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快速蒸发电离质谱法分析冷链中断后猪肉的

脂质劣变标志物

汪薇，江丰*，吴婉琴，皮江一，张莉

（湖北省食品质量安全监督检验研究院，国家市场监督管理总局重点实验室（动物源性食品中重点化学危害物

检测技术），国家卫生健康委员会食品安全风险评估与标准研制特色实验室，湖北武汉 430075）

摘要：为研发快速、灵敏、准确的实时检测技术以评估冷链断链猪肉的劣变度，该研究采用快速蒸发电离质谱法

（Rapid Evaporative Ionization Mass Spectrometry, REIMS）结合智能手术刀（iKnife），对不同冷链中断时间的猪肉样

本进行脂质组学分析。不同样品中特征离子的相对丰度存在显著差异（P<0.05）。冷鲜肉在冷链物流过程中因温度波动

而导致脂质氧化。共确定了 6 个潜在的标志物，包括 m/z 353.270 3、m/z 507.442 59（[FAHFA(16:1(9Z)/5-O-16:0)]-）、

m/z 352.286 1（[N-palmitoyl proline]-）、m/z 271.228 4（[2-hydroxy palmitic acid]-）、m/z 331.249 4（[9,10,13-trihydroxy-

Octadecanoic acid]-）和 m/z 309.243 8（[9R-HODE，methyl ester]-），可作为冷链劣变标志物和有效指标。通过目标增强扫描，

将典型标志物 m/z 353.270 3 纳入 REIMS 扫描范畴，总识别正确率为由 55.77%（常规非靶向采集模式）提升至 97.60%（靶

向目标增强扫描），提高了判别的准确度。结果表明，靶向增强 iKnife-REIMS 方法能根据不同的脂质劣变水平准确区分冷

链中断猪肉，提供了近乎实时的结果，为劣变猪肉的分析提供新方法。
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Abstract: In this study, lipidomic data of pork samples with different cold chain interruption were analyzed by combining 

rapid evaporative ionization mass spectrometry (REIMS) with an intelligent knife (iKnife) to develop a rapid, sensitive and accurate 

real-time detection technique to assess pork deterioration degree during cold chain breaks. The results showed that the relative 

abundance of the characterized ions differed significantly across the samples (P<0.05). Temperature fluctuations during 
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顺应猪肉消费升级和生猪疫病防控的客观要求，

我国全面推行猪肉产品冷链调运，冷链物流是其中关

键一环。冷链物流的核心是全程冷链，这条链的任何

断裂（如温度波动）都会使整个冷链失效 [1] ，而当前

我国冷链物流行业面临的最大问题就是“断链” [2] ，因

成本原因在运输途中关掉制冷设备或配送环节缺乏有

效温控措施等，导致冷链食品劣变，安全风险增加 [3-5] ，

因此监测冷链食品的安全和质量是非常必要的 [2] 。随

着消费者对猪肉品质要求的提升，冷鲜肉的消费需求

逐渐增长。生猪屠宰后，由于微生物繁殖、内源性酶

水解和脂质氧化的共同作用，易腐败变质 [6,7] ，冷鲜

肉要求在屠宰、加工、流通和销售等环节始终保持在

0~4 ℃内，与冻肉相比，冷鲜肉的储运环境下微生物

仍可生长繁殖，对断链更敏感 [8,9] ，加剧了当前冷链体

系下的肉品劣变问题。

常规的肉类劣变评价指标有感官评定如颜色、气

味等，理化指标检验如挥发性盐基氮（Total Volatile 
Basic Nitrogen, TVB-N）、硫化氢、脂肪氧化值等以

及微生物学指标 [10-15] 。然而，现有指标缺乏客观性和

特异性，且检测方法耗时长、灵敏度低，难以无法客

观及时地反应劣变情况，亟需探究合适的劣变标志

物，研发快速、灵敏、准确的实时检测技术来评价

冷链断链猪肉的劣变度。快速蒸发电离质谱（Rapid 
Evaporative Ionization Mass Spectrometry, REIMS）是一

种新的敞开式电离质谱技术，通过智能刀（Intelligent 
Knife, iKnife）电离切割样品组织释放气溶胶直接吸

入到质谱仪进行分析检测 [16,17] 。该技术无需样品前处

理或色谱分离，仅需几秒就能完成数据采集和分析，

为冷链肉品劣变的高通量实时监测提供了可能。He
用 REIMS 实现了新鲜和冻融肉的区分 [16] ，Song 利用

REIMS 研究大眼金枪鱼在日常烹饪过程中磷脂谱的变

化 [18] 。目前，REIMS 多采用无偏向分析，但由于在

REIMS 分析中没有样品分离步骤，导致所有成分蒸

发并留在雾化颗粒中，可能会干扰信号强度和离子丰

度 [18] ，针对具体事件判别的靶向性不足。构建母离子

列表扫描可以增强信号强度，极大提高 REIMS 平台鉴

别能力。

针对冷鲜猪肉因储运过程冷链断链产生的劣变难

以管控问题，本文基于劣变标志物建立了一种靶向增

强型扫描的 iKnife-REIMS 方法来分析冷链中断导致的

冷鲜猪肉成分的变化，结合化学计量学对冷鲜肉劣变标

志物进行实时直接检测，为劣变猪肉的判断提供新方法。

为实际储藏销售过程中更准确地监督冷鲜肉的品质变化

提供参考，进一步提升肉制品质量安全水平，促进冷链

物流高质量发展，切实维护人民群众食品安全。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

甲醇、异丙醇（色谱纯），德国默克公司；甲酸

钠和亮氨酸脑啡肽（Leu Enkephalin, LE），购自美国

Waters 公司；水为经 Millipore 净化的超纯水。

1.2 仪器与设备

iKnife 智能刀为单极电高频电刀连接到 Erbotom 
ICC 300 电外科发生器，提供可控制功率的正弦交

流电，德国爱尔博电子医疗仪器公司；带 REIMS 源

的 Synapt XS 四极杆飞行时间质谱仪，美国 Waters 公
司；S210-K 台式 pH 计，梅特勒 - 托利多；超纯水仪

Milli-Q 法国密理博公司。

1.3 冷鲜肉冷链中断模拟试验

从湖北省超市采购当天屠宰的新鲜猪里脊肉和腹

部五花肉，立即在 4 ℃冷藏条件下运输到实验室。将肥

肉和瘦肉分开，以每份 500 g 均匀分割，聚乙烯袋分装。

冷鲜肉流通过程中冷链“断链”模拟试验设计参照 [19] ，

通过调节储存温度来模拟冷链中断，于室温（20 ℃），

湿度 50% 下放置，分别于第 0、12、24、48 和 72 小时

取样进行后续分析，每组 3 份平行样本。

cold chain logistics of chilled meat led to lipid oxidation. Six ions were identified as potential markers, including m/z 353.270 3, m/z 

507.442 59 ([FAHFA(16:1(9Z)/5-O-16:0)]-), m/z 352.286 1 ([N-palmitoyl proline]-), m/z 271.228 4 ([2-hydroxy palmitic 

acid]-), m/z 331.249 4 ([9,10,13-trihydroxy-octadecanoic acid]-), and m/z 309.243 8 ([9R-HODE, methyl ester]-), which could 

serve as markers and effective indicators for cold chain deterioration. By incorporating the typical marker m/z 353.270 3 into the 

REIMS scanning scope through target enhancement, the overall recognition accuracy significantly improved from 55.77% (non-

targeted acquisition mode) to 97.60% (target enhancement scanning). In conclusion, the target-enhanced iKnife-REIMS method 

can accurately discriminate cold chain interrupted pork according to different levels of lipid deterioration, providing near real-time 

results, thereby serving as a new approach to analyze deteriorated pork.

Key words: iKnife-REIMS; chilled pork; lipidomics; deterioration biomarkers; multivariate statistics
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1.4 REIMS分析

采用 REIMS 系统对猪肉样本进行数据采集。

iKnife 切割样品，在“cut”模式下使用，切割电

功率为 20~50 W，切割长度为 2~3 cm，切口深度

0.4~0.6 cm，切割持续时间 2~3 s，通过文丘里泵驱

动的聚四氟乙烯管路将切割产生的气溶胶直接导入飞

行时间质谱仪中。每个样品至少重复采集 10 次，采集

时保证总离子流图信号峰间隔 2~3 s，总离子流强度应

不低于 1×107，以保证数据结果稳定。每次取样后，用

异丙醇润湿的海绵清洁 iKnife 刀头，充分清洗管路以

降低数据干扰。

质谱仪在使用前先用 5 mmol/L 甲酸钠进行校正，

以亮氨酸 -脑啡肽溶液（200 ng/mL，溶剂异丙醇）作

为辅助溶液，经注射泵以 200 μL/min 流量进入 REIMS
源校正锁定质量，促进化合物电离，维持源的清洁。

离子化温度 500 ℃，质量分辨率为 20 000 FWHM，质

量扫描范围 m/z 100~1 200，扫描时间为 1 s，负离子模式，

所有分析均在具有连续数据采集的灵敏度模式下进行。

在质谱采集方法中，通过“Target Enhancement”功能

将标志物质荷比纳入 REIMS 扫描列表，建立靶向增强

型扫描的 REIMS 方法。

1.5 数据处理与分析

应用 Live ID 软件（版本号 3.0.7927.47290），以

亮氨酸脑啡肽（m/z 554.262 0）作为内标锁定进行质

量数校正，对 REIMS 原始质谱数据进行峰匹配、归一

化等处理形成数据矩阵。通过化学计量学对采集的数

据按来源分组进行识别模型构建和实时识别。模型包

括主成分分析（Principal Component Analysis, PCA）、

线 性 判 别 分 析（Linear Discriminate Analysis, LDA）

等，选择合适的模型用于冷鲜猪肉劣变的判别。通过

五重交叉验证对所建模型的准确度进行评估，随机

选取 80% 的样本建立模型，其余 20% 的样本用于验

证数据。该循环迭代重复 5 次，每个分区由其他四

个训练的模型预测一次。选取未包含在模型训练集

中的 5 个盲样进行实时识别，计算总体实时鉴别的

准确度。

应用 Progenesis QI（版本号 2.0.2309.616）软件结

合高分辨质谱数据库（Human Metabolome Database，
HMDB）（http://www.hmdb.ca）和脂质数据库（www.
lipidmaps.org）对猪肉样本的质谱信息进行分析，利用

质谱数据库对标志物进行鉴定。

1.6 理化指标分析

将 pH 计插入肉的中心，测量 pH 值。挥发性盐基

氮（TVB-N）值按照食品安全国家标准食品中挥发性

盐基氮的测定（GB 5009.228-2016）。

1.7 统计分析

所有实验重复三次，结果以平均值±标准差表示。

使用 SPSS 26.0 和 GraphPad Prism 5 统计软件进行统计

分析。组间差异通过方差分析和学生 t 检验进行分析。

P 值小于 0.05 视为具有统计学意义。相关性分析采用

Spearman 法进行。

2  结果与讨论

2.1 REIMS方法优化

图 1 不同采集条件下猪肉样本的总离子流图

Fig.1 Total ion count chromatogram of pork samples under 

different conditions

注：（a）正模式；（b）负模式。

REIMS是通过 iKnife的电极刀切割猪肉组织表面，

与放置在样品下的回流电极板形成电流，烧灼样品表

面产生气溶胶形式的带电粒子进行质谱分析，离子化

效率、质谱灵敏度和样品电导率等对质谱信号有显著

影响 [17] 。比较了 iKnife 刀不同电功率采样对猪肉质谱

信号的影响（图 1），结果显示，电功率从 20 W 升高

到 40 W，质谱信号增强，继续提高电功率（50 W），

质谱信号下降，电功率 40 W 为最优。电功率较低时，

由于样品的不完全电离，不能产生足够的气溶胶蒸气
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进入质谱，质谱信号较弱。相反，电功率过高会引起

局部过热，猪肉迅速碳化妨碍气溶胶释放并产生杂

质 [20] 。因此，选择电功率 40 W。

2.2 REIMS典型的质谱图

图 2 猪肉样本负离子模式下典型的质谱图

Fig.2 Typical mass spectra of pork samples in negative ion mode

猪肉脂质丰富，脱冷链会加速脂质，特别是不饱

和脂肪酸的降解和氧化，是导致猪肉劣变的重要原因

之一。REIMS 对于脂质，特别是食品中的脂肪酸和磷

脂等成分具有优越的敏感性和准确性，是分析脂质特

征的有力手段 [18,21] 。 比较了正、负离子模式下猪肉样

本的质谱信号，当脂肪酸和磷脂在负离子模式下检测

时，易于去质子化，表现出更高的响应，因此，采用

负电离模式对猪肉中的化合物进行分析，获得具有代表

性的质谱图，不同猪肉样本的谱图有明显差异（图 2）。
m/z 554.25 为质量锁定物质亮氨酸脑啡肽的信号。在

m/z 200~400，可能是游离脂肪酸或磷脂碎裂产生的信

号；在 m/z 600~1 000 范围内观察到的峰则多为甘油三

酯、磷脂等 [17,22] 。

2.3 猪肉的脂质组学分析

化学计量学模型来可视化脱冷链样本中脂质的整

体差异（图 3）。已发现无监督 PCA 和有监督 LDA 的

组合可以减少单一 LDA 模型过度拟合数据的可能 [23] 。

因此，选择 PCA-LDA 进行模型构建。基于脂质谱变化，

肥、瘦两组脱冷链 12 h 样本点与 0 h 样本点重合，之

后不同脱冷链时间点样本彼此分离良好，说明样本间

脂质变化显著。随着脱冷链时间延长，肥肉组样本点

距初始样本点距离变化较瘦肉组更大，表明冷链中断

时，肥肉样本中脂质劣变的进程比瘦肉快。

图 3 猪肉脂质组 PCA-LDA 分析

Fig. 3 PCA-LDA analysis of the lipidomics for pork 

2.4 差异脂质分析

为了更清晰地展示不同脱冷链时间样本中的差异

脂质，以 Log2 Fold Change ＞ 1、Variable Importance in 
the Projection（VIP）值 ＞ 1 和 P ＜ 0.05 作为阈值，筛

选样本在脱冷链过程中含量显著上升的化合物。由于

脱冷链 12 h 样本中脂质与 0 h 差异较小，重点分析

脱冷链 24、48 和 72 h 样本与 0 h 样本的差异。通过

搜索 LIPID MAPS 数据库对差异化合物进行初步鉴

定，并通过 ClassyFire 分类系统对差异化合物进行分

类，如图 4a 所示。脱冷链初期（24 h），显著升高的

化合物主要为长链脂肪酸、亚油酸及其衍生物、磷脂

酰乙醇胺（Phosphatidylethanolamine, PE）、甘油二酯

（Diacylglycerol, DG）、脂肪胺等。脱冷链 48 h，显

著升高的化合物数量增多，化合物类别上新增了单硬

脂酸甘油酯（Monoglyceride, MG），甘油三酯随着脱

冷链时间延长逐渐降低，说明在劣变过程中猪肉样品

中的甘油三酯进一步水解成单甘油酯和脂肪酸。脱冷

链 72 h，呋喃酮类化合物（Furanones）增多。肥肉
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和瘦肉样本相比，肥肉脂质代谢物更多些，肥瘦两组

样本的差异可能归因于脂质氧化加速了蛋白质代谢分

解 [24] ，因此，肥肉的劣变进程要明显快于瘦肉。从韦

恩图可以看到（图 4b），这些显著上升的差异化合物

中，肥肉和瘦肉分别有 174 个、91 个化合物是贯穿脱

冷链全过程样本的，其中 48 个共有的化合物，主要为

脂肪酸、脂肪酸衍生物和羟基脂肪酸等。

2.5 劣变脂质的鉴定

一种适合评估肉类劣变程度的标志物最初应该

不存在或水平较低，而随着脱冷链时间的延长其含

量显著升高。在 48 个共有化合物中，6 个差异脂质

的丰度随脱冷链时间的延长显著增加（P ＜ 0.05），
鉴定结果如表 1 所示，质量误差均小于 5×10-6。其

中，m/z 507.442 6（羟基脂肪酸的支链脂肪酸酯，

FAHFA(16:1(9Z)/5-O-16:0)）、m/z 271.228 4（2- 羟基棕

榈酸，2-hydroxy palmitic acid）、m/z 331.249 4（9,10,13-

三 羟 基 硬 脂 酸，9,10,13-trihydroxy-Octadecanoic 
acid）和 m/z 309.243 8（9- 羟基 -10,12- 十八碳二烯酸

甲 酯，9R-hydroxy-10E，12E-octadecadienoic acid，
methyl ester）属于羟基脂肪酸，是脂肪酸的氧化产

物，羟基脂肪酸广泛存在于富含油脂、高温加工或

加工周期较长的食品中 [25,26] 。m/z 352.286 1（N- 棕榈

酰脯氨酸，N-palmitoyl proline）是一种脂肪酸衍生

物，棕榈酸（Palmitic acid）通过酰胺键与氨基酸脯

氨酸（Proline）结合而成。值得注意的是化合物 m/z 
353.270 3，初期新鲜的肉类含量较低，随着劣变程度

加重，含量逐渐增加，认为是典型的劣变标志物，其

含量可以帮助评估猪肉的劣变程度。劣变在屠宰后即

开始，即使在冷藏或冷冻条件下也会持续存在。生猪

屠宰后细胞并非没有生命，而是发生着活跃的生物学

过程，猪肉含有多种蛋白酶和脂肪酶仍可以继续活动，

分解猪肉中的蛋白质和脂质，产生多肽、游离氨基酸

和脂肪酸等，导致质量和风味的损失。

图 4 差异脂质的分类和韦恩图

Fig.4 Classification and Venny diagram of differential lipids

注：（a）分类图；（b）韦恩图。
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图 5 不同劣变程度猪肉样本的理化指标变化

Fig.5 Changes in physical and chemical indicators of chilled pork 

samples with different degrees of deterioration

注：（a）pH 值；（b）TVB-N ；（c）相关性分析。不同大写

字母（瘦肉组）和小写字母（肥肉组）表示组内差异有统计学

意义（P ＜ 0.05）。

2.6 理化指标变化

为进一步验证这些潜在劣变标志物的可靠性，将

劣变标志物与常规的理化指标进行比较。猪肉的初始

pH 值呈弱酸性（5.7~5.8），在脱冷链初期（0~12 h）

无变化，12~24 h 略有下降但不显著，脱冷链 24 h
之后，猪肉 pH 值显著升高（P ＜ 0.05）。文献评价

冷藏猪肉新鲜度的参考标准为：pH 值 5.2~6.2 为新

鲜，6.2~6.7 为可食用，6.7 及以上为变质  [27] 。参照

此标准，根据 pH 值变化，猪肉脱冷链 48 h，肥肉和

瘦肉 pH 值为 6.59 和 6.14，按分级标准依旧为可食用；

72 h 分别上升至 7.04 和 6.29，指示猪肉变质（图 5a）。
TVB-N 常作为评价肉类新鲜度和腐败的理化指标。

国家标准规定 TVB-N 值大于 15 mg/100 g 为腐败

（GB 2707-2016 食品安全国家标准 鲜（冻）畜、禽

产品）。如图 5b 所示，肥肉样品在脱冷链 72 h，其

TVB-N 值大于 15 mg/100 g（15.95 mg/100 g），瘦肉样

品在脱冷链 96 h 达到这一要求（25.61 mg/100 g）。采

用 Spearman 系数评估劣变标志物与理化指标的

相关性，由图 5c 可知劣变标志物与常规理化指标

（TVB-N 和 pH 值）有较高的相关性，相关系数均在

0.80 以上。
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图 6 不同劣变程度猪肉样本的实时识别

Fig.6 Real-time identification of chilled pork samples with 

different degrees of deterioration

注：（a）靶向增强型扫描 REIMS 质谱图；（b）实时识别。

表 2  五重交叉验证结果

Table 2 Five-fold cross validation results

谱图数 通过 失败 异常值
识别正
确率 /%

总正确
率 /%

非
靶
向

Fold 1 41 22 0 19 53.66

55.77

Fold 2 42 24 0 18 57.14

Fold 3 42 24 0 18 57.14

Fold 4 42 23 0 19 54.76

Fold 5 41 23 0 18 56.10

靶
向
增
强

Fold 1 41 41 0 0 100.00

97.60

Fold 2 42 40 0 2 95.24

Fold 3 42 41 0 1 97.62

Fold 4 42 42 0 0 100.00

Fold 5 41 39 0 2 95.12

2.7 实时识别

通过目标增强（Target Enhancement）将标志

物 m/z 353.270 3 纳入 REIMS 扫描范畴提高判别的准

确度，建立靶向增强型扫描的快速蒸发电离质谱技术

对冷鲜肉进行实时直接检测。从典型质谱上可以直接

看到靶向增强型扫描和非靶向扫描离子的强度差异

（图 6a）。使用 PCA 模型，猪肉样品清晰地分为 4 组，

劣变 0 级（0~12 h）、1 级（24 h）、2 级（48 h）、3
级（72 h），不同脱冷链时间点猪肉样本区分度较好。

通过五重交叉验证进行模型评价，将每组数据随机分

为 5 组，选取其中 4 组（80%）建立模型，剩余 1 组

（20%）数据进行训练，重复模拟测试 5 次，总识别

正确率为由 55.77%（常规非靶向采集模式）提升至

97.60%（靶向增强扫描）（表 2）。使用 Live ID 对从收

集的但未包含在模型训练集中的猪肉样本进行实时识

别，如图 6b 所示，根据所建立的模型正确识别不同劣

变程度的猪肉样本。

3  结论

本研究建立了一种基于脂质劣变标志物的靶向增

强型扫描 REIMS 方法，能够在不进行样品制备的情

况下，实现对脱冷链猪肉样本的实时、高通量区分。

对 REIMS 方法进行了优化，确定最佳电功率为 40 W。

不同猪肉样本的 REIMS 指纹图谱存在差异。在脱冷链

过程中，6 个差异脂质的丰度随脱冷链时间的延长显

著增加（P ＜ 0.05），可作为冷链劣变标志物和有效指

标。将靶向增强型扫描的快速蒸发电离质谱技术与化

学计量学方法相结合，是快速区分不同脱冷链猪肉的

有效手段。然而，由于样本量的限制，未来建立的判

别模型在准确性、可靠性和实用性方面还需要进一步

修正和验证。
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