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肝素亲和柱在乳铁蛋白检测中的应用优化
楼飞1，杨秀敏2，章寅3，*

（1.上海市农业科学院庄行综合试验站，上海 201415；2.沈阳市动物疫病预防控制中心，
辽宁沈阳 110034；3.上海德诺产品检测有限公司，上海 200436）

摘 要：乳铁蛋白是一种极具营养价值的活性糖蛋白，广泛应用到婴幼儿乳粉中，目前国内外未建立乳铁蛋白测定相

关的标准。将肝素亲和柱（HiTrapTM Heparin HP柱）或相当者应用到乳铁蛋白检测前处理的净化过程中，建立一种高
效、便捷的食品中乳铁蛋白测定的分析方法。试样中的乳铁蛋白经磷酸氢二钠溶液（0.20 mol/L，pH=8.00依0.5）提取，提
取液经肝素亲和柱净化后，用磷酸氢二钠溶液淋洗，磷酸氢二钠-氯化钠溶液洗脱，并定容至 3.0 mL。采用反相高效液
相色谱柱分离，以紫外或者二极管阵列检测器于 280 nm处检测，外标法定量。该方法系首次提出将肝素亲和柱应用
到乳铁蛋白检测前处理过程中。该检测方法适合检测机构或乳品企业日常样品中乳铁蛋白的检测。

关键词：乳铁蛋白；肝素亲和柱；磷酸盐缓冲液；高效液相色谱法；C4

Application of Heparin Affinity Column in the Detection of Lactoferrin
LOU Fei1，YANG Xiu-min2，ZHANG Yin3，*

（1. Shanghai Academy of Agricultural Sciences Zhuanghang Comprehensive Experiment Station，Shanghai
201415，China；2. Shenyang Animal Disease Prevention and Control Center，Shenyang 110034，Liaoning，

China；3. Denuo Product Testing Service CO.，Ltd.，Shanghai 200436，China）
粤遭泽贼则葬糟贼：Lactoferrin is a kind of active glycoprotein with great nutritional value，which is widely used in infant
milk powder. At present，there is no relevant standard for the determination of lactoferrin at home and abroad.
Heparin affinity column（HiTrapTM Heparin HP column）or equivalent were applied to the purification process of
lactoferrin before pretreatment. An efficient and convenient method for the determination of lactoferrin in foods
was established. The lactoferrin in the sample was extracted by Na2HPO4 buffer solution（0.20 mol/L，pH=8.00依
0.5）. The extract was purified by heparin affinity column，washed with Na2HPO4 buffer solution，and Na2HPO4-
NaCl buffer solution was eluted and the final volume to 3.0 mL. High performance liquid chromatography
（HPLC）was used with ultraviolet absorption detector（UV）or diode array detector（DAD）at 280 nm，and the
external standard method was quantified. It was the first time to put forward the idea that heparin affinity column
was applied to the purification of lactoferrin before detection. The improved method was suitable for detection of
lactoferrin in detection mechanism or dairy enterprises.
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乳铁蛋白是近年来国内外开发研究速度较快的

一种营养添加剂，由于其具有：广谱抗菌，抗病毒感染

作用；能调节体内铁平衡；调解骨髓细胞的生成；抑制

人体肿瘤细胞的作用；能同多种抗生素及抗真菌制剂

协同作用，有效地治疗疾病等功效，使其产品在国内

外食品加工中的应用范围日益广泛[1-2]。乳铁蛋白是一

种极具营养价值的活性糖蛋白，对婴幼儿或者成人的

健康具有重要的意义[3-4]。GB14880-2012我国《食品营
养强化剂使用标准》中规定婴幼儿配方食品中乳铁蛋

白的最大允许使用量为 1.0 g/kg，而目前国内外未建立
乳铁蛋白测定相关的国家标准。文献中报道的测定乳

铁蛋白含量的方法大致可以归为以下几类：酶联免疫

吸附法、十二烷基磺酸钠聚丙烯酰胺凝胶电泳法

（sodium dodecyl sulfate -polyacrylamide gel electroph -
oresis，SDS-PAGE）、毛细管电泳法、高效液相色谱法
和高效液相串联质谱法[5-7]。

其中，酶联免疫吸附法是将抗原、抗体特异性反

应和酶的高效催化作用有机结合起来的一种新颖、快

速的免疫学分析技术，具有灵敏度高、检测限低、样品

无需纯化等特点，因此该法应用范围最广、常用于包

括初乳和乳粉等一系列产品中的乳铁蛋白质量浓度

的测定，但该法所用试剂盒昂贵，不适于长期大量检

测乳铁蛋白。SDS-PAGE法具有测定准确快速、操作简
便等特点，适用于初步分离效果的监控，但对纯度较

低的乳铁蛋白检测时，由于乳铁蛋白与其他杂蛋白分

子量相近，很难达到分离，故仅适用于高纯度的样品

测定。毛细管电泳法由于进样量少，因而制备能力差，

而且由于毛细管直径比较小，造成了灵敏度较低，重

现性差等一系列缺点。

高效液相色谱法拥有分离效率高，选择性好，检

测灵敏度高，操作自动化等优点，是目前食品检测领

域应用最广泛的方法之一。乳铁蛋白的等电点为 8.2
左右，是一种分子量为 80 kDa，具有大约 700个氨基
酸残基序列的单体糖蛋白，并连接 1耀2个配糖体（配
糖体成分约占 7 %）[8-10]。乳铁蛋白一共有两个铁离子

结合位，每个结合位可以与一个铁离子结合。现已有

多篇文献研究报道应用高效液相色谱检测乳制品中

的乳铁蛋白含量，前处理方法包括：（1）样品采用脱脂，
酸法去除酪蛋白，硫酸铵沉淀富集，纤维素滤膜过滤

净化等方法进行预处理[11-12]；（2）通过额外加入的二价
铁离子使乳铁蛋白的构型更利于沉淀，然后用体积分

数 60 %乙醇溶液沉淀蛋白除去糖分，再用醋酸盐缓冲
液提取乳铁蛋白并分离掉酪蛋白进行预处理[13-14]；（3）
样品采用 0.5 mol/L氯化钠溶液溶解，稀释至适当浓度
作为预处理等方法[15]。

肝素是一种含硫酸酯的酸性多糖，有文献报道乳

铁蛋白可与这类多负电荷分子糖胺多糖通过亲和层

析结合[16-18]。本标准中采用 HiTrapTM Heparin HP（1 mL）
肝素亲和柱作为目标化合物纯化和浓缩的前处理步

骤[19-20]，由于是首次将该亲和柱应用到乳铁蛋白的检

测中，故对应用条件进行了摸索和优化，包括：肝素亲

和柱的承载量、淋洗液和洗脱液的浓度、pH值等参数
的优化等，建立一种适合乳铁蛋白检测的前处理净化

方法。

1 材料与方法

1.1 试剂与仪器

乳铁蛋白标准物质（批号：SP113101）：Tatua公司
提供；乙腈为（色谱纯）：美国默克公司；无水乙醇、氯化

钠、磷酸、磷酸氢二钠、三氟乙酸（均为分析级）：国药集

团化学试剂有限公司产品；超纯水：美国赛默飞世尔

科技有限公司；高效液相色谱仪：美国安捷伦科技有

限公司；HiTrapTM Heparin HP（1 mL）肝素亲和柱：美国
通用电气医疗集团；Jouan Ceterifuge MR23i离心机：美
国赛默飞世尔科技有限公司。

1.2 方法

1.2.1 肝素亲和柱的应用比较

本方法中采用 HiTrapTM Heparin HP（1 mL）肝素亲
和柱作为目标化合物纯化和浓缩的前处理步骤。通过

经过和未经过肝素亲和柱纯化的样品色谱图，分析其

对乳铁蛋白检测应用的可行性。

1.2.2 肝素亲和柱承载量的测定

该款肝素亲和柱对乳铁蛋白纯化和浓缩的前处

理步骤未有报道，亲和柱的承载量对方法的准确度方

运藻赠 憎燥则凿泽：lactoferrin；heparin affinity column；phosphate buffer；high performance liquid chromatography
（HPLC）；C4

引文格式：

楼飞，杨秀敏，章寅.肝素亲和柱在乳铁蛋白检测中的应用优化[J].食品研究与开发，2019，40（6）：161-165
LOU Fei，YANG Xiumin，ZHANG Yin. Application of Heparin Affinity Column in the Detection of Lactoferrin [J]. Food Re原
search and Development，2019，40（6）：161-165

检测分析楼飞，等：肝素亲和柱在乳铁蛋白检测中的应用优化

162



面有很大的影响，故在本方法中进行了承载量的试

验。采用 40 滋g耀10 000 滋g不同的上柱量测定回收率的
方式，选定承载量范围值。

1.2.3 磷酸盐浓度的优化

前处理过程中需要分离纯化乳铁蛋白，故首先要

求将乳铁蛋白从基质中以溶解的状态释放出来，并保

持原先的天然状态，不丢失生物活性。故在本方法中

进行磷酸盐浓度的优化，通过奶粉本底和加标回收率

的测定，在磷酸盐 pH=7.0的条件下，依次选择浓度为
0.05、0.1、0.2、0.4、0.8 mol/L进行比较。
1.2.4 磷酸盐 pH值的优化
乳铁蛋白是一种分子量为 80 kDa，具有大约 700

个氨基酸残基序列的单体糖蛋白，并连接 1个耀2个配
糖体。对于这一类大分子量的蛋白质，pH值对其的结
构有一定的影响。故在本方法中进行磷酸盐 pH值的
优化，通过奶粉本底和加标回收率的测定，在磷酸盐

浓度为 0.2 mol/L的条件下，依次选择 pH值为 5.0、
6.0、7.0、8.0、9.0进行比较。
1.2.5 洗脱液盐浓度的优化

洗脱步骤属于肝素亲和柱使用过程中比较关键

的步骤，在此步骤中乳铁蛋白目标化合物将从亲和柱

中被洗脱下来，故洗脱液的浓度对整个试验比较关

键。选定 Na2HPO4的浓度为 0.05 mol/L，pH=7.0，设定 4
个不同浓度的 NaCl 浓度即 0.25、0.50、1.0、2.0 mol/L，
通过加标回收测定，选定最佳的 NaCl浓度。
1.2.6 洗脱液 pH值的优化
同样原理，选定 0.05 mol/L的 Na2HPO4，1.0 mol/L

浓度的 NaCl，设定 5个不同的 pH值即 5.0、6.0、7.0、
8.0、9.0，通过加标回收测定，选定最佳的 pH值。
1.2.7 肝素亲和柱洗脱体积的测定

本方法中采用 1 mL规格的 HiTrapTM Heparin HP
亲和柱，乳铁蛋白的上柱量控制在 100 滋g耀10 000 滋g，
试验设计当乳铁蛋白的上柱量为最大值即 10 000 滋g
时，分别收集第 1 mL，第 2 mL，第 3 mL，第 4 mL，第
5 mL，第 6 mL耀8 mL 的洗脱液，上机测定。
1.2.8 自制肝素亲和柱性能的比较

目前市场上使用率最高的肝素亲和柱是由美国

通用电气医疗集团生产的 HiTrapTM Heparin HP亲和
柱，为了验证乳铁蛋白检测是否只能依靠该款亲和

柱，本试验采用偶联有肝素分子的琼脂糖作为填料自

制了一批肝素亲和柱。将自制的肝素亲和柱与 Hi原
TrapTM Heparin HP肝素亲和柱在相同的试验条件下进
行回收率的测定。

1.3 液相色谱条件

色谱柱规格：C4，5 滋m，300A毅（孔径），250 mm伊

4.6 mm（内径）；检测波长：280 nm；柱温：30 益；进样体
积：50 滋L；流速：1.0 mL/min；流动相：0.1 %三氟乙酸溶
液和乙腈，梯度洗脱参数见表 1。

2 结果与分析

2.1 肝素亲和柱的应用比较

图 1为经过和未经过肝素亲和柱纯化的样品液相
色谱比较图。

从色谱图 1中可以看出未纯化的样品成分复杂，
难以满足检测需要，经过肝素亲和柱纯化的样品，杂

质少，峰形好，符合检测的要求。

2.2 肝素亲和柱承载量的测定

1 mL HiTrapTM Heparin HP肝素亲和柱对乳铁蛋白
承载量的测定结果见表 2。

表 1 流动相梯度洗脱程序表

Table 1 Optimization of gradient elution

时间/min 乙腈/% 0.1 %三氟乙酸溶液/%
0 30 70
5 55 45
10 60 40
12 30 70
16 30 70

6.0

4.5

3.0

1.5
0 2 14

时间/min
4 6

80

60

40

20

0
8 10 12

a

b

2 1

a.未经过净化的婴幼儿奶粉；b.经过净化的样品；色谱峰 1代表乳铁
蛋白和杂质，保留时间为 6.1 min；色谱峰 2代表乳铁蛋白，保留时间

为 6.1 min。

图 1 肝素亲和柱纯化样品比较色谱图

Fig.1 HPLC chromatogram of lactoferrin with heparin affinity

column cleanup and without

上柱量/滋g 回收率/%
40 50.8
80 77.5
100 93.8
160 94.7
320 97.0
1 000 97.1
5 000 103
10 000 105

表 2 1 mL HiTrapTMHeparin HP肝素亲和柱对乳铁蛋白承载量的
测定（n=3）

Table 2 Determination of the bearing capacity of lactoferrin by
1 mL HiTrapTMHeparin HP（n=3）

楼飞，等：肝素亲和柱在乳铁蛋白检测中的应用优化检测分析
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从表 2可知，当乳铁蛋白的上柱量达到 100 滋g
时，1 mL规格的 HiTrapTM Heparin HP肝素亲和柱的回
收率就达到 90 %以上，乳铁蛋白的上柱量在 100 滋g耀
10 000 滋g时，回收率在 93.8 %耀105 %之间，符合试验
要求。故本试验中将样品中乳铁蛋白的上柱量控制

100 滋g耀10 000 滋g之间，如果试验中遇到高浓度乳铁
蛋白含量的样品时，需将样品稀释至合适的浓度后再

使用亲和柱；反之则可适当增加称样量和上柱体积。

2.3 磷酸盐浓度的优化

磷酸盐浓度的优化结果见表 3。

从表 3数据得知，随着磷酸缓冲液浓度的增加，
回收率先增加后降低至零，当磷酸缓冲液浓度达到

0.4 mol/L时，回收率为 0，故选定乳铁蛋白检测时磷酸
缓冲液浓度为 0.2 mol/L，同时发现在该浓度下目标峰
附近的杂质最少，符合试验要求。

2.4 磷酸盐 pH值的优化
磷酸盐 pH值的优化结果见表 4。

从表 4可知，随着磷酸缓冲液 pH值的增加，回收
率先增加后降低，整体数值在 72.3 %~91.3 %之间，当
磷酸缓冲液 pH值为 8.0时回收率为最大，同时此 pH
值下目标峰附近的杂质最少，符合试验要求。

2.5 洗脱液盐浓度的优化

洗脱液盐浓度的优化结果见表 5。
从表 5可知，随着 NaCl浓度的增加，回收率相应

增加。高浓度的 NaCl有利于乳铁蛋白从亲和柱中的
洗脱。但 2.0 mol/L的 NaCl容易造成液相色谱仪的损

伤，不利于机器稳定状态的保持，故选定 1.0 mol/L的
NaCl作为洗脱浓度。
2.6 洗脱液 pH值的优化
洗脱液 pH值的优化结果见表 6。

从表 6试验结果可以得知，不同的 pH值下，回收
率范围为 94.9 %耀98.0 %，最高值和最低值的相对相差
3.2 %，故选定常规的 pH=8。
2.7 肝素亲和柱洗脱体积的测定

肝素亲和柱洗脱体积的测定结果见表 7。

由表 7可知 1 mL规格的 HiTrapTM Heparin HP肝
素亲和柱，乳铁蛋白的上柱量为 10 000 滋g时，收集到
的第 1 mL和第 2 mL的洗脱液中乳铁蛋白总的洗脱率
达到 96.5 %以上，第 3 mL洗脱液中乳铁蛋白的洗脱
率为 0.15 %，第 4 mL，第 5 mL，第 6 mL耀8 mL的洗脱
液中未检测到乳铁蛋白，故本试验中选定收集洗脱液

的体积为 3.0 mL。
2.8 自制肝素亲和柱性能的比较

自制肝素亲和柱性能的比较结果见表 8。

表 3 磷酸缓冲液浓度优化表（n=3）

Table 3 Optimization of phosphate buffer concentration（n=3）

添加水平/
（mg/100 g）

磷酸盐 pH值
磷酸盐浓度/
（mol/L）

回收率/%

30 7.0 0.05 80.2

30 7.0 0.1 89.1

30 7.0 0.2 90.5

30 7.0 0.4 0

30 7.0 0.8 0

添加量/mg 洗脱液 pH值 NaCl浓度/（mol/L） 回收率/%
0.3 7.0 0.25 0
0.3 7.0 0.50 23.2
0.3 7.0 1.0 96.4
0.3 7.0 2.0 97.8

表 5 洗脱液盐浓度优化表（n=3）

Table 5 Optimization of NaCl concentration（n=3）

添加量/mg NaCl浓度/（mol/L） 洗脱液 pH值 回收率/%

0.3 1.0 5.0 94.9

0.3 1.0 6.0 95.2

0.3 1.0 7.0 96.4
0.3 1.0 8.0 98.0

0.3 1.0 9.0 97.6

表 6 磷酸缓冲液 pH优化表（n=3）

Table 6 Optimization of phosphate buffer pH（n=3）

添加水平/
（mg/100 g）

磷酸盐浓度/
（mol/L）

磷酸盐 pH值 回收率/%

30 0.2 5.0 72.3

30 0.2 6.0 85.3

30 0.2 7.0 90.5

30 0.2 8.0 91.3

30 0.2 9.0 87.6

表 4 磷酸缓冲液 pH优化表（n=3）

Table 4 Optimization of phosphate buffer pH（n=3）

表 7 肝素亲和柱洗脱体积的测定（n=3）

Table 7 Optimization of elution volume（n=3）

洗脱体积 峰面积
标样浓度/
（滋g/mL）

标样峰
面积

定容体
积/mL

计算结
果/mg

洗脱
率/%

第 1 mL 818.4 50 129 20 6.34 63.4

第 2 mL 427.3 50 129 20 3.31 33.1

第 3 mL 39.2 50 129 1 0.015 0.15

第 4 mL 0 50 129 1 0 0

第 5 mL 0 50 129 1 0 0

第 6 mL耀
8 mL

0 50 129 3 0 0
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表 8 自制肝素亲和柱性能的比较（n=3）

Table 8 Comparison of the properties of homemade heparin affinity columns（n=3）

名称 回收率 1/% 回收率 2/% 回收率 3/% 平均回收率/% 相对相差/%

自制的肝素亲和柱 99.2 96.4 97.3 97.6 1.4

HiTrapTM Heparin HP肝素亲和柱 102.4 98.6 100.2 100.4 1.9

楼飞，等：肝素亲和柱在乳铁蛋白检测中的应用优化检测分析

由表 8可知，在相同的试验条件下上海德诺产品
检测有限公司的实验室自制的亲和柱平均回收率为

97.6 %，相对相差 1.4 %，HiTrapTM Heparin HP肝素亲和
柱的平均回收率 100.4 %，相对相差 1.9 %，柱效比较
接近，证明同类型的肝素亲和柱可以使用到本方法中

用于乳铁蛋白的检测。

3 结论

本文首次提出将肝素亲和柱应用到乳铁蛋白检

测前处理过程中，优化之后的前处理过程包括：试样

中的乳铁蛋白经磷酸氢二钠溶液（0.20 mol/L，pH=
8.00依0.5）提取，HiTrapTM Heparin HP 1 mL规格的亲和
柱经上述磷酸氢二钠溶液活化后，上样，经过磷酸氢

二钠溶液淋洗，磷酸氢二钠-氯化钠溶液（磷酸氢二钠
0.05 mol/L，NaCl 1 mol/L，pH=8.00依0.5）洗脱，并定容至
3.0 mL，上机测定。本方法与文献中报道的方法相比，
具有检测成本低、操作方便简单、耗时较短、重复性好、

灵敏度高的优势，能满足目前乳铁蛋白的日常检测任

务。
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