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摘要!建立了超高效液相色谱结合飞行时间质谱法分析成熟母乳中主要神经节苷酯双唾液酸神经

节苷酯OF3 和单唾液酸神经节苷酯 Ob3 的含量% 通过 R#% 柱将不同结构的神经节苷酯进行分

离!并在-JT负离子模式下进行分析% 用外标法对OF3 和 Ob3 进行了定量!并对该方法进行方法

学验证% 结果表明&神经节苷酯OF3'Ob3 分别在 4 f!""

!

B>/S和 "7# f#"7"

!

B>/S范围内线性

关系良好!相关系数均大于等于 "7',! "!神经节苷酯OF3 和Ob3 的定量限分别为 !7*4

!

B>/S和

"7!'

!

B>/S!加标回收率为 '!7#4E f###7*%E!精密度小于等于 ,7"*E% 成熟母乳中神经节苷酯

OF3 和Ob3 含量分别为"'7,# l373!$

!

B>/S和"!7"% l#73'$

!

B>/S#& 种婴幼儿配方奶粉中OF3

含量略高于成熟母乳!但未检出Ob3%
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++神经节苷酯是一种酸性鞘糖脂$由疏水神经

酰胺核和亲水低聚糖链组成$具有不同数量的唾

液酸基& 神经酰胺由鞘氨醇和脂肪酸组成$随链

长和饱和度而变化)# $3*

!唾液酸基如正乙酰神经

氨酸"N$08=]C2;=V\0/1;18081[$N=V4(8#通过糖苷

键与单糖单位或另一个唾液酸基连接而成"见图

##

)&*

& 神经节苷酯在神经组织中以较高浓度存

在)4*

$但在体液和母乳中也存在较低浓度的神经节

苷酯), $%*

& 目前已经有很多关于具有特定功能的神

经节苷酯的研究& 神经节苷酯在记忆形成%稳定神

经元回路%突触传递%细胞间信号识别和跨膜信号转

导中起重要作用)' $#"*

& 母乳中的神经节苷酯是新

生儿正常神经元发育必不可少的生物活性化合

物$它们可能调节免疫系统$支持肠道成熟$抗肠

道病原体黏附$并刺激婴儿肠道中双歧杆菌的增

殖)## $#!*

& 双唾液酸神经节苷酯 OF3 "N=V4(8$

N=V4(8$B0208]9_=$B2V89_=$8=\0/1[=#和单唾液酸

神经节苷酯 Ob3 "N=V4(8$B0208]9_=$B2V89_=$

8=\0/1[=#是乳和乳制品中神经节苷酯组分的主要

成分& 通常将产后 " f* [ 分泌的乳汁称为初乳$

* f#& [ 分泌的乳汁称为过渡乳$#4 [ 之后分泌的

乳汁称为成熟乳& OF3 是人初乳和婴儿配方奶粉

中的主要神经节苷酯$可占神经节苷酯总量的

4"E f%"E$而Ob3 则以微量存在& 从过渡乳到成

熟乳$母乳中Ob3 含量逐渐增加到 4"E以上$OF3

含量下降)#3*

&

图 <=神经节苷酯MK? 和M!? 的化学结构

++目前液相色谱 "SR#或者超高效液相色谱

"UGSR#是近年来应用较为广泛的测定神经节苷酯

的技术$与薄层层析 "ISR#

)#$ #&*和高效薄层层析

"HGISR#等)#3$ #4 $#'*传统方法相比$具有更高的灵

敏度%选择性和重现性$结合质谱技术的应用)!" $!**

$

使神经节苷酯的分离测定有了很大突破& 但母乳中

神经节苷酯含量较低且基质成分复杂$从中提取神

经节苷酯较为困难$目前并没有关于母乳中神经节

苷酯测定的官方方法$故关于母乳中神经节苷酯含

量的数据较少)#3$ !%*

& 基于神经节苷酯的生物学功

能$对母乳中神经节苷酯进行深入研究具有重要

意义&

基于此$本文研究采用超高效液相色谱结合飞

行时间质谱法"UGSR$IMP$bJ#对成熟母乳和婴

儿配方奶粉中的 OF3 和 Ob3 进行快速定量分析$

以期为提高婴儿的营养状况以及婴幼儿配方奶粉产

业的发展提供数据支持&

<=材料与方法

#7#+实验材料

母乳样品均为成熟乳$由国内 ' 位健康母亲提

供$均为足月生产$样品采集后保存至 $%"i冰箱

中$!& K内进行分析检测& 婴儿配方奶粉均由相关

官方旗舰店购入$基本信息如表 # 所示&

甲醇%氯仿等均为分析纯$上海国药集团化学试

剂有限公司!甲醇%乙酸铵均为色谱纯$美国 J1B/0

公司!源于牛乳的 Ob3 标准品"纯度 u'%E#%OF3

标准品"纯度u'%E#$瑞典S0\9[0;公司&

33#
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表 <=婴儿配方奶粉基本信息

样品编号 配方中的油脂成分 脂肪含量>"B>#"" B# 其他

# 精炼植物油%(̀ (%FH( !*7" 浓缩乳清蛋白粉

! 植物油%大豆卵磷脂 #%7* 浓缩乳清蛋白粉

3 全脂牛乳粉%高油乳清粉"脱盐乳清%稀奶油%植物油%磷脂#%(̀ (%FH( !474 乳清蛋白粉

& 全脂牛乳%稀奶油%植物油%金枪鱼油%(̀ ( !*7" 浓缩乳清蛋白粉

+注'(̀ (为花生四烯酸油脂$FH(为二十二碳六烯酸油脂&

++(86V1]C超高效液相色谱仪 "UGSR#% JC;0X]

IMP$bJ质谱仪$美国 D0]=\_公司!J-%#! 型氮吹

仪$上海安谱实验科技股份有限公司!ISR硅胶板

"ISRJ12180B=2," P

!4&

$!" 8/k!" 8/#$德国b=\8@

公 司! R=;]\1:VB=4%#" 离 心 机$ 德 国 -XX=;[9\:

公司&

#7!+实验方法

#7!7#+乳中神经节苷酯的提取

根据 P9;B等)!'*的方法提取神经节苷酯$并稍

作改动& 取 "74 /S母乳或乳状液于 #4 /S离心管

中$其中乳状液由 # B"精确至 "7""" # B#婴儿配方

奶粉与 #" /S",4 l4#i的水混合至完全分散后冷

却制成& 加入 # /S水混合均匀后$在室温下加入

!7*" /S甲醇和 #734 /S氯仿& 将该混合物在摇床

上轻轻摇动 3" /1;$然后在 ! """ \>/1; 下离心 !"

/1;& 将上清液转移至 #4 /S离心管中$使用 "74

/S水和 ! /S氯仿$甲醇"体积比 #q!#再次萃取沉

淀$混合并离心"! """ \>/1;$!" /1;#后$合并上清

液$弃去沉淀& 向上清液中加入 #73 /S水并轻轻倒

置 3 f& 次$然后于 ! """ \>/1; 下离心 3" /1;& 将

上层相转移至 #" /S离心管中& 将 "74 /S"7"#

/92>SLR2溶液添加到下层相中$并于 ! """ \>/1;

下离心 !" /1;& 将上层相合并到 #" /S离心管中$

氮吹至干$加入 "74 /S色谱级甲醇复溶$待UGSR$

IMP$bJ分析&

#7!7!+UGSR$IMP$bJ分析条件

(6V1]C)-HR#% 柱"4" /k!7# //$#7*

!

/#!

流动相 (为 # /92>S甲醇 $乙酸铵溶液"体积比

#""q##$流动相)为 # /92>S甲醇$水$乙酸铵"体

积比 %4q#4q##!梯度洗脱程序为 " /1; #""E)$#"

/1; #""E($#! /1; #""E($#!7# f#4 /1; #""E)!

流速 "7! /S>/1;!进样量 !

!

S& 电喷雾电离"-JT#

源!毛细管电压和锥孔电压分别为 37" @g和 34 g!

离子源温度和去溶剂化温度分别为 #""i和

&""i!碰撞气体为氩气$去溶剂化气体流速 *""

S>K& 在测量模式下收集 6>74" f# 4"" 之间的

数据&

#7!73+神经节苷酯分析方法验证

为了探明基质的影响$采用不同母乳样品对本

方法进行验证$评价其线性范围%检出限"SMF#%定

量限"SMo#%加标回收率和精密度& 将Ob3 和OF3

标准品用色谱级甲醇逐级稀释 4 个梯度$分别进样$

其中OF3 标准品溶液的质量浓度分别为 4%#"%4"%

#""%!""

!

B>/S$Ob3 标准品溶液的质量浓度分别

为 "7#%"74%#7"%47"%#"7"

!

B>/S& 将所得的总离

子流图上各类神经节苷酯的峰面积对质量浓度作

图$绘制标准曲线$计算回归系数& 每个样品重复 3

次$取平均值作为最终的峰面积& 将 OF3 和 Ob3

标准品溶液逐级稀释$在总离子流图上$取信噪比为

3 时对应的质量浓度为SMF$信噪比为 #" 时对应的

质量浓度为SMo& 对 3 个不同质量浓度水平的OF3

和Ob3 溶液的加标回收率进行了研究& 根据前期

测得的样品中 Ob3%OF3 的含量范围$在同一母乳

样品中加入低%中%高水平 "#"%4"%#""

!

B>/S的

OF3$3%4%*

!

B>/S的 Ob3#的神经节苷酯标准溶

液$另选一份母乳样品作为对照$对加标样品按 #7

!7# 方法提取后进样分析& 方法的精密度通过对样

品重复检测得出$日内精密度由样品平行检测 3 次

计算重复性所得$日间精密度通过连续 3 [ 检测同

一样品所得&

>=结果与讨论

!7#+神经节苷酯的定性

在-JT

$条件下$溶于甲醇溶液的 Ob3 和 OF3

可以产生高丰度的单电荷)b$H*

$或双电荷)b$

!H*

! $准分子离子& 神经节苷酯的质谱图根据神经

酰胺部分脂肪酸和鞘氨醇的链长而变化& Ob3 和

OF3 的准分子离子在碰撞中可破碎得到6>7!'" 的

产物离子$其对应于糖苷键断裂后得到的 N$乙酰

神经氨酸"N=V4(8#碎片& 母乳中检出了 , 种 OF3

"准分子离子 6>7分别为 *!#%*3,%*&'%*,3%**" 和

***#和 & 种 Ob3"准分子离子 6>7分别为 # #4!%

# !"%%# !3, 和 # !,&#$图 !%图 3 分别为母乳样品中

神经节苷酯 OF3 $*,3"准分子离子 6>7为 *,3 的

OF3#和 Ob3 $#!3,"准分子离子 6>7为 # !3, 的

&3#
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Ob3#的提取离子峰& 从图 !%图 3 可以看出$该方

法具有良好的分离效果$测定的分子种类的保留时

间在 3 f* /1; 范围内$分析时间为 #4 /1;$缩短了

分析时间$有利于大批量样品的检测&

图 >=母乳中M!? FCB? 的提取离子色谱图

图 ?=母乳中MK? F<>?B 的提取离子色谱图

!7!+神经节苷酯的定量

神经节苷酯的定量参照 O1V::\1[0等)3"*的计算

方法& 母乳脂肪神经节苷酯的成分复杂$用外标法

对其每种神经节苷酯成分进行准确定量很困难$因

此OF3 或Ob3 标准品中单个神经节苷酯分子种类

的比例是根据总离子流图上所得的各类神经节苷酯

的峰面积与所有Ob3 或OF3 分子峰面积之和的比

值来计算& 根据线性回归方程计算出的神经节苷酯

质量浓度$乘以相应的比例可计算得出样品提取物

中单个神经节苷酯分子种类的质量浓度& 因此$样

品提取物中OF3 或Ob3 的总质量浓度为每个神经

节苷酯分子种类质量浓度的总和$可根据下式计算&

通过适当的浓缩系数计算可得到样品中 OF3%Ob3

的质量浓度&

++ !

OF3

S

&

%

8 S"

"!C

OF3"*!#T*8#

'

!'"

U

-

OF3"*!#T*8#

'

!'"

&

%

8 S"

-

OF3"*!#T*8#

'

!'"

U#""M# "##

!

Ob3

S

&

'

8 S"

"!C

Ob3"# #4!T#&8#

'

!'"

U

-

Ob3"# #4!T#&8#

'

!'"

&

'

8 S"

-

Ob3"# #4!T#&8#

'

!'"

U#""M# "!#

++式中'-

OF3"*!# e*8#

'

!'"

%-

Ob3"# #4! e#&8#

'

!'"

分别为各

类OF3%Ob3 分子的提取峰面积!!z

OF3"*!# e*8#

'

!'"

%

!z

Ob3"# #4! e#&8#

'

!'"

为根据线性回归方程计算出的提取

物中神经节苷酯OF3%Ob3 质量浓度!!

OF3

%!

Ob3

为提

取物中神经节苷酯OF3%Ob3的实际质量浓度&

!73+方法验证

将梯度稀释的OF3 标准品溶液和 Ob3 标准品

溶液分别进样$以标准品溶液的质量浓度")#为横

坐标$提取离子峰的峰面积"*#为纵坐标进行线性

回归分析$线性回归方程如表 ! 所示&

由表 ! 可知$当OF3 在 4 f!""

!

B>/S%Ob3 在

"7# f#"7"

!

B>/S范围时具有良好的线性关系$相

关系数均大于等于 "7',! "&

将神经节苷酯标准品溶液连续稀释直到信噪比

分别达到 3 和 #"$用 b0__2C;â&7# 仪器软件分析得

到SMF和 SMo& 神经节苷酯 OF3 的 SMF和 SMo

分别为 "7%!

!

B>/S和 !7*4

!

B>/S$Ob3 的SMF和

SMo分别为 "7"!

!

B>/S和 "7!'

!

B>/S&

分别对 3 个质量浓度水平的 Ob3 和 OF3 标准

品溶液进行加标回收率的测定$结果见表 3&

43#
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表 >=MK? 和M!? 的线性回归方程

神经节

苷酯

准分子离子

"6.7#

回归曲线方程
相关系数

"+

!

#

OF3

*!# *j!L#"4 !)$#4L%*' "L'%' #

*!% *j"L"'3 ")$!L**4 "L',! "

*34 *j"L3!! ,)$&L3#, 3 "L'*3 3

*&! *j"L#4* 3)$!L'#% ' "L'*! 3

*&' *j#L3"% &)$'L4,' ' "L'%& &

*4, *j#L*** 4)$*L,'3 % "L''3 !

*,3 *j!L'3# &)$3L,34 * "L''4 4

**" *j3L,!! 3)$*L#!" # "L''4 *

*** *j!L'#* 4)$#3L34% "L''! *

Ob3

# #4! *j3L""! %)e"L"'! # "L''4 !

# !"% *j3L#", ")e"L"#4 3 "L''' #

# !!! *j,L!"3 %)$"L""3 ' "L''' %

# !3, *j#&L,'& ")e"L"&3 4 "L''' !

# !&'L' *j#'L*!4 ")e#L#!, # "L''' *

# !,& *j#&L34% ")e"L'4% % "L''' &

# !*% *j!L*3' #)e"7"3, , "7''% 3

表 ?=MK? 和M!? 的加标回收率 T

神经节苷酯 低水平 中水平 高水平

OF3 #",7%' '!7#4 #"47%'

Ob3 ###7*% #"'7#* '!74"

++由表 3 可知$ OF3 的加标回收率范围为

'!7#4E f#",7%'E$Ob3 的加标回收率范围为

'!74"E f###7*%E$表明该方法加标回收率良好$

可满足样品测定分析的需求&

为评价此方法的精密度$对 Ob3 和 OF3 标准

品的日内和日间精密度进行测定$结果如表 & 所示&

表 @=MK? 和M!? 标准品的精密度 T

神经节苷酯 日内精密度 日间精密度

OF3 !7%& ,7"*

Ob3 "7!" "7'3

++由表 & 可知$OF3 的日内和日间精密度分别为

!7%&E和 ,7"*E$Ob3 的日内和日间精密度分别为

"7!"E和 "7'3E$表明所建立的方法能够满足定量

分析的要求&

!7&+成熟母乳及婴儿配方奶粉中神经节苷酯的含量

采用该方法对成熟母乳和婴儿配方奶粉中的神

经节苷酯含量进行测定$结果如表 4 所示&

表 A=成熟母乳和市售婴儿配方奶粉中

神经节苷酯的含量
!

DY*G

样品 OF3 Ob3 OF3 eOb3

成熟母乳 '7,# l373!" !7"% l#73' ##7,' l&74*"

婴儿配方奶粉 # #,7'& l47*!" $ #,7'& l47*!"

婴儿配方奶粉 ! #&73" l"74%" $ #&73" l"74%"

婴儿配方奶粉 3 #"7!4 l"7*4" $ #"7!4 l"7*4"

婴儿配方奶粉 & !3744 l#!7", $ !3744 l#!7",

++由表 4 可知$成熟母乳中的 OF3 和 Ob3 含量

分别为 "'7,# l373! #

!

B>/S和 "!7"% l#73' #

!

B>/S$二者总含量为"##7,' l&74*#

!

B>/S& 本研究

成熟母乳中的OF3 和Ob3 总含量与文献)3# $3!*

研究结果相比偏低$其中OF3 含量与文献结果相近

""7' f!"73

!

B>/S#$但Ob3 含量略低于文献结果

"&73 f!#7&

!

B>/S#

)!#$ 3"$ 33 $3&*

& 之前大多数研究中

发现$Ob3 含量随着哺乳期的延长显著增加$而

OF3 含量逐渐下降$在哺乳初期$OF3 含量较高$之

后Ob3 和OF3 的含量逐渐均衡$直到最终成熟母

乳中 Ob3 具有较高的含量)#*$ !#$ !' $3"$ 33 $3**

& 但本

研究中成熟母乳的 Ob3 含量低于 OF3 含量$原因

可能是母亲的个体差异%地理位置%饮食习惯的不

同$对于母乳中神经节苷酯含量随哺乳阶段的变化

还需要进一步的研究&

由表 4 可以看出$婴儿配方奶粉中神经节苷酯

的含量和组成均与成熟母乳存在一定的差异& 婴儿

配方奶粉中OF3 含量在 #"7!4 f!3744

!

B>/S范围

内$略高于成熟母乳中 OF3 含量$且 & 种婴儿配方

奶粉中均未检出Ob3$可能是因为婴儿配方奶粉中

Ob3 含量低于本方法的检出限& 目前大多数关于

婴儿配方奶粉的研究中发现其神经节苷酯总含量均

高于母乳)#3$ #'$ 3,*

$其中 OF3 含量通常最丰富$Ob3

含量极少或未检出)!#*

$与本研究结果相似$这可能

是因为婴儿配方奶粉大多是以牛乳为原料&

?=结=论

本文对母乳中最丰富的神经节苷酯 OF3 和

Ob3 的定量方法进行了研究$并应用此方法研究了

成熟母乳中神经节苷酯 OF3 和 Ob3 的含量$并与

市售婴儿配方奶粉进行了对比& 结果表明'神经节

苷酯OF3%Ob3 分别在 4 f!""

!

B>/S和 "7# f#"7"

!

B>/S范围内线性关系良好$相关系数均大于等于

"7',! "$神经节苷酯 OF3 和 Ob3 的定量限分别为

!7*4

!

B>/S和 "7!'

!

B>/S$加标回收率为 '!7#4E f

###7*%E$精密度小于等于 ,7"*E& 成熟母乳中的

OF3 和 Ob3 含量分别为"'7,# l373!#

!

B>/S和

"!7"% l#73'#

!

B>/S$而 & 种婴儿配方奶粉中只检

出OF3$含量"#"7!4 f!3744

!

B>/S#高于成熟母

乳& 本研究分析的母乳均为成熟乳$样本量较少$后

续可用此方法对不同哺乳阶段%不同地区的母乳和

更多的婴儿配方奶粉进行分析$为婴幼儿配方奶粉

更好地模拟母乳提供数据支撑&
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b12@ $ [=\1̂=[ Ob3 0;[ OF3 [1::=\=;]1022C 1;K1W1]

[=;[\1]188=22/0]V\0]19; 0;[ =::=8]9\:V;8]19;021]1=_)Z*7

J80;[ ZT//V;92$ !""4$ ,#",#' 44# $44*7

)#!* G̀ML(YMg(Ng$ J(bMgTSMg(NN$ Ò (RH-g(-
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以芦丁作为质控指标$对不同地区的亚麻荠种

子进行测定$发现相同地区的亚麻荠种子芦丁成分

含量接近$不同地区的芦丁含量有差异$其中甘肃和

政的亚麻荠种子芦丁含量明显高于其他 3 个地区$

这可能与各地的生长环境不同有关& 同时$对 #! 批

亚麻荠种子指纹图谱进行研究$确定了指纹图谱的

检测方法$采用 -中药指纹图谱相似度评价系统

"!"#! 年版#.进行相似度评价$得到 #, 种共有成

分$不同批次 #, 个共有成分的相对峰面积的 J̀F

大于 #4E的成分有 #! 个$各样品的共有成分在含

量上存在一定差异$可能与亚麻荠种子的产地及采

集时间有很大关系& #! 批亚麻荠种子的指纹图谱

相似度均在 "7'* 以上$从指纹图谱的峰差异及整体

性评价可以看出$不同来源亚麻荠种子样品之间既

有较好的相关性$又有区别& 本文首次将 HGSR$

F(F方法应用于亚麻荠种子的指纹图谱研究$方法

学各项考察结果均符合指纹图谱研究的技术要求$

结合指纹图谱方法控制亚麻荠种子的质量$可为亚

麻荠种子全面质量评价和有效性研究提供依据&
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