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#是牛乳的主要致敏蛋白之一!亟需开发一种准确且可追溯的准确定量分析方

法,本研究利用胰蛋白酶酶解
!
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后!采用同位素稀释质谱"
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#法对特定多肽进行定量分析,同

时考察氘标记特征多肽
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作为内标对色谱行为和检测结果的影响!并进行方法学验证,结果表明!本方法的回收率为
XW\M[
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MWU\T[

!变异系数"
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,分析来自国内市场的
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个样本!
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L\R[

!合成成本较低的氘标

记多肽在蛋白质定量中可作为MS
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标记多肽的可靠替代,本方法抗干扰能力强/灵敏度高/准确度

高/重现性好!有助于提高
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定量结果在不同实验室之间的可比性,
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食品过敏是指由于摄入某些食品蛋白质后

诱发人体出现不良免疫反应的现象!这种导致

人体出现不良症状的抗原物质称为过敏原&

M1S

'

,

过敏原问题是食品安全领域的重要问题之

一&

N

'

,食品过敏原本质上是蛋白质!部分过敏

人群的过敏原为乳品!且发病率呈上升趋势,

!

1

乳球蛋白"

!

1D=

#是牛乳中具有较强致敏性的

一种蛋白质&

R1T

'

!致敏风险远超过牛乳中其他蛋

白质,因此!对乳制品中主要过敏原
!

1D=

的

准确定量意义重大,

目前!乳品蛋白的检测方法主要包括酶联

免疫吸附 "

ID8@Y

#法&

Q

'

/聚合酶链式反应

"

C>!

#

&

X

'和液相色谱
1

串联质谱"

D>1?@

%

?@

#

法&

MW1MU

'

,其中!

ID8@Y

操作简便!但易受复杂

基质成分的干扰!出现交叉反应现象)

C>!

法

特异性强!但检测结果偏差较大)

D>1?@

%

?@

法将色谱的高分离能力与质谱的高灵敏度相结

合&

MS

'

!在定性和定量方面具有显著优势!但其

测定乳品蛋白时存在较强的基质效应&

MN

'

,同

位素稀释质谱法"

8J?@

#是一种特殊的内标法!

国际计量组织规定
8J?@

可作为基准方法或绝

对方法!能够极大地避免前处理操作/基质效应

等对结果造成的影响!实现测量结果的高准确

性,利用
8J?@

法能够有效消除基质效应!因

此!建立
D>1?@

%

?@18J?@

方法结合多反应监

测模式"

?!?

#有助于准确定量分析牛奶中的

!
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,在
8J?@

中!同位素内标是检测的关

键!目前多为MS

>

和MR

O

标记化合物!其合成步

骤多/价格昂贵/实验成本较高,近年来!氘

标记的化合物应用快速发展&
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记氨基酸的价格仅为其他稳定同位素"如MS

>

/

MR
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等#标记氨基酸的三分之一,利用氘标记

氨基酸合成的多肽能有效降低同位素稀释质

谱法定量蛋白质的成本!但目前尚未有研究

对比氘标记的多肽和MS

>

/

MR

O

标记的多肽作为

内标在定量分析牛奶中
!

1D=

的色谱行为和

对检测结果的影响,

本研究建立
U

种不同内标
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O18fQ

#的同位素稀释质谱法!用于测定

不同市售牛奶中
!

1D=

的含量!同时探究氘标特

征多肽作为其他稳定核素多肽替代的可行性,
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仪器与装置
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型液质联用仪(美

国
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公司产品)
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型纯水

机(德国
?")#K

公司产品)

cCUWR

称量天平(瑞

士梅特勒公司产品)

F=D1ML3!

冷冻离心机(上

海安亭科学仪器厂产品)热鼓风恒温仪(上海一

恒科学仪器有限公司产品)津腾溶剂过滤器(天

津市津腾实验设备有限公司产品,
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材料与试剂

碳酸氢铵/碘乙酰胺"

8Y?

#/二硫苏糖醇
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JFF

#/胰蛋白酶和
!
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(纯度
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XQ[
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/3

公司产品)甲酸/乙腈(
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级!中国
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公司产品)骆驼奶粉(卡漠迪拜
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公

司产品)多肽
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由上海化工研究院有限公司提供,
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种牛奶样品(购自当地超市,
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标准溶液的配制

)?+?)

!

储备标准溶液
!

精确称取适量的"精确

至
W\WM/

:

#

!

1D=

特征多肽固体!用超纯水溶

解!配制成
R\WW

:

%

D

!

1D=

特征多肽标准储备

溶液!于
dUW^

保存,

)?+?-

!

内标储备液
!

精确称取适量的"精确至

W\WM/

:

#

!

1D=

特征氘标多肽固体!用超纯水溶

解!配制成
R\MW

:

%

D

内标多肽
J

L

18fQ

标准储

备溶液!于
dUW^

保存,

精确称取适量"精确至
W\WM/

:

#

!

1D=

特

征双标多肽固体!用超纯水溶解!配制成
R\WT

:

%

D

内标多肽MS

>

L

!
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O18fQ

标准储备溶液!于

dUW^

保存,

)?+?+

!

工作标准溶液
!

精密量取适量的储备

标准溶液!用骆驼奶粉空白基质"

MW

:

%

D

#梯度

稀释!配制成
W\UR

/

W\RW

/

M\WW

/

M\RW

/

U\RW

/

N\WW

和
R\WW

:

%

D

系列标准工作溶液!每个浓度加入

一定量的内标储备液!现用现配,

)?,

!

样品处理

量取约
U/D

牛奶样品至
MWW/D

容量瓶

中!用
W\WR/+&

%

D

碳酸氢铵定容至刻度线!置

于涡旋混合器上充分溶解!备用,用移液枪准

确移取
UWW

"

D

上述样液于
M\R/D

液相瓶中!

随后加入
RW

"

DW\M/+&

%

DJFF

溶液!于
RR^

恒温仪中反应
LW/-$

!待反应温度降至室温

后!加入
MWW

"

DW\M/+&

%

D8Y?

溶液!于
SW^

避光反应
SW/-$

)然后加入
MWW

"

DM

:

%

D

胰蛋

白酶溶液!于
ST^

过夜反应"

ML(

#)最后加入

MWW

"

DMW[

甲酸水溶液!室温静置
SW/-$

终

止反应,终止反应后!在
N^

下将样品以
RRWW

)

%

/-$

离心
MW/-$

!上清液过
W\UU

"

/

滤膜后

转移至新的液相瓶中!待
HCD>1?@

%

?@

分析,
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实验条件
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!

色谱条件
!

色谱柱(

@(-/3,;*>MQ

柱

"

N\L//]URW //]R

"

/

#)流动相(

Y

为

W\M[

甲酸水溶液!

V

为
W\M[

甲酸乙腈溶液)

流速
M\W/D

%

/-$

)梯度洗脱程序(

W

#

S\W/-$

"

MW[V

#!

S\W

#

MS\W/-$

"

MW[

#

SW[V

#!

MS\W

#

MN\W/-$

"

SW[

#

XW[V

#!

MN\W

#

MQ\W /-$

"

XW[V

#)柱温
SR^

)进样量
MW

"

D

,

)?I?-

!

质谱条件
!

电喷雾"

I@8

#离子源!毛细

管电压
S\RK̀

!鞘气流速
MS/D

%

/-$

!离子传输

管温度
UTR^

!碰撞电压"

>I

#

UW"̀

)多反应监

测模式)特征多肽
8f1Q

的
"

%

#NRX

'

QWS

!内标

肽
J

L

18fQ

的
"

%

#NLU

'

QWX

!内标肽MS

>

L

!

MR

O1

8fQ

的
"

%

#NLU\R

'

QMW

,

-

!

结果与讨论

-?)

!

多肽的选择

采用不同方法的组合选择适合乳品
!

1D=

定量的特征多肽,利用局部比对搜索工具

VDY@F

与
O>V8

数据库中的多肽条目!对比这

些多肽与其他食品中的蛋白质,用胰酶消化

QSN
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!

1D=

!以便使用以下标准选择定量多肽(多肽

长度
T

#

MR

)在肽序列中不存在
?"%

/

>

'

.

/

F)

2

氨基酸残基以及几乎没有已知的翻译后修饰,

预选潜在的定量多肽后!用胰蛋白酶消化

!

1D=

!进行
D>1?@

%

?@

分析!鉴定并选择能够

较好离子化的
8JYDOIOf

作为定量多肽!另

外
U

条潜在的多肽
D̀̀ DJFJgf

和
FCÌ J1

JIYDIf

作为定性多肽,

-?-

!

空白基质的选择

通过向空白基质中加入纯品
!

1D=

可以很

好地模拟样品中目标蛋白的实际酶解过程和基

质影响,根据蛋白质序列的物种同源性!发现

所选择的标志多肽
8JYDOIOf

与骆驼奶/马

奶和驴奶无任何同源性,根据可获得性!选择

骆驼奶粉作为空白基质!并通过质谱进一步

确认骆驼奶粉不含
!

1D=

!不会对检测结果造

成干扰!且骆驼奶的成分与牛奶较接近,

-?+

!

内标多肽的选择

氘标记氨基酸的合成成本低于其他稳定同

位素"如MS

>

/

MR

O

等#标记的氨基酸,目前!同位

素标记定制多肽的合成关键在于标记原料氨基

酸的获取!使用氘标记氨基酸合成的多肽作为

内标能有效降低同位素稀释质谱法定量分析蛋

白质的成本,因此!对比内标肽
J

L

18fQ

和

MS

>

L

!

MR

O18fQ

作为同位素内标试剂的效果!本

实验分别从两者作为内标方法学的拟合曲线

的线性关系/精密度/准确度/检出限和定量

限进行考察,

-?+?)

!

线性关系
!

将系列标准工作溶液按照

浓度从低到高依次进样!以浓度为横坐标!分别

以特征多肽
J

L

18fQ

和MS

>

L

!

MR

O18fQ

的峰面积

为纵坐标!建立线性关系,结果表明!内标肽

J

L

18fQ

的回归方程为
:

iW\WUWUCdW\WWQS

"

&

U

iW\XXX

#!内标肽MS

>

L

!

MR

O18fQ

的回归方程

为
:

iW\WSLSCdW\WNRM

"

&

U

iW\XXX

#!在
W\UR

#

R\WW

:

%

D

浓度范围内均具有良好的线性关系!

可以满足乳品定量分析要求,

-?+?-

!

检出限和定量限
!

向骆驼奶粉空白基

质溶液中加入
W\M/

:

!

1D=

标准品!按
M\N

节

方法处理样液并测定!以峰峰比计算信噪比

"

(

%

!

#!以
(

%

!iMW

为定量限"

D<E

#!

(

%

!iS

为检出限"

D<J

#,结果表明!以
J

L

18fQ

为内

标的
D<E

为
W\WWLN

:

%

D

!

D<J

为
W\WWMX

:

%

D

)

以MS

>

L

!

MR

O18fQ

为内标的
D<E

为
W\WWTN

:

%

D

!

D<J

为
W\WWUU

:

%

D

,

-?+?+

!

精密度
!

称取
MM

份市售牛奶样品!按

M\N

节方法处理并测定!以
J

L

18fQ

/

MS

>

L

!

MR

O1

8fQ

为内标的方法日内相对标准偏差"

!@J

#分

别为
R\S[

/

N\T[

)用同一方法连续测定
R

天!

方法日间
!@J

分别为
T\M[

/

L\R[

,

-?+?,

!

准确度
!

通过向牛奶中添加
!

1D=

标

准品考察同位素内标法的准确度!理论添加量

分别为
M

/

MW

和
MWW

:

%

D

,涡旋混合后按
M\N

节方法处理!分别将以
J

L

18fQ

/

MS

>

L

!

MR

O18fQ

为内标设为
Y

/

V

组,进样分析得到各添加水

平的回收率列于表
M

,

表
)

!

加标回收率实验结果#

#WI

$

F./8")

!

E=V"(92

3

.92%=9"(9%;&"0%V"&

#

&.9"

#

#WI

$

化合物

>("/-#3&

#+/

2

+*$,

添加水平

Y,,-%-9"

#+$%"$%

%"

:

%

D

#

Y

组回收率

=)+*

2

Y)"#+9")

'

)3%"

%

[

Y

组
!@J

=)+*

2

Y

!@J

%

[

V

组回收率

=)+*

2

V

)"#+9")

'

)3%"

%

[

V

组
!@J

=)+*

2

V

!@J

%

[

本底值 $ $

R\S

$

L\R

!

1

乳球蛋白
M\W XU\L L\U XR\L T\M

MW\W XN\N N\Q XW\M R\S

MWW\W MWM\M U\R MWU\T S\T

!!

进一步研究发现!氘标记多肽
J

L

18fQ

的色

谱行为存在同位素效应!即氘标记多肽
J

L

18fQ

和天然多肽
8fQ

之间存在出峰时间的微小差

异"约
W\WU.

#!而双标多肽MS

>

L

!

MR

O18fQ

与天

然多肽
8fQ

的保留时间完全一致!均为
Q\MX/-$

!

示于图
M

,因此!在一些权威的国际比对中!仍

建议使用MS

>

或MR

O

标记的氨基酸和多肽,虽然

氘标多肽有微小的同位素效应!但近年来!质谱

XSN

第
S

期
!!

陈燕秋等(高效液相色谱
1

同位素稀释质谱法准确定量牛乳中
!

1

乳球蛋白



的快速发展使氘标记肽的应用显著增加,如在

药物代谢研究阶段!需使用大量标记肽段药物

用于实验动物或人体等复杂系统中寻找新的代

谢途径或代谢产物!使用价格较低廉的氘标氨

基酸或多肽替代其他核素,

-?,

!

实际样品的定量

取
R

种不同品牌的市售牛奶!分别利用建

立的以
J

L

18fQ

和MS

>

L

!

MR

O18fQ

为内标的同位

素稀释质谱法!在多肽水平对
!

1D=

进行准确

定量分析!结果列于表
U

,可以发现!虽然不同

品牌牛奶中
!

1D=

含量有差别!但相差不大)

对比
U

种不同内标对同一牛奶样品的定量结

果!二者仅相差
W\WM

#

W\MM

:

%

D

!以
J

L

18fQ

和MS

>

L

!

MR

O18fQ

为内标定量奶品的
!@J

分别

为
S\U[

#

L\R[

/

U\X[

#

R\Q[

,使用MS

>

L

!

MR

O18fQ

和
J

L

18fQ

作为内标对实际奶品的定量

结果表明!

J

L

18fQ

和
8fQ

之间出峰时间
W\WU.

的差异对实际奶品的定量结果无影响,

图
)

!

氘标记多肽的同位素效应图

12

3

4)

!

E(%9%

<

"";;"09'2.

3

&.7

%;'":9"&2:78./"8"'

<

"

<

92'"(

表
-

!

实际样品的检测#

#WM

$

F./8"-

!

H"9"092%=%;.09:.8(.7

<

8"(

#

#WM

$

奶品

?-&K

内标

8$%")$3&.%3$,3),

!

1D=

含量

>+$%"$%+0

!

1D=

%"

:

%

D

#

平均值

Y9")3

:

"

%"

:

%

D

#

相对标准偏差

!@J

%

[

M

'

J

L

18f

Q

S\NT

!

S\SS

!

S\RQ

!

S\LL

!

S\RW

!

S\NX S\RW S\U

MS

>

L

!

MR

O18f

Q

S\RX

!

S\TN

!

S\LW

!

S\LM

!

S\RN

!

S\NU S\RQ U\X

U

'

J

L

18f

Q

U\XM

!

U\XM

!

U\TR

!

S\MS

!

U\XQ

!

S\WW U\XR N\S

MS

>

L

!

MR

O18f

Q

S\MR

!

U\QQ

!

U\TX

!

S\MU

!

S\WN

!

U\XQ U\XX N\L

S

'

J

L

18f

Q

S\WU

!

U\QR

!

U\QW

!

S\MX

!

S\MN

!

S\WU S\WW R\M

MS

>

L

!

MR

O18f

Q

S\MQ

!

S\MR

!

U\XS

!

U\XS

!

S\SS

!

S\MR S\MM R\W

N

'

J

L

18f

Q

U\TM

!

U\NX

!

U\SQ

!

U\LN

!

U\NR

!

U\RT U\RN N\X

MS

>

L

!

MR

O18f

Q

U\QU

!

U\LS

!

U\RR

!

U\TM

!

U\RT

!

U\NS U\LU R\U

R

'

J

L

18f

Q

S\UW

!

U\XT

!

S\MU

!

U\LN

!

U\XL

!

S\WM U\XQ L\R

MS

>

L

!

MR

O18f

Q

U\LQ

!

U\XN

!

U\XU

!

S\MT

!

S\WS

!

S\WX U\XT R\Q

+

!

结论

本研究采用靶向蛋白质组学筛选出
!

1D=

中具有高度特异性的特征多肽
8fQ

!并选择合

适的空白基质!将
?!?

模式与酶解技术相结

合!引入
J

L

18fQ

和MS

>

L

!

MR

O18fQU

种同位素内

标!建立准确定量
!

1D=

的同位素稀释质谱法!

并进行方法学考察,结果发现!

U

种内标的定

量效果接近!均能满足各种牛奶中
!

1D=

的定

性/定量分析要求,
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