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基于液相色谱-质谱联用技术检测食物 
过敏原研究进展
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摘  要：食物过敏是目前重要的食品安全问题，检测食物过敏原对保护过敏患者具有重要意义。检测食物基质中痕

量的过敏成分依赖于可靠的分析方法。液相色谱-质谱联用技术具有高灵敏性、高分辨率、高自动化等特点，被广

泛应用于食物过敏原蛋白质的研究中。本文主要阐述了液相色谱-质谱联用技术在单一过敏食物中过敏原蛋白质的

检测方面和在复杂基质中多个食物过敏原蛋白质的检测方面的应用，并简要概述了提高液相色谱-质谱联用技术检

测过敏原蛋白精确度的措施，指出液相色谱-质谱联用技术在检测食物过敏原方面还需要继续深入研究。

关键词：液相色谱-质谱联用；食物过敏原；检测

Progress in Detection of Food Allergens Based on Liquid Chromatography Coupled with Mass Spectrometry

XIONG Li-ji1,2, TONG Ping1, XIAO Na1,3, CHEN Hong-bing1,3,*
(1. State Key Laboratory of Food Science and Technology, Nanchang University, Nanchang 330047, China;

2. School of Environment and Chemical Engineering, Nanchang University, Nanchang 330047, China;

3. Sino-German Joint Research Institute, Nanchang University, Nanchang 330047, China) 

Abstract: Food allergy is currently an important problem in food safety, and the detection of food allergens is of great 

significance for protecting allergic consumers. The detection of trace allergenic proteins in a complex food matrix mainly 

relies on a reliable analysis method. Liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) with the advantages of high 

throughput, high resolution and high automation is widely used to explore food allergen proteins. This article reviews the 

application of LC-MS for detecting allergens in a single or complicated food matrix, and suggests ways to improve the 

accuracy of LC-MS. However, further studies are necessary for the detection of allergens in food matrices by LC-MS.
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食物过敏是过敏患者对某些食物蛋白质产生的一种

不良免疫反应[1]，在发达国家影响着约1%的成人[2]和4%

的婴幼儿[3]，是食品安全中的主要问题之一。引起人体

食物过敏的抗原物质称为过敏原。过敏原组网站报道了

2 294 种物种中的4 248 种过敏原，其中，鸡蛋、牛奶、

小麦、花生、大豆、坚果、鱼类和贝类是易引起食物过

敏的八大类食物，同时也是食品工业中的重要原材料。

食物过敏的症状包括荨麻疹、呕吐和哮喘等，严重时甚

至会威胁生命[4]，避免食用含有过敏原的食物是目前唯一

有效的预防方法。详尽的食物标签可为消费者成功避免

过敏原提供关键信息。欧洲在2003和2007年两次修改食

物过敏原标签法案，两个法案都强制要求食品制造商标

示出食品原材料中的13 种潜在过敏原，包括八大类食物

过敏原以及芹菜、芥末、芝麻、羽扇豆和软体动物过敏

原[5]。食物在生产、贮存和加工过程中可能发生交叉污

染，食品制造商常以“可能含有”或者“在加工过程中

产生”标示于包装上。澳大利亚、新西兰、加拿大、日

本和美国也强制要求在标签上标示食物过敏原[6]。



※专题论述	                            食品科学	 2014, Vol.35, No.21   275

工业化的食品生产流水线可能会使食物污染过敏

原，建立检测这些“隐藏过敏原”的分析方法具有重

要意义。故迫切需要建立强大的检测食品中过敏原的方

法，以期为食物过敏患者提供信息更全面的标签，提高

食物过敏患者的食用安全性。目前检测食物过敏原常用

的分析方法包括放射变应性吸附法（radioallergosorbent，

RAST）、免疫印迹（immunoblotting）、酶联免疫吸附

法（enzyme-linked immunosorbent assay，ELISA）、聚合

酶链式反应（polymerase chain reaction，PCR）和液相色

谱-质谱联用（liquid chromatography-mass spectrometry，

LC-MS）等，其中RAST、免疫印迹、ELISA法是基于

蛋白质的免疫学方法，PCR是基于DNA的分子生物学方

法，LC-MS是非免疫法。ELISA法能检测0.1～10 mg/kg 

基质，结果存在假阴性和假阳性，影响着检测的准确

性，但有多种市售的ELISA试剂盒供选择，是目前食品

工业和官方食品机构最常用的方法。PCR法检测食物过

敏原时，取决于过敏原蛋白的浓度、物种、生长条件和

DNA水平，不能直接检测食物过敏原，限制了其在检

测食物过敏原中的应用[7]。另外，ELISA和PCR均不能

区分过敏原的物种和品种。液相色谱-质谱联用（liquid 

chromatography-mass spectrometry，LC-MS）是唯一鉴

定食物中过敏原蛋白的非免疫技术，具有更快速、更灵

敏和更准确等特点，是检测蛋白质的核心技术[8]。目前

已经有很多国外专家从不同角度综述了液相色谱-质谱联

用在检测食物过敏原上的应用，同时美国分析化学家协

会（association of official analytical chemists，AOAC）在

2011年的国际研讨会上也将食物过敏原的检测作为会议

重点[9]。本文简要综述了液质联用技术检测单一食物及复

杂基质中的多个食物过敏原中的应用。

1 液相色谱-质谱联用的原理

液相色谱-质谱联用技术始于20世纪70年代，主要用于

药物和环境分析等领域。20世纪90年代，质谱技术的改进

使蛋白质组学发生了革命性的变化，随着离子化技术的发

展，电喷雾（electrospray ionization，ESI）和基质辅助激光

解析（matrix assisted laser desorption ionization，MADLI）两

种软电离方式的出现，使液相色谱-质谱联用技术在蛋白质

组研究中发挥越来越重要的作用[10]。在食品工业领域，利

用液相色谱-质谱联用技术检测食品中的过敏原蛋白质，有

利于在标签上准确标识食品中的过敏成分[11]。

液相色谱-质谱联用主要包含两个部分，即液相色谱

和质谱。液相色谱是利用蛋白质分子与固定相相互作用的

强弱进行分离，其中高效液相色谱（high performance liquid 

chromatography，HPLC）目前应用最广泛[12]。质谱是将样品

分子离子化后，根据不同离子间的质荷比（m/z）的差异进

行分离，经质量分析器和检测器检测形成质谱图，确定

样品的分子质量。质量分析器主要包括以下几种类型：

飞行时间（time of flight，TOF）、四极杆（quadrupole，

Q）、离子阱（ion trap，IT）、傅里叶变换回旋共振

（fourier transform ion cyclotron resonance，FT-ICR）和

静电场轨道阱（orbitrap）等。通常将质量分析器进行

联用，如三级四极杆质谱（TQ）、四极杆-离子阱质谱

（QIT）、四极杆飞行时间质谱（Q-TOF）、离子阱飞

行时间质谱（IT-TOF）、线性离子阱静电场轨道阱质谱

（LTQ-orbitrap）和线性离子阱傅里叶变化离子回旋共振

质谱（LTQ-FTICR）等。液相色谱-质谱联用具有高灵敏

性、高分辨率、高自动化等特点，被广泛应用于食物过

敏原蛋白质的研究中，但专业质谱设备成本较高，限制

了其在食品工业中的广泛应用。

2 液相色谱-质谱联用在食物过敏原蛋白检测中的应用 

食物过敏原主要是在特定食品中含有的、天然存在

的，通常相对分子质量介于10 000～70 000之间的蛋白质

或糖蛋白[13]。过敏原蛋白一般具有酸性等电点，无生物化

学和免疫化学的共性，也无统一的氨基酸序列，常具有耐

热、耐酸、耐酶解等特性，但果蔬主要过敏原除外[14]。

2.1 单一过敏食物中过敏原蛋白质的检测

研究者们对食物中的过敏原的检测开展了一系列

的研究。β-酪蛋白是牛奶中的一种主要过敏原蛋白质，

Benedé等[15]利用多肽微矩阵芯片法，鉴定出了β-酪蛋白

与人血清IgE结合能力最强的肽段为AA57～93区域， 

β-酪蛋白经过模拟胃肠消化后，利用RP-HPLC-MS-MS
鉴定出了消化后样品的152 个多肽片段，研究发现β-
酪蛋白消化后仍存在与人血清IgE结合能力较强的肽段

AA57～68和AA82～93。食物过敏原蛋白质被酶解后能产

生多种功能性多肽，鉴别和定量功能性多肽对于功能性

食品的研发具有重要意义。牛奶作为生物活性多肽的重

要来源，被广泛研究，Holder等[16]建立了LC-ESI-MS-MS 
法分析检测酪蛋白源和β-酪蛋白源的活性多肽，总共定

量出11 个生物活性多肽，该方法能应用于各种样品，包

括水解产物、超滤后的渗透物和滞留物组分的检测，这

是首次建立的定量功能性乳制品多肽的参考方法。

大豆等其他食物的多肽同样具有众多生物活性，如

血管紧张肽Ⅰ型转酶抑制性[17]、抗氧化性[18]、抗癌性和

降血压等，适用于营养保健食品的研发[19]，常应用液相

色谱-质谱联用对其过敏原进行分析。榛子在焙烤后压

碎或研磨成糊状，可作果仁糖和巧克力产品的原材料，

定量榛子中的主要过敏原蛋白有利于食品加工行业的安

全。Rigby等[20]应用LC-ESI-MS和MALDI-TOF-MS鉴定

出榛子中的3 种主要过敏原蛋白为脂质转移蛋白（lipid 
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transfer protein，LTPs）、7S球蛋白（Cor a 11）和11S
球蛋白（Cor a 9）。2S白蛋白是很多植物性食物的主要

过敏原，在巴西坚果中含量丰富，其高特异质性加大了

鉴定的困难。Moreno等[21]运用RP-HPLC-ESI-MS成功从

巴西坚果中鉴定出2S白蛋白中最主要的两种亚型，该方

法能有效应用于其他蛋白质家族的亚型的鉴定，对未来

研究突变、翻译后修饰过敏原蛋白特性至关重要。玉米

中的LTPs蛋白也是一种主要过敏原，在食品加工和蛋

白酶解过程中极度稳定，由于分子非均质性和稳定性，

使得鉴定LTPs成为一个巨大挑战。Kuppannan等[22]运用 

LC-UV-MS第一次鉴定出玉米粒的LTPs蛋白质中的3 个亚

型。Chassaigne等[23]建立了毛细管液相色谱和nano-ESI-
Q-TOF-MS-MS联用法，鉴定出生花生和烤花生中一组

高度稳定的花生过敏原特异性肽段，用于鉴别Ara h 1和 

Ara h 3/4的不同亚型。综上所述，液相色谱-质谱联用技

术可广泛应用于鉴定天然的和加工后的食物中的过敏原

蛋白质及其不同亚型。

2.2 复杂基质中多个食物过敏原蛋白质的检测

多个过敏原在食品基质中的检测与定量是拟待解决

的关键问题。在欧洲和美国，食物过敏的发病率越来越

高，但是目前尚未建立过敏原对过敏患者造成最小损害

的最低阈值[2]。

在高度加工食品中，过敏反应能在低浓度蛋白质

水平上发生，故需要建立选择性强和灵敏度高的方法来

检测痕量水平上（过敏原1～10 mg/kg基质）食物过敏

原的存在。Monaci等[24]采用固相萃取和液相色谱-质谱

联用法，建立了检测饮料中牛奶过敏原蛋白质的方法，

他们从市售的15 种混合果汁中鉴定出痕量的3 种牛奶蛋

白质乳白蛋白、乳球蛋白A和B，检测限低至1 μg/mL，

能协助保护牛奶过敏患者的健康。Azarnia等 [25]则利用 

LC-ESI-MS和ELISA试剂盒两种方法分别检测出蛋清、

全蛋和用含有蛋清或全蛋的面团制成的意大利面条中的

卵白蛋白，运用LC-ESI-MS成功识别出用于检测鸡蛋过

敏原存在的4 个特异性肽段：GGLEPINFQTAADQAR、

LTEWTSSNVMEER、VTEQESKPVQMMYQIGLFR和 

EVVGSAEAGVDAASVSEEFR，但两种方法均不能用于

检测烹调后意大利面中的卵白蛋白，说明复杂基质和加

工方式会影响面条中鸡蛋过敏原的检测。

为避免食物基质和加工过程的多样性对检测过敏原

蛋白质的影响，选择稳定的特异性肽段十分重要，这对

于安全评估新资源食品中潜在过敏原也具有重要价值[26]。

特异性肽段是长度介于10～20 个氨基酸之间[27]的肽段，

其选择有特殊的标准。特异性肽段对目标蛋白具有专一

性，且在质谱检测中浓度较低时也能与其他肽段区分[28]。

Carrera等[29]利用液相色谱-质谱联用建立了一种快速检测

鱼类主要过敏原β-小清蛋白的方法，利用筛选到的19 个

特异性肽段，可以快速识别出不同食物中的β-小清蛋白。

Houston等[30]在大豆10 个过敏原中，每个过敏原识别出

2 个特异性肽段，但由于特异性肽段的选择标准[26]，只有

15 个肽段为理想特异性肽段。

在白葡萄酒制作中，牛奶、鸡蛋和海鲜中的蛋

白质常用于葡萄酒的澄清，在葡萄酒中的残留对过敏

消费者存在巨大危害，多个国家已经要求在标签上

标示过敏原信息。Losito等 [31]运用LC-ESI-3D IT-MS

定量分析白葡萄酒澄清过程中酪蛋白酸钠（β -、α s1-

和α s 2 -酪蛋白）的潜在残留，结果鉴定出酪蛋白酸

钠的4 个特异性肽段，肽段GPFPIIV属于β-酪蛋白，

FFVAPFPEVFGK 和 YLGYLEQLLR属于αs1-酪蛋白，

ENLC（c）-STFC（c）K属于αs2-酪蛋白，其中β-酪蛋白

中的肽段GPFPIIV的质谱信号与酪蛋白酸钠的浓度线性

相关，是定量酪蛋白酸钠的最佳特异性肽段。

Shefcheck等[32]运用LC-ESI-MS-MS和多反应检测器

识别出Ara h 1的两个特异性肽段，可用于检测黑巧克

力中花生过敏原蛋白质Ara h 1，将花生过敏原Ara h 1

的最低检测限提高至2×10-6 mg/mg，该方法可用于检测

其他食物基质和过敏蛋白质，为开发检测基质中蛋白

质的新型方法提供契机。Pedreschi等[33]以商业化的花生

测试样品IRMM-481（包含5 种不同种类和不同焙烤处

理的花生的混合）为参考材料，在制作饼干时加入不

同浓度的IRMM-481（0、10、100、1 000、10 000 μg/g 

食物基质），利用nano UPLC-ESI Q-TOF-MS-MS识

别出Ara h 3/4的两个特异性肽段AHVQVVDSNGNR和

SPDIYNPQAGSLK，可应用于检测焙烤饼干中痕量水平

上（≥10 μg基质）的花生。

Heick等[34]在食物过敏原含量为10～1 000 μg/g的基

质中，利用LC-MS识别出了特异性肽段YPILPEYLQCVK

（鸡蛋）、QCCQQLSQMDEQCQCEGLR（核桃仁）、

YLGYLEQLLR（牛奶）、VFDGELQEGR（大豆） 、

INTVNSNTLPVLR（榛子）、DLAFPGSGEQVEK（花

生）、DLPNECGISSQR（核桃仁）和GNLDFVPPR（扁

桃仁），其中，牛奶、核桃仁、花生和扁桃仁的最低检

测限均为10 μg/g基质，鸡蛋和大豆的最低检测限为50 μg/g 

基质，核桃仁为70 μg/g基质，这是第一次利用LC-MS同

时检测同一种食品中的7 种过敏原，且具有较低的检测

限。以上研究表明，液相色谱-质谱联用检测特定的食物

过敏原具有优越性。然而，选择特异性肽段作为标准和

参考物质还需要进一步的评估。

一些研究者将基于ELISA的免疫法和基于DNA的

PCR法与液相色谱-质谱联用法一起进行比较。Lee等[35]比

较了3 种方法检测6 种以鸡蛋为原料的食物（生鸡蛋、煮

鹌鹑蛋、鸡蛋饼干、蛋黄酱、波拉克干汤和冰淇淋）和

5 种不含鸡蛋的食物样品（牛奶、橘子汁、饼干、鸡肉和
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烤鸭）中的鸡蛋过敏原。研究发现基于ELISA的免疫法

能特异性地检测出加工食物中微量的鸡蛋过敏原，但卵

类黏蛋白由于在尿素下不能变性并且耐胰蛋白酶消化，

不能被基于LC-Q-TOF-MS-MS的方法所检测；鸡蛋和鸡

肉由于其组织的非特异性，不能被基于DNA的PCR法区

分。Heick等[36]以面包作为模型基质，制作含有牛奶、鸡

蛋、大豆、榛子、花生、核桃仁、扁桃仁7 种过敏食物

的面包，运用LC-MS法和ELISA试剂盒分别同时检测面

包焙烤前后的7 种过敏原食物，研究发现两种方法均能

检测出焙烤前后花生、榛子、核桃仁和扁桃仁的存在，

LC-MS法还能检出牛奶、鸡蛋和大豆，比ELISA法具有

更优越的检测能力。Weber等[37]建立了离子交换色谱和浓

缩离心设备对样品进行预处理的方法，运用LC-MS-MS

和ELISA分析研究6 种市售食物基质（巧克力、饼干、婴

儿食品、冷冻甜点、香肠和肉中酪蛋白）的存在，利用

LC-MS-MS识别出αs1-酪蛋白的两个特异性肽段，可用于

筛选基质中酪蛋白的存在，同时发现两种方法的结果具

有一致性。液相色谱-质谱联用法也可用于检测食物中牛

奶的其他过敏原蛋白质，且可与其他检测分析方法的结

果相互佐证。综上所述，ELISA和PCR法常用于餐饮和食

品工业的过敏原的常规筛查，而质谱法则较多应用于研

究领域。

3 提高过敏原蛋白质检测精确度的措施

新型质谱仪的问世，能有效弥补质谱在检测食物过

敏原的一些不足，如基质效应较高、样品储存过短等。

电感耦合等离子体质谱（inductively coupled plasma-mass 

spectrometry，ICP-MS）是一种新型的质谱，具有较低的

基质效应和检测限、优良的响应线性度、样品的长期贮

存和不同的元素标签检测多种分析物的能力等优点，最近

也被应用于过敏原蛋白质的检测与定量中。Careri等[38]应用

基于ICP-MS的ELISA免疫法定量检测谷物基质食物中隐

藏的花生过敏原Ara h 1和Ara h 3/4，能检测低至2 mg/kg 

的谷物基质。Careri等[39]以铕标记的ICP-MS免疫法和液

相色谱-电喷雾电离串联质谱分析两种方法鉴定巧克力脆

米花为基质中的花生过敏原，LC-MS-MS鉴定出花生蛋

白质Ara h 2 和Ara h 3/4的4 种特异性肽段，检测限分别

为1 μg/g基质和5 μg/g基质；而间接ELISA-ICP-MS法为

2.2 μg/g基质和5 μg/g基质。两种方法并行分析策略能有

效提高检测和定量食物基质中过敏原蛋白的精确性。

复杂的食物基质对检测结果的影响巨大，对样品进

行不同的预提取处理，可以提高结果的准确性，降低复

杂基质对食物过敏原蛋白检测的影响。Careri等[40]建立

了一种新的提取蛋白质的方法——免疫磁珠法，用于提

取早餐谷物中的花生过敏原蛋白Ara h 3/4。包被特异性

抗体的免疫磁珠，能有效地从早餐谷物中选择性地提取 

Ara h 3/4，降低基质的影响。在子离子和选择反应监测两

种模式下，利用LC-ESI-IT-MS-MS识别出早餐谷物中微

量花生过敏原Ara h 3/4两个特异性肽段，检测限为3 μg/g

基质。综上，在复杂基质中检测和定量食物过敏原，选

择合适的样品预处理方法，能克服基质的干扰，提高结

果的精确性。

4 结 语

食物过敏原的检测是食品安全领域的一个难题。液

相色谱-质谱联用法是分析食物过敏原的强大工具，能检

测过敏原蛋白质的存在、亚型、特异性肽段等，且在检

测复杂基质中的多个过敏原蛋白质具有优越性，为相关

的食品行业和监管机构安全评估食物过敏原和食物过敏

的正确标签提供支持。新型质谱的问世、样品预提取处

理以及ELISA免疫法和液相色谱-质谱联用非免疫法进行

联用等措施，能使结果更准确，且能提高食物加工链的

安全性。目前液相色谱-质谱联用法在检测牛奶过敏原酪

蛋白和花生过敏原中取得较大成就，但对其他食物过敏

原蛋白质的研究相对较少。液相色谱-质谱联用在检测食

物过敏原修饰包括氨基酸修饰、遗传变异、脱酰胺基、

氧化、糖基化、磷酸化和硫酸化等中也具有巨大潜力，

但专业质谱设备成本较高，限制了其在食品工业中的广

泛应用。此外，液相色谱-质谱联用检测食物过敏原时的

特异性、选择性和可靠性等特性仍需继续深入研究。
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