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摘  要: 目的  采用乳铁蛋白快速检测试剂盒, 通过酶联免疫吸附法定量测定婴儿配方奶粉中的乳铁蛋白含

量, 并验证该方法的准确性、稳定性和可靠性。方法  按照试剂盒操作说明制作标准曲线, 选取乳铁蛋白阴性

样品进行添加回收实验, 验证方法的准确性; 选取一个乳铁蛋白阳性样品, 重复检测 6 次, 计算结果偏差, 验

证方法的稳定性; 选取 12 个乳铁蛋白阳性样品, 分别采用试剂盒方法和高效液相色谱法进行检测, 对比 2 种

方法的检测结果, 验证试剂盒方法的可靠性。结果  试剂盒检出限为 2 mg/100 g; 试剂盒检测方法回收率在

101.6%~109%; 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 5.34%; 试剂盒方法检测结果与标签值的偏差

为6.90%~6.45%, 和高效液相色谱法检测结果的偏差为6.45%~6.9%, 说明试剂盒方法具有很好的可靠性。 

结论  乳铁蛋白试剂盒检测方法灵敏度高、操作简单, 能快速准确地测定婴儿配方奶粉中的乳铁蛋白含量。 
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Rapid detection of lactoferrin content in infant formula by enzyme-linked 
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ABSTRACT: Objective  To detect the content of lactoferrin in infant formula by enzyme-linked immunosorbent 

assay with lactoferrin rapid detection kit, and verify the accuracy, stability and reliability of the method. Methods  

The standard curve was made according to the instruction of the kit. The lactoferrin negative sample was selected for 

the spiking recovery experiment to test the accuracy of the method. A lactoferrin positive sample was repeated 6 

times to verify the stability of the method. Twelve lactoferrin positive samples were selected and tested by the kit and 

HPLC. The test results of the 2 methods were compared to verify the reliability of the kit method. Results  The limit 

of detection of the kit was 2 mg/100 g. The recovery rate of the kit method was 101.6%~109%. The relative standard 
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deviation was 5.34%. The deviation between the kit result and the label value was 6.90%~6.45% and the deviation 

between the kit result and the HPLC result was 6.45%~6.9%, which indicated that the kit method had good 

reliability. Conclusion  Lactoferrin kit detection method has high sensitivity and simple operation, which can 

quickly and accurately determine the lactoferrin content in infant formula. 

KEY WORDS: enzyme-linked immunosorbent assay; lactoferrin; rapid detection 
 
 
 

1  引  言 

母乳是婴儿营养的最好来源, 因此母乳是配方奶粉

的最佳参照标准。乳铁蛋白、免疫球蛋白和核苷酸等活性

物质成份在母乳中存在而普通配方奶粉中含量甚微[1]。 

早在 1939 年, 人们从牛乳中发现了一种红色蛋白, 

即乳铁蛋白(lactoferrin, LF)[2,3], 在 1959 年从牛乳中分离获

得。它是一种具有多种生物学功能的铁离子结合糖蛋白, 

主要存在于哺乳动物的乳汁当中。人乳中乳铁蛋白浓度约

为 1.0~3.2 mg/mL, 是牛乳中的 10 倍 (牛乳中含量为

0.02~0.35 mg/mL), 占普通母乳总蛋白的 20%[4]。研究表明, 

乳铁蛋白具有广谱抗菌, 抗病毒感染作用, 能调节体内铁

的平衡, 调节骨髓细胞的生成, 促进细胞的生长, 调节机

体免疫功能, 增强机体抗病能力, 乳铁蛋白已作为食品添

加剂被广泛应用于婴幼儿配方奶粉及各种功能性食品中。 

婴幼儿配方乳粉生产企业必须对婴幼儿配方乳粉中

的配方成分进行全项目检测, 因而婴幼儿配方乳粉有多达

几十种的成分需要检测, 因此对于检测效率有很高的要求, 

快速、高效的检测方法更适合企业检测的需求。目前常用

的检测 LF 的方法主要有免疫扩散法[5-7]、电泳法[8,9]和高效

液相色谱法[10-15]。免疫扩散法操作简单, 但只适用于检测

LF 含量较高的样品; 电泳法因操作步骤繁琐, 所以不适于

大量样品的同时检测; 高效液相色谱法能快速测定 LF, 但

针对婴幼儿配方乳粉类的样品, 因其本身所含有的元素非

常多, 必须进行前处理, 其过程会影响到 LF。我国已经对

添加乳铁蛋白婴儿配方奶粉进行了深入开发和研究, 本研

究应用酶联免疫吸附法 (enzyme-linked immuno sorbent 

assay, ELISA), 采用市售乳铁蛋白检测试剂盒快速检测婴

儿配方奶粉中乳铁蛋白含量, 以期为使用快速检测试剂盒

测定乳铁蛋白含量的相关人员提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂  

LF30211 乳铁蛋白酶联免疫检测试剂盒(中检葆泰生

物技术有限公司); BIO-RAD-608 酶标仪(美国伯乐公司); 

BS224S 电子天平(德国塞多利斯公司); GENIU S3 圆周振

荡器(德国 IKAR VORTEX 公司); 移液器(200、1000 μL, 德

国 Eppendorf 公司)。 

12 批次不同品类婴幼儿配方乳粉。 

2.2  实验方法 

2.2.1  试剂盒检测原理 

试剂盒利用双抗夹心酶联免疫分析方法进行检测 , 

微孔板中包被有抗乳铁蛋白抗体(一抗), 加入乳铁蛋白标

准品或样品后, 乳铁蛋白标准品或样品中的乳铁蛋白与微

孔板中抗体结合, 用洗液洗去未结合的标准品或样品后加

入酶标记的乳铁蛋白抗体(二抗), 最后用洗液洗去未结合

的二抗, 加入底物试剂显色, 加入酸性终止液后颜色由蓝

色变为黄色, 用酶标仪在 450 nm 波长下测定吸光度值, 样

品的吸光度值与样品中的乳铁蛋白含量成正比。以标准品

的 OD 值为纵坐标, 标准品中乳铁蛋白浓度为横坐标, 做

标准曲线。根据样品的 OD 值, 从标准曲线中读取样品中

乳铁蛋白的浓度。由于样品经过稀释处理, 因此样品中乳

铁蛋白的最终浓度为从标准曲线中读取浓度乘以稀释倍数。 

2.2.2  样品的制备 

首先将试剂盒中的 20 倍浓缩洗液, 用双蒸水稀释 20

倍待用。准确称取 0.50 g 奶粉样品于 15 mL 离心管中, 加

10 mL 双蒸水溶解, 混合均匀(此为稀释 20 倍), 然后用洗

液将上述溶解的奶粉溶液稀释 200 倍, 混匀后即可用于检

测(最终稀释倍数为 4000)。如果稀释后样品中乳铁蛋白含

量在试剂盒标准曲线范围之外, 则可以适当降低或者提高

样品的最终稀释倍数。 

2.2.3  试剂盒检测方法的建立 

首先将试剂盒中的 20 倍浓缩洗液, 用双蒸水稀释 20

倍待用。取出所需数量的微孔条置于微孔架上 , 吸取   

100 μL 各个浓度的标准品溶液和稀释后的奶粉样品溶液, 

分别加入微孔板中, 每个标准品和样品设置复孔, 25 ℃孵

育 40 min; 孵育结束后洗板 5 次, 加入 100 μL 酶标记物, 

25 ℃孵育 40 min; 孵育结束后洗板 5 次, 加入 100 μL 底物

试剂, 25 ℃暗处孵育 20 min; 孵育结束后加入 50 μL 终止

液, 使用酶标仪读取 450 nm 波长处的吸光值, 使用酶标仪

自带软件建立乳铁蛋白标准曲线。 

2.2.4  试剂盒方法检出限验证 

试剂盒说明书规定方法检出限为 10 ng/mL, 对应于

样品的检出限为 2 mg/100 g。选取乳铁蛋白阴性的婴儿乳

粉作为添加回收检测样品, 向其中添加乳铁蛋白标准品, 

添加量为 2 mg/100 g, 总进行 6组添加, 每组做复孔平行样, 

检测并记录结果。 
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2.2.5   试剂盒方法的准确性验证 

选取乳铁蛋白阴性的婴儿乳粉作为添加回收检测样

品, 向其中添加乳铁蛋白标准品, 添加浓度分别为 2、20、

40 和 80 mg/100 g, 每个浓度添加 2 组, 按照试剂盒方法进

行检测。 

2.2.6  试剂盒方法的稳定性验证 

选取一个添加一定浓度乳铁蛋白的婴幼儿配方乳粉

A, 采用试剂盒方法进行检测, 重复检测 6 次, 计算检测结

果的平均值、标准偏差(standard deviation, sd)、相对标准偏

差(relative standard deviation, RSD)。 

2.2.7  试剂盒方法的可靠性验证 

选取 12 种不同乳铁蛋白阳性婴儿乳粉样品, 分别采

用试剂盒方法和高效液相色谱法进行检测, 每种样品重复

检测 2 次, 对比试剂盒方法以及高效液相色谱法检测结果, 

验证试剂盒方法的可靠性。 

3  结果与分析 

3.1  试剂盒方法标准曲线的建立 

将试剂盒中配备的标准品(0、10、30、60、120、     

240 ng/mL)按 2.2.3 测定步骤进行测定, 共建立 4 组标准曲

线, 每组曲线做 2 个复孔平行, 所测得 OD 值及变异系数

(CV), 见表 1。以乳铁蛋白浓度为横坐标, OD 值为纵坐标, 

使用酶标仪内置计算软件作出 4 组标准曲线图, 线性关系

见表 1。 

如表 1所示, 4组标准曲线相关系数分别为 r1
2=1.0000; 

r2
2=0.9997; r3

2=1.0000; r4
2=0.9999, 说明乳铁蛋白浓度在

10~240 ng/mL 范围内线性关系良好。 

3.2  试剂盒方法检出限实验 

在试剂盒检测分析中, 检出限对于实际检测尤为重

要, 样品检出限为实际样品检测中能够准确检测到目标物

的最低浓度。本试剂盒方法中, 样品的检出限为 2 mg/100 g。

选取乳铁蛋白阴性的婴儿乳粉作为添加回收检测样品, 向

其中添加乳铁蛋白标准品, 添加量为 2 mg/100 g, 总共进

行 6 组添加, 每组做复孔平行样, 检测并记录结果。结果

见表 2。 

从表 2 结果可知 , 6 组添加检测的平均值为       

2.04 mg/100 g, sd 为 8.7%, RSD 为 4.3%, 说明在样品浓度  

2 mg/100 g 时试剂盒能准确地测出结果, 试剂盒的检出限

为 2 mg/100 g。能满足企业对于乳铁蛋白检测的需求。 

3.3  试剂盒方法回收率实验 

在试剂盒检测分析中, 方法的准确度用样品添加回

收率衡量。按照步骤 2.2.2 进行样品处理, 2.2.3 步骤进行检

测, 计算检测含量、变异系数以及回收率。 

结果如表 3 所示, 添加浓度为 0 mg/100 g 的检出值为

本底中乳铁蛋白的含量, 其主要来源于乳类原料中, 检测

结果的CV为 1.1%~8.3%, 回收率为 101.6%~109%, 结果表

明在标准曲线不同浓度点均有较好的回收率。 
 

表 1   乳铁蛋白标准溶液浓度及 OD 值 
Table 1  The standard solution concentration and OD of lactoferrin 

标准品(ng/mL) 检测结果 

 OD1 CV1(%) OD2 CV2(%) OD3 CV3(%) OD4 CV4(%) 

0 0.054 5.2 0.050 6.7 0.056 6.7 0.053 5.1 

10 0.147 8.2 0.135 2.1 0.153 1.8 0.138 1.5 

30 0.313 0.5 0.301 2.5 0.332 1.9 0.316 2.6 

60 0.521 0.5 0.503 1.5 0.552 1.3 0.533 1.1 

120 0.862 2.7 0.815 1.2 0.887 0.3 0.885 0.5 

240 1.387 3.2 1.326 0.3 1.402 0.5 1.396 0.5 

线性 r² r1²=1.0000 r2²=0.9997 r3²=1.0000 r4²=0.9999 

 

表 2  样品检出限结果 
Table 2  Results of the limit of detection of sample 

添加组 1 2 3 4 5 6 

检测值(mg/100 g) 2.11 2.05 1.89 1.96 2.08 2.13 

平均值(mg/100 g) 2.04 

sd(%) 8.7 

RSD(%) 4.3 
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3.4  试剂盒方法稳定性实验 

采用多次重复检测同一个样品, 比较每次所测结果

的差异, 用以衡量检测结果的稳定性。选取 1 个添加乳铁

蛋白婴幼儿配方乳粉 A, 重复检测 6 次, 计算平均值、标准

偏差(sd)、相对标准偏差(RSD)。 

结果如表 4 所示, 检测平均值为 59.33 mg/100 g, sd 为

3.17%, RSD为 5.34%, 结果表明该检测方法具有良好的稳定性。 

3.5  试剂盒方法可靠性实验 

乳铁蛋白的国标检测方法是高效液相色谱法, 为了

验证试剂盒检测方法的可靠性, 选取不同批次 12 个乳铁

蛋白阳性的婴幼儿配方乳粉(已知标签标示含量), 分别采

用高效液相色谱法和试剂盒方法进行检测, 每个样品每种

方法测量 2 次, 取平均值。将试剂盒方法测得结果分别与

标签值和高效液相色谱法检测结果进行比较, 计算偏差, 

验证试剂盒方法的可靠性。 

结果如表 5 所示, 试剂盒检测方法参比样品的标签 

值, 偏差范围在6.90%~6.45%, 1/4 的样品检测值偏差为 0; 

试剂盒检测方法参比高效液相色谱法检测结果, 偏差范围 

在6.45%~6.9%; 由此可以看出 , 试剂盒检测方法具有 

 
表 3  乳铁蛋白回收率检测结果 

Table 3  Recovery test results of lactoferrin 

添加浓度 
mg/100 g 

稀释因子 
检测值 平均值 

mg/100 g 
CV 
% 

回收率 
% 1 2 

0 100 0.71 0.73 0.72 2.8 / 

2 2000 2.78 3.02 2.9 8.3 109.0 

2 2000 2.71 2.8 2.755 3.3 101.8 

20 4000 21.61 21.37 21.496 1.1 103.9 

40 4000 41.23 43.29 42.26 4.9 103.9 

80 4000 83.95 80.02 81.985 4.8 101.6 

 

表 4  同一样品检测统计数值 
Table 4  The test statistic value for the same sample 

乳粉 A 1 2 3 4 5 6 

检测值(mg/100 g) 55.64 57.18 61.6 59.97 57.48 64.12 

平均值(mg/100 g) 59.33 

sd(%) 3.17 

RSD(%) 5.34 

 
表 5  不同样品检测结果统计 

Table 5  The test statistics in different samples 

添加乳铁蛋白的婴幼儿 

配方乳粉 

产品 

代码 
标签值 

mg/100 g 
ELISA 检测平均值

mg/100 g 

ELISA 与标签

值偏差% 

HPLC 检测平

均值 mg/100 g 

ELISA 与 HPLC

值偏差% 

金装幼儿配方奶粉 073024 30 32 6.45 31 3.17 

金装较大婴儿配方奶粉 073123 30 32 6.45 30 6.45 

金装较大婴儿配方奶粉 072701 30 28 -6.90 28 0 

金装婴儿配方奶粉 082611 30 28 -6.90 29 -3.51 

超级金装较大婴儿配方奶粉 082671 30 30 0.00 32 -6.45 

超级金装幼儿配方奶粉 092964 30 28 -6.90 28 0 

超级金装婴儿配方奶粉 122723 30 28 -6.90 29 -3.51 

超级金装较大婴儿配方奶粉 122983 30 30 0.00 31 -3.28 

金装较大婴儿配方奶粉 133123 30 32 6.45 30 -6.45 

金装幼儿配方奶粉 133024 30 30 0.00 28 6.9 

金装婴儿配方奶粉 142611 30 32 6.45 33 -3.08 

超级金装幼儿配方奶粉 142964 30 30 0.00 29 3.39 
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良好的可靠性。 

4  结  论 

ELISA 快速检测乳铁蛋白方法, 线性关系良好。试剂

盒检出限为 2 mg/100 g, 能够满足企业对于检测的需求。

以婴幼儿乳粉为本底的回收率为 101.6%~109%。检测重复

性良好, RSD 值为 5.34%。试剂盒检测结果与标签值相比

较, 偏差范围在6.90%~6.45%, 其中 1/4 的样品检测值与

标签值一致, 而试剂盒检测结果与高效液相色谱法结果相

比较, 偏差范围在6.45%~6.9%。实验结果表明, 该试剂盒

具有灵敏度高、重复性好、准确性好的优点, 适用于婴幼

儿配方乳粉中乳铁蛋白含量的快速检测。 
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