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摘摇 要:本研究利用气相色谱鄄燃烧鄄同位素比值质谱仪(GC鄄C鄄IRMS)测定黄渤海区域不同地区(辽宁、山
东)刺参氨基酸的相对含量及其碳稳定同位素组成特征,探讨以这些指标作为海参产地溯源的可行性。
测定结果显示,脯氨酸(F=4. 13)、亮氨酸(F=9. 08)、酪氨酸(F = 8. 78)的相对含量在两地之间存在显著

差异,通过主成分分析法对氨基酸相对含量做降维处理后未能将两地海参做出明显区分;辽宁刺参氨基酸

的 啄13C 值范围是-24. 54译 ~ -11. 87译,山东刺参氨基酸的 啄13C 值范围是-27. 36译 ~ -16. 42译,二者之间

多数氨基酸的 啄13C 值呈现显著差异,选取其中的两种氨基酸 Tyr 和 Ser 的 啄13C 值作为指标,可明显区分二

者。 结果表明氨基酸的碳稳定同位素组成相比于其相对含量是作为区分辽宁、山东刺参更准确的指标。
相关结论能为氨基酸的稳定同位素分析技术应用于刺参产地溯源研究提供理论依据。
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Research on the origin traceability of sea cucumber (Apostichopus japonicus) in
Liaoning and Shandong based on the compound鄄specific carbon isotope

analysis of amino acids
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Abstract:In this study,we measured the relative contents and stable carbon isotope compositions of amino acids
(AAs) in Apostichopus japonicus from Liaoning and Shandong by GC鄄C鄄IRMS,and evaluated its applicability in estab鄄
lishing the origin traceability of Apostichopus japonicus. Results showed that,the relative content of Pro(F=4. 13),Ile
(F=9. 08)and Tyr(F=8. 78)revealed significant difference between those two locations,and AAs compositions com鄄
bined with principal component analysis did not discriminate samples of those two locations; the 啄13C values of A. ja鄄
ponicus from Liaoning ranged from -24. 54译 ~ -11. 87译 and the 啄13C values of A. japonicus from Shandong ranged
from -27. 36译 ~ -16. 42译,most of the AAs 啄13C values revealed significant difference between those two locations,
we selected two AAs:Tyr and Ser,and their 啄13C values could clearly discriminate samples of those two locations. So
the stable carbon isotope composition of AAs is more precise than the AAs compositions for discriminating the samples
of A. japonicus between Liaoning and Shandong. Thus,compound鄄specific carbon isotope analysis of AAs will provide a
theoretical basis for establishing the traceability of the geographical origins of A. japonicus.
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摇 摇 海参隶属于棘皮动物们,海参纲。 其作为一

种海珍品,具有很高的营养价值,并已被证实具有

抗凝血、抗肿瘤等多种生物活性[1],在功能性食

品开发方面有非常良好的前景。 由于其良好的经

济价值,刺参养殖也逐渐成为黄渤海海域渔业的

支柱产业。 近年来仅辽宁和山东地区的刺参产值

就已超过 400 亿人民币[2],得益于其独特产地优

势的优良品质,但这些刺参的固有原产地优势越

来越受到伪劣假冒产品的严重挤压,由于缺乏监

督和管理,市场上出现大量以次充好的海参产品,
造成不良的经济和社会影响,食品安全问题变得

日益突出。 因此评价刺参来源的真实性显得尤为

重要。
氨基酸是生物代谢过程中起重要作用的物

质,生物体氨基酸含量与品种、年龄、养殖环境等

因素有关,而相对于品种和年龄,氨基酸含量受到

环境影响很显著[3]。 因此其组成含量作为一个

有效的工具现在已经被广泛应用于地理溯源,已
有研究区分了不同地域的酒类、蜂蜜、果汁、禽类

等[4鄄7],但对于海洋动物的溯源未见报道,原因可

能是由于海洋动物的活动范围比较广泛,摄食类

型比较复杂,应用此种技术手段并不能得到令人

满意的效果。
目前稳定同位素溯源技术已在水产品的产地

溯源研究中得到了广泛的应用,被认为是最有效

的产地溯源技术,大多数研究都是通过分析样品

全样的碳稳定同位素作为指标[8鄄9],但有研究表

明,无机碳源在被消费者摄食过程中,不同营养成

分的碳骨架(蛋白质、水、糖类)会转化成消费者

不同的组织,产生了不同的 啄13C 值[10],所以只以

全样的碳稳定同位素作为产地溯源的指标并不能

完全令人信服。

现阶段随着 IRMS 技术的发展,已有方法能

够分析特征化合物的稳定同位素。 因此可以结合

上述两种技术,对生物个体的氨基酸稳定同位素

进行分析,得到其更详细的信息。 本研究测定了

来自辽宁和山东不同地区刺参体壁氨基酸含量以

及其碳稳定同位素组成特征,评价了上述两种技

术作为刺参地理溯源的可行性,旨在找到一个更

准确的区分不同地理来源的刺参的指标,为刺参

的产地溯源提供理论基础,从而建立一个能够准

确追溯刺参产地来源的方法。

1摇 材料与方法

1. 1摇 试剂

18 种氨基酸(丙氨酸、氯化铵、精氨酸、天冬

氨酸、半胱氨酸、谷氨酸、甘氨酸、组氨酸、异亮氨

酸、亮氨酸、赖氨酸、蛋氨酸、苯丙氨酸、脯氨酸、丝
氨酸、苏氨酸、酪氨酸、缬氨酸)混标逸98% (西格

玛)、阳离子交换树脂(安捷伦)、盐酸、甲醇、二氯

甲烷、乙酸乙酯、异丙醇、吡啶、氯化亚砜、特戊酰

氯(天地)
1. 2摇 样品的采集和处理

刺参样品于 2015 年 11 月采自山东和辽宁不

同海域,采样的环境条件以及样品的详细信息见

表 1。
采集的刺参样品样品都是 3 a 龄成参,在运

输过程中都以无菌塑料袋包装后冷藏保存。 带回

实验室后,立即将样品解剖,用超纯水洗掉杂质,
取其体壁在-80益下冷冻保存。 实验前再将需要

的完全冷冻的样品取出,在-50益下冻干 48 h 然

后用研钵和研杵将冻干样品研磨成粉末并过 80
滋m 的筛子,得到样品的粉末。

表 1摇 采样地点的环境条件以及样品信息

Tab. 1 The environmental conditions of the sampling locations and the sample informations

采样地点 纬度 经度
平均体长 /

mm

平均体重 /

g

海水平均温度 /

益
海水平均盐度

海水平均

pH

辽宁

(n=44)

瓦房店 121毅29忆31义E 39毅46忆3义N

长海县 122毅36忆1义E 39毅15忆42义N

皮口 122毅22忆32义E 39毅26忆54义N

124. 68依10. 66 88. 13依7. 24 11. 3依2. 5 29. 7依0. 4 8. 0依0. 1

山东

(n=34)

莱州 119毅52忆22义E 37毅15忆34义N

乳山 121毅34忆59义E 36毅46忆46义N

担子岛 121毅28忆34义E 37毅34忆10义N

127. 94依9. 34 88. 76依8. 17 14. 9依1. 5 31. 0依0. 6 7. 8依0. 1
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1. 3摇 氨基酸的提取和纯化

准确称取 20 mg 的海参粉末样品于 16 mm伊
100 mm pyrex 试管中,加入 2 mL 6 M 的 HCl。 向

试管中冲 N2 1 min,完全置换出其中的空气。 将

密封的试管放置于恒温干燥箱内,110益 水解 24
h。 水解后得到的水解液在 430 g 下离心 10 min,
上清液保留,用强阳离子交换柱来纯化氨基酸。
1. 4摇 氨基酸衍生化

由于氨基酸是两性离子,不易挥发,运用 GC鄄
IRMS 法分析氨基酸必须将其转化成易挥发的离

子,这就需要将氨基酸衍生化,本实验采用的方法

可最终将氨基酸衍生化成相对应的 N鄄新戊酰基,
O鄄异丙醇酯(NPP) [11],具体如下:向氨基酸标准

品或提取出来的的样品加入 2 mL 溶于异丙醇的

1 M 的氯化亚砜 100益 酯化 1 h,然后 60益 N2 吹

干,干燥物用吡啶溶解,再加入新戊酰氯 60益 酰

化 30 min,生成 NPP,反应完全后待液体冷却,向
其中加入 2 mL 二氯甲烷,加入到 6 cm 硅胶层析

柱(内径 4 mm,200 ~ 400 目)除去杂质和多余的

酰化剂,收集到的液体在室温下用温和的 N2吹干

即为纯化的衍生物 NPP 氨基酸酯,最后将其溶于

0. 2 mL 乙酸乙酯待测。
1. 5摇 GC鄄C鄄IRMS 分析

色谱质谱条件如下:色谱柱为 DB鄄5MS 毛细

管色谱柱(60 m 伊 0. 25 mm ID,0. 25 滋m Film)升
温程序为:起始温度 70益,保留 1 min,3益 / min 升

到 220益,然后再 10益 / min 升到 300益,保留 8
min。 载气为高纯氦气(纯度为 99. 999% ),载气

流速为 1. 2 mL / min,进样口温度为 280益,进样模

式为不分流。
Ei 离子源:电子能量,70 eV;温度 250益;接

口温度 250益,选取 SCAN 模式,质量扫描范围为

m / z 50 ~ 490,溶剂延迟 4 min。
1. 6摇 数据修正和分析

通过对标准品的测定可得到 16 种氨基酸的保

留时间,以这些保留时间作为标准可判断样品各个

氨基酸衍生物出峰的具体时间。 根据其峰面积占

总数的比例,可以得到各个氨基酸的相对含量。
稳定同位素值(啄)的计算方式如下:

啄13C = [(R样品 / R标准) - 1]伊103译
式中:R样品 是样品的13 C / 12 C 的值;R标准 是国

际同位素标准(VPDB)的13C / 12C 的值,即 CO2 的

标准气体采用国际通用的 PDB 标准气体。 本实

验室样品的 啄13C 的测量精度用实验室内标光谱

重复测定确定为依0. 09译。
在对氨基酸氨基酸衍生品 啄13C 值的测定,由

于衍生品引入额外的碳原子,想得到氨基酸真正

的 啄13 C 值,需要对其结果通过如下公式进行

矫正[12]:

啄aa=
Ndaa·(啄daa-啄e)-Nd·啄d

Naa

式中:Ndaa是衍生化后样品的总碳数;啄daa是衍

生化后样品的 啄13C 值;啄e是经验校正因子;Nd是衍

生试剂的碳数;啄d是衍生试剂的 啄13C 值;Naa是对

应的天然氨基酸的碳数。
1. 7摇 统计学分析

所有数据都是通过软件 SPSS 19 进行分析

的。 其中本文的所有数值都是以平均值依标准差

的形式给出。 两个地点氨基酸之间相对含量和

啄13C 的差异应用了独立样本 T 检验法,对于各个

不同地点每个氨基酸相对含量数据的分析我们应

用了主成分分(PCA)析法对其进行群组聚类。

2摇 结果与讨论

2. 1摇 辽宁、山东刺参的氨基酸相对含量

动物体的氨基酸分为必需氨基酸和非必需氨

基酸,其中必需氨基酸是动物只能从食物中获取

的氨基酸,无法通过自身合成;非必需氨基酸是动

物体可以自身合成的氨基酸[13]。 辽宁、山东采集

的刺参氨基酸相对含量如表 2 所示。
总体上看,两地刺参氨基酸相对含量特征相

似,多数氨基酸都未表现出差异性,尤其是必需氨

基酸,只有 Leu 存在显著差异,McMahon 等发现鱼

类与其饵料氨基酸组成特征有一定相关性[14],并
且必需氨基酸的相关性更强,因此可以推断,由于

山东、辽宁两地地理位置离得较近,并且两地的采

样点都分布于黄渤海湾,环境条件相似导致其优

势种相似,所以两地刺参食源种类相似,造成二者

多数氨基酸尤其是必需氨基酸组成特征相似;非
必需氨基酸中 Pro 和 Tyr 存在显著差异,其中造成

Pro 含量差异的原因,已有大量研究表明细菌和

植物在高盐度、温度、重金属等环境胁迫下,会导

致其 Pro 含量显著增加[15鄄17],由表1 可知山东地区

的海水温度和盐度都比辽宁地区略高,所以可能会

造成山东地区刺参食源的 Pro 相对含量较高,导致

了该地区刺参 Pro 的含量较高,进而造成了这种差
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异性。 此外,研究发现 Ala 在这两个地区的样品中

标准偏差很大,可能是由于这些样品虽然来自同一

省份,但分别来自不同的海域的不同地区, Ala 属

于非必需氨基酸,可以通过动物体自身合成,要在

谷鄄丙转氨酶作用下通过丙酮酸合成丙氨酸,这种

酶的活性会受到温度和盐度等环境条件的影

响[14],因此这些不同地点的刺参在合成 Ala 时可

能会表现出不同的特征,从而导致这种现象。
表 2摇 辽宁山东刺参氨基酸相对含量 / (% )

Tab. 2 The relative content of amino acids for A. japonicus caught in Liaoning and Shandong / (% )

辽宁(n=44) 山东(n=34) F 值 置信水平 显著性

非必需

氨基酸

丙氨酸(Ala) 16. 20依14. 28A 12. 94依18. 00A 0. 02 0. 8812 ns

甘氨酸(Gly) 9. 34依2. 84A 8. 00依3. 06A 0. 19 0. 6625 ns

脯氨酸(Pro) 22. 35依7. 88A 25. 75依5. 81B 4. 13 0. 0454 *

丝氨酸(Ser) 1. 86依0. 58A 1. 56依0. 54A 0. 05 0. 8189 ns

谷氨酸(Glu) 5. 37依1. 79A 5. 76依2. 00A 0. 06 0. 8043 ns

酪氨酸(Tyr) 3. 25依1. 19A 4. 08依2. 01B 8. 78 0. 0040 *
必需

氨基酸

缬氨酸(Val) 9. 91依4. 27A 9. 62依3. 23A 1. 45 0. 2321 ns

亮氨酸(Leu) 5. 35依2. 32A 6. 49依1. 76B 9. 08 0. 0035 **

异亮氨酸(Ile) 2. 40依0. 91A 2. 68依0. 90A 0. 02 0. 8758 ns

苯丙氨酸(Phe) 6. 23依2. 62A 6. 61依2. 13A 0. 25 0. 0053 ns

摇 摇 注:表中两地氨基酸相对含量差异性分析采用独立样本 t 检验法,上标字母不同表示其在不同地点之间存在显著差异,在显著性一栏

中,ns 代表 P逸0. 05,差异性不显著,*代表 P < 0. 05, **代表 P < 0. 01,***代表 P < 0. 001

摇 摇 根据得到的数据,分别在必需氨基酸和非必

需氨基酸中选取差异性最大的两种氨基酸,Tyr
(F=8. 78)和 Leu(F = 9. 08)绘制成散点图,如图

1 所示。 发现仅以这两种氨基酸并不能完全区分

辽宁和山东的刺参,大部分都重叠在一起。 为了

得到更明确的区分,我们将得到的 10 种氨基酸进

行主成分分析,结果如表 3 所示,可知此两个主成

分的贡献率分别为 47. 26% 、17. 67% ,其中第一

个主成分主要综合了样品中 Ala、Pro、Glu、Tyr、
Leu、Ile、Phe 的含量信息,第二个主成分主要综合

了样品中 Gly、Ser、Val 的含量信息。

图 1摇 辽宁、山东刺参两种特征氨基酸的相对含量

Fig. 1 The relative content of the two characteristic amino
acids for A. japonicus caught in Liaoning and Shandong

表 3摇 各主成分变量特征向量及方差贡献率

Tab. 3 The eigenvectors and variance contribution of variance of the

principal components

氨基酸
主成分

1 2
Ala -0. 953 -0. 142
Gly -0. 154 0. 641
Pro 0. 753 -0. 295
Ser 0. 285 0. 822
Glu 0. 677 -0. 334
Tyr 0. 634 -0. 100
Val 0. 515 0. 559
Leu 0. 787 -0. 227
Ile 0. 730 0. 281
Phe 0. 929 -0. 079

方差贡献率 / (% ) 47. 263 17. 673

摇 摇 利用这两个主成分的标准化得分绘制的散点

图见图 2,结果表明只有部分样品被区分开,仍有

一些样品的数据重叠在一起,此结果说明仅以氨

基酸相对含量与多元分析作为指标对辽宁、山东

刺参的区分并不理想,有一定的局限性,为得到更

准确的结果,需要更准确的方法。
2. 2摇 辽宁、山东刺参的氨基酸 啄13C 值

利用 NPP 衍生化方法,测定了黄渤海刺参中

能有效分离的氨基酸的 啄13C 值,结果如表 4,从总

体看,辽宁、山东刺参多数氨基酸的 啄13C 值差异

显著, 范 围 分 别 为 - 24. 54译 ~ - 11. 87译、
-27郾 36译 ~ -16. 42译,辽宁刺参氨基酸的 啄13C 值

整体比山东刺参的稍高。 其中非必需氨基酸中除
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图 2摇 辽宁、山东刺参氨基酸相对含量主成分得分

Fig. 2 Scatter plot of the principal components of the rela鄄
tive content of amino acids for A. japonicus caught in
Liaoning and Shandong

了 Glu 都表现出显著差异,必需氨基酸中除 Val
和 Phe 也都表现出显著差异。 造成这种差异的原

因,是由于不同区域的初级生产者氨基酸合成和

代谢过程会产生高度的多样性,因此他们的氨基

酸会产生独特的 啄13C 标签,已有研究表明,消费

者在摄食后,不同营养级之间的必需氨基酸几乎

没有发生同位素分馏现象,而非必需氨基酸会出

现不同程度的同位素分馏。 也就是说不同营养级

的消费者在摄食过程中,其必需氨基酸的 啄13C 值

几乎保持不变,因此由于不同地区初级生产者都

有自己独特的氨基酸 啄13C 标签,所以造成了消费

者必需氨基酸 啄13C 的差异;而非必需氨基酸不仅

可以从食物中获取并且能够自身合成,在合成不

同氨基酸的过程中,对不同碳源的利用率也有所

不同,这样的特性造成了消费者非必需氨基酸的

啄13C 标签相比于必需氨基酸有更高的多样性[14]。
在本研究中,也恰好表现出与此相似的情况,两不

同省份的刺参非必需氨基酸的 啄13C 值相比于必

需氨基酸差异性更显著,其中 Gly、Pro、Ser、Tyr 此

4 种氨基酸 P 值<0. 001,而必需氨基酸中只有 Ile
一种氨基酸 P 值<0. 001,在这些氨基酸中 Ile 是

唯一的必需氨基酸,其 啄13C 值就完全继承了所在

区域初级生产的 啄13C 值,由此可知即使两地环境

条件相似,也会存在这种具有不同的 啄13C 标签的

氨基酸。 其中 Phe 的 啄13C 值在二者之间的差异

性最不显著(F = 1. 24),已有很多研究发现,由于

Phe 是芳香族氨基酸,合成过程比较稳定,所以其

啄13C 受环境条件影响不大,在食物网结构研究中

常被应用为标志性氨基酸[14,18],本实验结果与这

一结论吻合;Tyr 的 啄13C 值在二者之间的差异性

最显著(F = 59. 63),由于动物体很大一部分 Tyr
需要以 Phe 作为前体在苯丙氨酸羟化酶的催化作

用下合成,也被称为半必需氨基酸,而本研究中

Phe 的 啄13C 值在两地之间差异并不明显,因此 Tyr
的 啄13C 值更能反应出两地刺参内源性代谢合成

的特征,所以推断由于氨基酸生物合成过程受不

同环境影响(生物酶活性、合成速率等)产生了不

同程度的同位素分馏现象,进而造成了两地刺参

Tyr 啄13C 值的差异性。

表 4摇 辽宁山东刺参氨基酸 啄13C 值

Tab. 4 The 啄13C values of amino acids for A. japonicus caught in Liaoning and Shangdong

辽宁(n=44) 山东(n=34) F 值 置位水平 显著性

非必需

氨基酸

丙氨酸(Ala) -21. 78依7. 89A -26. 82依4. 96B 3. 97 0. 0497 *

甘氨酸(Gly) -15. 79依8. 37A 016. 42依4. 5B 12. 72 0. 0006 ***

脯氨酸(Pro) -22. 19依7. 06A -20. 42依2. 84B 25. 79 0. 0000 ***

丝氨酸(Ser) -15. 97依2. 91A -21. 66依1. 54B 23. 62 0. 0000 ***

谷氨酸(Glu) -16. 68依9. 17A -17. 8依6. 93A 1. 64 0. 2038 ns

酷氨酸(Tyr) -19. 28依7. 46A -21. 08依3. 47B 59. 63 0. 0000 ***

必需

氨基酸

缬氨酸(Val) -24. 54依6. 10A -26. 15依3. 47A 1. 40 0. 2389 ns

亮氨酸(Leu) -23. 78依9. 16A -27. 36依4. 12B 11. 36 0. 0012 **

异亮氨酸(lle) -11. 87依11. 54A -18. 53依4. 16B 47. 29 0. 0000 ***

苯丙氨酸(phe) -21. 64依8. 32A -21. 83依5. 51A 1. 24 0. 1379 ns

注:表中两地氨基酸 啄13C 值差异性分析采用独立样本 t 检验法,上标字母不同表示其在不同地点之间存在显著差异,在显著性一栏中,ns

代表 P逸0. 05,差异性不显著,*代表 P < 0. 05, **代表 P < 0. 01,***代表 P < 0. 001

摇 摇 根据得到的数据,选取两种氨基酸,Tyr(F =
59. 63)、Ser(F=23. 62)绘制散点图,如图 3 所示,
发现此两种氨基酸的 啄13C 值可将两地刺参很明

显的区分开,几乎没有重叠部分,分别位于虚线的

左右两侧。 可见氨基酸 啄13 C 值相比于其相对含

量是区分辽宁、山东刺参更显著的指标,无需借助

多元统计学分析,即可明显区分二者。
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图 3摇 辽宁山东刺参两种特征氨基酸 啄13C 值

Fig. 3 The 啄13CAA values of the two characteristic amino acids

for A. japonicus caught in Liaoning and Shandong

3摇 结摇 论

(1)本研究测定并分析了辽宁、山东刺参氨基

酸相对含量及其 啄13C 值,结果显示,首先对于氨基

酸的相对含量,发现其在两地刺参之间的差异性不

显著,以其中差异性相对显著的两种氨基酸作为指

标,未能明显区分二者,我们采用主成分分析法对

测得的全部氨基酸相对含量数据进行分析,也并未

得到理想的区分效果。 然后我们分析了两地刺参

的 啄13C 值,发现多数氨基酸的 啄13C 值差异显著,其
中非必需氨基酸的显著性要高于必需氨基酸,在非

必需氨基酸中选取两种氨基酸 Tyr 和 Ser 的 啄13C
值作为指标,即可将二者明显区分。 可得出结论,
氨基酸的碳稳定同位素组成相比于其相对含量是

作为区分辽宁、山东刺参产地来源更准确的指标,
因此这种方法是海参产地溯源更有前景的方法。

(2)本研究中仅采集了黄渤地区的部分代表

产地的刺参,今后可以通过扩大采样量和采样地

点进一步证实此方法的准确性。 此外,还可以通

过采集不同地点刺参食物来源,探究造成这些海

参氨基酸稳定同位素区别的环境因素。
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