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1.1 制定过程

1.1.1 立项目的

乳清是一种营养丰富的天然产物，具有较高的食用和工业价值。乳清蛋白是一种从牛乳中提取的优质

蛋白质，具有高蛋白含量、易消化吸收、氨基酸组成均衡等特点。乳清是在奶酪制作过程中产生的一种天

然副产品，是牛奶经凝乳处理后分离出固体凝乳块后的液体部分。在制作奶酪时，牛奶加入凝乳酶或酸性

物质后，酪蛋白凝结形成固体凝乳块，而剩余的液体即为乳清。乳清富含优质蛋白质（如乳清蛋白）、乳

糖、矿物质（如钙、钾）和维生素。其中，乳清蛋白是其核心成分，包含必需氨基酸和生物活性肽。可作

为营养补充：乳清蛋白易被人体吸收，是健身人群、术后患者及老年人补充蛋白质的优质来源。在食品工

业：乳清广泛用于制作乳清粉、蛋白粉、烘焙食品、饮料等。功能性作用：乳清蛋白也是我国婴幼儿配方

食品的重要原料。

乳清蛋白在生牛乳中占总蛋白的 20%左右。在牛乳清蛋白中主要包含β-乳球蛋白（50%-55%，支链

氨基酸主要来源）、α-乳白蛋白（20%-25%，促进矿物质吸收）同时包含免疫球蛋白、乳铁蛋白等具有

生物活性的成分（兼具营养与生理调节功能），相关的特性参见下表[1]。



《食品安全国家标准 婴儿配方食品（GB 10765-2021）》[2]、《食品安全国家标准 较大婴儿配方食品

（GB 10766-2021）》[3]规定了乳清蛋白的含量，分别为 ≥60%和 ≥40%。《婴幼儿配方食品和乳粉 乳

清蛋白的测定（GB 5413.2-1997）》[4]采用 SDS-PAGE 凝胶电泳法进行乳清蛋白测定，但该方法为半定量

测定方法，难以测定乳清蛋白的准确含量。《食品安全国家标准 乳清粉和乳清蛋白粉（GB 11674—2010）》

采用凯氏定氮法（GB 5009.5）测定乳清粉和乳清蛋白粉总蛋白含量，无法准确获得乳清蛋白的主要成分

（α-乳白蛋白和β-乳球蛋白）含量。

2007 年国家标准化管理委员会“关于下达 2007 年第 4 批国家标准制修订计划的通知〔国标委计（2007）

85 号〕”中将“婴幼儿配方乳粉中α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的测定——高效液相色谱－质谱联用法”列入了

制定计划（项目编号为 20071157-T-469）。2010 年原卫生部食品安全综合协调与卫生监督局（现国家卫生

健康委食品安全标准与监测评估司）委托国家乳制品质量监督检验中心牵头起草修订《食品安全国家标准

婴幼儿食品和乳品中乳清蛋白的测定（项目编号:spaq-2010-100）》。起草单位建立了乳清蛋白测定的液相

色谱法和α-乳白蛋白、β-乳球蛋白的液相色谱-串联质谱法，删除了 SDS-聚丙烯酰胺凝胶电泳法。第二

届食品安全国家标准审评委员会理化检验方法与规程专业委员会第十五次会议审评认为第一法通过分析

丙氨酸/脯氨酸两种氨基酸在乳清蛋白、酪蛋白等在乳蛋白中的含量及差异，根据其比值测定乳清蛋白的含

量，尚缺乏理论依据与数据支撑，乳清蛋白定量标准曲线无溯源结果，且乳清蛋白和酪蛋白引用的标准适

用性有待评价；第二法 液相色谱-串联质谱法测定α-乳白蛋白、β-乳球蛋白具有技术可行性，但需要进

一步明确测定的α-乳白蛋白、β-乳球蛋白与乳清蛋白的关系。

在α-乳白蛋白、β-乳球蛋白的液相色谱-串联质谱法研制的技术基础上，提出婴幼儿配方食品、乳清

粉、乳清蛋白粉中α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的测定 液相色谱-质谱/质谱法，可以解决婴幼儿配方食品、

乳清粉、乳清蛋白粉中乳清蛋白重要组成成分（α-乳白蛋白和β-乳球蛋白）的测定，为婴幼儿配方食品、



乳清粉、乳清蛋白粉中乳清蛋白的质量评价提供可靠的技术手段，为《食品安全国家标准 婴儿配方食品

（GB 10765-2021）》、《食品安全国家标准 较大婴儿配方食品（GB 10766-2021）》的乳清蛋白质量评

价提供有力技术支撑。

1.1.2 实验室间验证工作

验证工作由北京市食品检验研究院、山东省食品药品检验研究院、上海市疾病预防控制中心、深圳市

计量质量检测研究院、福建省产品质量检验研究院、泰州市食品检验院等实验室完成。

通过统计分析各个实验室的检测数据，验证了方法的线性、准确度和精密度、检出限和定量限等指标。

二、 国内国际相关标准情况

目前国内用于乳清蛋白检测的仍然有效的方法为 1997 年制定的 GB 5413.2-1997《婴幼儿配方食品和

乳粉乳清蛋白的测定》
[4]
，该方法采用凝胶电泳法（SDS-PAGE），试样中的不同分子量蛋白在电场的作

用下由于迁移率的不同而得到区分，形成不同的迁移条带，再根据经染色后条带的深浅度判别各蛋白的相

对比例，此法受蛋白变性影响，染色剂与蛋白无法保证完全结合，导致检测结果存在偏差，且重现性不佳，

为半定量方法，不能精确测定各种蛋白的含量。

国际上，美国国际标准化组织（ISO 23293-2020）及 AOAC 均用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺凝胶毛

细管电泳（SDS-CGE）测定乳基配方奶粉中乳清蛋白的含量[5]。使用脱脂奶粉作为标准样，确定乳清蛋白

和酪蛋白的面积校正因子，然后将试样的毛细管电泳图按标准样的方式进行分段积分，根据各段的积分面

积及校正因子计算乳清蛋白与酪蛋白的比值。首先，该方法依赖于脱脂奶粉的标准样，而非统一的蛋白或

标准样品，没有溯源性；其次，该方法的结果是乳清蛋白与酪蛋白的比值，而非乳清蛋白的绝对含量，若

试样中存在其他小分子氮，则与真实结果偏差较大；再者，若试样中掺入其他类型的蛋白（如大豆蛋白），

电泳图将出现偏移，导致结果判定出现较大误差，也即无法对非乳蛋白进行鉴别。

目前文献报道的乳清蛋白的测定方法还有氨基酸折算法、高效液相色谱法和液相色谱-质谱联用法。

氨基酸折算法是根据牛奶和乳清蛋白含有的独特氨基酸图谱，通过特定的氨基酸的差异来计算乳清蛋

白含量的一种方法。Rae Greenberg 等人对氨基酸折算法（5 种氨基酸折算）[6]计算奶粉中乳清蛋白含量的

方法进行评估，对国内外品牌婴幼儿配方粉检测发现，一段奶粉中乳清蛋白的检测值高于标示值 5～10%，

二、三段的奶粉乳清蛋白也与商品标示值有所偏差。该方法只适用于乳基婴幼儿配方粉，对含有豆基配方

粉的产品不适用。氨基酸折算法易受其他添加的营养素的干扰，如添加多肽、氨基酸的产品。

HPLC 对配方乳粉中乳清蛋白的检测仅适用于某些产品，无法广泛应用于全部产品中乳清蛋白（α-

乳白蛋白和β-乳球蛋白）的检测，Xiaojing Ding 等人[7]在实验过程中发现ɑ-乳白蛋白与乳铁蛋白在检测中

峰形会出现重叠而干扰ɑ-乳白蛋白检测结果。该方法无法对复杂基质（乳基婴配粉）进行精准定量。农业



部在 2025 年发布了：《牛乳及其制品中α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的测定 高效液相色谱》（NY/T

4630—2025）[8]，包括两个方法：反相色谱法（方法一）和凝胶渗透色谱法（方法二），方法声称：第一

法适用于生牛乳和巴氏杀菌牛乳中α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的测定；第二法适用于高温杀菌牛乳、灭菌

牛乳、牛乳粉和牛乳基婴幼儿配方乳粉中α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的测定。该方法仅可测定牛乳基婴幼

儿配方乳粉中α-乳白蛋白和β-乳球蛋白，不适用羊乳基质的检测，同时无法鉴别掺入植物蛋白基质样品。

液相色谱-质谱联用法是通过质谱检测酶解产生的特异性肽段对乳制品中蛋白进行鉴定和定量的方

法。Cristian Piras1 综述了蛋白质组学应用于近几年来食品科学界对动物源性食品的关注的典型范例，强调

这是具有价值的、重要的学科，可作为评估食品质量和安全的工具[9]。Rubén Agregán 等提出了蛋白质组

学是一个新的研究领域，分析近几十年来在医学领域所取得了的巨大的进展，并认为牛奶是一种高度异质

和复杂的液体，其基质中存在大量蛋白质和肽，蛋白质组学被认为是一种可用于表征牛奶样品及其产品的

强大工具。开发的技术已实现了详尽的牛奶和乳制品中蛋白质和肽的表征[10]。Nagib Ahsan 等阐述了靶向

蛋白质组学技术的最新进展，即多重反应监测（MRM）质谱（MS）结合同位素标记内标，也称为 AQUA

肽，可对食物样品进行绝对定量[11]。杜鹃等人建立了超高效液相色谱-串联三重四极杆质谱(UPLC-MS/MS)

法测定乳清蛋白粉中α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的分析方法[12]，其结果表明α-乳白蛋白和β-乳球蛋白分

别在 40～1000 nmol/L 和 80～2000 nmol/L 范围内呈良好线性关系，定量下限(S/N=10)均为 0.020 g/100 g；

加标回收率为 84.7%～95.6%，相对标准偏差(RSD，n=6)为 1.6%～5.8%。

综上，国内外目前尚未建立牛与羊乳基婴幼儿配方食品中主要乳清蛋白成分（α-乳白蛋白和β-乳球

蛋白）的准确定量的标准方法。也未建立可鉴别植物蛋白质掺假的鉴别方法。应用靶向蛋白组学检测技术

建立乳清蛋白准确定量的方法无疑是最佳、可行的路径。

三、方法的重要内容及主要研究情况

3.1 方法原理

试样中的蛋白经温水溶解、烷基化、碱性胰蛋白酶酶解。与此同时将α-乳白蛋白和β-乳球蛋白系列

标准溶液与试样同步平行烷基化、酶解。在试样和标准液酶解液中加入同位素标记的α-乳白蛋白和β-乳

球蛋白特征肽段，用于校准由复杂基质导致的离子化误差。经液相色谱分离，质谱/质谱测定试样与标准酶

解液，使用α-乳白蛋白和β-乳球蛋白系列标准溶液曲线计算结果，内标法定量。

3.2 主要技术路线

乳清蛋白是由α-乳白蛋白、β-乳球蛋白、血清白蛋白和免疫球蛋白等组成，对于用凝乳酶生产的乳

清蛋白粉，还含有较高水平的微量酪蛋白糖巨肽，其为κ-酪蛋白经凝乳酶作用产生的含 64 个氨基酸残基

的糖肽。其中α-乳白蛋白和β-乳球蛋白是乳清蛋白的主要成分，约占总乳清蛋白含量的 75%以上。因此，

通过监测原料及产品中α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的含量，可基本反映其乳清蛋白的质量。但无论是薄层



凝胶电泳法、毛细管电泳法、液相色谱法、凝胶色谱法，还是液相色谱质谱法，在测定α-乳白蛋白和β-

乳球蛋白含量时均存在受复杂基质干扰、标准品的质量不同、加工工艺差异等众多因素的影响，使得测定

的结果难以反应样品中的实际含量。

本研究通过靶向蛋白组学技术，既将专一性极强的酶解技术与质谱技术相结合，把结构复杂、分子量

大的蛋白质酶切成结构简单、分子量相对较小的多肽，然后再运用液相色谱-质谱/质谱技术，对多肽进行

分离与检测，最终获得试样中α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的准确含量。

通过查询 UniProt 蛋白数据库，可获得α-乳白蛋白、β-乳球蛋白的相关的蛋白质性质的信息，详见

下图 3.2-1，由图可见α-乳白蛋白是由 123 个氨基酸残基组成，其理论 pI 值: 4.80 ，平均分子量: 14186.06，

精确分子量：14176.81。β-乳球蛋白由 162 个氨基酸残基组成，其理论 pI: 4.83 ，平均分子量: 18281.21，

精确分子量：18269.42。

图 3.2-1 图中为两个蛋白的氨基酸序列和相关信息

本研究所使用的用于蛋白质酶切的酶为碱性胰蛋白酶，其特点是专一性比较强，主要的作用位点是精

氨酸（R）和赖氨酸（K），因此用该酶酶切蛋白获得的多肽序列相对固定，这为方法的准确定量提供了

基础保障。通过软件模拟碱性胰蛋白酶酶切α-乳白蛋白和β-乳球蛋白所得到的理论肽段如图 3.2-2 所示。

α-乳白蛋白 β-乳球蛋白

图 3.2-2 α-乳白蛋白和β-乳球蛋白经碱性胰蛋白酶酶切后所获得肽段信息



除上述理论数据外，还需实验验证：选取高纯度的α-乳白蛋白和β-乳球蛋白标样，用碱性胰蛋白酶

酶解后获得酶解溶液，酶解溶液通过液相色谱分离，高分辨串联质谱检测，获得的数据通过蛋白软件进行

分析，依据肽段筛选原则，筛选出具有唯一性、稳定性的目标肽段；随后通过同位素标记技术对筛选获得

的目标肽段进行同位素标记，用以消除质谱中由于复杂基质效应带来的干扰。再用高纯度α-乳白蛋白和

β-乳球蛋白配制系列标准液，与试样平行酶解，内标法定量，从而实现试样中α-乳白蛋白和β-乳球蛋白

的准确定量的目的。该方法既可测定试样中的原型蛋白，也可测定因试样被加工、加热而产生变性的部分

蛋白，因此排除了样品复杂基质和热加工工艺带来的影响；同时此方法使用蛋白制作标曲，与试样平行酶

解，也排除了因无法获得相对应的高纯度的、无法量值朔源的目标肽段标准品导致定量结果不可溯源的影

响。下图 3.2-3 为本方法建立方法的技术路线图。其中需研究的关键点：1 特征肽段的选择与确认；2 酶解

最佳条件的优化；3 串联四级杆质谱 MRM 方式的建立；4 同位素特征肽段的设计与合成。

图 3.2-3 技术路线图

3.3 方法研究

3.3.1 应用质谱技术的定性与定量研究

3.3.1.1 肽段选择的依据与原则。

根据靶向蛋白质组学技术的原理与实验步骤可知，定量特征肽段的筛选是决定定量方法准确性的关键

步骤，本方法依据 PeptidePicker 中肽段筛选的一般原则：1. 定量特征肽段具有高度的物种特异性；2. 定

量特征肽段在 ExPASy 预测软件中具有良好的酶切特性；3. 定量特征肽段的长度在 7 到 20 个氨基酸之间

最佳；4. 定量特征肽段具有高度保守性，即在目标蛋白质的所有变异亚型中均存在；5. 定量特征肽段的

氨基酸序列中避免出现甲硫氨酸、半胱氨酸、色氨酸等不稳定、易氧化的氨基酸，筛选出特异性强、酶切

效率高、稳定性强、质谱响应高的定量特征肽段。此外，本方法的测定基质为牛乳基和羊乳基，因此所选



择的特征肽段需要同时适用于牛乳基产品与羊乳基产品。

3.3.1.2 特征肽段的选择

通过对α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的蛋白酶解溶液进行高分辨扫描，获得高分辨扫描总离子流图，如

图 3.3-1、图 3.3-2 所示。

图 3.3-1 α-乳白蛋白酶解溶液高分辨扫描图 图 3.3-2 β-乳球蛋白酶解溶液高分辨扫描图

然后通过蛋白软件对α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的高分辨扫描图进行分析，获得对应的酶解肽段，如

表 3.3-1 所示。根据肽段的筛选原则，α-乳白蛋白经胰蛋白酶酶解得到的长度在 7～20 个氨基酸的肽段有

4 条 ， 其 中 牛 羊 共 有 的 肽 段 有 VGINYWLAHK 、 LDQWLCEK ， FLDDDLTDDIMCVK ， 但

FLDDDLTDDIMCVK 和 LDQWLCEK 肽段均含有 2 个不稳定氨基酸，因此选择 VGINYWLAHK 作为α-

乳白蛋白定量肽段；β-乳球蛋白肽段经胰蛋白酶酶解得到的长度在 7～20 个氨基酸的肽段有 8 条，其中

牛羊共有的肽段有 VLVLDTDYK、ALPMHIR、IDALNENK，WENGECAQK，肽段 ALPMHIR 含易氧化

的氨基酸，肽段 WENGECAQK 含有不稳定氨基酸，综合考虑质谱响应，IDALNENK 作为β-乳球蛋白的

定量肽段，VLVLDTDYK 可作为备选肽段。

表 3.3-1 高分辨质谱分析后肽段信息

样品基质 α-乳白蛋白来源肽段序列 β-乳球蛋白来源肽段序列

脱盐牛乳清粉

ALCSEK ALPMHIR

VGINYWLAHK GLDIQK

IWCK IDALNENK

ILDK LIVTQTMK

LDQWLCEK IPAVFK

GYGGVSLPEWVCTTFHTSGYDTQAIVQ

NNDSTEYGLFQINNK
LSFNPTQLEEQCHI

FLDDDLTDDIMCVK TPEVDDEALEK

DDQNPHSSNICNISCDK VAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLR

CEVFR VLVLDTDYK

VYVEELKPTPEGDLEILLQK



YLLFCMENSAEPEQSLACQCLVR

WENGECAQK

脱盐羊乳清粉

VAGTWYSLAMAASDISLLDAQSAPLR

FLDDDLTDDIMCVK LAFNPTQLEGQCHV

NICNISCDK VLVLDTDYK

CEVFQELK WENGECAQK

DDQNPHSR IDALNENK

VGINYWLAHK GLDIQK

LDQWLCEK TPEVDNEALEK

DDQNPHSR ALPMHIR

ALCSEK IIVTQTMK

3.3.1.3 肽段稳定性验证

特征肽段不仅是检测的对象，更是结果定量的基础，因此其稳定性直接关系到定量结果的可靠性与准

确性。为确认所选的特征肽段稳定周期，本实验将α-乳白蛋白和β-乳球蛋白特征肽段配制成 1 mg/mL 的

储备液，分装至 2 mL 聚丙烯的进样小瓶中，于-20℃下保存，然后在第 0 天、5 天、10 天、30 天、60 天、

90 天、180 天的时间点取样回温后由液相色谱-紫外检测器分析，每个时间点平行分析 3 次，计算各时间

点各物质的峰面积，并与第 0 天的数据进行 t-检验比较，结果如表 3.3-2 所示，从第 5 天到第 180 天，α-

乳白蛋白和β-乳球蛋白特征肽段的峰面积与第 0 天相比，其 P 值均大于 0.05，也即数据间无显著性差异，

因此说明，在-20℃的保存条件下，180 天内α-乳白蛋白和β-乳球蛋白特征肽段是稳定的。

表 3.3-2 特征肽段稳定性实验

储存时间 0 天 5 天 10 天 30 天 60 天 90 天 180 天

α-乳白蛋白特征肽段

926699.8 923858.6 924153.1 919468.0 912929.2 917652.7 912475.2

921758.4 921957.3 920187.2 924262.4 918603.5 918573.5 921845.3

916385.3 918365.3 918492.4 920745.3 925057.5 921755.3 918492.5

t-检验（vs 0 天，P 值） / 0.89 0.68 0.98 0.71 0.64 0.52

β-乳球蛋白特征肽段

335263.2 331889.2 331840.3 331317.3 325427.6 322240.3 328403.1

329735.2 329572.3 329573.5 328669.5 330487.6 339285.6 334866.5

330145.3 326592.4 331037.4 332573.7 328734.6 323768.5 328946.4

t-检验（vs 0 天，P 值） / 0.17 0.56 0.69 0.39 0.67 0.80

3.3.1.4 MRM 参数建立

串联四级杆质谱的反应离子监测模式（MRM）是目前公认的最准确的定量方式，而肽段的质谱裂解

有其特殊的规律，既在肽键中间断裂，若断裂后由 N 端带电，则称之为 b 型碎片离子，若断裂后由 C 端

带电，则称之为 y 型碎片离子，这也是最重要的两种断裂方式。除上述断裂的基本规律外，子离子的选择

还要考虑仪器的响应及同位素氨基酸的取代位置，尽量获得包含同位素取代的氨基酸序列。α-乳白蛋白

特异肽(VGINYWLAHK)和β-乳球蛋白特异肽(IDALNENK)的理论裂解碎片见图 3.3-4，按上述方法，结合



各肽段的实际子离子裂解图（图 3.3-5 和图 3.3-6），最终确定α-乳白蛋白特征肽段(VGINYWLAHK)的子

离子为 y 系列的离子 654.4 和 284.4，对应的氨基酸序列为 WLAHK 和 HK；β-乳球蛋白特征肽段

(IDALNENK) 的子离子为 b系列的离子 229.1和 y系列的离子 688.4，对应的氨基酸序列为 ID和ALNENK。

具体的参数如表 3.3-2 所示，所得的色谱质谱图如图 3.3-7 所示。

a. 牛α-乳白蛋白特异肽 b. 牛β-乳球蛋白特异肽

图 3.3-4 α-乳白蛋白和β-乳球蛋白特异肽理论子离子信息图

图 3.3-5 α-乳白蛋白特异肽、同位素肽段子离子质谱图



图 3.3-6 β-乳球蛋白特异肽、同位素肽段子离子质谱图

表 3.3-2 各肽段质谱参数

名称
分子量

(Da)

母离子(m/z)
锥孔电压(V) 子离子(m/z)

碰撞能量

(eV)[M+H]+ [M+2H]2+

α-乳白蛋白特异肽 1199.7 1201.1 601.1 35
654.4* 24

284.4 28

α-乳白蛋白内标特异肽 1214.42 1215.1 608.1 35
661.4* 24

284.3 26

β-乳球蛋白特异肽 915.47 916.6 458.8 30
229.1* 30

688.4 27

β-乳球蛋白内标特异肽 929.47 930.6 465.8 30
236.1* 30

695.4 27

*为定量离子

a. 牛α-乳白蛋白 b. 牛β-乳球蛋白



图 3.3-7 牛α-乳白蛋白与β-乳球蛋白肽段及同位素肽段质谱色谱图

3.3.1.5 同位素特征肽段的设计与合成

基质干扰是质谱检测定量中最为常见的问题，使用内标以克服基质干扰对结果带来的影响是较为普遍

亦是较为理想的手段，选择同位素内标为最佳选择。同位素内标需本身化学性质稳定，对被分析物不产生

干扰，并与其具有高度相似性，且在试样中不存在。碳(1.11% 13C)、氮(0.37% 15N)元素的天然同位素在

质谱检测器中响应显著，可获得较高的丰度，可作为稳定同位素标记氨基酸。如前所述，本方法选择的

α-乳白蛋白特征肽段(VGINYWLAHK)和β-乳球蛋白特征肽段(IDALNENK)的母离子均为双电荷，同位素

标记的元素个数过少则会引起质量数接近导致干扰，为此设计将肽段中的亮氨酸(Leu)和异亮氨酸(Ile)用同

位素标记的亮氨酸(Leu-13C6,15N)和异亮氨酸(Ile-13C6,15N)替代，从而获得同位素标记的特征肽段与特征肽段

有 14 个质量数差异，即使是双电荷也有 7 个质量数的差异(图 3.3-3 a)。根据 3.3.1.3 的操作，α-乳白蛋白

同位素特征肽段(VGI*NYWL*AHK)选择的子离子为 y 系列断裂的离子 661.4 和 284.4，对应的氨基酸序列

为 WL*AHK 和 HK；β-乳球蛋白特征肽段(I*DAL*NENK) 选择的的子离子为 b 系列断裂的离子 236.1 和

y 系列断裂的子离子 695.4，对应的氨基酸序列为 I*D 和 AL*NENK。具体的参数如表 3.3-2 所示，所得的

色谱质谱图如图 3.3-7 所示。通过实验，特征肽段进样，在同位素特征肽段的离子通道不会出现色谱峰；

同位素特征肽段进样，在特征肽段的离子通道不会出现色谱峰，但同位素特征肽段与特征肽段具有相同的

色谱行为(图 3.3-3 b)。此外，通过配置相同浓度的标准浓度点，进样分析后分别拟合特征肽段与同位素特

征肽段的线性方程及曲线，两者具有近乎相同的斜率，由此说明两者具有相同的质谱行为(图 3.3-3 c)。

a. 质谱扫描图 b. 色谱质谱图



c. 线性曲线

图 3.3-3 α-乳白蛋白特异肽、同位素肽段质谱扫描图、色谱质谱图及线性曲线

3.3.1.5 所选定特异肽的对羊乳基通用性的确认

由蛋白数据库（https://www.uniprot.org）查询获得牛、羊α-乳白蛋白和β-乳球蛋白对应的蛋白氨基

酸序列如图 3.3-7 所示。兼顾目前市场上除了全牛乳源的产品以外，还存在羊乳基与牛乳清混合或者全羊

乳源的产品，本方法所选肽段应兼顾考虑对羊乳清蛋白定量检测的可行性。由于牛与羊的α-乳白蛋白和

β-乳球蛋白具有较高同源性，它们的序列氨基酸相似度在 90%以上，因此选择牛、羊均有的肽段理论上

是可行的。由图下中被画有方框的氨基酸序列可见牛、羊存在相同序列的肽段。

图 3.3-7 牛、羊α-乳白蛋白和β-乳球蛋白氨基酸序列

为验证所建立的方法也可用于羊乳基产品的测定，取脱盐羊乳清粉 2 g，用水溶解定容至 100 mL，样

品稀释 10 倍后移取 200 μL，加入 200 μL 碳酸氢铵溶液和 10 μL 二硫苏糖醇溶液，混匀后于 70 ℃下恒

https://www.uniprot.org


温反应 30 min；然后加入 30 μL 碘代乙酰胺溶液，混匀后于暗处静置 30 min；反应完成后加入 10 μL 氯

化钙溶液和 10 μL 胰蛋白酶溶液，充分混匀后于 37 ℃下恒温酶解 5 h。酶解完成后，加入 10 μL 甲酸，

混匀后置于室温下静置 15 min，终止反应，然后加入 50 μL 同位素标记特异肽溶液、680 μL 水混匀，过

0.22 μm 滤膜于聚丙烯材质塑料进样瓶中，进液相色谱-质谱/质谱仪检测。从图 3.3-8 可知，脱盐羊乳清粉

在α-乳白蛋白和β-乳球蛋白特征通道均可出峰，从实验结果证明所选的特征肽段既可适用于牛乳基产品，

也可适用于羊乳基产品，与上述的理论分析结果一致。

图 3.3-8 羊α-乳白蛋白和β-乳球蛋白色谱图

3.3.2 液相色谱条件优化

3.3.2.1 色谱柱的选择

色谱分析柱是影响分析物峰型、分离度的重要因素，由于本方法是先通过胰蛋白酶将分子量上万道尔

顿的大分子蛋白质酶切成分子量几百至上千道尔顿的小分子多肽，然后再选择目标蛋白的特异性肽段进行

检测，因此选择一根适合分离多肽的分离色谱柱是至关重要的工作。根据检测对象的特性，工作组尝试了

以下 5 种不同规格的反相色谱柱：

A 柱：硅烷基 C4 柱，柱长 100 mm，柱内径 2.1 mm；填料粒径 1.7 μm，孔径 30 nm（300 Å）；

B 柱：硅烷基 C18 柱，柱长 100 mm，柱内径 2.1 mm；填料粒径 1.7 μm，孔径 10nm（100 Å）；

C 柱：硅烷基 C18 柱，柱长 100 mm，柱内径 2.1 mm；填料粒径 1.7 μm，孔径 30 nm（300 Å）；

D 柱：硅烷基 C18 柱，柱长 100 mm，柱内径 2.1 mm；填料粒径 1.7 μm，孔径 13nm（130 Å）。

结果如图 3.3-8 所示，柱 B 的色谱峰最差，主要是因为目标多肽的分子量对于小颗粒色谱柱偏大，致



使洗脱不是很顺畅，从而出现拖尾；柱 D 对β-乳球蛋白虽有较理想的色谱峰，但对α-乳白蛋白也同样存

在拖尾现象，只是相对于柱 B 有所改善；虽然柱 A 和柱 C 一样均具有较好的峰形，但对于β-乳球蛋白，

柱 A 的保留较弱，出峰过早，易与杂质共流出。综上比较，最终选择柱 C，也就是 BEH300 C18,100 x2.1

mm,1.7 μm 作为本方法的色谱分离柱。

图 3.3-8 不同规格色谱柱分离效果的比较

3.3.2.2 流动相的选择

流动相是影响峰型、分离度及灵敏度的另一重要因素，选择合适的流动相组成不仅可以获得较好的峰

型，还可以获得较好的灵敏度。为探讨流动相组成对两个目标物的影响，设计了两组实验进行比较，第一

组为水相，第二组为有机相：

水相： 有机相：

流动相 a ——纯水； 流动相 e ——乙腈；

流动相 b ——0.05%甲酸水溶液； 流动相 f ——0.05%甲酸乙腈溶液；

流动相 c ——0.1%甲酸水溶液； 流动相 g——0.1%甲酸乙腈溶液；

流动相 d——0.2%甲酸水溶液； 流动相 h——0.2%甲酸乙腈溶液。

用同一浓度的标准、相同的检测条件进行正交比较，以所得目标物色谱质谱图的信噪比作为比较依据，

结果如表 3.3-3 所示。由结果知在水相及有机相中均加入 0.1%的甲酸时，目标物色谱质谱图的信噪比最高，

柱 A

柱 B

柱 C

柱 D



也即在此条件下灵敏度最高。因此选择 0.1%甲酸水溶液和 0.1%甲酸乙腈溶液作为本方法的流动相。

表 3.3-3 α-乳白蛋白、β-乳球蛋白信噪比比较

α-乳白蛋白

信噪比
a b c d

e 511 679 865 693

f 552 857 947 703

g 629 872 1144 745

h 523 756 843 712

β-乳球蛋白

信噪比
a b c d

e 357 434 572 497

f 416 472 598 506

g 535 671 737 612

h 476 482 534 487

3.3.3 前处理条件的优化

本方法引入了蛋白组学的酶解方法，先用碱性胰蛋白酶将待测的目标物进行酶切，得到易于检测的肽

段分子。为了考查酶解条件的相关参数，在查询相关文献资料的基础上，方法起草组针对同一试样，设计

不同的方案并进行实验，从中选优。

3.3.3.1 烷基化反应条件选择

在α-乳白蛋白氨基酸序列中存在 8 个半胱氨酸，在β-乳球蛋白序列中存在 7 个半胱氨酸，半胱氨酸

能在蛋白质分子内或分子间形成使蛋白质获得稳定空间结构的二硫键。要想通过质谱技术测定目标蛋白的

特征肽段，获得准确的定量结果，首先需要将蛋白质分子内或分子间的二硫键打开，让碱性胰蛋白酶作用

在赖氨酸和精氨酸位点上。打开二硫键的经典试剂为二硫苏糖醇（DTT），其具有很强的还原性，能够将

蛋白质分子内或分子间的二硫键还原成巯基。DTT 的还原能力与溶液的 pH 值密切相关，只有当溶液中的

pH 值大于 7 时才能够发挥还原作用，最宜 pH 值为 8.3。被还原形成的巯基具有活泼的化学性质，需要立

即进行封端，否则会再次形成二硫键。用于封闭巯基的试剂通常使用的是碘代乙酰胺（IAA），它能迅速

与巯基发生反应，将巯基上的活泼氢夺取，从而使巯基被封端，此为烷基化反应，烷基化反应的最佳 pH

值为 8.0~8.5。

在蛋白组学领域，蛋白质的还原与烷基化反应条件已有成熟的文献[13,14,15]支持，要求控制 DTT 与 IAA

的浓度与比例，即可获得理想的实验效果。本方法的还原与烷基化条件基本依据前人的研究成果[16]实施。

β-乳球蛋白是一种比较特殊的球蛋白，具有比较紧密的三维空间结构，被还原反应的难度要高于其



他结构类型的蛋白。为此，本文在前人基础上对 DTT 的浓度和还原温度进行正交实验，最终确定最优的

还原反应条件。其中 DTT 的终浓度为 2、5 和 10 mmol/L，还原反应的温度为 60、70、80、90 °C，IAA

溶液的浓度也须与 DTT 溶液保持一致，保证过量的 DTT 溶液不会对后续的酶解过程产生影响。结果如图

5 所示，由此结果可以推论，提高 DTT 浓度也可提高还原效率，但是通过提高反应温度所带来的还原效率

影响更明显。在 70-90 °C 的反应温度范围内，β-乳球蛋白的测得量略微有所波动，可能是由实验误差引

起的。考虑到高温可能导致多肽的破坏，且主要用于测定牛乳的特异肽段，最终本文选择 DTT 的终浓度

为 10 mmol/L 和还原反应温度为 70 °C。

图 5 DTT 反应浓度与温度的比较

（黑：DTT 浓度为 2 mmol/L；灰：DTT 浓度为 5 mmol/L；白：DTT 浓度为 10 mmol/L）

对于 DTT 与 IAA 的浓度与浓度比率，有关文献还做了优化，其结论是鉴于 IAA 的过烷基化会造成

定性结果的复杂性和定量结果的误差，建议严格按照化学计量加入 DTT 和 IAA 即二者最终物质的量比

为 1:2，控制烷基化时间为 30 分钟，并在烷基化后及时封闭残留 IAA。本方法烷基化操作过程完全按该建

议执行，未做更多的改动。

3.3.3.2 酶浓度及酶解时间的确定

酶的浓度及酶解的时间是影响酶解效果的另一重要因素，酶量不足则蛋白质就无法被有效的酶切，而

酶量过大不仅增加成本，又会因酶的自溶产物影响离子化效率；而对于酶解时间，在酶量充足的前提下，

若时间过短，则酶解未完全，若时间过长酶的自溶物增加影响离子化效率。无论是酶量不足或过多，还是

时间过短或过长，均会对酶解效率、离子化效率产生影响，进而影响方法的重现性，合理的酶量及酶解时

间是本方法具有较好重现性的前提。根据文献[12,15]及牛胰蛋白酶使用说明等资料的介绍，牛胰蛋白酶与底

物(蛋白质)的浓度比例范围为 1:20~1:250，酶解时间根据目标物的不同而异。为确定针对α-乳白蛋白和

β-乳球蛋白的最佳酶浓度与酶解时间，分别选择酶浓度与蛋白浓度比例为 1:250、1:125、1:60、1:40、1:20、



1:5 和酶解时间为 1、2、3、4、5、6、7、8、12、16、20 小时，然后进行正交实验，结果如图 3.3-10、图

3.3-11 所示。无论是α-乳白蛋白还是β-乳球蛋白，在酶的浓度较低时，如 1:250 和 1:125，酶解获得的产

物峰面积均未达到最高，而当酶浓度增加至 1:60 时，酶解获得的产物峰面积趋于最高，此后酶浓度再增加，

峰面积也无显著差异。也即当酶浓度与蛋白浓度比值在 1:60 到 1:5 之间，均能将α-乳白蛋白和β-乳球蛋

白全部酶切，从而达到最高。此外，当酶浓度相对较高时，到达峰值所需时间会缩短，而当酶解时间无限

延长，至 12 小时以上时，产物的峰面积响应开始下降，当酶浓度在 1:5 时，α-乳白蛋白在 7 小时后就开

始出现下降的趋势，这可能与酶过量后发生自切的产物越来越多，从而对目标物产生基质影响。综合考虑，

方法最终选择酶与蛋白底物的浓度比列为 1:5~1:60，酶解时间为 5 小时。

图 3.3-10 α-乳白蛋白酶浓度比列及酶解时间实验图

图 3.3-11 β-乳白蛋白酶浓度比列及酶解时间实验图

3.3.3.3 终止酶解反应试剂的选择



终止酶解反应的关键是将酶解溶液的 pH 值调至酸性(pH 约为 2)，在此环境下，碱性胰蛋白酶处于失

活状态。多数文献报道的终止酶解所用的试剂为 200 mM 盐酸溶液，盐酸酸性极强，调 pH 值的效果过于

显著。考虑强酸环境对色谱柱的使用寿命影响较大，且盐酸对质谱检测器的影响也非常大，故而尝试了用

甲酸或三氟乙酸作为终止酶解试剂，经对比实验表明，使用甲酸或三氟乙酸作为终止酶解剂亦可达到相同

效果。结合色谱分离所用流动相，最终选择甲酸作为终止酶解的试剂。

3.3.4 特异性验证

为证明所选择的肽段是α-乳白蛋白和β-乳球蛋白所特有的，本方法选择了不同类型不同基质的蛋白

进行了特异性实验。从 sigma 购买的α-乳白蛋白、β-乳球蛋白、α-酪蛋白、β-酪蛋白、κ-酪蛋白、人

乳蛋白、大豆蛋白、大米蛋白等标准品，配成 1 mg/mL 的溶液，取 200 μL 上述溶液于 2 mL 聚丙烯材质

的离心管中，加入 200 μL 碳酸氢铵溶液和 10 μL 二硫苏糖醇溶液，混匀后于 70 ℃下恒温反应 30 min；

然后加入 30 μL碘代乙酰胺溶液，混匀后于暗处静置 30 min；反应完成后加入 10 μL 氯化钙溶液和 10 μL

胰蛋白酶溶液，充分混匀后于 37 ℃下恒温酶解 5 h。酶解完成后，加入 10 μL 甲酸，混匀后置于室温下

静置 15 min，终止反应，用水定容至 1 mL，按优化好的相同的色谱及质谱条件进行分析，得质谱色谱图

如图 3.3-12 所示，由图可知，上述蛋白均不在所选肽段离子通道中出峰，更不会产生干扰，由此说明所选

肽段为α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的特异肽段。

a. β-乳球蛋白 b. α-乳白蛋白

图 3.3-12 各种蛋白酶解物质谱色质谱图

3.3.5 酶解效率评估

在适合的条件下，碱性胰蛋白酶虽有较高的酶解效率，但在样品中仍然存在基质效应等不可控因素，

β-乳球蛋白

人乳蛋白

α-酪蛋白

β-酪蛋白

κ-酪蛋白

大米蛋白



为考察碱性胰蛋白酶在样品中的酶解效率，本研究分别选择水、鲜牛乳、酸乳、配方奶粉、全脂奶粉、脱

脂奶粉和乳清粉等 7 种基质，对每种基质进行基质空白和基质加标处理，其中α-乳白蛋白的添加量为 2.5

nmol，β-乳球蛋白的添加量为 5.0 nmol，处理所得样品用各自对应的特征肽段计算结果，并与理论添加量

比较，计算出回收率，详见表 3.3-4。由表可知，无论在何种基质中，两种目标蛋白的酶解效率均达 95%

以上，高酶解效率完全满足准确定量的要求。

表 3.3-4 酶解效率评价

基质 水 鲜奶 酸奶 配方奶粉 全脂奶粉 脱脂奶粉 乳清粉

α-乳白

蛋白

添加量(nmol) 2.5

测定值

(nmol)

本底样 0.00 1.38 1.04 2.05 1.56 1.74 2.89

加标样 2.45 3.84 3.48 4.53 4.04 4.15 5.34

酶解效率(%) 98.0 98.4 97.6 99.2 99.2 96.4 98.0

β-乳球

蛋白

添加量(nmol) 5.0

测定值

(nmol)

本底样 0.00 3.20 2.27 5.06 3.73 3.98 6.99

加标样 4.89 8.11 7.25 9.95 8.58 8.79 11.8

酶解效率(%) 97.8 98.2 99.7 97.7 97.0 96.1 95.9

3.3.6 基质效应评估

分别取事先已测定过其中α-乳白蛋白和β-乳球蛋白含量的牛乳基配方奶粉和羊乳基配方奶粉 2 g，然

后进行标准添加，加标量约是本底值的 0.5 倍、1.0 倍和 2.0 倍，即α-乳白蛋白的添加量为：0.5 g/100g、

1.0 g/100g、2.0 g/100g；β-乳球蛋白的添加量为：1.5 g/100g、3.0 g/100g、6.0 g/100g。用水溶解后定容至

100 mL，样液再稀释 10 倍，取 200 μL 上述样液于 2 mL 聚丙烯材质的离心管中，加入 200 μL 碳酸氢铵

溶液和 10 μL 二硫苏糖醇溶液，混匀后于 70 ℃下恒温反应 30 min；然后加入 30 μL 碘代乙酰胺溶液，

混匀后于暗处静置 30 min；反应完成后加入 10 μL 氯化钙溶液和 10 μL 胰蛋白酶溶液，充分混匀后于

37 ℃下恒温酶解 5 h。酶解完成后，加入 10 μL 甲酸，混匀后置于室温下静置 15 min，终止反应，然后

加入 50 μL 同位素标记特异肽溶液、680 μL 水混匀，过 0.22 μm 滤膜后进质谱分析，同时做溶剂标准对

照。以标准添加浓度为横坐标，各特征肽段的峰面积为纵坐标，线性拟合获得线性方程，结果如图 3.3-17

和图 3.3-18 所示；另外以标准添加浓度为横坐标，各特征肽段的峰面积与同位素特征肽段的峰面积比值为

纵坐标，线性拟合获得线性方程，结果如图 3.3-19 和图 3.3-20 所示。



图 3.3-17 溶剂及基质标准添加外标线性拟合（α-乳白蛋白）

图 3.3-18 溶剂及基质标准添加外标线性拟合（β-乳球蛋白）

由图 3.3-17 和图 3.3-18 知，在溶剂中，α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的外标斜率分别是 5924.8 和 8498.8，

而在牛乳基及羊乳基中的斜率分别是 5200.6、7741.5 和 4713.3、7826.8，分别存 12.2%、8.9%、20.4%和

7.9%的基质抑制作用，因此需要同位素特征肽作为内标进行基质效应的校正。



图 3.3-19 溶剂及基质标准添加内标线性拟合（α-乳白蛋白）

当加入同位素特征肽段，并以特征肽段峰面积与同位素特征肽段峰面积的比值为纵坐标，结果如图

3.3-19 和图 3.3-20 所示，溶剂中α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的斜率分别为 2.4406 和 0.8274；而在牛乳基中

的斜率分别是 2.4504 和 0.8292，与溶剂的斜率比值分别为 1.0018 和 0.9975；羊乳基中的斜率分别是 2.4345

和 0.8292，与溶剂的斜率比值分别为 1.0022 和 1.0022。由结果知，在加入同位素特征肽段，并进行校正后，

无论是牛乳基质或是羊乳基质，α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的斜率与溶剂中的一致，也即同位素特征肽段

在基质效应的消除方面起到显著性作用，为方法的准确定量提供了保障。

图 3.3-20 溶剂及基质标准添加内标线性拟合（β-乳球蛋白）

3.4 实验室内方法学验证



3.4.1 线性

配制α-乳白蛋白浓度分别为0.3、0.6、1.5、3.0、4.5和6.0 μg/mL；β-乳球蛋白浓度分别为0.9、1.8、

4.5、9.0、13.5和18.0 μg/mL的标准系列工作溶液，然后经烷基化及酶解处理后，在每个浓度点中加入50 μL

的同位素特征肽段混合(2.0 μg/mL)溶液。进样分析后，以样品峰面积与内标峰面积的比值为纵坐标，α-

乳白蛋白或β-乳球蛋白浓度为横坐标，得标准曲线如图3.4-1所示，α-乳白蛋白的线性相关系数R2为

0.9987，β-乳球蛋白的线性相关系数R2为0.9998，两种物质的线性相关系数R2均大于0.99，满足准确定量

的要求。

图3.4-1 α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的标准曲线

3.4.2 检出限和定量限

经大量的样品筛查，无论是牛乳基亦或是羊乳基的产品，其α-乳白蛋白与β-乳球蛋白的含量普遍

在100mg/100g以上，不适用于检出限、定量限的实验，故而选择与牛或羊的α-乳白蛋白、β-乳球蛋白

序列差异较大的骆驼奶粉作为空白基质，经uniprot蛋白数据库检索分析，骆驼α-乳白蛋白和β-乳球蛋

白不含所选的特征肽段。称取1.0 g骆驼奶粉10份，加入α-乳白蛋白和β-乳球蛋白标准品（其中α-乳白

蛋白的添加量为20 mg/100g，β-乳球蛋白的添加量为25 mg/100g）过夜放置。然后按预处理方法进行处

理后进样分析，计算结果及标准偏差，当以置信度为95%时的变异系数与标准差的乘积作为方法的检测

限（LOD），3倍的检测限为定量限（LOQ），计算得到α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的检出限（LOD）分

别为2.93 mg/100g和5.15 mg/100g；α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的定量限（LOQ）分别为8.79 mg/100g和

12.46 mg/100g，结果如表3.4-1所示。为便于操作，本方法最终将α-乳白蛋白的定量限定为10 mg/100g，

β-乳球蛋白的定量限定为12.5 mg/100g。

表 3.4-1 检测限与定量限

平行 α-乳白蛋白 β-乳球蛋白



测定值 平均值 标准偏差(s) LOD LOQ 测定值 平均值 标准偏差(s) LOD LOQ
mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g mg/100g

1 10.1

10.13 0.99 2.93 8.79

12.9

13.1 1.40 4.15 12.46

2 10.6 10.9

3 11.7 15.6

4 9.8 13.6

5 10.2 11.9

6 9.3 14.8

7 8.7 12.6

8 9.8 13.3

9 9.3 13.6

10 11.7 11.9

注：LOD=s×f(n)；LOQ=3×LOD；f(n)为置信度 95%时的变异系数，查表得；当 n=10 时，f(10)=2.96。

3.4.3 精密度

3.4.3.1 日内精密度

称取婴配奶粉2 g，平行11份，用水溶解后定容至100 mL，样液再稀释10倍，取200 μL上述样液于2 mL

聚丙烯材质的离心管中，加入200 μL碳酸氢铵溶液和10 μL二硫苏糖醇溶液，混匀后于70 ℃下恒温反应

30 min；然后加入30 μL碘代乙酰胺溶液，混匀后于暗处静置30 min；反应完成后加入10 μL 氯化钙溶液

和10 μL胰蛋白酶溶液，充分混匀后于37 ℃下恒温酶解5 h。酶解完成后，加入10 μL甲酸，混匀后置于

室温下静置15 min，终止反应，然后加入50 μL同位素标记特异肽溶液、680 μL水混匀，过0.22 μm滤膜

后进质谱分析，内标法计算结果，见表3.4-2。牛α-乳白蛋白的日内精密度相对标准偏差RSD为2.6％，牛

β-乳球蛋白的日内精密度相对标准偏差RSD为4.7％，两者均小于10 %，符合定量分析的要求。

表 3.4-2 α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的日内精密度试验

试验次数 α-乳白蛋白(g/100g) β-乳球蛋白(g/100g)

1 1.71 2.87

2 1.67 2.58

3 1.75 2.94

4 1.68 2.81

5 1.75 2.78

6 1.67 3.04

7 1.71 2.89

8 1.77 2.73

9 1.64 2.75

10 1.77 2.69

11 1.71 2.87

平均值 1.71 2.81

SD 0.04 0.13



RSD(%) 2.6 4.7

3.4.3.2 日间精密度

连续 11 天，每天按 3.4.3.1 中方法处理同一婴配奶粉，进样检测，内标法计算结果，见表 3.4-3，牛

α-乳白蛋白的日间精密度相对标准偏差 RSD 为 3.7％；牛β-乳球蛋白的日间精密度相对标准偏差 RSD 为

3.6％，两者均小于 10 %，符合定量分析的要求。

表 3.4-3 α-乳白蛋白和β-乳球蛋白的日间精密度试验

试验天数
牛 α-乳白蛋白

(g/100g)

牛β-乳球蛋白

(g/100g)

1 1.71 2.87

2 1.69 2.84

3 1.65 2.8

4 1.78 2.95

5 1.72 2.89

6 1.63 2.72

7 1.74 2.92

8 1.59 2.67

9 1.76 3.02

10 1.68 2.81

11 1.61 2.76

平均值 1.69 2.84

SD 0.06 0.1

RSD(%) 3.7 3.6

3.4.4 准确度

因奶粉中天然含有α-乳白蛋白、β-乳球蛋白，且浓度较高。根据欧盟法典委员会 2002/675/EC 规定，

无法获得阴性样品时，标准添加浓度按样品本底值的 0.5 倍、1.0 倍和 2.0 倍或 0.5 倍、1.0 倍和 1.5 倍添加。

因此，本实验选择奶粉本底值的 0.5 倍、1.0 倍和 2.0 倍做加标回收实验，每个加标水平独立检测 7 次（其

中表 3.4-4 是牛乳基样品加标，表 3.4-5 是羊乳基样品加标），结果见表 3.4-4 和表 3.4-5。牛乳基样品中三

个浓度水平加标的α-乳白蛋白回收率在 97.3%-107.6%，β-乳球蛋白的回收率在 97.2%-106.2%之间；羊乳

基样品中三个浓度水平加标的α-乳白蛋白回收率在 94.0%-103.0%，β-乳球蛋白的回收率在 95.6%-101.8%

之间；相对标准偏差均在 10%以下，满足方法验证要求。

表 3.4-4 室内方法回收率试验（牛乳基）

样品

名称

本底值

（g/100）

添加值

（g/100g）

实测值

（g/100g）
回收率（％）

平均回收率

（％）

相对标准偏差

RSD%



α-乳

白蛋

白

β-乳

球蛋

白

α-乳

白蛋

白

β-乳

球蛋

白

α-乳

白蛋

白

β-乳

球蛋

白

α-乳

白蛋

白

β-乳

球蛋

白

α-乳

白蛋

白

β-乳

球蛋

白

α-乳白

蛋白

β-乳球蛋

白

加标 0.5

倍

1.12 3.28

0.78 2.35 0.77 2.41 99.4 102.7

103.9 104.2 3.8 1.8

0.75 2.28 0.81 2.41 107.6 105.9

0.77 2.34 0.75 2.38 97.1 102.1

0.75 2.28 0.80 2.40 106.4 105.3

0.77 2.33 0.81 2.37 105.1 101.9

0.72 2.18 0.77 2.30 105.9 105.4

0.75 2.28 0.80 2.42 105.8 106.2

加标 1.0

倍

1.41 4.25 1.49 4.49 105.6 105.6

102.0 102.7 2.5 1.9

1.43 4.31 1.43 4.47 100.4 103.7

1.42 4.29 1.43 4.44 100.5 103.5

1.43 4.32 1.51 4.43 105.8 102.4

1.43 4.31 1.45 4.44 101.5 103.0

1.44 4.34 1.43 4.37 100.0 100.8

1.45 4.37 1.45 4.36 100.3 99.8

加标 2.0

倍

2.84 8.58 3.04 8.97 107.2 104.6

100.6 100.0 3.4 2.6

2.79 8.42 2.76 8.53 99.1 101.2

2.80 8.45 2.86 8.52 102.3 100.9

2.85 8.61 2.89 8.59 101.3 99.8

2.89 8.74 2.88 8.59 99.5 98.3

2.93 8.85 2.85 8.60 97.4 97.2

2.91 8.78 2.83 8.58 97.3 97.7

表 3.4-5 室内方法回收率试验（羊乳基）

样

品

名

称

本底值

（g/100）

添加值

（g/100g）

实测值

（g/100g）
回收率（％）

平均回收率

（％）

相对标准偏

差

RSD%

α-乳

白蛋

白

β-乳

球蛋

白

α-乳

白蛋

白

β-乳

球蛋

白

α-乳

白蛋白

β-乳

球蛋

白

α-乳

白蛋白

β-乳

球蛋

白

α-乳

白蛋

白

β-乳

球蛋

白

α-乳

白蛋白

β-乳

球蛋

白

加标

0.5 倍
0.75 1.95

0.35 1.49 0.34 1.47 95.7 99.2

98.1 98.4 3.5 2.40.35 1.49 0.35 1.45 99.5 97.8

0.36 1.50 0.34 1.46 94.0 97.2



0.35 1.49 0.34 1.43 96.6 95.6

0.35 1.47 0.36 1.49 102.0 101.1

0.35 1.49 0.34 1.43 96.0 96.3

0.34 1.45 0.36 1.48 103.2 101.8

加标

1.0 倍

0.68 2.88 0.65 2.84 95.3 98.8

95.2 98.3 0.8 0.8

0.68 2.86 0.65 2.82 95.3 98.7

0.69 2.90 0.65 2.84 94.8 97.9

0.68 2.88 0.66 2.85 96.6 99.0

0.69 2.92 0.66 2.83 95.6 96.8

0.69 2.90 0.65 2.85 94.5 98.3

0.69 2.89 0.65 2.85 94.4 98.8

加

标 2.0

倍

1.50 6.32 1.53 6.31 101.9 99.9

100.6 98.9 1.8 1.7

1.51 6.33 1.49 6.30 99.2 99.4

1.51 6.36 1.49 6.13 98.4 96.4

1.51 6.34 1.52 6.16 100.9 97.1

1.49 6.27 1.52 6.25 101.9 99.6

1.49 6.25 1.47 6.17 98.9 98.6

1.47 6.18 1.51 6.26 103.0 101.4

3.4.5 稳定性

将α-乳白蛋白和β-乳球蛋白标准品按照方法配制成浓度为 1 mg/mL 的储备溶液，转移分装至聚丙烯

材质的冻存管中，于-20 ℃避光保存。将此储备液保存 0 天、7 天、15 天、1 个月、2 个月、4 个月、6 个

月后，按方法规定的前处理条件和液相色谱-串联质谱仪器条件进行测定，记录测定结果，以此研究标准

溶液的稳定性。

表 3.4-6 α-乳白蛋白和β-乳球蛋白标准储备溶液的稳定性考察

储存时间 0 天 7 天 15 天 1 个月 2 个月 4 个月 6 个月

α-乳白蛋白 1.00 0.99 0.98 0.99 0.98 1.00 1.00
β-乳球蛋白 1.00 0.97 1.00 1.00 1.01 1.00 1.01

t-检验（vs 0 天，P 值） / 0.305 0.56 0.184 0.848 0.226 0.453

由表 3.4-6 可知，α-乳白蛋白和β-乳球蛋白标准储备溶液按方法妥当保存 6 个月后，采用 t-检验评估

溶液浓度变化，统计量 P 值均大于 0.05，无统计学差异。由此可知，α-乳白蛋白和β-乳球蛋白标准储备

溶液 6 个月保存期内稳定。

3.4.6 结果一致性比较



取同一批样品，分别用本方法及 T/CNHFA 232-2025 两种方法进行测定，每个样品平行测定 3 次，结

果如表 3.4-7 所示。由结果知，对于乳清粉、乳清蛋白粉和配方粉，两种方法的测定结果具有一致性。

表 3.4-7 方法比较

序号 样品名称
α-乳白蛋白(g/100g) β-乳球蛋白 (g/100g)

本方法
T/CNHFA
232-2025 本方法

T/CNHFA
232-2025

1 乳清粉 1 2.45 2.47 5.84 5.76
2 乳清粉 2 2.28 2.33 4.79 4.82
3 乳清粉 3 2.48 2.51 5.86 5.83
4 乳清蛋白粉 1 6.60 6.52 17.80 17.71
5 乳清蛋白粉 2 35.45 34.87 28.30 27.56
6 乳清蛋白粉 3 30.43 29.95 18.80 18.56
7 配方奶粉 1 1.60 1.55 2.76 2.72
8 配方奶粉 2 1.25 1.23 2.43 2.39
9 配方奶粉 3 1.63 1.61 2.78 2.81

3.4.7 实际样品测定

对不同厂商、不同规格的乳清粉、乳清蛋白粉和市售婴幼儿配方食品（包括牛乳基和羊乳基）进行检

测，按方法规定的步骤进行处理后测定，样品中测得的α-乳白蛋白和β-乳球蛋白含量结果如表 3.4-8 所示。

表 3.4-8 实际样品测定结果

序号 样品名称
α-乳白蛋白

(g/100g)
β-乳球蛋白

(g/100g) 序号 样品名称
α-乳白蛋白

(g/100g)
β-乳球蛋白

(g/100g)

1 牛乳基婴儿配

方奶粉 1 1.60 2.76 25 羊乳基婴儿配

方奶粉 25 0.920 2.72

2 牛乳基婴儿配

方奶粉 2 1.25 2.43 26 羊乳基婴儿配

方奶粉 26 0.810 2.56

3 牛乳基婴儿配

方奶粉 3 1.63 2.78 27 牛乳基脱盐乳

清粉 D90-1 2.40 6.37

4 牛乳基婴儿配

方奶粉 4 1.81 3.10 28
牛乳基脱盐乳

清粉 D90-2 2.45 5.84

5 牛乳基婴儿配

方奶粉 5 2.06 1.25 29
牛乳基脱盐乳

清粉 D90-3 2.28 4.79

6 牛乳基婴儿配

方奶粉 6 1.32 4.06 30
牛乳基脱盐乳

清粉 D90-4 2.48 5.86

7 牛乳基婴儿配

方奶粉 7 1.23 4.02 31
牛乳基脱盐乳

清粉 D90-5 2.71 5.51

8 牛乳基婴儿配

方奶粉 8 1.01 3.46 32
牛乳基脱盐乳

清粉 D90-6 2.91 7.08

9 牛乳基婴儿配

方奶粉 9 0.980 2.89 33
羊乳基脱盐乳

清粉 D90-7 2.68 6.93

10 牛乳基婴儿配

方奶粉 10 1.15 3.92 34
羊乳基脱盐乳

清粉 D90-8 3.07 8.45



11 牛乳基婴儿配

方奶粉 11 1.13 3.97 35 羊乳基脱盐乳

清粉 D90-9 2.79 7.41

12 牛乳基婴儿配

方奶粉 12 1.44 2.75 36 牛乳基浓缩乳

清粉 WPC-1 12.9 50.1

13 牛乳基婴儿配

方奶粉 13 1.41 3.13 37 牛乳基浓缩乳

清粉 WPC-2 22.3 11.9

14 牛乳基婴儿配

方奶粉 14 1.06 3.25 38 牛乳基浓缩乳

清粉 WPC-3 22.6 11.9

15 牛乳基婴儿配

方奶粉 15 0.881 3.3 39 牛乳基浓缩乳

清粉 WPC-4 26.6 13.6

16 牛乳基婴儿配

方奶粉 16 1.03 3.05 40 牛乳基浓缩乳

清粉 WPC-5 6.60 17.8

17 牛乳基婴儿配

方奶粉 17 0.920 2.89 41 牛乳基浓缩乳

清粉 WPC-6 35.45 28.3

18 牛乳基婴儿配

方奶粉 18 1.08 2.96 42 羊乳基浓缩乳

清粉 WPC-7 30.43 18.8

19 羊乳基婴儿配

方奶粉 19 1.01 2.82 43 牛乳基全脂奶

粉-1 0.771 2.92

20 羊乳基婴儿配

方奶粉 20 0.850 2.46 44 牛乳基全脂奶

粉-2 0.774 2.98

21 羊乳基婴儿配

方奶粉 21 0.86 3.27 45 牛乳基全脂奶

粉-3 0.782 3.28

22 羊乳基婴儿配

方奶粉 22 0.990 4.03 46 羊乳基全脂奶

粉-4 0.780 2.42

23 羊乳基婴儿配

方奶粉 23 0.941 3.73 47 羊乳基全脂奶

粉-5 0.781 2.64

24 羊乳基婴儿配

方奶粉 24 0.982 2.92

由上述样品测定可知，所建立的方法不仅能检测婴幼儿配方食品，还可以检测奶粉、脱盐乳清粉、浓

缩乳清粉。且其中部分配方奶粉在标签上标示了α-乳白蛋白的含量（表 3.4-9），通过与标签值比较，检

测结果的准确度在 98%-103%，由此说明了本方法的准确、可靠。

表 3.4-9 婴配奶粉中测定值与标示值比较

序号 样品名称 α-乳白蛋白(g/100g) 标示值(g/100g)

1 牛乳基婴儿配方奶粉 1 1.6 1.58
3 牛乳基婴儿配方奶粉 3 1.63 1.6
4 牛乳基婴儿配方奶粉 4 1.81 1.8
8 牛乳基婴儿配方奶粉 8 1.01 1.0
9 牛乳基婴儿配方奶粉 9 0.98 1.0
16 牛乳基婴儿配方奶粉 16 1.03 1.0
19 羊乳基婴儿配方奶粉 19 1.01 1.0



3.5 实验室间验证

待完成后填写
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