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摘  要: 随着我国经济的发展, 人民生活水平不断提高, 乳制品成为日常饮食的重要组成部分。乳制品含有促

进人体生长发育及维持健康必需的营养成分, 驴乳、驼乳、牦牛乳等特种乳因其良好的营养价值而越来越受

到人们欢迎。由于特种乳具有良好市场前景且其产量较低, 目前市场中特种乳价格普遍高于牛乳, 受经济利益

驱动的影响, 乳源掺假问题日益凸显, 掺假鉴别成为近年来研究的热点。针对乳制品中乳源掺假问题, 国内外

学者已经建立了多种鉴别的方法, 本文从基于核酸、蛋白、化合物的方法和智能无损检测 4 个方面对乳及乳

制品乳源鉴别方法现状进行了概述, 并对 4种方法做出总结和比较, 对未来需要解决的问题进行了探讨, 以期

为乳源质量监控提供参考。 
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ABSTRACT: With the development of China’s economy and the continuous improvement of people’s living 

standards, dairy products have become an important part of the daily diet. Milk and dairy products contain nutrients 

necessary to promote the growth and development of the body and maintain health. Characteristic milks such as 

donkey milk, camel milk and yak milk are more and more popular because of their good nutritional value. Due to the 

good market prospects of special milk and its low production, the price of characteristic milks in the market is now 

generally higher than that of cow’s milk. Driven by economic interests, the problem of adulteration of characteristic 

dairy has become increasingly prominent, thus identification of milk animal ingredients has become a hotspot for 

research in recent years. At present, domestic and foreign researchers have established a number of identification 

methods. This article reviewed the current situation of the identification methods of milk animal ingredients in the 

characteristic dairy, from 4 aspects: Nucleic acid, protein, compound-based method and intelligent non-destructive 
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rapid testing. This article summarized and compared 4 kinds of methods, and discussed the problems to be solved in 

the future, in order to provide reference for milk sources quality monitoring. 

KEY WORDS: milk sources; authenticity identification; nucleic acid; protein; non-destructive testing 
 
 

0  引  言 

乳是营养非常丰富的食物, 富含蛋白质、碳水化合

物、矿物质和维生素等, 乳中蛋白质含量在 37 g/L 以上[1]。

乳制品是以牛、羊、马、骆驼等的乳为主要原料加工制成

的食品[2]。乳制品目前已成为我国居民日常饮食的重要组

成部分。据中国海关数据, 2019 年我国各类乳制品进口总

量为 313.16 万 t, 同比增长 11.19%[3]。随着人民日益增长

的美好生活需要, 非牛乳乳源的特种乳制品因其各自的价

值特色而逐渐受到人们的青睐, 如山羊乳脂有着更好的消

化率[4], 牦牛乳富含共轭亚油酸和钙, 被认为是天然的浓

缩牛奶[5], 驴乳与人乳成分相似[6]等。《中国统计年鉴》数

据显示: 2017—2019 年, 特种乳总产量仅为牛乳的 3.6%左

右[7]。由于特种乳的良好市场前景和较低的产量, 目前市

场中特种乳价格普遍较高, 由此出现出于经济原因的乳源

掺假现象, 主要是用价格较低的牛乳掺入价格较高的特色

乳中。乳源掺假问题不仅对消费者合法权益造成损害, 而

且对牛奶过敏消费者的健康构成一定威胁。 

为保护消费者合法权益, 世界各国颁布了相应的法

律法规和标准以规范乳和乳制品市场。例如美国《联邦食

品、药品和化妆品法案》对于乳制品的生产、标签方面及

防止掺假行为做出了明确规定[8]。欧盟为保障乳制品质量, 

也出台了一系列法规, 涉及乳制品生产、加工和消费等方

面。在我国, 《食品安全法》第七十一条规定: 食品标签

应当清楚明显, 不得含有虚假内容[9]。GB 7718—2011《食

品安全国家标准 预包装食品标签通则》也对配料标签的

内容和真实性做出了规定。 

虽然各国对于乳及乳制品的生产、标识等都有着各自

的法律法规体系, 但相关法律法规的执行还需要依靠相关

科学的检测方法。本文从基于核酸、蛋白质、化合物的方

法和智能无损快检等的鉴伪技术综述了近 5 年各国对于乳

及乳制品乳源掺假问题的研究, 对各类技术进行分析总结

并对未来需要解决的问题进行探讨, 以期为乳源掺假鉴别

研究提供参考。 

1  分子生物学方法 

基于核酸的乳源鉴别方法不受动物泌乳期、健康状况及

时间季节的影响, 具有特异性强、灵敏度高等特点。目前乳

源鉴别的核酸检测方法主要有聚合酶链反应技术(polymerase 

chain reaction, PCR)、分子指纹图谱技术及环介导等温扩增技

术(loop-mediated isothermal amplification, LAMP)等。 

1.1  PCR 技术 

常规 PCR 技术模拟 DNA 天然的复制过程, 其特异性

依赖于与靶序列两段互补的寡核苷酸引物。HAZRA 等[10]

采用 PCR 技术扩增奶牛 DNA 线粒体 D-Loop 区长度为  

126 bp 目标片段, 实现了印度水牛奶酪中牛乳掺假检测, 

检测限可达 1%。HAZRA 等[11]基于线粒体基因设计奶牛特

异性引物, 通过 PCR 扩增获得目的序列以区分水牛乳制品

中牛乳掺假, 同时研究了奶牛乳和血液中基因组 DNA 跨

物种引物的特异性。结果表明, 此方法操作特异性强、简

易便捷, 但仅可用于乳制品中牛乳掺假的单一成分检测。

多重 PCR 技术解决了掺假成分检测单一的问题。多重 PCR

反应体系含有多对引物, 能够同时扩增多个 DNA 区域和

检测多种成分, 具有检测效率高、成本低、时间短等优点。

CHOOPAN 等[12]基于细胞色素氧化酶亚基 I (COI)和细胞

色素 b (cyt b)基因设计了 3对特异性引物, 建立了基于毛细

血管电泳检测的三重 PCR 方法, 实现了鲜乳及乳制品中奶

牛、绵羊和山羊乳源性成分鉴定。刘建兰[13]通过双重 PCR

获得牛、羊目标 DNA 片段(牛: 256 bp、羊: 326 bp), 并基

于该方法对 4 种不同市售品牌羊奶粉进行鉴定, 其中有 3

种羊奶粉存在掺假问题。 

实时荧光定量 PCR (quantitative real-time PCR, qPCR)

通过荧光信号对 PCR 过程进行实时监测, 无需琼脂糖凝胶

电泳, 方法灵敏度高、重现性好, 且可以有效降低污染。

GUO 等[14]采用 qPCR 探针法检测到马奶酒中酸牛乳清(奶

酪发酵副产物)、山羊乳及奶酪中的牛乳掺假[15], 方法特异

性和可重复性良好。宋宏新等[16]建立了结合染料 SYBR 

Green I 的 qPCR 方法, 并对市售 11 份羊乳制品进行检测, 

其中有 7 个样品存在不同程度的牛乳掺假, 该方法牛乳检

测限为 2.5%。HAI 等[17]建立了基于线粒体 12S rRNA 的三

重 qPCR 方法, 可用于检测乳粉、发酵乳及奶酪中骆驼源

性和牛源性成分。qPCR 相比较常规 PCR 方法来说, 不需

要凝胶电泳, 减少了污染, 但需要合成荧光标记探针, 增

加了检测成本, 且 qPCR 可以通过对每个样品循环阈值

(cycle threshold, Ct)的计算, 根据标准曲线进行定量。 

1.2  分子指纹图谱技术 

分子指纹图谱技术是根据物种特有的细胞遗传学特

征, 利用分子标记技术进行相近品种或品系区分鉴别或目

标基因定位。随着分子生物学的不断发展, 各类分子标记

技术也不断涌现 , 如限制性片段长度多态性 (restriction 
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fragment length polymorphism, RFLP)、随机扩增多态性

DNA (random amplified polyrnorphic DNA, RAPD)等[2]。 

RFLP 是近年来用于乳和乳制品中种类鉴定的分子技

术之一。PCR-RFLP 采用 PCR 技术可将少量甚至微量的

DNA 进行扩增, 然后进行酶切、电泳分离, 达到基于微量

DNA 构建 RFLP 图谱目的[18], YAN 等[19]通过线粒体 12S 

rRNA 动物通用引物扩增得到奶牛、牦牛、水牛目标基因

片段, 利用 Msap1 I 酶对奶牛和水牛目标基因进行酶切, 

对于牦牛和奶牛目标基因使用Msap1 I和Pac I酶进行双酶

切。结果显示, 对 PCR 产物酶切得到的 285、144 和 203 bp 

DNA 片段分别是奶牛、水牛和牦牛特征片段, 该方法可以

检测牦牛乳和水牛乳中的牛乳掺假。EWIDA等[20]使用Hinf 

I 酶对水牛和奶牛 cyt b 基因中 360 bp 的目标基因进行特异

性酶切, 利用该方法检测 50 个市售水牛乳样品, 掺假比例

高达 90%。PCR-RFLP 操作简单、成本低, 但方法依赖于

酶切位点的选择。酶切位点种内变异可能使酶切位点消失, 

深加工乳制品中 DNA 可能发生裂解导致选择合适的酶切

位点较难等都是此方法的制约因素。 

RAPD 可以利用随机引物对物种基因组 DNA 进行多

态性检测, 无需专门设计引物, 已被广泛应用于遗传多样

性评价和物种鉴定 [21‒23]。特征性片段扩增区域(sequence 

characterized amplified region, SCAR)标记技术是在 RAPD

技术的基础上发展而来的。2016 年 CUNHA 等[24]开发出一

种有效鉴别绵羊乳中掺牛乳的 RAPD 方法。考虑到奶酪加

工过程会对方法准确性产生影响, 因此在原方法基础上设

计了 SCAR 标记, 用于检测绵羊奶酪中牛乳掺假。RAPD

的重复性差, 可能原因有模板的质量和浓度、短的引物序

列、PCR 的循环次数等。 

1.3   环介导等温扩增技术 

环介导等温扩增技术是一种能在等温(60~65 ℃)条件

下, 短时间(通常是1 h)内进行核酸扩增, 是一种简便、快速、

低成本的基因扩增方法。李婷婷等[25]基于山羊的甘油醛-3-

磷 酸 脱 氢 酶 (glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 

GAPDH)基因和奶牛 cyt b 基因分别设计引物, 建立了可以

检测山羊乳中牛乳掺假的方法。实验使用了钙黄绿素染料, 

可直接对检测结果进行观察, 该方法的灵敏度可达 1%, 为

山羊乳真伪识别现场检测提供了技术支撑。KIM 等[26]使用

双重实时 LAMP 结合便携荧光设备对市售山羊液体乳和

发酵乳中牛乳成分进行检测, 实验结果显示, 检测限为 2%, 

采样至结果分析只需 30 min, 实现了现场山羊乳中牛乳掺

假的快速检测。与 PCR 相比, 不需要模板热变性, 温度循

环, 电泳及紫外观察等过程, 可肉眼观察结果, 具有快速

高效、特异性强等优点, 可以用于现场快速检测。表 1 是

乳源检测分子生物学方法研究总结, PCR 技术是应用较多

的技术, 也是目前较成熟的技术。 

 
表 1  基于核酸方法的乳源掺假鉴别国内外研究进展 

Table 1  Research progress of milk adulteration identification based on nucleic acid method at home and abroad 

物种 分析技术 扩增目的基因 参考文献 

水牛、奶牛 常规 PCR mtDNA [10] 

水牛、奶牛 常规 PCR 线粒体 D-Loop 区 [11] 

羊、奶牛 常规 PCR 12S rRNA [13] 

绵羊、山羊、奶牛 常规 PCR COI、cyt b [12] 

水牛、绵羊、山羊、奶牛 RT-PCR 12S rRNA、cyt b [27] 

马、牛 RT-PCR 12S rRNA [14] 

山羊、奶牛 RT-PCR 12S rRNA [28] 

牛、羊 RT-PCR 12S rRNA [15] 

水牛、山羊、绵羊、奶牛 RT-PCR 12S rRNA、cyt b [29] 

奶牛、绵羊、山羊 RT-PCR 16S rRNA [30] 

山羊、绵羊、牛 RT-PCR 12S rRNA、cyt b [31] 

羊、牛、大豆、谷物 RT-PCR 12S rRNA、cyt b、lectin、rbcL [32] 

奶牛、水牛、牦牛 RFLP 12S rDNA [18] 

奶牛、水牛 RFLP cyt b [19] 

奶牛、绵羊 RAPD-SCAR / [23] 

奶牛、绵羊 LAMP GAPDH、cyt b [24] 

奶牛、山羊 LAMP cyt b [25] 

奶牛、羊 LAMP mtDNA [33] 

注: RT-PCR: 逆转录聚合酶链式反应(reverse transcription polymerase chain reaction); “/”表示无。 
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2  蛋白质检测方法 

蛋白质是乳制品中主要的营养物质, 基于蛋白的方

法在检测乳制品中不同乳源掺假的同时, 还可以直接呈

现出蛋白种类与含量。近年来用于乳源掺假检测的蛋白方

法主要有 : 电泳法、酶联免疫吸附法 (enzyme linked 

immunosorbent assay, ELISA)、免疫层析法和质谱法等。 

2.1  电泳法 

基于凝胶的电泳方法是一种传统的检测方法。近几年

应用在乳源掺假检测的电泳方法主要有聚丙烯酰胺凝胶电

泳(sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis, 

SDS-PAGE)、双向凝胶电泳(2-dimensional gel electrophoresis, 

2-DE)、毛细管电泳(capillary electrophoresis, CE)等。 

聚丙烯酰胺凝胶中加入去污剂 SDS 后, 蛋白迁移率

仅取决于蛋白分子量大小, 因此能够有效分离蛋白质, 达

到检测的目的。阿力木ꞏ吾布力等[34]使用 SDS-PAGE 找出

牛乳乳清与特种乳(骆驼乳、山羊乳、驴乳)乳清差异蛋白

从而实现对不同乳源的鉴定。与牛乳乳清相比, 驼乳清中

无 β-乳球蛋白, 山羊乳清无乳铁蛋白、驴乳清无 α-乳白蛋

白, 根据模拟掺假比例, 得到有效鉴别体积分别为 1:10、

1:4 和 1:10 (V 牛乳:V 特种乳)。此方法对乳制品中低丰度、疏水

性蛋白检测效果差, 无法区分分子量相同的蛋白, 分辨率

不高。2-DE 是根据水平方向上蛋白的等电点(isoelectric 

point,  pI)和垂直方向上分子量不同进行蛋白质的分离纯

化。刘鸣畅等[35-36]使用 2-DE 对牛羊乳蛋白指纹图谱进行

分析, 实验结果证明, 建立的方法可以实现牛羊乳的区分

鉴别, 可识别羊乳制品中质量分数不小于 5%的牛乳蛋白

成分。 

CE 是以毛细管为分离通道、以高压直流电场为驱动

力的分离技术。TRIMBOLI 等[37]以牛乳的 α乳清蛋白为掺

假标记物, 检测和定量水牛奶酪中的牛乳掺假。 

电泳法是一种较为便捷的方法, 但电泳法有着分辨

率低、蛋白质重叠、低丰度检测效果差等各种问题, 在通

量和准确度方面都显现出了不足。 

2.2  酶联免疫法 

ELISA 是利用抗原-抗体反应的特异性进行成分鉴别

的一种方法。REN 等[38]开发了一种基于高亲和力抗牛 β-

酪蛋白单克隆抗体的 ELISA 检测试剂盒, 用于快速检测牦

牛乳中的牛乳掺假。此方法特异性较高, 对牦牛乳测试时, 

交叉反应率<1%, 牦牛乳中牛乳掺假检出限为 1%(体积/体

积)。实验结果显示, 加热、酸化和添加凝乳酶等不同处理

方法均不会干扰检测。ZELENAKOVA 等[39]研究了在热处

理后, 使用 ELISA 检测试剂盒检测羊液态乳和奶酪样品中

牛乳掺假的可靠性。使用回归分析检查了液态乳和奶酪中

的实际牛乳含量与检测到的含量(%)之间的关系, 结果显

示, R2 值从 0.4058(奶酪)到 0.5175(液态乳)不等, 这意味着

在未知样品检测中, 无法确定牛乳的掺假量。 

ELISA方法较质谱法和电泳法优点在于操作简便, 开

发的检测试剂盒对检测人员实验等相关技能要求不高。实

验成本低, 可以同时检测多个样品。但其依赖于一个稳定

的抗原或特异性的单克隆抗体, 且在鉴别同属不同种的物

种时, 很可能发生交叉反应, 产生假阳性的结果。此外, 由

于加热发酵等因素会破坏乳中蛋白质, 因此产品的加工工

艺也会对此方法的准确度产生影响。 

2.3  胶体金免疫层析法 

免疫胶体金技术 (immune colloidal gold technique, 

GICT)是待检测抗原通过层析进入检测区与胶体金标记抗

体结合显色, 从而实现检测的目的[40]。张颖[41]以 β-乳球蛋白

对象, 建立了胶体金标记层析法进行牛羊乳的区分检测, 优

化相关实验条件后, 可检测羊乳中最低 2%的牛乳掺假。王

士峰等[42]的研究建立了一种可以快速检测羊乳粉中牛 β-乳

球蛋白的免疫层析方法, 并通过此方法开发了试纸条, 实验

结果表明, 试纸条检测限为 50 μg/mL, 且没有与其他成分

产生有效的交叉反应。该方法前处理快速简单, 在 5 min 内

即可观察到结果, 不需要借助其他分析工具。 

胶体金免疫层析技术优点在于操作简便, 特别是对

于开发的试纸条来说, 检测速度快、成本低。但此方法检

测目标单一, 而且不同原料来源和保存条件等对检测结果

的准确性都存在一定影响。 

2.4  质谱法 

质谱法是蛋白质高通量鉴定、表征和定量的常用方法, 

可在一个实验中分析成千上万种蛋白质。质谱分析数据可

以结合多种生物信息学工具来获得有关肽序列和蛋白丰度

的信息。基于质谱的蛋白质定性研究技术以肽质量指纹图

谱(peptide mass fingerprinting, PMF)和“鸟枪”法为主。 

PMF 核心技术是 2-DE 和基质辅助激光解吸电离飞行

时间质谱 (matrix-assisted laser desorption ionization time 

-of-flight mass spectrometry, MALDI-TOF-MS)。YANG 等[43]

通过 2-DE 结合质谱技术分析牛乳、山羊乳、骆驼乳、牦

牛乳和水牛乳的主要蛋白质谱及这些乳的二元混合物, 以

检测混合物中的特定乳源种类。结果表明, 凝胶图谱上的

α-乳白蛋白和/或 β-乳球蛋白斑点分布可用于检测山羊、骆

驼、牦牛和水牛乳中的牛乳掺假。此种方法需要在质谱前

进行双向电泳分离蛋白, 耗时较长。 

“鸟枪”法是指样品经酶水解为肽段混合物, 利用液相

色谱法(liquid chromatography, LC)分离肽段和串联质谱法检

测, 具体流程见图 1。BERNARDI 等[44]使用高效液相色谱-

串联质谱法(high performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry, HPLC-MS/MS)分析技术, 用于奶酪中不

同乳源的准确鉴别。筛选牛乳、绵羊乳、山羊乳和水牛乳候
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选特征肽段, 通过多反应监测(multiple reaction monitoring, 

MRM)验证后获得可靠的物种特异性肽段, 实现对 4 个物种

同时定性检测。研究还对样品进行发酵处理, 验证所获得肽

段在奶酪中的稳定性, 结果表明加工方式并不会影响特异

性肽段的稳定性。CAMERINI 等[45]基于 LC-MS/MS 分析技

术, 挖掘了来自 β-乳球蛋白和 α-乳清蛋白的 3 种物种(羊、

水牛、奶牛)特异性肽, 用以检测水牛或羊乳清干酪中的牛

乳清掺假。通过提取离子峰面积与制作的梯度掺假样品拟合

曲线进行了相对定量, 检出限均≤0.5% (V:V)。CHEN 等[46]

通过超高效液相色谱 - 串联三重四级杆质谱法 (ultra 

performance liquid chromatography-tandem triple quadrupole 
-mass spectrometry, UPLC-TQ-MS)对乳制品原料中牛、绵羊

和山羊乳进行定性和定量检测。实验筛选得到了奶牛、绵羊

和山羊乳的标志肽, 设计并合成了 2 个肽段作为内标进行绝

对定量。实验结果表明, 羊乳中牛乳的掺假定量限为 1%, 回

收率为 96.2%~104.4%。此方法具有良好的灵敏度、特异性和

可重复性, 但对于掺假的定量检测并未考虑到小于 1%的无

意污染可能会给牛乳过敏人群带来潜在的过敏危险。

NARDIELLO 等[47]基于 LC-MS/MS 技术, 对牛乳和山羊乳样

品使用胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶进行双酶酶切, 可以检测出

低于 1%的牛乳污染。此方法优点在于使用双酶酶切, 对于亲

缘关系较近的物种, 单酶酶切可能无法获得特异性肽段, 双

酶酶切得到的肽段更为简短, 有利于特征肽段的发掘。 

基于质谱的蛋白方法解决了电泳法存在的诸如分辨

率低等问题, 对于食品掺假检测来说 , 仅需进一针样品, 

即可检测多种靶向物质, 是一种高通量、高灵敏度、高准

确性的方法, 但质谱法在蛋白鉴定时对蛋白数据库和生物

信息学分析依赖性较大, 对于蛋白库信息较少的物种, 所

得到的鉴定结果可能不能满足研究需求。相信随着数据库

不断扩大和生物信息学不断发展, 质谱法的应用前景会更

为广阔。 

近年来基于蛋白方法的乳源掺假研究见表 2, 从乳源

鉴别物种来看, 基于蛋白方法覆盖了大部分特种乳, 其中

涉及较多的是羊乳和水牛乳。从技术来看, 相比较分子生

物学方法来说, 基于凝胶和质谱的蛋白方法不仅可以实现

物种检测, 更能直接呈现出乳中的蛋白种类, 且质谱法做

绝对定量更为成熟。分子生物学方法优点在于定性检测的

特异性和灵敏度。从检测时间来说, 无论是凝胶电泳的染

色脱色或质谱进样前的蛋白质处理, 相比分子生物学方法

来说, 耗时都较长。 

3  基于化合物的方法 

基于化合物的检测方法主要通过现代仪器结合化学

计量学方法对生物体内代谢产物进行定性定量分析[49], 具

体流程图见图 2。脂质在不同食品中的组成和含量上的差

异使得其可以作为食品真实性鉴别的一个依据[50]。用于乳

制品乳源鉴别的常用方法有色谱质谱联用和核磁共振

(nuclear magnetic resonance, NMR)等。 

 
 
 

表 2  基于蛋白质方法的乳源掺假鉴别国内外研究进展 
Table 2  Research progress of milk adulteration identification based on protein method at home and abroad 

鉴别对象 分析技术 鉴别依据 参考文献 

牛乳、驼乳、山羊乳、驴乳 SDS-PAGE 乳清差异蛋白 [34] 

牛乳、羊乳 2-DE 蛋白指纹图谱 [35] 

水牛乳、牛乳 CE α-乳清蛋白 [36] 

羊乳、牛乳 CE 酪蛋白 C1 号蛋白标志峰 [37] 

牛乳、牦牛乳 ELISA 抗牛 β-酪蛋白单克隆抗体 [38] 

羊乳、牛乳 ELISA 牛血清蛋白 [39] 

牛乳、羊乳、驼乳、牦牛乳、水牛乳 2-DE、MS α-乳清蛋白、β-乳球蛋白 [43] 

牛乳、山羊乳、绵羊乳、水牛乳 HPLC-MS 特异性肽段 [44] 

羊乳、水牛乳、牛乳 LC-MS/MS 特异性肽段 [45] 

牛乳、绵羊乳、山羊乳 UPLC-TQ-MS 特异性肽段 [46] 

牛乳、山羊乳 LC-MS/MS 特异性肽段 [47] 

牛乳、驼乳 HPLC-MS/MS 差异蛋白 [48] 

羊乳、牛乳 GICT β-乳球蛋白 [41] 

羊乳、牛乳 GICT β-乳球蛋白 [42] 
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图 1  “鸟枪”法定性定量基本流程图 

Fig.1  Basic flow chart of the qualitative and quantitative "shotgun" method 
 

3.1  GC-MS 

气相色谱-质谱技术(gas chromatography-mass spectr 

ometry, GC-MS)是兼具气相色谱分离能力和质谱检测能力

的检测技术, 可以同时完成对待测样品的分离和鉴定[51], 

应用于肉制品掺假检测[52]、大米产地溯源[53]等食品真伪鉴

别方面。GC-MS 可以通过鉴定乳制品中的特征化合物对样

品真伪进行判别。2014 年 SCANO 等[54]使用 GC-MS 结合偏

最 小 二 乘 判 别 分 析 (partial least squares discrimination 

analysis, PLS-DA)和正交偏最小二乘判别分析(orthogonal 

partial least squares discriminant analysis, OPLS-DA)鉴别了

牛乳和山羊乳。结果显示, 缬氨酸、甘氨酸和塔罗糖、苹果

酸分别是山羊乳和牛乳的特有代谢物。SALZANO 等[55]则使

用此技术对水牛乳和马苏里拉奶酪代谢物进行表征。从受保

护原产地(protected designation of origin, PDO)与非 PDO 地

区的液体乳和奶酪中共检测到 185 种代谢物。在 PDO 液体

乳样品中, 半乳糖吡喃糖苷、羟基丁酸、阿洛糖、柠檬酸含

量较低, 而非 PDO 样品中吡喃糖、泛酸、甘露二糖等浓度

较低。GC-MS 适合于挥发性较强物质的分析, 且因其柱温

基本为 100 ℃以上, 所以对于挥发性弱和热稳定性差的物

质则需要进行衍生化处理, 样品前处理的衍生化率则会对

准确性产生一定的影响。 

3.2  LC-MS 

液相色谱-质谱法是较常用的质谱技术, 可以得到丰富

的化合物信息, 较为全面地鉴别样品中化合物种类, 从而达

到对不同乳源的鉴别。LI 等[56]使用高效液相色谱-四极杆-

静电场轨道阱质谱法(HPLC Q exactive orbitrap, HPLC-QE)

测定了山羊乳、牛乳和豆奶中共 13 类脂质含量, 发现 13 类

脂质在 3种样品中种类和含量差异显著, 如山羊乳富含甘油

三酯和不饱和脂肪酸等。基于脂质谱建立了 PLS-DA 模型以

区分 3 种样品类型。MUNG 等[57]针对报道的加拿大存在网

络售卖人乳且怀疑存在使用动物乳或植物蛋白掺假情况, 

使用基于高性能化学同位素标记的 LC-MS 方法分析未知乳

样代谢物, 将获得的代谢物图谱与人乳的化合物图谱进行

主成分分析(principal component analysis, PCA)比较以确定

胺/酚代谢物之间的差异, 从而实现人乳与可能存在的掺假

物的区分鉴别。LC-MS 方法与 GC-MS 相比, 柱温温和, 适

合热不稳定的物质分析, 但化合物的鉴别依赖于数据库, 目

前非挥发性化合物数据库还需进一步完善。 

3.3  NMR 

核磁共振是利用原子核在磁场作用下的物理过程来分

析 检 测 样 品 的 一 种 技 术 [58], 常 用 的 为 氢 核 磁 共 振

(1H-NMR)。SANCHEZ 等[59]使用 1H-NMR 分析山羊乳粉中

的 44 种代谢物, 鉴定了来自脂族、糖和芳族区域的代谢产

物, 结合 GC-MS 鉴定到的烷烃、酮、醇、芳烃等共 50 种挥

发物, 可以实现对山羊乳粉的真实表征。斯仁达来[60]使用低

场核磁共振技术结合 PCA 分析检测驼乳中的牛乳和羊乳掺

假, 最低检测限为 10%, 但检测限结果受到不同杀菌方式和

不同产地驼乳的影响, 灵敏度和准确性都需要进一步加强。 
 

 
 

图 2  基于化合物的方法基本流程图 

Fig.2  Basic flow chart of the compound-based approach 
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4  智能无损检测技术 

无损检测是指在不破坏样品物化性质的前提下, 利

用样品构造和物化性质的不同所引起的光、声、电、磁和

力等信息的不同从而实现对待测样品检测的一种方法。与

上述 3 类检测方法相比, 无损检测具有操作方便和易于实

现现场检测等优点。目前用于乳源掺假鉴别中主要的快检

技术有电子鼻/电子舌技术和光谱技术。 

4.1  电子鼻/舌技术 

电子鼻/舌主要由传感器构成, 配以适当的模式识别

方式或多元统计分析对风味物质进行定性定量分析。马利

杰等[61]使用电子鼻采集羊乳粉中不同比例牛乳粉掺假样

品的挥发性成分响应值, 结合 PCA 和 Fisher 线性判别分析

(fisher linear discriminant analysis, FLDA)及线性回归拟合

进行定性判别和定量分析。结果表明, FLDA 及 PCA 都能

够区分不同比例的掺假样品, FLDA 区分效果优于 PCA。

金嫘等[62]基于同样技术, 利用 PCA 和 LDA 对羊乳牛乳混

合物进行分析, 结果表明, 经过巴氏杀菌的羊乳原有的风

味物质挥发, 而牛乳则产生了新的风味物质, 且 2 种巴杀

乳的感应值有明显区别, 由此确立了方法在杀菌条件后的

适用性。 

韩慧等[63]使用电子舌建立了羊乳中牛乳掺假的快速预

测模型。用 2 种不同扫描模式分别获得了掺假羊乳的“指纹”

数据和特征信息。通过 PCA 和粒子群优化极限学习机

(particle swarm optimization extreme learning machine, 
PSO-ELM)对不同掺假比例的羊奶分别进行了定性和定量。

结果显示, 实验样品定性区分可达到 100%, 定量预测模型

也具有较高的精确度。HAN 等[64]使用电子舌, 通过核主成

分分析(kernel-PCA, KPCA)定性鉴定不同梯度的山羊乳中

牛乳掺假, 通过比较极限学习机(extreme learning machine, 

ELM)的 4 种算法, 确定了用改进的 ELM 方法建立掺假山羊

乳的定量预测模型, 结果显示模型 R2 为 0.998, 平均绝对误

差为 0.083, 证明定量模型具有较高的预测精度。 

电子鼻和电子舌技术具有成本低、操作方便、样本预

处理简单等优点, 可以用于现场的快速检测。但对于建立

的定量模型, 需要有足够的样本量以完善模型数据, 确保

实际检测的准确度。 

4.2  光谱技术 

光谱技术是基于每种物质的特征谱线鉴别物质和确

定其化学组成。 

MABOOD 等[65]使用近红外光谱(near infrared, NIR)结

合 PCA、PLS-DA、PLS 回归分析建立模型, 鉴别骆驼乳中

的掺假牛乳, 掺假检出限为 0.5%。GENIS 等[66]使用同步荧

光光谱(synchronous fluorescence spectroscopy, SFS)来鉴定

发酵乳制品(酸乳和奶酪)中的乳源种类。通过牛乳、山羊乳、

绵羊乳和水牛乳的荧光团化合物差异进行判别 , 并使用

PLS 模型来量化二元混合物中的掺假比例, 奶酪样品的掺

假检出限低于 3.3％。后来, GENIS 等[67]研究了牛、山羊、

绵羊和水牛乳的 SFS 的差异, 通过建立的二元液态乳混合

物 SFS 校准模型, 结合 PLS-DA 分析实现了 4 种乳的区分。 

光谱技术虽然在灵敏度和准确性方面不如其他技术

高, 也需要依靠模型数据库的建立, 但其在快速检测和现

场检测方面则显现出优势和发展空间。目前光谱的方法仍

然更多应用于乳制品中非法添加物的检测, 对乳源检测还

相对较少。 

5  结束语 

针对乳源掺假检测不同方法有着各自的优缺点。基于

核酸的分子生物学方法对于不同乳源定性具有很好的灵敏

度(可达纳克级)、重复性和特异性, 是乳制品中乳源掺假的

主要定性检测方法。蛋白方法立足于蛋白的角度, 可以实现

对乳源掺假的定性和定量, 特别是基于质谱的“鸟枪”法, 通

过合成肽段或根据特异肽段的峰面积可以实现蛋白质的绝

对和相对定量, 根据乳中蛋白质含量比得到大致掺假比例, 

可以检测低至 1%的掺假。基于化合物的方法检测处于生理

生化等生命活动的末端产物, 可以通过对样品中脂质或其

他小分子物质的鉴定, 实现对不同乳源的区分。但化合产物

数据库不够完整准确, 通过化学计量学构建的模型通用性

不强等问题是此方法需要进一步解决的。以上 3 种方法都具

有高效、灵敏等优点, 但很少能够实现现场的快速检测。智

能无损检测具有效率高、耗时短、可以实现现场快速检测等

优点, 而准确度和灵敏度则是智能无损检测需要发展的一

个方向。但在目前的研究中, 乳源掺假定性检测报道较多, 

而掺假定量的研究则较少, 是后续研究的一个方向。鉴于乳

制品种类众多, 要实现对市场中乳制品的乳源掺假快速且

准确全面的检测, 还需要多方法的联合。 
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