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摘  要: 随着全球化的发展, 食品供应链范围更加宽泛, 而食品掺假等欺诈问题日益严重, 影响着全球的经

济市场、食品质量与安全监管和消费者的身体健康, 食品掺假现象已得到社会各界的广泛关注。食品检测技

术错综复杂, 随着人类基因组序列测定的完成, 人们把检测的研究方向转向了蛋白质组学, 这种检测手段的

先进性、适用性在食品质量和安全等方面取得广泛应用。质谱作为蛋白质组学方法的常用技术, 可利用质谱

的高通量分析优势对蛋白质和肽段进行鉴定、检测和定量研究, 即可开发简单的、快速的方法来分析复杂的

或深加工的食物, 又可定量检测具有高分离度的微量分析物。本文主要介绍了蛋白质组学方法在食品鉴伪中

的应用, 阐述了高分辨质谱技术在乳制品、肉类、海产品以及葡萄酒的食品欺诈检测鉴别中的运用, 为该类食

品安全问题的处理提供有效的参考。 
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ABSTRACT: With the development of globalization, the scope of food supply chain is more extensive, and food 

adulteration and other fraud problems are increasingly serious, which affects the global economic market, food 

quality and safety supervision and consumer health, food adulteration phenomenon has been widely concerned by the 

community. Food detection technology is complex. With the completion of human genome sequencing, people have 

turned the research direction of detection to proteomics. The advanced and applicability of this detection method has 

been widely used in food quality and safety. As a common technique of proteomics, mass spectrometry can be used to 

identify, detect and quantitatively study proteins and peptides by using its advantage of high throughput analysis. It 
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can be used to develop simple and rapid methods for the analysis of complex or highly processed foods, and 

quantitative detection of trace analytes with high degree of separation. This paper mainly introduced the application 

of proteomics method in food adulteration, and expounded the application of high resolution mass spectrometry 

technology in the detection and identification of food fraud in dairy products, meat, seafood and wine, so as to 

provide an effective reference for the treatment of such food safety problems. 
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1  引  言 

目前, 随着全球化的发展, 食品供应链范围变得愈加

广泛, 它影响着全球的经济市场、食品质量与安全监督管

理和消费者的健康问题。当下, 以经济利益为目的的食品

掺假(economically motivated adulteration, EMA)逐渐发展

成一个新的世界性问题[1]。为了应对 EMA 所引起的食品安

全风险 , 各国都开始采取相应的措施 , 美国药典委员会

(the United Stated Pharmacopeial Convention,USA)建立了

食品欺诈数据库, 我国的《食品安全法》为国内的食品环

境提供了保障[1]。食品鉴别是涉及食物质量与安全的重要

部分, 它可用于完善食品标签法规和政策, 也可以对 EMA

和食品污染进行鉴定, 维护消费者权益。对于相近物种尤

其是加工后食品进行鉴别很困难, 因此需要可靠的鉴别方

法。蛋白质作为食物的许多属性的标记物,可在一定时间内

对特定生物体系中的蛋白质进行大规模分析 [2]。其质谱

(mass spectrometry, MS)技术是基于结构独立的氨基酸序

列上的, 大大减少假阳性的发生, 而且蛋白质组学技术不

仅样品易于制备、分析快速、一次可分析多种物质, 而且

可轻松实现自动化和标准化,而且其高分辨率和灵敏度相

结合, 能够更好地检测微量物质[2]。目前蛋白质组学已被

应用到食品技术的不同研究领域, 被认为是最有前途的食

物鉴别方法。 

本文将介绍蛋白质组学及其在海产品、乳制品、肉类

以及葡萄酒的掺假检测方法, 对食品蛋白质检测的研究进

展进行总结和评述, 并对方法技术的发展进行展望, 以期

为蛋白质组学技术的进一步发展提供参考。 

2  简  介 

2.1  蛋白质组学 

蛋白质组学(proteomics)以蛋白质组为研究对象, 是

一门大规模、高通量、系统性地分析不同形态的蛋白质特

性及功能的新兴学科。它包含对蛋白质的结构和功能、修

饰、互相作用、定位以及定量的研究, 这些研究可以用于

食品质量评估、食品组成成份分析和食品溯源[3]。 

根据研究方向不同, 蛋白质组学可分为定量蛋白质

组学、定性蛋白质组学、结构蛋白质组学和功能蛋白质组

学等。蛋白质组学的研究方法有双向聚丙烯酰胺凝胶电泳

(two-dimentional polyacrylamide gelelectrophoresis, 
2D-PAGE)、质谱技术(mass spectrometry, MS)、酵母双杂

交系 统 (yeast two-hybrid system, Y2H) 及蛋 白芯片法

(protein chip)等[3], 方法多样, 各有优势, 本文将介绍基于

质谱的蛋白质组学研究方法。 

2.2  研究流程 

根据蛋白质的分析方式 , 可以分为 bottom-up 和

top-down 2 种。bottom-up 方法还可以进一步分类, 根据在

酶解之前(蛋白质水平)或者是在酶解之后(肽段水平)进行

分离而区分。前者可在酶解前进行分离, 基于不同蛋白质

的等电点和分子量不同, 主要采用二维凝胶电泳分离, 随

后目标蛋白质可以被凝胶切分并消化成肽段。后者也称为

shotgun 蛋白质组学, 蛋白质酶解成肽段, 直接通过液相

(liquid chromatography, LC)-质谱联用仪进行分析。分离时

如果一个色谱的峰容量不足时, 可以采用多维 LC, 通常液

相色谱与具有强阳离子交换功能的色谱柱连接使用。

top-down 则是将完整蛋白在 MS 内直接裂解成肽段再进行

分行。 

2.3  质谱技术 

质谱技术在蛋白质组学研究领域发挥着极其重要的

作用, 质谱分析的关键性部位是质谱仪, 它的核心部件包

括离子化源、质量分析器和检测器。质谱技术是采用离子

源 对 分 析 物 进 行 离 子 化 , 离 子 源 主 要 包 括 电 喷 雾

(electrospray ionization, ESI)和基质辅助激光解吸电离

( matrix-assisted laser desorption ionization, MALDI)离子源, 

质量分析器包括四级杆 (quadrupole, Q)离子阱 (ion trap, 

IT)、飞行时间(time-of-flight, TOF)和傅里叶变换离子回旋

(fourier-transform ion-cyclotron , FTICR), 检测器检测分析

物所形成的离子并产生质谱图。MS/MS 质量分析器主要有

Q-TOF, QQQ, TOF–TOF 和 Q-IT, 质量分析器的结合使

用还可以做成多级质谱 MSn。而对于裂解过程, 模式也有

多种 , 包括碰撞诱导解离 (collision induced dissociation, 

CID)、高能碰撞解离(high energy collision dissociation,HCD)

和电子转移解离(electron-transfer dissociation, ETD)。王曌

等[4]为了对比在蛋白质组学中 CID 和 HCD 裂解模式的分

析差别, 对牛血清白蛋白以及胞内分解物分别采用这 2 种
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模式来鉴别, 结果表明, 对于规模大的蛋白质组学, 两者都

适用, 但 CID 模式灵敏度相对更高, 而 HCD 模式的质谱图

质量略胜一筹。如果要对样品中尽可能多的蛋白质进行研究, 

数据依赖性采集(data-dependent analysis, DDA)是最常用的

数据解析技术。Hao 等[5]利用基于三重四极杆线性离子阱的

增强分辨率扫描功能, 所得的光谱结果显著提高了数据的

分辨率和准确度。已知蛋白质或肽段的质荷比也可以采用其

他的检测模式, 统称为目标蛋白质组学, 通过对特定离子的

选择, 可提高分析物的再现性、灵敏度和选择性。其他的检

测模式还有: 选择离子监测(selected ion monitoring, SIM)、

选择 MS/MS 离子监测 (selected MS/MS ion monitoring, 

SMIM)、选择反应监测(selected-reaction monitoring, SRM)

和多反应监测(multiple-reaction monitoring, MRM)等。 

2.4  分离方法 

食物中蛋白质的多样性以及动态分布为 MS分析带来

挑战, 这需要对样品进行前处理, 对指定的低含量蛋白进

行选择性富集, 去除其他干扰性蛋白, 从而提高实验的灵

敏度和重复性[6]。一般情况下, 样品在通过 MS 分析之前, 

还要经过凝胶电泳或者液相色谱等分离方法对蛋白质或肽

段 进 行 分 离 。 凝 胶 电 泳 又 分 为 一 维 凝 胶 电 泳

(one-dimensional electrophoresi, 1-DE)和二维凝胶电泳

(two-dimensional electrophoresis ,2-DE), 液相色谱又分为

反相液相色谱(reversed phase liquid chromatography, RPLC)

和二维或多维液相色谱。Rehbein 等[7]采用等电凝胶电泳

(isoelectric focusing electrophoresis, IEF)对鱼肉组织中提取

的肌浆蛋白进行分离 , 发现不同鱼种间的小清蛋白

(parvalbumins, PRVBs)在基础结构上具有很高的差异性。

此外, PRVBs 具有热稳定、易溶于水、耐高压的性质[8-10]。

因此, PRVBs 是进行鱼种鉴定和鱼制品鉴别理想的生物标

志物。An 等[11]采用聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium dodecyl 

sulfate polyacrylamide gel electropheresis, SDS–PAGE)或

IEF 对 3 种虾肉中的蛋白进行了区分。此外 SDS–PAGE 和

IEF 还可以用于鉴别存在于蟹肉、鱼肉、龙虾和头足类动

物肉中的龙虾[12]。2-DE 主要的缺点是, 分析工作量大, 数

据库中缺少部分蛋白质序列, 不利于蛋白质鉴定, 因此, 

需要围绕 MS 建立蛋白质组学的高通量方法。 

2.5  蛋白质组学的定量与定性研究    

定量蛋白质组学主要是对表达形式多样的蛋白质的

含量进行比较分析, 不仅能鉴定出不同状态下表达的蛋白

质, 而且能对其丰度进行精确定量, 这对食品鉴别具有重

要意义。定量方法多种多样,常规定量蛋白质组学的技术手

段包括基于同重同位素标记的 iTRAQ 和串联质谱标记、基

于三重四极杆的选择反应监测或多反应监测 (selected 

/multiple reaction monitoring, SRM/MRM)以及进而发展的

平行反应监测(parallel reaction monitoring, PRM)、高分辨

选择反应监测, 基于数据依赖性采集的鸟枪法, 连续窗口

采集技术等[6-15]。 

定性蛋白质组学主要是对于蛋白质特性进行描述和

鉴定, 快速准确的鉴定出蛋白质的本质属性是物质鉴别的

根本, 研究方法主要有分析蛋白质分子整体的肽质量指纹

(peptide mass fingerprinting, PMF)、分析肽段序列进而推断

蛋白质的肽碎片指纹(peptide fragment fingerprinting, PFF)、

de novo 测序以及肽段碎片离子(peptide fragment ions, PFI)

等蛋白质组学方法。 

2.6  数据处理 

MS与生物信息学结合能推动蛋白质组学的研究, MS鉴

定蛋白质的一般方法就是对比质谱得到的实验数据与搜索引

擎中的序列数据库计算出的质量值进行比对从而确证蛋白质
[13], 如果序列与数据库中的相似度很低, 要对 MS/MS 图进行

分析, 或者通过计算机辅助鉴定碎片离子与相应各个氨基酸

质量数之间的差异, 并对序列进行重新合成[14]。 

数据库是质谱数据库检索法分析的重要保障, 常用

的搜索谱库软件和数据库列于表 1。 

 
表 1  常见的搜索谱库软件和蛋白质数据库 

Table 1  Common library search software and protein databases  

软件 数据库 

名称 网站 名称 网站 

SEQUEST Fields.scripps.edu/sequest Uniport www.uniprot.org 

ProFound Prowl.rockefeller.edu PIR http://pir.georgetown.edu 

Pfind www.pfindstudio.com STRING http://string-db.org 

PepFrag Prowl.rockefeller.edu SCOP http://scop.mrc.lmb.cam.ac.uk/scop 

ProteinProspector Prospector.ucsf.edu NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein 

PeptIdent Prowl.rockefeller.edu BLAST http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast 

Mascot www.matrixscience.com FASTA http://www.ebi.ac.uk/fasta 
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3  MS 在食品鉴别上的应用 

目前, 蛋白质组学已应用在物种鉴别、产地溯源和掺

假鉴定等领域, 检测产品主要包括海产品、乳制品、肉制

品及酒等, 分离方法多采用 2-DE、SDS-PAGE 等凝胶电泳

技术或 LC 等方法, 质谱技术多采用 MALDI-TOF MS、

LC-MS/MS 等方法, 对不同产品中的的特征蛋白质或肽进

行分析, 进而对产品掺假进行鉴别。 

3.1  海产品 

贝类海鲜产品是世界上最具国际贸易的食品,海产品

中以次充好、用廉价产品代替高品质产品的现象较为严重, 

海产品的鉴别尤为重要。基于不同物种的生物分子特征的

鉴定是一种可靠的选择, 并且已经开发了基于 DNA 和蛋

白质分析的方法以实现该目标[15,16]。基于 DNA 扩增和杂

交的技术[17,18], 分析电泳和免疫学方法被应用于海鲜物种

的鉴定[19,20], DNA 编码可以进行鱼种鉴定, DNA 条形码是

一种使用标准 DNA 片段进行物种鉴定的方法, 越来越多

地用于鉴定广泛的生物 [21,22]。鱼类的条形码技术开始于

2005 年, 是为了创建鱼类的 DNA 条形码及数据库[23], 并

且正在开发用于鉴定甲壳类动物[24,26], 但食品加工环境会

对 DNA 完整性造成破坏导致非特异性检测, 而且都需要

大量资金, 且很难将方法标准化。如今, 基于质谱法的蛋

白质组学工具已被用于食品分析[27,28]以及海产品鉴定和评

估[29,32]。通过蛋白质组学方法对海产品的鉴定是一个很好

的 选 择 。 而 基 质 辅 助 激 光 解 析 电 离 飞 行 时 间 质 谱

(matrix-assisted laser desorption/ ionisation time-of-flight 
mass spectrometry, MALDI-TOF MS)也发展成为一种成熟

的方法, 还可用于在食品质量控制中鉴定细菌、酵母和真

菌[33,35]。 

Pepe 等[36]应用了蛋白质组学分析, 以 2-DE 研究了肌

浆蛋白, 并通过质谱分析, 以确定 3 种金枪鱼种类。蛋白

质组学可以显著地帮助检测伪造和造假, 这种方法在食品

中能快速检测到主要的鱼类过敏原- PRVBs。Mazzeo 等[37]

采用小清蛋白作为生物标志物实现了对 25 个鱼种的鉴别。

因此, 以质谱为基础的方法的成功应用表明, 蛋白质组学

在食品认证中具有成为可靠的一线检测资源的潜力, 为筛

选实验提供了灵活可靠、快速准确分析的特性。 

3.2  乳制品 

在乳制品行业,常见的掺假方式包括脱脂牛奶替换全

脂牛奶、液态奶掺加奶粉、奶酪中掺假等, 为保障公众健康, 

应不断采取严厉措施, 利用检测技术来防止欺诈或可能有

损消费者健康的掺假行为。 

Calvano 等[38]通过 2-DE 检测液态奶和奶粉的差异性, 

通过MALDI-TOF-MS鉴定奶粉中的肽段来鉴别奶粉掺假。

Garrido等[39]采用全信息串联质谱 MSE结合数据非依赖性

采集(data-independent acquisition, DIA)对乳清蛋白掺假

进行鉴别,结果表明其中 6 种样品存在掺假或者污染。蛋

白质组学技术可以用于识别奶制品中特定生物标志物 , 

这有助于设计快速和方便的分析工具, 进而来检测奶制

品中欺诈掺假现象。 

3.3  肉  类 

在加工肉制品中, 由于其成分复杂性和不均匀性, 对

蛋白质变化的研究和肉类的认证尤其困难。肉类认证在很

大程度上依赖于基于 DNA 的检测技术[40,41]。PCR 方法具

有很高的特异性和灵敏度[42], 即使在一些经过热处理的食

品和饲料中也是如此[43,44]。然而, 核和线粒体 DNA 对深加

工方法都很敏感[45], 因此基于 DNA 的技术不能总是强有

力地应用于高度加工的食品 , 特别是在需要量化时。

ELISA方法也用于肉类物种鉴定[46], 但基于 ELISA的测试

也存在许多局限性, 例如特异性差、基质干扰或不同食品

加工程序对抗原有效性的影响[47]。基于蛋白质分析的方法

不仅可以应用于物种鉴定, 也可以应用于其他的物种真实

性方面的研究。 

Montowska 等[48]发现, 不论是生肉还是加工后的产

品, 牛肉、猪肉、鸡肉、鹅肉和鸭肉蛋白在 2-DE 中的分布

具有种间差异性。甚至有些蛋白在深加工样品中也能被鉴

定出来, 这些蛋白可以作为物种鉴别时合适的标志物, 基

于这些目标蛋白所产生的氨基酸序列信息进行验证研究也

是非常必要的。Shahali 等[49]采用 SRM 方法鉴别牛肉中的

马肉和猪肉, 通过 shotgun MS/MS 鉴别猪肉和马肉的特异

性肽段, 可以检测到含量低至 0.55%的猪肉或马肉。随着

蛋白质组学的发展, 研究出灵敏度高, 效率快的检测鉴别

方法及其重要, 以便迅速发现用商业上重要的品种被低质

量肉类替代的欺诈行为。 

3.4  葡萄酒 

最近几年, 葡萄酒掺假事件的频发, 使得人们越来越

注重对葡萄酒的溯源以及质量控制。基于蛋白质组学的研

究方法可以用于葡萄酒的判别和分类, 包括对葡萄的生产

年份和对葡萄品种进行鉴别。一般可采用超高效液相色谱

与四级杆飞行时间质谱仪联用技术对葡萄酒样品进行代谢

指纹分析, 然而, 蛋白质和肽段分析技术并没有充分应用

于葡萄酒或者非酒精饮料的鉴别当中。主要原因是, 在红

酒加工过程中加入蛋白主要是做红酒澄清剂, 工业加工中

的过滤和残留蛋白去除过程会导致产品中的蛋白含量很

少。此外, 原料经过发酵后蛋白会变为沉淀, 只有少部分

的蛋白及水解产生的肽段会保留下来[50]。近年来, 使用高

分辨率 MS 和电感耦合等离子体 MS 的代谢指纹识别已被

应用于葡萄酒鉴定。在大多数研究中, 色谱分离主要使用

气相色谱或液相色谱实现, 平均运行时间为约 25 min。 
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Catharino 等[51]发现可以直接使用 ESI-MS 获得葡萄

酒的指纹图谱, 采用(DI)-ESI-MS 技术, 结合正 ESI 模式和

负 ESI 模式下获得的数据, 可以对白葡萄酒和红葡萄酒

的许多成分进行监测。Monaci 等[52]开发一种基于高分辨

率质谱仪的方法, 采用 LC ESI-MS 分析出白葡萄酒中残

留的澄清剂中的蛋白质, 同时检测和量化酪蛋白酸盐和

蛋白粉末的痕迹。Rubert 等[53]使用超高效液相色谱 HRMS

对 343 个葡萄酒样品进行代谢指纹识别鉴定。基于色谱

分离和 HRMS 的标记物促进了鉴定工作, 这对实现鉴别

是至关重要的, 但当确定某些品种的标记并明确确认时, 

可采用更简单的分析方法(高效液相色谱法)作为常规方

法。 

4  结论与展望 

食品欺诈现象层出不求, 手段多样, 规避性强, 不仅

影响消费者健康, 还破坏了食品安全秩序, 这种食品安全

风险隐患急需解决。蛋白质组学平台的引入为食品掺假鉴

别等方面做出了巨大的贡献, 虽然在评估食品真实性方面, 

蛋白质或肽作为生物标志物的蛋白质组学方法与其他标准

化方法相比还有限制性, 但由于其稳定、灵敏度高、高通

量和强鉴别能力等优点 , 它依然是一个有前景的替代方

法。而基于肽段的检测方法可以检测食品加工过程中的氨

基酸序列修饰, 蛋白质氨基酸序列比 DNA 核酸序列稳定

性更高, 在食品加工过程中更容易保存, 因而利用质谱鉴

别技术将在食品掺假检测中发挥更大的优势, 同时也具有

更重要的现实意义, 它提供了新的高度精确和灵敏的工具

来验证食品的真实性, 基于质谱分析的方法的成功应用清

楚地表明, 蛋白质组学在食品认证中具有成为可靠的第一

线检测资源的潜力。  

然而蛋白质组学应用于食物鉴定主要问题是复杂食

物基质中蛋白质提取和目标蛋白浓度低, 因此未来要致力

发展快速、自动化的样品前处理方法来提高实验的灵敏度

和重复性。此外, 未来还需提高食品掺假鉴定方法的特异

性和准确性。食品分析另一个限制因素就是物种蛋白数据

库不完善, 未来主要是应用高分辨质谱提高实验的灵敏度

和选择性, 完善物种蛋白数据库。 

蛋白质组学目前对食品技术的发展做出了巨大的贡

献, 现有的食品蛋白质组学技术结合新的生物信息学工具, 

加之高分辨 MS 等技术的不断发展与创新, 以及日益加深

的全球化研究与合作, 食品安全的欺诈类问题这个难题将

会得到很好的解决。 
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