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基于非靶向代谢组学的外源合成冰乙酸(乙醇发酵

法)配制食醋的鉴别及特征标志物分析 

吴小勇 1, 李  密 2*, 张  荣 2, 陶桂松 1, 贾  玮 2* 
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摘  要: 目的  建立基于非靶向代谢组学技术方法, 分析酿造食醋中勾兑冰乙酸(乙醇发酵法)后的代谢物差

异, 筛选特征标志物用于掺假鉴别。方法  以宁化府工艺老陈醋为研究对象, 采用超高效液相色谱-四极杆-静

电场轨道离子阱质谱法(ultra performance liquid chromatography-quadrupole-Orbitrap tandem mass spectrometry, 

UPLC-Q-Orbitrap MS/MS)对不同勾兑程度食醋样品(酸度 6.0%~8.0%)的代谢物成分进行采集, 结合主成分分

析和偏最小二乘判别分析等多元统计分析方法筛选并鉴定差异代谢产物。结果  共筛选出 5 个具有显著性差

异的标志物, 包括油酸酰胺、N-苄基-亚油酰胺、柠檬酸三乙酯、己二酸二丁酯和单棕榈酸甘油。当油酸酰胺

含量明显低于 479.99 µg/kg 以及 N-苄基-亚油酰胺、柠檬酸三乙酯、己二酸二丁酯和单棕榈酸甘油含量高于传

统酿造食醋水平(分别为 0.92、0.89、10.82 µg/kg 和 56.56 mg/kg)时, 可有效判别食醋是否掺假。油酸酰胺

含量随冰乙酸浓度升高呈明显下降趋势, 在酸度为 8.0%的样品中含量为 39.40 µg/kg。N-苄基-亚油酰胺

(9.50 µg/kg)在酸度为 7.0%时达到峰值, 柠檬酸三乙酯(4.22 µg/kg)、单棕榈酸甘油(129.26 mg/kg)与己二酸二

丁酯(27.66 µg/kg)含量在酸度 8.0%样品中分别达到传统食醋的 4.75、2.29 和 2.56 倍。结论  本研究建立的基

于 UPLC-Q-Orbitrap MS/MS 的非靶向代谢组学方法, 筛选出的显著性差异标志物, 为食醋真实性鉴定提供了

一种新型的技术手段, 保障食醋产品质量及保护消费者健康权益。 

关键词: 醋; 乙醇发酵法; 冰乙酸; 超高效液相色谱-四极杆-静电场轨道离子阱质谱法; 代谢组学; 鉴别 

Identification and characteristic biomarker analysis of vinegar prepared with 
exogenous synthetic glacial acetic acid (ethanol fermentation method) based 

on untargeted metabolomics 

WU Xiao-Yong1, LI Mi2*, ZHANG Rong2, TAO Gui-Song1, JIA Wei2* 

 



第 10 期 吴小勇, 等: 基于非靶向代谢组学的外源合成冰乙酸(乙醇发酵法)配制食醋的鉴别及特征标志物分析 89 
 
 
 
 
 

(1. Xianyang Food and Drug Inspection and Testing Center, Xianyang 712021, China; 2. School of Food Science and 
Engineering, Shaanxi University of Science and Technology, Xi’an 710021, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a technical method based on untargeted metabolomics, analyze the 

differences in metabolites after blending glacial acetic acid (ethanol fermentation method) in brewed vinegar, and 

screen characteristic markers for adulteration identification. Methods  Taking Ninghuafu traditional aged vinegar as 

the research object, ultra performance liquid chromatography-quadrupole-Orbitrap tandem mass spectrometry 

(UPLC-Q-Orbitrap MS/MS) was used to collect metabolite components of vinegar samples with different dilution 

degrees (acidity ranging from 6.0%–8.0%). Combined with multivariate statistical analysis methods such as principal 

component analysis and partial least squares discriminant analysis, differential metabolites were screened and 

identified. Results  A total of 5 markers with significantly differences were identified, including oleamide, 

N-benzyl-linoleamide, triethylcitrate, dibutyladipate and monopalmitin. When the content of oleamide was 

significantly lower than 479.99 µg/kg, and the content of N-benzyl-linoleamide, triethylcitrate, dibutyladipate and 

monopalmitin were higher than the levels in traditional brewed vinegar (0.92, 0.89, 10.82 µg/kg and 56.56 mg/kg, 

respectively), these compounds could effectively distinguish whether the vinegar had been adulterated. The content of 

oleamide showed a significant downward trend with increasing glacial acetic acid concentration, with a content of 

39.40 µg/kg in samples with an acidity of 8.0%. N-benzyl-linoleamide (9.50 µg/kg) reached peaks in the sample 

groups 7.0% acidity. Triethylcitrate (4.22 µg/kg), monopalmitin (129.26 mg/kg) and dibutyladipate (27.66 µg/kg) in 

the 8.0% acidity sample reached 4.75, 2.29 and 2.56 times that of traditional vinegar. Conclusion  The untargeted 

metabolomics method based on UPLC-Q-Orbitrap MS/MS established in this study screens out significantly 

differential biomarkers, which provides a novel technical approach for the authenticity identification of vinegar, and 

guarantees the quality of vinegar products as well as protects the health rights and interests of consumers. 
KEY WORDS: vinegar; ethanol fermentation method; glacial acetic acid; ultra performance liquid 

chromatography-quadrupole-Orbitrap tandem mass spectrometry; metabolomics; identification 
 
 

0  引  言 

食醋是兼具营养和保健功能的传统调味品, 生产主

要依赖固态和液态发酵工艺[1–2]。在亚洲国家, 固态发酵占

据主导地位, 用于生产山西陈年醋、黑醋等特色产品[3]。

传统食醋通常以高粱、豌豆和麦麸等为原料发酵而成[4–5], 
先后经历酒精发酵(酵母将糖转化为乙醇)和醋酸发酵(乙
醇转化为醋酸)两个阶段[6–7]。食醋发酵过程中产生的氨基

酸、糖类、醇类、有机酸和维生素等丰富代谢物赋予其抗

氧化、降血压及抗菌等多种生理活性[8–9]。此外, 食醋还具

有助消化、刺激食欲等益处[10–11]。 
随着食醋产业规模持续扩大, 市场竞争加剧[5]。部分

商家为牟取利益, 利用配制醋冒充传统酿造食醋[12]。配制

醋(又称合成醋)的生产无需复杂发酵过程, 以酿造醋为基底

(不得低于 50%), 添加外源合成冰乙酸(如乙醇发酵法)混合调

配而成, 以快速提高总酸含量以满足标准要求(GB 2719—2018
《食品安全国家标准 食醋》, 总酸≥3.5 g/100 mL)[13–14]。尽管

乙醇发酵法制备的冰乙酸与天然发酵产生的乙酸化学本质

一致, 仅来源不同, 但配制醋与传统酿造醋在原料成本、

生产工艺、品质价值上差异显著。《市场监管总局关于加强

酱油和食醋质量安全监督管理的公告》要求食醋生产应当

具有完整的发酵酿造工艺, 不得使用冰乙酸等原料配制生

产食醋。由于普通消费者难以辨别配制食醋, 部分商家借

此以次充好, 严重损害消费者权益[3]。因此开发精准检测

酿造食醋中乙醇发酵法冰乙酸的方法, 是加强食醋质量安

全监管、保障消费者权益的关键技术支撑。 
现行食醋质量标准检测主要依赖 GB 18187—2000

《酿造食醋》中总酸、不挥发酸和可溶性无盐固形物, 以
及挥发性组分、有机酸、醇类、氨基酸、游离矿酸等指标, 
但这些方法难以有效识别乙醇发酵法冰乙酸的掺入[5]。因

此, 配制食醋鉴别技术研究成为调味品领域的热点[15]。现

有检测技术主要包括稳定同位素技术、气相色谱法、同步

荧光法和核磁共振法等[13]。例如, HSIEH 等 [16]利用点特

异性天然同位素分馏核磁共振技术测定米醋、糖蜜酒精

醋和合成醋的 (D/H)CH3 值 , 分别为 98.50、108.46 和

131.58 ppm, 发现该值随着糖蜜酒精醋或合成醋的加入

而线性升高, 可量化配制米醋的勾兑程度。郭洁丽等[17]利用

同步荧光法在激发波长为 250~550 nm、波长间隔为 70 nm
处收集掺杂食用冰乙酸的山西老陈醋同步荧光信号 , 相
对偏差在±5%之间, 预测最低掺假量为 10%。FANG 等[4]
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通过气相色谱 -同位素比值质谱法建立了米醋中稳定碳

同位素比率的测定方法 , 其中 δ13C 醋 酸 (–26.97% 至

–25.38‰)和 Δδ13C (0.61%至 2.27‰)的置信区间为 95%, 
可用于鉴定掺假 10%以上合成乙酸的米醋产品。但这些

技术依赖于特定目标(如同位素比值、特定光谱信号)的检测, 
当掺假物与天然产物化学本质高度相似时, 其区分能力显

著受限[18–19]。近年来, 基于质谱的非靶向代谢组学为食品

掺假检测提供了全新视角。非靶向代谢组学通过对生物

样本中小分子代谢物进行高通量、全局性的谱图分析 , 
揭示掺假引起的整体变化规律 [20–21]。超高效液相色谱-
四极杆 -静电场轨道离子阱质谱法 (ultra performance 
liquid chromatography-quadrupole-Orbitrap tandem mass 
spectrometry, UPLC-Q-Orbitrap MS/MS)因其高灵敏度、

高分辨率以及精确分子量测定的优势, 为筛选特异性生

物标志物提供强大工具[22–24]。贾莹莹等[25]基于超高效液

相 色 谱 - 串 联 质 谱 法 (ultra performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)
分析发现山西陈醋与恒顺香醋在有机杂环类化合物和生

物碱及其衍生物的构成上存在显著性差异。杨晓璇[26]基

于 UPLC-MS/MS 结合多元统计分析鉴定出不同食醋之

间的 7 种非挥发性差异代谢物, 为食醋的风味研究和品

质评价等提供依据。但目前尚缺乏利用代谢组学技术分

析掺入冰乙酸前后食醋整体代谢差异, 并据此筛选标志

物用于配制食醋鉴别的研究。本研究以宁化府工艺老陈

醋为对象, 建立一种基于 UPLC-Q-Orbitrap MS/MS 的非

靶向代谢组学方法, 筛选乙醇发酵法冰乙酸配制食醋中

的特征性差异标志物, 旨在为市场监管部门和检测机构

提供一种新型的技术手段, 保障食醋产品真实性与消费

者健康权益。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

同一批次宁化府工艺酿造的老陈醋购自当地超市 , 
样品常温避光保存。经测定所有食醋样品的酸度为 6.0%。 

甲酸(formic acid, FA, 纯度≥95%)、甲酸铵(纯度≥

99%)(美国 Sigma-Aldrich 公司); 甲醇、乙腈(acetonitrile, 
ACN)(纯度≥95%, 美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 乙
醇发酵法冰乙酸[纯度≥99%, 食品级, 广州康本生物科技

公司(中国广东)]; 油酸酰胺(纯度≥70%)、N-苄基-亚油酰

胺(纯度≥98%)、柠檬酸三乙酯(纯度≥99%)、单棕榈酸甘

油(纯度≥95%)、己二酸二丁酯(纯度≥98%)标准物质(上海

泰坦科技股份有限公司); 超纯水来自 Milli-Q 净水系统(美
国 Millipore 公司)。 

1.2  仪器与设备 

UPLC-Q-Orbitrap MS/MS、Hypersil Gold C18 色谱柱

(100 mm×2.1 mm, 1.9 μm, 美国 Thermo Fisher Scientific 公

司); BenchMixerTM XL 多管涡旋混合仪(美国 Benchmark 公

司); KQ-500DE 型数控超声波清洗器(江苏昆山超声仪器有

限公司); Centrifuge5430R 高速冷冻离心机(德国 Eppendorf
公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品前处理 
准确量取 1.0 mL(精确到 0.01 mL)酸度 6.0%的食醋样

品置于离心管中, 分别加入 0、5、10、15、20 μL 乙醇发

酵法冰乙酸, 参照 GB/T 12456—2021《食品安全国家标准 
食品中总酸的测定》, 采用 pH 计电位滴定法测定总酸, 制
备酸度 6.0%、6.5%、7.0%、7.5%和 8.0%的食醋-冰乙酸样

品(分别标记为 VG、VGE1、VGE2、VGE3 和 VGE4 组)。
充分涡旋混匀后, 在 4 °C 下以 9000×g 的速度离心 10 min。
经 0.22 μm 聚四氟乙烯滤膜(millipore bedford, MA)过滤至

进样瓶中。从各组待测液中取等体积样品混合于进样瓶中

制备质控样品(quality control, QC), 用于检测仪器的灵敏

度和稳定性。 
1.3.2  色谱质谱条件 

(1)色谱条件 
流动相: A 相为超纯水溶液(含 0.1% FA 和 4 mmol/L

甲酸铵); B 相为 ACN(含 0.1% FA 和 4 mmol/L 甲酸铵); 样
品进样体积 5 μL; 体积流量为 0.3 mL/min。梯度洗脱条件

设置如下: 0~1 min, 5% B; 1~7 min, 5%~60% B; 7~9 min, 
60%~85% B; 9~14 min; 85%~100% B; 14~17 min, 100% B; 
17~20 min, 100%~5% B。柱温设置为 35 °C。为确保数据

的准确性与重现性, 每个样品重复进样 6 次。 
(2)质谱条件 
离子源: 加热电喷雾离子源, 正离子模式; 扫描模式: 

全扫描 /数据依赖性质谱扫描模式 ; 质量扫描范围 m/z 
100~1000; 一级和二级质谱分辨率分别为 70000 FWHM 和

35000 FWHM; 自动增益控制(automatic gain control, AGC)
设置为 1.0×106; 喷雾电压为 3.0 kV; 毛细管温度设定为

350 °C; 最大注入时间为 120 ms; 动态背景扣除为 10.0 s; 
碰撞能量(collision energy, CE)分别为 17.5、35.0 和 52.5 eV。 

1.4  数据处理 

原 始 质 谱 数 据 使 用 MSConvertGUI version 
3.0.10730.0 转换为.mzML 格式, 导入 MS-DIAL version 
4.24 软件进行预处理, 使用电喷雾电离(+)-MS/MS 模式谱

库, 包含 16481 个独特化合物和 324191 条记录[采用 NIST 
MS 格式 (NIST MSP ASCII) 文件 ] 。并在 mzCloud、

ChemSpider、ChemicalBook、PubChem 和京都基因与基因

组百科全书(kyoto encyclopedia of genes and genomes, KEGG)
数据库中检索化合物信息, 对所有代谢物进行识别[27–28]。利

用 Mass Frontier version 8.0 提供的化合物碎片图谱和分子
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式等信息 , 排除质量偏差大于 5 ppm 的代谢物。使用

MetaboAnalyst 6.0 对原始数据归一化处理后进行统计学分

析, 并建立预测模型。 

2  结果与分析 

2.1  勾兑外源合成冰乙酸食醋中代谢物的注释和鉴定 

采用 UPLC-Q-Orbitrap MS/MS 在正离子模式下对不

同酸度食醋-冰乙酸样本的代谢物数据进行采集, 以揭示

掺入外源合成冰乙酸(乙醇发酵法)后代谢物的动态变化。

原始 MS 数据转换为标准化的数据格式(.mzML)后导入

MS-DIAL 平台进行数据处理。在 MS-DIAL 平台完成峰值

检测、MS2Dec 提取数据、峰识别、样品间的峰对齐和同

位素追踪等步骤后, 最终生成包含化合物名称、保留时间

(retention time, RT)、质荷比(m/z)、分子式及峰面积等信息

的代谢物转换列表[29–30]。为提升鉴定可靠性, 对候选代谢

物进一步在 ChemSpider、ChemicalBook、PubChem 和 KEGG
等代谢组学参考数据库中进行化学特征比对确认[27]。利用

Mass Frontier 8.0 预测代谢物碎裂路径, 并通过其碎裂数据

库对碎片离子结构归属, 有效消除同分异构体和立体异构

体的复杂性, 从而实现代谢物的高置信度鉴定[31–32]。随后

对归一化数据进行统计学分析并建立预测模型, 筛选用于

区分传统酿造食醋(VG)和配制食醋(VGE1~VGE4)的特征

化合物。 
在正离子模式下, 对食醋-冰乙酸样品中代谢物成分

进行测定, 获得 2753 个离子色谱峰峰。经数据库注释, 获
得 2 4 0 4 个高置信度代谢物结构。以己二酸二丁酯

(C14H26O4, m/z 259.19039)为例, 样品中己二酸二丁酯与

商业标记标准物的 MS/MS 谱图进行了比较, 完成己二酸

二丁酯的鉴定和验证(图 1)。食醋-冰乙酸样品中己二酸二

丁酯色谱峰分离效果良好 , 响应强度较高 , 满足设定的

标准, 质谱信号稳定性优异。酸度为 8.0%食醋样品(VGE4
组)中己二酸二丁酯的 RT 为 10.7 min, 样品中检测出实际

m/z 为 259.19086, 质量偏差小于 5 ppm, 确保其存在己二

酸二丁酯(图 1A 和图 1B)。深入解析己二酸二丁酯在[M+H]+ 

 

 
 

注: A. 一级色谱图; B. 一级质谱图; C. 二级质谱图。 
图 1  己二酸二丁酯的色谱和质谱图 

Fig.1  Chromatograms and mass spectra of dibutyladipate 
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模式下碎裂后的特征裂解规律, 发现其二级质谱(MS/MS)
碎裂机制主要涉及电荷引发的反应(α、i 断裂)和重排反应

(rHR、rHB 与 rHC)等, 匹配到 m/z 83.04914 (C5H7O+)、m/z 
101.05971 (C5H9O2

+) 、 m/z 111.04406 (C6H7O2
+) 、 m/z 

147.06519 (C6H11O4
+)和 m/z 203.12779 (C10H19O4

+)等理论

特征碎片离子, 样品中检测到的这些碎片离子质量偏差小

于 5 ppm(图 1C 和图 2)。这些化合物的碎裂片段与标准品的

MS/MS 谱图片段高度一致, 进一步验证了食醋-冰乙酸样品

中实验MS/MS光谱中候选分子m/z 259.19039是代谢产物己

二酸二丁酯, 证实分析系统稳定性满足代谢组学要求。 
 

 
 

图 2  己二酸二丁酯的质谱破碎路径 
Fig.2  Mass spectrometry fragmentation pathway of dibutyladipate 
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2.2  高通量代谢组学数据的化学计量学分析 

为了降低数据维度并揭示样本间差异, 首先采用主

成分分析(principal component analysis, PCA)观察食醋-冰
乙酸样品聚类和分布趋势。PCA 得分图如图 3A 所示, PC1
和 PC2 分别解释了总方差的 32.7%和 17.8%, 传统酿造食

醋样本和配制食醋样本区分明显, 表明掺入冰乙酸导致食

醋代谢物组成发生显著变化。此外, PCA 模型中 QC 样本

聚类效果良好, 表明 UPLC-Q-Orbitrap MS/MS 分析系统具

有良好的信号稳定性和可靠性[22]。 
为进一步分析不同酸度食醋-冰乙酸样品的质量标识

差异物 , 采用偏最小二乘判别分析 (partial least squares 
discriminant analysis, PLS-DA)对食醋-冰乙酸样品进行差异

性分析[23]。结果显示(图 3B), 不同酸度的食醋-冰乙酸样本

聚类明显, 表明与不同浓度冰乙酸相关的代谢物发生了显

著变化(成分 1, 19.7%; 成分 2, 18.2%)。对所构建的 PLS-DA
模型进行交叉验证, 通过解释变量 R2 和可预测变量 Q2 衡量

PLS-DA 模型的解释和预测能力, 其 R2 和 Q2 分别为 0.998
和 0.987, 说明模型可靠(图 3C)。此外, 利用 1000 次迭代排

列检验对模型的稳健性和预测能力进行进一步评估, 结果

表明 PLS-DA 模型具有良好的稳健性和预测性, 没有出现

过拟合现象, 可靠性较好(P<0.001)(图 3D)。 

2.3  勾兑外源合成冰乙酸前后食醋样品中差异性成

分识别及质谱碎裂片段验证 

基于两组间倍数变化(fold change, FC, >2.0 或<0.5)及
显著性差异阈值(P<0.05)初步筛选差异代谢物。相较于传

统酿造食醋(VG), 酸度 6.5% (VGE1)样品中分别有 194 和

292 个上调和下调代谢物, 酸度 7.0% (VGE2)样品中分别

有 192 和 239 个上调和下调代谢物, 酸度 7.5% (VGE3)样
品中分别有 834 和 804 个上调和下调代谢物, 酸度 8.0% 
(VGE4)样品中分别有 92 和 185 个上调和下调代谢物(图 4)。
为确定勾兑冰乙酸食醋样品中的关键生物标志物 , 结合

PLS-DA 模型中变量重要性投影 (variable importance in 
projection, VIP>1)分析对火山图筛选结果进一步筛选。最

终基于前体离子的精确 m/z、强度、RT 和碎片离子信息, 鉴
定出 5 种在配制食醋中具有显著差异的标志物, 这些物质

包括油酸酰胺、N-苄基-亚油酰胺、柠檬酸三乙酯、单棕榈

酸甘油和己二酸二丁酯。所有检出差异标志物均与标准品

比对后进行确证, 表明筛查结果准确可靠。 
 

 
 

注: A. PCA 得分图; B. PLS-DA 得分图; C. PLS-DA 模型的交叉验证; D. 1000 次迭代排列检验。*为经统计学检验差异显著的关键标志物。 
图 3  不同酸度食醋样品的化学计量学分析 

Fig.3  Chemometric analysis of vinegar samples with different acidity levels 
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图 4  乙醇发酵法冰乙酸处理食醋样品中差异代谢物的筛选 
Fig.4  Screening of differential metabolites in vinegar samples treated with glacial acetic acid by ethanol fermentation method 

 
分析了油酸酰胺、N-苄基-亚油酰胺、柠檬酸三乙酯

和单棕榈酸甘油的一级色谱图(图 5)和质谱图(图 6)。未添

加冰乙酸的食醋样品中检测到油酸酰胺 (C18H35NO, m/z 
282.27914) 的 RT 为 12.5 min, 匹配了 m/z 86.06004, 
C4H8NO+、m/z 95.08553, C7H11

+、m/z 97.10118, C7H13
+、m/z 

100.07569, C5H10NO+、m/z 116.10699, C6H14NO+和 m/z 
125.09609, C8H13O+ 6 个理论碎裂片段(图 6A)。油酸酰胺标

准物质(12.4 min, RT)检测到理论碎片离子 m/z 86.06004, 
C4H8NO+、95.08553, C7H11

+、m/z 97.10118, C7H13
+、m/z 

100.07569, C5H10NO+和 m/z 125.09609, C8H13O+。样品中

N-苄基-亚油酰胺(C25H39NO, m/z 370.31044, RT 12.6 min)
的 MS/MS谱图中匹配到主要理论碎片离子为 m/z 88.07639, 
C4H10NO+、m/z 95.08553, C7H11

+、m/z 97.10118, C7H13
+、

m/z 100.07569, C5H10NO+和 m/z 108.06044, C7H10N+(图 6B)。
N-苄基-亚油酰胺标准物质(RT 12.1 min)匹配到主要理论

碎片离子为 m/z 95.08553, C7H11
+、m/z 97.10118, C7H13

+、

m/z 100.07569, C5H10NO+、m/z 106.06513, C7H8N+、m/z 
137.13248, C10H17

+。标准物质油酸酰胺和 N-苄基-亚油酰

胺的次级碎裂片段和样品中的碎裂片段匹配良好, 与理论

碎片质量偏差小于 5 ppm, 再次确认了配制不同比例冰乙

酸的食醋样品中的候选化合物 m/z 282.27914 和 m/z 
370.31044 是标志物油酸酰胺和 N-苄基 -亚油酰胺。其

MS/MS 谱图与 Mass Frontier version 8.0 软件的理论预测结

果匹配良好。此外, 对乙醇发酵法冰乙酸样品进行靶向检

测, 未出现与 5 种标志物对应的特征色谱峰。 
此外, 柠檬酸三乙酯(C12H20O7, RT 7.7 min,)理论 m/z 

277.12817, 样品中匹配到理论碎片离子主要为 m/z 
87.04406, C4H7O2

+、m/z 99.04406, C5H7O2
+、m/z 115.03897, 

C5H7O3
+ 、 m/z 133.04980, C5H9O4

+ 和 m/z 157.04954, 
C7H9O4

+(图 6C)。 
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注: NL. 响应强度(normalized level)。 
图 5  显著差异标志物的色谱图 

Fig.5  Chromatogram of significantly different markers 
 

样品中匹配到的理论碎片 m/z 115.03897, C5H7O3
+、m/z 

133.04980, C5H9O4
+和 m/z 157.04954, C7H9O4

+与标准物质

碎片一致。单棕榈酸甘油(C19H38O4, RT 12.3 min)理论 m/z 
331.28428, 样品中匹配了 m/z 113.13248, C8H17

+、m/z 
125.13248, C9H17

+、m/z 127.14813, C9H19
+、m/z 137.13248, 

C10H17
+和 m/z 139.14813, C10H19

+等理论碎片离子(图 6D)。
其中 m/z 125.13248, C9H17

+和 m/z 137.13248, C10H17
+与标准

物质碎片一致。这些化合物在样品中的主要碎片离子与其

商业标准物质及 Mass Frontier 软件的理论预测结果相匹配, 
确证了它们在配制食醋样品中的存在及鉴定准确性。 
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2.4  食醋勾兑外源合成冰乙酸前后差异标志物含量

的动态演变 

对鉴定出的 5 个显著差异标志物进行分析(表 1), 发
现配制食醋样品中 N-苄基-亚油酰胺、柠檬酸三乙酯、己

二酸二丁酯和单棕榈酸甘油含量显著高于传统酿造食醋

(VG), 而油酸酰胺含量则显著降低。 
油酸酰胺是食醋原料发酵过程中形成的内源性长链

脂肪酸酰胺, 其含量可以作为衡量食醋品质的一项重要指

标[33–34]。油酸酰胺含量随着勾兑乙醇发酵法冰乙酸的增多

而减少, 在酸度为 6.5%、7.0%、7.5%、8.0%的食醋-冰乙 

 

 
 

图 6  样品中显著差异标志物的质谱碎裂片段 
Fig.6  Mass spectrometry fragmentation fragments of significantly different markers in the sample 

 
表 1  不同酸度食醋样品中的显著差异标志物 

Table 1  Significant difference markers in vinegar samples with different acidities 

化合物 油酸酰胺 a N-苄基-亚油酰胺 a 柠檬酸三乙酯 a 己二酸二丁酯 a 单棕榈酸甘油 b 

分子式 C18H35NO C25H39NO C12H20O7 C14H26O4 C19H38O4 

RTs/min 12.5 12.6 7.7 10.7 12.3 

理论 m/z (M+H)+ 282.27914 370.31044 277.12817 259.19039 331.28428 

浓度 

VG 479.99 0.92 0.89 10.82 56.56 

VGE1 147.85 3.12 1.19 18.89 73.38 

VGE2 94.75 9.50 3.57 15.79 83.72 

VGE3 74.53 7.78 2.11 18.40 112.06 

VGE4 39.40 5.75 4.22 27.66 129.26 

比值 

VGE1/VG 0.31 3.41 1.34 1.74 1.30 

VGE2/VG 0.20 10.38 4.02 1.46 1.48 

VGE3/VG 0.16 8.50 2.37 1.70 1.98 

VGE4/VG 0.08 6.29 4.75 2.56 2.29 

注: a 浓度单位为 µg/kg; b 浓度单位为 mg/kg。 
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酸样品(VGE1~VGE4 组)中含量分别约为 147.85、94.75、
74.53 和 39.40 µg/kg, 是传统酿造食醋中含量(479.99 µg/kg)
的 0.31、0.20、0.16 和 0.08 倍。此外, 油酸酰胺作为一种

脂肪酰胺, 在酸类催化剂存在下易水解, 水解后又生成油

酸和氨, 可能导致油酸酰胺含量下降。N-苄基-亚油酰胺含

量在酸度为 7.0%的冰乙酸-食醋样品(VGE2 组)达到最高, 
约为 9.50 µg/kg, 是传统酿造食醋(0.92 µg/kg)中含量的

10.38 倍之多。柠檬酸三乙酯具有果香气味, 其在配制食醋

中含量普遍高于传统酿造食醋(0.89 µg/kg), 柠檬酸三乙酯

在酸度为 8.0% (VGE4 组)的冰乙酸-食醋样品含量最高, 
约 4.22 µg/kg, 是传统酿造食醋中含量的 4.75 倍左右。单

棕榈酸甘油和己二酸二丁酯含量变化与冰乙酸浓度呈正

相关, 随着冰乙酸含量增多而升高。检测到传统酿造食

醋中单棕榈酸甘油含量约为 56.56 mg/kg, 随着冰乙酸浓

度的升高, 在酸度为 8.0% (VGE4 组)的食醋-冰乙酸样品

中含量增加了 2.29 倍, 达到 129.26 mg/kg。己二酸二丁酯

在酸度为 8.0%的食醋-冰乙酸样品中含量是传统酿造食醋

(10.82 µg/kg)的 2.56 倍, 增加到 27.66 µg/kg。酸性环境

可能加速酯类等增塑剂从包装材料向食品基质的迁移

过程 [35–36]。结果表明 , 掺入乙醇发酵法冰乙酸后导致食

醋中这 5 种物质含量发生显著变化, 当油酸酰胺测定值显

著低于 479.99 μg/kg, 同时 N-苄基-亚油酰胺、柠檬酸三乙

酯、己二酸二丁酯、单棕榈酸甘油含量超出传统酿造食

醋本底水平(分别为 0.92 μg/kg、0.89 μg/kg、10.82 μg/kg、
56.56 mg/kg)时, 可作为区分传统酿造食醋与配制食醋的

关键生物标志物。 

3  结  论 

本研究建立了基于 UPLC-Q-Orbitrap MS/MS 的非靶

向代谢组学技术, 筛选了 5 种显著性差异标志物, 分别为

油酸酰胺、N-苄基-亚油酰胺、柠檬酸三乙酯、己二酸二丁

酯和单棕榈酸甘油。其中油酸酰胺在传统酿造食醋中含量

为 479.99 µg/kg, 含量随勾兑程度增加而明显降低, 在酸

度为 8.0%的冰乙酸-食醋样品中含量(39.40 µg/kg)约为传

统酿造食醋的 0.08 倍。N-苄基-亚油酰胺、柠檬酸三乙酯、

己二酸二丁酯和单棕榈酸甘油在传统酿造食醋中含量分别

为 0.92、0.89、10.82 µg/kg 和 56.56 mg/kg。N-苄基-亚油

酰胺和柠檬酸三乙酯分别在酸度为 7.0%和 8.0%样品组含

量明显升高, 分别达到 9.50 µg/kg 和 4.22 µg/kg。单棕榈酸

甘油与己二酸二丁酯随冰乙酸浓度升高而增多, 在酸度为

8.0%的样品中含量分别达到 129.26 mg/kg 和 27.66 µg/kg, 
是传统食醋的 2.29 倍和 2.56 倍。这 5 种标志物含量明显差

异于传统酿造食醋相比, 当油酸酰胺明显低于或 N-苄基-亚
油酰胺、柠檬酸三乙酯、己二酸二丁酯和单棕榈酸甘油含量

明显高于传统酿造食醋, 可判定为勾兑食醋。本研究为配

制食醋提供了以 5 种物质为核心指标的高特异性鉴别方法, 

为完善食醋质量安全监管体系提供了重要的技术支撑。 
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