
摘要

本实验参考食品安全国家标准 食品中母乳低聚糖的测定

（征求意见稿）的色谱条件测试母乳低聚糖（HMOs），

采用上海伍丰的 EX1800 液相色谱仪，建立了食品中母乳

低聚糖的分析检测方法，本方案仅为方法开发与仪器性能

验证之参考。

典型 – 母乳低聚糖（HMOs）检测
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前言

母乳低聚糖（Human Milk Oligosaccharides, HMOs）是

母乳中含量仅次于乳糖和脂肪的第三大固体成分，占比约

8%，在调节婴幼儿肠道菌群、促进免疫系统发育及大脑发

育等方面发挥关键作用。2023 年 10 月，国家卫健委正式

批准 2‘-岩藻糖基乳糖（2’-FL）和乳糖-N-新四糖

（LNnT）作为“三新食品”添加至婴幼儿配方食品，HMOs 由此进入合规应用快车道。

然而，检测方法标准的建设明显滞后于产品端的扩张。目前，《食品中母乳低聚糖的测

定》食品安全国家标准已获批立项，旨在填补国标方法空白，规范行业检测需求。

本实验旨在验证本公司仪器能够建立了食品中母乳低聚糖的分析检测方法，以供客户参

考。

实验准备
设备：

EX1800 二元高压泵

EX1800 荧光检测器

EX1800 自动进样器

试剂与材料:

a) 乙酸钠（CH3COONa）。

b) 乙酸（CH3COOH）。

c) 乙腈（CH3CN）：色谱纯。

d) 甲酸（HCOONH）：色谱纯。

e) 甲酸铵（HCOONH4）：色谱纯。

f) 二甲基亚砜[(CH3)2SO]。

g) 淀粉葡萄糖苷酶（来自黑曲霉，CAS 号：9032-08-0）：酶活力单位≥8

U/mg。

h) β-半乳糖苷酶（来自黑曲霉，CAS 号：9031-11-2）：酶活力单位≥4000

U/mL。

i) 2-氨基苯甲酰胺（C7H8N2O）。

j) 2-甲基吡啶硼烷（C6H7N•BH3）。
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标准品和样品:

7 种母乳低聚糖标准物质和昆布三糖标准物质信息：

标准溶液的配制、标准溶液的衍生、试样的提取、试样的酶解以及酶解液的衍生参考食品国家安

全标准 食品中母乳低聚糖的测定（征求意见稿）。

检测方法

泵

流动相

A 为乙腈，B 为 50mM 甲酸铵（甲酸调 pH 至 4.2±0.1）

进样器

进样量 10μL

荧光检测器

激发波长 330 nm

发射波长 420 nm

柱温箱

温度 60℃

色谱柱

型号种类 酰胺基键合的全多孔型硅胶色谱柱 Amide 4.6×150 mm, 2.5μm
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检测结果

1．谱图

（1）空白溶剂和昆布三糖标准物质衍生物

进空白溶剂水和昆布三糖内标，对 7 种母乳低聚糖出峰无干扰。

（2）7 种母乳低聚糖标准物质（250mg/L）和昆布三糖标准物质衍生物

进高浓度 7 种母乳低聚糖混标（2'-FL 浓度为 250mg/L，其余 6 种母乳低聚糖为

75mg/L），目标物得到了很好的分离，即使对于结构高度相似的乳糖-N-四糖

（LNT）和乳糖-N-新四糖（LNnT）， 也实现了基线分离（分离度＞1.7）。



4

2．灵敏度

7 种母乳低聚糖标准物质和昆布三糖标准物质衍生物

进低浓度 7 种母乳低聚糖混标（2'-FL 浓度为 1mg/L，其余 6 种母乳低聚糖为

0.3mg/L），信噪比都＞10，满足标准对于母乳低聚糖的定量限要求。

3．线性
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分别以标准工作液的浓度为横坐标，以 7 种母乳低聚糖的峰面积与内标昆布三糖

的峰面积比值为纵坐标，绘制标准曲线。结果显示，2'-岩藻糖基乳糖（2'-FL）在 0～

500mg/L 范围内具有良好的线性，其余 6 种母乳低聚糖在 0～150mg/L 范围内具有

良好的线性。

4. 纯牛奶中母乳低聚糖的测试

准确移取 10.02g 纯牛奶，用水定容至，混匀，备用。

吸取 200μL 试样置于 2mL 离心管中，加入 100μL 淀粉葡萄糖苷酶溶液，涡旋至

充分混匀。将离心管置于 60℃水浴中保温 60min 后取出，沸水浴 5min，冷却至室

温。所得酶解液加入 100μL 昆布三糖内标溶液，涡旋至充分混匀。

然后移取酶解液 100μL 于 2mL 离心管中，加入 100μL 2-氨基苯甲酰胺衍生溶

液，涡旋至充分混匀。将离心管置于 65℃水浴中保温 60min 后取出冷却。向衍生后

的酶解液离心管中加入 1mL 乙腈溶液，混匀后 10，000r/min 离心 1min，上清液用

0.22μm 亲水 PTFE 针式滤器过滤后，进液相色谱测定。

通过内标法进行计算，纯牛奶中 3'-SL 含量为 11.3mg/100g，6'-SL 含量为

2.13mg/100g。

结论

采用上海伍丰的 EX1800 液相色谱仪（二元泵+荧光检测器），按照食品安全国家标准 食

品中母乳低聚糖的测定（征求意见稿）的色谱条件测试母乳低聚糖（HMOs），目标化合

物峰形对称性好、所有相邻峰都能实现基线分离、且具有良好的线性。实验结果表明，该

仪器可有效实现食品中母乳低聚糖（HMOs）的准确定量。方法可供客户参考。

本方案仅为方法开发与仪器性能验证之参考，文中数据基于实验室加标样品获得，不构成

对任何实际样品或批次的检测结论。
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