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摘要

洋葱是重要的膳食黄酮类化合物槲皮素的主要来源。我们使用 Agilent MassHunter

PCDL Manager 软件、公共文献和在线数据库如 Phenol-Explorer 和 ChemSpider，建立

了一个精确质量洋葱黄酮类化合物数据库。为了与黄酮类化合物数据库进行匹配，采用

Agilent MassHunter定性分析软件检索 7种洋葱提取物的四极杆-飞行时间液质联用仪

(Q-TOF LC/MS) 的数据。初步鉴定了 19 种黄酮类化合物。根据初步鉴定的黄酮类化合物，

采用 Agilent Mass Profiler Professional 软件对洋葱的种类和颜色差异进行主成分分析

(PCA)。PCA的结果可以区分洋葱的品种和颜色。为了便于比较，对可能存在的未知化

合物进行了 PCA分析，这些化合物由分子特征提取所确定、代表了洋葱的品种独特性。

虽然该 PCA分析获得了类似的结果，但前 10种初步鉴定的非花青素黄酮类化合物与洋

葱的颜色和品种具有较强的相关性。
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前言

本研究提供了区分洋葱种类的精确质量四极杆-飞行时间液质联用

方法研究的补充报告，发表于 ACS 研讨会系列刊物 Physical

Methods in Food Analysis 上 [1]。

水果和蔬菜是维生素、矿物质、纤维素和大量非必须营养性植物

化学成分如多酚类抗氧化剂、黄酮类化合物、类胡萝卜素、生物

碱和芥子油苷的主要食物来源。这些化合物多数都有很强的生物

活性。物种和品种决定了生物活性植物化学成分的范围。生物活

性植物化学成分具有多种化学结构。黄酮类化合物是植物来源多

酚类生物活性化合物中含量最多的次生代谢产物，可以进行多种

化学修饰，如酰化、丙二酰化、硫酸化、甲基化和糖基化等。其

配糖体可以是单、双和三糖取代。食用水果和蔬菜之所以有益健

康，公认是因为这类生物活性植物化学成分具有协同作用。

在美国，槲皮素这种重要膳食黄酮类化合物的主要食物来源为洋葱

（鲜重为 210 mg/kg）和苹果（鲜重为 30 mg/kg）。有趣的是，大

多数在人类和细胞培养中得到的槲皮素衍生物在食物中却未得到

发现（图 1）。

遗传学是影响食物中黄酮类化合物补充的主要因素。然而，其含

量水平也会受农艺和环境因素（如土壤改良剂、生长区域和紫外

线照射量）的影响。

目前，对品种、生长季节和区域、加工、存贮及包装等如何影响

生物活性化学物质的组成都知之甚少。同样地，这些因素对食物

营养价值的作用也不是很清楚。这种认识上的欠缺，使这些食物

在医药或个体化营养的使用方面，或者相同生物活性含量的食物

基质产品的生产，都具有很大难度。

本文以洋葱为例，探讨如何采用精确质量四极杆-飞行时间液质联

用，以及 Agilent MassHunter个人化合物数据库和谱库 (PCDL)

管理器、MassHunter定性分析和 MassHunter Mass Profiler

Professional软件，在无需标准对照的情况下，使用非目标和未

知化合物分析方法，来鉴定种类差异。

实验部分

实验过程的详细描述可参见ACS 研讨会系列刊物 Physical Methods

in Food Analysis 上发表的补充报告 [1]。

样品前处理

本文评价了来自美国加利福尼亚州奥克斯纳德 Gills Onion 公司的

四种黄色洋葱（Cowboy、Chief、Vaquero和 Sommerset），以

及三种红色洋葱（Red Rock、Salsa 和Merenge）。

图 1. 槲皮素存在形式的实例
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洋葱中存在的主要形式。

苹果中存在的主要形式。
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使用常用提取步骤对没有特定针对的化合物进行分析。由于洋葱

内层只含有很少的花青素（红色），因此将它们与外层剥离并冻

干，再用 80%的甲醇提取 20 min。提取条件不考虑花青素在辨

别红色与黄色洋葱品种中的作用。重复三次提取操作。

仪器

采用 Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统和配备安捷伦喷射流技术

电喷雾离子化的 Agilent 6530精确质量四极杆飞行时间 (Q-TOF)

液质联用系统，对提取样品进行分析。1290 Infinity液相色谱系

统配备有一个集成了真空脱气机 (G4220A)的二元泵、带恒温器

(G1330B) 的自动进样器 (G4226A)，以及一个柱温箱 (G1316C)。

1290 Infinity 液相色谱系统参数见表 1。

表 1. Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统参数

仪器 Agilent 1290 Infinity 液相色谱系统

流动相 (A) 0.1% 甲酸水溶液，初始 5% B

(B) 0.1% 甲酸的乙腈溶液

梯度程序 线性

时间 (min) %B

0−5 5−10

5−8 10−12

8−10 12−15

10−15 15

15−18 15−55

18−20 55−90

流速 0.4 mL/min

色谱柱 Agilent Poroshell 120 EC-C18，2.1 × 100 mm，2.7 µm
（部件号 695775-902）

后运行时间 初始流动相时 4 min

温度 30 °C

进样量 5 µL

表 2. Q-TOF MS 参数

仪器 Agilent 6530 精确质量 Q-TOF LC/MS

离子化模式 正离子和负离子电喷雾，配备安捷伦喷射流离子

聚焦技术

采集速率 1.0 张谱图/秒

质量范围 100–1000 m/z

干燥气温度 225 °C 

干燥气流速 8.0 L/min

鞘气温度 300 °C 

鞘气流速 10.0 L/min

雾化气压力 45 psi

截取锥电压 65 V

八极杆 RF 750 V

碎裂电压 125 V

毛细管电压 2.5 kV

在负离子模式下，连续进样分析参照离子 m/z 119.0363（去氢嘌

呤）和 966.0007（甲酸盐加合的六（1H，1H，3H-四氟丙氧基）

膦嗪或 HP-921）来校正每张谱图，以实现优于 2 ppm的精确质

量测定。

数据分析

按照如下四个步骤进行数据分析：

1. 创建自定义黄酮类化合物数据库用于洋葱分析

2. 检索从四极杆-飞行时间液质联用单独进行质谱分析所获得的

数据，与黄酮类化合物数据库进行匹配并记录匹配得分

3. 根据化合物的匹配结果（非目标性结果，即不使用标准品进行

鉴定或确认），进行主成分分析 (PCA)，以区分洋葱的不同品

种和颜色

4. 为了进行比较，还对不同种类洋葱中所有可能存在的化合物

（未知的，无需匹配）进行 PCA 分析

对样品进行四极杆-飞行时间液质联用分析。为了鉴定出所有可能

存在的黄酮类化合物，需要将仪器方法制订得更为宽泛。在负离子

和正离子两种模式下，采集质量范围m/z 100−1000内的总离子流

谱图。除了那些极性相对较低的化合物，电喷雾离子化通常可以电

离很多种化合物。虽然黄酮类化合物在预期中具有很好的响应，但

是它们的相对响应强度受其自身化学结构的影响非常大（例如，

共轭位置、糖的种类和酰化作用等）。

一些化合物只在正离子模式下有响应，而另一部分仅在负离子模

式下有响应。那些在两种模式下均有响应的化合物，在其中一种

模式下的离子化效率可能高于另一种模式。四极杆-飞行时间质谱

仪 (Q-TOF MS) 参数见表 2。
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数据库创建

使用公共文献，包括数据库如 Phenol-Explorer (www.phenol–

explorer.eu/)和 ChemSpider (www.chemspider.com)，鉴定了

150 种可能存在的黄酮类化合物，包括洋葱中可能存在的共轭结

构黄酮。将每个黄酮的分子式输入MassHunter PCDL Manager

软件（图 2）来创建数据库。MassHunter PCDL Manager软件可

以利用输入的分子式，自动计算精确质量。然后在 MassHunter

定性分析软件中使用该数据库来检索每个样品的数据文件，以便

与这些化合物进行匹配。

图 2. 使用 Agilent MassHunter PCDL Manager 软件建立用于洋葱分析的精确质量数据库

MassHunter PCDL Manager 软件允许输入化合物名称、IUPAC

名称、相关注释、链接、结构，以及其他有用的信息。假如结构

是 .mol格式，软件便会利用导入的 .mol文件计算分子式和精确

质量。MassHunter PCDL Manager 软件的数据库组件包含的是分

子而不是离子。对于数据库中的任何化合物，均可以向谱库组件中

添加精确质量串联质谱图。可以使用MassHunter PCDL Manager

软件进行简单的检索，但是要检索完整的数据文件就需要使用

MassHunter 定性分析软件。
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数据库检索

使用MassHunter定性分析软件（图 3），在数据分析步骤 1创建

的 PCDL中检索由四极杆-飞行时间液质联用仪分析得到的数据。

特别是，通过软件的分子式查找功能，我们可以设定精确质量的

允差，然后将它应用到数据文件的检索中，以搜寻目标的同位素

离子、加合物（如加 H+ 和加 Na+）、二聚体和三聚体等。

图 3. 使用 Agilent MassHunter 定性分析软件对数据进行检索，以便与黄酮类化合物数据库中的分子式进行匹配
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根据分子式的精确质量和预期的分子式同位素模式，可评价每个

实验测定的离子质量。利用该数据获得此离子匹配数据库的得分

（图 4）。这种方法无需使用标准品，只通过软件即可对黄酮类化合

物进行初步鉴定。我们称这种方法为非目标化合物的定向检索。

质量、同位素质量和同位素质量间距的精确匹配仅能确定分子式，

而不能确定是否是数据库中的实际化合物。当不使用标准品时，

可以利用串联质谱提供的更多信息进行化合物鉴定。若标准品可

用，其保留时间和串联质谱图也可以加到数据库中，并将其用于

分值匹配。需要在样品相同的条件下分析标准品，比较获得的结

果以便进行确证。

图 4. 使用 Agilent MassHunter 定性分析软件对测定质量、同位素丰度和质量间距与其理论计算值进行比较，以生成黄酮类化合物匹配得分
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主成分分析

一旦不同品种洋葱中初步鉴定的黄酮类化合物的名单生成以后，

可以使用MassHunter Mass Profiler Professional 软件中的 PCA

分析对它们进行进一步的检验，以区分品种和颜色。进行 PCA分

析有两种方法。这两种方法均被设计用于提供一个化合物列表：

一个是从数据库检索出的初步鉴定的化合物列表，另一个是未知

的化合物列表。

根据与数据库匹配得到的化合物进行第一次 PCA分析。第二种方

法使用分子特征提取从所有种类洋葱的 TIC中提取所有可能的化合

物。由于它们在一种洋葱中存在而在另一种中不存在，基于此，

对发现的未知化合物进行过滤。MassHunter定性分析软件中的

分子特征提取器可以提取代表色谱峰的所有离子（从而消除了本

底离子），并且按照加合物种类、可能的同位素、二聚体和三聚

体等将它们进行分组，所有这些离子无需任何确证即可形成其分

子特征。每个特征随后回算到一个分子质量，仍然不需要任何确

证。这种未报道的数据挖掘方法可无需鉴定品种特有的化合物而

直接提供种类差异。

结果与讨论

精确质量四极杆-飞行时间液质联用分析

虽然洋葱提取样品的 TIC看起来特征性不太显著，但它们包含了

许多代表多种化合物的离子。Merenge 品种内层的 TIC 见图 5。

数据库检索结果

创建的黄酮类化合物数据库的 MassHunter 定性分析软件通

过分子式进行查找，在 7种洋葱中初步鉴定了 19种黄酮类化合物

（表 3）。
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图 5. Merenge 品种的 TIC

表 3. 通过 Agilent MassHunter 定性分析软件按分子式查找功能，检索创建的

数据库初步鉴定的黄酮类化合物

飞燕草素 3-O-(6''-丙二酰基-葡萄糖苷)

二羟基山柰酚

二氢杨梅素 3-O-鼠李糖苷

二氢槲皮素

异鼠李素

异鼠李素 4'-O-葡萄糖苷

山柰酚

山柰酚 3-O-(6"-丙二酰基-葡萄糖苷)

山柰酚 3,7-O-二葡糖苷

山柰酚 3-O-乙酰-葡萄糖苷

山柰酚 3-O-芸香糖苷

山柰酚 3-O-木糖-芸香糖苷

槲皮素

槲皮素 3,7,4'-三葡糖苷

槲皮素-O-二葡糖苷

槲皮素 3,4'-O-二葡糖苷

槲皮素 3-O-葡萄糖苷

槲皮素 3-O-鼠李糖苷

槲皮素 4'-O-葡萄糖苷
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主成分分析结果

PCA 得分图展现了样品间数据的差异。例如，从这 7 种洋葱的、

基于数据库检索初步鉴定的 19种黄酮类化合物的 PCA得分图中

可以看出，不同种类间分离良好（图 6）。由于在洋葱内层进行分

析，且提取溶剂已排除花青素，那么该品种特征并不取决于色素

相关化合物。Cowboy 和 Sommerset 组彼此很接近（分离较少），

这种情况也存在与 Chief、Vaquero 和 Salsa 之间。红色品种（Red

Rock 和Merenge）与其他品种显著分离。
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图 6. 根据黄酮类化合物数据库中检索发现的目标未知化合物，进行洋葱种类区分的 PCA 分析
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颜色差异的 PCA 得分图（图 7）显示，尽管沿 x 轴有一些相关性，

但种类间距离很短。
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图 7. 根据在黄酮类化合物数据库中初步检索鉴定的化合物，用于洋葱颜色区分的 PCA 得分图
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在对数据进行分子特征提取后，利用所有未知化合物得到了 7种

洋葱的 PCA得分图（图 8），该图表明此方法也可以用来评价不

同品种的常见组成和颜色。
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图 8. 对数据进行分子特征提取后，利用所有未知化合物得到的 PCA 得分图
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PCA载荷图展现了在协方差空间发现的能够代表那些样品的实体

或化合物。这些载荷是化合物的列表。由于 Chief 和Merenge 可

在 PCA中得到良好分离，因此可将其用于评价载荷并生成化合物

列表，以区分两个品种。

表 4 列出了初步鉴定的可以表征颜色差异的前 10 种化合物。软件

发现的每种分子式都对应许多可能的化合物，因此更多的串联质

谱信息有助于鉴定出实际存在的化合物，并且可以利用它们来进

行区分。
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这些数据仅代表典型的结果。如需了解更多有关我们产品和服务
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表 4. 前 10 种初步鉴定的非花青素类化合物与颜色差异性相关

6,8-二羟基山柰酚

山柰酚 3-O-(6"-丙二酰基-葡萄糖苷)

山柰酚二葡糖苷-1

山柰酚二葡糖苷-2（异构体，不同的保留时间）

山柰酚 3-O-乙酰-葡萄糖苷槲皮素

槲皮素 3,4'-O-二葡糖苷

槲皮素二葡糖苷-1

槲皮素二葡糖苷-2（异构体，不同的保留时间）

槲皮素 3-O-鼠李糖苷

二氢槲皮素

结论

使用公共文献和数据库，以及 Agilent MassHunter PCDL Manager

软件，创建了一个用于定向检索特定精确质量的洋葱黄酮类化合

物数据库。利用该数据库，对来自 7种洋葱提取物精确质量四极

杆-飞行时间液质联用仪分析的数据进行定向检索，鉴定了 19种

潜在的黄酮类化合物。基于潜在黄酮类化合物的 PCA分析，根据

品种和颜色的差异进行分离。数据经分子特征提取后，二次 PCA

分析利用所有未知化合物得到了类似的结果。利用二次 PCA 分析，

在初步鉴定出的黄酮类化合物中，鉴定出 10 种与品种和颜色关联

最强的化合物。这些结果表明，精确质量四极杆-飞行时间液质联

用仪与任何一种 PCA 分析方法联用后，都可以用来建立洋葱中黄

酮类化合物的品种差异分析。当然，我们还需要对不同环境下生

长的更多品种进行深入分析，以建立它们之间明晰的相关性。
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