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摘要：建立了超高效液相色谱．串联质谱(UPLC-MS／MS)测定婴儿配方乳粉中唾液酸含量的分析方法。利用酸水

解方法释放出婴儿配方乳中的唾液酸，经HLB反相色谱固相萃取柱净化，采用BEH HILIC色谱柱分离，以0．1％甲

酸水溶液和100％乙腈溶液作为流动相进行梯度洗脱，流速为0．25 mL／min，进样体积5¨L，柱温30℃，电喷雾质

谱检测，正离子多反应监测模式进行定性和定量分析。结果表明：唾液酸在0．05～5．0 mg／L范围内与唾液酸峰面

积的线性关系良好(R2=0．998 9)；以0．1、0．5、2．5和5．0 mg／L 4个添加水平进行添加回收试验，唾液酸的平均回

收率为84．3％一98．9％，相对标准偏差为4．9％一8．2％；唾液酸的检出限为0．01 mg／L。该方法简单、快速、重复性

好、灵敏度高，可广泛用于奶粉、牛奶及母乳中唾液酸含量的分析测定。
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Abstract：The method for analysing sialic acid in infant formulas by ultra performance liquid

chromatography—tandem mass spectrometry(UPLC—MS／MS)has been established．Sialic acid

in milk Was released via acid hydrolysis，and purified by an HLB solid phase extraction car-

tridge．The UPLC separation was performed on an ACQUITY UPLC“BEH HILIC column r 50

mm x 2．1 mm，1．7斗m)utilizing a gradient elution program of acetonitrile and water(contai-

ning 0．1％formic acid)as the mobile phases at a flow rate of 0．25 mL／min．Injection volume
and column temperature were set at 5斗L and 30 oC，respectively．The identification and quanti-
fication were achieved by using electrospray ionisation f ESI)一MS／MS in positive ion mode and

multiple reaction monitoring(MRM)mode．The linear range Was from 0．05 to 5．0 mg／L for

sialic acid and the correlation coefficient(R2)Was greater than 0．99．The average recoveries

spiked at the four concentration levels of 0．1，O．5，2．5 and 5．0 mg／L ranged between 84．3％

and 98．9％with the relative standard deviations from 4．9％to 8．2％．The limit of detection was

0．01 mg／L．Therefore，this method has the characteristics of simple operation，high reproduc-
ibility and sensitivity．It call be widely applied to determine the total contents of sialic acid in
infant formula，COW milk and human milk。
Key words：ultra performance liquid chromatography—tandem mass spectrometry(UPLC—MS／

MS)；sialic acid；infant formula
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唾液酸(sialic acid，SA)是指一系列含9个碳

原子的羧基化单糖酰化衍生物的统称，化学命名为

5一氨基-3，5．二脱氧一D-甘油一D一半乳壬酮糖。人乳

(human milk)中部分低聚糖的末端黏附有高浓度

的唾液酸，参与人脑组织中神经节苷脂和糖蛋白的

构成，有助于增强神经突触发生和促进神经系统发

育¨’2I。所有哺乳动物(包括人)的肝脏都具有由单

糖合成唾液酸的能力，但是人类新出生婴儿的这种

能力相对不成熟，满足不了神经系统快速生长发育

的需要¨’⋯。在人乳和婴儿配方乳中，它分别以游

离、低聚糖结合和蛋白质结合的形式存在；人乳低聚

糖结合唾液酸约占73％，婴儿配方乳蛋白结合唾液

酸约占70％，所结合的唾液酸主要是Ⅳ一乙酰神经氨

酸(N-acetylneuraminic acid，Neu5Ac)；通常所指

的唾液酸即指Neu5Ac’5o(结构见图1)。牛乳和婴

儿配方乳中唾液酸含量都很低¨’⋯。目前，国内市

场已有婴儿配方乳添加唾液酸，使其更接近人乳含

量。随着添加唾液酸食品的增加，食品质量监督部

门与生产企业质量控制需要也不断增多，势必要求

更加准确和快速的检测方法。
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图1 N-乙酰神经氨酸的结构

Fig．1 Structure of N·acetylneuraminic acid(NeuSAc)

用于唾液酸分析的方法很多，如酶反应、抗体、

凝集素以及病毒等已经用于确定总唾液酸含量或检

测特定类型的唾液酸；苔黑酚、间苯二酚、硫代巴比

妥酸比色法和分光光度法多年来也已广泛应用于唾

液酸的检测"’⋯。这些方法的共同局限是它们无法

区分唾液酸的类型并且要求样品净化。而比色法和

色谱光度测定法等传统方法则是用离子交换柱纯化

酸水解样品后的唾液酸，采用这种方法时样品中的

唾液酸损失较大，影响检测的准确性。关于食品中

唾液酸的检测方法有高效液相色谱法(HPLC)，采

用HPLC对人乳中Neu5Ac的检出限为0．02

¨mol／Lp。，对婴儿配方乳中Neu5Ac的检出限为

0．03 mg／L‘1 0’“o。这些方法都较为灵敏。但因为大

多数的糖类化合物没有发色基团，唾液酸也不例外，

所以采用HPLC分析需要对唾液酸进行衍生后测

定，因而增加了实验的复杂性和可能的干扰因素。

虽然也有报道采用HPLC-MS／MS分析奶粉中唾液

酸含量的检出限为0．06 mg／L012]，但缺乏系统性和

实用性。还有对其他生物样品中唾液酸进行分析的

报道¨””1，但这些方法也不适用于乳粉中唾液酸的

分析。

随着色谱柱填料技术的发展，基于1．7 p．m小

颗粒填料技术的超高效液相色谱(UPLC)比传统的

HPLC具有更高的分离能力，与质谱联用能够进行

相对分子质量的精确测定。本研究分别对样品中3

种形式的唾液酸进行提取，用HLB固相萃取柱对提

取物淋洗过滤，建立了灵敏度更高、更快速的UP—

LC—MS／MS检测婴幼儿配方乳中唾液酸的方法，实

际样品检测效果明显。

1 实验部分

1．1仪器、试剂与材料

超高效液相色谱一质谱联用仪，包括ACQUITY

Ultra Performance超高效液相色谱仪、XEVO TQ

电喷雾串联四极杆质谱仪、Masslynx V 4．1数据处

理软件(美国Waters公司)；Milli-Q固Gradient超

纯水净化器(美国MILLIPORE公司)；超速冷冻离

心机(美国Sigma公司)；HLB固相萃取柱(3 mL／

60 mg，北京振翔公司)。

唾液酸标准品(纯度95％，A0812，synthetic；

Sigma公司)；乙腈(色谱纯，Fisher公司)；盐酸、甲

酸和三氯乙酸(分析纯，国药集团化学试剂有限公

司)；实验用水均为超纯水；婴幼儿配方乳粉均购买

于各大型超市。

储备液的制备：精确称取．Ⅳ一乙酰神经氨酸标准

品0．025 g于50 mL容量瓶中，用乙腈一水(8：2，v／

v)溶液定容至刻度，得到质量浓度为500 mg／L的

单标准储备液，于一20℃下储存备用。

标准工作液的制备：准确移取一定量的标准储

备液于容量瓶中，用0．1％甲酸溶液·乙腈(10：90，

v／v)混合溶液定容至刻度，逐级稀释成5．0、1．0、

0．5、0．2、0．1和0．05 mg／L的唾液酸标准工作液，

于4℃下储存备用。

1．2 UPLC·MS／MS分析

1．2．1 UPLC条件

色谱柱：Waters ACQUITY Ultra BEH HILIC超

高效液相色谱柱(50 mm×2．1 mm，1．7“m)；柱

温：30℃；样品室温度：30℃；进样量：5斗L。流动

相A：乙腈；流动相B：0．1％甲酸水溶液。梯度洗脱

程序：0～0．2 min，90％A；0．2～0．4 min，90％A～

12％A；0．4～1．8 min，12％A；1．8～2．2 min，

12％A～90％A。流速：0．25 mL／min。
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1．2．2 MS／MS条件

离子源：电喷雾离子源(ESI)；扫描方式：正离

子(ESI+)扫描；检测方式：多反应监测(MRM)；毛

细管电压：3．0 kV；锥孑L电压：45 V；源温度：150 oC；

脱溶剂温度：450℃；脱溶剂气(氮气)流量：650

L／h；锥孔反吹气流量：50 L／h；碰撞气(氩气)流量：

0．24 mL／min；光电倍增器电压：650 V。

1．3样品前处理

1．3．1 游离和低聚糖结合的唾液酸的提取

称取1．0 g婴幼儿配方乳粉，加入8 mL 20％三

氯乙酸溶液至完全溶解以沉淀蛋白质。取上清液分

别置于4个2 mL的离心管中，均在4℃、15 000

r／min条件下离心lO min，合并上清液备用。

1．3．2 蛋白质结合的唾液酸的提取

在1．3．1节处理后的沉淀中加入2 mL 0．1％盐

酸溶液，放入80℃水浴锅中水解1 h，取出后冷却，

在4℃、15 000 r／min条件下离心10 rain。

将1．3．1节及1．3．2节中得到的两部分提取物

溶液混合后，调节pH值至2．5～3，用乙腈定容至

20 mL容量瓶中，用0．22¨m有机滤膜过滤，滤液

待净化。

1．3．3净化

HLB固相萃取柱依次用3 mL甲醇、3 mL超纯

水预处理，然后加入上样液。先用4 mL超纯水淋

洗小柱，于负压下抽干30 S，用氨水一甲醇(25：75，

v／v)溶液3 mL洗脱；收集全部洗脱液，于50℃下

用氮气吹到近干；用1 mL初始流动相溶解并定容，

过孑L径为0．22¨m的有机滤膜，滤液供UPLC—ESI·

MS／MS测定。

1．4方法学验证

通过添加回收率试验进行方法学验证，验证的

效能指标包括线性范围、回收率、精密度和检出限。

方法验证遵循工业生物分析方法的验证指南¨⋯。

2结果与讨论

2．1 质谱分析条件的选择及参数的优化

取唾液酸的标准溶液(质量浓度为0．5 mg／L)

分别在ESI一与ESI+条件下对母离子进行全扫描。

得到不同离子源下唾液酸的母离子棒状图。结果表

明：唾液酸在ESI+条件下母离子棒状图的丰度远比

在ESI一条件下高，因此本实验选用ESI+方式电离。

在ESI+模式下对唾液酸的标准溶液(质量浓度

为0．5 mg／L)进行母离子全扫描，确定各种唾液酸

的准分子离子并分别优化锥孔电压(cone voltage，

CV)，确定最终的锥孔电压为45 V；然后以其准分子

离子(m／z 310．1)为母离子，对其子离子进行全扫

描，选择碎片离子中丰度较高的两个离子(m／z

274．1和m／z 292．1)作为定性、定量特征离子，其

中m／z 274．1为定量离子。最后以正离子多反应

监测模式优化各种质谱调谐参数，其中碰撞能为5

eV(m／z 310．1／292．1)和8 eV(m／z 310．1／

274．1)，最大程度地提高检测灵敏度。质量浓度为

1．0 mg／L的唾液酸标准溶液的定性、定量离子的色

谱图见图2。

tjrain

图2唾液酸标准溶液11．0 mg／L)的MRM色谱图

Fig．2 MRM chromatograms of siaHc acid standard

solution(1．0 mg／L)

2．2 色谱分离条件的优化

2．2．1色谱柱的选择

结合唾液酸的理化性质及唾液酸在色谱柱的分

配特性，分别选用基于1．7¨m小颗粒填料技术的

BEH HILIC柱(50 mm×2．1 mm和100 mm×2．1

mm)、BEH C，。和苯基柱4种色谱柱对唾液酸进行

分离，结果表明唾液酸的保留时间有较大的差异。

采用BEH C，。和苯基柱进行分离，在优化条件下唾

液酸的保留时间分别为0．51 min和0．60 min，保留

时间太短；标准品和样品检测时，信号强度差别较

大，样品灵敏度均低，不适于样品检测。采用BEH

HILIC柱(100 mm×2．1 mm)，在优化条件下唾液

酸的保留时间为2．15 rain，保留时间较合理，但峰

形拖尾，色谱行为不理想，灵敏度较低。采用BEH

HILIC柱(50 mm x2．1 mm，1．7恤m)进行分析，发

现此柱对唾液酸具有良好的分离效果和较高的灵敏

度，保留时间为1．22 min，也较合适。故本实验最
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终选择BEH HILIC柱(50 mm×2．1 mm，1．7斗m)

进行分离，采用该柱分析空白样品和加标样品的色

谱图见图3。

0 0 0．5 1 0 1 5 2 0 2 5 3 0

f／min

图3(a)空白奶粉样品和(b)添加唾液酸标准品奶粉

样品的色谱图

Fig．3 Chromatograms of(a)a blank infant

formula sample and(b)the infant

formula sample spiked with sialic acid

2．2．2流动相的选择

唾液酸是一种碳水化合物，通常以游离态或在

糖蛋白或糖脂的末端以糖苷的形式存在，属于糖类。

分别考察了以5 mmol／L甲酸氨溶液．乙腈、水．乙

腈、0．1％甲酸溶液-乙腈(体积比均为10：90)为流

动相对1．0 mg／L唾液酸标准溶液的色谱分离效

果，结果表明0．1％甲酸溶液-乙腈(10：90，v／v)作

流动相时的信号最强，色谱行为较好，保留时间理

想。乙腈因具有优良的溶剂性能，极性较大，可以溶

解多数样品，与水和醇无限互溶，并且可以改善色谱

峰的峰形。在0．1％甲酸水溶液和乙腈流动相体系

下，对等度洗脱与梯度洗脱进行了对比，发现等度洗

脱时，色谱峰拖尾，峰形不理想。最终确定了1．2．1

节的流动相及梯度洗脱程序。在0．1％甲酸水溶液

和乙腈流动相体系下，唾液酸具有较高的离子化效

率，因而增强了检测的灵敏度。

2．3前处理条件的优化

2．3．1提取条件的优化

从不同原料中分离提取唾液酸的方法各有不

同，唾液酸释放后，多数采用离子交换层析和凝胶过

滤层析分离和HPLC纯化等⋯J。由于本实验选用

了分离效果较好的色谱柱，前处理采用了水解后高

速离心的处理方式，因此本方法简便、有效。水解过

程中需要注意的是要使碳水化合物受到最低程度的

破坏和唾液酸得到最大程度的释放。研究表明，在

80℃条件下用0．1％盐酸水解1 h，能够使所有的唾

液酸链断裂并使这些残基脱酰、脱羧化，能保证唾液

酸的完全水解Ⅲ一。

2．3．2净化条件的优化

由于乳粉中的成分比较复杂，离心后的上清液

需进行固相萃取以除去样品提取液中的杂质。目前

乳粉类的样品常用的固相萃取方法主要采用反相色

谱和离子交换SPE柱，还有HLB固相萃取柱。研

究表明，采用聚合物填料的HLB固相萃取柱净化，

可以使样品达到良好的净化效果，且方法简单、重现

性好。将样品溶液加载到Oasis HLB固相萃取小柱

中，采用超纯水作为淋洗液，氨水一甲醇(25：75，v／

v)溶液作为洗脱液，其中4 mL淋洗液和3 mL洗脱

液即可满足净化要求。

2．4方法学验证

2．4．1线性关系

选取不含待测组分的空白奶粉样品，按前处理

方法处理制备空白基质液，并在其中添加适量的唾

液酸标准品储备液，配成质量浓度依次为0．05、

0．1、0．2、0．5、1．0和5．0 mg／L的基质标准溶液。

上机测定，记录峰面积。根据唾液酸的定量离子峰

面积(1，)与唾液酸的质量浓度(X，mg／L)进行线性

回归，绘制标准曲线，经Masslynx v 4．1数据处理

软件分析处理，在0．05～5．0 mg／L范围内，唾液酸

的线性回归方程为Y=8 114．5X一811．09，R2=

0．998 9。

2．4．2 回收率、精密度和检出限

称取1．0 g未知唾液酸含量的婴JL-孚L粉样品，

按照建立的方法处理后进行测定；另称取1．0 g样

品在前处理基础上，取约7 mL的上清液，并加入质

量浓度为5．0 mg／L标准品溶液，用乙腈定容在10

mL的容量瓶中，上机测定，得到未知样品中唾液酸

的含量。依次在原含量样品的基础上分别添加

0．1、0．5、2．5和5．0 mg／L的唾液酸标准品溶液，检

测后扣除空白值，计算方法的回收率。结果(见表

1)表明，本方法的平均添加回收率为84．3％一

98．9％，RSD为4．9％～8．2％，回收率和精密度良

好。在本方法的线性范围下限0．05 mg／L时其S／

N>10，故确定本方法的定量限为0．05 mg／L；以S／

∞

∞

∞

∞

加

万方数据
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譬0 0213 m计g算／L耄喜誉裂笛要差譬&雾霎裟参考文献：． ，表明所建立的方法具有较高的灵敏度。
⋯⋯一

表1 婴儿乳粉样品中唾液酸的添加回收率和精密度fn=3)

Table 1 Recovery and precision of slaHc acid spiked

in an infant formula(n=3)

2．4．3 实际样品的确证分析

取3份不同品牌的婴幼儿配方乳粉样品Al、

B2、C3各1．0 g，按照建立的方法处理后每个样品

平行测定3次，以基质匹配曲线进行定量，得到3份

不同样品中唾液酸的含量分别为107．7、72．9和

55．8 p。g／g。与现行方法’8一j的测定结果进行比较，

验证按本文建立的方法测定样品中唾液酸的含量在

合理的范围内。

3 结论

本文建立了超高效液相色谱一串联质谱测定婴

幼儿配方乳中唾液酸含量的方法，操作方便简单，避

免了复杂样品前处理过程中唾液酸的损失，提高了

回收率；而且能够提供一级和二级质谱信息，为检测

唾液酸的确证提供定性依据。与普通的液相色谱一

串联质谱法相比，该方法分析迅速、灵敏度高、重现

性好、确证能力强，能满足国内外对婴幼儿配方乳粉

中唾液酸确证分析的要求，可广泛用于奶粉、牛奶及

母乳中唾液酸含量的测定。
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