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摘要：采用考马斯亮蓝Ｇ２５０染料染色法对市售乳品中蛋白质进行测定，在５９５ｎｍ波长处测定溶液的吸光度。实验结
果表明，标准蛋白质在１０～８０μｇ／ｍＬ之间呈现良好的线性关系。该法简便快速、灵敏度高、重现性好，是测定乳品中蛋
白质的有效方法。
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　　乳品是一类营养丰富、全面的食品，是人体所需蛋白质的重要来源。乳品中蛋白质测定的国家标准方法

是凯氏定氮法，即将样品用强酸硝化后测定硝化液中的总氮含量，再由总氮量计算出蛋白质的含量。该法测

得的结果其实是蛋白质和非蛋白质含氮物的总量，而且检测时间长、用酸量大、污染严重、分析结果离散程度

高［１］。

本研究采用考马斯亮蓝Ｇ２５０染色法对市售乳品中的蛋白质含量进行测定，与传统分析方法相比，该方

法操作简便、经济且结果较为准确，尤其适合于测定低浓度的蛋白质样品。

１　实验材料、仪器设备及原理

１．１　实验材料

市售鲜牛奶：伊利、蒙牛、佳宝；牛血清白蛋白：进口分装，Ｓｉｇｍａ公司；考马斯亮蓝Ｇ２５０：进口分装，上海

进出口试剂公司；其他试剂均为国产分析纯试剂。
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１．２　仪器设备

ＵＶ２１０可见－紫外分光光度计（日本ＵＮＩＣＯ）；ＤＬ５型离心机（上海安亭科学仪器厂）。

１．３　实验原理

蛋白质分子多肽链中具有酰胺基结构，这些结构可以与棕红色的考马斯亮蓝 Ｇ２５０染料的阴离子相互

作用形成染色复合物，使溶液的颜色由棕红色变为蓝色，其最大吸收波长也由４６５ｎｍ变化为５９５ｎｍ，当待

测溶液中蛋白质含量在１～１０００μｇ／ｍＬ范围内，蛋白质－考马斯亮蓝复合物在５９５ｎｍ波长下的吸光度与蛋

白质含量成正比，据此可用于蛋白质含量分析［２］。

２　方法

２．１　蛋白质对照品溶液的制备

精密称取牛血清白蛋白１０．００ｍｇ，用少量蒸馏水溶解，再用蒸馏水稀释至１００ｍＬ，即为０．１ｍｇ／ｍＬ蛋白

质对照品溶液，置４℃冰箱中存放。

２．２　考马斯亮蓝Ｇ２５０溶液制备

精密称取考马斯亮蓝Ｇ２５０１００．００ｍｇ加入９５％乙醇５０ｍＬ、８５％磷酸１００ｍＬ，溶解充分后用蒸馏水稀

释至１０００ｍＬ，最终试剂中考马斯亮蓝Ｇ２５０含量为０．０１％，乙醇含量为４．７％，磷酸含量为８．５％，置棕色

瓶中密塞备用［３］。

２．３　供试品溶液制备（脱脂乳制备）

取供试鲜牛奶在３０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃去上层乳脂，精密吸取脱脂鲜奶０．５ｍＬ加蒸馏水稀释至

１００ｍＬ，即得供试品溶液。

２．４　工作曲线

分别精密吸取蛋白质对照品溶液０．０，０．１，０．２，０．４，０．６，０．８ｍＬ于１０ｍＬ具塞试管中，各管加水至

１ｍＬ，加入考马斯亮蓝Ｇ２５０溶液４ｍＬ，混匀，放置１０ｍｉｎ于５９５ｎｍ波长处测定吸光度［４］。

２．５　样品中蛋白质含量测定

取供试品溶液０．５ｍＬ，同时作３个重复，以随行试剂为空白，按照２．４方法分别测定吸光度，计算供试

样品中蛋白质含量。

３　结果

３．１　工作曲线回归方程的建立

用可见－紫外分光光度计以随行试剂为空白，在５９５ｎｍ波长处测定对照品梯度溶液吸光度，以吸光度

为纵坐标ｙ，蛋白质浓度为横坐标ｘ，进行线性回归得回归方程：ｙ＝８５．１５３ｘ－１．６００１，ｒ＝０．９９９１。表明蛋白

质在１０～８０μｇ／ｍＬ浓度范围内与吸光度之间符合ＬａｍｂｅｒＢｅｅｒ定律。

３．２　市售鲜牛奶中蛋白质含量测定

按照前述分析方法每种乳品做３个重复，经计算

得供试品中蛋白质含量，见表１。

３．３　供试液稳定性实验

取同一供试品溶液０．５ｍＬ按照上述方法操作，每

隔１０ｍｉｎ测定一次，观察其显色稳定性，结果显示，实

验溶液显色６０ｍｉｎ内吸光度稳定性良好见表２。

表１　市售三种品牌鲜牛奶中蛋白质含量测定结果

Ｔａｂｌｅ１　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｏｔｅｉｎｃｏｎｔｅｎｔｓｉｎｔｈｒｅｅｂｒａｎｄｓ

ｏｆｆｒｅｓｈｍｉｌｋ

品名 蛋白质含量／％ 平均值／％

伊利２０１１０１１６ ２．９５ ３．０３ ３．１０ ３．０３

蒙牛２０１１０２１１ ３．０５ ３．１０ ３．０３ ３．０６

佳宝２０１１０４０５ ２．９２ ２．９０ ２．８８ ２．９０

３．４　对照品精密度实验

精密吸取对照品溶液０．５ｍＬ，连续进行６次分析，结果见表３，由表３数据可知本法分析精密度良好。

４５
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表２　供试溶液显色稳定性

Ｔａｂｌｅ２　Ｃｏｌｏｒｄｅｍｏｎｓｔｒａｔｉｏｎｓｔａｂｉｌｉｔｙｏｆｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｓｏｌｕｔｉｏｎ

时间／ｍｉｎ １０ ２０ ３０ ４０ ５０ ６０

吸光度 ０．４８７ ０．４８９ ０．４８９ ０．４８５ ０．４８５ ０．４８３

表３　对照品精密度实验

Ｔａｂｌｅ３　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｃｏｎｔｒａｓｔｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

样品号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ＲＳＤ

吸光度 ０．５５２ ０．５５５ ０．５５５ ０．５５２ ０．５５４ ０．５５０ ０．２０３％

３．５　样品重现性实验

精密吸取同一供试品溶液０．５ｍＬ，连续进行６

次分析，结果见表４，由表４数据可知本方法分析结

果重现性良好。

３．６　对照品回收实验

精密吸取已测得含量的脱脂鲜牛奶供试溶液

０．５ｍＬ，分别加入蛋白质对照品溶液０．１，０．２，０．３，

０．４，０．５ｍＬ，加蒸馏水补足至１ｍＬ，按照样品测定法

测吸光度，计算回收率，见表５。

４　讨论

牛乳中乳蛋白的主要成分是酪蛋白和乳清蛋白，

乳蛋白的含量随着乳牛品种及营养状况的不同而有

差异，在人工饲养条件下可通过乳蛋白含量水平初步

表４　样品重现性实验

Ｔａｂｌｅ４　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｓａｍｐｌｅｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ

样品号 １ ２ ３ ４ ５ ６ ＲＳＤ

吸光度 ０．４７６ ０．４８０ ０．４８０ ０．４７８ ０．４７６ ０．４８０ ０．１９７％

表５　回收实验结果

Ｔａｂｌｅ５　Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅ

样品

含量／μｇ
加入量／μｇ

测得

总量／μｇ
回收率／％

平均

回收率％
ＲＳＤ

１０ ２０．１３０ ９９．８４

２０ ３１．０１３ １０２．８２

１０．１６ ３０ ４０．４２６ １００．６６ １００．６６％ １．２５％

４０ ５０．２２７ １００．１３

５０ ６０．０４８ ９９．８７

判断牛乳的质量与营养价值高低［５］。

考马斯亮蓝法显色是由其阴离子与蛋白质中的 ＮＨ＋４ 基通过静电引力而发生化学反应，不同蛋白质中

ＮＨ＋４ 基含量不同，不同取代位置的ＮＨ
＋
４ 基与染料的相互作用也有差异

［６］，因此为使牛乳中蛋白质测定更加

准确，最好使用牛血清白蛋白作为测定用标准蛋白质，亦可采用胰凝乳蛋白酶原作标准蛋白质。

由实验结果可知，供试乳品溶液中蛋白质含量在１０～８０μｇ／ｍＬ范围内时，用考马斯亮蓝染色法测定其

中的蛋白质含量，方法简便快速、灵敏度高、重现性好，是测定乳品中蛋白质的有效方法。
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