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利用超高效液相色谱串联三重四级杆质谱定量 
检测人乳中的 α-乳白蛋白 

陈  启 1, 赖世云 1, 张京顺 2, 任一平 2* 
(1. 贝因美婴童食品股份有限公司, 杭州  310057; 2. 浙江省疾病预防控制中心, 杭州  310051) 

摘  要: 目的  建立一种新型基于多肽标准品体系的人乳 α-乳白蛋白的定量检测方法。方法  从人乳 α-乳白

蛋白筛选出特异性多肽, 并建立对应的检测方法; 利用化学方法人工合成特异性多肽、同位素标记特异性多肽

和内标。结果  本方法所选择的多肽具有高度特异性, α-乳白蛋白的检测灵敏度为 8.0 mg/100 g, 精密度均小于

5.22%, 回收率均在 97.21%~102.45%之间。结论  本方法建立了利用特异性多肽检测人 α-乳白蛋白的方法, 具

有较高的准确度、灵敏度和稳定性。通过对 447份人乳样品进行检测, 初步探索了人乳中 α-乳白蛋白的含量范

围, 为人乳化配方奶粉的华人配方奠定理论基础。 
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Quantification of α-lactalbumin in human milk based on ultra-performance 
liquid chromatography coupled with tandem mass spectrometry 

CHEN Qi1, LAI Shi-Yun1, ZHANG Jing-Shun2, REN Yi-Ping2* 
(1. Beingmate Baby & Child Food Co., Ltd., Hangzhou 310057, China; 2. Zhejiang Provincial Center for Disease Control 

and Prevention, Hangzhou 310051, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a quantitative detection of α-lactalbumin in human milk with peptide 
standard system. Methods  The signature peptide for α-lactalbumin was searched and selected from the pro-
tein digestion products. The signature peptide, isotope-labelled signature peptide and internal standard peptide 
were also synthesized and used for establishing the quantification method. Results  The limit of quantification 
for α-lactalbumin was 8.0 mg/100 g. Reproducibility were below 5.22% and spiked recoveries were between 
97.21%~102.45%. Conclusion  The validation showed that the method was with high selectivity, accuracy, 
reproducibility and sensitivity. The analysis results of 447 human milk samples provided the theoretical basis 
for infant formula suitable for Chinese babies. 
KEY WORDS: human milk; UPLC-MS/MS; α-lactalbumin; peptides standard system 
 
 

 
 

1  引  言 

人乳中的蛋白质含量约为 1%~2%[1-4]。它可以分

为酪蛋白以及乳清蛋白, 其比例约为 4:6[5]。α-乳白蛋

白为主要的乳清蛋白, 占人乳含量的 0.25%左右。它
能作为载物与钙、镁、锰、钠、钾以及锌[6-8]结合。

Pellegrini等[9]对牛 α-乳白蛋白的研究发现, 其水解产
物还具有抗菌作用。 
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在牛乳中的酪蛋白以及乳清蛋白比例约为

8:2[10], 同时乳清蛋白主要是由 α-乳白蛋白与 β-酪
蛋白构成。所以在调制以牛奶为基质的人乳化配方

乳粉时, 需要将其蛋白质比例, 尤其是 α-乳白蛋白
含量, 调节至类似人乳的比例, 以利于婴幼儿营养
吸收。 

现阶段国内外对人乳中的蛋白质的定量分析研

究主要停留在总蛋白含量测定水平上: 利用凯氏定
氮法检测蛋白氮与非蛋白氮 [11,12], 以及酪蛋白和乳
清蛋白[13]。而对单一蛋白质的定量研究并不多, 主要
采取的检测方法为反相色谱法[14]、离子交换色谱[15]、

电泳法[15,16]以及免疫学方法[17]。 
单一蛋白质检测方法匮乏原因是多方面的。首

先上述电泳以及色谱等方法均需要提供高纯度的

标准品进行定性以及定量分析 , 免疫学方法需要
纯净的人乳单一蛋白质用于制备抗体。鉴于商品化

的、单一人乳蛋白质标准品非常难以得到, 也就难
以建立上述检测方法。人乳中营养物质组成复杂 , 
利用色谱以及电泳法也难以将被测化合物与基质

达到基线分离 ; 同时由于各种人乳蛋白质的理化
性质十分接近 , 无法有效区分相似蛋白质 [5]; 利用
免疫学方法不可避免地会产生交叉反应 , 对检测
结果会造成影响。上述仪器法的检测均采用紫外

280 nm 检测 , 该波长对所有的蛋白质均有吸收 , 
无法通过检测器对不同种类的蛋白质进行区分 ; 
同时紫外检测器的灵敏度低 , 检出限约为 10 
µg/mL[15]。 

Zhang等[18]、Lutter等[19]和 Heick等[20]尝试利用

蛋白质组学与液质联用技术分别对牛奶、花生等蛋白

质进行分析。他们将蛋白质酶切成多肽根据现有的数

据库从中筛选出特异性多肽以用于测定。但是这些方

法依然在定量准确度、标准品和内标设计等方面存在

不同的问题。现阶段没有任何利用该方法检测人乳蛋

白的文章发表。 
本文利用同样的检测原理, 筛选出合适的人 α-

乳白蛋白特异肽用于定性与定量检测。同时人工合成

高纯度的该特异多肽作为标准品, 使用同位素标记
的氨基酸合成内标, 排除了酶解、分离和质谱离子
化、样品基质等干扰问题。从而建立一套新型的基于

多肽的标准品体系, 满足无蛋白质标准品情况下准
确定量检测的需要。 

2  材料与方法 

2.1  试  剂 

碳酸氢铵 , 二硫苏糖醇 (DTT), 碘代乙酰胺
(IAA), 乙酸, 甲酸, 乙腈, 碳、氮全同位素标记的亮
氨酸(L*)购自美国Sigma-Aldrich公司, 重组猪胰蛋白
酶购自上海雅心生物技术有限公司。 

标准物与内标: 特异肽: CELSQLLK(纯度≥98%, 
水分 ≤1%), 同位素特异肽 CELSQL*L*K, 内标
AKQFTKCELSQL*L*KDIDGYGGIA, 由上海强耀公
司合成。其中带*的氨基酸为碳、氮全同位素标记的
氨基酸。 

2.2  仪器工作条件 

2.2.1  超高压液相色谱(UPLC)参数 
液相色谱仪: Acquity Ultra Performance LC(美国

Waters 公司); 色谱柱: BEH 300 C18 (100 mm×2.1 
mmi.d., 1.7 μm, 美国Waters公司); 柱温: 40 °C, 样
品室温度: 4 °C, 进样体积: 5 μL; 流动相 A: 含 0.1%
甲酸的水溶液, 流动相 B: 含 0.1%甲酸的乙腈溶液, 
流速 0.3 mL/min, 梯度洗脱条件: 在 5 min内将流动
相 B含量从 3%提升至 32%。 
2.2.2  三重四级杆质谱(MS)参数 

质谱仪: TQ-S MS Xevo(美国 Waters 公司), 带
ESI源。毛细管电压: 3.0 kV, 脱溶剂温度: 500 ℃, 脱
溶剂气流量: 900 L/min, 锥孔反吹气流量: 150 L/h, 
碰撞室压力: 3.0×10−3 mbar; 低端分辨率 1:2.5 V, 高
端分辨率 1:15.0 V, 离子能量 1:0.5; 低端分辨率 2:2.8 
V, 高端分辨率 2:15.0 V, 离子能量 2:1.0; 离子源温 
度: 150 °C, 提取器电压: 3.0 V, 入口透镜电压: 0.5 V, 
出口电压: 0.5 V, 碰撞梯度: 1.0, 多离子反应监测
(MRM)参数见表 1。 

2.3  标准曲线的配制 

分别将特异肽 CELSQLLK 和同位素特异肽

CELSQL*L*K用水溶解, 再配制成浓度为 0.1、0.6、
1.2、1.8、2.4、3.0 μmol/L的特异肽标准曲线溶液, 与
1.5 μmol/L的同位素特异肽溶液。 

由于本实验所合成的特异肽和同位素特异肽含

有半胱氨酸C, 需在进样前破坏分子间的潜在的二硫
键, 并使其烷基化, 故取 20 μL 的标准曲线溶液, 加
入 10 μL同位素特异肽溶液, 10 μL的 50 mmol/L DTT
溶液与 945 μL水, 在 55 ℃水浴锅中反应 30 min。待 
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表 1  MRM 参数 
Table 1  Conditions of multiple reactions monitoring 

多肽序列 母离子 
m/z 

锥孔 
电压 

V 

子离子 
m/z 

碰撞 
能量 
eV 

裂解

方式

CELSQLLK 495.8 15 

290.1* 18 b2 

588.5 18 y5 

701.8 18 y6 
      

CELSQL*L*K 502.8 15 

290.1* 18 b2 

602.5 18 y5 

715.8 18 y6 

*标记的子离子为定量子离子 

 
冷却后加入 10 μL的 150 mmol/L IAA溶液, 在暗处
室温静置 30 min。最后加入 5 μL甲酸溶液, 待测。 

2.4  人乳酶解 

将人乳 1:100 用水稀释, 经充分混匀后, 取 20 
μL人乳稀释液, 加入 10 μL内标溶液(1.5 μmol/L), 10 
μL的 50 mmol/L DTT溶液与 835 μL水, 在 55 ℃水
浴锅中反应 30 min。待冷却后加入 10 μL 的 150 
mmol/L IAA溶液, 在暗处室温静置 30 min。加入 100 
μL 500 mmol/L 的碳酸氢铵缓冲液与 10 μL 200 
μg/mL的碱性胰蛋白酶, 在 37 °C水浴锅中反应 2 h。
最后加入 5 μL甲酸溶液终止反应, 用 0.22 μm微孔滤
膜过滤, 待测。 

3  结果与讨论 

3.1  特异多肽的选择 

本文选择碱性胰蛋白酶作为酶切工具 , 利用
其高度专一性 , 水解精氨酸与赖氨酸羧基端的肽
键 。通过 Uniprot 数据 库 (www.uniprot.org)里
PeptideMass工具分析, α-乳白蛋白理论上可以通过
酶解分别获得 14条长短不一的多肽产物, 其中有 5
个多肽序列的氨基酸数量少于 5个, 不具有足够的
特异性, 故不进行进一步分析。在剩余 9 条理论多肽
中 , 搜 索 到 其 中 的 8 条 多 肽 , 分 别 是
FLDDDITDDIMCAK、GIDYWLAHK、LEQWLCEK、
NICDISCDK、CELSQLLK、SSQVPQSR、ALCTEK
和 ILDIK。未搜索到的多肽序列含有 45个多肽, 可
能是由于该序列过长 , 其色谱分辨率过低而未测

得。本文通过单离子扫描模式(SIR)与 MRM方式对
各个多肽的响应值进行评估 , 最终选择了色谱分
离过程中无干扰, 响应值最高的 CELSQLLK 多肽
作为 α-乳白蛋白的特异性多肽 (见图 1)。通过
Uniprot数据库的 BLAST分析工具对人乳中 β-酪蛋
白等全部已知蛋白质的比对分析 , 未在其他蛋白
质中发现本肽段的存在。因此, 本文所选择的多肽
具有高度特异性。 

 

图 1  人乳样品中 α-乳白蛋白特异肽及其同位素特异肽色
谱图 

Fig. 1  Chromatograms of α-Lactalbumin siganture peptide 
and its isotope-labeled analog in the digested human milk 

sample 

 
作为一般经典的分析方法 , 通常会使用高纯

度的蛋白质作为标准品 , 用以定量检测样品中目
标蛋白质含量。在缺乏高纯度的蛋白质标准品情

况下 , 会无法建立对应的检测方法。而本文利用化
学方法合成了特异性多肽标准品 , 同时购买了商
品化的人 α-乳白蛋白(纯度≥85%, 经 SDS-PAGE
分离纯化提取), 分别利用内标法配制标准曲线。
多肽标准曲线的斜率为 1.121±0.029(n=3), 蛋白
质标准曲线斜率为 1.143±0.031(n=3), 两者在统
计学上无显著性差异 (P>0.05)。故由此推断 , 可
利用多肽 CELSQLLK 替代 α-乳白蛋白标准品建
立标准曲线。  

至今为止, 人 α-乳白蛋白是唯一可获得商品化
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的人乳蛋白, 其他的人乳蛋白, 例如 β-酪蛋白、αs1-
酪蛋白, 乳铁蛋白等至今均无商品化的蛋白质标准
品。本文尝试通过多肽标准曲线替代了蛋白质标准曲

线, 结果表明: 可解决蛋白质标准品缺乏的定量难 
题, 有助于扩大检测范围。 

3.2  内标的选择 

在应用 UPLC-MS 法检测多肽时, 多肽的响应
值受到基质以及参与反应的化学试剂的影响 , 导
致响应信号增益或抑制。介于上述问题, 本文人工
合成了同位素特异肽 CELSQL*L*K, 其中 L*代表同

位素碳 13、氮 15 全同位素标记的亮氨酸 [13C6, 
15N]-Leucine。该同位素特异肽的理化性质与目标
多肽完全一致, 所表现出来的色、质谱行为也一致
(见图 1), 能校正由基质效应所带来的检测响应值
波动。 

此外, 在上述同位素特异肽 CELSQL*L*K 的基
础上, 按照蛋白质氨基酸序列, 分别沿该肽的 C端与
N 端各延长若干个氨基酸, 设计并合成了作为同位
素内标使用的长肽段 : AKQFTKCELSQL*L*KDID- 
GYGGIA。将该肽段作为内标, 在预处理之前加入被
测样品中, 经酶解等预处理过程后会产生等摩尔浓
度的同位素特异肽 CELSQL*L*K。该内标不但能随基
质效应所致的检测响应值而波动, 还能校正复杂样
品基质对酶解过程造成的干扰, 并可用于指示蛋白
质被酶解的程度。 

3.3  方法学验证 

本文通过一系列方法学实验来验证本方法的准

确性与可靠性。其中标准曲线通过人工合成的特异肽

与同位素特异肽配制而成。在 10~200 nmol/L线性范
围内的回归方程 y=1.254x+0.0194, 相关系数 R2 为

0.993, 满足本实验检测需求。 
方法检出限,通过低浓度标准品溶液计算获得。

配制 2 nmol/L 的标准品溶液, 进样分析后获得其信
噪比, 以 10 倍信噪比为定量限, 乘以蛋白质的分子
量与稀释倍数 , 计算得到该方法的检出限为 8.0 
mg/100 g。 

日内精密度通过重复平行处理 11份相同样品获
得, 其日内精密度为 4.12%。日间精密度通过在每天
重复平行处理 5 份相同样品, 重复 4 天实验后获得, 
其日内精密度为 5.22%。 

加标回收率通过在样品中加入特异肽来实现。特

异肽的加入量分别为样品中蛋白质的本底摩尔浓度

的 1.5倍、1倍与 0.5倍, 作为高、中、低浓度加标, 结
果见表 2。本方法的加标回收率在 97.21%~102.45%
之间。 

表 2  加标回收率 
Table 2  Recovery results of spiked human milk 

编号 低浓度加标 中浓度加标 高浓度加标 

1 102.85% 98.04% 102.36% 

2 100.99% 95.92% 100.93% 

3 99.44% 101.24% 102.13% 

4 104.84% 97.67% 103.01% 

5 104.14% 93.17% 101.90% 

总计 102.45%±4.22% 97.21%±3.97% 102.07%±4.79%

 
3.4  人乳样品检测结果以及与市售人乳化配方

乳粉的比对 

本人乳检测研究项目在全国范围内采集了 149
位产妇产后一周乳、两周乳与六周乳, 共 447份样品, 
利用本文所述方法来对人乳中 α-乳白蛋白含量进行
分析, 结果见图 2。 

 

图 2  人乳样品中 α-乳白蛋白的检测结果以及与配方乳粉
中含量的比较 

Fig. 2  Contents of α-Lactalbumin in human milk samples 
and in infant formulas 

 
由检测结果发现 , 一周乳、二周乳和六周乳中

α-乳白蛋白含量中间值分别为 358.8、344.0、281.4 
mg/100 g。虽然有部分极大或极小的检测结果出现 , 
但大多数 α-乳白蛋白含量依然集中在 300~450 
mg/100 g 范围内。α-乳白蛋白在整个泌乳期呈递
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减趋势。  
利用 Zhang 等[18]的市售的人乳化配方乳粉的牛

α-乳白蛋白的含量检测结果, 按照推荐的冲调方式, 
即奶粉与水的比例为 1:7, 将检测结果推算液体奶中
的牛 α-乳白蛋白的含量, 结果见图 2。配方乳粉中的
α-乳白蛋白含量显著低于各阶段的人乳中 α-乳白蛋
白(P<0.01)。这是由于纯 α-乳白蛋白粉价格昂贵, 产
量少, 配方乳粉中一般通过牛奶乳粉和牛乳清粉调
节各蛋白质含量, 而乳清粉中含有大量的 β-乳球蛋
白, 最终导致无法在维持低总蛋白含量的基础上提
高 α-乳白蛋白含量的比率。同时在中国乃至世界范
围内缺少权威的人乳 α-乳白蛋白的定量检测方法与
含量数据库, 使得各配方乳粉生产厂家缺乏有力的
数据支持。这也可能是导致配方乳粉中 α-乳白蛋白
含量偏低的原因之一。 

4  结  论 

本文设计并合成了 α-乳白蛋白的特异肽、同位
素特异肽和同位素内标, 解决了蛋白质定量分析过
程中, 酶切与质谱检测易受基质效应干扰的问题; 并
通过一系列方法学验证, 实验证明本方法具有高准
确度、灵敏度、稳定性和特异性, 适宜不同阶段人乳
的 α-乳白蛋白定量分析。 

本方法建立了一套基于多肽的标准品体系, 为
蛋白质定量研究工作者提供了一种蛋白质定量研究

的新思路, 扩展了检测范围, 使蛋白质定量分析不必
受到标准品缺乏的限制。 

本文对 447 个不同阶段的人乳中 α-乳白蛋白含
量进行分析, 为打造人乳化配方奶粉的华人配方的
蛋白质数据库奠定方法基础。 
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“水产品加工与贮藏”专题征稿 
 
 
水产品腐败变质的原因主要是水产品本身带有的或贮运过程中污染的微生物，在适宜条件下生长繁殖，

分解鱼体蛋白质、氨基酸、脂肪等成分产生有异臭味和独行的物质，致使水产品腐败变质，丧失食用价值，

这不仅造成巨大的经济损失，而且威胁到人们的生命健康。因此，以杀死微生物为目标的杀菌技术，一直是

水产品加工行业以及整个食品行业共同关注的问题。水产品加工不同于其他食品，不仅要求保持水产品原有

的风味和色泽，还要具有良好的口感和质地，因此水产品的加工与贮藏技术影响着整个水产工业的发展。 

鉴于此，本刊特别策划了“水产品加工与贮藏”专题，由渤海大学励建荣教授担任主编，围绕水产品保鲜

加工技术、水产品加工副产物的综合利用、海洋生物活性物质的提取分离机活性鉴定研究、功能性保健食品

和海洋药物的研制、水产品的质量安全研究和风险评估等或您认为本领域有意义的问题展开讨论，计划在 2014

年 10月出版。 

本刊编辑部和励教授欢迎各位专家为本专题撰写稿件，以期进一步提升该专题的学术质量和影响力。

综述、实验报告、研究论文均可，请在 2014年 9月 10日前通过网站或 Email投稿。我们将快速处理并优

先发表。 

投稿方式： 

网站：www.chinafoodj.com 

Email：tougao@chinafoodj.com 

《食品安全质量检测学报》编辑部 


