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超高效液相色谱-串联质谱法测定燕窝中 

唾液酸的含量 
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摘要：本研究建立了燕窝中唾液酸含量的超高效液相色谱-串联质谱（UPLC-MS/MS）测定方法。经磷酸水解后，燕窝中的唾液

酸从与唾液酸糖蛋白的结合状态中游离出来，吸取上清液过 Oasis HLB柱，用水淋洗固相萃取柱并弃去全部流出液，用真空泵在 40～

60 kPa负压下抽干Oasis HLB固相萃取柱，再用甲醇洗脱被测物，洗脱液 40 ℃水浴中氮气吹干，用流动相溶液定容，采用负离子模

式和多反应监测模式超高效液相色谱-串联质谱法检测。方法的线性范围在 0.1~50 mg/L 之间，相关系数 0.999，检出限为 0.02 mg/kg，

定量限为 0.1 mg/kg，样品平均加标回收率为 93.5%，相对标准偏差 1.52%。该方法前处理简单、重复性好、灵敏度高，可应用于燕窝

中唾液酸含量的测定。 
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Abstract: A simple and sensitive UPLC-MS/MS method was developed and validated for the quantification of sialic acid (N-Acetyl 

neuraminic acid) in edible bird’s nest. After acid hydrolysis, sialic acid in edible bird’s nest was released from the combination state of 

glycoprotein sialic acid. The supernate was further cleaned up using Oasis HLB SPE, followed by washed with water. The Oasis HLB SPE was 

drained by vacuum pump at 40~60 kPa prior to be eluted by methanol. The eluate was concentrated by nitrogen at 40 ℃ water bath, and then 

settled to permit by mobile phase. UPLC-MS/MS in negative-ion and multiple reaction monitor mode was used to detect the sialic acid. 

Validation results indicated that the limit of detection was 0.02 mg/kg and the limit of quantificat ion was 0.1 mg/kg. The assay showed a linear 

range of 0.1-50 mg/L and gave a correlation coefficient (r) of 0.999. The average recovery was 93.5% with relative standard deviations (RSD) of 

1.52% (n=6). The method showed good reproducibility and high sensitivity, suitable for analysis of sialic acid in edible bird’s nest. 
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燕窝是雨燕科动物金丝燕及同属多种金丝燕用唾

液和少量羽毛混合黏结所筑成的巢窝，含有丰富的蛋

白质、糖类和矿物质，其特征成份是唾液酸糖蛋白[1]。

燕窝价格昂贵，一些不法商人利用掺假燕窝及其制品

牟取暴利。目前燕窝品质的鉴别研究多采用经验鉴别、

显微鉴别及理化鉴别方法。随着市场上燕窝商品来源

的日趋复杂以及燕窝深加工产品的出现，仅凭物理特

征已难以达到鉴别目的，为了保护消费者利益，维护

市场秩序，需要开发更为科学有效的方法鉴别燕窝品 
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质。 

唾液酸（sialic acid，SA，见图1）是一族神经氨酸

（neuraminic acid）的衍生物，是构成细胞膜上糖蛋白

和糖脂的重要成分，广泛存在于脊椎动物、哺乳动物

及多种植物组织中。由于在大部分哺乳动物组织中发

现的唾液酸主要是N-乙酰神经氨酸，所以通常将N-乙

酰神经氨酸称为唾液酸[2]。研究表明，唾液酸是一种天

然的大脑营养素，它能增强婴儿的记忆力和促进智力

的发育[3]。现有研究结果综合表明[2,4]，不同来源的燕

窝中唾液酸含量范围基本一致，可将唾液酸含量

7.0~11.0%作为燕窝初级产品质量初步鉴别的指标。猪

皮、银耳、动物骨胶、琼脂、淀粉、海洋藻类植物成

分及鱼鳔等物质常用于燕窝掺假，或在劣质燕窝表面
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涂上胶粉、面粉、鸡蛋、树胶、浆糊等。因掺假成分

不含唾液酸或唾液酸含量很低，假冒燕窝的唾液酸含

量难以达到正常燕窝初级产品的水平[5]。因此，唾液酸

的测定可以作为鉴别燕窝真伪的重要指标之一。 

目前，测定唾液酸的方法主要有化学比色法[6]、高

效液相色谱法[7~12]、气相色谱法[13~14]、胶束电动色谱法
[15]、毛细管区带电泳法[16]等。比色法操作相对简便，

但方法较费时且灵敏度欠佳；高效液相色谱一般需要

对唾液酸进行衍生，前处理时间较长，而且残留的衍

生化试剂对测定结果也存在一定的影响；气相色谱法

需要耗费大量的时间来对分析样品进行衍生；毛细管

区带电泳法较简单，但检出限较高。本实验采用超高

效液相色谱-串联质谱法对燕窝中的唾液酸含量进行定

量测定。该法具有灵敏度高、检出限低、定量准确、

方便快速等特点。可广泛应用于燕窝及燕窝制品中唾

液酸含量的测定。 

 
图1 唾液酸的化学结构式 

Fig.1 Chemical structure of sialic acid 

1  材料与方法 

1.1  仪器和试剂 

美国Waters液质联用仪：超高效液相色谱（UPLC）

系统，XEVO TQ MS质谱仪，Masslynx 4.1工作站。涡

旋振荡器，德国IKA公司；高速离心机，Sigma；恒温

水浴摇床；搅拌器；Waters Oasis HLB固相萃取柱（60 

mg，3 mL）；氮气吹干仪，BERLIN；真空泵；天平，

梅特勒，瑞士；超纯水系统，Millipore，美国；具塞离

心管；0.45 μm滤膜。 

N-乙酰神经氨酸（N-acetyl neuraminic acid，纯度

99%），CAS号：131-48-6，购自Sigma公司，甲酸、

甲醇、乙腈均为色谱纯，水为超纯水，磷酸为分析纯。 

对照品储备液的配制：准确称取100.0 mg唾液酸对

照品于100.0 mL容量瓶中，用超纯水溶解并定容，配制

成浓度为1 mg/mL的标准储备液，于4 ℃保存，一个月

内使用。 

燕窝为马来西亚白燕盏、血燕盏。 

1.2  色谱-质谱条件 

色谱柱：Waters Acquity UPLC HSS T3柱（2.1 

mm×100 mm, 1.8 μm）；柱温：30 ℃；流动相：0.1%

甲酸水溶液:乙腈=90:10（V/V），等度洗脱；流速：0.4 

mL/min；进样量2 µL。 

采用负离子模式，离子源温度150 ℃，电离电压3 

kV，脱溶剂气温度500 ℃，雾化气流速800 L/h，采用

多反应监测模式(MRM)，监测离子对308.02>86.86、

308.02>170.12，定量离子对308.02>86.86。锥孔电压20 

V，碰撞电压15 V，滞留时间0.022s。唾液酸标准品溶

液的多反应监测(MRM)色谱图见图2。 

 
图2 唾液酸标准品溶液的多反应监测(MRM)色谱图 

Fig.2 Multiple reaction monitoring (MRM) chromatograms 

of sialic acid 

1.3  样品前处理 

将燕窝样品研磨粉碎成细粉，混匀，准确称取100.0 

mg，置于100 mL具塞锥形瓶中，加入100 mL 1.0%磷酸，

放入恒温水浴摇床中80 ℃水解40 min，在水解过程中

使用搅拌器以防止燕窝粉末挂壁。 

样品水解后冷却至室温，吸取上清液过已活化的

Oasis HLB柱，待样液全部通过固相萃取柱后，用5 mL

水淋洗固相萃取柱，弃去全部流出液。用真空泵在

40~60 KPa负压下抽干Oasis HLB固相萃取柱，再用5 

mL甲醇洗脱被测物，洗脱液全部收集并于40 ℃水浴中

氮气吹干，用1 mL流动相溶液定容。定容液过0.45 μm

滤膜，滤液供超高效液相色谱-串联质谱测定。 

2  结果与讨论 

2.1  水解条件的选择 

表1 因素水平表 

Table 1 Factor and level table 

水平 
A (磷酸溶 

液浓度/%) 

B (水解 

时间/min) 

C (水解 

温度/℃) 

1 0.5 20 60 

2 1.0 30 80 

3 1.5 40 100 

唾液酸分析的重点和难点是将唾液酸从低聚糖和

糖蛋白中释放出来。常见的释放方法有酶解法和酸解

法。本实验采用酸解法，利用酸水解断开连接、去乙

酰基、去碳酸基，唾液酸释放较为彻底，而且适应性

好，无特异性。合适的水解条件是决定唾液酸是否释

放完全的关键，因此本实验重点对磷酸溶液浓度、水

解时间、水解温度进行了优化试验。按三因素三水平

L9(34)设计正交试验，方案见表1，结果见表2，以唾液

酸的含量为指标进行比较。唾液酸的含量测定，以峰
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面积按外标法计算。 

表2 正交试验表 

Table 2 Orthogonal test table 

试验 

编号 

水平因子 唾液酸 

含量/% A B C 

1 1 1 1 6.36 

2 1 2 2 6.05 

3 1 3 3 6.86 

4 2 1 2 7.29 

5 2 2 3 6.33 

6 2 3 1 7.04 

7 3 1 3 6.79 

8 3 2 1 6.74 

9 3 3 2 6.85 

T1 19.27 20.44 20.14 T=60.31 

T2 20.66 19.12 20.19  

T3 20.38 20.75 19.98  

X 1 6.42 6.81 6.71  

X 2 6.89 6.37 6.73  

X 3 6.79 6.92 6.66  

极差 R 0.47 0.55 0.07  

主次顺序 B>A>C 

优水平 A2 B3 C2  

优组合 A2B3C2 

用直观分析法和极差分析法优选最佳水解条件为

A2B3C2，影响显著性为B>A>C，即水解时间为最显著

的影响因素，其次为磷酸溶液的浓度，最后是水解温

度的影响。通过正交试验确定燕窝样品的最佳水解条

件为：用1.0%磷酸100 mL，于80 ℃水解40 min（底物

用量为100.0 mg）。需要指出的是，燕窝样品的细度对

水解效果也有影响，颗粒太粗水解将不充分，因此水

解前需要将燕窝样品研磨成细粉。 

2.2  仪器分离条件的优化 

由于唾液酸结构中发色基团很少，紫外检测波长

偏低，为192 nm。所以需要衍生化后才能用HPLC、GC

分离测定，实验复杂，且可能引入一些干扰因素。如

采用邻苯二氨盐酸盐为衍生化试剂，方法的前处理步

骤繁琐，经实验比较后发现，邻苯二氨盐酸盐对测定

结果存在着较大的干扰。本方法最终采用的是液相色

谱-串联质谱法，最大优点是无需衍生，可以获得较好

的重现性与准确性，避免了衍生化试剂的干扰。 

唾液酸的亲水能力较强，试验比较了唾液酸在

Acquity UPLC BEH C18色谱柱和Acquity UPLC HSS T3

色谱柱上的分离效果。发现唾液酸在BEH C18色谱柱上

保留较弱，而在HSS T3色谱柱上的分离效果良好，因

此选用HSS T3色谱柱。 

由于唾液酸可以和固定相中的硅羟基等相互作

用，导致峰型拖尾。为改善峰型，抑制唾液酸中羧基

质子的电离，将流动相中的水调节为弱酸性。在流动

相的选择方面，经比较，发现以0.1%甲酸水溶液+乙腈

（90+10）为流动相可达到良好的分离效果。 

2.3  线性关系考察 

在上述仪器条件下测定，精密吸取系列对照品溶

液（0.1~50 mg/L）各2 µL进样分析，以峰面积（Y）为

纵坐标、溶液质量浓度(X)为横坐标，绘制标准曲线。

结果表明，唾液酸浓度在0.1~50 mg/L范围内, 线性回归

方程为Y=340 X-244，线性相关系数达0.999。 

2.4  精密度和稳定性试验 

取唾液酸对照品溶液重复进样测定6次，RSD为

1.10%，表明方法精密度良好。考察了10 mg/L唾液酸

水解前后的浓度变化。唾液酸在前处理前后的浓度变

化小于5%，表明唾液酸不受酸水解影响。取同一份样

品溶液，按最佳水解条件处理，分别于0、1、2、4、8、

10、12 h测定其峰面积，其RSD为1.30%，表明该样品

溶液至少在12 h内保持稳定。 

2.5  重复性试验 

精密称取同一份燕窝样品细粉6份，按最佳水解条

件处理后进样，结果的RSD为1.75%，表明本方法重复

性较好。 

2.6  最低检测限 

取唾液酸标准品溶液，加水并逐步稀释，用液相

色谱串联质谱仪记录峰面积及信噪比，唾液酸的最低

检测限（S/N=3）为0.02 mg/kg，定量限为0.1 mg/kg。 

2.7  加标回收试验 

表3 唾液酸回收率 

Table 3 Recovery rate of sialic acid 

样品中唾液 

酸的含量/mg 

加入唾液酸 

的质量/mg 

测得总 

量/mg 

回收 

率/% 

平均回 

收率/% 

RSD 

/% 

6.59 7.35 13.39 92.5 

93.5 1.52 

6.59 7.31 13.29 91.7 

6.59 7.28 13.35 92.9 

6.59 7.35 13.59 95.2 

6.59 7.29 13.43 93.8 

6.59 7.33 13.56 95.1 

称取已测定含量的燕窝（唾液酸含量为6.59%）样

品6份，每份均为100.0 mg，加入一定量的唾液酸对照

品溶液，按本方法测定。用外标法计算含量，回收率

结果见表3。 

2.8  样品测试 

取 5 份不同种类的燕窝样品，测定其中的唾液酸
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含量。测得唾液酸含量分别为6.59%、7.09%、8.11%、

6.98%、7.25%。结果显示，5 份燕窝样品中的唾液酸

含量在 6.0~8.5%之间，其中一份燕窝样品的 MRM色

谱图如图 3 所示。王慧[2]等采用 HPLC-UV 法检测官

燕、血燕、毛燕共 9 个样品的唾液酸，含量在7.1~10.4%

之间。姜水红[4]等采用 HPLC 检测了马来西亚白燕盏、

印尼血燕盏等 10 个样品的唾液酸，含量在

7.09~10.79%之间。以上文献报导结果与本文测试数据

基本接近，相关差异可能源于燕窝品种及来源的不同。 

 
图3 燕窝样品的多反应监测(MRM)色谱图 

Fig.3 Multiple reaction monitoring (MRM) chromatograms 

of edible bird’s nest 

3  结论 

本研究建立了应用超高效液相色谱-串联质谱法测

定燕窝中唾液酸含量的方法。方法在流动相中采用高

比例水相并采用T3色谱柱，解决了极性化合物唾液酸

在C18柱上不保留或者需要通过衍生化的方式进行测定

的问题。方法省去了唾液酸衍生化的过程，简化了实

验流程。本方法具有前处理简单、准确性高、重复性

好、测定速度快等显著优点，可以广泛应用于燕窝及

燕窝制品中唾液酸含量的测定。 
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