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营养代谢组学
使用三重四极杆质谱仪 LCMS™-8060NX
进行葡萄酒分析
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近年来，代谢组学技术因其能全面分析体内代谢产物而成为
研究热点。代谢组学是指解析细胞代谢产生的氨基酸和有机酸等
低分子代谢产物，明确多个代谢途径差异的学术领域，与其他组
学相比，对象组分较少，因而易于进行代谢结构分析。最初，这
是一项在医学领域取得初步成果的技术，例如使用临床样本搜索
诊断标记以及使用模型动物进行病原分析。工业领域和食品领域
的厂商也使用同样的解析方法进行产品和原材料产地比较，应用
机会在日益增多。如此将代谢组学应用于活体以外，应用于食品
当中的部分被称为“营养代谢组学”。

本文将列举营养代谢组学的其中一例，向您介绍产地、葡萄
品种不同的葡萄酒的分析案例。为全面分析葡萄酒中的亲水性组
分，使用高效液相色谱质谱联用仪（LC/MS/MS），以 2种方法
进行了测定。

T. Hattori, Y. Yamada
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全窒素・全リン測定 
 
 

TNPC-4110 Plus による排水中の 
全窒素・全リン測定 

 

閉鎖性海域の富栄養化の改善を図るため、当該海域へ排出
される有機汚濁物質の総量を基準値以下に削減する目的で、
1979 年から水質総量規制が施行されています。第 5 次水質
総量規制から対象項目に全窒素と全リンが追加指定され、対
象事業所の多くは、自動計測器を用いてこれらを測定してい
ます。第 5 次水質総量規制以来使用されてきたオンライン全
窒素・全リン計 TNPC-4110 シリーズはさらにその性能・機
能を向上させ、TNPC-4110 Plus シリーズとしてモデルチェ
ンジされました。 

全窒素の測定には、これまで同様に高い酸化分解力と干渉
に強い検出力を持つ「熱分解・ケミルミ方式」を採用し、夾
雑物や海水が混入する試料でも干渉影響をほぼ受けること
なく測定することができます。さらに本シリーズでは試薬と
測定シーケンスを改良し、全リンの測定においても夾雑物の
影響をできる限り低減し、高精度で測定することができるよ
うになりました。 

本稿では TNPC-4110 Plus で海水やミネラルを含む試料を
測定した例を紹介します。 

M. Tanaka 
 
 

 
 

 

 全窒素（TN）分析方法 
TNPC-4110Plus の全窒素（TN）測定は、熱分解・ケミルミ

方式を採用しています。この方式は、紫外吸光光度法では干
渉成分となる臭素イオンや金属イオンの影響を受けずに測
定できます。したがって、試料に海水が混入していても、共
存物質の影響を受けることなく測定することができます。 

海水を 2 倍に希釈した溶液に窒素化合物を 0.5 mgN/L（窒
素濃度が 0.5 mg/L）になるように添加したものを試料として、
総和法（手分析）、紫外吸光光度法（手分析）、熱分解・ケ
ミルミ法で測定しました。 

 
表 1 TNPC-4110 Plus 全窒素測定条件 

分析計 : 全窒素・全リン計 TNPC-4110 Plus 
測定項目 : 全窒素（TN） 
測定方法 : 熱分解 - 化学発光法（ケミルミ法） 
校正 : 0-2 mgN/L 硝酸カリウム水溶液による 2 点校正 

（フルスケール(FS)：2 mgN/L） 
試料 : 2 倍に希釈した自然海水に、0.5 mgN/L になるよう

に硝酸カリウムを添加した液 
 

 全窒素（TN）分析結果 
各分析法で測定した結果を表 2 に示します。総和法による

測定値を基準として、紫外吸光光度法および TNPC-4110 Plus
の測定値との差を分析計のフルスケール比として算出した
ものを表の右欄に示しています。紫外吸光光度法では大きな
値になり、海水に含まれる成分による干渉影響が出ているこ
とがわかります。一方、TNPC-4110 Plus では総和法とほぼ同
等の測定値になり、海水成分の影響を受けることなく測定で
きていることがわかります。 

 
表 2 全窒素 測定結果 

分析法 測定原理 測定結果 
（mgN/L） 

総和法との差 
（FS 比） 

手分析 総和法 0.59 ー 
手分析 紫外吸光光度法 0.84 +12.5％ 

TNPC-4110 Plus 熱分解・ケミルミ法 0.54 -2.5％ 

 
 
 

表 1 样品详细情况

产地 葡萄品种

葡萄酒 A 法国 赤霞珠

葡萄酒 B 法国 梅乐

葡萄酒 C 法国 98%黑比诺，2%波侯皮诺

葡萄酒 D 美国 赤霞珠

葡萄酒 E 智利 赤霞珠

葡萄酒 F 澳大利亚 赤霞珠

No. C226 

■  样品
从不同的产地和葡萄品种中采样了 6种类型的红酒。表 1所

示为样品的详细情况。

■  预处理
在短链脂肪酸 /有机酸分析的预处理中，为了保留在 ODS色

谱柱上并提高MS检测的灵敏度，将样品用 3-硝基苯肼（3-NPH）
衍生化。使用膜滤器过滤葡萄酒后，添加 3-NPH（衍生化试剂）、
吡啶（催化剂）、碳二亚胺（缩合剂）、2-Ethylbutyric acid（内
标物质），在室温下反应 30分钟。反应后，使用含有甲酸的甲
醇溶液稀释 5倍。

在用以同时分析亲水性代谢产物的预处理当中，使用膜
滤器过滤葡萄酒后，使用超纯水稀释 100倍。稀释时，添加
2-Morpholinoethanesulfonic acid (MES)作为内标物质，内标物质
浓度为 1 μmol/L。
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■分析条件
使用 LC/MS/MS方法包里面的短链脂肪酸参数和 LCMS-8060 

NX进行短链脂肪酸 /有机酸分析。本分析方法可分析醋酸、丙酸、
丁酸等 6种短链脂肪酸以及有关中心代谢路径的 16种有机酸。
由于葡萄酒中富含酒石酸，因此也将酒石酸添加入了方法中。表
2所示为 HPLC及MS的分析条件。

■利用 IonFocus™ 离子化单元提
高灵敏度
LCMS-8060NX的 IonFocus离子化单元（图 1）通过传输离

子用的聚焦电极，高效地将离子导入质谱仪，去除多余的中性粒
子。因此，即使是活细胞、食品样品等基质较多的样品，也可
兼顾高灵敏度分析和较高仪器耐用性。针对从葡萄酒中检测出
的亲水性代谢产物，确认 IonFocus离子化单元的效果后发现，
在约 90%的化合物中，灵敏度平均提高约 1.5倍。图 2所示为
IonFocus离子化单元提高灵敏度的案例。

■ Peakintelligence™ 波形处理
利用 LabSolutions Insight™的增值软件 Peakintelligence对

检测出的峰值进行波形处理。Peakintelligence会使 AI学习熟练
操作者进行的波形处理，实现与熟练者同等水平的解析。即使
是图 3中 S/N比较低、附近有来自其他组分的峰值的情况下，
Peakintelligence也可以正确地进行检测、波形处理。由此可降低
误检测率、未检测峰值数，缩短确认和修改波形处理结果所需的
时间。

亲水性代谢产物的分析利用 LC/MS/MS方法包的初级代谢产
物 ver.2中含有的液质采集方法，采用 LCMS-8060NX进行。本
分析方法可实现对生命科学领域的代谢组学解析中已知重要的氨
基酸、有机酸、核苷、核苷酸等 97种亲水性代谢产物同时进行
分析。表 3所示为 HPLC及MS的分析条件。

No. C226 

表 2 分析条件（短链脂肪酸、有机酸分析）

[HPLC条件 ]（Nexera™ X3）
色谱柱 : Mastro™ C18 (150 mm×2.0 mm I.D., 3.0 μm)

流动相 : A）0.1%甲酸水溶液
B）乙腈

模式 : 梯度洗脱
流速 : 0.35 mL/min

进样量 : 3 μL

[MS条件 ]（LCMS-8060NX）
离子源 : ESI（正负模式）
模式 : MRM

雾化气流量 : 2.0 L/min

干燥气流量 : 10.0 L/min

加热气流量 : 10.0 L/min

DL温度 : 250 ℃
加热模块温度 : 400 ℃
接口温度 : 300 ℃

表 3 分析条件（亲水性代谢产物同时分析）

[HPLC条件 ]（Nexera X3）
色谱柱 : 反相柱
流动相 : A）0.1%甲酸水溶液

B）0.1%甲酸乙腈溶液
模式 : 梯度洗脱
流速 : 0.25 mL/min

进样量 : 3 μL

[MS条件 ]（LCMS-8060NX）
离子源 : ESI（正负模式）
模式 MRM

离子聚焦电压 ±2 kV

雾化气流量 3.0 L/min

干燥气流量 : 10.0 L/min

加热气流量 : 10.0 L/min

DL温度 : 250 ℃
加热模块温度 : 400 ℃
接口温度 : 300 ℃

 

 

 

图 2 IonFocus 离子化单元提高灵敏度

图 1 IonFocus 离子化单元的
概念示意图   
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图 3 Peakintelligence 波形处理

 

以往的算法Peakintelligence

目的峰值

其他组分的峰值
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■  代谢组学分析
短链脂肪酸、有机酸的分析结果检测出 5种短链脂肪酸、

13种有机酸。利用各组分与内标物质的峰值强度比，利用
SIMCA®16软件分析主要组分。图 4所示为得分图和载荷图。在
第 1主要组分轴上区分出法国葡萄酒和非法国葡萄酒。发现法国
葡萄酒中富含酒石酸和琥珀酸，而美国葡萄酒中则富含苹果酸。
智利葡萄酒和澳大利亚葡萄酒的短链脂肪酸、有机酸模式相似。

亲水性代谢产物分析的结果检测出以氨基酸、有机酸、核酸
类代谢产物为中心的 60种组分。利用各组分与内标物质的面积
比，分析了主要组分。图 5所示为得分图和载荷图。按照葡萄品
种的不同分为 3个集群。赤霞珠葡萄酒富含脯氨酸和 4-羟脯氨酸。
据说葡萄酒中的脯氨酸呈现苦味和甜味。梅鹿辄葡萄酒中富含苯
丙氨酸、白氨酸、赖氨酸。黑皮诺葡萄酒中富含丙氨酸。据说葡
萄酒中的丙氨酸呈现甜味和美味。

No. C226 

 

 
 

 

图 4 短链脂肪酸和有机酸分析的主要组分分析结果

 
 

 

图 5 亲水性代谢产物同时分析的主要组分分析结果

R2X[1] = 0.643, R2X[2] = 0.229

t[
2]

-80

-60

-40

-20

0

20

40

60

80

-150 -100 -50 0 50 100 150

t[1]

R2X[1]=0.643，R2X[2]=0.229，椭圆：Hotelling T2检验（95%）

乳酸

beta-Hydroxybutyric acid

Acetic acid

Propionic acid
Isobutyric acid

Butyric acid

2-Hydroxyglutaric acid

琥珀酸

Isovaleric acid+Valeric acid
Fumaric acidMaleic acidGlyoxylic acid

丙酮酸
α-酮戊二酸

Glycolic acid

DL-酒石酸

苹果酸

Malonic acid

Citric acid
p[

2]

-0.4

-0.2

0

0.2

0.4

0.6

0.8

-0.6 -0.4 -0.2 0 0.2 0.4 0.6 0.8

p[1]

美国

智利、澳大利亚

法国

葡萄酒 C

葡萄酒 F

葡萄酒 B
葡萄酒 A

葡萄酒 E
葡萄酒 D

葡萄酒 C

葡萄酒 F

葡萄酒 B
葡萄酒 A

葡萄酒 E
葡萄酒 D

梅乐

98%黑比诺，
2%波侯皮诺

赤霞珠

p
[2

]

-30

-20

-10

0

10

20

30

-50 -40 -30 -20 -10 0 10 20 30 40 50
t[1]

R2X[1]=0.509，R2X[2]=0.262，椭圆：Hotelling T2检验（95%）

Asparagine

天冬氨酸

Serine

丙氨酸

4-羟基脯氨酸

CystathionineGlycineCiticoline

Glutamine

苏氨酸

CysteineDimethylglycine
Methionine sulfoxide

Glutamic acid

Cytidine monophosphate
Citrulline

脯氨酸

鸟氨酸

赖氨酸

Histidine Uracil

精氨酸

4-氨基丁酸

Cytosine
Nicotinic acidHypoxanthine

Choline

UridineValine

Carnitine

Methionine

NiacinamideOphthalmic acid

ThymineAdenylsuccinic acid
GuanosinePantothenic acidDopa

Cytidine
Adenine

Tyrosine

Symmetric dimethylarginine
S-Adenosylmethionine

Isoleucine

亮氨酸
苯丙氨酸

Kynurenine
AcetylcarnitineAcetylcholine

Tryptophan

2-Ketoglutaric acid

Malic acid
Isocitric acid

Pyruvic acid

Lactic acid

Uric acid

Citric acid

Succinic acid

Xanthine
Fumaric acid

p[
2]

-0.3

-0.2

-0.1

0

0.1

0.2

0.3

0.4

0.5

0.6

-0.5 -0.4 -0.3 -0.2 -0.1 0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5

p[1]

R2X[1] = 0.509, R2X[2] = 0.262



Application 
News 

 

第一版发行日：

 

 

岛津企业管理（中国）有限公司 
岛津（香港）有限公司 

http://www.shimadzu.com.cn 

用户服务热线电话: 800-810-0439 
                  400-650-0439 

免责声明: 
＊本资料未经许可不得擅自修改、转载、销售； 
＊本资料中的所有信息仅供参考，不予任何保证。 
如有变动，恕不另行通知。 

2020 年 8 月

Application 
News 

 

由此可知，葡萄酒中的亲水性代谢产物（特别是氨基酸）受
不同葡萄品种的影响。而短链脂肪酸和有机酸则受葡萄酒产地（栽
培葡萄的土壤、气候、葡萄酒的酿造工艺等）影响，而不是葡萄
品种。众所周知，葡萄酒的酿造工艺会影响葡萄酒中的短链脂肪
酸和有机酸。通常在葡萄酒的发酵工艺当中，酒精发酵后会产生
苹果乳酸发酵。苹果乳酸发酵时，在乳酸菌的作用下，果汁和葡
萄酒中含有的苹果酸会分解为乳酸和二氧化碳酸。据说经苹果乳
酸发酵，葡萄酒的酸味会变得醇和。图 6所示为各个葡萄酒中所
含短链脂肪酸、有机酸的比例。发现法国葡萄酒 A、B、C、智利
葡萄酒 E、澳大利亚葡萄酒 F的乳酸比例高于苹果酸比例，苹果
乳酸发酵正在进行。

发现美国葡萄酒 D的苹果酸比例高于乳酸比例，苹果乳酸发
酵并未进行。

■结论
综上所述，通过代谢分析葡萄酒中的短链脂肪酸、有机酸、

亲水性代谢产物，可应用于葡萄酒的发酵工艺评价和与味道的相
关性评价当中。本分析方法可应用于生产更加美味、更高品质的
葡萄酒。

LCMS、Nexera、IonFocus、Peakintelligence和 LabSolutions Insight是岛津制作所株式会社在日本及其他国家的商标
SIMCA是 Sartorius Stedim Data Analytics AB的注册商标。
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图 6 葡萄酒中短链脂肪酸、有机酸谱

45.7 %

44.8 %

7.7 %

1.2 %

0.6 %

葡萄酒 C

37.5 %

44.9 %

16.7 %

0.3 % 0.7 %

葡萄酒 B

40.9 %

41.4 %

16.7 %

1.0 %
0.0 %

葡萄酒 A

37.3 %

27.1 %

8.6 %

25.1 %

1.8 %

葡萄酒 D

39.8 %

40.8 %

15.8 %

3.0 %
0.6 %

葡萄酒 E

46.2 %

29.8 %

19.8 %

3.3 % 1.0 %

葡萄酒 F

琥珀酸 酒石酸 乳酸 苹果酸 其他


