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摘  要: 目的  基于氨基酸分析仪建立酶解法测定特殊医学用途配方乳粉中色氨酸的方法。方法  在单因素

试验基础上, 运用 Box-Behnken 响应面设计, 将酶加入量、酶解温度和酶解时间作为影响因子, 以色氨酸回收

率为响应值, 确定酶解最佳条件, 同时对比不同净化方式对结果的影响。结果  酶解最佳条件为: 酶添加

量 0.74 mL、酶解温度 45.2 °C, 酶解时间 12 h; 通过实验比对确定 12%三氯乙酸为最优沉淀剂。对以上优

化条件进行方法学验证, 色氨酸回收率为 95.5%~101.0%, 相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs, 

n=7)为 0.9%~1.6%, 检出限(limit of detection, LOD)和定量限(limit of quantitation, LOQ)分别为 0.3 mg/100 g

和 1.0 mg/100 g。结论  该方法具有操作简便、准确度高、精密度好等优点, 适用于特殊医学用途配方乳粉中

色氨酸的定量检测。 
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Optimization of enzymatic hydrolysis conditions for determining tryptophan 
in special medical purpose formula milk powder 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determining tryptophan in special medical purpose formula 

milk powder by enzymatic hydrolysis based on amino acid analyzer. Methods  Based on single-factor experiments, 

the Box-Behnken response surface methodology was employed, with enzyme addition amount, enzymatic hydrolysis 

temperature and enzymatic hydrolysis time as influencing factors, and tryptophan recovery rate as the response value. 

The optimal enzymatic hydrolysis conditions were determined, and the effects of different purification methods on 

the results were also compared. Results  The optimal enzymatic hydrolysis conditions were: Enzyme addition 
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amount 0.74 mL, enzymatic hydrolysis temperature 45.2 ℃ and enzymatic hydrolysis time 12 h. Through 

experimental comparison, 12% trichloroacetic acid was identified as the optimal precipitant. Under the optimized 

conditions: Methodological validation showed a tryptophan recovery rate of 95.5%–101.0%, with relative standard 

deviations (RSDs, n=7) ranging from 0.9% to 1.6%, and limit of detection (LOD) andlimit of quantitation (LOQ) of 

0.3 mg/100 g and 1.0 mg/100 g, respectively. Conclusion  This method offers ease of operation, high accuracy and 

excellent precision, making it suitable for the quantitative determination of tryptophan in special medical purpose 

formula milk powder. 
KEY WORDS: tryptophan; amino acid analyzer; enzymatic hydrolysis; special medical purpose formula milk 

powder; response surface methodology 
 
 

0  引  言 

色氨酸作为人体必需氨基酸, 需通过膳食摄入以满

足生理需求[1]。除参与蛋白质合成外, 其代谢产物(如 5-羟
色胺、犬尿氨酸等)在调节生长发育、免疫应答及神经功能

中发挥重要作用[2–4]。研究表明, 色氨酸缺乏或代谢异常可

能导致生长迟缓、免疫力下降及精神类疾病[5–8], 因此建立

食品中色氨酸的精准检测方法对保障营养摄入和疾病预防

具有重要意义。 
乳与乳制品作为优质蛋白来源, 富含色氨酸, 但乳蛋

白的高分子结构易导致过敏反应[9]。为降低致敏性, 特殊医

学用途配方乳粉通过不同程度水解工艺将蛋白质转化为小

分子肽或氨基酸[10], 同时需严格遵循国家标准对色氨酸的限

量要求, 婴儿配方食品中色氨酸最低限量为 114 mg/g(以总氮

计), 而氨基酸代谢障碍配方食品中其含量需低于8 mg/g蛋白

质等同物。因此, 开发高效、精准的色氨酸检测技术对保障

特殊人群食品安全及营养需求至关重要。 
当前色氨酸的检测主要依赖紫外分光光度法、碱水解-

高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, 
HPLC)及液相色谱 - 质谱法 (liquid chromatography-mass 
spectrometry, LC-MS), 但这些方法存在灵敏度不足、前处

理复杂或设备成本高等局限性[11–15]。相比之下, 氨基酸分

析仪凭借其氮气保护系统、梯度洗脱程序及在线衍生技术, 
在氨基酸分离与定量中展现出更高的准确性和稳定性[16]。

然而, 特殊膳食用食品基质复杂, 样品中多肽与游离氨基

酸共存, 易对目标物分离造成干扰[17], 这对检测方法的特

异性提出更高要求。针对上述问题, 本研究以酶水解-氨基

酸分析仪为核心, 通过优化蛋白酶添加浓度、酶解温度与

时间等关键参数, 并筛选高效沉淀剂, 建立了适用于特殊

膳食用食品中色氨酸检测的前处理优化方法。该方法为色

氨酸的精准分析提供参考, 同时为相关产品的质量监管及

营养评价奠定基础。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

乳粉质控样(批号: JT2406-0314, 北京微标标物科技

有限公司); 部分水解配方乳粉[圣桐特医(青岛)营养健康

科技股份公司); 深度水解配方乳粉[雀巢(中国)有限公司]; 
氨基酸配方乳粉[纽迪希亚贸易(上海)有限公司]。 

色氨酸标准品 (纯度 99.9%, 上海源叶生物科技有

限公司); 蛋白酶(活力≥3.5 U/mg, XIV 型, 来源于灰色

链霉菌, 德国西格玛-奥德里奇公司); Tris 碱、三氯乙酸、

5-磺基水杨酸、无水乙醇(优级纯, 上海泰坦科技股份有

限公司); 乙酸锌、亚铁氰化钾(分析纯, 天津市鑫铂特化

工有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

日立 LA8080 氨基酸分析仪(茚三酮柱后衍生离子

交换色谱仪)、2622PH 阳离子交换色谱柱(4.6 mm×60 mm, 
3 µm)(日本日立公司); ME204 型电子分析天平(精度 0.1 mg)、
FiveEasy Plus pH 计(瑞士 Mettler Toledo 公司); HPP260 恒

温恒湿箱(德国 Memmert 公司); Biofuge Stratos 高速冷冻离

心机(美国Thermo Fisher Scientific公司); VXMTDG涡旋振

荡器(美国 OHAUS 公司); Milli-Q 超纯水机(美国 Millipore
公司)。 

1.3  方  法 

1.3.1  酶  解 
准确称取一定量试样, 使试样中蛋白质含量在 10~50 mg

范围内, 置于 50 mL 螺纹带盖的离心管中, 依次加入蛋白酶溶

液和 3.0 mL Tris 缓冲液, 涡旋混匀, 放入恒温培养箱中进

行酶解。 
1.3.2  净  化 

酶解后的样品分别用 12%的三氯乙酸、10%的 5-磺基

水杨酸、乙酸锌(220 g/L)+亚铁氰化钾(106 g/L) 2 mL 和 5%
的乙醇溶液将样品转移并定容至 50 mL 容量瓶中[18–20], 混
匀, 8000 r/min, 4 ℃冷冻离心 10 min, 取上清液, 经 0.22 μm
滤膜过滤后上机。 
1.3.3  仪器条件 

色谱柱: 2622PH 阳离子交换色谱柱(4.6 mm×60 mm, 
3 µm); 检测波长: 570 nm ; 反应器温度: 135 ℃; 柱温: 
50 ℃; 进样体积: 20 μL; 流动相流速: 0.4 mL/min; 茚三酮
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流速: 0.35 mL/min; 分析程序: 梯度洗脱程序如表 1 所示。 
 

表 1  梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution procedures 

时间
/min 

流动相体积分数/% 
茚三酮及其 
缓冲液% 

B1 B2 B3 B4 R1 R2 
0.0 100 0 0 0 50 50 
2.5 100 0 0 0 50 50 
2.6 0 100 0 0 50 50 
4.5 0 100 0 0 50 50 
4.6 0 0 100 0 50 50 

12.8 0 0 100 0 50 50 
12.9 0 0 0 100 50 50 
27.0 0 0 0 100 50 50 

注: B1~B4 为柠檬酸钠缓冲液, pH 分别为 3.3、3.2、4.0、4.9; R1
为茚三酮衍生试剂; R2 为茚三酮缓冲液。 

 
1.3.4  结果计算 

样品中色氨酸的含量按式(1)计算:  

 
6 100

10
c V MX
m
× ×= ×

×
             (1) 

式中: X为试样中色氨酸的含量, mg/100 g; c为试样测

定液中色氨酸的含量, nmol/mL; V 为试样水解液定容的体

积, mL; M 为色氨酸的摩尔质量(M=204.2), g/mol; m 为称样

量, g; 106 和 100 单位换算系数。 

1.4  单因素及响应面试验设计 

基于生产工艺及配方的差异性, 将样品划分为 4 类: 
乳粉质控样(A 类)、部分水解配方乳粉(B 类)、深度水解配

方乳粉(C 类)及氨基酸配方乳粉(D 类), 针对各类乳粉进行

酶解条件的优化分析。单因素试验: 在其他条件相同的情

况下, 分别考察酶加入量(0.1、0.2、0.4、0.5、0.8、1.0、
1.5、2.0、2.5、3.0 mL)、温度(30、35、40、45、50、55 ℃)、
时间(4、8、12、16、20、24 h) 3 个因素对色氨酸含量的影

响, 根据单因素实验结果, 使用中心组合设计原理进行 3
因素 3 水平响应曲面分析, 具体因素水平见表 2。 

 
表 2  响应面优化色氨酸回收率的因素与水平 

Table 2  Factors and levels of response surface optimization for 
the recovery rate of tryptophans 

水平 A(酶加入量)/ 
mL 

B(酶解 
温度)/℃ 

C(酶解 
时间)/h 

–1 0.50 40 8 

0 0.75 45 12 

1 1.00 50 16 
 

1.5  数据处理 

应用 WPS Office (12.8.2.18913-Release 32 位)软件进

行数据处理分析和图形绘制, 色氨酸含量单位为 mg/100 g, 

所有实验均设置 3 次独立重复, 实验结果以平均值±标准

偏差表示。采用 Design-Expert 10.0.4 软件进行响应面设计

与等值线图、响应曲面图的绘制, 通过多元回归分析评估

各因素及其交互作用对响应值的影响显著性, 并利用方差

分析进行差异性检验(P<0.05 表示差异显著)。 

2  结果与分析 

2.1  单因素实验结果分析 

2.1.1  酶加入量对色氨酸含量的影响 
固定酶解温度 50 ℃, 酶解时间 16 h, 考察不同加酶

量(0.1、0.2、0.4、0.5、0.8、1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 mL)
对色氨酸含量的影响。结果如图 1 所示, 4 类样品色氨酸含量

均呈现随酶用量增加升高的趋势。具体而言, 在 0.1~0.5 mL
加酶量范围内, 色氨酸含量增幅较为明显著, 0.1~0.5 mL
增长幅度较缓和, 而当加酶量超过 1.0 mL 后, 其增长趋

势转为线性, 原因可能是蛋白酶在特定条件下, 比如温度

较高时蛋白酶自消解导致[21–23]。因此, 酶的加入量范围为

0.5~1.0 mL, 需通过响应面进一步确定最适加入量。 
 

 
 

注: A 类. 乳粉质控样; B 类. 部分水解配方乳粉; C 类. 深度水解

配方乳粉; D 类. 氨基酸配方乳粉。图 2~3、5 同。 
图 1  不同酶用量色氨酸含量的变化 

Fig.1  Changes in tryptophan content under different  
enzyme dosages 

 

2.1.2  酶解温度对色氨酸含量的影响 
温度是影响酶活性的关键因素之一, 温度过高或过

低均会降低蛋白酶的催化效率, 进而影响色氨酸检测的准

确性[24]。研究表明, 灰色链霉菌蛋白酶在 30~60 ℃范围内

均表现出较高活性[25–26], 因此, 在固定酶解时间(16 h)和
加酶量(0.5 mL)的条件下, 考察 30、35、40、45、50、55 ℃
对 4 类样品中色氨酸含量的影响。结果如图 2 所示 , 
40~50 ℃ 4 类样品的色氨酸含量较高, 当温度超过 45 ℃时, 
色氨酸含量呈下降趋势。原因可能是最适温度时酶活性较

高, 相反, 低于或高于最适温度均会影响酶的活性, 导致

结果偏低。因此, 酶解温度范围初步确定为 40~50 ℃, 需
通过响应面进一步确定最佳酶解温度。 
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图 2  不同酶解温度色氨酸含量的变化 
Fig.2  Changes in tryptophan content at different enzymatic 

hydrolysis temperatures 
 

2.1.3  酶解时间对色氨酸含量的影响 
酶解时间是影响色氨酸检测的关键参数之一[27]。时间

不足可能导致蛋白质水解不完全, 而时间过长则可能引发

色氨酸降解或结构变化[28]。为确定最佳酶解时间, 本研究

在固定酶用量(0.5 mL)和温度(50 ℃)的条件下, 对比了 4、
8、12、16、20 和 24 h 对 4 类样品色氨酸含量的影响。结

果如图 3所示, 不同样品基质最佳酶解时间存在差异: A类

样品的色氨酸含量与酶解时间呈显著的二次曲性关系, 符
合酶动力学特征; B 类样品酶解 12 h 后色氨酸含量保持稳

定; C 类和 D 类样品在 8 h 时色氨酸含量已达峰值, 可能原

因是样品基体中蛋白质水解程度较高[29]。尽管不同样品的

水解效率受工艺和配方影响, 但总体而言, 12 h 的酶解时

间可确保多数样品水解完全, 同时避免过度水解。因此, 
考虑样品基质差异, 初步确定酶解时间为 8~16 h, 需通过

响应面进一步确定最佳酶解时间。 
 

 
 

图 3  不同酶解时间色氨酸含量的变化 
Fig.3  Changes in tryptophan content under different enzymatic 

hydrolysis times 
 

2.2  响应面试验结果分析 

2.2.1  酶解条件试验设计 
在单因素实验基础上, 采用 Box-Behnken 实验设计原

理, 对酶加入量、酶解温度和酶解时间进行进一步优化, 
设计方案及结果见表 3。以色氨酸回收率为响应值, 对表 3
数据进行二次多元回归拟合, 方差分析结果如表 4 所示, 
A、B、C 主效应及二次项 A2 差异极显著(P<0.01), 二次项

B2、C2 差异显著(P<0.05), AB、BC 交互作用极显著(P<0.01), 
AC 差异不显著; 失拟项 0.069>0.01, 说明回归模型是合适

的; 模型决定系数 R2=99.51%, 调整后的系数 R2=98.63%, 
说明实际值与预测值之间具有较好的拟合度, 表明该数学

模型对响应值 99.51%的变化规律做出解释。 
 

表 3  响应曲面优化设计方案与结果 
Table 3  Design scheme and results of response surface optimization 

标准序 运行序 点类型 区组 A(酶加入量)/mL B(酶解温度)/℃ C(酶解时间)/h 回收率/% 

4 1 2 1 1.00 50 12 127.3 

9 2 2 1 0.75 40 8 86.6 

11 3 2 1 0.75 40 16 90.1 

2 4 2 1 1.00 40 12 104.5 

3 5 2 1 0.50 50 12 87.4 

15 6 0 1 0.75 45 12 100.0 

14 7 0 1 0.75 45 12 99.8 

6 8 2 1 1.00 45 8 112.2 

8 9 2 1 1.00 45 16 125.6 

13 10 0 1 0.75 45 12 98.9 

12 11 2 1 0.75 50 16 112.4 

1 12 2 1 0.50 40 12 86.2 

10 13 2 1 0.75 50 8 86.7 

7 14 2 1 0.50 45 16 94.1 

5 15 2 1 0.50 45 8 75.2 
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表 4  响应曲面回归拟合方差分析结果 
Table 4  Results of variance analysis of response surface regression fitting 

来源 自由度 平方和 均方 F P 显著性 

模型 9 3151.56 350.17 112.92 0.000 ** 

A 1 2006.61 2006.61 647.09 0.000 ** 

B 1 269.12 269.12 86.79 0.000 ** 

C 1 472.78 472.78 152.46 0.000 ** 

A2 1 84.98 84.98 27.40 0.003 ** 

B2 1 33.84 33.84 10.91 0.021 * 

C2 1 25.01 25.01 8.06 0.036 * 

AB 1 116.64 116.64 37.61 0.002 ** 

AC 1 7.56 7.56 2.44 0.179  

BC 1 123.21 123.21 39.73 0.001 ** 

残差 5 15.50 3.10    

失拟项 3 14.78 4.93 13.64 0.069  

纯误差 2 0.72 0.36    

总和 14 3167.06     

决定系数/% 99.51      

调整系数/% 98.63      

注: *表示差异显著(P<0.05); **表示差异极显著(P<0.01)。 
 

2.2.2  响应面分析及优化 
采用固定单因素法, 绘制另外两个因素的交互作用对

色氨酸回收率影响的等值线图和三维立体曲面图。从图 4
等值线图和曲面图分析, 随着酶加入量的增加和酶解温度 

 

 
 

图 4  各因素等值线图和曲面图 
Fig.4  Isoline maps and contour plots of each factor 
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图 4(续)  各因素等值线图和曲面图 
Fig.4  Isoline maps and contour plots of each factor 

 
的升高, 色氨酸回收率逐渐提高, 酶加入量相比酶解温度对

色氨酸回收率有更强的影响, 且交互作用显著, 当酶加入量

大于 0.9 mL 时, 回收率随酶解温度显著提高; 酶加入量与色

氨酸回收率正相关, 酶解时间对色氨酸回收率的影响较小, 
两因素交互作用不显著, 与表 4 方差分析结果一致; 酶解温

度和酶解时间交互作用显著, 酶解温度相比酶解时间对色氨

酸回收率有更强的影响, 酶解温度小于45 ℃时, 随着酶解时

间的延长, 回收率提高较缓慢。因此, 鉴于三因素交互作用

复杂, 需要运用响应优化器对酶解条件进一步地优化。 
2.2.3  响应优化和公差设置 

设置响应优化参数下限为 90%, 上限为 105%, 望目

100%, 最优参数: 酶加入量 0.74 mL、酶解温度 45.2 ℃, 酶
解时间为 12 h, 优化后的色氨酸回收率达到目标值 100%, 
复合合意性 99.9%。为了提高工作效率, 固定酶解时间为

12 h, 同时考虑降低检测结果偏高或偏低的风险, 选择回

收率 95%~102%的公差范围。因此, 酶的加入量设置范围

为 0.70~0.75 mL, 酶解温度设置范围为 43.5~47.5 ℃。 

2.3  净化方式对比分析 

乳与乳制品及特膳食品(尤其是水解特医食品)的复杂

基质中含有大量多肽小分子, 若不有效去除, 不仅干扰色

氨酸测定, 还可能会导致色谱柱柱效下降[30]。本研究以 4
类食品为代表, 基于蛋白质沉淀原理及仪器兼容性, 系统

比较了三氯乙酸、5-磺基水杨酸、乙酸锌+亚铁氰化钾和乙

醇 4 种方法的提取效果(图 5)。三氯乙酸与 5-磺基水杨酸

沉淀完全, 且滤液澄清, 但 5-磺基水杨酸处理液因与样品

中的 Fe3+形成粉红色配合物(pH 4~9), 可能干扰后续吸光

度检测[31]; 乙酸锌+亚铁氰化钾沉淀效果良好, 但色氨酸

提取效率显著低于三氯乙酸(P<0.05), 推测因氰化亚铁酸

锌络合物吸附目标物[32]; 乙醇沉淀后滤液浑浊, 需依次通

过 0.45 μm 和 0.22 μm 滤膜, 处理过程烦琐, 而且残留的大

量小分子肽会增加色谱柱堵塞风险, 减少色谱柱使用寿

命。因此, 三氯乙酸法在沉淀效率及操作简便性上均表现

最优, 且无显色干扰, 作为样品净化的首选方法。 

 

 
 

注: 同一样品类别不同小写字母表示不同沉淀方式差异显著

(P<0.05)。 
图 5  不同沉淀方式对色氨酸含量的影响 

Fig.5  Effects of different precipitation methods on the  
content of tryptophan 

 

2.4  方法学验证 

2.4.1  限量值 
在上述优化条件下, 当称样量为 0.2 g, 定容体积为

50 mL, 对样品处理液逐级稀释后, 方法灵敏度通过信噪

比(S/N)法进行评估, 确定检出限(limit of detection, LOD, 
S/N=3)为 0.3 mg/100 g, 定量限(limit of quantitation, LOQ, 
S/N=10)为 1.0 mg/100 g, 低于 GB 5009.294—2023《食品安

全国家标准 食品中色氨酸的测定》中液相色谱法检出限

1.5 mg/100 g 和定量限 5 mg/100 g, 本方法灵敏度较高。 
2.4.2  回收率和精密度 

为评估方法的准确度和精密度, 选取乳蛋白深度水

解配方食品为代表样品, 进行加标回收试验, 结果见表 5。
首先测定样品本底色氨酸含量 , 然后在样品中分别添加

0.5、1.0 和 2.0 倍本底值的色氨酸标准溶液(每个浓度水平

n=7)进行回收实验, 结果显示 3 个加标水平的回收率在

95.5%~101.0%之间, RSDs 为 0.9%~1.6%, 满足化学分析方

法验证通则中回收率和重复性精密度的要求。表明本方法具

有良好的准确性和重复性。 
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表 5  正确度和精密度结果 
Table 5  Results of accuracy and precision 

样品名称 平均测定结果 
/(mg/100 g) 

本底含量 
/(mg/100 g) 

加标质量分数浓度 
/(mg/100 g) 

平均回收率 
/% 

RSDs/% 
(n=7) 

加标 1 349 225 123 101.0 1.6 
加标 2 460 225 246 95.5  0.9 
加标 3 709 225 493 98.2  1.1 

注: 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)。 
 

2.4.3  实际样品的检测 
采用优化后的方法对市售不同品牌的 4 类特殊医学

用途配方乳粉(包括乳蛋白部分水解配方、乳蛋白深度水解

配方、氨基酸代谢障碍配方及早产/低出生体重配方)中的

色氨酸含量进行定量分析。结果(表 6)显示, 不同品牌间色

氨酸含量存在差异, 其中氨基酸代谢障碍特医粉和早产/
低出生体重特医粉的色氨酸相对含量高于其他两类样品。

这一现象可能与两类乳粉的特殊营养强化需求相关: 氨基

酸代谢障碍配方需补充特定氨基酸以规避代谢缺陷, 而早

产/低出生体重配方则需更高浓度的氨基酸支持追赶性生

长。此外, 水解蛋白配方因蛋白分子结构改变, 色氨酸含

量波动较大。研究提示, 特医乳粉的色氨酸含量需结合临

床营养需求进行针对性调整, 以确保营养供给的精准性和

有效性。 
 

表 6  特殊医学用途配方乳粉中色氨酸含量 
Table 6  Content of tryptophan in special medical purpose 

formula milk powder 

样品名称 色氨酸含量
/(mg/100 g) 

样品名称 色氨酸含量
/(mg/100 g)

乳蛋白部分水解 1 317 氨基酸代谢障碍 1 376 

乳蛋白部分水解 2 276 氨基酸代谢障碍 2 348 

乳蛋白部分水解 3 207 氨基酸代谢障碍 3 348 

乳蛋白深度水解 1 236 早产/低出生体重 1 322 

乳蛋白深度水解 2 348 早产/低出生体重 2 315 

乳蛋白深度水解 3 204 早产/低出生体重 3 398 

 

3  结  论 

本研究通过 Box-Behnken 响应曲面设计优化了酶解

法测定特殊医学用途配方乳粉中色氨酸的酶解条件参数, 
最优酶加入量 0.74 mL、酶解温度 45.2 ℃, 酶解时间为 12 h
但是考虑实验的可操作性 , 确定酶添加量的公差范围为

0.70~0.75 mL、酶解温度范围为43.5~47.5 ℃, 并筛选出12%
三氯乙酸作为最优沉淀剂。方法学验证显示, 该方法色氨酸

回收率达 95.5%~101.0%, RSDs 为 0.9%~1.6% (n=7), LODs
和 LOQs 分别低至 0.3 mg/100 g 和 1.0 mg/100 g, 表明其具

备高准确度、良好精密度及稳定重复性。该技术操作简便、

抗干扰性强, 尤其适用于水解蛋白基质中色氨酸的定量检

测, 可为特殊医学用途配方乳粉的营养成分分析、临床营

养评估及产品质量控制提供可靠依据, 具有显著的实用价

值与推广意义。 
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