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摘要

本文使用带高灵敏的 Extractor EI离子源的 Agilent 5977A 系列 GC/MSD，利用非目标

化合物分析和统计工具，对化合物进行分析，以区分五种不同品牌的威士忌。
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前言

气相色谱/质谱 (GC/MS)技术广泛应用于食品的产品研发、质量

控制和品质保证分析中。GC/MS性能的提高已经可以实现对众

多天然产物中常见的大量痕量化合物进行可靠的检测。虽然人类

的感官测试（气味和味道）仍然是香精质量控制必不可少的一部

分，但是对于主成分和痕量组分在浓度上的变化和差异，GC/MS

可以提供更多有价值的细节，且不受限于人类的感官。

化学计量学可同时解决描述性和预测性问题。在描述性应用中，

为了了解系统的内在联系和结构，我们可对化学系统的性能进行

建模。在预测性应用中，通过化学系统性能的建模来预测关注的

新性能或者表现。在描述性和预测性化学计量学中，GC/MS技

术常用作生成数据的分析手段。在预测性模式中，该技术已用于

预测橄榄油是否会通过特级初榨感官测试 [1]、葡萄酒种类辨

识 [2]，以及（日本）烧酒是否在生产过程中被污染 [3]。在描述

性模式中，可使用该技术区别密切相关的食品，如不同品牌的威

士忌。

虽然这些化学计量学分析经常使用功能强大的 MS仪器，但较低

成本的单四极杆质谱检测器同样也可提供有用的信息。本文描述

了通过对 5977A GC/MSD生成的数据进行复杂的统计分析，来

辨识五种不同品牌威士忌之间的差异。5977A MSD 和 7890B GC

联用仪，是一个理想的分析平台，可以对威士忌等食品进行高灵

敏的鉴定分析和复杂的统计分析，并且 PAL自动样品进样器上的

自动固相微萃取 (SPME)装置可以实现威士忌样品中芳香类化合

物的高灵敏度顶空进样。Mass Profiler Professional (MPP) 软件

可以利用一系列统计工具实现复杂样品（如威士忌）组份的分类。

本研究使用非目标化合物分析和单因素方差分析 (ANOVA)、主成

分分析 (PCA) 和层序聚类分析 (HCA) 等统计工具，来鉴定不同品

牌威士忌之间的差异。数据和统计分析使用 NIST AMDIS（自动

质谱解卷积和鉴定系统）、Agilent MassHunter ID浏览器和

Mass Profiler Professional 软件。根据 46 种不同组分的相对浓

度，该方法可将这些威士忌分为四组。

实验部分

样品

五种不同的威士忌购于美国，详见表 1。

表 1. 研究中使用的威士忌样品

样品 说明 主观气味

知名品牌 (PB) 市场上最知名的威士忌酒 一款与微甜品相比清淡的软饮料

竞争品牌 (A) 描述为优质威士忌 与 PB 类似

竞争品牌 (B) 流行的山寨威士忌 具有轻度焦糖甜味和香草味。比 PB 更强的香味

竞争品牌 (C) 声称比 PB 的品质更高 甜香，比 PB 稍强

竞争品牌 (D) 声称为一款浓香威士忌 含蜂蜜、黄油和少许深色水果（梅子、葡萄干）。具有比 PB 更强的香味
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仪器

本研究采用配备带有自动固相微萃取 (SPME) PAL自动采样进样

器的 Agilent 7890B GC，并与带有 Extractor EI离子源的单四极

杆 5977A MSD联用。仪器条件列于表 2和表 3。

样品制备

每种样品中的挥发性组分和芳香成分通过顶空 SPME采集。取

5 mL威士忌样品置于 10 mL顶空样品瓶中。取一根 50 µm × 2 cm

DVB/CAR/PDMS萃取纤维头置于样品顶空中，60 °C下加热并

不断搅拌 10 min。挥发性组分被吸附到 SPME 纤维头上，然后在

240 °C下热解吸 1 min进入进样口。

表 2. PAL 自动采样进样器 SPME 条件

样品体积 5 mL 威士忌置于10 mL 样品瓶中

进样针 2 cm 纤维 50/30 µm DVB/CAR/PDMS

预保温时间 60 秒

保温温度 60 °C

预保温搅拌速度 500 rpm

搅拌时间 0 s 时开始，2 s 时结束

样品瓶中进样针插入深度 11 mm

样品瓶中纤维头探出 22 mm

吸附时间 600 秒

解吸至 分流/不分流进样口

进样深度 32 mm

进样时纤维头探出 22 mm

解吸时间 60 秒

表 3. 气相色谱和质谱仪条件

GC 运行条件

分析柱 HP INNOWAX (25 m × 0.20 mm，0.40 µm)（部件号 19091N-202）

进样方法 SPME (50/30 µm DVB/CAR/PDMS) 

进样口温度 260 °C 恒温

进样模式 分流模式，分流比 50: 1

柱箱温度 40 °C 保持 1.5 min
以 30 °C/min 的速度从 40 °C 升至 240 °C
240 °C保持 3 min

柱流量 1.1 mL/min，恒流

载气 氦气

传输线温度 255 °C

GC 运行时间 16 min

MS 条件

离子化模式 EI, 70 eV

离子源温度 230 °C

四极杆温度 150 °C

采集模式 全扫描 (50–550 amu)，常规模式

A/D 样品 4

EM 增益 1.0

阈值 150

痕量离子检测 开

调谐 etune.u 和 atune.u 
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数据处理和统计分析

采用 Agilent MSD Productivity化学工作站（F.01.00版）上的

AMDIS对 GC/MS数据进行组分提取。将 AMDIS生成的 .ELU

文件输入 Mass Profiler Professional (MPP)进行差异性分析。

MPP 12.1用于数据过滤和统计分析，使用 NIST 11 MS谱库和

Agilent MassHunter ID浏览器进行化合物鉴定。这些软件包的

设置见表 4。

结果与讨论

痕量化合物的检测，Etune 与 Atune  

5977A GC/MSD 拥有一个独特的 Extractor EI 离子源及 Etune 调

谐协议，它可以提高 MSD的检测灵敏度，实现更低的检测限，

改善痕量化合物的鉴定。Extractor EI 离子源也可使用前几代安捷

伦质谱检测器的 Atune算法。本文中，两种调谐模式均用于威士

忌样品芳香物质中痕量化合物的检测，以比较它们的相对效率。

表 4. 数据处理和统计分析软件设置

解卷积 (AMDIS 2.67)

组分宽度 12

忽略质量数 m/z 0 (TIC)、207、267

相邻峰扣除 2

分辨率 中

灵敏度 低

峰形 中

组分创建 (Mass Profiler Professional 12.1)

化合物质量得分 > 20

最小丰度 > 1000

离子 > 3

RT 公差 < 0.10

匹配因子 > 0.3

归一化类型 无

化合物鉴定（NIST MS 谱库和 Agilent MassHunter ID 浏览器）

MS 谱库 NIST 11

匹配因子 > 50，最佳匹配
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采用 Etune和 Atune调谐模式分析样品，通过 4次重复进样，

得到一个包括了 142个组分的列表。通过比较相对强度发现，

142 种组分中有 48 种在两种调谐模式间的倍率变化大于 2，在概

率 p < 5%时通过 t检验，见图 1中火山图的红色部分。

与 Atune相比，采用 Etune模式时所有 48个组分都表现出更

高的强度。实际上，在相同的 AMDIS参数下（图 2），采用

Etune检测到的四个组分在 Atune 模式下却未检出。

威士忌中芳香化合物的轮廓分析

为全面表征五种威士忌样品中芳香物质的化合物组成，所有五个

威士忌样品的 GC/MS分析均重复进行三次。然后使用降噪 75%

的变异系数 (CV) 过滤器过滤检测到的组分，结果显示五个威士忌

样品中有 74 个相同组分。然后将这些组分分为两组（图 3），即

相对峰强度 < 1000000（中低等丰度）的组分，以及相对峰强

度¡ 1000000（高丰度）的组分。

图 1. 样品 D中检测到的化合物在 tune与 Etune模式下倍率变化比较的火山

图。绿线为倍率变化 (¡ 2) 的截止值和概率 p 值 (< 5%)，满足条件的组

分用红色显示。要注意的是，所有满足这些条件的化合物在 Etune 调谐

下的强度比 Atune 调谐下大至少两倍

图 2. 样品 D 进行 4 次重复分析，采用 Etune 模式可检测到的 4 种化合物（上

图），但在相同的 AMDIS积分阈值下采用 Atune模式未检出此 4种化

合物。下图为四次重复测定的得到的 88u离子（十五烷酸乙酯）的提取

离子谱图 (EIC)，同时采用了 Etune 模式和 Atune 模式

4

3

2

1

-4 -2 0
log2Etune > Atune Etune < Atune

-lo
g1

0
 P

 

2 4

11.00 11.10 11.20 11.30 11.40 11.50 11.60 11.70 11.80
0

500

1,000

1,500

2,000

2,500

3,000

3,500

4,000

4,500

5,000

5,500

6,000

6,500

6.522 401 6.52155  401.0 0 27,685
11.415 88 0 25,542
7.86 475 7.86025  475.0 0 18,527
8.646 143 8.646299  143.0 0 19,100

Atune Etune

EIC 88.00 (87.70 ~ 88.70): D-etune

EIC 88.00 (87.70 ~ 88.70): D-atune
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31 
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74 

20 

ANOVA
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图 3. 威士忌样品化学计量学差异分析的工作流程，最终均以主成分分析 (PCA)

或层序聚类分析 (HCA) 对相关化合物进行分类
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高丰度组分

使用 Mass Profiler Professional (MPP)鉴定出 20种峰强度 ¡

1000000的化合物。为了对调谐的差异进行比较，我们仍然使用

了 Atune和 Etune两种模式。采用单因素方差分析 (ANOVA)过

在主成分 1 中，样品 B 在 PCA 得分图中有一个很高的正得分，而

样品 A 和 PB 为负得分（图 5）。根据主成分 1 和 2 的载荷，这

些组分分布在 PCA 载荷图中（图 6）。在 PCA 载荷图中，专属

于样品 B 的组分位于主成分 1 的正载荷位置。通过比较 PCA 得分

图（图 6A）和载荷图（图 6B），我们可以鉴定出能够区分不同

威士忌样品的独特组分。图 6 中的表格展示了样品 B 中的独特组

分，这些是使样品 B 在主成分 1 中具有很高得分的组分，即 PCA

载荷图中的 x 轴（图 5）。另外，每组成分的相对峰强度也表征

了该组样品的特性（图 6）。

图 4. 采用MPP鉴定的 15 种高丰度化合物，同时在 p < 5% 下，经过 ANOVA筛选，以确保其具有统计学意义

图 5. 通过 PCA 分析将高丰度组中 15 种相关化合物分为可以显著区别的四个样

品组别，除了 A 和 PB外，可以区分其他所有的样品。

 (–)  0  (+)

1 (64%) X A, PB C, D

–

–

B

2 (22%) Y D A, B, C, PB

3 (11%) Z C A, B, D, PB

X 

Y 

Z 

1

1
4 2 0 -2

4 2 0 -2

0

0

-1

-1

-2

-2

-3

-3

-2

-1

0

1

1

0

-1

-2

C

PB + A

B

D

滤这些组分，p < 5%，发现 15 种化合物有统计学意义（图 4）。

对这 15 种化合物进行主成分分析 (PCA)，可以将它们分为四组可

区分的样品，即 PB+A、B、C 和 D（图 5）。
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[A] [B] [C] [D] [PB]

8.593 88 10,945,965 91,484,704 15,420,839 43,557,596 9,160,368 

7.246 88 7,319,735 35,215,980 7,083,341 16,339,178 6,435,439 

9.803 88 1,770,075 31,862,326 3,835,627 14,279,053 1,428,005 

10.901 88 188,006 3,107,707 483,733 1,213,085 183,026 

11.906 88 300,003 2,559,052 741,498 1,686,823 343,726 

5.724 88 840,595 2,161,864 991,785 1,130,796 855,511 

8.721 70 - 3- 132,939 1,301,459 366,510 160,848 99,822 

7.937 88 708,628 1,281,332 674,696 716,060 619,252 

9.912 70 (–)- -1- 45,598 1,048,773 303,444 187,453 35,299 

 (PB)  A 

 B 
 PB 

2

0

-2

-4

-4 -2 0
 1 (64.26%)

 2
 (2

1.
78

%
)

2 4 6

0.4

0

-0.2

0.2

-0.4

-0.2 0
 1 (64.26%)

2- -2- -1,3-

3-

-4-

 2
 (2

1.
78

%
)

0.2 0.4 0.6

[PB]
[A] [C]

[D]

[B]

-3-
(–)- -1-

图 6. PCA 得分表明了四类样品的分组情况（上部得分图），并且每个分组中各成分的相对归一化强度也表征了本组别的特性（下表）。PCA 载荷图中一些成分因为

具有相似的成分而互相重叠。红色：非常高的强度；橙色：高强度；黄色：中等强度；绿色：低强度
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中低等丰度组分

采用 Etune 检测出 54 种峰强度 < 1000000 的组分，并采用Mass

Profiler Professional (MPP)进行了鉴定。采用 ANOVA在 p <

5% 时筛选这些组分，发现有 31 种化合物具有统计学意义。对这

31 种化合物进行层序聚类分析 (HCA)，又可以将样品分为四组，

即 PB+A、B、C 和 D（图 7）。然后，根据归一化强度分布的相

似性，采用 HCA 将这 31 种化合物再分为 8 类，详见图 8。

[A] [PB] [D] [C] [B]

 
8 

1 (20) 2,048 (211) 4,194,304 (222)

(Z)- -4-

-3-

5-

-2-

3.2689202  57.0 

(Z)- -4-  9.035633
-3-

10.0303755  121.0 
6.8233676  70.0 
3.3880503  103.0 
8.7475533  461.0 
4.485533  84.0 
2- -1-
2,3,4- -
5- -2- -1-

[5.5] -1,8- 1,5,5,9-t...
10.429033  183.0 
10.99585  70.0 
(+)-α-

5- 2-
2-  pentadec...

3,8-

图 7. 采用那些归一化强度 < 1000000 的组分和 HCA 对样品和组分进行分类。根据组分的相似性，将样品被分为四组，组分分为 8 类
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在所有五个样品中均含有的 12种组分（0类）中，有一个未鉴

定，另有两个为系统空白。剩余的 9 种组分根据其强度被分为三

组可区分的样品：PB+A、C+D 和B（图 9）。归一化强度的范围

为 14000 – 500000。

样品 B 和 D 均包含类 6 中的三个组分（图 10）。其中一个是十

五烷酸乙酯，它在先前的 Atune和 Etune调谐模式的比较中在样

品 D 中已被鉴定出。该化合物仅在 Etune模式下才能检测到。

图 8. 中低等丰度的组分被分为 8 类，在每类（y 轴）中将组分的强度对每个样品组（x 轴）作图

图 9. 对已鉴定出存在于所有五个样品中的 9 种化合物进行 HCA 分析，发现按照 0 类化合物强度模式可将样品

分为三组：PB+A、C+D 和 B

0

2

4

6

1

3

5

7

A B C D PB A B C D PB

0 

2 

PB A B  D 

4 

PB、A  C 

6 

 B  D 

1 

PB、A  B 

3 

PB A B  C 

5 

 B 

7 

 C 

32,768 (215) 185,364 (217.5) 1,048,576 (220)

[A] [PB] [D][C] [B]

(Z)- -4-

-3-

5-

-2-
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结论

本方法运用化学计量学成功进行了分析，可以将五种威士忌样品

分为四组，并且可以进一步用来应对突发污染物 [3]，优化产品贮

存条件，和测定样品随时间的降解情况。

[A] [B] [C] [D] [PB]

8.383 119 (+)-α- 0 20,890 0 33,060 0 

10.996 70 10.99585       70.0 0 28,591 0 17,961 0 

11.415 88 0 18,581 0 21,067 0 

11.30 11.32 11.34 11.36 11.38 11.40 11.42 11.44 11.46
0

1,000

2,000

3,000

4,000

B, D

PB, A, C

 6 

m/z 88  EIC

m/z

图 10. 类别 6 中各组分的鉴定和归一化强度，以及对 5 种样品重复进样得到的 m/z 88u（十五烷酸乙酯）的提取离子谱图 (EIC)，

均表明它仅存在于样品 B 和 D 中
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