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超高效液相色谱法测定婴幼儿乳粉中的色氨酸 

冯  峰 1, 王丽娜 1, 2, 王文枝 1, 耿丽娟 1, 2, 凌  云 1, 储晓刚 1* 
(1. 中国检验检疫科学研究院, 食品安全研究所, 北京  100123; 2. 陕西科技大学生命科学与工程学院, 西安  710021) 

摘  要: 目的  建立婴幼儿乳粉中色氨酸的超高效液相色谱检测方法, 并考察乳粉中色氨酸含量与蛋白质含

量的相关性。方法  样品在 145℃下碱性水解 4 h, 经 C18色谱柱(50 mm×4.6 mm, 1.8 μm)分离。以 100 mmol/L 

KH2PO4-NaOH缓冲溶液-甲醇为流动相, 40% 甲醇(v:v)等度洗脱, 流速为 0.5 mL/min, 进样量 5 μL, 柱温 45℃。

荧光检测器检测, 激发波长 280 nm; 发射波长 350 nm。结果  方法在 1~1000 μg/L 范围内线性关系良好

(r=0.999); 定量限为 1 μg/L。添加浓度在 0.2、0.5、1.5 mg/g时, 色氨酸的回收率介于 110.7%~116.3%之间。

结论  本方法操作简便, 可应用于市售乳粉样品中色氨酸含量的测定。对市售样品的测定结果表明, 部分婴幼

儿乳粉样品的色氨酸含量低于国家限量, 此外, 乳粉中色氨酸含量与蛋白质含量之间并不呈线性相关。 
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Determination of tryptophan in infant formulas using ultra-high performance 
liquid chromatography 
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2. China College of Life Science and Engineering, Shaanxi University of Science and Technology, Xi'an 710021, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish an ultra-high performance liquid chromatography (U-HPLC) method 
for the determination of tryptophan in infant formulas, and then to investigate the relationship between trypto-
phan concentration and protein concentration in infant formulas. Methods  NaOH was used as hydrolytic so-
lution. Then sample hydrolysis under an alkaline condition at 145 ℃. The U-HPLC separation was achieved 
using a C18 column (50 mm×4.6 mm, 1.8 μm) as solid phases and KH2PO4-NaOH buffer solution–methanol 
(60:40, v:v) as mobile phases. under isocratic elution. The flow rate was 0.5 mL/min and the column oven tem-
perature was 45 ℃. The injection volumn was 5 μL. It was detected on a Fluorescence Detector and quantita-
tively determined by the peak area at excitation wavelength of 280 nm and emission wavelength of 350 nm. 
Results  The linear concentration ranges of the calibration curve were 1~1000 µg/L for tryptophan (r=0.999), 
and the limit of quantification of the method was 1 μg/L. The mean recoveries varied from 110.7%~116.3% 
when spiked negative samples with 0.05, 0.5 and 2.5 mg/g tryptophan. Conclusion  The established method is 
simple and can be suitable for the rapid determination of tryptophan in infant formulas. The determined results 
demonstrated that the relationship was not linear between tryptophan concentration and protein concentration in 
infant formulas. 
KEY WORDS:  ultra-high performance liquid chromatography; tryptophan; infant formula; alkali hydrolysis 
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1  引  言 

色氨酸(Tryptophan)化学名称为 2-氨基-3-吲哚基
-1-丙酸, 分子式是 C11H12N2O2, 结构式见图 1。色氨
酸作为人体的一种必需氨基酸, 人体自身无法合成, 
必须从食品中进行摄取。研究表明, 色氨酸在体内能
转变为 5-羟色胺、烟酸等多种生理活性物质。因此, 
当婴幼儿的色氨酸摄入量偏低时, 不仅会引起神经
系统的功能障碍, 还会产生皮肤疾患、白内障等特殊
病症[1]。  

 

图 1  色氨酸结构式 
Fig. 1  Structure of tryptophan 

 
我国的食品安全国家标准《婴儿配方食品》

(GB10765-2010)中推荐的婴儿配方食品中色氨酸含
量应不低于 110 mg/g, 同时明确要求对于婴儿配方
食品中色氨酸含量未达到最低限量的乳粉, 需要向
其添加单体 L型色氨酸[2]。然而, 目前国内外专门对
于乳粉中色氨酸的检测研究较少, 对于已经有的一
些色氨酸测定方法, 包括紫外或荧光分光光度计法
[3-5]、离子交换色谱法[6,7]、液相色谱法[8-12]或液-质联
用法[13,14]等, 也存在着样品处理复杂, 分析时间较长, 
灵敏度较低等不足。本研究针对乳粉样品这一基质, 
通过对样品前处理方法和色谱分离条件进行优化 , 
建立了简便、快速、准确测定婴幼儿乳粉中色氨酸含

量的超高效液相色谱-荧光检测分析方法。该方法已
成功应用于市售乳粉样品的色氨酸含量检测当中 , 
检测结果还揭示了婴幼儿乳粉中的色氨酸含量与蛋

白含量并不呈线性相关。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

LC-30A 超高效液相色谱仪配有荧光检测器(日

本岛津公司); 恒温干燥箱(德国 Binder 公司); 分析
天平 XP 105(瑞士 Mettler 公司); 振荡器 SA-31(日
本 Yamato公司); Milli-Q Advantage A10超纯水机
(美国 Millipore 公司); 0.22 μm 微孔尼龙膜(美国
PALL公司)。 

色氨酸(纯度>99.0%, 美国 Fluka 公司)。乙醇、
甲醇(色谱纯, 美国 J. T. Baker公司)。其他试剂均为
分析纯, 实验用水由美国 Millipore 公司超纯水仪制
备。所有婴幼儿奶粉样品均购自北京当地超市。 

2.2  色氨酸标准溶液的配制 

色氨酸标准储备液(1000 mg/L)的配制: 准确称
取 10.0 mg(精确至 0.1 mg)标准品, 用 100 mmol/L 
KH2PO4-NaOH 缓冲液(pH 10.5) 溶液溶解并定容至
10 mL, 4 °C冰箱保存; 色氨酸标准中间液(50 mg/L): 
吸取 0.5 mL标准储备液于 10 mL容量瓶中, 用 100 
mmol/L KH2PO4-NaOH 缓冲液定容; 根据需要取适
量标准中间液, 用 100 mmol/L KH2PO4-NaOH缓冲溶
液配置成 1~1000 ng/mL的标准工作液。 

2.3  色谱条件 

色谱柱: Agilent XDB-C18柱(50 mm × 4.6 mm, 
1.8 μm); 100 mmol/L KH2PO4-NaOH 缓冲溶液(pH 
10.5):甲醇=60:40 (v:v), 等度洗脱 ; 色谱柱柱温为
45 ℃; 流速 0.5 mL/min; 进样量: 5 μL; 荧光检测器
激发波长: 280 nm; 发射波长: 350 nm。 

2.4  样品制备 

准确称取 50.0 mg(精确至 0.1 mg)乳粉样品于 4 
mL自制的聚四氟乙烯水解管中。加入 4 mL含 0.5%
可溶性淀粉的 6 mol/L NaOH 溶液(新鲜配制), 盖好
盖后摇动使乳粉充分溶解; 放入 145 ℃恒温干燥箱
中水解 4 h, 取出后冷却至室温; 转移至含有 1.5 mL 
6 mol/L HCl溶液的 50 mL比色管中, 残余水解液用
少量纯水冲洗数次, 全部移入比色管中。向比色管中
加入一滴酚酞溶液 , 使溶液呈粉红色 , 用 6 mol/L 
HCl溶液滴至无色, 再用 1 mol/L NaOH溶液滴至粉
红色, 纯水定容; 混匀后, 用 KH2PO4-NaOH 缓冲溶
液稀释 5倍, 过 0.22 μm 滤膜, 供仪器测定。 

3  结果与讨论 

3.1  样品前处理条件的优化 

对于乳粉中色氨酸的测定, 国内外的文献报道
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较少。Hanko等[6]的研究结果表明色氨酸在酸性条件

下极不稳定, 在碱性条件下比较稳定, 因此, 对色氨
酸的检测一般通过碱性水解或是酶解的方法来进行
[7-11]。然而, 已有的对色氨酸采用碱性水解的方法, 
都是使用 4~7 mol/L NaOH来进行蛋白水解, 在此水
解过程中还需要在水解罐中通入过量氮气以防止色

氨酸在水解过程中氧化降解, 这使得样品处理过程
复杂,结果准确度差[9-11]。也有采用酶解法进行色氨酸

测定的报道, 但是这种方法往往是在对纯化后的蛋
白样品进行氨基酸组成分析时采用, 无法用于乳粉
样品等基质复杂的样品。在此, 本研究通过自制的聚
四氟乙烯材质的消解管, 同时控制消解管的体积, 使
其体积刚好为 4 mL(消解液的体积), 这样水解时通
过加入满容积的水解液, 避免了在水解过程通入 N2

除氧的步骤, 不仅减化了水解步骤, 而且提高了回收
率。随后本研究又比较了 110 ℃水解 22 h和 145℃水
解 4 h两种条件下色氨酸的产率见图 2。可以明显观
察到, 145 ℃水解 4 h的产率高于 110 ℃水解 22 h。故
本实验选取 145 ℃水解 4 h作为最佳水解条件。 

 

图 2  婴幼儿奶粉样品中色氨酸在不同水解条件下分离的
U-HPLC色谱图 

Fig. 2  U-HPLC chromatograms of tryptophan in real milk 
powder sample under different hydrolysis conditions 

 
3.2  色谱条件的优化 

3.2.1  激发波长和发射波长的选择 
鉴于色氨酸是一种荧光化合物, 为使色氨酸的

检测能够获得较高的灵敏度, 需要确定色氨酸的最
佳激发波长和发射波长。本研究首先通过二极管阵列

检测器(PDAD)将色氨酸标准溶液在波长 230~450 nm
范围内进行扫描, 对不同紫外波长可能对色氨酸检
测灵敏度所产生的影响进行了考察。结果表明, 在检
测波长 280 nm处, 色氨酸取得了最大吸收峰。故将

最大吸收波长 280 nm作为检测色氨酸的最适激发波
长。再通过荧光检测器于激发波长 280 nm条件下对
色氨酸标准溶液进行荧光光谱扫描, 由扫描得到的
荧光光谱中可以观察到色氨酸在波长 350 nm处具有
较高的灵敏度。因此, 实验最终确定, 最佳激发波长
为 280 nm, 发射波长为 350 nm。 
3.2.2 流动相的优化 

由于分析物只有色氨酸一种, 为了提高定量的
准确度和分析速度, 本研究采用等度的方式进行分
离。在使用 KH2PO4-NaOH (pH 10.5)-甲醇流动相体系
下, 本研究分别考察了甲醇体积分数分别为 30%、
40%和 50%时的分离条件。结果表明, 当甲醇的体积
分数由 30%增加到 50%时, 色氨酸在 C18色谱柱上的

保留时间明显减少(如图 3所示)。在图 3中可以明显
看到, 当甲醇的体积分数增加到 50%时, 色氨酸的色
谱峰型有拖尾现象。故本实验选取 40%甲醇浓度时的
流动相体系作为乳粉中色氨酸分离的适宜色谱条件。

同时本研究考察了不同温度下(25℃、35℃、45℃)色
氨酸的分离情况, 结果表明随着温度的增加, 色氨酸
的保留时间不断减少, 综合考虑到色谱柱的寿命、流
动相沸点等因素 , 本研究最后将分离稳定确定为
45℃。在此条件下, 色氨酸的保留时间变为 1.35 min, 
这也意味着算上上样时间, 本方法可以在 3 min内完
成一个样品的分析, 以每天 8 h计算的话, 可以分析
160个样品。 

 

图 3  流动相中甲醇的体积分数对色氨酸分离效果影响的
U-HPLC色谱图 

Fig. 3  U-HPLC chromatograms of the effect of tryptophan 
separation in different volume fractions of methanol 

 
3.3  方法线性及检出限 

在上述优化的实验条件下, 本研究考察了色氨
酸在 1~1000 μg/L 浓度范围内的线性关系和相关系
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数。结果表明色氨酸在该浓度范围内线性关系良好, 
线性回归方程为: Y = 3228.31X + 9563.94, 相关系数
(r)大于 0.999。当以色氨酸标准溶液的信噪比为 10
时的进样浓度定义为定量限, 可以得出色氨酸的定
量限为 1 μg/L, 按照本研究方法推算, 在乳粉中的定
量限是 5 μg/g 乳粉。根据我国新修订的食品安全国
家标准 , 乳粉中的蛋白质含量应不小于 16.5g/ 
100g[15], 结合前面提到的国标《婴儿配方食品》中色
氨酸的限量标准为不小于 110 mg/g[2], 可以计算出婴
儿配方乳粉中色氨酸的限量要求是不低于 2.9 mg/g, 
这说明本方法灵敏度高, 完全满足婴幼儿奶粉样品
中色氨酸的分析要求。 

3.4  精密度与回收率 

回收率和精密度的测定通过向已知浓度的样品

(1.80 mg/g)中添加低、中、高 3个浓度水平的色氨酸
标准溶液进行, 使样品中色氨酸含量分别为 2.0、2.3、
3.3 mg/g, 按上述样品制备方法操作, 重复测定 5次, 
得日内精密度; 连续测定 3 天, 得日间精密度。结果
表明本方法色氨酸的回收率在 110.7%~116.3%之间, 
日内相对标准偏差 (RSD)为 0.75%~1.80%, 日间的
RSD为 1.30%~2.54%, 结果见表 1。这说明本方法完
全能够满足实际样品检测的需求。 

表 1  色氨酸的加标回收率及精密度 
Table 1  Recoveries and precision (RSD) of tryptophan 

化合物 加标浓度/ 
(mg/g) 

回收率/
% 

RSD/% 

Intra-day 
(n = 5) 

Inter-day
(n = 3) 

Tryp-
tophan 

0.2 110.7 0.75 1.30 

0.5 114.2 1.56 2.07 

1.5 116.3 1.80 2.54 

 

3.5  方法应用 

准确测定出婴幼儿乳粉中的色氨酸含量, 对于 

确保婴幼儿的健康成长, 具有重要意义。本研究依
照上述所建立的方法对购自市场不同品牌的 10 种
国内外乳粉进行了测定, 典型样品的色谱图见图 4, 
检测结果见表 2。结果表明, 目前市场上所售乳粉中
的色氨酸含量确实差异比较大, 其中大部分乳粉色
氨酸含量确实达不到 2.9 mg/g 的限量标准, 应引起
企业和监管部门足够的重视。为了了解乳粉中色氨

酸的含量与蛋白质含量是否为线性相关, 在此我们
也测定了乳粉样品的蛋白含量, 乳粉样品的色氨酸
含量与蛋白含量的相关性见图 5, 由图 5 可以看出, 
乳粉样品的色氨酸含量与蛋白含量之间并不呈完全

的线性相关, 这也意味着我们在对乳粉样品蛋白含
量进行关注的同时, 不能忽视作为人体必需氨基酸
之一的色氨酸在乳粉中的含量。这说明在婴幼儿配

方乳粉的营养强制标签中, 应尽快增加关于色氨酸
的鉴于我国目前尚无婴幼儿乳粉色氨酸检测的国家

标准, 且在婴幼儿乳粉的标签中并未有色氨酸含量
的强制要求, 本研究结果也表明我国应尽快开展乳
粉样品中的色氨酸含量调查研究, 并应尽快制定婴
幼儿乳粉色氨酸检测的国家标准, 以确保我国婴幼
儿配方乳粉的食用安全。 

 

图 4  典型样品色氨酸 U-HPLC分析色谱图 
Fig. 4  U-HPLC chromatogram of typical samples for tryp-

tophan analysis 

表 2  十种乳粉样品中色氨酸检测结果 
Table 2  The detection results of tryptophan in ten milk powder samples 

样品 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 

浓度(mg/g) 1.80 1.95 1.97 2.00 2.19 2.51 2.64 2.76 3.05 3.35 
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图 5  乳粉样品中色氨酸含量与蛋白质含量的相关性 
Fig. 5  The correlations of protein concentrations and tryp-

tophan concentrations in milk powder samples 
 

4  结  论 

本研究通过使用自制的乳粉样品色氨酸检测用

消解装置, 并优化其消解条件和色谱分析条件, 建立
了乳粉样品的超高效液相色谱-荧光检测法。该方法
准确度和灵敏度高, 分析时间短。将该方法应用于实
际乳粉样品的检测结果表明, 目前市售的部分婴幼
儿乳粉样品中的色氨酸含量未满足我国的限量标准。

此外, 乳粉中的蛋白含量与色氨酸含量之间并不存
在明显的相关性, 为确保婴幼儿乳粉的食用安全, 应
尽快制定婴幼儿乳粉中色氨酸检测的国家标准。 
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“食品包装材料”专题征稿 
 
 
食品包装材料, 以其化学稳定、制造成本低、重量轻、易于加工、装饰效果好、运输销售方便以及良好

的食品保护作用而被广泛应用, 但由于与食品直接接触, 包装材料所含的有害物质会通过吸收、溶解、扩散等

过程向食品发生迁移从而污染食品。食品包装材料的安全是食品安全的重要组成部分, 建立完善的食品包装

材料保障体系是应对频发的由食品包装材料引起的食品安全事件的关键。 

鉴于此, 本刊特别策划了“食品包装材料”专题, 由上海交通大学的李云飞教授担任专题主编。现任上海

交通大学陆伯勋食品安全研究中心副主任, 农产品贮藏与加工工程学科梯队带头人, 上海市食品学会理事, 

上海市学位委员会学科评议组成员。曾任上海交通大学食品科学与工程系主任, 兼任上海市农业机械学会农

副产品贮运与加工专业委员会主任, 教育部高等学校轻工与食品教学指导委员会食品科学与工程分委员会委

员。本专题主要围绕食品包装材料法律法规、食品包装材料的安全标准、食品包装材料中有毒有害化学物质

的检测、有害残留物质的迁移转化机理、新型食品包装材料（环保材料, 可食性材料）等方面或者您认为在

食品包装材料方面有意义的内容进行论述, 计划在 2014年 11月出版。 

鉴于您在该领域的成就, 本刊编辑部及李云飞教授特邀请您为本专题撰写稿件, 以期进一步提升该专题

的学术质量和影响力。综述、实验报告、研究论文均可, 请通过网站或 E-mail投稿。我们将快速处理并优先

发表。 
投稿方式:  
网站: www.chinafoodj.com 
E-mail: jfoodsq@126.com 

《食品安全质量检测学报》编辑部 
 


