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毛细管电泳技术在乳品蛋白分析中的应用 
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摘  要: 乳品在全球范围内生产和消费, 受到广泛且持续的关注, 蛋白质是乳品评价 重要的指标之一。毛细

管电泳技术(capillary electrophoresis, CE)具有样品用量少、分离模式多、分析效率高的优势, 在乳品蛋白质分

析方面具有巨大的应用潜力。本文简要介绍了 CE 技术检测乳品中蛋白质的特点和难点, 总结了毛细管凝胶电

泳法、涂层毛细管电泳法、胶束电动毛细管色谱法、免疫亲和毛细管电泳法、毛细管区带电泳法等模式在乳

品蛋白质分析中的优劣势, 列举了 CE 技术在乳品品质鉴定、过敏原分析、真伪鉴别、蛋白质糖基化分析、乳

品处理和蛋白水解过程等相关生产和质控环节的应用情况, 展望了 CE 技术在乳品分析应用中的发展趋势。 

关键词: 毛细管电泳; 乳品; 蛋白质 

Application of capillary electrophoresis in protein analysis of dairy products 
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ABSTRACT: The production and consumption of dairy products in the world has received extensive and sustained 

attention. Protein is one of the most important indicators for dairy product evaluation. Capillary electrophoresis (CE) 

has the advantages of less sample consumption, more separation modes and higher analysis efficiency, so it has great 

potential in the analysis of dairy protein. This paper briefly introduced the characteristics and difficulties of CE 

technology in the detection of protein in dairy products, summarized the advantages and disadvantages of capillary 

gel electrophoresis, coated capillary electrophoresis, micellar electrokinetic capillary chromatography, 

immunoaffinity capillary electrophoresis, capillary zone electrophoresis and other models in dairy protein analysis. It 

listed the application of CE technology in milk quality identification, allergen analysis, authenticity identification, 

protein glycosylation analysis, milk treatment and protein hydrolysis process and other related production and quality 

control processes. It also prospected the development trend of CE technology in dairy analysis. 
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1  引  言 

乳品在全球范围内广泛生产和消费, 除奶粉外, 酪蛋

白(casein, CN)、酪蛋白酸盐、乳清粉、浓缩乳清蛋白、乳

清蛋白分离物、浓缩牛奶蛋白、牛奶蛋白分离物, 以及可

能也含有水解乳蛋白的特种营养粉也有广泛的市场[1]。而

蛋白质的种类和含量是决定乳制品的营养及商业价值的重

要指标, 因此乳品蛋白分析一直是乳制品研究的热点。近
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年来, 人类消费乳品的来源由牛乳逐渐扩大至斑马和牦牛

(牛属)、水牛、山羊、绵羊、马、驴、驯鹿和骆驼等。以

牛乳为例, 蛋白质含量通常占总质量的 3.0%~3.5%。其中, 
CN 含量 高, 占蛋白质量的 76%~86%, 主要由 alpha s-1 
(s1-CN)、alpha s-2 (s2-CN), beta (-CN)和 kappa (-CN)
以 39:10:36:13 的质量比存在于牛奶胶束的球形颗粒中[2]。

而 CN 沉淀后, 清液中含有的蛋白称为乳清蛋白, 主要由

- 乳 白 蛋 白 (α-lactalbumin, α-Lac) 和 - 乳 球 蛋 白

(β-lactoglobulin, β-Lg) 组 成 , 二 者占乳清蛋 白质量的

70%~80%[3]而 α-Lac、β-Lg、免疫球蛋白 G(immunoglobulin, 
IgG)和牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)又被称为

“真蛋白”的[4]。此外, 乳铁蛋白(lactoferrin, Lf)含量虽低, 
但却是十分重要的功能指标。这些是目前乳品分析中 重

要的蛋白质, 也是研究的主要目标。 
毛细管电泳技术(capillary electrophoresis, CE)是一种

绿色分析技术, 具有需要样品和试剂消耗少、前处理简单、

分离效率高、分析时间短、分离模式多、通用性好、生物

相容性强的优势[5], 在食品分析中得到广泛的应用[6], 尤
其在分离和表征蛋白质方面具有惊人的柱效和独特的选择

性[7]。自 20 世纪 90 年代以来, CE 在乳蛋白分析中发挥了

重要作用[8,9]。1992 年, Strange 等[10]就应用 CE 对牛乳(牛
属)进行研究。1997 年, Recio 等[11]等综述了 CE 分析酪蛋

白、乳清蛋白等乳蛋白的方法, 重点介绍了 CE 在乳制品

质量评价如蛋白多态性、热处理、掺假的检测和蛋白水解

的评价等方面的应用。Frazier 等[12,13]连续 2 年综述了 CE
方法用于乳制品质量控制中的应用, 包括: 评估工艺对乳

蛋白的影响, 检测乳制品的掺假, 牛奶和奶酪中的蛋白水

解, 以及不同品种牛奶的遗传多态性分析。Cifuentes 课题

组[14–18]自 2010 年起, 每 2 年对 CE 法在食品分析和食品组

学中的应用进展进行综述, 系统性回顾了乳及乳制品中蛋

白分析方法, 说明“牛奶蛋白组学”[19]正受到越来越多的关

注。徐双双等[20]在 2019 年对电泳法在食品过敏原检测中

的应用进行了综述, 介绍了传统的电泳法和 CE 法在食品

过敏原检测中的应用。    
本文简要介绍了 CE 法检测乳品中蛋白质的特点和难

点, 总结了毛细管凝胶电泳法、涂层毛细管电泳法、胶束

电动毛细管色谱法、免疫亲和毛细管电泳法、毛细管区带

电泳法等电泳模式在乳品蛋白质分析中的优劣势, 列举了

近年来 CE 技术在乳品品质鉴定、过敏原分析、真伪鉴别、

蛋白质糖基化分析、乳品如处理和蛋白水解方面的应用情

况, 展望了 CE 技术在乳品分析的发展趋势, 旨在为将 CE
技术用于乳品中蛋白质分析方法开发和推广的相关人员提

供一定的技术参考。 

2  毛细管凝胶电泳法 

聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶 电 泳 (polyacrylamide gel 

electrophoresis, PAGE)是 经典的蛋白质分析方法, 也是

乳品蛋白质分析的常用方法之一。聚丙烯酰胺凝胶为网状

结构, 具有分子筛效应, 加入蛋白质常用的变性剂和助溶

剂十二烷基硫酸钠(sodium dodecyl sulfate, SDS)后形成

SDS-PAGE, 依据蛋白质分子量大小进行分析。将上述体系

放入内直径微米级的毛细管后, 即为十二烷基硫酸钠-毛
细管凝胶电泳法 (sodium dodecyl sulfate - capillary gel 
electrophoresis, SDS-CE)。CE的外加电压可以达到 30000 V, 
远远高于 PAGE; 而 CE 的进样量为纳升级, 又远远小于

PAGE。因此, SDS-CE 的分析效率得到了极大的提升, 且样

品用量更低, 具有高效、快速、成本低的优点, 非常适合

基质复杂的乳品样品中蛋白质的分析[21]。目前, SDS-CE 可

以用于婴儿配方奶粉中乳清蛋白的定量, 测得的乳清蛋白

含量与申报值非常一致(95%的分析样品在申报值的 10%
以内), 初步显现出替代 SDS-PAGE 的潜力[22]。需要注意的

是 , 由于该法中酪蛋白磷酸肽 (casein phosphopeptides, 
CMP)的迁移时间时间落在乳清蛋白迁移时间时间范围内, 
因此将 CMP 的含量也归入乳清蛋白。因此, 当婴儿配方奶

粉中添加的是来自酸乳清(pH 4.5)的乳清蛋白粉时, 乳清

含量测定结果不受影响; 但添加来自甜乳清(pH 6.0~6.5)的
乳清蛋白粉时, 乳清蛋白测定结果被高估。因此, 该法仅

适用于添加来自酸乳清的乳清蛋白粉的婴儿配方奶粉中乳

清蛋白的含量测定。 
刘鸣畅等 [23]对不同乳源产品中主要蛋白组分进行

分析 , 蛋白峰面积与羊乳中牛乳含量相关性好 (r2 > 
0.99), 可以检测到羊乳婴幼儿配方粉中 0.5%牛乳粉成

分。任亮等[24]用 SDS-PAGE 和 SDS-CE 分离牛乳清中

β-Lg 的 3 种遗传变异体, 二者均能有效分离 β-Lg 的 3
种遗传变异体 , 且后者比前者能更准确定量 β-LgA 和

β-Lg B 的相对比例, 在牦牛乳的质量监控方面具有潜在

的应用价值。Omar 等 [25]对欧洲产单峰骆驼乳中的蛋白

进行了分离和定量, 结果表明骆驼奶中 α-Lac、Lf、-CN
和 α-CN 的含量较高, -CN 含量较低, 且缺少 β-Lg, 结
果与 PAGE 图谱一致。Ordiales 等 [26]利用甲醇提取可溶

蛋白, 在利用 SDS-CE 鉴别‘Torta del Casar’干酪生产的

蔬菜凝乳酶电泳图谱中发现了 3 个峰。结果表明 , 与
SDS-PAGE 技术相比, SDS-CE 对植物凝乳酶的工艺性质

(凝乳活性和酪蛋白降解活性)的鉴别效果更好 , 具有较

好的重复性和校正迁移时间的重复性, 被认为是预测蔬

菜凝乳酶对‘Torta del Casar’奶酪的奶油品质和总体可接

受性的一个很好的工具。 
值得关注的是, Pelaez 等[27]报道了新型样品处理方法

结合毛细管电泳激光诱导荧光法(capillary electrophoresis 
with laser induced fluorescence, CE-LIF)测定婴儿食品中低

含量的 β-Lg 的报道。以罗丹明为内标物, 在 6 mmol/L 硼

砂 -6 mmol/L SDS(pH 9.0) 的运行缓冲溶液中就利用
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SDS-CE 对目标进行分离, 12 min 内实现 β-Lg 的检测, 在
5×10−10到 10−7 mol/L 之间获得了较好的相关性 r为 0.9976。
这说明 CE 和 LIF 检测器联用, 极大的提高了检测灵敏度。

此外, ISO 17129-2006/FDA206《奶粉·在十二烷基磺酸钠

(SDS-CE)中使用毛细管电泳法测定大豆和豌豆的蛋白质

含量》[28]中, 利用 SDS-CE 法对乳粉中的大豆和豌豆蛋白

质进行分析, 可以在电泳图上明确观察电泳峰, 是现行区

分乳粉中的动物源性蛋白和植物性蛋白质的方法, 这促进

了 SDS-CE 在乳粉的真伪鉴别方面的应用。 

3  涂层毛细管电泳法 

毛细管内壁对蛋白质的吸附会造成峰拖尾、峰展宽等

降低分离度的现象, 严重的甚至完全吸附导致无法检测的

现象, 这是也 CE 法用于乳品中蛋白质分析必须解决的技

术难题。蛋白质具有复杂的空间结构, 带电状态由等电点

pI 和运行缓冲溶液 pH 共同决定。当运行缓冲溶液 pH 大

于 3 时, 毛细管内壁的硅羟基完全解离形成的双电层会产

生电渗流(electroosmotic flow, EOF), 这是 CE 技术分离的

动力, 也是蛋白质吸附的主要原因。因此, 控制运行缓冲

液 pH 和控制毛细管内壁硅羟基解离是决定蛋白质吸附的

关键因素。采用极端 pH 法(pH 小于 2 时可以抑制硅羟基

的解离、pH 大于 12 时蛋白质一般带负电产生静电排斥)
可以抑制吸附, 但是大部分蛋白质都会变性或者分解, 该
方法的使用存在很大的局限性。目前, 比较普遍的方法是

对毛细管内壁进行涂层, 以防止硅羟基的解离, 达到抑制

吸附的目的。其中, 动态涂层是在运行缓冲溶液加入季铵

盐、阳离子表面活性剂、二胺类等添加剂, 将其动态吸附

于毛细管内壁上, 抑制 EOF 防止蛋白质吸附。该方法的优

势是简单经济, 相对稳定, 与极端 pH法比使用范围相对宽

泛; 缺点是添加剂会影响蛋白质的性质、增加运行缓冲溶

液的离子强度导致焦耳热增大; 缓冲溶液多采用柠檬酸盐

和磷酸盐等自紫外吸收较高的体系, 导致灵敏度降低。固

定涂层是直接修饰毛细管内壁, 从而封闭 EOF 的产生, 抑
制蛋白质吸附。可以采用聚乙烯醇、聚丙烯酰胺、聚环氧

乙烷为代表的中性聚合物涂层 , 也可以采用阳离子聚合

物、共聚物、表面活性剂以及离子液进行涂层。这种方法

多为商品化的毛细管采用, 优势是稳定、方便, 缺点是种

类有限, 价格较为昂贵[29,30]。目前, 乳品蛋白质分析应用

报道主要是羟丙基甲基纤维素和柠檬酸盐以磷酸盐组成的

运行缓冲体系的动态涂层法, 聚乙烯醇和聚丙烯酰胺固定

涂层法也有报道, 详见表 1。 

4  其  他 

4.1  毛细管胶束电动色谱法 

毛 细 管 胶 束 电 动 色 谱 法 (micellar electrokinetic 

capillary chromatography, MEKC)通过在运行缓冲溶液中添

加浓度大于临界胶束浓度 (critical micelle concentration, 
CMC)的表面活性剂形成假(准)固定相, 特别适合疏水物质

的分离分析 , 极大的拓展了毛细管电泳的应用范围。

MEKC 用于乳品种蛋白质的分析, 可以提升疏水蛋白质的

分离分析效率, 但是高浓度的表面活性剂引起的问题比动

态涂层法更为严重。Zhang 等[41]用未涂层熔融石英毛细管

75 µm  40/50 cm(毛细管内径 有效长度/总长度), 以
0.13 mol/L 柠檬酸+10 mmol/L 柠檬酸钠+4.8mol/L 尿素

+120mg/L 吐温-20 为分离缓冲溶液, 以 40 mmol/L 柠檬酸

钠和 0.01mol/L 2-巯基乙醇为样品缓冲液, 实现了乳酸菌

饮料和奶粉中 -La、-lg、-CN、-CN 和 -CN 分离和

测定, 检出限在 2.5 ~ 8.54 mg/L 之间, 回收率在 89.16% 
~109.99%之间, RSD 小于 3.3%。Li 等[42]用未涂层熔融石英

毛细管 50 µm × 20/27 cm, 以 40 mmol/L 磷酸二氢钠 +  
40 mmol/L 磷酸+5 mmol/L 聚氧乙烯月桂醚(Brij 35)为分离

缓冲溶液, 在 10~400 mg/L 范围内具有良好线性, 检出限

为 3 mg/L, 定量限为 10 mg/L。样品仅需用 50 mmol/L 乙

酸溶液处理后即可进样分析, 提高了样品的分析通量及效

率。刘宇等[43]用未涂层熔融石英毛细管 50 µm × 70/80 cm, 
以 50 mmol/L 硼酸+60 mmol/L 戊二胺+120 mmol/L 十六烷

基三甲基溴化铵+6 mol/L 尿素+0.05%羟丙基甲基纤维素

(pH 9.0, 0.1 mol/L NaOH 调)为分离缓冲溶液, 测定了 4 种

乳铁蛋白原料中的 Lf的含量, 略低于原料供应商提供的高

效液相色谱法（high performance liquid chromatography, 
HPLC）测定的结果。 

4.2  免疫亲和性毛细管电泳法 

免疫亲和性毛细管电泳 (immunoaffinity capillary 
electrophoresis, IACE)将免疫反应特异性强和毛细管技术

用量少、效率高的优势相结合, 特别适用于复杂样品中特

异性目标物的富集和分析。目前, IACE 技术尚不成熟, 应
用报道并不多。Gasilova 等[44]报道了 IACE 结合基质辅助

激 光 解 吸 电 离 质 谱 (matrix-assistedlaserdesorption/ 
ionization-mass spectrometry MALDI-MS)测定牛奶主要的

乳清蛋白 α-Lac 和 β-Lg 的方法。将带有抗体的磁珠置

于毛细管内用于富集目标物 , 解决了样品中致敏蛋白

含量过低的问题。CE 紫外检测得到(0.15 ± 0.01) mg/mL
和(0.52 ± 0.03) mg/mL, MALDI-MS 检测的结果分别为

(0.13 ± 0.02) mg/mL 和(0.47 ± 0.05) mg/mL, 这说明二

者的灵敏度基本一致。在此基础上 , Gasilova 等 [45]将抗

人 IgE 抗体和病人 IgE 抗体复合物通过化学十字交联

修饰磁珠表面后 , 分别和牛奶中的蛋白质结合 , 再利

用 IACE-UV 和 MALDI-MS 检测确定致敏蛋白质 , 发现

有 BSA、Lf 和 α-CN 和抗体相结合 , 并用经典的酶联免

疫法对该结果进行了确证。  
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表 1  涂层毛细管电泳法在乳品蛋白质分析中的应用 
Table 1  Application of coating capillary electrophoresis in dairy protein analysis  

 毛细管 运行缓冲溶液 结果 应用 
参考

文献

动态

涂层 

未涂层 
熔融石 

英毛细管 
 

0.32 mol/L 柠檬酸+20 mmol/L 柠檬酸

三钠+7 mol/L 尿素+0. 05% 羟丙基甲

基纤维素(pH 3.0, 柠檬酸调) 

β-Lg 回收率为 75.2% ~ 105. 2%, 相对标准偏

差为 1.1% ~ 3.1%, 检出限为 1 mg/L。 
快速检测巴氏杀菌乳和原料奶

中 β-Lg 含量 
[31]

15 mmol/L 柠檬酸+20 mmol/L 柠檬酸

三钠+6 mol/L 尿素+0.05%羟丙基甲基

纤维素(pH 2.7) 

β-CN、κ-CN、大豆分离蛋白检出限分别为 0.17、
0.23、5.73 mg/L, 回收率分别为 99.37%、

99.23%、87.44%。 

生鲜乳蛋白和大豆分离蛋白的

同时分离与测定 
[32]

23 mmol/L 柠檬酸钠+35 mmol/L 柠檬

酸+0.05%羟丙基甲基纤维素+6 mol/L
尿素(pH 3.0) 

α-Lac、β-Lg、α-CN、β-CN、κ-CN 的检出限分

别为 0. 01、0. 03、0. 02、0. 02、0. 02 g/L; 加
标回收率 84%~ 103%。 

牛奶的质量监控以及奶粉配方

的改善提供了新途径 
[33]

50 mmol/L磷酸 + 0.05%羟丙基甲基纤

维素+6 mol/L 尿素(pH 3.0, 氢氧化钠

调) 

α-CN、β-CN、κ-CN 保留时间、峰面积及峰高

的相对标准偏差分别小于 0.67%、3.0%和 3.2%;
加标回收率为 98% ~ 106%。 

水牛奶及奶制品的质量监控提

供了新途径 
[34]

20 mmol/L磷酸二氢钠 + 0.05%羟丙基

甲基纤维素+6 mol/L 尿素(pH 2.75, 磷
酸调) 

α-Lac、β-Lg、α-CN、β-CN、κ-CN 相对迁移时

间及峰面积的 RSD 均小于 5%, 加标回收率均

在 88%～102%之间。 

为加工环节的原料选择和产品

品质分析提供依据 
[35]

25 mmol/L 磷酸盐(pH 6.0)+500 mg/L
季铵化纤维素 

Lf 低、中、高 3 个浓度加标回收率为 87%～

112%, 相对标准偏差为 4. 4%～12. 1%。 
所需牛奶样品少, 有望用于生

物样品中乳铁蛋白的分析。
[36]

0.5 mol/L 硼酸 + 0.025 mol/ L 羟丙基

β-环糊精 + 0.8 g/ L 聚乙烯醇

4,000,000 为分离缓冲液 (pH 9.10)

实现了与 β-LgA 及 β-LgB 的同时分离与测定, 
其中 α-Lac 的结果与液相色谱的结果相吻合。

用于乳品中 β-LgA 及 β-LgB 的

检测 
[37]

固定

涂层 

聚乙烯醇

涂层 

11 mmol/L 柠檬酸钠+166 mmol/L 
Tris+10 mmol/L 二硫代苏糖醇+4.5 

mol/L 尿素(pH 8.0, 磷酸调) 

α-Lac、β-Lg、α-CN、β-CN、κ-CN 在原料乳、

市售鲜奶、巴氏灭菌乳、超高温灭菌乳、调味

乳、乳酸饮料、复原乳、酸奶、奶粉中的含量

逐渐降低。 

用于乳品中 5 种蛋白的检测以

及超高温灭菌乳保质期的判定
[38]

聚丙烯酰

胺涂层 

0.48 mol/L柠檬酸+13.6 mmol/L柠檬酸

钠+4.8 mol/L 尿素(pH 2.3) 
β-Lg 和 κ-CN 的完全分离。 对模型样品及奶酪进行分析 [39]

0.15 mol/L 硼酸盐+ 0.05%吐温 20 
(pH 8.50) 

α-Lac、β-LgA、β-LgB 迁移时间和峰面积的相

对标准偏差分别小于 0.13%和 4.55%; 加标回

收率为 82.3%~105.8%; 检出限分别为 0.025g/L
和 0.05g/L。 

用于如品种 3 种蛋白质的检测 [40]

 

 
4.3  毛细管区带电泳法 

毛细管区带电泳法(capillary zone electrophresis, CZE)
是毛细管电泳中 为基础、 为常用的模式。但对于乳品

蛋白质分析, CZE 的使用受到复杂基质和吸附的限制, 应
用报道不多。刘一等 [46]用未涂层石英毛细管 50 µm 
30/38.5 cm, 以 25 mmol/L 磷酸盐缓冲液(pH 7.0)实现了

α-Lac 和 β-Lg 的基线分离和痕量检测 , 检出限分别为   
3.0 mg/L 和 12 mg/L; 迁移时间和峰面积的相对标准偏差

分别小于 1%和 6%, 符合实际样品检测要求。该方法已成

功用于实际乳糖样品的分析, 在相关领域也有很好的应用

前景。Gutierrez 等[47]以乙酸缓冲溶液提取乳清蛋白, 电动

进样到未涂层熔融石英毛细管, 以 pH 8.0 的 50 mmol/L 硼

酸盐为分离缓冲液, 5 min 内实现分离, 检出限为 10 mg/L。

该快速提取和分析牛奶蛋白粉中 α-Lac 的方法, 帮助美国

海关对牛奶蛋白浓缩物征收进口关税。 

4.4  其他检测技术联用 

乳制品组成复杂, 利用 CE 技术和多种前处理技术以

及其他技术联用可以有效解决实际分析中的问题。

de-Oliveira 等[48]首先利用气相色谱法(gas chromatography, 
GC)分析脂肪酸 C14: 0、C16: 0、C18: 0、C18: 1、C18: 2 和
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C18: 3, 将牛奶和乳清区分开。然后, 用 CE 对掺假牛奶中

的 6 种脂肪酸进行定量分析。结果表明, 乳清添加量真值

与实验值的相关系数为 0.973, 说明该技术可用于乳清掺

假牛奶的检测。 

5  结论与展望 

CE 具有样品用量少、分离模式多、分析效率高的优

势 , 在乳品蛋白分析方面具有巨大的应用潜力。目前

SDS-CE 可以部分代替经典的 SDS-PAGE 的应用。此外, CE
在 IgG 的检测方面也有潜在的优势, 完善后可以弥补径向

免疫扩散法的不足[49]。MEKC 可以同时分离测定酸性、中

性和碱性蛋白, 是解决同时分离多种蛋白质的 佳途径之

一。但是, 有些 CE 模式在乳品分析中的应用尚待开发, 如
毛细管等点聚焦法(capillary isoeletric focusing, CIEF)可以

测定特有等电点的酪蛋白(pI 4.6), 用于评价牛奶凝固特性, 
从而衡量牛奶工艺质量。CE 和质谱技术联用可以用于蛋

白质的定性, 有效地提升乳品研发和生产中的效率。此外, 
各种新型材料用于毛细管内壁的涂层, 可以有效抑制蛋白

的吸附, 提升了检测的灵敏度。前处理技术和多种 CE 模

式的灵活组合, 可以解决复杂基质样品的前处理问题, 拓
展了 CE 技术检测范围, 可以实现乳品中多种蛋白的分析。

综上所述, CE 技术蛋白质方面的优势, 可以在乳品品质鉴

定、过敏原分析、真假鉴别、蛋白质糖基化分析、乳品如

处理和蛋白水解等过程中发挥巨大的作用。 
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