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反相高效液相色谱法快速测定乳铁蛋白含量 

王德伟*, 游景水, 黄远英 

(汤臣倍健股份有限公司, 珠海  519040) 

摘  要: 目的  建立一种反相高效液相色谱法(RP-HPLC)快速测定乳铁蛋白在乳原料及乳制品中含量的方法。

方法  根据酪蛋白在等电点(pH 4.6)凝聚沉淀特点, 采用 RP-HPLC法, 用 pH4.6醋酸盐缓冲液溶解分离乳铁蛋

白, 用 C18 色谱柱快速分离, 用流动相 A 为 0.1%三氟乙酸水溶液, 流动相 B 为含有 0.09%(V:V)三氟乙酸的

90%(V:V)乙腈水溶液, 进行梯度洗脱, 检测波长 214 nm, 流速 0.7 mL/min。结果  乳铁蛋白在 10～500 mg/L

之间呈现良好的线性, 相关系数为 0.9999, 平均回收率为 98.0%, RSD=0.8% (n=9)。结论  该方法推广性高、快

速, 简便、准确, 可用于乳铁蛋白原料、奶粉、牛奶及保健品等中乳铁蛋白的含量检测。 
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Rapid determination of lactoferrin by reversed-phase high performance 
liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the rapid determination of the content of lactoferrin in 

raw material milk and dairy products by reversed-phase high performance liquid chromatography (RP-HPLC). 

Methods  The RP-HPLC method was used in this method. According to the characteristics that lactoferrin 

precipitated at the isoelectric point (pH 4.6), lactoferrin was dissolved and separated by acetate buffer with pH 

4.6. A C18 column was used for rapid separation of protein, with the mobile phase A of 0.1% trifluoroacetic acid 

aqueous solution, and the mobile phase B of 90% (V:V) acetonitrile solution with 0.09% trifluoroacetic acid 

(:V). The detection wavelength was 214 nm and the flow rate was 0.7 mL/min. Results  Lactoferrin showed a 

good linearity between 10~500 mg/L and the correlation coefficient was 0.9999. The average recovery rate was 

98.0%, with RSD of 0.8% (n=9). Conclusion  The method was wide used, rapid, simple and accurate, it could 

be used in the determination of lactoferrin in lactoferrin raw material, milk powder, milk and health products. 

KEY WORDS: lactoferrin; reversed-phase high performance liquid chromatography; rapid determination; 
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1  引  言 

乳铁蛋白(lactoferrin, LF)是一种相对分子量为

80 kDa 的铁结合性糖蛋白, 乳铁蛋白广泛分布于哺

乳动物乳汁和其他多种组织及其分泌液中(包括泪

液、精液、胆汁、滑膜液等内、外分泌液和嗜中性粒

细胞)。乳铁蛋白属于先天免疫系统的成分物质[1,2], 

除了能够结合和运输铁离子的主要功能外, 乳铁蛋
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白还具有抗菌、抗病毒、抗寄生虫、防癌抗癌、抗过

敏和辐射防护的功能和属性[3-8]。2012年 3月 30日发

布的《食品安全国家标准——食品营养强化剂使用标

准》将乳铁蛋白列入 GB 14880-2012, 认定其为食品

营养强化剂。但迄今为止对乳铁蛋白还没有国家检测

标准和行业检测标准。已报道的乳铁蛋白的检测方法

有酶联免疫法[9]、毛细管电泳法[10-12]、原子吸收分光

光度法[13]、高效液相色谱法[14-17]等。现有方法采用

C4色谱柱, 存在分析时间长、分离度不高、色谱柱不

常用等不足。本方法采用高效液相色谱法, 选用常

用、可快速重复分离蛋白质和多肽的 ZORBAX 300 

SB-C18色谱柱, 分析时间短, 添加可分离蛋白的三氟

乙酸溶液为流动相, 使用外标法进行定量分析, 建立

乳铁蛋白的含量测定方法, 本方法推广性高、快速、

简便、准确, 可用于乳铁蛋白原料、奶粉、牛奶及保

健品等中乳铁蛋白的含量检测。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Agilent 1260 型高效液相色谱仪(带紫光检测器, 

美国安捷伦仪器有限公司); KQ-500E型超声仪(昆山

市超声仪器有限公司); XW-80A 型旋转混合仪(海门

市其林贝尔仪器制造有限公司); XP-205 型分析天平

(瑞士 Mettler Toledo 公司)。 

三氟乙酸(色谱纯 , 安谱科技有限公司); 乙腈

(色谱纯, 安谱科技有限公司); 醋酸钠(分析纯, 广州

化学试剂厂); 冰醋酸(分析纯, 广州化学试剂厂); 乳

铁蛋白对照品 (Sigma; 批号 : 081M7021V; 含量 : 

85.0%)。汤臣倍健乳矿物盐复合粉 20130401S、

20130402S、20130402S。(含乳矿物盐、乳铁蛋白、

奶粉、其他辅料等)。 

2.2  色谱条件 

色谱柱 : 安捷伦 ZORBAX 300 SB-C18(2.1 

mm×50 mm, 3.5 μm); 流速: 0.7 mL/min; 柱温: 25 ℃; 

进样量: 20 µL; 检测器: 紫外检测器 214 nm; 流动相

A: 0.1%(V:V)三氟乙酸水溶液; 流动相 B: 0.09%(V:V)

三氟乙酸, 90%体积比的乙腈水溶液;  

2.3  溶液的制备 

2.3.1  pH 4.6 醋酸盐缓冲液:  

称取 18 g醋酸钠, 加水溶解, 再加 9.5 mL冰醋

酸, 用水定容至 1000 mL, 用氢氧化钠溶液或醋酸溶

液调 pH值至 4.6。 
 

表 1  流动相洗脱梯度表 
Table 1  Mobile phase elution gradient tables 

时间(min) 流动相 A 流动相 B 

0 80 20 

10 20 80 

12 80 20 

15 80 20 

 
2.3.2  标准储备液:  

精确称取乳铁蛋白对照品 10.0 mg于 10 mL容量

瓶中, 加少量超纯水溶解, 再用醋酸盐缓冲液定容至

刻度, 摇匀, 于 2~8 ℃冰箱保存。 

2.3.3  标准工作液:  

分别取标准储备液 0.1、1、2、4、5 mL于 10 mL

容量瓶中, 加水定容至刻度, 制成系列标准工作溶液。 

2.3.4  供试品制备:  

精确称取 0.25 g混合均匀的样品, 置于 50 mL容

量瓶中, 加入少量超纯水溶解, 再加 pH 4.6醋酸盐缓

冲液定容至刻度, 摇匀, 取适量至离心管中, 以 5000 

r/min 的转速离心 10 min, 取上清液, 经 0.45 μm的

微孔滤膜过滤, 作为供试品溶液,进样量为 20 μL。 

2.4  线性试验 

分别取标准储备液 0.1、1.0、2.0、4.0、5.0 mL

于 10 mL容量瓶中, 加纯化水定容至刻度, 配制成系

列标准工作溶液。按照程序进样, 记录色谱图, 以标

准品浓度为(X)横坐标, 标准品的峰面积(Y)为纵坐标, 

绘制标准曲线, 求得回归方程。 

2.5  精密度实验 

精密称取样品 6 份, 按 2.3.4 供试品制备方法处

理样品 , 检测样品含量 , 计算其相对标准偏差

RSD(%)。 

2.6  加标回收实验 

称取约 0.25g混合均匀的样品 9份, 置于 50 mL

容量瓶中, 分成 3 组, 每组 3 份, 于每 3 组中分别精

密加入乳铁蛋白标准品 4.0、6.0、8.0 mg, 加入少量

超纯水溶解, 再加 pH 4.6 醋酸盐缓冲液定容至刻度, 

摇匀, 取适量至离心管中, 以 5000 r/min的转速离心

10 min, 取上清液, 经 0.45 μm 的微孔滤膜过滤, 作

为供试品溶液, 进样量为 20 μL。 
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3  结果与讨论 

3.1  标准曲线确证结果 

乳铁蛋白的标准曲线方程为 Y=18607.8X+249.3。

乳铁蛋白的相关系数 r=0.9999。浓度在 10～500 mg/L

的范围内均具有良好的线性。 

3.2  检出限和定量限 

分析方法的检出限 LOD 和定量限 LOQ 由信噪

比(S/N)计算。LOD定义为 S/N＝3时对应的待分析物

浓度, LOQ定义为 S/N＝10时对应的待分析物浓度。 

3.2.1  检出限 

精确量取浓度为 0.02 mg/mL的乳铁蛋白工作标

准溶液 1~100 mL 容量瓶中, 即得浓度为 0.2 μg/mL

的标准品溶液, 检测限 LOQ=3浓度为 0.2 μg/mL。 

3.2.2  定量限 

精确量取浓度为 0.05 mg/mL的乳铁蛋白工作标

准溶液 1~100 mL 容量瓶中, 即得浓度为 0.5 μg/mL

的标准品溶液, 检测限 LOD=3浓度为 0.5 μg/mL。 

3.3  精密度实验 

乳铁蛋白的精密度结果见表 2, 6 个样品的相对

标准偏差(RSD)均小于1.0%, 表面该方法有良好的精

密度。 

 

表 2  精密度实验结果(n=6) 
Table 2  Result of precision experiment (n=6) 

名称 含量(%) 平均含量(%) RSD(%) 

乳铁蛋白 

2.622 

2.620 0.6 

2.602 

2.618 

2.645 

2.611 

2.624 

 
3.4  回收率实验 

乳铁蛋白在 3 个不同添加水平下浓度的回收率

结果见表 3, 3 个浓度下样品中的乳铁蛋白的平均回

收率为 98.0%, 相对标准偏差(RSD)均小于 1.0%。 

3.5  实际样品的测定 

在 2.3.4 条件下, 与乳铁蛋白标准品色谱峰相对

应的位置上, 可以分离出乳铁蛋白, 如图 1 所示, 分

离效果良好, 同时也不会受到杂质峰的影响。 

 

 
表 3  加标回收率实验(n=9) 

Table 3  Result of standard addition recovery experiment (n=9) 

序号 样品称样(g) 样品含(g/100 g) 加标量(mg) 回收率(%) 平均回收率(%) RSD(%) 

1 0.2367 4.329 4.09 98.9% 

98.0 0.8 

2 0.2325 4.440 4.33 97.7% 

3 0.2397 4.303 4.11 98.1% 

4 0.2154 5.343 6.01 97.6% 

5 0.2014 5.398 5.77 97.0% 

6 0.2207 5.333 6.13 97.7% 

7 0.2043 6.523 8.07 98.8% 

8 0.2012 6.488 8.02 97.0% 

9 0.231 6.421 8.19 98.9% 
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图 1  样品的色谱图 

Fig. 1  Chromatogram of sample 
 
 

4  结  论 

本试验采用 RP-HPLC 法, 由于乳制品中含有较

多酪蛋白, 根据酪蛋白在等电点(pH 4.6)凝聚沉淀的

特点, 采用 pH 4.6的醋酸盐缓冲液, 沉淀、离心分离

操作后排除了酪蛋白的干扰, 保证了其重现性。不需

要每批调节 pH 值来去除酪蛋白, 适合批量化检测。

运用安捷伦 ZORBAX 300 SB-C18(2.1 mm×50 mm, 

3.5 μm)色谱柱, 可快速重复分离蛋白质和多肽, 保

证了分离效果同时, 又缩短了检测时间, 操作简单、

快速、高效、准确、推广性高, 适用于乳铁蛋白原料、

奶粉、牛奶及保健品等中乳铁蛋白的含量等的检测。 
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