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1. 前言

乳铁蛋白（Lactoferrin, Lf）又称乳转铁蛋白，是一种多功能生

物活性铁结合糖蛋白，属于转铁蛋白家族的一员，具有多种生理

功能，如抗菌、抗病毒、免疫调节和抗氧化等。乳制品中其活性

乳铁蛋白含量的多少可间接反映产品的价值。

对乳铁蛋白进行准确定量有助于评价乳制品的质量，也可以

反映乳制品加工过程中的生产工艺。由于乳铁蛋白在液态奶或奶

粉等乳制品中含量较少，可利用肝素亲和柱进行乳铁蛋白的富集

并去除乳制品中其它蛋白和基质，再利用蛋白超滤膜进行超滤浓

缩；富集后的样品可经毛细管电泳进行检测和定量。相比于其它

分离分析工具，毛细管电泳法具有操作简便、分离效率高、分离

模式多、无毒无害等优势。

本文利用毛细管区带电泳检测乳品中的乳铁蛋白，通过肝素

柱纯化、富集和超滤管超滤浓缩富集，可准确测定乳制品中的乳

铁蛋白并进行定量。该方法适用于乳铁含量较低的生乳、液态

奶、奶粉或配方奶粉等多种类型的乳品中乳铁蛋白的高灵敏度检

测。

2.试剂和方法

2.1.试剂和样品

CEofix™ NTMP试剂盒（Analis, PN 10004780/A71142）包含 pH 
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7.0 缓冲液、pH 4.2 缓冲液、启动冲洗液和样品稀释液；乳铁蛋白

标准品（Sigma-Aldrich, PN L4765）；氢氧化钠（Sigma-Aldrich, 

PN S5881）；磷酸二氢钠（MP Biomedicals, PN A0571）；磷酸氢

二钠（MP Biomedicals, PN A0404）；氯化钠（MP Biomedicals, PN 

A0241）；肝素亲和柱（美正，QC0140，保质期18个月）；二次去

离子水（Millipore）；巴氏杀菌奶由燕塘乳业提供。

2.2.仪器及方法

P/ACE™ MDQ Plus毛细管电泳系统，匹配紫外检测器（UV）。

熔融石英毛细管：50/60.2 cm（有效/总长度），50μm内径；分离

条件：15 kV，30 min；进样条件：0.5 psi，12 s；毛细管温度：

25 ℃；样品室温度：15 ℃；UV检测器波长：200 nm；分离缓冲液

选择pH 7.0缓冲液（NTMP试剂盒）。图2为毛细管活化和分离的初

始条件，图3为毛细管活化和分离的检测器条件。

图1. P/ACE™ MDQ Plus毛细管电泳系统
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Picture 2

图2. 初始条件

图3. 检测器条件

Picture 3

新毛细管活化：分别使用0.1 mol/L氢氧化钠溶液、启动冲洗

液和pH 7.0缓冲液进行毛细管的冲洗活化。图4为毛细管活化的时

间程序。

每针运行间毛细管的冲洗：启动冲洗液50 psi压力下冲洗

0.5 min，pH 7.0缓冲液50 psi压力下冲洗1 min。图5为毛细管电泳

分离的时间程序。

2.3.标准品前处理

分别精确称取乳铁蛋白标准品3000 μg，添加2 mL二次去离子

水，分别配置成1500 μg/mL标准品溶液；逐级稀释至如表1浓度。

图4. 毛细管活化的时间程序

Picture 4

稀释倍数 0 2 4 8 16 32

乳铁蛋白（μg/mL） 1500 750 375 187 93 46

表1. 乳铁蛋白标准品逐级稀释后的浓度

2.4.样品前处理方法

使用肝素亲和柱需要配置的试剂：

1) 结合缓冲液（100 mM, pH 7.5, NaH2PO4-Na2HPO4）：称取5.96 g

磷酸氢二钠和0.96 g磷酸二氢钠，加入400 mL二次去离子水，充

分溶解后定容至500 mL；

2) 淋洗液（含 0.1 M NaCl 的 50 mM, pH 7.5, NaH2PO4-Na2HPO4）：称

取 2.98 g 磷酸氢二钠、0.48 g 磷酸二氢钠和 2.92 g 氯化钠，加入 

400 mL二次去离子水，充分溶解后定容至500mL；
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3) 洗脱液（含 1 M NaCl的50 mM, pH 7.5, NaH2PO4-Na2HPO4）：称

取 2.98 g磷酸氢二钠、0.48 g磷酸二氢钠和29.2 g氯化钠，加入

400 mL二次去离子水，充分溶解后定容至500 mL。

乳铁蛋白的纯化：

1) 肝素亲和柱去掉下方堵头，利用注射器加压排出柱内保存液，

待保存液与筛板平齐 后，添加 5 mL 结合缓冲液进行冲洗；

2) 待结合缓冲液与筛板平齐后，吸取 10 mL 巴氏杀菌奶，添加 

40 mL 结合缓冲液，充分混合后逐次添加至肝素亲和柱中（依

靠重力进行乳铁蛋白与肝素亲和柱的结合）；

3) 待样品液与筛板平齐后，添加 15 mL 淋洗液，将其余乳品中的

杂质进行洗脱，洗杂后利用注射器排干肝素亲和柱内液体；

4) 向肝素亲和柱添加 3.5 mL 洗脱液，并进行富集（依靠重力洗脱

乳铁蛋白），洗脱完后将富集液定容至 3.5 mL；

5) 将富集液利用 10 kDa 超滤管浓缩 10 倍，作为最终进样的样品。

3. 结果

3.1.外标曲线的制作

利用毛细管电泳分别检测不同级别浓度乳铁蛋白标准

品，以浓度为横坐标，以校正峰面积为纵坐标进行外标曲线

的制作。图6为乳铁蛋白不同浓度下的电泳图谱，线性方程为

y=7.55×104x+635.56，线性相关性r2=0.999。

图5. 毛细管电泳分离的时间程序

Picture 5

3.2. 乳品中乳铁蛋白的含量测定

巴氏杀菌奶经肝素亲和柱进行乳铁蛋白的纯化与富集，并使

用 10 kDa 超滤管超滤浓缩 10 倍进行检测，如图7。利用外标曲线

方程测定乳铁蛋白的含量，检测浓度为1181 μg/mL，根据公式1计

算可得实际浓度为41 μg/mL。Picture 6

图 6. 不同浓度下（46-1500 μg/mL）乳铁蛋白标准品的电泳图谱

公式1：y=         
富集液体积×x 

 

                            
浓缩倍数×初始体积

其中 y 为样品实际乳铁蛋白浓度，x 为检测浓度，富集液体积

为 3.5 mL，10 kDa 超滤管超滤浓缩倍数为 10，初始体积为 10 mL。
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图7. 巴氏杀菌乳中乳铁蛋白的电泳图
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4. 结论

本文使用毛细管区带电泳法对巴氏杀菌奶中的乳铁蛋白进行

了定量分析。由于乳制品中乳铁蛋白含量较低，在样品前处理过

程中可使用肝素亲和柱进行纯化和富集，再利用10 kDa超滤管进

行超滤浓缩，处理后的样品可经毛细管区带电泳进行定量分析。

根据外标曲线，本文测定了巴氏杀菌奶中的乳铁蛋白，其含量为

41 μg/mL。该样品前处理及毛细管区带电泳测定乳铁蛋白含量的

方法不仅适用于巴氏杀菌奶，同样适用于生乳、超高温灭菌奶、

奶粉或配方奶粉等乳制品。
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