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高效液相色谱法检测电子束辐照水产品中的 
游离邻酪氨酸 

朱  珍 1, 朱俊霖 1, 庄松娟 2, 李振兴 1* 

(1. 中国海洋大学食品安全实验室, 青岛  266003; 2. 青岛市食品药品检验研究院, 青岛  266071) 

摘  要: 目的  建立辐照水产品中邻酪氨酸的高效液相色谱检测方法。方法  样品经 0.1%甲酸均质, 超声促

溶后, 离心去除不溶物质, 加丙酮沉淀多余蛋白后, 挥发有机试剂, 冻干后复溶, 高效液相色谱检测, 外标法

定量。采用Aglient ZORBAX Eclipse-C18色谱柱, 甲醇-0.1%甲酸为流动相, 激发波长为 275 nm, 发射波长为 305 

nm, 流速为 0.8 mL/min。结果  样品在 50、200、500 µg/kg添加水平的平均回收率 72.20%~85.68%, 相对标准

偏差(RSD)为 1.716%~9.926%。结论  该方法可用于电子束辐照水产品中邻酪氨酸含量的检测, 不同种类水产

品中游离酪氨酸含量由高到低依次为基围虾>鲈鱼>扇贝。 
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Detection of dissociative o-tyrosine in electron beam irradiated seafood by 
high performance liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of o-tyrosine in irradiated seafood by 

high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  The sample was homogenized with 0.1% formic 

acid, the ultrasonic bath and centrifugation were followed. Then the resulting supernatants were treated with 

acetone at 20 ℃ for 2 h and centrifuged again. After evaporation of acetone from supernatants, the remaining 

solution was dried freeze. Finally, the powder was collected, reconstituted in formic acid and detected by HPLC 

analysis with external reference method. For HPLC separation, Aglient ZORBAX Eclipse-C18 column was used 

with a flow rate at 0.8 mL/min, mobile phase: methanol-0.1% formic acid in Milli-Q water, and the 

fluorescence detector was set at λex275 nm and λem305 nm. Results  The recoveries of o-tyrosine at the 

spiked amounts of 50, 200, and 500 μg/kg were 72.20%~85.68% with RSD value between 1.716% to 9.926%. 

Conclusion  This method can be applied to detect o-tyrosine in electron beam irradiated seafood. The content 

of dissociative o-tyrosine in some seafood was metapenaeusensis>lateolabrax japonicas> scallop. 
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1  引  言 

食品辐照技术是一种用于食品保鲜, 减少食品

及农产品损失以延长食品货架期, 控制食源性疾病

的处理方式。目前用于食品辐照主要有 60Co、137Cs 等

放射源产生的 gamma 射线辐照、5MeV 以下的 X 射
线辐照和电子加速器产生的高能电子束辐照三种方

式[1], 而电子束辐照因具有无放射性废源、自动化程

度高、可实现在线生产、速度快、效率高的优点而被

广泛使用[2,3]。食品辐照技术也被用于水产品的保鲜

领域[4], 如鲜活水产品、干制水产品和冷冻水产品等
[5], 对降解水产品中有害残留物和致敏性方面也有着

突出的贡献。中国是世界水产品大国, 2013年中国水

产品总量为 6172万吨[6], 占全球总量的 39.5%。目前

对辐照水产品的检测研究集中在虾类、鱼干类制品, 

对辐照水产品系统性的研究较少。 

国内外对辐照食品检测主要基于辐照前后引发

的脂类、蛋白质、DNA 和碳水化合物的变化[7,8], 但

这些研究多针对于 gamma 射线辐照样品, 对电子束

辐照还有待研究。电子束辐照产生的自由基及巨大能

量转换, 使得富含蛋白质的水产品中游离苯丙氨酸

或蛋白质中的苯丙氨酸残基与自由基相结合, 产生

羟基化产物-酪氨酸异构体(邻酪氨酸、间酪氨酸、对

酪氨酸)。在辐照生成酪氨酸异构体中, 对酪氨酸是

基体自身存在的氨基酸, 而邻酪氨酸的量最大[9], 因

此常被选作辐照标识物。此外, 邻酪氨酸在生物体内

有两种存在方式: 蛋白质结合的邻酪氨酸(以下称为

结合邻酪氨酸)和非蛋白质结合的邻酪氨酸(以下称

为游离邻酪氨酸), 鉴于游离酪氨酸提取过程较容易

且基质干扰低, 多被用于辐照标识物[10,11]。 

本文以高效液相色谱方法检测辐照前后水产品

中邻酪氨酸含量变化, 以此鉴定该水产品是否经过

辐照。高效液相色谱是一种被广泛使用的大型仪器, 

开发基于以此仪器为基础的检测方法可适用于大部

分检测机构, 对辐照食品检测技术的推广具有重要

意义。实验中选取水产品鱼虾贝类中的鲈鱼、基围虾、

扇贝对辐照水产品进行研究, 旨在为辐照水产品的

定量检测奠定理论基础。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

标准物质DL-邻酪氨酸(纯度≥98%, 德国 Sigma

公司); 甲醇(色谱纯, TEDIA公司); 甲酸(色谱纯, 科

密欧试剂公司); 三氯甲烷, 丙酮(分析纯, 国药集团

化学试剂有限公司); Milli-Q 超纯水; 一次性无菌注

射器(1 mL); 一次性有机系针头滤器(尼龙 66, 0.22 

μm); 样品玻璃瓶(2 mL, 棕色, 螺纹口, 隔垫, 美国

Agilent公司)。 

鲈鱼、扇贝、基围虾(购于青岛南山市场)。 

2.2  实验仪器与设备 

高效液相色谱仪(Agilent 1260, 美国 Aglient 公

司); 真空旋转蒸发仪(Hei-Vap, 德国 Heidolph 公司); 

高速组织捣碎机(DS-1, 上海标本模型厂); 高速冷冻

离心机 (3K-15, 德国 Sigma 公司 ); 超声波清洗器

(KQ5200B, 昆山市超声仪器有限公司);电子分析天

平(精度 0.1 g, TE601-2, 德国赛多利斯有限公司); 电

子分析天平(精度 0.0001g, BS-224-S, 德国赛多利斯

有限公司); 超纯水系统(Milli-Q, 美国 Millipore 公

司); Aglient ZORBAX Eclipse-C18柱(4.6 mm×250 mm, 

5.0 µm, 美国 Aglient公司)。 

2.3  标准溶液的配制 

邻酪氨酸储备液: 准确称取 5 mg邻酪氨酸标准

品, 用 0.1%甲酸水溶液定容至 5 mL, 4 ℃避光保存。 

使用液: 根据需要将邻酪氨酸用 0.1%甲酸水溶

液梯度稀释至适当浓度, 4 ℃避光保存。 

2.4  样品处理 

2.4.1  游离邻酪氨酸的提取 

样品的前处理方法参考Chen等[10]的方法并稍作

修改, 称取 0.8 g均质后的样品(精确到 0.01 g)置于 50 

mL 具塞离心管中, 加入 3.5 mL 0.1%甲酸水溶液, 

18000 r/min 均质 2 min, 超声 15 min, 8000 r/min, 

4 ℃离心 20 min, 取上清液, 加入 8 mL丙酮, -40 ℃

放置 2 h, 8000 r/min, 4 ℃离心 15 min, 取上清液于

45 ℃悬蒸, 除去有机溶剂后冻干, 用 0.8 mL 0.1%甲

酸复溶, 过 0.22 µm有机滤膜, 上机检测。 

2.4.2  结合邻酪氨酸的提取 

参考王东辉等[11]的方法并稍作修改, 准确称取

0.200 g均质后的样品(精确到 0.001 g)置于 50 mL具塞

离心管中, 加入 20 mL 的丙酮-三氯甲烷(3:1)混合液, 

涡旋混匀处理, 8000 r/min, 4 ℃离心 10 min, 除去上清

液, 重复上述步骤, 取沉淀, 氮气吹干后, 将样品转移

至安瓿瓶, 后加入 6 mL, 6 mol/L盐酸, 于 110 ℃下水

解过夜, 挥发盐酸, 将样品冻干后溶解待测。 
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2.5  色谱条件及参数 

2.5.1  非衍生高效液相色谱 

色 谱 柱 : AglientZORBAXEclipse-C18 柱 (4.6 

mm×250 mm, 5.0 µm); 流动相: 0.1%甲酸(A)-甲醇(B); 

梯度洗脱程序 : 0~14 min, 92%(A); 14~14.2 min, 

92%(A)~20%(A); 14.2~21 min, 20%(A); 21~21.2 min, 
20%(A)~92%(A); 21.2~30 min, 92%(A); 进样量: 20 

µL; 柱温: 30 ℃; 荧光检测器激发波长 275 nm, 发射

波长 305 nm。 

2.5.2  柱前衍生-高效液相色谱 

OPA 衍生剂: 准确称取 0.100 g 邻苯二甲醛, 

0.100 g巯基乙醇, 0.200 g四硼酸钠, 用 50%甲醇水溶

液定容至 10 mL, 过 0.22 µm有机滤膜, 4 ℃避光保

存。衍生剂: 样品=1:40 (v:v), 暗处衍生 1 min后取 20 

µL上机检测。 

色谱柱: AglientZORBAXEclipse-C18柱(4.6 mm× 

250 mm, 5.0 µm); 流动相: 0.02 mol/L 乙酸铵(A)-乙

腈 (B); 梯度洗脱程序 : 0~10 min, 80%~65%(A) , 

10~15 min, 65%(A), 15~15.01 min,65%~80%(A), 

15.01~20 min, 80%(A); 柱温: 30 ℃; 荧光检测器激

发波长 330 nm, 发射波长 450 nm。 

3  结果与分析 

3.1  方法的线性范围、检出限、定量限、精密度 

柱前衍生-高效液相色谱检测时 , 邻酪氨酸在

0.1~9500 µg/L 浓度范围内与峰面积呈线性相关, 检

出限为 0.8 µg/L, 定量限为 5 µg/L。但其衍生产物复

杂, 对邻酪氨酸出峰情况有干扰(图 1), 且结合邻酪

氨酸提取过程复杂, 对色谱柱有干扰, 因此, 选择非

衍生高效液相色谱对邻酪氨酸进行检测, 具体如下:  

在邻酪氨酸的质量浓度为 1、10、50、100、500、

1000、3000、5000、10000 µg/L时, 以峰面积(Y)和邻

酪氨酸的质量浓度(X, µg/L)绘制标准工作曲线。结果

表明, 在 1~10000 µg/L质量浓度范围内, 邻酪氨酸的

线性方程为 Y=0.0503X+0.9417, 相关系数为 0.9999, 

如图 2所示。仪器检出限(S/N=3)为 2.7 µg/L, 定量限

(S/N=10)为 8 µg/L。 

 

A: 以 OPA为衍生剂的柱前衍生-高效液相色谱法标准品邻酪氨酸的谱图 

A: Chromatogram of o-tyrosine standards by pre-column derivatization HPLC with OPA 
B: 非衍生的高效液相色谱法标准品邻酪氨酸的谱图 

B: Chromatogram of o-tyrosine standards by HPLC without derivatization 
Y: 邻酪氨酸   Y: orth o-tyrosine 

图 1  邻酪氨酸标准品的液相色谱图 

Fig. 1  Liquid chromatogram of o-tyrosine standards 
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图 2  邻酪氨酸标准曲线 

Fig. 2  Standard curve of o-tyrosine 
 

以三种样品为基质对该方法的精密度进行测定, 

对同一鲈鱼、基围虾、扇贝样品进行日内和日间平行

测定 6次, 结果如表 1所示。由表 1可以看出, 在三

种样品中, 实验所建立方法的精密度良好, 相对标准

偏差(RSD)均小于 10%。 

3.2  方法的加标回收率 

以扇贝、基围虾、鲈鱼三种样品为基质进行加标

回收率实验, 在查阅辐照食品中邻酪氨酸分布的情

况下, 选择邻酪氨酸的加标水平为 50、200、500 µg/kg, 

每个水平进行 3 次平行实验, 采用 2.4 和 2.5 方法进

行测定, 各加标水平的回收率数据见表 2。结果表明, 

邻酪氨酸的回收率为 72.20%~85.68%, 相对标准偏

差 1.716%~9.926%。 

3.3  辐照样品的测定 

取鲈鱼去皮去骨后肌肉、基围虾尾部肌肉、扇贝

柱样品于青岛青迈高能电子辐照有限公司(电子直线

加速器 10 kW, 10 MeV)进行10 kGy剂量的辐照处理。

样品采用 2.4和 2.5方法进行测定, 每组三个平行, 测

定结果见表 3: 

表 1  鲈鱼、基围虾、扇贝中精密度实验结果(n=6) 
Table 1  Results of precision test (n=6) 

邻酪氨酸 o-tyrosine 
测定值/ng 平均值

Average/ng 
相对标准偏差

RSD/% 1 2 3 4 5 6 

Lateolabraxjaponicus鲈鱼 114.589 106.731 116.554 114.589 112.625 114.589 113.280 3.141 

Metapenaeusensis基围虾 41.898 43.862 41.898 39.933 41.898 39.933 41.570 1.350 

Scallop扇贝 58.514 65.558 65.262 60.182 61.387 62.345 62.208 2.549 

表 2  鲈鱼、基围虾、扇贝中邻酪氨酸的加标回收率和相对标准偏差(n=3) 
Table 2  Recoveries and RSDs of o-tyrosine in real samples by LC-FLD (n=3) 

结果 回收率(%) 相对标准偏差(%) 回收率(%) 相对标准偏差(%) 回收率(%) 相对标准偏差(%)

HPLC-FLD 低水平加标 中水平加标 高水平加标 

测定结果 50 µg/kg 200 µg/kg 500 µg/kg 

Lateolabraxjaponicus鲈鱼 72.20 6.573 76.63 1.716 79.31 3.072 

Metapenaeusensis基围虾 82.08 9.926 82.56 3.430 84.40 9.072 

Scallop扇贝 85.29 3.803 80.99 5.782 85.68 9.214 

表 3  辐照水产品中的邻酪氨酸含量(n=3) 
Table 3  Content of o-tyrosine in seafood (n=3) 

辐照水产品 测定值 µg/kg 平均值 µg/kg 标准偏差 

Lateolabraxjaponicus鲈鱼 53.514 65.558 65.262 61.445 5.609 

Metapenaeusensis基围虾 128.342 114.589 98.872 113.935 14.746 

Scallop扇贝 30.110 41.898 43.862 38.623 7.438 

备注: 以上数据均为电子束辐照剂量为 10 kGy条件下水产品中邻酪氨酸含量, 对于空白样品均未检出邻酪氨酸。 
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以未经辐照的鲈鱼、基围虾、扇贝作为空白对照, 

均未检出邻酪氨酸, 该实验方法能准确区分未经辐

照和辐照剂量为 10 kGy的水产品。 

4  讨  论 

4.1  实验原理初探 

对于邻酪氨酸的检测方法主要分为两种: 一种

是柱前衍生-高效液相色谱方法, 原理是邻苯二甲醛

OPA(或者其他衍生剂)与邻酪氨酸反应生成荧光化合

物, 用以提高方法灵敏度 [11]; 另一种是利用邻酪氨

酸本身的荧光性质对其进行检测[12], 酪氨酸残基是

蛋白质中最主要的内源荧光基因之一, 自身可产生

荧光, 且邻位酚羟基的空间效应大于间位和对位取

代基的重原子效应和吸电子诱导效应, 加强了荧光

量子产生率并且延长了自身的荧光寿命。 

邻酪氨酸在样品基质中存在方式有两种, 一种

是与蛋白质结合的邻酪氨酸: 样品去除脂肪后, 用盐

酸在 110 ℃真空隔夜水解蛋白质, 再采用HPLC测定

水解释放出的邻酪氨酸[13]; 二是非蛋白质结合的游

离酪氨酸, 将样品溶解, 丙酮沉淀蛋白后, 离心取上

清液, 挥发有机试剂, 冻干处理后复溶, 采用 HPLC

测定样品基质中邻酪氨酸含量[14]。 

实验中发现柱前衍生-高效液相色谱方法精密度

较低, 且对于无自动柱前衍生装置的液相仪器来说, 

重现性差, 且衍生化产物不稳定、试剂昂贵、所用

液相缓冲盐体系易损伤色谱柱; 而与蛋白质结合的

邻酪氨酸的检测方法耗时长, 背景杂质干扰大, 且

有文献指明, 酸水解会带来诸如基质复杂、强酸性

样品溶液减短色谱柱寿命等问题[8]。对此, 本文选择

非衍生的高效液相色谱对非蛋白质结合的邻酪氨酸

进行测定。 

4.2  实验结果讨论 

本实验建立非衍生的高效液相色谱方法测定辐

照水产品中邻酪氨酸, 与柱前衍生-高效液相色谱相

比, 操作简单, 对液相设备要求低, 无需柱前衍生设

备; 方法精密度良好, 回收率 80%左右, Chen等[10]的

实验得到相近的回收率。实验对鲈鱼、基围虾、扇贝

的测定结果依次为 61.445、113.935、38.623 µg/kg, 表

明邻酪氨酸的含量与样品种类相关, 在空白样品中

均未检出邻酪氨酸, 说明邻酪氨酸的检出与否即可

判断该三种水产品是否经过辐照。查阅中国食物成分

表[15], 三种水产品中苯丙氨酸的含量为 767、764、

454 mg/100 g, 计算其转化率约为 10-6~10-5左右。根

据实验结果, 推测辐照食品中邻酪氨酸含量与样品

种类相关。王敏等[16]采用 HPLC-MS-MS对辐照剂量

为 10 kGy鸡肉、猪肉、牛肉、鱼肉和虾肉中结合邻

酪氨酸进行测定, 含量分别为 0.539、0.598、0.537、

0.619、0.614 mg/kg, 样品间差异不大, 且含量较高, 

可能与邻酪氨酸源于蛋白质而非游离态相关; 吴敏

等[8]对辐照剂量为 10 kGy 的虾肉和鸡肉中的邻酪氨

酸含量进行测定, 分别为 178.5/288 µg/kg, 虾肉中邻

酪氨酸含量与本文测定结果较为接近, 但含量较高, 

推测与虾的种类和产地相关; Wolfgang 等[17]对辐照

剂量为 0、2、4、6、8、10 kGy的鸡肉、猪肉、牛肉、

沙丁鱼肉蛋白中结合邻酪氨酸进行测定, 邻酪氨酸

随着辐照剂量的增大呈上升趋势, 10 kGy 时含量为

45、17、8、3 µg/g 蛋白, 说明辐照标识物含量确和

样品有很大关系。 

5  结论与展望 

本实验建立高效液相色谱检测辐照水产品中游

离邻酪氨酸含量的方法, 有良好的精密度和较高回

收率, 并将该方法应用于电子束辐照水产品鲈鱼、基

围虾、扇贝中游离邻酪氨酸的检测, 空白样品均未检

出。辐照样品中, 邻酪氨酸含量与样品种类相关, 由

高到低依次为基围虾>鲈鱼>扇贝。在对辐照杀菌技

术存在争议的今天, 针对不同种类样品, 需要进行进

一步研究, 以开发出一种能通过测定邻酪氨酸含量

判定样品所承受辐照剂量的实验方法, 进而维护消

费者权益, 保障消费者安全。 
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