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　 　 在人类生命的各个阶段ꎬ乳制品均是饮食的重要组成部

分ꎬ对骨骼和牙齿的生长发育具有重要作用ꎮ 牛奶中的营养

极为丰富[１]ꎬ但在热处理过程中ꎬ因热诱导而产生的化学反应

可能会影响其品质ꎮ 美拉德反应就是牛奶加热过程中常见的

一种化合反应[２]ꎮ ５￣羟甲基糠醛(５￣ＨＭＦ)是含有碳水化合物

的食物在热处理期间发生美拉德反应形成的 Ａｍａｄｏｒｉ 化合物

之一[３]ꎮ 影响 ５￣ＨＭＦ 在食品中生成的因素有碳水化合物含

量、热处理、水分活度、贮藏时间和包装等[４￣５]ꎮ 目前的研究大

多集中于将 ５￣ＨＭＦ 作为筛选低乳糖牛奶褐变抑制剂的标示

物ꎮ Ｄｕｒｌｉｎｇ 等[６] 指出 ＨＭＦ 是一种 ＤＮＡ 损伤剂ꎮ ５￣ＨＭＦ 还

可以代谢成 ５￣磺基甲基糠醛(５￣ＳＭＦ)ꎬ这是一种可以与 ＤＮＡ
结合并引起诱变效应的活性中间体ꎮ 由此可见ꎬ５￣ＨＭＦ 和 ５￣
ＳＭＦ 都是小鼠肠道的致癌物质[７]ꎮ 通常认为ꎬ５￣ＨＭＦ 对神经

系统有害[８]ꎬ它与蛋白质结合ꎬ从而导致体内毒物的积累ꎬ并
具有强大的生殖毒性[９]ꎬ同时也会损伤横纹肌和内脏[１０]ꎮ 许

多国家已经开始严格限制蜂蜜、啤酒和葡萄糖注射液中 ５￣

ＨＭＦ 的质量浓度[１１]ꎮ 检测牛奶中 ５￣ＨＭＦ 质量浓度也十分重

要ꎮ 有学者开发了一种比色法ꎬ用于测定乳制品中 ５￣ＨＭＦ 的

质量浓度[１２]ꎮ 目前常用的 ５￣ＨＭＦ 检测方法有分光光度

法[１３]、毛细管电泳法[１４]、胶束电动毛细管色谱法[１５]和高效液

相色谱(ＨＰＬＣ)法[１６]等ꎬ其中最为常用的是高效液相色谱法ꎮ
虽然中华人民共和国农业农村部对奶制品中 ５￣ＨＭＦ 质量浓

度的 ＨＰＬＣ 检测法(标准方法) [１７]有所规定ꎬ但在试验过程中

需添加较多的化学试剂ꎬ前处理步骤较为繁琐ꎬ而且复杂的基

质也会造成目标物与牛奶成分的共洗脱以及保留时间的变

化ꎬ导致检测结果不稳定ꎬ因此有必要从方法学上对其样品前

处理方法进行优化ꎮ ５￣ＨＭＦ 的 ＨＰＬＣ 检测常用的样品前处理

方法有草酸法[１８]、三氯乙酸法[１９]、冰乙酸法[２０] 和乙腈法[２１]

等ꎮ 本研究拟基于反相高效液相色谱(ＲＰ￣ＨＰＬＣ)法建立一

种可以对牛奶中 ５￣ＨＭＦ 进行定量分析的方法ꎬ以期为牛奶中

５￣ＨＭＦ 质量浓度的检测提供简便、快速、准确的方法ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 材料

本研究所用液态牛奶购于当地超市ꎬ纯度为 ９９％的 ５￣
ＨＭＦ 标准品购自上海北诺生物科技有限公司ꎬ甲醇和乙腈

(色谱纯)ꎬ购自 Ｆｉｓｈｅｒ 公司ꎬ三氯乙酸、乙酸锌、亚铁氰化钾、
草酸和冰乙酸均为国产分析纯ꎮ
１.２　 仪器

本研究所用主要仪器有:Ｕ￣３０００ 型高效液相色谱系统

(热电公司产品)、ＤｉａｍｏｎｓｉｌＴＭ 型二代 Ｃ１８ 色谱分析柱(ＤＩＫ￣

８９７



ＭＡ 有限公司产品)、ＳＨＺ￣ＩＩＩ 型循环水真空泵(上海亚荣生

化仪器厂产品)、ＡＬ２０４ 型电子天平[梅特勒￣托利多仪器(上
海)有限公司产品]、ＭＸ￣Ｆ 型旋涡混匀器(上海圣科仪器设

备有限公司产品)、ＴＧ１６￣ＷＳ 型台式高速离心机(湖南湘仪

实验室仪器开发有限公司产品)ꎮ
１.３　 方法

１.３.１　 ＲＰ￣ＨＰＬＣ 色谱条件 　 色谱柱为 ＤｉａｍｏｎｓｉｌＴＭ 型二代

Ｃ１８色谱分析柱ꎬ进样量 １０ μｌꎬ流速 １ ｍｌ / ｍｉｍꎬ柱温 ３０ ℃ꎬ洗
脱时间 ３０ ｍｉｎꎬ检测波长 ２８０ ｎｍꎮ 流动相 Ａ 为 ５％甲醇＋
９５％超纯水ꎬ流动相 Ｂ 为 １００％甲醇ꎮ 洗脱梯度:流动相Ａ ∶
流动相 Ｂ＝ ９６ ∶ ４(体积比)ꎮ
１.３.２　 标准曲线

１.３.２.１　 标准储备溶液的制备　 准确称取 １０ ｍｇ ５￣ＨＭＦ 标

准品ꎬ加入甲醇溶解后ꎬ转移至 １００ ｍｌ 容量瓶中ꎬ用甲醇定

容ꎬ混合均匀后配制成 １００ ｍｇ / Ｌ的 ５￣ＨＭＦ 标准储备溶液ꎬ并
将其存储在 ４ ℃冰箱中备用ꎮ
１.３.２.２　 标准曲线的建立 　 取 ５￣ＨＭＦ 标准储备溶液ꎬ将其

配制成质量浓度分别为 ０ ｍｇ / Ｌ、２０ ｍｇ / Ｌ、４０ ｍｇ / Ｌ、６０ ｍｇ / Ｌ、
８０ ｍｇ / Ｌ和 １００ ｍｇ / Ｌ的 ５￣ＨＭＦ 标准溶液ꎬ采用外标法ꎬ按
１.３.１中的色谱条件进样分析ꎮ 以峰面积为 Ｙ 轴ꎬ以 ５￣ＨＭＦ
的质量浓度为 Ｘ 轴绘制标准曲线ꎮ
１.３.３　 精密度测试　 对质量浓度为 ２０ ｍｇ / Ｌ的 ５￣ＨＭＦ 标准

溶液分 ２ 批次进样ꎬ每批 ３ 针ꎬ共计 ６ 针ꎮ 第一批进样结束

后ꎬ标准溶液在 ４ ℃冰箱中放置过夜后再进行第 ２ 批进样ꎮ
统计 ６ 针进样的保留时间、峰高和峰面积ꎬ分别计算其相对

标准偏差(ＲＳＤ)ꎮ
１.３.４　 牛奶前处理 　 准确量取 １９７ ｍｌ 牛奶置于烧杯中ꎬ加
入 ３ ｍｌ １００ ｍｇ / Ｌ ５￣ＨＭＦ 标准溶液ꎬ配制成 ５￣ＨＭＦ 质量浓度

为 １.５ μｇ / ｍｌ 的牛奶ꎮ 用三氯乙酸法、冰乙酸法、乙腈法和标

准方法进行牛奶前处理ꎬ每种方法重复 ３ 次ꎮ
１.３.４.１　 三氯乙酸法 　 取 １０ ｍｌ 牛奶样品置于 ２５ ｍｌ 试管

中ꎬ加入 １ ｍｌ ５０％三氯乙酸溶液ꎬ旋涡 １ ｍｉｎ 混匀ꎬ静置 １０
ｍｉｎꎬ转移至离心管ꎬ６ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎮ 取上清液ꎬ用
０􀆰 ４５ μｍ 滤膜过滤ꎬ按方法 １.３.１ 中的色谱条件进样分析ꎮ
１.３.４.２　 冰乙酸法　 取 １０ ｍｌ 牛奶样品置于 ２５ ｍｌ 试管中ꎬ
加入 １ ｍｌ 冰乙酸后ꎬ旋涡 １ ｍｉｎ 混匀ꎬ静置 １０ ｍｉｎꎬ转移至离

心管ꎬ６ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎮ 取上清液ꎬ用 ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜

过滤ꎬ按方法 １.３.１ 中的色谱条件进样分析ꎮ
１.３.４.３　 乙腈法　 取 １０ ｍｌ 牛奶样品置于烧杯中ꎬ加入 ２０ ｍｌ
乙腈ꎬ剧烈振荡 ２０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎬ用 ０􀆰 ４５ μｍ 滤膜过滤ꎬ按
方法 １.３.１ 中的色谱条件进样分析ꎮ
１.３.４.４　 标准方法　 取 １０ ｍｌ 牛奶样品置于 ２５ ｍｌ 试管中ꎬ加
入 ５ ｍｌ ０􀆰 １５ ｍｏｌ / Ｌ草酸ꎬ旋涡混匀ꎬ转移至 ５０ ｍｌ 容量瓶中ꎬ用
约 １０ ｍｌ 甲醇分次淋洗试管ꎬ使样品完全转移ꎮ 然后加入 ３ ｍｌ
９２ ｇ / Ｌ亚铁氰化钾溶液、３ ｍｌ １８３ ｇ / Ｌ乙酸锌溶液ꎬ剧烈振荡后

静置 １５ ｍｉｎꎬ加甲醇定容至 ５０ ｍｌꎬ旋涡 １ ｍｉｎ 混匀ꎬ静置 １０
ｍｉｎꎬ转移至离心管ꎬ６ ０００ ｒ / ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎꎮ 取上清液ꎬ用

０􀆰 ４５ μｍ 滤膜过滤ꎬ按方法 １.３.１ 中的色谱条件进样分析ꎮ
１.３.５　 加标回收率　 准确量取 １０ ｍｌ 牛奶置于 ２５ ｍｌ 试管中ꎬ分
别添加 ０􀆰 １０ ｍｇ、０􀆰 ２０ ｍｇ 和 ０􀆰 ４０ ｍｇ ５￣ＨＭＦ(每个水平重复 ６
次)ꎬ按方法 １􀆰 ３.４.１中的方法处理样品ꎬ按方法 １.３.１ 中的色谱

条件进样分析ꎬ以衡量不同水平下目标组分的加标回收率ꎮ
１.３.６ 　 灵 敏 度 　 以 ３ 倍信噪比测试 ５￣ＨＭＦ 的检出限

(ＬＯＤ)ꎬ以 １０ 倍信噪比测试 ５￣ＨＭＦ 的定量限(ＬＯＱ)ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 标准曲线

对标准样品进行 ＲＰ￣ＨＰＬＣ 测定ꎬ结果表明ꎬ５￣ＨＭＦ 标准

溶液在 ２８０ ｎｍ 处有响应ꎬ分离效果明显ꎮ 以峰面积为 Ｙ 轴ꎬ
５￣ＨＭＦ 的质量浓度为 Ｘ 轴ꎬ绘制标准曲线ꎮ ５￣ＨＭＦ 质量浓

度为０~ １００ ｍｇ / Ｌ时ꎬ线性关系良好(Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９８)ꎮ 回归方

程:Ｙ＝ １.３１２ｘ＋０􀆰 ０８３ꎮ 可以看出ꎬ５￣ＨＭＦ 质量浓度与峰面积

呈现良好的线性关系ꎮ 因此ꎬ采用峰面积定量法对 ５￣ＨＭＦ
进行定量分析是可行的ꎮ
２.２　 精密度

按照方法 １.３.１ 中的方法对质量浓度为 ２０ ｍｇ / Ｌ的 ５￣ＨＭＦ
标准溶液连续进样 ６次ꎬ记录保留时间、峰高和峰面积数据ꎮ 对

数据进行分析可知ꎬ保留时间、峰高和峰面积的 ＲＳＤ 均小于

２％ꎮ 因此ꎬＲＰ￣ＨＰＬＣ 法对 ５￣ＨＭＦ 的检测结果符合要求ꎬＵ￣３０００
型高效液相色谱系统的精密度良好ꎬ适用于定量分析ꎮ
２.３　 牛奶前处理方法的优化

采用 ４ 种不同的样品前处理方法对牛奶进行前处理ꎬ其
中三氯乙酸法、冰乙酸法和标准方法均是通过加酸改变蛋白

质构象ꎬ使蛋白质变性沉淀ꎬ再离心除去沉淀ꎬ取上清液用于

５￣ＨＭＦ 质量浓度的检测ꎮ 乙腈法是通过有机溶剂破坏蛋白

质自身的氢键从而使蛋白质变性沉淀ꎬ再对 ５￣ＨＭＦ 的质量

浓度进行检测ꎮ
除乙腈法外ꎬ其他 ３ 种方法分离出的目标峰均能与干扰

峰达到基线分离ꎮ 三氯乙酸法处理后ꎬ样品的色谱峰较理

想ꎮ 牛奶通过不同前处理后检测到的 ５￣ＨＭＦ 质量浓度由高

到低为:三氯乙酸法>乙腈法>冰乙酸法>标准方法ꎬ其中标

准方法的 ＲＳＤ 为 ５％ꎬ其他 ３ 种方法的 ＲＳＤ 均小于 ４％ꎮ 三

氯乙酸法处理的样品中检测到的 ５￣ＨＭＦ 质量浓度最高ꎬ标
准方法处理的样品中检测到的 ５￣ＨＭＦ 质量浓度最低ꎬ分别

为 １􀆰 ３６ μｇ / ｍｌ和 ０􀆰 ５７ μｇ / ｍｌꎮ 三氯乙酸法、冰乙酸法、乙腈

法、标准方法处理 １ 个样品所需的时间分别为 ２５ ｍｉｎ、２５
ｍｉｎ、３０ ｍｉｎ 和 ４５ ｍｉｎꎬ三氯乙酸法和冰乙酸法用时最短ꎬ标
准方法用时最长ꎮ 在试剂用量上ꎬ三氯乙酸法和冰乙酸法的

试剂用量最少ꎬ只需 １ ｍｌꎬ标准方法试剂用量最大ꎬ需要 ４０
ｍｌꎮ 总之ꎬ三氯乙酸法相较与标准方法更加快速、准确ꎬ并且

试剂用量少ꎬ因此采用三氯乙酸法对样品进行前处理ꎮ
２.４　 加标回收率

按方法 １.３.５ 中的方法进行加标回收率测试ꎮ 在 １０ ｍｌ
牛奶中添加 ５￣ＨＭＦ 后ꎬ样品中的目标峰明显增大ꎮ 随着 ５￣

９９７赵　 悦等:牛奶中 ５￣ＨＭＦ 的 ＲＰ￣ＨＰＬＣ 测定方法优化



ＨＭＦ 添加量的增加ꎬ其加标回收率增加ꎬ添加 ０􀆰 １０ ｍｇ、０􀆰 ２０
ｍｇ 和 ０􀆰 ４０ ｍｇ ５￣ＨＭＦ 的 加 标 回 收 率 分 别 为 ８５􀆰 ６５％、
９３􀆰 ３４％ 和 １００􀆰 ９５％ꎬ 其 ＲＳＤ 分 别 为 １􀆰 ６２％、 １􀆰 ３１％ 和

０􀆰 ６６％ꎮ 说明ꎬＲＰ￣ＨＰＬＣ 法的准确性好ꎬ稳定性高ꎬ可行性

强ꎬ适合用于牛奶中 ５￣ＨＭＦ 的定量分析ꎮ
２.５　 灵敏度

按方法 １.３.６ 中的方法进行灵敏度检测ꎬ结果表明ꎬＲＰ￣
ＨＰＬＣ 法测定牛奶中 ５￣ＨＭＦ 的 ＬＯＤ 为０.０３７ ５ ｍｇ / ＬꎬＬＯＱ 为

０.０６９ ５ ｍｇ / Ｌꎮ

３　 结 论

牛奶在加工处理过程中容易发生美拉德反应从而产生

５￣ＨＭＦꎬ５￣ＨＭＦ 具有一定毒性ꎬ因此建立一种可以快速、准确

检测牛奶中 ５￣ＨＭＦ 的方法至关重要ꎮ 本试验采用 ＲＰ￣ＨＰＬＣ
法对牛奶中 ５￣ＨＭＦ 的质量浓度进行测定ꎬ并在前人研究的

基础上对牛奶前处理的方法进行了优化ꎮ 其中ꎬ三氯乙酸法

处理后样品的目标峰出峰明显ꎬ峰型理想ꎬ检测到的 ５￣ＨＭＦ
质量浓度最高ꎬ并且样品前处理时间最短ꎬ试剂用量最少ꎮ
采用三氯乙酸法对样品进行前处理ꎬ然后用 ＲＰ￣ＨＰＬＣ 法定

量检测牛奶中 ５￣ＨＭＦ 的质量浓度ꎬ不仅避免了其他方法因

试验步骤复杂导致的结果不稳定等问题ꎬ还有效缩短了样品

处理时间ꎬ减少了试剂用量ꎬ对奶源的质量控制起到很好的

监控作用ꎮ
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ｐａｃｉｔｙ ｏｆ ｃｏｗ ｍｉｌｋꎬ ｗｈｅｙ ａｎｄ ｄｅｐｒｏｔｅｉｎｉｚｅｄ ｍｉｌｋ[Ｊ] . Ｉｎｔｅｒｎａｔｉｏｎａｌ
Ｄａｉｒｙ Ｊｏｕｒｎａｌꎬ ２００９ꎬ １９(６ / ７): ３８０￣３８５.

[２１] ＬＩ Ｚꎬ ＸＵ Ｌꎬ ＰＥＮＧ Ｃꎬ ｅｔ ａｌ. Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｎｉｎｅ
ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｐｈｔｈａｌａｔｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｃｏｍｍｅｒｃｉａｌ ｍｉｌｋ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ｕｓｉｎｇ
ＨＰＬＣ￣ＥＳＩ￣ＭＳ￣ＭＳ [ Ｊ ] . Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ Ｓｃｉｅｎｃｅꎬ
２０１１ꎬ ４９(４): ３３７￣３４３.
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