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摘要

不同动物来源的明胶是多种⻝品、药品和化妆品中的常⻅成分。出于健康和宗教原因，鉴别明胶来源物种的重要

性⽇益增加。例如，使⽤最⼴泛的猪明胶是⼀种⾮清真成分，受到伊斯兰教的严格禁⽌。在本研究中，我们开发

了⼀套鉴别明胶来源物种的完整解决⽅案，包括简单快速的样品前处理和适⽤于常规分析的稳定LC-MS/MS⽅法。

该⼯作流程包括使⽤ProteinWorks Auto-eXpress快速酶解试剂盒的样品前处理⽅法。这是⼀款即⽤型试剂盒

，可在三⼩时内完成样品酶解⽅案，从⽽实现在⼀天内完成样品前处理、进样⾄仪器并获得结果。使⽤

ACQUITY™ Premier⾊谱柱分离肽段标记，将ACQUITY UPLC™ I-Class与Xevo TQ-XS串联质谱仪联⽤以尽可能提

⾼灵敏度。 

优势

使⽤ProteinWorks Auto-eXpress快速酶解试剂盒，在三⼩时内简单快速地通过三步⽅案完成样品前处理■

只需⼀种液质联⽤(LCMS)⽅法即可检测含明胶⻝品样品中的多种来源物种■

每个肽段标记使⽤多个MRM通道，以提⾼物种鉴别的可靠性■
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简介

明胶是从动物的⽪⽑、⽪肤和⻣骼中提取的胶原蛋⽩经过部分⽔解获得的多肽混合物1，因具有凝胶特性和低成本

⽽⼴泛应⽤于⻝品、药品和化妆品中1,2。 商业明胶的主要来源是⽜和猪明胶，但除此之外也有⻥类和家禽等其他

新的明胶来源3。

由于健康和宗教等各种原因，产品中明胶的来源已成为⼀个主要关注的问题。例如，含有猪衍⽣物的产品属于⾮清

真⻝品，在伊斯兰教中受到禁⽌4。因此，鉴别明胶来源物种对于确保伊斯兰社区使⽤的产品符合各⾃国家/地区的

清真法规⾮常重要。

最近，LCMS⽅法因所具有的灵敏度和选择性⽽越来越多地应⽤于明胶鉴别中5。该技术通常通过检测明胶样品的胰

蛋⽩酶酶解物来确定其中是否含有物种特异性肽段标记。如果实施得当，该技术可以在⼀次分析中同时检测多个物

种。然⽽，该技术⾯临的挑战之⼀是样品前处理步骤中胰蛋⽩酶过夜酶解的时间较⻓。使⽤ProteinWorks Auto-

eXpress快速酶解试剂盒时，RapiGest™ SF表⾯活性剂提⾼了胰蛋⽩酶酶解的速度和完整性，因此样品前处理⽅案

可显著缩短⾄三个⼩时。这⼤幅提⾼了⽣产⼒，使实验室分析⼈员能够在⼀天内获得实验结果。

在之前的研究中，我们已经证实蛋⽩质组学发现⼯作流程可以鉴定⽜和猪明胶的物种特异性肽段标记6。本应⽤纪

要是该项研究的续篇，将展⽰我们开发出的⼀种稳定的LC-MS/MS⽅法，⽤于对明胶⻝品样品中的⽜和猪物种特异

性肽段标记进⾏常规分析。

实验

⽤50 mM碳酸氢铵(NH4HCO3)预处理两种市售的纯正⽜和猪明胶参考标准品(Sigma Aldrich)和⼋个糖果样品。随

后执⾏ProteinWorks Auto-eXpress Low 3快速酶解试剂盒(P/N: 176004077 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/application-kits/176004077-proteinworks-auto-express-

low-3-digest-kit.html> )的三步⽅案，如图1所⽰。  
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图1.使⽤ProteinWorks Auto-eXpress快速酶解试剂盒的三步酶解⽅案

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统

⾊谱柱： ACQUITY Premier UPLC HSS T3⾊谱柱, 1.8 µm, 

2.1 mm x 100 mm (P/N: 186009468)

柱温： 40 °C
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进样体积： 2 µL

流速： 0.40 mL/min

流动相A： 0.1%甲酸的⽔溶液

流动相B： 0.1%甲酸的⼄腈溶液

梯度表

质谱条件

质谱系统： Xevo TQ-XS

电离模式： ESI (+)

⽑细管电压： 1 kV

离⼦源温度： 130 °C

脱溶剂⽓温度： 600 °C
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锥孔⽓流速： 150 L/h

脱溶剂⽓流速： 1000 L/h

喷雾器⽓流速： 7.0 bar

数据管理

⾊谱软件： MassLynx™ v4.2

质谱软件： MassLynx v4.2

信息学软件： TargetLynx™ v4.2

MRM通道

使⽤MRM通道模式收集数据。为每个肽段标记选择了4-5个MRM通道，如下表1所⽰。
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表1.九个⽜和猪物种特异性肽段标记的MRM通道
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结果与讨论

这种样品前处理⽅法的主要优点是可以在三个⼩时内完成从样品预处理到淬灭步骤的整个过程。RapiGest SF是⼀

种阴离⼦表⾯活性剂，在变性步骤中具有MS兼容性，有助于加快胰蛋⽩酶酶解的速度。与其他需要过夜酶解的⽅

案不同，此⽅法可以在同⼀天进⾏样品前处理、进样和数据处理，是快速分析和常规分析的理想选择。

我们基于之前的发现⼯作6开展了进⼀步研究并确⽴了⼀种LCMS分析⽅法。共选择9个肽段标记；5个⽜肽段标记

和4个猪肽段标记，对每个肽段标记选择了4~5个MRM通道作为确认离⼦，以提⾼检测⽅法的稳定性和可靠性。

对于待检肽段，⾄少三个MRM通道的信噪⽐不得低于3，同时必须确定⾄少两种肽段标记⽤于物种归属7。

我们使⽤确⽴的⽅法分析了8种市售含明胶糖果样品，结果列于表2。

表2.⼋种市售糖果样品的筛查结果

其中⼀个样品（糖果1）的产品标签上标明该产品已取得清真认证。如图2所⽰，在样品中未检测到猪肽段标记

，因此通过LCMSMS分析获得的⾊谱图符合产品标签信息。另⼀个样品（糖果5）是⼀种⾮清真产品，所⽤的明胶

为猪明胶。糖果5的⾊谱图（图3）显⽰共检测到四个猪肽段标记，符合产品标签信息。
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图2.样品糖果1（清真标记）的⾊谱图。显⽰的MRM通道为 

(a)两个⽜肽段标记（GETGPAGPAGPIGPVGAR和IGQPGAVGPAGIR）和 

(b)两个猪肽段标记(GlpGEFGLpGPAGPR和SGDRGETGPAGPAGPVGPVGAR)。两个猪肽段标记（未显⽰）的预期

保留时间⽤浅蓝⾊框突出显⽰。
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图3.样品糖果5（⽆清真标记）的⾊谱图。显⽰的MRM通道为 

(a)两个⽜肽段标记（GETGPAGPAGPIGPVGAR和IGQPGAVGPAGIR）和 

(b)两个猪肽段标记(GlpGEFGLpGPAGPR和SGDRGETGPAGPAGPVGPVGAR)。两个⽜肽段标记（未显⽰）的预期

保留时间⽤浅蓝⾊框突出显⽰。

将猪明胶标准品加⼊⽜明胶标准品中以模拟猪明胶掺假⾏为。图4显⽰了加⼊和未加⼊1%猪明胶的⽜明胶的⾊谱图

。从图中可以明显看出，在Xevo TQ-XS上使⽤确⽴的⽅法可以轻松检测到该含量⽔平的猪肽段标记。  
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图4.四个猪肽段标记的⾊谱图： 

(a)掺⼊1%猪明胶的⽜明胶和 

(b)纯⽜明胶。

结论

本研究介绍了⼀套使⽤LC-MS/MS鉴别明胶来源物种从样品前处理到肽段标记分离的完整解决⽅案，该解决⽅案适

⽤于糖果等含明胶⻝品的常规分析。该⽅法能够检测出掺假率低⾄1%的明胶来源物种（⽜或猪）。

ProteinWorks Auto-eXpress快速酶解试剂盒可在3⼩时内完成简单快速的酶解⽅案。这种基于试剂盒的⽅法还确
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保了在常规测试环境中进⾏⽅法转移的简便性。
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特⾊产品

ACQUITY UPLC I-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/134613317>

Xevo TQ-XS三重四极杆质谱仪 <https://www.waters.com/134889751>
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MassLynx MS软件 <https://www.waters.com/513662>

TargetLynx <https://www.waters.com/513791>
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