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在线二维液相色谱法同时测定乳制品中
乳铁蛋白及免疫球蛋白 G
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摘要：［目的］建立二维液相色谱法同时测定乳制品中乳铁蛋白及免疫球蛋白 G 的方法。［方法］样品经提取后直接进

样，以 Pharmacia HI-Trap Protein G 柱为第一维色谱柱，磷酸盐缓冲溶液和甘氨酸缓冲液为流动相，分离目标蛋白与其

他杂质。以  BioCore SEC-300 (4.6 mm×250 mm，5 μm)为第二维色谱柱，水和磷酸盐缓冲溶液为流动相，分离乳铁蛋

白和免疫球蛋白 G。［结果］乳铁蛋白和免疫球蛋白 G 在 0~1 000 mg/L 范围内线性良好，相关系数均>0.99。乳铁蛋白

在固态样品和液态样品中的定量限分别为 20，13 mg/kg。加标回收率为 91.0％~107.0％，相对标准偏差为 2.4%~5.3%。

免疫球蛋白 G 在固态样品和液态样品中的定量限分别为 34，7 mg/kg。加标回收率为 91.2％~104.0％，相对标准偏差为

2.1%~4.7%。［结论］试验建立的在线二维液相色谱系统，前处理简单、自动化程度高、分析效率高、准确度高、重复性好，

适用于乳制品中乳铁蛋白及免疫球蛋白 G 含量测定。
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Abstract: ［［Objective］］ A method of two-dimensional liquid chromatograohy was established to simultaneously determine the content of 

lactoferrin and immunoglobulin G in dairy products. [Methods] The pretreated samples were directly injected into the constructed system. 

Target protein and other effects were separated on a Pharmacia HI-Trap Protein G as the first-dimensional column using a mobile phase 

consisting of sodium phosphate buffer and glycocoll buffer by gradient elution lactoferrin and immunoglobulin G were separated on a BioCore 

SEC-300 (4.6 mm×250 mm, 5 μm) as the second-dimensional column using a mobile phase consisting of water and sodium phosphate buffer 

by gradient elution. [Results] The results showed that the standard curves of Lactoferrin and Immunoglobulin G were linear with R>0.99. The 

quantitation limits of Lactoferrin in solid samples was 20 mg/kg while in liquid samples was 13 mg/kg, the recovery rate were 91.0%~107.0% 

and the RSD were 2.4%~5.3%. The quantitation limits of Immunoglobulin G in solid samples was 34 mg/kg while in liquid samples was 

7 mg/kg, the recovery rate were 91.2%~104.0% and the RSD were 2.1%~4.7%. [Conclusion] The online two-dimensional liquid 

chromatography system established in the experiment has the advantages of simple pretreatment, high automation, high analysis efficiency, 

high accuracy and good repeatability, and is suitable for the determination of lactoferrin and immunoglobulin G in dairy products.
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乳铁蛋白（lactoferrin, LF）是一种具有多种生物学活

性 的 功 能 性 蛋 白 ，具 有 参 与 铁 代 谢 、抗 肿 瘤 、抗 氧 化 、抗

菌、阻断氧自由基、免疫调节及抗炎症、促进细胞增长、减

少内脏脂肪等多种功能，主要存在于哺乳动物的乳汁中，
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以人乳、牛乳为典型代表。人乳中乳铁蛋白含量最高，是

牛乳的 10 倍[1-4]。近年来，向婴幼儿配方奶粉中添加乳铁

蛋白使产品成分更接近人乳已成为发展趋势。目前，常见

的乳铁蛋白检测方法主要有高效液相色谱法[5-6]、高效液

相色谱串联质谱法[7]、凝胶电泳法[8]和酶联免疫吸附法[9]等。

高效液相色谱串联质谱法及肝素亲和柱-液相色谱法存

在操作步骤繁琐、成本高等缺点；凝胶电泳法存在基质限

制，无法满足所有食品基质的检测需求，且试验所需试剂

种类较多，操作繁琐；酶联免疫吸附法受试剂盒品牌及试

验人员操作误差的影响较大，因而重复性较差[10]。

免疫球蛋白 G（immunoglobulin G，IgG)是人的免疫球

蛋白之一，也是血清的主要抗体成分，约占血清免疫球蛋

白 的 75%，是 初 级 免 疫 应 答 中 最 持 久 、最 重 要 的 抗 体 ，容

易 通 过 毛 细 管 壁 ，弥 散 到 组 织 间 隙 中 ，起 到 抑 制 多 种 细

菌、真菌、病毒等病原体的繁殖速度，中和毒素的作用，同

时 还 能 刺 激 神 经 细 胞 引 发 特 殊 反 应 来 提 高 机 体 抗 病 能

力。IgG 通过母乳传递给新生儿后，能够为其提供被动免

疫 [11-14]。 近 年 来 ，免 疫 球 蛋 白 检 测 方 法 主 要 有 酶 联 免 疫

吸附法 [15]、琼脂单向免疫扩散法 [16]、分光光度法 [17]、高效亲

和色谱法 [18-19]等，其中常用的方法为高效亲和色谱法，该

方法是利用 Pharmacia HI-Trap Protein G 柱接在液相色谱

仪 上 通 过 特 异 性 吸 附 作 用 对 样 品 进 行 检 测 ，但 实 际 检 测

过程中，由于乳制品中蛋白成分较为复杂，存在其他蛋白

与 IgG 共流出，无法准确定量，方法检出限较高等问题。

由 于 上 述 两 种 蛋 白 质 都 具 有 免 疫 调 节 作 用 ，常 同 时

存 在 于 乳 制 品 及 保 健 食 品 中 ，其 生 产 工 艺 易 导 致 添 加 的

蛋白丧失活性 [20]，目前暂无简单、快速并能同时检测这两

种活性蛋白质的方法，在部分 IgG 检测方法中，会由于同

时测出样品中的乳铁蛋白导致试验结果偏大。二维液相

色谱通过控制六通阀的切换，经一维色谱柱分离，可精准

将目标物收集至定量环，以降低基质对检测结果的影响，

再通过二维色谱柱实现两种蛋白的分离测定。

研 究 拟 根 据 二 维 液 相 色 谱 的 优 点 ，建 立 乳 制 品 中 乳

铁蛋白和免疫球蛋白 G 同时分析测定的检验方法。通过

简化前处理步骤，提高检测效率，减少前处理操作的人力

成本和耗材成本；通过优化液相条件，分离目标物与其余

杂 质 蛋 白 ，为 乳 制 品 中 的 乳 铁 蛋 白 和 免 疫 球 蛋 白 G 的 同

时检测提供依据。

1　材料与方法

1.1　材料与试剂

乳 铁 蛋 白（LF）、免 疫 球 蛋 白 G（IgG）、甘 氨 酸 ：美 国

Sigma-Aldrich 公司；

磷酸氢二钠、氯化钠、磷酸、盐酸、乙酸：分析纯，广州

化学试剂厂；

甲酸、乙腈：色谱纯，德国 Merk 默克公司；

去离子水：18.0 MΩ·cm，由 Milli-Q 纯水系统制备。

1.2　仪器与设备

液 相 色 谱 仪 ：U3000HPLC-DAD 型 ，美 国 Thermo 

Fisher 公司；

漩涡混合器：MS3 basic 型，德国 IKA 公司；

去离子水发生器：Milli-Q 型，美国 Millipore 公司；

超 声 波 清 洗 器 ：KQ-500E 型 ，昆 山 市 超 声 仪 器 有 限

公司；

低速离心机：KDC-400 型，科大创新股份有限公司。

1.3　色谱条件

一维色谱柱为 Cytiva HI-Trap Protein G HP 柱(1 mL)；

一维流动相 A 为 0.05 mol/L 磷酸氢二钠缓冲溶液 (用磷酸

调节 pH 至 6.5±0.2)；流动相 B 为 0.05 mol/L 甘氨酸盐酸缓

冲液(用盐酸调节 pH 至 2.5±0.1)，交替洗脱及冲洗柱子；流

速 0.5 mL/min；二维色谱柱为 BioCore SEC-300 4.6 mm×
250 mm，5 μm；二维流动相 A 为水，流动相 B 为 20 mmol/L

磷酸氢二钠缓冲液(用磷酸调节 pH 至 7.0±0.3)，等度洗脱；

流 速 1.0 mL/min；柱 温 30 ℃ ；检 测 波 长 214 nm；定 量 环

1 mL；进 样 量 10 μL。 二 维 管 路 搭 建 如 图 1 所 示 ，加 标 样

品色谱图如图 2 所示。

1.4　标准溶液配制

（1） 乳 铁 蛋 白 标 准 储 备 液（5.0 mg/mL）：准 确 称 取 乳

铁 蛋 白 标 准 品 50 mg，用 水 溶 解 ，定 容 至 10 mL，现 用

现配。

图 1　二维色谱管路连接示意图

Figure 1　Two-dimensional chromatographic pipeline 

connection diagram

图 2　阴性样品加标色谱图

Figure 2　HPLC chromatogram of spiked sample
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（2） 免疫球蛋白 G 标准储备液（5.0 mg/mL）：准确称取

免疫球蛋白 G 标准品 50 mg，用 3‰ 乙酸溶液（1 mol/L 氢氧

化钠调节 pH 至 3.0±0.1）溶解后，定容至 10 mL，现用现配。

（3） 标准曲线绘制：分别吸取适量的乳铁蛋白标准储

备液和免疫球蛋白 G 标准储备液，用 0.1 mol/L 磷酸氢二

钠 缓 冲 溶 液 定 容 ，配 制 成 0，20，50，100，200，500，750，

1 000 mg/L 的标准溶液，涡旋混匀后，进样分析。

1.5　试样处理

（1） 奶 粉 及 其 他 固 态 粉 末 样 品 ：称 取 2.0 g 样 品 于

50 mL 刻度离心管中，加入 8 mL 0.1 mol/L 磷酸氢二钠缓

冲溶液，涡旋溶解 10 min，加入  0.1 mol/L 磷酸氢二钠缓冲

溶 液 定 容 至 10 mL，涡 旋 均 匀 ，8 000 r/min 冷 冻 离 心

5 min，取上清液至液相进样瓶中，待 HPLC 分析。

（2） 液态样品：称取 5.0 mL 样品于 50 mL 刻度离心管

中 ,并同时记录质量，加入 0.2 mol/L 磷酸盐缓冲溶液定容

至 10 mL，涡 旋 溶 解 10 min，8 000 r/min 冷 冻 离 心 5 min，

取上清液至液相进样瓶中，待 HPLC 分析。

1.6　数据处理

采用 Thermo Chromeleon 7.0 工作站处理各物质的保

留时间、峰面积、信噪比、标准曲线、样品浓度等参数，采

用 Excel 软件及 Origin 软件进行统计学数据处理。

2　结果与分析

2.1　提取溶液的选择

根 据 日 常 检 测 分 析 经 验 ，由 于 活 性 蛋 白 的 来 源 及 纯

化方式不同，测试过程中提取所用提取液的 pH 值对功能

蛋白的提取有较大影响，试验考察了 3 种不同 pH 磷酸盐

缓冲液在 4 种基质样品中对两种蛋白质回收率的影响，结

果如图 2 所示。由图 2 可知，当 pH 为 4.6 时，回收率最差；

当 pH 为 6.8 时 ，所 有 测 试 的 样 品 基 质 均 能 达 到 90% 以 上

的 回 收 率 。 因 此 ，选 择 pH 为 6.8 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 作 为 提

取液。

2.2　提取时间的优化

为了确保提取完全，统一进行 30 min 的涡旋处理，为

了 进 一 步 提 升 试 验 效 率 ，以 pH 为 6.8 的 磷 酸 盐 缓 冲 液 作

为提取液对提取方式以及提取时间进行优化，结果如图 3

所 示 。 对 于 涡 旋 及 超 声 震 荡 两 种 方 式 而 言 ，涡 旋 在 相 同

时间下提取率更高 ，当提取时间为 5 min 时 ，两种方式的

回收率均无法满足试验要求，涡旋 10 min 时，回收率已基

本 与 30 min 的 结 果 一 致 ，最 终 确 定 提 取 时 间 及 方 式 为 涡

旋 10 min。

2.3　线性方程及检出限

对系列浓度乳铁蛋白-免疫球蛋白混合标准工作溶

液进行测定，以色谱峰面积对其质量浓度进行线性回归，

得 到 0~1 000 mg/L 质 量 浓 度 范 围 内 的 线 性 方 程（表 1）。

由表 1 可知，方程的线性关系良好，相关系数>0.99。

以 3 倍信噪比（S/N）计算得到方法检出限（MLOD）和

定 量 限（MLOQ）如 表 2 所 示 。 由 表 2 可 知 ，对 于 固 体 样

品 ，乳 铁 蛋 白 的 MLOD 为 5~6 mg/kg，MLOQ 为 17~

20 mg/kg，免 疫 球 蛋 白 G 的 MLOD 为 9~10 mg/kg，MLOQ

为 34 mg/kg；对 于 液 体 样 品 ，乳 铁 蛋 白 的 MLOD 为 3~

4 mg/kg，MLOQ 为 10~13 mg/kg，免 疫 球 蛋 白 G 的 MLOD

为 2 mg/kg，MLOQ 为 7 mg/kg；说明试验方法适用于对乳

制品的定量分析。

2.4　回收率和精密度试验

选取各基质阴性样品，分别添加 3 个浓度水平的乳铁

蛋白-免疫球蛋白 G，混匀后，按试验方法进行前处理和

色谱检测，每个浓度水平平行测定 5 次，计算回收率和日

内精密度；选取中间添加水平，连续测试 5 d，计算日间精

密 度 。 由 表 2 可 知 ，乳 铁 蛋 白 在 40~400 mg/L 加 标 水 平

下 ，平 均 回 收 率 为 91.0%~107.0%，日 内 相 对 标 准 偏 差

（RSD）为 2.4%~5.3%；对于中间添加水平 ，日间精密度为

2.3%~2.9%；在 20~200 mg/L 加 标 水 平 下 ，平 均 回 收 率 为

图 3　溶液 pH 值的优化

Figure 3　Optimization of the amount of the pH in sodium 

phosphate buffer

图 4　萃取时间的优化

Figure 4　Optimization of extraction time
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93.9%~97.7%，RSD 为 2.4%~4.1%；对于中间添加水平，日

间 精 密 度 为 1.9%~2.1%。 免 疫 球 蛋 白 G 在 40~400 mg/L

加标水平下，平均回收率为 91.2%~104.0%，RSD 为 2.1%~

4.7%；对 于 中 间 添 加 水 平 ，日 间 精 密 度 为 3.3%~3.8%；在

20~200 mg/L 加标水平下，平均回收率为 90.2%~104.0%，

RSD 为 2.4%~3.3%；对 于 中 间 添 加 水 平 ，日 间 精 密 度 为

2.8%~2.9%，表明试验方法具有良好的回收率和精密度，

能够满足乳铁蛋白及免疫球蛋白 G 的测定要求。

2.5　方法比较与实际样品检测

2.5.1　乳铁蛋白的检测方法比较　采用试验方法与肝素

亲和柱-液相色谱法 [6]分别对乳粉样品中的乳铁蛋白含

量进行分析 ，结果如图 5 所示。由图 5 可知 ，对于常规样

品分析，试验方法的回收率与 GB 5009.299-2024 的无显

著差异，均能满足日常检验需求。但 GB 5009.299-2024

的前处理时间长，且肝素亲和柱为一次性耗材，耗材成本

较高 ；而试验方法所需前处理时间短、操作简便 ，耗试剂

少，且在二维液相分析体系下，肝素亲和柱作为分析色谱

柱 使 用 ，可 以 稳 定 完 成 50 次 进 样 分 析 ，提 高 了 前 处 理 效

率，同时降低了测试成本。

2.5.2　 免 疫球蛋白的检测方法比较　采用试验方法与高

效液相色谱法[19]分别对乳粉样品中的免疫球蛋白 G 含量进

行分析，对于同一样品采用两种方法各平行测定 10 次，以 t

检验法评价两种方法的差异情况，结果见表 3。t 检验结果

小于临界值[21]，说明两种方法测定的样品结果无显著差异。

在此基础上，试验方法所需的人工处理时间较短，操作更

为简便，有助于大批量样品测定时的效率提升。

3　结论

通过建立乳制品中乳铁蛋白-免疫球蛋白 G 的在线

固 相 萃 取-高 效 液 相 色 谱 检 测 方 法 ，在 保 障 标 准 曲 线 范

表 1　两种蛋白质的线性范围、线性方程、相关系数、方法检出限及方法定量限

Table 1　Linear regression equations， linear ranges， R2and the method detection and quantitation limit of LF and IgG

物质名称

LF

IgG

样品基质

牛乳基粉

牛奶片

含乳饮料

鲜牛奶

牛乳基粉

牛奶片

含乳饮料

鲜牛奶

线性范围/

(mg·L-1)

0~1 000

0~1 000

线性方程

Y=0.319 4x-1.994 6

Y=0.422 8x-2.611 3

相关系数

0.999 5

0.999 7

MLOD/

(mg·kg-1)

5

6

3

4

10

9

2

2

MLOQ/

(mg·kg-1)

17

20

10

13

34

34

7

7

表 2　回收率与精密度测定结果

Table 2　Recoveries， repeatability and reproducibility for LF and IgG （n=5）

物质名称

LF

IgG

样品基质

牛乳基粉

牛奶片

含乳饮料

鲜牛奶

牛乳基粉

牛奶片

含乳饮料

鲜牛奶

加标水平/(mg·kg-1)

40, 80, 400

40, 80, 400

20, 40, 200

20, 40, 200

40, 80, 400

40, 80, 400

20, 40, 200

20, 40, 200

回收率/%

107, 94.5, 91.0

103, 97.1, 94.4

95.3, 96.4, 93.9

97.7, 93.6, 96.1

104, 91.2, 96.5

98.4, 96.8, 97.3

99.6, 97.4, 90.2

104, 97.3, 96.9

RSD/%

4.1, 2.4, 5.3

2.6, 2.9, 3.6

3.1, 2.7, 4.1

2.4, 2.6, 3.4

2.1, 3.5, 4.7

3.2, 2.8, 3.4

1.9, 2.4, 2.9

2.2, 3.1, 3.3

日间精密度/%

2.9

2.3

1.9

2.1

3.8

3.3

2.9

2.8

图 5　乳铁蛋白方法间结果比对

Figure 5　Comparison of this methods with other method 

for determining lactoferrin
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围、检出限、定量限以及精密度均能适用于日常样品检验

的前提下，试验方法提高了仪器检验自动化水平，极大地

节 省 了 乳 铁 蛋 白 检 测 过 程 中 昂 贵 的 耗 材 成 本 ，完 善 了 现

有 研 究 中 对 于 免 疫 球 蛋 白 G 分 析 方 法 定 量 准 确 度 低 、检

出 限 高 等 缺 陷 。 同 时 缩 短 了 人 工 前 处 理 耗 时 ，一 次 试 验

即 可 完 成 两 种 功 能 性 蛋 白 的 测 定 分 析 。 此 外 ，乳 制 品 中

还 存 在 有 如 IgM、IgE、IgD 等 在 内 的 多 种 活 性 蛋 白 组 分 ，

如 能 对 更 多 的 活 性 蛋 白 建 立 二 维 在 线 方 法 进 行 分 析 ，则

可以满足更多种类产品的检测需求，降低分析成本。
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表 3　免疫球蛋白 G 方法间结果比对

Table3　Comparison of this method with other methods for 

determining immunoglobulin G

测试

次数

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

试验方法/

（10-2 mg·g-1）

321

315

308

311

306

324

319

322

314

316

高效液相色谱法/

（10-2 mg·g-1）

311

322

308

311

315

306

313

320

301

302

t 值

1.72

临界值(自由

度为 18)

2.10
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