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用于质谱检测的芝麻过敏原高效提取方法比较
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摘要：芝麻是八大类过敏原食物之一，近年来随着芝麻及其衍生产品销量的持续增长，芝麻过敏病例逐渐上升，因此

对芝麻过敏原的检测尤为重要。质谱法可以实现过敏原精准检测，而过敏原蛋白的高效提取是其有效识别的前提和基础。

目前，主要以芝麻榨油副产物或生芝麻为研究对象进行芝麻蛋白提取优化研究。为了深入探究加工食品中芝麻过敏原蛋白

的提取方法，以生芝麻、熟芝麻及芝麻加工制品为靶标，优化芝麻蛋白提取条件。根据蛋白粗提液中质谱鉴定等结果，确

定加工制品中芝麻蛋白的最佳提取方法。结果表明，使用尿素缓冲溶液（50 mmol·L-1 Tris-HCl+7 mol·L-1
尿素 +2 mol·L-1

硫脲 + 质量分数 4% CHAPS，pH 值 8.5），在振荡结合超声提取 40 min 的条件下，可有效提取加工制品中芝麻蛋白。即使

是经过加工的熟芝麻，蛋白提取质量浓度也可达到 20 mg·mL-1
以上。使用该蛋白提取条件能高效提取加工制品中芝麻蛋白，

为质谱法痕量检测芝麻过敏原提供技术支撑，有助于芝麻过敏原标签标识的建立。
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Abstract: Sesame is one of the eight major allergenic foods, and with the increasing consumption of sesame-based products 

in recent years, the incidence of sesame allergy has risen accordingly. Accurate detection of sesame allergens is therefore of crucial 

importance for food safety. Mass spectrometry provides a reliable approach for allergen identification; however, efficient extraction 

of allergenic proteins is a critical prerequisite for successful detection. Most existing studies on sesame protein extraction focus 

on raw sesame seeds or sesame oil by-products. To optimize extraction methods for sesame allergens in processed foods, both raw 

sesame and processed sesame products were used as test samples. Based on mass spectrometric identification of proteins in crude 

extracts, an optimal extraction method for sesame allergen proteins in processed products was established. The results showed that 

sesame proteins from processed products could be effectively extracted using a urea-based buffer system (50 mmol·L-1 Tris-HCl, 

7 mol·L-1 urea, 2 mol·L-1 thiourea, and 4 wt.% CHAPS, pH value 8.5) combined with shaking and ultrasonic treatment for 40 min. 
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芝麻（Sesamum indicum L.），被广泛种植的油料

作物，年产量高达数百万吨 [1] 。芝麻营养成分丰富，

包括质量分数 44%~57% 的脂质、18%~25% 的蛋白质、

13%~14% 的碳水化合物、2.46% 的矿物质和 0.088%
的多酚 [2,3] 。因其受热后散发香气，具有良好的感官性

状和营养价值，被广泛应用于食品行业 [4-6] 。然而，芝

麻存在致敏风险，在 2021 年 5 月 10 日，根据流行病学、

效力、过敏反应严重程度，粮农组织 / 世界卫生组织

食品过敏原风险评估专家会上，提出拟将芝麻替代大

豆，列为八大类食物过敏原之一 [7] 。芝麻过敏在英国、

美国等多个国家都有报道，目前已有许多国家（例如

美国、澳大利亚、加拿大等）强制性要求在食品中对

芝麻成分进行过敏原标识 [8-10] 。

稳定可靠的检测方法有助于芝麻过敏原标签标识

的建立，以酶解肽段为靶标的质谱法已经成为检测加

工食品中过敏原蛋白的有效方法，其不仅具有高灵敏

度和准确度还能同时检测多种蛋白 [11] 。然而，高效准

确的蛋白提取方法是建立质谱检测过敏原蛋白方法的

先决条件之一，蛋白提取效果直接影响定量结果稳定

性 [12] 。目前，芝麻蛋白的提取研究主要存在以下两种

情况：一方面主要围绕芝麻榨油副产物芝麻粕，采用

低共熔溶剂法 [13,14] 、水酶法 [15] 、碱溶酸沉法 [16] 等提取

芝麻粕中的蛋白，实现蛋白高值化利用，减少蛋白资

源的浪费。另一方面，优化芝麻蛋白提取方法实现过

敏原蛋白的灵敏检测。然而，芝麻过敏原蛋白的提取

往往以未加工的原材料为样品，确定合适的蛋白提取

条件。如 Ma 等 [17] 以生芝麻为样品确定硫脲混合溶液

进行芝麻蛋白提取。然而，利用该方法提取加工制品

中芝麻蛋白时，加工制品样品易出现凝聚成团的现象，

导致蛋白得率较低。研究表明，加工工艺会改变芝麻

过敏原蛋白的二级结构进而影响蛋白提取 [18] ，加工食

品中芝麻蛋白的提取成为质谱法检测芝麻过敏原需要

突破的技术瓶颈。因此，以芝麻深加工产品为靶标，

优化芝麻蛋白提取方法，提高加工制品中芝麻蛋白提

取得率，具有一定意义。

采用生芝麻、熟芝麻以及实验室制备的芝麻加工

制品作为样品，对加工制品中芝麻蛋白的提取方式、

提取时间等开展了优化研究。基于超高效液相色谱串

联质谱和软件分析，对芝麻蛋白粗提液中七种芝麻过

敏原蛋白进行鉴定，从而确定加工食品中芝麻蛋白的

最佳提取方法，为质谱精准检测芝麻过敏原蛋白提供

基础。确定高效的芝麻蛋白提取方法，为质谱法痕量

检测芝麻过敏原提供技术支撑，有助于芝麻过敏原标

签标识的建立，保护芝麻过敏患者健康。

1  材料与方法

1.1 材料与试剂

生白芝麻和生黑芝麻，中国农业科学院油料作

物研究所提供。利用翻炒、油炸、烘烤、水煮、蒸

制和研磨这六种加工工艺制备芝麻加工制品作为

样品。

三（羟甲基）氨基甲烷（Tris(hydroxymethyl）
Aminomethane, Tris）、 碳 酸 氢 铵（Ammonium 
Bicarbonate, ABC）、3- [（3- 胆固醇氨丙基）二甲基氨

基 ] -1- 丙 磺 酸（3- [（3-Cholesterol Aminopropyl）Di
methylamino] -1-Propanesulfonic acid, CHAPS）、尿素、

硫脲、二硫苏糖醇（Dithiothreitol, DTT）及碘乙酰胺

（Iodoacetamide, IAA）购自美国 Sigma-Aldrich 公司；

水、乙腈、甲酸、正己烷、胰蛋白酶（色谱纯），美国

Thermo Fisher Scientific 公司；1.5 mol·L-1 Tris-HCl（pH
值 8.8）、1.0 mol·L-1 Tris-HCl（pH 值 6.8）、体积分数

为 30% 的丙烯酰胺、过硫酸铵、蛋白标准 Marker、
四甲基乙二胺，购自美国 Bio-Rad 公司；考马斯亮蓝

R250，上海源叶生物科技有限公司；0.22 μm 滤膜，

德国 Merck Millipore 公司；5 kDa 超滤离心管，德国

Sartorius 公司。

1.2 仪器与设备

10~1 000 μL 移液枪，真空旋转蒸发仪，5910 Ri
冷冻离心机，德国 Eppendorf 公司；PowerPac Basic
型凝胶电泳仪，美国 Bio-Rad 公司；K38FK613 烤

箱，中国苏泊尔股份有限公司；HNDSY800 型水浴摇

床，德国 Wiggens 公司；WNB7 7 L 电热水浴锅，德

国 Memmert 公司；L12-P726 破壁机，中国九阳电器

有限公司；Triple-TOF® 6600 高分辨质谱仪，美国 AB 
Sciex 公司；Nexera X2 液相色谱仪，日本 Shimadzu
公司；Xbridge Peptide BEH C18 色谱柱（4.6 mm×150 mm，

3.5 μm，300 Å），美国 Waters 公司。

Under these conditions, protein concentrations exceeding 20 mg·mL-1 were obtained, even from processed sesame samples. Efficient 

extraction of sesame proteins under these conditions provides technical support for trace detection of sesame allergens using mass 

spectrometry and contributes to the establishment of accurate sesame allergen labelling. 

Key words: sesame; allergen proteins; protein extraction; processed foods; mass spectrometry detection 
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1.3 实验方法

1.3.1 样品制备

对市售商品及常见芝麻制品的种类进行调研，加

工工艺主要为翻炒、油炸、烘烤、水煮、蒸制和研磨。

因此选择了这六种常见且广泛应用的加工工艺在实验

室制备芝麻模拟加工制品（图 1）。
（1）熟芝麻：取 100 g生芝麻清洗沥干，中火（900 W）

翻炒 10 min。少量多次放入组织研磨机研磨，密封保

存于冰箱。

（2）芝麻球：将 100 g 生芝麻、500 g 糯米粉和温

水混合揉成面团。将面团均分为 10 g，揉成球状，120 ℃
油炸 15 min，待芝麻球膨胀浮起，160 ℃油炸 1 min
定型。

（3）芝麻酱：以 10:1 质量比，在熟芝麻中加入芝

麻油，利用破壁机研磨至均一细腻的酱状，大约 5 min，
制成芝麻酱。

（4）芝麻包：500 g 面粉、5 g 发酵粉和温水（约

40 ℃）混合揉成面团，室温下发酵 30 min。发酵的面

团平均分成约 10 g，擀成薄饼状，加入 5 g 熟芝麻粉

作为馅料，制成芝麻包，醒发 30 min，开水（100 ℃）

蒸制 15 min。
（5）芝麻饼干：将 100 g 生芝麻、500 g 面粉和温

水（约 40 ℃）混合揉成面团。将面团均分为 5 g，按

压成饼干，烤箱预热（120 ℃，10 min），180 ℃烘烤

20 min。
（6）芝麻汤圆：500 g 糯米粉与温水（约 40 ℃）

混合揉成面团，平均分成 10 g，按压成薄饼，放入 2 g
熟芝麻粉做为馅料，包裹为生汤圆。锅内水沸腾放入

汤圆，水煮（100 ℃，10 min）。

图 1 实验室制备的芝麻加工制品

Fig.1 The sesame processed products prepared in the laboratory

注：1 ：白芝麻制品；2 ：黑芝麻制品；A ：翻炒；B ：研磨；

C ：油炸；D ：烘烤；E ：蒸制；F ：水煮。

1.3.2 蛋白提取

表 1  芝麻蛋白提取条件优化的样品信息

Table 1 Sample information for optimizing the extraction 

conditions of sesame protein

加工工艺 样品 编号

油炸
白芝麻球 YZ1

黑芝麻球 YZ2

翻炒
白芝麻 FC1

黑芝麻 FC2

水煮
白芝麻汤圆 SZ1

黑芝麻汤圆 SZ2

蒸制
白芝麻包 ZZ1

黑芝麻包 ZZ2

研磨
白芝麻酱 YM1

黑芝麻酱 YM2

烘烤
白芝麻饼干 HK1

黑芝麻饼干 HK2

对芝麻制品进行脱脂处理，具体操作为：研钵中

放入适量芝麻制品，液氮冷冻条件下使用组织研磨机

研磨。按照制品 : 己烷 =1:5（m/V）的比例加入己

烷，室温下搅拌 20 min 后进行离心（4 000 r·min-1，

10 min）。弃去上清，脱脂重复三次。放置于通风橱

使己烷完全挥发，脱脂样品于 -80 ℃保存。称取 1 g
脱脂样品，加入 10 mL 蛋白提取缓冲溶液（溶液 A，

0.1 mol·L-1 ABC+0.5 mol·L-1 NaCl，pH 值 7.2 ；溶液 B，
50 mmol·L-1 Tris-HCl+7 mol·L-1 尿素，pH 值 8.5 ；溶

液 C，50 mmol·L-1 Tris-HCl+7 mol·L-1 尿素 +2 mol·L-1

硫脲 + 质量分数为 4% 的 CHAPS，pH 值 8.5），涡旋

1 min，室温下振荡提取 30 min，水浴超声 30 min。离

心（12 000 r·min-1，20 min），清液过 0.22 μm 滤膜，

按照说明书使用 QubitTM 试剂盒测定蛋白质量浓度。

为确定加工制品中芝麻蛋白辅助提取方式，以实

验室模拟自制的 12 份芝麻加工制品（表 1）为样品，

按照上述蛋白提取流程，分别采用振荡 40 min，超声

40 min 和振荡 20 min 结合超声 20 min 这三种辅助蛋

白提取方式进行芝麻粗蛋白提取，并设置振荡和超声

各自处理的不同时间（5、10、20、30、40 min），根

据提取蛋白的质量浓度确定合适的蛋白提取辅助提取

条件。

1 . 3 . 3  十二烷基磺酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳

（Sodium Dodecyl Sulfonate Polyacrylamide Gel 
Electrophoresis, SDS-PAGE）分析

制备丙烯酰胺体积分数分别为 12% 分离胶和 5%
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浓缩胶。稀释样品蛋白提取溶液至 1 mg·mL-1，以 1:1
体积比加入上样缓冲液，热水浴（95 ℃，10 min）。吸

取 10~20 μL 上样，开启电源，在 4 ℃环境下电泳。总

流程为 80 V，约 20 min ；120 V，约 90 min。使用考

马斯亮蓝 R250 染色液染色。弃去染色液，加入脱色

液（体积分数为 10% 乙酸，25% 甲醇和 65% 超纯水），

脱色后分析图像。

1.3.4  蛋白酶解消化

蛋白酶解消化采用膜上酶解。对蛋白质量浓度

进行标准化以便质谱分析，根据蛋白质量浓度，取含

200 μg 蛋白的粗提液于离心管，加入质谱水至总体积为

50 μL。加入 120 mmol·L-1 DTT 溶液 10 μL，水浴（37 ℃，

1 h），进行还原反应。加入 600 mmol·L-1 IAA 溶

液 10 μL。室温避光 15 min，进行蛋白烷基化反应。将

液体转移至 5 kDa 超滤膜上，加入 100 μL 50 mmol·L-1

 ABC 溶液，离心（12 000 r·min-1, 15 min），重复三次，

降低尿素质量浓度。加入 1 μg·μL-1 胰蛋白酶 4 μL，37 ℃
水浴过夜。离心（12 000 r·min-1，20 min）后，重复三

次加入 100 μL 25 mmol·L-1 ABC 溶液，离心（12 000 r·min-1，

15 min）。去掉超滤膜，超滤管放入真空旋转蒸发仪，

重复 3 次加入 100~200 μL 质谱水，干燥。加入 100 μL
流动相 A，涡旋混匀，离心（10 000 r·min-1，10 min），
吸取 80 μL 液体至液相小瓶，4 ℃短期保存。

1.3.5  超高效液相色谱串联质谱分析

按以下参数设置超高效液相色谱串联质谱分析条件：

参考李丽芳等 [19] 研究设置色谱条件：色谱柱为

Xbridge Peptide BEH C18（4.6 mm×150 mm，3.5 μm，

300 Å，Waters 公司）；A 相为体积分数 98% 水、2%
乙腈及 0.1% 甲酸；B 相为体积分数 98% 乙腈、2%
水及 0.1% 甲酸；流速为 0.25 mL·min-1 ；柱温 40 ℃；

进样 5 μL ；按照流动相体积分数，梯度洗脱程序

为：0~0.5 min，5%~8% B ；0.5~0.6 min，8%~12% B ；

0.6~25 min，12%~30% B ；25~30 min，30%~35% B ；

30~30.5 min，35%~80% B ；30.5~38 min，80% B ；

38~38.5 min，80%~5% B ；38.5~50 min，5% B。
参考房芳等 [20] 研究设置质谱条件：Nanospray Ⅲ离

子源（ESI+）；离子喷雾电压 2500 V；雾化气 41.37 kPa ；

气帘气 206.84 kPa ；温度 150 ℃；信息依赖型采集工

作模式；TOF MS 350~1 500 m/z，Q1 扫描累计时间

250 ms ；TOF MS/MS 100~1 500 m/z，100 ms ；阈值

120 cps ；Q1 电荷 +2~+5 ；动态排除时间 20 s ；循环时

间 2 s ；运行 50 min。

1.4 数据处理

实验均重复 3 次，结果表示为平均值 ± 标准差，

使用 IBM SPSS Statistics 20 对试验数据进行方差分析

确定差异显著性（P ＜ 0.05 表示有显著性差异），使用

Origin 2022 和 GraphPad Prism 8.0.2 进行图表绘制。

2  结果与讨论

2.1 不同缓冲溶液对样品粗提液蛋白含量的影响

2.1.1 三种缓冲溶液提取蛋白质量浓度的比较

采用三种不同的缓冲溶液（溶液 A，0.1 mol·L-1 
ABC+0.5 mol·L-1 NaCl，pH 值 7.2 ；溶液 B，50 mmol·L-1 
Tris-HCl+7 mol·L-1 尿素，pH 值 8.5；溶液 C，50 mmol·L-1 
Tris-HCl+7 mol·L-1 尿素 +2 mol·L-1 硫脲 + 质量分数 4%
的 CHAPS，pH 值 8.5），提取生白芝麻、生黑芝麻、

熟白芝麻和熟黑芝麻的蛋白，并测定质量浓度。图 2
表明，无论是生芝麻还是熟芝麻，溶液 C 提取的蛋白

质量浓度最高（可达到 20 mg·mL-1 以上），质谱响应

强度最强，优于 Ma 等 [17] 研究中的蛋白提取效果。溶

液 C 提取的蛋白质量浓度显著高于溶液 B，这表明溶

液 C 含有的硫脲和 CHAPS 进一步促进了样品中蛋白

质的溶解，从而提高了蛋白提取得率和质谱响应强度。

这与大豆制品中蛋白提取方法的研究结果一致，使用

含有变性剂的缓冲溶液能提高蛋白粗提液质量浓度 [21] 。

硫脲和尿素两种变性剂共同使用更好地破坏了蛋白质

分子间形成的氢键，促使蛋白变性 [22] 。同时，CHAPS
作为一种两性离子表面活性剂，增强了蛋白质的溶解度，

促进芝麻蛋白的溶解和提取，提高蛋白提取得率 [23] 。
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图 2 不同缓冲溶液对芝麻蛋白质量浓度及质谱响应

强度的影响

Fig.2 The effect of different buffer solutions on sesame protein 

concentration and mass spectrometry response intensity

注：小写字母不同表示差异显著（P ＜ 0.05）。

2.1.2 三种缓冲溶液提取蛋白的SDS-PAGE分析

图 3 芝麻蛋白提取溶液的 SDS-PAGE 分析

Fig.3 SDS-PAGE analysis of sesame protein extraction solution

注：M ：Marker ；A ：0.1 mol·L-1 ABC+0.5 mol·L-1 NaCl，

pH 值 7.2 ；B ：50 m mol·L-1 Tris-HCl+7 mol·L-1
尿素，pH 值 8.5 ；

C ：50 mmol·L-1 Tris-HCl+7 mol·L-1
尿素 +2 mol·L-1

硫脲 + 质量

分数 4% CHAPS，pH 值 8.5 ；1 ：生白芝麻；2 ：生黑芝麻；3 ：

熟白芝麻；4 ：熟黑芝麻。

稀释蛋白粗提液，取一定量蛋白进行 SDS-PAGE
分析。SDS-PAGE 可以根据相对分子量对粗提液中的

蛋白质进行分离，蛋白条带能够反映蛋白质分布及丰

度。结果表明（图 3），三种缓冲溶液提取的蛋白条

带清晰且全面。相较而言，在低分子（ ＜ 15 kDa）和

高分子（ ＞ 37 kDa）区域，溶液 A 提取的蛋白条带强

度低于其他两种缓冲溶液。这可能是由于溶液 B 和溶

液 C 中含有尿素，在提取过程中促进蛋白发生变性，

更利于提取  [24] 。这与从巧克力样品中提取花生过敏

原蛋白的研究结果一致，使用较高摩尔浓度的尿素

可以有效提高花生蛋白提取效率  [21] 。即使是经过翻

炒的熟芝麻样品，使用含有尿素的提取溶液 B 和 C
进行蛋白提取，得到的蛋白条带强度依然较高。因此

与溶液 A 相比，含有尿素的溶液 B 和溶液 C 更适合提

取经过加工的样品。

2.2 不同缓冲溶液对对质谱鉴定过敏原蛋白的
影响

2.2.1 三种缓冲溶液提取芝麻过敏原蛋白的比较

目前国际免疫学会联合会确认的芝麻过敏原有 7
种（Ses i 1~Ses i 7）。登录 UniProt 数据库获取七种

芝麻过敏原蛋白氨基酸序列等信息（访问日期：2023
年 7 月 6 日），导入 ProteinPilot 软件作为数据库，借

助该软件解析质谱谱图。鉴定结果表明，三种缓冲液

提取的蛋白粗提液均检出七种芝麻过敏原蛋白。但

溶液 C 提取的蛋白粗提液在特异性肽段数量、蛋白

覆盖率等指标上显著优于其他两组：特异性肽段方

面，溶液 C 蛋白粗提液中可鉴定到 3~5 条非冗余特

异性肽段（如 Ses i 3 的 IPYVFEDQHFITGFR、Ses i 
5 的 APHLQLQPR 等），而溶液 A 和 B 仅检出个别

肽段；鉴定覆盖率方面，溶液 C 的蛋白平均序列覆盖

率达 62.3%，较溶液 A（41.5%）和溶液 B（53.1%）

提升显著（P ＜ 0.05）。该结果表明溶液 C 提取到的

粗芝麻蛋白溶液中，七种芝麻过敏原蛋白的提取量

占比较高，为建立精准稳定的芝麻过敏原质谱检测

方法提供基础。为评估蛋白质总平均亲水性（Grand 
Average of Hydropathicity, Gravy），将鉴定得到的肽

段序列（去重）导入在线工具 Expasy（https://web.
expasy.org/protparam/）。Gravy 值为正，表示疏水性

蛋白；Gravy 值为负，表示亲水性蛋白。结果显示，

使用缓冲溶液 C 提取的蛋白粗提液中被鉴定的蛋白

Gravy 值（-0.681）高于另外两种缓冲溶液（-0.702
和 -0.715）。这说明，缓冲溶液 C 提取的蛋白粗提液

中疏水蛋白（如芝麻过敏原蛋白 Ses i 4 和 Ses i 5）
含量较高，可能是因为两性离子表面活性剂 CHAPS
对疏水性蛋白具有增溶作用，提高疏水蛋白在水溶液

中的溶解性 [25] 。
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2.2.2 三种缓冲溶液提取芝麻蛋白水解肽段的比较

选择含有 200 μg 蛋白的粗提液发生还原化和烷基

化反应，质谱上样检测，比较三种缓冲溶液提取的粗

蛋白溶液中能鉴定到的七种芝麻过敏原蛋白的肽段数

量。分别以生芝麻和熟芝麻为样品，进行蛋白提取和

胰蛋白酶消化，质谱鉴定结果（图 4）表明熟芝麻中

过敏原蛋白水解肽段数量低于生芝麻。这与烘焙影响

花生过敏原 Ara h 1 的研究结果相似，经过加工处理后，

过敏原蛋白可鉴定到的肽段数量减少 [26] 。这可能是由

于翻炒改变了蛋白空间构象：蛋白质结构变化导致部

分酶切位点掩盖，形成较大分子质量的多肽；蛋白结

构也可能变得疏松，内部的酶切位点暴露于表面，形

成分子质量更小的多肽。这两种情况产生的多肽超出

设定的分子质量检测范围，因此肽段的数量减少。与

其他两种缓冲溶液相比，使用溶液 C 提取的蛋白溶液

可以鉴定到最多的芝麻过敏原蛋白水解肽段，并且熟

芝麻中的水解肽段也大幅度增加。这可能是因为尿素、

硫脲及 CHAPS 共同作用，促进了更多蛋白溶解，也

使蛋白结构更加疏松伸展。酶切位点的充分暴露导致

熟芝麻样品中可鉴定的酶解肽段的数量增加（350 条

以下提高至 400 条以上），降低了与生芝麻样品肽段数

量之间的差距，有利于质谱方法的准确检测。

图 4 不同缓冲溶液对质谱鉴定芝麻过敏原肽段的影响

Fig.4 The effect of different buffer solutions on mass 

spectrometry identification of sesame allergen peptides 

注：小写字母不同表示差异显著（P  ＜  0.05）。

2.3 加工制品芝麻过敏原蛋白提取的其他条件
优化

确定使用含有 7 mol·L-1 尿素、2 mol·L-1 硫脲和质

量分数 4% 的 CHAPS 的 50 mmol·L-1 Tris-HCl 作为缓

冲溶液进行芝麻粗蛋白的提取。为提高加工制品中芝

麻蛋白提取效率，选择实验室模拟自制的 12 份芝麻加

工制品（表 1）作为样品，比较三种辅助蛋白提取方

式（振荡、超声、振荡与超声结合），并确定合适的提

取时间，优化蛋白提取条件。

2.3.1 辅助蛋白提取方式的优化

针对大豆、花生等油料作物进行蛋白提取时，辅

助蛋白提取方式主要为振荡和超声 [27] 。因此选择振

荡、超声和振荡与超声结合这三种辅助蛋白提取方式，

依据粗提液蛋白质量浓度确定合适的蛋白辅助提取方

式。以 12 份实验室模拟制品为样品，加入缓冲溶液

C，在室温下分别采用振荡 40 min，超声 40 min 和

振荡 20 min 结合超声 20 min 这三种辅助蛋白提取方

式进行加工制品中芝麻粗蛋白的提取。图 5 结果表明，

虽然在油炸、翻炒、蒸制制品中，超声提取 40 min 所

得蛋白质量浓度略高于其他两种辅助蛋白提取方式，

但是从整体来看，使用超声和振荡结合超声这两种辅

助蛋白提取方式所提取的粗蛋白质量浓度差异并不显

著。相关研究表明，长时间超声（30 min 以上）可能

会破坏蛋白结构，使目标蛋白水解肽段的峰面积下降，

导致定量结果低于实际值 [28] 。为了实现加工制品中芝

麻蛋白的高效提取和质谱法的灵敏检测，选择超声和

振荡结合辅助的方式进行加工制品中芝麻蛋白提取。

图 5 不同辅助蛋白提取方式对蛋白质量浓度的影响

Fig.5 The influence of different auxiliary protein extraction 

methods on protein concentration 

2.3.2 辅助蛋白提取时间的优化

确定辅助蛋白提取方式为振荡和超声相结合，对

辅助蛋白提取时间进行优化。以 12 份芝麻加工制品为

样品，设置振荡和超声各自处理的不同时间（5、10、
20、30、40 min），根据提取蛋白的质量浓度确定合适

的提取时间。从图 6 可以看出，部分样品的蛋白质量

浓度随着提取时间的延长而不断提高。当振荡和超声

各自处理 20、30 和 40 min 时，多数加工制品粗提液

的蛋白质量浓度没有明显差异。为减少蛋白提取时间，

将时间确定为振荡和超声各自处理 20 min。与超声波

辅助提取芝麻饼粕中芝麻蛋白的水酶法 [15] 相比，超声

提取时间由 60 min 缩短至 20 min。不仅减少了长时间
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超声处理对蛋白质结构和目标过敏原蛋白酶解肽段的

影响，也有效提高加工制品中芝麻蛋白的得率，便于

后续加工制品中芝麻过敏原蛋白质谱灵敏检测方法的

建立。

图 6 振荡和超声结合不同时间对芝麻制品

提取蛋白质量浓度的影响

Fig.6 The effect of combining oscillation and ultrasound at 

different times on protein concentration extraction from 

sesame products

注：a 为白芝麻制品；b 为黑芝麻制品。

3  结论

芝麻过敏原的精准识别对标签标识及风险预警有

重要意义，液质联用技术为其检测提供有力支撑。前

期研究表明，使用不同溶液提取芝麻蛋白会影响质谱

检测灵敏度，关乎定量结果的精准度。因此，高效准

确的芝麻蛋白提取方法是建立加工食品中芝麻过敏原

蛋白质谱检测方法的重要基础。本研究以生芝麻、熟

芝麻及实验室制备的芝麻加工制品为样品，根据粗

提液的蛋白质量浓度、蛋白分布及质谱鉴定结果，确

定含有 7 mol·L-1 尿素、2 mol·L-1 硫脲和质量分数 4% 
CHAPS 的 50 mmol·L-1 Tris-HCl 缓冲溶液作为蛋白提

取液。以 12 份芝麻加工制品为样品，确定振荡和超声

结合辅助提取 40 min 的方式，能有效提取加工制品中

的芝麻蛋白，质量浓度可达 20 mg·mL-1 以上。与已有

的芝麻蛋白提取研究相比，本研究以芝麻及其加工制

品作为样品，确定的方法更适用于加工制品中芝麻蛋

白的提取，具有实际意义。本研究所进行的加工食品

中芝麻蛋白的提取方法优化研究可为痕量检测芝麻过

敏原的质谱法提供技术支撑，有助于芝麻过敏原标签

标识的规范，保护芝麻过敏患者健康。
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