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前言

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则  第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定起草。
请注意本文件的某些内容可能涉及专利。本文件的发布机构不承担识别专利的责任。
本文件由浙江省食品学会提出。
本文件由浙江省食品学会归口。
本文件起草单位：南开大学、浙江工商大学、杭州海关技术中心。
本文件主要起草人：王敏、傅玲琳、
食品中多种植源性过敏原同步定量确证
同位素稀释质谱法
范围
本标准规定了加工食品中小麦、大豆、花生、榛子、核桃、杏仁、腰果和芝麻过敏原定量确证液相色谱-串联质谱检测方法。 
本标准适用于饼干、巧克力、冰淇淋、早餐谷物、奶制品等食品基质中小麦、大豆、花生、榛子、核桃、杏仁、腰果和芝麻过敏蛋白的液相色谱-串联质谱测定和确证。
规范性引用文件
下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本文件。
GB/T 6682 分析实验室用水规格和试验方法
AOAC SMPR 2016.002 Standard Method Performance Requirements (SMPRs®) for Detection and Quantitation of Selected Food Allergens

术语和定义
下列术语和定义适用于本文件。


食物过敏 Food allergy

免疫机制介导的食物免疫反应不良反应，即食物蛋白引起的异常或过强的免疫反应。
免疫反应可由IgE或非IgE介导。表现为一疾病群，症状累及皮肤、呼吸、消化、心血管等系统。

过敏原 Allergen

能够引起机体免疫系统异常反应的成分。

过敏蛋白 Allergen protein

能够引起机体免疫系统异常反应的成分中的蛋白质。

多肽 Peptide

两个或两个以上的氨基酸脱水缩合形成的有机化合物。

特征肽段 Characteristic peptide

唯一在靶蛋白的胰蛋白酶消化产物中发现、其氨基酸序列具有专属性的多肽。
缩略语
下列缩略语适用于本文件。
DTT：二硫苏糖醇（dithiothreitol）
IAA：碘代乙酰胺（iodoacetamide）
IDMS：同位素稀释质谱法（the isotope dilution mass spectrometry）
LC-MS：液相色谱-串联质谱法（liquid chromatography-tandem mass spectrometry）
PRM：平行反应检测（parallel reaction monitoring）
Tris：三羟甲基氨基甲烷[tris（hydroxymethyl）aminomethane]
原理
利用质谱技术筛选出过敏原特征肽段。利用同位素标记特征肽段（重标肽段）和目标特征肽段（轻标肽段）具有相同的理化性质的特点，以同位素标记肽段为内标，建立轻标肽段与重标肽段丰度比与过敏原含量的线性关系，内标法定量。
试剂
除非另有说明，本方法所用试剂均为分析纯，水为符合GB/T 6682规定的一级水。
碳酸氢铵（NH4HCO3）。
二硫苏糖醇（C4H10O2S2，DTT）。
碘代乙酰胺（ICH2CONH2，IAA）。
三羟甲基氨基甲烷（C4H11NO3，Tris）
尿素（CH4N2O）。
盐酸（HCl）。
考马斯亮蓝染色液。
胰酶（Trypsin）：质谱级。
蛋白分子量标准（10-170K）。
0.1%的甲酸（CH3COOH）：色谱纯。
含0.1%甲酸的乙腈（CH3CN）：色谱纯。
Tris-HCl（pH 9.2）：购买pH 9.5的Tris-HCl，加浓盐酸调pH值到9.2±1.0。
500mM NH4HCO3：称取3.95g碳酸氢铵，用水溶解后定容至100mL。
500mM的DTT（二硫苏糖醇）：称取0.771g的二硫苏糖醇，用500mM的碳酸氢铵溶液溶解后定容至10mL。4℃冰箱冷藏可保存一个月。
500mM的IAA（碘代乙酰胺）：称取0.925g的碘代乙酰胺，用500mM的碳酸氢铵溶液溶解后定容至10mL。4℃冰箱避光冷藏可保存一个月。
8M尿素：称取48g的尿素，用500mM的碳酸氢铵溶液溶解后定容至100mL。4℃冰箱冷藏。
胰蛋白酶：20μg的胰酶，加入1mL的1%乙酸溶液，即为2%的胰酶溶液。
仪器和设备
液相色谱-串联质谱仪：UHPLC和配有HESI源的obitrap高分辨率质谱。
分析天平：感量0.1mg。
恒温水浴锅。
离心机：转速不低于12000g。
组织研磨器。
各规格移液器。
pH计：测量精度为0.01。
真空离心浓缩仪。
注射器和0.22μm的水系滤膜（聚醚砜滤膜）。
酶标仪。
试样制备和保存
标准溶液制备及保存
因难以购买到标准物质，实验中以摩尔浓度处理，肽段浓度与靶蛋白同摩尔浓度，以此定量。实验用到的特征肽段和重标特征肽段均要求纯度大于98%。
目标肽段，也称轻标肽段，为不含同位素标记氨基酸的各肽段。目标肽段用0.1%的甲酸溶液配置成106fmol/μL的储备液，每管分装成10μL，在-80℃长期冻存。使用时每次使用一管，不重复使用。
内标肽段，也称重标肽段，为对应的含有同位素标记氨基酸的肽段。重标肽段也使用0.1%的甲酸溶液配置成106fomol/μL储备液，每管分装成10μL，在-80℃长期冻存；使用时每次使用一管，不重复使用。
基质溶液制备及保存
超市购买面粉、巧克力、冰淇淋、麦片、饼干、早餐谷物粉等产品，参照其配料表含有的成分，同时提取总蛋白并酶解后（详细步骤同8.1试样前处理），进行质谱扫描，采用full MS-ddMS2扫描模式，确认其含有的蛋白成分。参照AOAC SMPR 2016.002要求的基质，且不含目标蛋白的基质用于肽段稀释。
基质参照其说明书的保存条件密封保存；提取的蛋白用Bradford方法测定提取液中总蛋白的浓度，提取液置于-20℃冰箱内保存。质谱分析前的酶解产物用肽段定量试剂盒进行定量，并置于-80℃冰箱内保存。
在制样的操作过程中，应防止样品受到污染或发生残留物含量的变化。
分析步骤
试样前处理
蛋白提取、还原、烷基化和酶解
2-3g的食品样本充分研磨后，称量3g放入50mL离心管中，加入20mL 300mM Tris（pH 9.2）、2M尿素，20℃震荡温浴30min，90℃水浴10min。
5000g离心10min。
取1mL上清用1mL溶解buffer（200mM的NH3HCO3，pH 8.2）稀释。
选做步骤：取10μL上清跑SDS-PAGE；用蛋白定量试剂盒蛋白浓度。
加入40μL的500mM的DTT，75℃温育30min；80μL 500mM的IAA（避光），室温温育30min。
加入100μL的1%的胰酶乙酸溶液，37℃过夜。
次日，3000g离心30秒，取上清在90℃孵育10min，终止酶解。
12000g离心30min，取上清（底部多留一些，上清取500μL足够）。
脱盐
用MonoSpin C18脱盐柱（GL Sciences Inc.）或其他等同产品进行脱盐，方法参见产品说明书。简述为：
调节样本pH值：样本用甲酸调节pH约为3-4。
condition柱子：加入200μL的乙腈，5000g离心1min。加入200μL0.1%的甲酸，5000g离心1min。
上样：将样本加入柱子上，5000g离心1-2min。
加入300μL0.1%的甲酸，5000g离心1min。
将柱子放入回收管内，加入300μL80%的乙腈（含0.1%甲酸），5000g离心1-2min。离心所得溶液即为脱盐后的肽段。
真空悬干 
用真空浓缩仪悬干脱盐后的肽段。
上样前用500μL0.1%的色谱纯甲酸回溶悬干后的肽段，12000g离心30min或过0.22μm的PES滤膜。质谱扫描前建议用肽段定量试剂盒确定肽段浓度，根据质谱要求适量上样。
标准曲线绘制
轻标肽段系列标准溶液制备：取轻标肽段的储存液用不含目标肽段的食物基质制备得到的胰酶酶解物稀释至2500，1000，500，250，100，50，25，10，5，2.5，1，0.5，0.25 fmol/μL的标准浓度。
重标肽段溶液的制备：向上述轻标肽段系列标准溶液中加入固定量的重标肽段，最终小麦重标浓度为100 fmol/μL，杏仁重标肽段浓度为200 fmol/μL，其余重标肽段浓度均为50 fmol/μL。
取10μL上述配置好的系列标准溶液，进行LC-MS检测，采用PRM扫描模式。条件参考8.3仪器参考条件部分。
计算轻标肽段和重标肽段产物离子的面积，从而得出丰度比与轻标浓度对应关系的标准曲线，并得到最低定量限（S/N=10时的最低浓度）。
仪器参考条件
液相色谱条件
仪器：Thermo Scienti​c™ Vanquish Binary Flex UHPLC或相当者。其中Thermo Scienti​c™ Vanquish Binary Flex UHPLC型号的UHPLC包含以下组件：System Base Vanquish Flex (P/N VF-S01-A)；Binary Pump F (P/N VF-P10-A-01)；Split Sampler FT (P/N VF-A10-A)；Column Compartment H (P/N VH-C10-A)；MS Connection Kit Vanquish (P/N 6720.0405)；Vanquish F Pumps 100 μL Mixer Set (P/N 6044.5100)；Vanquish Split Sampler HT Sample Loop, 100 μL (P/N 6850.1913)
分离条件：流动相A: 0.1%甲酸/水; 流动相B: 0.1%甲酸/乙腈 
色谱柱：Shim-pack GISS-HP C18 (metal free column)，3.0μm×2.1 mm×150 mm (P/N: 227-30924-03)
柱温：40℃，still air
液相色谱梯度见表1。
高效液相色谱梯度洗脱程序
	Time（min）
	Flow rate（mL/min）
	%A
	%B

	0
	0.2
	90
	10

	30
	0.2
	60
	40

	31
	0.2
	10
	90

	36
	0.2
	10
	90

	37
	0.2
	90
	10

	42
	0.2
	90
	10


质谱条件
质谱仪器：Thermo Scienti​cTM Q Exactive或相当者。
质谱源参数：表2。
扫描所选的质谱源参数
	Sheath gas flow rate
	35

	Aux gas flow rate
	10

	Sweep gas flow rate
	0

	Spray voltage
	3.8kV

	Capillary temp
	320℃

	S-lens RF level
	55.0

	Aux gas heater temp
	350℃


扫描模式：PRM。
扫描条件：见表3，表4和表5。
Properties of the method
	Global setting


	

	User role
	
Stand

	Use lock masses
	Off

	Chrom.peak width (FWHM)
	5s

	Time Method duration
	42 min


Properties of PRM
	General runtime
	0 to 42 min

	Polarity
	positive

	Default charge state
	2

	Inclusion
	2

	MS2

	Resolution
	70,000

	AGC target
	1e6

	Maximum IT
	100ms

	Isolation window
	1.6 m/z

	Fixed first mass
	-

	(N)CE/ stepped (N)CE
	27


inclusion list设置
	Mass（m/z）
	CS (z)
	Polarity
	Start [min]
	End [min]

	479.61000
	3
	positive
	11.45
	13.45

	481.94300
	3
	positive
	11.45
	13.45

	525.79300
	2
	positive
	13.71
	15.71

	528.79300
	2
	positive
	13.71
	15.71

	560.78600
	2
	positive
	8.48
	10.48

	563.78600
	2
	positive
	8.48
	10.48

	571.80000
	2
	positive
	11.86
	13.86

	574.80000
	2
	positive
	11.86
	13.86

	576.28800
	2
	positive
	5.97
	7.97

	579.28800
	2
	positive
	5.97
	7.97

	678.84700
	2
	positive
	7.29
	9.29

	682.34700
	2
	positive
	7.29
	9.29

	684.35500
	3
	positive
	14.60
	16.60

	687.68800
	3
	positive
	14.60
	16.60

	713.43340
	2
	positive
	19.20
	21.20

	716.43340
	2
	positive
	19.20
	21.20

	849.96800
	2
	positive
	20.16
	22.16

	852.96800
	2
	positive
	20.16
	22.16


测定
定性和定量测定
该方法能同时完成定性和绝对定量。
按9.1试样前处理的步骤对样本进行处理，除了在胰酶酶解步骤后加入和标准曲线绘制时等量的重标肽段。采用和标准曲线绘制时同样的液相色谱条件和质谱条件进行扫描。用和标准曲线绘制时一样的参数进行数据处理，得到轻标肽段和重标肽段的丰度比。每例样本进行三个平行实验。
待测物质的保留时间，与重标肽段的保留时间偏差在±2.5％之内，且样本中所选肽段定性离子均出现（附录Ａ中表A.1），则样本中含有相应的主要过敏原。根据内标法原理，将测得的产物离子峰的丰度比值代入基质相近的标准曲线，得到样本中含有的过敏原的绝对数量。对于同时有多个特征肽段的过敏原物质，应根据质谱响应选择最佳肽段用于定量，其余肽段用于辅助过敏原物质定性。
空白实验
除不加试样外，均按以上操作步骤进行。
结果计算和表述
试样中过敏原物质的含量按式（1）进行计算，计算结果保留两位有效数字。
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式中：
C ——试样中被测组分的含量，单位为毫克每千克（mg/kg）； 
X ——从标准工作曲线得到的被测组分溶液浓度，单位为飞摩尔每微升（fmol/μL）； 
V ——样品定容体积，单位为毫升（mL）；
M ——过敏原蛋白的分子量，单位为千克每摩尔（kg/mol）; 
M ——样品称样量，单位克（g）。
精密度
在重复性条件下，获得的三次独立测定结果差值的绝对值，不得超过其算术平均值的20％。
线性和定量限
不同基质中的定量标准曲线、线性范围及定量限参见附录D中表D.1。
回收率
不同基质中添加浓度水平各待测过敏原的回收率范围参见附录E中表E.１。
附录A
（资料性附录）
过敏蛋白特征肽段情况
9对过敏原特征肽段基本情况见表A.1。
表A.1  9对过敏原特征肽段基本情况
	Food
	Allergen/

Allergenic protein
	Peptide sequences
	Charge
	precursor ion (m/z)
	product ion (m/z)

	hazelnut
	Cor a 9.0101
	ADIYTEQVGR
	2
	576.28882
	y6+（689.35768）/y7+(852.42101)/y5+(588.31)

	
	
	ADIYTEQV*(13C5,15N)GR
	
	579.28882
	y6+（695.35768）

	
	
	TNDNAQISPLAGR
	2
	678.847
	y6+（600.34639）/y7+(713.43405)/y5+(513.31436)

	
	
	TNDNAQISPL*(13C6,15N)AGR
	
	682.347
	y6+（607.34639）

	walnut
	Jug r 4.0101
	ISTVNSHTLPVLR
	3
	479.61267
	y6+（698.45544）/y4+（484.32419）/y5+(597.40826)

	
	
	ISTVNSHTLPVL*(13C6,15N)R
	
	481.946
	y4+（491.32419）

	almond
	Pru du 6.01
	GNLDFVQPPR
	2
	571.80121
	y7+（858.44683）/y6+（743.41989）/y3+(369.22448)

	
	
	GNLDFV*(13C5,15N)QPPR
	
	574.80121
	y7+（864.44683）

	cashew
	Ana o 2
	ADIYTPEVGR
	2
	560.786
	y5+（557.30419）/y7+（821.41519）/y6+(658.35187)

	
	
	ADIYTPEV*(13C5,15N)GR
	
	563.78
	y5+（563.30419）

	wheat
	Tri a 30.0101
	YFIALPVPSQPVDPR
	2
	849.96826
	y10+（1091.58438）/y8+(895.46321)/b4+(495.2602)

	
	
	YFIALPVPSQPV*(13C5,15N)DPR
	
	852.96826
	y8+(901.46321)

	peanut
	Ara h 3.0201/Ara h 3.0101
	RPFYSNAPQEIFIQQGR
	3
	684.35559
	y6+(748.41005)/y5+(601.34163)/y4+(488.25757)

	
	
	RPFYSNAPQEIFIQQGR*(13C6,15N4)
	
	687.68889
	y6+(758.41005)

	soybean
	Gly m 6.0101
	VLIVPQNFVVAAR
	2
	713.4334
	y4+(416.26159)/y5+(515.33001)/y9+(1001.55269)

	
	
	VLIVPQNFVV*(13C5,15N)AAR
	
	716.4334
	y4+(422.26159)

	Sesame
	Ses i 6.0101
	AFYLAGGVPR
	2
	525.79303
	y6+(556.32017)/y5+(485.28306)/y7+(669.40423)

	
	
	AFYLAGGV*(13C5,15N)PR
	
	528.79303
	y6+(562.32017)


附 录 B 

（资料性附录） 

多种过敏原特征肽段平行反应监测（MRM）总离子流图和各过敏原特征肽段PRM监测的色谱图

各特征肽段PRM监测的总离子流图见图B.1。


图B.1 各过敏原特征肽段PRM监测的总离子流图
各过敏原特征肽段PRM监测的色谱图见图B.2—B.10。
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图B.2 hazelnut-TNDNAQISPLAGR特征肽段PRM监测的色谱图
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图B.3 hazelnut-ADIYTPEVGR特征肽段PRM监测的色谱图
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图B.4 walnut-ISTVNSHTLPVLR特征肽段PRM监测的色谱图
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图B.5 almond-GNLDFVQPPR特征肽段PRM监测的色谱图
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图B.6 cashew-ADIYTPEVGR特征肽段PRM监测的色谱图
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图B.7 sesame-AFGYLAGGVPR特征肽段PRM监测的色谱图
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图B.8 peanut-RPFYSNAPQEIFIQQGR特征肽段PRM监测的色谱图
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图B.9 soybean-VLIVPQNFVVAAR特征肽段PRM监测的色谱图
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图B.10 wheat-YFIALPVPSQPVDPR特征肽段PRM监测的色谱图
附 录 C 

（资料性附录） 

各过敏原特征肽段在食品基质中的产物离子峰丰度及标准曲线（以巧克力基质为例）

各过敏原特征肽段在巧克力基质中的产物离子峰丰度及标准曲线见图C.1—C.9。
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图C.1 hazelnut-TNDNAQISPLAGR在巧克力基质中的产物离子峰面积积分及定量标准曲线
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图C.2 hazelnut-ADIYTPEVGR在巧克力基质中的产物离子峰面积积分及定量标准曲线
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图C.3 walnut-ISTVNSHTLPVLR在巧克力基质中的产物离子峰面积积分及定量标准标曲
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图C.4 almond-GNLDFVQPPR在巧克力基质中的产物离子峰面积积分及定量标准标曲
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图C.5 cashew-ADIYTPEVGR在巧克力基质中的产物离子峰面积积分及定量标准标曲
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图C.6 sesame-AFGYLAGGVPR在巧克力基质中的产物离子峰面积积分及定量标准标曲
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图C.7 peanut-RPFYSNAPQEIFIQQGR在巧克力基质中的产物离子峰面积积分及定量标准标曲
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图C.8 soybean-VLIVPQNFVVAAR在巧克力基质中的产物离子峰面积积分及定量标准标曲
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图C.9 wheat-YFIALPVPSQPVDPR在巧克力基质中的产物离子峰面积积分及定量标准标曲
附 录 D 

（资料性附录） 

过敏原特征肽段在不同基质中定量标准曲线 

过敏原特征肽段在不同基质中的定量标准曲线见表D.1。

表D.1  9种过敏原特征肽段在不同基质中定量标准曲线
	过敏物质
	过敏原蛋白
	特征肽段序列
	基质
	标准曲线
	R2
	线性范围（fmol/μL）
	LOQ（fmol/μL）

	Hazelnut
（榛子）
	Cor a 9
	TNDNAQISPLAGR
	Milk
	Y=0.000819271+0.00639148*X
	0.9964
	0.25-5000
	0.25

	
	
	
	Chocolate
	Y=0.00145016+0.00608113*X
	0.995
	0.1-5000
	0.1

	
	
	
	Biscuit
	Y=-0.000765783+0.0064886*X
	0.9997
	0.5-5000
	0.5

	
	
	
	Ice cream
	Y=2.99676e-006+0.00635137*X
	0.9984
	0.5-5000
	0.5

	
	
	ADIYTEQVGR
	Milk
	Y=0.00894978+0.0182694*X
	0.997
	0.05-5000
	0.05

	
	
	
	Chocolate
	Y=0.0106178+0.019469*X
	0.9974
	0.25-5000
	0.25

	
	
	
	Biscuit
	Y=-0.00338933+0.0201378*X
	0.9993
	0.25-5000
	0.25

	
	
	
	Ice cream
	Y=0.0190442+0.020233*X
	0.9994
	0.05-5000
	0.05

	Walnut
（核桃）
	jug r 4
	ISTVNSHTLPVLR
	Milk
	Y=0.00184402+0.0139691*X
	0.9992
	0.25-5000
	0.25

	
	
	
	Chocolate
	Y=0.00350352+0.0143829*X
	0.9980
	0.1-5000
	0.1

	
	
	
	Biscuit
	Y=-0.00257807+0.0146963*X
	0.9989
	0.25-5000
	0.25

	
	
	
	Ice cream
	Y=-0.00469043+0.0150491*X
	0.9997
	0.5-5000
	0.5

	Almond
（杏仁）
	Pru-du 6.01
	GNLDFVQPPR
	Milk
	Y=0.00226581+0.00536408*X
	0.9981
	1-5000
	1

	
	
	
	Chocolate
	Y=0.000702014+0.00518816*X
	0.9967
	0.25-5000
	0.25

	
	
	
	Biscuit
	Y=-0.00299185+0.00518975*X
	0.9998
	0.5-5000
	0.5

	
	
	
	Ice cream
	Y=-0.00347664+0.00555273*X
	0.9996
	01-5000
	1

	Cashew
（腰果）
	Ana o 2
	ADIYTPEVGR
	Milk
	Y=0.000886739+0.018806*X
	0.998
	0.1-5000
	0.1

	
	
	
	Chocolate
	Y=0.00201993+0.0196693*X
	0.9971
	0.05-5000
	0.05

	
	
	
	Biscuit
	Y=-0.00265033+0.0190874*X
	0.9995
	0.25-5000
	0.25

	
	
	
	Ice cream
	Y=-0.00213384+0.0203167*X
	0.9991
	0.1-5000
	0.1

	Seasame
（芝麻）
	Ses i 6.0101
	AFYLAGGVPR
	Milk
	Y=0.000795617+0.0209114*X
	0.9991
	0.05-5000
	0.05

	
	
	
	Chocolate
	Y=0.00319378+0.0221981*X
	0.9977
	0.05-5000
	0.25

	
	
	
	Biscuit
	Y=-0.00214066+0.0217603*X
	0.9983
	0.25-5000
	0.25

	
	
	
	Ice cream
	Y=-0.000468343+0.0225037*X
	0.9992
	0.1-5000
	0.1

	Peanut
（花生）
	Ara h 3.0201/Ara h 3.0101
	RPFYSNAPQEIFIQQGR
	Milk
	Y=0.0143236+0.00972135*X
	0.9978
	0.25-5000
	0.25

	
	
	
	Chocolate
	Y=0.0247901+0.00940702*X
	0.9993
	1-5000
	1

	
	
	
	Biscuit
	Y=-0.0254018+0.010404*X
	0.9991
	0.1-5000
	0.1

	
	
	
	Ice cream
	Y=-0.00905408+0.00812061*X
	0.9919
	1-5000
	1

	Soybean
（大豆）
	Gly m 6.0101（p04776）
	VLIVPQNFVVAAR
	Milk
	Y=0.0181235+0.0205746*X
	0.9968
	1-5000
	1

	
	
	
	Chocolate
	Y=0.405889+0.0166467*X
	0.9900
	5-5000
	5

	
	
	
	Biscuit
	Y=0.222468+0.0337489*X
	0.9903
	0.5-5000
	0.5

	
	
	
	Breakfast cereal
	Y=0.405889+0.0166467*X
	0.9900
	5-5000
	5

	Wheat
（小麦）
	Tri a 30.0101
	YFIALPVPSQPVDPR
	Milk
	Y=0.000472005+0.00316418*X
	0.9992
	0.25-5000
	0.25

	
	
	
	Chocolate
	Y=0.00774612+0.0172714*X
	0.9977
	0.25-5000
	0.25

	
	
	
	Ice cream
	Y=-0.00342608+0.0206805*X
	0.9991
	0.25-5000
	0.25

	
	
	
	Breakfast cereal
	Y=0.00224107+0.0175693*X
	0.9984
	0.25-5000
	0.25


附 录 E 

（资料性附录） 

过敏原特征肽段在不同基质中定量标准曲线（以巧克力基质为例）
在巧克力基质种各特征肽段不同加标水平的回收率见表E.1。

表E.1  在巧克力基质种各特征肽段不同加标水平的回收率
	过敏物质
	蛋白名称
	肽段序列
	回收率测定次数
	添加水平（fmol/μL）

	
	
	
	
	2.5
	25
	250
	2500

	榛子
	Cor a 9.0101
	TNDNAQISPLAGR
	Day1-1
	87.3%
	104.2%
	99.9%
	100.6%

	
	
	
	Day1-2
	91.5%
	102.8%
	101.0%
	100.6%

	
	
	
	Day1-3
	91.5%
	100.9%
	100.7%
	100.2%

	
	
	
	Day1-4
	87.3%
	100.5%
	100.7%
	100.1%

	
	
	
	Day1-5
	100.0%
	104.2%
	100.8%
	100.6%

	
	
	
	Day2
	91.50%
	102.30%
	101.60%
	99.30%

	
	
	
	Day3
	91.50%
	97.70%
	100.50%
	99.90%

	
	
	
	Day4
	100%
	99.10%
	103.70%
	102.10%

	
	
	
	Day5
	87.26%
	99.54%
	101.42%
	102.45%

	
	
	ADIYTEQVGR
	Day1-1
	100.0%
	103.4%
	99.0%
	99.7%

	
	
	
	Day1-2
	96.8%
	101.0%
	98.3%
	99.3%

	
	
	
	Day1-3
	93.7%
	103.0%
	97.9%
	100.9%

	
	
	
	Day1-4
	95.3%
	100.6%
	97.5%
	97.5%

	
	
	
	Day1-5
	98.4%
	100.0%
	97.8%
	98.1%

	
	
	
	Day2
	103.20%
	101.90%
	96.80%
	101.40%

	
	
	
	Day3
	87.00%
	100.70%
	98.30%
	100.90%

	
	
	
	Day4
	87.00%
	96.70%
	99.32%
	99.24%

	
	
	
	Day5
	96.42%
	99.26%
	100.57%
	98.66%

	核桃
	Jug r 4.0101
	ISTVNSHTLPVLR
	Day1-1
	113.9%
	102.0%
	99.5%
	101.0%

	
	
	
	Day1-2
	94.1%
	100.8%
	103.7%
	98.8%

	
	
	
	Day1-3
	102.0%
	98.0%
	100.5%
	96.8%

	
	
	
	Day1-4
	90.1%
	99.2%
	103.9%
	98.5%

	
	
	
	Day1-5
	105.9%
	100.6%
	101.7%
	97.6%

	
	
	
	Day2
	107.92%
	102.44%
	101.98%
	97.84%

	
	
	
	Day3
	107.92%
	99.39%
	98.96%
	97.07%

	
	
	
	Day4
	105.94%
	98.17%
	99.45%
	100.85%

	
	
	
	Day5
	100.00%
	99.39%
	99.19%
	101.10%

	杏仁
	Pru du 6.0101
	GNLDFVQPPR
	Day1-1
	93.9%
	104.1%
	101.3%
	98.6%

	
	
	
	Day1-2
	112.3%
	102.9%
	101.2%
	98.3%

	
	
	
	Day1-3
	93.9%
	105.3%
	99.2%
	101.2%

	
	
	
	Day1-4
	100.0%
	104.7%
	98.4%
	100.5%

	
	
	
	Day1-5
	106.1%
	102.9%
	97.6%
	99.3%

	
	
	
	Day2
	106.14%
	99.41%
	97.69%
	99.83%

	
	
	
	Day3
	93.86%
	106.46%
	100.86%
	99.75%

	
	
	
	Day4
	106.14%
	110.57%
	102.05%
	101.25%

	
	
	
	Day5
	106.14%
	107.18%
	101.98%
	102.42%

	腰果
	Ana o 2
	ADIYTPEVGR
	Day1-1
	97.3%
	103.4%
	99.6%
	102.7%

	
	
	
	Day1-2
	97.3%
	100.1%
	97.6%
	100.2%

	
	
	
	Day1-3
	98.6%
	96.7%
	101.6%
	101.2%

	
	
	
	Day1-4
	101.4%
	99.1%
	99.4%
	101.8%

	
	
	
	Day1-5
	94.6%
	98.4%
	99.9%
	103.3%

	
	
	
	Day2
	100%
	100.29%
	96.51%
	100.16%

	
	
	
	Day3
	94.59%
	99.86%
	99.35%
	103.29%

	
	
	
	Day4
	94.59%
	101.72%
	99.66%
	100.67%

	
	
	
	Day5
	98.65%
	100.00%
	98.06%
	105.37%
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