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基于中红外光谱对牛乳中乳铁蛋白
含量的快速检测

徐大江，马占峰*，孙  艳，赵丽娟，高一娜，杨青青

哈尔滨市产品质量综合检验检测中心，黑龙江哈尔滨 150036

摘   要：[目的]为满足乳制品加工过程中快速、精准定量检测大量样品中乳铁蛋白含量的需求，利用中红外

光谱结合化学计量学建立牛乳中乳铁蛋白含量检测校正模型。[方法]以108份牛乳样本为研究对象，使用高

效液相色谱法测量其中乳铁蛋白含量，并采集牛乳样本的光谱数据，考察归一化、一阶导数、二阶导数、标

准正态变量变换、多元散射校正以及小波变换等预处理方法对乳铁蛋白偏最小二乘算法（PLS）定量模型预

测精度的影响。[结果]一阶导数和标准正态变量变换是最优的光谱数据预处理方法；模型校正集决定系数为

0.941 7，校正均方根误差为1.142；预测集的预测均方根误差为1.187，具有较好的预测能力。[结论]本研究结

果对乳制品生产过程中的品质控制及生产效率优化有重要意义。
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0 引言

我国是全球最大的乳制品消费国，也是生产大

国之一。随着乳制品需求的不断增长，消费者对乳

制品品质的要求也在逐渐提高，不仅对蛋白质、

维生素、脂肪等基础营养成分的需求日益增加，并

对热敏感和生物活性物质指标，如糠氨酸、乳铁蛋

白等也越来越关注。乳铁蛋白是转铁蛋白家族中

的一种铁结合糖蛋白，存在于母乳（占总蛋白质的

10%~15%）和各种黏膜分泌物中[1]。乳铁蛋白具有多

种功能，包括调节铁的吸收[2]、广谱抗菌[3]、调节免疫

反应[4]、抗氧化[5]、抗癌[6]、抗病毒[7]以及药物协同[8]

等。乳铁蛋白在人初乳中的浓度约700 mg/100 mL，
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人常乳中浓度约100 mg/100  mL，牛初乳中约

150 mg/100 mL，牛常乳中约5 mg/100 mL[9]。

目前，检测乳铁蛋白含量的主要方法包括免疫

学分析法和色谱法[10~12]。然而，这些方法对乳制品中

乳铁蛋白含量的检测均存在一定局限性，例如，免

疫扩散法的操作步骤较复杂，检测时间较长，且需

要通过人工精确测量环的直径获取结果，可能因此

引入人为误差；酶联免疫法虽具有高选择性，但仅

能分析单一蛋白质，不适用于大批量样品分析；免

疫层析快速检测法可能出现假阴性和假阳性结果；

高效液相色谱法对样品纯度要求较高，且设备成本

高昂；高效液相色谱串联质谱法的前处理过程需对

乳铁蛋白进行酶解，但活性和非活性乳铁蛋白均可

参与此过程，因此，其最终检测结果仅反映样本中

乳铁蛋白的总量，不能区分活性和非活性乳铁蛋

白；凝胶电泳检测法的操作过程较复杂，不适用于

大批量样品分析。

根据波长对红外光谱区域进行划分，中红外区

位于2.5~25 μm波段。鉴于多数有机化合物的光谱

吸收峰集中在此区域，这一区间更适宜开展红外光谱

的定性及定量分析[13]。中红外光谱技术在乳制品相关

领域的应用非常广泛，包括定量分析牛奶的营养成分

（乳脂、乳蛋白、乳糖、非脂固形物和氨基酸等）和

健康指标（体细胞数、尿素氮等）[14~16]、鉴别乳制品

掺假[17]、检测牛奶中矿物质含量[18]、评价乳制品新

鲜度[19]和推测乳制品生产日期[20]等。但使用中红外

光谱检测乳铁蛋白含量的报道较少。本研究采用中

红外光谱技术，结合主成分分析和聚类分析方法，

成功建立乳制品中乳铁蛋白含量的快速检测模型。

该模型不仅简单、高效，成本低廉，同时能更有效

地控制乳制品品质，为进一步完善乳制品检测标准

提供理论依据。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

巴氏杀菌乳样品，黑龙江完达山阳光乳业有限

公 司 ； 牛 乳 铁 蛋 白 标 准 品 （ 纯 度 9 5 % ， 铁 含 量

3 5  mg/100 g），美国SIGMA-ALDRICH公司；乙

腈、三氟乙酸（色谱纯），美国Fisher Scientific公

司；氯化钠、磷酸、磷酸二氢钠（分析纯），天津

科密欧化学试剂有限公司；肝素亲和柱（1 mL），

美国Cytiva思拓凡公司。

1.2 仪器与设备

红外光谱仪（LactoScopeTM FT-A），美国

PerkinElmer公司；高效液相色谱仪配紫外检测器   

美国Waters公司；超纯水机，Milli-Q Advantage；

天平（感量0.01 g和0.1 mg），美国梅特勒公司；冷

冻离心机，德国SIGMA；pH计，上海仪电科学仪

器股份有限公司；恒温水浴锅，天津泰斯特仪器有

限公司。

1.3 方法

1.3.1 样品化学值检测

样品中乳铁蛋白含量的检测参照《食品安全

国家标准 食品中乳铁蛋白的测定》[21]。具体操作

为：巴氏杀菌乳样品中的牛乳铁蛋白经磷酸盐缓

冲液提取，肝素亲和柱富集净化后，反相高效液

相色谱柱分离，紫外检测器于280 nm处检测，外

标法定量。

1.3.2 样品中红外光谱采集

参 考 黄 明 月 等 [ 2 2 ]方 法 ， 使 用 L a c t o S c o p e T M 

FT-A 红外光谱仪对XX组巴氏杀菌乳样品的中红外

光谱数据进行采集。利用傅里叶变换红外技术，每

次正式检测前仪器预热30 min。每个样品重复采集检

测，取平均值作为样品的光谱信息进行分析。设置

光谱条件：扫描范围4000~800 cm-1、分辨率8 cm-1、

扫描次数32 次。

1.4 数据处理

1.4.1 光谱数据预处理

使用归一化（Normalize）[23]、导数处理[24]、标准

正态变量变换（SNV）[25]、多元散射校正（MSC）[26]
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以及小波变换[27]等方法预处理光谱数据。分析比较

处理效果，选择最优处理方法。按4∶1的比例将

样本随机分为校正集和预测集，即108 个作为校正

集，24 个作为预测集。对比分析验证均方根误差

（RMSECV）、预测均方根误差（RMSEP）和相

关系数 （R）作为模型评价指标[28]。RMSECV和

RMSEP越小，表明模型对外部样品的预测能力越

高，反之其预测能力越低[29]。R越趋近于1，表明预

测值与实测值之间相关性越强[30，31]。三者的计算方

式如下：

                                                                  （1）

                                                                  （2）

                           

                                                                  （3）

1.4.2 模型的建立与验证

采用主成分分析法取不同主成分数，结合偏最

小二乘（PLS）方法建立预测模型[32]。采集到的巴

氏杀菌乳样品光谱为X值，乳铁蛋白含量的化学指

标为Y值，采用PLS方法对数据进行拟合，建立模

型。通过比较模型的RMSECV、RMSEP和R确定

最优模型。此外，采用外部验证对模型的准确性和

稳定性进行验证、评价，采集验证集的巴氏杀菌乳

样品光谱带入最优模型，并用高效液相色谱法测定

乳铁蛋白含量的化学指标，筛选最优模型。

2 结果与分析

2.1 中红外光谱数据处理

108 份巴氏杀菌乳样品的原始中红外光谱如图1

所示。不同样品在各波长下的吸收特性一致可作为

建立定量分析模型的基础。

2.2 乳铁蛋白含量分析

乳铁蛋白含量分析和分集结果如表1所示。乳铁

蛋白含量校正集的范围为52.70~108.90，校正集的平

均含量为73.62 mg/kg，预测集的范围为42.9~77.8 ，

预测集的平均含量为62.3 mg/kg，覆盖范围较广，样

本具有良好的代表性，满足建立准确、稳健模型的

条件。

2.3 乳铁蛋白含量定量模型的构建

2.3.1 光谱数据预处理

光谱预处理是克服近红外光谱测量不稳定的有

效方法，旨在针对待测光谱和样品体系，一方面减

弱测量的光谱的随机噪声、样品 背景干扰以及测

样器件引起的光谱差异等因素对校正结果的影响，

另一方面优化光谱信息，选择样品信息较强的光谱

区域，为建立稳定、可靠的校正模型奠定基础，因

此，在建立模型前，需对原始光谱进行预处理。采

用主成分分析（PCA）去除数据中的异常值，通过

评估相关系数和误差得到最佳光谱数据预处理方

图 1 样品中红外光谱图

表 1 乳铁蛋白含量校正集和预测集样品划分结果
检测成分 乳铁蛋白含量（mg/kg）

校正集

最大值 108.90

最小值 52.70

平均值 73.62

标准差 11.53

预测集

最大值 77.80

最小值 42.90

平均值 62.30

标准差 8.18
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法，结果如表2所示。

由表2 可知，标准正态变量变换+一阶导数预处

理方法所建模型具有较高的R，较低的RMSECV和

RMSEP，因此该方法为最优预处理方法。

2.3.2 主成分的选择

使用PLS方法建立校正模型的主要问题之一在

于如何确定建立模型所使用的主成分数。如果建立

模型时使用的主成分过少，则无法反映未知样品被

测组分产生的量测数据（如光谱）变化，导致模型

预测准确度降低，出现欠拟合（Underfit）现象；

如果使用过多主成分建立模型，会将一些代表噪音

的主成分引入模型，使模型的预测能力下降，出现

过拟合（Overfit）现象。因此，确定参加建立模型

的主成分数是充分利用光谱信息和滤除噪音的有效

方法之一。本实验采用交互验证法计算 预测平方和

（PRESS值），确定主成分数，结果如图2所示，本

实验PRESS最小值乳铁蛋白含量为0.4，对应的最佳

主因子数为6。

2.3.3 模型的构建与验证

采用标准正态变量变换+一阶导数预处理方

法对光谱进行预处理，在波段为1000~1580 nm、

1000~1650nm条件下，主成分数为6，采用PLS方

法构建校正模型，结果如图3所示，得到乳铁蛋白

含量的相关系数为0.941 7，得到回判直线方程为 

Y=0.9417X+4.2934。

2.3.4 模型的外部检验

为检验模型的预测效果，采用预测集样品对模

型进行外部检验。本文对未参与建模的24 个预测集

样品进行预测，结果如表3所示，87.5%预测值与化

学值的相对偏差在±10% ，只有12.5%预测值与化学

值的相对偏差介于±10%～±20% ，结果表明在一定

误差范围内，模型准确度高，稳定性好。

由表3可计算出，乳铁蛋白含量中红外光谱检测

值与液相法检测值的差值基本可以控制在合理的相

对误差之内，由此证明中红外光谱可替代现有的乳

铁蛋白方法进行日常实际应用检测。

3 结论

本研究采用中红外光谱结合PLS方法构建了巴

氏杀菌乳中乳铁蛋白含量定量分析模型，其校正集

相关系数为 0.941 7 ，预测集的预测均方根误差为

1.187，具有较好的预测准确性和稳定性，可满足大

批量样品同时快速检测的需求。此模型的建立为乳

表 2 不同预处理方法对乳铁蛋白含量模型的影响

预处理
方法

一阶导数 二阶导数
标准正态变量变换 + 

一阶导数
多元散射校正法 + 一阶导数

RM-
SECV

RMSEP R
RM-
SECV

RMSEP R
RM-
SECV

RMSEP R
RM-
SECV

RMSEP R

乳铁蛋白 0. 010 0. 011 0. 941 0 0. 015 0. 012 0. 921 0 0. 014 0.007 2 0.941 6 0. 014 0.007 2 0.940 9

图 2 Norris 平滑后交互验证误差值和 PLS 方法主成分因子
关系图

图 3 乳铁蛋白实测值与中红外预测值的相关关系
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制品中活性成分的检测和品质监测提供了新思路。

然而，本研究选择样品集为局部地区产品，建立模

型有局限性，在未来研究中仍需检测大量具有代表

性的样品，建立覆盖样品更多、适用范围更广的模

型，以更好地应用于实践和指导生产。 C
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Study on Lactoferrin in Milk Based on Mid-infrared Spectroscopy
Rapid Detection of Content

XU Dajiang，MA Zhanfeng*，SUN Yan，ZHAO Lijuan，GAO Yina，YANG Qingqing

Harbin Product Quality Comprehensive Inspection and Testing Center，Harbin Heilongjiang 150036

Abstract：[Objective]To meet the demand for rapid and accurate quantitative determination of lactoferrin content 

in a large number of samples during dairy processing a detection and correction model for lactoferrin content in 

milk was established by combining mid-infrared spectroscopy with chemometric.[Method]Taking 108 milk samples 

as the research objects，the lactoferrin content was measured by high performance liquid chromatography，and 

the spectral data of the milk samples were collected. To investigate the effects of preprocessing methods such as 

normalization first derivative second derivative standard normal variable transformation multiple scattering correction 

and wavelet transform on the prediction accuracy of partial least squares PLS quantitative model lactoferrin.[Result]

The first derivative and the standard normal variable transformation were the optimal preprocessing methods for 

spectral data. The determination coefficient of the model correction set was 0.941 7, and the root mean square 

error of the correction was 1.142. The root mean square error of prediction was 1.187 which had good prediction 

ability. [Conclusion]The results of this study are of great significance for quality control and production efficiency 

optimization in dairy production proces.

Keywords：lactoferrin；mid-infrared spectroscopy；PLS prediction model；quantitative analysis；quality 

monitoring
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