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摘 要: 应用液相色谱 －串联质谱(HPLC － MS /MS)技术建立了含蛋白质辐照食品中邻酪氨酸的检测方法。
样品经胰蛋白酶于 37 ℃水解过夜，正己烷去脂，乙酸锌沉淀蛋白净化后，HPLC － MS /MS检测。方法的定量
下限为 0. 1 mg /kg，邻酪氨酸在 0. 1、0. 5、1. 0 mg /kg加标水平的回收率为 80%～97%，相对标准偏差(RSD，
n = 6)为 6. 3%～ 12. 9%。在 2. 0、5. 0、10 kGy 3 个辐照剂量水平下，鸡肉、猪肉、牛肉、鱼肉和虾肉中的邻
酪氨酸含量为 0. 095 ～ 0. 677 mg /kg，邻酪氨酸含量与辐照剂量呈线性相关，相关系数( r)大于 0. 98。该方法
灵敏、实用性强。
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Abstract: A liquid chromatography － tandem mass spectrometric method was developed for the deter-
mination of o-tyrosine in γ-ray irradiated protein-rich food． The sample was homogenized and hydro-
lyzed with parenzyme at 37 ℃ for 24 h． The digestion solution was purified with n-hexane eliminating
fat，deproteinated with zinc acetic acid solution，and then determined by HPLC － MS /MS． The
quantitation limit was 0. 1 mg /kg． The recoveries of o-tyrosine at three spiked levels of 0. 1，0. 5 and
1. 0 mg /kg were in the range of 80% －97%，with RSDs(n = 6) of 6. 3% －12. 9% ． The o-tyrosine
contents in chicken，pork，beef，fish and shrimp irradiated with 2，5，10 kGy of γ-ray ranged from
0. 095 mg /kg to 0. 677 mg /kg，which were obviously higher than those in the unirradiated meat sam-
ples，and presented linear relationships with the irradiance dose． The method showed good reproduc-
ibility and sensitivity．
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食品辐照技术是采用辐射源产生的 γ射线以及加速器产生的高能电子束(EB)辐照农产品和食品，利
用电离辐射在食品中产生的辐射化学和辐射生物学效益，达到抑制发芽、推迟成熟、杀虫杀菌和改进品
质等目的的新型食品保鲜加工技术

［1 － 2］。我国卫生部于 1984 ～ 1994 年先后颁布了马铃薯、大蒜、大米、
蘑菇、苹果、香肠、猪肉、熟肉制品等 18 种辐照食品的卫生标准。1996 和 1997 年又分别颁布了“辐照
食品卫生管理办法”和“辐照食品类别卫生标准”。近 20 年来，我国食品辐照保藏技术应用的商业化进
程较快，但检测方法却较滞后

［3 － 5］。尽管食品辐照技术在国际上逐渐被认可，但美国、加拿大、欧盟等
发达国家陆续出台法规，要求辐照食品标识国际食品辐照标志，以给予消费者知情权。我国出口食品中
曾发生辐照食品未进行辐照标识而被退货的事件，因此我国急需建立针对不同辐照食品的检测方法。
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含苯丙氨酸的蛋白质食品经辐照产生羟基化产物———邻酪氨酸和间酪氨酸，其中邻酪氨酸的含量
最大，这些产物的存在是食品已被辐照的标志

［4］。通过检测辐解产物邻酪氨酸含量判断蛋白质食品是
否经过辐照，国外已有相关研究

［6 － 8］，但国内尚未见相关报道。本课题组曾应用柱前衍生 /高效液相色
谱(HPLC)对邻酪氨酸含量进行了检测［9］。本研究采用胰蛋白酶水解辐照样品，代替传统的酸水解蛋
白的方式，减少了基质干扰，并采用 HPLC － MS /MS 技术对邻酪氨酸含量进行检测，较之 HPLC 法，
方法的灵敏度明显提高。

1 实验部分
1. 1 材料与试剂
标准物质: DL邻酪氨酸(TRC，纯度大于 98% ); 甲醇(HPLC级); 猪胰蛋白酶、正己烷、乙酸锌

(分析纯); 实验用水为二次蒸馏水。
邻酪氨酸标准溶液: 准确称取 100 mg 邻酪氨酸标准品，用水配成 1 g /L的邻酪氨酸标准储备液，4

℃保存，根据需要用水将邻酪氨酸标准储备液稀释至适当浓度，作为邻酪氨酸标准工作液，4 ℃冰箱保存。
0. 5 g /L猪胰蛋白酶溶液: 准确称取 5 mg猪胰蛋白酶，用水溶解并定容至 10 mL。
5%的乙酸锌溶液: 准确称取 5. 00 g乙酸锌，用水溶解并定容至 100 mL。

1. 2 仪器与设备
液相色谱 －串联质谱仪: 配有电喷雾离子源、分析天平、Millipore 纯水制备系统、自动加液器、

旋涡混合器、恒温箱、离心机、50 mL带刻度离心管、0. 2 μm水相滤膜。

1. 3 样品处理
称取 1. 0 g均质样品(精确至 0. 01 g)置于 50 mL具塞离心管中，加入 0. 5 g /L猪胰蛋白酶溶液 200

μL，加水至 10 mL，于 37 ℃恒温水解 24 h。向水解液中加入 20 mL正己烷，涡旋混匀，4 000 r /min离
心 5 min，弃正己烷层后，再加入 5%的乙酸锌 200 μL，涡旋混匀，取 1. 5 mL 水解液至离心管中，
14 000 r /min离心 15 min，过 0. 2 μm水相滤膜，供 HPLC － MS /MS测定。

1. 4 色谱质谱条件及参数
色谱柱: C18柱(100 mm × 2. 1 mm，粒径 1. 9 μm); 流动相: 甲醇(A) －水(B)，梯度洗脱程序:

0 ～ 3 min，93% B; 3 ～ 4 min，93%～90% B; 4 ～ 5 min，90% B; 5 ～ 7 min，90%～93% B; 流速: 0. 18
mL /min; 进样量: 10 μL; 柱温: 30 ℃。

Thermo TSQ HPLC － MS /MS仪器参数: 离子源: 电喷雾 ESI，负离子; MRM 模式检测: 选择离子
对 m/z 180. 0→107. 1、m/z 180. 0→119. 2 和 m/z 180. 0→136. 2 作为定性离子，其中 m/z 180. 0→119. 2
作为定量离子; 喷雾器电压: 2 500 V; 雾化器温度: 250 ℃; 鞘气电压: 35 V; 辅助气电压: 5 V; 毛
细管温度: 250 ℃; 碰撞能量: 23 V; 管透镜偏移: 117。

2 结果与讨论
2. 1 样品水解方式的选择
分别考察了两种不同的样品水解方式对测定结果的影响。①盐酸水解［9］: 称取样品 0. 2 g，加入 1

mL 2 mol /L盐酸(含 0. 1%苯酚)，110 ℃水解 24 h，水解液冷却至室温后，待盐酸挥发，调节 pH至中
性，用水定容至 1 mL。14 000 r /min离心 15 min，过水相滤膜后上机测定。②酶水解: 具体见 “1. 3”
样品处理步骤。
选择未辐照鸡肉作为阴性基质，添加邻酪氨酸 1. 0 mg /kg，考察两种不同水解方式下的回收率(结果

见表 1)。结果显示，样品酶水解方式的回收率优于盐酸水解，因此本实验选择酶水解方式进行样品水解。

表 1 酶水解与盐酸水解回收率的比较
Table 1 Comparison of recovery of o-tyrosine by means of hydrolysis with parenzyme and hydrochloric acid

Hydrolysis Recovery R /% Average recovery 珔R /% RSD sr /%
Hydrochloric acid hydrolysis(盐酸水解) 44，51，59，49，66，63 55 15. 9
Parenzyme hydrolysis(酶水解) 100，96，73，84，99，87 90 11. 6
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2. 2 离子源方式的选择
实验采用电喷雾 ESI正负离子模式分别检测邻酪氨酸，结果发现在正离子模式下有酪氨酸干扰峰，

而负离子模式下无此干扰峰，因此实验选择负离子模式检测。
2. 3 线性范围、回收率与精密度
在优化条件下，分别对质量浓度为 10、20、50、100、200 μg /L 的邻酪氨酸标准溶液进行检测，

考察方法的线性范围。结果表明，在 10 ～ 200 μg /L范围内，邻酪氨酸的峰面积与质量浓度呈良好的线
性关系，相关系数大于 0. 99。
以 5 种含蛋白质未辐照样品(鸡肉、猪肉、牛肉、鱼肉、虾肉)作为阴性样品，取适量标准品加至

1. 0 g样品中，使加标量相当于 0. 1、0. 5、1. 0 mg /kg，按照本方法进行实验，测得方法的回收率和相
对标准偏差见表 2。结果显示，样品在 0. 1、0. 5、1. 0 mg /kg加标水平的回收率为 80%～ 97%，相对标
准偏差(RSD，n = 6)为 6. 3%～12. 9%。根据 S /N≥10 计算定量下限(LOQ)为 0. 1 mg /kg。

表 2 邻酪氨酸的回收率和相对标准偏差(n = 6)
Table 2 Recoveries and RSDs of o-tyrosine from five matrices at three spiked levels(n = 6)

Matrix Added w /(mg·kg －1) Average recovery 珔R /% RSD sr /%
Chicken 0. 1，0. 5，1. 0 81，88，90 8. 3，8. 5，11. 6
Pork 0. 1，0. 5，1. 0 83，90，97 8. 8，11. 4，11. 2
Beef 0. 1，0. 5，1. 0 81，85，92 7. 8，10. 6，12. 9
Fish 0. 1，0. 5，1. 0 81，90，93 8. 1，10. 3，12. 7

Shrimp 0. 1，0. 5，1. 0 80，85，91 8. 2，6. 3，8. 7

2. 4 含蛋白质辐照食品中邻酪氨酸的含量
采用本方法检测 2. 0、5. 0、10 kGy 3 个辐照剂量水平下辐照鸡肉、猪肉、牛肉、鱼肉和虾肉 5 种

样品中的邻酪氨酸含量(见表 3)。结果表明，辐照剂量在 2. 0 kGy及以上的 5 种样品中均可检出邻酪氨
酸(含量为 0. 095 ～ 0. 677 mg /kg)，其含量明显高于未辐照样品。未辐照样品与辐照样品的 MRM 图和
二级质谱图见图 1 和图 2，辐照样品中邻酪氨酸的色谱出峰时间为 3. 55 min，二级质谱中特征离子 m/z
119. 20 强度最大，而未辐照样品中未检测到邻酪氨酸色谱峰。邻酪氨酸含量随着辐照剂量增加而增
加，两者呈线性相关，相关系数( r)大于 0. 98。实验发现，辐照剂量在 2. 0 k Gy 及以上的样品在 － 20
℃保存 6 个月后仍可检出邻酪氨酸。

表 3 辐照剂量与邻酪氨酸含量的剂量反应关系
Table 3 Dose response relationship between irradiance dose and o-tyrosine content

Sample
Irradiance
dose(kGy)

o-Tyrosine content
w /(mg·kg －1)

Average value
珔w /(mg·kg －1)

RSD
sr /%

r

Chicken 2. 0 0. 105，0. 097，0. 112，0. 107，0. 095，0. 118 0. 106 8. 3
5. 0 0. 229，0. 233，0. 251，0. 248，0. 259，0. 241 0. 244 4. 7
10 0. 561，0. 521，0. 475，0. 504，0. 607，0. 565 0. 539 8. 9

0. 998

Pork 2. 0 0. 108，0. 126，0. 137，0. 106，0. 118，0. 124 0. 120 9. 8
5. 0 0. 224，0. 209，0. 215，0. 206，0. 232，0. 228 0. 226 5. 8
10 0. 629，0. 615，0. 575，0. 586，0. 608，0. 577 0. 598 3. 7

0. 986

Beef 2. 0 0. 108，0. 099，0. 122，0. 117，0. 106，0. 128 0. 113 9. 6
5. 0 0. 219，0. 237，0. 252，0. 237，0. 253，0. 228 0. 238 5. 6
10 0. 558，0. 526，0. 485，0. 506，0. 602，0. 545 0. 537 7. 7

0. 996

Fish 2. 0 0. 144，0. 122，0. 135，0. 107，0. 112，0. 131 0. 125 11. 3
5. 0 0. 228，0. 257，0. 236，0. 248，0. 267，0. 228 0. 224 6. 6
10 0. 667，0. 648，0. 596，0. 578，0. 605，0. 618 0. 619 5. 4

0. 989

Shrimp 2. 0 0. 154，0. 132，0. 142，0. 128，0. 119，0. 134 0. 135 8. 9
5. 0 0. 254，0. 259，0. 234，0. 246，0. 262，0. 248 0. 262 4. 0
10 0. 677，0. 655，0. 585，0. 566，0. 601，0. 597 0. 614 7. 0

0. 993
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图 1 未辐照牛肉的 MRM图(A)和二级质谱图(B)
Fig. 1 MRM chromatogram(A) and MS /MS spectrum(B) of unirradiated beef

图 2 辐照牛肉(2. 0 kGy)的 MRM图(A)和二级质谱图(B)
Fig. 2 MRM chromatogram(A) and MS /MS spectrum(B) of γ-ray irradiated beef at 2. 0 kGy

3 结 论
本文建立的胰蛋白酶水解辐照样品，HPLC － MS /MS 检测邻酪氨酸的技术，较之前研究的盐酸水

解样品，柱前衍生 /HPLC检测邻酪氨酸技术［9］的灵敏度有了明显提高(定量下限由 5 mg /kg 降至 0. 1
mg /kg)，且基质干扰减少。该方法对于检测含蛋白质辐照食品具有较好的应用价值。
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