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高效液相色谱法测定特殊医学配方食品中的 

色氨酸 

孙  宇, 周  璇, 莫慧明, 朱桂芳, 梁惠婷, 刘  涛* 

(华测检测认证集团股份有限公司, 深圳  518101) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定特殊医学配方食品中色氨酸的分析方法。方法  样品加入 4 mol/L

的氢氧化锂溶液, 在 110 ℃恒温干燥箱中碱解 16 h, 用 pH 为 4.5 的乙酸钠缓冲溶液中和后, 经 Inertsil@ 

ODS-SP (4.6 mm×150 mm, 5 μm)分离, 以甲醇-0.1%乙酸溶液(95:5, V:V)为流动相等度洗脱, 流速 1.0 mL/min, 

柱温 30 ℃, 进样量 10 μL, 二极管阵列检测器 277 nm 波长采集数据, 外标法定量。结果  色氨酸在 1~     

100 mg/L 浓度范围内线性良好, 相关系数 r 为 0.9999, 3 个浓度水平的加标回收率在 91.7%~94.5%之间, 相对

标准偏差(n=6)为 2.2%~3.7%, 精密度的相对标准偏差(n=6)为 2.1%, 方法检出限为 20 μg/g, 定量限为 65 μg/g。   

结论  该方法操作简便, 灵敏度高, 具有良好的准确度和精密度, 适用于特殊医学配方食品中色氨酸的测定。 

关键词: 色氨酸; 高效液相色谱法; 特殊医学配方食品 

Determination of tryptophan in food for special medical purpose by high 
performance liquid chromatography 

SUN Yu, ZHOU Xuan, MO Hui-Ming, ZHU Gui-Fang, LIANG Hui-Ting, LIU Tao* 

(Centre Testing International Group Co., Ltd., Shenzhen 518101, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for determination of tryptophan in food for special 

medical purpose by high performance liquid chromatography. Methods  The samples were added with 4 mol/L 

lithium hydroxide solution, hydrolyzed in a drying oven at a constant temperature of 110 ℃ for 16 h, neutralized with 

sodium acetate buffer solution with pH of 4.5, separated by Inertsil@ ODS-SP (4.6 mm×150 mm, 5 μm), eluted with 

methanol-0.1% acetic acid solution (95:5, V:V) at flow rate of 1.0 mL/min, column temperature of 30 ℃, and 

injection volume of 10 μL. Data at the wavelength of 277 nm by diode array detector were collected, and quantified 

by external standard method. Results  Tryptophan had good linearity in the range of 1-100 mg/L, and the correlation 

coefficient was 0.9999. The recoveries of 3 different spiked concentrations were between 91.7%-94.5%, with relative 

standard deviations at 2.2%-3.7%. The relative standard deviation of precision was 2.1% (n=6). The limits of 

detection and the limits of quantification of this method were 20 μg/g and 65 μg/g, respectively. Conclusion  This 

method has simple pretreatment, high sensitivity, good accuracy and precision. It is suitable for the determination of 

tryptophan in food for special medical purpose. 
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0  引  言 

色氨酸是人体必需的 8 种氨基酸之一, 人体自身无

法合成 , 只能从食物中获取。色氨酸参与蛋白质代谢 , 

并对神经递质的合成、调节免疫和保持肠道稳态有重要

作用 [1‒4]。缺乏色氨酸可能会导致疲惫、暴食、抑郁等

症状[5‒8]。随着社会的发展, 老龄化人口数量上升, 慢性

疾病人群增加, 满足患者对营养素或膳食的特殊要求是

提高其生存率的重要条件, 特殊医学用途配方食品即是

专为特定疾病人群加工配制而成的配方食品。由于特殊

医学用途配方食品的特殊性, 我国对其制定了食品安全

国家标准 GB 29922—2013《特殊医学用途配方食品通

则》。色氨酸作为重要的营养成分, 标准中对部分配方食

品中色氨酸的添加量进行了规定。然而, 我国尚未建立

特殊医学用途配方食品中色氨酸的检测标准, 在企业产

品研发、注册和市场流通监管等环节难以对产品中色氨

酸的添加实行有效的测定。 

目前, 国内外对特殊医学用途配方食品中色氨酸测定

的研究比较少。文献中已报道的测定方法主要包括反相高效

液相色谱法[9‒12]、分光光度计法[13‒15]、离子交换色谱法[16]、

电化学法[17]、液相色谱-质谱联用法[18‒19]、毛细管等速电泳

法[20]等。分光光度法操作简便, 但测定准确度不高; 电化学

法操作复杂, 不利于进行大批量的检测工作; 离子交换色谱

法及液相色谱-质谱联用法仪器成本高; 而反相高效液相色

谱法测定结果准确、稳定, 能实行批量检测。 

本研究针对特殊医学配方食品的基质特点, 利用碱

溶液对样品中的蛋白质进行水解, 并用反相高效液相色谱

法测定色氨酸含量。通过选择合适的碱解剂种类及浓度、

水解时间等, 优化检测波长、流动相等色谱条件, 得到色

氨酸测定的最佳条件, 并进行精密度、准确度等试验, 以

确认方法的适用性, 最终建立特殊医学食品中色氨酸的检

测方法, 为企业质量控制和政府监管提供技术支持, 有利

于特殊医学用途配方食品的研发与管理。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

LC-20AD 高效液相色谱仪(配二极管阵列检测器, 日

本岛津公司); Sigma 4-16KS 高速离心机(德国 Sigma 公司); 

VORTEX 3 旋涡混匀器(德国 IKA 公司); DHG-9145A 恒温

干燥箱(上海一恒科技有限公司); ME204E、ME155DU 分析

天平(瑞士 Mettler Toledo 公司); Milli-Q IQ 7000 超纯水机

(美国 Millipore 公司)。 

L-色氨酸标准品(纯度≥99.7%, 北京曼哈格生物科技

有限公司); 甲醇(色谱纯, 上海星可高纯溶剂公司); 乙酸

钠、氢氧化钾、冰乙酸(分析纯, 天津大茂公司); 氢氧化锂

(优级纯, 上海晶纯生化科技股份有限公司); 试验用水为

Milli-Q 超纯水。 

1.2  试验方法 

1.2.1  溶液配制 

色氨酸标准储备液(1000 mg/L): 准确称取 10 mg(精

确到 0.0001 g) L-色氨酸对照品置于 10 mL 容量瓶中, 加入

2 mL 0.1 mol/L氢氧化钾溶液使其溶解, 用水定容至 10 mL。 

色氨酸标准工作溶液: 用水稀释标准储备溶液后得

到色氨酸质量浓度为 1、2、5、10、20、30、70、100 mg/L

的标准工作溶液。 

氢氧化钾溶液(0.1 mol/L): 称取 0.28 g 氢氧化钾, 溶

于 50 mL 水中。 

氢氧化锂溶液(4 mol/L): 称取 8.39 g 氢氧化锂, 溶于

50 mL 水中。 

乙酸钠缓冲溶液(0.0085 mol/L Na+): 称取 0.7 g 无水

乙酸钠, 溶于 1000 mL 水中, 用冰乙酸调 pH 为 4.5。 

乙酸溶液(0.1%): 取 1 mL 冰乙酸溶于 1000 mL 水中。 

1.2.2  样品前处理 

称取全营养特殊医学用途食品粉剂样品 (企业提

供)0.5 g(精确到 0.0001 g)于水解管中, 加 5 mL 质量浓度为

4 mol/L 的氢氧化锂溶液, 充氮气并旋紧盖子后, 放入 110 ℃

恒温干燥箱中水解 16 h。取出水解管冷却至室温, 用乙酸

钠缓冲溶液转移水解液至 50 mL 容量瓶, 用乙酸钠缓冲溶

液定容后, 转移至 50 mL 离心管中, 4500 r/min 离心 3 min, 

取上清液过 0.22 μm 滤膜。 

1.2.3  液相色谱条件 

色谱柱 Inertsil@ ODS-SP (4.6 mm×150 mm, 5 μm); 流动

相 A 为 0.1%乙酸溶液, B 为甲醇, 等度洗脱比例(95:5, V:V); 

流速 1.0 mL/min; 进样量 10 μL; 柱温 30 ℃; 波长 277 nm。 

1.2.4  数据处理 

样品中色氨酸的含量按公式(1)计算:  

                 𝑋 = × ×                  (1) 

X 为样品中色氨酸的含量, μg/g; C 为由标准曲线得到

的样品色氨酸的质量浓度, mg/L; V 为样品测定液总体积, 

mL; m 为样品质量, g; 为单位换算系数。 

使用 Excel 进行数据计算及图表绘制。 

2  结果与分析 

2.1  前处理优化 

2.1.1  碱解剂种类及浓度 

样品酸解后色氨酸几乎完全被破坏, 酶解中间产物
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多, 容易造成反应不完全, 因此使用碱溶液水解样品。分

别选取 4 mol/L 氢氧化锂和 4 mol/L 氢氧化钾作为碱解剂, 

在其他条件相同的情况下, 比较水解同一样品的效果。用

氢氧化钾、氢氧化锂溶液水解全营养特殊医学配方食品得

到的色氨酸含量分别为 2131、2975 μg/g, 样品色氨酸的理

论添加量为 3080 μg/g, 表明氢氧化锂的水解效果更好。而

氢氧化钾碱性较强, 易造成样品水解过度, 色氨酸结构被

破环而导致检测结果偏小。 

考察 1、2、3、4、5、6 mol/L 氢氧化锂溶液的水解效

果, 结果表明, 碱解剂浓度越大, 碱解效果越好, 4 mol/L

后检测结果达到峰值, 后续随碱解剂浓度增大略有减小, 

综合考虑成本及水解效果, 选择 4 mol/L 的氢氧化锂作为

碱解剂。 

2.1.2  碱解时间 

碱解时间是影响碱解效果的关键因素。试验选取 4、

8、12、16、20、24、28 h 考察时间对碱解效果的影响。

结果表明, 当碱解时间达到 16 h 以后, 测得结果较稳定, 

故选择 16 h 作为碱解时间。 

2.1.3  中和方法 

用氢氧化锂溶液水解后, 样品为碱性, 直接测定难以

得到良好峰型, 影响结果的准确性, 因此需调节样品的 pH。

试验比较了 2 种中和方法的效果, 一是直接用 pH 为 4.5 的

乙酸钠缓冲溶液定容, 二是用盐酸调节 pH 至 6~7 后用水

定容[10]。结果表明 2 种方法得到的色氨酸峰形均较好, 样

品含量分别为 2948、2941 μg/g, 无显著性差异。用盐酸调

节 pH时间较长, 综合考虑准确性及效率, 选择乙酸钠缓冲

溶液调节 pH。 

2.2  色谱条件优化 

2.2.1  检测波长的选择 

使用二极管阵列检测器考察了适合色氨酸的检测波

长。从图 1 可以看出, 色氨酸在 217 nm 和 277 nm 有较强

的紫外吸收。比较图 2 可知, 样品在 217 nm 附近的干扰较

大, 因此, 选择 277 nm 作为检测波长。 

2.2.2  流动相的优化 

试验比较了甲醇-0.0085 mol/L 乙酸钠缓冲溶液、甲醇

-0.1%乙酸溶液 2 种流动相体系的分离效果。结果表明在合

适的有机相比例条件下, 2 种流动相体系均能很好地分离

目标物。考虑盐堵塞色谱柱的风险较大, 选择甲醇-0.1%乙

酸溶液作为流动相。 

2.3  方法验证 

2.3.1  线性范围、检出限和定量限 

取按 1.2.1 配制得到的标准工作溶液进行测定, 以色

氨酸浓度 X 为横坐标, 对应的峰面积 Y 为纵坐标, 绘制标

准曲线, 其线性回归方程为 Y=14401X+787, 相关系数 r 为

0.9999。结果表明, 色氨酸在 1~100 mg/L 浓度范围内线性

关系良好, 符合检测要求。 

 
 

 

 
图 1  色氨酸光谱图 

Fig.1  Tryptophan spectrum 
 

 
 

图 2  色氨酸 217 和 277 nm 色谱叠加图 

Fig.2  217 and 277 nm superposition chromatogram  
of tryptophan 

 

 
使用信噪比法计算方法的检出限和定量限。信噪比为

3 或 10 时 , 对应的标准溶液质量浓度分别为 0.196、   

0.650 mg/L, 当取样量为 0.5 g、定容体积为 50 mL 时, 以 3

倍信噪比法(S/N=3)计算得到方法的检出限为 20 μg/g, 以

10 倍信噪比法(S/N=10)计算得到方法的定量限为 65 μg/g。 

2.3.2  精密度试验 

按照 1.2.2 样品处理方法对特殊医学配方食品进行测

定, 计算相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为

2.1%, 符合重复性要求。 

2.3.3  准确度 

精密称取色氨酸含量为 3011.3 μg/g 的特殊医学配方

食品, 向样品加入低、中、高 3 个浓度水平的色氨酸标准

溶液 , 考察方法的准确度。结果见表 2, 回收率在

91.7%~94.5%之间, RSD 为 2.2%~3.7%, 精密度和准确性均

较好。 
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3  结  论 

本研究用碱解法处理特殊医学用途配方食品, 选取

氢氧化锂溶液作为碱解剂, 比较得到最佳的碱解溶液浓度

和碱解时间, 并选择了相对快速的乙酸钠缓冲液中和方法。

特殊医学用途配方食品成分复杂, 本研究用高效液相色谱

法的二极管阵列检测器检测, 优化了检测波长和流动相种

类, 达到干扰小、分离度高的效果, 最终建立了特殊医学

配方食品中色氨酸的测定方法。该方法在线性范围内具有

良好的线性关系, 灵敏度高, 精密度和准确度均较好, 适

用于特殊医学配方食品中色氨酸的含量测定, 为产品质量

的控制提供方法依据。 

 
 

表 2  准确度试验结果(n=6) 
Table 2  Accuracy test results (n=6) 

加标量/(μg/g) 平均回收率/% RSD/% 

1500 91.7 2.2 

3000 93.8 3.7 

4500 94.5 3.3 
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