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赖丙氨酸检测方法及研究进展

夏义苗 1,2 陈区妹 1 陈复生 1,3 罗双群 4

（1. 河南工业大学粮油食品学院，河南  郑州   450001； 2. 小麦和玉米深加工国家工程研究中心，河南  郑州   450001； 

3. 中原食品实验室，河南  漯河   462001； 4. 漯河食品工程职业大学，河南  漯河   462001）

摘要：赖丙氨酸是一种由赖氨酸和脱氢丙氨酸加成生成的交联氨基酸。高蛋白食品在加工过程（如碱处理、热处理）中

易形成赖丙氨酸，该赖丙氨酸对人体具有一定的肾毒性，亦会影响人体消化功能，其形成过程还会消耗必需氨基酸降

低食品营养价值。目前，赖丙氨酸定量检测主要采用液相色谱法和液质联用法。文章分别从前处理、衍生化和仪器检

测 3 个维度，对已报道的赖丙氨酸检测方法进行综述和讨论，旨在为开发高灵敏度、高精准稳定的赖丙氨酸检测方法提

供参考。
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Abstract:Lysinoalanine (LAL) is a cross-linked amino acid formed through the addition of lysine and dehydroalanine. High-protein foods 

are prone to forming LAL during food processing (such as alkaline treatment, heat treatment). LAL may induce nephrotoxicity, affect human 

digestive function, and can also reduce the content of essential amino acids in food, reducing the nutritional value of food. Currently, LAL 

quantification primarily relies on liquid chromatography (LC) and liquid chromatography-mass spectrometry (LC-MS) methods. This study 

reviews and discusses the detection methods of LAL from three aspects: pretreatment, derivatization, and instrumental detection, aiming to 

provide insights for developing high-sensitivity, more accurate, and stable LAL detection methods.

Keywords: lysinoalanine; food detection; quantification; liquid chromatography (LC) method; liquid chromatography-mass spectrometry 

(LC-MS) method

在食品加工过程中，蛋白质可发生非共价交联和共

价交联，脱氢蛋白质衍生物是一种常见的共价交联产物，

而赖丙氨酸（lysinoalanine， LAL）是一种典型的脱氢蛋白

质衍生物［1-2］。LAL 结构如图 1 所示，其形成可分为两个

阶段［3］：①  蛋白质中胱氨酸、丝氨酸、苏氨酸残基等通过

β-消除反应生成脱氢丙氨酸残基；②  其他肽链或同肽链

其他位置上的赖氨酸残基与脱氢丙氨酸残基通过迈克尔

加成反应生成 LAL。 LAL 常存在于超高温瞬时杀菌

（143 ℃、6 s）婴幼儿配方乳粉（198 μg/g）［4］、常压腌制皮蛋

蛋清（1 725 μg/g）［5］、碱提米渣分离蛋白（256~13 079 μg/g）［6］

等高蛋白食品中。LAL 的生成过程会消耗赖氨酸等必需

氨基酸，从而降低蛋白质的营养价值［7］；能够改变蛋白质

结构，影响蛋白水解酶的作用位点，进而干扰人体的消化

功能［8］；可导致小鼠肾脏肥大［9］；并能够螯合 Cu2+离子，干
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扰金属酶的活性，进而影响相关代谢过程［10］。LAL 对人

体健康的潜在风险不容忽视，建立一种高效、准确的 LAL

定量方法对于保障高蛋白食品的安全性具有重要意义。

常见的 LAL 定量检测方法包括氨基酸分析仪法、气

相色谱法、气质联用法、液相色谱法和液质联用法（见

表 1），以液相色谱法和液质联用法为主。文章拟对液相

色谱法和液质联用法进行综述讨论。液相色谱法和液质

联用法均可细分为前处理、衍生化和仪器检测三大步骤，

文章围绕这三大步骤进行综述和深入讨论，以期为高效

的 LAL 检测方法开发提供思路参考，为食品中 LAL 的准

确定量提供依据。

1　LAL前处理

食品中 LAL 以结合态存在于蛋白质分子内或分子

间，为对其进行准确定量，需先进行样品前处理，通过水

解作用破坏肽链的肽键，使 LAL 从结合态转变为游离态

从蛋白质中释放出来，LAL 释放原理与氨基酸残基释放

原理具有一致性。样品前处理方法包括酸水解法、碱水

解法、酶水解法等，其中酸水解法效率高且对大多数氨基

酸无破坏，因此其应用最广泛。GB 5009.124—2016《食品

安全国家标准  食品中氨基酸的测定》采用的便是盐酸

（6 mol/L）水解法。

如表 1 所示，在测定 LAL 时需利用 6 mol/L 盐酸对样

品进行水解，在该阶段不同文献报道的差异主要体现在

以下 3 个方面。

（1） 原料在酸水解前是否利用硼氢化钠进行还原。

酸水解过程中，果糖基—赖氨酸会转化为美拉德反应高

级阶段代表性产物——羧甲基赖氨酸，因此需在盐酸水

解前加入硼氢化钠还原蛋白质，将果糖基—赖氨酸转变

为稳定性较好的己糖醇—赖氨酸，以提高羧甲基赖氨酸

的检测准确性［16，33，46-47］。因此，在进行美拉德反应产物定

量时需要进行硼氢化钠还原处理，而测定 LAL 则无需该

还原处理。

（2） 加热前惰封气体种类不同。LAL 在高温酸水解

过程中可能发生氧化降解，因此加热前进行惰性气体封

管非常重要，空气的平均相对分子质量约为 29，氦气为 4，

氮气为 28，氩气为 39.95，在常温常压下氩气密度最大，所

以向加完盐酸溶液的水解管中充入氩气最易充满，其次

是氮气和氦气，考虑到氦气成本最高（40 L 2 000 元），氮

气（40 L 200 元）和氩气（40 L 200 元）成本相对较低，因此

氩气封管适用性可能较好；需进一步通过对比 LAL 的检

出限和回收率等指标来科学评估氮气或氩气封管的适用

性。当采用氮封和氩封时，所用的盐酸浓度、色谱柱种类

和质谱仪器均不同，因此尚无法依据检出限高低来评估

氮封和氩封的优劣，后续可在保障其他变量相同的前提

下，控制惰封气体种类来明确氮封和氩封对 LAL 存在稳

定性的影响规律，弥补该部分研究空白。

（3） 加热方式不同。在蛋白质酸水解过程中，可采用

常规烘箱（110 ℃、23 h/24 h）和微波（150 ℃ 1 min+165 ℃ 

10 min）加热，如在 β-乳球蛋白酸水解过程中，以游离态赖

氨酸和精氨酸含量来评估酸水解效率，发现常规烘箱和

微波加热具有等效性［43］；向 LAL 梯度标准溶液中加入

6 mol/L 盐酸，分别进行常规加热和微波加热，计算加热后

前 LAL 标曲斜率的比值，并依据该比值评估 LAL 的酸稳

定性，发现 LAL 在常规加热和微波加热过程中具有相同

的酸稳定性［43， 48］；对蛋白质酸水解来说，微波加热与常规

加热酸水解效率相当，且不会降解 LAL，但微波加热时间

（11 min）大大低于常规加热（23 h/24 h），采用微波加热可

将前处理时间缩短 1 d，这对于提升 LAL 的检测效率极具

意义；目前，在测定 LAL 时蛋白质酸水解过程主要采用常

规加热（表 1），微波加热有被应用于牛奶、奶粉、玉米片、

饼干等原料的 LAL 含量测定［43］，但缺乏与常规加热对比

的数据，因此微波加热在不同原料中的适用性仍待探明，

其应用广泛性尚待加强。

2　LAL衍生化

通过酸水解将 LAL 从蛋白质中释放出来后，需借助

液相色谱仪或液质联用仪对 LAL 进行检测。对于液相色

谱仪来说，LAL 自身的紫外和荧光吸收性较弱，不适宜直

接检测，需先进行衍生化处理，引入强紫外或荧光吸收基

团，进而通过测定 LAL 衍生物含量来进行定量。对于液

质联用仪来说，由于质谱检测的是带电荷的分子离子或

碎片离子［34， 40， 49-50］，LAL 分子具有一定极性可直接被离

子化，LAL 衍生物亦可被离子化，因此 LAL 及其衍生物均

可直接采用液质联用仪进行测定。

LAL 属于交联氨基酸，其衍生化试剂选择可参考其

他种氨基酸。由表 2 可知，对于氨基酸的柱前衍生化来

说，可用试剂包括邻苯二醛（OPA）、氯甲酸 -9-芴基甲酯

（FMOC）、异硫氰酸苯酯（PITC）、单酰氯（DNS-Cl）、6-氨

基喹啉基-N-羟基琥珀酰亚胺基氨基甲酸酯（AQC）等。

OPA 衍生反应受基质影响较大，OPA 与丝氨酸、赖氨

酸、丙氨酸、苏氨酸、胱氨酸和缬氨酸的衍生产物稳定性

较差［51］。当前尚无使用 OPA 试剂衍生 LAL 的报道。

利用 FMOC、PITC 和 DNS-Cl 衍生化时，过量的衍生

化试剂会与衍生化产物反应，干扰氨基酸衍生物的测定，

进而影响氨基酸的准确定量；如 DNS-Cl 会与 DNS-LAL

图 1　LAL 结构式

Figure 1　Structural formula of LAL
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反应生成 DNS-NH2，造成部分 DNS-LAL 无法被识别，进

而导致 LAL 定量结果不准确［54］。因此，过量的 FMOC、

PITC 和 DNS-Cl试剂需及时去除；但为了氨基酸衍生化反

应进行充分，加入的衍生化试剂又必需过量；如何既保证

氨基酸衍生化反应进行充分又避免衍生化试剂过量是个

难 题 。 由 表 1 可 知 ，FMOC［17-21， 34］、PITC［40］和 DNS-

表 1　赖丙氨酸检测方法汇总†

Table 1　Detection methods for LAL

原料

皮蛋、煮鸡蛋

煮鸡蛋

奶酪、牛奶、婴儿配方

奶粉、乳清蛋白粉

米糠分离蛋白、蚕蛹蛋

白 、黑 水 虻 幼 虫 白 蛋

白、牛奶、茶渣蛋白

牛奶、婴儿配方奶粉

牛奶、奶酪、酪蛋白钙

牛奶、乳粉、脱脂奶、牛

奶沉积物

α -乳清蛋白、β -乳球蛋

白、β-酪蛋白

猫粮、狗粮

火麻仁分离蛋白

蛋清蛋白

牛奶、婴儿配方奶粉、玉

米片、曲奇饼、肉干等

牛奶

婴儿配方奶粉

前处理

酸水解

6 mol/L 盐酸、氮封、110 ℃加热

23 h/24 h

硼氢化钠还原 6 mol/L 盐酸、氦

封、110 ℃加热 24 h

6 mol/L 盐酸、真空、110 ℃加热

23 h/24 h

6 mol/L 盐酸、氮封、110 ℃加热

24 h

6 mol/L 盐酸、氮封、110 ℃加热

24 h

6 mol/L 盐酸、氮封、110 ℃加热

24 h

10 mol/L 盐酸、氩封、110 ℃加热

24 h

6 mol/L 盐酸、氮封、110 ℃加热

23 h

6 mol/L 盐酸、真空、110 ℃加热

23 h

6 mol/L 盐酸、氮封、120 ℃加热

22 h

6 mol/L 盐酸、氮封、110 ℃加热

24 h

6 mol/L 盐酸、氮封、微波加热

（150 ℃ 1 min+165 ℃ 10 min）

硼 酸 缓 冲 液 （0.5 mol/L，

pH 9.5）+硼氢化钠（1.0，0.2 mol/L 

NaOH）还原 6 h、6 mol/L 盐酸、

氮封、110 ℃加热 24 h

6 mol/L 盐酸、氮封、110 ℃加热

24 h

衍生化方法

MTBSTFA

MTBSTFA

FMOC

DNS-Cl

正丁醇

FMOC

/

/

/

PITC

/

/

/

/

内标

DPA

DPA

/

/

d4-CML

N-e-methyl-

lysine

4，4，5，5-d4-

lysine

13C6-
15N2-ly‐

sine

/

/

/

d4-CML

/

4，4，5，5-d4-

lysine

仪器

GC-FID

GC-Q

GC-FID

RP-HPLC-FD

RP-HPLC-UD

RP-UPLC-QQQ

RP-UPLC-QQQ

Hilic-UPLC-QQQ

Hilic-UPLC-LIT

RP-UPLC-LIT

RP-UPLC-qTOF

Hilic-UPLC-qTOF

Hilic-UPLC-QE

RP（C8）-UPLC-QE

RP-UPLC-QE

检出限

32 mg/kg 蛋白质

50 mg/kg 蛋白质

0.4 mg/kg 蛋白质

/

＜5.1 mg/kg 蛋白质

/

125 ng/mL

/

/

＜5 mg/kg 蛋白质

/

15.23 ng/mL

0.01 mg/kg 蛋白质

/

参考文献

［5，11-15］

［16］

［17-21］

［6，22-32］

［33］

［34］

［35-37］

［38］

［39］

［40］

［41-42］

［4， 43］

［44］

［45］

† MTBSTFA 为 N-（特丁基二甲基硅烷基）-N-甲基三氟乙酰胺；DPA 为 2，6-二氨基庚二酸；GC-FID 为气相色谱—氢火焰离子化检

测器；GC-Q 为气相色谱—单四级杆质谱；FMOC 为氯甲酸 -9-芴基甲酯；RP-HPLC-FD 为反相—高效液相色谱—荧光检测器；

DNS-Cl为丹酰氯；RP-HPLC-UD 为反相—高效液相色谱—紫外检测器；d4-CML-为 d4-N-ε-羧甲基—赖氨酸；RP-UPLC-QQQ 为

反相—超高效液相色谱—三重四级杆质谱；Hilic-UPLC-QQQ 为亲水作用—超高效液相色谱—三重四级杆质谱；Hilic-UPLC-

LIT 为亲水作用—超高效液相色谱—线性离子阱质谱；RP-UPLC-LIT 为反相—超高效液相色谱—线性离子阱质谱；PITC 为异

硫氰酸苯酯；RP-UPLC-QTOF 为反相—超高效液相色谱—四级杆飞行时间质谱；Hilic-UPLC-QTOF 为亲水作用—超高效液相

色谱—四级杆飞行时间质谱；Hilic-UPLC-QE 为亲水作用—超高效液相色谱—四级杆静电场轨道阱质谱；RP-UPLC-QE 为反

相—超高效液相色谱—四级杆静电场轨道阱质谱。
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Cl［6， 22-32］试剂均被用于 LAL 的衍生化，未关注和讨论衍

生化试剂过量问题，但其衍生化操作却存在较大差异，如

Pellegrino 等［17， 21］使 用 200 μL FMOC（5 mg/mL）与 约

0.4 mg 蛋白质水解物进行衍生化反应 30 min，而 Calabrese

等［34］使用 200 μL FMOC（5 mg/mL）与约 0.3 mg 蛋白质水

解物进行衍生化反应 60 min。LAL 衍生物含量直接决定

了 LAL 的定量结果，但衍生化反应操作对 LAL 衍生物含

量的影响规律尚不明晰。

相较之下，AQC 是一种具有高反应活性的杂环氨基

甲酸酯，可与伯胺和仲胺反应生成稳定的喹啉基团化合

物，而 LAL 既是伯胺类化合物，又是仲胺类化合物，因此

AQC 可与 LAL 反应生成存在稳定的衍生化产物。过量

的 AQC 会水解，水解产物有 6-氨基喹啉、N-羟基丁二酰亚

胺和二氧化碳，其中 6-氨基喹啉易与氨基酸衍生物分离，

N-羟基丁二酰亚胺和二氧化碳不会干扰分析，由此可知

AQC 过量不会影响衍生化产物的准确定量。因此，AQC

在 LAL 的衍生化反应中具有较好的应用潜力。结合表 1

可知，当前尚无利用 AQC 衍生化 LAL 的相关报道，后续

可尝试利用液相色谱仪对 LAL 的 AQC 衍生物进行分析，

建立基于液相色谱仪的 LAL 检测方法；对比 LAL 与 LAL

的 AQC 衍生物的离子化效率，建立一种基于液质联用仪

的 LAL 检测方法；以 LAL 的 AQC 衍生物为研究对象，对

比和明确液相色谱法和液质联用法的检测灵敏度、准确

性和稳定性差异，开发高效、可靠的 LAL 定量方法。

3　LAL及其衍生物的检测

色谱柱种类与 LAL 的检测灵敏度密切相关。Hilic 色

谱柱（表面修饰基团—NH2、—OH 等）［35-37， 41， 42］、C8 反相

色谱柱［44］、C18反相色谱柱［39， 45］均被用于未衍生化 LAL 的

定量分析。对于 Hilic 色谱柱来说，LAL 在 Kinetex HILIC

和 Poroshell 120 HILIC-Z 色谱柱上保留过强，会造成 LAL

峰形较差，无法用于定量分析［55］；LAL 在 Intrada amino 

acid 色谱柱上峰形较好［35］。类似的，对于 C18色谱柱来说，

部分研究利用 C18 色谱柱进行 LAL 的定量检测［39， 45］；但

Nielsen 等［35］发现 LAL 在 C18色谱柱上几乎无保留，在死时

间内出峰，且 C18 色谱柱无法分离 LAL 和羊毛硫氨酸

（LAN）；此外，LAL 在酸水解前处理过程中使用了大量盐

酸，后续通过反复氮吹和纯水复溶去除盐酸，但盐酸往往

无法去除完全，在进样液质联用仪后，低浓度的盐酸在 C18

色谱柱上无保留，与 LAL 出峰时间相近，大大抑制了 LAL

的离子化和信号强度，造成 LAL 检测灵敏度降低［55］。因

此，Hilic 色谱柱和 C18色谱柱对 LAL 检测的适用性结论报

道不一。这是由于 Hilic 和 C18色谱柱因填料种类、键合基

团种类和密度等不同，对未衍生化 LAL 的保留能力亦不

同，表现为 LAL 的保留时间和峰形差异较大。色谱柱表

面修饰基团（CSM）与吸附物的相互作用包括疏水作用、

氢键、偶极作用和 π-π 作用等，鲜有报道从 CSM 与 LAL 相

互作用的角度探讨色谱柱选择问题，不同种 CSM 与 LAL

的相互作用机理尚不明晰。色谱柱在使用过程中会老

化，LAL 峰形还受色谱柱老化程度的影响。因此，在选取

色谱柱测定 LAL 时，应重点关注 CSM 具体种类，综合考

虑色谱柱的老化程度，在保障 LAL 峰形完好的前提下，避

免 LAL 与盐酸共流出。衍生化的 LAL 极性较弱，与 C18色

谱柱的固定相保留较强，因此多选用 C18反相色谱柱进行

LAL 衍生物的检测［6， 17-32， 40］。

关于流动相和缓冲盐的选取，在测定 LAL 时，流动相

多采用乙腈和水二元混合体系。对于液相色谱仪来说，

缓冲盐多采用磷酸盐和甲酸等［17， 22］。对于液质联用仪来

说，缓冲盐均采用可挥发性盐，如甲酸、甲酸铵、三氟乙

酸、九氟乙酸等［34， 38-39， 45］；当使用 Hilic色谱柱测定未衍生

化的 LAL 时，为改善 LAL 峰形，缓冲盐多选取甲酸铵和甲

酸混合体系，但相较于甲酸铵，甲酸更利于 LAL 的离子化

效率和检测灵敏度的提升［55］，因此在保障 LAL 峰形完好

的前提下，应优先选取甲酸作为缓冲盐。

除了液相色谱仪，多种质谱仪器如三重四级杆质

谱［34-37］、线性离子阱质谱［38-39］、飞行时间质谱［40-42］和静

电场轨道阱质谱［4， 43-45］均被用于 LAL 及其衍生物的定

量。如表 3 所示，未衍生化 LAL 的母离子 m/z 为 234.1，定

量子离子 m/z 为 84.1，LAL 衍生物的母离子和子离子 m/z

与衍生试剂种类密切相关。

液相色谱法和液质联用法常被用于 LAL 的定量分

析，但各有优劣（见表 4）。Pellegrino 等［17， 21］利用 FMOC

对 LAL 进行衍生化后，设置荧光激发和发射波长分别为

266，310 nm，借助于 UPLC 可实现对 LAL-FMOC 衍生物

的识别和定量。LAL 的紫外和荧光吸收性较弱，无法直

接用于检测，引入 FMOC 后，LAL-FMOC 衍生物的荧光吸

收强度大大增强，可被荧光检测器识别和定量。因此，液

相色谱法需衍生化前处理，操作较繁琐，但因仪器成本

低，在实际应用中使用较广泛；该方法的测定准确性与

LAL 的衍生化效率密切相关，而衍生化效率又受衍生试

剂种类（如 OPA、FMOC、PITC、DNS-Cl和 AQC 等）和衍生

表 2　氨基酸衍生化试剂应用比对

Table 2　Comparative analysis of amino acid derivatization 

reagents

衍生化试剂

OPA［51］

FMOC［52］

PITC［53］

DNS-Cl［22］

AQC［52］

衍生反应

时间/min

1

1

约 60

约 60

1

多余衍生

试剂

不干扰

需去除

需去除

需去除

不干扰

衍生产物

稳定性

不稳定

稳定

稳定

不稳定

稳定

液相检测器

紫外/荧光

紫外/荧光

紫外

紫外

紫外/荧光
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化反应条件直接影响。相较之下，液质联用法无需衍生

化处理，但需注意基质干扰。如 Nielsen 等［35］利用 UPLC-

QQQ 对 LAL 进行直接定量，数据采集使用多反应监测模

式（母离子 m/z -234.1，子离子 m/z -84.0），将 LAL 标准

品加入牛奶酸水解基质后发现 LAL 的离子强度被抑制了

62%~71%，将牛奶酸水解基质稀释 5 倍后，LAL 的离子强

度被抑制了 13%。基质效应可被内标校正，但基质效应

过强仍会影响 LAL 的检测灵敏度和准确性。此外，液相

色谱法需使用标准品辅助，依据保留时间对待测物进行

定性；而液质联用法可借助母离子和子离子信息直接识

别待测物，亦可借助 m/z 信息识别共流出物，提高 LAL 检

测的准确性。液相色谱法和液质联用法对 LAL 的检出限

相当（表 1）。

在实际应用中，高蛋白食品基质往往较复杂，如样品

中 LAL 含量较低，在不进行衍生化的情况下，稀释样品酸

水解液虽可降低基质效应，但亦会影响 LAL 的检测灵敏

度和准确性，因此不建议使用液质联用法；在衍生化后，

液相色谱法［6， 17］和液质联用法［34， 40］可能均适用。对于

LAL 含量较高的样品，建议采用液质联用法，这是由于可

通过稀释样品酸水解液以降低基质效应，同时借助内标

校正提高检测准确性，且该法无需衍生化可缩短前处理

时间，使操作更简便。LAL 可作为反映乳制品贮藏条件

和加工程度较灵敏的标志物［18-19， 34］，当前 LAL 检测在乳

制品中应用最广泛（表 1）。Cattaneo 等［18］利用液相色谱法

（FMOC 衍生化、荧光检测）定量发现，相较于乳果糖、糠

酸和半乳糖基 -β-吡喃酮，LAL 可作为反映超高温灭菌乳

贮藏条件最灵敏的指标。考虑到 LAL 的潜在危害，聂雪

梅等［44］利用液质联用法（无衍生化、QE 检测）测定了市场

不同品牌 12 种液态奶的 LAL 含量，以了解中国市场上牛

奶中 LAL 的含量水平。天然牛奶和马苏里拉奶酪中几乎

不含 LAL，然而酪蛋白和奶粉中 LAL 含量较高，因此利用

添加了酪蛋白或乳清蛋白粉的牛奶生产奶酪，可测得奶

酪中 LAL 含量较高，并可依此原理鉴别马苏里拉奶酪真

伪，在该过程中 LAL 的准确定量至关重要，使用到的定量

方法为液质联用法（FMOC 衍生化、QQQ 检测）［34］和液相

色谱法（FMOC 衍生化、荧光检测）［17］。

LAL 作为一种蛋白质共价交联产物，亦被应用于蛋

白质的结构和功能性研究中［29， 36， 38， 40-41］。Al-Saadi 等［29］

研究了经 95 ℃加热的牛奶蛋白质的共价交联类型，利用

液相色谱法（DNS-Cl 衍生化、紫外检测）对 LAL 进行定

量，发现不添加乳糖时共价交联以 LAL 为主，添加乳糖后

共价交联以美拉德反应产物为主。Wang 等［40］利用加热

结合 pH 偏移技术改性火麻仁分离蛋白结构以提高其溶

解性和乳化性过程中，采用液质联用法（PITC 衍生化、

qTOF 检测）测定 LAL，以控制加热条件，限制 LAL 的生成

量（＜1 mg/g）。 Koyama 等［41］采用液质联用法（无衍生

化、qTOF 检测）对 LAL 进行定量，探究了加热过程中蛋清

蛋白的聚集行为和凝胶强度与 LAL、LAN 和二硫键的相

关性。

4　结论与展望

赖丙氨酸为高蛋白食品在常规加工过程中（如加热、

碱处理等）易形成的一种交联氨基酸，鉴于其对人体健康

带来的安全威胁，建立一种高效的赖丙氨酸定量方法对

表 3　质谱法测定赖丙氨酸所用母离子和子离子质荷比信息汇总†

Table 3　m/z of parent ion and daughter ion during detection of LAL based on mass spectrometry

母离子 m/z

632

364

900.3

234.1

234

639

234.145 4

234.144 83

234.14

子离子 m/z

387

84*，186

678.3*，456.2

84.0

198

/

130.086 5*，84.081 5

84.061 5*，130.086 3

84.08

衍生化方法

MTBSTFA

正丁醇

FMOC

/

/

PITC

/

/

/

仪器

GC-FID

GC-Q

RP-UPLC-QQQ

RP-UPLC-QQQ

Hilic-UPLC-QQQ

RP-UPLC-LIT

RP-UPLC-qTOF

Hilic-UPLC-QE

RP（C8）-UPLC-QE

RP-UPLC-QE

参考文献

［11-14］

［33］

［34］

［35-37］

［39］

［40］

［4， 43］

［44］

［45］

† *为定量离子。

表 4　液相色谱法和液质联用法测定赖丙氨酸优劣对比

Table 4　Comparative evaluation of LC and LC-MS 

methods for LAL determination

方法

液相色谱法

液质联用法

是否需要

衍生化

是

否

能否识别

共流出物

否

是

基质效

应影响

弱

强

仪器

成本

低

高

检测灵

敏度

高

高
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于绿色、安全高蛋白食品的开发具有重要意义。但目前

研究仍存在以下问题：①  酸水解耗时长，氮封水解效率存

在提升空间；②  衍生试剂过量会干扰赖丙氨酸的测定准

确性，衍生化反应条件对赖丙氨酸衍生效率影响不明晰；

③  利用质谱法测定未衍生化的赖丙氨酸时，适用的色谱

柱表面修饰基团类型仍待探明，基质效应问题仍待解决。

未来研究可聚焦于：①  考察微波加热、氩封等技术对

不同种高蛋白食品酸水解效率的影响；②  开发新型衍生

化试剂，明晰衍生化反应条件对赖丙氨酸衍生效率的影

响规律；③  明确适用的色谱柱表面修饰基团类型，最大限

度降低赖丙氨酸检测基质效应，提升赖丙氨酸检测灵敏

度，保障赖丙氨酸检测准确性。
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