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高效液相色谱法检测奶及奶制品中未变性乳铁蛋白 
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2. 唐山市食品药品综合检验检测中心, 唐山  063000] 

摘  要: 目的  建立一种基于高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)测定奶及奶制

品中未变性乳铁蛋白的分析方法。方法  本研究探索了奶及奶制品前处理方法、分析未变性乳铁蛋白的方法

的液相色谱条件、检出限、定量性、线性范围、重复性、再现性等关键参数。结果  利用磷酸盐缓冲液对样

品进行稀释, 用 1 mL 规格的 HiTrapTM Heparin HP 肝素亲和柱进行富集和纯化为简单有效的前处理方法, 分

析未变性乳铁蛋白的液相色谱条件为: XBridge Protein BEH C4 色谱柱(4.6 mm×250 mm, 3.5 μm), 柱温 60℃。

针对液态奶样品, 本方法的检出限为 2.5 mg/kg、定量限为 5.0 mg/kg, 回收率为 106.0%~107.5%; 针对乳粉样

品, 本方法的检出限为 5.0 mg/kg、定量限为 10.0 mg/kg, 回收率为 103.5%~107.7%。奶及奶制品中未变性乳铁

蛋白的定量上限为 100 mg/kg, 在线性范围内具有良好的线性关系(r2>0.999)。平行性实验、日间实验、日内实验

和实验室间比对实验表明, 本方法具有良好的重复性和再现性。结论  本方法前处理简单、检测速度快, 可以实

现对不同类型奶及奶制品中未变性乳铁蛋白的定量分析, 可为企业和质检机构评价奶及奶制品品质提供标准。 
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Detection of native lactoferrin in milk and dairy products using high 
performance liquid chromatography 

ZHANG Ning1,2, YE Qiao-Yan1, ZHENG Bai-Qin2, ZHENG Nan1, WANG Jia-Qi1,  
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ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the determination of native lactoferrin in milk 

and dairy products based on high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  Key parameters such 

as the pretreatment methods of milk and dairy products, the liquid chromatography conditions for the analysis of 

native lactoferrin, limit of detection, limit of quantification, linear range, repeatability, and reproducibility were 
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explored. Results  Phosphate buffer was used to dilute the samples, and a 1 mL HiTrapTM Heparin HP affinity 

column was used for enrichment and purification, which was a simple and effective pretreatment method. The liquid 

chromatography conditions for the analysis of native lactoferrin were: XBridge Protein BEH C4 column (4.6 mm× 

250 mm, 3.5 μm), with a column temperature of 60℃. For liquid milk samples, the detection limit of this method was 

2.5 mg/kg, the quantitative limit was 5.0 mg/kg, and the recovery rate ranged from 106.0% to 107.5%. For milk 

powder samples, the detection limit of this method was 5.0 mg/kg, the quantitative limit was 10.0 mg/kg, and the 

recovery rate ranged from 103.5% to 107.7%. The quantitative upper limit of native lactoferrin in milk and dairy 

products was 100 mg/kg, and it showed a good linear relationship (r2>0.999) within the linear range. Parallel tests, 

inter-day experiments, intra-day experiments, and comparisons between laboratories indicated that this method had 

good repeatability and reproducibility. Conclusion  This method features simple pretreatment and fast detection 

speed, enabling quantitative analysis of native lactoferrin in different types of milk and dairy products. It can provide 

standards for enterprises and quality inspection agencies to evaluate the quality of milk and dairy products. 
KEY WORDS: milk; dairy; non-denatured lactoferrin; high performance liquid chromatography 

 
 

0  引  言 

乳铁蛋白是母乳中含量丰富的天然成分, 占人乳总

蛋白的 20%以上[1–2], 其营养价值至少包括两个方面: 一为

氨基酸的膳食蛋白来源[3]; 二为促进铁的生物利用[4]。牛奶

中的乳铁蛋白亦可促进人体中铁的生物利用[5], 对人体发

挥重要的“活性营养”功能[6], 是婴幼儿配方粉中重要的添

加剂之一[7]。同时, 乳铁蛋白可与病毒的包膜蛋白紧密结

合抑制病毒感染[8], 可促进胃肠道有益菌群的建立, 并可

促进人和动物的生长[5,9]。最新研究表明, 乳铁蛋白对新冠

肺炎病毒有显著的抑制效果, 添加乳铁蛋白对新冠肺炎患

者进行协同治疗, 病毒核酸转阴时间由标准治疗的 27.13 d
缩短至 14.25 d[10]。 

乳铁蛋白, 分子量约为 80 kDa, 含有约 690 个氨基

酸残基[11–13], 由两个具有 4 个结构域的同源球状裂片组

成[14]。作为转铁蛋白家族的成员, 乳铁蛋白也被认为是一

种铁结合糖蛋白[15–17], 因为它能够结合 Fe3+离子[18–19]。

开创性工作表明 , 乳铁蛋白对三价铁具有很高的亲和力

(KD 约为 10–20 mol/L[20]), 在调节体液中游离铁水平方面起

主要作用[21–23]。尽管乳铁蛋白与其他转铁蛋白有许多相似

之处, 但已观察到乳铁蛋白和血清转铁蛋白之间糖基化位

点的定位差异[24–26]。乳铁蛋白的天冬酰胺残基 137 和 490
被糖基化, 而血清转铁蛋白在 Asn-Lys-Ser(残基 428~430)
和 Asn-Val-Thr(残基 635~637)上具有糖基化残基[27–28]。此

外, 人转铁蛋白在两个半胱氨酸残基(氨基酸 331 和 339)
处具有二硫键, 而乳铁蛋白上没有这种键[29–30]。此外, 乳
铁蛋白和转铁蛋白的铁输送机制不同。母乳的乳铁蛋白具

有比血清转铁蛋白高得多的铁结合平衡能力[31], 并且能够

在比转铁蛋白家族中的其他蛋白低得多的 pH(约 3.0)下保

持铁。这可能归因于分子结构中 N 环和 C 环之间的协同作

用[20]。当与铁结合时, 乳铁蛋白的 C 环具有比人转铁蛋白

更高的旋转度, 因此增强与铁的结合能力。 
可见, 乳及乳制品中的乳铁蛋白处于活性状态才有

意义[19,32]。然而, 乳铁蛋白对“热”较为敏感[33–34], 热处理

温度超过 70℃就容易发生变性 , 进而影响其功能 [35–36], 
导致奶及奶制品失去了原有的“活性营养功能”。因此, 建
立检测奶及奶制品中未变性乳铁蛋白的方法对于评价乳

及乳制品的质量控制和营养评价及技工工艺研究具有至

关重要意义。本研究建立一种基于高效液相色谱法(high 
performance liquid chromatography, HPLC)测定奶及奶制

品中未变性乳铁蛋白的分析方法, 采用磷酸盐缓冲液提取

试样中的乳铁蛋白, 利用肝素亲和柱富集未变性乳铁蛋

白、净化杂质, 以反相蛋白质分离柱分离, 紫外检测器检

测, 最后利用外标法定量样品中未变性乳铁蛋白的含量, 
以期为企业和质检机构评价奶及奶制品品质提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  试  剂 

牛 源 乳 铁 蛋 白 标 准 品 ( 纯 度 ≥ 85%, CAS: 
116897-68-9)、磷酸二氢钠、磷酸氢二钠 (分析纯)(美国

Sigma 公司); 三氟乙酸(纯度 99.9%, 北京百灵威科技有限

公司); 乙腈(色谱纯, 美国 Fisher 公司); 氯化钠(分析纯, 
国药集团化学试剂有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

Acquity UPLC 超高效液相色谱仪(美国 Waters 公司); 
AL204 型电子天平[精度 0.01 g、0.1 mg, 瑞士 Mettler 
Toledo(上海)公司]; CR22GIII 型离心机(日本 Hitachi 公司); 
BT100-1L 型蠕动泵(英国 Langer 恒流泵有限公司); PB-10
型 pH 计(德国 Sartorius 公司); 肝素亲和柱(5 mL×1 mL, 美
国 Cytiva 公司)。 
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1.3  实验方法 

1.3.1  溶液配制 
磷酸盐缓冲溶液: 无水磷酸二氢钠 4.99 g, 无水磷酸

氢二钠 23.85 g, 加 800 mL 水溶解, 用 5 mol/L 氢氧化钠水

溶液调节 pH 至 7.50±0.05, 定容至 1 L, 混匀。 
淋洗溶液: 无水磷酸二氢钠 0.96 g, 无水磷酸氢二钠

5.96 g, 氯化钠 5.84 g, pH 为 7.50±0.05, 定容至 1 L, 混匀。 
洗脱溶液: 无水磷酸二氢钠 2.50 g, 无水磷酸氢二

钠 5.96 g, 氯化钠 119.30 g, pH 为 7.50±0.05, 定容至 1 L, 
混匀。 
1.3.2  色谱条件 

XBridge Protein BEH C4色谱柱(4.6 mm×250 mm, 3.5 μm), 
检测波长 280 nm, 进样量 30 μL, 流动相 A 为 0.1%三氟乙酸水

溶液(V:V), 流动相 B 为 0.1%三氟乙酸乙腈溶液(V:V), 流速

1.5 mL/min, 柱温 60℃, 线性梯度洗脱。洗脱程序如表 1
所示。 

 
表 1  梯度洗脱程序 

Table 1  Gradient elution program 

时间/min 0 6.5 10 12 15 15.5 20 

A 相/% 95 62 62 40 40 95 95 

B 相/% 5 38 38 60 60 5 5 

 
1.3.3  标准曲线的绘制 

将乳铁蛋白标准品按标准品证书提供的纯度换算后

称量, 用水配制成 10 mg/mL的乳铁蛋白标准储备溶液; 准
确移取储备溶液 200 μL, 用水定容至 10 mL 混匀配制成

200 mg/L 标准中间溶液; 取乳铁蛋白标准中间溶液, 用洗

脱溶液配制成乳铁蛋白系列标准工作溶液, 质量浓度分别

为 2.0、5.0、10.0、20.0、50.0 和 100.0 mg/L。用 HPLC 检

测, 以乳铁蛋白的质量浓度为横坐标, 色谱峰面积(响应值)
为纵坐标, 绘制标准曲线, 其相关系数应不低于 0.99。 
1.3.4  样品处理 

(1)样品提取 
生乳、巴氏杀菌乳或灭菌乳样品: 准确称取试样 10 g, 

加入磷酸盐缓冲溶液定容至 50 mL。12000 r/min离心 10 min, 
取上清液经玻璃纤维滤纸过滤, 收集滤液待净化。 

乳粉样品: 准确称取试样 5 g, 加入磷酸盐缓冲溶液

定容至 50 mL, 混匀。12000 r/min 离心 10 min, 取上清液

经玻璃纤维滤纸过滤, 收集滤液待净化。 
(2)样品净化 
肝素亲和柱用 10 mL 淋洗溶液活化, 取 10 mL 上清

液过柱, 然后用 10 mL 淋洗溶液淋洗一次, 最终用 5 mL
洗脱溶液洗脱 , 过微孔滤膜至样品瓶中 , 供高效液相色

谱仪测定。 
1.3.5  重复性实验 

为评估本方法在不同性质样品中的重复性, 制备乳

铁蛋白终浓度为 5.0、20.0 和 50.0 mg/kg 的灭菌乳样品, 同
时, 制备乳铁蛋白终浓度为 10.0、50.0 和 100.0 mg/kg 的乳

粉样品, 分别计算不同样品的加标回收率和相对标准偏差

(relative standard deviation, RSD), 每个浓度进行 3 个样品

的重复测定。 

1.4  数据处理 

实 验结 果采用 Microsoft Office 2010 和 Waters 
Empower 3 软件进行统计分析和图像分析。 

2  结果与分析 

2.1  乳铁蛋白标准品的选择 

选择合适的标准品, 是建立可靠检测方法的前提。为

此, 对市售“乳铁蛋白标准品”产品调研, 研究比较了相关

产品质量证书。结果显示: 目前国内市场上所谓“乳铁蛋白

标准品”产品超过 25 种, CAS 号主要包括 3 种, 分别为

936541-36-5、146897-68-9 和 112163-33-4。 
不同 CAS 号“乳铁蛋白标准品”分子量差别较大, 来

源不同。CAS 号为 936541-36-5 的“乳铁蛋白标准品”, 目
前有两种, 一种为水稻细胞重组表达的人乳铁蛋白, 分子

量为 80 kDa(翌圣生物品牌), 另一种为来源于牛初乳的乳

铁蛋白 , 分子量约 90 kDa (Sigma 品牌 )。CAS 号为

146897-68-9 的“乳铁蛋白标准品”, 目前有两种, 一种为来

源于牛乳的乳铁蛋白, 分子量为 82.4 kDa (Supelco 品牌), 
另一种为源自牛乳, 分子量为 80 kDa(源叶品牌)。CAS 号

为 112163-33-4 的“乳铁蛋白标准品”因存在产品信息存在

明显错误而被舍弃。不同品牌“乳铁蛋白标准品”的峰面积

比较结果见表 2。 
 

表 2  不同品牌“乳铁蛋白标准品”的峰面积比较 
Table 2  Comparison of peak area of different brands of 

“lactoferrin standard” 

品牌 50 mg/L 溶液峰面积 RSDs/% 

Sigma  62094±807.22 

33.8 
Supelco 100037±800.30 

翌圣生物  52995±741.93 

源叶  52259±783.89 

 
由表 2 可知, Supelco 的标准品经肝素亲和柱结合除杂

后, 得到的峰面积最大, 说明其未变性的乳铁蛋白含量最

高, 可用于对未变性乳铁蛋白的定量。因此, 本研究使用

的乳铁蛋白标准品为 Supelco 品牌, CAS 号 146897-68-9(货
号为 L-047-50MG)。 

2.2  色谱柱的选择 

实验选取 BEH C18 和 BEH C4 色谱柱对质量浓度为

100 mg/L 的免疫球蛋白 G (immunoglobulin G, IgG)、牛血
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清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)、乳铁蛋白、α-乳白

蛋白和 β-乳球蛋白的色谱峰进行比较。如图 1 所示, 在应用

BEH C4 色谱柱时, 乳铁蛋白标准品的色谱峰与 IgG、BSA、

α-乳白蛋白和 β-乳球蛋白的色谱峰具有较高的区分度, 峰
型尖锐对称, 而应用 BEH C18 色谱柱不能实现上述效果, 
所以本研究选择 BEH C4 色谱柱用于后续的方法开发。 

 

 
 

图1  应用(A) BEH C4和(B) BEH C18色谱柱检测乳铁蛋白标准溶液

的色谱图 
Fig.1  Chromatograms of lactoferrin standard solution detected using 

(A) BEH C4 and (B) BEH C18 columns 

 
2.3  检测波长的选择 

为了提高本研究方法的灵敏度, 本研究探索了乳铁

蛋白的最大吸收波长, 分别利用波长 210 nm 和 280 nm 对

乳铁蛋白进行分析。由图 2 可知, 在 280 nm 检测波长下, 
乳铁蛋白色谱峰的信噪比更高 , 且基线更加平稳 , 因此

本研究方法后续的发开, 均采用 280 nm 作为乳铁蛋白的

最佳检测波长。 

2.4  色谱柱柱温的确定 

色谱柱柱温是影响物质分离效果和检测周期的关键

因素。为确定检测乳铁蛋白的合适柱温, 本研究分别探索

了质量浓度为 50 mg/L 乳铁蛋白标准品在不同柱温条件下

的分析结果, 柱温分别为 25、30、35、40、50、60℃。结

果如图 3 所示, 柱温为 60℃时, 乳铁蛋白的峰型最好, 尖
锐对称且响应值最大, 因此确定最佳色谱柱柱温为 60℃。 

 
 

图2  不同检测波长下乳铁蛋白典型色谱图(100 mg/L) 
Fig.2  Typical chromatograms of lactoferrin at different detection 

wavelengths (100 mg/L) 
 

 
 

图3  不同柱温下乳铁蛋白典型色谱图 
Fig.3  Typical chromatograms of lactoferrin at different column 

temperatures 
 

2.5  固相萃取柱的确定 

目前较常见的固相萃取柱主要为 C18 柱, 但由于仅通

过疏水性吸附牛奶中的蛋白, 对蛋白的选择性不强, 导致

牛奶中的其他乳清蛋白会与乳铁蛋白形成竞争性吸附, 造
成乳铁蛋白的流失, 使乳铁蛋白含量回收率不高, 故 C18

固相萃取柱不适用于富集牛奶样品中的乳铁蛋白。肝素属

于糖胺聚糖家族的硫酸化多糖, 含有高密度的负电荷, 可
特异性吸附牛奶中未变性的乳铁蛋白, 适合乳铁蛋白的富

集、净化和后续分析。因此选择肝素亲和柱对牛奶进行前

处理, 用于牛奶中非变性乳铁蛋白的富集、纯化。 
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2.6  肝素亲和柱规格的选择 

尽管肝素亲和柱可有效富集牛奶中未变性乳铁蛋白, 
但需要选择规格合适的肝素亲和柱。如果肝素亲和柱的载

量低于牛奶中乳铁蛋白的含量, 会造成部分乳铁蛋白的流

穿, 导致测量的结果偏低。而载量过大, 会提高肝素亲和

柱的成本, 造成不必要的浪费。因此, 选择合适规格的肝

素亲和柱十分重要。经测算, 10 mL 牛奶中的乳铁蛋白总量

不会超过 8 mg。本研究探索了 1 mL 规格的 HiTrapTM 
Heparin HP 肝素亲和柱的载量。如图 4 所示, 8 mg 乳铁蛋

白过柱回收率达到 101.27%, 满足实验要求。因此, 本研究

选择 1 mL 规格的 HiTrapTM Heparin HP 肝素亲和柱, 用于

后续实验。 

 

 
 

图4  肝素亲和柱承载量的测定色 
Fig.4  Chromatogram for determination of the loading capacity of 

heparin affinity column 

 
2.7  肝素亲和柱洗脱体积的确定 

为保证实验的准确性, 本研究探索完全洗脱乳铁蛋

白的洗脱液体积。利用 1 mL HiTrapTM Heparin HP 肝素

亲和柱, 分别用 5 mL 洗脱溶液对其洗脱 3 次, 分析乳铁

蛋白的含量。由图 5 可知, 仅第 1 次 5 mL 含有乳铁蛋白, 
其他两次洗脱, 均未检测到乳铁蛋白, 说明 5 mL 的洗脱

液即可将乳铁蛋白完全洗脱, 本方法后续的洗脱体积均

为 5 mL。 

2.8  检出限、定量限和线性范围 

为确定本方法的检出限、定量限和线性范围, 本研

究首先确定了乳铁蛋白标准曲线的适用范围, 即用洗脱

溶液配制成乳铁蛋白系列标准工作溶液, 质量浓度分别

为 2.0、5.0、10.0、20.0、50.0 和 100.0 mg/L。用 HPLC
检测, 以乳铁蛋白的质量浓度(X, mg/L)为横坐标, 色谱

峰面积(响应值)(Y)为纵坐标 , 绘制标准曲线 , 结果表明

乳铁蛋白的质量浓度在 2.0~100.0 mg/L 之间呈良好线性

关系, 相关系数 r2=0.9999, 如图 6 所示, 计算得到回归

方程 Y=1414.632X–1401.239。 

 
 

图5  肝素亲和柱洗脱体积的测定色谱图 
Fig.5  Chromatogram for determination of elution volume of heparin 

affinity column 
 

 
 

图6  乳铁蛋白标准曲线 
Fig.6  Standard curve of lactoferrin 

 
为确定乳品中未变性乳铁蛋白的检出限、定量限和线性

范围, 本研究选用不同的种类的样品进行相关参数的确立。

样品类型包括液态奶和乳粉。为研究液态奶中未变性乳铁蛋

白的检出限和定量限, 选择不含乳铁蛋白的灭菌乳, 进行

乳铁蛋白标准品添加实验, 添加终浓度分别为 2.5 mg/kg
和 5.0 mg/kg, 结果表明, 上述浓度的液态奶样品中检出乳

铁蛋白的信噪比分别大于 3和 10, 回收率均在 90%~110%, 
说明液态奶中未变性乳铁蛋白的检出限和定量限分别

为 2.5 mg/kg 和 5.0 mg/kg。为研究乳粉中乳铁蛋白的检

出限和定量限 , 选择不含乳铁蛋白的乳粉 , 进行乳铁蛋

白标准品添加实验, 添加量添加终浓度为 5.0 mg/kg 和

10.0 mg/kg, 结果表明, 两种样品中检出乳铁蛋白的信噪比分

别大于 3 和 10, 回收率均在 90%~110%, 说明乳粉中未变性

乳铁蛋白的检出限和定量限分别为 5.0 mg/kg 和 10.0 mg/kg。
液态奶和乳粉的定量上限均为 100 mg/kg。 

2.9  重复性 

为测定方法的重复性, 本研究选用不同的种类的样

品进行相关参数的确立。样品类型包括液态奶和乳粉。由

表 3 可知, 对灭菌乳样品, 添加后终浓度为 5.0、20.0 和 
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表 3  回收率实验结果 
Table 3  Recovery rate experiment results 

高温灭菌乳样品 乳粉样品 

加标终浓度/(mg/kg) 实测值/(mg/kg) 回收率/% 加标终浓度/(mg/kg) 实测值/(mg/kg) 回收率/% 

 5.0  5.33±0.10 106.7±2.08  10.0 10.77±0.25 107.7±2.52 
20.0 21.20±0.36 106.0±1.80  50.0 52.67±1.61 105.3±3.21 
50.0 54.05±0.64 107.5±1.28 100.0 103.5±1.50 103.5±1.50 

 

50.0 mg/kg 的乳铁蛋白时, 回收率为 106.0%~107.5%; 对
乳粉样品, 添加后终浓度为 10.0、50.0 和 100.0 mg/kg 的乳

铁蛋白时, 回收率为 103.5%~107.7%。综上, 针对于乳品样

品, 本方法具有良好的重复性。 
为进一步验证本方法的重复性, 本研究分析了日内

和日间精密度。在灭菌乳、乳粉中分别添加不同浓度的乳

铁蛋白标准品, 按照上述前处理方法对牛奶进行处理, 每
个水平重复 3 次测得日内精密度, 连续 2 d 进行实验测定

方法的日间精密度, 最终结果见表 4 和表 5。结果表明, 本
方法的日内和日间 RSD低于 10%, 满足一般分析方法对精

密度的规定。 

2.10  重现性 

本方法分别在 3 家实验室开展比对实验, 探索其重现

性。针对巴氏杀菌乳样品, 分别加入终浓度为 5.0、20.0 和

50.0 mg/kg 的乳铁蛋白标准品; 针对乳粉样品, 分别加入

终浓度为 10.0、50.0 和 100.0 mg/kg 的乳铁蛋白标准品, 每
个样品进行 3 个水平的重复。如表 6~8 所示, 回收率的

RSDs 均小于 7%, 说明本方法具有良好的重现性。 

 

表 4  灭菌乳样品的日内和日间精密度 
Table 4  Inter-days and intra-days precision of the sterilized 

milk samples 

乳铁蛋白浓度
/(mg/kg) 

日内精密度 日间精密度 

实测值 
/(mg/kg)+SD

RSDs/% 实测值 
/(mg/kg)+SD 

RSDs/%

 5.0  5.33±0.10 2.0   5.4±0.07 1.3 

20.0 21.20±0.36 1.7 20.17±0.51 2.5 

50.0 54.05±0.64 1.2 50.05±0.92 1.8 
 

 
表 5  乳粉样品中日内和日间精密度实验结果 

Table 5  Inter-days and intra-days precision of the mild  
powder samples 

乳铁蛋白浓度
/(mg/kg) 

日内精密度 日间精密度 

实测值
/(mg/kg)+SD 

RSDs/% 实测值
/(mg/kg)+SD

RSDs/%

 10.0 10.77±0.25 2.3 10.34±0.48 4.6 

 50.0 52.67±1.63 3.1 52.39±0.82 1.6 

100.0 103.5±1.45 1.4 100.58±2.97 3.0 
 

表 6  实验室 1 的回收率和精密度验证实验 
Table 6  Recovery rates and precisions validation test of Lab 1 

加标终浓度/(mg/kg) 样品编号 上机测定质量浓度
/(mg/L) 

理论上机质量浓度
/(mg/L) 

回收率/% 平均回收率/% RSDs/%

/ 巴氏未添加 8.688 / / / / 

 5.0 
巴氏 5+1 10.586 

 2.0 
 95.0 

 96.7 3.0 巴氏 5+2 10.692 100.0 
巴氏 5+3 10.584  95.0 

20.0 
巴氏 20+1 16.870 

 8.0 
102.5 

 98.8 3.3 巴氏 20+2 16.480 97.5 
巴氏 20+3 16.425 96.3 

50.0 
巴氏 50+1 28.527 

20.0 
 99.0 

100 1.0 巴氏 50+2 28.741 100.0 
巴氏 50+3 28.904 101.0 

/ 乳粉未添加 0 / / / / 

 10.0 
乳粉 10+1 2.004 

 2.0 
100.2 

100.4 0.1 乳粉 10+2 2.146 107.3 
乳粉 10+3 2.030 101.5 

 50.0 
乳粉 50+1 9.344 

10.0 
93.4 

101.9 1.3 乳粉 50+2 9.442 94.4 
乳粉 50+3 9.228 92.3 

100.0 
乳粉 100+1 18.794 

20.0 
94.0 

100.8 1.1 乳粉 100+2 19.662 98.3 
乳粉 100+3 18.698 93.5 

注: /表示无此项, 表 7、8 同。 
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表 7  实验室 2 回收率和精密度验证实验 
Table 7  Recovery rates and precisions validation test of Lab 2 

加标终浓度/(mg/kg) 样品编号 上机测定质量浓度
/(mg/L) 

理论上机质量浓度
/(mg/L) 

回收率/% 平均回收率/% RSDs/%

/ 巴氏未添加 10.377 / / / / 

  5.0 

巴氏 5+1 12.371 

 2.0 

 99.7 

 99.2 1.6 巴氏 5+2 12.325  97.4 

巴氏 5+3 12.384 100.4 

 20.0 

巴氏 20+1 18.131 

 8.0 

 96.9 

 98.2 1.6 巴氏 20+2 18.369  99.9 

巴氏 20+3 18.190  97.7 

 50.0 

巴氏 50+1 29.612 

20.0 

 96.2 

 95.5 0.6 巴氏 50+2 29.373  95.0 

巴氏 50+3 29.469  95.5 

/ 乳粉未添加 0 / / / / 

 10.0 

乳粉 10+1 2.007 

 2.0 

100.4 

100.4 0.1 乳粉 10+2 2.011 100.6 

乳粉 10+3 2.006 100.3 

 50.0 

乳粉 50+1 10.298 

10.0 

103.0 

101.9 1.3 乳粉 50+2 10.034 100.3 

乳粉 50+3 10.231 102.3 

100.0 

乳粉 100+1 20.203 

20.0 

101.0 

100.8 1.1 乳粉 100+2 19.934  99.7 

乳粉 100+3 20.354 101.8 
 

表 8  实验室 3 回收率和精密度验证实验 
Table 8  Recovery rates and precisions validation test of Lab 3 

加标终浓度/(mg/kg) 样品编号 实测结果/(mg/kg) 回收率/% 平均回收率/% RSDs/% 

/ 样品未加标 0 / / / 

5.0 

  5-1   5.4 107.0 

107.3 1.0   5-2   5.4 108.5 

  5-3   5.3 106.5 

20.0 

 20-1  19.3  96.3 

103.2 5.8  20-2  21.3 106.6 

 20-3  21.3 106.6 

50.0 

100-1  46.2  92.4 

 98.7 5.6 100-2  50.9 101.9 

100-3  50.9 101.9 

/ 样品未加标  18.7 / / / 

10.0 

 10-1  28.6  98.5 

 99.5 2.2  10-2  28.5  98.0 

 10-3  28.9 102.0 

50.0 

 50-1  69.7 102.0 

104.5 2.2  50-2  71.9 106.4 

 50-3  71.3 105.2 

100.0 

100-1 114.3  95.6 

103.8 6.9 100-2 127.7 109.0 

100-3 125.7 107.0 
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3  结  论 

本研究利用 HPLC 建立了奶及奶制品中未变性乳铁

蛋白的检测方法。本方法前处理过程简单, 仅需对样品进

行稀释、离心、净化、过滤, 大大缩短实验周期。本方法

的色谱条件如下: XBridge Protein BEH C4 液相色谱柱, 检
测波长为 280 nm。本方法建立的标准曲线具有良好的线性

关系, 相关系数(r2)>0.999, 线性范围为 2.0~100.0 mg/L; 
针对不同性质的样品, 回收率在 103.5%~107.7%之间; 再
现性的 RSDs 小于 7%, 表明该方法具有良好的稳定性和重

复性。综上, 本方法适用于不同类型的奶及奶制品样品中

未变性乳铁蛋白的快速分析, 为生产企业和质检机构对奶

及奶制品品质的评估提供了技术保障。 
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