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摘要摇 在正离子模式下, 分别对不同品质脐橙的内果皮和果肉进行了内部萃取电喷雾电离质谱( iEESI鄄MS)
分析, 在未经过预处理的前提下直接获得了 72 个脐橙内果皮样品和 72 个脐橙果肉样品在 m / z 50 ~ 2000 范

围内的化学指纹谱图, 鉴定了脐橙组织中氨基酸、 糖类和生物碱等重要化学成分. iEESI鄄MS 化学指纹谱图表

明, 脐橙的果肉与内果皮组织中脯氨酸和糖类等成分的组成具有一定的相似性, 而其它化学组分(如水苏

碱、 辛弗林等)在 2 类组织中的含量差异明显. 主成分分析(PCA)结果表明, 样品的 iEESI鄄MS 指纹谱图与该

脐橙的品质相关, 与样品的实际品质差异一致. 因此, iEESI鄄MS 可直接获得不同品质脐橙差异性化学成分的

信息, 从分子水平上判断脐橙品质的优劣.
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水果品质检测技术是农业工程领域的重要研究课题[1,2] . 传统的水果品质检测主要对水果进行感

官评价, 根据水果的口感或尺寸来判断其品质优劣, 这种方法往往存在较大的人为判断误差, 不利于

农产品生产过程的标准化发展和水果品质的质量监督; 或采用破坏性的化学分析方法, 整个分析过程

的工作量大, 效率较低. 近几年发展起来的近红外光谱技术在水果品质检测领域得到了较快发展[3,4],
但物质在近红外区吸收弱, 导致其分析灵敏度较低, 通常只能分析含量大于 0郾 1%的常量成分, 对水果

中低含量成分(如氨基酸等)的检测难度大. 因此, 面对我国水果品质检测技术的迫切需求, 开发出一

种快速、 高效且具有高灵敏度的水果品质分析方法具有重要的现实意义.
新兴直接质谱分析技术可在不需样品预处理的情况下直接对复杂基体样品中痕量的待测物进行快

速分析[5 ~ 7], 为农产品的质量控制与安全监督提供了一种在分子水平上进行检测的快速途径. 与传统

分析中高效液相色谱鄄质谱法(HPLC鄄MS) [8]或气相色谱鄄质谱法(GC鄄MS) [9]不同, 直接质谱分析能够在

无气相 /液相色谱(GC / LC)分离的情况下直接制备复杂样品中待测组分的离子, 并将这些离子引入质

量分析器进行质谱分析[10,11] . 因此, 直接质谱分析技术能显著缩短实际样品分析时间, 提高分析效

率. 近年来出现的电喷雾解吸电离 ( DESI) [12]、 实时在线分析 ( DART) [13]、 低温等离子体探针

(LTP) [14]、 空气动力辅助电离(AFAI) [15]、 微波诱导等离子体解吸电离(MIPDI) [16]、 解吸附电晕束离

子电离(DCBI) [17]、 纸喷雾 ( Paper spray) [18]、 电喷雾萃取电离 ( EESI) [19] 和激光消融电喷雾电离

(LAESI) [20]等技术已经在生命科学、 化学及食品安全等领域发挥了积极的作用. 前文[21,22]报道的内部

萃取电喷雾电离质谱法(iEESI鄄MS)具有“直接萃取整体样品内部物质并形成电喷雾冶的特点, 可在非

破碎、 不离体及无需预处理的前提下直接对整体样品内部化学成分进行萃取, 更适合分析整体样品内

部活性成分, 快速实现块状组织样品内部化学成分的分析[21], 获得更丰富的样品信息, 有望为水果品

质的快速分析提供一种准确、 快速且可靠的技术.
脐橙是一种主产于中国赣州南部的水果, 营养丰富且口感酸甜适度, 全球市场对脐橙鲜果或橙汁

的需求巨大, 但由于脐橙种植的地域环境和栽培管理方式的差异, 造成脐橙的品质参差不齐. 本文以

脐橙为代表性样品, 利用内部萃取电喷雾电离质谱技术(iEESI鄄MS)在无需样品预处理的前提下原位快

速分析脐橙组织中的多种化学成分, 并借助主成分分析方法(PCA)分析脐橙的化学指纹谱图数据, 建



立了一种从分子水平上快速判断水果品质的质谱学方法.

1摇 实验部分

1. 1摇 试剂与仪器

内部萃取电喷雾电离源(iEESI)为本实验室自制[21,23]; LTQ鄄XL 线性离子阱质谱仪并配有 Xcalibur
数据处理系统(美国 Thermo Scientific 公司); 石英毛细管(内径 0郾 10 mm, 外径 0郾 19 mm, 美国 Agilent
公司); 甲醇(色谱纯, 美国 ROE 公司); 实验用水为二次蒸馏水.

3 类纽荷尔脐橙样品均由兴国县丰硒农业发展有限公司提供, 分别产自安溪、 果溪和永兴 3 个自

然村, 其中安溪脐橙的栽培土壤为偏酸性的红壤, 而果溪脐橙和永兴脐橙的栽培土壤均为酸性较低的

黄壤, 两处的种植地点相距约 2 公里, 环境气候条件基本一致, 但永兴的脐橙样品按照无公害有机脐

橙栽培标准进行培育生产. 每类脐橙分别挑大小相近的成熟脐橙进行实验, 避免个体差异带来的影

响. 实验前从每个脐橙的相同部位分别切取内果皮和果肉组织各 72 个样品用于 iEESI鄄MS 实验. 剪裁

时确保脐橙组织不与其表面接触, 免受外表面的灰尘沾染. 所有脐橙组织样品均直接用于质谱分析,
未经其它样品预处理. 使用 iEESI鄄MS 分析不同样品时, 在更换样品前需要对接触样品的毛细管部位进

行清洗, 以避免分析不同样本带来的实验误差.
1. 2摇 iEESI鄄MS 实验参数

iEESI鄄MS 的原理图如图 1 所示. 将石英毛细管插入组织样品内部, 插入样品内部的毛细管尖端与

样品顶端相距 2 mm; 样品顶端到质谱进样口的距离为 4 ~ 5 mm. 实验选择甲醇作为萃取剂, 将萃取溶

剂由毛细管直接导入到脐橙样品内部, 流速为 2 滋L / min. 在微量进样针的钢针部位施加正高电压(4郾 5
kV), 在电场的作用下, 脐橙组织样品尖端产生大量承载脐橙化学组分的微小带电液滴(电喷雾), 微

小带电液滴中的分析物去溶剂化后得到待测物离子, 进行质谱检测. 质谱仪设置为正离子检测模式,
质量扫描范围 50 ~ 2000, 离子源电压为 4郾 5 kV, 离子传输管温度设置为 150 益 . 在进行串联质谱分析

时, 母离子隔离宽度为 1郾 5, 碰撞能量为 10%~30% , 碰撞时间为 30 ms; 离子透镜电压及其他检测参

数由 LTQ鄄Tune 系统自动优化.

Fig. 1摇 Schematic diagram of iEESI鄄MS

1. 3摇 主成分分析

将得到的不同种类脐橙的化学指纹谱图数据导出到 Excel 中, 利用 Matlab(Version 7郾 8郾 0, Math鄄
works, Inc. , Natick, MA)软件对质谱数据进行归一化处理, 并使用 Matlab Toolbox 中的“Princomp冶函
数对数据进行主成分(PCA)分析, 并将前 3 个主成分方向上的得分及载荷结果以图形化的方式显示,
从而形象地表示出不同品质脐橙间的差异.

2摇 结果与讨论

2. 1摇 脐橙果肉的 iEESI鄄MS 分析

分别对 3 类不同产地脐橙的果肉进行 iEESI鄄MS 分析, 得到它们的化学指纹谱图(图 2). 比较 3 类

脐橙的化学指纹谱图可知, 3 类脐橙果肉的 iEESI鄄MS 化学指纹谱图的主要特征信号峰相似, 但在不同

产地脐橙中的丰度存在差异. 例如, 果溪[图 2(A)]和安溪脐橙的指纹谱图[图 2(B)]相似度大, 但二

者与永兴脐橙的指纹谱图[图 2(C)]相比存在显著差异. 为进一步研究这些不同品质脐橙中的差异性

成分, 采用碰撞诱导解离(CID)串联质谱对脐橙中的化学成分进行了鉴定.
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Fig. 2摇 iEESI鄄MS spectra of orange flesh from different habitats
(A) Guoxi; (B) Anxi; (C) Yongxing.

由于 iEESI鄄MS 直接以萃取溶剂萃取

一定体积样品且电喷雾产生于组织样品的

尖端, 样品组织中的无机离子(如 K+ 和

Na+等)均会参与电离反应, 因此样品中的

物质电离得到多种形态的离子化产物, 如

[M+H] +和[M+K] + 等. 通过分析母离子

的特征碎片信息并与文献[21,24 ~ 26] 比较,
证实 iEESI鄄MS 检测到脐橙果肉组织中丰

富的糖类物质, 如 m / z 219 [ glucose / fruc鄄
tose+K] +, m / z 381[sucrose+K] +, m / z 399
[sucrose + K + H2O] +, m / z 561 [ fructose /
glucose+sucrose+K] +, m / z 723[2sucrose+
K] +, m / z 903[2sucrose+fructose / glucose+
K] +, m / z 1065[3sucrose+K] +和 m / z 1407
[4sucrose+K] + 等均由果糖 /葡萄糖( fruc鄄
tose / glucose, Mw = 180) 或蔗糖 ( sucrose,
Mw =342)离子化得到. 此外, 还检测到果

肉中的氨基酸(如 m / z 116[proline+H] +和

m / z 175[ arginine +H] + )、 生物碱类物质

{如胆碱 (m / z 104 [ choline] + ) 和水苏碱

(m / z 144[stachydrine+H] +)}及维生素 C
(m / z 177[vitamine C+H] +)等.

Fig. 3摇 MS2 spectra of choline(A), proline(B), stachydrine(C) and sucrose(D) from orange flesh

图 3 是离子化的胆碱、 脯氨酸、 水苏碱和蔗糖的二级谱图. m / z 104[choline] +的特征碎片离子为

m / z 87 和 60, 分别由母离子丢失(—OH)或(—CH2CH2O—)所获得[图 3(A)]; m / z 116[proline+H] +

的特征碎片离子为 m / z 70, 由母离子丢失(CO+H2O)得到[图 3(B)]; m / z 144[stachydrine] +的主要特

征碎片离子为 m / z 128, 116, 102, 98, 84 和 58[图 3(C)], 分别由母离子丢失 m / z 86, 60, 46, 42, 28
和 16 得到, 这与水苏碱标准品的二级谱图一致[27]; m / z 381[sucrose+K] +的主要特征碎片离子为 m / z
363, 345, 219 和 201, 分别由母离子丢失 H2O, 2H2O 和葡萄糖的特征糖元残基 (—C6 H10 O5—,
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驻=162)或 1 分子的葡萄糖(Mw =180)得到[图 3(D)].
通过脐橙果肉中主要成分的鉴定可以判断, 永兴脐橙果肉中糖类的含量明显高于果溪或安溪脐

橙. 水果中糖分的含量与水果的甜度密切相关, 从而直接影响水果的口感. 永兴脐橙中具有高含量的

糖类成分, 这也是该类脐橙的口感优于其它 2 类脐橙的原因. 此外, 脯氨酸(m / z 116)在永兴脐橙果肉

中的丰度也高于其它 2 类脐橙, 在一定程度上说明永兴脐橙更具有营养. 对 3 类不同产地脐橙果肉的

质谱数据进行 PCA 分析, 结果显示永兴脐橙与另外 2 个产地的脐橙可以较好地区分开, 但果溪脐橙与

安溪脐橙无法分开[图 4(A)]. PCA 的载荷图[图 4(B)]显示, 对区分不同产地脐橙贡献较大的化学

成分主要是一些糖类离子化得到的离子峰, 如 m / z 219, 381, 561, 723, 903 和 1065. 结果表明, 从脐

橙果肉中糖分或脯氨酸的丰度比较来看, 永兴脐橙的品质在一定程度上优于其它 2 类脐橙. 脐橙果树

生长的地域环境和果树的培育方法可能是造成脐橙化学成分差异的重要因素[28], 从而影响了脐橙的

口感与品质. iEESI鄄MS 对脐橙组织的化学指纹谱图的快速获得表明该方法可以为脐橙品质的快速识别

提供科学依据.

Fig. 4摇 PCA score plots(A) and PCA loading plots(B) of iEESI鄄MS data of orange flesh from different habitats
a. Guoxi; b. Anxi; c. Yongxing.

Fig. 5摇 iEESI鄄MS spectra of orange endocarp from
different habitats
(A) Guoxi; (B) Anxi; (C) Yongxing.

2. 2摇 脐橙内果皮的 iEESI鄄MS 分析

在实际样品的采集中, 果肉组织比较珍贵且不易于保存, 实验进一步探究能否利用果皮组织对不

同产地 /培育方式的脐橙进行快速鉴别.
由于脐橙的外果皮受环境等因素的影响较

大, 可能会对样品真实成分的分析产生较

大的干扰, 所以本实验选择脐橙的内果皮

进行分析. 3 类不同产地脐橙的内果皮的

iEESI鄄MS 指纹谱图如图 5 所示, 可见果溪

[图 5(A)]和安溪[图 5(B)]脐橙内果皮

的 iEESI鄄MS 指纹谱图相似度高, 而二者

与永兴脐橙[图 5(C)]内果皮的指纹谱图

存在明显的差异, 如信号峰 m / z 168, 265
和 399 在果溪或安溪脐橙内果皮指纹谱图

中的相对丰度明显高于永兴脐橙.
脐橙内果皮指纹谱图中的主要特征离

子的 碰 撞 诱 导 解 离 ( CID) 实 验 表 明,
iEESI鄄MS 检测到的脐橙内果皮组织中的

糖类成分(如质谱峰 m / z 219, 381, 399,
561, 723 和 903)与果肉组织中的相似,
但含量比果肉中的低. 在内果皮中也同时

检测到与果肉组织中相同的氨基酸成分,
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如 m / z 116[ proline + H] + 和 m / z 175 [ arginine + H] + 等. 与脐橙果肉组织相比, 水苏碱 m / z 144
[stachydrine+H] +在内果皮中的丰度相对较低, 而果肉中糖类与脯氨酸(proline)的含量明显高于内果

皮中的含量. 据报道, 橙汁中富含多种氨基酸, 而脯氨酸的含量居首[29] . 比较脐橙内果皮与果肉的化

学指纹谱图, 说明脯氨酸在脐橙内果皮中的含量也较高, 与其它方法获得的结果一致[29] . 此外, 通过

CID 分析并对比相关文献[30]证实, iEESI鄄MS 也检测到脐橙果皮中的药用成分如辛弗林(m / z 168[syne鄄
phrine+H] +)和川陈皮素(m / z 403[nobiletin+H] +). 辛弗林是橙皮中的重要药用成分, 属于一种肾上腺

素 琢鄄受体兴奋剂, 具有收缩血管、 扩张气管和支气管等作用[31] . 3 类脐橙内果皮的指纹谱图(图 5)表
明, 辛弗林在果溪或安溪脐橙果皮中含量高于永兴脐橙果皮. 这些数据也表明脐橙兼具食用和药用价

值, 脐橙栽培方式与生长环境会对脐橙的品质甚至功用产生影响. 此外, 上述分析表明, 脐橙的果皮

组织与果肉组织在物质构成上存在一定的相似性, 也同时具有各自的特异性成分. 对内果皮与果肉组

织的 iEESI鄄MS 指纹谱图中的主要特征物质峰相对丰度进行了总结. 由表 1 可以直观地看出脐橙内果

皮组织与果肉组织中成分的差异.
Table 1摇 Summary of the dominant chemicals in navel orange from different habitats detected by iEESI鄄MS*

Habitat Sampling
position

Dominant mass spectra peaks
m / z 104 m / z 116 m / z 144 m / z 168 m / z 175 m / z 219 m / z 381 m / z 403

Choline Proline Stachydrine Synephrine Arginine Glucose /
fructose Sucrose Nobiletin

C5H14NO+ C5H10NO+
2 C7H10NO+

2 C9H14NO+
2 C6H15N4O+

2 C6H12O6K+ C12H22O6K+ C21H23O+
8

Guoxi Flesh + ++ ++++ + + ++++ +++ +
Endocarp + ++ +++ ++++ + ++++ ++ +

Anxi Flesh + ++ ++++ + + +++ +++ +
Endocarp + ++ +++ ++++ + ++++ +++ +

Yongxing Flesh + +++ +++ + + ++++ +++ +
Endocarp + + ++ +++ + ++++ + +

摇 摇 * Based on the relative intensity present on the mass spectra: + very weak; ++ weak; +++ strong; ++++ very strong.

对 3 类脐橙内果皮的质谱数据进行了 PCA 分析, 图 6 表明, 永兴脐橙与另外 2 个产地的脐橙可以

较好地区分开, 但果溪脐橙与安溪脐橙无法分开. 该结果进一步说明, 永兴脐橙内果皮的化学成分与

果溪脐橙或安溪脐橙存在较大的差异, 而果溪与安溪脐橙内果皮的化学成分相似. 同时, PCA 中 3 个

主成分上的载荷分布图[图 6(B)]也体现出特征质谱峰 m / z 168, 265, 314 和 399 等对区分 3 类不同产

地脐橙的贡献较大.

Fig. 6摇 PCA score plots(A) and PCA loading plots(B) of iEESI鄄MS data of orange
endocarp from different habitats

2. 3摇 iEESI鄄MS 的分析速度与灵敏度分析

在实验过程中, 单个脐橙组织样品的 iEESI鄄MS 分析时间约为 2 min, 影响分析速度的因素除了萃

取剂的流速外, 样品组织的质地也是一个关键因素. 例如, 实验中脐橙果肉的分析时间要比脐橙内果

皮的分析时间短, 这是因为脐橙果肉较内果皮水分更多, 有利于电喷雾的产生, 从而缩短了样品的分

析时间. 前期研究[22] 表明, 利用 iEESI鄄MS 对猪肉组织中外标的沙汀胺醇定量分析的检出限可达
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0郾 0399 滋g / L, 说明 iEESI鄄MS 具有较好的分析灵敏度, 可以实现复杂基本样品中痕量成分的检测. 因

此, iEESI鄄MS 不仅可以对脐橙中的化学成分进行定性分析, 快速判断脐橙品质的优劣, 还可以对脐橙

中的微量成分(如农药残留等)进行定量分析.

3摇 结摇 摇 论

采用 iEESI鄄MS 技术在无需样品预处理的情况下直接快速分析脐橙样品, 识别不同品质脐橙组织

中化学成分的差异, 从而高通量地实现对脐橙组织中糖类、 生物碱类和有机酸等成分的直接质谱分

析. 本方法具有操作简单、 灵敏度高和分析速度快等特点, 为水果品质的直接质谱分析提供了一种可

靠的途径.
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Direct Analysis of Navel Orange Using Internal Extractive
Electrospray Ionization Mass Spectrometry覮

LU Haiyan, ZHANG Hua, ZHOU Peng, YANG Meiling, ZHONG Tao,
YAO Guocan, CHEN Huanwen*

(Jiangxi Key Laboratory for Mass Spectrometry and Instrumentation,
East China Institute of Technology, Nanchang 330013, China)

Abstract摇 Internal extractive electrospary ionization mass spectrometry(iEESI鄄MS) was applied on the assess鄄
ment of navel orange quality without any sample pretreatment. Both endocarp tissues(72 samples) and flesh
tissues(72 samples) of navel oranges from three habitats were interrogated directly by iEESI鄄MS at mass range
of m / z 50—2000郾 A fused silicon capillary was inserted into the navel orange tissue, allowing a distance of
2 mm between the fused silicon capillary tip and the sample apex. The apex of the sample was pointed to the
mass spectrometer ion inlet intentionally with a distance of 4—5 mm. Extraction solvent biased with a high
voltage(4. 5 kV) was injected through the fused silicon capillary into the navel orange tissue at a flow rate of
2 滋L / min, producing charged fine droplets containing chemicals toward the adjacent mass spectrometer inlet.
Chemical constituents such as sugars, amino acids, vitamin and alkaloids were simultaneously extracted from
the navel orange tissue, and identified through collision鄄induced dissociation(CID) experiment. Furthermore,
mass spectral fingerprints were processed by principal component analysis ( PCA) to visualize the quality
differences. Our experimental results indicated that iEESI鄄MS can directly characterize the quality differences
of navel oranges by molecular analysis. The merits of iEESI鄄MS include simplicity, good specificity, high
throughput and minimum sample pretreatment.
Keywords摇 Internal extractive electrospary ionization mass spectrometry; Navel orange; Quality assessment;
Direct analysis
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