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摘　要：乳蛋白是乳及乳制品中重要的组成成分，其含量和组成是影响营养、免疫等功能特性的重要因素。乳中蛋

白组分复杂，不同组分含量差异大，随着乳蛋白功能特性研究的深入，快速准确测定乳蛋白组分的含量具有重要

的意义和研究价值。本文对目前使用最多的酶联免疫法、毛细管电泳法、高效液相色谱法和高效液相色谱串联质

谱法 4 类测定乳蛋白组分方法的原理、适用性和方法特点进行综述总结，为乳蛋白组分的准确测定和新方法建立

提供可靠的技术参考，为乳品营养研究、乳产品开发、婴幼儿配方粉优化提供理论支持。
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Abstract：Milk protein is an important component in milk and dairy products, and its content and composition are important
factors influencing the functionality of milk such as nutrition and immunity. Protein components in milk are complex, and
the content of different components varies greatly.  With the development of functional properties of milk protein, it  is  of
great  significance  and  value  to  determine  the  content  of  milk  protein  components  in  a  faster  and  more  accurate  way.
Currently,  enzyme-linked  immunosorbent  assay  (ELISA),  capillary  electrophoresis  (CE),  high  performance  liquid
chromatography (HPLC) and high performance liquid chromatography tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) are the
main methods used to determine protein components in milk. In this article, the measurement principle, applicability, and
the  characteristics  of  these  methods  are  reviewed,  which  could  provide  reliable  technical  reference  for  accurate
measurement and establishment of a novel method in milk protein evaluation, while this could also be a theoretical support
for dairy nutrition research, development of dairy products and infant formula optimization.

Key  words： milk  protein； enzyme-linked  immunoassay； capillary  electrophoresis； high  performance  liquid  chromato-

graphy；high performance liquid chromatography tandem mass spectrometry
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哺乳动物分泌的乳汁为初生幼崽提供生长发育

所需的所有物质，乳蛋白作为乳汁中重要的功能成

分，其含量和组成在不同物种、不同泌乳阶段会有很

大的变化。人乳蛋白质含量为 1.97%、牛乳蛋白质

含量为 3.24%、绵羊乳蛋白质含量为 5.25%、水牛乳

蛋白质含量为 4.18%，人乳泌乳初期酪蛋白与乳清蛋

白比例为 2:8、泌乳中期和后期酪蛋白与乳清蛋白

比例为 4:6，牛乳酪蛋白与乳清蛋白比例为 8:2[1−2]。

人乳与牛乳各酪蛋白成分间的含量和比例及乳清蛋

白中的主要成分都存在很大差异，人乳乳清蛋白中乳

铁蛋白的含量在 100~300 mg/100 mL[3−4]，牛乳中乳

铁蛋白含量在 20 mg/100 g 以下[5]，人乳中含有及其

微量的 β-乳球蛋白，但是 β-乳球蛋白确是牛乳乳清

的主要蛋白质[2]。准确测定不同乳蛋白组分的含量、

研究乳蛋白成分的比例对优质乳制品研发、泌乳牛

选育和婴幼儿配方乳粉蛋白质母乳化至关重要。

目前定量测定乳蛋白含量的方法主要有酶联免

疫法、毛细管电泳法、高效液相色谱法和高效液相色

谱串联质谱法，本文对这 4 类方法的原理、适用性和

方法特点进行综述和分析（见表 1），为乳蛋白组分的

准确测定和方法筛选提供可靠的技术参考，为乳品营

养研究、乳产品开发、婴幼儿配方粉优化提供理论

支持。 

1　酶联免疫法（ELISA） 

1.1　方法原理

酶联免疫法采用乳蛋白分子作为抗原特异性诱

导产生抗体，并制备相应的酶标抗体，根据抗原与酶

标抗体特异性亲和，利用酶的催化反应使测定液显

色，目标物的量与酶的量等比例，故可根据颜色反应

的深浅来进行定性或定量分析。

酶联免疫法测定乳蛋白含量的方式主要有间接

竞争法和双抗夹心法[6−13]。如图 1 所示，间接竞争法

采用目标乳蛋白为包被抗原，乳蛋白抗体为一抗，酶

标记抗体为二抗，样品中目标蛋白与包被的目标蛋白

进行竞争性免疫结合抗体，通过显色反应和标准工作

曲线计算乳蛋白含量。双抗夹心法以乳蛋白为抗原

制备相应的抗体（一抗）进行包被固定，加入待测定样

品溶液，洗板后加入辣根过氧化物酶标记的乳蛋白抗

体（酶标二抗），显色反应后测定吸光度，根据标准工

作曲线进行计算乳蛋白含量。
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图 1    酶联免疫法示意图
Fig.1    Schematic diagram of ELISA

 
 

1.2　方法应用

目前不同乳源的乳蛋白酶联免疫试剂盒均有商
 

表 1    乳蛋白不同定量测定方法的比对

Table 1    Comparison of different quantitative determination methods of milk protein

原理 主要前处理 方法特点 方法应用

酶联免疫法

乳蛋白抗原与酶标抗
体特异性结合，利用酶
催化反应显色，间接定
量测定。

试样混匀或磷酸盐溶
液稀释，离心处理。

前处理简单，所需试剂少，大
批量样品和微量蛋白测定有
优势。但不能同时测定不同
乳蛋白组分的含量。

乳铁蛋白LOD为2  mg/100  g，回收率在101.6%~109%，
RSD为5.34%[8]；
酪蛋白线性范围0.5~13.5 μg/g，测定准确度99%[9]；
β -乳球蛋白L O D为0 . 0 3 8  μ g / m L ，线性范围0 . 0 4 7 ~
1.50 μg/mL，相关系数0.9923，批次误差8.88%[11]。

毛细管电
泳法

在一定电压条件下，不
同乳蛋白在缓冲液条
件下的迁移速度不同
而实现分离。

a.试样加入尿素、盐
酸胍等进行变性处理；
b.试样调节pH4.6沉
淀酪蛋白。

分离快速，所需样品量少，高
含量乳蛋白组分测定准确性
高。检测灵敏度相对低。

五种乳蛋白组分相关系数均大于0.99，回收率88.1%  ~
110.8%，RSD为1.76%~3.28%[14]；乳铁蛋白LOD和LOQ分别
为21、70  mg/100  mL，回收率为87%~112%，RSD4.4%~
12.1%[16]。

高效液相
色谱法

不同乳蛋白在流动相
条件下与色谱柱固相
载体的亲和洗脱不同
而实现分离。

a.试样调节pH4.6沉
淀酪蛋白；
b .试样经磷酸盐提
取，亲和柱净化；
c.试样加入尿素、盐
酸胍等进行变性处
理。

此类方法应用广泛，根据测
定目标蛋白选择不同的前处
理方法，可得到良好的液相
分离结果。检测灵敏度较高。

4种乳清蛋白组分LOD为0.002 g/L，相关系数大于0.99，回收
率93.0%~97.0%[21]。乳铁蛋白LOD和LOQ分别为0.57、
1.90 mg/L，回收率分别为88.3%、90.2%和95.1%[26]；IgG线性
范围0.2~5.0 mg/mL，回收率86.0%~117.7%[30]。

高效液相色
谱串联质谱法

胰蛋白酶酶解蛋白质
生成肽段，根据特异肽
段含量间接测定乳蛋
白组分含量。

试样经二硫苏糖醇还
原，碘代乙酰胺烷基
化，胰蛋白酶酶解。

检测灵敏度高，不需乳蛋白
对照品即可定量，可实现多
种乳蛋白的同时测定。前处
理复杂费时，测定成本高。

乳铁蛋白LOD和LOQ分别为3.8、11 mg/kg，回收率74.5%~
103.6%，RSD7.7%[35]；线性范围α-乳白蛋白40~1000 nmol/L
和β-乳球蛋白80~2000 nmol/L，LOQ为0.02 g/100 g; 加标回
收率为84.7%~95.6%，RSD为1.6%~5.8%[36]。β-乳球蛋白线
性范围2~100 μmol/L，LOD和LOQ分别为0.2、0.6 mg/100 mL，
RSD小于6.2%[38]。
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业化产品，如人乳中酪蛋白、乳白蛋白、乳铁蛋白、

骨桥蛋白和牛乳中骨桥蛋白含量[6]。

袁水林等[7] 通过对 β-乳球蛋白进行包被，制备

β-乳球蛋白抗体和羊抗兔 IgG 过氧化物酶二抗，建立

了牛乳中 β-乳球蛋白含量间接 ELISA 测定方法，并

以高效液相色谱法做为比对方法，验证了间接

ELISA 方法的可靠性。β-乳球蛋白是乳清蛋白中的

主要成分，也是主要的乳蛋白过敏源，通过调整包被

抗体浓度 ELISA 方法可应用于食品中 β-乳球蛋白

过敏源的测定。吴春香等[8] 采用商品化酶联免疫试

剂盒研究了婴儿配方奶粉中乳铁蛋白含量测定的准

确性，通过验证试剂盒法的检出限、加标回收率、稳

定性，与标签标示值、高效液相色谱法测定结果进行

比对，确定酶联免疫法测定乳粉中乳铁蛋白含量准

确、可靠，方法检出限为（LOD）2 mg/100 g，能够满足

检测需求。

酪蛋白是牛乳中的主要蛋白质，分为 α-酪蛋白、

β-酪蛋白、κ-酪蛋白、γ-酪蛋白等单体，于艳丽等[9] 采

用 ELISA 方法测定了市售乳粉中酪蛋白含量，测定

结果与标签标示值一致性达到 99% 以上，本研究直

接测定酪蛋白总量，涵盖了 α-酪蛋白、β-酪蛋白和 κ-
酪蛋白酪蛋白组分。宋宏新等[10]、赵金龙[11] 等分别

对牛乳中 κ-酪蛋白和 β-乳球蛋白的 ELISA 方法进

行研究，从抗体选择、抗体包被浓度、反应条件优化

等方面对酶联免疫法测定乳蛋白进行系统研究，验证

了方法的可靠性。Michaela 等[13] 采用多克隆抗体模

式针对天然 α-酪蛋白、β-酪蛋白和 κ-酪蛋白及其加

热处理后的形式建立了酶联免疫测定方法，得到良好

的测定特异性和抗干扰特性，同时研究了试剂盒内与

试剂盒间的差异，确保了方法的稳定可靠。使用

ELISA 方法直接测定酪蛋白总量时，不同样品酪蛋

白单体比例对酪蛋白总量会有影响。 

1.3　方法特点

酶联免疫法测定乳蛋白含量的优势：所需样品

量少（一般加样量为 10~50 μL）；样品前处理简单（直

接混匀或稀释后混匀）；酶联免疫法在批量化测定时

具有显著优势，自动化程度高，测定快速；酶联免疫法

具有高度的特异性，不同乳蛋白的交叉反应影响小，

对微量蛋白组分的测定准确度高，在测定乳蛋白过敏

源时适用性强。

由于酶联免疫法在乳蛋白测定中具有高度的专

一性，不能同时对多个乳蛋白组分进行准确定量，不

同乳蛋白组分的准确测定需要不同试剂盒进行分析；

除此之外，酶联免疫试剂盒的准确性与所包被抗原或

抗体的纯度和稳定性有直接关系，不同商品化厂家的

产品测定结果会存在一定差异。 

2　毛细管电泳法（CE） 

2.1　方法原理

毛细管电泳法分离乳及乳制品中乳蛋白组分是

采用具有涂层的毛细管为乳蛋白分离载体，通过施加

电压，不同乳蛋白在缓冲液条件下的迁移速度不同而

实现分离，采用紫外检测器测进行定量测定。缓冲液

中往往加入尿素溶液使蛋白质变性以达到良好的

分离。 

2.2　方法应用

乳蛋白的主要组分 α-乳白蛋白、β-乳球蛋白、α-

酪蛋白、β-酪蛋白、κ-酪蛋白、血清白蛋白、乳铁蛋白

和免疫球蛋白 G 等在毛细管电泳中能够得到有效的

分离和准确定量，经过验证，方法精密度 RSD 均小

于 5%，加标回收率为 83.7%~113.4%，各乳蛋白在

20 min 内能够达到有效分离，且方法稳定可靠[14−16]。

除了乳蛋白各组分含量的测定，毛细管电泳还

可有效分离乳蛋白组分的变异体，分析不同乳源乳蛋

白的差异。冯慿等[17] 研究了毛细管电泳分离 A1-β-

酪蛋白、A2-β-酪蛋白和 B-β-酪蛋白变异体，通过方

法线性、精密度、回收率等方法学验证，得到了良好

的 β-酪蛋白分离条件，该方法适用于液态牛乳和乳

粉中 A2-β-酪蛋白和总酪蛋白含量的测定，也为各乳

蛋白变异体的含量和功能研究提供可能。Jasmina 等[18]

和 Adel 等[19] 采用毛细管电泳法对驴乳和单峰驼乳

中 α-乳白蛋白、β-乳球蛋白、血清白蛋白、αs1-酪蛋

白、αs2-酪蛋白、β-酪蛋白、κ-酪蛋白、乳铁蛋白、溶

菌酶等蛋白组分进行有效分离，结果得到单峰驼乳与

牛乳蛋白组分差异很大。

乳蛋白在生产加工过程会有不同程度的变性，

热变性的 α-乳白蛋白、β-乳球蛋白在 pH4.6 时与酪

蛋白共沉淀，丁晓静等[20] 采用毛细管电泳法系统的

分析了牛初乳、原料乳及不同乳制品中 α-乳白蛋

白、β-乳球蛋白 A 及 β-乳球蛋白 B 的含量，在样品

处理阶段采用酸沉淀，取上清液进行毛细管电泳分

析，结果得到牛初乳、原料乳中 3 种乳清蛋白组分的

含量高于酸奶、UHT 牛乳、复原乳和乳粉，明确了不

同加工方式乳蛋白的变性比率。 

2.3　方法特点

毛细管电泳法有效分离乳蛋白组分所需时间

短、分析效率高，8 种主要乳蛋白的分离时间在 20 min
内完成。方法所需样品和缓冲液使用量少，上样量一

般为纳升级别，几毫升缓冲液就可完成一个测定程

序。由于毛细管电泳优良的分离效率，同时测定不同

乳蛋白组分含量，高丰度乳蛋白组分的测定准确性会

高于低丰度蛋白测定准确性。纳升级别的进样量会

限制测定方法灵敏度。 

3　高效液相色谱法（HPLC）
高效液相色谱法定量测定乳蛋白组分主要是酸

沉淀后测定乳清蛋白、特异性亲和净化蛋白组分、变

性处理测定酪蛋白和乳清蛋白三种形式。 

3.1　酸沉淀测定乳清蛋白

乳样品经过溶解、调节 pH4.6 沉淀酪蛋白等前

处理，采用高效液相色谱系统经过流动相梯度洗脱，
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分离乳样品中各乳清蛋白组分后进行定量测定。

采用乳中酪蛋白 pH4.6 等电点，热变性 α-乳白

蛋白和 β-乳球蛋白与酪蛋白共沉淀的特性，研究活

性乳清蛋白组分和含量[21−23]，经过验证 α-乳白蛋白、

β-乳球蛋白 A、β-乳球蛋白 B 和牛血清白蛋白，检出

限为 0.002 g/L，决定系数 R2 大于 0.99，回收率 93.0%~
97.0%，可以准确测定乳及乳制品中活性乳清蛋白组

分的含量。

Efstathia 等[24] 研究了不同种类乳中乳铁蛋白含

量，使用牛乳来源乳铁蛋白对照，在液相条件下，作者

采用比对各种乳样品和对照品光谱图及在样品测定

液中加入对照品确定目标峰位置的方法排除不同乳

清蛋白组分对乳铁蛋白的干扰，建立了不同乳中乳铁

蛋白定性定量分析方法。Cai 等[25] 采用酸沉淀超高

效液相色谱分离测定分析 248 份来自中国不同地区

的人乳乳铁蛋白，得到不同泌乳阶段人乳中乳铁蛋白

含量在 102~385 mg/100 mL。 

3.2　特异性亲和净化蛋白组分 

3.2.1   方法原理　肝素是一种带多个负电荷的含硫

酸酯的酸性多糖，乳中非热变性的乳铁蛋白可通过亲

和层析结合肝素，通过磷酸盐淋洗和盐溶液洗脱，实

现乳铁蛋白的分离[26−27]。金黄色葡萄球菌等细菌表

面的蛋白质与免疫球蛋白 IgG 分子 Fc 部分以非免

疫学的方式进行高选择性的特异性结合，乳样品中的

免疫球蛋白经过磷酸盐提取，由 IgG 净化柱分离后

测定含量[28−29]。 

3.2.2   方法应用　乳样品经过溶解提取后，通过乳蛋

白组分的特异性结合性质进行净化处理，由高效液相

色谱对单一蛋白组分进行定量测定，已报道应用此类

方法的有乳铁蛋白和免疫球蛋白 G。

食品安全国家标准食品中乳铁蛋白的测定（征求

意见稿）高效液相色谱法原理即样品中非热变性的乳

铁蛋白经磷酸盐提取，肝素亲和柱净化，C4 色谱柱

（300 Å，5 μm，4.6 mm×250 mm）分离测定。Chen 等[30]

和贾云虹等[31] 在利用肝素亲和柱分离乳铁蛋白前，

使用乙酸或磷酸调节乳样品至 pH4.6，除去酪蛋白和

变性的乳清蛋白，通过响应面设计，确定了肝素亲和

柱富集乳铁蛋白的最佳条件，能够得到单一对称的乳

铁蛋白色谱峰，得到方法检出限和定量限（LOQ）分

别为 0.57 和 1.90 mg/L，不同水平添加量回收率在

86%~99% 之间，方法精密度相对标准偏差（RSD）为

3.4%，建立了简便、快捷的婴儿配方奶粉中乳铁蛋白

含量测定方法，可以满足生产企业日常检测和质量监

督部门监督产品质量的要求。

孔祥虹等[32] 建立了配方粉中免疫球蛋白 G 的

高效液相测定方法，样品提取后经 protein G 亲和柱

净化、凝胶色谱液相分离，经方法学验证，表明样品

在 0.2~5.0 mg/mL 范围内线性相关性良好，加标回收

率为 86.0%~117.7%，能够满足奶粉中免疫球蛋白

G 含量的测定。 

3.3　变性处理测定乳蛋白

样品中乳蛋白经盐酸胍、尿素、二硫苏糖醇等溶

液变性处理后，破坏乳蛋白间的聚合，采用高效液相

色谱梯度洗脱，优化仪器条件和参数达到各蛋白组分

的有效分离。

王浩等[33] 通过优化色谱柱型号、柱温、流动相

梯度比例等条件建立了 κ-酪蛋白、αS2-酪蛋白、αS1-
酪蛋白、β-酪蛋白、α-乳白蛋白、β-乳球蛋白 B 和 β-

乳球蛋白 A 共 7 种蛋白成分的有效分离方法，回收

率达 88.9%~97.1%，相对标准偏差为 0.8%~5.1%。

豆剑伟等[34] 使用 C8 色谱柱分别建立了分离测定乳

中 4 种酪蛋白组分的方法，通过优化检测波长、流

速、柱温等条件，4 种酪蛋白组分得到有效的分离，加

标回收率分别为 92.74%~98.48% 和 95.2%~100.6%，

测定准确性良好。 

3.4　方法特点

乙酸或盐酸沉淀前处理操作快速简便，去除酪

蛋白后，乳清蛋白组分得到更好的分离。α-乳白蛋

白、β-乳球蛋白和乳铁蛋白对热处理敏感，活性乳蛋

白含量的测定可以判断乳的热变性程度和加工处理

强度。未进行变性处理的测定方式，分离后乳蛋白具

有可制备特性。但文献中采用的乳蛋白对照品纯度

范围在 70%~95%，乳蛋白纯度的不确定性限制了乳

蛋白的准确定量。样品与对照品中乳蛋白不同变异

体的存在也为样品中乳蛋白的准确定性定量和有效

分离带来困难。乳样品中微量蛋白组分的测定容易

受酪蛋白、α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白等高含量蛋白

组分的影响，在液相色谱图中不易检出或得到较小的

色谱峰，使准确定量受限。 

4　高效液相色谱串联质谱法（HPLC-MS/MS） 

4.1　方法原理

利用蛋白组学定量测定乳蛋白组分是采用胰蛋

白酶特异性酶切目标蛋白生成肽段，通过定量测定目

标蛋白肽段含量，根据肽段与乳蛋白等摩尔比例的关

系，计算乳蛋白组分含量。高效液相色谱串联质谱法

测定乳蛋白示意图如图 2 所示。

胰蛋白酶特异性酶切氨基酸链中精氨酸和赖氨

酸位点的 C 末端（酶切位点后为脯氨酸时则失去酶

切能力）生成多条肽段，使用高分辨质谱测定和分析

不同肽段的氨基酸组成、长度、质谱信号强度、肽段

特异性等，优选氨基酸个数为 7~20 个且不含有甲硫

氨酸、半胱氨酸和色氨酸等易被氧化氨基酸的肽段

作为定量测定特异肽段[35]。 

4.2　方法应用

质谱法测定乳蛋白组分含量在定量测定时的校

正方式主要有 4 种。合成同位素标记特异性肽段（和

同位素标记标签肽）进行内标法校正，这种方式综合

校正了酶解效率、前处理过程中的损失和基质效

应[36−38]。Zhang 等 [39] 和 Li 等 [40] 分别筛选了牛乳铁蛋
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白和骆驼乳铁蛋白特异肽段 LRPVAAEIYGTK、

DVTVLDNTDGK，通过合成内标特异肽段和乳铁蛋

白内标肽段进行内标法校正，方法学研究结果得到不

同牛乳制品乳铁蛋白和乳铁蛋白内标肽段的酶解效

率均能达到 90% 以上，乳铁蛋白不同含量水平的加

标回收测定结果在 87.8%~104.7%，日内和日间精密

度测定 RSD 均小于 8%；骆驼乳铁蛋白添加量 6、

30 和 60 mg/100 g 的测定回收率分别为 74.5%、103.6%
和 97.1%，具有良好的方法准确性。杜鹃等[41] 在建

立乳清蛋白粉中 α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白的质谱

测定方法时分别选定了选定 VGINYWLAHK 和

IDALNENK 为目标蛋白质特异性肽段，采用同位素标

记特异性肽段 VGI*NYWL*AHK 和 I*DAL*NENK
进行内标校正，经过方法学优化得到良好的方法回收

率和测定准确性。

在样品测定液中加入已知量的外源非目标蛋白

酶解液作为内标进行校正。冯小燕等[42] 在研究 α-酪

蛋白的液相色谱-质谱测定方法时采用卵清蛋白酶解

液中的特征离子对 673.3/222.9 作为内标离子对，用

来控制不同样品体系、不同进样批次的离子化效率

差异。此文献未给出方法回收率或者与同位素标记

肽段结果的比较，不能判断外源非目标蛋白特征离子

对作为内标方法的准确性。

加入非目标肽段的同位素标记特异性内标肽或

者合成的非目标同质肽段进行内标法定量，校正了前

处理过程中肽段的损失和基质效应。袁明美等[43] 在

研究牛乳及其制品中 β-乳球蛋白的定量测定方法

时，采用VLVLDTDYK 为目标肽段，ETTVFENLPEK*

为同位素内标肽段，方法学验证结果日内与日间精密

度均小于 8%，回收率结果 91.5%~100.2%，验证了加

入非目标肽段的特异性内标肽进行内标法定量的可

靠性。詹丽娜等[44] 在定量研究食品中牛乳过敏性酪

蛋白时，αs1-酪蛋白、αs2-酪蛋白、β-酪蛋白、κ-酪蛋白

定量肽段分别为 HQGLPQEVLNENLLR、FALPQ-
YLK、 VLPVPQK 和 SPAQILQWQVLSNTVPAK，

采用在目标肽段中加入一个氨基酸作为内标物，其中

一组内标物为 HQGGLPQEVLNENLLR、FVALPQ-
YLK、SPAQILQWQVVLSNTVPAK 和VALPVPQK，

另一组内标物为 HQGILPQEVLNENLLR、FIALPQ-

YLK、 SPAQILQWQALSNTVPAK 和 VILPVPQK，

经过前处理条件的优化、方法验证和食品中牛乳酪

蛋白过敏源测定得到可靠的测定稳定性。

经加标回收等方法学验证后直接用特异肽段外

标法定量，在优化了前处理条件和方法学验证后，外

标法能够得到准确的定量测定结果[45]。王震[46−47] 以

牛乳 α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白为研究对象，系统地

分析了不同质谱仪器、同位素内标特异性肽段与目

标肽浓度比、进样小瓶、滤膜等条件对质谱响应信号

的影响，结果得到不同质谱仪器和不同内标特异性肽

段与标签肽浓度比对 α-乳白蛋白内标特异性肽段的

质谱响应值影响很大，RSD 分别为 70.89% 和 20.77%，

β-乳球蛋白的内标特异性肽段的质谱响应值很稳定，

RSD 分别为 5.61% 和 8.30%，不同材质进样小瓶、

滤膜等前处理条件因素质谱响应值也得到 α-乳白蛋

白的内标特异性肽段差别较大，β-乳球蛋白的内标特

异性肽段的质谱响应值差别很小；分析结论为同位素

内标的质谱响应值变化主要受肽段氨基酸组成的影

响；研究者分别利用内标法和外标法分析了 15 种婴

幼儿奶粉中两种乳清蛋白的含量，得到 α-乳白蛋白

含量两种方法的结果比值在 115.53%~151.94%，β-
乳球蛋白含量 98.35%~132.21%，且目标蛋白样品处

理液浓度越低两种方法的结果越接近。 

4.3　方法特点

蛋白组学在乳蛋白组分测定中的应用解决了无

商业化乳蛋白组分标准品和标准品纯度低的问题。

质谱的高通量、高灵敏度特点，使得多种成分的同时

测定成为可能，为乳蛋白含量的测定提供一种准确的

测定方法。非同位素标记法测定乳蛋白含量经过方

法学验证和比对，均能得到满意的测定结果，也使得

质谱法在不同乳源乳蛋白组分含量测定中适用性

更强。

质谱法测定乳蛋白含量前处理繁琐，乳蛋白需

要经过变性、烷基化和长时间的酶解；胰蛋白酶的纯

度会直接影响肽段的含量和序列长度，优选质谱级和

测序级胰蛋白酶；其中合成同位素标记特异性肽段与

同位素标记标签肽显著增加测定成本；质谱仪检测器

运行成本和测定环境要求严格。 

5　结论与展望
乳及乳制品中蛋白组分含量差异大，液态牛乳

β-酪蛋白含量在 1.0 g/100 g 左右，乳铁蛋白含量在

2~20 mg/100 g，碱性磷酸酶、乳过氧化物酶等蛋白酶

类含量在 μg/100 g 水平或者更低。筛选合适的方法
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图 2    高效液相色谱串联质谱法测定乳蛋白示意图

Fig.2    Schematic diagram of determination of milk protein by HPLC-MS/MS
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是准确测定不同含量乳蛋白成分的关键因素。乳蛋

白在加工过程中会不同程度的变性，α-乳白蛋白、β-
乳球蛋白和乳铁蛋白等对热敏感，准确测定乳制品中

活性乳蛋白含量，对乳蛋白发挥生物活性更具意义。

本文从测定方法原理、前处理、仪器和测定参数、方

法特点等方面综述了目前应用较多乳蛋白测定方法：

酶联免疫法、毛细管电泳法、高效液相色谱法和高效

液相色谱串联质谱法，为不同乳蛋白成分的准确测定

提供方法筛选依据。

随着乳蛋白功能特性研究的深入，在婴幼儿配

方粉、保健食品中添加了乳铁蛋白、免疫球蛋白、乳

脂肪球膜蛋白等功能性成分的产品往往具有更好的

消费倾向性。准确测定乳及乳制品中蛋白组分的含

量，建立标准测定方法，是乳品研发和质量控制与监

管的重要环节。乳蛋白成分复杂，不同蛋白组分的分

子量和含量都存在很大差异，蛋白组分的糖基化和磷

酸化修饰程度、乳蛋白间的聚合与交联、发酵与加热

等加工处理方式对蛋白含量有不同程度的影响，这些

因素都对乳蛋白组分的准确定量带来不小的挑战。

随着乳蛋白测定技术的发展，精准的样品前处理、乳

蛋白理化和生化特性的研究、分离净化方法的联合

使用[48−50]、高通量质谱检测器的应用，将会对乳蛋白

组分准确定量提供更多可能性。
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