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羊乳婴幼儿配方粉中牛乳成分鉴别与 

测定模型的建立 
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[1. 内蒙古伊利实业集团股份有限公司, 呼和浩特  010110; 2. 国家市场监管重点实验室(乳及乳制品检测与监控技术) 

上海  201100; 3. 杭州璞湃科技有限公司, 杭州  310007; 4. 浙江清华长三角研究院, 嘉兴  314006] 

摘   要 : 目的   基于超高效液相色谱 -串联质谱法 (high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)建立羊乳婴幼儿配方粉中牛乳的鉴别与测定模型, 实现羊乳婴幼儿配方粉中牛乳

成分的快速分析。方法  样品经胰蛋白酶水解, 采用四极杆/静电场轨道阱高分辨质谱法(quadrupole-orbitrap 

high resolution mass spectrometry, Q-Orbitrap-HRMS)结合蛋白数据库筛选特征肽段。选择具有代表性的羊全脂

乳粉、牛全脂乳粉、羊乳清粉、牛乳清粉, 分别按不同的比例进行混合, UPLC-MS/MS 测定, 通过换算系数构

建特征肽与牛全脂奶粉和牛乳清粉的鉴别和定量分析模型。结果  牛 β-酪蛋白与牛全脂奶粉的换算系数 k1

为 2.8343, 牛 β-乳球蛋白与牛全脂奶粉的换算系数 k2 为 1.6542, 牛 β-乳球蛋白与牛乳清粉的换算系数 k3 为

27.8598。牛 β-乳球蛋白和牛 β-酪蛋白在 20~1000 nmol/L 范围内, 线性关系良好; 方法的检出限为 1.9 g/kg, 

定量限为 6.4 g/kg; 日内精密度为 3.2%~8.1%, 日间精密度为 3.4%~7.3%, 准确度为 99.0%~103.0%; 经 3 家

实验室验证, 方法准确度为 91.5%~103.0%; 重复性相对标准偏差为 4.3%~5.1%, 再现性相对标准偏差为

4.7%~5.7%。结论  该模型可分别对羊乳婴幼儿配方粉中牛乳清粉和牛全脂乳粉进行鉴别与测定, 两者之和

即为牛乳含量。该模型极大地简化了前处理, 具有操作简便、快速、方法实用性强等优点。 

关键词: 超高效液相色谱-串联质谱法; 特征肽段; 羊乳婴幼儿配方粉; 牛乳; 模型 

Identification and quantitative model establishment for cow milk components 
in infant and young children goat formulas 
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ABSTRACT: Objective  To develop an identification and quantitative model for the rapid analysis of cow milk 

components in infant and young children goat formulas based on ultra performance liquid chromatography-tandem 
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mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  The samples were hydrolyzed by trypsin, and the marker peptides 

were screened by combining protein database with quadrupole-orbitrap high resolution mass spectrometry 

(Q-Orbitrap-HRMS). The representative goat whole milk powder, bovine whole milk powder, goat whey powder 

and bovine whey powder were selected and mixed in different proportions, respectively. Identification and 

quantitative analysis model was established for peptide marker and bovine whole milk powder and bovine whey 

powder by the conversion coefficient. Results  The conversion coefficient k1 of bovine β-casein and bovine 

whole milk powder was 2.8343, and the conversion coefficient k2 of bovine β-lactoglobulin and bovine whole milk 

powder was 1.6542. The conversion coefficient k3 of bovine β-lactoglobulin and bovine whey powder was 

27.8598. The β-lactoglobulin and β-casein had a good linear relationship in the range of 20‒1000 nmol/L, the limit 

of detection was 1.9 g/kg and the limit of quantitation was 6.4 g/kg. The recoveries ranged from 99.0% to 103.0%, 

and the precision of intra- and inter-day precision were 3.2% to 8.1% and 3.4% to 7.3%, respectively. The method 

was verified by 3 laboratories, the accuracy of the method were 91.5%‒103.0%. The repeatability relative standard 

deviations were 4.3%‒5.1%. The reproducibility relative standard deviations were 4.7%‒5.7%. Conclusion  This 

model can be used for the identification and determination of bovine whey powder and bovine whole milk powder 

in infant and young children goat formulas, respectively, the sum of the 2 is the content of bovine milk. This model 

greatly simplifies the preprocessing, which is simple, fast and practical. 

KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; peptide marker; infant and 

young children goat formulas; bovine milk; model 
 

 

0  引  言 

羊乳作为特色小众乳品具有较好的营养特性, 与牛

乳相比, 羊乳的脂肪球更小, 干物质含量较高, 酪蛋白和

乳清蛋白比例更接近母乳[1‒5], 在消化吸收、抗氧化、降低

胆固醇、修复及改善肠道功能、低致敏性等多个方面都具

有优势[6‒11]。因此, 羊乳基婴幼儿配方奶粉具有独特的营

养特性和健康益处, 越来越受消费者欢迎。然而, 由于羊

乳原料价格要高于牛乳, 因此存在着为了追求经济利益

往羊乳基婴幼儿配方奶粉中掺入牛乳的现象。我国《婴

幼儿配方乳粉产品配方注册管理办法》(国家食品药品监

督管理总局令第 26 号)中规定产品名称中有动物性来源

的, 应当根据产品配方在配料表中如实标明使用的生乳、

乳粉、乳清(蛋白)粉等乳制品原料的动物性来源。婴幼儿

配方乳粉原料为羊乳(粉)的, 产品名称可标注为婴幼儿配

方羊乳粉, 并应当在配料表中标明每 100 g 产品中羊乳

(粉)所占比例, 以及乳清蛋白粉来源。但是我国当前并没

有相关的标准规定羊乳基婴幼儿配方奶粉中牛乳成分的

测定方法。因此, 有必要对婴幼儿配方羊乳粉中牛乳的鉴

定及定量进行研究。 

目前, 羊乳粉中牛乳成分的检测方法主要有聚合酶链式

反应法(polymerase chain reaction, PCR)[12‒17]、酶联免疫吸附法

(enzyme linked immunosorbent assay, ELISA)[18‒21]、高分辨质

谱法[22‒25]、毛细管电泳法[26‒27]和高效液相色谱-串联质谱

法 (high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, HPLC-MS/MS)[28]、液相色谱-串联质谱法(liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)[29]

和高效液相色谱 -串联质谱法 (high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)[30]。

PCR 的主要原理是对羊乳中含有的奶牛 DNA 片段进行提

取纯化与扩增后检测, 进而对羊乳中是否含有奶牛源性成

分进行鉴定。PCR 是通过间接检测奶中的 DNA 作为定性

依据。奶中的 DNA 来源于体细胞, 而体细胞含量受到许多

干扰因素的影响, 如个体奶牛的乳腺是否健康、产奶的季

节等, PCR 无法对牛乳成分进行定量。ELISA 利用的是抗

原抗体特异结合原理 , 具有特异性强、灵敏度高及操作

简单, 可进行现场检测等优点。然而在工业加工后的乳

制品检测中, ELISA 可能会出现大量的假阴性结果, 这

是因为经过热加工、酶解、添加其他原料等不同生产工

艺处理后, 复杂的乳制品组分会不同程度地干扰 ELISA

的测定。因此 , ELISA 法主要适用于蛋白质未变性的鲜

奶等样品检测 , 在加工后乳制品的真假鉴别中受到极

大 的 限 制 。 基 质 辅助激光解析电离飞行时间质谱法

(matrix-assisted laser desorption/ionization time-of-flight 

mass spectrometry, MALDI-TOF MS)为代表的高分辨质谱

法在蛋白指纹谱库的建立与分析中具有独特的优势 , 通

过检测选定的生物标记物可以获得乳制品中物种来源

和地域来源等信息 , 是一种准确性较高的快速检测技

术。但是由于高分辨质谱仪器造价昂贵, 难以在监管部

门和乳品生产企业中进行普及。毛细管电泳法在婴配粉
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基质中的应用受热变性和美拉德糖基化反应影响, 方法

的稳定性和重复性上争议较大, 同时无法区分牛乳中全

脂乳粉和乳清粉的占比。UPLC-MS/MS 是以特征肽为特

异性指标进行定性和定量检测的技术, 具有操作简单、灵

敏、准确等诸多优点, 但是目前报道的主要是鉴别羊乳粉

中牛乳清粉成分 [27‒28], 鲜有报道羊乳基婴幼儿配方奶

粉中牛全脂乳粉和牛乳清粉的测定方法。 

本研究基于靶向蛋白质组学检测技术和胰蛋白酶

特异酶切特性 , 将四极杆 /静电场轨道阱高分辨质谱法

(quadrupole-orbitrap high resolution mass spectrometry, 

Q-Orbitrap-HRMS)与蛋白质数据库结合 , 筛选获得目标

蛋白候选特异肽段 , 确定生物标记肽段 , 并合成相应的

同位素标记肽段作为内标 , 利用 UPLC-MS/MS 研究特

异肽段与蛋白质换算系数, 通过换算系数构建特征肽与

牛全脂奶粉和牛乳清粉的鉴别与测定模型, 为羊乳婴幼

儿配方粉中牛乳清粉和牛全脂乳粉鉴别与测定提供技

术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

羊乳粉、牛乳粉均为市售预包装产品。 

碳酸氢铵(分析纯)、甲酸(LC-MS 级)(上海安谱实验科技

股份有限公司); 碘代乙酰胺、二硫苏糖醇(高级纯, 瑞士阿达玛

斯试剂有限公司); 测序级蛋白酶(10000~20000 BAEE units/mg, 

上海雅心公司); 同位素标记内标特征肽段(色谱纯, 上海

强耀公司); 乙腈(色谱纯, 德国 Meker 公司)。 

1.2  仪器与设备 

LTQ-Orbitrap 四极杆/静电场轨道阱高分辨质谱法(美

国 Thermo Fisher Scientific 公司); TQ-S 超高效液相色谱-

串联质谱仪、Acquity UPLC BEH300 C18柱(100 mm×2.1 mm, 

1.7 μm)(美国 Waters 公司); KS 501 涡旋混合振荡器(德国

IKA 公司); Milli-Q 型纯水机(美国 Merck 公司); MS205DU

十万分之一分析天平(瑞士 Mettler Toledo 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品处理 

称取乳粉试样约 0.5 g(精确至 0.0001 g)于 50 mL 烧杯

中, 用水分次将试样充分溶解后转移到 25 mL 容量瓶中, 用

水定容至刻度, 必要时置于涡旋混合器上充分涡旋溶解。移

取上述溶液 100 μL 于 2 mL 离心管中, 加入 50 μL 5 μmol/L

稳定同位素标记内标中间混合溶液, 待酶解。向上述样

液中加入 200 μL 500 mmol/L 的碳酸氢铵溶液和 10 μL 

500 mmol/L 二硫苏糖醇溶液, 混匀后于 70℃下恒温水浴

30 min; 冷却至室温, 加入 30 μL 500 mmol/L 碘代乙酰胺

溶液, 暗处静置 30 min; 再加入 20 μL 1.0 mg/mL 的胰蛋白

酶溶液, 充分混匀后于 37℃恒温水浴中酶解 2 h。加入 10 μL

的甲酸终止酶解, 室温下静置 15 min, 加入 580 μL 的超纯

水。用 0.22 μm 滤膜过滤, 供仪器分析。 

1.3.2  定量模型的设计 

本研究首先考虑选择具有代表性的羊全脂乳粉、牛全

脂乳粉和羊乳清粉、牛乳清粉, 然后分别按不同的比例进

行混合, 既在羊全脂粉中加入不同比例的牛全脂粉及在羊

乳清粉中加入不同比例的牛乳清粉, 制作出两组牛、羊不

同比例的标准物质曲线。 

1.3.3  UPLC-MS/MS 测定 

色谱条件: UPLC BEH300 C18柱(100 mm×2.1 mm, 1.7 μm), 

流动相 A 为含 0.1%甲酸的水溶液(V:V), 流动相 B 为含 0.1%

甲酸的乙腈(V:V); 流速为 0.3 mL/min; 柱温为 35℃; 进样体

积为 5 μL; 梯度洗脱: 0~1.0 min, 5% B; 1.0~3.0 min, 5%~40% 

B; 3.0~5.0 min, 40%~100% B; 5.0~7.0 min, 100% B; 7.5 min, 

5% B, 并保持 3.0 min。 

质谱条件: 电离模式为电喷雾正离子源; 毛细管电压

为 4.5 kV; 离子源温度为 150℃; 脱溶剂温度为 325℃; 脱

溶剂气流量为 10 L/min; 鞘气温度为 375℃, 鞘气流量为

11.5 L/min; 分别采用离子扫描模式及多反应离子监测模

式进行测定。 

1.4  数据处理 

使用 Waters MassLynxV4.1 对超高效液相色谱-串联

质谱仪采集数据进行处理, 采用 Origin 2022 绘图, 采用

Microsoft Excel 2016 对数据进行统计分析。 

2  结果与分析 

2.1  特异肽段的筛选 

牛乳蛋白与羊乳蛋白具有一定的同源性, 两者氨基

酸序列十分接近(>90%)[31], 因此直接在蛋白质结构层次上

对其进行分离定性具有较大的难度, 同时, 由于蛋白质变

性可能导致定量的准确性受到影响。因此, 本方法基于靶

向蛋白质组学检测技术, 从肽段层面出发, 利用测序级胰

蛋白酶对肽段的特异性酶切, 利用蛋白质组学数据库与高

分辨质谱仪采集数据, 从 β-酪蛋白和 β-乳球蛋白中筛选出

合适的特异肽段作为生物标记肽段, 从而实现对羊乳粉样

品中牛乳成分的定性与定量分析。 

首先从 Uniprot 数据库(http://www.uniprot.org)中查询

属于牛乳和羊乳的 β-酪蛋白与 β-乳球蛋白的氨基酸序列数

据, 并用高分辨质谱蛋白软件对它们进行比对分析, 如图

1~2 所示。通过比对分析, 可得出理论上可用于牛、羊区

分的 β-酪蛋白和 β-乳球蛋白的特异肽段, 表 1 梳理了适于

色谱分离、质谱检测的牛、羊 β-酪蛋白和 β-乳球蛋白的特

异肽段。 
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注: 方框标注为牛、羊乳清蛋白特异肽段。 

图 1  牛、羊乳清蛋白氨基酸序列 

Fig.1  Amino acid sequence of the goat and bovine β-lactoglobulin 
 

 
 

注: 方框标注为牛、羊 β-酪蛋白氨基酸特异肽段。 

图 2  牛、羊 β-酪蛋白氨基酸序列 

Fig.2  Amino acid sequence of the goat and bovine β-casein 
 

表 1  牛羊区分特异肽段肽段 
Table 1  Peptide markers in goat and bovine milk 

蛋白序列 牛 β-乳球蛋白 羊 β-乳球蛋白 牛-β-酪蛋白 羊 β-酪蛋白 

特异肽段 
LIVTQTMK IIVTQTMK EAMAPK ETMVPK 

LSFNPTQLEEQCHI LAFNPTQLEGQCHV GPFPIIV GPFPILV 

 
本研究对候选特异肽段的选择主要基于以下几点: 1)

候选特异肽段的特异性应当满足区分牛乳和羊乳蛋白质成

分的要求, 由于山羊乳和绵羊乳的相互掺假无经济利益驱

动, 同时考虑到方法的通用性, 所选候选特异肽段应可以

同时检测山羊乳和绵羊乳 ; 2)候选特异肽段应有良好的

质谱响应; 3)候选特异肽段在样品分析检测中应当具有

良好的稳定性 , 因此如含有甲硫氨酸(M)的肽段尽量避

免选择 , 因其极易被氧化 ; 4)候选特异肽段的长度不应

过长(<14), 过长的肽段序列可能导致较差的色谱行为、

较低的质谱响应和过高的合成成本。综上, 选择氨基酸序

列 LAFNPTQLEGQCHV 为羊 β-乳球蛋白的特异性肽段, 

氨基酸序列 GPFPILV 为羊 β-酪蛋白的特异性肽段, 氨基

酸序列 LSFNPTQLEEQCHI 为牛 β-乳球蛋白的特异性肽段, 

氨基酸序列 GPFPIIV 为牛 β-酪蛋白的特异性肽段, 如表 2

所示。由于肽段在不同样品中基质效应不同, 因此通过外

标法测得的峰面积响应值差异较大, 使用同位素氨基酸

替代普通氨基酸合成的同位素标记肽段是一种简单而有

效 的 内 标 。 因 此 本 研 究 合 成 了 同 位 素 标 记 肽 段

LSFNPTQL*EEQCHI*和 GPFPI*I*V 分别作为相应生物标

记肽段的同位素内标, 用来校正样品中存在的基质效应,  

表 2  蛋白的特征肽段 
Table 2  Peptide markers in goat and bovine milk 

类别 蛋白名称 羊 牛 

乳清

蛋白
β-乳球蛋白 LAFNPTQLEGQCHV LSFNPTQLEEQCHI

酪蛋白 β-酪蛋白 GPFPILV GPFPIIV 

 
其中 L*为同位素标记的亮氨酸(Leu-OH-13C6, 

15N), I*为同

位素标记的异亮氨酸(Ile-OH-13C6, 
15N)。 

2.2  流动相梯度条件优化 

本研究中肽段分离的难点主要在牛羊 β-酪蛋白特异

肽段的分离。其原因是牛羊 β-酪蛋白特异肽段(GPFPIIV 和

GPFPILV)不同的两个氨基酸为异亮氨酸 I 和亮氨酸 L, 两

氨基酸为同分异构体, 在质谱中不能通过不同分子量来达

到分离的目的, 因此, 只能通过改变色谱洗脱条件来提高

分离度以获得牛、羊 β-酪蛋白的完全分离。选用最常用的

流动相 0.1%甲酸水和 0.1%甲酸乙腈, 用较快的梯度条件, 

使 β-乳球蛋白和 β-酪蛋白均在液相中出峰, 发现 β-乳球蛋

白特异肽段保留能力较弱, 出峰时间短, 而 β-酪蛋白特异

肽段, 出峰时间长, 但牛羊 β-酪蛋白色谱峰存在重合现象。
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在此基础上, 在 β-乳球蛋白特异肽段出峰后, 改变液相的

梯度条件(将有机相比例降低), 使 β-酪蛋白出峰时间延长, 

以达到分离目的。经过多次实验调节, 最终定流动相梯度

条件 1.3.3, 使肽段 GPFPIIV 和 GPFPILV 达到了完全分离。 

2.3  定量模型的设计 

本研究在羊全脂粉中加入不同比例的牛全脂粉及在

羊乳清粉中加入不同比例的牛乳清粉, 制作出两组牛、羊

不同比例的标准物质曲线, 配制比例如表 3 所示。 

因本研究选择的直接测试目标是 β-酪蛋白和 β-乳球

蛋白的特异性肽段, 因此设想若能将全脂粉和乳清粉的两

条曲线转为用 β-酪蛋白和 β-乳球蛋白特异性肽段曲线, 那

么可大大降低实验操作的复杂性, 缩短检测周期提高检测

效率, 同时提高检测结果的稳定性。而若想用 β-酪蛋白和

β-乳球蛋白特异肽段的曲线来替代全脂粉和乳清粉的曲线, 

那么必须要建立 β-酪蛋白和 β-乳球蛋白与全脂粉和乳清粉

之间的关系。 

2.4  模型数据的验证 

为获得牛全脂粉和牛乳清粉与其相应特征肽段换算系

数, 按表 3 的配制方法, 对各 3 个不同批次的牛全脂粉和牛

乳清粉进行连续 3 d 实验, 采用牛 β-酪蛋白和牛 β-乳球蛋白

的标准曲线方程进行定量计算, 获得各自的物质的量含量, 

结果如表 4 和表 5 所示。不同浓度点 3 d 共 9 次实验数据日

间精密度范围为 1.18%~6.13%, 符合方法精密度 10%规定。 

 
表 3  羊全脂粉和羊乳清粉中添加不同比例牛乳成分实验设计 
Table 3  Experimental design of adding different proportions of 

milk components to sheep whole fat powder and sheep  
whey powder 

序号
全脂粉/g 乳清粉/g 

牛全脂粉 羊全脂粉 牛乳清粉 羊乳清粉 

1 0.000 5.000 0.000 2.500 

2 0.050 4.950 0.025 2.475 

3 0.125 4.875 0.050 2.450 

4 0.250 4.750 0.125 2.375 

5 0.625 4.375 0.250 2.250 

6 1.250 3.750 0.625 1.875 

7 2.500 2.500 1.250 1.250 

8 3.750 1.250 2.000 0.500 

9 5.000 0.000 2.500 0.000 

 
 

表 4  牛全脂奶粉中 β-酪蛋白与 β-乳球蛋白的含量 
Table 4  β-casein and β-lactoglobulin content in bovine whole milk powder 

牛全脂粉 

称量/g 
蛋白名称 

测定结果/(μmol) 

第 1 d 第 2 d 第 3 d 

0.000 

牛 β-酪蛋白 

N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

0.050  0.148  0.148  0.146  0.147  0.149  0.156  0.141  0.147  0.141 

0.125  0.369  0.366  0.369  0.360  0.372  0.370  0.358  0.359  0.357 

0.250  0.753  0.735  0.736  0.724  0.739  0.735  0.709  0.715  0.712 

0.625  1.895  1.837  1.762  1.920  1.849  1.754  1.914  1.875  1.766 

1.250  3.355  3.349  3.456  3.448  3.584  3.396  3.361  3.342  3.452 

2.500  6.967  7.352  7.048  7.088  7.210  7.166  6.910  7.206  7.018 

3.750 10.517 10.821 10.597 10.608 10.765 10.799 10.340 10.801 10.618 

5.000 14.424 14.070 14.005 14.252 14.212 13.970 14.372 14.194 13.987 

0.000 

牛 β-乳球蛋白 

N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

0.050  0.085  0.086  0.082  0.079  0.081  0.078  0.086  0.081  0.080 

0.125  0.205  0.216  0.197  0.195  0.200  0.189  0.215  0.199  0.200 

0.250  0.428  0.448  0.385  0.379  0.399  0.371  0.403  0.386  0.400 

0.625  1.098  1.029  1.030  1.107  1.037  1.043  1.100  1.055  1.059 

1.250  2.162  2.072  2.136  2.049  2.038  1.991  2.074  2.012  2.058 

2.500  3.941  4.285  4.163  3.960  4.006  3.964  4.138  4.131  4.205 

3.750  6.051  6.234  6.330  6.176  6.120  6.131  6.319  6.244  6.225 

5.000  8.153  8.352  8.416  8.167  8.290  8.394  8.118  8.293  8.450 

注: N.D.代表未检出, 下同。 
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表 5  牛乳清粉中 β-乳球蛋白的含量 
Table 5  β-lactoglobulin content in bovine whey powder 

牛乳清粉 

称量/g 

测定结果/(μmol) 

第 1 d 第 2 d 第 3 d 

0.000 N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. N.D. 

0.025  0.621  0.633  0.631  0.634  0.636  0.627  0.635  0.657  0.635 

0.050  1.236  1.243  1.254  1.256  1.252  1.263  1.279  1.239  1.289 

0.125  3.082  3.160  3.157  3.128  3.125  3.141  3.209  3.208  3.176 

0.250  6.965  7.146  6.867  6.609  7.138  7.264  6.705  6.545  6.495 

0.625 18.309 17.213 17.548 18.151 17.580 17.621 17.880 17.613 17.474 

1.250 35.370 34.919 33.675 33.937 35.306 34.975 35.806 35.400 36.044 

2.000 55.577 57.023 55.762 56.123 56.775 54.869 55.975 56.325 56.885 

2.500 69.423 70.425 69.212 69.866 68.734 69.729 67.431 68.909 68.646 

 
以牛全脂粉或乳清粉的质量(X1、X2、X3, g)为横坐标, 

牛 β-酪蛋白或 β-乳球蛋白的物质的量(Y1、Y2、Y3, μmol)为

纵坐标, 进行线性拟合获得线性方程及相关系数, 线性方

程的斜率即为每克牛全脂粉或乳清粉对应的牛 β-酪蛋白或

β-乳球蛋白的物质的量, 也即牛全脂粉或乳清粉与牛 β-酪

蛋白或 β-乳球蛋白的换算系数 k。结果显示, 牛全脂奶粉

和牛 β-酪蛋白的线性方程为 Y1=2.8343X1, 线性相关系数

为 0.999; 牛全脂粉与牛 β-酪蛋白的换算系数 k1 为 2.8343; 

牛全脂奶粉和牛 β-乳球蛋白的线性方程为 Y2=1.6542X2, 

线性相关系数为 0.999, 牛全脂粉与牛 β-乳球蛋白的换算

系数 k2 为 1.6542; 牛乳清粉和牛 β-乳球蛋白的线性方程为

Y3=27.8598X3, 线性相关系数为 0.999, 牛乳清粉与牛 β-乳

球蛋白的换算系数 k3 为 27.8598。 

2.5  结果输出 

因本研究的内容是羊乳配方奶粉中牛乳含量的测定, 

因此第一要则是羊乳配方奶粉, 也即需先进行对配方奶粉

的定性判定, 要求针对每个试样的羊 β-酪蛋白和 β-乳球蛋

白的通道均有极高的响应。而试样中的牛乳的含量则由公

式(1)计算获得:  

Xbovine=
33 2L

C
3 1 3

( + ) 10 10 1000
    


k kn V

n
k k k m

  (1) 

式中: Xbovine为羊配方奶粉中牛乳含量, g/kg; nC为从标准工

作曲线中得到的牛 β-酪蛋白溶液浓度, nmol/L; nL为从标准工

作曲线中得到的牛β-乳球蛋白的浓度, nmol/L; V为样品溶液定

容体积, L, 正常为 0.025; m 为试样的质量, g; k1为牛 β-酪蛋白

与牛全脂奶粉的换算系数, 取值 2.8343, μmol/g; k2为牛 β-乳球

蛋白与牛全脂奶粉的换算系数, 取值 1.6542, μmol/g; k3为牛 β-

乳球蛋白与牛乳清粉的换算系数, 取值 27.8598, μmol/g。结果

保留至小数点后一位。 

2.6  方法学验证结果 

2.6.1  线性关系 

用 0.1%甲酸水配制浓度分别为 20、50、100、250、

500、750 和 1000 nmol/L 的标准工作溶液, 进样分析, 以浓

度(X)为横坐标, β-乳球蛋白和 β-牛酪蛋白特异肽分别与其

同位素内标峰面积比值(Y)为纵坐标进行线性拟合, 得线性

回归方程及线性相关系数(r2), 重复 3 d 实验, 结果如表 6 所

示, 在 20~1000 nmol/L范围内, 牛 β-乳球蛋白和牛 β-酪蛋白

的线性相关系数 r2 均为 0.999, 线性关系良好, 3 d 的斜率偏

差牛 β-乳球蛋白为 0.66501±2.1359E‒4, 牛 β-酪蛋白为

0.3846±5.52929E‒4, 方法的稳定性较好, 满足日常检测需求。 
 

表 6  标准曲线与相关系数 
Table 6  Standard curves and correlation coefficients 

名称 线性方程 r2 

牛 β-乳球蛋白 

Y=0.549498X+1.73578 0.999

Y=0.530204X+2.06698 0.999

Y=0.697443X+0.542084 0.999

牛 β-酪蛋白 

Y=0.373805X+0.382871 0.999

Y=0.389741X+0.277365 0.999

Y=0.352506X+0.141288 0.999

 

2.6.2  准确度 

通过对牛乳掺入量已知的羊乳配方奶粉的测定来评估

方法的准确度, 本研究分别选取了牛乳掺入量为 1%、5%、

7%和 10%, 其中 1%、5%和 10%由掺入牛全脂粉制得, 而

7%的掺入量则是由分别掺入 5%的全脂粉和 2%的乳清粉制

得。根据既定方法对每个样品进行测定, 每次测定平行 6 次

实验, 连续重复 3 d 实验, 结果如表 7 所示。无论何种掺入

方式, 在牛乳掺入量在 1%~10%的样品中, 检测结果的准确

度均在 99.0%~103.0%之间, 满足准确定量的要求。 

2.6.3  精密度 

取样品 1、样品 2 和样品 3, 按既定方法进行处理, 每

个样品均进行 6 次平行实验, 计算样品中牛乳的含量及测

定值的相对平均标准偏差(relative standard deviation, RSD), 

由 RSD 来评判方法的精密度, 结果如表 8 所示。日内精密

度为 3.2%~8.1%, 日间精密度为 3.4%~7.3%，均在 10%之

内, 满足准确定量的要求。 
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表 7  准确度结果 
Table 7  Accuracy results 

样品名称 掺入量/(g/kg) 
测定结果/(g/kg) 

准确度/% 
1 2 3 4 5 6 均值 

样品 1 10.0 

10.5 9.8 9.5 9.7 9.7 9.9 

9.9 99.0 10.7 10.0 10.3 9.3 9.1 9.2 

10.7 10.1 9.8 10.0 9.9 10.1 

样品 2 50.0 

49.2 49.4 49.6 50.6 51.6 50.2 

51.1 102.2 51.2 50.9 51.2 49.5 51.7 50.6 

52.6 50.7 51.3 53.0 53.4 52.7 

样品 3 100.0 

98.6 98.9 99.9 102.7 102.4 105.3 

103.0 103.0 101.0 104.0 104.0 107.4 100.6 104.4 

101.9 101.0 103.9 105.3 105.1 108.1 

样品 4 70.0 

68.7 70.3 67.7 70.2 70.0 72.8 

69.8 99.7 64.8 66.2 65.1 66.5 68.8 67.8 

72.0 72.7 72.5 73.1 71.3 75.7 

 
表 8  精密度结果 

Table 8  Precision results 

样品名称 测定结果/(g/100 g) 日内精密度/% 日间精密度/% 

样品 1 

10.9 10.9 11.4 9.7 9.3 10.0 8.1 

7.3 9.3 10.9 9.7 9.7 9.1 9.9 6.4 

9.0 10.5 9.2 9.9 9.2 10.1 6.3 

样品 2 

50.6 49.2 53.0 50.6 49.5 53.0 3.2 

3.4 52.1 49.5 54.7 51.6 51.7 53.4 3.4 

51.7 49.2 54.4 50.2 50.6 52.7 3.6 

样品 3 

116.8 109.2 119.0 102.7 107.4 105.3 5.9 

5.9 116.0 109.4 120.8 102.4 100.6 105.1 7.3 

114.0 107.0 119.7 105.3 104.4 108.1 5.4 

 
2.6.4  检出限和定量限 

选择最低可接受浓度的样品空白独立测定 10 次, 计

算测定结果的标准偏差(standard deviation, s), 以 3s 作为方

法的检出限(limit of detection, LOD), 10s 作为定量限(limit 

of quantitation, LOQ), 得出本方法的检出限为 1.9 g/kg, 定

量限为 6.4 g/kg, 满足 GB/T 27417—2017《合格评定 化学

分析方法评定和指南》中 5.4.2.2 规定检出限 S/N>3 和定量

限 S/N>10 规定。 

2.7  外部实验室间比对 

取 3 种不同类型的样品, 由 3 家外部实验室根据本研

究的方法 1.3.2 和 1.3.3 独立开展实验, 对本研究建立测定

模型的准确性进行验证, 验证结果如表 9 所示, 3 家外部实

验室准确度为 91.5%~103.0%, 说明本研究定量模型可行。

根据 GB/T 6379.2—2004《测量方法与结果的准确度 第 2

部分: 确定标准测量方法重复性与再现性的基本方法》中

的规定, 确定标准测量方法重复性与再现性的基本方法中

7.4.4 和 7.4.5 中计算获得各样本的总平均值、重复性方差、

实验室间方差、再现性方差、重复性相对标准偏差及再现

性相对标准偏差结果显示, 实验室间方法的重复性标准偏 

表 9  准确度结果 
Table 9  Accuracy results 

样品 理论含量/(g/kg) 实验室 测定结果/(g/kg) 准确度/%

样品 1 10 

实验室 1  9.6  96.0 

实验室 2 10.0 100.0 

实验室 3 10.3 103.0 

样品 2 50 

实验室 1 47.7  95.4 

实验室 2 45.8  91.5 

实验室 3 47.9  95.8 

样品 3 100 

实验室 1 97.3  97.3 

实验室 2 92.3  92.3 

实验室 3 99.5  99.5 

 
差为 4.3%~5.1%, 再现性标准偏差为 4.7%~5.7%, 说明实

验室间验证数据有效, 证明本方法的可行性。 

由表 10 可知, 本研究以 β-酪蛋白和 β-乳球蛋白为特

征指标, 在方法的灵敏度和定量限等技术指标均优于已有

的方法, 同时首次建立了定量模型, 简化了工作流程, 处

于行业领先技术水平。 
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表 10  技术差异比对 
Table 10  Comparison of technical differences 

技术差异 本研究 PCR[15] ELSA[20] 毛细管电泳法[26] HPLC-MS/MS[28] 

特征指标 β-酪蛋白和 β-乳球蛋白 体细胞 β-乳球蛋白 酪蛋白 乳白蛋白和 β-乳球蛋白 

定量/定性 定量和定性 定性 定性 定量 定量和定性 

灵敏度 1.9‰ 1% 0.1% 0.5% 1.5% 

定量限 6.4‰ / / 3% 5% 

检测成本 高 低 低 低 高 

是否建立模型 是 否 否 否 否 

注: /代表无此项。 

 

3  结  论 

本研究开发的用于羊乳婴幼儿配方奶粉中牛乳的鉴

别与测定模型, 线性相关系数均在 0.99 以上, 日内精密度

为 3.2%~8.1%, 日间精密度为 3.4%~7.3%, 准确度为 99.0%~ 

103.0%, 方法的检出限为 1.9 g/kg, 定量限为 6.4 g/kg。经 3

家实验室的验证; 重复性相对标准偏差为 4.3%~5.1%, 再

现性相对标准偏差为 4.7%~5.7%。该模型可对羊乳婴幼儿

配方粉中牛乳清粉和牛全脂乳粉进行区分和独立定量, 两

者之和即为牛乳含量。该模型极大地简化了前处理过程, 

具有操作简便、快速、方法推广应用性强等优点, 可为企

业内部质量控及国家监管部门提供技术支持。 
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