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摘  要: 目的  利用顶空固相微萃取-气相色谱-静电场轨道阱质谱法(headspace solid-phase microextraction-gas 

chromatography-orbitrap-mass spectrometry, HS-SPME-GC-Orbitrap-MS), 对生抽酱油和老抽酱油中挥发性风味成分

进行比较分析。方法  以酱油为研究对象, 优化顶空固相微萃取的温度、平衡时间、萃取时间、盐浓度、样品量, 

建立 HS-SPME-GC-Orbitrap-MS 测定酱油中挥发性化合物的方法, 实现生抽酱油和老抽酱油中挥发性香气化合

物的定性和半定量, 通过主成分分析、正交偏最小二乘判别分析模型等对生抽酱油和老抽酱油进行差异分析。

结果  HS-SPME-GC-Orbitrap-MS 鉴定出生抽酱油中 124 种, 老抽酱油中 88 种特征挥发性香气化合物。通过正交

偏最小二乘判别分析(变量重要性投影值≥1)以及 Kruskal-Wallis H 检验(P<0.05)进一步筛选出 5 种香气物质, 分别

为苯乙醇、乙酸乙酯、2-甲基-1-丁醇、戊醛和 4-乙基愈创木酚。结论  本研究建立了 HS-SPME-GC-Orbitrap-MS, 能

够高效鉴定酱油中的挥发性成分, 应用该方法结合化学计量学筛选出了生抽酱油与老抽酱油的 5 个差异化合物, 

其中苯乙醇、乙酸乙酯和 2-甲基-1-丁醇在生抽酱油中相对含量更高, 赋予了生抽酱油果香、醇香的特征。而戊醛

和 4-乙基愈创木酚在老抽酱油中的相对含量更高, 贡献了老抽酱油浓郁的脂香和酱香。研究结果为酱油行业质量

评价提供了参考数据, 为进一步研究不同发酵工艺、用途的酱油风味特色提供新理论依据。 
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ABSTRACT: Objective  To compare the volatile flavor compounds in light and dark soy sauce by headspace 

solid-phase microextraction-gas chromatography-orbitrap-mass spectrometry (HS-SPME-GC-Orbitrap-MS). 

Methods  The study used soy sauce as the research object. Parameters such as extraction temperature, equilibration 

time, extraction time, salt concentration and sample volume were optimized to establish a method for determining 

volatile compounds in soy sauce by HS-SPME-GC-Orbitrap-MS. Based on this method, volatile aroma compounds in 

light and dark soy sauce were identified and semi-quantified. Principal component analysis and orthogonal partial 

least squares discriminant analysis were used to analyze the differences between the light and dark soy sauce. Results  

A total of 124 volatile aroma compounds were identified in light soy sauce, and 88 in dark soy sauce using 

HS-SPME-GC-Orbitrap-MS. Through orthogonal partial least squares discriminant analysis (variable importance for 

the projection≥1) and the Kruskal-Wallis H test (P<0.05), 5 kinds of key aroma compounds were further screened: 

Phenethyl alcohol, ethyl acetate, 2-methyl-1-butanol, pentanal and 4-ethyl guaiacol. Conclusion  This study 

establishes a HS-SPME-GC-Orbitrap-MS method that can efficiently identify volatile components in soy sauce. By 

applying this method combined with chemometrics, 5 differential compounds between light soy sauce and dark soy 

sauce are screened out. Among them, the relative content of phenyleth anol, ethyl acetate and 2-methyl-1-butanol is higher 

in light soy sauce, endowing it with fruity and alcoholic characteristics. Meanwhile, the relative content of pentanal and 

4-ethyl guaiacol is higher in dark soy sauce, contributing to its rich fatty and soy sauce-like aroma. The findings provide 

reference data for quality evaluation in the soy sauce industry and offer a new theoretical basis for further research on the 

flavor characteristics of soy sauces produced by different fermentation processes or for different uses. 
KEY WORDS: gas chromatography-orbitrap-mass spectrometry; soy sauce; multivariate statistical analysis; volatile aroma 

 
 

0  引  言 

酱油是一种以大豆或脱脂大豆、小麦或麦麸等为主要

原料, 通过微生物发酵制成的液体调味品[1], 兼具呈色、调

味和增鲜等功能, 广泛应用于烹饪和餐饮领域[2]。根据国

家酿造酱油标准, 酱油可分为低盐固态酱油和高盐稀态酱

油两类[3], 其中高盐稀态酱油又依据用途及“复晒”工艺差

异进一步细分为生抽酱油和老抽酱油[4]。风味作为酱油品

质的关键指标[5], 主要由香气和滋味两部分构成[6]。其中, 
挥发性香气化合物(如醇类、醛类、酯类、酮类等)主导酱

油的嗅觉特征[7], 而非挥发性成分(如游离氨基酸、糖类及

肽类)则主要影响其鲜味和口感[8]。因此, 深入解析酱油中

挥发性香气化合物的组成及变化, 对于酱油的品质评价与

风味调控具有重要意义。 
目前, 针对酱油挥发性成分的分析方法主要包括气

相 色 谱 - 四 极 杆 质 谱 法 (gas chromatography-mass 
spectrometry, GC-MS)[9]、气相色谱 -离子迁移谱法 (gas 
chromatography-ion mobility spectrometry, GC-IMS)[10]及气

相色谱 - 飞行时间质谱法 (gas chromatography-time of 
flight-mass spectrometer, GC-TOF-MS)[11]等。其中, GC-MS
因其成本较低、设备成熟且配备完善谱库, 成为挥发性成

分鉴定的主流手段。GAO 等[12]利用 GC-MS 鉴定出黑酱油

中的 66 种挥发性香气化合物; 王泽亮等[13]比较了不同酿

造工艺酱油的风味特征, 发现酮类和 4-乙基苯酚等成分可

作为不同工艺的标志物。然而, 酱油风味成分复杂且结构

多样, 尤其是生抽酱油与老抽酱油这两类菌群相似但后续

“复晒”等工艺显著不同的产品, 四极杆质谱质量分辨率和

灵敏度的限制, 易受到基质干扰, 导致低丰度组分及同分

异构体识别不足[14]。结合化学计量学方法对数据进行多变

量解析, 可提升分析的准确性和效率。李阳[15]采用液相色

谱-质谱法结合化学计量学, 实现了不同等级酱油的非靶

向特征筛查, 为品质鉴别提供了有效工具。 
静 电 场 轨 道 阱 质 谱 (orbitrap-mass spectrometry, 

Orbitrap-MS)以其高质量分辨率、高灵敏度及优异的质量

稳定性[16], 在复杂基质样品中对痕量挥发性化合物的检测

表现突出, 有效降低了背景干扰[17]。结合化学计量学对全

扫描模式获得的复杂数据进行快速解析, 可实现对酱油挥

发性风味成分的高效、准确分析。虽然已有研究利用 GC-MS
方法比较不同产地和发酵工艺酱油的挥发性成分[18–19], 但
应用气相色谱-静电场轨道阱质谱法(gas chromatography- 
orbitrap-mass spectrometry, GC-Orbitrap-MS)深入探讨生抽

酱油与老抽酱油挥发性风味物质差异的相关研究仍较缺乏, 
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亟需系统开展该方向工作以丰富该领域的研究内容。 
本研究针对生抽酱油和老抽酱油的挥发性成分进行

了系统分析 , 首先优化了顶空固相微萃取 (headspace 
solid-phase microextraction, HS-SPME)的参数条件, 随后建

立了 HS-SPME-GC-Orbitrap-MS 结合化学计量学的分析流

程。基于该优化方法, 系统解析了生抽酱油与老抽酱油在

挥发性成分的组成及含量上的差异, 旨在为行业提供关于

酱油品质鉴定的科学依据, 同时为政府部门制定酱油风味

等级分类标准提供理论支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

酱油购于线下超市, 共采购 14 种不同品牌或不同系

列的酱油, 其中生抽酱油与老抽酱油各 7 种。 
2-甲基-3-庚酮(色谱纯, 德国 Dr.E 公司); 正构烷烃标

准品(质量浓度 1000 μg/mL, 美国 AccuStandard 公司); 氯
化钠(NaCl)(分析纯 , 上海安谱实验科技股份有限公司 ); 
甲醇、正己烷(色谱纯, 美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 
实验室用水由 Milli-Q 超纯水系统制备。 

1.2  仪器与设备 

Trace 1610-Orbitrap Exploris GC 型气相色谱-质谱仪

(配有 TriPlus RSH SMART 全自动进样器)、TG-5SILMS 气

相色谱柱(30 m×0.25 mm, 0.25 μm)、DVB/CAR/PDMS-80 μm 
(50 μm/30 μm) 型固相微萃取针 ( 美国 Thermo Fisher 
Scientific 公司); ML104/02 分析天平(精度 0.1 mg, 梅特勒-
托利多上海有限公司); Milli-Q ® IQ7000 超纯水系统(德国

默克公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品制备 
准确吸取 2 mL 样品于 15 mL 顶空瓶中, 加入 100 μL

内标(1 μg/mL 2-甲基-3-庚酮标准溶液)和 0.4 g NaCl, 加盖

密封, 待测。 
1.3.2  HS-SPME 条件 

参照毛红艳等[20]的方法并略作修改。将装好样品的顶

空瓶置于 45 ℃、250 r/min转速下振摇平衡 15 min, 将SPME
针的纤维头伸入顶空瓶上部空间, 于 45 ℃、250 r/min 转速

下吸附 30 min, 而后将纤维头插入仪器进样口端 , 在

250 ℃下解析 5 min, 每个样品检测后纤维头老化 10 min, 
确保无残留。 
1.3.3  GC-Orbitrap-MS 条件 

GC 条件: TG-5SILMS 色谱柱(30 m×0.25 mm, 0.25 μm); 
进样口温度: 250 ℃; 分流比 10:1; 载气(氦气)流速: 1 mL/min; 
升温程序: 初始温度 40 ℃, 保持 3 min, 以 4 ℃/min 升至

150 ℃, 保持 2 min, 再以 6 ℃/min 升至 250 ℃, 保持 6 min。 

Orbitrap-MS 条件: 电子电离(electron ionization, EI)
源; 离子源温度 250 ℃, 传输线温度 250 ℃; 扫描模式 Full 
Scan, 分辨率 60000 FWHM, 扫描范围 33~450 m/z, 扫描

时间 1.00~55.17 min。 
1.3.4  方法优化条件 

从 HS-SPME 的温度(40、45、50、55、60 ℃)、平衡时

间(10、15、20、25、30 min)、萃取时间(25、30、35、40、
45 min)、样品的盐质量浓度(160、210、260、360、460 g/L)、
样品量(2 mL、5 mL)进行了单因素实验, 同一酱油样品在每

个条件下做 3 水平实验。以内标折算出的化合物总峰面积、

检出的化合物总数和酱油中 6 种重要风味活性物质(乙酸乙

酯、3-甲基丁醛、3-甲硫基丙醛、1-辛烯-3-醇、麦芽酚、4-
乙基愈创木酚)的相对峰面积为判断依据进行优化。 

1.4  数据处理 

使用 GC Deconvolution 软件对图谱进行解卷积, 结合

美国国家标准与技术研究院(National Institute of Standards 
and Technology, NIST)数据库, 保留相似度指数(similarity 
index, SI)和反向相似度指数(reverse similarity index, RSI)
均大于 800 的化合物, 并结合正构烷烃标准品(C7~C40)提
供的可靠信息计算保留指数定性。以 2-甲基-3-庚酮作为内

标计算各组分的相对含量进行半定量。使用 Compound 
Discover 3.3 软件对所有样品进行保留时间比对和未知化

合物检测, 使用 SIMCA-P (14.1 版)对数据进行主成分分析

(principal component analysis, PCA)和正交偏最小二乘判别

分析(orthogonal partial least squares-discriminant analysis, 
OPLS-DA)。使用 Excel 2019、SPSS Statistics 25.0 进行数

据统计分析, Origin 9.0 作图。 

2  结果与分析 

2.1  HS-SPME 方法优化 

2.1.1  萃取温度 
萃取温度对分析物的扩散速度、分配系数以及纤维的

吸附能力都有显著影响。不同萃取温度对酱油挥发性化合

物总峰面积的影响如图 1(a)所示, 萃取温度对 SPME 针纤

维头吸附香气的效率存在着双重作用。随着温度增加, 纤
维头吸附到的酱油中化合物总峰面积整体呈现 45 ℃最大

而后总体上有所降低的趋势, 当温度为 45 ℃时, 化合物总

数为 130 种; 当温度继续升高至 60 ℃时, 化合物总峰面积

有所下降, 化合物总数趋于稳定(131 种)。这是由于加热过

程使挥发性化合物加速释放到顶空, 但萃取头的分配系数

因高温影响对小分子化合物的吸附作用下降[21]。同时, 从
图 1(b)不同萃取温度对酱油中 6 种重要风味活性物质的影

响也可以看出, 随着温度升高, 分子量越大的化合物其相

对峰面积越大, 如麦芽酚、4-乙基愈创木酚; 而小分子化合
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物如乙酸乙酯、3-甲基丁醛、1-辛烯-3-醇等相对峰面积总

体上有所减小。这与萃取头涂层中多孔的交联聚合物颗粒

和极微孔结构的高比表面积碳材料有关, 吸附量的有限和

竞争性吸附会导致化合物含量的增减[22]。综合总峰面积和

物质总数, 45 ℃为萃取最佳温度。 
2.1.2  平衡时间 

平衡时间是指样品开始加热至 SPME 针萃取前的时

间。为促进目标分析物从样品向顶空转移, HS-SPME 过程

首先要进行平衡[23], 使得挥发性组分在液相与气相之间达

到分配平衡。本研究考察了 10、15、20、25、30 min 的

平衡时间对酱油中挥发性化合物的影响, 如图 2 所示。从

图 2(a)中可以看出, 随着平衡时间增加, 物质总峰面积变

化并不明显 , 通过单因素方差分析 , 不同平衡时间对总

峰面积的影响没有显著性差异 (P>0.05), 但物质总数在

15 min 时最高, 为 133 种, 从图 2(b)中可以看出, 除 3-甲基

丁醛的相对峰面积逐渐升高外, 乙酸乙酯、3-甲基硫基丙

醛、1-辛烯-3-醇、麦芽酚和 4-乙基愈创木酚均在 15 min 后

趋于平衡。故综合考虑, 选择检出物质总数最多的 15 min
为最佳的平衡时间。 
2.1.3  萃取时间 

萃取时间是指 SPME 针的纤维头在顶空气相中吸附

化合物的时间, 是 HS-SPME 方法优化的关键参数。不同萃

取时间对酱油挥发性化合物的影响如图 3。从图 3(a)中可

以看出, 挥发性化合物的总峰面积随着萃取时间的增加而

增大, 而化合物总数在萃取 30 min 时达到最大, 可见过长

时间的萃取并不会再增加萃取的挥发性化合物数量。 
从图 3(b)中可以看出, 萃取时间的增加会一定程度上

改变萃取物的组成, 其中, 高沸点化合物(如麦芽酚、4-乙
基愈创木酚)的峰面积呈增长趋势, 而小分子化合物的峰

面积却有所下降(如乙酸乙酯)。研究表明, 在复杂体系中, 
影响 SPME 纤维提取分析物的主要因素是竞争吸附过程, 
而不仅是萃取时间, 如果实验灵敏度足够高, 也可以选择

在平衡时间之前结束萃取过程[24]。综合考虑, 选择 30 min
为最佳萃取时间。 

 

 
 

注: (a)萃取温度对总峰面积的影响; (b)萃取温度对重要风味活性物质的影响。不同字母表示差异显著(P<0.05), 图 3~4 同。 
图 1  不同萃取温度对酱油挥发性化合物的影响 

Fig.1  Effects of different extraction temperature on volatile compounds in soy sauce 
 

 
 

注: (a)平衡时间对总峰面积的影响; (b)平衡时间对重要风味活性物质的影响。 
图 2  不同平衡时间对酱油挥发性化合物的影响 

Fig.2  Effects of different equilibration time on volatile compounds in soy sauce 
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2.1.4  盐质量浓度 
本研究通过对比化合物总峰面积和化合物总数, 研

究了不同盐质量浓度(160、210、260、360、460 g/L)对 SPME
萃取酱油中挥发性化合物的影响, 结果见图 4。随着 NaCl
添加量从 160 g/L(酱油中原盐质量浓度)提高到 460 g/L, 总
峰面积在盐质量浓度为 460 g/L 时达到最大, 略高于 210 g/L
和 360 g/L。这是由于盐离子的“盐析”作用改变了相界面性

质, 提高了萃取效率。通过单因素方差分析, 盐质量浓度

为 460 g/L 和 360 g/L 时, 总峰面积没有显著性差异, 而当

盐质量浓度为 360 g/L时, 检出的物质总数最多, 为 138种, 
因此, 选择 360 g/L 为最佳盐质量浓度。 
2.1.5  样品量 

现有研究中, 大多采用 5 mL 及以上的样品量进行

SPME 萃取, 但采用全自动进样器振荡萃取时, 样品液面

过高会导致液滴污染 SPME 纤维头。实验发现, 当样品量

为 2 mL 时, 液面高度刚好不会在振荡萃取时污染纤维头。

故考查了 2 mL 和 5 mL 样品量对酱油中挥发性化合物萃取

效果的影响。从图 5 可以看出, 与样品量 5 mL 相比, 2 mL
的酱油样品中挥发性化合物总峰面积有所降低, 通过独立

样本 t 检验, 两者的总峰面积存在显著性差异(P<0.05), 这
是样品量减少造成化合物峰面积降低, 但化合物总数差异

不显著(P>0.05), 说明 GC-Orbitrap-MS 的高灵敏度和高分

辨率并没有因为样品量的减少, 而导致化合物数量显著降

低。而化合物的数量越多越有利于后续酱油样品中挥发性

物质的分析, 故 2 mL 的样品量既能满足全自动萃取的要

求, 也并未显著减少检出的化合物数量, 是本方法样品量

的最佳选择。 
2.1.6  方法的精密度 

在优化好的实验条件下, 将同一酱油样品称取 6 份, 
进行 6 次平行测定, 选取共有物质(52 种)进行精密度计算, 
物质相对含量的精密度分布在 1.70%~14.51%, 均小于

15%。参考 GB/T 27417—2017《合格评定 化学分析方法

确认和验证指南》中的要求, 本方法精密度符合要求。各

化合物精密度详见表 1。 

 
 

注: (a)萃取时间对总峰面积的影响; (b)萃取时间对重要风味活性物质的影响。 
图 3  不同萃取时间对酱油挥发性化合物的影响 

Fig.3  Effects of different extraction time on volatile compounds in soy sauce 
 

 
 

图 4  不同盐质量浓度对酱油挥发性化合物的影响 
Fig.4  Effects of different salt mass concentration on volatile  

compounds in soy sauce 
 

 

 
图 5  不同样品量对酱油挥发性化合物的影响 

Fig.5  Effects of different sample volume on volatile  
compounds in soy sauce 
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表 1  酱油样品中共有挥发性化合物精密度 
Table 1  Precision of common volatile compounds in soy sauce samples 

序号 化合物名称 CAS 号 平均保留时间/min 保留时间
RSDs/%

平均相对含量/(μg/L) 相对含量
RSDs/%

1 2-丁酮 78-93-3 2.099 0.11 4.870 6.77 

2 2-甲基呋喃 534-22-5 2.137 0.11 1.665 10.04 

3 乙酸乙酯 141-78-6 2.210 0.07 259.203 3.42 

4 异戊醛 590-86-3 2.609 0.09 27.163 10.10 

5 丙醛 123-38-6 2.712 0.10 49.855 4.31 

6 丙酸乙酯 105-37-3 3.375 0.12 3.877 9.53 

7 二甲基二硫醚 624-92-0 4.006 0.09 6.068 5.67 

8 2-甲基吡嗪 109-08-0 6.223 0.12 4.801 5.21 

9 异戊酸乙酯 108-64-5 7.134 0.08 2.602 1.70 

10 5-甲基-2-己酮 110-12-3 7.210 0.08 2.318 2.79 

11 间二甲苯 108-38-3 7.654 0.08 3.865 2.04 

12 2,2-二甲基-丙酸酐 1538-75-6 8.959 0.05 4.334 4.46 

13 2,6-二甲基吡嗪 108-50-9 9.190 0.06 33.992 3.51 

14 苯甲醛 100-52-7 10.969 0.05 46.812 10.91 

15 二甲基三硫 3658-80-8 11.194 0.05 7.308 6.41 

16 3-甲硫基丙醇 505-10-2 11.649 0.04 22.438 7.07 

17 1-辛烯-3-醇 3391-86-4 11.777 0.05 12.558 2.49 

18 3-辛酮 106-68-3 11.965 0.04 9.306 1.82 

19 苯并呋喃 271-89-6 12.252 0.05 4.791 3.18 

20 2-乙基-6-甲基吡嗪 13925-03-6 12.402 0.04 47.198 3.51 

21 3-辛醇 589-98-0 12.433 0.04 10.696 2.68 

22 2-丙酰呋喃 3194-15-8 12.724 0.04 9.100 2.39 

23 2-乙烯基-6-甲基吡嗪  13925-09-2 13.115 0.04 2.752 3.35 

24 苯甲醇 100-51-6 13.777 0.03 3.920 13.09 

26 4-羟基-2,5-二甲基-3(2H)-呋喃酮 3658-77-3 14.494 0.04 5.228 14.51 

27 2-乙酰基吡咯 1072-83-9 14.786 0.04 297.376 8.82 

28 2,6-二乙基吡嗪 13067-27-1 15.437 0.03 17.592 5.13 

29 愈创木酚 90-05-1 15.703 0.04 43.006 3.75 

30 2-[(乙硫基)甲基]呋喃 13679-60-2 16.072 0.04 6.812 2.41 

31 麦芽酚 118-71-8 16.532 0.03 63.140 12.31 

32 苯乙醇 60-12-8 16.694 0.03 2066.175 7.26 

33 2-异丁基-3-甲基吡嗪 13925-06-9 17.594 0.03 11.628 3.93 

34 3,5-二乙基-2-甲基吡嗪  18138-05-1 18.390 0.03 15.729 4.72 

35 苯甲酸 65-85-0 18.411 0.02 11.457 11.24 

36 苯甲酸乙酯 93-89-0 18.871 0.03 69.570 4.25 

37 异戊基吡嗪 40790-22-5 19.133 0.04 1.870 6.38 

38 丁二酸二乙酯 123-25-1 19.226 0.03 32.363 4.97 

39 3-苯基呋喃 13679-41-9 20.725 0.03 177.954 5.03 

40 2-甲基-6-(3-甲基丁基)吡嗪 91010-41-2 21.387 0.02 22.297 4.89 

41 苯乙酸乙酯 101-97-3 21.429 0.03 133.332 5.38 

42 乙酸苯乙酯 103-45-7 21.842 0.03 75.870 5.63 

44 5,5’-二甲基二-a-呋喃基甲烷 13679-43-1 22.479 0.02 2.506 8.05 
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表 1(续) 

序号 化合物名称 CAS 号 平均保留时间/min 保留时间
RSDs/%

平均相对含量/(μg/L) 相对含量
RSDs/%

45 4-乙基-2-甲氧基苯酚 2785-89-9 22.519 0.02 27.286 7.68 

46 紫罗烯(1,2,3,4-四氢-1,1,6-三甲基萘) 475-03-6 23.610 0.03 4.537 7.33 

47 3,5-二甲基-2-(3-甲基丁基)吡嗪 111150-30-2 23.861 0.02 9.181 6.44 

48 癸酸乙酯 110-38-3 26.598 0.02 11.955 3.99 

49 3-苯基噻吩 2404-87-7 27.100 0.02 38.470 7.52 

50 肉桂酸乙酯 103-36-6 28.792 0.02 3.372 7.16 

51 香草酸乙酯  617-05-0 32.450 0.02 4.914 11.59 

52 八硫杂环辛烷 10544-50-0 43.313 0.01 3.777 5.43 

注: 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)。 
 

通过优化酱油中挥发性物质的萃取条件 , 建立了

HS-SPME-GC-Orbitrap-MS 测定酱油中挥发性化合物的方

法, 最终确定最佳萃取条件为萃取温度 45 ℃, 平衡时间 15 min, 
萃取时间 30 min, 盐质量浓度 360 g/L, 样品量 2 mL。 

2.2  生抽酱油和老抽酱油挥发性风味化合物组成

分析 

挥发性化合物的种类和含量可作为评价酱油香气

品质的特征指标 [25]。在最佳固相微萃取条件下 , 采用

HS-SPEM-GC-Orbitrap-MS 对生抽酱油和老抽酱油的挥发

性香气成分进行分析。生抽酱油共鉴定出 193 种挥发性化

合物, 其中 124 种化合物具有风味特征, 老抽酱油共鉴定

出 150 种挥发性化合物, 其中 88 种化合物具有风味特征, 
生抽酱油与老抽酱油中挥发性风味化合物种类如图 6 所

示。生抽酱油具有果香、醇香的特征, 主要的香气物质为

酯类 21 种(数量占比 16.9%)、吡嗪类 17 种(数量占比

13.7%)、醛类 16 种(数量占比 12.9%)。酯类化合物在发酵

中通过酯化反应生成, 具有果香、脂香、花香味, 主要代

表物质为乙酸乙酯等[26], 吡嗪类化合物由美拉德反应生成, 
主要为酱油提供了坚果香、焙烤香, 主要代表物质为 2,6-
二甲基吡嗪等[27]。醛类化合物主要由 Strecker 降解途径产

生, 呈现清香、果香[28], 主要代表物质为 3-甲基丁醛等[29]。 
老抽酱油具有焦糖香、麦芽香的特征[30]。老抽酱油中

主要的香气物质为醛类 13 种(数量占比 14.8%)、酮类 12 种(数
量占比 13.6%)和呋喃类 10 种(数量占比 11.4%)。酮类化合物

主要由微生物合成、美拉德反应等途径产生, 呈现麦芽香、

甜香气[31], 如 3-羟基-2-丁酮等。呋喃类化合物主要赋予酱油

类似焦糖的香气[32], 如 4-羟基-2,5-二甲基-3(2H)-呋喃酮等。

生抽酱油的酯类化合物数量占比明显高于老抽酱油, 这可

能是由于老抽酱油比生抽酱油经历更长的日晒或加热熬制

过程[33], 酯类物质发生水解反应生成了醇类和酸类[34]。老抽

酱油的呋喃类化合物数量占比明显高于生抽酱油, 可归因于

老抽酱油加热过程中美拉德反应引发的糖分脱水或裂解[35]。 

2.3  生抽酱油与老抽酱油的挥发性成分差异性分析 

2.3.1  主成分分析 
PCA 是一种广泛应用于降维和数据可视化的统计技

术。利用两种酱油挥发性化合物的相对含量进行 PCA, 提
取得到 2 个主成分, 累计贡献率为 61.7%。PCA 图的每个

点代表一个独立的样品, 从图 7 可以看出, 在 95%置信区

间内, 生抽酱油与老抽酱油样本具有明显的区域分布特征

且表现出聚类趋势。 
 

 
 

图 6  生抽酱油与老抽酱油中挥发性风味成分分布 
Fig.6  Distribution of volatile flavor compounds in of light and dark soy sauce 
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图 7  生抽酱油与老抽酱油的挥发性成分 PCA 图 
Fig.7  PCA plot of volatile compounds in light and  

dark soy sauce 
 

2.3.2  正交偏最小二乘判别分析 
为了剖析两种酱油挥发性成分的差异特征, 建立有

监督的 OPLS-DA 模型。各样本组间的总体化合物差异和

组内重复样本间的变异度大小, 显示各组之间化合物分离

趋势和样品组间化合物是否存在差异。模型(图 8)的拟合参

数和预测参数分别为 R2X=0.514、R2Y=0.974、Q2=0.971, 表
明模型稳定性和预测能力强; 200 次置换检验结果显示 R2 的

截距小于 0.5、Q2 的截距小于 0, 表明模型未过拟合、可靠。 
2.3.3  潜在差异物及相对含量分析 

为进一步筛查出差异化合物, 进行 OPLS-DA 模型的

变量投影重要性(variable importance for the projection, VIP)

分析、单变量方差分析和倍数变化(fold change, FC)分析。

VIP>1 的化合物是导致两组产生差异的重要贡献化合物, 对
这些化合物进一步执行统计分析, 筛选含量显著变化的差异

化合物(标准: P<0.05, FC>1), 共筛选出 5 个, 分别为苯乙醇、

戊醛、乙酸乙酯、4-乙基愈创木酚、2-甲基-1-丁醇, 见表 2。 
对 5 个差异化合物进行相对含量分析, 如图 9 所示, 

苯乙醇、乙酸乙酯、2-甲基-1-丁醇在生抽酱油中含量明显

高于老抽酱油, 其中苯乙醇的含量差异最大, 其在生抽酱

油、老抽酱油中的平均相对含量分别为 1327.49 μg/L、

150.06 μg/L。生抽酱油中醇类和酯类物质的含量明显高于

老 抽 酱 油 。 在 发 酵 初 期 , 碳 水 化 合 物 通 过 糖 酵 解

(embden-meyerhof-parnas, EMP)途径、氨基酸通过埃希利

希(Ehrlich)途径产生醇类物质[36], 醇类物质和酸类物质通

过酯化反应生成酯类物质。醇类和酯类物质会分别随着温

度升高而挥发或水解, 导致多出复晒工序的老抽酱油中这

两类物质含量较低。戊醛和 4-乙基愈创木酚在老抽酱油中

的含量明显高于生抽酱油, 尤其是 4-乙基愈创木酚在生

抽酱油中含量极低, 其在生抽酱油和老抽酱油中的平均

相对含量分别为 1.90 μg/L、361.99 μg/L, 这可能与老抽酱

油的复晒工艺有关。如表 3 所示, 4-乙基愈创木酚赋予酱

油浓郁的酱香香气, 具有烟熏、辛香等香气特征, 有研究

表明[42], 4-乙基愈创木酚等 3 种酚类化合物可能是构成中

国传统晒露酱油中“烟熏”风味特征的重要香气化合物。 

 

 
 

注: (a) OPLS-DA 图; (b)置换检验图。 
图 8  生抽酱油与老抽酱油的挥发性成分 OPLS-DA 和置换检验图 

Fig.8  OPLS-DA and permutation test plots of volatile compounds in light and dark soy sauce 
 

表 2  生抽酱油与老抽酱油的差异化合物 
Table 2  Differential compounds between light and dark soy sauce 

化合物名称 CAS 号 VIP P 匹配度 SI 

苯乙醇 60-12-8 7.39167 0.0035 910 

戊醛 110-62-3 2.52385 0.0001 899 

乙酸乙酯 141-78-6 1.57278 0.0028 825 

4-乙基愈创木酚 2785-89-9 1.37580 0.0156 880 

2-甲基-1-丁醇 137-32-6 1.31209 0.0002 895 
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图 9  生抽酱油与老抽酱油的差异化合物含量分布情况 
Fig.9  Distribution of differential compounds content 

between light and dark soy sauce 

 
表 3  差异化合物的香气特征及对酱油整体风味的贡献 

Table 3  Aroma characteristics of differentiated compounds and 
their contribution to the overall flavor of soy sauce 

化合物名称 香气特征 对酱油风味贡献 

苯乙醇 玫瑰花香[37] 清爽香气 

戊醛 
花果香、青草味,  

脂香[38] 
清香、果香、坚果香

乙酸乙酯 花香、果香[39] 
花果香, 抑制其他 

不愉悦的气味 

4-乙基愈创木酚 烟熏香[40] 酱香香气 

2-甲基-1-丁醇 麦芽香[41] 醇香风味 

 

3  结  论 

本研究通过优化 HS-SPME 的前处理条件, 建立了

GC-Orbitrap-MS 测定酱油中挥发性成分的方法, 其在检出

痕量物质和挖掘未知化合物上的优势, 为分析生抽酱油与

老抽酱油中差异化合物提供了更为准确的定性定量结果。

基于优化方法共鉴定生抽酱油中 124 种, 老抽酱油中 88 种

特征挥发性风味化合物, 并利用化学计量学对酱油样品中

化合物进行多元统计分析, 依据 OPLS-DA 模型筛选出了 5
个差异化合物, 分别为苯乙醇、乙酸乙酯、2-甲基-1-丁醇、

戊醛和 4-乙基愈创木酚。通过含量分析发现, 苯乙醇、乙

酸乙酯和 2-甲基-1-丁醇在生抽酱油中相对含量远高于老

抽酱油, 形成了生抽酱油果香、醇香的特征。而戊醛和 4-
乙基愈创木酚在老抽酱油中的含量明显高于生抽, 赋予了

老抽酱油浓郁的脂香和酱香。本研究基于 GC-Orbitrap-MS
这一新型高分辨率、高灵敏度的仪器, 建立并优化了检测

方法, 为酱油中超痕量未知化合物的高通量检测提供了可

能, 也为丰富酱油中的香气化合物提供了新手段。通过明

确生抽酱油与老抽酱油中差异香气成分, 为酱油品质标

准化、风味定向调控及产品创新提供了科学依据, 为酱油

行业质量评价提供参考数据, 也为进一步研究和分析不

同发酵工艺、用途的酱油质量和风味特色形成提供了新理

论依据。 
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