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炎症和免疫相关代谢物定量方法结合

化学计量学鉴别猪“淋巴肉”

汪薇，江丰*，吴婉琴，陈冉，朱晓玲，李贝贝

（湖北省食品质量安全监督检验研究院，国家市场监管重点实验室（动物源性食品中重点化学危害物检测技

术），湖北省食品质量安全检测工程技术研究中心，湖北武汉 430075）

摘要：该文研究了基于炎症和免疫相关代谢物的高效液相色谱 - 串联质谱定量分析结合化学计量学鉴别 “ 淋

巴肉 ” 方法。样品经 80% 乙腈水提取，正己烷除脂。选用 BEH C18（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）色谱柱进行分

离，以 5 mmol/L 乙酸铵溶液 - 乙腈为流动相，25 min 梯度洗脱，正负离子同时扫描，建立基于 UPLC-MS/MS 的

38 种炎症和免疫相关代谢物的定量方法，并对淋巴肉和猪肉中的炎症和免疫代谢物进行定量分析，结合化学计量

学构建淋巴肉判别模型。结果表明，各目标化合物的在浓度范围内有良好的线性关系，低浓度加标回收率范围为

50.3%~118.8%，高浓度加样回收率范围为 57.0%~127.0%，RSDs 均在 20% 以下。基于 PCA 模型和 OPLS-DA 模型，

淋巴肉与猪肉两组样本能被很好地区分开，对于淋巴肉掺入比例超过 20% 的样本可以从猪肉样本中鉴别出来，R2

和 Q2 分别为 0.954 和 0.858，模型无过拟合现象，有良好的预测能力。利用炎症和免疫相关代谢物含量结合化学计

量学可以有效区分淋巴肉与猪肉样本，为淋巴肉鉴别提供了一种可靠的方法。
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Abstract: Identification of pork with lymphoid tissues based on quantitative analysis of inflammation and immunity-

related metabolites through ultra-performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS) was 

studied. Samples were extracted with 80% acetonitrile-water and degreased with n-hexane. The separation was carried 
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淋巴组织是机体的免疫器官，能反映机体的病

理状态，生猪屠宰检疫过程中淋巴结的检验是不可

缺少的环节 [1] 。淋巴结主要截留异物和各种病原微

生物，还含有大量致癌物质和内分泌激素等，食用

后可能感染疾病，危害人体健康 [2-4] ，因此会在胴体

出厂前剔除淋巴结分布较集中的组织，如颌下、支

气管及腹股沟处。2016 年某饲料油加工厂被爆出将

含有淋巴结的猪边料肉制成饺子馅，“淋巴肉”进

入人们视线，引起社会的高度关注。淋巴肉广义上

指带有比较明显淋巴结的肉 [2] 。《食品安全法》等法

律明令禁止含有三腺的肉类流向市场，属于非食品

原料 [5] 。一些不法商贩面对暴利诱惑开始打起了淋

巴肉的主意，将淋巴肉与品质好的肉搭配，制成肉

馅流入了百姓的餐桌。在经过绞碎、添加香料等多

道工序做成肉馅后，外观、口感与正常的肉馅没有

太大差别，很难区分，不仅威胁着食品供应链的安全，

扰乱了市场经济，还可能给公众健康带来风险 [6] 。

目前没有有效的淋巴肉识别和确证的技术手段。

淋巴结除过滤作用外，还会产生免疫反应 [7,8] ，

进而表现为淋巴结中免疫与炎症相关代谢物的变

化 [9] 。已有研究表明，炎症可导致犬尿氨酸相关代

谢产物犬尿氨酸、3- 羟基犬尿氨酸的波动。精氨

酸、色氨酸代谢产物如肌酸等被确定为炎症相关生

物标志物 [10] 。花生四烯酸等多不饱和脂肪酸及其衍

生物、溶血磷脂酰胆碱和磷脂酰胆碱在调节免疫和

炎症相关反应中起着至关重要的作用 [11,12] 。通过分

析炎症和免疫相关代谢物的含量为鉴别淋巴肉与可

食用猪肉提供了新的方法。这些代谢物在以往的研

究中有部分报道 [13] ，但仍缺乏具体的定量方法。免

疫与炎症相关代谢物理化性质的多样性增加了同时

制备和分析这些化合物的难度。高效液相色谱 - 串

联质谱（Ultra Performance Liquid Chromatography-
Tandem Mass Spectrometry，UPLC-MS/MS）具有抗

干扰能力强、定量准的优势，可以提高定量分析的

准确性 [14,15] 。

本文通过优化色谱和质谱参数、探索高效的前

处理条件，建立基于 UPLC-MS/MS 的 38 种炎症和

免疫相关代谢物的定性定量方法，用于淋巴肉中炎

症和免疫相关代谢物的定量分析，结合化学计量学

构建淋巴肉判别模型，为淋巴肉鉴别提供了一种可

靠的方法，为打击淋巴肉违法使用提供有力的技术

支撑，填补了淋巴肉检测方法的空白，在动物源性

食品真实性标准化中的应用打下基础。

1  材料与方法

1.1 原料与试剂

38 种标准品购于 First Standard（中国）和

CATO 公司（中国），化合物信息见表 1。
乙腈（分析纯），国药集团化学试剂有限公司；

乙腈、甲醇、乙酸乙酯、氯仿、正己烷、甲酸（色谱纯），

德国默克公司；水为经 Millipore 净化的超纯水。

猪淋巴肉样本由定点屠宰场提供，共 50 批次；

优质猪腿肉购于超市。

1.2 仪器与设备

超高效液相色谱质谱联用仪 Exion LC/Triple 
Quad 4500，美国 AB SCIEX 公司；ME203 电子天平，

梅特勒 - 托利多仪器（上海）有限公司；涡旋混合

out using a BEH C18 column (2.1 mm×100 mm, 1.7 μm), with 5 mmol/L ammonium acetate solution-acetonitrile as the 

mobile phase. Gradient elution was conducted for 25 min, and positive and negative ions were determined simultaneously. 

A quantitative method for 38 inflammation and immunity-related metabolites based on UPLC-MS/MS was established to 

quantitatively examine these metabolites in ordinary pork and pork with lymphoid tissues, and the identification model for 

the latter was constructed by chemometrics. The results reveal a good linear relationship between the target compounds in 

the concentration range of interest. The recoveries of low concentration spiked samples range from 50.3% to 118.8%, and the 

recoveries of high concentration spiked samples range from 57.0% to 127.0%, with RSDs below 20%. Based on the PCA and 

OPLS-DA models, the pork samples with lymphoid tissues and ordinary pork samples can be well identified, and the samples 

with lymphoid tissue proportions more than 20% can be distinguished from ordinary samples. The R2 and Q2 were 0.954 and 

0.858, respectively, and the model showed no over-fitting and good prediction performance. The contents of inflammation and 

immunity-related metabolites combined with chemometrics can effectively distinguish pork samples with lymphoid tissues 

from ordinary pork samples, providing a reliable method for the identification of pork with lymphoid tissues.

Key words: pork with lymphoid tissues; immunity; inflammation; chemometrics; food fraud
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器，广州得泰仪器科技有限公司；翻转混合器，艾

卡（广州）仪器设备有限公司；离心机 5810，艾本

德中国有限公司；快速溶剂蒸发仪，英国 Genevac
公司；0.22 μm 有机相微孔滤膜，天津津腾公司；超

纯水仪 Milli-Q 法国密理博公司。

1.3 标准溶液的制备

根据各化合物的溶解性，选择乙腈、丙酮、甲

醇 / 氯仿等溶剂配制质量浓度为 100 μg/mL 标准储

备液。吸取各化合物标准储备液配制成 5 μg/mL 混

合标准中间液，均在 -18 ℃避光保存。

1.4 掺假样品的制备

淋巴肉和猪肉样本分别用绞肉机绞碎，尽可

能避免样本间相互污染。将淋巴肉和猪肉按 0%、

20%、40%、60%、80% 和 100%（质量分数）的比

例混合，用搅拌机混匀 2 min，得到均匀的淋巴肉

和猪肉混合物，样品于 -20 ℃冷冻保存。

1.5 样品前处理

称取样品 5 g（精确至 0.01 g）于 50 mL 离心

管中，加入 20 mL 80% 乙腈水（体积分数），涡

旋 1 min，振荡提取 20 min，4000 r/min 离心 5 min。
取全部上清液，加入 10 mL 乙腈饱和的正己烷，涡

旋 1 min，3000 r/min 离心 3 min，弃去正己烷层，

取乙腈层 40℃氮吹至近干，用 50% 甲醇 - 水（体

积分数）溶解并定容至 1.0 mL，过 0.22 μm 滤膜，

待测定。质控样本（Quality Control，QC）是通过

所有样品等体积混合制成 [16] 。

1.6 UPLC-MS/MS分析

采用超高效液相色谱质谱联用仪测定，样本

随机排序。每 10 个样本后插入 QC 分析序列，以

监测系统的稳定性。ACQUITY UPLC BEH C18

（2.1 mm×100 mm，1.7 μm） 色 谱 柱 分 离， 柱 温

35℃，进样量 5 μL。流动相 A 为含 5 mmol/L 乙酸铵

的去离子水，流动相 B 为乙腈，流速 0.3 mL/min。
梯度洗脱条件：0~2 min，5% B ；2~8 min，5%~50% 
B ；8~17 min，50%~95% B ；17~20 min，95% B ；

20~21 min，95%~5% B ；21~25 min，5% B。
电离方式为电喷雾离子源（ESI），正、负离子

同时扫描，采集模式为多反应监测模式（Multiple 
React ion Monitor ing，MRM），电喷雾电压为

5 500V/-4 500 V，离子源温度为 550℃ /450℃，气

帘气流速为 35 L/min，雾化气流速为 55 L/min。根

据质谱响应，对每种分析物的定性定量离子对、碰

撞能量、去簇电压等质谱参数进行了优化，优化的

相关质谱参数见表 1。

1.7 方法学评价

评估了方法的线性范围、定量限（Limit of 
Quantitation，LOQs）、回收率和精密度。通过绘制

分析物的峰面积与浓度的关系构建校准曲线。根据

线性回归方程的 R2 值确定线性范围。LOQs 是根据

信噪比的 10 倍确定。方法的准确性基于回收率进

行评估，计算各化合物在低、中、高浓度三种浓度

下的回收率，每个浓度水平 6 个重复。精密度以相

对标准偏差（Relative Standard Deviations，RSDs）
表示，采用日内精密度（6 个重复）测定 [15] 。

1.8 判别模型构建

将炎症和免疫相关代谢物的定量结果形成数

据矩阵，通过化学计量学对得到的样品数据分组

进行模型构建，模型包括主成分分析（Principal 
Component Analysis，PCA）、正交偏最小二乘判

别 分 析（Orthogonal Partial Least Squares Discriminant 
Analysis，OPLS-DA）等，选择合适的模型用于淋巴

肉判别。通过置换检验对所建模型的准确度进行评估。

1.9 数据分析

试验重复 3 次，通过 Analyst 软件采集质谱数

据，MultiQuant 软件进行各化合物的定性和定量分

析。应用 SIMCA14.1 和 GraphPad Prism 5 软件对实

验数据进行统计分析和绘图。

2  结果与讨论

2.1 仪器参数优化

为达到满意的色谱分离效果，对流动相试剂、

洗脱梯度、色谱柱类型等条件进行优化。考察了 0.1%
甲酸水溶液 - 乙腈、去离子水 - 乙腈、5 mmol/L 乙

酸铵溶液 - 乙腈和 5 mmol/L 乙酸铵溶液 - 甲醇四

种流动相对各化合物色谱行为的影响（图 1），结果

显示去离子水作流动相时，基线较高且部分化合物

无法有效分离，甲酸的加入会抑制负离子化合物的

电离导致响应下降。5 mmol/L 乙酸铵可提高化合物

的离子化效率，信号响应增强，改善化合物的峰形。

相较于甲醇，流动相为乙腈时，各化合物的峰分离

度较好，保留时间分布合理。因此，选择 5 mmol/L
乙酸铵溶液 -乙腈流动相。
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图 1 不同液相条件下的色谱图

Fig.1 Chromatogram under different liquid phase conditions

注：（a）去离子水 -乙腈；（b）0.1% 甲酸水溶液 -乙腈；

（c）5 mmol/L 乙酸铵溶液 -乙腈；（d）5 mmol/L 乙酸铵溶液 -

甲醇；（e）C18 色谱柱；（f）T3 色谱柱。

比较了 ACQUITY UPLC BEH C18（2.1 mm×
100 mm，1.7 μm）和 UPLC HSS T3（2.1 mm×100 mm，

1.8 µm）两种型号色谱柱的分离效果，除精氨酸、

胍基乙酸等强极性化合物在 C18 色谱柱中的保留不

足外，大多数化合物在 C18 柱中均有较好的保留，

响应和峰形优于 T3 柱（图 1）。综上，选用 BEH C18

色谱柱进行分离，以 5 mmol/L 乙酸铵溶液 -乙腈为

流动相，25 min 梯度洗脱，正负离子同时扫描，各

目标化合物响应、峰形、分离度较好，灵敏度高，

满足定量分析的要求，色谱图如图 2 所示。

图 2  目标化合物正负离子同时扫描模式下的 TIC 图

Fig.2 Total ion chromatogram (TIC) of target compounds in 

simultaneous scanning mode of positive and negative ions

注：（a）正离子；（b）负离子。
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2.2 样品前处理优化

样品制备是同时从基质中提取所有不同理化性

质的分析物，有效去除基质干扰，提高方法灵敏度

的关键步骤 [15] 。目标化合物表现出不同的理化性质，

覆盖范围不仅包括亲水化合物，如氨基酸类，还包

括疏水化合物，如甾醇激素类 [11] ，需要优化提取方

法，以满足尽可能广泛覆盖目标化合物。乙腈、乙

酸乙酯、甲醇、氯仿等溶剂对极性和非极性化合物

都有较强的萃取能力，广泛用于广靶代谢物的提

取 [16-18] 。以猪肉为典型基质，比较了甲醇、乙腈、

乙酸乙酯、80% 乙腈水（体积分数）、甲醇 - 二氯

甲烷（1:1，体积分数）五种溶剂提取下目标化合物

的回收率，如图 3 所示。

图 3 不同溶剂对部分典型化合物提取效率的影响

Fig.3 Effects of different solvents on extraction efficiency of

 typical compounds

由结果可知，乙腈在提取目标物的同时能较好

的沉淀蛋白，提取效率优于甲醇。乙酸乙酯对极性

化合物提取率低，且会提取大量基质中的非极性组

分，干扰分析。80% 乙腈水对极性化合物有较好的

提取效果，对疏水性化合物提取率略低于乙腈。乙

腈在提取肉类样本时，样本极易成团包裹目标物，

加入水可使样本分散均匀，有利于目标化合物的释

放和提取。因此，选择 80% 乙腈水（体积分数）作

为提取溶剂。考虑到样本脂肪含量高，基质干扰严重，

造成仪器堵塞和污染，采用液液萃取净化，样本经

80%乙腈水提取后，加入乙腈饱和的正己烷除脂净化。

2.3 方法学评价

如表 1 所示，各化合物在浓度范围内有良好的

线性关系，除胍基乙酸、左旋肉碱和胆酸外，其余

化合物的相关系数均大于 0.99。低浓度（LOQs 和
2 倍 LOQs）加标回收率范围依次为 50.3%~118.8%，

41.8%~114.5%，高浓度（10 倍 LOQs）加标回收率

范围为 57.0%~127.0%，RSDs 均在 20% 以下（表 2）。
结果表明，方法的准确度和精密度均能满足定量分

析的要求，该方法具有良好的性能。

2.4 方法在淋巴肉样本分析中的应用

根据所建立的方法，对实际样品进行分析，正、

负离子模式下淋巴肉和猪肉的典型色谱图如图 4。测

定了淋巴肉和猪肉样本中免疫与炎症相关代谢物的

含量，计算 QC 样品间各化合物的变异系数（表 2），
所有化合物 RSDs 均小于 20%，其中 RSDs 小于

15% 的化合物占 82.5%，表明在真实样品分析过程

中，该方法具有较好的稳定性和适用性。

图 4  淋巴肉和猪肉的典型色谱图

Fig.4 Thetypical base peak chromatograms (BPCs) of 
lymphatic meat and pork in both positive and negative ion mode

注：（a）和（b）为淋巴肉，（c）和（d）为猪肉。
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为揭示淋巴肉与猪肉样本中炎症和免疫相关代

谢物的整体差异，基于所有目标化合物定量结果构建

主成分分析（PCA）模型，以评价组内样本的相似性

和组间样本的总体差异。结果表明，所有 QC 样本均

集中分布在坐标轴中间，说明样本间分离是由于组

间的差异变量、而非分析过程中的差异造成 [19] 。淋

巴肉与猪肉两组样本能被很好地区分开，分离度较

好（图 5a）。通过 Hotelling’s T2 检验，模型中无超过

置信区间 95% 的样本点，无异常值存在（图 5b）。

图 5  淋巴肉和猪肉组的 PCA 得分图和 Hotelling’s T2 检验

Fig.5 PCA plots and Hotelling’s T2 of metabolite in 

lymphatic meat and pork

注：（a）PCA 得分图；（b）Hotelling’s T2 检验。

对于实际掺假产品，淋巴肉可能与猪肉混合。

因此，制备不同掺假比例的淋巴肉与猪肉样本（0%、

20%、40%、60%、80% 和 100%，质量分数），制

成肉糜，模拟市场流通的掺假淋巴肉肉馅，以评价

所建立的基于炎症和免疫相关代谢物定量方法结合

化学计量学模型在预测淋巴肉掺假比例方面的有效

性。如图 6 所示，通过正交偏最小二乘判别分析

（OPLS-DA）可以有效地将不同掺假比例的样本在

得分图上进行分离，样本点分布与淋巴肉掺假含量

递增呈线排列。在这些样本中，淋巴肉含量高的样

本（40%~100%）分布在第一和第四象限，而淋巴

肉含量低（0%~20%）的样本分布在第二和第三象

限（图 6a）。结果表明当淋巴肉与猪肉混合后，混

合样本组成发生了变化，淋巴肉掺入比例低至 20%
的样本能准确分类识别。R2X 和 R2Y 分别表示所建

模型对 X 和 Y 矩阵的解释率，Q2 表示模型的预测能

力，当 R2 值接近 1 且 Q2 值大于 0.6 时，认为建立的

模型是可靠的 [20,21] 。模型的 R2X 和 R2Y 分别 0.796、
0.954，表明模型具有良好的拟合性。同时，得到的

Q2 值为 0.858，表明模型具有较好的预测能力。为避

免数据出现过拟合现象，对模型进行置换检验，置

换检验中 Q2 在 Y 轴上的截距小于 0 则认为模型无

过度拟合。对 OPLS-DA 模型进行 200 次置换检验

分析（图 6b），结果显示置换检验产生的 Q2 的截距

为 -0.356，说明模型合理没有发生过拟合，模型可靠。

图 6  不同掺杂比例样本组的 OPLS-DA 图和置换检验

Fig.6 OPLS-DA plot and permutation test plot of sample 

groups with different doping ratios of lymphatic meat and pork

注：（a）OPLS-DA 图；（b）200 次置换检验。

以上多元统计分析表明，利用炎症和免疫相关

代谢物含量差异可以有效区分淋巴肉与猪肉样本，

对于淋巴肉掺入比例超过 20% 的样本可以从猪肉样

本中鉴别出来。

3  结论

在本研究中，为了快速表征免疫和炎症相关代

谢物的变化，我们开发了一种基于 UPLC-MS/MS
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的 38 种炎症和免疫相关代谢物定量分析方法，并

结合化学计量学构建判别模型，应用于淋巴肉的分

析和鉴别。各目标化合物的在浓度范围内有良好的

线性关系，除胍基乙酸、左旋肉碱和胆酸外，其余

化合物的相关系数均大于 0.99。低浓度加标回收率

范围为 50.3%~118.8%，高浓度加样回收率范围为

57.0%~127.0%，RSDs 均在 20% 以下，方法评价证

明了所建立方法的有效性。根据所建立的方法，分

析了淋巴肉和猪肉样本中免疫与炎症相关代谢物的

含量，利用 PCA 和 OPLS-DA 模型可以将不同掺假

比例的淋巴肉与猪肉有效区分。该方法可以为筛选

淋巴肉和猪肉之间的差异标志物提供初步的数据支

持，同时为鉴别淋巴肉提供一种新思路，有望为未

来筛选能够有效判定淋巴肉掺杂的手段提供依据。
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