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靶向蛋白质组学技术在食品安全检测的应用
陈梦琪1,2，彭淼曦2，刘婧文2，黄成栋2，吴祖庆2，凌  莉2，袁慕云2，陈文锐2，胡松青1,*

（1.华南理工大学食品科学与工程学院，广东 广州 510641；2.广州海关技术中心，广东 广州 510623）

摘  要：食品安全是关乎国民健康的重大公共卫生问题。基于质谱的靶向蛋白质组学凭借其灵敏度高、特异性强和

定量准确性好等优势，在评估食品安全方面发挥着越来越重要的作用。本文首先介绍多反应监测和平行反应监测 

两种常见的靶向蛋白质组学技术；重点综述近5 年靶向蛋白质组学技术在食品安全检测领域的最新研究进展，主要

涉及动物源性食品掺假鉴别、食物过敏原检测和食源性致病菌及其毒素检测；最后对该领域未来发展进行展望。
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Application of Targeted Proteomics in Food Safety Detection
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Abstract: Food safety is a major global public health concern. Targeted proteomics based on mass spectrometry (MS) plays 

an increasingly important role in addressing this issue due to its high sensitivity, specificity, and quantitative accuracy. In this 

article, two common targeted proteomics approaches including multiple reaction monitoring (MRM) and parallel reaction 

monitoring (PRM) are briefly introduced. The progress that has been made in the application of targeted proteomics in 

food safety detection in the last five years is summarized including authentication of animal-derived foods, analysis of food 

allergens, and detection of foodborne pathogens and their toxins. Meanwhile, an outlook on the future development of this 

field is given.

Keywords: targeted proteomics; food safety; multiple reaction monitoring; parallel reaction monitoring

DOI:10.7506/spkx1002-6630-20240529-249

中图分类号：TS207.3                                       文献标志码：A 文章编号：1002-6630（2024）23-0297-14

引文格式：

陈梦琪, 彭淼曦, 刘婧文, 等. 靶向蛋白质组学技术在食品安全检测的应用[J]. 食品科学, 2024, 45(23): 297-310. 

DOI:10.7506/spkx1002-6630-20240529-249.    http://www.spkx.net.cn

CHEN Mengqi, PENG Miaoxi, LIU Jingwen, et al. Application of targeted proteomics in food safety detection[J]. 

Food Science, 2024, 45(23): 297-310. (in Chinese with English abstract) DOI:10.7506/spkx1002-6630-20240529-249.     

http://www.spkx.net.cn

收稿日期：2024-05-29

基金项目：“十四五”国家重点研发计划重点专项（2022YFF1100805）

第一作者简介：陈梦琪（1996—）（ORCID: 0009-0007-3491-7297），女，博士，研究方向为分析化学。

E-mail: Mengqi_Chen_@hotmail.com 

*通信作者简介：胡松青（1972—）（ORCID: 0000-0003-3262-8911），男，教授，博士，研究方向为食品生物技术与生物加工。

E-mail: fesqhu@scut.edu.cn

食品质量与安全及其相关风险是全世界关注的重大

问题，不仅严重危害消费者健康，还对经济和社会发展

造成巨大的负面影响[1]。为了在食品生产、加工、贮存、

运输、销售到食用前的各个环节中做好食品安全控制，

必须建立快速、可靠的分析检测方法。蛋白质是生命活

动的主要承担者，也是食品的主要组成成分之一。通过

蛋白质组学技术，可以快速、准确地检测食品中蛋白质

含量、组成和结构变化，这为评估食品真实性、质量和

安全提供了有力的工具[1]。

基于质谱的蛋白质组学主要分为两类：发现蛋白质

组学和靶向蛋白质组学[2]。发现蛋白质组学旨在全面鉴定

样品中的蛋白质。与发现蛋白质组学相反，靶向蛋白质

组学是有针对性地分析样品中的特定蛋白质或多肽标志

物。得益于此，靶向蛋白质组学具有灵敏度高、特异性
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强、重现性好等优点，特别适合从复杂样本（如食品）

中获取蛋白质的定性和定量信息。利用靶向蛋白质组学

技术开展的动物源性食品掺假鉴别、食物过敏原定量检

测均凸显了该方法的优越性[2-4]。近5 年，靶向蛋白质组

学技术在食品安全检测领域取得了许多新的进展[5]，例

如通过分析特征肽准确检测食源性致病菌，对食品微生

物安全控制具有重要意义。本文主要系统介绍靶向蛋白

质组学技术，综述其在食品安全检测领域的最新研究进

展，并展望未来的发展方向。

1 靶向蛋白质组学技术概述

靶向蛋白质组学从其概念的提出，发展至今已逐渐

成为食品科学研究的重要工具 [1]。图1为靶向蛋白质组

学研究策略的工作流程示意图。食品样品首先通过蛋白

提取（如超声处理）和胰蛋白酶解转化为多肽混合物。

然后，通过高效液相色谱-串联质谱（high performance 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry，HPLC-

MS/MS）仪采集特定多肽的母离子及其子离子的质谱数

据，从而实现目标蛋白质的定性和定量分析（图1a）。
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a.样品处理流程；b.多反应监测（multiple reaction monitoring，MRM）采

集模式；c.平行反应监测（parallel reaction monitoring，PRM）采集模式。

图 1 靶向蛋白质组学的工作流程示意图

Fig. 1 Schematic workflow of targeted proteomics

靶向蛋白质组学基于质谱技术，主要包括MRM

和PRM两种方法。其中，MRM也称为选择反应监测

（selected reaction monitoring，SRM），通常在三重四极

杆质谱（triple quadrupole mass spectrometry，QQQ MS）

仪上进行，主要包括3 个阶段（图1b）：1）第一级四极

杆质谱（Q1）扫描筛选出与目标多肽分子质量一致的母

离子；2）在第二级四极杆质谱（Q2）对母离子进行碰撞

碎裂；3）最后通过第三级四极杆质谱（Q3）采集来自目

标子离子的质谱信号。通过这种方式，MRM技术尽可能

地排除了其他离子的干扰，提高了目标多肽的信噪比，

进而提高了对目标多肽定性和定量检测的灵敏度和可重

复性（表1）。PRM衍生于MRM，是以混合型质谱仪如

四极杆-线性轨道阱串联质谱（quadrupole-Orbitrap tandem 

mass spectrometry，Q-Orbitrap MS/MS）仪和四极杆-飞

行时间串联质谱（quadrupole-time of flight tandem mass 

spectrometry，Q-TOF MS/MS）仪为基础的高分辨率质谱

检测平台。与MRM每次执行一次跃迁（母离子和子离子

对）不同，PRM通过母离子对每次跃迁执行全扫描，从

而同时监测所有子离子（图1c），避免了子离子的选择

和优化，使PRM方法开发更容易。此外，与MRM相比，

PRM使用的Orbitrap和TOF质谱仪具有更高的分辨率和质

量精度，从而提供更高的选择性，改善了目标多肽与背

景多肽的分离（图2）。值得指出的是，尽管MRM的选

择性较低，但其较高的灵敏度使其仍是许多科学研究的

首选方法。

表 1 MRM和PRM对比

Table 1 Comparison of MRM and PRM

方法 MRM PRM

常用仪器 QQQ Q-Orbitrap、Q-TOF

灵敏度 非常高 高

选择性 中 非常高

重复性 非常高 非常高

方法开发难度 高 中

是否定量 是 是
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a. 100 ng/mL；b. 1 ng/mL；c. 0.5 ng/mL；d. 0 ng/mL。下标1. 

MRM 695.4(y6)；下标2. PRM 695.419 3(y6)；其中数字代表

所采集的多肽碎片分子质量/Da，括号内代表多肽碎裂位置。

图 2 采用MRM和PRM模式检测多肽HEIPVLPNR

Fig. 2 Detection of HEIPVLPNR peptide in MRM and PRM modes

靶向蛋白质组学虽然可以进行无标记定量，

但由于液相色谱-质谱（liquid chromatography-mass 

spectrometry，LC-MS）分析中信号强度的变化，定量的

准确性可能不足[3]。更精确的定量方法需要依赖于稳定同

位素标记技术[6]，使用标记的多肽作为内标，基于目标多

肽和内标信号强度对目标蛋白质或多肽进行相对定量和

绝对定量分析。

2 靶向蛋白质组学技术在食品安全检测的应用

基于HPLC-MS/MS的靶向蛋白质组学技术具有灵敏度

高、特异性强和定量准确性好等优点，在评估食品安全方

面发挥着越来越重要的作用[1]。近5 年，靶向蛋白质组学

在食品安全领域的相关研究主要集中在动物源性食品掺假

鉴别、食物过敏原检测和食源性致病菌及其毒素检测。

2.1 动物源性食品掺假鉴别

近年来，食品掺假问题频繁发生，其中以肉及肉制

品的掺假最为普遍[7]。这种行为不仅威胁着食品供应链的

安全，扰乱市场经济，还可能对公众健康造成风险。因

此，迫切需要快速、便捷、准确的食品掺假鉴别技术。

靶向蛋白组学近年来在该领域得到广泛应用[4,8]。

2.1.1 肉及肉制品掺假鉴别

肉及肉制品掺假已成为全世界普遍存在的问题，用

低价值的肉掺入到高价值的肉是肉及肉制品掺假的主要

方式[4]。相较于基于基因的食品掺假鉴别技术，靶向蛋白

质组学技术具有独特的优势，尤其在深加工肉制品中更加

显著[9-10]。这是因为该技术利用物种特异性多肽进行掺假

鉴别，而多肽的热稳定性比DNA更高，能够保证在高度

加工或频繁处理的肉制品中不发生降解。Von Bargen等[11] 

率先采用MRM方法检测清真牛肉中猪肉和马肉掺假。

Nalazek-Rudnicka等[12]优化了蛋白提取和固相萃取纯化步

骤，提供了一个具有更高重复性和灵敏度的检测流程，

成功用于生猪肉和加工猪肉的分析。得益于蛋白质组学

和生物信息学技术的发展，越来越多物种特异性多肽被

发现，使得基于靶向蛋白质组学的肉及肉制品掺假鉴别

技术日益成熟[13]。Li Yingying等[14]筛选出47 条热稳定性

多肽，可用于同时检测肉制品中8 种常见掺杂物。张颖颖

等[15]结合主成分分析建立了测定掺假驴肉的LC-MS/MS方

法，通过靶向分析猪、驴、马的物种特异性多肽，可准

确测定掺假比例低至0.5%的样品。随后，同一研究团队[16]

对猪、牛、羊、鹿、鸡、鸭、火鸡共7 种动物进行分析，

鉴定出35 条物种特异性多肽，并建立了快速LC-MS/MS方

法。20 种加工肉制品的检测结果显示，共有3 份样品与标

签不一致，包括牛肉丸掺假和未申报鸡肉的添加。大多

数评估肉及肉制品掺假的研究都集中在哺乳动物上[12,14]，

只有少数研究关注加工食品中的家禽品种[17]。Fornal等[18]

筛选出鸡、鸭、鹅的物种特异性多肽，并建立了MRM方

法，该方法可以在烟熏和煮熟的法兰克福香肠（由火鸡

制成）等深加工食品中鉴别出鸭肉、鹅肉和鸡肉成分。

此外，Häfner等[19]建立了鸡、鸭、鹅、珍珠鸡、鸵鸟、野

鸡、鸽子、鹌鹑和火鸡肉的HPLC-MS/MS同时检测方法。



300  2024, Vol.45, No.23  食品科学 ※专题论述

另一种常见的肉及肉制品掺假方式是用更便宜的外

来蛋白质代替高价值的肉类蛋白质。最常用的外来蛋白

质是大豆蛋白、牛奶蛋白和小麦麸质，这很可能导致消

费者接触到非肉类过敏原等问题。2019年，Jira等[20]率先

报道了同时检测肉制品中大麦、玉米、燕麦、大米、黑

麦和小麦蛋白质的HPLC-MS/MS方法。随后，Spörl等[21]

建立了香肠中9 种豆科植物蛋白质的HPLC-MS/MS检测

方法，共筛选出27 条热稳定性多肽，其中包括此前鲜见

报道的紫花苜蓿、蚕豆、鹰嘴豆和扁豆的物种特异性多

肽。同一研究团队[22-23]利用该技术分别鉴定了肉及肉制品

中存在的10 种油籽蛋白质和23 种不同动植物来源的蛋白

质，检出限（limit of detection，LOD）可达0.01%。不同

于以往报道，该方法涉及几种非过敏性外来蛋白质，不

仅适用于肉及肉制品掺假鉴别，而且适用于检测素食和

素食肉类产品的未申报成分[24]。

目前，大部分方法集中于对肉及肉制品中的掺假成

分进行定性分析。然而，食品掺假问题不仅涉及物种掺

假，还包括食品原料成分含量的欺诈。因此，准确测定

肉及肉制品中的含肉量已成为肉类食品行业的关注重点

之一[8]。Montowska等[25]建立了一种检测肉制品中掺假

成分的绝对定量分析方法。该方法以稳定同位素（13C和
15N）标记的多肽作为内标加入到样品中，成功在13 个

样品中检测到少量未申报的猪肉蛋白。然而，同位素标

记多肽的合成成本较高，利用纯肉的多肽溶液构建标准

曲线的方法更为普遍。Pan Xiaodong等[26]建立了一种定

量检测肉制品混合物（鸡肉、绵羊和牛肉）中猪肉含量

的PRM方法。该方法以生猪肉水解物溶液为外标构建标

准曲线，从而计算样品中猪肉的含量，LOD可达0.5%。

Prandi等[27]率先报道了同时定量检测波隆拿肉酱中8 种

不同肉类的SRM方法。采用纯肉制成的波隆拿肉酱获得

多肽，通过多肽信号强度和含肉量构建标准曲线，从而

量化不同物种的肉的含量。然而，上述方法均针对物种

特异性多肽进行检测，需要知道或至少怀疑掺假成分的

来源[28-29]，因此只能分析有限数量的潜在污染或未申报

的成分。近期，Nalazek-Rudnicka等[30]报道了一种鉴定

猪肉和牛肉中掺假成分的相对定量策略。该策略根据猪

肉特异性多肽HPGDFGADAQGAMSK、牛肉特异性多

肽VLGFHG与全局多肽LFDLR（广泛分布于动物肌肉组

织中）之间的比例来确定肉制品中猪肉和牛肉的相对含

量。同年，康超娣等[31]也报道了一种牛肉中掺假成分的

相对定量分析方法。首先将纯牛肉分别与纯猪肉和纯鸡

肉以不同比例混合，进一步构建标准曲线。结果表明，

线性相关系数均大于0.99，LOD可达0.5%。该方法的应

用不仅可以准确检测肉及肉制品中掺假成分的相对含

量，还可以避免由于蛋白质提取效率、酶活性、仪器状

态、加工工艺等不确定性因素的变化而导致实测值与真

实值之间的差异。

2.1.2 乳及乳制品掺假鉴别

乳及乳制品由于其消费的广泛性，是最容易受到掺

假影响的食品之一[32]。除了奶牛乳及其制品，常见的还

有水牛乳、山羊乳、马乳、驴乳、驼乳等。这些产品各

具独特的营养价值，但是由于产量低、价格高，常被掺

入低价值的奶牛乳或植物蛋白。乳及乳制品中含有大量

蛋白质，对其蛋白组成以及活性成分的研究是鉴别掺假

乳的有效方法。以下按照食品分类介绍靶向蛋白组学在

动物源性食品掺假鉴别领域的最新研究进展（表2）。

Russo等[33]率先使用三重四极杆质谱的MRM采集模式对

水牛奶酪中奶牛乳掺假进行定性和定量分析。Nardiello

等[34]利用纳米LC-MC/MS联用技术，以来源于奶牛β-乳球

蛋白和αS1-酪蛋白的多肽作为评估羊乳中奶牛乳掺假的

合适生物标志物。陈雨湉等 [35]建立了一种鉴别奶牛、

水牛、牦牛、山羊、绵羊、马、驴和骆驼共8 种奶畜

乳及其乳制品的MRM分析方法。针对8 种奶畜乳品

中6 种乳蛋白酶解产生的多肽进行分析，最终筛选出

13 条特异性多肽，成功对市售17 个乳制品中的奶源物

种进行鉴别。

表 2 靶向蛋白质组学技术在食品掺假鉴别的应用

Table 2 Application of targeted proteomics in food authentication

食品
类别

主要内容
采集
模式

内标
种类

校准曲线
参考
文献

肉及
肉制品

检测清真牛肉中马和猪成分 MRM 无 无 [11]

根据肌红蛋白特征肽丰度差异鉴别生猪肉和
加工猪肉的不同部位

MRM 无 无 [12]

检测狐狸肉中鸭成分 MRM 无
空白食品基质
加标纯肉

[13]

鉴定猪、牛、羊、鸡、鸭、大豆、
花生和豌豆的特征肽并建立同时检测方法

MRM 无 无 [14]

检测驴肉中马和猪成分 MRM 无 无 [15]

同时检测20 种肉制品中猪、牛、羊、鹿、鸡、鸭和火鸡成分 MRM 无 无 [16]

鉴定珍珠鸡的特征肽，并检测珍珠鸡肉制品中家鸡、
火鸡和野鸡成分

MRM 无
空白食品基质
加标纯肉

[17]

鉴定鸡、鸭、鹅的特征肽并检测
火鸡肉制品中鸡、鸭、鹅、猪和牛成分

MRM 无 无 [18]

同时检测42 种生肉和肉制品鸡、鸭、鹅、珍珠鸡、
鸵鸟、野鸡、鸽子、鹌鹑和火鸡成分

MRM 无 无 [19]

同时检测香肠中大麦、玉米、燕麦、
大米、黑麦和小麦成分

MRM
13C和15N标记的

多肽
空白食品基质
加标谷物蛋白

[20]

同时检测香肠中苜蓿、蚕豆、鹰嘴豆、扁豆、羽扇豆
（两种亚种）、豌豆、花生和大豆成分

MRM 无
空白食品基质
加标豆科蛋白

[21]

同时检测香肠中奇亚、椰子、亚麻籽、大麻籽、花生、
南瓜、油菜籽、芝麻、大豆和葵花籽成分

MRM 无
空白食品基质
加标油籽蛋白

[22]

同时检测肉制品中23 种不同动物植物成分 MRM 无
空白食品基质
加标外来蛋白

[23]

定量检测肉制品中鸡、鸭、鹅、猪和牛成分以及
大豆、牛奶和蛋清等常见过敏原

MRM
13C和15N标记的

多肽
纯肉的

水解物溶液
[25]

定量检测肉制品中猪肉含量 PRM 无
纯肉的

水解物溶液
[26]

定量检测波隆拿肉酱中鸭、兔、鸡、火鸡、水牛、马、
鹿和羊成分

SRM 无
空白食品基质
加标纯肉

[27]

定量检测肉制品中猪肉含量 MRM
13C和15N标记的

多肽
空白食品基质
加标纯肉

[28]

筛选牛特征肽，并定量检测10 种牛肉制品中牛肉含量 MRM 无
空白食品基质
加标纯肉

[29]
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食品
类别

主要内容
采集
模式

内标
种类

校准曲线
参考
文献

检测肉制品中猪肉和牛肉的相对含量 MRM 无 无 [30]

检测牛肉制品中猪肉和鸡肉的相对含量 MRM 无
空白食品基质
加标纯肉

[31]

乳及
乳制品

检测水牛奶酪中奶牛成分 MRM 无
空白食品基质
加标纯乳

[33]

检测羊奶中奶牛乳成分 MRM 无
空白食品基质
加标纯乳

[34]

对17 个不同物种来源的市售鲜奶及
奶制品进行物种鉴定

MRM 无
空白食品基质
加标纯乳

[35]

定量检测46 种市售乳制品中奶牛、水牛、
牦牛、山羊、绵羊、驴、马和骆驼成分

PRM
13C和15N标记的

多肽
空白食品基质
加标纯乳

[36]

定量检测驼奶和驼奶粉中奶牛、水牛、
牦牛、山羊、绵羊、驴和马成分

MRM 无
空白食品基质
加标纯乳

[37]

定量检测鲜奶中奶牛乳成分 MRM 无
空白食品基质
加标纯乳

[38]

定量检测生牛乳中牛乳蛋白，
并检测大豆蛋白含量

MRM
13C和15N标记的

多肽
空白食品基质
加标纯乳

[39]

保健类
食品

检测蜂蜜中蜂王浆主蛋白
（major royal jelly proteins，MRJPs）特征肽

MRM 无 无 [40]

鉴定出MRJPs来源的特征肽，
实现蜜露和花蜜的准确区分

MRM 无
空白食品基质
加标合成多肽

[41]

鉴定出mānuka花蜜的特征肽，
区分mānuka花蜜和其他植物来源的花蜜

MRM 无 无 [42]

定量检测70 个市售蜂蜜样品，
并建立蜂蜜MRJPs含量数据库

MRM
13C和15N标记的

多肽
空白食品基质
加标合成多肽

[43]

鉴定出燕窝及蛋清、干鱼鳔、银耳、煎猪皮共4 种掺假物
特征肽，并建立定量分析方法

MRM 无
空白食品基质
加标掺假物

[44]

检测16 种燕窝原料和6 个市售炖煮产品中掺假成分，
并建立首个燕窝鉴别蛋白肽段库

MRM 无 合成多肽溶液 [45]

检测阿胶中猪、牛和马皮源成分 MRM 无 无 [46]

定量检测阿胶糕中马、牛、羊和猪皮源成分 MRM 无 合成多肽溶液 [47]

定量检测阿胶中猪皮源成分 MRM 无 合成多肽溶液 [48]

定量检测阿胶中马、牛和猪皮源成分 MRM 无 合成多肽溶液 [49]
定量检测阿胶中驴皮源成分 MRM 15N标记的多肽 合成多肽溶液 [50]

近年来，许多定量检测掺假乳的方法被报道 [32]。

Zhang Huiyan等 [36]建立了基于稳定同位素标记多肽的

PRM定量方法，该方法可以区分8 种不同奶畜乳品，成

功应用于46 种市售乳品的检测。此外，古淑青等 [37]建

立了基于多肽标志物测定驼奶和驼奶粉中7 种动物源性

成分的无标记定量方法。向驼奶和驼奶粉中添加不同质

量分数的其他奶畜乳，采用HPLC-MS/MS检测多肽标

志物的质谱强度，并构建标准曲线。11 种市售驼乳和

驼乳粉的检测结果表明，1 个驼奶粉样品发现奶牛乳掺

假，其余样品仅检测出骆驼的物种特异性多肽。近期，

Zhang Jiukai等[38]利用相同方法定量分析了6 种非奶牛乳

产品中的奶牛乳成分，该方法的LOD为1%，回收率为

91.07%～111.75%。Hao Xingkai等[39]通过Q-TOF MS筛选

出5 条牛乳特异性多肽，并建立了基于同位素稀释法的牛

乳主要蛋白质定量方法。经过验证，每100 g总蛋白中含

有70.26 g上述牛乳蛋白。基于此，可检测生牛乳中掺杂

的大豆蛋白，LOD为10%。

2.1.3 保健类食品掺假鉴别

功能保健类食品，如蜂产品、燕窝、阿胶等，因为价

格高昂，市场上经常出现以次充好的现象，真假难辨[4]。

一直以来，蜂蜜及其他蜂产品的掺假问题非常严

重。基于蛋白质组学和代谢组学的生物标志物检测技术

在食品真实性检测领域得到广泛应用，为以MRJPs作为蜂

产品真实性检测标志物的研究奠定了基础[40]。Silva等[41] 

首次使用靶向蛋白质组学方法鉴别蜜露和花蜜。作者首

先采用Q-TOF MS筛选出6 条MRJPs来源的特异性多肽，

随后利用QQQ MS的MRM模式对这些多肽进行采集，

并结合主成分分析实现蜜露和花蜜的准确区分。除了使

用蜜蜂分泌的MRJPs作为生物标志物，蜜源植物的蛋白

质也是蜂产品中的主要蛋白质成分。Bong等[42]通过自下

而上的蛋白质组学策略，首次表征了mānuka花蜜的蛋

白质组成，并鉴定出12 条植物来源的候选特征肽，可

用于区分mānuka花蜜和其他植物来源的花蜜。同年，

Jiang Weijian等[43]率先建立了定量检测蜂蜜中MRJPs的

LC-MS/MS方法。该方法以13C和15N标记的MRJPs多肽作

为内标加入到样品中，对70 个真实样品进行定量分析，

并构建了蜂蜜MRJPs含量数据库，在蜂蜜真实性鉴定中

具有较大应用潜力。

燕窝在我国一直被视为一种药用和保健食品。然

而，燕窝资源少、价格贵，经济利益驱动的掺假行为一

直是燕窝供应链中的一大问题。常用于燕窝掺假的食物

包括银耳、猪皮、蛋清、鱼鳔，由于这些掺假物富含蛋

白质，靶向蛋白质组学技术逐渐成为燕窝掺假鉴别强有

力的工具。Ma Xueting等[44]建立了食用燕窝及其掺假物

的定量检测方法。作者从4 种不同的燕窝样本中鉴定出了

共同存在的6 种蛋白质，进一步筛选出5 条特异性多肽作

为燕窝标志物。此外，作者进一步筛选出4 种常见掺假物

（蛋清、干鱼鳔、银耳、煎猪皮）的特异性多肽。将燕

窝分别与掺假物以不同比例混合，进而构建标准曲线。

结果表明，线性相关系数均大于0.99，LOD可达1%，回

收率为92.06%～118.55%。近期，郭伟恒[45]利用相同方法

对16 种燕窝原料和6 个市售炖煮产品进行掺假鉴别，并

建立了首个燕窝鉴别蛋白肽段库，其中包括燕窝及21 种

掺假物可能出现的蛋白质和多肽。

阿胶是一种传统的滋阴补血的药食同源类食物，

是由马科动物驴的皮经煎煮、浓缩制成的固体胶[50]。由

于驴皮资源短缺，阿胶价格攀升，市场上频繁出现向阿

胶中掺入猪皮胶、牛皮胶等低价值胶类的现象。阿胶的

主要成分是胶原蛋白在高温条件下不完全水解形成的多

肽，其具有物种特异性，这为基于多肽标志物的靶向蛋

白质组学在阿胶掺假鉴别的应用奠定了基础。房芳等[46]

利用HPLC-Q-TOF-MS分别对阿胶、猪皮胶、牛皮胶和

马皮胶样品进行鉴定，筛选出阿胶异源性物种的特征性

多肽，从多肽入手解决阿胶中异源性物种的掺假鉴别问

题。随后，多个研究团队[47-49]建立了阿胶中掺假成分的定

量检测方法，通过多肽标准品建立标准曲线，实现市售

阿胶中马、牛、羊、猪皮源成分的检测。此外，巩丽萍

续表2
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等[50]建立了阿胶中驴源成分的绝对定量方法，采用稳定

同位素标记的多肽作为内标在一定程度上消除了基质效

应，定量限（limit of quantitation，LOQ）为20 mg/kg，

回收率为103.2%～108.3%。

2.2 食物过敏原检测

随着社会经济的持续发展，食物过敏已经成为全球

性食品安全问题之一[3]。目前尚无有效的根治方法，因此

过敏原检测与食品包装标识是帮助过敏人群规避摄入过

敏原的最佳方式。近5 年，得益于过敏原多肽标志物的发

现，靶向蛋白组学技术在食物过敏原检测方面得到广泛

应用[51]，本文接下来将针对常见的食物过敏原介绍相关

研究进展（表3）。

表 3 靶向蛋白质组学技术在食物过敏原检测的应用

Table 3 Application of targeted proteomics in food allergen detection

食物
过敏原

主要内容
采集
模式

内标种类 校准曲线
参考
文献

花生
改进蛋白提取和酶解流程，快速定量
检测松饼和冰淇淋中花生过敏原

MRM 无
空白食品基质加标

过敏原蛋白
[52]

坚果

筛选核桃过敏原特征肽，并定量检测
5 种加工核桃食品

MRM
13C和15N标记

的多肽
空白食品基质加标

过敏原蛋白
[53]

筛选核桃和杏仁过敏原特征肽，
并定量检测15 种市售加工食品

MRM 无
空白食品基质加标

过敏原蛋白
[54]

筛选腰果过敏原特征肽，并定量检测饼干、
面包、蛋糕、桃酥、巧克力和饮料共

6 种食品基质中的腰果过敏原
MRM 无

空白食品基质加标
过敏原蛋白

[55]

筛选松仁过敏原特征肽，并定量检测饮料、饼干
和巧克力共3 种基质中的松仁过敏原

MRM 无
空白食品基质加标

过敏原蛋白
[56]

大豆

定量检测烘焙大豆粉和豆浆中的大豆过敏原Gly m 4 MRM 无 过敏原蛋白水解物溶液 [57]

定量检测烘焙发酵豆粕、膨化豆粕及膨化
全脂大豆中的大豆过敏原Gly m 5.0101 MRM 无

空白食品基质
加标合成多肽

[58]

筛选大豆过敏原特征肽，并定量检测
6 种加工大豆食品

PRM 无
空白食品基质加标

过敏原蛋白
[59]

定量检测曲奇和生面团中大豆过敏原 PRM
13C和15N标记

的多肽
过敏原蛋白与载体
蛋白的水解物溶液

[60]

定量检测法兰克香肠和面包中大豆过敏原 PRM
13C和15N标记

的多肽
过敏原蛋白与载体
蛋白的水解物溶液

[61]

麸质

鉴定麸质过敏原特征肽，
并定量检测多种食品基质

MRM
13C和15N标记

的多肽
待测食品样本加标

过敏原蛋白
[62]

同时检测加工食品中的荞麦和6 种
含麸质谷物过敏原

MRM 无
空白食品基质加标

过敏原蛋白
[63]

芝麻
评估特征肽的特异性并同时定量检测

7 种芝麻过敏原
MRM

13C和15N标记
的多肽

空白食品基质加标
过敏原蛋白

[64]

鸡蛋

同时定量检测鲜鸡蛋和加工鸡蛋中
4 种主要蛋清过敏原Gal d 1～4 MRM 无 过敏原蛋白水解物溶液 [65]

同时定量检测鲜鸡蛋和热加工鸡蛋中蛋清
过敏原Gal d 1～4和蛋黄过敏原Gal d 5～6 MRM 无 过敏原蛋白水解物溶液 [66]

同时定量检测26 种市售蛋糕和曲奇中鸡蛋
过敏原Gal d 1～6 SRM

13C和15N标记
的多肽

空白食品基质加标
过敏原蛋白

[67]

牛奶

同时定量检测8 种市售食品中牛奶过敏原 MRM 无
空白食品基质加标

过敏原蛋白
[68]

鉴定奶牛过敏原特征肽，检测热加工食品中
牛奶过敏原，并鉴别羊奶中奶牛成分

MRM 无
空白食品基质加标

过敏原蛋白
[69]

同时检测热加工食品中酪蛋白和乳清蛋白 PRM 无 无 [70]

同时检测热加工食品中酪蛋白和乳清蛋白 PRM
13C和15N标记

的多肽
过敏原蛋白与载体
蛋白的水解物溶液

[71]

甲壳类
定量检测20 种市售加工肉制品中的
虾原肌球蛋白（tropomyosin，TM）

MRM
13C和15N标记

的多肽
空白食品基质
加标合成多肽

[72]

食物
过敏原

主要内容
采集
模式

内标种类 校准曲线
参考
文献

定量检测8 种市售食品中虾TM MRM 无
空白食品基质加标

过敏原蛋白
[73]

同时检测9 种市售加工和预包装水产品中虾TM和
精氨酸激酶（arginine kinase，AK）

MRM
13C和15N标记

的多肽
空白食品基质
加标合成多肽

[74]

鱼类

定量检测25 种市售肉制品和调味料中南美白虾、
金枪鱼、大西洋鲑鱼、青蟹和大闸蟹共7 种过敏原

MRM 无
空白食品基质
加标过敏原蛋白

[75]

定量检测肉及肉制品中鱼类β型小清蛋白
（parvalbumin，PV）

MRM 无
空白食品基质
加标合成多肽

[76]

多种

对比全扫描、SRM和PRM 3 种扫描模式，
确定SRM灵敏度最高，并定量检测曲奇中鸡蛋、

牛奶、花生、榛子和大豆过敏原
SRM 无

空白基质
加标过敏原蛋白

[77]

针对复杂基质优化了样品前处理流程，并在两个
不同实验室检测花生、榛子、杏仁、大豆、 

鸡蛋、牛奶过敏原
MRM 无 无 [78]

完成巧克力中花生、榛子、杏仁、大豆、鸡蛋、
牛奶过敏原定量方法的室内验证

MRM
13C和15N标记

的多肽
空白食品基质
加标过敏原蛋白

[79]

筛选热稳定性特征肽，并同时检测猪肉
香肠中大豆、牛奶和鸡蛋过敏原

MRM
13C和15N标记

的多肽
无 [80]

同时检测猪肉和鱼肉制品中大豆、牛奶、
鸡蛋和虾过敏原

PRM
13C和15N标记

的多肽
空白食品基质
加标过敏原蛋白

[81]

同时检测30 种市售鱼糜产品中的大豆、
牛奶和鸡蛋过敏原

MRM
13C和15N标记

的多肽
空白食品基质
加标合成多肽

[82]

优化样品前处理流程，用于同时定量烘焙
食品中鸡蛋、牛奶和花生过敏原

MRM
13C和15N标记

的多肽
空白食品基质
加标合成多肽

[83]

利用稳定同位素标记的蛋白质作为内标，
定量检测曲奇中牛奶过敏原

SRM
15N标记的蛋

白质
空白食品基质加标

过敏原蛋白
[84]

利用稳定同位素标记的多肽串联体作为内标，定量
检测加工食品中鸡蛋、牛奶、花生和榛子过敏原

MRM
13C和15N标记
的多肽串联体

空白食品基质
加标过敏原蛋白

[85]

结合标准物质添加与同位素标记多肽内标，定量
检测8 种食品中鸡蛋、牛奶、花生和大豆过敏原

MRM
13C和15N标记

的多肽
待测食品样本
加标过敏原蛋白

[86]

定量检测13 种肉酱中虾和大豆过敏原 MRM 无
待测食品样本
加标过敏原蛋白

[87]

结合标准物质添加与稳定同位素标记的多肽串联体
内标，定量检测鸡蛋、牛奶、花生和榛子过敏原

MRM
13C和15N标记
的多肽串联体

待测食品样本
加标过敏原蛋白

[88]

开发软件自动识别并校正基质干扰，并定量检测
84 种市售食品中的鸡蛋、牛奶、花生、芝麻、 

坚果、大豆和小麦过敏原
MRM

13C和15N标记
的多肽

空白食品基质
加标过敏原蛋白

[89]

2.2.1 植物源性过敏原检测

据统计，90%以上的食物过敏都是由花生、坚果、

大豆、小麦、鸡蛋、牛奶、甲壳类和鱼类水产品这8 类食

物引起的[90]。其中前4 种属于植物源性过敏食物，后4 种

属于动物源性过敏食物。

花生过敏是导致严重过敏的最常见原因之一 [3]。 

LC-MS/MS法是一种强大的过敏原蛋白/多肽定量工具，

特别是在复杂基质中（如高脂肪和多酚的巧克力以及深

加工食品肉汤粉）[77]。Huet等[91]将花生粉混入原料，从

头制备了含过敏原的巧克力和肉汤粉。不同于加标样

品，这些样品能够更好地模拟实际食品样品中发生的

复杂相互作用和变化，从而提供更加真实的结果。随

后，采用高分辨质谱对两种基质中的过敏原蛋白进行分

析，共鉴定出花生、榛子、杏仁、大豆、鸡蛋、牛奶约

50 条特异性多肽 [92]。针对巧克力基质，进一步优化了

样品前处理流程，并在两个不同实验室进行验证，确定

了最佳的样品前处理方案[78-79]。同一时期，Nelis等[52]开

续表3
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发了一种快速定量检测花生过敏原的MRM方法。该方

法优化了蛋白提取和酶解流程，省去了还原、烷基化和

样品纯化步骤，有效地将总分析时间从5.5～20 h缩减至

2.5 h。该方法在冰淇淋（（106.0±15.1）%）和花生松

饼（（72.7±13.4）%）中具有优异的回收率，灵敏度

（LOD＝0.25～0.5 mg/kg，LOQ＝0.5～1.0 mg/kg）得到

大幅提高。

坚果也是食物过敏的最常见原因之一，近年来已

经开发了几种MRM方法来检测加工食品中多种坚果过 

敏原[93]。Kim等[53]报道了一种多阶段核桃过敏原特征肽筛

选策略，并建立了基于稳定同位素标记多肽内标的MRM

定量方法。该策略通过对核桃原料进行非靶向LC-MS/

MS分析来发现候选特征肽，随后对加工核桃食品进行靶

向LC-MS/MS分析来验证候选特征肽。利用该方法成功

检测5 种加工食品中的核桃过敏原，LOD为0.3 pg/μL，
LOQ为0.8 pg/μL，回收率为85.1%～103.4%。同年，Torii

等[54]建立了一种可靠、灵敏、可同时检测加工食品中多

种坚果过敏原的LC-MS/MS分析方法。除了世界四大坚

果（腰果、核桃、杏仁和榛子），近期我国学者报道了

其他常见坚果过敏原的定量检测方法。宁亚维等[55-56]采用

Q-Exactive质谱对腰果和松仁进行分析，分别筛选出6 条

和3 条特异性多肽，并建立基于特征肽的腰果和松仁过敏

原MRM检测方法。该方法具有较高灵敏度高和特异性，

为我国食品标签真实性检验及食品中隐性过敏原的检测

提供技术支持。

大豆富含蛋白质和氨基酸，是一种重要的植物性蛋

白资源，经常被加工成大豆蛋白制品，如大豆粉、大豆

分离蛋白、大豆浓缩蛋白、豆浆等。然而，大豆也是常

见的食物过敏原之一。因此，对食物中的大豆过敏原进

行快速、准确地检测就显得尤为重要[90]。近年来，已有

基于LC-MS/MS的靶向蛋白质组学方法成功应用于检测

加工大豆食品中大豆来源的成分[94]。Yoshimitsu等[57]建

立了基于LC-MS/MS的大豆及加工大豆食品中大豆过敏

原Gly m 4定量分析方法。同年，Jia Hongmin等[58]采用类

似方法定量检测烘焙发酵豆粕、膨化豆粕及膨化全脂大

豆中的大豆过敏原Gly m 5.0101。虽然目前已经开发了

大量基于MRM法的大豆过敏原定量方法，但大多数研

究只关注有限种类的大豆蛋白。2020年，李丽芳等[95]利

用Q-TOF MS对大豆的酶解产物进行分析，针对性地从

11 种大豆过敏原蛋白中筛选出29 条特异性多肽，进一步

建立了11 种大豆过敏原的MRM定性检测方法。然而，上

述方法是基于新鲜大豆开发的方法，不适用于加工大豆

食品。为了解决这一问题，Chen Shimin等[59]系统地研究

了6 种不同加工大豆制品之间的蛋白差异。研究表明，不

同类型的加工处理（如热、酸、碱等）对蛋白质结构以

及蛋白质溶解度方面造成了一定影响。经过筛选，最终

鉴定出在6 种加工大豆制品中具有高丰度和一致性的多

肽，以其作为靶标建立了大豆过敏原定量方法。随后，

同一研究团队[60]改进了上述方法，通过加入脱脂奶粉作

为载体蛋白构建与基质无关的校准曲线，实现了曲奇和

生面团中大豆过敏原的定量检测。近期，该研究团队成

功将该方法应用于高脂肪基质（以法兰克福香肠为代

表）和高碳水基质（以面包为代表）食品中大豆过敏原

的检测[61]。

根据溶解度可将小麦蛋白分为醇溶蛋白、麦谷蛋

白、白蛋白和球蛋白 [93]。小麦麸质主要是由醇溶蛋白

和麦谷蛋白组成，因其能够引起乳糜泻和小麦过敏等

疾病，近年来备受关注。因此，快速、准确地检测食

物中的麸质具有重要意义。除了普通小麦，含麸质谷

物还包括所有小麦品种（如斯佩尔特小麦和卡姆特小

麦）、黑麦、大麦及其杂交品种[93]。Henrottin等[62]开发

了一种超高效液相色谱（ultra-high performance liquid 

chromatography，UPLC）-MS/MS法用于同时分析加工食

品中的麸质及其他过敏原。作者对含麸质谷物面粉进行

分析，共鉴定出2 条普遍存在于含麸质谷物的特征肽，以

及各谷物特有的多肽。该方法可以从7 种谷物中识别和区

分麸质，并成功应用于多种食品基质，包括面粉、热加

工食品（如米糕、调味酱）、经过发酵的更复杂的样品

（如啤酒）。尽管荞麦不含麸质，但是越来越多研究表

明荞麦经常受到麸质污染，这可能源于生产和运输过程

中不同谷物之间的接触[96]。因此，Seki等[63]建立了同时检

测加工食品中荞麦和含麸质谷物（普通小麦、斯佩尔特

小麦、黑麦、大麦和燕麦等）的分析方法。

根据流行病学、效力和过敏反应严重程度等，联

合国粮农组织和世界卫生组织将芝麻替代大豆成为“八

大”食物过敏原新成员，并建议将其列为强制性过敏原

标签法规中的优先过敏原[97]。2020年，Ma Xiuli等[64]建立

了一种基于LC-MS/MS MRM模式的芝麻过敏原定性和绝

对定量方法。作者首先使用多种常见的植物种子提取物

评估了芝麻过敏原特征肽的特异性。结果表明，所选特

征肽的特异性较好，并针对7 种芝麻过敏原的特征肽建立

了MRM检测方法，该方法的LOD为0.1～140.0 fmol/μL，
LOQ为0.4～400 fmol/μL。
2.2.2 动物源性过敏原检测

鸡蛋富含蛋白质、脂肪和维生素，是日常饮食中常

见的食物[2]。然而，鸡蛋是导致食物过敏的主要原因，

尤其在婴儿和儿童中高发。因此，建立一种可靠、高效

且灵敏的食品中鸡蛋过敏原检测分析方法至关重要。在

过去的5 年中，已经开发了几种MRM方法检测多种鸡蛋

过敏原，如来自蛋清的卵白蛋白（又称为Gal d 2）和溶

菌酶（又称为Gal d 4）[98-99]。Kiyota等[65]率先建立了同时

定量4 种主要蛋清过敏原（Gal d 1～4）的LC-MS/MS方
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法。该方法LOQ为9.77～39.1 ng/mL，在新鲜鸡蛋和加工

鸡蛋中Gal d 1～4的回收率为68.3%～121.3%，组内变异

系数为1.5%～15.7%，组间变异系数为2.4%～38.1%，具

有较高的灵敏度、准确性和重复性。目前，大部分研究

主要集中在蛋清过敏原蛋白Gal d 1～4，很少关注蛋黄中

的Gal d 5、Gal d 6和其他过敏原。近期，Kiyota等[66]报道

了同时检测蛋清过敏原Gal d 1～4和蛋黄过敏原Gal d 5、

Gal d 6的MRM方法。该方法改进了文献报道的方法，

使用含有表面活性剂和还原剂的蛋白提取缓冲液，可溶

解热加工鸡蛋食品中变性和聚沉的鸡蛋过敏原。同一时

期，Yang Shupeng等[67]也报道了同时定量6 种鸡蛋过敏

原（Gal d 1～6）的LC-MS/MS方法。作者系统地对比了

4 种不同的校准策略，结果表明，以过敏原蛋白为校准

剂，以稳定同位素标记多肽为内标的基质匹配校准曲线的

定量结果最为准确。该方法具有较高的灵敏度、准确性和

重复性，并成功地应用于26 种市售蛋糕和曲奇的分析。

牛奶是最常见、最广泛的食物过敏原之一[90]。牛奶

中的蛋白质可分为两大类：酪蛋白（约占80%）和乳清

蛋白（约占20%）。免疫学方法目前是检测牛奶过敏原

的常规手段。然而，该方法难以检测热加工食品中变性

的牛奶过敏原蛋白，近年来已经开发了许多基于LC-MS/

MS的方法来解决这一问题[68-69]。Ramachandran等[70]开发

了一种靶向质谱方法同时检测热加工食品中酪蛋白和乳

清蛋白过敏原。作者采用Q-Orbitrap MS对烘焙饼干进行

蛋白质组学分析，共鉴定出6 条热稳定性高的特异性多

肽，分别来自于4 种酪蛋白和2 种乳清蛋白。随后建立了

PRM方法，并对烘焙饼干中牛奶过敏原进行检测，LOD

可达1 mg/mL。近期，同一研究团队[71]改进了文献报道的

方法，通过加入载体蛋白（如乳清粉）构建与基质无关

的校准曲线。结果表明，该曲线与空白食品基质制备的

基质匹配校准曲线高度重合，实现了在烘焙饼干、曲奇

饼、巴氏消毒饮料、黑巧克力等热加工食品中酪蛋白和

乳清蛋白过敏原的定量检测。

水产品中甲壳类（如虾、螃蟹）和鱼类（如鳕鱼、

大西洋鲑鱼）是我国常见的食物过敏原。目前，关于水

产品过敏原的靶向蛋白质组学研究主要集中在鱼类主要

过敏原PV、甲壳类泛过敏原TM和AK[72,75]。Sun Lirui等[76] 

通过对胰蛋白酶消化条件和色谱参数的优化，建立了

β-PV的LC-MS/MS定量检测方法，该方法对复杂食品基

质中β-PV的LOQ为0.1 μg/g。Wang Jianhua等[73]采用MRM

方法定量检测食物中的虾过敏原蛋白TM。该方法优化

了TM的提取条件及酶解条件，标准曲线线性良好，线

性相关系数大于0.99，回收率高达91%～109%，LOQ为

1.6 mg/kg。2022年，Li Huan等[74]率先报道了一种基于

稳定同位素标记多肽内标的同时检测TM和AK的UPLC-

MS/MS方法。作者首先筛选出TM和AK的特异性多肽，

然后基于这些特征肽和相应的同位素标记多肽内标建

立了MRM方法。该方法具有较高的准确度，回收率为

94.11%～102.16%，并成功应用于9 种市售食品中虾过敏

原的检测。结果表明，所有非甲壳类食品中TM和AK均

为阴性，而明确申报为甲壳类的食品样品TM和AK均呈

阳性。在怀疑含有甲壳类动物的食品样本中，检测到TM

和AK含量较低，说明在生产过程中可能存在交叉污染。

综上所述，MRM方法在检测加工或预包装食品中的鱼类

和甲壳类过敏原方面具有较大潜力。

2.2.3 食物过敏原定量检测新方法

鉴于人们对基于液相色谱-串联质谱的食品过敏原

检测和定量方法的兴趣日益增加，美国分析化学家协会

（Association of Official Analytical Chemists，AOAC）于

2016年发布了国际分析指南[100]，规定了全蛋、牛奶、

花生和榛子过敏原检测方法所要达到的性能要求：回

收率为60%～120%，相对标准偏差为20%。回顾文献发

现，已报道的检测方法同时满足这些要求非常困难。 

因此，近5 年来，许多新的食物过敏原定量检测方法被相

继报道[2]。

目前，常见的过敏原定量策略主要有两种：无标记

定量法和使用稳定同位素标记的多肽或蛋白质作为内标

的定量法。第一种方法是通过向空白食品基质加入不同

浓度的过敏原或合成多肽，采用相同的样品前处理流程

并绘制外部校准曲线，进而确定样品中目标过敏原的浓

度[77]。从理论上讲，为了消除食品基质对样品前处理、

色谱分离、质谱电离和检测的影响，应在与待测样品匹

配或非常相似的空白食品基质中绘制外部校准曲线。然

而，由于实际样品来源广泛、种类繁多，这一要求并不

总能被满足。第二种方法是在样品前处理的不同阶段

（如提取、消化、纯化或进样之前）引入稳定同位素标

记的多肽作为内标[83]。尽管该方法可以补偿样品前处理

过程中的分析物损失和各种基质效应，但是却难以消除

蛋白质消化不完全而造成的损失，因为内标多肽不需要

经过酶消化释放[6,101]。

为了解决这一问题，Asher Newsome等[84]报道了一

种基于15N标记的αS1-酪蛋白检测曲奇中牛奶过敏原的方

法。但是同位素标记蛋白合成难、价格贵，限制了该方

法进一步的应用。2020年Gavage等[85]报道了一种以13C和
15N标记的多肽串联体（或称为同位素标记的长多肽）作

为内标的食物过敏原定量检测方法。作者设计并合成了

由19 个多肽组成的多肽串联体，研究表明，待测物和内

标峰面积之间的信号比都是恒定的，从而实现了饼干、

巧克力和未烘烤的冻干曲奇中4 种过敏原的定量检测。

这种策略平衡了同位素标记的蛋白质和多肽，能够较好

地校正基质效应和消化步骤的影响[102]。另一种解决方法

是结合标准物质添加与同位素标记多肽内标[86]。不同于
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常见的无标记定量方法，该方法基于待测样品构建外部

校准曲线。首先向待测样品中添加同位素标记的多肽内

标和不同浓度的过敏原标准品，随后根据LC-MS/MS响

应强度和添加过敏原标准品浓度构建外部校准曲线。该

曲线为不经过原点的直线，斜率反映了校准后过敏原浓

度与质谱响应强度之间的线性关系，截距反映了待测样

品中初始过敏原含量。因此，计算截距与斜率的比值即

可得出待测样品中初始过敏原含量。Planque等[86]对比了

这一新方法和传统的同位素标记多肽内标法的优劣。结

果表明，该方法显著提高了回收率，牛奶、鸡蛋、大豆

和花生的回收率分别为（103±5）%、（103±4）%、

（107±4）%和（100±1）%，均满足AOAC要求。随

后，不同研究团队[87-88]利用类似方法检测加工食品中的

多种过敏原含量，再次证明了该策略的优越性。此外，

Croote等[89]率先利用计算机帮助消除食品基质导致的干

扰。在84 种不同的食品中，作者发现了食品基质干扰的

模式，如谷物中的小麦、含巧克力产品中的牛奶、面包和

玉米粉中的大豆等。基于此，作者开发了一个基于Python

语言的免费软件MADIC（MAtrix-Dependent Interference 

Correction），可以自动识别和校正食品基质导致的干扰，

并将其应用于多种过敏原的检测。

以上研究表明，内标在定量食物基质中的过敏原

中是必需的。另外，根据AOAC指南的要求，目前最佳

的方法是对每种类型的食品样品使用不同的外部校准 

曲线[103]，从而确保回收率在60%～120%之间。值得注

意的是，Planque等[104]尝试在样品消化后引入稳定同位

素标记的内标多肽，在曲奇、冰淇淋和肉酱3 种不同基

质中获得了重合的外部标准曲线。这一结果鼓舞了更多

科学家致力于开发能够消除样品提取和消化过程干扰的

新策略。同时，未来的研究仍需探讨是否可以通过使用 

同一条外部校准曲线来定量所有类型的食品样品，以实

现过敏原的准确定量。

2.3 食源性致病菌及其毒素检测

食源性致病菌及其毒素是食品安全的重大隐患，不

仅对国民健康造成极大的危害，而且给经济和社会发展

带来巨大的负面影响。

在所有食源性疫情中，约有10%由细菌毒素引起[105]。 

常见的细菌毒素包括蜡样芽孢杆菌的呕吐毒素和腹泻

肠毒素、肉毒梭状芽孢杆菌的神经毒素（botul inum 

neurotoxins，BoNTs）、产气荚膜梭菌的毒素以及金黄色

葡萄球菌和其他葡萄球菌产生的肠毒素（staphylococcal 

enterotoxins，SEs）。这些细菌毒素大多具有较好的热稳

定性，无法通过简单加热去除。因此，检测食品中可能

存在的细菌毒素十分必要。近5 年来，许多研究报道了

检测食品中细菌毒素的LC-MS/MS方法[105-106]，表4总结了

相关研究进展。Masquelier等[107]建立了一种基于LC-MS/

MS的靶向分析方法来定量检测食物中呕吐毒素Cereulide

（一种由蜡样芽孢杆菌产生的十二肽）。该方法以13C6-

cereulide作为内标，具有较高灵敏度，LOD为0.1 µg/kg，

LOQ为0.5 µg/kg。Koike等[108]开发了一种含有BoNTs部分

氨基酸序列的同位素标记蛋白，并结合LC-MS/MS法检

测蜂蜜中BoNTs。此外，Duracova等[109]建立了一种针对

6 种产气荚膜梭菌外毒素的PRM检测方法。Koike等[110]开

发了一种基于同位素标记多肽内标的金黄色葡萄球菌一

型肠毒素绝对定量方法。该方法准确度为80%～82%，

LOQ为10 µg / kg。近期，一种结合免疫磁珠富集的 

LC-MS/MS方法成功地同时定量测定了8 种最常见的金

黄色葡萄球菌肠毒素[111]。该方法在乳制品中的LOQ低至

0.1 ng/g，并在金黄色葡萄球菌食物中毒暴发期间收集的

实际样品中进行了验证。

表 4 靶向蛋白质组学技术在食源性致病菌检测的应用

Table 4 Application of targeted proteomics in foodborne  

pathogen detection

目标致病菌 主要内容
采集
模式

内标种类 校准曲线
参考
文献

蜡样芽孢杆菌 定量检测熟米饭中呕吐毒素 MRM 13C标记的多肽 合成多肽溶液 [107]

肉毒梭状芽孢杆菌
利用同位素标记蛋白作为内标，

定量检测蜂蜜中肉毒毒素
MRM

15N标记的多肽
串联体

空白食品基质
加标合成多肽

[108]

产气荚膜梭菌
鉴定6 种外毒素特征肽，

并定量检测牛奶
PRM

13C和15N
标记的多肽

毒素蛋白的
水解物溶液

[109]

金黄色葡萄球菌
利用同位素标记多肽作为内标，

定量检测牛奶中肠毒素
MRM

13C和15N
标记的多肽

毒素蛋白的
水解物溶液

[110]

金黄色葡萄球菌
结合免疫磁珠富集，同时定量检测

乳制品中8 种肠毒素
PRM

13C和15N
标记的多肽

空白食品基质
加标毒素蛋白

[111]

炭疽芽孢杆菌
结合免疫磁珠富集，

检测牛奶中炭疽芽孢杆菌
MRM

13C和15N
标记的多肽

空白食品基质
加标活菌

[112]

鼠疫耶尔森菌
结合免疫磁珠富集，

检测牛奶中鼠疫耶尔森菌
MRM

13C和15N
标记的多肽

空白食品基质
加标活菌

[113]

金黄色葡萄球菌、
大肠埃希氏菌

结合磁性纳米颗粒，检测果汁和生菜中
金黄色葡萄球菌和大肠埃希氏菌

SRM 无 无 [114]

金黄色葡萄球菌 检测牛奶中金黄色葡萄球菌 MRM
13C和15N

标记的多肽
空白食品基质
加标活菌

[115]

除了细菌毒素，食源性致病菌本身也是引起人类

食物中毒的重要原因。理论上，如果某致病菌在蛋白酶

解后具有区分于其他微生物的特异性多肽序列，就能够

利用靶向蛋白质组学技术检测这些特征肽，实现目标致

病菌的灵敏和可靠检测。近年来，一种检测致病菌的新

策略被提出，即将致病菌的检测转化为对其特征肽的检

测，结合靶向蛋白质组学技术的优势实现目标致病菌的

快速、准确检测[116]。尽管靶向蛋白质组学技术在细菌感

染诊断方面已经取得成功[117-122]，但是在食品中的应用相

对较少。不同于临床样本（如血液、肺泡灌洗液、脑脊

液、尿液、唾液等体液），食品基质多为固体，并且存

在大量蛋白质和杂菌干扰，这对检测方法的灵敏度提出

了更高的要求[123]。通过免疫磁珠预先富集目标致病菌，

可显著提高质谱检测的灵敏度和特异性，目前已有研

究报道了检测牛奶中致病菌的MRM方法。Chenau等[112] 

通过对比炭疽芽孢杆菌和其亲缘物种蜡样芽孢杆菌的酸
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溶性小孢子蛋白氨基酸序列，发现了两处单氨基酸位点

差异，通过蛋白酶解可得到不同的多肽片段，并以此建

立MRM方法。进一步地，利用免疫磁珠抓取目标致病

菌，该方法在牛奶和土壤样本对炭疽芽孢杆菌的LOD均

为7×103 个/mL。同一研究团队[113]通过对鼠疫耶尔森菌

的pFra、pPla质粒蛋白序列进行分析，得出物种特异性

的多肽序列，建立了结合免疫磁珠法的MRM方法。该

方法在牛奶和土壤样本的LOD分别为2×104 CFU/mL和

4.5×105 CFU/mL。类似地，Chen等[114]结合磁性纳米颗粒

和SRM方法，鉴定了果汁和生菜中的金黄色葡萄球菌和大

肠埃希氏菌。Zhao Hong等[5,115]采用MRM方法同时检测食

品中金黄色葡萄球菌及其肠毒素。与其他研究不同的是，

该研究是基于细菌全蛋白质组分析，并证明了靶向蛋白质

组学技术在复杂食品基质中检测致病菌的可行性，有望成

为一种不依赖生物化学鉴定的快速筛查方法。

综上所述，靶向蛋白质组学技术在食源性致病菌检

测方面的应用起步较晚，未来还可以从以下几个方面着

手，推动该技术的发展。一是开发富集和分离目标致病

菌的新方法。尽管目前常用的免疫磁珠分离法具有高效

快速、操作简单等优点，但是抗体价格昂贵，且易与其

他杂菌交叉反应，选择性增菌和密度梯度离心等方法可

能是潜在的替代方案。二是优化细菌蛋白提取流程，提

高蛋白提取效率。相较于细胞，细菌具有细胞壁结构，开

发更加温和、高效的细菌蛋白提取方法十分必要。三是挖

掘其他食源性致病菌特征肽。随着自下而上的蛋白质组学

和生物信息学技术的进步，可以更全面地研究致病微生物

的特征肽。近5 年来，沙门氏菌[123]、假单胞菌属[124]、常

见腐生细菌[125-126]的物种特异性多肽被陆续报道，有望推

动MRM技术在更多食源性致病菌检测的应用。此外，该

技术未来还可以拓展到检测其他致病微生物，如病毒、真

菌、寄生虫等。

3 结 语

近年来，靶向蛋白质组学在食品安全检测领域的应

用越来越广泛。与现有的基因技术和免疫学技术相比，

这种方法具有高特异性、高重复性和高通量的优势。因

此，MRM技术和PRM技术已成为研究食品相关蛋白质的

定性和定量的重要工具，主要应用在动物源性食品掺假

鉴别、食物过敏原检测、食源性致病菌及其毒素检测方

面。在分析复杂食品样品时，高分辨率分析和精确测量

十分必要，而基于高分辨质谱的PRM技术能够更好地满

足这些要求。然而，在食品安全检测领域，PRM技术的

应用仍处于起步阶段，相关报道较少。另一个需要考虑

的因素是开发检测方法所需的时间。当需要快速筛查食

品样本时，PRM技术具有较大优势，因为不需要优化母

离子和子离子对。因此，PRM技术可能会受到越来越多

研究人员的青睐。
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