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特殊医学用途全营养配方食品中 β-羟基 

-β-甲基丁酸钙的含量测定 

杨  涛 1, 滕丕合 2*, 米运宏 2, 陆业活 2, 邓爱婕 2, 原亚梅 2, 韦伟宁 2 

(1. 广西民族师范学院化学与生物工程学院, 崇左  532200;  

2. 广西弘山堂生物科技有限公司, 南宁  530032) 

摘  要: 目的  通过优化样品前处理和色谱条件, 建立高效液相色谱-紫外检测法测定特殊医学用途全营

养配方食品中 β-羟基-β-甲基丁酸钙含量的分析方法。方法  样品用 0.1 mol/L 的盐酸溶液提取, 经离心、

上清液过滤后, 以 0.05 mol/L 磷酸二氢钾溶液(pH 3.0)-乙腈(95:5)为流动相, 采用 Caprisil C18-P 色谱柱

(250 mm×4.6 mm, 5 μm)分离 , 紫外检测器检测 , 外标法定量。结果   β-羟基-β-甲基丁酸钙在 0.0947~ 

0.9474 mg/L 的质量浓度范围内与峰面积呈现良好的线性关系, 决定系数 r2 为 0.9997, 定量限为 0.28 μg/g, 

检出限为 0.09 μg/g。加标回收率在 97.08%~101.22%之间, 相对标准偏差为 1.20%。结论  该方法操作简

单、重复性好、结果可靠, 可满足特殊医学用途全营养配方食品中 β-羟基-β-甲基丁酸钙的含量测定, 为

产品的质量控制提供有力的技术支撑, 并填补国内特殊医学用途配方食品关于 β-羟基-β-甲基丁酸钙质量

检测的空白。 
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Determination of calcium β-hydroxy-β-methylbutyrate in whole  
nutritional formula foods for special medical purposes 

YANG Tao1, TENG Pi-He2*, MI Yun-Hong2, LU Ye-Huo2, DENG Ai-Jie2,  
YUAN Ya-Mei2, WEI Wei-Ning2 

(1. College of Chemical and Biomedical Engineering, Guangxi Normal University for Nationalitie, Chongzuo 532200, 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of calcium β-hydroxy-β-methylbutyrate in 

whole nutritional food for special medical purposes by high performance liquid chromatography with ultraviolet 

detection using optimized sample pretreatment and chromatographic conditions. Methods  Samples were extracted 

by 0.1 mol/L HCl solution. After centrifugation and filtration, the separation of β-hydroxy-β-methylbutyrate was 

performed on a Caprisil C18-P column (250 mm×4.6 mm, 5 μm) with 0.05 mol/L potassium dihydrogen phosphate 

(pH 3.0)-acetonitrile (95:5) as the mobile phase and quantitated by external standard method with ultraviolet 

detector. Results  A good linear relationship (r2=0.9997) was observed with concentration ranging from 0.0947 
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to 0.9474 mg/mL, the limit of quantification was 0.28 μg/g, and the limit of detection was 0.09 μg/g. The recoveries 

of the spiked samples were from 97.08% to 101.22%, the relative standard deviation was 1.20%. Conclusion  The 

method has the advantages of simple, accurate and precise, which can meet the determination of β-hydroxy-β- 

methylbutyrate in whole nutritional formula foods for special medical purposes, provide technical support for the 

quality control of the product, and also fill the blank of quality detection of β-hydroxy-β- methylbutyrate in foods for 

special medical purposes in China. 

KEY WORDS: whole nutritional formula foods for special medical purposes; β-hydroxy-β-methylbutyrate; external 

standard method; quality control 
 
 

0  引  言 

特殊医学用途配方食品是指为了满足进食受限、消化

吸收障碍、代谢紊乱或特定疾病状态人群对营养素或膳食

的特殊需要 , 专门加工配制而成的配方食品 [1‒2]。GB 

29922—2013《特殊医学用途配方食品通则》将特殊医学用

途配方食品分为 3 类, 即全营养配方食品、特定全营养配方

食品和非全营养配方食品[3‒4], 该类食品必须在医师或临床

营养师指导下, 单独食用或与其他食品配合食用。其中特殊

医学用途全营养配方食品可作为单一营养来源满足目标人群

的营养需求[5‒6], 其对于改善患者营养状态、提高疾病康复速

度、减少营养不良导致的并发症具有重要的临床意义[7‒8]。 

β-羟基-β-甲基丁酸(β-hydroxy-β-methylbutyrate, HMB)

是一个含五碳的有机酸, 是亮氨酸在体内通过其代谢产

物 α-酮异己酸产生的一种衍生物, 由 NISSEN等[9]在 1988

年首次发现。HMB 具有减少肌肉损伤、促进蛋白质合成、

维护细胞膜完整性和增强机体免疫等生物学功能[10‒12]。

由于 HMB 性质活泼, 在工业化生产中 HMB 通常转化合

成为钙盐即 β-羟基-β-甲基丁酸钙(calcium β-hydroxy-β- 

methylbutyrate, CaHMB), 以便于储存和使用[13]。由于能

够促进动物生长性能改善和骨骼肌生长, CaHMB 在我国

最早应用于饲料领域, 随着众多毒理学和人群试食实验

结果证实了其安全性, 1995 年 CaHMB 被美国食品药品监

督管理局确定为一般公认安全物质[14‒19]。2011 年中国卫

生部批准 CaHMB 作为新资源食品用于特殊医学用途配

方食品和运动营养食品中, 每日摄入量不超过 3 g[20]。

2017 年 CaHMB 的使用范围扩大到饮料类、乳及乳制品、

可可制品、巧克力和巧克力制品以及糖果、烘焙食品、

特殊膳食食品中。 

近年来, CaHMB 在特殊医学用途配方食品中的应用

逐渐增多, 引起了质量监督部门的极大重视, 急需对其质

量进行控制, 但目前并无相应的国家标准, 也无文献进行

报道, 已发表的关于 CaHMB 的检测主要针对人体尿液样

本, 检测方法有气相色谱法、气相色谱-串联质谱法和高效

液相色谱法[21‒23]。气相色谱法操作快速, 成本较低, 但样

品前处理过程要求较高, 必须进行衍生化处理, 气相色谱-

串联质谱法灵敏度高, 定量准确, 但是成本较高, 一般的

生产企业很难负担。高效液相色谱法无需对样品进行衍生

化, 前处理简单且成本较低, 能够减缓企业负担。针对特

殊医学用途全营养配方食品配方复杂、组织状态多样, 所

添加 CaHMB 含量低的特点, 本研究建立了一种简单、直

接的高效液相色谱法测定该类食品中 CaHMB 的含量, 以

期为特殊医学用途配方食品行业提供一定的技术参考, 指

导生产企业对产品的质量进行控制, 也为政府监督部门提

供有力的技术支持。 

1  材料与方法 

1.1  材料与仪器 

CaHMB 标准品(纯度≥97.0%, 百灵威科技有限公

司); 乙腈(色谱纯, 美国 Sigma 公司); 磷酸二氢钾、磷

酸(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); 盐酸(分析纯, 

广州化学试剂厂); 有机微孔滤膜(0.22 μm, 天津津腾实

验设备有限公司 ); 实验用水(瓶装纯净水 , 浙江娃哈哈

公司 ); 实验用特殊医学用途全营养配方食品来源于本

公司研发设计。 

UltiMate 3000 高效液相色谱仪: 配有可变波长紫外

检测器及 Chromeleon7 数据处理系统(美国赛默飞世尔科

技有限公司 ); UV-2600i 型紫外 -可见光分光光度计、

AUW220D型万分之一电子天平(日本岛津公司); MS3型涡

旋振荡器(德国 IKA 公司); H1850 型高速台式离心机(湖南

湘仪实验室仪器开发有限公司); PHS-3E 型 pH 计(上海仪

电科学仪器有限公司); Caprisil C18-P色谱柱(250 mm×4.6 mm, 

5 μm)(美国 Morhchem 公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  标准溶液配制 

准确称取 CaHMB 100 mg(精确到 0.1 mg), 用 0.1 mol/L

的盐酸溶液溶解, 定容至100 mL的容量瓶中, 配制成1.0 mg/L
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的标准储备液, 于 4℃冰箱中保存, 有效期 3 个月。分别准

确吸取标准储备溶液 1、2、4、6、8 mL, 于 10 mL 容量瓶

中, 用 0.1 mol/L 盐酸溶液定容至刻度, 得到质量浓度分别

为 0.1、0.2、0.4、0.6、0.8 和 1.0 mg/L 的系列标准工作液。 

1.2.2  样品前处理 

称取混合均匀的特殊医学用途全营养配方食品试样

2.0 g (精确到 0.01 g), 于 50 mL 容量瓶中, 加入 0.1 mol/L

的盐酸溶液 30 mL, 涡旋混匀 2 min。超声提取 20 min, 冷

却至室温后, 定容。8000 r/min 离心 5 min, 吸取上清液经

滤膜过滤, 进高效液相色谱仪测定。 

1.2.3  色谱参考条件 

Caprisil C18-P 色谱柱(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 流动

相: 0.05 mol/L磷酸二氢钾溶液(用磷酸调节 pH为 3.0):乙腈

=95:5; 流速: 1.0 mL/min; 进样量: 20 μL; 柱温: 30℃, 检

测波长: 214 nm。 

1.3  数据处理 

通过与 UltiMate 3000 仪器配套的 Chromeleon7 色谱

处理软件完成数据采集和积分, 使用 Microsoft Excel 2010

进行数据统计分析, 结果以平均值±标准偏差表示, 每次

实验重复 3 次。 

2  结果与分析 

2.1  提取溶剂的选择 

因特殊医学用途配方食品基质复杂 , 含有大量蛋

白质、碳水化合物以及脂类, 对后续提取等操作步骤有

较大的影响, 须去除干扰, 才能准确对 CaHMB 进行定

量分析 , 因此提取溶剂的选择至关重要。由于 CaHMB

易溶于水 , 蛋白质在酸性环境中容易沉淀 , 高比例的有

机相以及亚铁氰化钾和乙酸锌共同作用都可以沉淀蛋

白 , 因此本研究拟对以下 3 种提取溶剂进行考察研究 , 

分别为 60%的乙腈水溶液、0.1 mol/L 的盐酸溶液、水提

取后加入 150 mg/mL 亚铁氢化钾和 300 mg/mL 乙酸锌的

沉淀试剂各 0.5 mL。 

研究发现, 60%的乙腈水溶液和水提取加沉淀剂两种

方式的回收率较低, 0.1 mol/L的盐酸溶液, 提取效果最好, 回

收率较为理想。这可能因为 CaHMB 在酸性条件下更容易完

全解离, 以及蛋白质在等电点下沉淀使溶液澄清[24‒25]。因此

最终选择 0.1 mol/L的盐酸溶液作为提取试剂, 不同提取方

式实验结果如表 1。 

2.2  波长的选择 

采用紫外 -可见光分光光度计对 CaHMB 标准储

备液在 200~500 nm 的范围内进行光谱扫描 , 发现

CaHMB 溶液在 214 nm 处有最大吸收峰 , CaHMB 吸收

光谱图中 , 300~400 nm 波长的波动可能是由于钨灯(可

见光 )和氘灯 (紫外光 )进行切换时导致的波动。因此本

研究选择 214 nm 作为方法的定量波长 , 图 1 为 CaHMB

的吸收光谱图。  

 
表 1  不同提取溶剂的提取效果比较 

Table 1  Comparison of extraction effect by different extraction solvents 

提取溶剂 沉淀现象 回收率/% 

60%乙腈水溶液 沉淀效果不佳, 样品浑浊 64.8±1.7 

0.1 mol/L 盐酸溶液 沉淀效果好, 样品澄清 96.5±3.4 

水提取后加入沉淀剂 沉淀效果好, 样品澄清 76.4±2.7 

 

 

 
图 1  CaHMB 吸收光谱图 

Fig.1  Absorption spectrum of CaHMB 

2.3  流动相的选择 

为研究流动相对分析的影响因素, 选择合适的色谱

条件, 本研究对不同流动相和 pH进行比较, 探索流动相对

CaHMB 的保留时间、杂质分离、峰型的影响。根据现有

的文献资料, 目前检测 CaHMB 的流动相主要有两种, 一

种是庚烷磺酸钠溶液和乙腈体系, 另一种是磷酸二氢钾溶

液和乙腈体系[26‒27]。两种体系的有机相均为乙腈, 这是因

为乙腈的紫外截止波长是 190 nm, 而甲醇是 210 nm, 在低

波长的检测中, 乙腈可以提供更加平稳的基线和更好的定

量准确性[28]。实验发现, 不管是 0.01 mol/L 庚烷磺酸钠溶
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液还是 0.05 mol/L磷酸二氢钾溶液, 将两者的 pH用磷酸调

节到 3.0左右, 且乙腈的比例为 5%时, CaHMB出峰时间快, 

和干扰峰能较好的分离 , 且主峰峰形尖锐对称, 柱效高, 

结果见表 2。庚烷磺酸钠作为离子对试剂在流动相和色谱

柱之间的平衡需要更长的时间, 作为不挥发的盐, 庚烷磺

酸钠很难冲洗干净, 影响色谱柱的使用寿命[29‒30]。因此最

终选择 0.05 mol/L 磷酸二氢钾溶液(用磷酸调节 pH 为 3.0):

乙腈=95:5 为色谱分析流动相。 

2.4  方法学考察 

2.4.1  系统适用性实验 

按照优化的色谱条件, 分别将空白样品溶液、对照溶

液和样品溶液, 依次经高效液相色谱仪进行测定, 记录色

谱图。图 2 结果显示, 空白样品溶液无其他杂质干扰, 对

照溶液中色谱峰出峰时间快 , 峰行对称性好 , 理论塔板

数>10000, 样品溶液中主峰无干扰, 与其他杂质峰的分离

度>1.5, 符合实验要求。 

2.4.2  线性范围、检出限、定量限 

将 1.2.1 中配制的标准系列工作液按浓度由低到高的

顺序, 依次经高效液相色谱仪分析, 以进样质量浓度为横

坐标(X, mg/L), 峰面积为纵坐标(Y), 分别绘制标准曲线。

在 0.0947~0.9474 mg/L 的范围内 CaHMB 的线性回归方程为

Y=8.0753X‒0.0376, r2=0.9997, 具有良好的线性关系。选择相

同基质的阴性样品加标进行实验, 以信噪比 S/N≥10 和 S/N

≥3 时对应的浓度分别来确定本方法的定量限和检出限, 

CaHMB 的定量限为 0.28 μg/g, 检出限为 0.09 μg/g。 

2.4.3  精密度 

取特殊医学用途配方食品试样约 2.0 g, 按照 1.2.2

中的方法处理, 平行制备 7 份, 进样。通过计算, 液相色

谱分析结果表明, CaHMB 含量的平均值为 2.48 g/100 g, 

7 份的相对标准偏差为 1.66%, 表明该方法实验结果准

确、精密度良好。 

 
表 2  不同流动相对保留时间和峰形的影响 

Table 2  Effects of retention time and peak shape by different mobile phase 

流动相 保留时间/min 峰面积/(mAU×min) 峰形 理论塔板数(N) 

0.01 mol/L 庚烷磺酸钠-乙腈 7.88 4.683 对称性好 12429 

0.05 mol/L 磷酸二氢钾-乙腈 8.15 4.824 对称性好 11358 

 
 

 
 

注: A: 空白样品溶液; B: 对照溶液; C: 样品溶液。 

图 2  系统适用性色谱图 

Fig.2  Chromatogram of system applicability 
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2.4.4  回收率 

将精密度实验测得样品中 CaHMB 的平均值作为样品

含量, 设计 50%、100%、150% 3 个水平的加标浓度。所得

结果见表 3, CaHMB 的回收率范围为 97.08%~101.22%, 平

均回收率为 98.87%, 9 份样品的相对标准偏差为 1.20%, 符

合 GB/T 27404—2008《实验室质量控制规范食品理化检

测》中附录 1 关于回收率的要求, 结果表明本方法准确度

良好。 
 
 
 

表 3  不同加标浓度回收率实验结果 
Table 3  Recoveries test results of different spiked concentrations 

类别 序号 加标量/mg 回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

50%加标 

1  48.24  97.92% 

98.87 1.20 

2  49.12  97.08% 

3  50.36  99.77% 

100%加标 

4  99.24  98.39% 

5 100.87 101.22% 

6  99.87  98.69% 

150%加标 

7 150.24  99.53% 

8 150.64  98.58% 

9 149.32  98.65% 

 
 

3  结  论 

本研究对 CaHMB 含量检测的提取溶剂、检测波长和

流动相进行了考察, 并通过系统适用性、线性关系、检出限、

定量限、精密度及加标回收率实验进行了方法学验证, 建立了

特殊医学用途全营养配方食品中 CaHMB 的测定方法。结果显

示 CaHMB 在 0.0947~0.9474 mg/L 的质量浓度范围内与峰面积

呈现良好的线性关系, r2=0.9997, 定量限为 0.28 μg/g, 检出限

为 0.09 μg/g。平行制备 7 份样品, 样品中 CaHMB 含量的平

均值为 2.48 g/100 g, 相对标准偏差为 1.66%, 设计 50%、

100%、150% 3 个水平的加标浓度, 每个水平平行测定 3 次, 

CaHMB 的回收率范围为 97.08%~101.22%, 平均回收率为

98.87%, 9 份回收率的相对标准偏差为 1.20%。综上所述, 该

方法基质干扰小、操作易行、精密度高、准确度好, 适用于

特殊医学用途全营养配方食品中 CaHMB 的测定, 能为本产

品质量控制提供一定的科学依据。 
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