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乳及乳制品蛋白质掺假检测研究进展
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摘   要：阐述两类方法、一个原则：乳及乳制品蛋白质掺假特异性检测方法和乳及乳制品蛋白质掺假非特异性检

测方法；任何一种乳品蛋白质掺假检测方法的建立都要以某一特定蛋白质差异性为依据的原则。
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Abstract ：Two methods with one principle for identifying protein adulteration in milk and dairy products have been summarized
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乳品掺假已成为困扰我国乳品工业发展的一个突出

问题，三聚氰胺事件将这个问题再一次激化，给我国

乳业带来一次空前沉重的打击。

掺假带来的非法利润驱使着掺假者不断提高和改变

掺假手段，以应对越来越先进的掺假检测技术。所以，

掺假检测技术的革新工作任重而道远。乳品蛋白质掺假

检测是一项复杂且艰难的蛋白质鉴定与定量工作，它既

不同于蛋白质的提纯(从已知的混合物中提纯某一特定的

蛋白质成分)，也不同于蛋白质的区别鉴定。因为掺假

者不会提前告知他是否掺假或掺什么假，而且掺假的蛋

白往往都是某些蛋白质的混合物或者是蛋白质的变性

物，还有直接掺入非蛋白氮的。

本文综述了国内外各类乳品蛋白掺假检测方法的最

新研究，将种类繁多、方法各异的乳品蛋白质掺假检

测统分为特异性检测和非特异性检测，并从种类纷繁的

检测方法中总结出一条规律性的原则，即任何一种乳品

蛋白质掺假检测方法的建立都要以某一特定蛋白质差异

性为依据的原则，旨在为后续的乳品蛋白掺假检测方法

研究提供参考。

1 乳及乳制品蛋白质掺假的特异性检测

乳品中特定蛋白质掺假检测就是要在已知的蛋白质

组分中确定出某一个或一类假定掺假蛋白质成分是否存

在及其含量，为此必须找到掺假蛋白质与乳源蛋白质的

差异性。而蛋白质之间的差异性有分子量的不同、分

子结构的差异(包括一级和高级结构的差异)、带电性与

量的不同、溶解度不同、等电点的不同、氨基酸组成

的差异、蛋白质分子的抗原特异性不同等；此外不同来

源的蛋白质掺入也会引入其他一些特征性物质，也可通

过检测引入物间接检测掺假蛋白，如动物蛋白中

DN A、大豆蛋白中的皂角素等。目前的乳品蛋白质掺

假检测方法基本上是基于这些蛋白质差异性建立起来

的，其涉及了色谱、质谱、免疫、P C R 、电泳、光

谱学、分析化学等技术领域。

1.1 利用蛋白质的氨基酸组成差异性检测牛奶中掺入的

水解蛋白。

. . ..
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不同的蛋白质分子氨基酸组成比例不同，通过测定

含量差别较大的某个或几个氨基酸或者特有氨基酸来区

别不同的蛋白成分，即使蛋白质发生变性水解都不会影

响测定。而利用氨基酸组成的差别检测牛奶蛋白中掺入

的外源蛋白成分，并不像单一蛋白质的区别鉴定一样简

单。首先，必须确定牛奶中内源蛋白组的总体氨基酸

组成，而这个总体的氨基酸组成也是具有个体差异的。

其次，掺入的外源蛋白在掺假乳总蛋白中所占的比例很

小，大部分仍然是乳源蛋白，所以由于外源蛋白掺入

导致的总体氨基酸组成的变化很小，难以检测。因此，

可供牛奶蛋白质掺假检测的氨基酸必须是掺假蛋白质含

量远高于乳蛋白，或者是掺假蛋白质特有的氨基酸。

1.1.1 利用特有氨基酸检测牛奶中掺入的水解蛋白

动物胶原水解蛋白为动物皮革毛发等下脚料经水解

成可溶性肽链，其掺入牛奶中可提高乳蛋白的表观含

量，但严重损害消费者的利益。

羟脯氨酸(hydroxyproline，Hyp)是胶原蛋白所特有

的氨基酸，在正常胶原蛋白中含量约为 13.4%，在其他

蛋白质中则不存在[ 1]。通过检测牛奶中羟脯氨酸的量，

再换算成胶原水解蛋白的量，即可检测出牛奶中掺入的

水解蛋白的含量。李景红等[2]与田艳玲[3]在浓盐酸的条件

下，11 0℃水解 6h，使胶原蛋白彻底变成游离的氨基

酸，其中的羟脯氨酸也被释放出来。再用氯胺 -T 氧化

羟脯氨酸生成含吡咯环的物质，加入对 - 二甲基氨基苯甲

醛溶液显色，558nm 波长处测吸光度，用标准曲线算得羟

脯氨酸的质量浓度，羟脯氨酸的最小检出量为 1.0mg/L。

1.1.2 利用多个特征氨基酸检测牛奶中掺入的水解蛋白

刘婷等[4]利用高效液相离子交换色谱法寻找水解动

物蛋白与乳粉蛋白组成差别较大的氨基酸，对乳粉和水

解动物蛋白中的 17 种氨基酸进行了分离测定，筛选出 6

种含量差别较大的氨基酸；水解动物蛋白中的甘氨酸、

丙氨酸、精氨酸、谷氨酸、赖氨酸和亮氨酸占总氨基

酸的含量比例分别为乳蛋白的 16、4、6、1/2、1/2 倍

和 1/3 倍，乳粉中掺入水解动物蛋白会使前 3 种氨基酸

含量比例升高、后 3 种氨基酸含量比例下降。依据此 6

种氨基酸建立乳粉中水解动物蛋白的半定量检测方法，

先将模拟掺假实验中所测定出的 6 种特征氨基酸占总氨

基酸的含量比例列于表 1。实际检测中，将检测到的 6

种氨基酸的含量比例与表 1 的数据对照，就可以半定量

地检测出样品中水解动物蛋白的添加比例范围。

王竹等[5]为评价婴儿配方乳粉掺假的牛皮水解蛋白

质对婴儿健康的潜在危险性时，对牛皮水解蛋白质的氨

基酸进行评分。采用半定量方法对在阜阳抽检的 60 份婴

儿配方乳粉中牛皮水解蛋白质的情况进行了检测与评

估。结果与乳粉相比，牛皮水解蛋白质中甘氨酸含量

高，含硫氨基酸等必需氨基酸含量普遍低。以 F A O /

WHO 推荐的婴儿氨基酸模式为 100，牛皮水解蛋白质氨

基酸评分仅为 19。

1.2 利用蛋白质的溶解性差异检测牛奶蛋白质掺假

蒋儒林等[6]用硝酸汞沉淀除去乳酪蛋白，但水解蛋

白不会被除去，与饱和苦味酸(2,4,6- 三硝基苯酚)产生沉

淀反应：取 100mL 乳样，在水浴中加热浓缩到 60mL，

冷却至 20℃取 5mL 乳样，加除蛋白试剂 5mL 混合均匀，

过滤，取滤液约 1mL，沿试管壁慢慢加入饱和苦味酸溶

液约 0.5mL 形成环状接触面。结果：正常原乳滤液清

亮，加苦味酸试剂后接触面无变化；掺水解蛋白的原

乳，滤液呈半透明，略带乳青色，加苦味酸试剂后接

触面呈白色环状。掺水解蛋白粉越多，滤液越不透明，

白色沉淀越明显，最低检出量 0.1g/100mL 乳。

1.3 利用蛋白质的抗原特异性检测羊乳中掺入的牛乳

不同种属蛋白分子具有不同的分子结构，具有特异

性的氨基酸序列片段常被作为特异性决定簇，被机体免

疫系统识别并产生与之亲和的抗体。抗原抗体特异性结

合是免疫学的核心理论，也是免疫测定的理论依据。目

前，免疫方法检测乳品蛋白掺假主要集中在羊乳及其乳

制品中掺入的廉价牛乳成分，方法主要是 ELISA(enzyme

linked immuno sorbent assay)法，其建立可分为以下 3

个步骤。

抗原的选择：抗原可以用牛乳清蛋白或酪蛋白，

也可以是牛αs1- 酪蛋白、β - 酪蛋白等单一蛋白分子，

也有选择牛 IgG 为抗原的(表 2)。抗原选择的原则：1)抗

原蛋白在牛乳中含量要较高而且稳定，这样可以提高定

名称
乳粉中水解动物蛋白的氨基酸添加比例 /%

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

甘氨酸 1.91 9.83 15.31 19.36 22.48 24.96 26.98 28.65 30.08 31.26 32.30

丙氨酸 3.33 5.59 7.40 8.74 9.77 10.59 11.26 11.81 12.28 12.68 13.04

精氨酸 0.39 0.92 1.50 1.54 1.74 1.90 2.03 2.14 2.23 2.31 2.38

谷氨酸 19.60 18.20 16.61 15.44 14.53 13.81 13.22 12.74 12.33 11.98 11.68

赖氨酸 23.90 21.16 19.19 17.73 16.60 15.71 14.98 14.38 13.87 13.43 13.06

亮氨酸 8.57 7.01 6.05 5.33 4.78 4.35 4.00 3.70 3.45 3.24 3.06

表1   乳粉中添加不同比例水解动物蛋白的特征氨基酸占总氨基酸的比例

Table 1   Ratio between characteristic amino acids and total amino acids in milk powder with the addition of hydrolyzed animal proteins
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抗原 抗体 ELISA 类型 检测下限(体积分数/%) 抗体专一性提高方法 参考文献

牛乳清蛋白 多克隆抗体(兔抗牛) 间接 ELISA 1 抗血清经过亲和色谱纯化，用生物素标记后，再经过羊乳清蛋白免疫吸附提高专一性 [7]

牛乳酪蛋白 多克隆抗体(兔抗牛) 间接 ELISA 1 抗血清经过亲和色谱纯化，用生物素标记后，再经过羊乳酪蛋白免疫吸附提高专一性 [8]

牛αs1-酪蛋白 多克隆抗体(兔抗牛) 竞争 ELISA 0.15 将牛αs1-酪蛋白的特异性片段与载体结合，构建高特异性抗原以提高对应抗体的专一性 [9]

牛β-酪蛋白 单克隆抗体(鼠抗牛) 竞争 ELISA 0.5 单克隆抗体的制备 [10]

牛 IgG 单克隆抗体(鼠抗牛) 竞争 ELISA 0.1 单克隆抗体的制备 [11]

表2   ELISA方法检测羊乳中的牛乳成分

Table 2   Detection of cow milk in ewe milk by ELISA method

量检测的准确性。2)抗原分子要具有很高的种属特异性

决定簇。也就是牛源性抗原产生的抗体不会与其他种属

抗原结合，只专一性结合牛乳中蛋白成分。一般选择

单一蛋白分子做抗原比混合蛋白分子做抗原特异性强。

因为牛和羊的种属差异较小，混合蛋白抗原大大提高交

叉抗原出现的机率。García 等[7]采用牛乳清蛋白做抗原

和 Rodríguez 等[8]采用牛酪蛋白做抗原生产多克隆抗体，

抗血清经一次亲和纯化制得的抗体的专一性很低。

抗体的制备：抗体制备分多克隆抗体和单克隆抗体

的制备。一般单克隆抗体的专一性高于多克隆抗体。抗

体的专一性越高，检测的可信度就越高。Anguita 等[10]

和 Hurley 等[11]制备的单克隆抗体专一性很强，不需要再

用免疫吸附来提高专一性。多克隆抗体一般采用兔抗

牛，单克隆抗体多采用鼠抗牛，也有使用羊抗牛多克

隆抗体的，羊抗牛抗体最适合羊乳中牛乳的检测，因

为羊的免疫系统对自身抗原免疫耐受，因此羊抗牛抗体

不会交叉结合羊乳蛋白。Hurley 等又建立了夹心 ELISA

检测羊乳中的牛 IgG，就采用多克隆羊抗牛 IgG 为捕获

抗体，方法具有非常高的专一性，最低检测限为体积

分数 0.01%。

ELISA 方法的建立：将制备好的抗体和纯化抗原进

行固相化或酶标记，建立合适 ELISA 方法进行检测。包

括间接 ELISA、间接竞争 ELISA、夹心 ELISA 都可用

于乳蛋白质掺假检测。

1.4 利用蛋白质分子量和带电量的不同进行乳蛋白质掺

假检测

蛋白质颗粒在各种介质中包括在聚丙烯酰胺凝胶中

电泳时，它的迁移率决定于它所带的净电荷以及分子大

小和形状等因素[1 2]。

1.4.1 利用 SDS-PAGE 检测牛奶中掺入的豆奶蛋白

在聚丙烯酰胺凝胶系统中加入阴离子去污剂十二烷

基硫酸钠(SDS)和少量巯基乙醇，则蛋白质分子电泳迁

移率主要取决于它的相对分子质量，而与原来所带电荷

和分子形状无关。吴茹怡[13]利用十二烷基硫酸钠聚丙烯

酰胺凝胶电泳(SDS-PAGE)来检测牛奶中的豆奶成分。将

牛奶和豆奶分别进行 SDS-PAGE 分析，从电泳谱图上可

看到 7 条牛奶蛋白带和 13 条豆奶蛋白带。牛奶中掺杂的

豆奶体积分数达 5% 即可被检测到。

1.4.2 毛细管电泳在乳蛋白质掺假检测上的应用

毛细管电泳统指以高压电场(10～50kV)为驱动力，

以微内径管(一般内径为 50μm，外径为 300μm)为分离

通道的电泳。电渗作用使溶液向负极流动，由于电渗

流速度大于带电离子的电泳速度，故电泳方向与电渗方

向相同的正离子迁移速度最快，中性分子居中，负离

子迁移最慢，从而根据蛋白分子带电性与量的不同将其

分 离 。

Cartoni 等[14]利用毛细管区带电泳检测羊奶产品中掺

入的牛乳成分。其中牛乳的定性和定量是依据乳中具有

特异性乳清蛋白的存在。相对校准曲线被制定。该电

泳使用甲基硅烷毛细管，以 pH 值为 9.2 的硼酸钠为背景

电解质，检测峰具有很高的分辨率。牛乳的最小检出

量在乳混合物中体积分数 2 % ，在奶酪中体积分数为

4%。个体遗传差异和可能的热处理会影响检测结果。

张东送等[15]在研究毛细管电泳在牛奶蛋白质掺假检

测上的应用时，试图用毛细管电泳图谱的比对检测奶粉

中掺入大豆粉；结果表明，乳中添加大豆蛋白检测时出

现新的特征峰，而且大豆蛋白特征峰面积与添加量成正

比。通过直接观察比对指纹图谱可检测到牛乳中掺入质

量分数 10% 的大豆蛋白。

1.5 利用不同的分子结构红外光吸收谱不同的特点检测

乳粉中的三聚氰胺

1889年Angstrem首次证实红外吸收产生的根源是分

子而不是原子，不久 Julius 第一次将分子的结构特征和

光谱吸收峰的位置直接联系起来。红外吸收检测方法的

建立成为可能。

Mauer 等[16]获取了未掺杂的配方奶粉样本，并利用

近红外和中红外光谱技术测量这些样本。红外激光束在

样本上反射并进入了一个探测器，后者计算出激光的能

量有多少被样本吸收，并建立对样本唯一的一个吸收

谱。对纯三聚氰胺也收集了同样的数据。把这种配方

奶粉与三聚氰胺混合然后进行分析，对新的谱和未掺杂

的配方奶粉的谱进行了比较，结果显示了样本中的三聚

氰胺的浓度。因为，三聚氰胺的结构与配方奶粉非常

不同，因此可以在谱上看出差别，通过计算机软件程

序分析谱线的差异可以检测到样品中百万分之一的三聚

氰 胺 。
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1.6 利用掺假时引入的其他特殊物质进行的间接检测

由于乳品蛋白质掺假时的引入物质往往不是蛋白

质，这样它与乳源蛋白质的差异程度就会更大，更易

于被区别鉴定，而且引入物质往往不止一种，可以筛

选那些最易检测的物质作为特定掺假物的指示剂。所以

引入物的检测大多可以不依赖于昂贵的仪器和复杂的处

理过程，这就为建立现场蛋白质掺假的快速检测方法提

供理论依据。

1.6.1 　基于 DNA 的乳蛋白质掺假检测

蛋白质是由mRNA 翻译合成，mRNA 是由 DNA 转

录合成，天然蛋白质一般都会或多或少含有原有机体的

遗传物质。乳中外源蛋白质的掺入会引入该外源有机体

的种属特异性遗传物质，可通过 PCR 扩增检测种属特异

性 DNA 片段来间接检测外源蛋白。

López-Calleja 等[17]使用 PCR 技术特异性检测绵羊和

山羊乳中掺入的牛乳，PC R 使用了针对线粒体中 12 S

rRNA 基因的引物以达到种属特异性。上游引物与一个

保守 DNA 片段互补结合，下游引物与牛的特异 DNA 片

段结合，这样就扩增出一个 223bp 的牛乳中 DNA 片段，

而绵羊和山羊的 DNA 片段不会得到扩增。这个技术被

用在生鲜乳、巴氏杀菌乳和灭菌后的牛 - 绵羊和牛 - 山

羊混合乳的检测，它能够很好的检测出混合物中的牛

乳，具有灵敏的检测限体积分数 0 .1%。

López-Calleja 等[18]使用 PCR 技术特异性检测绵羊乳

中掺入的山羊乳，PCR 使用了针对线粒体中 12S rRNA

基因的引物以达到种属特异性。这个山羊种属特异性引

物的使用能扩增出一个 122bp 的山羊乳 DNA 片段，而

绵羊、母牛和水牛的DNA 片段不会得到扩增。这个 PCR

分析技术被用在由山羊和绵羊二元混合的生鲜乳、高温

处理乳的特异性检测上，它能够很好的检测出混合物中

的山羊乳，最低检测限为体积分数 0 .1%。

Kotowicz 等[19]采用双重 PCR 检测山羊乳中的牛乳，

该双重 PCR 使用两对能识别线粒体 D 环片段序列的引

物。该 PC R 检测具有很高的特异性和灵敏性，它能检

测到羊奶中体积分数不到 1% 的牛奶成分。一对引物是

特异性识别牛线粒体 DNA 片段，另一对引物可识别山

羊和牛的线粒体 DNA 片段以阻止假阴性的发生。

1.6.2 利用皂角素的特异性反应检测牛乳中掺入的大豆

蛋白

有些掺假者用廉价的豆浆掺入牛奶中，以提高牛奶

中蛋白含量，而豆浆蛋白的掺入引入了易于检测的大豆

中特有的皂角素，可以通过向牛奶中加入醇醚混合液

后，再加入 25% 的氢氧化钠溶液。10min 后若有黄色出

现则证明牛奶中掺有豆浆[20]。此方法简单快速，可以用

于收奶现场掺假检测。

1.6.3 利用肌酐的特异性反应检测生鲜乳中掺入的哺乳

动物尿

掺尿原料奶中的肌酐(来自哺乳动物的尿)与碱性苦味

酸作用，生成红色的苦味酸肌酐复合物。取原料奶

3mL，加 10% 氢氧化钠 4 滴，混匀，加饱和苦味酸溶

液(3g 苦味酸溶于 200mL 蒸馏水)0.6mL；放置 5min 后观

察现象。黄色说明乳中不含尿，红色表明乳中掺入尿

液。其中，该方法掺牛尿量越多，显色愈快，颜色

愈深。该方法最低检出量为体积分数 2%。此方法简单

快速，可以用于收奶现场掺假检测 [ 6 ]。

1.7 非蛋白含氮物质的特异性快速检测

非蛋白含氮物质不是蛋白质，其物化性质与蛋白质

有质的区别，利用它们特有的蛋白质所不具备的性质一

般都能将其简单快速灵敏地检测出来。

1.7.1 铵盐的 NH4
+-KI-NaClO 显色体系法检测

在中性或碱性介质中，NH4
+ 离子可与 KI 和 NaClO

溶液作用生成黑色 NHI2 沉淀，其沉淀物多少与氨或铵离

子的含量成正比。试剂：称取 25.0g 固体 KI 加水溶解，

并定容到 50mL 配制成质量浓度为 500g/L 的 KI 溶液，摇

匀备用。称取 5 g 固体 N a O H 试剂，加水溶解，冷却

至室温，并加水稀释到 100mL，配制成质量浓度为 50g/L

的 NaOH 溶液，摇匀保存备用。NaClO 原液商品安福

替民，有效氯(Cl)不少于 10%。操作：准确吸取待检奶

样5mL于10mL具塞比色管中，加入质量浓度为50g/L的

KI 试剂 0.5mL，混匀后沿着试管壁缓缓加入体积比为

4:4:2 的 NaClO、H2O、NaOH 混合液 1.0mL，并同时观

察奶样与最后所加试剂两者界面处的颜色变化，若出现

棕灰至黑色浑浊，表明样品掺有铵盐。最低检出限为

16.82μg/mL 乳。该法操作简便快捷，灵敏度高，显色

效果好，试剂配制方便容易保存，易于在收奶现场推

广应用[21-22]。

1.7.2 亚硝酸盐的检测

在弱酸性条件下，亚硝酸盐与对氨基苯磺酸重氮

化，再与α- 萘胺偶合形成紫红色染料。将 0.1gα- 萘

酚、0.2gα- 萘胺及 0.6g 对氨基苯磺酸溶于 400mL 50%

的冰醋酸中，在棕色瓶中避光保存。取奶样 2mL 于试

管中，然后加入 1.5mL 上述配制试剂，摇匀 2min 后，

观察现象。结果判定：白色，无亚硝酸盐；微粉色，

含亚硝酸盐 0.2mg/kg；水粉色，含亚硝酸盐 0.3mg/kg；

粉红色，含亚硝酸盐≥ 0.4mg/kg [23]。

1.7.3 尿素的检测

尿素与亚硝酸盐在酸性溶液中发生反应生成二氧化

碳气体逸出，而亚硝酸盐可与格里斯试剂发生偶氮反应

生成紫红色染料，掺尿素就会影响该反应的发生。称

取 89g 酒石酸、10g 对氨基苯磺酸和 1gα- 萘胺，在研
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钵中研细混匀制成格里斯试剂后，装入棕色瓶备用。取

被检乳样 3mL 放入大试管中，加入 0.05% 的亚硝酸钠溶

液 0.5mL，加入浓硫酸 lmL，将胶塞盖紧摇匀，待泡沫

消失后向试管中加入约 0.1g 格里斯试剂，充分摇匀，待

25min 后观察结果。结果判定：紫红色不含尿素，不

变色含尿素。本法灵敏度为 0.01g/100mL。因此被检奶

样最少不能低于 2 . 5mL。本实验最好以正常牛奶作对

照，其结果会更加准确 [ 2 4 ]。

2 乳及乳制品蛋白质掺假的非特异性检测

国家制定的常规检验方法已不能满足越来越高明的

掺假现状。现行的掺假检验研究，大多针对某假定的

单一物质进行定性定量检测，要实现多个项目的检测操

作繁琐，尤其是对可能出现的未知物将难以评判。乳

及乳制品蛋白质掺假的非特异性检测是指不针对某假定

的单一物质的乳蛋白质质量检测。

2.1 基于乳品中粗蛋白分析的非特异性检测

GB/T 5413.1 — 1997《婴儿配方和乳粉蛋白质的测

定》[25]中规定的乳粉中蛋白质分析方法是用凯氏定氮法

直接测定乳粉中粗蛋白含量。因为正常情况下，乳品

中非蛋白氮含量在总氮中所占比例是基本稳定的，因此

凯氏定氮法测定的结果基本能反映样品蛋白质含量水

平。该方法测定结果能有效地筛查出因掺水等非含氮物

质导致的蛋白营养成分不足量的掺假乳品。

由于凯氏定氮法实际上测定的是样品中氮元素的含

量，一旦人为添加了非蛋白氮(NPN)，该方法就表现出

其局限性。陈婧等[26]利用凯氏定氮法测定掺加了水解蛋

白的乳粉样品粗蛋白含量，其结果较原始值要高。添

加水解蛋白中的氮 100% 被检出。可见水解蛋白对凯氏

定氮法测定乳粉蛋白质含量有显著影响。

2.2 基于乳品中真蛋白分析的非特异性检测

因为凯氏定氮法有其局限性，现行国际标准 IS O

8968-5:2001/ IDF 20-5:2001[27]采用三氯乙酸-凯氏定氮法来

解决这个问题。先用三氯乙酸沉淀乳品中真蛋白，而

非蛋白含氮物(尿素、甘氨酸、硝酸铵、亚硝酸钠和水

解蛋白等)不会被沉淀，利用溶解性的不同将乳品中真

蛋白与非蛋白含氮物分离，再用凯氏定氮法测定沉淀物

中蛋白质含量，其结果即为乳品中真蛋白含量。这种

检测能够有效地筛查出掺入非含氮物质和非蛋白含氮物

质( 尿素、甘氨酸、硝酸铵、亚硝酸钠和水解蛋白等)

导致的蛋白营养成分不足量的掺假乳品。

然而，刘莹等[28]在研究添加三聚氰胺对液态乳中蛋

白质含量测定方法的影响时，发现三氯乙酸 - 凯氏定氮

法测定添加了三聚氰胺的液态奶中蛋白氮含量比理论值

偏高，原因是由于三聚氰胺不溶于 15% 的三氯乙酸溶

液，使得三聚氰胺在三氯乙酸作用下无法与液态乳蛋白

质分离。可见，三氯乙酸 - 凯氏定氮法的局限性在于其

不适用于人为添加了不溶或微溶于三氯乙酸溶液的非蛋

白含氮物质的乳品中的蛋白氮测定。

双缩脲分光光度法原理是：在碱性溶液中，蛋白

质分子的肽键结构与Cu2+ 结合，生成紫红色络合物，此

络合物在 540nm 波长处有吸收峰，其颜色深浅与蛋白质

浓度成正比而与蛋白质分子量及氨基酸组成无关[29]。所

以双缩脲分光光度法可认为是肽键的特征性反应，而三

聚氰胺中没有肽键，其不能与双缩脲试剂反应产生有色

物质；但其缺陷是不能区分真蛋白与水解蛋白等小肽类

非蛋白含氮物。

所以，NY/T 1678 — 2008《乳及乳制品中蛋白质的

测定 双缩脲比色法》[30]建立了三氯乙酸沉淀与双缩脲反

应相结合的乳及乳制品中蛋白质的测定方法。这样就大

大扩展了基于乳品中真蛋白分析的非特异性检测适用

性。刘莹等[28]的实验中采用三氯乙酸 - 双缩脲法测定添

加了三聚氰胺、尿素、甘氨酸和水解蛋白的液态乳蛋

白质，结果显示该法有效排除以上非蛋白含氮物对乳蛋

白质测定的影响。

为了寻求尽可能简便、快捷的乳品真蛋白分析方

法，中国农业大学食品科学与营养工程学院将现代信息

技术与上述三氯乙酸 - 双缩脲法有机结合，用数字图像

的信息采集方式替换分光光度比色的信息采集方式，建

立了乳粉蛋白质数字图像检测方法(CCMP)[31]，其原理是

根据经双缩脲显色反应后，乳品中真蛋白的含量与计算

机的 R G B 表色系统中的 G 值存在良好的线性关系。

CCMP 除了具有三氯乙酸 - 双缩脲法的优越性外，其可

以同时完成多个样品的信息采集与分析；与分光光度

计比色法相比，该法具有操作简便、结果准确、快速

高效的优点，尤其适宜于流通领域中乳品质量的检测

与评价[ 3 2 ]。

2.3 基于乳源蛋白质分析的非特异性检测

乳品中真蛋白的精确检测导致非蛋白含氮物的掺入

已不能为掺假者赚取非法利润，这将使掺假者去寻找新

的掺假物来取代非蛋白含氮物，这种物质要满足两个条

件：一要廉价；二要能避开真蛋白检测。显然，廉价

的外源真蛋白(非乳源性蛋白)必将会成为首选的掺假物。

基于乳品中真蛋白分析的掺假检测并未区别乳源蛋白质

和非乳源蛋白质，如果在乳品中掺入大豆蛋白等非乳源

蛋白质，将导致检测的乳蛋白结果呈现虚高。

基于乳源蛋白质分析的非特异性检测是将牛奶本身

含有的某一个蛋白质作内标，检测这个内标的含量或其

在总蛋白中的比例以间接检测乳品中乳源蛋白质纯度，

内源标记蛋白可以是乳酪蛋白和乳清蛋白，或更具体的

蛋白分子。

乳中蛋白质的数量与种类繁多，结构复杂，天然
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乳中各种蛋白质的含量与比例难以人为模拟，非蛋白质

(水、糖、油脂、糊精、无机盐等)的掺入必然会引起

蛋白质含量的降低，异源蛋白质(明胶、豆粉、水解蛋

白)及奶源性乳清粉掺假必然会引起蛋白质组分的变化。

通过对乳固有的总蛋白、乳酪蛋白和乳清蛋白质的种

类、含量和相对比例的多指标分析检测，作为评价乳

品质量的方法具有优越性[33]。

2.3.1 基于酪蛋白的检测方法

正常乳中酪蛋白占乳蛋白的质量比例一般会稳定在

77%～78% 左右，提出酪蛋白质量分数≥ 73% 可以作为

乳品掺假检验的定量指标[34]。

2.3.1.1 等电点沉淀法测定酪蛋白含量

根据酪蛋白在等电点大量沉淀，得以分离并测其含

量。邵锦震等[35]与张芳等[36]还专门研究了沉淀分离酪蛋

白的 pH 值和温度条件，发现 pH4.8、温度 55℃时，酪

蛋白得率最高。王丹慧等[37]通过向牛乳中加入乙酸 - 乙

酸钠缓冲液调 pH 值到酪蛋白等电点(pI4.6)，过滤去除牛

乳中酪蛋白，再用凯氏定氮法测定去除酪蛋白前后的蛋

白质含量，计算差值推算牛乳中酪蛋白含量，进而计

算出酪蛋白在粗蛋白中的百分比。程涛等[29]通过pH4.6的

HAc-NaAc 缓冲液沉淀酪蛋白，经离心洗涤后，收集沉

淀；然后用双缩脲法测定沉淀物中蛋白含量，即为酪蛋

白含量。结果，此法测定牛乳中酪蛋白含量具有准确、

快速、仪器简单和重现性好的优点。但此法不能排除

与酪蛋白共沉淀的大豆蛋白的干扰，这也是沉淀法测酪

蛋白的共同缺陷。

2.3.1.2 毛细管电泳法测定酪蛋白占总蛋白的百分比

张东送等[15]利用毛细管区带电泳(CZE)测定牛乳中的

酪蛋白含量，根据样品分离图谱，运用电泳仪自带的

分析软件(32Karat Software)，积分各峰面积，计算出酪

蛋白占总蛋白比例，结果如表 3 所示。

样品 平均值 /% 最大值 /% 最小值 /% RSD/%

原料乳 82.9 85.6 77.3 7.8

巴氏乳 83.4 86.4 81.8 8.2

超高温乳 83.2 86.2 79.3 8.4

表3   不同样品中酪蛋白占乳总蛋白的比例(n=20)

Table 3   Ratio between casein and total milk proteins in different

samples (n=20)

2.3.1.3 免疫方法测酪蛋白含量

宋宏新等[38]将从干酪素中提取的牛β-酪蛋白对新西

兰白兔进行多次皮下免疫注射。采集血清并用硫酸铵沉

淀法进行抗体纯化，以制备兔抗牛β- 酪蛋白的多克隆

抗体。最后将纯化的抗体用于间接 ELISA 法检测牛乳

β- 酪蛋白的含量。

2.3.2 基于乳清蛋白的检测方法

Miralles 等[39]使用毛细管电泳(CE)、十二烷基磺酸

钠毛细管电泳(SDS-CE)、四阶导紫外分光法(UV-4th Der)

3 种方法测定生鲜乳(n=21)、巴氏杀菌乳(n=5)、UHT 灭

菌乳(n=18)的乳清蛋白与乳总蛋白比值，结果：生鲜乳

分别为 17.1%、18.5% 和 17.2%；巴氏杀菌乳分别为

16.6%、17.7%、和 18.8%；UHT 灭菌乳分别为 16.8%、

17.0% 和 17.2%。结果表明，这种检测方法不受牛奶加

工过程中热处理的影响。

Miralles 等[40]还研究了乳蛋白的水解对乳清蛋白与

乳总蛋白比值的影响。对储存 0、2、4 d 的生鲜乳用

毛细管电泳(CE)测定乳清蛋白和乳总蛋白比值，发现比

值随储存时间而升高，主要是酪蛋白中的κ - 酪蛋白和

β - 酪蛋白的快速降解导致。对储存 0、30、60、90d

的 UHT 灭菌乳进行检测，乳清蛋白与总蛋白的比值也

随储存时间的推移而升高，但明显比生鲜乳升高的慢，

因为灭菌后微生物数量减少，蛋白降解酶也减少。这

个实验给出了乳蛋白质在保存过程中自身的变化规律的

相关数据，为基于乳清蛋白检测提供依据。

3 结  语

乳制品蛋白掺假特异性检测和非特异性检测各有优

缺点，二者相互补充。总的来说，特异性检测追求高

精确性，可以定性、定量检测，但一次检测只针对某

一种蛋白掺假物；而非特异性检测追求高效性，一次检

测可筛查出某一类蛋白掺假物，但不能准确的定性和定

量检测，误判率也较特异性检测高。乳品在整个流通

过程中，前期应多采用非特异性检测，将大量具有明

显掺假特征的生鲜乳销毁在进入流通领域之前(前期要适

当放宽标准，防止误判)。后期多采用特异性检测，加

工后的乳制品一般保质期较长，有充足的时间进行各种

精确的特异性掺假检测，形成宽进严出的乳制品市场。

多肽链上各种氨基酸残基的排列顺序被称为蛋白质

的一级结构，一级结构进而决定蛋白质的高级结构。

结构的不同导致各种蛋白质具有千差万别的物理化学性

质。结构和性质的差异一起构成了蛋白质之间的差异

性。正是基于这些差异性才得以分离、区别、鉴定、

认识各种蛋白质分子。乳品中蛋白质掺假物检测的实

现同样离不开这些差异性，没有任何差异性作为检测

依据的乳品蛋白掺假检测方法是不可能实现的。乳品

蛋白掺假方法的建立一定要以某一特定的蛋白质差异性

为依据。
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