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高效液相色谱法测定乳与乳制品中 

L-羟脯氨酸的含量 

赵一晖, 刘思洁*, 张培军, 战  英, 陈俊竹 

(吉林省疾病预防控制中心, 长春  130062) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法测定乳与乳制品中 L-羟脯氨酸的含量。方法  样品水解衍生后采用 C18 色

谱柱, 以乙腈和 10 mmol/L乙酸钠(pH=5.0)为流动相, 梯度洗脱, 流速为 1.0 mL/min, 柱温 35 ℃, 荧光检测器

进行检测。结果  L-羟脯氨酸检出限为 0.5 mg/kg, 线性范围为 1.0~100.0 μg/mL, 加标回收率在 95.3%~102.7%

之间, 相对标准偏差在 1.46%~7.56%之间。结论  该方法操作简便、准确、快速, 提高了样品检出灵敏度, 适

用于测定乳与乳制品中 L-羟脯氨酸的含量。 
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Detection of L-hydroxyproline in the milk and dairy products by high 
performance liquid chromatography 

ZHAO Yi-Hui, LIU Si-Jie*, ZHANG Pei-Jun, ZHAN Ying, CHEN Jun-Zhu 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the detection of L-hydroxyproline in milk and dairy 

products by high performance liquid chromatography. Methods  L-hydroxyproline in samples was extracted 

by derivation and separated on a C18 column using acetonitrile and 10 mmol/L sodium acetate(pH=5.0)as the 

mobile phase at a flow rate of 1.0 mL/min with the column temperature of 35 ℃, and then determined by 

fluorescence detector. Results  The detection limit of L-hydroxyproline was 0.5 mg/kg. There was a good 

linearity in the range of 1.0~100.0 μg/mL, the recovery of standard addition was 95.3%~102.7%, and the 

relative standard deviation was 1.46%~7.56%. Conclusion  This method is simple, accurate, rapid, and can 

improve the detection sensitivity, which is suitable for the determination of L-hydroxyproline in milk and dairy 

products. 
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1  引  言 

近年来, 我国乳品企业不断爆出食品安全问题, 

一些不法奶农以及部分奶粉生产商为了降低生产成

本, 获取最大经济效益, 在乳与乳制品中掺假, 不仅

影响了产品的质量, 而且严重损害广大消费者的身

体健康。在各种掺假方法中, 添加皮革水解物是比较

常见的一类, 水解动物蛋白(水解明胶)是以动物皮革

中的胶原蛋白为原料, 进行水解、精制而成的水解产

物。2009 年全国打击违法添加非食用物质和滥用食
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品添加剂专项整治领导小组将皮革水解物列入《食品

中可能违法添加的非食用物质名单(第二批)》中, 明

确规定乳与乳制品、含乳饮料中不得添加皮革水解蛋

白以增加蛋白质含量。然而皮革水解物是一个混合体, 

想对其直接评价难度很大, 但是 L-羟脯氨酸是皮革
水解物原料水解蛋白的特征性氨基酸, 约占胶原蛋

白氨基酸总量的 10%, 而乳蛋白质中不含 L-羟脯氨
酸, 如果乳与乳制品蛋白水解氨基酸中检出 L-羟脯
氨酸, 则可证明乳与乳制品中掺假。 

目前对乳制品中 L-羟脯氨酸的检测方法主要有
分光光度法 [1-5]、液相色谱法 [6-9]、氨基酸分析仪法
[10-12]、液相色谱质谱法[13,14]等, 还有一些检测生物样

品中 L-羟脯氨酸的检测方法[15]。由于这些方法存在

灵敏度低, 样品水解时间很长(通常需要 624 h), 实

验操作繁琐, 存在难以实现快速测定或所需仪器设

备昂贵等缺陷, 没有被广泛的应用。本研究在已有方

法基础上, 将 L-羟脯氨酸经丹磺酰氯衍生后用荧光
检测器进行检测, 操作简单, 水解时间短, 通过优化

流动相中有机相的比例, 将 L-羟脯氨酸与其他氨基
酸很好地分离, 消除了检测干扰。同时对方法的检出

限、回收率、精密度进行了系统研究, 建立了一种操

作简便、灵敏度高、选择性好、能为大多数检测机构

所使用的方法。该方法灵敏度高, 准确度好, 实用性

强, L-羟脯氨酸检出限可达到 0.5 mg/kg, 可用于乳及

乳制品中羟脯氨酸的检测。 

2  材料与试剂 

2.1  仪器与试剂  

LC-20AD 高效液相色谱仪 , 配备荧光检测器

(日本岛津公司); 酸度计(SA-720, 美国 ORION公司); 

恒温干燥箱(DHP60, 上海实验仪器总厂); 超声波振

荡器(KQ-500E, 昆山市超声仪器有限公司); 涡旋混

合器(MS2, 美国 IKA公司)。 

L-羟脯氨酸标准品, 纯度为 99%(上海安普); 乙

腈、丹磺酰氯均为色谱纯(色谱纯, 美国 Fisher公司), 

盐酸甲胺、无水乙酸钠、苯酚、盐酸、冰乙酸、无水

碳酸钠、氢氧化钠均为分析纯(国药集团)。0.45 µm

微孔滤膜, 水相(北京鸿海天科技有限公司)。 

2.2  色谱条件 

色谱柱为 ZORBAX SB-C18(4.6 mm× 250 mm, 5 

μm); 流动相组成为 : 乙腈 -10 mmol/L 乙酸钠

(pH=5.0); 梯度洗脱 : 0~2 min, 5%乙腈 ; 2.01~30.0 

min, 5%乙腈~35%乙腈; 30.01~35.0 min, 35%乙腈

~5%乙腈, 总运行时间 35 min; 柱温 35 ℃, 进样量

10 μL; 流速: 1.0 mL/min; 荧光检测波长为 Ex=330 

nm, Em=530 nm。 

2.3  实验方法  

2.3.1  样品前处理 

准确称取固体乳粉 0.1 g(液态乳 0.5 g)于安瓿瓶

中, 加入 3 mL 蛋白水解剂, 充分混匀, 用酒精喷灯

封口, 置于恒温干燥箱中, 110 ℃水解 24 h。水解液冷

却后过滤, 用氢氧化钠溶液中和并定容至 10 mL, 作

为样液。吸取 1.00 mL样液至 10 mL具塞玻璃试管中, 

加入 1.00 mL碳酸钠缓冲液, 1.00 mL丹磺酰氯溶液, 

充分混合, 室温避光衍生反应 90 min, 加入 0.10 mL

盐酸甲胺溶液涡旋混合, 以终止反应, 避光静置至沉

淀完全。取上清液经 0.45 µm微孔滤膜过滤, 取滤液

备用。衍生物在 4 ℃可避光保存 48 h。 

2.3.2  标准储备溶液的配制   

准确称取 50 mg L-羟脯氨酸标准品, 用水溶解

并定容至 50 mL, 配制成质量浓度为 1.0 mg/mL的标

准储备液。 

2.3.3  标准曲线的配制   

用水将 L-羟脯氨酸标准储备液分别稀释成 1.0、

2.0、5.0、10.0、50.0 μg/mL, 按 2.3.1 对标准品进行

衍生反应, 得到标准工作液。依次进行色谱测定, 记

录色谱峰高(或峰面积)。以峰高(或峰面积)为纵坐标, 

以标准工作液浓度为横坐标绘制标准曲线。 

3  结果与分析 

3.1  线性范围、回归方程及检出限 

以空白基质溶液配制不同浓度的 L-羟脯氨酸标
准系列 , 采用高效液相色谱法 (high performance 

liquid chromatography, HPLC)进行分析, 得出线性范

围、回归方程和相关系数(r)。在 1.0~100.0 μg/mL范

围 内 呈 现 良 好 的 线 性 关 系 , 回 归 方 程 为

Y=2935.18X-312.61, 线性相关系数为 0.9991。该方法

L-羟脯氨酸检出限为 0.5 mg/kg。 

3.2  精密度和准确度试验 

在酸奶样品和奶粉样品中添加不同含量的 3 个

水平 L-羟脯氨酸标准溶液, 每个添加浓度平行测定 6

次, 测定精密度及准确度, 结果见表 1。L-羟脯氨酸 
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表 1  L-羟脯氨酸准确度与精密度试验(n=6) 
Table 1  Accuracy and precision test L-hydroxyproline(n=6) 

样品 本底值(μg) 添加量(μg) 平均测定值(μg) 平均回收率 % RSD (%) 

酸奶 

0 

0 

0 

20.0 

160.0 

320.0 

20.5 

160.4 

316.3 

102.7 

100.3 

98.8 

7.56 

1.46 

1.64 

奶粉 

0 

0 

0 

20.0 

160.0 

320.0 

19.1 

154.3 

316.5 

95.3 

96.4 

98.9 

7.54 

4.65 

2.34 

 

 
 

图 1  L-羟脯氨酸标准样品丹磺酰氯衍生物的色谱图 

Fig. 1  Chromatogram of dansyl chloride derivative of L-hydroxyproline standard sample 

 
 

加标回收率在 95.3%~102.7%, 所测定的相对标准偏

差(RSD)在 1.46%~7.56%之间。方法的准确度和精密

度均符合检测分析的要求。 

3.3  色谱条件的优化 

由于 L-羟脯氨酸属于极性大、分子质量小的一
种化合物, 没有紫外吸收, 但是与丹磺酰氯反应后能

生成具有强烈荧光的物质, 在激发波长(Ex)=330 nm, 

发射波长(Em)=530 nm下有强烈的荧光吸收。因此本

方法采用将 L-羟脯氨酸衍生后用荧光检测器进行检
测, 并且通过优化流动相中有机相的比例, 将 L-羟脯
氨酸与其他氨基酸很好的分离, 消除了检测干扰。 

同时发现流动相中水相的浓度和 pH值对样品分

析产生很大的影响, pH 值越低, 样品出峰的时间越

晚; 浓度越低, 样品峰的峰形越宽。最终根据实验结

果选择了 10 mmol/L的乙酸钠(pH=5.0)作为流动相的

水相, 可以得到很好的分离效果, 详见图 1。 

4  结  论 

本研究通过对实验条件的优化, 建立了乳与乳

制品中 L-羟脯氨酸的检测分析方法。该方法样品处
理简单, 衍生效率比较高, 分离效果好, 方法的灵敏

度和检出限均能满足检测分析的要求, 且易于推广

使用, 可以作为乳与乳制品中是否存在违法添加皮

革水解蛋白的筛选方法, 为监督执法提供了强有力

的技术支持。 
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