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摘要:目的:建立一种普及性强、灵敏度高,并能同时测定

乳制品中６种母乳寡糖的高效液相色谱—荧光检测分析

方法.方法:样品经冰醋酸沉淀,滤纸过滤后,经２Ｇ氨基

苯 甲 酰 胺 溶 液 衍 生,离 心 后 经 有 机 滤 膜 过 滤,用

AdvanceBioGlycanMap色谱柱分离,以乙腈－５０mmol/L
甲酸铵溶液(pH４．４)为流动相,梯度洗脱分离,并使用荧

光检测器检测.结果:６种母乳寡糖在１．００~４００．０mg/L
质量浓度范围内线性关系良好,相关系数均＞０．９９９,方法

检出限为４．１~１０．９mg/kg,回收率为７１．３％~９０．２％,日

内相对标准偏差(RSD)为１．０％~６．３％,日间相对标准偏

差＜１０．０％.结论:该方法简单、快捷,可有效降低衍生峰

的干扰,适用于乳制品中３′Ｇ岩藻糖基乳糖、２′Ｇ岩藻糖基

乳糖、乳糖ＧNＧ四糖、乳糖ＧNＧ新四糖、３′Ｇ唾液乳糖和６′Ｇ唾

液乳糖６种母乳寡糖的日常检测.

关键词:柱前衍生法;母乳寡糖;乳制品;２Ｇ氨基苯甲酰胺

Abstract:Objective:To astablish a strong popularity,high

sensitivityofsixhumanmilkoligosaccharidesindairyproductby

precolumn derivatization high performance liquid

chromatographyＧfluorescencemethod．Methods:Aquaticproduct

samplewasprecipitated withglacialaceticacid,filtrationby

usingthefilter paper．It was derived by ２Ｇaminobenzamide

solution．Theextractswerecentrifugedandfilteredbyusingthe

organicfilter membraneandanalyzedbyusinga AdvanceBio

Glycan Mapcolumntobeseparatedanddetected,employing

acetonitrileＧ５０mmol/Lammoniumformatesolution(pH４．４)as

the mobile phase for gradient elution．Results: Underthe

experimentalconditions,sixhumanmilkoligosaccharidesindairy

productwerelinearintherangeof１．００~４００．０mg/L,andthe

correlationcoefficientswereallover０．９９９．Thedetectionlimitof

themethodwas４．１~１０．９ mg/kg,thelimitsofquantification

were１２．３~３２．７ mg/kg,themeanrecoveriesratewasranged

from７１．３％to９０．２％ withtheintraＧdayprecisions(n＝６)inthe

rangeof１．０％~６．３％ andinterＧdayprecisions(n＝６)lessthan

１０．０％．Conclusion:Thismethodcanmeettherequirementsof

thedailydetectionofsixhumanmilkoligosaccharidesduetoits

simplicityandsensitives．

Keywords: precolumn derivatization; human milk

oligosaccharides;dairyproduct;２Ｇaminobenzamide

母乳一直被认为是婴儿最优质的食物来源,也被视

为婴儿配方乳粉的黄金标准[１－２].母乳喂养不仅可以减

少疾病(如脑膜炎、小肠结肠炎等)的发病率、促进智力发

育,对于婴儿胃肠道、免疫系统的发育也起到积极的作

用[３－１０].其中,母乳寡糖(humanmilkoligosaccharides,

HMOs)是由３~１４个单糖组成的低聚糖通过糖苷键连

接而成的碳水化合物,其基本单体分为５种,主要以游离

形式存在于母乳中[９],这些单糖以不同的方式结合形成

２００多种结构复杂的低聚糖,构成了母乳低聚糖的多样

性[１１－１４].而存在于人类母乳中的复杂混合低聚糖,是母

乳中的重要成分之一,其在促进婴儿肠道菌群生长、提高

４５

FOOD & MACHINERY 第４０卷第４期 总第２７０期|２０２４年４月|



免疫系统功能、抵抗病原体等方面具有不可替代的作用.

其中,３′Ｇ岩藻糖基乳糖、２′Ｇ岩藻糖基乳糖、乳糖ＧNＧ四糖、

乳糖ＧNＧ新四糖、３′Ｇ唾液乳糖和６′Ｇ唾液乳糖(见图１)等是

母乳中相对丰富的寡糖[１５].

　　母乳寡糖具有调节免疫系统、帮助大脑发育及调节

肠道菌群功能,有助于婴幼儿成长发育[１６].母乳是极好

的蛋白质来源,为婴儿提供了必需氨基酸、非必需氨基酸

和其他氨基酸.因此,国外很多标准已将母乳寡糖中最

普遍的成分加至配方奶粉中,以此实现更加深入的母乳

结构模拟.在美国和欧盟,２′Ｇ岩藻糖乳糖和乳ＧNＧ新四糖

已获批添加到婴儿配方粉中,但目前中国还没有相关标

准对母乳寡糖作为婴幼儿配方奶粉中的指标做出明确指

引及检测方向.为了监测乳制品中６种 HMOS含量的添

加情况,需要建立相关的检测方法.

图１　６种母乳寡糖分子结构式

Figure１　Thestructureofsixhumanmilkoligosaccharidesininfantformula

　　目前,在糖类的分析技术研究过程中,还原氨化反应

技术已日趋成熟.尤其是对于２Ｇ甲基吡啶ＧNＧ甲硼烷这

个低毒还原剂的发现,有效取代了以往引用较多的具有

较大毒性的还原剂氰基硼氢化钠,大大提高了该方法的

安全性和可操作性[１７－１８].研究拟提出用柱前衍生—高

效液相色谱荧光检测法处理多种品牌乳制品同时检测

６种母乳寡糖,利用还原氨化反应将奶粉中的母乳寡糖进

行荧光标记,经 HPLC分离,采用高效液相色谱—荧光检

测器进行分离检测,以期为母乳寡糖的相关检测方法的

开发提供依据.

１　材料与方法

１．１　仪器与试剂

１．１．１　仪器

高效液相色谱仪:Ultimate３０００型,配备荧光检测

器,赛默飞世尔科技(中国)有限公司;

漩涡混合器:MS３basic型,德国IKA公司;

恒温震荡水浴锅:SW２２型,德国JULABO公司;

超纯水系统:DirectＧPureUP型,广州硕谱生物科技

有限公司;

pH 计:FE２８,梅特勒托利多科技(中国)有限公司;

高速离心机:kＧ１５型,德国西格玛公司;

多管 漩 涡 振 荡 器:MultiReax 型,德 国 Heidolph
公司;

台式离心机:３K１５,德国Sigma公司.

１．１．２　试剂及材料

二甲基亚砜、冰乙酸:分析纯,上海麦克林生化科技

股份有限公司;

２Ｇ甲基吡啶ＧNＧ甲硼烷(２ＧPB):德国 Sigma公司;

乙醇、氨水:分析纯,广州化学试剂厂;

乙腈:色谱纯,德国 Merck公司;

甲酸铵:色谱纯,天津科密欧化学试剂有限公司;

３′Ｇ岩藻糖基乳糖(８８．９％)、乳糖ＧNＧ四糖(９７．４％)、乳

糖ＧNＧ新四糖(８９．５％)、６′Ｇ唾液乳糖(９８．０％):上海安谱实

验科技股份有限公司;

２′Ｇ岩藻糖 基 乳 糖 (９７．９％):坛 墨 质 科 技 股 份 有 限

公司;

３′Ｇ唾液乳糖(９９．２％):天津阿尔塔科技有限公司;

乳制品:市售.

１．２　样品的提取和衍生

称取１g试样(精确至０．００１g),加入４５℃温水涡旋

溶解,超声,冷却至室温后定容至１００mL,用冰醋酸沉淀

蛋白,样液经滤纸过滤,备用(视情况稀释２~５倍).取
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５０μL滤液,６５℃真空干燥,加入衍生剂１２０μL,涡旋振

荡溶解,６５ ℃ 水浴 ２h,冷却,用 ７５％ 乙腈—水定容至

１mL,６０００r/min离心５min,经０．２２μm 津腾尼龙６６滤

膜过滤,待上机分析.

１．３　标准曲线的配制及衍生

称取３′Ｇ岩藻糖基乳糖、２′Ｇ岩藻糖基乳糖、乳糖ＧNＧ四

糖、乳糖ＧNＧ新四糖、３′Ｇ唾液乳糖和６′Ｇ唾液乳糖各５mg,

溶解于５mL超纯水中,涡旋混匀后得到６种标准品储备

液,－２０℃贮藏备用.分别取标准储备液逐级稀释得到

１,２,５,１０,２０,５０,１００,４００mg/L的标准工作溶液,分别

取５０μL标准工作溶液于离心管中,加入衍生剂１２０μL,

涡旋振荡溶解,６５ ℃水浴 ２h,冷却,用７５％乙腈—水定

容至１mL,６０００r/min离心５min,经０．２２μm 津腾尼龙

６６滤膜过滤,待上机分析.

１．４　仪器条件

色谱柱:AdvanceBioGlycanMap色谱柱(１５０mm×
４．６mm,３．５μm);柱温２５℃;流动相:乙腈(流动相 A),

５０ mmol/L 甲 酸 铵 (pH ４．４,流 动 相 B);流 速

０．５mL/min;检 测 波 长:吸 收 波 长 ３５５nm,发 射 波 长

４３０nm;进样量５μL;梯度洗脱程序见表１.

表１　流动相梯度洗脱程序

Table１　Gradientprogramofmobilephase

时间/

min

流动相

A/％

流动相

B/％

时间/

min

流动相

A/％

流动相

B/％

０．００ ２．０ ９８．０ ４１．００ １８．０ ８２．０

５．００ ２．０ ９８．０ ４２．００ ２．０ ９８．０

１０．００ １６．０ ８４．０ ５０．００ ２．０ ９８．０

３０．００ １８．０ ８２．０

１．５　回收率试验设计

通过对批量样品进行初检,选择６种母乳寡糖含量

较低的样品.按照本底值的１．０,２．０,１０．０倍添加量进行

加标回收率试验.在优化后的方法下,进行６次日内、日
间平行测试,计算相对标准偏差以评价试验重复性.

１．６　方法的应用

将优化后的方法应用于测定多种乳制品,每个样品

平行测定６次,记录相应的平均回收率和相对标准偏差.

２　结果与讨论

２．１　仪器条件优化

在色谱柱的选择上,考察了氨基柱、酰胺柱、C１８色谱

柱和糖谱色谱柱对分离效果的影响.由图 ２ 可知,在

AdvanceBioGlycanMap色谱柱上６种化合物分离较好,

基线平稳且峰形良好.因此,选择 AdvanceBioGlycan
Map色谱柱作为后续研究的色谱柱.

在流动相的选择上,比较了甲醇—甲酸铵和乙腈—

甲酸铵体系下pH 为４．４,７．０的６种化合物色谱图.结果

显示,当流动相为乙腈—甲酸铵体系,pH 为４．４时,目标

物峰形良好,适用于日常分析.

图２　６种母乳寡糖色谱图

Figure２　Chromatogramforsixkindsofhuman milk
oligosaccharidesininfantformula

２．２　前处理条件优化

２．２．１　蛋白沉淀剂种类的选择　试验比较了０．１％氨水

溶液、８０％乙醇水溶液、冰醋酸溶液的沉淀效果.结果表

明,用冰醋酸溶液作为沉淀剂时,蛋白质的溶解性明显降

低,蛋白质凝聚并从溶液中析出.因此,确定冰醋酸溶液

为乳制品样品的蛋白沉淀剂.

２．２．２　提取条件的选择　试验比较了震荡提取和超声提

取两种提取方法.结果表明,超声提取操作简便、提取效

率较高,且可使样品与萃取剂产生高频率运动,快速达到

分配平衡.为了优化超声提取时间,考察了乳液加标样

品在５,１０,１５,２０,２５,３０min下的提取效率,结果如图３
所示.由图３可知,随着超声时间的延长,提取效率逐渐

增加,当超声时间为１５min时,提取效果显著.继续延长

超声时间,６种母乳寡糖回收率趋于平稳,提取效率未达

到显著变化.因此,确定超声时间为１５min.

２．３　线性范围与检出限

由表２可知,６种目标物在１．００~４００mg/L质量浓

度范围内线性关系良好,相关系数均＞０．９９９.方法的检

出限为４．１~１０．９mg/kg,定量限为１２．３~３２．７mg/kg,表

图３　提取时间对回收率的影响

Figure３　Effectsofextractiontimeonrecoveryrate
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安全与检测SAFETY &INSPECTION 总第２７０期|２０２４年４月|



表２　６种母乳寡糖的线性范围及检出限

Table２　Linearrange,LODsforsixkindsofhumanmilkoligosaccharidesininfantformula

母乳低聚糖 回归方程 R２ 线性范围/(mg􀅰L－１) 检出限/(mg􀅰kg－１) 定量限/(mg􀅰kg－１)

３′Ｇ岩藻糖基乳糖 Y＝４８３．５６２２x－８０９．２９４４ ０．９９９７ １．００~４００ ４．１ １２．３

２′Ｇ岩藻糖基乳糖 Y＝２２４．１６８７x－３９３．５９９６ ０．９９９６ １．００~４００ ４．９ １４．７

３′Ｇ唾液乳糖 Y＝３７０．８１９８x－６４９．３８０３ ０．９９９７ １．００~４００ １０．９ ３２．７

６′Ｇ唾液乳糖 Y＝３６６．８５１０x－７６４．９８４５ ０．９９９６ １．００~４００ ６．９ ２０．７

乳糖ＧNＧ四糖 Y＝２１５．７４５４x－２６８．６７３４ ０．９９９８ １．００~４００ ４．３ １２．９

乳糖ＧNＧ新四糖 Y＝４２３．２１８０x－１２２６．５０５８ ０．９９９１ １．００~４００ ８．６ ２５．８

明该方法具有良好的精确性和准确度.

２．４　方法回收率与精密度

由表３可知,６种化合物的平均回收率为７１．３％~
９０．２％,日内相对标准偏差(RSD)为１．０％~６．３％,日间

相对标准偏差为１．５％~８．５％,＜１０．０％,说明该方法重

现性良好,精密度高,达到分析要求.

２．５　实际样品的测定

采用试验方法对１３种实际样品中的６种母乳寡糖进

行检测分析,结果见表４.由表４可知,并非所有乳制品中

都含有母乳寡糖,不同样品中母乳寡糖含量差异较大.

表３　６种母乳寡糖的加标回收及相对标准偏差

Table３　Recoveriesandprecisionexperimentforsixkindsofhumanmilkoligosaccharidesininfantformula(n＝６)

母乳低聚糖
添加水平/

(１０－２ mg􀅰g－１)

平均回收

率/％

RSD/

％

日间相对标

准偏差/％
母乳低聚糖

添加水平/

(１０－２ mg􀅰g－１)

平均回收

率/％

RSD/

％

日间相对标

准偏差/％

３′Ｇ岩藻糖基乳糖 ５０ ７９．５ ３．０ ４．５ ６′Ｇ唾液乳糖 ５０ ８０．６ ２．１ ３．０

１００ ８２．２ ２．３ ３．７ １００ ８２．８ ２．０ ２．６

５００ ８８．７ ３．０ ４．０ ５００ ９０．１ １．０ １．５

２′Ｇ岩藻糖基乳糖 ５０ ７２．５ ６．０ ８．０ 乳糖ＧNＧ四糖 ５０ ７１．３ ３．１ ４．６

１００ ７５．６ ６．３ ８．５ １００ ８２．５ ４．３ ６．１

５００ ８１．１ ５．３ ７．９ ５００ ８５．４ ３．８ ５．２

３′Ｇ唾液乳糖 ５０ ８１．２ ４．２ ５．８ 乳糖ＧNＧ新四糖 ５０ ７６．３ ５．１ ６．７

１００ ８１．７ ３．４ ４．２ １００ ８２．１ ５．４ ８．０

５００ ９０．２ ３．０ ４．０ ５００ ８６．２ ５．０ ７．２

表４　实际样品检测结果†

Table４　Determinationresultsofactualsamples mg/１００g

样品 ３′Ｇ岩藻糖基乳糖 ２′Ｇ岩藻糖基乳糖 ３′Ｇ唾液乳糖 ６′Ｇ唾液乳糖 乳糖ＧNＧ四糖 乳糖ＧNＧ新四糖

A品牌１段样品 ND ６２３ ND ND ND ３５７

A品牌２段样品 ND ５３８ ND ND ND １８６

A品牌３段样品 ND ５１０ ND ND ND １８１

B品牌乳粉样品 ND ND ND ND ND ND

C品牌特医样品 ND ND ND ND ND １５８

D品牌１段样品 ND ８５３ ７８．９ １７４ ２０６ ３５８

E品牌儿童奶粉 ND ２６０ ND ND ND ND

F品牌１段样品 ２１５ ４７２ ８５．８ ９７．３ ５８０ ２１６

G品牌深度水解样品 ND ND ND ND ND ND

H 品牌鲜牛奶 ND ２６１ ND ND ND ND

I品牌羊奶 ND ２３６ ND ND ND ND

J品牌驼奶 ND ２２８ ND ND ND ND

K品牌牛乳基粉 ND ND ND ND ND ND

　　†　“ND”表示未检出.
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３　结论
研究利用还原氨化反应将乳制品中的母乳寡糖进行

荧光标记,用适用于分离不同类型糖链的糖谱色谱柱经

液相色谱进行了分离分析,外标法定量.结果表明,该方

法的精密度和回收率均满足试验检测的要求,可用于批

量测定乳制品中６种母乳寡糖含量.鉴于目前母乳寡糖

合成的特殊性及其在乳制品中缺乏的市场现状,针对不

同年龄段的婴幼儿健康状况,开发出不同类型、有参考价

值的产品需进一步研究.

参考文献

[1] ZIVKOVIE A M, GERMAN J B, LEBRILIA C B, et al. Human

milk glycobiome and its impact on the infant gastrointestinal

microbiota[J]. Pnas, 2011, 108(S1): 4 653Ｇ4 658.

[2] BODE L. Human milk oligosaccharides: Every baby needs a sugar

mama[J]. Glycobiology, 2012, 22: 1 147Ｇ1 162.

[3] EIDELMAN A I. Breastfeeding and the use of human milk [J ].

Pediatrics, 2012, 129(3): E827ＧE841.

[4] ANDERSON J W, JOHNSTONE B M, REMLEY D T. BreastＧ
feeding and cognitive development: A metaＧanalysis [J]. American

Journal of Clinical Nutrition, 1999, 70(4): 525Ｇ535.

[5] VICTORA C G, BAHL R, BARROS A J D, et al. Breastfeeding in

the 21st century: Epidemiology, mechanisms, and lifelong effect[J].

Lancet, 2016, 387: 475Ｇ490.

[6] DUIJTS L, JADDOE V W V, HOFMAN A, et al. Prolonged and

exclusive breastfeeding reduces the risk of infectious diseases in

infancy[J]. Pediatrics, 2010, 126(1): E18ＧE25.

[7] ROLLINS N C, NDIRANGU J, BLAND R M, et al. Exclusive

breastfeeding, diarrhoeal morbidity and allＧcause mortality in

infants of HIVＧinfected and HIV uninfected mothers: An

intervention cohort study in Kwazulu Natal, South Africa[J]. PLoS

One, 2013, 8(12): 10.

[8] 逯莹莹, 刘鹏, 孙景珠, 等 . 母乳低聚糖的研究进展[J]. 中国乳品

工业, 2018, 46(12): 23Ｇ28, 33.

LU Y Y, LIU P, SUN J Z, et al. Research progress of human milk

oligosaccharides[J]. China Dairy Industry, 2018, 46(12): 23Ｇ28, 33.

[9] 刘甜甜, 徐显皓, 孔晓, 等 . 酿酒酵母代谢调控合成功能营养

品:进展与挑战[J]. 食品与生物技术学报, 2022, 41(8): 10Ｇ21.

LIU T T, XU X H, KONG X, et al. Metabolic regulation and

synthesis of functional nutrients in Saccharomyces cerevisiae:

Progress and challenges [ J ]. Journal of Food Science and

Biotechnology, 2022, 41(8): 10Ｇ21.

[10] 姜毅康, 董玲, 刘鸿飞, 等 . 母乳低聚糖与婴幼儿健康关系研

究进展[J]. 食品与机械, 2024, 40(2): 1Ｇ8.

JIANG Y K, DONG L, LIU H F, et al. Research advances on the

association between human milk oligosaccharides and infant health

[J]. Food & Machinery, 2024, 40(2): 1Ｇ8.

[11] 揭良, 苏米亚, 贾宏信, 等 . 母乳寡糖的研究进展[J]. 食品工业,

2020, 41(10): 258Ｇ261.

JIE L, SU M Y, JIA H X, et al. Recent progress in research of

human milk oligosaccharides[J]. The Food Industry, 2020, 41(10):

258Ｇ261.

[12] THURL S, HENKER J, SIEGEL M, et al. Detection of four human

milk groups with respect to Lewis blood group dependent

oligosaccharides[J]. Glycoconjugate Journal, 1997, 14(7): 795Ｇ799.

[13] 韩瑶, 吕志华, 姜廷福, 等 . 电喷雾多级串联质谱技术区分人

乳寡糖异构体[J]. 分析化学, 2006, 34(9): 1 213Ｇ1 218.

HAN Y, LU Z H, JIANG T F, et al. Application of electrospray

ionizationＧcollision induced dissociationＧtandem mass

spectrometry in differentiation isomers of human milk

oligosaccharides[J]. Chinese Journal of Analytical Chemistry, 2006,

34(9): 1 213Ｇ1 218.

[14] RUHAAK L R. Advances in analysis of human milk

oligosaccharides[J]. Advances in Nutrition, 2012, 3(3): 406SＧ414S.

[15] 陈坚, 邓洁莹, 李江华, 等 . 母乳寡糖的生物合成研究进展 [J].

中国食品学报, 2016, 16(11): 1Ｇ8.

CHEN J, DENG J Y, LI J H, et al. Advances in biosynthesis of

breast milk oligosaccharides [J]. Journal of Chinese Institute of

Food Science and Technology, 2016, 16(11): 1Ｇ8.

[16] 李晨晨, 李梦丽, 张涛 . 人乳寡糖的研究进展[J]. 食品与发酵工

业, 2021, 47(9): 284Ｇ292.

LI C C, LI M L, ZHANG T. Research progress of human milk

oligosaccharides[J]. Food and Fermentation Industries, 2021, 47

(9): 284Ｇ292.

[17] RUHAAK L R, STEENVOORDEN E, KOELEMAN C A M, et al.

2ＧPicolineＧborane: AnonＧtoxic reducing agent for oligosaccharide

labeling by reductive amination [J ]. Proteomics, 2010, 10 (12):

2 330Ｇ2 336.

[18] DALPATHADO D S, JIANG H, KATER M A, et al. Reductive

amination of carbohydrates using NaBH(OAc)3 [J]. Anal Bioanal

Chem, 2005, 381(6): 1 130.

(上接第１２页)
[25] 余璐涵, 陈旭, 蔡茜茜, 等 . 鱼糜蛋白冷冻变性规律及调控方

法研究进展[J]. 食品与机械, 2020, 36(8): 1Ｇ8.

YU L H, CHEN X, CAI X X, et al. Research progress of change

rules in freezing denaturation of surimi protein and its regulatory

methods[J]. Food & Machinery, 2020, 36(8): 1Ｇ8.

[26] KIM J S, DAMODARAN S, YETHIRAJ A. Retardation of ice

crystallization by short peptides [ J ]. TheJournal of Physical

Chemistry A, 2009, 113(16): 4 403Ｇ4 407.

[27] XIANG H, YANG X H, KE L, et al. The properties, biotechnologies,

and applications of antifreeze proteins [J ]. International Journal of

Biological Macromolecules, 2020, 153: 661Ｇ675.

[28] KHAN N M M U, ARAI T, TSUDA S, et al. Characterization of

microbial antifreeze protein with intermediate activity suggests

that a boundＧwater network is essential for hyperactivity [ J ].

Scientific Reports, 2021, 11(1): 5 971Ｇ5 971.

８５

安全与检测SAFETY &INSPECTION 总第２７０期|２０２４年４月|


