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基于特征肽段结合超高效液相色谱-串联质谱法的
乳制品真实性鉴别方法研究 

陈荣桥, 冼燕萍*, 梁  明, 胡均鹏, 吴玉銮, 奚晓翔, 戴  航, 侯向昶 

(广州质量监督检测研究院, 广州市食品安全风险动态监测与预警研究中心,  

广州市食品安全检测技术重点实验室, 广州  511447) 

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

spectrometry, UPLC-MS/MS)建立乳制品中乳铁蛋白、乳桥蛋白、奶牛 A1 β-酪蛋白和 A2 β-酪蛋白、水

牛 A2 β-酪蛋白的检测方法 , 开展市售乳制品中功能性蛋白质检测和乳制品真实性鉴评分析。方法   乳

蛋白经酶解后 , 应用超高效液相色谱 -四极杆 -静电场轨道阱高分辨质谱法 (ultra performance liquid 

chromatography-triple quadrupole-Orbitrap high resolution mass spectrometry, UPLC-Q/Orbitrap HRMS)和

UPLC-MS/MS 筛选获得可用于定性定量分析的特征肽段, 基于 UPLC-MS/MS 建立同时检测 LF、LPN、奶

牛 A1 β-CN、奶牛 A2 β-CN 和水牛 A2 β-CN 的方法并应用于乳制品检测。结果  5 种待测蛋白在相应的浓

度范围内线性关系良好(r2>0.99), 加标回收率在 82.1%~105.5%之间, 相对标准偏差均小于 5%, 78 份乳制品

的检测结果表明同类样品 LF 含量差异较大, 不同类液体乳中 LPN 均值差异不大。结论  本方法性能良好, 

适用于乳制品中乳桥蛋白等功能性蛋白的同时检测, 也可以实现乳制品中乳蛋白物种来源的鉴别。 

关键词: 功性能乳蛋白; 靶向蛋白质组学; 超高效液相色谱-四极杆-静电场轨道阱高分辨质谱法; 超高效液相

色谱-串联质谱法; 真实性鉴别 

Study on the authenticity identification of dairy products based on 
characteristic peptides combined with ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry 

CHEN Rong-Qiao, XIAN Yan-Ping*, LIANG Ming, HU Jun-Peng, WU Yu-Luan,  
XI Xiao-Xiang, DAI Hang, HOU Xiang-Chang 

(Guangzhou Quality Supervision and Testing Institute, Guangzhou City Research Center of Risk Dynamic Detection and 
Early Warning for Food Safety, Guangzhou City Key Laboratory of Detection Technology for Food Safety,  

Guangzhou 511447, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop a method for the detection of lactoferrin, lactopontin, A1 β-casein and 

A2 β-casein from cows, and A2 β-casein from buffalo in dairy products based on ultra performance liquid 
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chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS), and conduct functional protein testing and 

identification analysis of commercially available dairy products. Methods  After enzymatic digestion of milk 

proteins, ultra performance liquid chromatography-triple quadrupole-Orbitrap high resolution mass spectrometry 

(UPLC-Q/Orbitrap HRMS) and UPLC-MS/MS were applied to screen and obtain specific peptides for qualitative and 

quantitative analysis, and a method for the simultaneous detection of lactoferrin, lactopontin, A1 β-casein and A2 

β-casein from cows, and A2 β-casein from buffalo based on UPLC-MS/MS was developed and applied to dairy 

products detection. Results  The 5 kinds of proteins to be measured showed good linearity (r2>0.99) in the 

corresponding concentration ranges, and the spiked recoveries ranged from 82.1% to 105.5% with the relative standard 

deviations less than 5%. The results of 78 dairy products showed that the LF content of similar samples varied widely, 

and the mean LPN values in different types of liquid milk did not differ significantly. Conclusion  This method has 

good performance and is suitable for the simultaneous detection of functional proteins such as lactoferrin in dairy 

products, and also for the identification of the origin of milk protein species in dairy products. 

KEY WORDS: functional proteins; targeted proteomics; ultra performance liquid chromatography-triple quadrupole- 

Orbitrap high resolution mass spectrometry; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; 

authenticity identification 
 
 

0  引  言 

乳铁蛋白(lactoferrin, LF)、乳桥蛋白(lactopontin, LPN)、

A1 β-酪蛋白 A1 β-CN (A1 β-Casein, A1 β-CN)和 A2 β-酪蛋

白 A2 β-CN (A2 β-Casein, A2 β-CN)是乳与乳粉中重要的蛋

白质, 除了作为膳食体系中氨基酸的来源外, 还各自发挥着

特定的生理作用。LF 是一种主要由乳腺上皮细胞分泌的非

血红素铁结合糖蛋白, 具有抗微生物、免疫调节、促进铁吸

收、促进肠道发育等功能[1‒4]; LPN 是一种高度磷酸化修饰的

酸性糖蛋白, 可由多种器官和组织表达[5], 对婴幼儿早期神

经系统发育、肠道发育、骨骼与血管生成、免疫调节等发挥

着关键作用[6‒7]; A2 β-CN是 β-酪蛋白 13 种遗传变异体中的主

要变异体[8], 与人体母乳成分相似, 有利于提高儿童免疫力

和大脑发育, 降低冠心病发病概率, 改善乳糖不耐受症[9‒11]; 

A1 β-CN 是 β-酪蛋白另一种变异体, 其代谢产生的 β酪啡肽

-7 (beta-casomorphin-7, BCM-7)有增加婴幼儿患 I 型糖尿病

风险[11]。近年来, 市场上不断涌现出标称强化 LF 或 LPN、

A2 β-CN 纯奶、纯水牛奶、纯羊奶等各类乳制品, 满足了不

同消费者的需求。由于全球拥有纯 A2 β-CN 基因的奶牛数

量大约只有 30%, A2 β-CN 纯奶产量少[12], LF 和 LPN 水牛

奶、羊奶等产量也通常较少, 市场价格都比较高, 在利益驱

使下, 乳制品的生产可能存在虚假标识或以次充好等问题。

因此, 准确识别乳制品中功能性蛋白的含量水平和物种来

源对乳制品质量安全监管具有重要意义。 

目前, 仅见 GB 1903.17—2016《食品安全国家标准 

食品营养强化剂 乳铁蛋白》中规定的检测 LF 的高效液

相色谱法, 尚未见关于 LPN、A1 β-CN 和 A2 β-CN 的标

准检测方法。国内外报道的关于 LF、LPN、A1 β-CN 和

A2 β-CN 检测方法主要包括酶联免疫法 (euzymelinked 

immunosorbent assay, ELISA)[13‒14]、高效毛细管电泳(high 

performance capillary electrophoresis, HPCE)技术[15‒16]、十二

烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶电泳(sodium dodecylsulphate 

polyacrylamide gel electrophoresis, SDS- PAGE)[17‒18]、核酸适

配体胶体金(colloidal gold, AuNPs)比色法[19]、液相色谱法

(liquid chromatography, LC)[20‒21]、液相色谱-串联质谱法(liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)[22]等, 

但基本只对其中一种蛋白质进行检测。ELISA 操作简单, 但

对于成分复杂的乳及乳制品基质, 易受杂质峰干扰而出现

假阳性。HPCE 检测快速、灵敏, 但易受仪器条件限制, 重

复性较差。SDS-PAGE 是蛋白质分析常用方法, 但操作烦琐

且耗时。LC 检测结果准确、重现性好、回收率高, 但只能

测定非热变性蛋白。LC-MS/MS 基于蛋白质组学原理, 通过

酶解获得并检测蛋白质的特征肽段, 不仅具有 LC 的优点, 

还能够检测热变性和非热变性蛋白[23]。 

靶向蛋白质组学技术是将蛋白质酶解成肽段, 结合

目标蛋白质氨基酸序列筛选出特征肽段, 通过检测特征肽

段来实现目标蛋白质定性和定量分析的技术[24], 具有灵敏

度高、稳定性好等优点, 现已成为蛋白质定性定量研究的常

用方法[25‒26]。本研究应用靶向蛋白质组学, 采用超高效液相

色谱-四极杆-静电场轨道阱高分辨质谱法(ultra performance 

liquid chromatography-triple quadrupole-Orbitrap high resolution 
mass spectrometry, UPLC-Q/Orbitrap HRMS)和超高效液相

色谱-串联质谱法(ultra performance liquid chromatography- 

tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)筛选获得可用于

定性定量分析的特征肽段, 基于 UPLC-MS/MS 建立同时

检测 LF、LPN、奶牛 A1 β-CN、奶牛 A2 β-CN 和水牛 A2 

β-CN 的方法, 采用相应的合成多肽标准品可以实现准确

的定量分析; 同时可实现乳制品中乳蛋白物种来源的鉴别, 

为乳制品的质量安全监管提供技术参考。 

中
国
仪
器
仪
表
学
会



260 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 14 卷 
 
 
 
 
 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

30 个纯奶牛奶(pure cow milk)、3 个调制乳(fortified 

milk, 标识以生奶牛乳为原料)、15 个 A2 β-CN 纯奶牛奶

(A2 cow milk)、1 个 A2 β-CN 羊奶(A2 goat milk)、1 个纯羊

奶(pure goat milk)、14 个纯水牛奶(pure buffalo milk)、10 个

牛奶粉(cow milk powder)和 4 个羊奶粉(goat milk powder), 

共计 78 个样品。其中包括 1 个真实纯水牛奶和 4 个真实羊

奶粉样品, 其余样品均为线上或线下采购的乳制品。 

碳酸氢铵 (NH4HCO3, 分析纯 , 广州化学试剂有限

公 司 ); 二硫苏糖醇 (dithiothreitol, DTT) 、碘代乙酰胺

(iodoacetamide, IAA)(色谱级, 美国 Sigma-Aldrich 公司); 甲

酸(formic acid, FA)、乙腈(acetonitrile, ACN)(色谱级, 美国

Merck 公司); 牛乳铁蛋白(bovine lactoferrin, bLF)标准品(纯度

≥95%, 上海源叶生物科技有限公司 ); 重组胰蛋白酶

(trypsin)(测序级, 比活≥3800 USP unit/mg pro, 上海雅心生物

科技有限公司); 超纯水(18.2 MΩꞏcm)(实验室 Milli-Q 自制)。 

1.2  仪器与设备 

Orbitrap Q Exactive 超高效液相色谱-四极杆-静电场

轨道阱高分辨质谱仪(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); 

ACQUITYTM 超高效液相色谱串联 XevoTM TQ MS 三重四

极杆质谱仪(美国 Waters 公司); ACQUITY UPLC BEH C18 

(50 mm×2.1 mm, 1.7 μm)色谱柱(美国 Waters 公司); KBF115

恒温培养箱(德国 Binder 公司); DHG-9240A 电热鼓风干燥

箱(上海一恒科学仪器有限公司); BSA224S 天平(精度 0.1 mg, 

德国 Sartorius 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  酶  解 

准确称取乳粉 0.125 g 或吸取液体乳 1.0 mL 置于 10 mL

容量瓶中, 加入超纯水溶解混匀, 稀释定容至 10 mL。移取

100 μL 样液于 2 mL 离心管中, 再加入 100 μL 超纯水、100 μL 

100 mmol/L DTT 溶液、500 μL 100 mmol/L NH4HCO3 溶液, 

涡旋混匀, 置于 56℃烘箱中恒温反应 30 min; 取出冷却至

室温, 加入 100 μL 300 mmol/L IAA, 混匀后置于室温下避

光反应 1 h; 接着加入 100 μL 200 μg/mL 胰蛋白酶, 混匀后

置于 37℃恒温箱中酶解 6 h; 加入 10 μL FA 后于室温下静

置 30 min, 终止酶解反应; 12000 r/min离心 10 min, 取上层

清液过 0.22 μm 滤膜, 待测。 

1.3.2  标准溶液配制 

LF 标准溶液采用 bLF 标准品制备。准确称量 5 mg 

bLF 溶于 10 mL 超纯水中, 充分溶解配制成 500 μg/mL 标

准溶液, 取 100 μL标准液按 1.3.1稀释定容后步骤处理, 获

得酶解液。将酶解液与超纯水按 1:99、1:49、1:24、1:9、

1:4、2:3、3:2 (V:V)比例混合, 配制成质量浓度为 5、10、

20、50、100、200 和 300 μg/mL 的系列 LF 标准溶液。 

纯奶牛奶和纯水牛奶的标准样品由各物种鲜奶酶解

液(由 1.0 mL 鲜奶按照 1.3.1 酶解获得)与超纯水混合配制, 

其混合比例(V:V)依次为 0:100、5:95、10:90、20:80、30:70、

40:60、60:40、70:30、80:20 及 100:0。 

1.3.3  UPLC-Q/Orbitrap HRMS 分析 

色谱条件: 色谱柱 ACQUITY UPLC BEH C18 (50 mm× 

2.1 mm, 1.7 μm); 流动相: 乙腈(A)和 0.1%甲酸水溶液(B); 

梯度洗脱程序为: 0~1.0 min, 5% A; 1.0~5.6 min, 5%~50% A; 

5.6~6.0 min, 50%~95% A; 6.0~6.8 min, 95% A; 6.8~7.0 min, 
95%~5% A; 7.0~9.0 min, 5% A。流速 0.3 mL/min; 柱温

35℃; 进样量 5 μL。 

Orbitrap 高分辨质谱条件: 离子源电压 3.5 kV; 毛细管

温度 320℃; 离子源雾化温度 350℃; 鞘气流量 40 L/min; 

辅助气流量 10 L/min; 电喷雾电离正离子 (electrospray 

ionization, ESI+)模式; 扫描模式: Full MS/dd-MS2; 扫描范

围: m/z 200~3000; Full MS 分辨率: 70000, AGC target 3e6; 

最大进样时间: 100 ms。dd-MS2 扫描分辨率: 17500, AGC 

target 1e5; 最大进样时间为 50 ms; 碰撞能: 25、30、35 eV。 

1.3.4  UPLC-MS/MS 分析 

色谱条件: 除进样量为 2 μL 外, 其余条件同 1.3.3 的

色谱条件。 

质谱条件: ESI+模式; 毛细管电压 2.5 kV; 去溶剂温度

400℃; 去溶剂气为氮气, 800 L/Hr; 锥孔气为氮气, 150 L/Hr; 

多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM)模式。5 种

目标肽段的质谱参数见表 1。 

1.4  数据处理 

采用 MaxQuant 软件对谱图进行鉴定分析, 实验结果

图采用 Origin 2019b 绘制。 

2  结果与分析 

2.1  候选特征肽段筛选 

将乳制品的酶解液注入 LC-Orbitrap 高分辨质谱仪, 

按照 1.3.3 方法进行检测 , 将采集获得的数据导入

MaxQuant 软件, 根据 Uniprot 数据库获得的奶牛 LF、LPN、

A1 β-CN、A2 β-CN 及水牛 A2 β-CN 蛋白序列 fasta 文

件进行非标记定量分析。设置最大漏切位点为 2, 固定修

饰为 Carbamidomethyl (Cysteinine), 多肽最小长度为 8, 实

验用酶选择胰蛋白酶, 搜库一级质量精度为 10~15e‒6。最

终在 LF 中筛选出 6 条肽段, LPN 中筛选出 2 条肽段, A1 

β-CN(奶牛)中筛选出 1 条肽段, A2 β-CN(奶牛)中筛选出 2

条肽段, A2 β-CN(水牛)中筛选出 1 条肽段。特征肽段应具

有物种(蛋白)特异性, 通过 Uniprot 网站提供的局部序列对

比工具(BLAST)在蛋白质数据库中对 12 条肽段进行分析

比对, 结果表明, 除 FQSEEQQQTEDELQDK 为奶牛 A1 β-

酪蛋白和 A2 β-CN 共享肽段外, 其余均为对应蛋白质的特

有肽段, 候选特征肽段信息如表 1 所示。 
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表 1  LF、LPN、A1 β-CN 和 A2 β-CN 候选特征肽段 
Table 1  Candidate specific peptides of LF, LPN, A1 β-CN and A2 β-CN 

蛋白质/aac no. 候选特征肽段/(缩写) 母离子(m/z) 子离子(m/z) 锥孔电压/V 碰撞能/eV

LF/P24627 

VDSALYLGSR/(VDS)* 540.8 
595.3a 25 19 

762.4 25 15 

AFALECIR/(AFA) 490.3 
690.4a 20 26 

577.3 25 25 

SCHTGLGR/(SCH) 444.2 
503.3a 28 22 

486.2 20 25 

QVLLHQQALFGK/(QVL) 691.4 
1041.6a 20 20 

791.4 30 26 

FFSASCVPCIDR/(FFS) 486.9 
563.3a 25 30 

540.3 25 25 

GSNFQLDQLQGR/(GSN) 681.8 
1218.6a 22 18 

716.4 25 27 

LPN/P31096 

GDSVAYGLK/(GDS)* 455.2 
551.3a 30 18 

650.3 30 16 

YPDAVATWLKPDPSQK/(YPD) 606.0 
799.4a 25 28 

459.3 30 30 

A2 β-CN(奶牛) 
/P02666 

IHPFAQTQSLVYPFPGPIPNSLPQNIPPLTQTPVV
VPPFLQPEVMGVSK/(PIP)* 

1330.0 
1428.8a 28 25 

1385.7 30 35 

A1 β-CN(奶牛) 
/A0A452DHW7 

IHPFAQTQSLVYPFPGPIHNSLPQNIPPLTQTPV
VVPPFLQPEVMGVSK/(PIH)* 

1340.0 
1428.8a 35 25 

1527.8 35 25 

A2 β-CN(水牛) 
/Q9TSI0 

IHPFAQTQSLVYPFPGPIPK/(PIPK)* 746.4 
852.5a 30 20 

1015.6 30 20 

注: acc no.=Uniprot/Swissprot accession number; a 定量离子; *最终选定的特征肽段。 

 

2.2  特征肽段及色谱质谱检测条件的确定 

特征肽段的确定是建立 UPLC-MS/MS 的关键, 根据

MOHAMMED 等[27]提出的靶向蛋白质组学肽段筛选指南, 

特征肽段应具有物种(蛋白)特异性、酶解效率良好、稳定

性强、质谱响应高等特点。因此, 本研究重点考察了上述

11 条候选特征肽段质谱响应、酶解效率和稳定性。将 11

条候选肽段序列导入 skyline 软件, 把肽段信息转换成离子

对信息, 建立相应的 UPLC-MS/MS, 参照 1.3.4 方法分析, 

优化碰撞能等参数, 获得每条肽段定性定量离子对信息, 

具体见表 1。 

酶解时间会对酶解结果产生显著影响, 酶解时间不

足会导致酶解不充分, 酶解时间过长则影响实验效率[28]。

本研究分别考察了酶解时间为 2、4、6、8、10 h 时, 候选

特征肽段的酶解效率和稳定性, 结果如图 1 所示。LF 的 6

条候选特征肽段(红色酶解曲线)在酶解 4 h 时均达到了最

大酶解水平, 但其中 QVL 和 GSN 两条肽段在达到最大酶

解水平后, 含量会逐渐下降, 表明其稳定性较差, 不适宜

作为特征肽段, 综合考虑酶解效率、稳定性和响应强度, 

选择 VDS 作为 LF 特征肽段; LPN 的 2 条候选特征肽段(绿

色酶解曲线)在酶解 4 h 时达到最大酶解水平, 本研究选择

响应较强的 GDS 肽段作为 LPN 特征肽段; 奶牛和水牛的

A2 β-CN、奶牛 A1 β-CN 均只有 1 个候选特征肽段(分别为

蓝色、紫色和灰色酶解曲线), 在酶解 6~8 h 时可达最大酶

解水平, 响应强度和稳定性均较好, 因此分别选择这 3 条

肽段作为相应的 β-CN 的特征肽段。综合考虑所选定的 5

条特征肽段(见表 1 带*的肽段)的酶解效率、稳定性和响应

强度, 确定最终酶解时间为 6 h。 

 

 
 

图 1  11 条候选特征肽段酶解曲线 

Fig.1  Enzymatic digestion curves of 11 candidate specific peptides 
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另外, 本研究分别考察了甲醇-水、甲醇‒0.1%甲酸水、

乙腈-水和乙腈‒0.1%甲酸水作为流动相的分析效果。以甲醇-

水或乙腈-水作为流动相时, 目标肽段响应较低, 且峰形较差; 

以甲醇‒0.1%甲酸水或乙腈‒0.1%甲酸水作为流动相时, 5 种

目标肽段峰形较好, 响应较高, 但是后者相对峰型更优。因此, 

综合比对分析, 确定以乙腈‒0.1%甲酸水为流动相, 优化洗脱

梯度获得了 5 种目标肽段的良好色谱分离(图 2)。 

2.3  方法的线性关系 

应用建立的方法检测系列 LF 标准溶液和奶牛、水牛

2 个物种奶的标准样品溶液, 考察 5 种待测蛋白的线性关

系。结果如表 2 所示, LF 在 5~500 μg/mL 范围内相关系数

大于 0.99, 在相应的范围内, 奶牛标准样品溶液中的 LF、

LPN、A1 β-CN 和 A2 β-CN 的相关系数及水牛标准样品溶

液中的 A2 β-CN 的相关系数也均大于 0.99, 表明本方法的

5 种待测蛋白线性关系良好。 

2.4  方法的准确性 

选择 1 个纯奶牛奶样品, 进行 3 个添加水平 LF (20、100

和 200 μg/mL)的回收实验, 选择 1 个纯奶牛奶样品和 1 个水

牛奶样品, 分别添加其他来源的纯奶牛奶或水牛奶, 计算回

收率。结果显示, 3 个添加水平的 LF 回收率在 89.1%~105.5%

之间, 相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)均小

于 4%; 添加纯奶牛奶实验中, LF、LPN、A1 β-CN 和 A2 β-CN

肽段的回收率在84.7%~89.5%之间, RSDs均小于5%; 添加纯

水牛奶实验中, A2 β-CN 的回收率为 82.1%, RSD 为 3.6%, 详

见表 3。表明方法的回收率和精密度良好, 满足方法学要求。 

 

 
图 2  5 种目标肽段的定量离子色谱图 

Fig.2  Quantitative ion chromatograms of 5 kinds of  
specific peptides 

 

表 2  特征肽段线性方程和相关系数 
Table 2  Linear equations and correlation coefficients of specific peptides 

待测蛋白 线性范围 线性方程 相关系数(r2) 定量限 

LF 5~500 μg/mL Y=2639.51X‒472.84 0.999 2 μg/mL 

LF(奶牛奶) 

纯奶牛奶含量 0%~100% 

Y=366.05X‒70.31 0.999 

/ 
LPN(奶牛奶) Y=519.78X‒315.87 0.998 

A1 β-CN(奶牛奶) Y=4021.81X‒2229.13 0.999 

A2 β-CN(奶牛奶) Y=3751.22X‒368.11 0.998 

A2 β-CN(水牛奶) 纯水牛奶含量 0%~100% Y=6847.55X‒1145.21 0.997 / 

注: /表示当前无此蛋白标准品在售, 本研究暂未能考察其定量限。 
 

表 3  样品加标回收实验结果(n=6) 
Table 3  Sample spiked recovery test results (n=6) 

待测蛋白 本底值 添加量 测定值 回收率/% RSDs/% 

LF 

93 μg/mL 20 μg/mL 110.9 μg/mL 89.4 2.7 

93 μg/mL 100 μg/mL 182 μg/mL 89.1 3.5 

93 μg/mL 200 μg/mL 304 μg/mL 105.5 3.9 

LF 120 μg/mL 125 μg/mL 230 μg/mL 88.0 4.4 

LPN* 37.1% 74.2% 100% 84.7 3.2 

A1 β-CN(奶牛)* 15.8% 94.1% 100% 89.5 4.9 

A2 β-CN(奶牛)* 45.3% 62.7% 100% 87.3 4.4 

A2 β-CN(水牛)* 55.4% 54.3% 100% 82.1 3.6 

注: *LPN、A1 β-CN(奶牛)、A2 β-CN(奶牛)和 A2 β-CN(水牛)的“本底值”“添加量”和“测定值”是以各自的峰面积与“测定值”峰面积相比获得。 
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2.5  乳制品检测及相关性分析 

利用本方法对市售 64 份液体乳和 14 份乳粉样品进行

检测, 其中 LF 通过 LF 标准品定性定量, 其他蛋白质采用

纯奶牛奶和纯水牛奶作为标准参考进行定性, 并结合产品

信息进行关联性比较分析。结果显示, 所有样品中均检出

LF 和 LPN。64 份液体乳和 14 份乳粉样品中 LF 含量分别

在 58~217 μg/mL 和 416~1248 μg/g 之间, 同类样品 LF 含

量差异较大, 这可能与乳制品的奶源不同有关; 标识强化

LPN乳粉的 LPN含量明显高于普通乳粉(图 3A), 而各类液

体乳的 LPN 平均值相差不大。值得注意的是, 本方法中, 

PIH和PIP是奶牛A1 β-CN和A2 β-CN的特异性肽段、PIPK

是水牛 A2 β-CN 的特异性肽段, 理论上水牛奶和羊奶中不

含 PIH 和 PIP、奶牛奶中不含 PIPK。30 个纯奶牛奶、3 个 

调制乳和 10 个牛奶粉中均检出了 PIH 和 PIP, 15 个 A2 

β-CN 纯奶牛奶中只检出 PIP 而未检出 PIH(图 3B 和图 3C), 

A2 β-CN 纯奶牛奶中 PIP 的检出值范围在普通牛奶的检出

值范围内, 部分普通牛奶中 A2 β-CN 的含量比 A2 β-CN 纯

奶牛奶的高, 这表明 A2 β-CN 基因普遍存在于奶牛中, 只

含有 A2 β-CN 基因的奶牛比较少[29‒31]。14 个纯水牛奶中, 

只有 1 个纯水牛奶没有检出奶牛的 PIH 和 PIP, 其余 13 个

都检出了 PIH 和 PIP; 有 1 个纯水牛奶没有检出水牛的

PIPK, 其余 13 个都检出了 PIPK。1 个 A2 β-CN 羊奶和 1

个纯羊奶也均检出了奶牛的 PIH和 PIP, 但是 4 个羊奶粉中

均未检出奶牛的 PIH 和 PIP, 提示纯水牛奶、纯羊奶的真实

性值得关注。 
 

 

 
 

注: 乳粉的数据是按 1 g 乳粉加 7 mL 水冲调成的液体乳(即 1:7)的检测结果。 

图 3  各类乳制品样品中 LPN (A)、A2 β-CN(奶牛) (B)和 A1 β-CN(奶牛) (C)分布情况 

Fig.3  Distributions of LPN (A), A2 β-CN (cow) (B) and A1 β-CN (cow) (C) in various dairy products samples 
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3  结  论 

本研究综合靶向蛋白质组学、 UPLC-Q/Orbitrap 

HRMS 和 UPLC-MS/MS 技术, 分别筛选出 LF、LPN、A1 

β-CN(奶牛)、A2 β-CN(奶牛)和 A2 β-CN(水牛)的特征肽段, 

建立了 5 种功能性乳蛋白的同时检测方法, 方法性能良

好, 采用相应的合成多肽标准品就可以进行准确的定量

分析, 也可以实现 A2 β-CN 纯奶牛奶和其他物种奶掺杂

奶牛奶的鉴别。市售液体乳和乳粉样品的检测研究表明, 

标识强化 LPN 乳粉的 LPN 含量明显高于普通乳粉; A2 

β-CN 普遍存在于奶牛奶中; 在大部分的水牛奶和羊奶样

品中检出了奶牛 A1 β-CN 和 A2 β-CN 的特征肽段, 可能

存在掺杂奶牛奶的情况。本方法有望为乳制品质量监督

管理提供技术支持。 
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