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应用X500R QTOF系统基于代谢组学进行黄酒的酒龄鉴别
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引言

黄酒在陈酿老化过程中，酒体中各种成分相互作用发生大量

的化学变化和物理变化，改善了酒体的口感和稳定性，因而黄酒

的陈酿时间（即酒龄）是其品质的主要标志。目前，酒龄鉴别是

黄洒行业存在的诸多问题之一，各个生产厂家库存的陈年黄酒有

多有少，勾兑技术不统一，少数企业有随意标注酒龄的现象,不利

于黄酒的推广和销售。因此需要较明确的品质指标作为酒龄判断

依据。

本文通过X500R QTOF系统采用非靶向代谢组学方法进行不同

陈酿时间的黄酒成分差异研究。使用SCIEX OS软件对黄酒完成数据

采集和数据分析工作，鉴定出黄酒中小分子代谢物，并进行五个

酒龄的黄酒的差异分析，帮助探究酒龄鉴别的指标。

实验方案特点：

1. 本实验利用代谢组学思路对绍兴黄酒进行成分鉴定，并进行了

陈酿年份对黄酒品质风味影响的研究；

2. SCIEX X500R QTOF系统展示出良好稳定性，轻松应对大批量组

学样本实验；

3. SCIEX OS软件红绿灯式筛查设置结合高质量二级谱库帮助简单

快速进行化合物鉴定；

4. 研究结果筛选出黄酒中80种差异化合物可以用来进行陈酿年份

的判别。
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1、样品准备

5个酒龄的绍兴黄酒（2009年份、2011年、2014年份、2019年

份和2021年份相当于13年份、11年份、8年份、4年份和1年份酒

龄）各10份，共50个样品。50%甲醇水(v/v)稀释五倍后过0.22 µm

滤膜进样。制备好的样品每个取10 µL混合为质控样（QC）。

2、实验条件

质谱系统： SCIEX X500R QTOF系统（图1）；
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扫描方式：ESI+/-TOF MS-IDA-10 TOF MS/MS； 动态背景扣除开

启；扫描范围：一级m/z 70-1250 Da，二级m/z 40-1250 Da； 

图1. SCIEX X500R QTOF 系统
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3.3  代谢组学鉴定结果及差异分析

结合SCIEX代谢物数据库和天然产物数据库共鉴定到黄酒中

208个化合物，个数占比最高的为氨基酸相关化合物。另外还鉴定

到多酚、有机酸、核苷酸、醛类、酯类以及糖等化合物（图5）。

利用五个年份黄酒中鉴定到的代谢物峰面积进行PLS-DA分析，图

6可以看出五个年份黄酒代谢物组成具有显著差异。利用ANOVA 

P<0.05 & VIP>1筛选差异化合物，筛选出黄酒的不同陈酿年份产生

的80个差异化合物。

喷雾电压IS:  5500 V/-4500 V 源温度 TEM: 500 ℃                     

气帘气 CUR: 30 psi 碰撞气 CAD: 7 psi

雾化气 GS1: 50 psi 辅助气 GS2: 50 psi

3、结果与讨论

3.1  数据重现性和可靠性

SCIEX X500R QTOF系统稳定性和抗污染能力保证数据重现性及

可靠性。每5针穿插一针QC, 代谢组学样品在正离子模式和负离子

模式下各自的11针QC总离子流图（TIC）重现性良好, 见图2。表明

信号强度和保留时间稳定，采集到的大批量组学样本结果可靠，

可以用来进行差异分析。
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图2.样品11针QC叠加的正离子模式（上）和负离子模式（下）总离子流图图2. 样品11针QC叠加的正离子模式（上）和负离子模式（下）总离子流图

图5.  黄酒的代谢物鉴定结果分布图

图6.  五个酒龄黄酒中代谢物的PLS-DA图

图4. 丁二酸色谱图、一级质谱图和二级质谱图

图3. 红绿灯式筛查结果显示

3.2  SCIEX OS软件帮助快速鉴定黄酒成分

利用SCIEX X500R QTOF系统对QC进行正离子模式和负离子模

式分别一针进样便可以获得全面一级二级信息，用于准确定性。

结合高质量二级谱库，利用SCIEX OS软件通过一级质量精度、同位

素分布和二级库匹配快速进行化合物筛查鉴定，红绿灯式筛查结

果显示如图3。并且可以呈现详细色谱图积分情况、一级质谱图的

同位素丰度比对情况以及二级质谱图与二级谱库中标准谱图匹配

情况，以丁二酸为例见图4。
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图3. 红绿灯式筛查结果显示
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图4. 丁二酸色谱图、一级质谱图和二级质谱图
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图5.  黄酒的代谢物鉴定结果分布图
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图6.  五个酒龄黄酒中代谢物的PLS-DA图
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结果表明，不同的氨基酸及小肽随着陈酿年份增加有上调和

下调变化, 其中4种环二肽随着年份增加均呈现显著增长，2011年

酿造的11年的黄酒含量最高而酒龄达到13年时含量稍有下降。另

外几种有机酸、醛类和酯类显著上调，有研究表面酯类的升高这

一趋势普遍存在于绍兴黄酒的陈酿过程中[1]。最后我们还发现7种

化合物只在酒龄为一年的黄酒中检出（见表1），酿造时间更长的

黄酒中无检出。均可考虑作为黄酒酒龄鉴别依据。图6为环(缬氨

酸-脯氨酸) 和水杨酸在不同酒龄黄酒中含量变化的箱状图。

4、总结

本文使用SCIEX X500R QTOF系统建立了黄酒非靶向代谢组学

方法。由于X500R超快扫描速度兼顾灵敏度和分辨率，一针进样即

可得到复杂基质样品中待测物的全面的高质量一级与二级质谱数

据，且一级质量精度均小于1 ppm。并且利用SCIEX OS软件配合一

级质谱、同位素分布和二级质谱图可快速准确地提供定性结果。

X500R QTOF系统采集的数据保证得到全面丰富的鉴定结果，帮助

进行黄酒成分鉴定和陈酿年份鉴别。
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图7.  五个酒龄黄酒中环(缬氨酸-脯氨酸) 和水杨酸含量变化箱状图
图7.  五个酒龄黄酒中环(缬氨酸-脯氨酸) 和水杨酸含量变化箱状图

表1. 仅2021年酿造的黄酒检测到的化合物

序号 中文名

1 小麦黄素

2 甲硫氨酸

3 山奈酚-3-葡萄糖苷-7-木糖苷

4 5′-脱氧-5′-(甲硫基)腺苷

5 3-吲哚丙烯酸

6 4-甲基伞形酮

7 苯乙酸
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