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亲水作用色谱-串联质谱法测定婴儿配方乳粉中
14 种母乳低聚糖

叶梦薇，黄 芊，冯丽凤，黄 媛，蔡小明，高 宇，王天西，潘 城*
（国家加工食品质量检验检测中心，福建省产品质量检验研究院，福建 福州 350002）

摘  要：本研究建立了亲水作用色谱-串联质谱同时测定婴儿配方乳粉中14 种母乳低聚糖的分析方法。样品经乙

醇沉淀蛋白、冷冻脱脂，以亲水作用色谱柱分离，采用超高效液相色谱-质谱多反应监测模式进行检测，外标法定

量。在优化的条件下，14 种母乳低聚糖在各自的线性范围内线性关系良好，决定系数均大于0.994，在两种乳基

试样的3 个不同加标水平下平均回收率为90.3%～109.2%、相对标准偏差为0.7%～9.7%（n＝6），方法检出限为

0.002～0.048 μg/mL。此方法具有分析速度快、稳定性好、灵敏度高的特点，能够满足婴儿配方乳粉中14 种母乳低

聚糖的快速检测需求。
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Determination of 14 Human Milk Oligosaccharides in Infant Formula Milk Powder by Hydrophilic Interaction 

Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry 
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Abstract: A method for the determination of 14 human milk oligosaccharides (HMOs) in infant formula milk powder was 

established by hydrophilic interaction liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HILIC-MS/MS). The sample was 

deproteinized by ethanol precipitation and degreased by freezing prior to separation by HILIC. The analytes were detected 

by multiple reaction monitoring (MRM) and quantified by an external standard method. Under optimized conditions, all 

HMOs showed good linear relationships within their respective concentration ranges, with determination coefficients (R2) 

greater than 0.994. The average recovery rates from blank goat’s and cow’s milk powders at three spiked levels ranged from 

90.3% to 109.2%, with relative standard deviation (RSD) in the range of 0.7%–9.7% (n = 6), and the limit of detection (LOD) 

between 0.002 and 0.048 μg/mL. The developed method is characterized by fast analysis speed, high sensitivity and good 

accuracy, and meets the requirements for the rapid detection of the 14 HMOs in infant formula milk powder.
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母乳可提供新生儿自出生至6 个月所需的全部营养物

质，是婴幼儿最佳的天然食物，人乳中低聚糖种类多样

性和含量远高于其他哺乳动物乳汁，其低聚糖含量约为

牛乳的1 000 倍，对婴幼儿的生长发育起着重要作用[1]。 

母乳低聚糖（human milk oligosaccharides，HMOs）是人

类特有且天然存在的一类低聚糖，其在母乳中的含量仅

次于乳糖和脂肪，且具有丰富的生物学功能，包括维持

肠道微生物平衡、发挥免疫调节作用、参与脑神经节苷

脂和糖蛋白构成、减少婴幼儿受病原体感染等[2-5]。当不

能实现母乳喂养时，婴儿配方乳粉作为替代品也是婴幼

儿获取低聚糖的一个重要来源，此前国内婴儿配方食品

允许添加的低聚糖为非动物源性低聚糖，如低聚果糖、

低聚半乳糖（galactooligosaccharides，GOS）、聚葡萄

糖等[6]，这些低聚糖的结构与HMOs不同，无法完全实现

HMOs的生物学功能，因此相较于母乳喂养的婴儿，采用

配方乳粉喂养的婴儿更易患上传染性疾病及免疫介导性

疾病[7-9]。为了更好地满足婴幼儿对营养的需求，目前已

有100余个国家和地区批准在婴幼儿配方食品、特殊医学

用途食品等食品中添加HMOs[10]，我国也于2023年10月将

2’-岩藻糖基乳糖（fucosyllactose，FL）和乳糖-N-新四糖

（lacto-N-neotetraose，LNnT）两种HMOs正式纳入婴儿

配方食品可添加的营养强化剂范围内[11]，未来将有更多

乳制品企业将HMOs运用到产品中，但目前国内针对婴儿

配方乳粉中HMOs含量测定的研究较少，且尚未出台相关

食品安全国家标准，考虑到市场对婴儿配方乳粉中HMOs

的检验需求和标准上的不足，构建一种具有一定前瞻性

且覆盖面较全的婴儿配方乳粉中多种HMOs快速检测方法

具有重要的意义。

HMOs是由5 个基本单糖构成的复杂低聚糖，分

别为葡萄糖（glucose，Glc）、半乳糖（galactose，

Gal）、岩藻糖（fucose，Fuc）、N-乙酰氨基葡萄糖

（N-acetylglucosamine，GlcNAc）和N-乙酰神经酰胺酸

（N-acetylneuraminic，NeuAc）。这些单糖通过不同的糖

苷键与乳糖进行连接，根据其结构可分为酸性母乳低聚

糖（sialylated human milk oligosaccharides，SHMOs）和

中性母乳低聚糖（neutral human milk oligosaccharides，

NHMOs）两大类，其中SHMOs即唾液酸化低聚糖，如

3’-唾液酸乳糖（sialyllactose，SL）、6’-SL等；NHMOs

又分为岩藻糖化低聚糖（如2’-FL、3’-FL）和非岩藻糖

化低聚糖（如LNnT）[12-15]。由于HMOs结构复杂且存在

大量同分异构体，其分离和检测具有一定的难度。根

据低聚糖极性强、挥发性差、无生色基团等特点，目

前常用的低聚糖分析方法主要分为两类，一类是直接

分析法，包括核磁共振法[16]、高效阴离子交换色谱（配

备脉冲电流检测器）（high performance anion exchange 

chromatography-pulsed amperometric detector，HPAEC-

PAD）法[17-18]、亲水作用色谱（hydrophilic interaction 

liquid chromatography，HILIC）法[19]和高效液相色谱-串

联质谱（high performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry，HPLC-MS/MS）法等[20-23]，核磁共

振法常用于低聚糖结构的表征[24]，但不适用于样品量大

且基质相对复杂的乳粉样品检测；离子色谱法和HILIC

法是糖类检测的常用方法，但存在分析时间长、前处理

操作复杂等缺点，同时奶粉基质中存在的麦芽糖糊精和

GOS会对HMOs的检测结果造成干扰[25]；HPLC-MS/MS

法具有抗干扰能力强、分析快速、灵敏度高等优点，近

年来已大量运用于低聚糖的分析和检测；另一种是经过

衍生后由配备荧光检测器（fluorescence detector，FLD）

的HPLC[26-27]或HPLC-MS/MS[28]进行分析，但衍生步骤

繁琐，衍生副产物对检测存在一定干扰。因此，本研

究拟采用HILIC-MS/MS同时测定婴儿配方乳粉中14 种

HMOs。通过对婴儿配方乳粉进行除脂、除蛋白的前处理

操作，优化LC和MS的条件，以期实现对14 种HMOs的有

效分离及定量分析，构建准确度高、复现性好、前处理

相对简便的检测方法，并为实际运用于市售婴儿配方乳

粉样品的检测、满足市场对商品化乳制品的检测需求提

供参考。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

乙醇、乙腈（均为色谱纯） 德国Merck公司；水为

纯水机制备（电阻率＞18.2 MΩ·cm）；甲酸铵（色谱纯） 

美国Thermo Fisher Scientific公司。

14 种HMOs标准品：2’-FL、3’-FL、3’-SL、6’-SL、

LNnT、乳糖-双岩藻四糖（lactodifucotetraose，DF-L）、

乳糖-N-二糖（lacto-N-biose，LNB）、乳糖-N-岩藻五糖

I（lacto-N-fucopentaose I，LNFP-I）、乳糖-N-岩藻五糖

II（lacto-N-fucopentaose II，LNFP-II）、乳糖-N-岩藻五

糖V（lacto-N-fucopentaose V，LNFP-V）、乳糖-N-新六

糖（lacto-N-neohexaose，LNnH）、唾液酸乳糖-N-四糖a

（sialyllacto-N-tetraose a，LSTa）、唾液酸乳糖-N-四糖b

（sialyllacto-N-tetraose b，LSTb）、唾液酸乳糖-N-四糖c 

（sialyllacto-N-tetraose c，LSTc）（纯度均不小于95%）  

天津阿尔塔科技有限公司。14  种HMOs的结构信息 

如表1所示。
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表 1 14 种HMOs分类及结构信息

Table 1 Classification and structural information of 14 HMOs

HMOs CAS号 相对分子
质量

结构

非岩藻糖基化
低聚糖

LNB 489-52-1 383.35 Gal(β1-3)GlcNAc

LNnT 13007-32-4 707.63 Gal(β1-4)GlcNAc(β1-3)Gal(β1-4)Glc

LNnH 64003-52-7 1 072.96 Gal(β1-4)GlcNAc(β1-6)[Gal(β1-4)GlcNAc(β1-3)]
Gal(β1-4)Glc

岩藻糖基化低
聚糖

2’-FL 41263-94-9 488.44 Fuc(α1-2)Gal(β1-4)Glc

3’-FL 41312-47-4 488.44 Gal(β1-4)[(Fuc(α1-3)]Glc

DF-L 20768-11-0 634.58 Fuc(α1-2)Gal(β1-4)[(Fuc(α1-3)]Glc

LNFP-I 7578-25-8 853.77 Fuc(α1-2)Gal(β1-3)GlcNAc(β1-3)Gal(β1-4)Glc

LNFP-II 21973-23-9 853.77 Gal(β1-3)[Fuc(α1-4)]GlcNAc(β1-3)Gal(β1-4)Glc

LNFP-V 60254-64-0 853.77 Gal(β1-3)GlcNAc(β1-3)Gal(β1-4)[Fuc(α1-3)]Glc

唾液酸化
低聚糖

3’-SL 128596-80-5 632.54 Neu5Ac(α2-3)Gal(β1-4)Glc

6’-SL 157574-76-0 632.54 Neu5Ac(α2-6)Gal(β1-4)Glc

LSTa 64003-58-5 998.88 NeuAc(α2-3)Gal(β1-3)GlcNAc(β1-3)Gal(β1-4)Glc

LSTb 64003-54-9 998.88 NeuAc(α2-6)[Gal(β1-3)]GlcNAc(β1-3)Gal(β1-4)Glc

LSTc 64003-55-0 998.88 NeuAc(α2-6)Gal(β1-4)GlcNAc(β1-3)Gal(β1-4)Glc

1.2 仪器与设备

Triple Quad 5500三重四极杆质谱仪（配置电喷雾电

离源（electro-spray ionization，ESI）及MultiQuant 3.0

数据处理系统） 美国SCIEX公司；1290 Infinity超

高效液相色谱仪 美国Agilent公司；Milli-Q超纯水机  

美国Millipore公司；涡旋混合器、高速冷冻离心机、

聚四氟乙烯（polytetrafluoroethylene，PTFE）微孔滤膜

（0.22 μm） 美国Thermo Fisher Scientific公司；超声波

振荡器 上海生析超声仪器有限公司；ACQUITY UPLC 

BEH HILIC色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）、

ACQUITY UPLC BEH Amide色谱柱（2.1 mm×100 mm，

1 . 7  μ m）、AC QU I T Y  U P L C  B E H  A m i d e色谱柱

（2.1 mm×150 mm，1.7 μm） 美国Waters公司；

CAPCELL PAK ST色谱柱（2.0 mm×150 mm） 日本

OSAKA SODA公司。

1.3 方法

1.3.1 标准溶液的配制

分别称取14 种HMOs标准品各5 mg于5 mL容量瓶

中，用纯水溶解并定容至5  mL，配制成质量浓度为 

1 mg/mL的标准储备溶液。分别取14 种HMOs标准储备液

500 μL于10 mL容量瓶中，用纯水定容至刻度，配制成质量

浓度为50 μg/mL的混合标准溶液。混合标准溶液用纯水稀

释成1 μg/mL混合标准使用液，用于仪器方法的优化。用

超纯水稀释混合标准溶液，配制成质量浓度分别为0.05、

0.1、0.2、0.5、1 μg/mL的混合标准系列工作液。14 种

HMOs标准储备液及混合标准溶液均于－20 ℃避光保存。

1.3.2 样品前处理

准确称取1 g（精确至0.001 g）乳粉样品于100 mL容

量瓶中，加入40 ℃温水40 mL，涡旋振荡30 s，放置于

40 ℃水浴锅中保持10 min，待样品充分溶解后取出，冷

却至室温，加水定容至100 mL，摇匀。取1 mL样品溶液

于10 mL容量瓶中，以乙醇定容至刻度摇匀，全部样液

转移至离心管，放入－18 ℃冰箱中冷冻静置1 h，取出后

放入冷冻高速离心机以12 000 r/min离心5 min，取上清液

1 mL，加水稀释至10 mL摇匀，经0.22 μm PTFE微孔滤膜

过滤后，上机测试。

1.3.3 基质效应（matrix effect，ME）测定

ME是影响质谱测定准确度的一个非常重要因素，

分别称取与待测乳粉样品等质量的空白羊乳粉、牛乳粉

样品，按照1.3.2节样品前处理方法，与待测乳粉样品同

批同法处理，制得空白基质溶液，用于ME分析。分别

以空白基质溶液和超纯水为溶剂，配制混合标准系列工

作液，获得两者的斜率并按照下式计算ME，当ME在

85%～115%时，可认为ME不明显[29]。

100ME/%

1.3.4 色谱条件

色谱柱：ACQUITY UPLC BEH Amide色谱柱

（2.1 mm×150 mm，1.7 μm）；柱温：35 ℃；进样体

积：2 μL；流速：0.3 mL/min；流动相A为20 mmol/mL 

甲酸铵溶液，流动相 B 为乙腈；梯度洗脱程序：

0.00～3.00 min，15.0%～40.0% A、85.0%～60.0% B；

3.00～6.00 min，40.0% A、60.0% B；6.00～6.50 min，

40.0%～15.0% A、60.0%～85.0% B；6.50～9.00 min，

15.0% A、85.0% B。

1.3.5 质谱条件

离子源：ESI；扫描方式：正离子扫描模式；检测

模式：多反应离子监测；电喷雾电压：5 500 V；离子

源温度：600 ℃；气帘气压力：30 psi；碰撞气压力：

8.0 psi；雾化气压力：55 psi；辅助气压力：55 psi。其他

质谱参数如表2所示。

表 2 14 种HMOs的质谱参数

Table 2 Mass spectral parameters used for the analysis of 14 HMOs

目标化合物
保留

时间/min
母离子
（m/z）

子离子
（m/z）

去簇
电压/V

碰撞
电压/eV

LNB 4.14/4.30 406.0 243.8*/202.9 180 36/34
2’-FL 4.96 511.2 365.2*/203.2 130 46/50
3’-FL 5.09/5.19 511.2 365.2*/203.2 130 46/50
3’-SL 5.08 656.2 365.1*/314.0 200 45/40
6’-SL 5.31 656.2 365.1*/314.0 200 45/40
DF-L 5.48 657.2 511.2*/365.2 200 53/61
LNnT 5.68 730.0 388.3*/550.2 165 67/60

LNFP-I 6.09 876.4 730.4*/550.1 200 61/75
LNFP-II 6.43 876.4 730.4*/550.1 200 61/75
LNFP-V 6.20/6.29 876.4 730.4*/550.1 200 61/75

LSTa 5.92 1 021.4 730.3*/550.4 200 54/79
LSTb 6.12 1 021.4 730.3*/550.4 200 54/79
LSTc 6.30 1 021.4 730.3*/550.4 200 54/79
LNnH 6.89 1 095.7 730.0*/964.0 200 70/50

注：*.定量离子；部分化合物存在端基差向异构体，在色谱中体现为双
峰，在保留时间栏分别列出两个峰的保留时间。
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1.4 数据统计与分析

使用MultiQuant 3.0软件对实验数据进行处理，使用

Microsoft Office Excel 2016软件进行平均值、回收率及相

对标准偏差（relative standard deviation，RSD）等数据的

分析计算，使用Origin 2018软件进行图形绘制。

2 结果与分析

2.1 仪器条件优化

2.1.1 质谱参数的优化

配制质量浓度为1 μg/mL的混合标准溶液，不经色

谱柱分离，采用外置针泵进行连续进样，直接进入质谱

仪进行条件优化。首先分别在正负离子两种模式下进行

Q1扫描，结果表明14 种HMOs在正离子模式下可形成分

子离子峰[M＋Na]＋，负离子模式下形成的分子离子峰为

[M－H]－，与文献[30]报道的结果相符。对比正负离子

模式下各化合物分子离子峰的响应强度，14 种HMOs正

离子模式下的加钠母离子峰响应强度均大于负离子模式

下的减氢母离子峰，因此选择正离子模式进行扫描。将

目标化合物母离子进一步碰撞，在产物离子扫描模式下

获得目标化合物的主要碎片离子，选择响应强度较高的

子离子为定量离子，响应强度较低的子离子作为定性离

子，最后采用多反应监测模式对去簇电压和碰撞电压等

参数进行优化，优化后的结果如表2所示。

2.1.2 色谱柱的选择

由于糖类物质的分子中存在大量羟基，这些亲水

基团使其具有更好的亲水性和极性，在反相色谱中难

以保留，因此文献中大多采用亲水作用色谱柱对糖类物

质进行分析[26,28,30]。本研究比较了ACQUITY UPLC BEH 

HILIC（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）、ACQUITY UPLC 

BEH Amide（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）、ACQUITY 

UPLC BEH Amide（2.1 mm×150 mm，1.7 μm）以及

OSAKA SODA CAPCELL PAK ST（2.0 mm×150 mm）

4 种亲水作用色谱柱对目标化合物的分离效果。如图1

所示，HILIC色谱柱和ST色谱柱对目标化合物的保留能

力较差，同分异构体无法分离，其中ST色谱柱填料粒

径较大，分离效果不佳。Amide色谱柱采用三键键合式

的酰胺官能团，对糖类物质有较好保留效果，尤其是

对目标化合物中4 组同分异构体均能实现基线分离，有

利于积分的准确性。由于还原糖在溶液中会发生变旋

现象，即产生α和β两种端基差向异构，LNB、3’-FL、

LNFP-V 3 个目标化合物的色谱峰出现了明显的分裂现

象 [31]。采用100 mm的Amide色谱柱时，由于无法完全

分离端基差向异构体从而形成肩峰，通过增大色谱柱

的长度，在一定程度上可改善其分离效果。为了更好

地展示14 种HMOs的分离情况，分别绘制了SHMOs和

NHMOs的提取离子色谱图，结果如图2所示。当使用

150 mm的Amide色谱柱时，4 组同分异构体和3 对端基

差向异构体的分离效果较好，在积分准确性上更有优

势，因此最终选择ACQUITY UPLC BEH Amide色谱柱

（2.1 mm×150 mm，1.7 μm）为分析柱。
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A～D.分别为ACQUITY UPLC BEH HILIC色谱柱（2.1 mm×100 mm，

1.7 μm）、OSAKA SODA CAPCELL PAK ST色谱柱（2.0 mm×150 mm）、

ACQUITY UPLC BEH Amide色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）、

ACQUITY UPLC BEH Amide色谱柱（2.1 mm×150 mm，1.7 μm）。

图 1 不同色谱柱条件下HMOs总离子流色谱图

Fig. 1 Total current ion chromatograms of HMOs using different 

chromatographic columns
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图 2 9 种NHMOs（A）及5 种SHMOs（B）的提取离子色谱图

Fig. 2 Extracted ion chromatograms of 9 NHMOs (A) and 5 SHMOs (B)

2.1.3 流动相的选择

由于目标化合物中存在大量同分异构体和端基差

向异构体，对色谱峰的分离程度和峰型要求较高，通

过在流动相中添加改性剂，有利于改善目标化合物的峰 

型及分离效果，在糖类物质分析中，常用的改良剂为甲

酸铵[26,30]。本研究分别考察了水-乙腈、5 mmol/L甲酸铵

溶液-乙腈、10 mmol/L甲酸铵溶液-乙腈、20 mmol/L甲

酸铵溶液-乙腈4 种流动相体系对目标化合物响应及分离

度的影响。如图3所示，在相同的流动相条件下，相对分

子质量较大的目标化合物响应强度较低，SHMOs的响

应强度低于相近分子质量的NHMOs。随着甲酸铵浓度

的增大，SHMOs的响应强度逐渐增大，NHMOs则大部

分呈现先升高后下降的趋势，多数在10 mmol/L时达到

最高。在对分离度的影响方面，以SHMOs中3 个分子

质量较大的同分异构体LSTa、LSTb、LSTc为例，当流

动相仅为水-乙腈时，保留时间短、响应强度较低且完

全无法实现分离；加入甲酸铵后，其在色谱柱上的保留

效果增强，峰型明显改善，同时响应强度增大、分离度

提高，在甲酸铵浓度为20 mmol/L时分离效果最好。此

外，其余3 组同分异构体和3 对旋光异构体的分离度均

随着甲酸铵浓度的增大而增大。虽然在20 mmol/L甲酸

铵条件下部分化合物的响应强度有所下降，但降低的程

度较小，同时考虑到较好的分离度更有利于同分异构体

积分的准确性，因此最终选择20 mmol/L甲酸铵溶液-乙

腈作为流动相。
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下标1～4.分别为20、10、5 mmol/L甲酸铵-乙腈和水-乙腈。

图 3 甲酸铵浓度对14 种HMOs质谱响应强度（A）及LSTa、LSTb、

LSTc分离程度（B）的影响

Fig. 3 Effect of ammonium formate concentration on the MS response for 

14 HMOs (A) and the separation efficiency of LSTa, LSTb and LSTc (B) 

2.2 前处理条件优化

2.2.1 蛋白质沉淀方法的选择

在进行质谱检测前，首先需要通过前处理将乳粉溶

液中的脂肪和蛋白质去除。目前常用沉淀蛋白质的方法

有等电点沉淀法[18]、乙醇沉淀法和乙腈沉淀法等[30-33]，为

了有效清除乳液中的蛋白质，同时确保目标化合物不受

影响，选择合适的蛋白沉淀方法十分重要。

等电点沉淀法是通过调节样液的pH值，当达到等电

点时蛋白质分子电荷的平衡状态被打破，导致分子间的

相互作用力减弱，进而形成沉淀。乳液中蛋白质主要为
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酪蛋白，其等电点约为4.6，本实验通过在复溶后的乳液中

加入适量的乙酸溶液，将其pH值调节至4.6±0.1，待沉淀

充分析出，样液经滤纸过滤并进行适当稀释后上机测试。

乙醇沉淀法和乙腈沉淀法是通过在样液中加入不同

浓度的有机溶剂，破坏蛋白质中氢键，使蛋白质变性，

同时破坏蛋白质胶体分子表面的水化层使分子聚集沉

淀。本实验取复溶后的乳液1 mL，分别加入体积分数

为100%、80%、60%的乙腈溶液和体积分数为100%、

80%、60%的乙醇溶液，定容至10 mL，待沉淀充分析

出，样液离心后适当稀释，上机测试。

如图4所示，采用乙腈沉淀时14 种目标化合物的回

收率随着乙腈体积分数的降低而增大，当以纯乙腈为沉

淀剂时，样液中的蛋白质会迅速沉降并团聚，形成较大

的沉淀颗粒，目标化合物与基质中的大分子发生了共沉

淀，几乎均无回收。随着乙腈体积分数的降低，沉淀产

生的速度变慢，沉淀变得更加细密，对目标化合物的影

响也逐渐变小，当乙腈体积分数为60%时，对目标化合

物的影响最小。相较之下，采用乙醇作为沉淀剂时，反

应较为温和，且不同体积分数的乙醇溶液作为沉淀剂时

目标化合物均有较好的回收，其中纯乙醇和80%乙醇溶

液回收率略好于60%乙醇溶液，且沉淀后的溶液更为澄

清。等电点沉淀法对目标化合物的回收率影响较小，

14 种目标化合物均能够较好地回收，但所产生的沉淀较

为松散，易悬浮于溶液中，通过离心较难除去，必须采

用滤纸过滤才可除尽沉淀，并且调节pH值的过程中需反

复使用pH计测定，操作相较于乙醇沉淀法更为复杂。综

合考虑几种沉淀方法对目标化合物回收率的影响、溶剂

的毒性及操作的难易程度，最终选择体积分数100%乙醇

作为沉淀剂。
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图 4 不同沉淀剂对14 种HMOs回收率的影响

Fig. 4 Effects of different precipitants on the recovery rates of 14 HMOs

2.2.2 除脂方法的优化

本研究采用冷冻法进行除脂，由于脂肪的存在会造

成一定程度的ME，从而影响目标化合物的回收率，因此

本实验对比了不同冷冻温度和时间条件对目标化合物回

收率的影响，分别测定4、－18、－21 ℃条件下30 min、

1 h、8 h、24 h后的加标回收率。结果表明，在4 ℃冷藏

条件下，冷藏8 h以上回收率较好，－18、－21 ℃冷冻

条件对回收率的影响差别不明显，冷冻1 h后即可达到

较好的回收率，综合考虑时间及成本等条件，最终选 

择－18 ℃冷冻1 h进行除脂。

2.3 ME评价

实验对比了羊乳粉和牛乳粉两种基质条件下的ME，

由表3可知，14 种HMOs在牛奶粉和羊奶粉2 种基质中的

ME介于96.1%～110%之间，说明ME不明显，因此采用

纯溶剂绘制的标准工作曲线即可满足实验的需求。

表 3 14 种HMOs的线性范围、线性方程、决定系数、LOD、LOQ及ME

Table 3 Linear ranges, linear equations, determination coefficients, 

LOD, LOQ and ME of 14 HMOs

目标
化合物

线性范围/
（μg/mL） 线性方程 R2 LOD/

（μg/mL）
LOQ/

（μg/mL）
羊乳粉
ME/%

牛乳粉
ME/%

LNB 0.05～1 y＝3 061 760x－65 642 0.999 85 0.005 0.015 98.8 96.1

2’-FL 0.05～1 y＝4 844 150x－315 988 0.999 88 0.003 0.010 101 98.9

3’-FL 0.05～1 y＝2 033 590x－228 137 0.999 73 0.002 0.007 105 103

3’-SL 0.05～1 y＝571 290x＋43 969 0.999 84 0.010 0.034 102 100

6’-SL 0.05～1 y＝1 170 590x－40 845 0.999 29 0.009 0.031 109 104

DF-L 0.05～1 y＝1 279 710x－24 477 0.999 48 0.002 0.007 101 103

LNnT 0.05～1 y＝744 452x－41 366 0.999 04 0.009 0.029 108 105

LNFP-I 0.05～1 y＝840 617x－70 232 0.994 27 0.019 0.064 106 102

LNFP-II 0.05～1 y＝91 233x－2 108 0.999 81 0.020 0.067 108 99.4

LNFP-V 0.05～1 y＝505 676x－35 058 0.997 90 0.011 0.038 110 105

LNnH 0.05～1 y＝28 397x－4 273 0.996 75 0.048 0.161 99.6 96.5

LSTa 0.05～1 y＝231 135x－3 487 0.999 84 0.011 0.036 106 98.1

LSTb 0.05～1 y＝1.025 04x－1 045 0.999 90 0.027 0.091 105 101

LSTc 0.05～1 y＝1.135 57x－1 288 0.999 96 0.033 0.111 102 99.7

2.4 方法学验证

2.4.1 标准曲线与定量分析

配制14 种HMOs的系列混合标准溶液，以峰面积为

纵坐标、质量浓度（μg/mL）为横坐标，绘制标准工作

曲线，考察目标化合物线性范围和决定系数（R2）。如

表3所示，14 种HMOs在设定的质量浓度范围内呈现良

好的线性关系，R2均在0.994以上。以RSN＝3计算检出

限（limit of detection，LOD），以RSN＝10计算定量限

（limit of quantification，LOQ），14 种HMOs的LOD在

0.002～0.048 μg/mL之间，该LOD可满足实际样品中对乳

粉中HMOs检测的需求。

2.4.2 方法的回收率和精密度

采用优化后的条件在牛乳粉和羊乳粉两种空白样

品中分别添加200、400、800 mg/100 g 3 个水平的14 种

HMOs混合标准溶液，进行6 次平行测定，计算方法的

平均回收率及RSD。由表4可知，两种奶粉基质中14 种

HMOs的平均回收率在90.3%～109.2%之间，RSD为

0.7%～9.7%，均小于10%，表明方法的准确度高、重现

性好，符合乳粉中HMOs的分析需求。
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表 4 14 种HMOs的加标回收率和RSD（n＝6）

Table 4 Recovery rates and RSD of 14 HMOs from spiked milk 

powder samples (n = 6)

目标
化合物

加标量/
（mg/100 g）

平均回收率/% RSD/%

羊奶粉 牛奶粉 羊奶粉 牛奶粉

LNB

200 95.6 99.1 6.1 6.5 

400 101.1 104.3 7.7 4.1 

800 102.4 106.6 1.5 4.7 

2’-FL

200 104.8 94.9 5.9 8.8 

400 105.1 103.1 3.8 2.3 

800 108.0 107.4 5.1 8.1 

3’-FL

200 107.6 101.2 4.3 1.6 

400 102.2 108.7 5.8 3.9 

800 101.5 102.3 1.5 5.5 

3’-SL

200 93.4 95.7 7.8 9.7 

400 105.0 106.8 2.0 1.5 

800 102.4 108.0 5.1 4.7 

6’-SL

200 104.6 92.8 2.8 2.1 

400 98.3 102.0 4.8 5.0 

800 95.5 98.0 3.8 1.1 

DF-L

200 102.3 102.1 8.9 1.6 

400 101.0 101.2 3.7 3.6 

800 97.9 91.2 1.2 2.1 

LNnT

200 96.2 96.2 1.7 7.6 

400 101.7 106.6 6.8 2.7 

800 104.3 101.4 1.9 6.1 

LNFP-I

200 105.4 108.0 4.1 2.6 

400 100.2 105.4 2.0 1.7 

800 101.9 108.9 0.8 2.3 

LNFP-II

200 101.3 98.7 0.7 1.0 

400 104.6 100.3 8.7 6.1 

800 103.3 103.2 2.6 1.1 

LNFP-V

200 109.2 102.9 0.7 5.3 

400 105.5 102.4 3.5 2.8 

800 109.0 106.8 8.7 3.8 

LNnH

200 105.1 98.9 6.3 9.5 

400 101.3 98.7 1.9 8.1 

800 99.7 103.2 8.8 5.8 

LSTa

200 100.8 107.2 2.4 7.4 

400 108.0 106.9 4.8 7.0 

800 104.4 101.0 4.9 3.2 

LSTb

200 91.9 95.4 5.9 5.4 

400 101.2 97.2 8.4 3.1 

800 103.3 103.1 3.5 4.7 

LSTc

200 95.6 90.3 5.9 5.1 

400 109.0 97.0 1.7 7.7 

800 105.4 100.7 8.2 2.8 

2.4.3 与已报道方法的比较

如表5所示，本方法较HPLC法 [18,25]前处理更为简

便，无需除乳糖、进行酶解或衍生化处理等复杂前处理

操作，仅需沉淀蛋白质、冷冻除脂后即可稀释上机。相

较于离子色谱法 [18,33]，分析时间更短，仅需9 min，同

时不受乳粉基质中GOS的干扰，在积分准确性上更具优

势。对于已报道的质谱法[28,30]，多针对人乳基质进行研

究，且所覆盖的目标化合物种类较少、灵敏度较低。综上

所述，本方法具有前处理简便、分析时间短、灵敏度高、

覆盖面广等优势，可实现对14 种HMOs的快速分析。

表 5 本方法与已报道HMOs检测方法的比较

Table 5 Comparison of the proposed method and previously reported 

methods for the determination of HMOs

基质类型
目标

化合物数量
前处理
方法

分析方法
分析

时间/min LOQ 参考
文献

婴儿配方乳粉 2 等电点沉淀法、
衍生

HPAEC-PAD
HILIC-FLD 32 1.51～12.80 μg/mL

40～11 μg/mL [18]

婴儿配方食品 7 酶解、衍生 HPLC-FLD 52 7.2～20 mg/100 g [25]
人乳 6 衍生 UPLC-MS/MS 11.7 1.5～5.0 μg/mL [28]
人乳 12 乙醇沉淀 UPLC-QQQ MS 40 / [30]
人乳 22 乙醇沉淀 HPAEC 65 / [33]

婴儿配方乳粉 14 乙醇沉淀 HILIC-MS/MS 9 0.007～0.161 μg/mL 本方法

2.5 实际样品分析

选取市售的6 款婴幼儿配方乳粉进行检测，包括三段

婴儿配方乳粉4 个（样品1～4）、四段婴儿配方乳粉1 个

（样品5）、二段婴儿配方乳粉1 个（样品6），其中样品

1～4覆盖5 种不同种类及含量的HMOs，样品5～6含有2 种

HMOs，每个样品进行2 次平行实验，结果如图5所示。部

分实测值高于明示值，其原因可能是基质本身含有该目标

分析物而使得实测值较明示值偏高。采用本方法的检测结

果均在明示值的±20%以内，符合GB 13432—2013《预包

装特殊膳食用食品标签》以及相关规定关于乳粉中营养物

质实际含量不低于明示值80%的要求，说明本研究所采用

的检测方法可满足对实际样品的测定。
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图 5 HMOs实测值与明示值的比值

Fig. 5 Ratio of measured to labeled values of HMOs in real samples

3 结 论

本研究构建一种利用HILIC-MS/MS测定婴儿配方乳

粉中14 种HMOs的快速测定方法。方法学验证表明该方

法具有良好的线性关系、较低的LOD、较高的准确度和

精密度，且方法抗干扰能力强，不受HMOs常见的干扰物

质如GOS等的影响，在实际检测中具有优势。该方法可

为婴儿配方乳粉中HMOs的添加明示值提供科学的检验依

据，为相关监管部门对婴儿配方乳粉中HMOs的监测提供

技术支持，具有良好的应用前景。
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