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摘 要: 建立了高效液相色谱 －游离酪氨酸法鉴定高蛋白含量辐照食品的方法。向经过辐照的高蛋白含量样
品中加入 0. 1 mol /L HCl，使细胞裂解并释放出游离酪氨酸，离心除去细胞碎片后，向上清液中加入 80%丙
酮并在 － 20 ℃下冰冻沉淀除去大部分蛋白，样品中的酪氨酸与三氟乙酸形成离子对后经 C18色谱柱分离。在
100 ～ 1 500 μg /L质量浓度范围内，邻酪氨酸和间酪氨酸均具有良好线性，方法的回收率为 61%～ 116%，定
量下限(S /N≥10)为 10 μg /L。该法避免了蛋白质的水解，具有操作简便、测定准确等优点，能很好地区分
未经辐照与经 5 kGy以上剂量辐照的食品。
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Identification of Irradiated Protein-rich Food by Dissociative Tyrosine
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Abstract: A novel method was presented for identification of irradiated protein-rich food by HPLC
with dissociative tyrosine． The procedure involved the homogenization of fresh sample with 0. 1 mol /L
HCl，followed by centrifugation to remove the cell debris and the solvent precipitation of protein with
acetone at － 20 ℃，then the tyrosine was separated by forming ion pair with trifluoroacetic acid on a
C18 column． The average recoveries of the drugs ranged from 61% to 116% at the spiked levels of
100 － 800 μg /L． The method is simple and double-quick，and could be efficiently identified food
sample irradiated at a dose of 5 kGy or above．
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图 1 苯丙氨酸与 3 种酪氨酸的分子结构
Fig. 1 Molecular structures of phenylalanine

and three tyrosines

食品辐照是用射线照射食品以达到杀虫、杀菌和延
长保质期等目的的技术。1980 年在日内瓦召开的辐射食
品安全卫生性问题国际会议从辐射化学、营养学、微生
物学、毒理学方面确认了辐照食品的安全性［1］。目前辐
照食品常用的检测方法有基于测量食品硬组织在辐照后

形成长寿自由基的电子自旋共振法
［2］
和测量食品中硅酸

盐在辐照后形成高能电子的热释光法
［3 － 4］，以及 2-烷基

环丁酮法
［5］、挥发性碳氢化合物法［6］、微生物筛选

法
［7］、光释光法［8］等，欧盟也颁布了辐照食品的标准检
测方法

［9 － 13］。
通过辐照，高蛋白含量食品中的游离苯丙氨酸(图

1)或蛋白质中的苯丙氨酸残基会转变为酪氨酸(包括邻
酪氨酸、间酪氨酸和对酪氨酸，结构式见图 1)，且生成
的酪氨酸与辐照剂量在较大的范围内成正比。由于基体
本体中通常含有大量的对酪氨酸，而间酪氨酸和对酪氨
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酸极性相似较难分离，因此通常选用邻酪氨酸作为辐照食品的标记物。传统的酪氨酸法通过用盐酸高
温隔夜水解样品中的蛋白，并采用高效液相色谱法对水解释放的酪氨酸进行分离测定

［14 － 16］。但通常酸
水解产生的基底复杂，难分离，且方法耗时长、重现性差［17］。
本文采用 0. 1 mol /L的盐酸使细胞裂解，向其中加入约 80%丙酮，在 － 20 ℃沉淀除去大部分蛋白，

以三氟乙酸作为离子对试剂，通过 C18色谱柱 /荧光检测分离测定游离苯丙氨酸生成的邻酪氨酸和间酪
氨酸，能很好地区分高蛋白含量食品是否经过 5 kGy 及以上剂量的辐照，从而建立了高效液相色谱 －
游离酪氨酸法鉴定高蛋白含量辐照食品的分析方法。该方法避免了高温酸水解，具有快速、准确、灵
敏、抗干扰能力强的特点，适用于高蛋白含量辐照食品的检测鉴定。

1 实验部分
1. 1 仪器与试剂

Waters 2695 － 2475 高效液相色谱 /荧光检测器(美国 Waters 公司)，Allegra 64R 高速冷冻离心机
(美国 Beckman Coulter公司)，IKA T18 分散机，KQ3200DA型数控超声波清洗器，氮气浓缩仪。
邻酪氨酸、间酪氨酸、苯丙氨酸标准品(纯度大于 99%，Sigma － Aldrich 公司); 乙腈、三氟乙酸

均为色谱纯，其它试剂均为分析纯; 超纯水由 Milli-Q系统(美国 Millipore公司)制得。

1. 2 标准工作液的配制
准确称取适量的邻酪氨酸、间酪氨酸标准品，用 0. 1 mol /L HCl溶解并定容，配成质量浓度为 0. 1

g /L的标准储备液; 根据需要将标准储备液逐级稀释，配成适当质量浓度的标准工作液，于 4 ℃下
保存。

1. 3 样品处理
于离心管中称取 1 g(精确至 0. 01 g)均质好的样品，加入 4 mL 0. 1 mol /L HCl，20 000 r /min 均质

30 s，室温下超声 15 min，以 16 000 r /min离心 10 min，将上清液转入另一离心管，向其中加入 11 mL
丙酮，混匀， － 20 ℃冷冻 2 h。取出离心管，4 ℃下以 16 000 r /min离心 10 min。将上清液转入 20 mL
试管，50 ℃ 氮气吹干，残渣用 1 mL 0. 1 mol /L HCl溶解，溶液转入 4 mL 离心管，以 16 000 r /min 离
心 10 min，上清液过 0. 22 μm滤膜后待 HPLC测定。

1. 4 色谱条件及参数
X BridgeTM C18色谱柱(250 mm × 4. 6 mm，5 μm); 流动相: 0. 1%三氟乙酸溶液(A) －乙腈(B);

梯度洗脱程序: 0 ～ 15 min，95% A; 15. 1 min 时降至 60% A 并保持至 20 min; 20. 1 min 时升至 95% A
并保持至 26 min; 流速 1 mL /min。进样量 10 μL; 柱温 35 ℃; 检测器激发波长 275 nm，发射波长 305
nm。

2 结果与讨论
2. 1 方法原理初探
传统酪氨酸法测定辐照食品是将样品用丙酮和三氯甲烷混合液除脂后，以 2 mol /L的盐酸在110 ℃

下真空隔夜水解蛋白，再采用 HPLC测定释放出的酪氨酸，以考察样品是否经过辐照。此方法耗时长、
背景杂质干扰大、重现性差［18］。
苯丙氨酸是带有芳香环的中性氨基酸，在 pH 7. 0 条件下因羧基端带负电，氨基端带正电而使整个

分子呈电中性，其在细胞中可以游离形式或通过肽键结合存在于蛋白质中。而水在 γ 射线的照射下会
生成羟基自由基、氢自由基、氢离子和水合电子，其中羟基自由基会进攻苯丙氨酸的邻、间、对位，
进而生成相应的酪氨酸。蛋白质中的苯丙氨酸残基受到蛋白质三维折叠构象的保护，且在不同蛋白质
中受到的保护程度不同，因而受到羟基自由基进攻的概率小于游离苯丙氨酸，即蛋白质中的苯丙氨酸

残基在辐照后生成酪氨酸的产率低于游离苯丙氨酸。因此用游离酪氨酸法检测辐照食品能够得到更低
的检出限和更高的准确度。

2. 2 样品的净化
实验采用超声提取后加入丙酮并冷冻离心除去蛋白的净化方法。在一定盐浓度的水溶液中，蛋白
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质由于表面吸附离子带上相同电荷导致相互排斥而稳定存在于溶液中。当加入有机溶剂时，有机小分
子会竞争性地与蛋白质结合而使蛋白质变性，变性的蛋白质相互团聚而发生沉淀。研究发现，蛋白质
在 80%丙酮水溶液中的溶解度最低，冷却能够进一步降低其溶解度［18］。因此在超声离心后样品的上清
液中加入约 11 mL丙酮，于 － 20 ℃下冰冻 2 h沉淀可除去大部分蛋白。实验对比了加标 1 mg /L邻酪氨
酸的虾肉样品和加丙酮冷冻离心除蛋白后上清液的干燥方法，结果表明以氮气吹干方式进行干燥可得

到更好的回收率。
2. 3 色谱条件的优化
苯丙氨酸含有大的苯环共轭体系，可发射荧光，因此可通过选择性荧光检测降低非荧光物质的背

景信号。而酪氨酸是在苯环的邻位、间位或对位增加了 1 个给电子羟基取代基，从而共享了共轭 PI 电
子结构，扩大了共轭双键体系，使酪氨酸的荧光效率相对于苯丙氨酸得到进一步增强，因此选用荧光

检测器能有效排除干扰且获得很好的灵敏度，通过优化得出酪氨酸的最佳激发波长为 275 nm，发射波
长为 305 nm。

图 2 4 种氨基酸混合标准溶液(0. 5 mg /kg)
的液相色谱图

Fig. 2 HPLC chromatogram of four amino
acids standard mixture

1． p-tyrosine，2． m-tyrosine，3． o-tyrosine，
4． phenylalanine

为了比较对酪氨酸、邻酪氨酸、间酪氨酸和苯丙氨
酸对于实际样品的抗杂质干扰能力，本实验优化了流动

相体系和梯度洗脱程序，结果表明，在 “1. 4”色谱条
件下，苯丙氨酸和 3 种酪氨酸均有良好保留，且峰形良
好，能有效避免杂质干扰，得到良好分离。图 2 为对酪
氨酸、间酪氨酸、邻酪氨酸和苯丙氨酸 4 种混合标准溶
液(0. 5 mg /kg)的液相色谱图，其保留时间分别为 6. 8、
8. 4、12. 8、16. 3 min。
2. 4 方法的线性范围、定量下限与回收率
在邻酪氨酸和间酪氨酸的质量浓度为 100、200、

400、800、1 000、1 500 μg /L时，以峰面积(y)和对应酪氨酸的质量浓度(x，μg /L)绘制标准工作曲
线。结果表明，在 100 ～ 1 500 μg /L 质量浓度范围内，邻酪氨酸和间酪氨酸的线性方程分别为 y =
1 288x 和 y = 1 286x，相关系数均大于 0. 999，定量下限(S /N≥10)为 10 μg /L。
以鸡肉和虾肉样品为基质进行加标回收率实验，选择邻酪氨酸和间酪氨酸的加标水平为 100、

200、400、800 μg /L，每个水平进行 6 次平行实验，按本方法测定，各加标水平的回收率和精密度数
据见表 1。结果表明，邻、间酪氨酸的回收率为 61%～116%，相对标准偏差均不大于 12. 7%。

表 1 鸡肉和虾肉样品中邻酪氨酸和间酪氨酸的加标回收率和相对标准偏差(n = 6)
Table 1 Recoveries and RSDs of o-tyrosine and m-tyrosine in chicken and shrimp sample(n = 6)

Compound Spiked ρ /(μg·L －1)
Shrimp sample Chicken sample

Recovery R /% RSD sr /% Recovery R /% RSD sr /%
o-Tyrosine 100，200，400，800 94，70，67，79 3. 9，6. 6，10. 6，11. 2 113，116，80，68 7. 5，7. 0，4. 3，2. 4
m-Tyrosine 100，200，400，800 61，73，67，74 12. 7，9. 2，7. 1，2. 1 62，74，63，75 10. 2，6. 3，6. 5，3. 4

2. 5 辐照标记产物比较
通过对大量未经辐照样品的检测发现，空白样品含有大量的对酪氨酸(见图 3)，因此对酪氨酸不

适于用作辐照的标记物。由图 3 可以看出，对于虾肉样品，邻酪氨酸和间酪氨酸均适于用作食品辐照
的标记物; 鸡肉样品中邻酪氨酸的分离受到杂质峰的干扰，而间酪氨酸能得到很好的分离，因此鸡肉

样品可通过间酪氨酸进行定量。进一步考察了邻酪氨酸和间酪氨酸的含量与辐照剂量的关系(见表 2)，
发现未辐照的虾肉和鸡肉样品大部分含有微量的邻酪氨酸，但基本不含间酪氨酸，因而间酪氨酸更适

合作为鉴定辐照样品的标记产物。
由于辐照剂量与邻酪氨酸和间酪氨酸的含量呈线性关系，本实验采用国际通用的表示方法———每

千克样品中含有邻酪氨酸和间酪氨酸的微克量即 μg /kg为标准。取鸡肉、虾肉 2 种基质各 500 g，绞碎
后各分成 4 份，送往辐照中心分别接受 0、5、10 kGy的辐照剂量辐照，然后在优化条件下对邻酪氨酸
和间酪氨酸的含量进行测定，每个剂量重复 8 次，取平均值，结果见表 2。结果发现辐照剂量与辐照产
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生的邻酪氨酸和间酪氨酸含量呈线性相关，方法可用于高蛋白含量辐照食品的检测鉴定。

图 3 辐照虾肉(A)与鸡肉(B)样品的液相色谱图
Fig. 3 HPLC chromatograms of irradiated shrimp(A) and chicken(B) sample

irradiated intensity: A1，B1: 0 kGy，A2，B2: 5 kGy，A3，B3: 10 kGy; 1． p-tyrosine，2． m-tyrosine，
3． o-tyrosine，4． phenylalanine

表 2 邻酪氨酸和间酪氨酸的含量与辐照剂量的关系(n = 8)
Table 2 Radiation-induced yield of o-tyrosine and m-tyrosine as a function of the absorbed dose(n = 8)

Matrice Compound Dose(kGy) Mean w /(μg·kg －1) RSD sr /% r
Shrimp o-Tyrosine 0，5，10 70. 4，95. 1，178. 5 13. 1，8. 7，7. 1 0. 970

m-Tyrosine 0，5，10 － * ，71. 1，153. 2 －，8. 7，7. 6 0. 998
Chicken o-Tyrosine 0，5，10 92. 8，170. 4，288 9. 1，4. 9，3. 6 0. 986

m-Tyrosine 0，5，10 － * ，135. 3，233. 7 －，6. 1，5. 7 0. 992

* no detected

3 结 论
本文采用高效液相色谱 －游离酪氨酸法鉴定高蛋白含量的辐照食品，以超声提取，加入丙酮并冷

冻离心除蛋白的方式净化，外标法定量。具有快速、准确、灵敏、抗干扰能力强的特点，定量下限为
10 μg /L，样品中 3 种酪氨酸异构体均能得到良好分离，受样品基质的影响较小，具有较宽的线性范围
和较好的精密度。该法能很好地区分未经辐照与经 5 kGy 以上剂量辐照的食品，且检测出的邻酪氨酸
和间酪氨酸的含量与辐照剂量成正比关系。
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