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摘要
本文使用配备了具备编程功能自动进样器的 HPLC/UHPLC 快速分析乳制品中的牛磺酸。
文中使用柱前 OPA 自动衍生方法、Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 色谱柱分析
乳制品中的牛磺酸，目标物峰形良好，能够有效与样品中的杂质分离，得到准确的测定
结果。与现有方法相比，本方法操作非常简单、重现性好、灵敏度高，使用二极管阵列
检测器 (DAD) 即可测定未强化奶粉中天然牛磺酸含量。该方法适用于乳制品中牛磺酸的
快速、高效分析。

采用高效液相色谱在线自动衍生法 
对奶粉中牛磺酸进行分析



2

前言
牛磺酸是一种含硫氨基酸，广泛分布于体内各个组织和器官，且
主要以游离状态存在于组织间液和细胞内液中，最先于公牛胆汁
中发现而得名。长期以来一直被认为是含硫氨基酸的无功能代谢
产物，后来经诸多研究发现，牛磺酸是调节机体正常生理活动的
活性物质，且具有多种功能，是人体必需的重要氨基酸。人乳中
牛磺酸含量很高，是主要的游离型氨基酸，而牛乳中牛磺酸含量
却非常少。因此，牛磺酸已被作为营养强化剂添加在奶粉及其他
各类儿童营养食品中，可以促进婴幼儿脑组织和智力的发育、提
高新陈代谢能力，对宝宝的健康发展起着至关重要的作用。我国
食品安全国家标准规定，推荐婴儿配方食品中添加牛磺酸[1]。

牛磺酸的检测方法有很多，目前常用的方法是柱前或柱后衍
生化高效液相色谱法。例如现行国标就是使用邻苯二甲醛  
(ortho-phthalaldehyde, OPA) 柱后衍生以及单磺酰氯柱前衍生法[2]。
柱后衍生法利用牛磺酸与 OPA 在碱性条件下生成相应的衍生物，
通过用荧光检测器来测定衍生物的含量，该法具有方法稳定、干
扰小、重现性较好及回收率较高等优点，但是柱后衍生需要使用
离子交换柱，离子交换柱通用性不好，不同供应商色谱柱一致性
很差，安装了柱后衍生装置的液相色谱仪器通用性也很差，且装
置较为昂贵，所以具有很大的局限性。柱前衍生方法利用单磺酰
氯在碱性条件下与牛磺酸进行衍生化反应，在紫外或荧光条件下
测定牛磺酸的含量，该法需要人工进行复杂且要求苛刻的衍生操
作（衍生剂必须每次临用前现配、衍生过程需要避光等），衍生
需要的时间很长而且衍生物不稳定，需衍生后立即进样分析，方
法的检测灵敏度也较低。早期也有使用灵敏度更高、且衍生反应
快速的 OPA 作为衍生剂的手动柱前衍生的方法[3-4]，但因衍生产物
的半衰期比丹磺酰氯的短很多，手动衍生因无法严格控制衍生时
间的长短而重现性很差，所以方法的局限性更大。

安捷伦全自动氨基酸分析方法[5] 使用 OPA 作为衍生剂在自动进样
器内完成全自动衍生，既克服了 OPA 作为柱前衍生剂的缺点，又
保留了 OPA 衍生剂的优点，极大地提高了方法的稳定性及可靠
性。安捷伦公司北京实验室及一些用户[6] 借助标准的安捷伦全自
动氨基酸分析方法[7] 及试剂包并对其进行简化、利用单磺酰氯衍
生方案的样品前处理步骤及色谱分析条件，完成了对牛磺酸的分
析。随着安捷伦公司对全自动氨基酸分析方法的改进[8] 及新色谱
柱的出现，对牛磺酸分析方法的性能有了进一步提高的空间，也
需要分析速度更快、灵敏度更高且更合理的牛磺酸分析方法。

本研究采用的牛磺酸测定方法是在安捷伦全自动氨基酸分析方法[8] 
及试剂的基础上，结合 OPA 分析牛磺酸的文献[3-4] 对方法进行了
易用性及合理性的改善。同时，灵敏度的提高使之仅用紫外检测
器就可检出未强化奶粉中牛磺酸的本底含量。

实验部分

试剂和样品
乙腈（迪马公司）为色谱纯；醋酸铵 (Sigma)、5-磺基水杨酸 
(CNW) 为优级纯。所用的实验用水为 Millipore Milli-Q 超纯水系统
现制备的高纯去离子水；牛磺酸对照品及所有样品均来自安捷伦
的客户。

衍生试剂选用安捷伦氨基酸分析套件中的硼酸缓冲盐（部件号 
5061-3339）及 OPA（部件号 5061-3335，这是已经与 3-巯基丙
酸混合并溶于 0.4 mol/L 硼酸盐缓冲液中、配制好的 OPA）。

仪器和设备
采用 Agilent 1220 Infinity 液相色谱系统（部件号 G4294B），配
备：二元梯度泵（内置脱气机）、自动进样器、柱温箱及 DAD 
检测器。控制及数据处理软件使用 OpenLab Chemstation，版本 
C.01.10。

色谱柱选用 Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18, 4.6 × 50 mm, 
2.7 μm（部件号 699975-902）。

标样配制
准确称取 0.1000 g 牛磺酸标准品，用水溶解并定容至 100 mL，
得到 1 mg/mL 牛磺酸标准储备液。将该牛磺酸标准储备溶液用水
稀释配制一系列标准溶液，标准系列浓度为 0.5、2.0、5.0、10.0 
及 20.0 μg/mL，临用前现配。

样品前处理
配制 0.2 mol/L 磺基水杨酸溶液：称约 5 g 的 5-磺基水杨酸（带 2 
分子水）溶于 100 mL 水中。

配制及处理样品：称取约 5 g 奶粉溶于 40 mL 热水（约 40 °C）
中，充分摇动混匀后静置。将该奶粉溶液与 0.2 mol/L 磺基水杨
酸溶液 1:1 充分混合（各 5 mL）后静置 10 分钟，静置后置于
高速离心机，13000 转离心 5 分钟。取上清液用 0.2 μm 过滤膜
（水溶性）过滤后使用。

加标样品配制
前加标样品：溶解奶粉之前，加入 20 μg/mL 标样 5 mL，剩下步骤
与处理样品一致。相当于在样品中添加了 1.25 μg/mL 的牛磺酸。

后加标样品：处理好并过滤后的样品溶液与 20 μg/mL 标样等体
积混合。相当于样品的牛磺酸浓度减半，再加上 10 μg/mL 的牛
磺酸。
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液相色谱条件
色谱柱： Poroshell 120 EC-C18, 4.6 × 50 mm, 2.7 μm
流速：   1.0 mL/min（泵参数的设置，冲程：100 μL，

压缩因子：45）
柱温：  40 °C
流动相： A) 10 mmol/L醋酸铵溶液 

B) 乙腈
梯度程序： 时间 (min) B (%)

0.0 5.00
1.0 5.00
6.0      15.00
6.5    70.00
8.0     70.00
8.5     5.00
12.0     5.00

检测器：  335 nm，10 nm 带宽；参比 400 nm，40 nm 
带宽

自动进样器程序：
1 吸取 2.5 μL 硼酸缓冲盐（部件号 5061-3339）
2 吸取 1.0 μL 样品
3 Mix In Air（在空气中混合），将 3.5 μL 混合
液混合 5 次

4 等待 0.2 分钟
5 吸取 0.5 μL OPA（部件号 5061-3335）
6 Mix In Air，将 4.0 μL 混合液混合 10 次
7 吸取 32 μL 纯水
8 Mix In Air，将 20 μL 混合液混合 8 次
9 进样
注：吸取速度均为 200 μL/min，混合 (Mix) 
均采用最大速度 (Maximum Speed)

结果与讨论

奶粉样品的色谱分离结果
图 1 是奶粉样品的典型的色谱图。样品中牛磺酸峰出现在 5 分钟左右，离溶剂峰很远。牛磺酸峰前后的杂质峰都很小，而且完全没有干扰到
牛磺酸峰的积分及定量（红色为压力曲线）。图 1A 是完整色谱图，图 1B 是两针重叠图，放大了牛磺酸峰附近部分。
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图 1A. 典型的样品色谱图（蓝色为样品的色谱图，红色为压力曲线）
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进样编号 类型 RT [min] 含量 单位 峰面积 峰高 样品名
1 BB 5.081 21.89527 ng/μL 74.11379 18.66494 Sample-1
2 BB 5.081 22.09267 ng/μL 74.78378 18.82685 Sample-1

平均值 5.081 21.99397 74.44878 18.74589
标准偏差 0.000379 0.13958 0.47375 0.11449
RSD 0.007 0.63463 0.63634 0.61074

图 1B. 典型的样品色谱图（图 1A 的放大图，两针重叠）
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标准曲线与相关系数
牛磺酸标样按浓度由低到高进样，每个浓度平行进样 2 次，取每
个浓度点峰面积平均值进行计算。在 0.5–20.0 μg/mL 的浓度范
围内的线性相关性良好，相关系数 R2 大于 0.999，如表 1 所示。
图 2 是牛磺酸标样的色谱图的重叠图。图 3 是标准曲线图。

表 1. 牛磺酸的线性回归方程和相关系数

分析物 线性回归方程 相关系数 R2

牛磺酸 y = 3.378x – 0.1608 0.99987
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图 2. 牛磺酸标样的色谱图，浓度为 0.5–20.0 μg/mL，每个浓度进样 2 针
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图 3. 牛磺酸的标准曲线

重现性
用牛磺酸标样做重现性实验，图 4 是用牛磺酸 2.0 μg/mL 浓度的标
样 6 针获得的重现性色谱图。其保留时间的相对标准偏差 (RSD) 是 
0.025%、峰面积的相对标准偏差 (RSD) 是 2.82%。图 5 是用牛磺酸 
20.0 μg/mL 浓度的标样 6 针获得的重现性色谱图。其保留时间的
相对标准偏差 (RSD) 是 0.037%、峰面积的相对标准偏差 (RSD) 是 
1.21%。
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DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400,40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\2_2021-02-09_007_3.D)
DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400,40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\2_2021-02-09_008_4.D)
DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400,40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\2_2021-02-09_009_5.D)
DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400,40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\2_2021-02-09_010_6.D)
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进样编号 类型 RT [min] 峰面积
1 BB 5.104 6.53765

2 BB 5.105 6.42865

3 BB 5.104 6.35180

4 BB 5.105 6.44908

5 BB 5.102 6.80783

6 BB 5.103 6.75019

平均值 5.104 6.55420

标准偏差 0.00126 0.18482

RSD 0.025 2.81986

图 4. 牛磺酸 2.0 μg/mL 浓度的标样 6 针的重现性。右上小图是牛磺酸峰附近的放大图
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DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400,40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\20_2021-02-09_020_6.D)

进样编号 类型 RT [min] 峰面积
1 BB 5.081 67.72544

2 BB 5.080 67.79812

3 BB 5.085 66.47567

4 BB 5.082 68.02206

5 BB 5.080 67.98006

6 BB 5.083 69.04056

平均值 5.082 67.84032

标准偏差 0.00189 0.82102

RSD 0.037 1.21023

图 5. 牛磺酸 20.0 μg/mL 浓度的标样 6 针的重现性

奶粉样品的计算结果
本文做了 12 个不同奶粉的实际样品。按国标 (GB5009.169-2016) 的计算方法[2] 计算其牛磺酸的含量。图 6 是 12 个样品的色谱图（重叠
图）。表 2 是这 12 个奶粉样品的分析结果。
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DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400, 40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\Sample-3_2021-02-09_025_1.D)
DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400, 40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\Sample-4_2021-02-09_028_2.D)
DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400, 40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\Sample-5_2021-02-09_030_2.D)
DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400, 40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\Sample-6_2021-02-09_032_2.D)
DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400, 40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\Sample-9_2021-02-10_037_1.D)
DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400, 40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\Sample-10_2021-02-10_039_1.D)
DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400, 40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\Sample-11_2021-02-10_041_1.D)
DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400, 40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\Sample-12_2021-02-10_043_1.D)
DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400, 40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\Sample-7_2021-02-10_045_1.D)
DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400, 40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\Sample-8_2021-02-10_047_1.D)
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图 6. 奶粉中牛磺酸的分析，12 个样品的色谱图



6

表 2. 奶粉中牛磺酸的含量计算

# 溶液浓度  (μg/mL) 样品含量  (mg/100 g)
1 21.990 35.184
2 23.000 36.800
3 21.420 34.272
4 1.609 2.574
5 2.220 3.552
6 20.420 32.672
7 0.868 1.389
8 18.940 30.304
9 2.760 4.416

10 0.767 1.227
11 1.033 1.653
12 21.850 34.960

加标回收率
本文考察了两种加标方式的回收率，前加标方式考虑到了样品前处
理步骤的影响因素，而后加标方式仅仅考虑色谱的影响因素。每种
方式各选了一个奶粉样品做加标，两种方式的加标回收率都很好，
说明该方法的可靠性很好。

前加标样品的色谱图见图 7，回收率是 100.6%。后加标样品的色
谱图见图 8，回收率是 95.7%。
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牛
磺
酸进样编号 类型 RT [min] 含量 单位 峰面积 峰高 样品名

1 BB 5.106 2.27210 ng/μL 7.51102 2.02708 Sample-5
2 BB 5.107 2.16875 ng/μL 7.16025 1.95554 Sample-5
平均值 5.107 2.22043 7.33563 1.99131
标准偏差 0.000627 0.07308 0.24803 0.05059
RSD 0.012 3.29118 3.38122 2.54036

进样编号 类型 RT [min] 含量 单位 峰面积 峰高 样品名
1 BB 5.105 3.53714 ng/μL 11.80468 3.18944 Sample-5+Q
2 BB 5.108 3.44165 ng/μL 11.48057 3.15143 Sample-5+Q
平均值 5.107 3.48940 11.64262 3.17043
标准偏差 0.00197 0.06752 0.22918 0.02687
RSD 0.039 1.93508 1.96844 0.84758

图 7. 前加标中奶粉样品 (5#) 与未加标样品的重叠图（各两针）
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DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400, 40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\Sample-8+10_2021-02-10_036_2.D)
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牛
磺
酸进样编号 类型 RT [min] 含量 单位 峰面积 峰高 样品名

1 BB 5.088 18.83041 ng/μL 63.71138 16.19992 Sample-8
2 BB 5.089 19.06182 ng/μL 64.49682 16.27948 Sample-8

平均值 5.088 18.94611 64.10410 16.23970 
标准偏差 0.000960 0.16363 0.55539 0.05626
RSD 0.019 0.86368 0.86639 0.34643

进样编号 类型 RT [min] 含量 单位 峰面积 峰高 样品名
1 BB 5.081 19.10672 ng/μL 64.64922 16.34412 Sample-8+10
2 BB 5.083 18.69807 ng/μL 63.26223 16.20337 Sample-8+10

平均值 5.082 18.90240 63.95572 16.27374
标准偏差 0.00127 0.28896 0.98076 0.09953
RSD 0.025 1.52869 1.53349 0.61157

图 8. 后加标中奶粉样品 (8#) 与未加标样品的重叠图（各两针）
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方法的灵敏度水平及杂质干扰
国标 (GB5009.169-2016)[2] 的丹磺酰氯柱前衍生法（第二法）
可用紫外检测或荧光检测器，用紫外检测器时标准曲线范围是 
5.0–25.0 μg/mL，而用荧光检测器时是 0.5–20.0 μg/mL 的
浓度。本方法用紫外检测器 (DAD)，而采用的标准曲线范围是 
0.5–20.0 μg/mL 的浓度，与该国标中荧光检测器采用的标曲
浓度水平一样，实际标样的色谱图见图 2，其 0.5 μg/mL 浓度
谱图的信噪比远高于定量限水平。因此，该方法使用紫外检测
器时的灵敏度水平与国标丹磺酰氯荧光法相当。

本文做的 12 个奶粉样品中，有一半是未强化牛磺酸的奶粉。
未强化奶粉中牛磺酸含量（牛乳中天然存在的量）很低，按本

方法处理奶粉时，溶液中含牛磺酸的浓度在 0.7–3.0 μg/mL 之
间。图 9 是 10 号样品的色谱图，该奶粉经前处理后溶液含牛
磺酸的浓度是 0.767 μg/mL，计算出该奶粉中牛磺酸的含量是 
1.227 mg/100 g。牛磺酸峰高约为 1 mAU，且没有受到两侧
杂质峰的干扰。

牛磺酸是一种含硫的氨基酸，用 OPA 衍生的方法对所有一级
氨基酸都会有衍生反应。因此，需要考察其他氨基酸在该分
析条件下是否对牛磺酸的分析有干扰。图 10 是牛磺酸标样、 
18  种氨基酸的混标、奶粉样品（7#，牛磺酸的溶液浓度是 
0.868 μg/mL）及水的色谱图重叠。可以看出，其他氨基酸对
牛磺酸没有干扰，而且奶粉中通常会含有其他的氨基酸。
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DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400, 40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\Sample-10_2021-02-10_039_1.D)
DAD1A, Sig = 335, 10 Ref = 400, 40 (Taurine\Taurine 2021-02-09 15-48-41\Sample-10_2021-02-10_040_2.D)
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图 9. 牛磺酸含量较低的奶粉样品 (10#) 的色谱图（两针重复进样）
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图 10. 牛磺酸标样、氨基酸混标、水与奶粉样品 (7#) 的色谱图，左上小图是 5 分钟前后的放大图
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结论
本实验利用安捷伦的氨基酸分析方法及试剂包，使用 Poroshell 
EC-C18 色谱柱，建立了准确、快速、重现性好的牛磺酸酸分析
方法。实现了牛磺酸的定性、定量分析。在实验中实际检测了 12 
种不同奶粉样品中的牛磺酸含量，包括未强化奶粉中低含量牛磺
酸，均没有杂质干扰，可实现准确的定量分析。此外，用磺基水
杨酸溶液处理奶粉与 OPA 衍生方案更为匹配[3-4]，辅助用自动进样
器在线进行 OPA 的衍生操作，使牛磺酸的分析过程简化并节省了
大量样品前处理时间。因此，此方法非常适合乳制品中的牛磺酸
分析。

本牛磺酸分析方法中的色谱条件包括：使用的 Poroshell EC-C18 
色谱柱、流动相及其梯度条件以及自动进样器的 OPA 衍生，也可
以用来分析其他基质中的牛磺酸含量。样品基质不同，前处理方
法需要做相应的调整。在实验过程中也试过用现行国标方法中丹
磺酰氯衍生方案中所用的蛋白沉淀剂（亚铁氰化钾及乙酸锌）进
行奶粉的样品前处理[2]，结果没有任何差异。但因磺基水杨酸溶
液处理奶粉样品更为简单且与 OPA 衍生方法更为匹配，因此最终
选择磺基水杨酸作为奶粉的前处理溶液。牛磺酸的 OPA 衍生方式
如使用荧光检测器作为检测手段，可获得更高的灵敏度以及更好
的选择性（更低的杂质干扰可能性）。但从本实验的 12 个奶粉
样品看，没有使用荧光检测器的必要。在遇到更复杂基质的样品、
需要更高灵敏度的情况下，可选择荧光检测器作为检测手段。

本实验使用的 Poroshell EC-C18 柱采用表面多孔填料，能够获得
与亚 2 微米超高效液相色谱填料相当的柱效，使用仅 50 mm 的
柱长就完全满足了奶粉中牛磺酸分析时杂质的分离，而且能使分
析速度有所提高。
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