
２０２１ 年 １２ 月 Ｖｏｌ．３９ Ｎｏ．１２
Ｄｅｃｅｍｂｅｒ ２０２１ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ １３１４～１３２３

研究论文 ＤＯＩ： １０．３７２４ ／ ＳＰ．Ｊ．１１２３．２０２１．０６０３９

∗收稿日期：２０２１⁃０６⁃２３
∗通讯联系人．（０５７１）６３３７０２７５，Ｅ⁃ｍａｉｌ：ｃｍｉｎｇｘｕｅ＠ １２６．ｃｏｍ．
基金项目：稻米质量安全高通量检测技术研究（ＣＰＳＩＢＲＦ⁃ＣＮＲＲＩ⁃２０２１２８）；国家水稻产业技术体系（ＣＡＲＳ⁃０１⁃４７）；中国农业科学院

科技创新工程协同创新任务（ＣＡＡＳ⁃ＸＴＣＸ２０１９０２４） ．
Ｆｏｕｎｄａｔｉｏｎ ｉｔｅｍ： Ｓｔｕｄｙ ｏｎ Ｈｉｇｈ Ｔｈｒｏｕｇｈｐｕｔ Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ ｏｆ Ｒｉｃｅ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｓａｆｅｔｙ （Ｎｏ． ＣＰＳＩＢＲＦ⁃ＣＮＲＲＩ⁃２０２１２８）；

Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｒｉｃｅ Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｓｙｓｔｅｍ （ＣＡＲＳ⁃０１⁃４７）； Ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｔａｓｋ ｏｆ ｔｈｅ Ｓｃｉｅｎｃｅ
ａｎｄ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｉｎｎｏｖａｔｉｏｎ Ｐｒｏｊｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ （ ＣＡＡＳ⁃
ＸＴＣＸ２０１９０２４） ．

高效液相色谱⁃串联质谱法结合稳定同位素标记肽段
同时测定稻米及其制品中 ３ 种过敏蛋白质
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（１． 农业农村部稻米及制品监督检验测试中心， 中国水稻研究所， 浙江 杭州 ３１０００６；
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摘要：基于稳定同位素标记特征肽段和液相色谱⁃质谱联用仪建立稻米及制品中 ３ 种过敏蛋白质的同时定量方法。
稻米及制品样品经盐溶液提取，赖氨酰基内切酶（Ｌｙｓ⁃Ｃ）和胰蛋白酶依次水解，Ｃ１８⁃ＳＤ 柱净化后，采用纳升高效液

相色谱⁃线性离子阱⁃静电场轨道阱（ＮａｎｏＬＣ⁃ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ）采集和 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄｉｓｃｏｖｅｒｙ 软件鉴定，ＮＣＢＩ 和 Ｕｎｉｐｒｏｔ
数据库的基本局部搜索比对工具（ＢＬＡＳＴ）筛选验证，最终获得表征稻米及制品中 α⁃淀粉酶 ／胰蛋白酶抑制剂类蛋

白质（ｓｅｅｄ ａｌｌｅｒｇｅｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ＲＡＧ２， ＲＡＧ２）、乙二醛酶Ⅰ活性蛋白（ｇｌｙｏｘａｌａｓｅ Ⅰ）和 α⁃球蛋白（１９ ｋＤａ ｇｌｏｂｕｌｉｎ）
３ 种过敏蛋白质的特异性肽段。 ３ 个特异性肽段经液相色谱梯度洗脱，在 Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ 色谱柱上实现完全分离，由三

重四极杆质谱仪分析。 实验通过优化多反应监测（ＭＲＭ）质谱参数，比较不同溶剂体系、水解酶种类和酶量等酶解

条件，结合内标法定量，实现对稻米及制品中 ３ 种蛋白质的绝对定量。 实验结果表明，当酶解溶剂中含 １ ｇ ／ Ｌ 十二

烷基硫酸钠，采用 Ｌｙｓ⁃Ｃ 和胰蛋白酶组合消化策略，可有效提高 ３ 种蛋白质的酶切效率至 ６５ ７％ ～ ９７ ３％。 该方法

在 １～２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 范围内线性关系良好，相关系数均大于 ０ ９９７ ２， ３ 种蛋白质的检出限和定量限分别为 ３ ｍｇ ／ ｋｇ
和 １０ ｍｇ ／ ｋｇ。 ３ 种蛋白质在空白稻米制品基质中 ３ 个水平下的加标回收率为 ８０ ６％ ～ １０３ ７％，日间和日内精密度

均小于 １１ ５％。 该方法稳定性好，检测灵敏度高，操作简便，在分析各类稻米及制品中 ３ 种过敏蛋白质含量具有广

泛的应用前景。
关键词：液相色谱⁃串联质谱；特异性肽段；稳定同位素标记肽段；酶解条件；过敏蛋白质；稻米
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　 　 水稻（Ｏｒｙｚａ ｓａｔｉｖａ Ｌ．）作为一种碳水化合物

和蛋白质的重要来源，通常被认为是低致敏性作物，
可作为一些谷类敏感患者的饮食替代品。 但近年来

临床研究发现，大米可导致一部分人产生过敏性皮

肤炎、过敏性荨麻疹等症状，而过敏反应的发生和严

重程度与过敏原种类、过敏原含量和摄入量息息相

关［１－３］。 因此，越来越多的研究致力于鉴定和降低

大米中潜在的过敏蛋白质［４－７］。 此外，为保护过敏

消费者，美国、欧盟、日本、韩国相继出台政策，要求

在食品标签上标注致敏食品成分的相关信息［８－１０］，
但因大米过敏蛋白质缺少有效的检测方法和阈值，
导致这些政策无法适用于管理大米及其制品商品标

签上相关过敏原含量的信息，提示过敏消费者自主

规避。 因此，开展快速测定大米中过敏蛋白质含量

的方法研究，对于监管稻米制品生产过程和保护大

米过敏患者具有重要意义。
　 　 目前，据文献报道在稻米中已鉴定到 α⁃淀粉

酶 ／胰蛋白酶抑制剂类蛋白质（ｓｅｅｄ ａｌｌｅｒｇｅｎｉｃ ｐｒｏ⁃
ｔｅｉｎ ＲＡＧ２， ＲＡＧ２）、乙二醛酶Ⅰ活性蛋白（ ｇｌｙｏｘ⁃
ａｌａｓｅ Ⅰ）、α⁃球蛋白（１９ ｋＤａ ｇｌｏｂｕｌｉｎ）和磷脂转移

蛋白等多种过敏蛋白质［１１］。 传统的免疫亲和方法

如基于抗体的免疫吸附试验是分析稻米中过敏蛋白

质的主要方法，该方法操作简便，可商业化生产，具
有低成本、高灵敏度等特点［１２，１３］。 但同源性蛋白质

之间可通过抗体发生交叉反应导致假阳性，且免疫

试剂反应只能检测单一过敏原，无法实现同时定性

定量检测多个蛋白质。 基于质谱多反应监测（ｍｕｌ⁃
ｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ， ＭＲＭ）的靶向蛋白质组

学技术具有高灵敏度、高通量和高重复性等技术特

点，可对复杂样品中多种靶蛋白进行准确定量，被视

为靶向蛋白质绝对定量的重要手段［１４，１５］。 尽管

ＭＲＭ 质谱技术具有诸多优势，但该方法是基于

“Ｂｏｔｔｏｍ⁃Ｕｐ”策略，通过分析酶解蛋白质产生的特

异性肽段实现相应靶蛋白的绝对定量。 多项研究发

现，目标蛋白质的提取效果、酶解效率和杂质去除等

步骤会严重影响方法准确度和重复性，对样品制备

具有较高要求［１６，１７］。 因此，有必要通过比较不同的

提取条件，优化酶解过程，提高目标蛋白质特异性肽

段的产出率，达到提高方法准确性的目的。 此外，内
标肽段的使用也可以减小分析过程中不稳定因素带

来的定量误差，从而提高测定结果的准确度和可靠

性。 目前，基于 ＭＲＭ 和同位素内标肽段的方法被

广泛用于芝麻、水产品、巧克力和鱼等各类食品中过

敏原的绝对定量［１８－２３］，但在稻米中过敏蛋白质定量

分析的适用性研究鲜有报道。
　 　 本研究首先采用纳升高效液相色谱⁃线性离子

阱⁃静电场轨道阱（ＮａｎｏＬＣ⁃ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ）高分辨

质谱技术在稻米样品中鉴定出 ＲＡＧ２、乙二醛酶Ⅰ
活性蛋白和 α⁃球蛋白，并筛选得到 ３ 种蛋白质对应

的特异性肽段。 通过比较酶解体系、酶种类和酶量

等条件，以侧翼同位素标记特征肽段为内标物，建立

了同时定量分析稻米中 ３ 种主要过敏蛋白质的方

法。 该方法具有灵敏度高、线性范围广、重现性好等

优点，可用于稻米及制品中过敏蛋白质的快速筛查

和定量检测，为过敏蛋白质的标识提供技术支持。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 ＥａｓｙｎＬＣ１０００ 纳升液相色谱仪和 ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉ⁃
ｔｒａｐ 线性离子阱⁃静电场轨道阱组合高分辨质谱仪

（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，美国）； ＬＣ⁃２０ＡＤＣＲ 液相色谱仪

（Ｓｈｉｍａｄｚｕ，日本）； ＡＢ Ｓｃｉｅｘ ＱＴＲＡＰ ５５００ 三重四

极杆质谱仪（ＳＣＩＥＸ，美国）；脱盐固相萃取柱（３Ｍ
Ｅｍｐｏｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｄｉｓｋ ｃａｒｔｒｉｄｇｅｓ， ７ ｍｍ／ ３ ｍＬ，
Ｃ１８⁃ＳＤ， ３Ｍ 公司，美国）；台式多用途高速离心机

（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ，美国）；十万分之一天平 （ＭＥＴ⁃
ＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ，美国）； ＵＶ⁃２６００ 紫外分光光度计

（Ｓｈｉｍａｄｚｕ，日本）； ＰＨＳ⁃３Ｃ 精密 ｐＨ 计（上海仪电

科学仪器股份有限公司）； Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ ＴｈｅｒｍｏＭｉｘ⁃
ｅｒ Ｃ 恒温混匀振荡仪（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）。
　 　 ３ 种蛋白质的特征肽段 ＶＶＬＶＤＮＡＤＦＬＫ、ＤＱＶ⁃
ＶＹＳＬＧＥＲ、ＶＥＰＱＱＣＳＩＦＡＡＧＱＹ，同位素标记特征肽

段 ＶＶＬＶ∗ ＤＮＡＤＦＬＫ （ Ｖ∗， Ｖａｌ⁃ＯＨ⁃１３Ｃ５， １５Ｎ）、
ＤＱＶＶ∗ ＹＳＬＧＥＲ、 ＶＥＰＱＱＣＳＩ∗ （ Ｉ∗， Ｉｌｅ⁃ＯＨ⁃１３Ｃ６，
１５Ｎ）ＦＡＡＧＱＹ 和侧翼同位素标记特征肽段（内标肽

段 ） ＤＰＤＧＷＫＶＶＬＶ∗ ＤＮＡＤＦＬＫＥＬＱ、 ＭＡＤＨＨＫ⁃
ＤＱＶＶ∗ ＹＳＬＧＥＲＣＱＰＧＭＧ、 ＬＰＳＭＣＲＶＥＰＱＱＣＳＩ∗

ＦＡＡＧＱＹ 由上海强耀生物科技有限公司合成（纯度

≥９５％）。 ３ 种标准蛋白质由南京金斯瑞生物科技

有限公司重组表达获得，并经 ＳＤＳ⁃ＰＡＧＥ 和 Ｗｅｓｔ⁃
ｅｒｎ ｂｌｏｔ 验证。 甲酸、甲醇、乙腈（色谱级）购自德国

默克公司，碳酸氢铵（ＮＨ４ＨＣＯ３，纯度≥９９％）、氯化

钠（ＮａＣｌ，纯度≥９９％）、十二烷基硫酸钠（ＳＤＳ，纯度

≥９９％）、二硫苏糖醇（ＤＴＴ，纯度≥９９％）、碘乙酰胺

（ ＩＡＡ，纯度≥９９％），三羟甲基氨基甲烷盐（Ｔｒｉｓ，纯
度≥９９％）和牛血清蛋白质（ＢＳＡ，纯度≥９９％）均购
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杨　 欢，等：高效液相色谱⁃串联质谱法结合稳定同位素标记肽段

同时测定稻米及其制品中 ３ 种过敏蛋白质

自美国 Ｓｉｇｍａ 公司；胰蛋白酶（测序级，Ｐｒｏｍｅｇａ，美
国）；赖氨酰基内切酶 （ Ｌｙｓ⁃Ｃ，质谱级，Ｗａｋｏ，日

本）； ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒（生工生物工程（上
海）有限公司）。 用于分析的稻米及制品均在线上

平台购买。
１．２　 肽段标准溶液配制

　 　 按照生产商提供的肽段溶液配制指导书，分别

准确称取 １ ｍｇ 人工合成的特异性肽段、同位素特

征肽段和内标肽段用 ２０％ 乙腈水溶液溶解并依次

稀释成一系列浓度的标准储备液。 其中，α⁃球蛋白

对应的特征肽段 ＶＥＰＱＱＣＳＩＦＡＡＧＱＹ 和同位素特

征 肽 段 ＶＥＰＱＱＣＳＩ∗ ＦＡＡＧＱＹ 标 准 溶 液 经 ５０
μｍｏｌ ／ Ｌ ＩＡＡ 在 ３７ ℃黑暗条件下烷基化 １ ｈ，得到

的肽段经 Ｃ１８⁃ＳＤ 柱脱盐后，再用 ２０％ 乙腈水溶液

依次稀释成一系列浓度的标准溶液，备用。
１．３　 样品前处理

１．３．１　 蛋白质提取

　 　 ３ 种过敏蛋白质的提取参考 Ｓａｔｏｈ 等［１１］ 和

Ｃｈｅｎ 等［２４］的方法，准确称取 ０ １ ｇ（精确到 ０ ００１
ｇ）稻米及制品粉末于 ２ ０ ｍＬ 离心管中，加入 １ ０
ｍＬ 的蛋白质提取缓冲液 （ ０ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＣｌ， ３０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ Ｔｒｉｓ， ｐＨ ８ ５）于 ４ ℃恒温混匀振荡仪上振

荡提取 ４ ｈ。 将样品置于离心机中以 １０ ０００ ｇ 在 ４
℃下离心 １０ ｍｉｎ 后收集上清液后，再加入 １ ０ ｍＬ
的蛋白质提取缓冲液重复提取一次，混合两次提取

液后，采用 ＢＣＡ 蛋白质定量试剂盒测定提取液中的

总蛋白质浓度，并贮藏于－８０ ℃冰箱中。
１．３．２　 蛋白质酶解

　 　 在 Ｃｈｉｖａ 等［１７］报道的基础上对酶解体系、水解

酶种类和酶量等条件进行比较优化，以期得到最佳

酶解效果。 最终，实验取 ０ ２ ｍＬ 蛋白质提取缓冲

液于 １ ５ ｍＬ 离心管中，并分别加入 １０ μＬ 内标肽

段（５ μｍｏｌ ／ Ｌ）混匀。 加入含 ０ ４８ ｍＬ １ ｇ ／ Ｌ ＳＤＳ
的蛋白质变性溶剂（５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３ 水溶液，
ｐＨ ８ ５）后，经 ５ μＬ １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＤＴＴ 在 ３７ ℃条件下还

原 １ ｈ，再加入 ２５ μＬ １ ｍｏｌ ／ Ｌ ＩＡＡ 至终浓度为 ５０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ，于 ３７ ℃避光反应 １ ｈ。 按 ｍ（蛋白质） ∶ｍ
（酶）＝ ２０ ∶１ 比例依次加入 ２０ μＬ ０ ５ μｇ ／ μＬ Ｌｙｓ⁃Ｃ
和 Ｔｒｙｐｓｉｎ 溶液混匀后置于 ３７ ℃条件下依次酶解 ４
ｈ 和 １６ ｈ，最后加入适量甲酸终止反应，待净化。
１．３．３　 肽段脱盐

　 　 依次用甲醇、８０％ 乙腈（含 ０ １％ 甲酸）溶液和

０ １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸溶液活化平衡 Ｃ１８⁃ＳＤ 固相萃取小

柱后，将酶解肽段混合液加入小柱中，在 ２００ ｇ 和 ４
℃条件下离心 ５ ｍｉｎ。 加入 ０ ５ ｍＬ ０ １％ 甲酸溶液

淋洗后，将 Ｃ１８⁃ＳＤ 柱放入新 １５ ｍＬ 离心管中，依次

加入 ０ ５ ｍＬ ８０％乙腈（含 ０ １％甲酸）溶液洗脱两次。
合并两次洗脱液，过 ０ ２ μｍ 尼龙滤膜后上机分析。
１．４　 仪器条件

１．４．１　 ｎａｎｏＬＣ⁃ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ 条件

　 　 色谱条件：色谱柱由 Ａｃｃｌａｉｍ Ｐｅｐ Ｍａｐ １００
（Ｃ１８， ２０ ｍｍ×７５ μｍ， ３ μｍ， Ａｇｉｌｅｎｔ，美国）预柱

和 Ａｃｃｌａｉｍ Ｐｅｐ Ｍａｐ ＲＳＬＣ（Ｃ１８， １５０ ｍｍ×５０ μｍ，
２ μｍ， Ａｇｉｌｅｎｔ，美国） 分析柱组成；流动相 Ａ 为

０ １％ 甲酸水溶液，流动相 Ｂ 为乙腈 （含 ０ １％ 甲

酸）。 肽段洗脱条件为：０～１２０ ｍｉｎ， ０ ～ ７０％ Ｂ； １２０
～１４０ ｍｉｎ， ７０％ Ｂ ～ ９５％ Ｂ； １４０ ～ １６０ ｍｉｎ， ９５％ Ｂ。
进样量为 ２ ０ μＬ，流速为 ０ ３ μＬ ／ ｍｉｎ。
　 　 质谱条件：纳升离子源喷雾电压为 １ ８ ｋＶ，离
子传输管温度为 ３００ ℃，一级质谱利用 Ｏｒｂｉｔｒａｐ 在

ｍ／ ｚ ３００～２ ０００ 范围内全扫，分辨率设置为 ６０ ０００；
将一级质谱扫描获得的 ＴＯＰ１０ 离子用 ＬＴＱ 进行二

级碎片离子采集，离子碎裂模式采用碰撞诱导解离

（ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ⁃ｉｎｄｕｃｅｄ ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ， ＣＩＤ）。
１．４．２　 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 条件

　 　 色谱柱：Ｐｏｒｏｓｈｅｌｌ １２０ ＥＣ⁃Ｃ１８（１５０ ｍｍ×２ １
ｍｍ， ２ ７ μｍ， Ａｇｉｌｅｎｔ，美国）；柱温：４０ ℃，流速：
０ ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：２ ０ μＬ；流动相由 ０ １％ 甲酸

水溶液（Ａ）和乙腈（含 ０ １％ 甲酸） （Ｂ）组成。 梯度

洗脱程序设置为：０～１８ ｍｉｎ， １０％ Ｂ～８０％ Ｂ； １８～２４
ｍｉｎ， ８０％ Ｂ； ２４～２４ １ ｍｉｎ， ８０％ Ｂ～１０％ Ｂ； ２４ １ ～
３０ ｍｉｎ， １０％ Ｂ。 多反应监测正离子模式采集，离子

源温度：４５０ ℃；喷雾电压：５ ５ ｋＶ；门帘气压力：１３０
ｋＰａ； Ｇａｓ １ 和 Ｇａｓ ２ 压力均为 ２５０ ｋＰａ。

２　 结果与讨论

２．１　 特征肽段的鉴定筛选

　 　 实验首先利用 ｎａｎｏＬＣ⁃ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ 对稻米样

品酶解液进行一级全扫描，并结合二级碎片离子，获
得实际样品中的肽段指纹图谱。 采集数据经 Ｐｒｏ⁃
ｔｅｏｍｅ Ｄｉｓｃｏｖｅｒ 数据库检索软件（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ 公
司，美国）对图谱信息进行匹配检索，最终成功鉴定

到 ３ 种文献已报道的过敏蛋白质，分别为 ＲＡＧ２、乙
二醛酶Ⅰ活性蛋白和 α⁃球蛋白［１１］，对应的氨基酸序

列覆盖率依次为 ４８ ２％、５９ １％ 和 ４３ ５％，鉴定结果

具有较高的可信度（结果见图 １）。 为确保定量结果
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的稳定性，实验根据特征肽段的筛选原则［２１，２２］，优
先选择响应强度高、氨基酸数目为 １０ ～ ２０、ｍ／ ｚ ＜
１ ２５０、无漏切位点、不含易修饰氨基酸的肽段，将
ＤＱＶＶＹＳＬＧＥＲ［３１ ～ ４０］和 ＶＶＬＶＤＮＡＤＦＬＫ［２７８ ～
２８８］分别作为 ＲＡＧ２ 和乙二醛酶Ⅰ活性蛋白的特

征肽段（见图 １ 下划线肽段）。 因 α⁃球蛋白的氨基

酸序列中富含半胱氨酸，酶解产生的肽段中大多含

有游离的半胱氨酸。 而游离的半胱氨酸在酶解过程

中易与 ＩＡＡ 发生不可逆的烷基化反应，在质谱鉴定

过程中主要以碘乙酰胺加合物的形式存在。 因此，
实验 最 终 选 择 鉴 定 到 的 ＶＥＰＱＱＣ （ ＣＡＭ ） ＳＩ⁃
ＦＡＡＧＱＹ［１７３ ～ １８６］ 作为 α⁃球蛋白的特征肽段。
经 ＵｎｉＰｒｏｔ 和 ＮＣＢＩ 数据库的基本局部搜索比对工

具（ＢＬＡＳＴ）检索验证特异性，结果表明 ３ 个肽段唯

一来源于水稻中的 ＲＡＧ２、乙二醛酶Ⅰ活性蛋白和

α⁃球蛋白，可作为稻米中 ３ 种蛋白质定量的特征肽。

图 １　 稻米中 ３ 种过敏蛋白质的氨基酸序列
Ｆｉｇ． １　 Ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ ｓｅｑｕｅｎｃｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ａｌｌｅｒｇｅｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｒｉｃｅ

　 Ｔｈｅ ｒｅｄ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ， ａｎｄ ｕｎｄｅｒｌｉｎｅｄ ｌｅｔｔｅｒｓ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔ ｔｈｅ ｓｐｅｃｉｆｉｃ
ｐｅｐｔｉｄｅｓ．

２．２　 特征肽段质谱参数的优化

　 　 蛋白质的绝对定量分析主要是采用 ＭＲＭ 模式

监测特征肽段的碎片离子，实现复杂基质中靶标蛋

白质的精确定量。 为获得合适的离子对和质谱采集

参数，提高检测灵敏度和特异性，本实验采用蠕动泵

依次向三重四极杆质谱中引入人工合成的 ３ 种多肽

单一标准溶液。 在正离子模式下进行一级质谱扫

描，得到响应强度较高的准分子离子峰［Ｍ＋２Ｈ］ ２＋，
并进一步采用 Ｓｋｙｌｉｎｅ 软件自动优化碰撞能量，获
得灵敏度较高的离子对，３ 个特异性肽段优化后的

离子信息和 ＭＲＭ 采集参数见表 １。 此外，本研究比

较了 α⁃球蛋白的特征肽段经 ＩＡＡ 修饰前后的响应

强度 差 异， 结 果 如 图 ２ａ 和 图 ２ｂ， 可 以 看 出，

ＶＥＰＱＱＣＳＩＦＡＡＧＱＹ的半胱氨酸在与 ＩＡＡ 发生烷基

化反应后，形成碘乙酰胺加合物，使特征肽段的［Ｍ＋
２Ｈ］ ２＋增加 ２８ ５ Ｄａ， ３ 个碎片离子增加 ５７ Ｄａ（见
图 ２ｃ 和图 ２ｄ），离子丰度也显著增强，是未修饰肽

段的 ５ 倍左右。 该结果与 Ｋｕｌｅｖｉｃｈ 等［２５］ 和王继峰

等［２６］报道的肽段中的半胱氨酸烷基化可提高肽段

的离子化效率，进而增强其质谱响应强度的结论相

一致。
　 　 实验对人工合成的 ３ 个同位素标记特征肽段的

离子信息和质谱参数进行了优化，如表 １ 所示，３ 个

肽段分别在缬氨酸（Ｖ）或异亮氨酸（ Ｉ）的 Ｃ 和 Ｎ 原

子进行同位素标记，可使同位素标记肽段的母离子

和子离子与未标记肽段之间相差的 ｍ／ ｚ 能被低分

辨质谱区分。 进一步采用 ＭＲＭ 正离子模式采集 ３
个特征肽段及同位素特征肽段离子对。 结果发现，３
种同位素标记肽段各离子对的色谱峰保留时间和离

子丰度与未标记特征肽段一致，且色谱峰之间无相

互干扰。 因此，本实验合成的同位素特征肽段是理

想的特征肽段类似物，可用于校正仪器分析误差。
２．３　 不同酶解条件对酶解效率的影响

　 　 目标蛋白质的提取效果和酶解条件在保障定量

结果准确性中发挥重要作用［２７］。 鉴于已有文献［２８］

报道了不同溶剂对稻米中过敏蛋白质提取效果的影

响，本实验通过合成 ３ 种重组蛋白质和侧翼同位素

特征肽段，重点比较酶解体系、水解酶种类和酶量，
以达到最佳的酶解效果。
２．３．１　 酶解体系中表面活性剂的质量浓度

　 　 表面活性剂有利于促进蛋白质变性溶解，去除

磷脂等非蛋白质杂质的干扰，提高酶解效率。 因此，
实验向含不同浓度（０、１、５、１０、２０ｇ ／ Ｌ）表面活性剂
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同时测定稻米及其制品中 ３ 种过敏蛋白质

表 １　 ３ 种过敏蛋白的特征肽段的离子信息及 ＭＲＭ 参数
Ｔａｂｌｅ １　 Ｉｏｎ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ａｎｄ ＭＲＭ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ａｌｌｅｒｇｅｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｕｎｉｐｒｏｔ
ａｃｃｅｓｓｉｏｎ

Ｐｒｏｔｅｉｎ ｎａｍｅ Ｐｏｓｉｔｉｏｎ
Ｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ

ｓｅｑｕｅｎｃｅ
Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｉｏｎ

（ｍ／ ｚ）
Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ

（ｍ／ ｚ）
ＣＥ ／ ｅＶ

Ｑ０１８８２ ｓｅｅｄ ａｌｌｅｒｇｅｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ＲＡＧ２ ３１－４０ ＤＱＶＶＹＳＬＧＥＲ ５８３．５ ７２４．４ａ（ｙ６＋） ２６．３
８２３．５（ｙ７＋） ２６．３
９２２．６（ｙ８＋） ２４．９

ＤＱＶＶ∗ＹＳＬＧＥＲ ５８６．５ ７２４．５ａ（ｙ６＋） ２６．７
８２９．７（ｙ７＋） ２６．６
９２８．５（ｙ８＋） ２７．６

Ｑ９４８Ｔ６ ｇｌｙｏｘａｌａｓｅ Ｉ ２７８－２８８ ＶＶＬＶＤＮＡＤＦＬＫ ６１７．０ ８２２．５ａ（ｙ７＋） ２７．８
９２１．６ （ｙ８＋） ２６．９

１０３４．０ （ｙ９＋） ２０．０
ＶＶＬＶ∗ＤＮＡＤＦＬＫ ６２０．０ ８２２．５ａ（ｙ７＋） ２９．７

９２７．７ （ｙ８＋） ２７．１
１０４０．０ （ｙ９＋） ２５．９

Ｐ２９８３５ １９ ｋＤａ ｇｌｏｂｕｌｉｎ １７３－１８６ ＶＥＰＱＱＣ（ＣＡＭ）ＳＩＦＡＡＧＱＹ ７９９．５ ９４２．５ａ（ｂ８＋） ２４．３
１０８９．２ （ｂ９＋） ２４．９
１１６０．３ （ｂ１０＋） ２４．９

ＶＥＰＱＱＣ（ＣＡＭ）ＳＩ∗ＦＡＡＧＱＹ ８０３．０ ９４９．３ａ（ｂ８＋） ２４．３
１０９６．５ （ｂ９＋） ２１．８
１１６７．３ （ｂ１０＋） ２１．９

　 ∗ Ｓｔａｂｌｅ ｉｓｏｔｏｐｅ⁃ｌａｂｅｌｅｄ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ． ａ： ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ． ＣＥ： ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ． ＣＡＭ： ｃａｒｂａｍｉｄｏｍｅｔｈｙｌａｔｅｄ．

图 ２　 ＩＡＡ 烷基化修饰对 α⁃球蛋白特征肽段 ＶＥＰＱＱＣＳＩＦＡＡＧＱＹ 质谱响应的影响
Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ｍｏｄｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＩＡＡ ａｌｋｙｌａｔｉｏｎ ｏｎ ｔｈｅ ＭＳ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｏｆ

ｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ， ＶＥＰＱＱＣＳＩＦＡＡＧＱＹ ｏｆ １９ ｋＤａ ｇｌｏｂｕｌｉｎ

ＳＤＳ 的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＮＨ４ＨＣＯ３（ｐＨ ８ ５）溶液中分别

加入 ＲＡＧ２（１２０ ｐｍｏｌ）、乙二醛酶Ⅰ活性蛋白（６０
ｐｍｏｌ）和 α⁃球蛋白（１００ ｐｍｏｌ）标准蛋白质，并与相

应的侧翼同位素标记特征肽段（１００ ｐｍｏｌ）共酶解。
实验使用内标法定量，获得 ３ 种特异性肽段的绝对

含量，按特征肽段与相应蛋白质等物质的量比计算

目标蛋白质含量。 最终以计算得到的 ３ 种过敏蛋白

质含量与加入的标准蛋白质含量的百分比计算酶解

效率，考察酶解体系中表面活性剂对酶解效果的影

响。 结果如图 ３ａ 所示，酶解体系中含少量 ＳＤＳ

·９１３１·
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（１ ｇ ／ Ｌ）有利于蛋白质完全变性，可使 ＲＡＧ２、乙二

醛酶Ⅰ活性蛋白和 α⁃球蛋白的酶解效率分别提高

２０ ６％ ～３５ ３％ 左右。 但当 ＳＤＳ 的质量浓度超过一

定范围时，会抑制 Ｔｒｙｐｓｉｎ 酶活性，进而降低消化效

果。 因此，本着获取最佳酶解效率，减少有毒试剂用

量的原则，实验最终将含 １ ｇ ／ Ｌ ＳＤＳ 的 ５０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ
ＮＨ４ＨＣＯ３（ｐＨ ８ ５）溶液确定为酶解溶剂。

图 ３　 不同酶解条件对 ３ 种过敏蛋白酶解效率的影响（ｎ＝３）
Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ａｌｌｅｒｇｅｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ （ｎ＝３）

ａ． ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＤＳ ｉｎ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔ； ｂ． ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｎｚｙｍｅ； ｃ． ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｍｏｕｎｔｓ ｏｆ ｅｎｚｙｍｅ．

２．３．２　 酶种类和酶量

　 　 目前常用的蛋白酶主要有胰蛋白酶和赖氨酰基

内切酶等。 已有研究表明，单一的胰蛋白酶对底物

蛋白质酶解不完全，易导致漏切，而 Ｌｙｓ⁃Ｃ 与胰蛋白

酶互补进行消化，可弥补这些缺点，提高酶解效率和

定量准确性。 因此，实验分别采用胰蛋白酶酶解 ２０
ｈ、胰蛋白酶酶解 ４ ｈ 后 Ｌｙｓ⁃Ｃ 酶解 １６ ｈ、Ｌｙｓ⁃Ｃ 酶

解 ４ ｈ 后胰蛋白酶酶解 １６ ｈ ３ 种方法水解 ３ 种标准

蛋白质和侧翼内标肽段，内标法定量，考察单一酶解

和组合酶解对 ３ 种过敏蛋白质定量结果的影响。 结

果如图 ３ｂ 所示，在 Ｔｒｙｐｓｉｎ 酶的单独作用下，３ 种蛋

白质的酶解效率为 ６０ ５％ ～ ７３ ５％。 Ｌｙｓ⁃Ｃ 酶主要

切割赖氨酸，单独用于蛋白质酶解产生更长的肽链，
其酶切效率较低，但 Ｌｙｓ⁃Ｃ 酶在某些苛刻条件下稳

定性强于 Ｔｒｙｐｓｉｎ 酶。 因此，同时采用 Ｔｒｙｐｓｉｎ 和

Ｌｙｓ⁃Ｃ 酶切， 可显著提高目标蛋白质的酶解效

率［２９，３０］，而两种酶不同的酶解顺序也显著影响酶解

效果。 在 Ｔｒｙｐｓｉｎ 酶解前使用 Ｌｙｓ⁃Ｃ，可使 ＲＡＧ２ 和

乙二醛酶Ⅰ活性蛋白酶解效率提高到 ８３ ４％ ～
１００ ４％。 实验结果表明，Ｌｙｓ⁃Ｃ 和 Ｔｒｙｐｓｉｎ 酶组合

消化可以互补两者之间的缺点，提高酶解效率，使蛋

白质的定量结果更加准确。
　 　 实验进一步比较了酶用量（按ｍ（蛋白质） ∶ｍ
（酶）＝ ２００ ∶１， １００ ∶１， ５０ ∶１， ２０ ∶１， １ ∶１）对 ３ 种蛋

白质酶切效果的影响。 图 ３ｃ 结果表明，３ 种蛋白质

的酶解效率随着水解酶量添加比例的增加而上升，
但当酶量达到 ２０ ∶１ 之后，再增加酶量酶解回收率无

显著提升。 因此，为降低成本，节约试剂，实验最终

选择 ２０ ∶１ 的加酶比例。
２．４　 方法验证

　 　 本研究通过特异性、基质效应、线性关系、准确

度和精密度等多个参数对建立的方法进行验证。
２．４．１　 方法的特异性和基质效应评价

　 　 实验利用人工合成的 ３ 个特征肽段标准品和 ３
种蛋白质水解产生的特异性肽的保留时间来定性。
此外，３ 个特征肽段在 ＭＲＭ 模式下同时监测 ３ 个离

子对，进一步确保了结果特异性。 结果表明，３ 个合

成肽段的定性和定量离子保留时间与对应的蛋白质

水解肽段保持一致，在连续进样 ２０ 针后，保留时间

的最大偏移在 ０ ５％ ～ １ ２％ 之间。 而在未经水解酶

消化的样品中，在特征肽段出峰时间范围内无明显

峰形。 因此，该方法具有较好的特异性。
　 　 为评价基质成分对特征肽段的干扰，实验分别

用纯溶剂（８０％ 乙腈溶液（含 ０ １％ 甲酸））和稻米制

品空白酶解液将 ３ 种特征肽段配制成 ５ 个浓度（１～
２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ，每个浓度含 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 同位素标记特

征肽段）的溶液，内标法定量。 基质效应评价参考

Ｈｕａｎｇ 等［２１］ 和 Ｃｈｅｎ 等［２４］ 的方法，以基质效应 ＝
（Ａ ／ Ｂ－１）×１００％ 计算，其中 Ａ 为以样品基质溶液制

作的曲线斜率，Ｂ 为以纯溶剂制作的曲线斜率。 结

果表明，实验使用内标法时 ３ 种特征肽段的基质效

应范围在－９ ７％ ～ ８ ５％ 之间，样品中的基质成分对

３ 种特异性肽段的检测干扰较小。
２．４．２　 方法的线性关系、检出限和定量限

　 　 将 ３ 种特异性肽段配制成一系列浓度的标准工

·０２３１·
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同时测定稻米及其制品中 ３ 种过敏蛋白质

作液，每个浓度含 ５０ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 同位素标记特征肽段，
经 ＬＣ⁃ＭＳ 分析。 分别以 ３ 种肽段的峰面积 ／内标物

峰面积（ｙ）和对应浓度比（ｘ）绘制标准曲线。 表 ２
结果表明，３ 种肽段在 １～２００ ｎｍｏｌ ／ Ｌ 内线性关系良

好，相关系数（ ｒ２）均大于 ０． ９ ９７２。 以肽段定量离

子色谱峰信噪比（Ｓ ／ Ｎ）为 ３ 和 １０ 分别为方法的检

出限和定量限，对应的蛋白质含量为 ３ 种蛋白质的

方法 ＬＯＤ 和 ＬＯＱ。 结果表明，该方法中 ３ 种蛋白

质的 ＬＯＤ 和 ＬＯＱ 分别为 ３ ｍｇ ／ ｋｇ 和 １０ ｍｇ ／ ｋｇ。

表 ２　 ３ 种特异性肽段的线性范围、线性方程、相关系数（ｒ２）及过敏蛋白质的检出限和定量限

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （ｒ２） ｏｆ ｔｈｅ
ｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅｓ， ＬＯＤｓ ａｎｄ ＬＯＱｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ａｌｌｅｒｇｅｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｓｉｇｎａｔｕｒｅ ｐｅｐｔｉｄｅ
Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／
（ｎｍｏｌ ／ Ｌ）

Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２
ＬＯＤ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）
ＬＯＱ ／

（ｍｇ ／ ｋｇ）
Ｓｅｅｄ ａｌｌｅｒｇｅｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ＲＡＧ２ ＤＱＶＶＹＳＬＧＥＲ １－２００ ｙ＝ ０．８１７ｘ－０．０１５ ０．９９８４ ３ １０
Ｇｌｙｏｘａｌａｓｅ Ｉ ＶＶＬＶＤＮＡＤＦＬＫ １－２００ ｙ＝ ０．７８３ｘ－０．００８ ０．９９９１ ３ １０
１９ ｋＤａ ｇｌｏｂｕｌｉｎ ＶＥＰＱＱＣ（ＣＡＭ）ＳＩＦＡＡＧＱＹ １－２００ ｙ＝ ０．８５４ｘ－０．０１１ ０．９９７２ ３ １０
　 ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ａｎａｌｙｔｅ ｔｏ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ； ｘ： ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｔｉｏ ｏｆ ａｎａｌｙｔｅ ｔｏ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ．

表 ３　 ３ 种过敏蛋白质在空白稻米制品中 ３ 个加标水平的回收率、日内精密度和日间精密度

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ， ｉｎｔｒａ⁃ＲＳＤｓ， ａｎｄ ｉｎｔｅｒ⁃ＲＳＤｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ａｌｌｅｒｇｅｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｒｉｃｅ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｌｅｖｅｌｓ

Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｐｅｐｔｉｄｅ
Ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌ ／
（ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％
Ｉｎｔｒａ⁃ＲＳＤ ／ ％

（ｎ＝ ７）
Ｉｎｔｅｒ⁃ＲＳＤ ／ ％

（ｎ＝ ５）
Ｓｅｅｄ ａｌｌｅｒｇｅｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ＲＡＧ２ ＤＱＶＶＹＳＬＧＥＲ １０ ８８．５ ５．８ ７．９

５０ ９４．６ ４．７ ５．４
２００ １０３．７ １．１ ６．１

Ｇｌｙｏｘａｌａｓｅ Ｉ ＶＶＬＶＤＮＡＤＦＬＫ １０ ８３．５ ７．１ １１．５
５０ ９４．４ ３．５ ８．６

２００ ９１．２ ０．４ ５．３
１９ ｋＤａ ｇｌｏｂｕｌｉｎ ＶＥＰＱＱＣ（ＣＡＭ）ＳＩＦＡＡＧＱＹ １０ ８０．６ ６．９ １０．２

５０ ８５．２ ７．２ ７．７
２００ ８４．９ ５．６ ６．５

表 ４　 实际样品中 ３ 种过敏蛋白质的含量测定结果

Ｔａｂｌｅ ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ａｌｌｅｒｇｅｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ａｃｔｕａｌ ｓａｍｐｌｅｓ ｍｇ ／ ｋｇ
Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ． Ｓｐｅｃｉｅｓ Ｓａｍｐｌｅ ｎａｍｅ Ｓｅｅｄ ａｌｌｅｒｇｅｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ＲＡＧ２ Ｇｌｙｏｘａｌａｓｅ Ｉ １９ ｋＤａ ｇｌｏｂｕｌｉｎ

１ Ｉｎｄｉｃａ Ｌｉａｎｇｙｏｕ ４２１ ０．０１６±０．００１ ０．０３１±０．００１ ２．１５±０．０８
２ Ｚｈｏｎｇｊｉａｚａｏ １７ ０．０１８±０．００１ ０．０２５±０．００２ ３．０４±０．２１
３ Ｙｏｎｇｙｏｕ １５ ０．０２３±０．００２ ０．０２９±０．００３ ０．８６±０．０８
４ Ｊａｐｏｎｉｃａ Ｚｈｏｎｇｄａｏ １ ０．０３１±０．００１ ０．０１８±０．００２ ２．０７±０．１５
５ Ｎａｎｊｉｎｇ ５０５５ ０．０１５±０．００１ ０．０６２±０．００４ １．１７±０．０７
６ Ｊｉａｆｅｎｇｙｏｕ ２ ０．０２２±０．００２ ０．０３１±０．００２ １．４１±０．１８
７ ｒｅｄ ｒｉｃｅ Ｇａｎｗａｎｘｉａｎ ３３ ０．０１７±０．００２ ０．０２３±０．００２ １．７８±０．０９
８ Ｎａｎｈｏｎｇ １ ０．０４２±０．００３ ０．０６１±０．００５ ２．５５±０．０９
９ Ｚｈｏｕｘｉａｎ １２１１ ０．０３３±０．００２ ０．０３３±０．００２ ０．６４±０．０３

１０ ｂｌａｃｋ ｒｉｃｅ Ｑｉｎｄａｏ ２ ０．０１６±０．００１ ０．０２８±０．００１ １．３３±０．１１
１１ Ｈｅｉｂａｏ ０．０１９±０．００１ ０．０４６±０．００３ ２．６０±０．１７
１２ Ｄａｎｙｏｕ １ ０．０２５±０．００２ ０．０５５±０．００４ １．１３±０．１０

２．４．３　 方法的回收率和精密度

　 　 实验向空白的稻米制品基质中加入低、中和高

水平的 ３ 种过敏蛋白质标准品，经 １ ３ １ 节步骤提

取后，加入 ３ 种侧翼同位素标记内标肽段与标准蛋

白质共酶解。 用内标法计算得到定量肽段浓度后，

再按照特异肽段与目标蛋白质的物质的量比为 １ ∶１
的比例，计算目标蛋白质的含量。 分别将每个浓度

水平在一天内连续测定 ７ 次和连续测定 ５ 天，计算

日内精密度 （ ｉｎｔｒａ⁃ＲＳＤ） 和日间精密度 （ ｉｎｔｅｒ⁃
ＲＳＤ）。 实验结果如表 ３ 所示，本方法 ３ 种蛋白质的

加标回收率为 ８０ ６％ ～ １０３ ７％，日内和日间精密度

均小于 １１ ５％。
２．５　 方法应用

　 　 为验证本研究建立方法的适用性，实验最后采

用建立的 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法结合稳定同位素标记肽

段方法分析了 ２０ 份不同稻米及制品中 ３ 种过敏蛋

白质含量，分析结果见表 ４。 在 １５ 份稻米样品中均

能检测到 ３ 种过敏蛋白质，其含量范围在（０ ０１４±
０  ００１） ～ （３ ５５±０ １５） ｍｇ ／ ｋｇ；５份稻米制品中有
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表 ４　 （续）
Ｔａｂｌｅ ４　 （Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

Ｓａｍｐｌｅ Ｎｏ． Ｓｐｅｃｉｅｓ Ｓａｍｐｌｅ Ｎａｍｅ Ｓｅｅｄ ａｌｌｅｒｇｅｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎ ＲＡＧ２ Ｇｌｙｏｘａｌａｓｅ Ｉ １９ ｋＤａ ｇｌｏｂｕｌｉｎ
１３ ｇｌｕｔｉｎｏｕｓ Ｘｉｎｘｉａｎｇｎｕｏ ０．０３４±０．００２ ０．０３５±０．００２ ３．５５±０．１５
１４ Ｓｈａｏｎｕｏ ４５ ０．０１４±０．００１ ０．０２６±０．００１ １．４８±０．１２
１５ Ｙｕｎｘｉａｎｇｎｕｏ １ ０．０２１±０．００２ ０．０４１±０．００３ ０．８４±０．０６
１６ ｒｉｃｅ ｆｏｏｄ ｐｒｏｄｕｃｔ Ｐｒｏｄｕｃｔ １ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
１７ Ｐｒｏｄｕｃｔ ２ ＮＤ ＮＤ ＮＤ
１８ Ｐｒｏｄｕｃｔ ３ ＮＤ ＮＤ ０．０４９±０．００５
１９ Ｐｒｏｄｕｃｔ ４ ＮＤ ＮＤ ０．０２２±０．００４
２０ Ｐｒｏｄｕｃｔ ５ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

　 ＮＤ： ｎｏｔ ｄｅｔｅｃｔｅｄ．

２ 份样品中检出 α⁃球蛋白， 其含量为 （ ０ ０２２ ±
０ ００４） ～ （０ ０４９±０ ００５） ｍｇ ／ ｋｇ。 ３ 种过敏蛋白质

的特征肽段在实际样品中的定量离子色谱图见

图 ４。

图 ４　 稻米及制品中 ３ 种过敏蛋白质特征肽段的定量离子色谱图
Ｆｉｇ． ４　 Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓｅｌｅｃｔｅｄ ｍａｒｋｅｒ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｈｒｅｅ ａｌｌｅｒｇｅｎｉｃ ｐｒｏｔｅｉｎｓ

ｆｏｕｎｄ ｉｎ ｒｉｃｅ ａｎｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

３　 结论

　 　 本实验建立了一种同时分析稻米及制品中 ３ 种

过敏蛋白质含量的检测方法，该方法基于 Ｂｏｔｔｏｍ⁃
ｕｐ 策略，结合 ＬＴＱ⁃Ｏｒｂｉｔｒａｐ 技术和 Ｐｒｏｔｅｉｎ Ｄｉｓ⁃
ｃｏｖｅｒｙ 软件，成功筛选到稻米中 ３ 种过敏蛋白质的

特异肽段。 通过人工合成特征肽段、同位素内标肽

段及蛋白质标准品，优化质谱参数和酶解条件，以 ３
种过敏蛋白质相应特征肽段为分析对象，实现稻米

及制品中 ３ 种过敏原的同时定量分析。 该方法稳定

性好，检测灵敏度高，操作简便，适用于各类稻米及

制品中 ３ 种过敏蛋白质含量的测定，可作为正确评

价和标记过敏原的有效工具，以保护人们免受大米

过敏原的危害。
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