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基于液相色谱-串联质谱技术的羊牛乳特征 

肽段鉴别及测定 

陈树娣, 谢景千, 蒋明峰, 黎永乐* 

(深圳市计量质量检测研究院, 深圳  518131) 

摘  要: 目的  建立液相色谱-串联质谱法(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)鉴别

羊牛乳及定量检测羊乳中牛乳的方法。方法  样品经胰蛋白酶水解后, 采用纳升液相色谱-串联飞行时间质谱

仪 (nano liquid chromatography-tandem time-of-flight mass spectrometer, nano LC-TOF-MS) 检 测 , 经

ProteinPilotTM 软件、UniProt 数据库和 blast 分析, 筛选出特征肽段。然后基于高效液相色谱-串联质谱法(high 

performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS), 应用牛乳、羊乳的特征肽段对样

品进行鉴别和定量测定。结果  本方法在羊乳中牛乳含量为 5%~50%范围内, 线性关系良好, 相关性系数大于

0.99, 检出限为 1.5%, 定量限为 5.0%, 在 5%、20%和 40%添加水平的回收率为 85.2%~114.0%, 相对标准偏差

小于 10% (n=6)。结论  该方法快速、准确, 适合应用于羊乳中牛乳的鉴别及定量分析。 
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Identification and detection of goat and bovine milk peptide marker based 
on liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

CHEN Shu-Di, XIE Jing-Qian, JIANG Ming-Feng, LI Yong-Le* 

(Shenzhen Academy of Metrology & Quality Inspection, Shenzhen 518131, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the identification and detection of goat and bovine milk peptide 

marker and quantitation of bovine milk in goat milk based on liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

(LC-MS/MS). Methods  Samples were determined by nano liquid chromatography-tandem time-of-flight mass 

spectrometer (nano LC-TOF-MS) after tryptic digestion. Peptide markers were screened by data analysis with 

ProteinPilotTM software and UniProt protein database, and searched with blast. The samples were identified and 

quantified based on high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) with 

peptide markers. Results  The proposed method had good linear dependence for bovine milk in goat milk from 5% 

to 50% with correlation coefficient r2＞0.99, the limit of detection (LOD) was 1.5% and the limit of quantitation 

(LOQ) was 5.0%. The recoveries were ranged from 85.2% to 114.0% at 5%, 20% and 40% spiked levels, and the 

relative standard deviations (RSDs) were less than 10% (n=6). Conclusion  The proposed method is fast and 

accurate, which is suitable for the identification and quantitative detection of bovine milk in goat milk. 
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0  引  言 

乳中含有丰富的蛋白质、脂肪、矿物质、维生素等, 是

哺乳动物出生后赖以生存与发育的营养最完善的食物。研究

表明, 乳与骨骼健康、心血管疾病、代谢综合征、炎症反应、

特殊老年性疾病、孕产妇及婴幼儿的健康等均具有相关性[1]。

牛乳及羊乳是两种重要的乳源, 牛乳营养全面、产量大, 占

全世界乳类生产和消费的 85%以上[2‒3]。与牛乳相比, 羊乳

脂肪球较小, 干物质含量较高, 酪蛋白和清蛋白比例更接近

人体, 在消化吸收、抗氧化、降低胆固醇、修复及改善肠道

功能、低致敏性等多个方面都具有优势[4‒5]。由于羊的泌乳

期短, 产奶量低, 不能集中饲养, 羊奶资源珍贵稀缺, 供不

应求, 价格昂贵[6]。现阶段我国羊乳制品主要以婴幼儿配方

羊乳粉为主[7]。2015 年曾出现羊奶粉掺牛乳清粉侵犯消费者

知情权的“潜规则”乱象[8]。针对此乱象, 2016 年国家食品药

品监督管理总局发布的《婴幼儿配方乳粉产品配方注册管理

办法》明确规定: 应在产品配料表中标明乳制品原料的动物

性来源; 若使用两种以上动物性来源时, 应当标明所占比

例。因此, 有必要对羊乳、牛乳的鉴定及定量检测进行研究。 

目前, 羊乳、牛乳鉴别及定量检测的方法主要是根据

羊乳和牛乳化学组成差异, 以蛋白质与氨基酸、脂肪与脂

肪酸、DNA、维生素、指纹图谱、气味、小分子代谢产物

等为特征指标所建立[9‒11]。其中, 以特征肽段为特征指标

的检测方法简单、灵敏、准确、可靠, 已逐渐成为物种制

品鉴别的主要方法[12‒15]。利用液相色谱-串联质谱技术, 房

芳等[16]确定了驴、猪、牛、马皮源特征肽段, 既可鉴别阿

胶掺入的新阿胶及黄明胶, 也可鉴别阿胶驴皮原料中混杂

的马皮; 李碧芳等[17]鉴别出鹅肉的特征肽段, 并建立了肉

制品中鹅肉的定量检测方法; 张淑霞等[18]测出核桃露和杏

仁露中大豆、花生成分。但是基于特征肽段的液相色谱-

串联质谱技术测定羊乳中牛乳成分的研究鲜有报道。 

基于此, 本研究采用纳升液相色谱-串联飞行时间质

谱仪(nano liquid chromatography-tandem time-of-flight mass 

spectrometer, nano LC-TOF-MS)和高效液相色谱-串联质谱

法 (high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, HPLC-MS/MS), 筛选出羊乳和牛乳的特征肽

段, 建立鉴别羊牛乳及定量检测羊乳中牛乳的方法, 为羊

乳制品的市场监督提供技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

乙腈、甲酸(色谱纯, 美国 Thermo Fisher Scientific 公

司); 碳酸氢铵、碘代乙酰胺、二硫苏糖醇(纯度≥99%)、

猪 胰 蛋 白 酶 (13000~20000 BAEE units/mg, 美 国

Sigma-Aldrich 公司); 实验用水为超纯水。 

羊乳粉、牛乳粉均为市售预包装产品。 

TripleTOF® 5600 纳升液相色谱-串联飞行时间质谱

仪(美国AB Sciex公司); TSQ QuantisTM高效液相色谱-串联

质谱联用仪(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); BF260 型

电热恒温培养箱(德国BINDER公司); 5424R型冷冻离心机

(德国 Eppendorf 公司); QUINTIX224-1CN 型万分位天平

(德国赛多利斯公司); Milli-Q 型纯水机(美国 Merck 公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  样品前处理 

称取 1.0 g 乳粉于 50 mL 塑料离心管, 加入纯水定容

至 25 mL, 涡旋混匀 60 s, 得到复原乳。准确移取复原乳

200 μL 于 1.5 mL LoBind 塑料离心管中, 加入 150 μL 碳酸

氢 铵 溶 液 (100 mmol/L) 、 10 μL 二 硫 苏 糖 醇 溶 液       

(500 mmol/L), 混匀后置 57 ℃反应 60 min; 冷却至室温, 

加入 30 μL碘代乙酰胺溶液(500 mmol/L), 暗处静置 30 min; 

再加入 50 μL 猪胰蛋白酶溶液(400 μg/mL), 充分混匀后, 

置于 37 ℃酶解 4 h。用 10 μL 甲酸混匀终止反应, 加入   

500 μL 乙腈溶液, 涡旋混匀, 12000 r/min 离心 5 min, 取上

清液过膜, 供测试。 

1.2.2  nano LC-TOF-MS 条件 

(1)液相色谱条件 

色谱柱为 Kinetex C18 (50 mm×2.1 mm, 2.6 μm, 美国

Phenomenex 公司), 流动相 A: 0.1% (V:V)甲酸-水溶液, 流

动相 B: 0.1%甲酸-乙腈溶液(V:V)。液相梯度洗脱程序: 

0~0.5 min, 98% A; 0.5~4 min, 98%~74% A; 4~5.5 min, 
74%~50% A; 5.5~5.7 min, 50%~20% A; 5.7~7.5 min, 20% A; 

7.5~7.7 min, 20%~98% A。流速: 0.35 mL/min; 进样体积:  

5 μL; 柱温: 40 ℃。 

(2)质谱条件 

纳升喷雾电离源, 气帘气: 30 psi; 碰撞气: Medium; 

离子喷雾电压: 5500 V; 源温度: 550 ℃; 雾化气: 55 psi, 

辅助气: 55 psi; 扫描方式: 信息依赖的采集工作模式。 

1.2.3  HPLC-MS/MS 条件 

(1)液相色谱条件 

色谱柱: Hypersil Gold C18 (100 mm×2.1 mm, 1.9 μm, 

美国 Thermo Fisher Scientific 公司), 流动相 A: 0.1%甲酸-

水溶液(V:V), 流动相 B: 乙腈。液相梯度洗脱程序: 0~1 min, 

90% A; 1~2 min, 90%~74% A; 2~3 min, 74%~50% A; 3~    
5 min, 50%~5% A; 5~6 min, 5% A; 6~7.5 min, 5%~90% A; 
7.5~10 min, 90% A。流速: 0.3 mL/min; 进样体积: 2 μL; 柱
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温: 40 ℃。 

(2)质谱条件 

电喷雾离子源; 正离子扫描模式; 喷雾电压: 3500 V; 

鞘气: 40 Arb; 辅助气: 5 Arb; 离子传输管温度: 300 ℃; 去

溶剂温度: 300 ℃; 碰撞气: 1.5 m Torr。 

2  结果与分析 

2.1  特征性肽段选择 

特征肽段是蛋白质酶解后产生的能与其他蛋白质进

行区分的特有肽段序列, 其筛选原则如下[19-20]: 以 8~25 个

氨基酸长度的肽为优先选择; 重现性高, 不易发生过切或

漏切; 稳定性强, 不含不稳定存在的肽段; 具有响应较强

的碎片离子。 

本研究采用 nano LC-TOF-MS对酶解后的样品进行扫

描, 得到一级和二级图谱; 利用UniProt蛋白数据库寻找到

牛乳和羊乳 α-乳白蛋白及 β-乳球蛋白的氨基酸序列。将氨

基酸序列和仪器分析数据结果一同导入 ProteinPilotTM 软

件 , 并根据前处理过程的具体情况建立数据处理方法。

ProteinPilotTM 软件对样品中的所有肽分子按照既定的反应

条件和已知蛋白质序列进行归属, 获得羊牛乳样品的潜在

特征肽段。将潜在特征肽段在美国国家生物技术信息中心

(National Center for Biotechnology Information, NCBI)网站

上进行 blast 分析, 排除非特异性肽段, 保留特征肽段, 进

一步验证其特异性。经过蛋白数据鉴定筛选及 blast 分析, 

羊牛乳的特征肽段信息见表 1。 

2.2  肽段特异性检验 

根据筛选出的羊牛乳特征肽段, 利用 Xcalibur 软件在

HPLC-MS/MS 平台上建立多反应监测 (multi-reactions 

monitoring, MRM)模式, 构建离子对, 优化透镜电压、碰撞

电压等质谱参数, 提高特征肽段的响应强度。研究发现, 

牛乳 α-乳白蛋白的特征肽段“DDQNPHSSNICNISCDK”响

应较弱, 因此不选择此特征肽段用于后续的定性及定量检

测。优化后的 MRM 质谱采集参数见表 2。羊牛乳特征肽

段的 MRM 提取离子流图见图 1。羊乳样品中, 羊乳特征肽

段 GM1 (goat milk peptide marker 1)和 GM2 (goat milk 

peptide marker 2)出峰明显, 且峰面积分别为牛乳特征肽段

BM (bovine milk peptide marker)的 4700 倍和 6800 倍。牛

乳样品中, BM 出峰明显, 且峰面积分别为 GM1 的 6400 倍

和 GM2 的 3200 倍。结果表明, 羊乳、牛乳的特征肽段具

有特异性。 

2.3  方法验证 

2.3.1  线性关系和定量限 

将牛乳粉分别按照质量分数为 5%、10%、20%、30%、

40%、50%的比例混合在羊乳粉中, 制作标准曲线。本方法

在 5%~50% 范 围 内 , 线 性 关 系 良 好 , 线 性 方 程 为

Y=48297.6X+11342.9, 相关系数为 0.9997, 以 3 倍和 10 倍

信噪比确定羊乳中牛乳的最低掺入检出限为 1.5%, 定量限

为 5.0%。该结果与文献[9]中色谱-质谱法相结合技术报道的

水平相当。 

2.3.2  回收率和精密度 

在羊乳粉中分别添加质量分数为 5%、20%和 40%的

牛乳粉, 采用标准曲线法平行测定 6 次, 并计算加标回收

率。加标实验结果见表 3, 平均回收率为 85.2%~114.0%, 精

密度小于 10%。说明该方法稳定、准确、可靠, 能够定量

测定羊乳中的掺入的牛乳成分。 
 

表 1  羊牛乳的特征肽段 
Table 1  Peptide markers in goat and bovine milk 

物种 蛋白质名称 肽段序列 

羊 
α-乳白蛋白 FLDDDLTDDIVCAK 

β-乳球蛋白 LAFNPTQLEGQCHV 

牛 
α-乳白蛋白 DDQNPHSSNICNISCDK 

β-乳球蛋白 LSFNPTQLEEQCHI 

 
 

表 2  MRM 质谱采集参数 
Table 2  MRM mass spectrometric acquisition parameters 

编号 肽段序列 保留时间/min 母离子(m/z) 子离子(m/z) 透镜电压/V 碰撞电压/V 

GM1 FLDDDLTDDIVCAK 4.69 820.5 
921.4 299 26.52 

1379.5 299 27.58 

GM2 LAFNPTQLEGQCHV 4.56 807.5 
600.2 299 27.96 

842.4 299 27.58 

BM LSFNPTQLEEQCHI 4.66 858.6 
928.4 299 29.68 

1254.5 299 30.06 

注: GM: goat milk peptide marker (羊乳特征肽段); BM: bovine milk peptide marker (牛乳特征肽段)。 
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注: RT: 保留时间; AA: 峰面积; GM: 羊乳特征肽段; BM: 牛乳特征肽段。 

图 1  羊乳(A)和牛乳(B)特征肽段的 MRM 提取离子流图 

Fig.1  MRM chromatograms of goat milk (A) and bovine milk (B) 
 

表 3  牛乳特征肽段的平均回收率和精密度(n=6) 
Table 3  Recoveries and precisions of peptide markers of  

bovine milk (n=6) 

物种 肽段序列 
加标量

/% 
回收率

/% 
精密度

/% 

牛 LSFNPTQLEEQCHI 

5 85.2 9.56 

20 105 8.47 

40 114 9.02 

2.4  方法应用 

运用建立的方法对 25 份市面上随机抽取的预包装羊

乳粉进行了检测。25 份羊乳粉的检测结果均与标签明示配

料表相符。其中, 17 份羊乳粉中只检测到羊乳的特征肽段; 

8 份羊乳粉同时检出羊乳及牛乳的特征肽段, 检测结果见

表 4。同时采用胶体金免疫层析法[21]进行对比验证, 2 种方

法的检测结果一致, 表明了 LC-MS/MS 检测方法可应用于

实际样品的检测中, 结果准确可靠。 

 
表 4  8 份市售羊乳粉的检测结果 

Table 4  Detection results of 8 market goat milk powder samples 

样品 配料表中的含乳成分 牛乳清粉含量/% 

较大婴儿配方羊奶粉 高油牛乳清粉、全脂羊乳粉 64.4 

较大婴儿配方羊乳粉 生羊乳、脱盐乳清粉(牛)、浓缩乳清蛋白粉(牛) 57.8 

幼儿配方羊奶粉 脱盐乳清粉(牛)、全脂羊奶粉、浓缩乳清蛋白粉(牛) 69.2 

幼儿配方羊奶粉 脱盐牛乳清粉、全脂羊奶粉、浓缩牛乳清蛋白粉 65.3 

幼儿配方羊乳粉 生羊乳、脱盐乳清粉(牛)、浓缩乳清蛋白粉(牛) 54.1 

羊奶粉 全脂羊乳粉、脱盐乳清粉、乳清蛋白粉 41.9 

羊奶粉 全脂羊乳粉、脱盐乳清粉、乳清蛋白粉 43.5 

羊奶粉 全脂羊乳粉、脱盐乳清粉、脱脂乳粉 39.8 

 
 

3  结  论 

本研究采用 nano LC-TOF-MS 和 HPLC-MS/MS 相结

合, 共筛选出牛乳的 1 个 α-乳白蛋白特征肽段, 羊乳的 1

个 α-乳白蛋白特征肽段和 1 个 β-乳球蛋白特征肽段, 并建

立羊乳中牛乳含量的检测方法。结果表明, 该方法筛选的

特征肽段稳定且特异性好, 不易产生其他物种的干扰或假

阳性现象。羊乳中掺入牛乳的定量限为 5%, 已成功应用于
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市售样品的实际检测, 为羊乳制品的市场监督提供了技术

支持。与现有的牛羊乳混掺检测鉴别方法相比, LC-MS/MS

检测技术不受羊乳制品的工艺影响, 适用范围广, 并可精

确定量。但是本研究的样本量较少, 种类及来源比较单一, 

在后续的工作中会加大样本量, 覆盖市售羊乳制品类型, 

同时引入同位素内标以抵消基质效应, 并利用合成的羊乳

及牛乳的特征肽段进行验证, 进一步提高方法的准确性和

定量性。 
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