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摘要!建立了高效液相色谱
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串联质谱法!
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$测定婴幼儿奶粉中胞嘧啶核苷酸!
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$&腺嘌

呤核苷酸!

K5D

$&鸟嘌呤核苷酸!

W5D

$&尿嘧啶核苷核!

T5D

$&次黄嘌呤核苷酸!

>5D

$等
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种核苷酸含

量'使用碱性磷酸酶去磷酸化作用"把样品中的核苷酸水解成相应核苷"经选择性硼酸固相萃取净化"
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$色谱柱分离"以
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甲酸铵溶液和乙腈

为流动相进行梯度洗脱'采用电喷雾正离子源"内标法定量"以多反应监测!
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$模式进行质谱分析'

结果表明"奶粉中
I

种核苷在各自线性范围内的线性关系良好"相关系数均大于
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"回收率为
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'该方法灵敏度高&重现性好&定量准确"可用于测定婴幼儿奶

粉中核苷酸含量'
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核苷酸是由含氮碱基&核糖或脱氧核糖和

磷酸
<

种分子连接形成的化合物"主要有胞嘧

啶核苷酸!

05D

$&鸟嘌呤核苷酸!

W5D

$&腺嘌

呤核苷酸!

K5D

$&尿嘧啶核苷酸!

T5D

$以及

次黄嘌呤核苷酸!

>5D

$等
I

种'核苷酸是生

物体内关键的含氮化合物之一"是各种核酸

的基本组成单位'核苷酸对于婴幼儿的正常

和良好发育发挥着关键作用"外源性核苷酸

在摄入后能够被生物体消化吸收&代谢&转

运'在婴幼儿奶粉中添加核苷酸对婴儿的生

长发育有促进作用"可以提供免疫刺激&促进

修复肠道损伤&促进肠道有益菌生长等+

#@<

,

'

婴幼儿奶粉中的核苷酸含量是衡量奶粉营养

的重要参数之一'很多国家制定了婴幼儿奶

粉中核苷酸含量的相关标准"我国规定婴幼

儿配方食品中允许添加的核苷酸使用总量为
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目前"在核苷酸含量的检测过程中"样品前

处理方法包括固相萃取法+

I

,

&酶解法+

H

,和沉淀

杂质法+

J

,

"定量检测方法主要包括高效液相色

谱法+

L@#)

,

&毛细管电泳法+

##@#"

,以及高效液相色

谱
@

质谱联用法+

#<@#I

,等'奶粉中核苷酸含量的

检测受到许多因素的干扰"如高含量的蛋白质

和脂肪杂质'核苷酸含有磷酸基团"其酸性强&

极性大"普通反相液相色谱柱难以实现对核苷

酸良好的保留和分离'

")#H

年"我国颁布了核

苷酸的检验新标准+

#H

,

"但是该标准在处理奶粉

等复杂样品时前处理简单"未进行进一步净化

处理"由于核苷酸中
05D

极性较强"出峰时间

过早"基质干扰严重"不利于样品的准确定量'

此外"流动相含有离子对试剂"导致平衡时间过

长"色谱柱寿命大幅缩短'

本研究拟采用碱性磷酸酶脱去核苷酸上的

磷酸基团"水解成相应的核苷"降低被测样品目

标物的极性'通过选择性硼酸固相萃取净化"
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分析"根据核苷酸和核苷之间的
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转化系数计算婴幼儿奶粉中
I

种核苷酸含量'
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实验部分
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公司产品#恒温振荡器&涡旋

混合器)德国
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公司产品#高速离心机)美国

E13,:%

公司产品#氮气吹干仪)天津市恒奥科

技有限公司产品'

甲醇&乙腈)色谱级"德国
53,8Z

公司产

品#甲酸&乙酸铵&氨水)色谱级"美国
62

Q

:.

公

司产品#

K//2@

Q

3&H)#

)美国
B2%@g.R\.O%,.9%@

,234

公司产品#碱性磷酸酯酶!来自牛肠黏膜$)

美国
62

Q

:.

公司产品#实验用水)由
52&&2@b

型

超纯水仪制备'

胞嘧啶核苷酸!

05D

$!纯度
"

==̀

$&鸟嘌

呤核苷酸!

W5D

$!纯度
"

==̀

$&尿嘧啶核苷酸
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T5D

$!纯度
"

=L̀

$&次黄嘌呤核苷酸!

>5D

$

!纯度
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$&腺嘌呤核苷酸!

K5D

$!纯度
"

=J̀

$&尿嘧啶核苷!

T

$!纯度
"

==̀

$&胞嘧啶

核苷!

0

$!纯度
"

==_)̀

$&腺嘌呤核苷!

K

$!纯

度
"

==̀

$&次黄嘌呤核苷!

>

$!纯度
"

==̀

$&鸟

嘌呤核苷!

W

$!纯度
"

=L̀

$标准品)均为美国
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:.K&R,241

公司产品#
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胞嘧啶核苷!纯

度
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"
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"
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"
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#<

0

鸟嘌呤核苷!纯

度
#))̀

$&

#r

"

"r

"

<r

"

!r
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Ir@

#<
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次黄嘌呤核苷

!纯度
#))̀

$内标物质)均为美国
G:28,%-

B2%813:28.&4

公司产品'
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标准溶液的配制

<>?><

!

储备标准溶液
!

核苷储备标准溶液)准

确称取
#):

Q

各核苷"用
)_#:%&

%

\(.GS

溶

液溶解"定容至
#):\

容量瓶中"配制成约
#_)

Q

%

\

标准储备液"于
"

#

Le

储存'

核苷酸储备标准溶液)准确称取
#):

Q

各

核苷酸"用水溶解"定容至
#):\

容量瓶中"得

到
#_)

Q

%

\

标准储备液"于
"

#

Le

储存'

<>?>?
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混合标准中间液
!

核苷混合标准中间

液)分别准确量取适量的核苷储备标准溶液于

I:\

容量瓶"用水定容"配制成鸟苷&胞苷&次

黄嘌呤核苷为
!):

Q

%

\

"腺苷为
L:

Q

%

\

"尿苷

为
")):

Q

%

\

的核苷混合标准中间液'

核苷酸混合标准中间液)分别准确量取适

量的核苷酸储备标准溶液于
I:\

容量瓶"用

水定容"配制成鸟苷酸&胞苷酸&次黄嘌呤核苷

酸为
!):

Q

%

\

"腺苷酸为
L:

Q

%

\

"尿苷酸为

")):

Q

%

\

的核苷酸混合标准中间液'

<>?>@

!

内标储备液
!

分别准确称取大约

#):

Q

的
#r@

#<

0

胞嘧啶核苷&

#r

"

"r

"

<r

"

!r

"

Ir@
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0

次黄嘌呤核苷和
#r

"

"r

"

<r

"

!r

"

Ir@

#<

0

鸟嘌呤核

苷"用
J)̀

甲醇水溶液溶解并定容至
#):\

容

量瓶中"得到
#_)

Q

%

\

的各内标储备液"于
"

#

Le

储存'

<>?>F

!

内标混合工作液
!

移取
)_#:\

各内

标储备液于
#):\

容量瓶"用水定容"得到

#):

Q

%

\

的内标混合工作液"于
"

#

Le

储存'

<>?>J

!

混合工作标准液
!

取适量的核苷混合

标准中间液于
I

个
#):\

容量瓶中"分别加入

)_#:\

内标混合工作液"纯水定容并充分混合

后"转移到自动进样瓶内"进行
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分析'
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样品前处理

<>@><

!

碱性磷酸酶溶液配制
!

取
")

"

\

碱性

磷酸酯酶试剂"用
I:\)_I :%&

%

\

醋酸铵

!

7

SL_JI

$将上述酶试剂完全溶解后"保存在

!e

冰箱中"待用'所配制的酶试剂含量约为

#"T

%

I)

"

\

'

<>@>?
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硼酸亲和凝胶制备
!

准确量取
I):\

)_#:%&

%

\

磷酸钾!

7

SH_I

$于
#I):\

烧杯

中"加入
I

Q

K//2@

Q

3&H)#

亲和凝胶"盖上金属

铝箔"持续搅拌
!1

'用
I):\)_"I:%&

%

\

磷

酸钾!

7

S#)_I

$清洗凝胶
"

次"再向凝胶中加

入
#)):\)_"I:%&

%

\

磷酸钾!

7

S#)_I

$"强力

涡旋离心管分散凝胶'将
)_J:\

亲和胶浆体

等份转移到带有扣盖的
":\

离心管中"待用'

<>@>@

!

样品制备
!

将核苷酸在碱性磷酸酶作

用下水解成腺嘌呤核苷"示于图
#

'准确称取

#)

Q

奶粉"用温水充分溶解并定容于
#)):\

容量瓶中"准确移取
#:\

至
#):\

离心管'

向离心管中加入
#:\)_I:%&

%

\

醋酸铵溶液

!

7

SL_JI

$&

I)

"

\<)̀

浓氨水&

I)

"

\#:%&

%

\

氯化镁溶液&

I)

"

\#)::%&

%

\

硫酸锌溶液和

I)

"

\

碱性磷酸酶溶液"混匀后"在!

<Jl"

$

e

恒温摇床中以
#HI,

%

:2-

振荡
"1

"取出离心

管"分别多次加入
#"_I:\)_I:%&

%

\

磷酸钾溶

液"将离心管中溶液转移至
"):\

容量瓶中"用

水定容"摇动混匀"待硼酸凝胶净化'

I=

第
#

期
!!

陈晶燕等)高效液相色谱
@
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图
<

!

在碱性磷酸酶作用下%腺嘌呤核苷酸水解成腺嘌呤核苷

'#

)

=<

!

M

:

!("6

:

&#&"1%!+,"&#,+,706+"-#!+-"%!+,"&#,+,706+"&#!+%-%6X%6#,+

3

/"&

3

/%-%&+

<>@>F

!

样品净化
!

取预先分装好
)_J:\K//2@

Q

3&H)#

的
":\

离心管"以
"))),

%

:2-

离心

<:2-

"去除上清液'分别加入
#:\)_"I:%&

%

\

磷酸冲洗凝胶和磷酸钾缓冲液!

7

S#)_I

$"涡旋

离心"去除上清液'再次加入
#:\)_"I:%&

%

\

磷酸钾缓冲液!

7

S#)_I

$"涡旋放置
#)

#

#I:2-

"

使凝胶完全转化为碱性形式"离心"去掉上清液'

向凝胶中加入
#:\

样品溶液和
)_#:\

#):

Q

%

\

内标混合工作液"振荡
#)

#

#I:2-

"

以
"))),

%

:2-

离心
< :2-

"去掉上清液#用

#:\)_"I:%&

%

\

磷酸钾缓冲液!

7

S#)_I

$冲

洗凝胶"以
"))),

%

:2-

离心
<:2-

"去掉上清

液#再用
#:\

水冲洗凝胶"以
"))),

%

:2-

离

心
<:2-

"去掉上清液'加入
"I)

"

\Ì

甲酸

水溶液"涡旋
<)4

分散凝胶并释放出核苷"再

加入
#_JI:\

甲醇"转移至
#I:\

离心管'

!)e

氮气吹至液面低于
#:\

"用纯水定容至
I:\

"

)_""

"

:

水相微孔滤膜过滤后"转移至样品瓶

中"待
\0@56

%

56

分析'

<>F

!

实验条件

<>F><

!

色谱条件
!

色谱柱)

K0bT>EPTD\0

S66E<

柱!

"_#::^#))::^#_L

"

:

$#流

动相)

K

为
I::%&

%

\

甲酸铵!

7

SH_)

$"

B

为乙

腈#梯度洗脱程序)

)

#

<_):2-

!

#̀ B

$"

<_)

#

!_I:2-

!

#̀

#

#)̀ B

$"

!_I

#

I_):2-

!

#)̀

#

!)̀ B

$"

I_)

#

L_):2-

!

!)̀ B

$"

L_)

#

L_I:2-

!

!)̀

#

#̀ B

$"

L_I

#

#!_):2-

!

#̀ B

$#流速)

)_<:\

%

:2-

#柱温)

<Ie

#进样量)

"

"

\

'

<>F>?

!

质谱条件
!

电喷雾离子源!

A6>

$"正离

子扫描模式#电喷雾电压
II))$

#离子源温度

I))e

'

I

种核苷和
<

种内标物的监测离子对

及相关参数列于表
#

'

表
<

!

S

种化合物的质谱参数

B%86+<

!

$%&&&

3

+0-("*+-(#0

3

%(%*+-+(&"1S0"*

3

"7,!&

化合物

0%:

7

%+-R

母离子

D.,3-9

2%-

!

+

%

F

$

子离子

D,%R+89

2%-

!

+

%

F

$

碰撞电压

0%&&242%-

3-3,

Q;

%

3$

去簇电压

?38&+493,2-

Q

7

%93-92.&

%

$

保留时间

g393-92%-

92:3

%

:2-

#r@

#<

0

胞嘧啶核苷
"!I_#

##"_)

$

") <I #_JH

=I_# IH <I

#r"r<r!rIr@

#<

0

鸟嘌呤核苷
"L=_" #I"_)

$

#= <) I_!!

#<I_) != <)

#r"r<r!rIr@

#<

0

次黄嘌呤核苷
"J!_# #<J_#

$

#I <) !_LH

##)_) II <)

次黄嘌呤核苷
"H=_) #<J_)

$

#H !) !_LH

##=_) I! !)

胞嘧啶核苷
"!!_) ##"_)

$

#L !) #_JH

=I_) II !)

尿嘧啶核苷
"!I_) ##<_)

$

#= !) "_!I

=H_) !H !)

腺嘌呤核苷
"HL_)

#<H_)

$

"! !) H_=!

##=_) H< !)

鸟嘌呤核苷
"L!_)

#I"_)

$

"" <" I_!!

#<I_) I" <"

!!

注)

$

为定量离子

H=
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?

!

结果与讨论

?><

!

前处理方法的优化

婴幼儿奶粉组分复杂"包含蛋白质&脂

肪&维生素和矿物质等"样品提取后需净化

才能进行
SD\0@56

%

56

分析'奶粉中核苷

酸在碱性磷酸酶催化下水解成相应的核苷"

再通过选择性硼酸固相萃取将核苷预分离'

此时"在碱性条件下"干扰化合物会从凝胶

上去除'

实验对比了
V.93,4G.42450U

!

#I):

Q

"

H:\

$&

V.93,4G.424S\B

!

")):

Q

"

H :\

$&

K//2@

Q

3&H)#

凝胶$

<

种固相萃取柱的净化效

果'结果发现"利用
50U

柱处理核苷标准品

溶液时"未能完全保留
I

种核苷"其中尿苷在

色谱中未出峰#

S\B

柱对胞苷&尿苷未能保

留"在色谱中未出峰#而
K//2@

Q

3&H)#

凝胶对
I

种核苷化合物保留较好'因此"选择
K//2@

Q

3&

H)#

凝胶用于核苷净化'将样品溶液加入制

作好的预备凝胶"在样品吸附于凝胶后"用磷

酸钾溶液冲洗凝胶除去杂质"再用超纯水清

洗凝胶"去除非挥发性的磷酸盐"降低其对质

谱仪和色谱柱的损耗'通过这种方式"样品

中的核苷完全保留于凝胶中"可以进行下一

步洗脱步骤'

实验分别比较了
Ì

&

#)̀

&

")̀

甲酸水

溶液对核苷洗脱效果的影响'结果发现"甲

酸浓度对核苷洗脱的效果影响不大"其回收

率均在
=#_HJ̀

#

#)<_)<̀

之间'考虑到甲

酸浓度会对质谱仪和色谱柱产生影响"因此

选用最低浓度的
Ì

甲酸水溶液进行洗脱'

?>?

!

色谱条件的优化

在相同的流动相下"分别考察了
0GgEA06

0#L

!

"_#::^#))::^"_J

"

:

$和
K0bT>EP

TD\0S66E<

!

"_#::^#))::^#_L

"

:

$

色谱柱对
I

种核苷的分离效能'发现
I

种核苷

在
K0bT>EP TD\0 S66E<

色谱柱上均有

较强的保留"各化合物均能得到较好的分离"且

峰形良好'本实验选择
I::%&

%

\

甲酸铵!

K

相$和乙腈!

B

相$作为流动相进行梯度洗脱"并

优化洗脱程序"

I

种核苷标准品的提取离子流

色谱图示于图
"

'

?>@

!

质谱条件的优化

根据核苷结构"采用电离源正离子模式"使

用
KBII))

液相色谱
@

质谱联用仪的
56G(\P

模式对
#_):

Q

%

\

的
I

种核苷和
<

种内标物的

单标溶液进行质谱条件优化"得到各化合物的

母离子&主要碎片离子&最佳碰撞电压!

8%&&242%-

3-3,

Q;

"

0A

$和去簇电压!

R38&+493,2-

Q7

%93-@

92.&

"

?D

$"列于表
#

'

注)

T_

尿嘧啶核苷#

W_

鸟嘌呤核苷#

0_

胞嘧啶核苷#

K_

腺嘌呤核苷#

>_

次黄嘌呤核苷

图
?

!

J

种核苷标准品的提取离子流色谱图

'#

)

=?

!

G\-(%0-+!#",0/("*%-"

)

(%*

"1J,706+"&#!+&-%,!%(!&

?>F

!

方法学考察

?>F><

!

线性范围
!

本实验采用内标法定量"将

核苷标准溶液用水稀释为不同浓度的标准系列

工作液"向每个样品瓶中加入等量的
#))

"

Q

%

\

<

种同位素内标溶液"用超纯水定容"配制成鸟

苷&肌苷&胞苷为
I

&

#)

&

")

&

I)

&

#))

&

"))

"

Q

%

\

"

腺苷为
#

&

"

&

!

&

#)

&

")

&

!)

"

Q

%

\

"尿苷为
"I

&

I)

&

#))

&

"I)

&

I))

&

#)))

"

Q

%

\

的核苷系列标准工

作液'在优化的仪器条件下检测"用定量离子

的峰面积!

,

$对质量浓度!

K

$进行线性回归"计

算
I

种核苷的线性方程和相关系数"结果列于

表
"

'可见"

I

种核苷在各自线性范围内的线性

关系良好"相关系数均大于
)_==L

'

?>F>?

!

检出限&定量限&回收率和精密度
!

采

用基质液添加各化合物标准溶液"以
<

倍信噪

比!

6

%

(

$为检出限"

#)

倍信噪比为定量限"结

合化合物在奶粉中允许添加的含量"确定

05D

&

K5D

&

W5D

&

T5D

&

>5D

的检出限分别

为
)_"#

&

)_)<

&

)_"#

&

)_==

&

)_#L:

Q

%

#))

Q

"定

量限分别为
)_J

&

)_#

&

)_J

&

<_<

&

)_H:

Q

%

#))

Q

'

核苷
@

核苷酸转化系数列于表
<

'
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表
?

!

J

种核苷的线性方程&相关系数

B%86+?

!

_+

)

(+&&#",+

a

7%-#",&

%

0"((+6%-#",0"+11#0#+,-&"1J,706+"&#!+&

化合物

0%:

7

%+-R

线性方程

g3

Q

,3442%-3

a

+.92%-

线性相关系数

0%,,3&.92%-8%3//2823-9

!

@

"

$

肌苷
,

h)_)#)==Kc)_))"=! )_===H

胞苷
,

h)_))L#!Kc)_)#I<! )_====

尿苷
,

h)_))##JKd)_))#<# )_==L)

鸟苷
,

h)_))L!#Kd)_))<<# )_====

腺苷
,

h)_#H"HIKc)_"H"#J )_==L#

表
@

!

核苷
D

核苷酸转化系数

B%86+@

!

.",T+(&#",0"+11#0#+,-&8+-;++,,706+"-#!+&%,!0"((+&

3

",!#,

)

,706+"&#!+&

化合物

0%:

7

%+-R

核苷分子质量

5%&38+&.,:.44%/-+8&3%42R3

核苷酸分子质量

5%&38+&.,:.44%/-+8&3%92R3

转化系数

0%-Y3,42%-8%3//2823-9

胞嘧啶核苷酸
"!<_"" <"<_") #_<"LL

鸟嘌呤核苷酸
"L<_"! !)J_#L #_!<JH

尿嘧啶核苷酸
"!!_" <"!_#L #_<"JI

次黄嘌呤核苷酸
"HL_"< <!L_"# #_"=L"

腺嘌呤核苷酸
"HJ_"! <HI_"! #_<HHJ

!!

采用标准加入法考察方法的回收率和精密

度'准确称取
#)

Q

无添加核苷酸的奶粉样品"

用温水充分溶解并定容至
#)):\

容量瓶中"分

别准确移取
#:\

于
"):\

容量瓶"加入适量的

低&中&高
<

种浓度水平的核苷酸混合标准中间

液和内标混合工作液"采用优化后的方法进行前

处理"每个浓度水平进行
H

次平行测试"计算回

收率及相对标准偏差!

g6?

$"结果列于表
!

'

表
F

!

奶粉中
J

种核苷酸的回收率&检出限和定量限

B%86+F

!

_+0"T+(#+&

%

KCI&%,!KC

E

&"1J,706+"-#!+&#,*#6X

3

";!+(

化合物

0%:

7

%+-R

加标水平

6

7

2Z3R

%!

:

Q

%

#))

Q

$

回收率

g38%Y3,

;

%

`

相对标准偏差

g6?

%

`

检出限

\G?

%!

:

Q

%

#))

Q

$

定量限

\Gb

%!

:

Q

%

#))

Q

$

肌苷酸
" LJ_" !_) )_#L )_H

I L"_I )_L

#) L"_L #_!

胞苷酸
" =!_J !_= )_"# )_J

I =!_! <_L

#) ##)_J "_"

尿苷酸
#) #)L_# "_H )_== <_<

"I =I_# <_"

I) =<_J <_#

鸟苷酸
" =I_) <_) )_"# )_J

I L=_< <_)

#) =#_" "_)

腺苷酸
)_! J!_" I_< )_)< )_#

# =#_L !_L

" =L_# #_L

L=
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可见"

I

种核苷酸换算回收率为
J!_"̀

#

##)_J̀

"相对标准偏差在
)_L̀

#

I_<̀

之间

!

/hH

$'该方法的准确度&精密度和重复性均

较好"可满足检测要求'

?>F>@

!

实际样品分析
!

从市场购买
<

批标识

有核苷酸的婴幼儿营养奶粉"用本实验方法进

行检测分析'

<

批样品标签含有核苷酸分别为

<)_)

&

#!_H

&

!I_):

Q

%

#))

Q

"实际测得为
"L_J

&

#I_L

&

!<_J:

Q

%

#))

Q

!

/h"

$"符合我国规定的

婴幼儿配方食品中允许添加核苷酸的使用

总量'

@

!

结论

本研究建立了奶粉中核苷酸的检测方法"

将样品用碱性磷酸酶处理后"核苷酸转化为核

苷"使用亲和凝胶吸附核苷"清洗液清洗凝胶后

达到去除杂质的目的"再用洗脱液将核苷洗脱"

高效液相色谱
@

串联质谱法准确定量婴幼儿奶

粉中
I

种核苷酸'该方法可以高选择性地保留

目标化合物&净化效果好&检测准确度高"可用

于婴幼儿配方奶粉中核苷酸的检测'
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