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高效液相色谱法检测牛奶中免疫球蛋白 G 含量 
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摘  要: 目的  建立高效液相色谱法检测牛奶中免疫球蛋白 G 含量的分析方法。方法  样品加 pH 为 7.0 的

磷酸盐缓冲液提取, 于 12000 r/min 下离心 10 min, 经玻璃纤维滤纸过滤, 取滤液用 1 mL 规格的 Protein G 亲

和柱净化, 用 4 mL pH 为 2.5 的洗脱液定容, 过滤膜, 以 BEH C4 为色谱柱, 柱温 65℃, 以三氟乙酸水溶液、

三氟乙酸乙腈溶液为流动相, 流速设置为 1.5 mL/min, 进样量 30 μL, 在波长为 280 nm下用高效液相色谱仪

进行测定。结果  免疫球蛋白 G 质量浓度在 5.0~200.0 mg/L 范围内线性关系良好, 相关系数 r2 大于 0.999, 

方法定量限(limits of quantification, LOQs)为 10.0 mg/kg。当加标浓度在 100.0~400.0 mg/kg 范围内, 加标回

收率在 97.2%~103.6%之间, 相对标准偏差在 2.5%~5.9%之间。结论  依据化学分析方法验证指南(GB/T 

27417—2017《合格评定 化学分析方法确认和验证指南》), 确认所建立的分析方法具有足够的准确性和重复

性。该方法可为准确检测牛奶中免疫球蛋白 G 含量提供技术支持。 
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Determination of immunoglobulin G content in milk by high performance 
liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the determination of immunoglobulin G content in 

milk by high performance liquid chromatography. Methods  Samples were to be extracted using phosphate buffers with 

pH 7.0, centrifuged at 12000 r/min for 10 min and filtered by fiberglass filter paper. Then 1 mL Protein G affinity column and 

4 mL eluent at pH 2.5 were used to purify and filter the membrane. The high performance liquid chromatography 
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column was BEH C4 and set at 65℃. Mobile phases were trifluoroacetic acid solution and acetonitrile trifluoroacetic acid 

solution with a flow rate of 1.5 mL/min. The volume of injection was 30 μL, and the detection wavelength was 280 nm. 

Results  The content of immunoglobulin G was to range from 5.0 to 200.0 mg/L, the standard curve was expected to show 

high linearity (r2>0.999), the limits of quantification (LOQs) were 10.0 mg/kg. When the concentration was in the range of 

100.0 to 400.0 mg/kg, the recovery rate was in the range of 97.2%–103.6%, and the relative standard deviation was in 

the range of 2.5%–5.9%. Conclusion  Based chemical analysis method validation guidelines (GB/T 27417—2017 

Conformity assessment—Guidance on validation and verification of chemical analytical methods), it is confirmed 

that the developed analytical method is to have sufficient accuracy and repeatability. The method can provide 

technical support for the accurate determation of immunoglobulin G in milk. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography; immunoglobulin G; milk 
 
 

0  引  言 

牛奶具有丰富的营养物质, 是脂肪、蛋白质和钙的优

秀来源[1], 其中乳蛋白发挥着重要的功能作用[2], 例如免

疫球蛋白(immunoglobin, Ig), 是牛奶中的主要免疫活性物

质。抗体是免疫系统在抗原的刺激下, 由 B 淋巴细胞增殖

分化产生的、可与抗原发生特异性结合并介导免疫效应的

球蛋白, 而 Ig 是一类具有抗体活性或化学结构与抗体相似

的球蛋白[3]。牛奶中的 Ig 含量平均占牛奶中总蛋白质的 2%, 
平均占乳清蛋白的 12%[4], 包括 IgG、IgM、IgD 和 IgA[5], 其
中 IgG 具有 4 种亚类, 分别是 IgG1、IgG2、IgG3、IgG4, IgG1

和 IgG3 具有较强的补体激活能力[6]。泌乳期奶牛牛乳中 IgG
含量为0.030~0.614 mg/mL, 平均含量为0.322 mg/mL[7]。IgG
具有多种生物学活性, 能与抗原结合, 具有提高免疫力、抑

制细菌繁殖、减少排异反应、抗炎等作用[8–12]。研究表明, 
食物具有特异性 IgG, 根据这一结果减少相应饮食可以改

善慢性疾病症状[13]。此外, IgG 对呼吸道及食物过敏性疾病

有较明显的作用[14–15]。因此 IgG 被广泛应用于药物开发、

治疗性抗体制备以及功能性食品的开发, 而且可以间接与

动物饲料相作用提高动物免疫力等[16]。 
目前, Ig 的常用测定方法主要有免疫扩散法、酶联免

疫法、紫外分光光度法、电泳法和高效亲和色谱法等。吴

继尧等[17]采用单双向免疫扩散法测定牛奶中 IgG 的含量, 
结果显示单向免疫扩散法线性较好, 但回收率较差, 且双

向免疫扩散法变异系数离散程度较大。杜凌等[18]采用酶联

免疫法测定婴儿奶粉中 IgG 的含量, 结果表明该方法具有

较好的准确性, 但是实验稳定性较差, 加样、稀释等过程

中体积稍有偏差就会对结果产生较大影响。高东微等[19]

通过建立间接竞争性酶联免疫吸附法来测定牛乳中的 IgG, 
回收率为 78.9%~117.5%。项新华等[20]建立的酶联免疫吸

附双抗体夹心法在牛 IgG 质量浓度为 0.031~2.500 mg/mL
时, 回收率为 88.4%, 变异系数 6.1%。HURLEY 等[21]建立

的间接的竞争性的酶联免疫吸附实验发现其具有较好的特

异性, 但更适合用于快速检测牛奶掺假, 且不适用于检测

加热处理后的牛奶。刘爱国等[22]运用火箭电泳法测 IgG 的

含量, 操作简单, 线性较好, 相关系数为 0.9947, 但更适用

于工业生产过程中的检测。杨祖英等[23]利用高效亲和色谱

法测定 IgG 的含量, 检出限为 0.5 mg/g, 平均回收率为

88.5%~101.0%, 相对标准差为±1.4%, 但高效亲和色谱法

的缺点是基质具有局限性且色谱柱不耐压、易漏液[24]。紫

外分光光度法测定 IgG 具有不稳定性, 如王淼等[25]通过实

验发现紫外分光光度法的重复性不如高效亲和色谱法, 且
操作烦琐。有研究者[26]通过实验发现数字 Brix 折射仪可以

用来估算预定的 IgG 浓度阈值, 但不能准确预测初乳 IgG
浓度。 

高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, 
HPLC)是现代生物学和网络技术支持的一种检测技术, 用
于分离、鉴别和定量各种成分[27], 整个过程不需要复杂的前

处理, 具有较高的检测效率[28]。HPLC 是国标规定的牛初

乳中 IgG 含量的检测方法, 该方法分离性好, 准确度高, 
结果重复性好[29–30]。但是牛常乳中 IgG 含量的检测方法仍

在探索中, 例如任意[31]采用 HPLC 测定牛乳中 IgG 含量, 检
测方法定量限为 30.0 mg/kg。这些先前的研究证实了方法的

可行性, 但是方法的定量限仍可优化。 
目前已有的标准 GB/T 5009.194—2003《保健食品中

免疫球蛋白 IgG 的测定》运用的是高效亲和色谱的原理, 
适用于片剂、胶囊、粉剂类型的保健品中 IgG 的测定。而

标准 NY/T 2070—2011《牛初乳及其制品中免疫球蛋白 IgG
的测定分光光度法》采用的是分光光度法, 且仅适用于牛

初乳及其制品中 IgG 的检测。标准 SN/T 3132—2012《出

口牛乳制品中牛免疫球蛋白 G 的测定 酶联免疫吸附法》

主要用于出口牛乳制品中牛 IgG 的测定, 采用的是酶联免

疫吸附法, 适用于牛初乳产品和添加了牛初乳成分的牛乳

制品中 IgG 的检测。本研究通过优化色谱条件和前处理条

件建立一种精准检测常乳中 IgG 总量的 HPLC 方法, 将此

方法应用于牛奶中 IgG 的测定, 以期为牛奶中活性蛋白类

物质的测定提供参考。 
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1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

三氟乙酸(纯度 99.9%, 北京百灵威科技有限公司); 
乙腈(质谱纯, 法国 Cleman 公司); 无水磷酸二氢钾(分析

纯, 国药集团化学试剂有限公司); 甘氨酸(优级纯, 德国

Sigma 公司); 牛 IgG 标准溶液(8.5 mg/kg, 北京美正检测

技术有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

1260 Infinity 型液相色谱仪 (美国 Agilent 公司 ); 
AL204 型电子天平[精度 0.01 g、0.1 mg, 瑞士 METTLER 
TOLEDO(上海)公司]; CR22GIII 型离心机(日本 Hitachi
公司); BT100-1L 型蠕动泵(英国 Langer 恒流泵有限公

司); PB-10 型 pH 计(德国 Sartorius 公司); Protein G 亲和

柱(5 mL×1 mL, 美国 Cytiva 公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液配制 
标准工作液: 分别移取适量牛 IgG 标准溶液, 配制成

800 mg/L 的混合标准中间液, 用甘氨酸溶液逐级稀释成标

准工作液, 现用现配。 
1.3.2  样品前处理 

称取 10.0000 g 样品, 加入磷酸盐缓冲液(6.8 g 无水磷

酸二氢钾加水调 pH至 7.00±0.05, 定容至 1 L)定容至 50 mL, 
于离心机 12000 r/min 离心 10 min。上清液用玻璃纤维滤纸

过滤, 滤液备用。 
Protein G 亲和柱先用 10 mL 水冲洗, 再用 10 mL 磷酸

盐缓冲液活化, 移取 20 mL 滤液于离心管中过柱, 待管中

滤液见底立刻向其中加入 10 mL 磷酸盐缓冲液淋洗, 然后

加入 4.0 mL 甘氨酸洗脱液洗脱, 并定容至 5.0 mL, 涡旋混

匀后用针管吸取并经过滤膜移至样品瓶中, 待测。 
1.3.3  色谱条件 

色谱柱: BEH C4 (250 mm×4.6 mm, 3.5 μm, 300 Å); 流
动相 A: 三氟乙酸乙腈溶液(0.1%), 流动相 B: 三氟乙酸

水溶液(0.1%); 流速: 1.5 mL/min; 柱温: 65℃; 进样体积: 
30 μL; 检测器 : 紫外可见光检测器/二极管阵列检测器; 
检测波长: 280 nm。 

1.4  数据处理 

实验结果采用 Microsoft Office 2010 和 Agilent Lab 
Advisor LC&CE 进行统计分析和图像分析。 

2  结果与分析 

2.1  色谱条件优化 

2.1.1  色谱柱的选择 
实验室前期研究分别使用 BEH C18 和 BEH C4 这两种

不同色谱柱检测相同质量浓度(100 mg/L)的 IgG、乳铁蛋

白、牛血清白蛋白(bovine serum albumin, BSA)、α-乳白蛋

白和 β-乳球蛋白溶液, 其中 IgG 都能较好分离, 且出峰时

间不同, 但在 BEH C4 色谱柱上 IgG 峰型更尖锐, 有更好的

对称性, 见图 1[32], 故本研究选择 BEH C4 色谱柱。 
2.1.2  检测波长的选择 

比较 IgG 标准品在 210 nm 及 280 nm 波长下的色谱

图, 以确定其最佳吸收波长, 如图 2 所示。相对于检测波

长 210 nm, IgG 在波长为 280 nm 时检测的基线更平稳, 
而且很多物质在 210 nm 处都有出峰, 受杂质干扰较大, 
280 nm 为 IgG 特征峰, 受其他因素干扰小, 且分离度较好, 
因此采用 280 nm 作为 IgG 的检测波长。 

 

 
 

注: A. C4; B. C18。 
图1  不同色谱柱上的色谱图 

Fig.1  Chromatograms on different columns 
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注: A. 280 nm; B. 210 nm。 
图2  不同检测波长下IgG色谱图(100 mg/L) 

Fig.2  Chromatograms of IgG at different detection wavelengths (100 mg/L) 
 
 

2.1.3  柱温的选择 
由于 IgG 具有明显的热不稳定性, 70℃时可能会变性[33], 

因此需要选择适宜的温度对其进行检测。设置了 25、30、40、
50、60、65℃ 6 个温度梯度。牛奶中 IgG 含量检测结果如图 3、
表 1 所示, 柱温为 65℃时峰面积更大且峰型狭窄尖锐, 且
对称性较好, 因此确定柱温为 65℃。 

 

 
 

图 3  不同柱温下 IgG 的色谱图 
Fig.3  Chromatograms of IgG at different column temperatures 

 
表 1  柱温的确定 

Table 1  Determination of column temperature 

柱温/℃ 峰面积 峰高 峰宽 对称因子 

35 8.6 1.8e-1 0.8014 1.143 

40 8.7 2.4e-1 0.6147 2.564 

50 3.4 1e0 0.5251 0.444 

60 92.3 3 0.4251 0.376 

65 126.7 4.7 0.3766 0.514 
 

2.1.4  流速的选择 
流速的选择是洗脱程序中需要考虑的重要条件, 通

常高流速梯度通过缩小时间峰获得高解析度, 而低流速梯

度可以改善残余效应和峰形拖尾, 提高检测灵敏度。选取

1.0 mL/min 和 1.5 mL/min 两个检测中常用的流速梯度进行

比对, IgG 色谱图如图 4、表 2 所示, 两个流速条件下 IgG
峰面积和对称因子差距不大, 但为了达到更高的检测效率, 
采用流速为 1.5 mL/min。 

 

 
 

图 4  不同流速下 IgG 的色谱图 
Fig.4  Chromatograms of IgG at different flow rates 

 
表 2  流速的确定 

Table 2  Determination of flow rate 

流速/(mL/min) 峰面积 峰高 峰宽 对称因子 

1.5 61.1 2.1 0.4781 0.695 

1.0 79.4 2.9 0.4631 0.447 

 
2.1.5  进样量的选择 

合适的进样量既可以保证目标峰有较好的响应值 , 
也可以避免溶剂效应和基质效应对色谱柱的污染。选取质

量浓度为 160 μg/mL 的 IgG 标品, 分别以 20、30、40 μL
为进样量进行实验。如图 5、表 3 所示, 不同进样量对峰

高、峰宽影响不大, 峰面积随着进样量的增加而增加。但

是为了保证目标峰有较好的响应值, 同时防止样品浓度过

高对色谱柱的损伤, 故选取进样量为 30 μL。 
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图 5  不同进样量下 IgG 的色谱图 
Fig.5  Chromatograms of IgG at different  

injection quantities 

 
表 3  进样量的确定 

Table 3  Determination of injection volume 

进样量/μL 峰面积 峰高 峰宽 对称因子 

20 46.3 1.5 0.5069 0.593 

30 61.1 2.1 0.4781 0.695 

40 75.7 2.7 0.4744 0.571 

 
2.2  前处理条件优化 

2.2.1  固相萃取柱的确定 
牛乳中 IgG 含量很少, 平均约为 0.322 mg/mL, 容易

受到各种条件的影响, IgG 进行纯化可以提高检测准确度。

Protein G 来自 G 组链球菌的细胞表面蛋白, 并以非免疫机

制结合 IgG 的恒定区[34], 其亲和柱对 IgG 具有很强的亲和

力, 但对 α-乳白蛋白、β-乳球蛋白、乳铁蛋白和 BSA 作用

不强。因此本研究利用具有这种特性的 Protein G 纯化牛奶

中的 IgG。 
2.2.2  柱承载量的确定 

本研究针对 1 mL 规格的 Protein G 亲和色谱柱进行了

承载量的测试。这是因为 Protein G 亲和柱对 IgG 的承载量

存在差异, 而不同的承载量会对分析结果的准确度产生显

著影响。通过实验确定色谱柱的最适承载量, 可以优化 IgG
的捕获和纯化过程, 从而提高实验的精确度和可重复性。

Protein G 亲和柱用 10 mL 水冲洗并用 10 mL 磷酸盐溶液

活化后, 取含量为 10 mg的 IgG标品过柱(相当于样品浓度

5 g/kg), 经过 4.5 mL 洗脱液洗脱后, 用甘氨酸洗脱液定容

至 100 mL 后过滤膜, 转移至样品瓶后上机测定。结果见

图 6 和表 4, 10 mg IgG 过柱后的回收率为 106%, 适用于此

方法, 说明该规格的 Protein G 亲和柱的最大柱承载量超

过 10 mg, 而牛奶中 IgG 含量平均为 322 mg/L[35], 远小于

柱承载量, 所以可满足实际样品检测的需要。 

 
 

图 6  Protein G 亲和柱承载量的测定色谱图 
Fig.6  Chromatograms of Protein G affinity column  

carrying capacity 
 

表 4  Protein G 亲和柱承载量 
Table 4  Protein G affinity column carrying capacity 

100 mg/L 标准品峰面积 洗脱液峰面积 回收率/% 

159623 169516 106 

 
2.2.3  磷酸盐缓冲液 pH 的选择 

由于 pH 会使 IgG 变性, 需要对所用缓冲液的 pH 进

行优化选择。选择 6.0、6.5、7.0、7.5、8.0 共 5 个不同 pH
的缓冲液对样品进行处理, 测定牛奶中 IgG 含量。结果如

图 7 所示, 缓冲液 pH 在 7.0 时, IgG 峰面积最大, 因此, 选
择 pH 7.0 为磷酸盐缓冲液的最佳 pH 并进行后续实验。 

 

 
 

图7  磷酸缓冲液pH的优化 
Fig.7  Optimization of pH of phosphate buffer 

 
2.2.4  甘氨酸洗脱液 pH 的选择 

洗脱液的 pH 对实验结果也会产生影响, 选择 2.0、
2.5、3.0 共 3 个不同洗脱液 pH 对样品进行处理, 测定牛奶

中的 IgG含量。结果如图 8所示, 洗脱溶液 pH在 2.5时, IgG
的峰面积最大, 且 pH 增大为 3.0 时, 洗脱出的 IgG 的峰面

积明显降低。因此, 选择 pH 2.5 为洗脱溶液的最佳 pH 并

进行后续实验。 
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图8  洗脱溶液pH的优化 
Fig.8  Optimization of pH of elution solution 

 
2.2.5  洗脱体积的选择 

采用规格为 1 mL 的 Protein G 亲和柱, 使用 1 mL 洗

脱液连续洗脱 5 次上机测定。由图 9 可见, 第 1 次和第 2
次洗脱后的试样溶液中可检测到 IgG, 第 3~5 次洗脱后的

试样溶液中均未检测到 IgG。由表 5 可见, 连续 5 次洗脱

后, 试样测试后 IgG 峰面积总和为 260232, 理论峰面积为

259555, IgG 回收率达到 100.3%。发现使用 2 mL 洗脱液

可将 IgG 完全洗脱, 为提高实验的准确性和稳定性, 并减

少实验误差, 最终决定采用 4 mL 洗脱液进行洗脱后定容

并进行上机测定。虽然 2 mL 的洗脱液已足够, 但为了保证

后期方法的复现性, 使用 4 mL 的洗脱液更加稳妥。 
 

 
 

图 9  Protein G 亲和柱洗脱体积的测定色谱图 
Fig.9  Chromatograms of Protein G affinity column elution  

volume determination 
 

2.3  方法学评价 

2.3.1  方法线性范围 
选取 5.0、10.0、40.0、80.0、160.0 和 200.0 mg/L 6

个点用 IgG 标准中间液(800 mg/L)作标准曲线。结果显示

在 5.0~200.0 mg/L 内呈良好线性关系 , 其回归方程为

Y=0.709387X–0.130821, 且 具 有 较 高 的 相 关 系 数

r=0.99988。这表明该分析方法在指定的浓度范围内具有

较好的线性度, 能够为 IgG 的定量测定提供准确和可靠

的参考。 
 

表 5  Protein G 亲和柱洗脱体积 
Table 5  Protein G affinity column elution volume 

洗脱次数 洗脱液峰面积 洗脱比率/% 

第 1 次 42420 16.3 

第 2 次 217812 83.9 

第 3 次 0 0 

第 4 次 0 0 

第 5 次 0 0 

IgG 总峰面积 260232 100.3 

 
2.3.2  方法定量限 

用 IgG 标准溶液配制成浓度为 4.0、5.0、6.0、7.0、
10.0、20.0、40.0、80.0、160.0、200.0 mg/kg 10 个浓度 IgG 
标准工作液再进行离心等后续处理, 信噪比见表 6。 

 
表 6  标准工作液信噪比 

Table 6  Standard working fluid signal-to-noise ratio 

标准液浓度 
/(mg/kg) 

峰面积 浓度
/(mg/kg) 

信噪比 

  4.0  1.8  4  7.1 

  5.0  2.6  5 14.2 

  6.0  3.3  6 17.6 

  7.0  3.6  7 18.6 

 10.0  6.1  10 27.1 

 20.0  13.5  20 / 

 40.0  28.7  40 / 

 80.0  58.3  80 / 

160.0 113.3  160 / 

200.0 141.1 200 / 

注: /表示信噪比随浓度增加而增加, 样品加标浓度为 5.0 mg/kg 时

信噪比小于 10, 不满足信噪比要求, 样品加标为 10.0 mg/kg 的时

候信噪比大于 10, 已经达到要求, 因此后续不再计算。 

 
选择灭菌牛奶为空白基质, 取样后添加 0.0、5.0、10.0、

20.0、40.0、60.0 mg/kg 6 个浓度 IgG 再进行离心等后续处

理, 信噪比与加标回收率见表 7。结果可知, 当灭菌牛乳中

添加 IgG 浓度为 10.0 mg/kg, 测得的结果非常清晰和可靠,  



14 食品安全质量检测学报 第 15 卷 
 
 
 
 
 

表 7  样品加标回收率及信噪比 
Table 7  Sample recovery rates and signal-to-noise ratio 

编号 标准液浓度
/(mg/kg) 

峰面积 浓度
/(mg/kg) 

信噪比 回收率
/% 

1 
 0.0 

 0.00000 / / / 

2  0.00000 / / / 

3  5.0  2.65885  4.03419   10.7  99.75

4   2.63546  4.00124    8.5  99.15

5 
10.0 

 5.46188  7.98358   24.4  99.36

6  5.65992  8.26262   25.1 101.77

7 
20.0 

12.66094  16.71681   48.1 103.94

8 12.56600  16.58910   67.4 103.29

9 
40.0 

23.36123  28.83637   79.5  89.31

10 23.64653  29.22926  116.4  90.26

11 
60.0 

36.04647  46.30481  /  95.86

12 36.45142  46.86245  /  94.95

注: /表示空白对照不进行浓度、信噪比、回收率的计算。 
 
信噪比大于 10, 并且加标后的样品回收率在理想范围

(89%~110%)之间, 表明该方法对于样品中 IgG 的定量具有

较好的准确性和精密度。因此, 本方法对样品中 IgG 的定

量限为 10.0 mg/kg。 
2.3.3  准确度和精密度测试 

以灭菌乳为基质, 分别添加100.0、200.0和400.0 mg/kg 
3个浓度水平 IgG进行准确度和重复性测试, 每组 3个平行。

IgG 回收率在 97.2%~103.6%之间, 实验室内 3 d 实验的相对

标准偏差(relative standard deviation, RSD)在2.5%~5.9%之间

(表 8)。结果表明本方法的准确度和重复性满足化学分析方

法验证指南(GB/T 27417—2017《合格评定 化学分析方法

确认和验证指南》)的要求。 
2.3.4  重现性测试 

本方法分别在 3 家实验室进行重现性测试。由于 IgG
的含量会随温度的升高而减少, 巴氏杀菌乳中 IgG 的本底

值会低于生牛乳, 所以二者选择不同的加标浓度。生牛乳

添加 80、160 和 400 mg/kg 3 个浓度水平进行重现性测试, 
巴氏杀菌乳添加 100、200 和 400 mg/kg 3 个浓度水平进行

重现性测试, 每个浓度水平进行 3 次重复实验。结果见表

9~14, 本方法回收率在 90.0%~110.0% 之间 , RSD 在

0.0%~8.0%之间, 具有良好的重现性。 
2.3.5  实际样品测定 

选取生牛乳(编号 1~5)和巴氏杀菌牛乳(编号 6~10)实
际样品采用本方法进行测定。结果如表 15、16 所示, 实际

样品的回收率在 90.0%~110.0%之间, 平行性较好。 
 

表 8  实验室内准确度和精密度结果汇总表 
Table 8  Summary table of accuracy and precision results in the laboratory 

时间 浓度水平/(mg/kg) 实测值/(mg/kg) 理论值/(mg/kg) 回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

Day1 

100.0 

 92.5 

100.0 

 92.5 

 97.5 5.6  96.6  96.6 

103.3 103.3 

200.0 

186.6 

200.0 

 93.3 

 97.2 4.8 191.8  95.9 

204.8 102.4 

400.0 

397.6 

400.0 

 99.4 

103.6 5.4 405.6 101.4 

440.0 110.0 

Day2 

100.0 

103.5 

100.0 

103.5 

 98.0 5.9  98.6  98.6 

 92.0  92.0 

200.0 

193.0 

200.0 

 96.5 

100.0 3.1 204.0 102.0 

203.2 101.6 

400.0 

422.0 

400.0 

105.5 

102.5 3.2 412.4 103.1 

396.0  99.0 
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表 8(续) 

时间 浓度水平/(mg/kg) 实测值/(mg/kg) 理论值/(mg/kg) 回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

Day3 

100.0 

 96.1 

100.0 

 96.1 

100.5 4.1 104.2 104.2 

101.3 101.3 

200.0 

199.4 

200.0 

 99.7 

 98.6 2.5 191.6  95.8 

200.6 100.3 

400.0 

392.4 

400.0 

 98.1 

100.6 4.0 420.8 105.2 

393.6  98.4 

 
表 9  生牛乳中添加 80 mg/kg IgG 

Table 9  Raw milk supplemented with 80 mg/kg IgG 

测定值
/(mg/kg) 

Lab1 Lab2 Lab3 
平均值 标准差 RSD/% 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

B 227.2 226.0 225.1 226.1 2.30 0.79 

X1 306.5 308.4 306.7 308.4 307.8 307.4 305.5 307.9 302.8 306.8 / / 

X1-B 146.9 146.2 150.2 153.6 165.0 156.9 158.2 159.8 157.8 155.0 6.25 4.03 

回收率/%  97.6 100.0  97.8  99.1  98.2  97.9  96.7  99.7  93.2  97.8 2.02 2.07 

注: /表示不计算, 表 10~14 同。 

 
表 10  生牛乳中添加 160 mg/kg IgG 

Table 10  Raw milk supplemented with 160 mg/kg IgG 

测定值
/(mg/kg) 

Lab1 Lab2 Lab3 
平均值 标准差 RSD/% 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

B 227.2 226.0 225.1 226.1 2.30 0.79 

X2 374.1 373.4 377.4 379.6 391.0 382.9 383.3 384.9 382.9 381.1 / / 

X2-B  79.3  81.2  75.8  82.4  76.4  77.3  80.4  78.8  72.5  78.2 3.07 3.93 

回收率/%  91.0  90.6  93.1  94.0 101.1  96.1  97.0  98.0  96.7 95.3 3.42 3.59 

 
表 11  生牛乳中添加 400 mg/kg IgG 

Table 11  Raw milk supplemented with 400 mg/kg IgG 

测定值
/(mg/kg) 

Lab1 Lab2 Lab3 
平均值 标准差 RSD/% 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

B 227.2 226.0 225.1 226.1 2.30 0.79 

X3 593.8 595.9 592.5 601.6 602.3 603.5 604.1 606.4 609.1 601.0 / / 

X3-B 366.6 368.7 365.3 375.6 376.3 377.5 379.0 381.3 384.0 374.9 6.61 1.76 

回收率/%  91.3  91.9  91.0  93.1  93.3  93.6  94.0  94.6  95.2  93.1 1.45 1.56 
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表 12  巴氏杀菌乳中添加 100 mg/kg IgG 
Table 12  Pasteurized milk supplemented with 100 mg/kg IgG  

测定值
/(mg/kg) 

Lab1 Lab2 Lab3 
平均值 标准差 RSD/% 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

B   271.0 188.8 216.5 207.4 16.10 7.78 

X1 315.2 315.0 315.
5 293.0 291.0 293.2 315.0 313.3 311.8 307.0 / / 

X1-B  98.2  98.0  
98.5 104.2 102.2 104.4  98.5  96.8  95.3  99.6  3.24 3.25 

回收率/%  98.2  98.0  
98.5 104.2 102.2 104.4  96.8  96.8  96.8  99.5  3.17 3.18 

 
表 13  巴氏杀菌乳中添加 200 mg/kg IgG 

Table 13  Pasteurized milk supplemented with 200 mg/kg IgG 

测定值
/(mg/kg) 

Lab1 Lab2 Lab3 
平均值 标准差 RSD/% 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

B   227.2 226.0 225.1 226.1 2.30 0.79 

X2 415.8 424.2 424.2 405.5 405.0 394.8 425.3 430.5 430.8 417.3 / / 

X2-B 198.8 207.2 207.2 216.7 216.2 206.0 208.8 214.0 214.3 209.9 5.88 2.80 

回收率/%  99.4 103.6 103.6 108.4 108.1 103.0 104.4 107.0 107.2 105.0 2.95 2.81 

 
表 14  巴氏杀菌乳中添加 400 mg/kg IgG 

Table 14  Pasteurized milk supplemented with 400 mg/kg IgG 

测定值
/(mg/kg) 

Lab1 Lab2 Lab3 
平均值 标准差 RSD/% 

1 2 3 1 2 3 1 2 3 

B   227.2 226.0 225.1 226.1 2.30 0.79 

X3 634.5 634.5 633.2 601.2 606.0 612.5 616.5 620.8 624.5 620.4 / / 

X3-B 417.5 417.5 416.2 412.4 417.2 423.7 400.0 404.3 408.0 413.0 7.52 1.82 

回收率/% 104.4 104.4 104.1 103.1 104.3 105.9 100.0 101.1 102.0 103.3 1.88 1.82 

 
表 15  实际样品中 IgG 含量测定 

Table 15  Determination of IgG in actual samples 

样品类型 样品编号 含量/(mg/kg) 加标量/μg 回收率/% 

生牛乳 

1 230.7±4.6 

800.0 

93.2~105.6 

2 201.2±2.3 

3 208.8±1.1 

4 215.9±0.9 

5 207.6±3.5 

巴氏杀菌牛乳 
 

6 118.6±2.7 

91.5~108.3 

7 124.8±3.3 

8 125.5±1.8 

9 112.9±0.4 

10 117.1±1.6 
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表 16  不同品牌样品中 IgG 含量测定 
Table 16  Determination of IgG in samples of different brands 

样品类型 样品 含量/(mg/kg) 加标量/μg 回收率/% 

生牛乳 

A1  229.4±2.25 
650.0 97.7 

A2 171.4±2.1 

B3  200.5±0.46 
600.0 92.0 

B4 225.5±0.9 

巴氏杀菌牛乳 
 

A6 120.7±1.8 
650.0 97.7 

A7 114.3±2.5 

B8 115.5±2.9 
600.0 92.0 

B9 125.8±0.6 

注: A、B 分别表示两个品牌的产品及生乳。 

 
3  结  论 

本研究建立了一种牛奶中 IgG 含量的 HPLC 分析方

法 , 经前处理条件和色谱条件的优化探索 , 最终确定最

佳实验条件为 : 经过 pH 为 7.0 的缓冲液处理后 , 用

Protein G 亲和柱富集 IgG, 并用 pH 为 2.5 的甘氨酸洗脱

溶液洗脱, 通过 BEH C4 色谱柱分离检测, 以 0.1%三氟

乙酸溶液为流动相 A, 0.1%三氟乙酸乙腈溶液为流动相

B, 在检测波长 280 nm、柱温 65℃、流速 1.5 mL/min、

进样量 30 μL 条件下进行分离检测。经方法学验证, 本方

法稳定性、准确性、重现性良好, 适用于牛奶中 IgG 的

定量检测, 为未来牛奶及其制品中 IgG 的检测标准制订

提供了技术支撑。 
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