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乳制品中有害成分检测技术研究进展
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摘  要：乳制品安全是我国近年来食品安全的焦点，检测新技术运用滞后，部分标准缺乏，是乳制品安全事件屡禁

不绝的原因之一。本文对乳制品中各种污染源及检测技术进行分析和总结，重点介绍色谱、分析化学、免疫学、分

子生物学、环介导等温扩增、生物芯片等技术，并通过比较分析各种技术的优缺点，对乳制品未来检测技术进行综

合分析，以期为快速、准确地检测乳品中有害成分及检测技术的发展提供一定的参考。
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近年来，不法分子为牟取高额利润，向原料乳及乳

成品中添加多种有害物质，例如将皮革水解物、三聚氰

胺添加到生乳或奶粉中增加蛋白含量，将能分解牛奶中

β-内酰胺的β-内酰胺酶[1]加到生乳中生产“无抗奶”等。

不法商家种种制售假行为，导致乳制品安全事件屡次爆

发，如蒙牛黄曲霉毒素[2]、乳品检出三聚氰胺[3-4]、重金

属超标[5]等，这些乳制品安全事件不仅暴露了监管和标准

的缺失，而且说明乳制品检测新技术普及的迫切性。

为了应对新的乳制品检测问题，规范有害成分的

检测技术体系，国家质检总局、卫生部将三聚氰胺、皮

革水解物(L-羟脯氨酸)、硫氰酸钠和β-内酰胺酶4种化学

成分确定为非法添加物；并颁布了乳制品非法添加物、

微生物的多个标准，这些国家标准的颁布，虽然规范了

乳制品中有害成分的检测，但监管部门、乳制品企业在

面临巨大的检测压力下，标准规定的检测技术远远无法

满足实际检测的需要，为了应对乳制品快速、准确检测

的需求，近年来我国的乳制品检测技术取得了长足的进

步，现综述如下。

1 乳制品化学性污染的检测

乳制品化学性污染多见于原料乳的掺假：为了提

高乳的蛋白含量，向乳中添加三聚氰胺和皮革水解物；

为了乳及乳制品的保鲜，向乳中添加硫氰酸钠；为了避
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免检测部门检测出乳中可能含有的抗生素，向乳中添加 

β-内酰胺酶等。这一系列有毒有害物质的污染造成食用

者急性中毒或慢性蓄积性中毒等危害，因此，为减少此

类危害的发生，乳制品化学性污染的检测必不可少，下

面简单介绍乳制品化学性污染检测技术。

1.1 色谱法

1.1.1  高效液相色谱法(HPLC)

高效液相色谱法目前己经发展了多种不同的固定

相，有多种不同的分离模式。刘震[6]以离子对试剂缓冲

液为流动相，选择240nm波长检测鲜乳制品中的三聚氰

胺，能够准确快速地得到检测结果，同时加标回收率和

灵敏度良好；吴剑平等[7]运用高效液相色谱法检测牛奶

中硫氰酸钠质量浓度，检测限可达到0.2mg/kg；Salman
等[8]通过高效液相色谱离子配对紫外检测法对不同浓度

婴儿奶粉中的三聚氰胺进行鉴定和检测，最低检出限可

达0.01μg/mL；Furusawa[9]运用100%水流动相高效液相

色谱-二极管矩阵检测器法检测三聚氰胺，具有较高的

灵敏度和稳定性，总运行时间仅需8min，检出限范围为

23～46ng/mL。高效液相色谱法具有检测灵敏度高、结果

准确、检测范围广等特点，在化学污染的检测领域中是

比较重要的一种检测技术，但该技术对仪器设备的要求

较高。

1.1.2 色谱-质谱联用技术

色谱-质谱联用是为了提高色谱灵敏度衍生出的新

技术，如液相色谱-质谱联用(LC-MS)、高效液相色谱-
质谱联用(HPLC-MS)和气相色谱-质谱联用(GC-MS)，
由于乳制品样品处理相对简单，因此较早运用到乳制

品有害成分的检测中。邢丽红等 [10]建立的高效液相色

谱 -串联质谱分析方法，通过检测三聚氰酸的含量间

接地定量三聚氰胺，用乙腈和水提取样品中的三聚氰

酸，乙腈二次去蛋白，10000r/min离心后，以电喷雾

离子源负离子多反应监测模式进行质谱分析，用内标

法定量，三聚氰酸在0.005～0.2μg/mL范围内线性关系

良好，相关系数r＞0.999，液态奶类样品和奶粉的定

量限均为0.2mg/kg。Kaklamanos等[11]成功通过高效液相

色谱串联质谱测定分析肉和乳中的氨苯砜，肉样和乳样

的回收率分别为105%～117%和101%～108%。通过色谱

法和质谱技术的联用，既能得到纯化的未知物，又能比

较准确地分析未知待检物的分子结构，但色谱-质谱联用

对仪器的要求较高，尤其GC-MS对色谱和质谱间仪器接

口的要求更高，LC-MS对与溶剂沸点相近的组分较难检

测。另外这些依赖于高端设备的检测技术虽然结果准确

可靠，但无法在基层一线乳品检测部门普及，同时也存

在检测效率低、无法现场检测等问题。

1.1.3 毛细管电泳法(CE)

毛细管电泳法是给分离通道毛细管施加高压直流电

场后所达到的新型液相分离技术，高效毛细管电泳(HPCE)
是在高压电场的作用下，毛细管内的不同带电粒子以不同

的速率在电泳介质中迁移，从而进行分析鉴定。卢日刚

等[12]通过固相萃取-毛细管电泳法测定了奶粉中三聚氰胺

含量，向30mmol/L的硼砂缓冲液中加入15mmol/L的十二

烷基硫酸钠，运行电压为15kV，压力进样为10s，柱温为

25℃，200nm波长处检测波长，其结果表明三聚氰胺的线性

范围20～50μg/mL，检出限为1μg/mL，定量限为2μg/mL。毛

细管电泳法分离效率高、需样量少、分析速度较快，一般

在1h以内，并通过多种不同的分离机制使该技术应用范围

逐渐扩大，但不同的温度、毛细管长短粗细、运行时间长

短和运行电压大小对其结果都有较大影响，运用于乳品实

际检测有一定局限性。

1.2 分光光度法

分光光度法是在特定波长处或一定波长范围内测定

被测物质的吸光值，达到对该被测物质进行定性和定量分

析的方法。李卫群等[13]通过分光光度法测定乳及乳制品中

硫氰酸钠的含量，向样品中加三氯乙酸溶液和双氧水，在

60℃水浴中进行蛋白沉淀，过滤，滤液用硝酸酸化，再用

硫酸铁铵溶液进行显色，465nm波长处测吸光度，结果

显示对奶粉的最低检出限为2mg/kg，对鲜奶的最低检出

限为1mg/L；李琴[14]通过分光光度法建立了检测原料乳中

硫氰酸钠的方法，用三氯乙酸提取硫氰酸钠，与三价铁

反应生成红色的络合物，用分光光度计测定其吸光度，

再根据绘制的吸光度曲线确定硫氰酸钠的含量，结果显

示该方法可用于原料奶中硫氰酸钠的快速检测。

L-羟脯氨酸是皮革水解物中胶原的特征性氨基酸之

一，常采用分光光度法测定L-羟脯氨酸的含量，检测时

间6h以上。张笑等[15]对乳及乳制品中L-羟脯氨酸进行测

定，检出限为2.1μg/g，回收率为91.6%～101.3%。Kim
等 [16]通过分光光度法建立检测乳制品的L -羟脯氨酸 -
氯胺T法，其原理是游离的L-羟脯氨酸可以被氯胺T氧
化，生成吡咯类化合物，该化合物在一定的温度条件下

能与对二甲氨基苯甲醛生成红色化合物，在可见光波长

条件下通过分光光度计来测定其质量浓度。该方法具有

操作简单、实验成本低、分析周期短等优点，但该方法

精确度和准确度较低，尚未在乳品检测中普及运用。

1.3 免疫学方法

1.3.1 酶联免疫吸附测定(ELISA)
ELISA原理是待检样品利用抗原和抗体的免疫反应

和酶的催化作用进行定性和定量的检测技术，具有灵

敏度高、特异性强、预处理简单、容易于在基层推广

等特点。目前用于临床检验的ELISA主要有双抗原夹心

法测抗体、双抗体夹心法测抗原、间接法测抗体、竞

争法测抗体、竞争法测抗原和捕获包被法测抗体6种类

型。Yin Weiwei等[17]制备三聚氰胺单克隆抗体，并在生
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牛乳、奶粉和饲料中进行间接竞争ELISA法检测三聚氰

胺，结果显示样品稀释度为1:9时最佳，原料乳检测限

为0.1mg/L，奶粉为0.2mg/kg，饲料为0.5mg/kg，且回

收率在79%～110%之间。Eric等[18]通过购买的Abraxis试剂

盒和Romer AgraQuant试剂盒对婴儿奶粉进行检测，结果

显示，婴儿奶粉的检出限为0.2～3μg/g。王黎丽等[19]建立

间接和直接竞争ELISA检测三聚氰胺，间接竞争ELISA和

直接ELISA检测法的IC50分别为3.12μg/L和56.88μg/L，线

性检测范围分别为0.05～10μg/L和0.1～1000μg/L，该

研究结果还表明间接竞争ELISA比直接竞争ELISA灵敏

度高。

Khatkhatay等[20]通过酶免疫测定法(EIAs)测定β-内
酰胺酶，并从精确性、准确性、敏感性和稳定性等方面

对ELISA法的测定进行讨论与展望。Jiao Sainan等[21]研

制半抗原和广谱特异性抗体，并用于牛奶中青霉素类和

四环素类的同时免疫测定。ELISA法检测范围从每升几

微克到几百微克，与高效液相色谱灵敏度相当或略高，

其灵敏度不及液相色谱-质谱法和气相色谱-质谱法，但

ELISA法以免疫学为基础，不仅可以检测化学性物质，

而且在生物性污染的检测中尤为重要，并且对实验仪器

的要求不高，能更方便、广泛地应用于乳制品的检测。

1.3.2 免疫胶体金法

免疫胶体金法是以胶体金作为示踪标志物，用于抗

原抗体免疫反应的一种标记技术。Li Xiangmei等[22]通

过单克隆抗体的制备，运用免疫胶体金试纸检测原料

乳、乳制品及饲料中三聚氰胺的残留量，检测结果显示

原料乳检测限为0.5μg/L，乳饮料、酸奶、炼乳和乳酪

检测限为2μg/g，奶粉检测限为1μg/g，在研究中样品的

预处理仅需3～10min，该检验试纸可以作为现场检测

大量样品的方法。Robin等[23]提出了一种新的纳米金免

疫学检测方法，在化学发光系统的基础上利用鲁米诺

硝酸银纳米金颗粒检测除草剂2,4-二氯苯氧乙酸，通过

2,4-二氯苯氧乙酸抗体的制备并与不同的纳米金粒子结

合进行实验，结果表明除草剂2,4-二氯苯氧乙酸的检测

限为3ng/mL，这种新的免疫形式的方法可以快速检测

杀虫剂，该研究为纳米金运用于化学小分子检测提供了

新的思路。李洁等[24]用免疫胶体金法对随机抽样的120
件市场乳品检测三聚氰胺，其研究结果表明，用免疫胶

体金法检测限达到0.5mg/kg，该方法稳定性好，并通过

国标GB/T 22388—2008《原料乳与乳制品中三聚氰胺

检测方法》对60份随机加入不同量三聚氰胺的杀菌乳和

生鲜牛乳进行验证，与国标法检测结果相比，假阳性和

假阴性均为0%。该方法具有可现场检测、成本低、易

操作等优点，但无法进行定量检测，且环境温度、pH
值对该方法的影响较大。

综上所述，乳制品中化学有害成分的检测技术包括

化学检测技术和生物免疫检测技术，其中化学检测对仪

器、检测人员、检测成本等投入较高，基层检测单位难

以普及，但检测灵敏准确，适用于检测结果的确认；免

疫学方法快速、准确、易操作，适用于现场、大量样品

的初步筛查，由于生物技术的快速发展，在检测领域会

有更好的发展前景。ELISA法和免疫胶体金法在乳制品

生物性污染方面也有广泛应用，此外，近年来发展起来

的免疫磁珠方法，在乳制品检测中显现出巨大的潜力，

该方法将在乳制品生物性污染的检测中进行阐述。

2 乳制品生物性污染的检测

2.1 分子免疫学方法

2.1.1 定量PCR 

目前定量PCR技术的方法有多种，主要包括：PCR
产物的直接定量、竞争性PCR定量、实时定量PCR和实

时荧光定量PCR。Singh等 [25]建立实时荧光定量PCR对

60个超市原料乳和冰激凌样品中沙门氏菌和李斯特氏

菌同时检测，6h的样品预浓缩使得检测灵敏度提高到

1×104CFU/mL，结果显示有1个样品被检测出阳性，该

实验中李斯特氏菌和沙门氏菌的检测没有交叉反应。

Wang Xiang等[26]建立了结合内部扩增控制的TaqMan探针

实时定量PCR方法，实验中阪崎肠杆菌特异性检测没有

交叉反应，92个样品中检测出2个阳性结果，相比国际标

准化组织(ISO)标准方法更准确。

在TaqMan探针的基础上，衍生出分子信标的方

法，相比常规PCR敏感性更高。李雪玲等 [27]通过建立

分子信标实时定量PCR技术检测婴幼儿乳粉中阪崎肠

杆菌，向PCR反应体系加入分子信标探针，探针的5’端
标记FAM，3’端标记TAMRA，结果显示该方法特异性

强，无非特异性扩增，纯阪崎肠杆菌菌液的检出限为

102CFU/mL。Singh等[28]又建立了同时检测单细胞增生李

斯特氏菌和沙门氏菌的分子信标-双重实时定量PCR的分

析方法，对60个样品进行检测，其中1份冰激凌样品中检

测出沙门氏菌，1份鲜奶样品中检测出单细胞增生李斯特

氏菌，该方法对2种菌的最低检测限为1×101CFU/mL，
并通过微生物学方法验证结果证明分子信标-双重实时定

量PCR可以有效应用于实际检测中。

2.1.2 多重PCR
多重PCR又称多重引物PCR，它是在同一PCR反应体

系里加入两对或两对以上的引物同时扩增出多个核酸片段

的PCR反应，该方法高效、成本低、速度快。遇晓杰等[29]

建立多重PCR同时检测食品中大肠杆菌O157:H7、金黄色

葡萄球菌、沙门氏菌、单核细胞增生李斯特氏菌和蜡样

芽孢杆菌的多重PCR快速检测方法，整个检测过程少于

30h，且检测灵敏度均可达102CFU/mL。Kawasaki等[30]通
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过优化样品的预处理、DNA萃取和多重PCR条件，开发

了一种多重PCR试剂盒检测单核细胞增生李斯特氏菌、

沙门氏菌和大肠杆菌O157:H7。
根据多重PCR衍生出多重PCR结合高效液相色谱

(MPCR-HPLC)的技术方法，该方法主要通过调节乙腈

浓度，使核酸片段按分子质量的大小顺序被依次洗脱出

来，避免了繁琐的琼脂糖凝胶电泳，而且具有自动化程

度高和高通量检测的优点。Xu Yigang等[31]建立MPCR-
HPLC检测6种食源性致病菌，实验过程中将PCR产物进

行高效液相色谱分析，每个PCR产物独特的峰代表相应

的菌株。

然而，多重PCR在二十几年的发展内，随着反应体

系内引物数量增加，错误引发扩增和引物相互干扰的机

会大大增加，出现多个靶点扩增条件不兼容且扩增背景

过高等问题，为此，美国iCubate公司研发了扩增子拯救

多重PCR(arm-PCR)技术，设计出一次性全封闭卡盒及其

配套的iCubate全自动多重微生物核酸检测系统[32]，解决

了靶点不兼容等问题。

2.1.3 PCR-ELISA技术

PCR-ELISA技术是通过ELISA固相载体包被亲和

素，并与生物素标记的探针通过交联作用结合，该探针

与生物素等抗原标记的PCR扩增产物互补，使扩增产物

固定在固相载体上，加入相应抗原的酶标抗体，经酶标

显色达到定量检测的方法。曹玮等[33]以单细胞增生李斯

特菌的致病基因hlyA为基础，设计PCR引物，获得单细

胞增生李斯特菌特异的地高辛标记片段，根据PCR目的

片段序列，设计特异性捕获探针，建立单细胞增生李

斯特菌PCR-ELISA快速检测方法，结果显示，经过12h
的增菌培养，PCR-ELISA方法最低可从25mL样品中检

出1CFU，检测敏感性为传统PCR方法的10～100倍。

Metzger-Boddien等[34]用沙门氏菌特异的PCR-ELISA试剂

盒进行食物样品的模拟代菌实验，结果与标准的分离培

养方法符合率高达98%。Kuo等[35]通过PCR-ELISA法分析

检测饮用水中的大肠杆菌。该技术将PCR和ELISA这两种

高度敏感性方法结合起来，具有探针和引物双重的特异

性，相对而言达到了PCR的定量检测，但步骤较多，相

比传统PCR法繁琐。

2.1.4 免疫磁珠-PCR(IMB-PCR)
免疫磁珠(IMB)由抗体或抗原包被在磁性微球上构

成，具有免疫反应的高度专一性，免疫磁珠与相对应的

抗原或抗体结合后形成免疫复合物，在磁场条件下与其

他物质快速分离，从而可以达到快速特异性分离纯化靶

配体的作用。王晓闻等 [36]通过IMB-PCR方法检测沙门

氏菌，筛选最佳的包被液和包被条件，用包被有抗沙门

氏菌抗体的磁珠捕获待检样品中的沙门氏菌，进行PCR
检测，结果显示检测灵敏度为9CFU/mL，所用时间为

7h，该方法操作简便、用时短、检出率高。Panneerseelan
等[37]建立了IMB-PCR信号扩增法检测食品中的沙门氏菌

肠毒素，实验中用1-乙基-3-碳二亚胺试剂将抗金黄色葡

萄球菌肠毒素A(SEA)和抗毒素B(SEB)抗体涂在羧基修

饰的磁珠上，结果显示，通过免疫磁珠捕获、富集的

作用，IMB-PCR检测食品中SEA和SEB的检出限可达到

7.5×10-6ng/g。
2.2 环介导等温扩增(LAMP)技术

环介导等温扩增(LAMP)技术是一种新的核酸等温扩

增技术，针对靶基因的6个区域设计4种特异引物，在特定

恒温条件下核酸扩增在1h内即可完成，目前已在食品安全

检测、生物学和临床医学等领域中应用。胡惠秩等[38]综述

了LAMP技术对乳中金黄色葡萄球菌、阪崎肠杆菌、沙

门氏菌、大肠杆菌和单细胞增生李斯特菌检测的应用。

袁耀武等[39]运用LAMP技术检测单核细胞增生李斯特氏

菌，检测中以FTA滤膜提取的细菌DNA作为模板进行扩

增，对12株菌进行LAMP检测，结果显示无交叉反应，

灵敏度为7.3×101CFU/mL，该方法灵敏度高、特异性

好，不需要复杂昂贵的仪器，对基层或经济不发达地区

开展有实际意义。

近年来，国内外众多研究者将环介导等温扩增技

术与横向流动试纸条法(LFD)结合起来建立新的方法

(LAMP-LFD)，将荧光素标记的探针与生物素标记的

LAMP扩增产物进行特异性杂交，胶体金标记抗荧光素

抗体，与杂交产物形成三元复合物，试纸条检测线处

包被抗生物素抗体，三元复合物通过检测线被抗生物

素抗体捕获并固定在检测线处，从而得到检测结果。

Zablon[40]通过LAMP-LFD技术对非洲人锥虫病进行快速

检测，结果表明LAMP-LFD法灵敏度与凝胶电泳和SYBR 
GreenⅠ染料水平是相同的，但该方法避免了琼脂糖凝

胶电泳或荧光染色肉眼观察由非特异性扩增造成的假阳

性，进一步提高了反应的特异性和灵敏度，该方法成功

地用于传染性肌肉坏死病毒[41]、对虾白斑症病毒[42]、桃

拉病毒[43]等养殖动物病毒性病原的检测，但目前该技术

在乳品生物性污染的检测中未见报道。

2.3 生物芯片

2.3.1 基因芯片(gene chip)
基因芯片(gene chip)是基于核酸互补杂交原理研制

的，固相基质上高度集成成千上万的网络状的密集排列

的基因探针。黎昊雁等[44]针对12种常见食源性致病菌，

建立了可见光基因芯片技术，28例样本中有26例与常规

培养方法结果完全一致，符合率达到92.9%。Cremonesi
等[45]建立一种新的基因芯片技术，基于耦合一个通用阵

列结扎检测反应，用于检测和分析乳样中的病原微生

物，对50份奶样进行检测，结果显示特异性高，灵敏

度低于6×10-15mol。Chizhikov等[46]建立基因芯片检测系
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统，将与食源性致病菌相关的6种毒力因子通过多重PCR
进行扩增，然后和芯片杂交进行鉴定。Call等[47]建立了一

种对多重PCR扩增肠出血性大肠杆菌的产物进行鉴定的

基因芯片，该方法将PCR、免疫诱捕技术以及基因芯片

技术相结合，对鸡肉中的致病菌进行检测，检测限低于

102CFU/mL。
2.3.2 蛋白质芯片

蛋白质芯片将抗原或抗体微阵列固定在不同种类介

质上，阵列中固定分子的位置及组成是已知的，用标记

的抗体或抗原与芯片上的探针进行反应，并扫描检测，

由计算机分析处理得到结果。蛋白芯片具有准确性高、

特异性高、操作简单、高通量、快速检测等特点。田

世民等[48]发明一种快速检测食品中真菌毒素的蛋白质芯

片专利，将制备的几种待检测真菌毒素固定于固相载体

上，并采用竞争法检测样品中真菌毒素，根据绘制的标

准曲线对待检测真菌毒素定量分析；Ewalt等[49]将蛋白芯

片与电子技术结合，建立检测葡萄球菌肠毒素B和霍乱毒

素B的电子芯片，并通过电子活性分析芯片。蛋白芯片多

用于临床医疗和疾病诊断，在乳制品及食品检测方面研

究报道较少[50]。

3 结 语

乳及乳制品常见有害物质的检测技术中，基于物

理、化学建立的色谱法、色谱-质谱联用法等都已成熟

的应用于检测领域，具有检测结果准确、灵敏度高、范

围广等特点，可以对待检物质进行定性和定量检测，但

该类技术对设备的要求和检测费用都比较高，这也是制

约这类检测方法在实际检测工作中普及和应用的主要原

因，但随着经济的发展，这类技术所依靠的仪器设备将

会被逐渐引进到各个地方和企业的检测部门，使此类检

测方法更广泛、更好地应用于检测中；在免疫学基础上

发展起来的ELISA技术与传统的检测方法相比，具有准

确、快速、操作简单、可同时检测大量样品等特点，但

该技术影响因素较多，抗体对其灵敏度、准确度影响尤

为重要，结构类似物也会引起不同程度的交叉反应，在

未来应用中对提高灵敏度、降低各因素影响、标准化规

范操作规程等方面有待进一步探索；在免疫学基础上建

立的免疫胶体金法，以其检测快速、检测成本低、适合

现场检测等特点在检测领域中快速发展，但该技术在

检测大量、多种样品时受到了很大制约，1次实验只能

单一对1个待检物进行检测，这无疑增大了进行检测的

工作量和检测成本，在未来的研究中，该技术会向着高

灵敏度、多重检测等方向发展；在生物化学基础上发展

起来的常规PCR技术虽然只能作为定性检测，但其高度

特异性的特点使该方法与多种技术、多种学科交叉联合

应用，实现了PCR的定性、定量检测，并且具有检测灵

敏、准确、快速等优点；基因芯片具有高效、高特异性

等特点，但在乳制品检测方面尚存在诸多问题，如不仅

需要昂贵的制作试剂、仪器等，而且在结果表达、分析

等方面也需要投入昂贵的设备、软件等，这使得基因芯

片在检测领域中的普及和应用受到了很大的制约；基于

免疫学技术的蛋白芯片，如熊亮斌等[51]研制的可视化抗

体芯片，具有高通量、低成本、操作简便、快速灵敏、

对设备人员要求低等优点，也是蛋白芯片在乳制品以及

整个食品安全快速检测领域的重要发展方向。

在各个学科交叉研究应用的背景下，虽然创新出了

许多具有检测准确、灵敏、检测限小、重现性好等特点的

检测技术，但部分技术操作复杂、仪器设备要求高、运行

成本高等问题，这也是新技术和新方法在监管部门、乳品

企业乃至整个食品企业较难普及应用的因素之一，也是未

来乳制品安全检测技术研究重点解决的问题。
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