
乳制品中核苷酸分析

［应用纪要］

核苷酸分析目前存在的挑战

由于核苷酸极性很大，用反相色谱柱很难达到很好的保留和

分离，所以为了提高核苷酸的保留往往会尝试离子对色谱方

法，离子对色谱方法存在以下问题：

■ 容易起泡，管路中有气泡，影响分析

■ 平衡时间长，延长了分析工作时间

■ 难以清洗，对色谱柱有损伤

■ 易变质，容易堵塞管路，损伤仪器

沃特世公司解决方案

■ 建议使用Oasis® HLB SPE小柱利用通过净化方式进行乳粉样

品前处理，提供更洁净的样品，提高灵敏度、延长色谱柱

及仪器寿命

■ 使用Amide色谱柱分析，用一般反相流动相保留极性化合

物，方法简单快速

Waters公司乳粉中核苷酸测定的指导方法

1 样品前处理（建议采取SPE方法）：

取乳粉5.0g，加水复溶，调节pH至4.6，振荡5min，完全溶解

后用水定容至25mL，过滤后取清液5mL，过Oasis HLB SPE柱利

用通过净化方式。

2 色谱方法：

LC系统： ACQUITY UPLC® H-Class System

检测器： PDA

波长：  254nm

色谱柱： ACQUITY UPLC BEH Amide 1.7µm，2.1 x 100mm

色谱柱温度： 50℃

流动相： A：ACN

         B：10mM NaH2PO4

         C：0.1% H3PO4水溶液

乳粉中添加尿苷酸（UMP）、胞苷酸（CMP）、腺苷酸（AMP）、鸟苷酸（GMP）、肌苷酸（IMP）等多种核苷

酸，用来提高婴儿的免疫调节功能和记忆力。

采用Auto Blend 功能，梯度表如下：

Time(min) Flow(mL/min) A% B% C% Curve

Initial 0.5 88.0 7.0 5.0 Initial

6.0 0.5 80.0 17.5 2.5 5

8.0 0.5 77.0 22.0 1.0 8

9.0 0.5 65.0 35.0 0.0 6

10.7 0.5 55.0 45.0 0.0 6

10.8 0.5 88.0 7.0 5.0 6

13.0 0.5 88.0 7.0 5.0 6

3 实验结果及色谱图

5种核苷酸混合标准品的6针连续进样分析结果

实际样品6针连续进样分析图谱



小结：

本实验采用Waters ACQUITY UPLC H-Class 系统，BEHTM Amide 1.7µm 2.1 x 100mm色谱柱，对婴幼儿奶粉中的5种核苷酸进行分析方法的

开发，实验结果表明：

1. 在Waters ACQUITY UPLC H-Class 系统上，采用BEH Amide 1.7µm 2.1 x 100mm色谱柱能迅速分离奶粉中5种核苷酸标准品，且5种化合物的分离

度均在3.0以上；对于实际的奶粉样品，5种核苷酸样品及杂质之间的分离度均在1.6以上。

2. 该分析方法重现性好。其中，奶粉样品6次连续进样分析结果中，5种核苷酸保留时间RSD值均小于0.12%。 

3. Waters ACQUITY UPLC H-Class 系统，具有四元溶剂的Auto Blend PlusTM功能，因此，在该系统上进行方法开发非常灵活、方便，节约

了溶剂配置的大量时间，大大提高了实验的效率，从而大幅度的降低了实验的溶剂消耗，降低了实验成本。
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产品订购及促销信息：

产品描述 部件号

Oasis HLB 6cc/150mg P/N 186003379

XBridge Amide 3.5µm  4.6 x 150mm column P/N 186004869

ACQUITY UPLC BEH Amide 1.7µm  2.1 x 100mm P/N 186004801

O Si 
O O

O NH2

LinkerBEH Amide

■ 通用型色谱柱用于各种强极性化合物分离

■ 设计用于HILIC模式，使用高比例有机溶剂流动相

■ 任意尝试不同pH值带来的不同分离效果

■ 流动相与LC/MS兼容

■ pH范围 ：2-11
■ 实验室必备色谱柱

■ 单糖、二糖等寡糖分析

■ 氨基糖苷类药物

■ 抗环血酸和异抗坏血酸

■ 水溶性维生素

■ 有机磷酸

■ 核苷酸

■ 丙烯酰胺

■ 甜菊糖苷

ACQUITY UPLC色谱柱/XBridge HPLC色谱柱（亚乙基桥杂化颗粒） 常见应用举例
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