577.1, RT 8.3 min)、离子 D (m/z 335.0, RT 5.3 min)的响应相

对较高，表明它们有可能作为特征标记物。同样，我们选择了 18 个离子作为不同果汁中潜在的特征标记物（如

表 3 所示）。 

 

图 4  果汁中选定标记离子的响应(蓝色为蓝莓组；红色为蔓越莓组；绿色为苹果组；紫色为葡萄组；(A) m/z 

291.1，RT 8.2 min；(B) m/z 441.1，RT 6.6 min；(C) m/z 577.1，RT 8.3 min；(D) m/z 335.0，RT 5.3 min[1]。 
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图3. 果汁（蓝莓组、蔓越莓组、苹果组和葡萄组）的PCA-DA统计结果：(A)
Scores plot图；(B)loadings plot图。

表3. 果汁中检测到的特征标记物列表[1]。

图4. 果汁中选定标记离子的响应(蓝色为蓝莓组；红色为蔓越莓组；绿色为

苹果组；紫色为葡萄组；(A) m/z 291.1，RT 8.2 min；(B) m/z 441.1，RT 6.6 
min；(C) m/z 577.1，RT 8.3 min；(D) m/z 335.0，RT 5.3 min[1]。

为了鉴定出对四个果汁组分组贡献最大的特征标记物，通过

绘制loadings plot图中所选峰的强度分布图，分析不同组的离子

响应。如图4所示，所有苹果汁样品中离子A的强度(m/z 291.1, RT 

8.2min)都相对较高，但其他果汁样品中检测不到，说明可以选

择与离子A对应的组分作为苹果汁的潜在特征标记物。同样，蓝

莓汁、蔓越莓汁、葡萄汁中离子B (m/z 441.1, RT 6.6 min)、离子C 

(m/z 577.1, RT 8.3 min)、离子D (m/z 335.0, RT 5.3 min)的响应相对

较高，表明它们有可能作为特征标记物。同样，我们选择了18个

离子作为不同果汁中潜在的特征标记物（如表3所示）。
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表 3  果汁中检测到的特征标记物列表[1] 
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体积比来模拟掺假下进行差异分析。蓝莓汁和蔓越莓汁与苹果汁和葡萄汁的混合比例在 10%以上，可以通过绘制

样本选定的特征标记物的图谱进行来验证，进而判断果汁的掺假情况[1]。 

结果与讨论 

本研究采用靶向和非靶向代谢组学分析方法对蓝莓和蔓越莓果汁及其掺假果汁进行鉴定。 

1. 结合强大的 PeakView®软件和 MasterView™软件共同对数据进行靶向和非靶向化合物的筛查鉴定，通过

对样品中各化合物的高分辨一级数据、同位素匹配等信息，再结合 SCIEX 高分辨二级数据库和

Chemspider 在线数据库进行比对鉴定。对目前已知的果汁类化合物如黄酮类化合物、花青素类化合物、

酚酸类化合物进行了分析后，最终鉴定出 41 种备选化合物。 

2. 通过 MarkerViewTM软件的数据统计能力，结合得到的 41 种备选化合物的峰值强度，发现果汁及其掺假

物之间存在显著差异，可以从整体的角度对浆果果实进行鉴定。并且通过差异分析，又挑选出 18 种化合

物用来作为区分蓝莓和蔓越莓果汁及其掺假果汁的特征标记物。 
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