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超高效液相色谱串联质谱法测定乳制品中
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摘　要：本文建立一种超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）测定乳制品中透明质酸含量的分析方法。样品经

透明质酸酶降解，乙腈稀释，PRIME HLB 固相萃取柱净化，Waters BEH Amide（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）酰胺

柱分离，以 0.2% 氨水-乙腈（含 0.2% 氨水）为流动相梯度洗脱。采用电喷雾离子源负离子模式扫描，多反应监测

模式进行检测，外标法定量。结果表明：乳制品中透明质酸在 0.5~200 mg/kg 添加水平下回收率为 91.4%~106.2%，

RSD 为 2.3%~6.7%。方法的定量限为 0.5 mg/kg。该方法简单，适用于乳制品中透明质酸的定量检测。应用本方法

对市售乳制品中透明质酸进行检测，所测样品符合标准要求。
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Abstract：The approach combining ultra-high performance liquid chromatography with tandem mass spectrometry (UPLC-
MS/MS)  for  determining  hyaluronic  acid  in  dairy  products  was  proposed  in  this  study.  The  samples  were  degraded  by
hyaluronidase, diluted with acetonitrile, and then purified by PRIME HLB cartridge. The analysis was conducted on a BEH
Amide column (2.1 mm×100 mm, 1.7 μm) by gradient elution using 0.2% concentration of aqueous ammonia solution and
acetonitrile  (containing 0.2% ammonia) as mobile phases.  Qualification was achieved by negative electrospray ionization
with  multiple  reaction  monitoring  (MRM).  Meanwhile,  the  external  standard  method  for  quantitation  was  applied.  In
accordance  with  the  results,  the  recoveries  of  hyaluronic  acid  in  dairy  products  were  91.4%~106.2%,  and  RSDs
were  2.3%~6.7%  at  the  addition  levels  of  0.5~200  mg/kg.  Presumably,  with  a  limit  of  quantification  of  0.5  mg/kg,  the
demonstrated method was easy and feasible for quantifying the hyaluronic acid in dairy products. This method was used to
detect commercially dairy products, and the tested samples meet the standard requirements.
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透明质酸（Hyaluronic Acid，HA）是以葡萄糖醛

酸和 N-乙酰氨基葡萄糖组成的直链高分子酸性多

糖，其分子量最高可达 107 Da，也是机体内存在量最

多，唯一不含硫酸盐基团且不与蛋白质共价结合的糖

胺聚糖[1]。为提高水溶性，商品化的 HA 一般为其钠

盐，即透明质酸钠。HA 以其独特的分子结构和理化

性质，在医药、化妆品、保健品中已有广泛应用[2–6]，

近年来 HA 在普通食品中的应用也越来越受到重

视[7–9]。2021 年 1 月国家卫生健康委员会批准透明

质酸钠用于普通食品中，其中在乳及乳制品中最大使

用量为 0.2 g/kg[10]。

目前 HA 的主要定量分析方法有分光光度法[11]、

薄层色谱法[12]、酶联免疫法[13]、毛细管电泳法[14]、高

效液相色谱法[15−16]、质谱法[17−18] 等。其中，分光光度

法主要用于测定原料中 HA 的含量，其专属性较

差。高效液相色谱法是测定食品及药品中 HA 的主

要方法。由于 HA 具有不同的分子量分布，分子排

阻过滤色谱（size  exclusion  liquid  chromatography，
SEC）虽然可直接测定 HA，但其对 HA 的分子量有

一定要求。通常 HA 能够被细菌来源透明质酸酶

（Hyaluronidase，HAase）特异性降解为透明质酸不饱

和二糖（unsaturated  disaccharides  of  HA，ΔDi-HA）

（见图 1），以此可以来测定 HA 的含量[19]，但 ΔDi-
HA 的强极性以及较弱的紫外吸收，往往需要使用 2-
氨基苯甲酰胺（2-aminobenzamide，2-AB）[20]、2-氨基

吖啶酮（2-Aminoacridone，AMAC）[21]、1-苯基-3-甲
基 -5-吡唑啉酮（ 1-phenyl-3-methyl-  5-pyrazolone，
PMP）[22−23] 等试剂对 ΔDi-HA 进行衍生，以提高色谱

保留时间和灵敏度。

乳制品基质复杂，含有的大量蛋白质、糖、脂类

等物质，易对液相色谱法测定造成干扰；流动相使用

的无机酸或高浓度缓冲盐与质谱不兼容，且衍生过程

较为繁琐。目前还没有液相色谱串联质谱法测定乳

制品中 HA 的相关报道。本研究着重对分析方法进

行改进与优化，建立一种 PRIME HLB 固相萃取柱净

化，超高效液相色谱串联质谱法检测乳制品中

HA 含量的方法。本文旨在建立一种无需衍生、质谱

兼容性良好、灵敏度高的方法，可以应用于乳制品中

HA 含量的分析检测及质量控制。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

乳粉、酸奶、鲜牛奶　均购于本地超市；乙腈、

乙酸铵　色谱纯，Merck 公司；磷酸二氢钠、磷酸氢

二钠、甲酸、氨水　分析纯，国药集团化学试剂有限

公司；HA 对照品　含量 98.5%（以透明质酸钠计），

华熙生物科技股份有限公司；透明质酸酶　酶活

5000 IU/mL，华熙生物科技股份有限公司；GHP 微孔

滤膜（0.2 μm）　美国 Waters 公司。

I-class 超高效液相色谱、TQS 三重四级杆串联

质谱仪（配有电喷雾离子源（ESI）及 Masslynx 数据处

理系统）、BEH Amide 色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）、

BEH HILIC 色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.6 μm）、20 位

固相萃取仪、MAX 固相萃取柱（60 mg/3 mL）、PRIME
HLB 固相萃取柱（150 mg/3 mL）　美国 Waters 公

司；Hypercarb PGC 色谱柱（2.1 mm×100 mm，3 μm）

　Thermo 公司；FE28 型 pH 计　梅特勒-托利多公

司；涡旋振荡器　德国 IKA 公司；D-16C 高速离心机

　赛多利斯公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   样品前处理　

 1.2.1.1   提取　称取 1 g 试样于离心管中，加入 pH6.0
的磷酸盐缓冲液 5 mL，加入透明质酸酶 1 mL，混匀，

42 ℃ 酶解 2 h，水定容至 10 mL，待净化。

 1.2.1.2   净化　PRIME HLB 固相萃取法：取 1mL 酶

解液加入 4  mL 乙腈，涡旋混匀，8000  r/min 离心

10 min，取上清液过 PRIME HLB 固相萃取柱，收集

洗脱液。经 0.2 μm 滤膜过滤后，待测定。

MAX 固相萃取法：使用前依次用 3 mL 甲醇，

3 mL 水活化，3 mL 2% 甲酸水活化。取 1 mL 酶解

液过固相萃取柱，用 3 mL 水淋洗，弃去全部流出

液。用 3 mL 5% 氨水甲醇洗脱，收集洗脱液。将洗

脱液 50 ℃ 氮吹浓缩至近干，准确加入 1.0 mL 乙腈-
水（80:20）溶液溶解，涡旋混匀，用 0.2 μm 滤膜过滤

后，待测。

 1.2.2   仪器条件　

 1.2.2.1   液相色谱条件　BEH Amide 色谱柱（2.1 mm×
100 mm，1.7 μm）。柱温：40 ℃。进样量：1 μL。流

速：0.30 mL/min 。流动相：A：0.2% 氨水 B：乙腈（含

0.2% 氨水）。梯度洗脱：0.0~1.0  min，95% B；1.0~
3.5  min，70%  B；3.5~5.0  min，70%  B；5.0~5.1  min，
95% B；5.1~8.0 min，95% B。

 1.2.2.2   质谱条件　离子源：电喷雾离子源（Elec-
tronic spray ionization，ESI），负离子模式（ESI−）；毛
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图 1    透明质酸酶对透明质酸的降解

Fig.1    HA degradation by HAase
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细管电压：2 kV；离子源温度：120 ℃；脱溶剂温度：

350 ℃；脱溶剂气流速：1000 L/h；检测方式：多反应

监测（Multiple rection monitoring，MRM）模式进行检

测；母离子、子离子、锥孔电压及碰撞能量见表 1。
  

表 1    ΔDi-HA 质谱参数
Table 1    Mass spectrometry parameters of ΔDi-HA

名称 母离子 子离子（m/z） 锥孔电压（V） 碰撞能量（eV）

ΔDi-HA
378 175* −10 15
378 87 −10 25

注：*表示该物质的定量离子。
 

 1.2.3   方法学验证　取 HA 对照品 10 mg 于 10 mL
容量瓶中按 1.2.1.1 方法酶解，制得 HA 对照品酶解

液。取空白乳粉、酸奶样品按 PRIME HLB 固相萃

取前处理方法制备空白基质。乳粉、酸奶样品标准

曲线：分别使用空白基质稀释 HA 对照品酶解液，使

其含有 HA 0.01、0.05、0.1、0.5、1.0、5.0 μg/mL 的

基质线性系列溶液，绘制标准曲线。鲜牛奶样品：乙

腈水（80:20）溶液稀释 HA 对照品酶解液，使其含

HA 0.01、0.05、0.1、0.5、1.0、5.0 μg/mL 线性系列溶

液，绘制标准曲线。

分别将低浓度 HA 对照品溶液加入空白乳粉、

酸奶、鲜牛奶样品中，按信噪比（signal-noise ratio，
S/N）≥3 的浓度计算方法检出限（limit of detection，
LOD），按信噪比 S/N≥10 的浓度计算方法定量限

（Limit of quantitation，LOQ）。在空白样品中分别添

加 0.5、10、200 mg/kg 3 个浓度水平的 HA 对照品，

各浓度水平 6 个平行样本分析，计算平均回收率及

相对标准偏差。

 1.3　数据处理

使用 Masslynx（SCN  950）软件采集质谱图，

TargetLynx 处理谱图，外标法定量。Excel  2019、
Origin 2022 对数据进行处理。

 2　结果与分析

 2.1　色谱柱的选择

ΔDi-HA 具有亲水性和强极性，在常规 C18 色谱

柱上几乎不保留。多孔石墨碳色谱柱（porous grap-
hitized carbon，PGC）和亲水性相互作用色谱柱（hy-
drophilic  interaction  liquid  chromatography，HILIC）

是分离糖胺聚糖的有利工具[24–27]。Hypercarb PGC
色谱柱与硅胶基质固定相不同，其通过极性化的石墨

化碳表面与极性组分发生相互作用，而起到分离作

用。BEH Amide 和 BEH HILIC 色谱柱均属于 HILIC
模式。Amide 柱以三键键合的酰胺基（Amide）为键

合相，其耐受 pH 范围更广（pH 范围为 2~11），与
BEH HILIC 柱相比更适合使用碱性流动相。实验分

别比较了 ΔDi-HA 在 Hypercarb PGC、BEH Amide 及

BEH HILIC 色谱柱的分离效果。不同色谱柱对 ΔDi-
HA 的分离见图 2。BEH HILIC 色谱柱由于流动相

pH 使用范围限制，ΔDi-HA 出现的双峰不能被有效

抑制。Hypercarb PGC 柱虽耐受 pH 较广，且对 ΔDi-
HA 有较好的保留，但 BEH Amide 在较高有机相比

例下对 ΔDi-HA 进行洗脱，目标化合物更容易离子

化，质谱响应值更高，并且可以区分不同聚合度的

HA 寡糖。实验最终选择 BEH Amide 色谱柱用于

ΔDi-HA 的分离。
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图 2    不同色谱柱对 ΔDi-HA 的分离
Fig.2    Separation of ΔDi-HA on different columns

注：a. BEH HILIC 色谱柱；b. Hypercarb PGC 色谱柱。
 

 2.2　流动相选择

实验考察了水-乙腈、0.1% 氨水-乙腈（含 0.1%
氨水）、0.2% 氨水-乙腈（含 0.2% 氨水）、5 mmol/L
乙酸铵-乙腈、10 mmol/L 乙酸铵-乙腈、20 mmol/L
乙酸铵-乙腈对分离效果的影响。ΔDi-HA 由于变旋

现象，在溶液中以 α或 β差向异构体的形式存在，从

而导致水-乙腈体系中色谱峰出现双峰。乙酸铵并不

能抑制峰的分裂，并且随着乙酸铵浓度的增加，保留

时间逐渐延长，信号响应显著降低。α、β差向异构体

之间变旋现象可通过高 pH 或高柱温抑制[28]。实验

中氨水的加入可明显抑制色谱峰的分裂，同时在高

pH 下可以提高离子化效率，具有良好的质谱兼容性，

无需进行额外的衍生或柱后修饰即可进行质谱检

测。乙腈中氨水的加入可更好地维持体系 pH。兼

顾色谱柱的使用寿命、色谱峰峰型以及质谱的兼容

性，最终选择色谱柱温度 40 ℃，0.2% 氨水-乙腈（含

0.2% 氨水）作为流动相。不同流动相 ΔDi-HA 的总

离子流图见图 3。

 2.3　质谱条件的选择

ΔDi-HA 由于羧基的存在，在离子化时中容易失

去氢离子而形成负离子。分别对 ΔDi-HA 采用正离

子模式和负离子模式扫描，结果表明负离子模式下
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ΔDi-HA 母离子丰度更高，且背景干扰峰较少。在负

离子模式下，通过改变碰撞电压，确定特征碎片离子

峰。最终选择子离子 m/z 175、m/z 87 为定性离子，

其中含量较高的子离子 m/z 175 为定量离子。

 2.4　样品前处理条件优化

样品加入磷酸盐缓冲液使溶解，目的是使透明

质酸酶在 pH6.0 介质中保持一个高活性状态[29]。根

据称样量、酶活性，确定加入过量的透明质酸酶酶解

液 1.0 mL，42 ℃ 酶解反应 2 h[16]。乳制品中含有的

大量的脂类及蛋白质等成分，不仅会影响色谱柱的寿

命，还会引起基质效应干扰目标化合物的测定，因此

需对样品进行适当前处理。实验分别对 PRIME HLB
和 MAX 两种固相萃取法进行净化效果的比较。不

同前处理方法的回收率见图 4。从图 4 可以看出，

PRIME HLB 固相萃取柱的回收率要高于 MAX。

MAX 以聚苯乙烯/二乙烯苯为基质的阴离子交换固

相萃取柱，具有反相保留和离子交换双重保留模式。

ΔDi-HA 具有强极性及弱酸性，在 MAX 柱上的保留

较弱。而 PRIME HLB 是一种新型固相萃取吸附剂，

其组成主要为聚苯乙烯吡咯烷酮，可以很好地吸附脂

质，而对 ΔDi-HA 不保留。样品经高比例乙腈稀释

后直接通过 PRIME HLB 固相萃取柱净化，省去传统

的活化、平衡步骤[30]。同时乳制品中含有的蛋白质

可经乙腈稀释，高速离心后去除。洗脱液含有的高比
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图 3    ΔDi-HA 的总离子流图

Fig.3    Total ion chromatogram of ΔDi-HA
注：a. 水-乙腈；b. 0.1% 氨水-乙腈；c. 0.2% 氨水-乙腈；d. 5 mmol/L 乙酸铵-乙腈；e. 10 mmol/L 乙酸铵-乙腈；f. 20 mmol/L 乙酸铵-乙腈。
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图 4    不同固相萃取柱对 ΔDi-HA 回收率的影响

Fig.4    Effect of different solid phase extraction columns on the
recoveries of ΔDi-HA
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例乙腈，不需溶剂转换，即可避免色谱溶剂效应的产

生，产生较对称的峰型。

 2.5　基质效应（matrix effect，ME）
在电喷雾离子源进行离子化过程中，基质成分

和 ΔDi-HA 可以相互竞争，从而导致 ME。ME 会导

致 ΔDi-HA 的信号强度有不同程度的减弱或增强。

实验分别对乳粉、酸奶、鲜牛奶样品 ME 进行了研

究，ME 以 ΔDi-HA 在基质中峰面积（A）和相对应浓

度的纯溶剂峰面积（B）之比计算（ME（%）=A/B×
100）[31]。小于 100% 表示存在基质抑制效应，大于

100% 表示存在基质增强效应。ΔDi-HA 在乳粉、酸

奶、鲜牛奶中 ME 见图 5。从图 5 中可以看出，在鲜

牛奶样品中，基质效应不明显，而在乳粉、酸奶中的

表现出一定的基质增强效应。表明 ΔDi-HA 经过

PRIME HLB 固相萃取柱的净化，可有效去除杂质。

为进一步减轻基质效应的影响，乳粉、酸奶应采用基

质匹配法进行定量分析。
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图 5    不同样品基质效应
Fig.5    Matrix effects of different samples

 

 2.6　方法学验证

 2.6.1   标准曲线、检出限与定量限　HA 对照品的系

列浓度为 0.01、0.05、0.1、0.5、1.0、5.0 μg/mL。以

ΔDi-HA 的定量离子峰面积（y）为纵坐标，相应的质

量浓度（x，μg/mL）为横坐标进行线性回归，得到

HA 在不同基质中的线性方程及相关系数（表 2）。
在 0.01~5 μg/mL 范围内 ΔDi-HA 呈良好的线性关

系，线性方程及相关系数见表 3。将低浓度 HA 对照

品溶液加入空白样品中，以 S/N≥3 确定方法检出限

为 0.1 mg/kg，S/N≥10 确定方法定量限为 0.5 mg/kg。
  

表 2    不同样品基质线性方程及相关系数
Table 2    Linear equations and correlation coefficients of

different sample matrixes

稀释溶剂 线性方程 相关系数（r）

乳粉基质 y=741584x+4054.03 0.999
酸奶基质 y=704105x+7090.77 0.999

乙腈水（80:20） y=464851x−1180.28 0. 999
 

 2.6.2   加标回收与相对标准偏差　取乳粉、酸奶、鲜

牛奶空白样品基质，分别添加低（0.5  mg/kg）、中

（10 mg/kg）、高（200 mg/kg）3 个浓度水平的 HA 溶

液，按样品前处理，每个水平测定 6 次，计算回收率和

相对标准偏差（RSD）。由表 3 可知，乳制品中 HA 在

0.5~200 mg/kg 添加水平下回收率为 91.4%~106.2%，

RSD 为 2.3%~6.7%，回收率及精密度满足检测要求。
 
 

表 3    乳制品中 HA 的加标回收率和相对标准
偏差 RSD （n=6）

Table 3    Spiked recoveries and RSDs of HA in dairy
products (n=6)

化合物

0.5 mg/kg 10 mg/kg 200 mg/kg
回收率
（%）

RSD
（%）

回收率
（%）

RSD
（%）

回收率
（%）

RSD
（%）

乳粉 100.1 6.7 92.1 2.3 94.3 2.4
鲜牛奶 104.5 2.3 100.8 3.1 106.2 7.5
酸奶 102.3 5.3 94.7 6.8 91.4 4.8

 

 2.7　实际样品测定

以本方法的前处理条件及仪器条件对 3 件含

HA 的乳制品进行分析测定，所测样品均符合国家标

准要求，检测结果见表 4。
 
 

表 4    实际样品中 HA 含量检测结果
Table 4    Analysis results of HA in actual samples

样品 样品类型
含量（mg/kg）

（以透明质酸钠计）
相对标准偏差（%）

样品1 乳粉 170.5 5.6
样品2 鲜牛奶 190.4 5.3
样品3 酸奶 50.2 6.4

 

 3　结论
本文建立了 PRIME HLB 固相萃取超高效液相

色谱串联质谱检测乳制品中 HA 含量的方法。HA
通过细菌来源透明质酸酶特异性降解为 ΔDi-HA，乙

腈稀释后，PRIME HLB 固相萃取柱净化去除杂质，

亲水性相互作用色谱柱 BEH Amide 酰胺柱分离，超

高效液相色谱串联质谱法测定，外标法定量。本方

的检出限为 0.1  mg/kg，定量限 0.5  mg/kg；在 0.5~
200  mg/kg 浓度范围内，回收率为 91.4%~106.2%，

RSD 为 2.3%~6.7%。该方法无需衍生，流动相避免

使用高浓度盐及无机酸，具有更好的质谱兼容性，可

准确测定乳制品中 HA 的含量，为 HA 的质量把控

和质量鉴定提供有效的手段。
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