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食品中蛋白质检测技术研究进展
孙 蓉，吴文标*

(西南大学食品科学学院，重庆 400716)

摘 要：精确地检测食品中的蛋白质含量对质量管理、科学研究等都是必不可少的。本文在综述食品中蛋白质含量

检测方法的原理、特点及应用范围的基础上，介绍最新的研究发展动态，为研究者在蛋白质检测方法选择或进一步

改进和发展方面提供依据，以使各种方法得到更好的应用，从而提高食品中蛋白质检测的准确性。
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蛋白质在生物体内是非常重要的，参与几乎所有的

生命活动，它们不仅与新陈代谢、免疫和生物进化有很

大关系，而且还给人们提供很多信息[1]。蛋白质含量常作

为衡量食品中营养价值高低的一项重要指标，因此蛋白

质含量的检测在食品分析中尤为重要，一直以来都是研

究的热点，特别是乳品行业。

至今为止，全世界已有不少有关蛋白质检测方面的

研究及综述论文报道。由于准确、快速、灵敏、低成本

测定各种食品中蛋白质含量的问题尚未得到解决，所以

仍然不断有新的研究出现，试图解决这些问题。

虽然目前已报道的检测蛋白质含量的方法有很多，

但大体可概括为两种：一种普遍采用的方法是定氮后，

根据含氮量推算出蛋白质含量；另一种就是根据蛋白质

物理或化学性质，采用相应的仪器设备进行检测，并

通过已知蛋白溶液建立标准曲线，进而推算出蛋白质含

量。虽然这些方法都在不断地改良，但是，仍然存在许

多尚待解决研究的问题。例如，凯氏定氮法已由手工操

作发展为全自动，但是由于食品中的蛋白质种类很多，

每种蛋白质的含氮量都是有变化的，以及大多数食品都

含有非蛋白质氮。因此，采用凯氏定氮法检测蛋白质含

量，对于大多数食品而言，仍然只能得到一个估测值。

本文的目的在于充分地总结蛋白质检测技术的最新

发展动态，为在选择方法的时候，提供详实可靠的决策

依据，同时为今后研究和开发出更快速、准确、灵敏的

蛋白质检测方法提供一定的理论依据。

1 定氮法及蛋白质含量的推算1 定氮法及蛋白质含量的推算

1.1 凯氏定氮法

凯氏定氮法是国内外普遍采用的测定食品或其他生

物材料中含氮量的经典方法，分为样品消化、蒸馏和吸

收、滴定3个步骤。其基本原理是：试样与浓硫酸和催

化剂一同消化破坏有机物，使其中的蛋白质氮及其他有

机氮转化为氨态氮，然后与硫酸结合生成硫酸铵加入碱

进行蒸馏使氨逸出，用硼酸吸收后，再以酸标准溶液滴

定，测出含氮量。

样品的消化过程看似简单，但是自凯氏定氮法被发

明至今128年以来，虽然经过不断的努力加以改进，仍然

存在耗时过长和损耗较大的难题。Domini等[2]采用微波和

超声辅助消化测定凯氏氮，经典凯氏定氮法、超声辅助

和微波-超声辅助的消化方法的消化时间分别为30、25、
7min。金属催化剂(例如Se)的使用可使消化时间缩短为
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30min。金属盐类的使用可使消化时间缩短为2h。据所查

资料，现在为止能达到的最短消化时间为7min[2]。然而，

某些辅助消化试剂的应用却带来毒性和造成环境污染的

负面影响问题。例如，消化产生的SO2会危害人体健康。

另外一个问题就是增加成本，例如，需要消耗试剂量大

且有些催化剂价格较昂贵。除了消化时间以外，还有许

多研究报道试图减少消化过程中氮的损失。例如，汞作

为催化剂会有干扰，它可与氨结合形成稳定的化合物，

所以在加入硫酸之前要将其分解。采用密闭消化，可有

效地减少易挥发元素的损失，同时也减少了消化时间。

氨的蒸馏过程中，传统的蒸馏装置操作不当容易发

生倒吸，且碱的加入量会影响蒸馏，过多会浪费试剂，

过少又会使蒸馏不完全，从而造成误差，所以在操作时

需要注意。氨的滴定过程，传统的方法采用混合指示剂

对颜色变化进行判断滴定终点，由于人对色彩辨别的差

异，容易造成误差。而现在多采用酸度计或电位滴定法

相结合进行测定，使滴定结果更准确。

由于经典凯氏定氮法操作繁琐、环境污染较大、

蒸馏容易倒吸，自动定氮仪测定蛋白质则克服了以上不

足，采用自动消化、蒸馏、滴定，操作简单，减少了环

境污染，可大批量测定样品，提高了工作效率。目前自

动定氮仪在牛乳、小麦、大米、大豆、食用菌、肉制

品、调味料等中都得到广泛应用。但全自动定氮仪价格

昂贵，增加了前期投入。

1.2 杜马斯定氮法

杜马斯法的基本原理是引起样品的完全裂解并测定

燃烧气体中的氮含量。它包括在高温(900℃)室里氧气存

在条件下燃烧已知量的样品，导致释放出二氧化碳、水

和氮，这些气体通过特殊的柱子吸收掉二氧化碳和水，

然后氮通过另一个柱子从残留的二氧化碳和水中分离，

再用氦气作为载气的热导检测器测量[3]。这种方法样品量

小(一般在5～50mg范围内)，测定速度很快(＜5min完成

一个样[4]，远快于全自动定氮仪)，测定结果精确。其测

定结果与凯氏定氮法的测定结果具有很好的相关性，但

是前者的测定绝对值高于后者[5]。这种方法使用较少的强

烈反应物，需要较少的劳动力，且具有比凯氏定氮法更

有效的温度释放出样品中的氮，可以代替凯氏定氮法作

为对常规动物营养实验室氮分析方法[6]。这种方法特别适

用于粮食、豆类、乳粉、米粉、蛋白质粉等固体试样的

测定，已作为国家标准中食品蛋白质的检测方法。

Saint-Denis等[7]采用优化FP-2000设备，对杜马斯法

进行优化，表明杜马斯法与凯氏定氮法一样精确，且十

分快速(5min)。Hakoda等[8]进行了实验室间的研究，以日

本农业标准(JAS)评定燃烧法测定通心粉制品粗蛋白的重

现性，用凯氏定氮法进行了同样的测定，两种方法在测

试材料间的差异是0.10%～0.13%。然而，杜马斯法也存

在一些不足之处。例如，Beljkaš等[4]认为杜马斯燃烧法在

复合的谷物制品(谷物早餐和燕麦坚果棒)分析获得的相对

标准偏差和同质性检验的结果与凯氏定氮法相比具有差

异性。

在实际应用中，这种方法广泛用于有机化学中元素

氮的测定，而在食品分析中的使用频率却低于凯氏定氮

法。最可能原因是最初的设备投入费用比全自动凯氏定

氮仪高几倍。

1.3 核技术

核技术有2种方法，中子活化分析和质子活化分析，

具有简单、快速、自动分析及低运行成本的优点，并且

没有污染和安全问题。但是这种技术的安装成本极高，

所以只可能当涉及大量分析时它们是可行的，目前，这

种方法在食品分析中较少使用。

中子活化分析包括14MeV中子束照射已称质量的样

品，从而使N14转化成N13的换算。在样品里N13衰变湮灭

产生0.51MeV γ射线，并且这些通过闪烁晶体探测器计

数，其计数与样品中氮的含量成正相关。虽然磷和硅对

其有干扰(它们也能转换成中子放射核素)，但是它们的半

衰期仅有2.5min左右，所以在氮被计数前已衰变成微不

足道的水平。除了用质子束进行照射外，质子活化分析

与中子活化分析相似。

1.4 氮-蛋白质换算系数

食品中蛋白质含量估测的传统方法是通过换算系数

乘以氮的含量。对于大多数食品，一般使用的换算系数

为6.25，这是基于许多食品蛋白质约含16%的氮[9]。但

是每个食品中的蛋白质的氨基酸组成差异很大，含氮量

差异也很大，因此需要不同的系数，尤其是在混合食品

中[5]，如其余一些氮-蛋白质换算系数为：谷物和谷物制

品5.70～5.83、干燥的粮食豆类5.46～5.71、坚果和种子

5.18～5.46、乳和乳制品6.38。因此氮换算系数能否准

确反映出食品中的蛋白质含量仍然是一个值得考虑的问

题。因为切达奶酪的蛋白质成分与牛乳有显著差异，所

以，Rouch等[10]研究了乳制品标准氮换算系数6.38是否能

准确反映切达奶酪的蛋白质含量的问题，结果显示平均

氮换算系数计算得6.394±0.004，比标准乳品氮换算系数

6.38略高。Salo-Viiiinhen等[11]研究发现不同食品中氮-蛋
白质换算系数均比官方的系数小，总结出传统的粗蛋白

值(N×6.25)偏离真蛋白值，建议蛋白质的定义和测定方

法应该在适当的国际组织进行重新评估，并适时地与现

有的知识和分析能力保持一致以使其具有科学性。

此法得到的是总氮含量而不是蛋白氮的含量，因此

还有一个问题就是定氮法需要区分非蛋白氮和总蛋白氮

之间的不同[12]。有机物质腐烂产生的氮转变为氨，导致

氮的含量转变为蛋白质的含量[13]。一些次生化合物如生

物碱、叶绿素和某些苷类包含氮，各种其他非蛋白氮化
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合物包括酰胺、游离氨基酸、非蛋白氨基酸、含氮的脂

类和铵盐等也存在于植物组织中[14]。因此如何去除非蛋

白氮的干扰是一个准确测定蛋白质含量的难题。因此有

科学家开展这方面的研究[5,15]。除去非蛋白氮的步骤会增

长操作时间，增加操作成本费用，因此，使得采用定氮

法不太合适于测定大量样品中的真实蛋白含量。

2 其他化学测定法2 其他化学测定法

除了定氮法外，还有各种化学方法可对蛋白质含量

进行检测。其中光度法应用最多，适用范围较广，对该

类方法的研究较多并在不断发展。这类方法的优点是检

测速度快、设备投入低、操作费用低，所测出的是样品

中的真实蛋白含量，非常适合于检测大量样品。但是，

目前尚未找到一种能与蛋白质发生等当量反应的化学试

剂。当前普遍采用的此类方法仍然是经验和间接型的，

需要预实验确定实验步骤和操作条件，并且需要一种标

准的直接方法(例如定氮法)加以校正。

2.1 分光光度法

2.1.1 双缩脲法(Biuret)
凡具有2个酰胺基或2个直接连接的肽键，或间隔

1个碳原子相连的肽键结构的化合物都可以发生双缩脲

反应。在碱性溶液中双缩脲与Cu2+形成紫色配合物，在

540nm波长处有最大吸收。在一定条件下，蛋白质含量

与双缩脲反应所呈的颜色成正比，而与蛋白质的氨基酸

组成和分子质量无关。如果反应混合物包含颗粒物质(如
谷物)，则需要先过滤或离心进行分离。

尽管这种方法广泛用于生物化学中蛋白质和蛋白质

材料的分析，但除了谷物中蛋白质的评定外，很少应用

在食品分析中。少量的还原剂和洗涤剂会干扰检测，因

为反应混合物的碱性，可能会影响铜离子的反应。另一

个缺点是只能检测水溶性蛋白质，不能对不溶性蛋白质

进行检测。

2.1.2 Folin酚法(Lowry)
Lowry法是双缩脲法的发展，它结合了双缩脲试剂

和酚试剂与蛋白质的反应。在碱性条件下，蛋白质中的

肽键与铜结合生成复合物，该复合物通过芳香族氨基酸

残基、酪氨酸和色氨酸残基把Folin酚试剂中的磷钼酸盐-
磷钨酸盐还原，产生深蓝色(钼蓝和钨蓝的混合物)，在

750nm波长处有最大吸收。在一定的条件下，蓝色深度

与蛋白质含量成正相关。

这种方法的灵敏度比双缩脲法高100倍，较紫外光光

度法高10～20倍。但Lowry法精确度不高、反应速率低、

耗费时间较长，某些试剂具有不稳定性，且标准曲线呈

非线性[16]。且这种方法比其他方法更易受干扰[17]，如酚

类、氨基酸、清洁剂、还原剂、脂类、糖类、核酸等均

有干扰作用。为此，Lindeboom等[18]测试了3种方法纠正

酚类化合物干扰Lowry法的效果，其中采用铜的存在和缺

乏在660nm波长处有不同吸收值的分析方法是纠正酚类

干扰Lowry法的最佳方法。

2.1.3 染料结合法

染料结合法检测蛋白质含量重现性好、灵敏度高。

除考马斯亮蓝法外，采用染料结合法检测食品中蛋白质

的基本原理是：样品中的蛋白质与一种磺化的酸性染料

溶液在低酸缓冲液中(通常为pH2)混合形成一种不溶性蛋

白质染料络合物。至今为止，已有很多关于采用有机染

料检测蛋白质含量的报道，所涉及的染料包括考马斯亮

蓝G-250、酸性橙12、偶氮胭脂红G、变色酸2B、变色酸

2C、偶氮氯膦Ⅰ、偶氮胂Ⅲ等。近年来，有关于金属-
有机染料结合检测蛋白质方面的报道，如Fe (Ⅲ) -茜素红

S、Cu(Ⅱ) -硝基磺酚C。Smith等[19]介绍了染料结合法定

量48种6～32年黑比诺葡萄酒中的蛋白质，这是一种简

单、较快的分析方法。但是，应用于食品及原料中蛋白

质检测较广的仍然为酸性橙12和考马斯亮蓝法。

2.1.3.1 考马斯亮蓝法(Bradford)
1976年Bradford建立了考马斯亮蓝法，根据蛋白质与

染料相结合的原理设计，是定量检测微量蛋白质浓度的

灵敏、快速的方法。考马斯亮蓝G-250染料，在酸性溶液

中呈红色，吸收峰在波长465nm处。当染料与蛋白质结

合后，主要是与蛋白质中的碱性氨基酸(特别是精氨酸)和
芳香族氨基酸残基相结合，其最大吸收波长由465nm变

为595nm，溶液的颜色也由红色变为蓝色，且在595nm波

长处检测的吸光度与蛋白质含量成正比。

这种方法已得到广泛应用，在乳与乳制品、啤酒、

果汁、蛋黄、粮食等检测中都有报道。考马斯亮蓝法快

速、简便、干扰物质少、重现性好，染料与蛋白质的结

合反应在2min左右即可完成且在1h内基本稳定。但这种

方法只能检测水溶性蛋白质，无法检测不溶蛋白质。例

如，Anjalie等[20]发现考马斯亮蓝法能较容易地检测每个

食品中的蛋白质含量，当检测再生乳粉中的蛋白质浓度

时，结果与预期的一样，并且三聚氰胺和三聚氰酸对检

测结果无干扰，但对猫粮来说要低10～30倍(因为蛋白的

溶解度低)。多糖类(如果胶)对其有显著性干扰，研究发

现在糖和蛋白质的混合液中糖类干扰远高于预期的单个

糖分子，从真菌培养的肉汤中沉淀的蛋白质估计值比实

际含量高2～4倍[21]。且由于各种蛋白质的性质不同每单

位量蛋白质的吸收也不同，因此用于不同蛋白质检测时

颜色变化有较大的偏差[22]。线性范围和结果的准确性比

双缩脲法差。

2.1.3.2 酸性橙12染色法(C.I. Acid Orange 12)
由于酸性橙12在纯净的状态下适合作为分析试剂，

这种染料是应用于食品中蛋白质含量检测的染料中研究
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和应用得最多以及使用范围最广的一种。这种染料还有

一个优势就是既能检测水溶性蛋白，又能检测不溶性蛋

白。研究表明这种方法能精确地检测多种食品或原料，

例如土豆、谷物、牛乳、豆类等中的蛋白质含量。Romo
等[23]用酸性橙12染色法检测了5种谷物种子的蛋白质含

量，结果表明染色法检测值与凯氏定氮法的检测值有很

高的相关性。Wu Wenbiao等[24]采用酸性橙12染料检测土

豆组织中的真实蛋白质含量，表明酸性橙12能够快速、

低成本地检测土豆粉中的真蛋白含量。

至今为止，酸性橙12是开发出全自动检测设备的一

种基础染料，主要运用于牛乳蛋白的检测，早期开发的

自动化设备是Udy-Color Analyzer[25]，近期开发的设备是

Rapid Protein Analyzer[26]。这种自动化检测技术能否应用

于其他多种食品中蛋白质的检测，尚无研究报道。

2.2 甲醛滴定法

这是蛋白质检测最古老的方法之一，通常需要添加

过量的甲醛到样品中，蛋白质的氨基与中性甲醛作用，

生成六次甲基四铵，同时释放出定量的酸，然后用碱标

准溶液直接滴定。该法节省试剂、分析速度快、操作简

便易行。但是，由于检测结果不稳定，很早以前就已被

染料结合法代替[27]。

3 其他物理测定法3 其他物理测定法

大多数蛋白质的物理检测方法具有操作快速和简单

的特点，并且与化学方法相比他们通常具有更少的技术

要求。每个分析的费用也比较少，但是初始安装费用及

仪器购买费用比较高。这些方法的准确度与化学方法是

相似的。

3.1 毛细管电泳法

电泳是指在电场作用下带电粒子向着与其电荷相反

的电极移动的现象。20世纪90年代以来，毛细管电泳因

具有高解析能力、高灵敏度和选择性、易于量化及样品

和溶剂消耗少的优点[28]而被认为是最重要的分离分析手

段之一，被广泛用于蛋白质的分析。结合了自动电泳的

高分辨率和高效液相色谱的易操作特点的高效毛细管电

泳具有高分辨率和快速分离蛋白质的优点[29]。尽管毛细

管电泳检测是非常灵敏的，但是检测的浓度限制却非常

高，即进行毛细管光度检测时，需要注射量小(约1nL)及
其有限的波长[30]。Miralles等[31]用毛细管电泳成功检测了

由贮藏导致的不同程度水解的原料乳和超高温灭菌乳中

乳清蛋白与总蛋白的比率，可考虑将其作为一种衍生光

谱法检测牛乳中乳清蛋白与总蛋白的替代方法，还可以

用来检测水解样品。操作繁琐及非蛋白类带电粒子的干

扰仍属于这一方法难以克服的困难，并且无法检测不溶

性蛋白。

3.2 共振瑞利散射法

光的散射是当一束光通过介质时，在入射光方向以

外的方向观察到的一种光强现象，它是电磁辐射与物质间

相互作用的一种表现形式。光散射粒子的尺度远小于入

射光波长时，称为瑞利散射(Rayleigh scattering，RS)[32]。

当瑞利散射位于或接近于散射分子吸收带时，其散射

强度不再遵守瑞利散射定律，而且某些波长的散射强

度急剧提高，这种现象被称为共振瑞利散射(resonance 
Rayleigh scattering， RRS)或称共振光散射(resonance light 
scattering， RLS)[33]。在静电作用为主的体系中，当在蛋

白质的等电点前，阴离子染料与肽链上带正电荷的基团

通过静电作用结合形成复合物聚集体，即染料在蛋白质

上堆积形成较大的粒子引起光散射信号增强，并与加入

蛋白质的浓度呈线性关系。一般要求染料具有带负电荷

亲水基团(如羟基、羧基、磺基等)，使其有较好水溶性，

且便于与蛋白质进行静电结合。

近年来，共振光散射法因灵敏度高、简单、快速并

且稳定性好，广泛用于溶液中蛋白质和核酸的检测[34]。

对不同蛋白质的检测范围为0.38～0.45ng/mL，能用于微

量蛋白质的检测[35]。这种方法对人血清、豆浆、尿液、

牛乳、牛血清等中蛋白质的检测都有研究，特别是用于

生物化学方面的人血清和牛血清蛋白研究较多[36]。但共

振光散射法的重现性对不稳定的染料染色系统是不满意

的，而且改进的共振光散射技术对于完成自动分析也不

容易，所以需要连接自动注射系统来克服这些缺点[37]。

张爱梅等[38]研究了加入十二烷基磺酸钠及在pH3.05的介

质中，曙红Y与蛋白质的结合反应，结果发现它们通过分

子间作用力形成复合物，并在365nm波长处共振光散射

信号加强，根据共振光散射的增强程度，可对蛋白质进

行定量检测，牛血清白蛋白、γ-球蛋白的线性范围分别为

0.05～3.7、0.10～5.6mg/L，检测限分别为12、18μg/L。
这种方法的缺点是不具备专一或特异性，任何一种在水

溶剂中能形成乳浊液的胶体颗粒，视其尺寸大小不同都

能反射、折射或散射光线，因此，会干扰这种方法的检

测结果。

3.3 近红外光谱法

近红外光谱法作为一种质量控制工具广泛用于食品

工业中。在目前的报道中，近红外光谱技术检测食品样

品中蛋白质的应用相对普遍[39]。近红外光谱技术是根据

被检测样品中某一物质对近红外光谱的特征吸收而进行

定量检测的一种手段[40]。它具有测试快速、高效、适用

范围广、测试重现性好、无试剂污染、样品一般无需预

处理、分析成本较低，可实现无损检测。由于谐波和组

合振动激发化程度低，近红外的吸收程度低，因此可以

传输测量数毫米厚的样品[41]。但测试灵敏度不高，被测

组分含量一般应大于0.1%。由于化学分析物在近红外光
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谱处有强烈的重叠峰，加上样品的其他物理现象，例如，

散射光可引起干扰问题，因此近红外光谱法需要通过标准

方法校正以进行定量检测[42]。且含大量水分时有干扰，还

需要复杂的仪器[43]。这种方法在谷物、液态乳[44]、小麦、

棉仁、鱼制品[45]等中都已有应用研究报道。

Vaknin等[46]研究了近红外反射光谱法估测麻风树种子

中的含油量、脂肪酸组成和蛋白质含量的潜能，结果表明

近红外光谱是一个可靠、准确和无损的技术，为筛选完整

麻风树核提供了一个快速、简单和划算的替代方法。

4 结 语4 结 语

食品中蛋白质含量的检测对于质量管理、科学研

究等都是非常重要的。已广泛应用的、能直接测定食品

的含氮量及推算蛋白质含量的经典凯氏法仍然是发展其

他方法的参照方法；检测速度更快及操作成本更低的杜

马斯法正在迅速地发展，阻碍其发展速度的决定因素仍

然是最初的设备投入过大；虽然核技术也具有简单、快

速、自动分析及低运行成本的优点，但是因为需要使用

放射性元素，而阻碍了其广泛应用。由于定氮法检测蛋

白质需要去掉非蛋白氮、针对不同的食品需使用不同的

换算系数，所以发展至今，即使采用自动化设备，这种

方法仍然操作复杂、耗时、且只能给出一个估测值。酸

性橙12等染色法既能检测水溶性蛋白，又能检测不溶性

蛋白，并且以此为染料已开发出自动化检测设备，在多

种食品中都有成功应用；尽管目前已研究过的染料与蛋

白质不能发生等当量反应，只要通过实验建立良好的操

作步骤，其精确性会很高。而其他的一些化学方法基本

都只能检测溶解性蛋白，应用范围相对较窄。近红外等

物理检测法的干扰物质较多，其应用受到限制。对于食

品蛋白质的检测方法仍然需要大量的研究，例如寻找能

与蛋白质发生等当量反应的化学试剂。
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