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摘要 :建立了高效液相色谱法测定乳制品中核苷酸含量的方法。采用紫外检测器 ,波长为 254nm ;色谱柱为

迪马钻石 C18 ,柱温为 25℃,流动相为①0101mol/ L K2 HPO4 960ml + 011mol/ L K2 H PO4 40ml p H5 ;测定腺嘌呤核

苷 (AMP)、鸟嘌呤核苷 ( GMP)、次黄嘌呤核苷 ( IMP)。②乙腈 : (0101mol/ L KH2 PO4 + 01005mol/ L K2 HPO4 +

1mmol/ L 四丁基溴化氨 ,磷酸调 p H510) = 5 :95 ,测定胞嘧啶核苷 (CMP)、脲嘧啶核苷 (CMP)。流速为 110ml/

min。五种核苷酸组分。标准曲线相关系数 r 为 CMP 019868 ; UMP 019879 ; GMP 019792 ; IMP 019799 ;AMP

019553 ;回收率为 9416 % ;8次样品重复测定变异系数为 1179 %。
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Abstract :A method for determination of nucleotides in dairy by HPLC is reported1Ultraviolete detector ,Dikma - C18

column was used with column temperature 25℃1Mobile phase ① 0101mol/ L KH2 PO4960ml + 011mol/ L

K2 HPO440ml p H5 was used for AMP、GMP、IMP ; ②ACN : (0101mol/ L KH2 PO4 + 01005mol/ L K2 HPO4 + 1mmol/

LC16 H36BrN ,p H510) = 5 :95 was used for CMP、UMP1The speed of mobile phase was 110ml/ min1The relative coeffi2

cient was CMP 019868、UMP 019879、GMP 019792、IMP 019799、AMP 019553 ,the recovery was 9416 % ;the CV in

8 sample testing was 1179 %1
Key words :HPLC ,Nucleotides ,Dairy

0　引言

核苷酸是构成核酸的成分 ,目前在乳制品中主

要用于婴幼儿配方奶粉中。作为添加剂添加的核

苷酸主要有五种———胞嘧啶核苷 ( CMP) 、脲嘧啶

核苷 ( UMP) 、腺嘌呤核苷 ( AMP) 、鸟嘌呤核苷
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( GMP) 、次黄嘌呤核苷 ( IMP) 。另外还可以加入

到饮料、焙烤食品以及各种主、副食品和饮品中。

核苷酸的主要生理功能是广泛参与人体的能量代

谢、蛋白质合成 ,具有提高各种酶的活性、活化细胞

功能、促进抗体形成、增强免疫功能的作用。对人

体来说有很好的保健作用 ,它们可促进神经细胞的

生长发育 ,是与“神经生长因子”有关或者可以作为

神经生长物质利用的营养成分。促进铁质吸收及

影响脂质代谢 ,改变肠道菌丛及提供肠道黏膜完整

所需的营养 ,达到提升免疫功能的效果。一些临床

上的研究发现 ,添加核苷酸的婴儿配方奶粉 ,可减

少腹泻的发生及促进较小胎儿的生长发育。

牛奶中一般不含有核苷酸 ,在目前实施的婴幼

儿配方奶粉国家标准中未规定这项指标 ;但根据核

苷酸对婴幼儿的特殊功效 ,许多企业特别是国外独

资或合资和我国大型乳品企业的标准中都作为重

要指标 ,为此必须尽快研究制定适用于乳制品的检

测方法。目前报道的检测方法主要有微生物法、紫

外分光光度法、高效液相色谱法[1 ] [2 ] [3 ]等 ,但大部

分都是针对核苷酸添加剂所制定的方法 ,对于像乳

制品类成分复杂的样品尚无适宜的方法。本研究

就是在收集有关资料的基础上 ,结合乳制品样品的

特点 ,选择高效液相色谱法开展研究 ,建立高效液

相色谱法测定乳制品中核苷酸的简便、快速、准确

的检验方法。

1　实验仪器与材料

111　主要仪器

Waters 1525 高效液相色谱仪 ,Waters 2487 紫

外检测器 ,Millennium32色谱工作站 ,超声波等。

112　试验用试剂

四丁基溴化氨 (C16 H36BrN) ,乙腈 (色谱纯) ,磷

酸氢二钾 ,磷酸二氢钾 ,冰乙酸 ,甲醇 (色谱纯) ,磷

酸 ,CMP、UMP、AMP、GMP (二钠盐) 、( IMP) (二

钠盐) (购自 Sigma公司) 。

113　试验材料

核苷酸添加剂、含核苷酸的婴幼儿配方奶粉

2　试验方法

HPLC法测定核苷酸主要按下述二种流动相

开展研究 ,通过研究建立适于乳制品类样品的检测

方法 :

211 　方法一 :流动相为 :甲醇 : ( 0101mol/ L

KH2 PO4960ml + 011mol/ L K2 HPO440ml p H510)

分别为 10 :90、5 :95和 0 :100三个组合。色谱条件

为 :紫外检测器 ,波长 254nm ;流速 1ml/ min ;色谱

柱为迪马钻石 C18柱 , 5μm 416 ×200mm ;柱温

25℃。

212 　方法二 :流动相为 :乙睛 : ( 0101mol/ L

KH2 PO4 + 01005mol/ L K2 HPO4 + 1mmol/ L C16 H36

BrN ,磷酸调 p H510)分别为 5 : 95、3 : 97 和 0 : 100

三个组合。色谱条件为 :紫外检测器 ,波长 254nm ;

流速为 1ml/ min ;色谱柱为迪马钻石 C18柱 , 5μm

416×200mm ;柱温 25℃。

3　结果与分析

311　不同流动相的试验研究

31111　流动相的配制 :

3111111　方法一 :称取磷酸二氢钾 1127g和磷酸

氢二钾 1175g 分别于 1000m 和 100ml 容量瓶中 ,

加蒸馏水溶解并定容至刻度混匀 ,再按 960m 和

l40ml的体积混合后用磷酸在酸度计上调 p H510 ,

用 0145μm的滤膜过滤。再根据试验需要配制成

与甲醇不同比例的流动相或在双泵液相谱仪上按

比例进行混合。

3111112　方法二 :分别称取磷酸二氢钾 1127g、磷

酸氢二钾 0190g 和四丁基溴化氨 11322g 于

1000ml烧杯中 ,加蒸馏水溶解后再加水至 950ml

左右混匀 ,用磷酸在酸度计上调 p H510 后加水定

容至 1000ml。用 0145μm的滤膜过滤。再根据试

验需要配制成与乙腈不同比例的流动相或在双泵

液相色谱仪上按比例进行混合。

31112　不同流动相对核苷酸的分离效果

通过对不同流动相及不同组合的试验研究 ,找

出既能把核苷酸的五个组分进行有效分离 ,又可以

使这些待测组分与样品中其他成分进行有效分离 ;

同时还应尽量缩短分析时间的流动相。为此我们

进行了如下的试验研究 :

3111211　对方法一中流动相的三个组合进行研

究 :甲醇与磷酸盐缓冲液比为 (1) 10 :90 ; (2) 5 :95 ;

(3) 0 :100。首先分别进行了五种核苷酸标准样品

试验 ,结果表明 :甲醇比例越高 ,各组分的保留时间

越短 ,但分离效果越差 :使用流动相 (1)的组合标准

样品 CMP、UMP、GMP、IMP、AMP的保留时间分
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别为 215、218、312、314、610 min ,前四种成分几乎

完全重合。AMP可以与他们分开 ,但由于乳制品

样品中其他成分在 6分钟左右出峰的较多 ,无法与

之分离。所以此流动相不能用于乳制品中核苷酸

成分的分离测定。使用流动相 (2)的组合标准样品

保留时间普遍推迟 ,AMP可推迟到 1010min ,但其

他四个组分分离度都在 1以下 ,且许多与乳制品样

品中的杂质峰重叠 ,仍不能采用。使用流动相 (3)

的组合标准样品各组分的保留时间大大推迟 ,

CMP、UMP、GMP、IMP、AMP 分别为 313、510、

812、913和 2312 min (见图 1) 。经与乳制品样品对

比试验证明 :前二个组分无法与样品其他成分进行

有效分离 ,而后三个组分则可与乳制品样品其他成

分分离。所以此流动相可用于乳制品中 GMP、

IMP和 AMP的分析。若用于测定核苷酸添加剂 ,

则可以用此流动相一次性测定核苷酸的五个组分。

图 1　流动相 (3)分离五种核苷酸的效果

3111212　由于方法一中的流动相不能用于测

定乳制品中 GMP和 UMP ,所以我们又开展了方法

二的研究。方法二中采用了三个组合的流动相 :乙

腈 :含有四丁基溴化氨的磷酸盐缓冲液为 (1) 0 :100 ;

(2) 3 :97 ; (3) 5 :95。使用流动相 (1)的试验表明 :各

组分保留时间过长 ,且峰宽增加 ,拖尾严重 ,易于乳

制品样品中的杂质重叠。如首先分离出的组分

GMP保留时间为 1510min ,峰底宽达 318min ,而最

后的 AMP保留时间大于 50min ,不能用于核苷酸成

分分析。使用流动相 (2)的试验中 ,核苷酸混合标样

的保留时间分别为 CMP 911min、UMP 1715min、

GMP + IMP 2411min、AMP 4718min(见图 2) ,可以得

出 :若测定 CMP、UMP效果好 ,且可以与乳制品样

品中的其他成分分开 ,但 GMP、IMP仍重叠 ,仅可用

于 GMP、IMP的定性或定量测定。使用流动相 (3)

的试验结果 :核苷酸的保留时间为 CMP 714min、

UMP 1013min、GMP + IMP 1212min (未分开)、AMP

2212min(见图 3)。样品分离效果见图 4 ,试验可知 :

CMP、UMP和 IMP基本能与乳制品样品中的其他

组分分离 ,且分析时间也适于样品的测定 ,故可用于

这三种成分的定性或定量测定。

图 2　方法二中使用流动相 (2)的核苷酸色谱图

由于不同流动相的研究可以得出 :上述流动相

都不能一次性完成核苷酸所有五个组分的测定 ,最

好的选择是测定 GMP、IMP和 AMP采用方法一

中的 (3)为流动相 ;测定 CMP、UMP则选用方法二

中的 (3)作为流动相为好。另外方法二中的 (2)也

可使 CMP、UMP ,但 (2)测定时间要比 (3)长 ,而分

离效果稍好于 (3) ,可以选择使用。下述试验全部
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采用两种流动相相结合的方法进行。

图 3　方法二中流动相 (3)的核苷酸标准色谱图

图 4　方法二中流动相 (3)的核苷酸样品色谱图

312　标准曲线的测定

31211　标准溶液的配制 :配制 CMP、UMP、GMP、

IMP、AMP浓度各为 1mg/ ml 的储备液 ;然后配制

成浓度各为 1010、2010、3010、4010、5010μg/ ml 的

系列标准浓度的溶液 ,进样量分别为 10μ1。上机

测定并计算回归方程及相关系数 ,结果见表 1。

表 1　核苷酸标准曲线测定结果

核苷酸浓度

(μg/ ml)
1010 2010 3010 4010 5010

CMP峰高 (μv) 4580 9032 13810 18211 22998

UMP峰高 (μv) 4296 8695 12797 17204 21606

GMP峰高 (μv) 3118 6136 9557 12532 15891

IMP峰高 (μv) 4128 8369 12165 16259 20569

AMP峰高 (μv) 1622 3366 4945 6260 8001

　　根据上表可计算出五种核苷酸标准曲线的回

归方程为 CMP :y = 011754 + 010022x ,相关系数为

r = 019868 ; UMP : y = 0104868 + 010023x ,相关系

数为 r = 019879 ; GMP :y = 014380 + 010031x ,相关

系数为 r = 019792 ; IMP :y = - 011507 + 010025x1
相关系数为 r = 019799 ; AMP : y = - 018532 +

010064x ,相关系数为 r = 019553。浓度与峰高间

呈正相关 ,相关性好 ,可用于外标法进行定量测定。

312　样品测定

31211　样品处理　准确称取 10100g左右的样品 ,

用 20ml温水溶解后放入超声波浴中震荡 10min取

出 ,转入 50ml容量瓶中 ,加入 5ml10 %的醋酸沉淀

蛋白 ,定容后混匀用滤纸过滤后再通过 0145μm滤

膜过滤 ,上机测定。

31212　样品测定　共选用了五个企业生产的 5个

含有核苷酸的婴幼儿配方奶粉进行测定 (列于表

2)并按下式计算结果。

核苷酸 (mg/ 100g) =
h1·V·C

h·m×1000
×100

式中 :h1—样品峰高 (μv)

h—标样峰高 (μv)

V—样液体积 (ml)

m—样品质量 (g)

C—核苷酸标准溶液浓度 (μg/ ml)

样品中核苷酸含量 (mg/ 100g) = GMP + UMP

+ GMP + IMP + AMP
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表 2　婴幼儿配方奶粉中核苷酸 (总量)测定结果

样品号 1号样品 2号样品 3号样品 4号样品 5号样品

含量 (mg/ 100g) 58126 56153 68132 69163 48121 47196 71145 72103 52181 51199

　　从 5个样品测定结果看 ,两次平行间的相对偏

差都在 5 %以内。

312　回收率与重现性试验

31211　回收率试验 :以 4号样品为试验材料 ,加入

核苷酸混合标准溶液 ,然后再按上述操作步骤进行

测定 ,测定结果见表 3 :

表 3　核苷酸 (总量)回收率试验结果

测定次数 1 2 3 4 5 6 平均

理论值 (μg) 2500 2500 5000 5000 7500 7500

实测值 (μg) 2305 2371 4712 4653 7310 7168

回收率 9212 9418 9412 9310 9715 9516 9416

　　六次重复测定结果回收率在 92 - 97 %间 ,平

均回收率为 9416 % ,其准确度可满足测定婴幼儿

配方奶粉的要求。

31212　精密度试验 :与 4号样品作为试验样品 ,同

时重复测定八次 ,结果见表 4。

表 4　精密度试验结果 (单位 :mg/ 100g)

测定次数 1 2 3 4 5 6 7 8 X CV ( %)

核苷酸含量 71145 72103 68186 70112 72111 69145 70118 71187 70176 1179

　　8个平行样品测定结果统计表明 ,测定结果的

重复性较好 ,变异系数 1179 %。可以满足采用该

法测定婴幼儿配方奶粉中该苷酸含量的要求。

4　结论

411　通过对流动相的研究后认为 :测定五种核苷

酸需以两种流动相配合使用 , 即 0101mol/ L

KH2 PO4960ml + 011mol/ L K2 HPO4 ; 40ml p H5 和

乙腈 : (0101mol/ L KH2 PO4 + 01005mol/ L K2 HPO4

+ 1mmol/ L C16 H36BrN ,磷酸调 p H510)为 5 : 95。

前者用于测定 GMP、IMP、AMP ;后者用于测定

CMP、UMP。测定核苷酸添加剂可采用前者 ,即可

一次性测定出五种组分的核苷酸含量。

412　样品测定的色谱条件是 :迪马 C18柱 , 5μm

416×200mm ;柱温 25℃;流动相流速为 110ml/

min ;紫外检测器波长 254nm。

413　此方法标准曲线线性好 ,回归方程为 CMP :y

= 011754 + 010022x , r = 019868 : UMP : y =

0104868 + 010023x , r = 019879 ; GMP : y = 014380

+ 010031x , r = 019792 ; IMP : y = - 011507 +

010025x , r = 019799 ; AMP : y = - 018532 +

010064x ,r = 019553。浓度与峰高间呈正相关 ,相

关性好 ,可用于外标法进行定量测定。

414　此方法回收率与精密度试验结果较好 ,回收

率在 92 - 97 % ,平均为 9416 % ,样品重复测定 8次

的变异系数为 1179 %。

415　若测定核苷酸添加剂中的含量 ,可采用磷酸

盐缓冲液作为流动相。由于无其他组分的干扰 ,能

同时测定五个组分的核苷酸。

综上所述 ,采用 HPLC法测定婴幼儿配方奶

粉中核苷酸含量是一较理想的方法 ,该法操作简

便 ,易于掌握 ,其测定精密度和准确度能满足乳制

品分析的要求。因此 ,可作为常规检测方法应用。
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