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摘  要: 目的  采用超高效液相色谱-高分辨质谱法(ultra performance liquid chromatography-high resolution 

mass spectrometry, UPLC-HRMS)对咖啡及其掺假物建立高分辨质谱数据库, 建立一种基于组学技术对咖啡掺假

进行鉴别的方法。方法  咖啡及其掺假物经甲醇-水(7:3, V:V)超声提取后, 经 BEH C18 色谱柱(2.1 mm×100 mm, 

1.7 μm)分离, 电喷雾电离(electrospray ionization, ESI)离子源, 在高分辨质谱 Full MS/dd MS2 扫描模式下采集

数据, 建立咖啡及掺假物黑玉米、黑豆、大麦的高分辨质谱数据。采用 Compound Discoverer 3.3 (CD 3.3)组学

软件对 UPLC-HRMS 数据进行主成分分析(principal component analysis, PCA)和火山图差异分析, 根据咖啡及

掺假物中差异化合物的精准分子质量数、母离子同位素组成及碎片离子信息质量信息检索 mzCloud 和 Chem 

Spider 在线数据库, 对差异成分进行匹配鉴定。结果  PCA 结果表明咖啡与掺假物黑玉米、黑豆、大麦明显

分离, 说明化合物成分差异显著, 通过差异性分析, 筛选并鉴定出 23 个特征差异成分, 可以对咖啡进行掺假

鉴别。结论  利用组学技术建立了咖啡中高通量、准确的掺假鉴别方法, 对进一步建立基于差异性标志物快

速定量的掺假鉴别技术具有重要的意义。 
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Identification of coffee adulteration by ultra performance liquid 
chromatography-high resolution mass spectrometry  

combined with omics technology 
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ABSTRACT: Objective  To establish a high-resolution mass spectrometry database for coffee and its adulterants 

by ultra performance liquid chromatography-high resolution mass spectrometry (UPLC-HRMS), and establish a 

method for identifying coffee adulterants based on omics technology. Methods  Coffee and its adulterants were 

extracted by methanol-water (7:3, V:V) ultrasonic wave, separated by BEH C18 column (2.1 mm×100 mm, 1.7 μm), 
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electrospray ionization (ESI) ion source, and the data were collected in the scanning mode of Full MS/dd MS2, and 

the high-resolution mass spectrometry data of coffee and adulterants such as black corn, black beans and barley were 

established. The UPLC-HRMS data were analyzed by principal component analysis (PCA) and volcano diagram 

difference analysis with Compound Discoverer 3.3 (CD 3.3) omics software. According to the precise molecular 

weight, parent ion isotope composition and fragment ion information quality information of different compounds in 

coffee and adulterants, the online databases of mzCloud and Chem Spider were searched, and the different 

components were matched and identified. Results  PCA results showed that coffee was obviously separated from 

adulterants such as black corn, black beans and barley, which indicated that the composition of the compounds was 

significantly different. Through difference analysis, 23 characteristic difference components were screened and 

identified to identify coffee adulteration. Conclusion  This method is high-throughput, accurate, which can identify 

the coffee by using omics technology and is of great significance to further establish a rapid quantitative 

identification technology by using differential markers. 

KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography-high resolution mass spectrometry; omics technology; 

coffee; identification: adulteration 
 
 

0  引  言 

咖啡是用经过烘焙的咖啡豆制作出来的一种饮品 , 

与可可和茶同为流行于全世界的三大饮品, 适量饮用能起

到消除疲劳和振奋精神的作用, 因此, 其已成为当今人们

饮食生活中的重要组成部分[1]。在供不应求的情况下, 不

法商贩在咖啡中掺入玉米、大麦、小麦、大豆、大米等物

质, 以获取更高的利润, 从而损害了广大消费者的利益[2]。

我国高度重视食品掺假问题, 从食品生产、供应链追溯、标

签标识都有相关的法律法规做出明确规定, 我国《食品安全

法》中规定, 禁止生产经营掺假掺杂或者感官性状异常的食

品。通常情况下, 食品掺假鉴别研究是指综合运用物理、化

学、生物等学科的技术手段, 对食品掺假进行识别研判[3‒4]。

常见的食品掺假行为包括冒充、稀释、违法添加和非标注成

分[5]。咖啡掺假是一种典型的冒充掺假行为[6], 即使用低价

值的一种营养物质、成分或食物的一部分替换高价值的咖

啡, 目前对食品掺假鉴别研究是全球食品质量安全领域的

一个热点, 因此本研究以咖啡掺假作为研究对象。 

针对传统造假行为, 一些食品掺假鉴别研究针对特

定的目标物进行定性、定量分析, 此类方法对已经明确的

掺假行为可以很好地鉴别, 但不适用未报道过的掺假行

为、或尚未被明确的掺假目标物。由于食品掺假行为越来

越隐蔽, 传统靶向分析技术很难实现对食品隐蔽性掺假的

高效鉴别[7]。液相色谱-高分辨质谱法在食品欺诈筛查鉴别

中扮演着重要角色[8]。分辨率≥10000 半峰宽的高分辨质

谱, 凭借其高准确度的分辨能力和同位素峰形分布测定能

力, 可通过全扫描进行准确定性和非定向未知物筛查[9]。

组学技术是一种基于高通量检测技术的大数据分析方法, 

在食品掺假及品质鉴别、食品产地溯源等方面得到广泛应

用, 其具有高通量、高准确性、全景分析、技术灵活等特

点[10]。李波等[11]等采用超高效液相色谱-四极杆/静电场轨

道阱高分辨质谱法结合化学计量学方法研究不同温度下烤

制牛肉样品的代谢物差异, 筛查 4 个化合物作为有害标记

物; 沈葹等[12]基于超高效液相色谱-四极杆飞行时间质谱

法的非靶向代谢组学方法从不同来源单花蜜中分析筛选并

鉴定出 32 个代谢化合物作为蜂蜜溯源判别的差异标志物; 

LIORACH 等[13]采用液相色谱-质谱-Orbitrap 代谢组学技术

在 3 种豆科植物之间鉴定出 43 种差异特征成分, 液相色谱

-高分辨质谱法及组学技术在食品中差异性筛查、鉴定广泛

研究应用, 也是目前食品质量鉴别研究的新兴热点技术。

代谢组学是基于全面分析食品组成的整体分析方法, 在识

别非特定目标物方面具有独特优势[14‒17]。液相色谱-高分辨

质谱法强大的筛查、鉴别功能在食品欺诈检测中广泛应用, 

结合食品组学技术可以有效解决食品中潜在不安全物质的

方法和标准落后于新物质出现和应用的现状, 并开展高水

平的食品安全风险监测和非靶向食品摻假鉴别。 

目前对咖啡掺假研究鉴别方法有显微镜法[18]、离子

色谱-脉冲安培检测器法 [19]、红外光谱技术法 [20‒21]、太

赫慈时域光谱法 [22]、特异性实时荧光聚合酶链式反应

(polymerase chain reaction, PCR)[23‒24]、色谱-质谱法[25‒27]。

显微镜法是对样品与掺假物标准品在水溶液中形态对比观

察, 属于形态定性鉴别; 离子色谱-脉冲安培检测器法针对

掺假物中糖类标记物, 仅对存在糖类差异的掺假物有效识

别, 可鉴别的掺假物种类具有一定的局限性; 红外光谱和

太赫慈时域光谱属于光谱技术, 通过建立精准的数据模型

并需要实验室反复校准, 这一过程非常耗时、耗费人力和

物力; PCR 法存在耗时长、操作烦琐且对技术要求较高, 由

于焙烤工艺对咖啡 DNA 的破坏降解作用, 此方法不一定

适用于咖啡衍生产品的鉴别; 色谱-质谱法结合组学技术
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针对食品中的各类小分子代谢物, 可实现所有小分子同时

定性、定量及差异分析, 从而实现对非靶向目标化合物高

效鉴别, 应用范围广, 更适合复杂的各类食品的真实性研

究。超高效液相色谱-高分辨质谱法(ultra performance liquid 

chromatography-high resolution mass spectrometry, UPLC- 
HRMS)结合代谢组学技术, 可以高通量快速识别掺假物中

的非特定化合物, 从而实现非靶向目标组分掺假鉴别, 具

有较大的技术优势。因此本研究采用 UPLC-HRMS 对咖啡

豆、玉米、大麦、大豆进行高通量数据采集, 建立高分辨

化合物数据库, 通过 Compound Discoverer3.3 代谢组学软

件快速识别样品中的特征成分, 结合组学技术对样品中成

分进行主成分分析(principal component analysis, PCA), 根

据 S-plot 图找出咖啡豆与各掺假物之间的差异成分, 鉴定出

差异成分作为咖啡掺假鉴别的差异性标志物, 为进一步建

立差异性标志物快速定量掺假鉴别提供有效的技术手段。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

烘焙咖啡豆、黑玉米、大麦、黑豆均来源于市售。 

乙腈、甲醇(色谱纯, 德国默克公司); 甲酸(分析纯, 

国药集团化学试剂有限公司 ); 实验用水均为超纯水

(Mili-Q 纯水系统)。 

1.2  仪器与设备 

Orbitrap Fusion 三合一高分辨质谱仪、代谢组学分析

软件 Compound Discoverer 3.3、ACQUITY UPLC BEH C18 

(2.1 mm×100 mm, 1.7 μm)(美国赛默飞世尔科技公司); 

Milli-Q 超纯水仪(法国密理博公司); ME203/02 分析天平

[精度 0.001 g, 梅特勒 -托利多仪器 (上海 )有限公司 ]; 

P300H 超声仪(德国艾尔玛公司); CLT55 高速离心机(湖南

湘仪实验室仪器开发有限公司); LG-SY920 粉碎机(中山

市力果电器有限公司 ); UF160 烘箱 ( 德国美墨尔特

MEMMERT 公司); 0.22 μm 微孔尼龙滤膜(天津博纳艾杰

尔有限公司)。 

1.3  液相色谱-质谱条件 

1.3.1  色谱条件 

色谱柱: ACQUITY UPLC BEH C18 (2.1 mm×100 mm, 

1.7 μm); 柱温: 35℃; 进样量: 5 μL; 流速: 0.3 mL/min; 流

动相 A 为乙腈, 流动相 B 为: 0.1% (V:V)甲酸水溶液, 梯度

洗脱 ; 洗脱程序为 : 0~2.0 min, 5% A; 2.0~16.0 min, 

5%~95% A; 16.0~21.0 min, 95% A; 21.0~22.0 min, 95%~5% A; 
22.1~25.0 min, 5% A。 

1.3.2  质谱条件 

电喷雾离子源, 质谱扫描方式: 正离子、负离子分别

扫描方式。采集模式 : 全扫描数据依赖二级扫描 (full 

MS/dd MS2)。喷雾电压: 正离子 3000 V/负离子 2500 V; 

鞘气: 40 Arb; 辅助气: 10 Arb; 离子传输管温度: 350℃; 雾

化器温度: 325℃。一级扫描分辨率为 120000, 质量数扫描范

围 m/z 50~1000 Da, 自动增益控制目标离子数为 1×105。二

级扫描分辨率为 60000, 高能碰撞诱导裂解(higher energy 

collision induced dissociation, HCD)能量为 40%±15%。 

1.4  样品制备及前处理 

将样品(样品粉碎前于105℃烘箱中干燥4 h)经粉碎机磨

成粉末后, 称取 1.00 g 试样于 50 mL 容量瓶中, 加入 30 mL

甲醇-水(7:3, V:V)超声 30 min, 用甲醇-水(7:3, V:V)定容至刻

度线, 转移至 50 mL 离心管中, 于 10000 r/min 离心 10 min, 

取上清液, 经 0.22 μm 有机滤膜过滤后上机测定。 

1.5  数据处理 

将分析样品采集到的全扫描一级质谱数据导入

Compound Discoverer 3.3 (CD 3.3)进行数据分析。通过 CD 

3.3 组学软件分析, 自动识别和综合比较样品间色谱和质

谱信息的差异, 绘制出 PCA 二维散点图, 通过在线化合

物数据库检索匹配所有化合物, 给出样品化合物元素组

成和结构预测信息, 根据咖啡及掺假物样的 S-plot 图, 找

出咖啡及掺假物的差异性化合物[28]。具体参数设定: 质量

偏差设定为 5×10‒6 (5 ppm), 峰对齐最大保留时间偏移设

定为 0.5 min, 信号强度最大偏差为 30%, 信噪比(S/N)最

大窗口为 3, 未知物测定保留时间窗口设定为 0.2 min, 

代谢物组成预测信号强度窗口设定为 0.1, 代谢物组成

预测最大质量偏差 30%, 鉴定数据库为 mzCloud 和

Chem Spider 在线数据库。 

2  结果与分析 

2.1  咖啡豆及掺假物 UPLC-HRMS 分析 

在电喷雾电离(electrospray ionization, ESI)全扫描模

式下采集咖啡豆、黑豆、黑玉米、大麦样品的质谱信息, 如

图 1~4。从图 1 正模式全扫描一级质谱图可以看出咖啡豆

在保留时间为 6.84 min 处出现 m/z 为 195.08688 的特征离

子色谱峰, 该特征离子化合物为咖啡因, 为咖啡豆的主要

特征成分之一[29]。从图 1 负模式全扫描一级质谱图可以看

出咖啡在保留时间为 7.72 min 处出现 m/z 为 335.07764 的

特征离子色谱峰、6.82 min 处出现 m/z 为 353.08826 的特征

离子色谱峰, 其中 m/z为 353.08826特征离子化合物为绿原

酸, 为咖啡豆的主要特征成分之一[30]。图 2 为黑豆全扫描

一级质谱图, 图 3 为黑玉米全扫描一级质谱图, 图 4 为大

麦全扫描一级质谱图, 为了确定样品中主要特征成分, 利

用 CD 3.3 组学技术对采集的高分辨质谱数据进行分析和

数据库检索匹配, 进行主成分分析。 

2.2  咖啡及掺假物主成分分析 

通过 CD 3.3 组学软件分析咖啡豆、黑豆、黑玉米、
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大麦样品 UPLC-HRMS 质谱信息, 将样品按类别进行分

组, 扣除试剂空白, 分别在正和负模式下得到 PCA 得分

散点图, 可以从整体上观察各组样品的分离情况, PCA 图

直观地显示不同样品之间的整体差异。结果显示如图 5, 

在正模式和负模式下, 咖啡豆与黑豆、黑玉米、大麦存在

明显分离, 结果表明咖啡豆与各掺假物之间的主成分差

异较为明显。黑豆与黑玉米和大麦之间主成分存在明显

差异, 黑玉米与大麦分离不明显, 表明组间主成分差异不

明显。PCA 结果表明由于主成分的明显差异, 可快速识别

出咖啡及掺假物。 

 

 
 

图 1  咖啡豆正模式和负模式下的总离子流色谱图 

Fig.1  Total ion chromatograms of coffee bean in positive and negative ion modes 

 

 
 

图 2  黑豆正模式和负模式下的总离子流色谱图 

Fig.2  Total ion chromatograms of black soybean in positive and negative ion modes 

 

 
 

图 3  黑玉米正模式和负模式下的总离子流色谱图 

Fig.3  Total ion chromatograms of black corn in positive and negative ion modes 
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图 4  大麦正模式和负模式下的总离子流色谱图 

Fig.4  Total ion chromatograms of barley in positive and negative ion modes 

 

 
 

图 5  咖啡豆、黑豆、黑玉米、大麦样品 UPLC-HRMS 化合物 PCA 图 

Fig.5  UPLC-HRMS related compound PCA diagrams of coffee bean, black soybean, black corn, barley 

 

2.3  咖啡豆及掺假物差异性成分鉴定 

通过咖啡豆及掺假物 PCA 图可以看出, 咖啡豆与黑

豆、黑玉米、大麦样品间存在明显差异。利用 CD 3.3 组学

软件对咖啡豆、黑豆、黑玉米、大麦的差异成分筛选识别, 

根据母离子的精确质量数、母离子同位素组成和二级质谱

信息确定元素组成, 并利用 mzCloud 和 Chem Spider 在线

数据库进行检索匹配。将咖啡豆与掺假物黑豆、黑玉米、

大麦分成 3 组样品, 并对 3 组样品和试剂空白进行差异化

合物识别, 咖啡豆的主要特征成分见表 1, 根据 S-plot 图结

合变量权重值(variable importance in project, VIP)值>1 和 t

检验P值(P<0.05)筛选差异成分, S-plot图如图 6~8, 掺假物

差异成分鉴定结果见表 2~4。从表 2 结果可以看出, 大豆

苷元、染料木素、黄豆苷元、大豆苷、染料木苷、黄豆黄

苷、色氨酸、精氨酸、异亮氨酸、脯氨酸 10 种差异成分可

以有效地识别咖啡中掺假黑豆。从表 3 结果可以看出, 果

糖、精氨酸、谷氨酸、丝氨酸、脯氨酸、缬氨酸、组氨酸、

鞘氨醇、亚麻酸、异亮氨酸、香芹酮、麦芽糖 12 种差异成

分可以有效地识别咖啡掺假黑玉米。潘丙珍等[31]在测定烘

焙咖啡豆及掺假物中的糖类标记物发现 ,  咖啡样品中 

 

表 1  咖啡豆的主要特征成分 
Table 1  Principal characteristic components of coffee bean 

序号 化合物名称 分子式 加合方式 质荷比 

1 咖啡因 C8H10N4O2 +H 195.0802

2 烟酸 C6H5NO2 +H 124.0319

3 绿原酸 C16H18O9 –H 353.0882

4 异绿原酸 C25H24O12 –H 515.1202

5 葫芦巴碱 C7H7NO2 +H 138.0475

6 咖啡酸 C9H8O4 –H 180.0422

7 巴豆酸 C4H6O2 +H  87.0439

8 4-羟基香豆素 C9H10O2 +H 163.0316

9 松柏醛 C10H10O3 –H 177.0557

10 阿魏酸 C10H10O4 –H 191.0561

11 奎宁酸 C7H12O6 –H 191.0561

12 骆驼蓬碱 C12H10N2O +H 199.0858

13 云香碱 C13H12N2O +H 213.1012
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图 6  咖啡豆和黑豆差异成分 S-plot 图 

Fig.6  S-plot graph of coffee bean and black soybean 
 

 
 

图 7  咖啡豆和黑玉米差异成分 S-plot 图 

Fig.7  S-plot graph of coffee bean and black corn 
 
 

 
 

图 8  咖啡豆和大麦差异成分 S-plot 图 

Fig.8  S-plot graph of coffee bean and barley 
 

主要含有阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖和甘露糖 5 种

糖, 不含果糖, 黑玉米中含有阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、

木糖、果糖, 不含有甘露糖, 果糖是鉴别咖啡豆掺假的一

个重要差异成分。从表 4 结果可以看出, 脯氨酸、鞘氨醇、

甜菜碱、谷氨酸、桐油酸、精氨酸、缬氨酸、异亮氨酸、

天冬酰胺、组氨酸、亚麻酸、色氨酸、丝氨酸、油酸 14

种差异成分可以有效地识别咖啡中掺假大麦。其中精氨酸、

异亮氨酸、脯氨酸可以同时识别咖啡中掺假黑豆、黑玉米、

大麦。由表 2~4 结果可知共鉴定 23 种差异成分, 对咖啡中

的掺假物黑豆、黑玉米、大麦进行掺假鉴别。 

表 2  咖啡豆与黑豆差异成分鉴定表 
Table 2  Identification table difference components of coffee  

bean and black soybean 

序号 化合物名称 分子式 加合方式 质荷比 

1 大豆苷元 C15H10O4 +H 255.0642

2 染料木素 C15H10O5 +H 271.0590

3 黄豆苷元 C16H12O5 +H 285.0673

4 大豆苷 C21H20O9 +H 417.1164

5 染料木苷 C21H20O10 +H 433.1113

6 黄豆黄苷 C22H22O10 +H 447.1268

7 色氨酸 C11H12N2O2 –H 203.0828

8 精氨酸 C6H14N4O2 +H 175.1184

9 异亮氨酸 C6H13NO2 +H 132.1015

10 脯氨酸 C5H9NO2 +H 116.0703
 

表 3  咖啡豆与黑玉米差异成分鉴定表 
Table 3  Identification table difference components of coffee  

bean and black corn 

序号 化合物名称 分子式 加合方式 质荷比 

1 果糖 C6H12O6 –H 179.1000

2 精氨酸 C6H14N4O2 +H 175.1184

3 谷氨酸 C5H9NO4 +H 148.0600

4 丝氨酸 C3H7NO3 +H 106.0496

5 脯氨酸 C5H9NO2 +H 116.0703

6 缬氨酸 C5H11NO2 +H 118.0859

7 组氨酸 C6H9N3O2 +H 156.0762

8 鞘氨醇 C18H37NO2 +H 300.2886

9 亚麻酸 C18H32O2 –H 277.2336

10 异亮氨酸 C6H13NO2 +H 132.1015

11 香芹酮 C10H14O +H 151.1112

12 麦芽糖 C12H22O11 –H 341.1099

 
表 4  咖啡豆与大麦差异成分鉴定表 

Table 4  Identification table difference components of coffee  
bean and barley 

序号 化合物名称 分子式 加合方式 质荷比 

1 脯氨酸 C5H9NO2 +H 116.0703

2 鞘氨醇 C18H37NO2 +H 300.2886

3 甜菜碱 C5H11NO2 +H 118.0859

4 谷氨酸 C5H9NO4 +H 148.0600

5 桐油酸 C18 H30O2 +H 279.2307

6 精氨酸 C6H14N4O2 +H 175.1184

7 缬氨酸 C5H11NO2 +H 118.0859

8 异亮氨酸 C6H13NO2 +H 132.1015

9 天冬酰胺 C4H8N2O3 +H 133.0604

10 组氨酸 C6H9N3O2 +H 156.0762

11 亚麻酸 C18H32O2 –H 277.2336

12 色氨酸 C11H12N2O2 –H 203.0828

13 丝氨酸 C3H7NO3 –H 104.0353

14 油酸 C18H34O2 –H 281.2495
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3  结  论 

本研究建立了基于 UPLC-HRMS 结合组学技术鉴别

咖啡中掺假的方法, 组学技术具有高通量, 快速筛查和鉴

别掺假物。该方法利用超高效液相色谱-高分辨质谱法建立

了咖啡豆及掺假物的高分辨数据库, 运用 CD 3.3 组学软件, 

采用 PCA 和差异特征成分分析, 化合物检索 mzCloud 和

Chem Spider 在线数据库。根据 S-plot 图结合 VIP 值和 t

检验 P 值, 筛选差异性成分, 鉴定出咖啡豆与黑豆差异成

分 10 种, 咖啡豆与黑玉米差异成分 12 种, 咖啡豆与大麦

差异成分 14 种, 从掺假物中共鉴定出 23 种差异成分。通

过对鉴定出的 23 种差异成分分析筛选, 其中精氨酸、异亮

氨酸、脯氨酸为掺假物黑豆、黑玉米、大麦共有特异成分

以及咖啡中不含果糖, 后续进一步研究建立基于果糖、精

氨酸、异亮氨酸、脯氨酸 4 种差异性标志物的含量分析方

法, 应用于咖啡中掺假物黑豆、黑玉米、大麦快速定量掺

假鉴别。同时进一步扩大易掺假样品范围, 建立掺假物的

高分辨数据库, 为咖啡掺假鉴别建立一种高通量、准确、

非靶向识别多种掺假物的方法提供有效技术手段。 
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