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基质辅助激光解析电离飞行时间质谱法提取 

阳澄湖全谱图范围内大闸蟹蛋白条件优化 

金  萍 1*, 叶  湖 2, 丁洪流 2, 李晓芹 2, 钟晓红 2, 沈麒亮 2 

(1. 苏州市产品质量监督检验院, 苏州  215128; 2. 苏州市食品检验检测中心, 苏州  215128) 

摘   要 : 目的   建立最佳的蟹肉组织蛋白分析方案 , 获得最佳基质辅助激光解析电离飞行时间质谱

(matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF MS)图 , 为基于

MALDI-TOF MS 技术的阳澄湖大闸蟹产地鉴别分析建立条件。方法  从蛋白提取液、基质液以及基质液与提

取液配比 3个方面对大闸蟹蛋白提取方案进行优化, 从激光强度和聚焦质量 2个参数对质谱参数进行优化, 最

终获得最佳的阳澄湖大闸蟹蛋白提取及质谱分析方案。结果  通过观察不同条件下的质谱图, 最终选择 0.1%

三氟乙酸进行蛋白提取, 芥子酸作为基质液, 样品提取液与基质液的上样体积比例选用 1:9。而在质谱参数方

面, 选择 9 μJ 的激光强度和 10000 Da 的聚焦质量。结论  本研究通过比较不同的蛋白提取方法及不同的质谱

采集条件, 建立最佳的蟹肉组织蛋白分析方案, 获得最佳质谱图, 为基于 MALDI-TOF MS 技术的阳澄湖大闸

蟹产地鉴别分析建立了条件。 
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Optimization of extraction conditions of Yangcheng Lake hairy crab protein 
by matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight  
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ABSTRACT: Objective  To establish the best protein analysis scheme of crab meat tissue, and obtain the best 

matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF MS) diagram, so as to 

establish conditions for identification and analysis of hairy crabs in Yangcheng Lake based on MALDI-TOF MS 

technology. Methods  The extraction scheme of hairy crab protein was optimized from 3 aspects of protein extract, 

matrix solution and ratio of matrix solution to extraction solution, and the parameters of mass spectrometry were 

optimized from 2 parameters of laser intensity and focusing mass, and finally the optimal scheme of Yangcheng Lake 

crab protein extraction and mass spectrometry was obtained. Results  Through the observation of mass spectra 

under different conditions, 0.1% trifluoroacetic acid was finally selected to extract the protein, with sinapic acid as 
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the matrix liquid, and the loading volume ratio of sample extract to matrix liquid was 1:9. In terms of mass spectral 

parameters, the laser intensity of 9 μJ and the focusing mass of 10000 Da were selected. Conclusion  In this study, 

by comparing different protein extraction methods and different mass spectrometry collection conditions, establishe 

the best protein analysis scheme of crab meat tissue, and obtaine the best mass spectrometry, which establishe the 

conditions for identifying and analyzing the origin of Yangcheng Lake hairy crabs based on MALDI-TOF MS 

technology. 

KEY WORDS: matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry; Yangcheng Lake hairy 

crab; protein extraction; mass spectrometry parameters 
 
 

0  引  言 

阳澄湖大闸蟹是中国国家地理标志产品, 以其品种

精良、体大膘肥、青壳白肚、金爪黄毛、肉质膏腻、营养

丰富而声名在外, 阳澄湖大闸蟹价格往往是其他产地大闸

蟹的数倍, 每年到大闸蟹上市时期, 不法商家常常假借阳

澄湖名义, 非法销售其他品种大闸蟹[1]。当前假冒阳澄湖

大闸蟹花样繁多, 一些造假调查报道市面上九成以上的都

是冒牌货, 消费者很难买到真正的阳澄湖大闸蟹[2‒3], 而迄

今为止, 尚未出台大闸蟹产地鉴别的标准检测方法, 这给

执法和监管造成了难题。目前大闸蟹品种鉴别主要通过感

官形态指标及经验判断, 比如感官上挑选具有青壳、白肚、

金爪、黄毛特征的, 还有诸如只认可防伪标识等, 感官方

法存在很大的主观性, 可行度不高, 而防伪标识也并不是

绝对的标准, 容易被不法商家钻空子[4]。目前, 有一些研究

从大闸蟹本身的形态[5‒7]、营养成分[8‒9]、风味物质[10]、所

含有的微量元素[11]以及菌群形态[12]等方面进行, 开发相

应的指纹图谱, 研究阳澄湖大闸蟹与其他来源大闸蟹的

差异点。指纹图谱方面的研究指标复杂、处理过程烦琐, 

后期还需借助大量的数据统计分析[13]。杨健等[14]与杨文

斌等[15]在研究不同产区的中华绒螯蟹的形态特征时, 没有

发现个体之间存在明显的形态差异。综合而言, 目前的研

究技术应用能力还非常受限。 

蛋白质组学[16‒20]是研究蛋白质及蛋白质集合间的相

互作用的相关研究, 蛋白质与核酸不同, 核酸是相对稳定

的, 同一物种其基因表达是相同的, 而蛋白质则受环境因

素影响大, 同一物种在不同的环境中会产生不同的蛋白质

表达。基质辅助激光解析电离飞行时间质谱法 (matrix 

-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 
spectrometry, MALDI-TOF MS)是将基质辅助激光解析技

术与无质量检测上限的飞行时间质谱联用, 可以解决生物

大质量分子的电离问题, 具有极高的灵敏度及宽质量检测

范围, 与其他的磁式质谱相比, 较少产生电离碎片, 数据

解析相对容易, 目前被广泛应用于微生物、多肽及蛋白质

的分析及鉴定[21‒24]。国内也有很多将 MALDI-TOF MS 应

用于肉类品种、风味特点、保存效果等方面的分析工作, 如

左惠心等[25]将 MALDI-TOF MS 应用于牦牛与黄牛肌肉组

织 差 异 蛋 白 的 生 物 信 息 分 析 , 肖 智 超 等 [26] 以

MALDI-TOF/TOF MS 鉴定腿肌与胸肌中差异蛋白质点, 

杨宏旭[27]采用 MALDI-TOF MS 实现了不同低温贮藏对青

鱼肉品质影响的研究, 冯静等[28]基于 MALDI-TOF MS 技

术对市售常见掺假肉进行了快速溯源, LIU 等 [29]也运用

MALDI-TOF/TOF MS 技术进行了韩国地方鸡和商品肉鸡

胸肌和腿肌的差异蛋白质组分析。不同的产地具有不同的

地理环境、饮食习惯等, 这些会通过蛋白质组表达出产地

间的差异性, 通过蛋白质组差异有望解决大闸蟹产地鉴别

难题。但研究蛋白质间差异的前提是获得蛋白质图谱 , 

MALDI-TOF MS 可 以 在 全 谱 图 范 围 内 ( 检 测 范 围

1000~300000 m/z)采用软电离方式, 无或极少产生离子碎

片, 相较于蛋白质电泳、液相色谱质谱等技术更适于蛋白

质组学研究, 通过 MALDI-TOF MS 技术获得阳澄湖大闸

蟹组织蛋白分子指纹图谱, 后期结合支持向量机、反向神

经算法等机器学习方法, 有望识别阳澄湖大闸蟹的特征差

异蛋白, 解决大闸蟹产地鉴别难题, 而分析鉴定的前提是

好的提取方案及质谱仪器检测参数。 

阳澄湖大闸蟹作为中国的名牌产品而享誉国内外 , 

但其市场也存在着真假难辨的问题, 本研究通过比较不同

的蛋白提取纯化方法以及不同的质谱采集条件, 建立最佳

的蟹肉组织蛋白分析方案, 获得最佳质谱图, 以期获得各

地大闸蟹组织蛋白分子图谱, 后期结合机器学习方法建立

阳澄湖大闸蟹组织蛋白指纹图谱数据库, 对阳澄湖大闸蟹

的产地鉴别提供一定借鉴。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

试剂: 芥子酸(sinapic acid, SA)基质液、α-氰基-4-羟基

肉桂酸(α-cyano-4-hydroxycinnamic acid, CHCA)、三氟乙酸

(trifluoroacetic acid, TFA)[质谱级, 融智生物科技(青岛)有

限公司]; 0.01 mol/L 磷酸盐缓冲液(phosphate buffer saline, 

PBS) (pH=7.4)、动物组织蛋白裂解液[生工生物工程(上海)

股份有限公司]。 
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样品: 阳澄湖大闸蟹购于在线数据库供应商处。 

1.2  仪器与设备 

QuanTOF1 基质辅助激光解析电离飞行时间质谱仪

[融智生物科技(青岛)有限公司]; SK8210HP 超声波清洗仪

(上海科导超声仪器有限公司); Sorvall ST8R 冷冻离心机

(美国赛默飞世尔仪器有限公司); AL204 精密电子天平[梅

特勒-托利多国际贸易(上海)有限公司]; OSE-Y30 电动组织

研磨器[天根生化科技(北京)有限公司]; IQ7000 超纯水机

[密理博(中国)有限公司]。 

1.3  实验方法 

1.3.1  蟹螯肉/蟹身肉组织蛋白质的提取 

PBS 提取法: 参照 GILL 等[30]的方法, 取蟹螯肉/蟹身

肉(250±10) mg 置于 1.5 mL 离心管内, 用电动组织研磨器

对蟹肉组织进行充分研磨匀浆; 加入 1 mL 0.01 mol/L PBS

溶液, 涡旋混匀后, 超声 10 min; 12000 g 离心 10 min, 取

上清分装于-70 ℃冷冻备用。点样前取 20 μL 上清液, 加

180 μL 0.01 mol/L PBS 溶液, 涡旋混匀, 作为样品稀释液

使用。 

TFA 提取法: 取蟹螯肉/蟹身肉(250±10) mg 置于 1.5 mL

离心管内, 用电动组织研磨器对蟹肉组织进行充分研磨匀

浆; 加 1 mL 0.1% TFA, 涡旋混匀后, 超声 10 min; 然后

12000 g 离心 10 min, 取上清分装于-70 ℃冷冻备用。点样

前取 20 μL 上清液, 加 180 μL 0.1% TFA 溶液, 涡旋混匀, 

作为样品稀释液使用。 

裂解液提取法: 参照梁箫等[31]的提取方法, 取蟹螯肉

/蟹身肉(250±10) mg 置于 1.5 mL 离心管内, 用电动组织研

磨器对蟹肉组织进行充分研磨匀浆; 按照组织与动物组织

裂解液 1:4 (V:V)的比例加入动物组织蛋白裂解液, 涡旋混

匀后, 超声 10 min; 然后 12000 g 离心 10 min, 取上清分装

于-70 ℃冷冻备用。点样前取 20 μL 上清液, 加 180 μL 裂

解液, 涡旋混匀, 作为样品稀释液使用。 

1.3.2  MALDI-TOF MS 质谱数据的采集 

点样: 取样品稀释液与基质液按一定比例混匀, 滴加   

2 μL 至质谱仪的靶板点正中, 低温干燥以后即可上仪器分析。 

质谱检测 : 选择最小质量 2000 Da, 最大质量   

60000 Da, 设定聚焦质量、激光能量等相关质谱分析参数

进行扫描和采集数据。 

选择不同的提取方式及筛选不同的质谱参数的目的

在于获得比较优质的图谱(出峰数量多能获得足够多的峰

数据、分离效果好以及信号强度适宜)。 

2  结果与分析 

2.1  不同的提取液对检测结果的影响 

本研究采用 MALDI-TOF MS 技术对大闸蟹蛋白组分

进行研究, 首先需要获得大闸蟹总蛋白的最佳提取方案。

对蟹组织蛋白按照 3 种不同的方法进行提取, MALDI-TOF 

MS 质谱分析图谱见图 1。3 种方法的提取溶液不同, PBS

提取液显示的质谱峰相对较少, 获得信息有限, 提取效果

不太理想; TFA 与裂解液的出峰数量类似, 能获得比较多

的峰信息, 但裂解液的峰强度相对弱一些, 同时从实验操

作方面考虑, TFA 操作更为简便, 综合考虑, 选择 1% TFA

作为总蛋白的提取液。 

2.2  不同基质液对检测结果的影响 

采用MALDI-TOF MS进行蛋白分析时, 选择合适的基

质至关重要, 合适的基质有利于蛋白在质谱检测时的离子

化, 可以说基质是整个 MALDI-TOF MS 方法的核心。本研

究使用 SA、CHCA 作为基质液进行分析比较, 谱图结果见

图 2。当使用 SA 作为基质液时峰信号明显, 出现的蛋白峰

相对比较多, 能给予后期分析更多的数据, 且信号干扰相对

较低, 因此, 选用 SA 作为实验基质液更为合适。 

 
 
 

 
 
 

注: A: PBS 提取法图谱; B: TFA 提取法图谱; C: 裂解液提取法图谱。 

图 1  不同的提取液对检测结果的影响 

Fig.1  Influences of different extracts on detection results 
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注: A: PBS 提取法图谱; B: TFA 提取法图谱; C: 裂解液提取法图谱。 

图 1(续)  不同的提取液对检测结果的影响 

Fig.1  Influences of different extracts on detection results 
 
 

2.3  基质液与提取液比例对检测结果的影响 

MALDI-TOF MS 分析一般采用基质液与样品提

取液等比例进行上样 , 但分析中谱图效果不佳 , 因此

对不同比例进行测试 , 选择最佳比例。样品提取液与

基质液体积比例设置有 1:1、1:4、1:9, 谱图结果见图

3。从谱图结果可以看到 , 样品提取液与基质液 1:9 时 , 

质谱峰最丰富 , 相对信号更好 , 因此选择最佳比例为

1:9。  

 
 

 
 

注: A: 采用 CHCA 作为检测基质液; B: 采用 SA 作为检测基质液。 

图 2  不同基质液对检测的影响 
Fig.2  Influences of different matrix solution on detection 
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注: A: 采用 CHCA 作为检测基质液; B: 采用 SA 作为检测基质液。 

图 2(续)  不同基质液对检测的影响 
Fig.2  Influences of different matrix solution on detection 

 

2.4  不同激光能量对检测结果的影响 

激光强度可以影响质谱峰的强度以及分辨率 , 能

量越高 , 强度越高 , 但相应的分辨率会下降。本研究设

置 3、6、9、12 μJ 4 个不同的激光强度进行比较, 谱图

结果见图 4。从谱图结果可知, 3 μJ 及 6 μJ 时整体的信号

强度不够且出峰不足, 9 μJ 是最适宜的激光强度, 获得

信号相对强度高且分辨率好, 因此选用 9 μJ 作为本研究

的激光强度。 

 

 
 

注: A: 1:1; B: 1:4; C: 1:9。 

图 3  基质液与提取液比例对谱图分析的影响 

Fig.3  Influences of ratio of matrix solution to extraction solution on spectrogram analysis 
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注: A: 1:1; B: 1:4; C: 1:9。 

图 3(续)  基质液与提取液比例对谱图分析的影响 

Fig.3  Influences of ratio of matrix solution to extraction solution on spectrogram analysis 
 
 

 
 

注: A: 3 μJ; B: 6 μJ; C: 9 μJ; D: 12 μJ。 

图 4  不同激光能量对检测的影响 

Fig.4  Influences of different laser energy on detection 
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注: A: 3 μJ; B: 6 μJ; C: 9 μJ; D: 12 μJ。 

图 4(续)  不同激光能量对检测的影响 

Fig.4  Influences of different laser energy on detection 
 

2.5  不同聚焦质量对检测结果的影响 

设置 5000、10000 Da 聚焦质量对蟹组织蛋白在

200~60000 Da 范围内进行扫描, 谱图结果见图 5。通过谱

图观察, 选择 5000 Da 作为聚焦质量时, 低质量区出峰强

度高, 高质量区的分辨率受到影响, 当选择 10000 Da 作为

聚焦质量时, 全谱图范围内峰整体分辨率较高, 低质量区

的信噪比也相对更好, 故选用 10000 Da 作为聚焦质量进行

质谱分析。 

 

 
 

注: A: 聚焦质量 5000 Da; B: 聚焦质量 10000 Da。 

图 5  不同聚焦质量对谱图效果影响 

Fig.5  Influences of different focusing quality on spectrogram effect 



第 1 期 金  萍, 等: 基质辅助激光解析电离飞行时间质谱法提取阳澄湖全谱图范围内大闸蟹蛋白条件优化 63 
 
 
 
 
 

3  结论与讨论 

同一生物体在不同的生活环境中, 可表现出不同的

蛋白质表达, 同一物种具有相同的基因, 但不同的产地可

能 会 产 生 不 同 的 蛋 白 质 表 达 , 因 此 , 有 望 通 过

MALDI-TOFMS 技术对不同产地大闸蟹的差异性蛋白质

的 表 达 进 行 分 析 , 起 到 鉴 别 大 闸 蟹 产 地 的 作 用 。

MALDI-TOFMS 可 以 在 全 谱 图 范 围 内 ( 检 测 范 围

1000~300000 m/z)采用软电离方式, 无或极少产生离子碎

片, 便于后期数据解析。峰数据、分离程度及峰强度对谱

图的识别有很大影响, 为获得宽谱范围内最佳质谱效果图, 

本研究从蛋白提取方式、基质液选择以及配比等方面对提

取方案进行了优化, 最终选择 0.1% TFA 进行蛋白提取, SA

作为基质液, 样品提取液与基质液的上样比例选用 1:9, 而

在质谱参数方面, 主要优化激光强度和聚焦质量 2 个参数, 

通过谱图观察, 选择 9 μJ的激光强度和 10000 Da 的聚焦质

量质谱图质量最佳。指纹图谱中信息的充足和有效程度决

定了后期分类数据库的建成与分辨能力, 后期研究将结合

机器学习方法建立阳澄湖大闸蟹组织蛋白指纹图谱数据库, 

对阳澄湖大闸蟹的产地鉴别提供一定借鉴意义。 
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