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基于2 种衍生化方法对牛乳中寡糖的 
高效液相色谱-质谱联用分析

陈新新1,2，芦 晶2，刘 鹭2，逄晓阳2，张书文2，李 诚1,*，吕加平2

（1.四川农业大学食品学院，四川 雅安 625014；2.中国农业科学院农产品加工研究所，北京 100193）

摘  要：利用Sep-Pak C18柱和石墨化碳柱对已脱脂和除去蛋白质的牛乳进行分离纯化，并采用1-苯基-3-甲基-5-唑啉

酮（3-methyl-1-phenyl-2-pyrazolin-5-one，PMP）和2-氨基吖啶酮（2-aminoacridone，AMAC），2 种衍生化试剂对

其进行衍生化处理，通过高效液相色谱进行优化，AMAC衍生化的结果（约有67 个峰）明显优于PMP衍生化的结

果（约20 个峰），最终确定AMAC为最佳衍生化试剂，并利用最终优化好的高效液相色谱条件，采用高效液相色

谱-串联离子阱飞行时间质谱对牛乳中寡糖进行测定，最终测得7 种乳寡糖并获得该7 种乳寡糖的单糖组成。
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Abstract: In the present study, Sep-Pak C18 and porous graphitized carbon column chromatographies were sequentially 

used to separate and purify oligosaccharides from defatted and deproteinated milk. After derivatization with phenyl-3-

methyl-5-pyrazolone (PMP) or 2-aminoacridone (AMAC), the oligosaccharides were analyzed by high-performance liquid 

chromatography ion trap time of flight tandem mass spectrometry (HPLC-IT-TOF-MS). AMAC was a better derivatization agent 

than PMP, since they produced about 67 and 20 chromatographic peaks, respectively. Finally, seven lacto-oligosaccharides were 

identified under optimized HPLC conditions, and their monosaccharide compositions were determined.
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牛乳中含有4.5%的碳水化合物，其中乳糖的含量超

过80%，寡糖含量约占总糖含量的4%。研究发现游离寡

糖是哺乳动物乳汁中除乳糖和脂肪外种类最为丰富的固

形化合物[1]。乳寡糖是由3～10 个单糖通过糖苷键共价连

接的碳水化合物聚糖，构成牛乳寡糖的单糖包括葡萄糖

（glucose，Glc）、半乳糖（galactose，Gal）、N-乙酰葡

糖胺（N-acetylglusamine，GlcNAc）、岩藻糖（fucose，

Fuc）、N-乙酰神经氨酸（N-acetylneuraminic acid，
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NeuAc）和N-羟乙酰神经氨酸（N-glycolylneuraminic 

acid，NeuGc），大多数的牛乳寡糖都有一个乳糖核心

（Gal（β1-4）Glc）[2-3]。乳制品特别是婴儿配方奶粉、

食品工业及功能食品制造商确定为牛奶中的低聚糖是一

种新颖、有高潜力的生物活性食品配料。研究发现，乳

寡糖作为益生元可以刺激肠道有益细菌的生长如新生儿

肠道内双歧杆菌，改善微生态，从而降低婴幼儿患病风

险，如腹泻，脑膜炎和中耳炎等 [4-8]。鉴于乳寡糖特定

的生理功能，人们开始关注乳寡糖的研究。由于牛乳寡

糖种类繁多且结构复杂，目前对牛乳寡糖结构的解析较

少，且国内对牛乳寡糖的测定方法鲜有报道。高效液相

色谱、生物质谱以及液相色谱-质谱联用技术是目前分析

寡糖的有效的工具[9-11]。

寡糖衍生化可有效改善寡糖光学吸收及质谱检测的

离子化效率，提高其分析的灵敏度[12-14]。本实验对分析

牛乳寡糖的衍生化试剂及高效液相色谱分析条件进行优

化，通过最佳衍生化试剂2-氨基吖啶酮的柱前衍生化法

进行高效液相色谱-串联离子阱飞行时间质谱分析，以期

建立牛乳寡糖结构解析及含量测定的可行方法。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

牛乳采自北京市某牛场初次泌乳且泌乳4 个月的

荷斯坦牛；乙腈、甲醇（均为色谱纯） 美国Fisher 

公司；二甲基亚砜（色谱纯） 美国Corning公司；硼

氰化钠（色谱纯） 美国阿拉丁公司；冰醋酸、无水乙

醇、三氟乙酸（trifluoroacetic acid，TFA）等其他试剂均

为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

Xbridge氨基色谱柱（4.6 mm×150 mm，3.5 μm）、

Sep-Pak C18柱（500 mg/4 mL） 美国Waters公司；石墨

碳柱（150 mg/4 mL） 美国Grace公司；MVS-1涡旋混

合器 北京金北德工贸有限公司；3K15离心机 美国

Sigma公司；ZLS-4真空旋转蒸发仪 湖南赫西仪器装备有

限公司；20AD高效液相色谱-串联离子阱飞行时间质谱仪  

日本岛津公司；U L U P - I V - 1 0 T超纯水装置  西安 

优普仪器设备有限公司；PHS-3C型pH计 成都世纪方

舟科技有限公司。

1.3 方法

1.3.1 牛乳寡糖的提取

取10 mL牛乳，于10 ℃、105×g超高速离心90 min，

除去底部的酪蛋白和上层的脂肪，取5 mL中间水层加入

10 mL无水乙醇，4 ℃放置2 h，于4 ℃、1 503×g离心

30 min（重复2 遍）后取上清液，然后用浓缩仪浓缩干

燥，即为牛乳寡糖粗品[4]。

1.3.2 牛乳寡糖的纯化及富集

分别采用Sep-Pak C18柱和石墨化柱对浓缩后的液体

进行分离纯化，具体操作：用5 mL甲醇平衡Sep-Pak C18

柱，然后用10 mL 0.1% TFA溶液洗Sep-Pak C18柱
[15]。

将干燥的牛乳寡糖粗品溶于200  μL  0.1% TFA溶

液，然后上样到Sep-Pak  C18柱。收集过柱液体，用

200 μL 0.1% TFA溶液润洗收集试管，将收集的液体加入

Sep-Pak C18中，收集过柱液体，此步骤重复2 次。最后用

3 mL 0.1% TFA溶液冲洗Sep-Pak C18，收集过柱液体，所

得到收集液体为牛乳寡糖样品。

牛乳寡糖的除盐富集采用石墨化柱，除盐步骤也分

为活化、平衡、载样过柱、脱盐、洗脱等，依次用3 倍柱

体积的80%乙腈溶液（含0.1% TFA）和纯水通过柱体；

将上一步的收集液上样，控制流速约0.5～1.0 mL/min

（重复此步骤）；用3 倍柱体积的纯水通过柱体，为吸附

于柱底PGC填料上的寡糖除盐；最后用0.5 mL 10%乙腈

溶液（含0.1% TFA）、20%乙腈溶液（含0.1% TFA）、

40%乙腈溶液（含0.1% TFA）将寡糖分步洗脱，收集洗

脱液浓缩冻干用于衍生化。

1.3.3 牛乳寡糖衍生化试剂的选择及高效液相色谱条件

的优化

1.3.3.1 牛乳寡糖1-苯基-3-甲基-5-唑啉酮的衍生化

将上一步干燥后的样品溶于 5 0  μL氨水，加入

50 μL 1-苯基-3-甲基-5-唑啉酮-甲醇溶液（0.5 mol/L），

70 ℃条件下反应35 min，反应后冷却到室温，然后加入

1 mL的超纯水进行真空干燥（此步骤重复2 次），向干

燥的物质中分别加入1 mL的超纯水和1 mL的氯仿，用涡

旋仪充分混合后静置，除去有机相（此步骤重复3 次），

将最后得到的水相15 493×g离心2 min，抽取上清液用超

纯水稀释10 倍后用于高效液相色谱优化分析[17]。

1.3.3.2 牛乳寡糖2-氨基吖啶酮的衍生化

2-氨基吖啶酮是公认的荧光疏水性的标记分子，被

成功地用于衍生和分离各种复杂的寡糖[16-17]。干燥后的

样品用2-氨基吖啶酮衍生化，即将纯化后干燥的牛乳寡

糖溶于50 μL 0.1 mol/L 2-氨基吖啶酮（用冰醋酸和二甲基

亚砜按3∶17的体积比溶解），2-氨基吖啶酮的氨基与糖

的还原端（醛基）发生亲核反应，生成Schiff碱，其次加

入50 μL新鲜配制的1 mol/L硼氰化钠溶液，上一步生成的

Schiff碱随即被硼氰化钠专一地还原成稳定的二级胺。反

应后经11 000×g离心3 min，然后在45 ℃温度条件下反

应4 h，最后加入150 μL 50%二甲基亚砜溶液直接用于高

效液相色谱优化分析[18]。

1.3.3.3 高相液相色谱条件

XBridge氨基柱（250 mm×4.6 mm，3.5 μm）；流

动相A：乙腈，流动相B：10 mmol/L的甲酸铵（pH 4.5）

溶液；流速0.5 mL/min；柱温35 ℃；检测波长254 nm



164  2017, Vol.38, No.10             食品科学	 ※成分分析

（采用紫外检测器）；梯度洗脱条件为：0～27 min，

95%～85% A；27～29 min，85% A；29～31 min，

85%～84% A；31～33 min，84% A；33～37 min，

84%～83% A；37～48 min，83%～79% A；48～64 min，

79%～73% A；64～66 min，73% A；66～74 min，

73%～69% A；74～78 min，69%～68% A；78～85 min，

68%～65% A。

1.3.3.4 质谱条件

电喷雾离子源，正离子模式；喷雾电压为4.5 kV；

负离子模式喷雾电压为－3.5 kV。一级、二级离子质量

扫描设为m/z 300～1 000和m/z 1 000～2 000。加热模块和

曲形脱溶剂管温度均为200 ℃，氮气流速为1.5 L/min，

离子累计时间为10 ms。高纯度氩气作为碰撞诱导解

离及冷却气，检测器电压为1.58 kV。离子阱真空度 

1.1×10－2 Pa，飞行时间真空度1.2×10－4 Pa。检测模

式正、负离子切换检测[19]。

2 结果与分析

2.1 衍生化产物的结构

2.1.1 1-苯基-3-甲基-5-唑啉酮试剂的衍生化

一分子的1-苯基-3-甲基-5-唑啉酮和糖类物质的还原

端发生缩合反应，在加热条件下失水生成不饱和的单分

子衍生物，然后继续与另一分子的1-苯基-3-甲基-5-唑啉

酮发生Micheal 1,4加成，最终使糖物质加上2分子的1-苯

基-3-甲基-5-唑啉酮，反应式如图1所示[20]。
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图 1 1-苯基-3-甲基-5-唑啉酮与寡糖的衍生化反应原理

Fig. 1 Derivatization reaction mechanism of oligosaccharides with PMP

2.1.2 2-氨基吖啶酮试剂的衍生化

还原胺化法是在糖链的还原端上引入发色基团的最

通用方法。先是2-氨基吖啶酮的氨基与糖的还原端发生

亲核反应，消除一分子水后生成Schiff碱，然后Schiff碱

随即被硼氰化钠专一地还原成二级胺，在众多衍生化方

法中，还原胺化法由于产物稳定，是常用的衍生化方法

之一，该衍生化方法稳定、衍生后可提高糖的检测灵敏

度，反应过程如图2所示[21]。
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图 2 2-氨基吖啶酮与寡糖的衍生化反应原理

Fig. 2 Derivatization reaction mechanism of oligosaccharides with 2-AMAC

2.2 衍生化试剂及高效液相色谱条件的确定
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图 3 1-苯基-3-甲基-5-唑啉酮衍生化（a～c）和2-氨基吖啶酮衍生化

（d、e）牛乳寡糖高效液相分离图谱

Fig. 3 HPLC profiles of PMP- (a, b and c) and AMAC- (d and e) 

derivatized milk oligosaccharides under different conditions

对牛乳寡糖进行1-苯基-3-甲基-5-唑啉酮衍生化后

进行高效液相色谱条件的优化，根据XBridge氨基柱的

特性，初次设定流动相条件为：梯度洗脱0～40 min，

95%～65% A，如图3a所示。根据图3a并参照高效液相

色谱分离的原则和XBridge氨基柱的特点进行后续的高

效液相色谱条件的优化，选取部分优化结果见图3b，梯

度洗脱条件为0～10 min，90%～70% A；20～40 min，

70%～60% A，图3c梯度洗脱条件为20～40  min，

70%～65% A。从部分优化结果来看，图3a峰形较标准且

大小峰有20 个左右，故将图3a流动相条件设为最佳色谱

条件，即梯度洗脱0～40 min，95%～65% A。

对牛乳寡糖进行2 -氨基吖啶酮衍生化后进行高

效液相色谱条件的优化，根据X B r i d g e氨基柱的特

性，初次设定流动相条件为：梯度洗脱0～50 min，

95%～65% A，结果见图3d。根据图3d参照高效液相色

谱分离的原则和XBridge氨基柱的特点进行后续的高效

液相色谱条件的优化，最终获得最优高效液相色谱条件

为：梯度洗脱0～27 min，95%～85% A；27～29 min，

85% A；29～31 min，85%～84% A；31～33 min，

84% A；33～37 min，84%～83% A；37～48 min，

8 3 % ～ 7 9 %  A ； 4 8 ～ 6 4  m i n ， 7 9 % ～ 7 3 %  A ；

64～66 min，73% A；66～74 min，73%～69% A；

7 4 ～ 7 8  m i n ， 6 9 % ～ 6 8 %  A ； 7 8 ～ 8 5  m i n ，

68%～65% A。由图3e可知，所得各峰相对规则，分离效

果较优，约有67 个峰，达到了尽可能多的鉴定出牛乳寡

糖成分的条件。

从2 种衍生化试剂所得的最佳色谱图谱来看2-氨基吖

啶酮衍生化效果比较好，且1-苯基-3-甲基-5-唑啉酮在衍

生化过程中反应程度难以控制[22]，并没有2-氨基吖啶酮

衍生化产物稳定，故将2-氨基吖啶酮作为本实验的衍生

化试剂。

2.3 质谱分析

将衍生化后的牛乳寡糖用优化好的流动相条件通过

高效液相色谱-串联离子阱飞行时间质谱测定，由于寡糖

质量扫描范围为m/z 300～2 000，为获得更好的精确度，将

其分为两部分进行正负离子模式扫描，分别为质量扫描范

围为m/z 300～1 000（图4a）和m/z 1 000～2 000（图4b）。
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1. Gal-GlcNAc-2Gal-Glc；2. HexNAc-4Gal-Glc；3. 2HexNAc-

2Gal-Glc。HexNAc为乙酰氨基己糖（N-acetylhexosamine）。

b.质量扫描范围m/z 1 000～2 000

图 4 不同质量扫描范围高效液相色谱图

Fig. 4 HPLC profiles in different m/z ranges

在质量扫描范围为m/z 300～1 000的质谱测定中共鉴

定6 种糖成分，其中4 种为寡糖，其余为单糖和双糖；质

量扫描范围为m/z 1 000～2 000的质谱测定中鉴定出3 种

乳寡糖。2 个扫描段共测定出7 种乳寡糖；本实验正负

离子模式同时进行，寡糖大部分在负离子模式下电离出

峰，其中正离子模式下共测到3 种乳寡糖，负离子模式测

到4 种，寡糖在负离子模式下测定结果相对较好。实验所

测得的7 种乳寡糖结构如表1所示。

随后，通过电喷雾离子-串联质谱对分析出的寡糖进

行糖单元组成的确定。构成牛乳寡糖的单糖包括Glc、

Gal、GlcNAc、Fuc、NeuAc和NeuGc。根据断裂碎片的

质荷比（m/z）可以判断寡糖的单糖组成 [23-25]。用二级

质谱分析2-氨基吖啶酮标记的牛乳寡糖时，质荷比相差

162的碎片表示存在Hex，质荷比相差146的碎片表示存

在Fuc，质荷比相差203和291的碎片表示存在HexNAc和
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NeuAc[26-27]。6’-NeuGcLacNAc是牛乳中酸性寡糖，图5a

为正离子模式下的6’-NeuGcLacNAc（m/z 885.294 8，保

留时间79.503 min）的一级图谱。可以看出其准分子为 

m/z 885.294 8[M＋H]＋峰。为确证其结构组成对其进行电

喷雾离子-串联质谱分析，碰撞能量为32 eV，得到的二级

图谱如图5b所示。

表 1 7 种牛乳寡糖的结构

Table 1 Structural analysis of 7 milk oligosaccharides

保留时间/min
（m/z 300～1 000）

理论质
荷比

实验所得
质荷比

寡糖 单糖组成

25.893 375.16 375.155 6 monosaccharide Hex

29.283 375.16 375.150 8 monosaccharide Hex

31.803 375.16 375.150 5 monosaccharide Hex

40.083 537.206 5 537.202 1 disaccharide 2Hex

44.313 537.206 5 537.203 6 disaccharide 2Hex

49.293 537.206 5 537.202 8 disaccharide 2Hex

 57.423* 576.143 576.180 8 N-acetyllactosamine Gal-GlcNAc

 60.783* 900.248 900.335 5 lacto-N-neotetraose Gal-GlcNAc-Gal-Glc

60.164 742.21 740.276 8 α3’-GalNAcL（β3’-GalNAcL、
β6’-GalNAcL和β-GlcNAclactose） GalNAc-Gal-Glc

62.313 742.21 740.277 4 α3’-GalNAcL（β3’-GalNAcL、
β6’-GalNAcL和β-GlcNAclactose） GalNAc-Gal-Glc

79.503 885.233 885.294 8 6’-NeuGcLacNAc NeuGc-Gal-GlcNAc

 37.203* 1 062.301 1 062.247 lacto-N-novopentaose Gal-GlcNAc-2Gal-Glc

44.327 1 226.354 1 226.694 N/A HexNAc-4Gal-Glc

 76.096* 1 103.328 1 103.334 N/A 2HexNAc-2Gal-Glc

注：*.负离子模式下检测到的乳寡糖；N/A.无具体名称。
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图 5 6’-NeuGcLacNAc（a、b）和α3’-GalNAcL（c、d） 

在正离子模式下质谱图

Fig. 5 Mass spectra in positive ion mode of 6’-NeuGcLacNAc (a and b) 

and α3’-GalNAcL (c and d)

由 图 5 a 、 b 可 见 ， 在 正 离 子 模 式 下 ，

6’-NeuGcLacNAc产生2 种碎片离子，分别是m/z 561.197 4 

和m/z 397.132 5。m/z 561.197 4是由母离子m/z 885.294 8

断裂一分子的NeuGc（质量数324）形成，m/z 397.132 5

（一分子的GlcNAc加一分子2-氨基吖啶酮）是离子m/z 

561.197 4失去一分子的Gal和2 个氢离子产生的，由此可

知6’-NeuGcLacNAc由一分子的NeuGc、一分子的Gal和一

分子的GlcNAc组成（断裂方式见图5b）。

根据文献报道α3’-GalNAcL存在3 个同分异构体，

分别为β3’-GalNAcL、β6’-GalNAcL和β-GlcNAclactose。

图5c为α3’-GalNAcL（β3’-GalNAcL或β6’-GalNAcL或

β-GlcNAclactose m/z 742.289 2，保留时间62.313 min）

正离子模式下的一级图谱。可以看出其准分子为m /z 
742.289 2 [M＋H]＋峰。为确证其结构组成对其进行电

喷雾离子-串联质谱分析，碰撞能量为30 eV，得到的

二级图谱如图5d所示。在正离子模式下，α3’-GalNAcL

（β3’’-GalNAcL、β6’-GalNAcL和β-GlcNAclactose）

产生4 种碎片离子，分别是m/z 580.243 3、562.237 8、

415.115 2、235.076 8。m/z 580.243 3是母离子断裂一分

子的Glc产生的，m/z 562.237 8是由m/z 742.289 2失去一

分子的Glc和一分子的H2O（质量数162＋18）得到的。 

m/z 415.115 2是一分子的HexNAc加上一分子的2-氨基

吖啶酮得到的（即由母离子断裂2 个Hex得到）。m/z 

235.076 8是由m/z 415.115 2断裂一分子的Gal产生。由此

可以得出α3’-GalNAcL（β3’-GalNAcL、β6’-GalNAcL和

β-GlcNAclactose）由一分子的Gal、一分子的Glc和一分

子的HexNAc组成，断裂方式见图5d，如果需要区分同分

异构体需要进一步的实验确定。采用类似的质谱解析技

术，通过二级质谱分析确定了其余5 种寡糖的结构。由于

乳寡糖含量极低使对其的测定分析存在极大挑战。采用

该方法可以快速鉴定出牛乳中含量较丰富的寡糖成分，

该实验结果与Dallasd[28]、Sundekilde[29]等实验结果一致，

为鉴定其他的未知峰以便测定更多的乳寡糖成分，可以

将其他峰分别收集进行基质辅助激光解吸离子化-傅里叶

变换离子回旋共振质谱和高效液相色谱-芯片/四极杆-飞

行时间质谱分析[2,30]。
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3 结 论

采用分段质谱扫描分析可以准确鉴定牛乳中寡糖成

分，并达到了预期的测定结果。二级质谱的分析也进一

步确定了寡糖的单糖组成。由于本实验只做到电喷雾离

子-串联质谱，并不能更好区分同分异构体和获得寡糖单

糖组成的键位结构，如需具体的结构信息需要后续的测

定分析。

综上所述，通过对原料乳脱脂、除蛋白，分离纯化

后进行2-氨基吖啶酮衍生化并采用高效液相色谱技术实

现了对牛乳寡糖的有效分离。采用高效液相色谱-串联离

子阱飞行时间质谱对牛乳中寡糖进行测定，鉴定了7 种牛

乳寡糖并实现了对该7 种牛乳寡糖结构组成的分析。结果

表明，本实验方法简单可行、可用于牛乳寡糖的分离和

测定。
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