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摘要
由于消费者喜好、法规变化和全球食品系统的综合作用，肉类蛋白替代品（包括植
物性和细胞性食品）在全球范围内越来越受欢迎。例如，新加坡计划到 2030 年通
过自主生产满足本国 30% 的食品量需求，因此许多成熟的食品公司和初创公司都
在开发肉类替代产品。新加坡食品生产目标的主要驱动因素围绕健康和环境问题。
从历史上看，植物性肉类替代食品一直难以拥有与动物肉类相同的口感和味道。然
而，近年来由于生产方法上的技术进步，植物性肉类类似物在味道、口感和成分上
与传统肉类越来越接近。本应用简报介绍了一种使用高分辨率精确质量 LC-Q/TOF 
表征未知食品化学成分的非靶向分析方法。此外，还介绍了各种统计工具，它们可
以将精确质量 LC/Q-TOF 数据转化为更易于理解的信息。数据的主成分分析 (PCA) 
可用于鉴定化合物、化合物在不同样品中的丰度分布，以及化合物如何与目标味道
特征相对应。原料的热图和层次聚类分析显示具有相同目标味道特征的样品蛋白质
分布相似。  

肉类和植物性替代品的 LC/Q-TOF 分析
和非靶向化学计量分析

使用 Agilent 1290 Infinity II 液相色谱仪和 Agilent 
6546 Q-TOF 进行食品感官检测
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前言
食品感官评估是评估食品风味质量的关键方法，因为它衡量的
是消费者的直观感受，但其具有主观性。随着技术的进步，
将使用更客观和可测量的方法，例如液相色谱-质谱联用系
统 (LC/MS)。现在可以通过 LC/MS 表征五种基本味道（即甜
味、咸味、酸味、苦味和鲜味），获得的数据可用于优化食品
的整体味道。

肉类替代品主要用于代替动物性肉类。但其味道、口感和营养
价值被认为是阻碍消费者购买的主要因素。检测对于确保消费
者在食用肉类替代品时获得相同的健康利益和体验至关重要。
因此，许多研究比较了动物源性肉类和肉类替代产品在营养价
值和味道上的差异[1]。 

靶向分析主要用于各种已知的营养物质或风味化合物。靶向分
析方法和感官评估检测的结果可能会有所不同，因为不在目标
列表中的化合物可能会影响整体味道。相比之下，非靶向高分
辨率精确质量分析并不局限于特定的一组化合物。它可以无
偏倚地对蛋白质中的化合物进行分析、鉴定，并对肉类替代
品和真正的肉类进行比较。与食品感官分析检测一样，非靶
向 LC/MS 方法不是分析特定的风味特征，而是进行无偏倚分
析，专注于总的化合物特征，就像味蕾一样。

除了找到形成各种味道特征的不同化合物外，这些化合物在每
种蛋白质中的丰度也同样重要。虽然通常没有适用的标准品
来进行定量分析，但可以使用各种蛋白质中化合物的相对强
度差异来区分它们。人们可能只会在某些化合物的丰度存在
巨大差异时才能区分出不同味道。本研究使用四极杆飞行时
间 (Q-TOF) 液质联用系统和统计软件识别和区分风味特征。
该方法有助于开发与动物肉具有相同风味特征的植物性蛋白
质食品。

实验部分

溶剂
使用安捷伦 LC/MS 级超纯甲醇（部件号 5191-4497）、乙腈 
（部件号 5191-4496）和水（部件号 5191-4498）。还使用
用于 LC/MS 的甲酸（Fluka，现属于 Honeywell）和甲酸铵 
(LiChropur, MerckMillipore)。

材料
流动相使用带盖的  Agi lent  Inf in i tyLab 溶剂瓶（部件号  
9301-6528）。开口配有 Agilent InfinityLab Stay Safe 溶剂
瓶安全盖，GL45，1 个插口，1 个 InfinityLab 放空阀，外径 
3.2 mm 接头 PTFE 插件（部件号 5043-1217）。重型真空瓶盖
上的 O 形圈用于密封瓶中的 PTFE 插件。标准 PTFE 溶剂管线
穿过 PTFE 插件。然后将安捷伦不锈钢 12–14 µm 溶剂瓶入口
过滤器（部件号 01018-60025）安装到溶剂管线上。

样品
表 1 中所列的植物性肉类为市售产品。真正的肉类包括从市
场购买的剁碎的生肉。

表 1. 植物性肉类替代品的样品和样品编号

样品编号 食品描述

PBC 1 植物性鸡肉

PBC 2 植物性鸡肉

PBB 3 植物性牛肉

PBB 4 植物性牛肉

PBP 5 植物性猪肉

PBP 6 植物性猪肉

PBP 7 植物性猪肉

样品前处理
所有的样品采集和前处理步骤均在聚乙烯或聚丙烯容器中
完成。全程使用 15 mL 和 50 mL 带塞帽的高性能聚丙烯离
心管 (VWR International Ltd., UK)。使用带螺口盖（部件号  
5185-5862）的安捷伦 2 mL 螺口棕色玻璃自动进样器样品瓶 
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（部件号 5182-0716）。称取样品置于离心管中，然后按 1:2 
的比例将 70/30 甲醇/水加入样品中。将样品涡旋混合 10 分
钟，并在 4000 rpm 的转速下离心 15 分钟。在相同的条件下
重新萃取样品。然后使用安捷伦 0.45 µm 聚醚砜 (PES) 过滤器 
（部件号 5190-5276）将提取物过滤到自动进样器样品瓶中。

仪器
将配置 Agilent 1290 Infinity II 高速泵（部件号 G7120A）的 
Agilent 1290 Infinity II 液相色谱仪用作 HPLC。该系统还包括
配备 Agilent InfinityLab 样品恒温箱和 Infinity 多重清洗选件
的 Agilent 1290 Infinity II Multisampler（部件号 G7167B）。
液相色谱仪包括 Agilent 1290 Infinity II 高容量柱温箱（部件
号 G7116B）。使用 Agilent 6546 Q-TOF 质谱系统（部件号 
G6546A）进行精确质量测定。质谱仪在“非数据依赖型全离
子碎裂”扫描采集模式下运行，其中所有离子通过在正离子极
性下运行的 Q-TOF 碰撞池。

使用 Agilent MassHunter 定性分析 10.0、Profinder 10.0 和 
Mass Profiler Professional 15.1 软件进行数据分析。

表 2. Agilent 6546 LC/Q-TOF LC/MS 系统 (G6546A) 操作条件

HPLC 条件

色谱柱
Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 3.0 × 100 mm, 2.7 µm 
（部件号 695975-302）

进样量 5 µL

流动相
A) 10 mmol/L NH4F + 0.1% FA 的去离子水溶液 
B) 乙腈

初始
A) 98% 10 mmol/L NH4F + 0.1% FA 的去离子水溶液 
B) 2% 乙腈

梯度

时间 (min) %A %B 
0.30 98.0 2.0 
7.27 20.0 80.0 
10.27 1.0 99.0 
12.00 1.0 99.0 
12.10 98.0 2.0 
15.00 98.0 2.0

流速 0.4 mL/min

质谱条件

ESI 正离子

离子源参数

气体温度 300 °C

气体流速 11 L/min

雾化器 35 psi

鞘气温度 350 °C

鞘气流速 11 L/min

毛细管 3500 V

充电电压 1000

结果与讨论
使用 m/z 100–1700 Da 的全离子全扫描和三种不同碰撞能量 
（10、20 和 40 V）下的碎裂谱图采集 LC/Q-TOF 数据。在化合
物鉴定中，根据定制 MS 碎片离子库（其中包含可能影响味道
的化合物）对精确质量数据进行了搜索。这些化合物包括氨基
酸、短链肽、核苷酸、脂肪酸和各种维生素。 

如图 1 所示，原始数据的整体概览表明，实际肉类和肉类替
代品的谱图之间存在一些细微差异。此外，通过谱库进行筛
选，然后通过谱库匹配来鉴定单个化合物会十分耗时。因此，
统计分析工具非常适用于将来自非靶向分析的原始数据转换为
更有用的信息。

在主成分分析 (PCA) 中，对每种提取物进行 3 次进样，通过
观察样品的聚类来检查数据的重现性。总的来说，观察到每个
食品样品的重复进样均紧密聚类，表明该方法具有较高的重现
性（图 2）。在图 2 的得分图视图下，每个点代表样品的一次
进样。按目标风味特征为蛋白质样品分配不同颜色的数据点，
并为各产品分配不同的形状以便区分。图 2 的得分图视图显
示了样品组中导致风味特征和特定产品之间差异的趋势。此
外，该图可以通过不同的样品在 PCA 得分图中是否共享相同
的一般区域来显示其是否相似。结果表明，蛋白质替代食品在
其目标风味特征中聚类良好，并且正如预期的那样，各食品类
型的风味特征之间存在显著差异。与之不同的是，在 PCA 载
荷图视图（图 3B）中，每个点代表一种化合物。该图提供了
影响 PCA 中得分图的化合物信息。主成分中载荷最高的化合
物（由其符号表示）与样品中这些化合物的较高丰度相关。 

图 2 为不同类型的肉类及其植物性替代品概览。从非挥发性
化合物的二维 (2D) PCA 图中可以看出，每种肉类（例如鸡
肉）及其相应的植物性替代品（例如 PBC 1 和 PBC 2）与其
他肉类（例如牛肉或猪肉）相比，前两者彼此之间更为相似。
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鸡肉+ESI TIC 扫描 碎裂电压 = 135.0 V

+ESI TIC 扫描 碎裂电压 = 135.0 V

+ESI TIC 扫描 碎裂电压 = 135.0 V

+ESI TIC 扫描 碎裂电压 = 135.0 V

+ESI TIC 扫描 碎裂电压 = 135.0 V

+ESI TIC 扫描 碎裂电压 = 135.0 V

+ESI TIC 扫描 碎裂电压 = 135.0 V

+ESI TIC 扫描 碎裂电压 = 135.0 V

+ESI TIC 扫描 碎裂电压 = 135.0 V

+ESI TIC 扫描 碎裂电压 = 135.0 V

响应 vs. 采集时间 (min)

牛肉

猪肉

图 1. 实际肉类和相应植物性肉类替代品的 TIC 概览

鸡肉

猪肉

牛肉

得分图
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组分 1 (19.23%)
X 轴

Y 轴

组分 1 (19.23%)

组分 2 (16.56%)
图 2. 猪肉、牛肉和鸡肉及其相应植物性替代品的 2D PCA 得分图

并列查看一种肉类的 PCA 得分图和载荷图，可以轻松地将与
一组营养物质或风味化合物相关的化合物关联起来。图 3A 
显示了鸡肉的 3D 得分图，不同的组沿各个轴分开。载荷图 
（图 3B）提供了导致得分图差异的化合物信息。

热图是一种数据可视化技术，通过颜色标度显示化合物的丰
度，红色代表高丰度，蓝色代表低丰度。热图使用户能够快速
查看一组特定风味特征的化合物丰度差异，如图 4 所示。

在典型的烹饪温度下，肉类表面形成的游离氨基酸提供了消
费者喜欢的“烤肉”风味[1]。因此，植物性牛肉食品的生产商
对其产品中各种氨基酸丰度的控制非常重要。图 4 表明，植
物性牛肉产品 PBB 3 和 4 中苦味氨基酸的丰度高于真正的牛
肉。这些氨基酸可能会影响产品的最终味道。食品中氨基酸的
分析数据可用于选择基础成分，从而提供与所需化合物丰度相
似的一组风味化合物。
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PBC 1 和 PBC 2 中这些风味物质的含量增加，将使其化合物
数据点沿 Y 轴上移，移动到更接近鸡肉的区域。

核苷酸次黄嘌呤是一种天然存在的嘌呤衍生物，在鸡肉的鲜味
中起着至关重要的作用。然而，PBC 2 的嘌呤（鸟嘌呤）含量
较低，因此可能是减少尿酸（可能导致痛风）形成的更健康的
选择[3]。 

植物性鸡肉 PBC 2 含有更多短链肽，而样品 PBC 1 则含有
更多可能来自大豆或豆类成分的核苷酸增味剂。众所周知，
真正的鸡肉含有脂肪酸、氨基酸和乙酰肉碱，如图 3 所示。
鸡肉位于图的右上角，在 Y 轴和 Z 轴之间。PBC 1 位于三个
轴的原点附近，PBC 2 位于 X 轴的底端。谷氨酰胺-谷氨酰胺  
(glu-glu)、二磷酸腺苷 (ADP)、肌苷-5-二磷酸 (IDP) 和缬氨酸-
谷氨酰胺 (val-glu) 等化合物可以为植物性肉类提供更多真正鸡
肉的鲜味[2]。

图 3. 鸡肉及其植物性替代品 PBC 1 和 PCB 2 的 3D PCA 得分图 (A) 和载荷图 (B)

牛肉

L-组氨酸
（甜味、苦味）

L-脯氨酸
（甜味）

DL-色氨酸
（苦味、甜味）

半胱氨酸
（苦味）

L-酪氨酸
（苦味、鲜味）

L-苏氨酸
（甜味）

L-天冬酰胺
（中性）

L-苯丙氨酸
（苦味、甜味）

L-谷氨酰胺
（甜味、鲜味）

L-天冬氨酸
（酸味、鲜味）

L-谷氨酸
（酸味、鲜味）

L-甲硫氨酸
（甜味、苦味）

L-亮氨酸
（苦味）

L-赖氨酸
（苦味）

L-精氨酸
（苦味）

L-缬氨酸
（苦味）

L-吡咯赖氨酸
（甜味）

图 4. 牛肉及其相应植物性替代品 PBB 3 和 PBB 4 中氨基酸的热图
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结论
肉类蛋白替代品的风味、口感和营养价值对于消费者的感知、
接受度和价值评估至关重要。 

使用高分辨率 Agilent 6546A Q-TOF LC/MS 系统的非靶向、非
数据依赖型全离子工作流程成功地分析和鉴定了鸡肉、牛肉、
猪肉及其植物性替代品中的许多风味化合物。使用 Agilent 
Mass Profiler Professional (MPP) 软件，通过先进的统计分析
和可视化工具确定了真正肉类和植物性肉类替代品之间的关
系。PCA 得分图和载荷图可用于比较食品中的各种化合物。
热图也是对肉类和市售植物性肉类替代食品中的化合物（例如
氨基酸）进行可视化分析的有用工具。

全面的 LC/MS 数据采集和统计工作流程为蛋白质替代食品的
生产商提供了产品的关键分子信息。分析数据能够帮助生产商
对产品成分进行更细致的调整，从而更好地复制动物源性肉类
的味道。
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