
 

1 

 

 

团体标准 

《牛奶碱性蛋白的测定 高效液相色谱法》 

（征求意见稿） 

编制说明 

 

 

 

 

 

黑龙江飞鹤乳业有限公司 

 

 

 

 

 

 

 



 

2 

 

目录 

1、标准制定背景及任务来源 ...................................................................... 4 

1.1 背景（标准制定的重要性和必要性） .................................................. 4 

1.2 任务来源 .................................................................................................. 4 

2 标准研制过程 ............................................................................................. 5 

2.1 前期准备 ................................................................................................. 5 

2.2 制定标准实施方案 ................................................................................. 5 

2.3 标准制定和研究 ..................................................................................... 5 

2.4 起草标准文本 .......................................................................................... 5 

2.5 复核验证与修订完善 .............................................................................. 6 

3 标准编写原则和技术参数确定依据 ......................................................... 6 

3.1 标准编写原则 .......................................................................................... 6 

3.2 技术参数确定依据 .................................................................................. 6 

4 标准技术内容 ............................................................................................. 6 

4.1 标准文本结构 ......................................................................................... 6 

4.2 标准检测原理 .......................................................................................... 6 

4.3 标准试验方法 .......................................................................................... 7 

4.3.1 色谱柱的选择 ....................................................................................... 7 

4.3.2 检测波长的选择 ................................................................................... 8 

4.3.3 流动相的选择 ....................................................................................... 8 

4.3.4 不同等电点蛋白色谱条件测试 .......................................................... 9 

4.3.5 积分区域的选择 ................................................................................... 9 

4.3.6 方法交叉验证 ..................................................................................... 10 



 

3 

 

4.4 方法验证 ................................................................................................ 11 

4.4.1 方法线性范围 .................................................................................... 11 

4.4.2 重复性（精密度、正确度） ............................................................ 12 

4.5 碱性蛋白原料主成分确认 ................................................................... 13 

4.6 实际样品测定 ....................................................................................... 13 

4.7 三家实验室验证 ................................................................................... 14 

5 综合评价 .................................................................................................. 15 

6 国内外同类标准对比情况 ...................................................................... 16 

7 与有关的现行法律、法规和强制性国家标准的关系 .......................... 16 

8 重大分歧意见的处理经过和依据 .......................................................... 16 

9 标准作为强制性标准或推荐性标准发布的建议 .................................. 16 

10 废止现行有关标准的建议 .................................................................... 16 

11 其他应予说明的事项 ............................................................................ 16 

参考文献 ...................................................................................................... 17 

 



 

  4 

牛奶碱性蛋白的测定 高效液相色谱法 

标准编制说明  

 

1、标准制定背景及任务来源 

1.1 背景（标准制定的重要性和必要性） 

牛奶碱性蛋白是以鲜牛乳为原料，经脱脂、过滤、浓缩、去除酪蛋白等酸性

蛋白，经阳离子层析、冷冻干燥等工艺而制成的产品。根据《中华人民共和国食

品安全法》和《新资源食品管理办法》的规定，2009年批准牛奶碱性蛋白为新资

源食品。 

近几年，国内外的学者对牛奶碱性蛋白的研究日渐深入，很多功能逐渐显露

出来，有研究表明，牛奶碱性蛋白能促进成骨细胞形成和调节破骨细胞代谢，预

防骨质疏松；维持肠道菌群平衡，改善消化功能；改善认知功能障碍，修复记忆

损伤；调节机体的免疫反应，具有抵御感染和炎症的作用；由于其丰富的生物学

功能，牛奶碱性蛋白受到了众多食品厂商的青睐，添加牛奶碱性蛋白的功能性食

品正成为研究的热点。目前缺少检测牛奶碱性蛋白原料的标准，国内外对其检测

方面的研究很少，参考文献不多，方法也并不成熟，因此，有必要建立一种牛奶

碱性蛋白的检测方法，一旦建立可以规范牛奶碱性蛋白原料的检测、扩大其未来

的应用场景、为乳蛋白原料生产工艺的优化和加工等方面提供有力支持，同时还

可以为各乳制品企业、检测机构提供新的检测参考，进一步为国家标准的建立提

供参考意见。 

1.2 任务来源 

2024年4月黑龙江飞鹤乳业有限公司收到邀请参加中国营养保健食品协会团

体标准工作会议的函，完成了《牛奶碱性蛋白的测定 高效液相色谱法》标准草

案和标准文本内容等书面材料，4月18日批准项目立项，项目名称为《牛奶碱性

蛋白的测定 高效液相色谱法》。2024年6月7日，根据协会团体标准工作安排，对

团体标准《牛奶碱性蛋白的测定 高效液相色谱法》进行讨论，起草组代表对团
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体标准进行介绍，参会人员进行交流并给出相关意见。该团体标准由黑龙江飞鹤

乳业有限公司负责牵头起草。 

2 标准研制过程 

根据国家有关标准制定和修订工作的要求，在标准的起草编制过程中，主要

做了以下几个方面的工作： 

2.1 前期准备 

2024 年 4 月，项目研制团队召开第一次工作会议，制定技术实施方案，确

定项目总体框架，分配相关人员负责相应工作；项目研制团队成立标准编制小组，

对国际、国内相关标准情况和文献进行了查询和研究，对牛奶碱性蛋白的测定方

法进行了广泛调研，形成方案初稿。 

2.2 制定标准实施方案 

标准制定小组于 2024 年 5 月制定了详细的实施方案和技术路线，组建了标

准起草小组，参与单位黑龙江飞鹤乳业有限公司、中国食品发酵工业研究院、

中柏兴业食品科技(北京)有限公司。 

2.3 标准制定和研究 

2023 年 12 月-2024 年 6 月，标准编制小组开展牛奶碱性蛋白含量测定的方

法开发，确立方法线性范围、准确度、精密度、并对实际样品进行检测与分析等，

进行标准制定研究工作。 

2.4 起草标准文本 

2024 年 4 月，制标单位利用建成的牛奶碱性蛋白检测体系充分验证了检测

体系的准确、稳定和可重复性后，按照《GB/T 1.1-2020 标准化文件的结构和起

草规则》和《GB/T 20001.4-2015 标准编写规则》起草编写标准文本内容和编制

说明内容。 
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2.5 复核验证与修订完善 

由制标单位制定检测方法复核验证方案和提供实验材料，委托中优乳检测技

术（天津）有限公司、农业农村部奶及奶制品质量检验测试中心（北京）、锐德

检测技术（天津）有限公司三家检测机构对标准草案的检测方法的线性范围、准

确度、精密度、实际样品进行复核验证实验。经过复核单位的独立、科学和严格

的复核验证后，提供了三份复核验证报告。并根据验证报告对标准文本进行了进

一步完善，形成了标准文本和编制说明征求意见稿。 

3 标准编写原则和技术参数确定依据 

3.1 标准编写原则 

（1） 本标准以现行法律法规为依据，符合《中华人民共和国农产品质量安

全法》有关规定。 

（2） 本标准以有利于解决农产品质量安全突出问题，满足我国农产品安全

工作需要为原则。 

3.2 技术参数确定依据 

本标准按照 GB/T 1.1-2020 《标准化工作导则 第 1 部分：标准化文件的结

构和起草规则》和 GB/T 20001.4-2015 《标准编写规则 第 4 部分：试验方法标

准》中的有关规定编写。 

4 标准技术内容 

4.1 标准文本结构 

标准文本结构为 1.范围 2.规范性引用文件 3.术语和定义 4.原理 5.试剂或材

料 6.仪器设备 7.样品制备 8.试验步骤 9.试验数据处理 10.精密度  

4.2 标准检测原理 

试样溶解后，经弱阳离子交换色谱柱分离，蛋白在其等电点时呈电中性，与

色谱柱离子交换基团无相互作用，样品中的碱性蛋白在对应等电点下被洗脱，紫
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外检测器检测，面积归一化法定量。 

 

4.3 标准试验方法 

4.3.1 色谱柱的选择 

实验选取 TSKgel SP-STAT 阳离子交换色谱柱和 ProPacTMElite WCX 色谱柱

比较浓度为 10 mg/mL 的牛奶碱性蛋白原料的分离效果。 

TSKgel SP-STAT 和 TSKgel CM-STAT 阳离子交换色谱柱能够快速平衡和

分离。其表面由多层阳离子交换基团组成加上相对较大的颗粒尺寸，具有较强的

负载能力和较低的操作压力，能够实现蛋白质的快速分离。 

ProPacTMElite WCX 色谱柱具有稳定的机械性能，宽 pH 耐受范围，较好的

分离度，高回收率，低残留，是一款弱阳离子交换色谱柱，通过蛋白质或糖蛋白

的表面电荷与色谱柱的羧基官能团作用，提高了蛋白质之间分离的速度、分离度。 

 

图 1  牛奶碱性蛋白原料在 TSKgel SP-STAT 色谱柱上的色谱图 

 

图 2  牛奶碱性蛋白原料在 ProPacTMElite WCX 色谱柱上的色谱图 
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实验显示，牛奶碱性蛋白原料在弱阳离子色谱柱上能够较好的分离且峰型尖

锐对称，故选择 ProPacTMElite WCX 色谱柱。 

 

4.3.2 检测波长的选择 

由于蛋白分子中酪氨酸和色氨酸残基的苯环含有共轭双键，因此蛋白质具有

吸收紫外光的性质，不同文献中有报道利用液相色谱法对蛋白进行检测，采用的

检测波长有 210 nm 到 280 nm，为了选择待测物的最大吸收波长，本试验比较了

上述不同波长下牛奶碱性蛋白检测的色谱图。牛奶碱性蛋白在 280 nm 时进行检

测，基线平稳，因此本试验采用 280 nm 作为后续牛奶碱性蛋白的检测波长。 

4.3.3 流动相的选择 

借鉴药典方法，实验初期选择了 4 mmol/L 的咪唑、哌嗪和三羟甲基氨基甲

烷溶液做为流动相，只用 pH 梯度，使用强阳离子色谱柱，发现实验时间过长

40min，之后更换弱阳离子交换柱，洗脱时间有所变短，但是时间还是过长。 

 

 

 

 

 

图 3 pH 梯度牛奶碱性蛋白的色谱图（10 mg/mL） 

后期选择了 40 mmol/L 的咪唑、哌嗪和三羟甲基氨基甲烷溶液流动相 B 调

pH 为 11.4，选择 4 mol/L 氯化钠做为流动相 C，采用盐梯度，加快洗脱速度，实

验时间控制在 25 分钟，缩短了色谱分析的时间，分离效果较好。 
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图 4 盐梯度牛奶碱性蛋白的色谱图（10 mg/mL） 

4.3.4 不同等电点蛋白色谱条件测试 

由于碱性蛋白原料会还有部分酸性蛋白，因此需要测试不同蛋白在色谱条

件下出峰的情况，是否能够分离，不被干扰，本试验比较了浓度为 10 mg/mL 等

电点标记溶液和 α-乳白蛋白、β-乳球蛋白、α-酪蛋白、β-酪蛋白、κ-酪蛋白、BSA、

乳铁蛋白、过氧化物酶、骨桥蛋白在色谱条件下的分离效果。如图 5，碱性蛋白

乳铁蛋白、过氧化物酶在等电点标记溶液（pI 7.55）右侧出峰，其余蛋白在左侧

出峰，蛋白之间能够较好的分离，互不干扰。 

 

图 5 不同等电点蛋白色谱条件测试的色谱图 

4.3.5 积分区域的选择 

胰蛋白酶原的等电点（pI）为 7.55，酸性蛋白在胰蛋白酶原左侧出峰，碱性

蛋白在胰蛋白酶原右侧出峰，因此选择胰蛋白酶原的峰谷（约 7 min 左右）为碱

性蛋白自动积分的起点，选择保留时间 15 min 为其自动积分的终点，计算碱性

蛋白峰面积为 Ac；从梯度初始至 15 min 时间内对所有峰进行自动积分，计算

过氧化物酶 
乳铁蛋白 

乳白蛋白 
酪蛋白 

骨桥蛋白 

胰蛋白酶原 pI =7.55 

β-乳球蛋白 

BSA 
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总蛋白峰面积 An。采用面积归一化法进行牛奶碱性蛋白比例计算。 

 

 

图 6 等电点标记溶液(10 mg/mL)高效液相叠加色谱图 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 7 等电点标记溶液(10 mg/mL)和试样溶液高效液相叠加色谱图 

 

4.3.6 方法交叉验证 

为了验证实验对碱性蛋白检测的准确性，采用生物药常用的等电聚焦（CIEF）

方法对样品进行进一步验证。 

等电聚焦的特点就在于它利用了一种称为两性电解质载体的物质在电场中

构成连续的 pH 梯度，使蛋白质或其他具有两性电解质性质的样品进行聚焦，从

而达到分离、测定和鉴定的目的。 
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图 8 毛细管电泳 CIEF 谱图 

牛奶碱性蛋白原料碱性蛋白的等电点是在 PI 7~10 之间，结果也是和液相方

法可以对得上进一步佐证了高效液相方法计算的准确性。 

 

4.4 方法验证 

4.4.1 方法线性范围 

表 1 样品浓度线性范围 

名称 浓度范围 % 最低浓度点色谱图 最高浓度点色谱图 

牛奶碱性

蛋白样液

浓度 

0.1~1 

  

 

经验证，牛奶碱性蛋白样液浓度在 0.1 % ~1 %范围内，样品可完全溶解，无

团聚现象，色谱峰峰型完整，满足仪器灵敏度要求。 
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4.4.2 重复性（精密度、正确度） 

1、精密度 

称取牛奶碱性蛋白原料，按一定比例添加 α-乳白蛋白，得到牛奶碱性蛋白含

量为 100%、70%、50%三水平待检测样品，按照提供的方法进行实验，每个样品

平行测定 6 次，计算精密度，测定结果见表 2。 

表 2 精密度检测结果 

样品 

参考值

（牛奶

碱性蛋

白原料

添加比

例）

（%） 

牛奶碱性蛋白检测结果（%） 平均结果（%） RSD（%） 

Sample-1 100% 96.2 96.5 96.1 95.2 96.1 96.7 96.1  0.54  

Sample-2 70% 73.5 73.2 72.1 74.2 71.9 71.3 72.7  1.52  

Sample-3 50% 49.8 49.7 51.8 50.3 47.9 48.8 49.7  2.67  

 

2、正确度的测定 

称取牛奶碱性蛋白原料，按一定比例添加 α-乳白蛋白，得到牛奶碱性蛋白含

量为 100%、70%、50% 三水平待检测样品，按照提供的方法进行实验，每个样

品平行测定 6 次，计算回收率，测定结果见表 3，其中牛奶碱性蛋白原料及脱脂

乳粉蛋白含量参照 GB 5009.5 进行检测。 

表 3 回收率检测结果 

样品 

参考值（牛奶碱性

蛋白理论添加量）

（%） 

平均结果（%） 回收率（%） 

Sample-1 100 96.1  96.1  

Sample-2 70 72.7  103.9  

Sample-3 50 49.7  99.4  
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4.5 碱性蛋白原料主成分确认 

利用高效液相色谱法，依据 GB 1903.17-2016 食品安全国家标准 食品营养

强化剂 乳铁蛋白，在 280 nm 波长条件下，对乳铁蛋白标准品、过氧化物酶标准

品、牛奶碱性蛋白原料进行检测，经色谱分析，从谱图中可以看出牛奶碱性蛋白

原料中主成份色谱峰与乳铁蛋白、过氧化物酶标准品色谱峰一一对应，经保留时

间与光谱图双重确认，牛奶碱性蛋白原料主成分为乳铁蛋白、过氧化物酶。牛奶

碱性蛋白原料色谱图与乳铁蛋白标准品色谱图、过氧化物酶标准品色谱图见图 9。 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

图 9 牛奶碱性蛋白原料色谱图与乳铁蛋白标准品色谱图、过氧化物酶标准品色谱图 

4.6 实际样品测定 

运用建立好的方法及理化指标中给定的方法，对实际样品进行 3 平行检测，

具体结果见表 4。 

表 4 牛奶碱性蛋白原料中牛奶碱性蛋白及其他理化指标的测定结果 

样品名称 蛋白质含量 % 牛奶碱性蛋白含量 % 

IDP-1 99.8 96.1 

IDP-2 99.6 96.8 

IDP-3 99.6 97.1 
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4.7 三家实验室验证 

表 5 三家实验室精密度检测结果 

实验室 

参考值（牛

奶碱性蛋白

原料添加比

例）（%） 

牛奶碱性蛋白检测结果（%） 

平均

结果

（%） 

RSD

（%） 

Lab-1 

100% 93.9 90.1 90.1 89.9 89.8 89.4 90.5 1.84 

70% 67.4 70.1 75.2 74.9 66.1 66.8 70.1 5.82 

50% 51.8 47.9 51.1 48.3 49.9 52.8 50.3 3.88 

Lab-2 

100% 89.2 89.2 89.1 89.1 89.2 89.2 89.2 0.06 

70% 70.1 71.6 71.2 71.8 70.1 71.1 71.0 1.03 

50% 49.8 52.0 48.9 53.2 51.2 50.1 50.9 3.10 

Lab-3 

100% 96.4 95.8 96.9 92.2 97.1 96.7 95.9 1.92 

70% 72.1 71.6 73.1 75.8 77.9 71.3 73.6 3.60 

50% 50.1 51.6 53.1 55.8 47.9 51.3 51.6 5.19 

 

如表所示，三家实验室精密度结果在 0.06%-5.82 之间，满足 GB/T 27404 要

求。 

 

表 6 三家实验室回收率检测结果 

实验室 样品 
参考值（牛奶碱性蛋白理论

添加量）（%） 
平均结果（%） 回收率（%） 

Lab-1 

Sample-1 100 90.5  90.5  

Sample-2 70 70.1  100.1  

Sample-3 50 50.3  100.6  

Lab-2 

Sample-1 100 89.2  89.2  

Sample-2 70 71.0  101.4  

Sample-3 50 50.9  101.7  

Lab-3 

Sample-1 100 95.9 95.9  

Sample-2 70 73.6 105.2  

Sample-3 50 51.6 103.3  
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如表所示，三家实验室回收率在 89.2%-105.2%之间，满足 GB/T 27404 要求。 

 

表 7 三家实验室实际样品检测 

样品名称 实验室 蛋白质含量 % 
牛奶碱性蛋白含

量 % 

牛奶碱性蛋白含

量三家结果

RSD% 

IDP-1 

Lab-1 99.1 90.5 

3.87 Lab-2 99.7 89.2 

Lab-3 99.1 95.9 

IDP-2 

Lab-1 98.9 91.1 

3.11 Lab-2 99.1 91.1 

Lab-3 98.9 96.1 

IDP-3 

Lab-1 99.0 90.1 

3.44 Lab-2 99.2 91.9 

Lab-3 98.8 96.3 

 

三家实验室在实际样品检测中，同一样品实验时间精密度均小于 6%，满足

满足 GB/T 27404 要求。 

 

三家实验室根据《牛奶碱性蛋白的测定 高效液相色谱法》进行了方法学验

证。样品浓度在 0.1%~1%浓度范围内具有较好的线性，精密度检测结果 RSD 在

1.92%~5.19%之间，符合 GB/T 27404-2008《实验室质量控制规范 食品理化检测

标准》中相关要求，准确度验证过程中验证结果在 95.9%~105.2%之间，满足 GB/T 

27404-2008《实验室质量控制规范 食品理化检测标准》中相关要求。 

5 综合评价 

本标准起草过程中，对色谱柱、检测波长、流动相梯度、线性范围、精密度、

准确度，试验结果符合 GB/T 27404-2008 《食品安全理化检测实验室质量控制规

范》的相关规定。 

试验用到的仪器设备包括高速冷冻离心机、分析天平、液相色谱，属于检测

机构的通用设备；试验用到的试剂耗材包括胰蛋白酶原、二乙烯二胺、1,3-二氮
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杂-2,4-环戊二烯、三羟甲基氨基甲烷、弱阳离子交换色谱柱等，也属于检测机构

常用的试剂和耗材，标准的实施预期不会给检测机构增加太多经济负担。 

6 国内外同类标准对比情况 

本标准在制定过程中未采用国际标准或国外先进标准。 

7 与有关的现行法律、法规和强制性国家标准的关系 

在标准的制定过程中严格贯彻国家有关方针、政策、法律和规章，严格执行

强制性国家标准、行业标准和团体标准。与相关的各种基础标准相衔接，遵循政

策性和协调统一性的原则。 

8 重大分歧意见的处理经过和依据 

本标准在编制过程中没有重大意见分歧。 

9 标准作为强制性标准或推荐性标准发布的建议 

本标准为检测方法标准，并不涉及有关国家安全、保护人体健康和人身财产

安全、环境质量要求等有关强制性地方标准或强制性条文的八项要求之一，因此

建议将其作为推荐性团体标准颁布实施。 

10 废止现行有关标准的建议 

目前我国尚无牛奶碱性蛋白测定的相关标准，无现行标准需废止。 

11 其他应予说明的事项 

本标准在编制过程中，得到很多专家的指导和帮助，特此表示感谢！ 

  

二零二四年六月 
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