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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９７２％和１０１７％（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＞００５）；样本中内源非蛋白氮服从正态分布（ｎ＝５４），ｘ±
３ｓ＝（０３０６±０１２０）ｇ／Ｌ，能监测０２８ｇ／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。

［关键词］食品检查；蛋白质；非蛋白氮

［中图分类号］Ｒ１５１．３　　［文献标识码］Ａ　　［文章编号］１０００２７０７（２０１５）１２１３３４０４

ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＰｒｏｔｅｉｎＮｉｔｒｏｇｅｎａｎｄＲｉｓｋＭｏｎｉｔｏｒｉｎｇｏｆ
ＥｘｏｇｅｎｏｕｓＮｏｎｐｒｏｔｅｉｎＮｉｔｒｏｇｅｎｉｎＰｕｒｅＭｉｌｋ

ＸＵＷｅｉ，ＮＩＥＳｉｐｉｎｇ，ＬＩＪｕｎ，ＨＵＹｏｎｇ
（ＫｅｙＬａｂｏｒａｔｏｒｙｏｆＥｎｖｉｒｏｎｍｅｎｔａｌＰｏｌｌｕｔｉｏｎＭｏｎｉｔｏｒｉｎｇａｎｄＤｉｓｅａｓｅＣｏｎｔｒｏｌ，ＳｃｈｏｏｌｏｆＰｕｂｌｉｃＨｅａｌｔｈ，

ＧｕｉｚｈｏｕＭｅｄｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，Ｇｕｉｙａｎｇ５５０００４，Ｇｕｉｚｈｏｕ，Ｃｈｉｎａ）

［Ａｂｓｔｒａｃｔ］Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎａｎｄｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ
ｒｉｓｋｏｆｅｘｏｇｅｎｏｕｓｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｐｕｒｅｍｉｌｋ．Ｍｅｔｈｏｄｓ：Ａｆｔｅｒｔｈｅｐｒｏｔｅｉｎｓｉｎｐｕｒｅｍｉｌｋｗｅｒｅ
ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄａｎｄｓｅｐａｒａｔｅｄｂｙｆｏｒｍａｌｄｅｈｙｄｅａｎｄｔｒｉｃｈｌｏｒｏａｃｅｔｉｃａｃｉｄｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｔｈｅｆｉｌｔｒａｔｅ
ａｎｄｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｗｅｒｅｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙｍｅａｓｕｒｅｄｂｙＡｕｔｏｍａｔｉｃＫｊｅｌｄａｈｌｎｉｔｒｏｇｅｎａｎａｌｙｚｅｒ．Ａｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｈｅ
ｐｒｉｎｃｉｐｌｅｏｆｔｈｒｅｅｔｉｍｅｓｓｉｇｍａ，ｔｈｅｓｔａｎｄａｒｄｒａｎｇｅｏｆｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｐｕｒｅｍｉｌｋｗｅｒｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｓａｍｐｌｉｎｇ，ｔｈｅｎｍｏｎｉｔｏｒｅｄｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｓｂｅｔｗｅｅｎｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｐｕｒｅｍｉｌｋａｎｄｔｈｅ
ｓｔａｎｄａｒｄｒａｎｇｅ．Ｒｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｅｏｆｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｆｏｒｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎａｎｄｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎ
ｗｅｒｅ９７．２％ ａｎｄ１０１．７％ （ｎ＝６），ｔｈｅＲＳＤｗｅｒｅｌｅｓｓｔｈａｎ５％．Ｔｈｅｄａｔａｗａｓａｎａｌｙｚｅｄｕｓｉｎｇｐａｉｒｅｄ
ｔｔｅｓｔａｎｄｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｎｏｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｄｉｆｆｅｒｅｎｃｅｂｅｔｗｅｅｎｔｏｔａｌｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｐｕｒｅｍｉｌｋｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｉｓ
ｍｅｔｈｏｄａｎｄｔｈｅＧＢｍｅｔｈｏｄ（Ｐ＞０．０５）．Ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｐｕｒｅｍｉｌｋｏｂｅｙｎｏｒｍａｌ
ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ（ｎ＝５４），ｘ±３ｓ＝（０．３０６±０．１２０）ｇ／Ｌ．Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｃａｎｍｏｎｉｔｏｒ０．２８ｇ／Ｌｏｆｅｘｏｇｅ
ｎｏｕｓｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎ．Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄｃａｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｅｌｉｍｉｎａｔｅｔｈｅｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅｏｆｅｘｏｇ
ｅｎｏｕｓｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎｏｎｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎ，ａｎｄｃａｎｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓｌｙｍｏｎｉｔｏｒｔｈｅ
ｒｉｓｋｏｆｅｘｏｇｅｎｏｕｓｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎ，ｗｈｉｃｈｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎａｎｄ
ｔｈｅｒｉｓｋｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇｏｆｅｘｏｇｅｎｏｕｓｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎｉｎｐｕｒｅｍｉｌｋ．
［Ｋｅｙｗｏｒｄｓ］ｆｏｏｄｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ；ｐｒｏｔｅｉｎ；ｎｏｎｐｒｏｔｅｉｎｎｉｔｒｏｇｅｎ

４３３１

第４０卷　第１２期
２０１５年１２月 　　　 贵 阳 医 学 院 学 报

ＪＯＵＲＮＡＬＯＦＧＵＩＹＡＮＧＭＥＤＩＣＡＬＣＯＬＬＥＧＥ　　　
Ｖｏｌ．４０　Ｎｏ．１２
２０１５．１２

 ［基金项目］贵州省卫生厅科学技术基金项目（ｇｚｗｋｊ２０１２－１－１１６）
网络出版时间：２０１５－１１－１６　网络出版地址：ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｃｎｋｉ．ｎｅｔ／ｋｃｍｓ／ｄｅｔａｉｌ／５２．５０１２．Ｒ．２０１５１１１６．２３０１．０３２．ｈｔｍｌ



　　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

１１　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
ＡＢ２６５Ｓ型电子天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司），ＶＤＲ
ＴＥＸ５型漩涡混匀器（海门市其林贝尔仪器制造有
限公司），ＧＭ０３３Ⅱ型隔膜真空泵（天津市腾达过
滤器件厂），ＨＨ８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０１ｇ，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。
１２　方法

移取纯牛奶５００ｍＬ，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０２ｇ、硫酸钾２０ｇ和浓硫酸１５ｍＬ，于
４２０℃消化约２５ｈ，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 ０５ｍＬ，用
００５００ｍｏＬ／Ｌ盐酸标准溶液滴定至溶液呈淡红
色，０５ｍｉｎ未褪色即为终点。同时做空白试验。
１３　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＞００５
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＞００５表明差异无统计
学意义。

２　结果
２１　方法准确度与精密度试验

移取５００ｍＬ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

３２３１ｇ／Ｌ），另１组加入三聚氰胺５０ｍｇ（相当于
非蛋白氮３３３０ｍｇ），分别按照１２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５００ｍＬ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 ４９５７ ０８ ４６２０ ０５ — 　０３４５ ４３ —
２ ３２３１ ０ ５５９１ ０８ ５２４８ ０３ ９７２ ０３４９ ４０ —
３ ０ ３３３０ ５６３０ ０９ ４６２９ ０９ — １０２２ １２ １０１７
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　　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＞００５）；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９７２％和１０１７％，ＲＳＤ＜５０％。
２２　纯牛奶中内源非蛋白氮正常范围

移取５００ｍＬ３个品牌各３个批次的纯牛奶
各６份，分别按１２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ＫＳ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（０１８６～０４２６）ｇ／Ｌ。
２３　纯牛奶中蛋白氮测定与外源非蛋白氮风险监测

移取５００ｍＬ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
１４ｍｇ氮的三聚氰胺、尿素和硫酸铵非蛋白氮化
合物，分别按１２项下操作，测定沉淀和滤液中氮
含量，并分析滤液氮含量与２２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 ０３５２ ０３６７ ０３４８ ０３７２ ０３２６ ０３５８ ０３５４±００１７

２ ０３２３ ０３１５ ０３５７ ０３３６ ０３４０ ０３２８ ０３３３±００１５
３ ０３４５ ０３６６ ０３２９ ０３１７ ０３３４ ０３４１ ０３３９±００１７

品牌２ １ ０２４３ ０２６１ ０２５６ ０２７８ ０２４８ ０２６７ ０２５９±００１３
２ ０２８２ ０２６３ ０２５６ ０２７９ ０２５４ ０２４２ ０２６３±００１６ ０３０６±００４０ ０３０６±０１２０
３ ０２３５ ０２３２ ０２６３ ０２５８ ０２６６ ０２４７ ０２５０±００１５

品牌３ １ ０３２５ ０３３４ ０３２７ ０３３８ ０３１７ ０２９４ ０３２３±００１６
２ ０２９５ ０３１５ ０３３２ ０３１４ ０２９８ ０３２４ ０３１３±００１５
３ ０３４１ ０３０９ ０３３４ ０３３８ ０３２４ ０３０７ ０３２６±００１５

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 — — ４６４０±００１７ ０３２６ ０３４８ ０３３８ ０３６２ ０３５８ ０３２８ ０３４３ ４７ —

２ 三聚氰胺 ２０ ４６３８±００２６ ０６２２ ０６０５ ０５９６ ０５９８ ０６０３ ０６１９ ０６０７ １９ ９９２
３ 尿素 ３０ ４６４４±００３６ ０６１９ ０６３７ ０６２５ ０６２１ ０６３１ ０６２８ ０６２７ １２ １０１３
４ 硫酸铵 ６５ ４６４２±００２２ ０６０８ ０６０６ ０６３２ ０６１５ ０６０５ ０６２４ ０６１５ １８ ９８７

　　结果表明，样品中添加约１４ｍｇ非蛋白氮（即
样品中外源非蛋白氮含量为０２８ｇ／Ｌ，仅相当于增
加０１８％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＞００５），三
聚氰胺、尿素和硫酸铵在滤液中的回收率分别为

９９２％、１０１３％和 ９８７％，对蛋白氮的测定无干
扰；非蛋白氮含量明显高于２２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０２８ｇ／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０２８ｇ／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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