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摘要：目的：建立婴幼儿配方乳粉中小分子肽含量的定量

分析方法。方法：分别采用凯氏定氮法、重量法、离子交

换色谱等方法测定婴幼儿配方乳粉中总蛋白、高分子蛋

白和游离氨基酸含量，通过计算求得小分子蛋白肽含量。

结果：高分子蛋白检测精密度 ＲＳＤ （狀＝６）为０．７４％；

１７种氨基酸回收率为９１．０％～１０３．２％，检测结果的相对

偏差为０．６％ ～２．５％；小分子蛋白肽添加回收率为

９５．２％～９８．２％。结论：所建方法精密度和回收率良好，

可用于婴幼儿配方乳粉中小分子肽含量的测定。
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乳蛋白是重要的优质蛋白之一，其中婴幼儿配方食

品是母乳的主要替代品之一［１］。蛋白质的水解有利于人

体吸收，乳蛋白水解后在一定程度上可降低致敏［２－３］风

险，且蛋白质水解成二肽或三肽的产物在人体内要比氨

基酸和未水解的蛋白质更易于吸收；将婴幼儿奶粉进行

适度水解或在其配料中添加适量的水解乳清蛋白粉［４］，

可降低致敏性，帮助婴幼儿更好吸收。经研究分析，婴幼

儿配方乳粉中总蛋白含量为１０％～２０％，其中包括高分

子蛋白、小分子蛋白肽以及氨基酸。

目前有关蛋白肽的研究主要为小分子蛋白肽的分子

量分布［５－６］、活性功能及功效［７－１２］以及在食品方面的应

用［１３］等，但对食品中肽含量的检测研究较少，且未见婴幼

儿配方乳粉中小分子肽［１４］含量的报道。高分子蛋白［１５］

在酸性条件下易被沉淀，但相对分子质量较小的蛋白水

解物（包括小分子蛋白肽和游离氨基酸［１６－１８］）易溶于酸

性溶液（如三氯乙酸溶液）中。研究拟基于以上原理，通

过测定婴幼儿配方乳粉中总蛋白、高分子蛋白和游离氨

基酸含量，建立其小分子蛋白肽的分析方法，以期填补婴

幼儿配方乳粉中小分子蛋白肽含量检测技术的空白，为

产品质量的监管提供依据。
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１　材料与方法

１．１　材料与试剂

婴幼儿配方乳粉（１２批）：市售；

大豆肽粉：肽含量８１．０％，市售；

氨基酸混合标准溶液（１６种）：２．５０μｍｏｌ／ｍＬ，西格

玛奥德里奇（上海）贸易有限公司；

犔色氨酸标准品：纯度＞９９％，上海安谱实验科技股

份有限公司；

酪蛋白（药典标准品）：中国食品药品检定研究所；

三氯乙酸、硫酸、硫酸铜、硫酸钾、磺基水杨酸、盐酸、

柠檬酸钠、丙酮：分析纯，广州化学试剂厂；

硅藻土：分析纯，上海阿拉丁生化科技股份有限

公司；

茚三酮、钾钠缓冲液：赛卡姆（ＳＹＫＡＭ）科学仪器有限

公司；

乙腈、甲醇、三氟乙酸：色谱纯，赛默飞世尔科技有限

公司。

１．２　仪器与设备

氨基酸分析仪：Ｓ４３３Ｄ型，赛卡姆（ＳＹＫＡＭ）科学仪

器有限公司；

氨基酸分析柱：ＬＣＡＫ０６／Ｎａ型，赛卡姆（ＳＹＫＡＭ）

科学仪器有限公司；

全自动凯氏定氮仪：８４００型，福斯华（北京）科贸有限

公司；

纯水系统：Ａｑｕａｐｌｏｒｅ２Ｓ型，重庆艾科浦颐洋企业发

展有限公司；

分析天平：ＭＳ２０４Ｔ 型，梅特勒—托利多测量设备

（上海）有限公司；

高速离心机：３３０Ｋ型，西格玛奥德里奇（上海）贸易

有限公司；

干燥箱：ＦＤ１１５型，广东东南科创科技有限公司；

真空干燥箱：ＶＤ５３型，广东东南科创科技有限公司；

Ｇ２砂芯滤埚：孔径４０～６０μｍ，鹿头牌，长春市玻璃

仪器厂。

１．３　试验方法

１．３．１　高分子蛋白含量测定　称取约２．０ｇ婴幼儿配方

乳粉样品，加入３０ｍＬ１００ｇ／Ｌ三氯乙酸溶液溶解，超声

５ｍｉｎ，４℃、１００００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，向沉淀物中加入

５ｍＬ１００ｇ／Ｌ三氯乙酸重复洗涤、离心３次，残渣转至已

恒重的平铺硅藻土的Ｇ２砂芯滤埚中过滤，水洗３次，再用

水洗至中性，用３０ｍＬ丙酮分３次冲洗，挥干溶剂，６５℃

烘干至恒重，即可得高分子蛋白的质量。２４ｈ内测定６个

平行样，计算相对标准偏差，并按式（１）计算高分子蛋白

含量。

犡Ｇ＝
（犿１－犿０）×（１－狑）

犿
×１００， （１）

式中：

犡Ｇ———高分子蛋白含量，ｇ／１００ｇ；

犿———样品质量，ｇ；

犿１———滤埚和残渣的质量，ｇ；

犿０———空滤埚的质量，ｇ；

狑———样品的水分含量，％。

１．３．２　１７种氨基酸的色谱分析　称取样品约１．０ｇ，加

１０ｇ／Ｌ三氯乙酸溶解，并定容至２５ｍＬ，超声提取５ｍｉｎ，

１５０００ｒ／ｍｉｎ高速离心５ｍｉｎ，取上层液过滤膜后上机检

测，可用单标准点外标法进行定量。色谱条件：氨基酸分

析柱（含除氨柱），柱温５７℃，水解温度１３５℃，进样量

５０μＬ；检测波长５７０，４４０ｎｍ；流速０．４５ｍＬ／ｍｉｎ；柱后衍

生液流速０．２５ｍＬ／ｍｉｎ，梯度洗脱程序见表１。

表１　淋洗梯度程序

Ｔａｂｌｅ１　Ｅｌｕｔｉｏｎｇｒａｄｉｅｎｔｐｒｏｇｒａｍ

时间／ｍｉｎ
ＡｐＨ３．２５

缓冲液／％

ＢｐＨ１０．８５

缓冲液／％

Ｄ０．５ｍｏｌ／Ｌ

ＮａＯＨ／％

０．０１ １００ － －

３．５０ １００ － －

１１．００ ９０ １０ －

１４．００ ９０ １０

１７．００ ８０ ２０ －

２４．００ ６５ ３５ －

３０．００ ２５ ７５ －

３６．００ １５ ８５ －

３９．００ － １００ －

４７．５０ － １００ －

４７．６０ － － １００

５１．９０ － － １００

５２．００ １００ － －

６５．００ １００ － －

１．３．３　总蛋白含量测定　根据ＧＢ５００９．５—２０１６，蛋白换

算系数以６．２５计。

１．３．４　小分子肽含量测定　婴幼儿配方乳粉中小分子蛋

白肽含量可通过总蛋白含量与高分子蛋白、１７种氨基酸

的差值计算得出。按式（２）计算小分子肽含量。

犡＝犡ＴＰ－犡Ｇ－犡ＡＮ， （２）

式中：

犡———小分子肽含量，ｇ／１００ｇ；

犡ＴＰ———样品中总蛋白含量，ｇ／１００ｇ；

犡Ｇ———样品中高分子蛋白含量，ｇ／１００ｇ；

犡ＡＮ———样品中１７种氨基酸总量，ｇ／１００ｇ。
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１．４　数据处理

使用金山 ＷＰＳ２０１９进行数据整理及分析，采用

ｓｙｋａｍ自带的控制软件进行１７种氨基酸检测数据的采

集和处理，以外标法计算各氨基酸含量。

２　结果与分析
２．１　高分子蛋白的检测及验证

２．１．１　高分子蛋白的检测　试验发现，高分子蛋白含量

检测的平均结果为３．３５％，精密度为２．０６％（狀＝６）。

２．１．２　高分子蛋白的检测结果验证　婴儿配方乳粉中酪

蛋白／蛋白质占比不高于４０％，较大婴儿配方乳粉中酪蛋

白／蛋白质占比不高于６０％，且酪蛋白分子量较大（分子

量为１９０００～２５０００Ｄａ），故选取与婴儿配方乳粉基体相

匹配的酪蛋白为研究对象，考察方法的精密度。试验发

现，酪蛋白回收率为９５．８％～９９．０％，精密度为１．０２％

（狀＝６），表明高分子蛋白在三氯乙酸溶液中形成微胶粒

失去电荷而凝固被沉淀分离，形成的微胶粒的直径大于

Ｇ２砂芯滤埚的孔径而被截留，说明检测结果的精密度和

回收率良好，可用于高分子蛋白的含量检测。

２．２　１７种氨基酸色谱分析法优化

２．２．１　前处理方式优化　比较了盐酸溶液（１＋３）调蛋白

质的等电点（ｐＨ４．５），１０ｇ／Ｌ 三氯乙酸溶液沉淀，

３５ｇ／Ｌ磺基水杨酸沉淀３种常见的前处理方式，样品分

析图谱如图１～图３所示。结果表明，在磺基水杨酸及三

氯乙酸条件下，１７种氨基酸溶解于酸性溶液较佳，由于氨

图１　蛋白质的等电点（ｐＨ４．５）处理对氨基酸

色谱图的影响

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃｓｐｏｔｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇｏｆ

ｐｒｏｔｅｉｎｓｏｎｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

图２　三氯乙酸溶液处理对氨基酸色谱图的影响

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｅｆｆｅｃｔｓｏｆｔｒｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎ

ｔｒｅａｔｍｅｎｔｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

图３　磺基水杨酸处理对氨基酸色谱图的影响

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｅｆｆｅｃｔｏｆｓｕｌｆｏｓａｌｉｃｙｌｉｃａｃｉｄｔｒｅａｔｍｅｎｔ

ｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

基酸是一种具有两性官能团物质，分子结构表现出氨基

的碱性和羧基的酸性，但蛋白的酸沉淀效果较明显且易

去除，考虑到与高分子蛋白检测的匹配性，而且三氯乙酸

溶液的使用浓度较低，对色谱柱的影响更小，故采用三氯

乙酸进行前处理。

　　三氯乙酸质量浓度为５，１０，１５，２０，３０ｇ／Ｌ时，随着其

质量浓度的增加，样品处理溶液越澄清，蛋白凝结沉淀越

明显；当三氯乙酸质量浓度＞１５ｇ／Ｌ时，ｐＨ较低，干扰了

起始流动相的缓冲体系，酸性溶液中的大量 Ｈ＋ 打破了

Ｎａ型氨基酸分析柱中离子交换树脂上的离子交换平衡，

酸性氨基酸的保留时间稍提前，影响了氨基酸色谱的定

性准确性，因此，最终确定三氯乙酸质量浓度为１０ｇ／Ｌ。

２．２．２　色谱条件优化　直接选用成熟的氨基酸分析

仪［１９］柱后衍生检测方案，其流动相的配方比较固定且商

品化程度较高。由图４可知，１７种目标氨基酸在５５ｍｉｎ

内全部出峰，各色谱峰基本分离，峰形较对称，干扰较少

且基线平稳，灵敏度较高，可满足检测的要求。

２．２．３　回收率与精密度试验　由表２可知，１７种氨基酸

在０．０２～０．１０μｍｏｌ／ｇ加标水平下，回收率为９１．０％～

１０３．２％，相对标准偏差ＲＳＤ（狀＝３）为０．６％～２．５％。结

果表明，三氯乙酸溶液对１７种氨基酸的前处理效果较

佳，且 具 有 良 好 的 回 收 率 和 精 密 度，能 满 足 ＧＢ／Ｔ

２７４１７—２０１７要求，可用于婴幼儿配方乳粉中１７种氨基

酸的测定。

图４　１７种氨基酸标准色谱图

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆ１７ａｍｉｎｏ

ａｃｉｄｓ（５７０ｎｍ）
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表２　１７种游离氨基酸的回收率和精密度测定结果

Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｃｏｖｅｒｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆ１７ｋｉｎｄｓｏｆｆｒｅｅａｍｉｎｏａｃｉｄｓ（狀＝３）

化合物
添加水平／

（μｍｏｌ·ｇ
－１）

回收率／％

试验１ 试验２ 试验３
ＲＳＤ／％ 化合物

添加水平／

（μｍｏｌ·ｇ
－１）

回收率／％

试验１ 试验２ 试验３
ＲＳＤ／％

天门冬氨酸 ０．０２ ９６．２ ９４．６ ９７．３ １．４ 异亮氨酸 ０．０２ ９６．６ ９４．５ ９５．１ １．１

０．０５ ９７．０ ９５．８ ９８．１ １．２ ０．０５ ９８．７ ９７．４ ９７．６ ０．７

０．１０ ９８．８ ９８．０ ９７．１ ０．９ ０．１０ ９９．２ ９９．０ ９７．８ ０．８

苏氨酸　　 ０．０２ ９５．６ ９２．１ ９２．４ ２．１ 亮氨酸　 ０．０２ ９５．４ ９４．４ ９２．１ １．８

０．０５ ９８．１ ９７．８ ９９．２ ０．７ ０．０５ ９６．３ ９４．８ ９２．５ ２．０

０．１０ １００．５ ９８．５ １００．３ １．１ ０．１０ ９９．８ ９８．１ ９８．０ １．０

丝氨酸　　 ０．０２ ９５．０ ９４．７ ９６．９ １．２ 酪氨酸　 ０．０２ ９３．８ ９２．１ ９０．６ １．７

０．０５ ９６．２ ９５．８ ９７．８ １．１ ０．０５ ９６．６ ９５．１ ９３．２ １．８

０．１０ ９７．６ ９７．１ ９８．８ ０．９ ０．１０ １００．９ ９８．１ ９７．３ １．９

谷氨酸　　 ０．０２ ９５．４ ９２．２ ９３．１ １．８ 苯丙氨酸 ０．０２ ９５．５ ９１．０ ９２．１ ２．５

０．０５ ９８．１ ９４．７ ９３．８ ２．４ ０．０５ ９８．５ ９７．１ ９６．０ １．３

０．１０ １０３．２ １０１．２ ９９．５ １．８ ０．１０ １０１．５ ９８．５ ９９．１ １．６

脯氨酸　　 ０．０２ ９５．１ ９４．８ ９３．８ ０．７ 组氨酸　 ０．０２ ９５．７ ９３．１ ９４．１ １．４

０．０５ ９６．０ ９５．８ ９７．６ １．０ ０．０５ ９７．８ ９６．８ ９５．８ １．０

０．１０ １００．１ ９９．７ ９８．８ ０．７ ０．１０ ９８．５ ９９．２ ９５．５ ２．０

甘氨酸　　 ０．０２ ９５．９ ９５．１ ９４．３ ０．８ 赖氨酸　 ０．０２ ９４．９ ９３．１ ９５．５ １．３

０．０５ ９７．３ ９６．５ ９５．９ ０．７ ０．０５ ９６．１ ９４．５ ９６．８ １．２

０．１０ ９８．１ ９７．８ ９９．１ ０．７ ０．１０ ９８．９ ９７．５ ９８．５ ０．７

丙氨酸　　 ０．０２ ９４．５ ９３．１ ９６．２ １．６ 精氨酸　 ０．０２ ９４．６ ９１．５ ９２．４ １．７

０．０５ ９８．３ ９７．５ ９９．１ ０．８ ０．０５ ９８．１ ９４．６ ９５．８ １．８

０．１０ １００．１ ９８．１ ９８．８ １．０ ０．１０ ９９．０ ９７．８ １０１．２ １．７

缬氨酸　　 ０．０２ ９５．３ ９５．５ ９４．１ ０．８ 色氨酸　 ０．０２ ９５．１ ９６．８ ９３．１ １．９

０．０５ ９８．０ ９７．８ ９９．０ ０．７ ０．０５ ９７．２ ９５．２ ９７．１ １．２

０．１０ ９７．６ ９７．１ ９８．２ ０．６ ０．１０ ９７．９ ９８．５ ９９．６ ０．９

蛋氨酸　　 ０．０２ ９７．０ ９６．１ ９５．９ ０．６

０．０５ ９８．４ ９７．８ ９６．８ ０．８

０．１０ ９８．９ ９７．５ ９７．６ ０．８

２．３　小分子蛋白肽的检测结果验证

婴幼儿配方乳粉中小分子肽（分子量一般在３０００Ｄａ

以下）基本溶解于酸性溶液中，检测发现婴幼儿配方乳粉

中小分子肽含量较低，故以添加适量大豆肽粉验证小分

子蛋白肽的检测结果。对婴幼儿配方奶粉样品添加

２．０％，３．５％，５．０％的大豆肽粉，按该方法进行试验（狀＝

３），其回收率为９５．２％～９８．２％，精密度为０．８％～０．９％，

可满足婴幼儿配方乳粉中小分子蛋白肽含量检测需要。

２．４　实际样品检测

使用优化后的方法对在当地市场随机购买的１２个

样品进行测定（含婴幼儿配方奶粉１０个、特殊医学用婴

儿配方食品２个），小分子蛋白肽含量测定结果见表３。

　　由表３可知，婴幼儿配方乳粉样品基本上含少量的

小分子蛋白肽，但经水解工艺处理或配料表中含有水解

乳清蛋白原料的样品中检出小分子蛋白肽含量较明显，

且与样品的标识一致。样品中小分子肽和氨基酸含量较

高，样品中蛋白的水解程度较高。

３　结论
采用重量法结合氨基酸分析，对总蛋白、高分子蛋

白、１７种氨基酸进行了检测，建立了婴幼儿配方乳粉中小

分子肽含量的定量分析方法。方法学评价结果表明，该

方法精密度及回收率良好，可用于婴幼儿配方乳粉中小

分了肽含量的测定。

７４

｜Ｖｏｌ．３９，Ｎｏ．３ 黄伟乾等：重量法结合氨基酸分析法测定婴幼儿配方乳粉中小分子蛋白肽含量



表３　１２个样品检测结果

Ｔａｂｌｅ３　Ｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆ１２ｓａｍｐｌｅｓ ｇ／１００ｇ

样品
总蛋白

含量

高分子

蛋白含量

１７种氨基

酸含量

小分子

肽含量

婴儿配方奶粉ａ １１．１０ ９．８７ ０．０２２９ １．２０７

较大婴儿配方奶粉ｂ １５．０２ １３．３９ ０．０６１６ １．５６８

较大婴儿配方奶粉 １５．５１ １３．６６ ０．０３８６ １．８１１

幼儿配方奶粉ｄ １６．０２ １４．４５ ０．０５０３ １．５２０

婴儿配方奶粉ｅ １１．２２ ９．７５ ０．０２９１ １．４４１

婴儿配方羊奶粉ｆ １１．０４ ９．３２ ０．０４１０ １．６７９

幼儿配方奶粉ｇ １６．４３ １４．９８ ０．０４２３ １．４０８

幼儿配方奶粉ｈ １７．５２ １５．６５ ０．０３９３ １．８３１

幼儿配方奶粉ｉ １６．７４ １５．１８ ０．１１４１ １．４４６

婴儿配方奶粉ｊ １２．４１ １０．７８ ０．０５５５ １．５７５

特殊医学用婴儿配方

粉ｋ（适度水解配方）
１１．５２ １．６５ ０．６５７３ ９．２１３

特殊医学用婴儿配方

粉ｌ（深度水解配方）
１０．７４ ０．３５ ０．７６８９ ９．６２１

但试验未涉及其他类型的样品检测，存在一定的局限性，

需进一步研究其适用性。
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