

摘要：婴幼儿食品基质复杂、核苷酸含量低，因此对方法进行优化十分重要。为了系统评价各种检测条件是否合适，对色谱柱类型对复杂基质的分离效果进行分析，寻找流动相和洗脱方法的协同优化规律，研究波长选择对低含量灵敏度的保证作用，得出婴幼儿食品核苷酸准确测定的主要条件联动优化方式。
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核苷酸是婴幼儿肠道黏膜修复、免疫细胞增殖所必需的内源性营养物质，婴幼儿配方食品中核苷酸含量的高低决定产品对母乳营养模拟效果的好坏。目前的液相色谱检测标准对于方法条件的表述比较原则化，实验室由于条件选取的不同造成结果的重复性较差，减弱了质量监督的一致性，婴幼儿食品基质成分繁杂、目标核苷酸含量处在灵敏度的临界值区间内，检测条件的匹配性对于结果的精确度有着十分重要的意义，对各个条件进行实际对比、确定最佳条件的方法学价值很高。
1材料与检测方法
1.1实验材料与试剂
实验以市售婴幼儿配方奶粉作为检测样品，包含一段和二段两种配方奶粉，从配方奶粉的基质组成不同来体现。标准品有5'-腺苷酸（5'-AMP）、5'-胞苷酸（5'-CMP）、5'-鸟苷酸（5'-GMP）、5'-尿苷酸（5'-UMP）、5'-肌苷酸（5'-IMP）5种，纯度≥98%，由有国家计量认证资质的标准品生产单位提供，保证标准曲线量值溯源的准确性；有机相用色谱纯乙腈，缓冲盐用分析纯磷酸二氢铵配置，水相全部采用电阻率≥18.2MΩ·cm的超纯水，防止水中少量有机物造成的基线漂移；蛋白沉淀剂选择10%三氯乙酸，沉淀蛋白质彻底，不会对核苷酸的化学骨架造成破坏，是保证前处理回收率稳定的试剂选择标准。
1.2实验仪器设备
主体检测平台是岛津LC-20A高效液相色谱仪，用二极管阵列检测器DAD，可对200~400nm波长连续扫描，可以得到多波长数据同时采集。色谱柱共有三种，C18反相柱（250mm×4.6mm，5μm）用作反相分配柱，NH2氨基柱（250mm×4.6mm，5μm）用作弱极性吸附柱，SAX强阴离子交换柱（250mm×4.6mm，5μm）用作离子交换柱，三种色谱柱一起形成了系统的比较机制框架；前处理辅助设备包括低温高速离心机（最大转速16000rpm）、功率250W超声波清洗器、涡旋振荡器，用孔径为0.22μm水系滤膜；所有的设备都在计量检定的有效期内使用，保证设备状态差异对比较结论的影响可以忽略不计[1]。
1.3样本前处理方式
婴幼儿配方奶粉蛋白质含量高，未经充分净化的蛋白残留会造成色谱柱不可逆吸附污染，前处理要以蛋白完全去除为目标。准确称取2.0g样品装入50ml聚丙烯离心管中，加入约30ml超纯水后在60℃水浴中震荡20min，使蛋白质充分溶胀分散；冷却至室温后逐滴加入10%三氯乙酸至终浓度4%（v/v），涡旋混匀2min，酸性条件下使蛋白絮凝沉淀迅速形成；用12000rpm、4℃离心15min，上清液转移到新的试管中再做低温离心一次，去除微粒；上清液经0.22μm水系滤膜过滤后转入进样瓶，全程低温操作防止内源性酶对核苷酸的降解，实验结果表明五种目标组分的前处理回收率都在93%到102%之间，方案准确性可以达到定量检测的最低标准。
1.4不同液相色谱检测条件设置
根据控制变量的原则，设置色谱柱类型、流动相配比、洗脱方式、检测波长四个独立变量维度进行试验，试验时每次只改变一个变量，其他的试验参数保持不变，保证各个维度试验得到的结果是独立有效的。
全组试验共用的基础仪器参数为柱温为30℃，流速为1.0mL/min，进样量为10μL；梯度洗脱用专门程序；每一个试验条件连续进样三次，保留时间批内RSD≤2%、峰面积RSD≤3%的数据才能被接受，不符合以上标准的数据不能用于优势对比分析，见表1。
表1液相色谱变量试验条件汇总
	变量维度
	可选试验条件

	色谱柱类型
	C18反相柱、NH2​氨基柱、SAX强阴离子交换柱

	流动相（磷酸盐缓冲液：乙腈）
	95:5、90:10、85:15

	洗脱方式
	等度洗脱、梯度洗脱

	检测波长
	240 nm、254 nm、260 nm

	梯度洗脱程序，0-10min磷酸盐和乙腈比例由95：5线性增加到85：15，10-30min等比例等度运行，30-40min线性回调到原来的比例达到系统平衡。


2不同检测条件下婴幼儿食品核苷酸检测结果对比
2.1不同色谱柱条件的核苷酸分离效果对比
三种色谱柱分离的效果不同，是因为三种色谱柱所用的固定相保留机理对于核苷酸磷酸根电荷特征、碱基极性结构的识别原理不同[2]。不同的色谱柱对于组分分离度、柱效、峰形以及系统条件都有自己的优缺点，需要根据实际设备和检测目的来综合考虑选择合适的色谱柱。见表2.
表2三种色谱柱分离性能对比
	色谱柱类型
	核心优势
	主要缺陷

	C18反相柱
	AMP、CMP、UMP可以在28min内达到基线分离，三者分离度Rs>1.5，柱效可达到8200塔板数
	GMP和IMP分离效果不好，两者保留时间差为0.6min，Rs为1.1，IMP拖尾很严重，不对称系数为1.4，低浓度下积分误差大

	NH2​氨基柱
	GMP与IMP分离选择性改善，Rs提升至1.4
	CMP峰底变宽，柱效仅4500塔板数，痕量CMP定量受峰展宽制约

	SAX强阴离子交换柱
	五种目标物的Rs都大于1.8，峰形对称，不对称因子在0.95到1.05之间
	柱压约15 MPa，单次进样前需要20 min柱平衡，对设备条件有一定要求


2.2不同流动相配比的检测稳定性对比
乙腈比例发生阶跃式改变之后，核苷酸在固定相上被分配的强度就会改变，3组磷酸盐缓冲液-乙腈配比分析时间、峰分离效果、基线稳定性之间存在此消彼长的关系，在选择过程中要兼顾检测稳定性和样品检测速度。见表3.
表3不同流动相配比检测性能参数对比
	流动相配比
(磷酸盐缓冲液：乙腈)
	关键性能表现
	适用情况

	95:5
	洗脱强度最低，批间RSD为0.8%，基线漂移为0.7mAU，最稳定
	出峰总时长38 min，分析通量低，不适合大批量样品检测

	90:10
	总出峰时间31 min；GMP和IMP的Rs为1.3，批间峰面积RSD<2.5%，基线漂移1.1mAU
	检测效率与基线稳定性综合平衡，适用范围最广

	85:15
	洗脱强度太大；GMP和IMP的保留时间相差0.4min，Rs=0.9，基线噪声2.0mAU
	干扰低含量嘌呤核苷酸定量，婴幼儿食品基质不推荐使用


2.3不同洗脱方式的检测效率对比
等度洗脱、梯度洗脱两种模式对于检测效率的影响主要表现在峰形控制、含量动态范围匹配性以及批次稳定性这三个方面，两者各有利弊，存在着性能上的取舍。见表4.
表4不同洗脱方式性能对比
	洗脱方式
	核心优势
	存在不足

	等度洗脱
	90%的流动相和10%的流动相混合，基线稳定，批间RSD≤1.5%，重现性好，操作方便，对操作人员的技术要求低
	晚出峰组分的峰底宽是早出峰组分的1.7倍大；峰展宽降低定量上限，含量动态范围窄，不能满足组分含量变化大的样品。

	梯度洗脱
	峰底宽比等度洗脱平均减少22%，LOD减少18%左右，适合0.1～5.0mg/100g含量范围的样品测定，定量准确度高
	每次进样前需要10 min再平衡，整体操作复杂度有所上升


2.4不同检测波长的检出灵敏度对比
嘌呤类、嘧啶类核苷酸的紫外最大吸收波长差别很大，不同的波长对于两种物质的敏感程度不同，要根据实际检测的侧重点来挑选合适的波长。利用DAD检测器可以实现两个通道的同步采集，可以提高整个检出的水平。见表5.
表5不同检测波长灵敏度特征对比
	检测波长
	针对组分响应特点
	检出限与应用局限

	240 nm
	CMP、UMP嘧啶环响应最强的峰高为254nm，1.3倍
	嘌呤类摩尔吸光系数小，LOD约0.55 mg/100 g，低添加样品易漏检

	254 nm
	五种核苷酸组分响应水平均衡
	LOD在0.25-0.35mg/100g之间，可以同时对多种组分进行定量，通用性好

	260 nm
	契合嘌呤类吸收峰，AMP摩尔吸光系数相比254 nm提升18%
	LOD可以低至0.15mg/100g，对于嘌呤类含量较低的样品有较好的检测保障效果

	240 nm+260 nm（DAD双通道）
	嘌呤、嘧啶分别采用各自最优采集通道
	相比单一254 nm，整体LOD下降25%


3不同液相色谱检测条件适配婴幼儿食品的应用优势分析
3.1常规检测条件的适用场景与基础优势
以C18柱为载体，90:10的流动相作为流动相，等度洗脱的方式以及254nm的波长组成常规检测方案，具有方法成熟、操作简单的优势，在婴幼儿食品核苷酸日常检验的场景里有较好的适用性。C18柱装机率高、寿命长、维护费用比较合理，等度洗脱不需要设计梯度程序，参数固定简单，批次间重现性对操作人员技术要求不高，254nm波长可以很好地覆盖五种组分的响应范围，单波长定量简化了操作环节，常规方法与GB5413.40等现行国家标准的数据对比较多，在监管检验、委托检测等合规场景里有直接引用的依据，是操作效率、合规性、人员匹配较好的日常检测基本选择方案[3]。
3.2优化色谱柱条件对复杂基质婴幼儿食品的检测优势
婴幼儿食品品种跨度大，从液态配方奶到谷物米粉，各类产品的基质干扰物组成差别大，C18柱对高脂、高淀粉基质的选择性降低的缺点在多品类检测时被集中表现出来，色谱柱针对性优化是提高复杂基质检测准确性的主要途径。SAX柱依靠强阴离子交换机理，脂类、游离氨基酸等没有负电荷的干扰物在柱上几乎没有保留，核苷酸峰背景干净，基质信噪比比C18柱高约40%左右，高脂配方奶粉检测的适应性最好；NH2氨基柱对糖类干扰物排斥能力强，淀粉降解产物保留时间短，和核苷酸峰没有位置重叠，婴幼儿谷物辅食、米粉的基质净化针对性更强；根据不同的品类基质干扰特征提前选择合适的色谱柱类型，在保证前处理简单的同时降低假阳性干扰，这是优化色谱柱策略对于婴幼儿食品检测最直接、最直接的实践意义。
3.3改良流动相与洗脱条件的精准检测优势
流动相pH细致调节、缓冲盐浓度调节以及梯度洗脱程序设计三者相结合，一起在婴幼儿食品核苷酸检测中起到提高分辨率、扩大定量动态范围的作用。流动相pH由6.0降到5.5的时候，GMP和IMP的磷酸根电离程度差别变大，分配系数的差别也变大，Rs由原来的1.1变成现在的1.6，解决了中性环境下无法达到基线分离的难题，对含有IMP的配方产品进行成分检验有直接的意义；磷酸盐缓冲液的浓度从原来的10 mmol/L增加到20 mmol/L之后，溶液离子强度增加，峰形不对称因子从1.4降低到1.15，低含量组分积分边界也变得比较清楚，梯度洗脱时含量在0.1到5.0mg/100g范围内标准曲线的相关系数r2均大于0.9998，比等度洗脱低浓度段非线性偏离小，多项改进的条件互相配合，使精准定量的可靠范围往低含量方向延伸了。
3.4适配低含量核苷酸检测的波长优化优势
婴幼儿配方食品核苷酸添加量有严格的标准规定，部分嘌呤类组分的含量和常规条件下检出下限值相差不大，波长优化是不需要增加仪器投资的前提下提高灵敏度、成本最低的一种方法改进手段[4]。配方奶粉中AMP的典型添加量为0.15～0.80mg/100g，低端产品的AMP含量和254nm条件下LOQ（大约0.30mg/100g）重叠，漏检的客观危险是存在的；切换到260nm之后AMP的LOD降低到0.10mg/100g以下，检出范围也往更小含量的地方延伸，弥补了常规检测方法的检测盲区；IMP在260nm处峰高的响应提升约20%，批内精密度RSD由原来的3.1%降到现在的2.3%，定量重现性更好；DAD检测器一次进样同时对260nm、240nm的嘌呤类和嘧啶类进行提取，嘌呤类取260nm通道输出，嘧啶类取240nm通道输出，LOD比单一的254nm条件低约25%，是婴幼儿食品低含量核苷酸高灵敏度检测中最为容易实现的波长应用方案。
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