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前 言

本文件按照GB/T 1.1—2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的结构和起草规则》的规定

起草。

本文件的某些内容可能涉及专利。

本文件由上海市食品学会提出、归口并组织实施。

本文件起草单位：上海清美绿色食品（集团）有限公司、上海海洋大学、上海天计标准技术服务有

限公司、上海清美食品有限公司、上海天智绿色食品有限公司、上海天信绿色食品有限公司、上海天恩

绿色食品有限公司、上海清美农业科技有限公司、上海市清美现代农业产业研究院、上海天宣农业科技

有限公司。

本文件主要起草人：李立、赵勇、沈沪铭、刘海泉、马新新、杨露露、欧杰、葛春妹、陈婷、杜龙、

赵振阳、付行、杨丽。

声明：本文件的知识产权归属于上海市食品学会，未经上海市食品学会同意，不得印刷、销售。任

何组织、个人使用本标准开展认证、检验等活动应经上海市食品学会批准授权。本文件的发布机构不承

担识别专利的责任。

本文件首批承诺执行单位：上海清美绿色食品（集团）有限公司、上海海洋大学、上海天计标准技

术服务有限公司、上海清美食品有限公司、上海天智绿色食品有限公司、上海天信绿色食品有限公司、

上海天恩绿色食品有限公司、上海清美农业科技有限公司、上海市清美现代农业产业研究院、上海天宣

农业科技有限公司、上海理工大学、上海应用技术大学。
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豆制品中嘌呤的测定
超高效液相色谱-串联质谱法

1 范围

本文件规定了超高效液相色谱-串联质谱法测定腺嘌呤、鸟嘌呤、黄嘌呤和次黄嘌呤的方法原理、

试剂和材料、仪器设备、样品制备与保存、测定、结果计算、检出限、定量限和精密度。

本文件适用于以大豆或杂豆为主要原料，经加工制成的发酵豆制品和非发酵豆制品中基于四种嘌呤

含量（包括腺嘌呤、鸟嘌呤、黄嘌呤和次黄嘌呤）的嘌呤测定。

2 规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款。其中，注日期的引用文件，

仅该日期对应的版本适用于本文件；不注日期的引用文件，其最新版本（包括所有的修改单）适用于本

文件。

GB/T 6682 分析实验室用水规格和用水方法

3 术语和定义

本文件没有需要界定的术语和定义。

4 方法原理

用甲酸和三氟乙酸混合溶剂水解提取豆制品中的四种嘌呤，经100 ℃水浴，冷却，离心取上清液，

旋蒸至干，乙腈水溶液复溶，经高速离心后过滤膜，用超高效液相色谱串联质谱测定，外标法定量。

5 试剂和材料

水为GB/T 6682规定的一级水。

试剂

5.1.1 乙腈（C2H3N）：色谱纯。

5.1.2 甲酸（CH2O2）：色谱纯。

5.1.3 三氟乙酸（C2HO2F3）：色谱纯。

5.1.4 氨水（NH3·H2O）：优级纯。

标准品

5.2.1 腺嘌呤（C5H5N5）：纯度≥99%。

5.2.2 鸟嘌呤（C5H5N5O）：纯度≥99%。

5.2.3 黄嘌呤（C5H4N4O2）：纯度≥99%。

5.2.4 次黄嘌呤（C5H4N4O）：纯度≥99%。

材料

聚四氟乙烯滤膜：孔径0.22 µm，直径13 mm，有机相。

溶液的配制

5.4.1 乙腈水溶液（900 mL/L）
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量取900.0 mL乙腈（5.1.1）和100.0 mL水充分混匀。

5.4.2 标准储备溶液（200 mg/L）

准确称取腺嘌呤（5.2.1）、鸟嘌呤（5.2.2）、黄嘌呤（5.2.3）、次黄嘌呤（5.2.4）各0.01 g

（精确至0.01 mg），用20.0 mL水初步溶解，于25 ℃下超声助溶，其中鸟嘌呤溶液分三次加入6.0 mL

氨水（5.1.4）助溶，腺嘌呤、黄嘌呤和次黄嘌呤溶液各加入200.0 µL氨水（5.1.4）助溶，用水分别

稀释并用容量瓶定容至50.0 mL，于0 ℃～4 ℃保存。其中腺嘌呤标准储备溶液的保质期为2天，鸟嘌呤

标准储备溶液的保质期为4天，黄嘌呤标准储备溶液现配现用，次黄嘌呤标准储备溶液的保质期为2天。

5.4.3 混合标准工作溶液

用移液枪分别移取0.5 µL、2.5 µL、5.0 µL、12.5 µL、25.0 µL、40.0 µL、50.0 µL的腺嘌呤、

鸟嘌呤、黄嘌呤和次黄嘌呤标准储备溶液（5.4.2）于15 mL离心管中，加入2.5 mL甲酸（5.1.2）和5.0

mL三氟乙酸（5.1.3），涡旋混匀后置入100 ℃水浴15 min，取出立即冰浴30 min，12000 r/min离心10

min，取清液，于60 ℃旋转蒸发仪浓缩至近干，准确加入10.0 mL 乙腈水溶液（5.4.1）复溶，超声助

溶，12000 r/min离心10 min，取上清液经聚四氟乙烯滤膜（5.3）过滤，得到一系列混合标准工作液（质

量浓度分别为10 µg/L、50 µg/L、100 µg/L、250 µg/L、500 µg/L、800 µg/L和1000 µg/L），待测。

6 仪器设备

超高效液相色谱仪-串联三重四级杆质谱仪：配备电喷雾离子源（ESI）。

电子天平：感量 0.001 g 和 0.01 mg。

离心机：≥12000 r/min。

恒温水浴锅：控温精度±2 ℃。

超声波清洗器。

组织捣碎机。

粉碎机。

涡旋混合器。

旋转蒸发仪。

7 样品制备与保存

固体样品：取有代表性的样品用四分法缩分出至少 100.0 g，用粉碎机粉碎均匀后充分混匀备用，

粉碎过程中避免样品过热。分取两份试样，装入清洁容器内，密封并标记。一份为检样，一份为留样，

于 0 ℃～4 ℃保存。

半固体样品：取有代表性的样品用四分法缩分出至少 100.0 g，用组织捣碎机充分捣碎，混匀备

用，分取两份试样，装入清洁容器内，密封并标记。一份为检样，一份为留样，于 0 ℃～4 ℃保存。

液体样品：将样品充分混匀均质后，采用虹吸法按上、中、下三层取出至少 100.0 mL，充分混合

后，分取两份试样，装入清洁容器内，密封并标记。一份为检样，一份为留样，于 0 ℃～4 ℃保存。

8 测定

样品前处理

准确称量0.5 g～2 g样品（精确至0.001 g）置于50 mL离心管中，加入2.5 mL甲酸（5.1.2）和5.0

mL三氟乙酸（5.1.3），涡旋混匀后置入100 ℃水浴15 min，取出立即冰浴30 min，12000 r/min离心10

min。若无沉淀产生，取清液收集于250 mL茄形瓶中，于60 ℃旋转蒸发仪浓缩至近干；若有沉淀产生，

取清液收集于250 mL茄形瓶中，在样品残渣中再加入2.5 mL甲酸和5.0 mL三氟乙酸，重复上述操作，合

并酸水解提取液，于60 ℃旋转蒸发仪浓缩至近干。准确加入10.0 mL乙腈水溶液（5.4.1）复溶，超声

助溶，12000 r/min离心10 min，取上清液1.0 mL，准确加入9.0 mL乙腈水溶液（5.4.1）混匀，经聚四

氟乙烯滤膜（5.3）过滤，液相色谱-串联质谱测定。根据需要可进行稀释。
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色谱参考条件

色谱参考条件如下：

a) 色谱柱：HILIC 色谱柱（2.1 mm×100 mm，粒径 1.9 µm），或相当者；

b) 流速：0.30 mL/min；

c) 流动相：乙腈：水=90：10（v/v）；

d) 柱温：30 ℃；

e) 进样量：2 µL。

质谱参考条件

质谱参考条件如下：

a) 离子化模式：电喷雾电离（ESI）；

b) 扫描方式：多反应监测（MRM）；

c) 分辨率：单位质量分辨率；

d) 其他质谱条件参见附录 A。

定性测定

取样品溶液与混合标准工作溶液在相同实验条件下测定，样液中待测物质的保留时间与标准工作溶

液中对应的标准物质保留时间偏差在±2.5％之内；在试样谱图中所选择的待测物离子对均出现且相对

丰度与标准工作溶液中定性离子的相对丰度允许偏差不超过表1规定的范围，即可确定为样液中存在相

应的目标化合物。

表 1 定性确证时相对离子丰度的最大允许偏差

相对离子丰度比（%） 允许的最大偏差（%）

＞50 ±20

20～50 ±25

10～50 ±30

≤10 ±50

定量测试

采用外标校准曲线法定量测定，标准曲线应至少保证5个浓度点。

取样品溶液与混合标准工作溶液在相同实验条件下测定，按浓度由低到高进样检测，以定量子离子

峰面积-浓度绘制标准工作曲线。待测样液中待测分析物的响应值应在标准曲线线性范围内，超过线性

范围则应稀释后测定。

空白试验

除不加试样外，均按上述步骤进行。

9 结果计算

样品中各嘌呤含量以质量分数表示，按式（1）计算：

� = ��×�
�

× 10−4···················································· (1)

式中：

�——样品中某嘌呤的含量，单位为毫克每100克（mg/100g）；

� ——样品的质量，单位为克（g）；

� ——样品溶液最终定容体积，单位为毫升（mL）；

��——从标准曲线得到的待测组分溶液中某嘌呤的浓度，单位为微克每升（µg/L）；

10−4——单位转换系数。

样品中的嘌呤含量以四种嘌呤含量的算术加和计。计算结果保留到小数点后两位。
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10 检出限、定量限和精密度

检出限与定量限

各目标化合物的的检出限与定量限见图1。

图 1 四种嘌呤的检出限及定量限参数

参数
腺嘌呤

（Adenine）

鸟嘌呤

（Guanine）

黄嘌呤

（Xanthine）

次黄嘌呤

（Hypoxanthine）

检出限

mg/100 g
0.002 0.020 0.010 0.001

定量限

mg/100 g
0.050 0.050 0.030 0.050

精密度

在重复性条件下获得的两次独立测试结果的绝对差值不得超过算术平均值的20%。

T/SSFS0007-2023
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A
A

附 录 A

（资料性）

质谱仪器参数参考条件

质谱仪器参数参考条件如下：

a) 源温：150 ℃；

b) 气帘气流量：150 L/Hr；

c) 脱溶剂气温度：150 ℃；

d) 脱溶剂气流量：800 L/Hr；

e) 碰撞气流量：0.15 mL/min；

f) 雾化气体：氮气。

g) 质谱测定参数见表 A.1。

表 A.1 四种嘌呤的主要参考质谱参数

化合物
保留时间

（min）
电离方式

定性离子对

（m/z）

定量离子对

（m/z）
锥孔电压（V）

毛细管电压

（V）

碰撞能量

（eV）

腺嘌呤

（Adenine）
2.24 ESI+

136.1＞109.2
136.1＞119.2 95.5 3000

15

136.1＞119.2 15

鸟嘌呤

（Guanine）
2.59 ESI-

150.0＞108.2
150.0＞133.1 95.5 2500

15

150.0＞133.1 15

黄嘌呤

（Xanthine）
1.61 ESI-

151.0＞80.3
151.0＞108.2 95.5 2500

15

151.0＞108.2 15

次黄嘌呤

（Hypoxanthine）
1.74 ESI+

137.1＞110.2
137.1＞119.2 95.5 3000

15

137.1＞119.2 15

注：对于不同质谱仪器，仪器参数可能存在差异，测定前应将质谱参数优化到最佳。
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B
B

附 录 B

（资料性）

总离子流图

100 µg/L四种嘌呤混合标准品的总离子流图见图B.1。

图 B.1 四种嘌呤混合标准品的总离子流图

T/SSFS0007-2023
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