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［摘　要］目的：建立纯牛奶中蛋白氮测定与外源非蛋白氮风险监测方法。方法：纯牛奶经甲醛和三氯乙酸
溶液沉淀分离蛋白质后，用自动凯氏定氮仪分别测定沉淀和滤液中氮含量，根据３倍标准偏差原则抽检确定纯
牛奶中内源非蛋白氮标准范围，后监测纯牛奶中非蛋白氮与该范围的差异。结果：本文方法蛋白氮和非蛋白氮

加标回收率分别为９７２％和１０１７％（ｎ＝６），相对标准偏差ＲＳＤ均小于５％，与国家标准方法比较，经配对ｔ检
验分析，纯牛奶中总氮的测定结果无显著性差异（Ｐ＞００５）；样本中内源非蛋白氮服从正态分布（ｎ＝５４），ｘ±
３ｓ＝（０３０６±０１２０）ｇ／Ｌ，能监测０２８ｇ／Ｌ外源非蛋白氮风险。结论：本文方法能有效排除外源非蛋白氮对蛋
白氮测定的干扰，并可同时监测外源非蛋白氮风险，可用于纯牛奶中蛋白氮测定与外源非蛋白氮风险监测。
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　　蛋白质含量是评价食品营养价值的重要指标，
现行国家标准对食品中蛋白质含量的检测方法以

凯氏定氮法为主。近年来，向食品中添加非蛋白氮

以提高蛋白质含量的手段多种多样，随着新型非蛋

白氮化合物不断被合成，食品中外源非蛋白氮风险

随之增加，而我国食品安全标准中尚缺有效监测食

品中外源非蛋白氮存在的方法，这对食品安全构成

严重威胁，故急需建立食品中蛋白氮测定与外源非

蛋白氮风险监测方法。目前非蛋白氮检测方法主

要有凯氏定氮法［１－６］和其他仪器分析法（如高效液

相色谱法、气相色谱法、离子色谱法和近红外光谱

法等）［７－１７］，但文献报道的凯氏定氮法无法准确测

定含三聚氰胺样品中的非蛋白氮，而其他仪器分析

法对外源非蛋白氮风险仅能逐一进行排查。因此，

本文以市购纯牛奶为实验对象，对凯氏定氮法的样

品前处理过程加以改进，分离检测纯牛奶中蛋白氮

和非蛋白氮含量，并抽样检测确定纯牛奶中内源非

蛋白氮正常含量范围，以建立在测定蛋白氮的同时

监测外源非蛋白氮风险的方法，现报道如下。

１　材料与方法

１１　仪器与试剂
Ｋｊｅｌｔｅｃ８２００型自动凯氏定氮仪（附带 Ｔｅｃａｔｏｒ

Ｄｉｇｅｓｔｏｒ型消化炉，ＦＯＳＳ公司），ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ
ＡＢ２６５Ｓ型电子天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司），ＶＤＲ
ＴＥＸ５型漩涡混匀器（海门市其林贝尔仪器制造有
限公司），ＧＭ０３３Ⅱ型隔膜真空泵（天津市腾达过
滤器件厂），ＨＨ８型数显恒温水浴锅（金坛市富华
仪器有限公司）。牛血清白蛋白（优级纯，９８％），
其他试剂均为分析纯，实验用水为Ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水
（＞１８ＭΩ·ｃｍ），混合指示剂：称取甲基红和溴甲
酚绿各０１ｇ，分别用９５％乙醇溶液溶解并稀释至
１００ｍＬ，临用时将１份甲基红－乙醇溶液与５份溴
甲酚绿－乙醇溶液混合。
１２　方法

移取纯牛奶５００ｍＬ，加入甲醛３ｍＬ，漩涡混

匀后于７０℃水浴加热１０ｍｉｎ，加入７０℃ １５０ｇ／Ｌ
三氯乙酸溶液５ｍＬ，漩涡混匀１ｍｉｎ，抽滤分离，用
７０℃ １５０ｇ／Ｌ三氯乙酸溶液５ｍＬ分多次洗涤器
皿和沉淀，收集沉淀和滤液于２支消化管中，各加
入硫酸铜０２ｇ、硫酸钾２０ｇ和浓硫酸１５ｍＬ，于
４２０℃消化约２５ｈ，直至消化液变为澄清的蓝绿
色溶液，冷却；将消化管放入自动凯氏定氮仪中进

行测定，设置稀释用水３０ｍＬ，４００ｇ／Ｌ氢氧化钠溶
液７０ｍＬ，２０ｇ／Ｌ硼酸溶液３０ｍＬ，蒸馏时间５ｍｉｎ，
蒸汽量９０％；吸收液滴加混合指示剂 ０５ｍＬ，用
００５００ｍｏＬ／Ｌ盐酸标准溶液滴定至溶液呈淡红
色，０５ｍｉｎ未褪色即为终点。同时做空白试验。
１３　统计学方法

纯牛奶中总氮、沉淀氮、滤液氮、蛋白氮、内源

非蛋白氮含量等为计量资料，以均数 ±标准差（ｘ
±ｓ）表示。应用ＳＰＳＳ１７统计软件进行数据分析，
国家标准方法测定的总氮含量与本文方法测定的

沉淀和滤液中氮含量之和比较、纯牛奶中蛋白氮测

定与对照组比较均采用配对样本 ｔ检验，Ｐ＞００５
表明差异无统计学意义；纯牛奶中内源非蛋白氮含

量分布，采用Ｋ－Ｓ检验，Ｐ＞００５表明差异无统计
学意义。

２　结果
２１　方法准确度与精密度试验

移取５００ｍＬ同袋牛奶１８份，均分为３组，其
中１组作为对照组，１组加入１ｍＬ２０ｇ／Ｌ牛血清
白蛋白标准溶液（国家标准方法测得氮含量为

３２３１ｇ／Ｌ），另１组加入三聚氰胺５０ｍｇ（相当于
非蛋白氮３３３０ｍｇ），分别按照１２项下操作测定
每份样品沉淀中蛋白氮含量和滤液中非蛋白氮含

量，并计算蛋白氮和非蛋白氮加标回收率及各组内

测量值的相对标准偏差，以考察本文方法的准确度

和精密度；另移取５００ｍＬ上述同袋牛奶１８份，按
上述分组方法分组，采用现行国家标准方法测定每

份样品中总氮含量，与本文方法同组测得的沉淀和

滤液中氮含量之和进行比较。结果见表１。
表１　本实验所用蛋白氮和非蛋白氮检测方法的准确度与精密度

Ｔａｂ．１　Ｔｈｅａｃｃｕｒａｃｙａｎｄｐｒｅｃｉｓｉｏｎｏｆｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄ

组别
蛋白氮加

入量（ｍｇ）
非蛋白氮加

入量（ｍｇ）

国家标准方法

总氮含量

（ｇ／Ｌ）
ＲＳＤ
（％）

本文方法

沉淀中氮

含量（ｇ／Ｌ）
ＲＳＤ
（％）

蛋白氮回

收率（％）
　滤液中氮
　含量（ｇ／Ｌ）

ＲＳＤ
（％）

非蛋白氮回

收率（％）
１ ０ ０ ４９５７ ０８ ４６２０ ０５ — 　０３４５ ４３ —
２ ３２３１ ０ ５５９１ ０８ ５２４８ ０３ ９７２ ０３４９ ４０ —
３ ０ ３３３０ ５６３０ ０９ ４６２９ ０９ — １０２２ １２ １０１７

５３３１

　１２期 徐　纬等　纯牛奶中蛋白氮测定与外源非蛋白氮风险监测



　　结果经配对ｔ检验分析，国家标准方法测定的
总氮含量与本文方法测定的沉淀和滤液中氮含量

之和无统计学意义（Ｐ＞００５）；在无外源非蛋白氮
时，因样品中存在微量内源非蛋白氮，故本文方法

测定的蛋白氮相对国家标准方法测定的总氮略显

偏低；本文方法测定牛奶中蛋白氮和非蛋白氮均具

有较高的准确度和精密度，蛋白氮和非蛋白氮加标

回收率分别为９７２％和１０１７％，ＲＳＤ＜５０％。
２２　纯牛奶中内源非蛋白氮正常范围

移取５００ｍＬ３个品牌各３个批次的纯牛奶
各６份，分别按１２项下操作测定滤液中的非蛋白
氮，并以样本均值加减３倍标准偏差确定纯牛奶中

内源非蛋白氮正常范围。结果见表２。结果经正
态分布单样本ＫＳ检验表明，具有相同生产工艺的
３个品牌不同批次纯牛奶中内源非蛋白氮含量服
从正态分布，根据３倍标准偏差原则，纯牛奶中内
源非蛋白氮正常范围为（０１８６～０４２６）ｇ／Ｌ。
２３　纯牛奶中蛋白氮测定与外源非蛋白氮风险监测

移取５００ｍＬ同袋纯牛奶２４份，均分为４组，
其中１组作为对照组，另３组分别加入约相当于
１４ｍｇ氮的三聚氰胺、尿素和硫酸铵非蛋白氮化
合物，分别按１２项下操作，测定沉淀和滤液中氮
含量，并分析滤液氮含量与２２项下内源非蛋白氮
范围的偏离程度。结果见表３。

表２　纯牛奶中内源非蛋白氮测定
Ｔａｂ．２　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｐｕｒｅｍｉｌｋ

品牌 批 内源非蛋白氮含量（ｇ／Ｌ）
组内均值

ｘ１±ｓ１（ｇ／Ｌ）
组间均值

ｘ２±ｓ２（ｇ／Ｌ）
定值范围

ｘ２±３ｓ２（ｇ／Ｌ）
品牌１ １ ０３５２ ０３６７ ０３４８ ０３７２ ０３２６ ０３５８ ０３５４±００１７

２ ０３２３ ０３１５ ０３５７ ０３３６ ０３４０ ０３２８ ０３３３±００１５
３ ０３４５ ０３６６ ０３２９ ０３１７ ０３３４ ０３４１ ０３３９±００１７

品牌２ １ ０２４３ ０２６１ ０２５６ ０２７８ ０２４８ ０２６７ ０２５９±００１３
２ ０２８２ ０２６３ ０２５６ ０２７９ ０２５４ ０２４２ ０２６３±００１６ ０３０６±００４０ ０３０６±０１２０
３ ０２３５ ０２３２ ０２６３ ０２５８ ０２６６ ０２４７ ０２５０±００１５

品牌３ １ ０３２５ ０３３４ ０３２７ ０３３８ ０３１７ ０２９４ ０３２３±００１６
２ ０２９５ ０３１５ ０３３２ ０３１４ ０２９８ ０３２４ ０３１３±００１５
３ ０３４１ ０３０９ ０３３４ ０３３８ ０３２４ ０３０７ ０３２６±００１５

表３　纯牛奶中蛋白氮测定与外源非蛋白氮风险监测
Ｔａｂ．３　Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎａｎｄｒｉｓｋｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｏｆｅｘｏｇｅｎｏｕｓｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｐｕｒｅｍｉｌｋ

组别
外源非蛋白氮

化合物 加入量（ｍｇ）
蛋白氮含量

（ｇ／Ｌ）
非蛋白氮含量（ｇ／Ｌ）

１ ２ ３ ４ ５ ６ ｘ ＲＳＤ（％）
外源氮平均

回收率（％）
１ — — ４６４０±００１７ ０３２６ ０３４８ ０３３８ ０３６２ ０３５８ ０３２８ ０３４３ ４７ —

２ 三聚氰胺 ２０ ４６３８±００２６ ０６２２ ０６０５ ０５９６ ０５９８ ０６０３ ０６１９ ０６０７ １９ ９９２
３ 尿素 ３０ ４６４４±００３６ ０６１９ ０６３７ ０６２５ ０６２１ ０６３１ ０６２８ ０６２７ １２ １０１３
４ 硫酸铵 ６５ ４６４２±００２２ ０６０８ ０６０６ ０６３２ ０６１５ ０６０５ ０６２４ ０６１５ １８ ９８７

　　结果表明，样品中添加约１４ｍｇ非蛋白氮（即
样品中外源非蛋白氮含量为０２８ｇ／Ｌ，仅相当于增
加０１８％的蛋白质），经与对照组配对 ｔ检验，蛋
白氮的测定结果差异无统计学意义（Ｐ＞００５），三
聚氰胺、尿素和硫酸铵在滤液中的回收率分别为

９９２％、１０１３％和 ９８７％，对蛋白氮的测定无干
扰；非蛋白氮含量明显高于２２中纯牛奶内源非蛋
白氮上限值，约为该值的１４０％。故本文方法在测
定蛋白氮时能有效排除外源非蛋白干扰，并可同时

监测０２８ｇ／Ｌ的外源非蛋白氮风险。

３　讨论

目前食品中外源非蛋白氮风险主要有三聚氰

胺、尿素及其衍生物和铵盐等，除三聚氰胺外，其他

非蛋白氮化合物通常均具有良好的水溶性。三聚

氰胺水中溶解度较小，利用常用的蛋白质沉淀分离

方法难以使之与沉淀完全分离，对蛋白氮和非蛋白

氮测定均存在干扰［３－４］。本文在前人研究基础上，

对凯氏定氮法的样品前处理过程加以改进，利用三
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聚氰胺与甲醛反应生成可溶性产物的特性，在沉淀

蛋白质前加入适量甲醛以溶解样品中可能存存的

三聚氰胺，后加入三氯乙酸溶液沉淀蛋白质，经沉

淀分离后检测滤液含氮量，若结果大于样品中内源

非蛋白氮范围上限值，即可认为该样品中可能存在

外源非蛋白氮风险。实验表明，本文方法对纯牛奶

中蛋白氮和非蛋白氮测定的准确度和精密度较高，

蛋白质分离效果较好，能有效排除三聚氰胺、尿素

和硫酸铵等外源非蛋白氮对蛋白氮测定的干扰，并

可同时监测０２８ｇ／Ｌ外源非蛋白氮风险。但因抽
样多因素影响，本文纯牛奶中内源非蛋白含量范围

仅作参考。

本文以纯牛奶作为实验对象，建立了一种测定

蛋白氮的同时监测外源非蛋白氮风险的方法，为其

他类型的奶制品和食品中外源非蛋白氮风险监测

奠定了研究基础。如在食品审批过程明确该类食

品内源非蛋白氮正常范围，即可在食品生产和流通

环节借鉴本文方法进行食品外源非蛋白氮风险监

测，从而促进食品安全生产和有效监管。
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