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摘  要: 目的  建立一种络合提取/肝素亲和柱净化-高效液相色谱法测定氨基酸配方及蛋白水解配方等特

殊配方食品中乳铁蛋白含量的方法。方法  样品加络合磷酸盐缓冲液溶解提取, 肝素亲和柱净化; 采用 C4

的 300 Å 蛋白分析色谱柱分离, 流动相为乙腈-三氟乙酸溶液, 梯度洗脱, 高效液相色谱二极管阵列检测器

测定, 外标法定量。结果  乳铁蛋白峰型良好, 与杂质基线分离, 在 2~200 μg/mL 范围内线性关系良好

(r2>0.999), 方法检出限和定量限分别为 2 mg/100 g、6 mg/100 g; 在低、中、高 3 个加标浓度水平下, 平均回

收率范围为 92.0%~96.2%, 相对标准偏差为 2.5%~3.7%。结论  该方法准确可靠、重复性和稳定性良好, 适用

于氨基酸配方及蛋白水解配方等特殊配方食品的检测, 解决了国家标准方法不适用于检测氨基酸配方及深度

水解蛋白乳粉等特殊配方食品中乳铁蛋白的问题。 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determining of lactoferrin in special formula foods such as 
amino acid formulas and protein hydrolyzed formulas by a complexation extraction/heparin affinity column 
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purification-high performance liquid chromatography. Methods  The sample was dissolved and extracted with 
complex phosphate buffer solution, and purified using a heparin affinity column. Separation was achieved using a C4 
300 Å protein analysis chromatographiccolumn, with themobile phase consisting of acetonitrile-trifluoroacetic acid 
solution, followed by gradient elution. Detection was performed using a high performance liquid chromatography 
diode array detector, and quantification was achieved using an external standard method. Results  The lactoferrin 
peak exhibited a good shape and was separated from the impurity baseline. The method demonstrated a good linear 
relationship within the range of 2–200 μg/mL (r2>0.999). The limit of detection and limit of quantitation of the 
method were 2 mg/100 g and 6 mg/100 g, respectively. At 3 spiked concentration levels of low, medium and high, 
the average recovery rates ranged from 92.0% to 96.2%, with relative standard deviations of 2.5% to 3.7%. 
Conclusion  This method is accurate, reliable and exhibits good repeatability and stability. It is suitable for the 
detection of lactoferrin in special formula foods such as amino acid formulas and protein hydrolyzed formulas. It 
addresses the issue that the national standard method is not applicable for detecting lactoferrin in special formula 
foods like amino acid formulas and deeply hydrolyzed protein milk powder. 
KEY WORDS: hydrolyzed protein formula food; lactoferrin; heparin affinity column; high performance liquid 

chromatography 
 
 

0  引  言 

乳铁蛋白广泛存在于哺乳动物的乳汁及其他分泌液

中, 是一种铁结合性糖蛋白。大量研究表明, 乳铁蛋白具

有广谱抗菌、抗病毒、免疫调节、促进肠道菌群平衡和

铁吸收等多种生物学功能, 对婴幼儿的生长发育至关重

要[1–6]。因此, 乳铁蛋白已成为婴幼儿配方奶粉中一种关

键的功能性营养强化剂。其含量的准确测定, 对于确保

产品质量、保障婴幼儿营养摄入以及履行产品标签标示

值的规定, 具有重大的实际意义。目前, 国内外测定乳铁

蛋白的常用方法主要有液相色谱法[7–12]、酶联免疫法[13–18]、

液相色谱法-串联质谱法[19–22]、快速检测方法[23–24]。基于

肝素亲和净化的液相色谱法, 是目前应用最广泛的方法, 
也是 GB 5009.299—2024《食品安全国家标准 食品中乳铁

蛋白的测定》规定的方法。肝素是乳铁蛋白的天然配体, 肝
素亲和色谱利用了肝素与乳铁蛋白之间高亲和力的特异性

结合, 能够从复杂的基质样品中, 高效地分离和富集完整

的乳铁蛋白[25–26]。 
然而, 随着市场产品的多样化, 出现了为满足特殊需

求而设计的含有水解蛋白的配方奶粉。在该类产品中, 酪
蛋白和乳清蛋白等大分子蛋白质已被酶解为小分子肽段, 
这给乳铁蛋白的准确定量带来了巨大挑战。此类产品中

的水解蛋白和多肽会干扰乳铁蛋白的检测, 降低提取效

率, 导致采用国家标准方法检测回收率不达标。行业反馈

后, 国家食品安全风险评估中心于 2024 年 10 月 19 日在其

官网上明确“现行的 GB 5009.299—2024 不适用于含有水

解蛋白的婴幼儿配方食品(其中包括特殊医学用途婴儿配

方食品)”。 
因此, 本研究旨在建立一种基于络合溶液高效提取、

肝素亲和柱净化的高效液相色谱法, 用于测定含水解蛋白

包括特殊医学用途婴儿配方食品中乳铁蛋白的含量。本方法

在参考 GB 5009.299—2024 方法的基础上, 采用高效的提取

溶液, 并将肝素亲和净化技术系统性地应用于含水解蛋白

配方奶这一特殊复杂基质, 有效克服了因蛋白水解导致的

提取效率低、检测回收率不达标的问题, 为国家标准方法的

局限性提供有效的补充和替代方案。通过对样品提取溶液、

色谱条件等进行优化, 并对方法的线性范围、精密度、准确

度、检出限和定量限进行验证, 为该类特殊配方食品的质量

控制提供一种可靠、准确的分析手段。 

1  材料与方法 
1.1  材料与试剂 

实验用样品购自于市场或者监督检测样品。 
乳铁蛋白标准物质(批号 JS255495, 上海源叶生物

科技有限公司); 乙腈(色谱纯 , 德国默克公司); 三氟乙

酸、氯化钠、磷酸、磷酸氢二钠(分析纯, 国药集团化学

试剂有限公司 ); 络合溶液 [乳铁蛋白结合液 , 纳谱分析

技术(苏州)有限公司]; Waters Symmetry 300TM C4 色谱柱

(4.6 mm×250 mm, 5 μm, 美国 Waters 公司); Excsep C4 色谱

柱(4.6 mm× 250 mm, 5 μm)[问度色谱科技((浙江))有限公

司]; 肝素亲和柱 SelectCore Heparin [3 mL, 填料 1 mL, 纳
谱分析技术 (苏州 )有限公司 ]; 肝素亲和柱 ProElut® HP 
IAC (6 mL, 江苏美正生物科技有限公司); 肝素亲和柱

SHIMSEN Heparin [3 mL, 岛津(上海)实验器材有限公司]。 

1.2  仪器与设备 

Agilent LC-1200 安捷伦高效液相色谱仪[安捷伦科技

(中国)有限公司]; ME802 梅特勒百分之一电子天平、梅特

勒 pH 计[梅特勒托利多仪器(上海)有限公司]; DK-S28 恒温
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水浴锅(上海精宏实验设备有限公司); VORTEX 3 涡旋混

合器[艾卡(广州)仪器设备有限公司]; MA600R 高速冷冻离

心机(上海丰博生物科技有限公司); Milli-Q 超纯水仪(美国

Millipore 公司)。  
1.3  方  法 
1.3.1  色谱条件 

色谱柱: Waters Symmetry300TMC4 (4.6 mm×250 mm, 5 μm, 
300 Å), 流动相 A 为 0.1%三氟乙酸溶液, B 为乙腈。梯度

洗脱(B): 0~16 min, 15%~85% B; 16.0~18.0 min, 85% B; 
18.1~20.0 min, 15% B; 流速 1.0 mL/min, 进样体积 50 μL, 
柱温 30 ℃。检测器波长 280 nm。 
1.3.2  实验溶液配制 

(1)标准溶液的配制 
分别准确吸取 0.04、0.10、0.20、1.00、2.00 和 4.00 mL

乳铁蛋白标准储备液(5000 μg/mL), 置于一组 100 mL 容量

瓶中, 用洗脱液定容, 摇匀, 配制成质量浓度为 2、5、10、
50、100 和 200 μg/mL 的系列混合标准工作液。 

(2)缓冲溶液配制 
磷酸盐缓冲提取液Ⅰ: 称取 28.4 g 磷酸氢二钠, 加

900 mL水溶解, 用磷酸调pH至7.5±0.2, 加水定容至1000 mL, 
临用现配。 

磷酸盐缓冲提取液Ⅱ: 称取 28.4 g 磷酸氢二钠, 加
900 mL 水溶解, 加入 20 mL 络合溶液, 用磷酸调 pH 至

6.0±0.2, 加水定容至 1000 mL, 临用现配。 
洗脱液: 称取 7.1 g 磷酸氢二钠、58.4 g 氯化钠, 加

900 mL 水溶解, 用磷酸调 pH 至 8.0±0.2, 加水定容至

1000 mL, 临用现配。 
1.3.3  样品的前处理 

提取: 称取 1 g 样品于 50 mL 离心管中, 加入 30 mL
预热至 45 ℃磷酸盐缓冲提取液Ⅱ, 混匀后超声 15 min, 用
磷酸盐缓冲提取液Ⅱ定容至 50 mL, 4 ℃下 10000 r/min 离心

10 min, 取 10 mL 样液到 15 mL 离心管中, 待净化。 
净化: 将肝素亲和柱恢复至室温, 用 5 mL 磷酸盐缓

冲液Ⅱ活化肝素亲和柱, 弃去流出液; 准确移取 10.0 mL 上

述提取样液过柱, 控制流速在 1~3 mL/min, 弃去流出液; 
待样液滴完后, 用 10 mL 磷酸盐缓冲液 II 淋洗, 弃去流出

液; 用 5 mL 洗脱液洗脱, 收集洗脱液并用洗脱液定容至

5.00 mL, 混匀后过 0.22 μm 水相针头滤器待测。 

1.4  数据处理 

采用 Agilent ChemStation B.03.01 软件进行色谱图分

析及数据处理; 采用 Microsoft Excel 2007 软件进行数据分

析统计、平均值和标准偏差等相关运算。 

2  结果与分析 

2.1  色谱条件的优化 

参考标准和相关文献[27–32], 300 Å 孔径的反相色谱

柱可同时分离亲水和疏水肽, 分离中性或强碱性肽时可获

得优异表现, 为乳铁蛋白分离提供优异结果。研究选取

Excsep C4 色 谱 柱 (4.6 mm×250 mm, 5 μm) 、 Waters 
Symmetry300TMC4 色谱柱(4.6 mm×250 mm, 5 μm), 通过调

节流动相比例, 乳铁蛋白和杂质都可以达到基线分离。但

Excsep C4色谱柱下的色谱峰型不够尖锐和对称, 最终选择

Waters Symmetry300TMC4 色谱柱。流动相选择 0.1%三氟乙

酸和乙腈, 通过优化梯度, 可在 20 min 内完成一个样品的

上机分析, 比国标方法缩短 5 min。标样和样品色谱图分别

见图 1 和图 2。 
 

 
 

图 1  不同色谱柱下乳铁蛋白标样色谱图 
Fig.1  Chromatogram of lactoferrin standard sample under different 

chromatographic columns 
 

 
 

图 2  乳铁蛋白标准物质、空白样品、阳性样品色谱图 
Fig.2  Chromatograms of lactoferrin standard, blank  

sample and positive sample 
 

2.2  提取溶剂选择 

本研究比较国家标准中的提取磷酸盐缓冲提取液Ⅰ和
实验室配制的专用提取液磷酸盐缓冲提取液Ⅱ对乳铁蛋白

提取效率的影响。 
本研究采用两种提取液, 将 3 种特殊医学用途婴儿配

方食品试样(乳蛋白部分水解配方试样、乳蛋白深度水解配

方试样、氨基酸配方试样)进行定量限 6 mg/100 g 浓度加标

后, 按照上述前处理方法处理后上机分析, 平行 3 份试样

考察回收率和相对标准偏差 (relative standard deviation, 
RSDs), 具体结果见表 1。 
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表 1  不同提取液时 3 种试样的回收率和 RSDs (n=3) 
Table 1  Recovery rates and RSDs of 3 kinds of samples under different extraction solutions (n=3) 

提取液 GB 5009.299—2024 提取液Ⅰ 加络合剂国家标准提取液Ⅱ 

基质 部分水解蛋白 深度水解蛋白 氨基酸 部分水解蛋白 深度水解蛋白 氨基酸 

回收率/% 

62.17 63.48 66.59 92.16 93.23 96.59 

60.37 68.34 64.78 90.23 98.94 94.21 

62.34 67.65 63.24 92.16 97.22 93.47 

平均回收率/% 61.6 66.5 64.9 91.5 96.5 94.8 

RSDs/% 1.8 3.9 2.6 1.2 3.0 1.7 

 
由回收率数据可知, 按照 GB 5009.299—2024 的提取

方法, 水解蛋白和多肽会干扰乳铁蛋白提取, 导致回收率

只有 60%~70%。通过采用加络合溶液的磷酸盐缓冲提取液, 
适用于乳蛋白部分水解、深度水解及氨基酸配方等特医婴

儿配方乳粉, 配合肝素亲和柱, 回收率达到 90%以上, 可
保证良好的回收率与重现性。 

因为在优化的提取盐中除了磷酸盐缓冲体系之外 , 
络合溶液中含有乙二胺四乙酸(ethylenediamine tetraacetic 
acid, EDTA)、吐温-20、尿素等成分。EDTA 可以抑制基质

中的本底铁元素与乳铁蛋白的结合; 尿素提供氢键作用, 
促进乳铁蛋白与肝素亲和柱结合; 吐温-20 提供疏水相互

作用从而抑制部分水解蛋白与肝素亲和柱结合提高结果准

确度。当 pH 调到 6.0 左右时, 回收率最高。所以本研究最

终采用优化的磷酸盐缓冲体系进行高效提取。 

2.3  肝素亲和柱选择 

选取了 3 种肝素亲和柱 ProElut® HP IAC 6 mL、

SelectCore Heparin 3 mL、SHIMSEN Heparin 3 mL, 采用相同

提取溶液的情况下, 3 种亲和柱的净化效果相当, 能很好保留

目标物, 去除杂质, 回收率都在 90%以上。说明选用的 3 种品

牌的肝素亲和柱净化效果相近, 满足检测要求。 

2.4  过滤方式的选择 

本研究考察了高速离心和滤膜过滤的方式对乳铁蛋

白收率的影响, 滤膜选择 3 种常用的, 分别为再生纤维

素膜(15 mm, 0.2 μm), 水相(聚醚砜 13 mm、0.22 μm), 有
机相(尼龙 13 mm、0.22 μm)。对乳铁蛋白溶液进行离心

(8500 r/min, 10 min)或滤膜过滤, 结果发现再生纤维素

膜、水相滤膜和高速离心的方式对乳铁蛋白都基本没有吸

附, 不影响回收率, 但有机相膜对乳铁蛋白有高达 40%的

吸附。考虑到样品溶液的部分杂质离心不能去除可能导致

色谱柱堵塞, 所以实验过程中根据条件选择水相滤膜或者

再生纤维素膜过滤的方式。 

2.5  方法学评价 

2.5.1 线性范围、检出限和定量限 
对系列混合标准工作液进行测定, 以标准系列工作

液中乳铁蛋白的浓度为横坐标(X, mg/L), 以乳铁蛋白峰面

积 为 纵 坐 标 (Y) 绘 制 标 准 曲 线 , 得 到 线 性 回 归 方 程

Y=2.4008×X–2.1837 (r2>0.9999)。方法的检出限和定量限以

方法前处理后的样品溶液中 3 倍和 10 倍信噪比(S/N)确定, 分
别为 2 mg/100 g 和 6 mg/100 g, 能够满足日常样品的检测。 
2.5.2  方法回收率、精密度 

在不含乳铁蛋白的空白样品(特殊医学用途婴儿乳蛋白

深度水解配方食品)中分别添加 3 个水平(6、12、30 mg/100 g), 
进行加标回收实验, 每个水平做 6 个平行, 同样品方法处

理 , 进样 测定 。 如 表 2 所 示 , 平 均加 标 回 收 率为

92.0%~96.2%, RSDs 为 2.5%~3.7% (n=6)。本方法准确度和

精密度较高、稳定性和重复性良好, 能够满足日常样品检

测需求。 

2.6  实际样品分析 

采用本研究方法对特殊医学用途配方食品中乳铁蛋

白进行实验间比对 , 结果均符合要求 , 再现性偏差小于

10%。采用本方法对市场上采购的 20 批特殊医学用途配方

食品进行检测, 检测结果与标识值见表 3。其中 1~10 号是氨

基酸配方乳粉, 11~20 号是蛋白水解配方乳粉。结果说明在

实验室间比对符合要求的前提下, 20 批次样品的检测结果, 
基本符合企业质控要求, 本研究方法适用于氨基酸配方及

蛋白水解配方等特殊基质中乳铁蛋白的检测。 
 

表 2  回收率和精密度实验结果(n=6) 
Table 2  Results of tests for recovery and precision (n=6) 

样品 本底值/(mg/100 g) 加标量/(mg/100 g) 测定总量/(mg/100 g) 回收率/% RSDs/% 

含水解蛋白乳粉 未检出 

6 5.52 92.0 2.8 

12 11.40 95.0 3.7 

30 28.85 96.2 2.5 
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表 3  样品中乳铁蛋白实测值及其标签明示值(mg/100 g) 
Table 3  Measured values of lactoferrin in the sample and 

labeled values (mg/100 g) 

样品编号 技术要求 标示值 测定值 

1 ≥40.0 50.0 117.0 

2 ≥280.0 350.0 690.0 

3 ≥120.0 150.0 210.0 

4 ≥22.4 28.0 55.0 

5 ≥15.8 19.8 100.0 

6 ≥39.8 49.8 125.0 

7 ≥46.4 58.0 129.0 

8 ≥114.0 142.0 240.0 

9 ≥36.8 46.0 65.8 

10 ≥36.8 46.0 73.6 

11 ≥118.0 147.0 216.0 

12 ≥22.4 28.0 41.2 

13 ≥107.0 134.0 214.0 

14 ≥38.4 48.0 80.0 

15 ≥36.8 46.0 66.6 

16 ≥352.0 440.0 516.0 

17 ≥25.6 32.0 76.6 

18 ≥80.0 100.0 145.0 

19 ≥76.3 95.4 119.0 

20 ≥92.0 115.0 218.0 

 

3  结  论 

本研究优化了蛋白水解配方特殊医学用途配方食品中乳

铁蛋白的检测方法, 针对样品的特殊性, 对GB 5009.299—2024
前处理方法进行了优化, 改变了提取溶液的种类配比, 实
现高效提取, 肝素亲和柱净化, 同时选取 Waters Symmetry 
300TM C4 蛋白分析色谱柱 , 优化梯度洗脱程序 , 有效解

决了氨基酸配方及蛋白水解配方等特殊医学用途配方食

品中乳铁蛋白的检测技术问题, 提高了方法的精密度和

可靠性 , 可满足氨基酸配方及蛋白水解配方等特殊医学

用途配方食品中乳铁蛋白的检测需求 , 为监管提供技术

支撑。 
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