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摘要：采用电喷雾串联质谱法（ESI-MS/MS）及化学计量法快速筛选鹿茸促睾丸间质细胞分泌睾酮的活性成分。运用电喷雾串

联质谱法分别检测 6 批鹿茸鲜品和 6 批鹿茸传统加工品中化学成分，并测定各样品增加大鼠睾丸间质细胞的睾酮分泌量，联合主成分

分析（PCA）、偏最小二乘法判别分析（PLS-DA）和正交偏最小二乘法判别分析（OPLS-DA）对得出的一级质谱数据进行分析；实

现鹿茸鲜品和鹿茸传统加工品两组样品的快速区分。采用偏最小二乘法（PLS）和灰色关联度分析（GRA）筛选出其中具有潜在促睾

丸间质细胞分泌睾酮的活性成分，通过对二级质谱数据分析明确其中的可能活性成分的结构和组成。结果表明，鹿茸鲜品与加工品的

组成成分有显著差异，且二者均具有良好的促睾丸间质细胞分泌睾酮的活性，其中活性较强的成分主要为 Tyr-Ser-Phe（m/z 416）和

Phe-Phe-Leu/Ile（m/z 426）。本方法能够简单快速分析鹿茸中促睾丸间质细胞的活性成分，为鹿茸作为保健食品的后续开发提供参考。 
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Abstract: Electrospray tandem mass spectrometry (ESI-MS/MS) and chemometrics were used to screen the active components of 

testosterone secreted by testis stromal cells of Antler antler. Using electrospray tandem mass spectrometry, the chemical composition of 6 batch 

of pilose antler and 6 batch of velvet antler prepared by traditional process was detected. The testosterone secretion of rat leydig cells was also 

determinated. The principal component analysis (PCA), partial least squares discriminant analysis (PLS-DA) and orthogonal partial least squares 

discriminant analysis (OPLS-DA) were used to analyze the mass spectrometry data. Rapid differentiation of fresh velvet antler and traditional 

processed products was achieved. Partial least square method (PLS) and gray correlation degree analysis (GRA) were used to select the active  
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components with potential testosterone secretion by testicular stromal cells. The structure and composition of the possible active components 

were determined by secondary mass spectrometry data analysis. The results showed that the components of fresh antler and traditional processed 

products were significantly different, and both of them had good activity of testosterone secretion by testicular stromal cells. The most active 

components were Tyr-Ser-Phe (m/z 416), PHE-Phe-Leu/Ile (m/z 426), respectively. This method could be used to analyze the active components 

of testicular stromal cells in antler and provide reference for the development of antler as health food. 

Key words: velvet antler; electrospray tandem mass spectrometry; stoichiometry; leydig cell 

 

鹿茸（Cervi Cornu Pantotrichum）是我国传统名

药之一，为鹿科动物梅花鹿（Cervus nippon Temminck）
或马鹿（Cervus elaphus Linnaeus）的雄鹿未骨化而带

茸毛的幼角。在我国有几千年的应用历史，味甘、咸，

性温，归肾、肝经[1,2]。在《神农本草经》中被列为中

品，具有壮肾阳，益精血，强筋骨等功效[3]。鹿茸中

含有氨基酸、蛋白质、磷脂、胆固醇等丰富的营养成

分[4]。用于肾阳不足、精血虚亏、阳痿早泄、宫寒不

孕、头晕耳鸣、腰膝酸软、四肢冷、溃疡久不愈合等
[5]。睾丸间质细胞为睾丸间质内部的内分泌细胞，其

功能主要是分泌睾酮，分泌的睾酮含量占睾酮总量的

95%[6]。通过睾丸间质细胞分泌睾酮的能力和增殖能

力可以表现出其改善雄激素的分泌量和调节生理机能

的能力[7]，故鹿茸的壮肾阳、益精血功效与睾酮分泌

的水平是有着密切的关联。 
电喷雾电离串联质谱技术是一种软电离技术[8]，

为天然产物结构研究的重要手段[9]。直接进样电喷雾

串联质谱法只需要很少的样品量，并且不需要对被分

析物进行分离处理，节省了分析步骤，提高了检测效

率。如能将其与化学计量学方法结合应用，就可将被

分析中药等复杂体系中化学成分组成及结构与其对应

活性相关联，从而达到快速筛选活性成分的目的[10]。

本研究利用电喷雾质谱法对鹿茸鲜品和传统加工品的

化学成分进行分析，结合化学计量法对所获得的电喷

雾质谱指纹图谱及其促睾丸间质细胞分泌睾酮的活性

数据进行分析[11]，快速筛选分析出鹿茸中具有促睾丸

间质细胞分泌睾酮的可能活性成分及其结构，为进一

步探寻鹿茸促睾丸间质细胞分泌睾酮研究提供依据。 

1  材料与方法  

1.1  原料 

1.1.1  样品与试剂 
鹿茸样品采购于吉林省东丰鹿场；乙腈、甲醇和

甲酸（色谱纯），美国 Fisher 公司；超纯水，美国 Milli-Q
纯水仪；四甲基偶氮唑盐（MTT），美国 Amresco 公

司；DMEM 培养基，美国 Gibco 公司，其它试剂为分

析纯，北京化工厂。 

1.1.2  仪器与设备 
6320 ion-trap 电喷雾离子阱质谱，美国 Agilent 公

司；KQ3200BE 超声波清洗器，中国昆山市超声仪有

限公司；Model680 型酶标仪，日本 TAKARA 公司；

TGL-16B 台式离心机，中国上海安亭科学仪器有限公

司；BP211D 型十万分之一电子天平，北京赛多利斯

天平有限公司；GZLY-0.4 型药用真空冷冻干燥机，北

京速原中天科技有限公司；MiliQ 超纯水器，美国密

理博公司；Millipore 微滤仪，美国 Millipore 公司；HH-6
型数显恒温水浴锅，江苏省金坛市荣华仪器制造有限

公司。 

1.2  方法 

1.2.1  样品制备 
将新鲜二杠鹿茸用酒精灯火燎去毛，纵向切成 2

份，其中 1 份用保鲜膜将其断面包裹，用于传统加工，

1 份作为鲜品。 
传统加工：先将包裹好的鹿茸放入沸水中进行煮

炸，每次 1 min；煮炸 5 次，每次煮炸后将连有氮气

的 16 号针头插入到包裹好的茸尖端进行排血，最后一

次煮炸排血后放入 70 ℃的烘箱中烘烤 8 h，取出切成

小块，水洗 5 次，将加工后的样品装袋并保存于 4 ℃
的恒温冰箱中贮藏备用[12]。 

取制备好的鹿茸鲜品以及加工品各 20 g，以 10
倍量的水进行组织粉碎，在 4 ℃下浸提 24 h。取出离

心（3600 r/min，10 min），上清液进行微滤，将微滤

液冻干，备用。 
称取上述样品冻干粉各 1 mg，以 70%甲醇溶解并

定容至 1 mL，12000 r/min 离心 10 min，取上清液，

用 0.45 μm 的醇膜过滤，滤液用于电喷雾质谱分析。 
1.2.2  测定条件 

质量范围 m/z：200~500，实验前质量数经过校正；

目标分子量：400；采用正离子模式。样品由流动注射

泵进样，流速：5 μL/min；干燥气温度：350 ℃；干燥

气流量：9 mL/min；雾化气压强：0.24 MPA（35.0 psi）；
毛细管电压：3.5 kV。 
1.2.3  睾丸间质细胞的分离培养 

取 SD 雄性成年大鼠体重 250~300 g，随机分组。
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大鼠断颈处死，剖开腹腔剥离取出睾丸，放入 Type I
胶原酶中，37 ℃恒温振荡器中振荡消化 30 min，用 3
倍体积 DMEM 稀释终止消化。过滤、离心后制成悬

浮液，吸出后接种于培养瓶中，放于 37 ℃ CO2孵箱

中培养[13]。 
1.2.4  ELISA法测定睾丸间质细胞分泌的睾酮

含量[14] 
在 96孔板中接种密度为 105个/mL细胞悬液，100 

μL/孔，培养 2 d，吸去培养液。样品组每组分别加入

供试品溶液 50 μg/mL、100 μg/mL、200 (μg/mL)/孔；

阳性组加入含人绒毛膜促性腺激素（HCG）的

DMEM/F12 培养液（含 HCG 终浓度为 1 U/mL）100 
μL；空白对照组加入 DMEM/F12 培养液 100 μL；每

组分别设 3 个复孔。处于 37 ℃、5% CO2条件下培养

24 h 后，向预先包被有大鼠睾酮单克隆抗体的酶标板

中加入不同浓度的标准品及样品。然后加入生物素标

记二抗和酶标试剂，在 37 ℃条件下反应 60 min 形成

免疫复合物。用洗涤液洗板 5 次后除去未结合的酶，

再加入底物 A、B，37 ℃条件下显色 10 min。加入终

止液，在 10 min 内测定 450 nm 下的吸光值[15]。 
1.2.5  数据分析 

采用 SIMCA-P 14.1 软件进行主成分分析（PCA）、

偏最小二乘法判别分析（PLS-DA）、正交偏最小二乘

法判别分析（OPLS-DA）和偏最小二乘分析（PLS）；
采用 Excel 进行灰色关联度分析（GRA）。 

2  结果与分析 

2.1  鹿茸鲜品和加工品中化学成分的电喷雾

质谱分析 

 
图1 鹿茸鲜品电喷雾质谱指纹图谱 

Fig.1 Electrospray mass spectrometry fingerprint of antler 

fresh products 

 
图2 鹿茸加工品电喷雾质谱指纹图谱 

Fig.2 Electrospray mass spectrometry of pilose antler processed 

products 

采用正离子扫描模式，在优化的 ESI-MS/MS 条

件下对鹿茸鲜品和加工品进行质谱分析，得到其一级

质谱指纹谱图。 

2.2  睾丸间质细胞分泌的睾酮含量 

表1 睾丸间质细胞分泌睾酮含量（%） 

Table 1 Contents of testosterone secreted by testicular stromal 

cells (%) 

批次 鲜品 加工品 

1 82.723 63.223 

2 70.678 59.879 

3 43.033 48.287 

4 65.638 63.446 

5 53.374 60.622 

6 48.622 88.609 

实验室前期研究不同批次鹿茸鲜品和加工品中的

氨基酸组成、含量以及睾酮分泌活性进行测定，基于

此发现了鹿茸加工前后特征性的差异氨基酸成分。但

鹿茸的药效物质基础主要为多肽类成分，仅仅以氨基

酸作为指标性成分，无法有效的筛选鹿茸中促睾酮分

泌的活性成分。因此在前期活性数据基础上结合基于

ESI-MS/MS 技术的鹿茸全成分的分析结果，更准确有

效的筛选活性成分[16]。 

2.3  鹿茸鲜品和加工品电喷雾质谱指纹图谱

的多元统计分析 

将每个样品质谱数据 m/z 200~500 范围内的质谱

峰丰度作为变量，应用 SIMCA14.1 软件对每个导出的

一级质谱数据进行 PCA 分析，所得结果见图 3。图中

每个点代表 1 个样本，鹿茸鲜品与加工品之间在一定 
 



现代食品科技 Modern Food Science and Technology 2021, Vol.37, No.4 

265 

程度上具有差异性。但 PCA 分析不能忽略组内误差，

不能消除与研究目的无关的随机误差。因此采用有监

督的 OPLS-DA 可降低组内差异，突出组间变异规律
[17,18]。而 OPLS-DA 的使用必须以 PLS-DA 模型通过

验证为基础。 

 
图3 鹿茸鲜品与加工品的PCA得分散点图 

Fig.3 PCA distribution of antler fresh and processed products 

 
图4 鹿茸鲜品与加工品的PLS-DA 模型验证图 

Fig.4 PlS-DA model verification diagram of antler fresh 

products and processed products 

 
图5 鹿茸鲜品与加工品的OPLS-DA得分散点图 

Fig.5 OPLS-DA scatter plot of fresh antler and processed 

products 

图 4 显示 PLS-DA 模型的拟合程度良好，左端任

何一次随机排列产生的 R2（0.621）和 Q2（-0.115）值

均小于右端的原始值，表明原始模型的预测能力较任

何一次随机排列 y 变量的预测能力都大，即模型有效。 

OPLS-DA 分析能够将组间差异最大化，由图 5
可以看出鹿茸鲜品与加工品明显分为两类，得到良好

区分，表明加工前后的鹿茸存在差异。同时采用 VIP
值的大小来筛选差异较大的成分，VIP 值>1 的变量能

够对样品的分类起关键性作用。由表 2 分析可知 m/z 
258、409、416、408、426、375、315、392、483、393、
354、453 和 437 可以作为鹿茸鲜品与加工品主要差异

性成分。 

表2 鹿茸鲜品与加工品的OPLS-DA VIP贡献值（VIP>1） 

Table 2 Opls-da VIP contribution value of velvet antler fresh 

products and processed products (VIP>1) 

编号 质荷比 VIP 

1 258 1.79225 

2 409 1.2406 

3 416 1.23998 

4 408 1.14119 

5 426 1.13574 

6 375 1.11851 

7 315 1.09436 

8 392 1.08604 

9 483 1.06628 

10 393 1.05049 

11 354 1.04403 

12 453 1.03112 

13 437 1.01909 

表3 各离子峰对促促睾酮分泌活性贡献关联度 

Table 3 Correlation degree of contribution of each ion peak to 

the activity of promoting testosterone secretion 

标号 离子峰 m/z 关联系数  标号 离子峰 m/z 关联系数

1 408 0.855707 16 453 0.81837

2 416 0.855589  17 365 0.816773

3 409 0.851602  18 376 0.807449

4 426 0.851414  19 342 0.805817

5 393 0.846361  20 475 0.805428

6 359 0.846287  21 369 0.797599

7 274 0.844501  22 350 0.792341

8 258 0.844245  23 369 0.775817

9 481 0.841451  24 363 0.770588

10 315 0.831436  25 306 0.760039

11 392 0.831091  26 382 0.758729

12 497 0.830649  27 358 0.720086

13 437 0.822912  28 354 0.71414

14 483 0.821798  29 333 0.708382

15 375 0.82118     
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2.4  鹿茸鲜品和加工品电喷雾质谱指纹图谱

与促睾酮分泌活性的灰色关联度分析 

灰色关联分析的目的是确定参考序列和若干个比

较序列之间的关联系数和关联度，寻求系统中各个因

素间的主要关系[19]。通过对原始数据标准化转化后，

计算灰色关联度。所得关联度见表 3，依据关联性的

大小，确定各成分对促睾酮分泌作用贡献的大小顺序

为：m/z 408>416>409>426>393>359>274>258>481> 
315>392>497>437>483>375>453>365>376>342>475>
368>350>369>363>306>382>358>354>333。其中 4 个

离子峰所代表的化学成分与促睾酮分泌活性的关联

度>0.85，但与其它离子峰的关联度差别不明显，因此，

鹿茸的促 Leydig 细胞睾酮分泌作用是由多组分共同

发挥作用的结果。 

2.5  鹿茸鲜品和加工品电喷雾质谱指纹图谱

与促睾酮分泌活性的偏最小二乘法分析 

偏最小二乘法(PLS)是一种高效的统计回归技术，

适用于基因组和蛋白质组学数据的分析[20]。利用

SIMCA14.1 软件，经过多次提取主成分，多次迭代，

拟合出鹿茸鲜品和加工品的电喷雾质谱一级质谱中共

有离子峰丰度数据与促睾酮分泌活性数据之间的数理

方程：Y=0.0600106X258+0.0781771X274-0.086587X306 

+0.113733X315-0.0797819X333+0.0968694X342- 
0.0432387X350+0.0388062X354-0.0576641X358+ 
0.00138796X359-0.0175176X363-0.062117X365+0.041837 
X368+0.052248X369-0.0666202X375+0.0339687X376+ 
0.0597742X382-0.0131358X392+0.00365154X393+ 
0.0131067X408+0.0275998X409+0.0854705X416+ 
0.0868593X426+0.0721696X437+0.0808682X453+ 
0.0650291X475+0.0585195X481+0.0607728X483+ 
0.061128X497，各离子峰所代表的化学成分对对促睾酮

分泌活性贡献大小顺序为：m/z 315>342>426>306> 
416>453>333>274>437>375>475>365>497>483>258>
382>481>358>369>350>369>354>376>409>363>392>
408>393>359，其中 m/z 258、274、315、342、354、
359、368、369、376、382、393、408、409、416、426、
437、453、475、481、483 和 497 与活性呈正相关，

而 m/z 306、333、350、358、363、365、375 和 392
与活性呈负相关。 

2.6  促睾酮分泌活性成分结构分析 

综合灰色关联度分析和偏最小二乘法分析结果，

可以发现对促睾酮分泌活性贡献最大的前 5 位离子峰

有 2 个是重合的，分别是 m/z 416 和 426，同时与活性

呈正相关，因此重点对这两个离子峰所代表的化学成

分的结构进行分析。 
2.6.1  m/z 416 二级质谱分析 

 
图6 m/z 416二级质谱图 

Fig.6 Secondary mass spectrometry of m/z 416 

二级质谱图中 m/z 416 为[M+H]+离子峰，说明其

分子量为 415。在电子碰撞解离过程中，[M+H]+脱去

一分子 H2O 产生 m/z 398，[M+H]+，酰胺键断裂后电

荷保留于 N-端形成的 b 碎片离子，m/z 值（b1：164，
b2：251），在二级质谱中从肽链 C 端被以此轰击下来

片段的 m/z 值为 87（b2-b1），其对应的氨基酸残基为

Ser（105-H2O），b1碎片（m/z：164）对应的氨基酸离

子为 Tyr（181-NH3），[M+H]+（m/z：416)离子失去一

分子 Phe（165）生成 b2离子（m/z：251）；所以，m/z
为 416 的肽离子氨基酸序列应为 Tyr-Ser-Phe。 

2.6.2  m/z 426 二级质谱分析  

 
图7 m/z 426二级质谱图 

Fig.7 Secondary mass spectrometry of m/z 426 
二级质谱图中 m/z 426 为[M+H]+离子峰，说明其

分子量为 425。在电子碰撞解离过程中，[M+H]+脱去

一分子 H2O 产生 m/z 408，酰胺键断裂后电荷保留于

N-端形成的 b 碎片离子 m/z 值（b1：148，b2：295），
在二级质谱中从肽链 C 端被以此轰击下来片段的 m/z
值为 147（b2-b1），其对应的氨基酸残基为 Phe
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（165-H2O），b1碎片（m/z：148）对应的氨基酸离子

为 Asn（165-NH3），[M+H]+（m/z：426）离子失去一

分子 Leu（131）生成 b2离子（m/z：295），由于质谱

无法区分 Leu 和 Ile，因此 Leu 也可能为 Ile，故 m/z
为 426 的肽离子氨基酸序列应为 Phe-Phe-Ile 或

Phe-Phe-Leu。 

3  讨论 

鹿茸作为我国传统中药保健食品，具有壮肾阳，

益精血，增强免疫力，抗衰老等功效[21]。在鹿茸的众

多成分中，主要的活性成分为鹿茸多肽，鹿茸多肽具

有促进生殖功能、保护神经、增强免疫力、保护心肌

损伤、保护肝损伤、对组织创伤修复等功效[22]。杨若

明等[23]通过观察麋鹿茸对大鼠生殖系统的影响，结果

发现麋鹿茸提取液具有明显促进雌鼠生殖系统发育的

作用。傅雷等[24]研究发现随着鹿茸多肽含量的增加，

鹿茸多肽可以促进小鼠子宫的生长发育，且与剂量呈

正相关。程津津等[25]通过不同分组小鼠灌胃发现不同

剂量的鹿茸可使子宫和阴道器官的脏器指数以及雌二

醇水平有所提高，说明鹿茸具有雌激素的作用。孙慧

等[16]对鹿茸中的氨基酸组成进行分析，确定谷氨酸可

作为鹿茸加工品质量控制的指标性成分之一。多肽类

成分作为鹿茸的主要药效物质基础，本文针对此类物

质探索鹿茸对睾丸间质细胞的影响。 
对鹿茸的研究分析方法多采用紫外分光光度法、

红外光谱法、薄层色谱法、高效液相色谱法等[26]，而

ESI-MS/MS 作为一种软电离技术，进样量少，且无需

分离处理样品，简单快速。本研究利用 ESI-MS/MS
对鹿茸加工前后的样品进行质谱分析，结合多元统计

分析对所获得的指纹图谱数据进行处理，能够很好的

区分开鹿茸鲜品和传统加工品，并筛选出 m/z 258、
409、416、408、426、375、315、392、483、393、354、
453 和 437 的肽类成分可以作为鹿茸鲜品与加工品主

要差异性物质，为鹿茸传统加工品的鉴定提供了新的

思路和方法。 

4  结论 

应用偏最小二乘法（PLS）和灰色关联度分析

（GRA）对所获得的一级质谱数据进行处理，快速筛

选出具有促大鼠睾丸间质细胞分泌睾酮的可能成分。

值得注意的是，通过与鹿茸加工前后一级谱数据多元

统计分析结果筛选出的差异性成分相对照可以发现

m/z 416 和 m/z 426 均为排名靠前的差异性成分，根据

二级质谱数据对 2 个可能活性成分进行解析，其结构

分别为 Tyr-Ser-Phe（m/z 416）和 Phe-Phe-Leu/Ile（m/z 

426）。本研究推测出的活性成分为具有对活性正向影

响的化合物，且排序靠前，关于排序靠后以及负向影

响的化合物的结构及其活性还需进一步深入的研究。 
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