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摘   要 : 目的   建立基质辅助激光解析 /电离飞行时间质谱 (matrix-assisted laser desorption/ionization 

time-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF)结合化学计量学的方法快速筛查鲜奶掺假。方法  样品经 0.1%

三氟乙酸水溶液稀释 50 倍, 与 10 mg/mL 芥子酸溶液等体积混合, 取 2 μL 混合液点靶板, 待样品干燥后载入

基质辅助激光解析/电离飞行时间质谱, 在线性模式下采集数据。通过主成分分析(principal component analysis, 

PCA)分析不同来源的数据, 建立鲜奶蛋白质信息数据库。通过检测掺假样品, 结果与数据库进行比较, 评估

检测方法性能。结果  确定了 MALDI-TOF 蛋白质图谱可作为鲜奶的指纹图谱。建立了一个涉及 2 个产地和

2 个季节的鲜奶蛋白质信息数据库。该方法能够检测含有 0.3% (m:m)猪皮明胶、大豆分离蛋白或乳清蛋白的

掺假样品。方法操作简单快速, 从进样到获得结果, 一个样品仅需几分钟。结论  MALDI-TOF 结合化学计量

学方法能够快速检测在 0.3% (m:m)浓度下含有猪皮明胶、大豆分离蛋白或乳清蛋白的鲜奶掺假。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a rapid screening method of raw milk adulteration by matrix-assisted laser 

desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF) combined with chemometrics. Methods  The 

samples were firstly diluted with 0.1% trifluoroacetic acid aqueous solution by 50 folds, then mixed with 10 mg/mL 

sinapic acid solution in an equal volume, and 2 μL of the mixed solution was taken as the target plate, after the 

samples were dried, they were loaded into matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass 

spectrometry, where data were collected in linear mode. The data from different sources were analyzed by principal 

component analysis (PCA) to establish the fresh milk protein information database. The performance of the test 

method was evaluated by detecting adulterated samples and comparing them to a database. Results  It was 

determined that the MALDI-TOF protein chromatogram could be used as the fingerprint of fresh milk. A fresh milk 

protein information database covering 2 origins and 2 seasons was established. This method was capable of detecting 

adulterated samples containing 0.3% (m:m) pigskin gelatin, soy protein isolate, or whey protein. This method was 
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simple and rapid to operate, requiring only a few minutes for one sample from injection to results. Conclusion  

MALDI-TOF combined with chemometrics can quickly detect adulteration of fresh milk containing pigskin gelatin, 

soy protein isolate or whey protein at the concentration of 0.3% (m:m). 

KEY WORDS: matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight mass spectrometry; raw milk; adulteration; 

principal component analysis 
 
 

0  引  言 

牛奶是人体重要的营养来源之一[1‒2], 受经济利益驱

动, 附加值高的乳品原料常出现以次充好、掺假等欺诈现

象[3‒5], 此行为对消费者健康和企业信誉都造成了威胁。因

此, 在早期预警和质量控制环节, 采用快速可靠的检测方

法监控原料对政府监管及企业生产都尤为重要。 

牛奶掺假检测的质谱技术主要是液相色谱-串联质谱

(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/ 
MS)[6‒8]技术。LC-MS/MS 技术在物质的定量和定性分析上

具有高选择性、高灵敏度和高准确度等优点, 在食品安全

检测中发挥着重要作用。然而, 由于 LC-MS/MS 通常适合

测定分子量低于 2000 Da 的小分子化合物[9], 以及其一般

需要较复杂的前处理步骤, 从而其应用范围受到了一定限

制。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)技术适合测定蛋白质[10‒12]、多肽和脂质[13‒15]

等大分子 [16‒17], 且具有前处理步骤简单和高通量等特   

点[18‒19], 已被应用于牛奶掺假检测当中[20]。例如, GARCIA

等 [21]通过结合 MALDI-TOF 的脂肪图谱和主成分分析

(principal component analysis, PCA)等技术, 探索快速检测

奶粉掺假的方法, 其研究结果表明 MALDI-TOF 结合 PCA

可以稳健、快速、高通量及简便地检测奶粉中浓度为 10% 

(m:m) 的植物油和脂肪掺假。 NICOLAOU 等 [22] 采取

MALDI-TOF 结合化学计量学方法, 开发出能够识别和定

量牛奶、羊奶和山羊奶等不同来源奶的检测方法。然而, 目

前还没有基于 MALDI-TOF 联合化学计量学技术快速检测

鲜奶掺假的研究报道。 

因此, 本研究建立基于 MALDI-TOF 蛋白质图谱结合

化学计量学手段快速筛查鲜奶掺假的方法, 并用掺假浓度

从 0.03%至 0.3% (m:m)的样品对方法进行评估, 以期为原

料乳的安全监控提供技术参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂和仪器 

Bruker Autoflex Speed 基质辅助激光解析电离飞行时

间质谱仪、MTP384 ground steel 靶板(德国 Bruker 公司); 

AT200 分析天平(万分之一, 瑞士 METTLER TOLEDO 公

司); S100H 超声清洗机(德国 Elma 公司); Biofuge Primo R

离心机(美国 Thermo Scientific Fisher 公司); G-560 涡旋机

(美国科技工厂); Milli-Q Integral 5 超纯水机(德国默克密

理博)。 

乙腈(色谱级, 美国 Thermo Scientific Fisher 公司); 三

氟乙酸(化学纯)、芥子酸(化学纯)、蛋白质标准品 I (protein 

calibration standard I, 货号 8206355)(德国 Bruker 公司); 猪

皮明胶(德国 Merck 公司); 大豆分离蛋白(上海麦克林生化

科技有限公司); 乳清蛋白(80% m:m, 美国 Hilmar 公司)。

从市场上共采集 299 个鲜奶样品, 涉及 2 个产区与 2 个季

节, 具体为 94 个内蒙古四月采集的样品(Neimenggu April, 

NMApr)、75 个山东四月采集的样品(Shandong April, SD 

Apr)和 130 个山东十二月采集的样品(Shandong December, 

SD Dec)。样品收集后于-20 ℃贮藏, 使用前恢复至室温并

混匀。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品前处理  

使样品恢复至室温并混匀, 将 15~20 个样品混合。用

乙腈:0.1%三氟乙酸水溶液(1:2, V:V)配制 10 mg/mL 的芥子

酸基质溶液。用 0.1%三氟乙酸水溶液将混合后的样品稀释

50 倍; 将稀释后的样品与基质溶液进行 1:1 等体积混合; 

将 2 μL 混合液点在靶板上, 每个样品重复 5 次; 待样品干

燥结晶后载入质谱分析。 

将混合样品中分别加入猪皮明胶、大豆分离蛋白和乳

清蛋白, 配制成 0.03%、0.15%、和 0.3% (m:m)浓度的掺假

样品。同上步骤制备后载入质谱分析。 

1.2.2  MALDI-TOF 及数据处理条件 

基质辅助激光解析 / 电离飞行时间质谱 Bruker 

MALDI-TOF Autoflex Speed, 在线性模式下进行采集; 采

集范围: 5~30 k m/z; 检测器电压: 2959 V; 激光强度: 60%; 

延迟离子提取时间 500 ns。每个靶板在采集前进行质量校

正。用 FlexAnalysis 3.4 进行背景扣除和光谱平滑 , 用

ClinProTools 3.0 进行 PCA 计算。 

2  结果与分析 

2.1  MAIDL-TOF 蛋白质图谱 

在牛奶中 , 酪蛋白(casein)约占总蛋白含量 80%[23], 

其中含量较高的 α-酪蛋白(α-casein)、β-酪蛋白(β-casein)分

子量范围为 23~25 kDa; 乳清蛋白(whey protein)约占总蛋白
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含量 20%, 其中含量较高的 α-乳白蛋白(α-lactalbumin)、β-

乳球蛋白(β-lactoglobulin)分子量分别约为 14 和 18 kDa[24]。

文献表明, 乳清蛋白和酪蛋白不仅是牛奶定性定量分析的

重要标志物, 也是掺假检测的重要考察物[25]。图 1 为鲜奶

样品的代表性 MALDI-TOF 蛋白质图谱, X 轴为质荷比值, 

Y 轴为响应强度, 不同的峰为牛奶蛋白的分子离子峰。图

1(a)中峰 14175.810 m/z 来源于 α-乳白蛋白, 18360.599 m/z

来源于 β-乳球蛋白, 而位于 23623.010 ~24015.754 m/z的峰

来源于 α-酪蛋白和 β-酪蛋白, 该结果与文献中报道的较为

一致[16,26]。 

图 1(b)、(c)和(d)分别代表含有 0.3% (m:m)大豆分离蛋

白、0.3% (m:m)猪皮明胶或 0.3% (m:m)乳清蛋白掺假样品

的 MALDI-TOF 蛋白质质谱图。对比真实样品图 1(a)和掺

假样品图 1(b)、(c)和(d)得知, 真实样品与掺假样品蛋白质

峰的形状相似, 但响应强度不同。例如 β-酪蛋白的峰高在

0.3% (m:m)大豆分离蛋白和 0.3% (m:m)猪皮明胶的掺假样

品中增高, 而在的 0.3% (m:m)乳清蛋白的掺假样品中降

低。综上, MALDI-TOF 蛋白质图谱包含酪蛋白和乳清蛋白

等重要蛋白的分子量信息及其响应变化, 可作为鲜奶的指

纹图谱, 同时为后续采用 PCA等化学计量学方法识别掺假

提供了基础。 

2.2  不同来源样品的蛋白质图谱比较 

将 SD Dec 与 NM Apr 两组样品的蛋白质图谱导入

FlexAnalysis 软 件 进 行 背 景 扣 除 和 平 滑 , 然 后 用

ClinProTools 软件的 PCA 模块功能对数据进行分析, 结

果如图 2 所示。在图 2(a)中, 主成分 1 (PC1)、主成分 2 

(PC2)和主成分 3 (PC3)累积方差贡献大于 75%, 表示该

3 个主成分能够代表样品之间的差异。从图 2(b)结果中

可以看出, SD Dec 与 NM Apr 两组样品能够清晰地区分, 

说明两组不同来源样品的图谱存在差异 , 并且能够被

PCA 区分。 

 

 

 
 
 

注: (a) SD Apr 鲜奶样品的 MALDI-TOF 蛋白质图谱; (b) 0.3% (m:m)大豆分离蛋白掺假样品图谱。 

图 1  不同样品的 MALDI-TOF 图谱 

Fig.1  MALDI-TOF chromatograms of different samples 
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注: (c) 0.3% (m:m)猪皮明胶掺假样品图谱; (d) 0.3% (m:m)乳清蛋白掺假样品图谱。 

图 1(续)  不同样品的 MALDI-TOF 图谱 

Fig.1  MALDI-TOF chromatograms of different samples 
 

 

 
 

 
注: (a) SD Dec 和 NM Apr 两组样品主成分方差。 

图 2  SD Dec 和 NM Apr 两组样品主成分分析结果 

Fig.2  PCA results of SD Dec and NM Apr samples 
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注: (b) SD Dec 和 NM Apr 两组样品主成分分析结果。 

图 2(续)  SD Dec 和 NM Apr 两组样品主成分分析结果 

Fig.2  PCA results of SD Dec and NM Apr samples 
 

2.3  蛋白质图谱数据库的建立 

对 SD Dec、NM Apr 和 SD Apr 3 组样品的蛋白质图

谱进行 PCA 分析, 结果如图 3 所示。在图 3(a)中, PC1、PC2

和 PC3 的累积方差贡献大于 70%, 说明该 3 个主成分能代

表样品之间的差异。从图 3(b)结果中可以看出, SD Dec 与

NM Apr 两组样品能够清晰地区分, 结果与图 2(b)一致。SD 

Apr 样品与 NM Apr 组样能够清晰地区分, 但 SD Apr 样品

与 SD Dec 样品部分重叠。原因可能是 3 组样品中, 产地的

差异大于季节的差异, 导致产地差异能够被 PCA 识别。利

用 3 组样品构建基于 MALDI-TOF 技术的蛋白质信息数据

库。由于数据库涉及不同的产地和季节, 在用未知样品与

数据进行对比时, 为了提高结果准确性, 需要考虑样品的

来源。 

2.4  掺假样品检测 

向 SD Apr 混合样品中分别加入猪皮明胶、大豆分离

蛋白和乳清蛋白, 制备成浓度为 0.03%、0.15%、和 0.3% 

(m:m)的掺假样品。将掺假样品与数据库中 SD Apr 的蛋白

质图谱进行比较, PCA 结果如图 4 所示。主成分分析结果

中, PC1、PC2 和 PC3 累积方差贡献大于 85%, 说明这 3 个

主成分能代表样品之间的差异。具体从图 4 中可看出, 方

法能够区分真实样品与掺假样品, 但是不同浓度的掺假样

品之间重叠而不能区分。另外两组样品 PCA 分析也获得相

似结果, 具体表现为 SD Dec、NM Apr 样品与其对应的

0.3% (m:m)掺假样品能够明显区分。综上, 该法能识别猪皮

明胶、大豆分离蛋白和乳清蛋白的掺假, 现阶段最低可识

别浓度为 0.3% (m:m)。 

 

 
 

注: (a) SD Dec、SD Apr 和 NM Apr 样品主成分方差。 

图 3  SD Dec、SD Apr 和 NM Apr 样品主成分分析结果 

Fig.3  PCA results of SD Dec, SD Apr and NM Apr samples 
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注: (b) SD Dec、SD Apr 和 NM Apr 样品主成分分析结果。 

图 3(续)  SD Dec、SD Apr 和 NM Apr 样品主成分分析结果 

Fig.3  PCA results of SD Dec, SD Apr and NM Apr samples 
 

 

 
 

注: 掺假物分别为猪皮明胶、大豆分离蛋白和乳清蛋白, 掺假浓

度为 0.03%, 0.15%, 0.3% (m:m)。 

图 4  SD Apr 样品与掺假样品的主成分分析结果 

Fig.4  PCA results of SD Apr samples and adulterated samples 
 

 

3  结论与讨论 

由经济利益驱动造成的乳品掺假威胁着消费者健康

和企业信誉, 企业须从早期预警和质量控制等方面加强原

料管控, 这就要求在检测环节实施快速、高通量和准确的

检测手段以确保原料安全。本研究采用 MALDI-TOF 技术

结合化学计量学方法对鲜奶掺假进行检测, 从指纹图谱确

定、数据库建立以及掺假样品检测进行分析, 结果如下:  

在样品质谱图分析中, 确定 MALDI-TOF 蛋白质图谱

作为鲜奶的指纹图谱。MALDI-TOF 蛋白质图谱包含酪蛋

白和乳清蛋白等重要蛋白的分子量信息及响应变化, 为后

续采用 PCA 等化学计量学方法分析提供了基础。 

本研究建立了一个鲜奶样品数据库, 样品涉及 2 个产

地和 2 个季节。通过 PCA 分析 3 组样品发现, 不同来源的

样品可能会导致蛋白质图谱存在差异。例如产地的差异大

于季节的差异, 而产地差异能够被 PCA 识别。为此, 在用

未知样品与数据进行对比时, 为了提高结果准确性, 需要

考虑样品的来源。 

采用常见的动植物蛋白如猪皮明胶、大豆分离蛋白和

乳清蛋白, 添加到鲜奶中以制备浓度为 0.03%~0.3% (m:m)

的掺假样品, 并进行检测。根据 GB 19301—2010《食品安

全国家标准 生乳》, 生乳蛋白质含量为 2.8 g/100 g, 即

2.8%。因此, 掺假样品添加 0.03%~0.3% (m:m)可以模拟约

1%~10%(外源蛋白/内源蛋白, m:m)的蛋白质掺假。从结果上

看, MALDI-TOF 结合 PCA 能够识别出浓度为 0.3% (m:m)的

掺假样品, 原因可能是在鲜奶中掺入外源蛋白后, 引起蛋白

质指纹图谱发生改变, 0.3% (m:m)浓度下的变化能够被方法

识别出来, 但不同掺假浓度样品之间不能明显区分。 

本方法前处理操作简单, 仅需少量的试剂耗材, 分析

时间快速, 从样品载入 MALDI-TOF 到获得最终结果, 每

个样品仅需几分钟。总体来看, MALDI-TOF 结合化学计量

学方法能够快速检测在 0.3% (m:m)浓度下含有猪皮明胶、

大豆分离蛋白或乳清蛋白的鲜奶掺假。 

本研究通过采用MALDI-TOF结合化学计量学方法对

鲜奶掺假进行快速检测。方法确定了 MALDI-TOF 蛋白质

图谱为鲜奶的指纹图谱, 建立了一个涉及不同产地、季节

的鲜奶样品数据库, 能够快速检测在 0.3% (m:m)浓度下含

有猪皮明胶、大豆分离蛋白或乳清蛋白的鲜奶掺假。本研

究为快速检测鲜奶经济利益掺假提供了技术参考。 
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