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摘   要 : 目的   建立超高效液相色谱 -四极杆 -静电场轨道阱高分辨质谱法 (ultra performance liquid 

chromatography-quadrupole-orbitrap high resolution mass spectrometry, UPLC-Q-Orbitrap HRMS)结合化学计量

学鉴别新鲜和反复冻融牛肉的分析方法。方法  样本经过前处理后, 采用 UPLC-Q-Orbitrap HRMS 获得新鲜

和反复冻融牛肉指纹图谱信息。运用 SIMCA 软件结合模式识别方法对数据进行分析, 建立新鲜和反复冻融牛

肉的主成分分析(principal component analysis, PCA)模型和正交偏最小二乘-判别分析(orthogonal partial least 

squares-discriminant analysis, OPLS-DA)模型。结果  PCA 模型选择了前 10 个主要成分, 解释了总方差(R2)的

70.9%, 其预测能力(Q2)为 52.1%, 结果表明 PCA 模型可以对新鲜和反复冻融牛肉进行有效区分。OPLS-DA

模型中的 R2、Q2 均接近于 1, 说明模型的预测能力及准确性较好。采用变量重要性因子(variable importance 

factor, VIP)筛选出冻融过程中 11 种可能的差异代谢物, 进一步进行结构确证, 确定了乳酸、烟酸和酪胺为生

物标志物。结论  UPLC-Q-Orbitrap HRMS 结合化学计量学的方法可以用于新鲜和反复冻融牛肉的有效鉴别。 
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ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for fresh and frozen-thawed beef by ultra performance 

liquid chromatography-quadrupole-orbitrap high resolution mass spectrometry (UPLC-Q-Orbitrap HRMS) combined 

with chemometrics. Methods  After pretreatment, UPLC-Q-Orbitrap HRMS was used to obtain fingerprint 



第 16 期 何启川, 等: 基于超高效液相色谱-四极杆-静电场轨道阱高分辨质谱法结合化学计量学…… 6325 
 
 
 
 
 

information of fresh and frozen-thawed beef. The SIMCA software combined with pattern recognition method was 

used to analyze the data, and the principal component analysis (PCA) model sand orthogonal partial least 

squares-discriminant analysis (OPLS-DA) model of fresh and frozen-thawed beef were established. Results  The 

first 10 main components were selected in the PCA model, which explained 70.9% of the total variance (R2), and the 

prediction ability (Q2) was 52.1%. The results showed that the PCA model could effectively distinguish between fresh 

and frozen-thawed beef. R2 and Q2 in OPLS-DA model were both close to 1, indicating that the prediction ability and 

accuracy of the model were good. 11 kinds of possible differential metabolites during the frozen-thawed process were 

screened out using variable importance factor (VIP) for further structural confirmation, and lactic acid, nicotinic acid 

and tyramine were identified as biomarkers. Conclusion  UPLC-Q-Orbitrap HRMS combined with chemometrics 

can be used to effectively identify fresh and frozen-thawed beef. 

KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography-quadrupole-orbitrap high resolution mass spectrometry; 

chemometrics; beef; frozen-thawed 
 
 
 

0  引  言 

牛肉是重要的食用肉资源, 提供人体所需的高蛋白

和营养物质, 例如必需氨基酸、不饱和脂肪酸、矿物质和

维生素等[1], 其品质已成为消费者关心的主要问题[2]。目前, 

冷冻存储已成为延长肉和肉制品保质期的流行方法。在现

实情况中, 由于冷链技术不完善, 新鲜牛肉在储存、运输、

销售过程中不可避免地会出现反复冻融现象[3]。反复冻融

会导致水份重新分配, 并影响肌肉组织中冰晶的大小和分

布, 细胞冰晶的形成将引起严重的肌肉组织机械损伤, 并

加速脂质氧化和蛋白质变性[4]。因此反复冻融不利于肌肉

的理化性质和质地, 例如汁液损失增加[5]、嫩度降低[6]、风

味变差[7]。在市场上新鲜牛肉的价格高于冷冻牛肉, 使得

部分不法商贩用冻融牛肉冒充新鲜牛肉, 从中获取非法利

益。消费者从感官上很难鉴别新鲜牛肉和冻融牛肉, 因此, 

开发一种高效、简便、实用的鉴别方法尤为重要。 

目前, 已有许多学者针对新鲜肉和冻融肉的鉴别进

行了研究, 分析方法主要包括酶法[8]、PCR 检测法[9]、光谱

法[10]、生物成像法[11]、感官评价法[12]等。β-羟基辅酶 A 脱

氢酶(β-hydroxyacyl-coenzyme A-hydrogenase, HADH)是通

常被检测的酶, 但 HADH 的释放需要冻藏温度达到-12 ℃

或者更低, 不能因为 HADH 的水平较低就断定肉没有经过

冻融[13]。PCR 检测技术的灵敏度会受到 DNA 断链和链间

的影响, 因此 PCR 技术在检测过程中灵敏度较低[14]。光谱

法作为一种无损的检测方法, 在现场分析中具有巨大潜

力。但样品表面的血渍、水渍等杂质会对光谱数据采集造

成较大影响。生物成像在鉴别新鲜与冻融肉方面的性能取

决于微观结构恶化程度与冻融条件之间的确切关系, 但在

某些冻融条件下, 无法观察到对微观结构的明显破坏[13]。

感官检验结论会因感觉器官的局限性、人的主观性造成出

入[13]。因此, 有必要开发一种稳定、准确鉴别新鲜和冻融

牛肉的检测方法。 

近年来, 针对海量数据挖掘与处理、分析信号的提取

和分析方面, 化学计量学作为一种强大的手段, 解决了食

品分析中现代仪器数据多维化、复杂化的难题, 已广泛应

用于产地溯源、食品掺假鉴别等相关领域[15‒16]。超高效液

相 色 谱 - 四 极 杆 - 静 电 场 轨 道 阱 高 分 辨 质 谱 法 (ultra 

performance liquid chromatography-quadrupole-orbitrap high 
resolution mass spectrometry, UPLC-Q-Orbitrap HRMS)具有

样本预处理简单、数据量丰富、选择性高、灵敏度高等优

点, 可以根据检测要求选择不同的色谱分离类型和质谱类

型, 具有更广泛的应用[17]。目前, UPLC-Q-Orbitrap HRMS

与化学计量学的结合主要应用在不同种类肉掺假、风味变

化等领域, 例如, 尤丽琴等[18]利用超高效液相色谱-质谱法

结合化学计量学检测滩羊宰后成熟过程中风味前体物质的

变化, 而在新鲜肉和冻融肉鉴别方面未见报道。本研究以

牛肉为研究对象, 采用 UPLC-Q-Orbitrap HRMS 对牛肉进

行分析, 并结合化学计量学筛选出牛肉在反复冻融过程中

潜在的差异标志物, 从而开发出快速、简便的新鲜和冻融

牛肉识别方法, 为牛肉的质量控制和市场上用冻融牛肉冒

充新鲜牛肉的判别提供相关依据。 

1  材料与方法  

1.1  仪器与试剂 

Q-Exactive-Ultimate 3000 超高效液相色谱-质谱仪(美

国 Thermo Fisher Scientific 公司); ACQUITY UPLC BEH 

C18 (3.0 mm×100 mm, 1.7 μm, 美国 Waters 公司); T25 均质

器(德国 IKA公司); Centrifuge 5430R 高速冷冻离心机(德国

Eppendorf 公 司 ); VORTEX KB-3 涡 旋 混 匀 器 ( 美 国

Scientific Instruments 公司)。 

甲醇(色谱纯, 美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 甲

酸 (色谱级 , 北京百灵威科技有限公司 ); 实验用水由
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Milli-Q 超纯水系统制备。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品前处理 

牛肉购于北京牛羊肉交易市场, 选用 2~3 岁鲁西黄牛

中的公牛 , 屠宰后排酸 12 h, 于实验室分割成 2 cm×     

4 cm×2 cm 条状, 去除脂肪和结缔组织后置于聚乙烯自封

袋中, 随后于‒20 ℃冰箱储存。将牛肉在‒20 ℃条件下冷冻

72 h, 随后转移到 4 ℃冰箱中解冻 12 h为 1次冻融循环, 本

研究一共做了 5 次冻融循环。每次冻融循环精确称量 3 g

样品于 50 mL 离心管并制备 8 个平行样本, 使用 30 mL(甲

醇 : 水 =9:1, V:V) 进 行 均 质 提 取 , 均 质 5 min, 转 速       

8000 r/min。均质后离心 15 min, 转速 10000 r/min, 离心后

取上清液 2 mL 再次离心 15 min, 转速 14000 r/min。之后

过 0.22 μm 微孔滤膜保存在进样小瓶中, 所有的样本均储

存在‒80 ℃冰箱中集中进样。 

1.2.2  质控样本制备 

质控样本(quality control, QC)用于考察分析方法的稳

定性以及重复性。从每个样本中等量量取 10 µL 放入进样

小瓶中并混合均匀, 制备 QC 样本。 

1.2.3  色谱分析条件 

柱温 40 ℃; 流速 0.3 mL/min; 流动相组成Ａ: 甲醇

(0.1%甲酸), Ｂ: 水(0.1%甲酸); 梯度洗脱条件见表 1。进

样量为 5 μL, 自动进样器温度为 4 ℃。 

 
表 1  UPLC-Q-Orbitrap 梯度洗脱程序 

Table 1  UPLC-Q-Orbitrap gradient elution program 

进样时间/min 流速/(mL/min) 流动相 A/% 流动相 B/%

0.000 0.300 5.0 95.0 

0.500 0.300 5.0 95.0 

2.500 0.300 40.0 60.0 

4.500 0.300 70.0 30.0 

10.000 0.300 100.0 0 

12.000 0.300 5.0 95.0 

15.000 0.300 5.0 95.0 

 
1.2.4  质谱条件 

离 子 源 : 加 热 电 喷 雾 电 离 源 (heated-electrospray 

ionization, H-ESI), 离子传输管温度: 350 ℃。扫描方式: 

正、负离子模式同时扫描, 扫描范围为 70~1000 m/z。采用

全 扫 描 / 数 据 依 赖 性 质 谱 扫 描 模 式 (full 

MS/data-dependent-MS2, Full MS/dd-MS2), 其中全扫描的

分辨率设定为 70000 FWHM, 二级扫描的分辨率设定为

17500 FWHM。归一化碰撞能量(normalized collision energy, 

NCE): 15、30、和 45 eV, 喷雾电压: 3.6 kV, 鞘气流速:    

40 Arb, 辅助气流速: 10 Arb。 

1.2.5  数据处理和差异标志物的鉴定 

使用 Xcalibur 3.0 对原始数据进行峰检测、峰比对、

峰面积归一化和过滤等操作。将处理后的数据导入

Compound Discoverer 3.1 软件进行保留时间和质荷比的校

正, 保留时间偏差设置为 12 s, 质量偏差为 5×10‒6。选取响

应强度大于 100000的峰, 搜索mzCloud数据库进行代谢物

鉴定。使用空白样本(甲醇:水=9:1, V:V)去除背景离子, QC

样本用作归一化。从 Compound Discoverer 3.1 软件鉴定的

结果中筛选 P<0.05 的化合物导入 Simca-P (14.1)进行多元

统计分析。主成分分析(principal component analysis, PCA)

和正交偏最小二乘 - 判别分析 (orthogonal partial least 

squares-discriminant analysis, OPLS-DA)用来揭示不同冻融

次数组与新鲜组代谢轮廓的变化 , 变量重要性因子

(variable importance factor, VIP)值通过 OPLS-DA 模型计算

得出, 选取 VIP>1 及 P<0.05 为筛选差异标志物条件。 

2  结果与分析 

2.1  不同冻融次数牛肉与新鲜牛肉代谢轮廓分析 

通过高通量、高灵敏度的 UPLC-Q-Orbitrap HRMS 技

术同时对正、负离子模式下新鲜和冻融 1 次、冻融 2 次、

冻融 3 次、冻融 4 次、冻融 5 次的牛肉进行数据采集, 生

成总离子流图。正、负离子模式下提取离子峰 5064 个, 可

以发现新鲜组与不同冻融次数组峰的强度、数量及时间均

有明显差异(图 1), 但仅从峰的改变很难直观地看出冻融

过程中代谢物的变化, 需依据化学计量学技术对样品特征

离子进行分析、筛选。 

2.2  不同冻融次数牛肉与新鲜牛肉的化学计量学

分析 

PCA 作为无监督模型, 对获得的原始数据进行降维

处理, 可将无序数据转变为有序信息[19]。图 2 中每个点代

表一个样本, 颜色相同的点表示来自同一组(新鲜组或某

一冻融次数组)样本, 每个点之间的距离表示样本中代谢

产物之间的差异或相似性。PCA 模型选择了前 10 个主要

成分 , 解释了总方差 (R2)的 70.9%, 其预测能力 (Q2)为

52.1%。PCA 结果表明, 新鲜组与不同冻融次数组可以有

效区分, 区分程度随冻融次数的增多而升高。PCA 图中样

本点总体分布是按冻融次数顺序排列的, 并且 5 个不同

冻融次数组的点与新鲜组的点相距较远。这些数据表明, 

反复冻融牛肉中的代谢物倾向于随冻融次数而变化, 这

可能是由于冻融过程中的蛋白质变性或者脂质氧化程度

不同。为了考察所建模型的数据稳定性和可靠性, 在分析

序列中每隔 5 个样品加入一个 QC 样本, QC 样本在 PCA

分数图上较好地聚集表明在分析过程中仪器设备是稳定

的, 数据是可靠的。 

OPLS-DA 是一种有监督的模型, 解释了导致 2 组之
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间显著差异的相关代谢物信息, 消除了与分类不相关的噪

音信息[20]。为了确定新鲜和不同冻融次数牛肉样本中代谢

物之间的差异及变化趋势, 本研究分别选用新鲜组、冻融

3 次组和冻融 5 次组建立 2 个二元 OPLS-DA 模型。

OPLS-DA 用于 2 组之间的对比, R2Y 代表模型对 Y 变量的

解释性, Q2 代表模型的预测能力。当 R2 值接近 1 且 Q2 值

大于 0.6 时, 认为建立的模型是可靠的[21]。表 2 中的数据

表明, 2 个 OPLS-DA 模型是可靠的, 并且具有良好的预测

能力。 

 

 
 
 

注: A: 正离子模式; B: 负离子模式。 

图 1  新鲜与冻融 1 次、2 次、3 次、4 次、5 次牛肉样品的色

谱图  

Fig.1  Chromatograms of fresh and 1, 2, 3, 4 , 5 frozen-thawed 
cycles beef samples 

 

 

 
图 2  新鲜组与不同冻融次数组的 PCA 得分图 

Fig.2  PCA score chart of fresh and different frozen- 
thawed times groups 

 
通过 Hotelling’s T2 图进一步研究了模型中的异常值, 

超过置信区间限 95%和 99%被认为是可疑和强异常值, 图

3 显示 2 个模型中均无超过置信区间 95%的点, 无异常值

存在。 

对 OPLS-DA 模型进行置换检验, 判断模型是否发生

过度拟合。置换检验中, 模型右侧 Q2 值在 Y 轴上的截距小

于 0, 则认为 OPLS-DA 模型较好, 无过度拟合现象[22]。200

次循环迭代后的置换检验结果如图 4, 说明模型无过拟合

现象, 有良好的预测能力。 

2.3  差异标志物的鉴定与筛选 

通常认为 OPLS-DA 模型计算的 VIP 值及单变量分析

P 值为选取化合物的指标, 本研究选取 VIP>1 及 P<0.05 为

筛选差异标志物条件。为了保证所选标志物是稳定、可靠

的, 需是 2 个 OPLS-DA 模型所筛选的共有代谢物。根据图

5 及表 3, 初步筛选出 11 种潜在的差异代谢物, 进一步通

过二级质谱数据与 mzCloud 数据库比对, 确证了乳酸、烟

酸和酪胺为差异标志物。乳酸与肉的嫩度相关[23], 烟酸与

肉色相关[24], 酪胺为风险成分[25]。 

 
表 2  不同冻融次数组与新鲜组比较的 R2、Q2 

Table 2  R2 and Q2 of different frozen-thawed times groups 
compared with fresh group 

不同冻融次数组 VS 新鲜组 R2Y Q2 

冻融 3 次组 VS 新鲜组 0.997 0.987 

冻融 5 次组 VS 新鲜组 0.995 0.987 

 

 

 
 

图 3  新鲜组与冻融 3 次组(A)、冻融 5 次组(B) OPLS-DA 模型

Hotelling’s T2 图 

Fig.3  Hotelling's T2 charts of OPLS-DA model in fresh group and 3 
frozen-thawed cycles group (A) and 5 frozen-thawed cycles group (B) 
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图 4  新鲜组与冻融 3 次组(A)、冻融 5 次组(B) OPLS-DA 模型置

换检验图 

Fig.4  OPLS-DA model replacement test diagrams of fresh group, 3 
frozen-thawed cycles group (A) and 5 frozen- 

thawed cycles group (B) 

 

 
图 5  新鲜组与冻融 3 次组(A)、冻融 5 次组(B) OPLS-DA 模型

VIP 预测值 

Fig.5  VIP prediction values of OPLS-DA model in fresh group, 3 
frozen-thawed cycles group (A) and 5 frozen-thawed  

cycles group (B) 

 
表 3  新鲜和不同冻融次数牛肉差异标志物 VIP 和 P 值 

Table 3  VIP and P values of different markers between fresh beef and beef with different frozen-thawed times 

代谢物 电离模式 分子式 
相对分子质

量 

变量值重要性 VIP P 值 

新鲜 VS 冻融 3 次 新鲜 VS 冻融 5 次 新鲜 VS 冻融 3 次 新鲜 VS 冻融 5 次

乳酸 [M-H]- C3H6O3  89.02441 3.02 3.06 4.2E-02 6.0E-03 

酪胺 [M+H]+ C8H11NO 138.09102 1.06 1.02 1.0E-15 1.0E-15 

软脂酸 [M+H]+ C16H32O2 274.27313 2.70 2.08 2.2E-04 2.0E-05 

烟酸 [M+H]+ C6H5NO2 124.03916 1.31 2.41 1.0E-15 1.0E-15 

L-缬氨酸 [M+H]+ C5H11NO2 118.08084 1.25 1.90 8.3E-03 8.1E-07 

酪氨酸 [M+H]+ C9H11NO3 182.08084 1.33 1.11 1.0E-15 1.0E-15 

L-异亮氨酸 [M+H]+ C6H13NO2 132.10160 2.76 2.42 8.1E-06 7.9E-10 

次黄嘌呤 [M+H]+ C5H4N4O 137.04552 1.96 1.04 1.6E-03 5.9E-03 

色氨酸 [M+H]+ C11H12N2O2 188.07011 1.8 1.59 1.0E-15 1.0E-15 

柠檬酸 [M-H]- C6H8O7 191.01973 1.87 2.03 1.0E-15 1.0E-15 

肌肽 [M+H]+ C9H14N4O3 227.11308 1.53 1.58 2.6E-02 4.0E-02 

 
 

乳酸是一种普遍存在于生物体内的有机弱酸, 是一种

无氧代谢的产物。动物死后, 在贮藏期间, 糖原含量降低, 

氧气供给停止, 从而促进了无氧酵解的发生, 最终形成了乳

酸并积累[26]。图 6A 表明, 从新鲜到冻融 1 次, 乳酸的含量

呈上升趋势, 可能是刚屠宰后牛肉的肌细胞尚未死亡, 只能

进行无氧呼吸, 从而造成大量乳酸的生成。从冻融 2 次到冻

融 5次乳酸含量逐渐下降, 可能是因为糖原酵解酶活性降低, 

导致了乳酸生成速率小于乳酸降解的速率。烟酸是维生素

B3, 又名维生素 PP, 也称抗癞皮病维生素, 包括尼克酸和尼

克酰胺(烟酸和烟酰胺), 是水溶性维生素[27]。烟酸的含量与

肉色直接相关, 而肉色是衡量肉品质的一个重要指标, 直接

影响到消费者购买欲。JIANG 等[28]研究发现烟酸能够显著

降低肉鸡的亮度(L*)、红度(a*)和黄度(b*值)。烟酸也是辅酶

烟酰胺腺嘌呤二核苷酸(nicotinamide adenine dinucleotide, 
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NAD+/NADH)和烟酰胺腺嘌呤二核苷酸磷酸(nicotinamide 

adenine dinucleotide phosphate, NADP+/NADPH)的重要前体

物质, NAD+用于糖酵解, 会抑制乳酸代谢途径, 从而降低

乳酸的生成[29]。图 6B 表明, 在整个冻融期间烟酸的含量一

直上升。生物胺是一类具有生物活性的小分子化合物, 由前

体氨基酸脱羧形成。大量研究表明生物胺存在于许多不同的

食品中, 例如水产品和肉类产品[30]。酪胺是其中的一种微量

胺, 低浓度的酪胺对人体无害, 由于运输、储藏条件的不当

会逐渐积累至对人体有害的浓度, 美国的食品药品监督局

(Food and Drug Administration, FDA)已规定鱼中酪胺含量不

得超过 100 mg/kg[31]。图 6C 表明, 在新鲜肉至冻融 2 次期

间, 酪胺的含量缓慢上升, 冻融 3 次后酪胺的含量急剧增

加。新鲜牛肉在存储、运输、消费过程中冻融次数最好不要

超过 2 次。 

 
 
 

 
 
 

图 6  乳酸(A)、烟酸(B)和酪胺(C)相对含量变化趋势 

Fig.6  Variation trends of relative content of lactic acid (A)、nicotinic acid (B)、tyramine (C) 
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3  结论与讨论 

本研究开发了一种基于 UPLC-Q-Orbitrap HRMS 结合

化学计量学的分析方法, 对新鲜和反复冻融牛肉进行了鉴

别。利用 PCA 模型可以将新鲜与不同冻融次数的牛肉有效

区分, 利用 OPLS-DA 模型中的 VIP 值筛选出乳酸、烟酸、

酪胺 3 种差异标志物, 对 3 者的含量随着冻融次数的变化

规律进行了研究。结果表明, 乳酸相对含量在冻融期间呈

现先上升后下降的趋势, 烟酸和酪胺相对含量在冻融期间

逐渐上升。未来的研究中, 将继续获取不同品种、不同部

位的牛肉进行验证。该方法可以为筛选新鲜肉和冻融肉之

间的差异标志物提供初步的数据支持, 同时为鉴别来源于

其他哺乳动物的新鲜肉和冻融肉提供一种新思路, 并通过

对生物标志物的准确定量, 用于评估食用肉的质量。该方

法的拓展对于未来食品质量研究具有一定意义。 
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