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摘  要: 食物过敏是当前食品安全领域比较突出的问题, 相应的过敏原检测方法研究也越来越受重视。相比

于传统的免疫学检测方法, 质谱技术在检测加工后以及复杂基质中的食物过敏原中, 具有高通量和高灵敏性

等优点, 被广泛应用于食物过敏原的检测。本文主要从定性和定量 2 方面介绍了质谱技术在食品过敏原检测

中的研究进展。相关研究对牛乳、鸡蛋、小麦和榛子(坚果类)等主要食物过敏原均有涉及。在定性研究中, 以

肽质量指纹图谱法和肽碎片离子鉴定法为主, 鉴定食物中的过敏原蛋白。在定量研究中, 通过标记/无标记技

术, 也能够实现对微量的目标蛋白进行相对/绝对定量。质谱技术应用于食物过敏原检测中, 将有助于提升过

敏原检测能力, 降低食物过敏安全风险。 
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ABSTRACT: Food allergy is a prominent problem in the field of food safety, and more and more attention has been 

paid to the study of allergen detection methods. Compared with traditional immunological detection, mass 

spectrometry, which is widely used in the detection of food allergens, takes the advantages of high throughput and 

high sensitivity in detecting food allergens, especially in those processed samples and complex substrates. This paper 

mainly introduced the research progress of mass spectrometry in food allergen detection from the qualitative and 

quantitative aspects.These studies involved most of major food allergens, such as milk, eggs, wheat and hazelnuts. 

For qualitative analysis, peptide mass fingerprint method and peptide-fragment fingerprint method were applied to 

identify allergenic proteins in food. In quantitative research, relative/absolute quantification of trace target proteins 

can also be achieved through labeling/no-labeling technology. The application of mass spectrometry in food allergen 

detection would upgrade our ability of allergen detection and reduce the risk of food allergy. 
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1  引  言 

食物过敏被认为是当今社会一个重大的公共卫生问

题, 受影响的儿童与成年人数量快速增长, 针对食物过敏

的管理, 目前更多地是依赖严格控制与过敏原接触[1,2]。根

据有效数据, 大约 90%的食物过敏是由 8 类食物引起的, 

这 8 类食物通常被称为“八大食物过敏原”, 包括鸡蛋、鱼、

牛奶、花生、贝类、大豆、坚果和小麦, 且同一过敏食物

中可能存在多种能够引起过敏反应的蛋白[3]。为了避免过

敏人群摄入潜在致敏原, 全球许多国家都颁布了相关法规, 

要求对食品中潜在的致敏成分进行正确的食品标签标注
[4]。在欧盟 2006/142/EC 号指令中, 规定了 14 种不同过敏

食物的标签标注。我国自 2012 年起实施的《预包装食品标

签通则》中, 也将“致敏物质”列入其中, 要求在配料表邻近

位置对其加以标示[5]。在食品的生产、加工过程中也存在

过敏原的交叉污染, 这依然是引发高危人群过敏反应的重

要危险因素。因此, 建立灵敏可靠的检测方法体系, 在一

定置信水平上检测到食物中潜在的过敏原具有重大意义。 

目前, 已有多种技术方法应用于检测加工或未加工

食物中多种潜在的过敏原。其中包括基于分子生物学方法

的聚合酶链式反应(polymerase chain reaction, PCR), 实时

荧光定量 PCR 法(quantitative real-time PCR)以及环介导等

温 扩 增 技 术 (loop-mediated isothermal amplification, 

LAMP)[6]; 基于免疫学的酶联免疫吸附法(enzyme-linked 

immunosorbent assay, ELISA) 和免疫印迹技术 (Western 

blotting)等。ELISA 法作为一项常用快速检测食物过敏原

的方法, 可能受到复杂的食物基质成分的干扰, 出现交叉

反应现象, 且在食物加工过程中也会对过敏原产生修饰, 

从而掩盖过敏原本身的抗原性, 导致检测结果的偏差[7-9]。

现有的 PCR 法是通过间接检测食物过敏原, 也受到过敏原

蛋白物种、生长条件和 DNA 水平等因素影响[10]。采用免

疫学方法分析复杂体系中过敏原蛋白也有一定的局限性
[11], 而质谱分析技术以高分辨率、高灵敏度、高通量等优

势, 在食物过敏原的识别与表征以及定量等研究领域可以

发挥巨大的作用[12]。 

本文对质谱技术的工作原理进行了简单介绍, 并对

近年来这一技术在食物过敏原的定性和定量检测方面的应

用和进展以及未来发展趋势作出了综述。    

2  质谱技术 

质谱法(mass spectrometry, MS)的基本原理是使试样

电离, 生成不同带电的分子或分子碎片, 经加速电场的作

用, 进入质量分析器, 借助电场和磁场的作用使得这些离

子按照质荷比(m/z)的不同获得分离[13]。离子源和质量分析

器是构成质谱仪的核心部件[14]。由于蛋白质和多肽大多具

有极性、不易挥发和热不稳定性, 在早期质谱的应用中有

所局限 [15]。随着软电离源的引入 , 基质辅助解吸电离

(matrix assisted laser desorption/ionization,MALDI)和电喷

雾电离(electrospray ionization,ESI)等技术应用于蛋白质和

多肽分析, 质谱技术在蛋白质组学研究中发挥越来越重要

的作用[16, 17]。                        

质量分析器作为另一项重要的质谱分析组成元件 , 

可以根据质量与电荷的比值存储离子并将其分离。离子阱

(ion trap, IT) 、轨道阱 (orbitrap) 和离子回旋共振 (ion 

cyclotron resonance, ICR)质量分析器根据它们的 m/z 共振

频率分离离子; 四极杆(quadrupole, Q)质量分析器是使特

定质荷比的离子在震荡电场中趋于稳定, 进入检测器; 飞

行时间(time of flight, TOF)分析器则基于飞行时间来分离。

每个质量分析器都有其独特的性能, 如质量范围、分析速

度、分辨率、灵敏度、离子传输和动态范围[18, 19]。轨道阱

质谱仪灵敏度很高, 质量准确度较稳定, 适用于蛋白质组

学研究; 飞行时间质谱仪具有较大的质量分析范围, 也适

合蛋白质等大分子的分析。联用质谱仪是一种结合多种质

谱分析器来满足分析过程中特定需要的仪器, 如四极杆-

飞行时间 (quadrupole-time of flight, Q-TOF)质谱仪[20]、四

极杆-静电场轨道阱(quadrupole-orbitrap, Q-orbitrap)质谱仪

等。MALDI-TOF-TOF 质谱仪可以同时实现肽质量指纹法

和肽碎片离子鉴定法,进行蛋白质鉴定, TOF-TOF 还擅长高

能量碰撞诱导解离(collision induced dissociation, CID)和高

速扫描[14]。随着质谱技术的不断发展, 蛋白质组学研究取

得了飞速的突破, 这一技术也将在食物过敏原检测领域占

据日趋重要的地位[21]。  

3  食物过敏原的质谱检测 

食物过敏原一般能诱导机体产生 IgE, 引起 I 型超敏

反应, 常见的食物过敏原有奶、蛋、鱼虾等食物蛋白或多

肽[22]。质谱技术应用于食物过敏原的检测, 最主要的优势

在于, 它基于蛋白质的氨基酸序列或酶解产生的肽段, 而

不是蛋白质的高级结构, 这可以避免各种加工处理检测结

果造成的影响[11]。此外, 质谱法还具有自动化和标准化带

来的良好灵敏性和稳定性[23]。根据在食物过敏原检测领域

的研究目的不同, 质谱技术研究内容主要包括: 鉴定潜在

食物过敏原蛋白质种类(定性蛋白质组学)和探究过敏原蛋

白表达量的变化(定量蛋白质组学)。 

3.1  定性分析 

蛋白质定性研究最常采用的 2 种方法: 肽质量指纹图

谱法(peptide mass fingerprinting, PMF)[24]和肽碎片离子鉴

定法(peptide-fragment fingerprint, PFF)[25]。 

PMF 法指的是用特殊的已知酶切位点的酶(常用胰蛋

白酶), 将蛋白质进行酶解, 获得多肽混合物, 经质谱检测
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得到肽段的分子量。设定一定的误差范围, 与数据库中蛋

白质理论酶切分子量进行匹配, 将匹配肽段的结果进行打

分排序, 最终确定蛋白质的种类。PMF 法主要依托于基质

辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI-TOF-MS)的技术

平台, 肽段匹配的数据库检索也可以借助一些软件来完成, 

如 MASCOT[26]、SWISS-PROT 等。MALDI 是软电离源, 较

少产生碎片离子, 便于解析图谱。由于蛋白质的氨基酸序

列不同, 酶解后产生肽段的分子量也不同, 因此 PMF 法得

到的图谱具有一定的特异性。Natale 等[27]将脱脂牛乳进行

2D 电泳的初步分离, 然后分别挖取蛋白点进行胶内酶切, 

之后将获取的肽段溶液进行 MALDI-TOF-MS 的分析, 经

过与数据库中理论肽段分子量的比对, 确定各切胶斑块代

表的蛋白质种类。Ceglie 等[28]采用溶液内胰蛋白酶消化法

对榛子油脂蛋白进行酶解, 利用基质辅助激光解吸电离质

谱(MALDI)快速、灵敏地检测了油样中榛子蛋白的含量, 并

对不同提取工艺的提取蛋白进行了试验。最终获得数条稳定

的榛子蛋白的特征肽段, 可能成为今后测定其他加工食品

中痕量榛子蛋白的标记物。不过, PMF 法也存在一定的局限

性。由于样品的纯度不高, 加工引起的蛋白质修饰以及肽段

峰迁移, 肽段的离子化程度不一致等,会导致谱图复杂难以

解析,给肽段与数据库的匹配带来一定的难度[29]。 

PFF 法是建立在 PMF 的理论基础上, 进一步获取更

多的肽段信息。它是利用串联质谱, 将特定的肽段进一步

打碎, 结合母离子峰, 通过分析相邻的同类型的峰质量差

确定肽段的相应氨基酸残基, 从而推算出目标肽段的的氨

基酸序列[14]。早在 2000 年, Medzihradszky 等[30]就介绍了

一种新型基质辅助激光解吸/电离飞行时间/飞行时间高分

辨串联质谱仪(MALDI-TOF-TOF-MS)用于多肽测序。该仪

器结合了 MALDI 相关多肽分析的高灵敏度和高能碰撞诱

导离解 (CID)提供的综合碎片信息两大优点。不同于

MALDI-TOF 仪器广泛使用的后源衰减技术, 即通常结合

多达 10 个不同质量区域的独立光谱, 而 MALDI-TOF-TOF

仪器在固定的反射管电压下一次采集可获得完整的片段离

子光谱。它将蛋白质酶切后产生的多肽在串联质谱内轰撞

成离子碎片, 然后借助蛋白质多肽串联质谱数据库搜索匹

配多肽信息, 从而确定蛋白质种类。将四极杆和正交加速

度飞行时间质量分析器耦合在一起, 形成的 Q-TOF-MS 比

MALDI-TOF 质谱仪具有更高的质量准确性和分辨率, 可

以被用来确定过敏原特征肽段[31]。Monaci 等[32]通过毛细

管 液 相 色 谱 串 联 四 级 杆 - 飞 行 时 间 (liquid 

chromatogram-quadrupole-time of flight, LC-Q-TOF)质谱仪

对热加工食品中牛奶过敏原进行检测, 确定了牛奶过敏原

的特异性多肽, 为今后提供了预先筛选和/或验证目标过

敏原的标记物依据。Stasio 等[33]为了探究食物过敏原蛋白

在消化系统中的水解稳定性, 采用体外静态模型模拟包括

口腔、胃、十二指肠和肠道(刷状缘膜酶)阶段在内的胃肠

道消化过程, 利用十二烷基硫酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳

(sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis, 

SDS-PAGE)将消化前与消化后产物按照分子量进行初步

分离, 后采用四极杆静电场轨道阱质谱仪对各蛋白条带进

行 MS/MS 分析, 选择了一级质谱图谱中最强烈的 10 个离

子峰进行破碎, 最终依托仪器分析软件和 NCBI(National 

Center of Biotechnology Information)数据库将图谱信息转

化为蛋白鉴定结果。 

PMF 法作为早期蛋白质大规模鉴定的有效工具, 主

要适用于相对较纯的蛋白质, 操作简便, 但不能直接分析

蛋白质混合物。而 PFF 法则是对选定肽段碰撞诱导解离产

生的碎片离子进一步分析, 可以获得较精准的肽段信息, 

用于混合蛋白质的鉴定。 

3.2  定量分析 

不断改进和发展的蛋白质组学技术, 将蛋白质的定

性分析向高精准与高通量的定量分析推进。定量分析对于

深入了解蛋白质在生物系统中的功能和动态至关重要, 基

于质谱的定量蛋白质组学可分为相对定量和绝对定量

(absolute quantification, AQUA)蛋白质组学[34]。 

相对定量蛋白质组学可以用稳定同位素标记法或无

标记法对两个或多个样品进行比较[35]。稳定同位素标记法

包括: 同位素编码亲和标记技术(isotope coded affinity tags, 

ICAT)[36]、同位素编码的蛋白标记(isotope coded protein 

label, ICPL)[37] 、 同 位 素 差 异 结 合 能 量 转 移 标 记

(isotope-differentiated binding energy shift tags, 
IDBEST)[38]、同位素标记相对和绝对定量(isobaric tags for 

relative and absolute quantitation, iTRAQ)、串联质谱标记

(tandem mass tags, TMT)[39]、同位素肽段末端标记(isobaric 

peptide termini labeling, IPTL)[40]、细胞培养条件下稳定同

位素标记(stable isotope labelling by amino acids in cell 

culture, SILAC)[41,42], 无标记统计评估方法包括选择反应

监测(selected reaction monitoring, SRM)技术和多反应监测

(multiple reaction monitoring, MRM)等。ICATs 是生物素化

的碘乙酰胺衍生物(或丙烯酰胺衍生物), 可与变性多肽的

半胱氨酸侧链上的巯基反应(这类试剂只能作用于蛋白质

的部分半胱氨酸); ICPL 方法适用于不同类型的蛋白质样

品, 包括组织提取物和体液。与 ICAT 标记的原理类似, 

ICPL 试剂也有不同数目的氘原子的变体, 以便进行多重

定量分析; IDBEST 试剂在质谱离子源中产生具有高电离

效率的正电荷, 它将 ESI 或 MALDI 质谱技术与电感耦合

等 离 子 体 质 谱 (inductively coupled plasma mass 

spectrometry, ICP-MS)相结合, 成为一项元素特异性检测

的互补技术。iTRAQ 是比较常见的商业化的同位素标记定

量技术, 最早是由 Applied Biosystems(现在的 AB Sciex)开
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发的, 最初设计用于同时对多达 4 个样本进行分析, 但自

2007 年以来可以分析多达 8 个不同的样品[43]。采用 TMT

标记对多肽定量, 需要使用到四极杆-飞行时间(Q-TOF)、

离子阱(IT)、飞行时间-飞行时间(TOF-TOF)或三重四极杆

(triple quadrupole, QQQ)等质量分析器进行 MS/MS 碎片

化。许多仪器方法说明也都建议使用高能碰撞解离(high 

energy collision dissociation, HCD), 来进行 TMT 标记样品

的离子碎片分析; IPTL 适合复杂蛋白组学的分析。SILAC

技术在实验的早期, 标记就已经被结合到肽段上, 从而可

以消除样品制备和纯化过程中的损失。此外, 这项标记技

术除了标记介质的制备以外, 不需要任何化学反应。  

在食物过敏原的定量检测中, 无标记统计评估方法

使用较为广泛[44]。当目标肽段是来源于分析试样中存在的

高丰度的蛋白时, 数据依赖分析(data-dependent analysis, 

DDA)方法是最佳的获取模式。而采用数据独立分析

(data-independent analysis, DIA)模式时, 质谱仪中出现的

所有肽段离子都会进行碎片化, 不受指定目标肽段的限制, 

可以应用于未知蛋白质和大规模蛋白质的定量分析[45, 46]。

Monaci 等[46]将高分辨率质谱和 DIA 模式结合, 用于同时

测定添加到商业白葡萄酒中作为澄清剂的潜在致敏牛奶

(酪蛋白)和蛋清(溶菌酶和卵白蛋白)蛋白, 最终对白葡萄

酒中蛋清粉和酪蛋白酸盐的检测限为 0.4~1.1μg/mL。由于

近年来 MS 仪器的发展, 基于 DIA 模式演变而来, 对所有

理 论 碎 片 离 子 进 行 顺 序 采 集 的 连 续 窗 口 采 集 技 术

(sequential windowed acquisition of all theoretical 
fragmentation spectra, SWATH)[47]也越来越受欢迎。当蛋白

或者肽段已知时, 可以采用选择反应监测(SRM)技术进行

靶向蛋白质组学研究, 这种模式对复杂、基质背景高的样

品中排除噪音和干扰情况较好, 因其高灵敏度和特异性被

认为是蛋白质定量的金标准[48]。质谱多反应监测(MRM)

方法, 是基于 SRM 技术发展而来的, 是一种根据已知或假

定的反应离子信息, 有目的地进行选择性质谱信号采集, 

只将选定的特异性母离子进行碰撞诱导, 去除其他子离子

的干扰, 只对选定的特异子离子进行质谱信号的采集, 并

通过对数据的统计分析从而获取质谱定量信息的技术。一

般主要将三重四极杆质谱仪或四极杆离子阱质谱仪应用于

选择性/多反应性监测(SRM/MRM)。它的显著优势在于通

量高、重复性好且具有较高的灵敏度和特异性, 能够在复

杂 的 样 品 中 对 微 量 的 目 标 蛋 白 进 行 精 准 测 定 。

Martinez-esteso 等 [49] 采 用 反 相 高 效 液 相 色 谱

(reversed-phase high-performance liquid chromatography, 
RP-HPLC)对小麦面筋蛋白进行初步分离, 并建立了一种

基于选择反应监测(SRM)的液相色谱-质谱/质谱联用方法, 

最终由靶向筛选方法检测到了小麦面筋中具有代表性的特

征肽段, 许多最初依据传统的蛋白质组学的离子图谱结合

数据库搜索而被鉴定为特异性谷蛋白肽段, 在使用 SRM

时, 表现为非特异性。因此, 过度依赖单一方法不足以确

定食物中蛋白的特征肽段。Pilolli 等[50]设计了一种相对快

速的超声辅助尺寸排阻色谱柱(size exclusion column, SEC)

提取纯化的样品处理程序, 并建立了多维色谱分析系统, 

形成了高效、精简的分析流程, 利用 SRM 分析法在复杂食

物基质中鉴定出了鸡蛋、牛奶、大豆、榛子和花生过敏原。

在线固相萃取(solid phase extraction, SPE)的使用, 使得在

传统的反相分离之前, 先富集并纯化了部分目标肽段, 为

最终的 SRM 检测提供了优势, 从而在保持合理运行时间

的同时提高了灵敏度。 

绝对定量蛋白质组学的方法思路于 2003 年提出, 可

以认为是同位素稀释质谱法的一种改进, 使用了合成标记

肽作为内标。首先需要利用酶的消化, 将蛋白完全裂解成

肽段。从中选取一个目标肽作为蛋白质的定量标记, 以

化学合成的同位素标记肽作为内标来实现蛋白的绝对

定量[34]。该方法更适用于针对已知蛋白质的小范围靶向实

验, 而不是对大量未知蛋白质的定量。Houston 等[51]对不

同品种非转基因大豆中过敏原蛋白的表达量进行了研究。

采用线性离子阱串联质谱仪对胰蛋白酶消化后的蛋白样品

进行相对定量, 鉴定出了 10 种大豆过敏原蛋白, 接着通过

以同位素标记的合成多肽为内标的多反应监测法, 对其中

8 种大豆过敏原蛋白进行了绝对定量。结果表明, 参与研

究的 20 个大豆品种中过敏原总量基本一致。 

不同的定量蛋白质组学技术的建立, 使得不同性质、

实验目的样品检测得以实现, 也大大提高了食物过敏原定

量分析的准确性, 对过敏原的定量检测提供了有力的支持。 

4  结语与展望 

质谱技术在加工食品或复杂基质中检测过敏原的灵

敏性和准确性都高于传统免疫学方法和 PCR 法, 由于设备

体积较大和检测门槛较高等原因, 质谱技术主要用于实验

室结果确证。质谱技术的不断革新, 推动了食物过敏原检

测技术的进步。目前在食物过敏原的质谱检测方面, 重点

关注的方向主要为: 提高质谱样品前处理, 包括样品提取

和富集纯化的效率; 提高自动化操作程度, 减少人为造成

结果差异。实现样品前处理的规范化、质谱分析的自动化, 

将为食物过敏原的检测和研究提供更加有力的支持。 
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