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前言

唾液酸（sialic acid, Sia）是以九碳糖神经氨酸为基本结构

的一类衍生物的总称[1-3]。通常位于糖蛋白和糖脂等大分子的末

端，是动物细胞膜上的糖蛋白和糖脂的重要组成部分[4]。唾液酸

具有多种生物学功能比如：细胞的增值、分化和识别[5]；与病原

微生物的相互作用[6]，参与免疫反应，促进神经系统发育[7]，易化

记忆的形成，提高学习能力等。

唾液酸在哺乳动物组织和体液中分布广泛，如大脑、肝脏、

唾液腺、乳腺、泪液、血浆和尿液等都含有丰富的唾液酸[8]。目

前，唾液酸家族已经有 50多个成员，Neu5Ac、Neu5Gc和 KDN

是其最常见的核心单体[9,10]（见图 1）。在人体正常组织中却很难

检测到唾液酸的存在，这是因为人类在进化过程丢失了合成

CMP- 神经氨酸羟化酶（CMAH）基因，而 CMAH 是合成
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摘要目的：建立液相色谱 -三重四级杆质谱联用法（LC-MS/MS）测定猪内脏和肌肉组织中唾液酸 N-乙酰神经氨酸(Neu5Ac)、N-

羟乙酰神经氨酸(Neu5Gc)和脱氨神经氨酸（KDN）浓度的分析方法。方法：将内脏肉组织匀浆后，利用三氟乙酸（TFA）将结合态的

唾液酸从糖脂或糖蛋白链上解离下来后进样分析。色谱条件：色谱柱为 ZORBAX Eclipse Plus C18（5 滋m，4.6× 250 mm，Waters），

流动相为 0.1 %醋酸铵 -100 %乙腈（9:1），柱温：25℃，流速 800 滋L·min-1，进样量 20 滋L。质谱条件：离子源为电喷雾化离子源
（ESI），扫描方式为多重反应监测 （MRM），监测离子对：Neu5Ac：307.7→87.0，Neu5Gc：323.3→116.0，KDN：266.7→

87.0，13C3Neu5Ac内标品：310.9→90.0。结果：Neu5Ac、Neu5Gc和 KDN分别在 0.1~20.0、0.05~10.00和 0.005~1.000 滋mol·L-1的

浓度范围内和对照品与内标峰面积比值线性关系良好，重复性平均 RSD为 1.2 %，稳定性平均 RSD为 1.9 %，日间和日内精密度试

验 RSD均小于 6.7 %，平均回收率为 92.9~106.4 %。结论：本方法简便、快速、灵敏度高，可广泛运用于组织和体液中唾液酸的测定。
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Determination for the Contents of Neu5Ac, Neu5Gc and KDN in Organ
Meats and Muscle of Pigs by LC-MS/MS*

To establish an LC-MS/MS method for the detection of N-acetylneuraminic acid (Neu5Ac),

N-glycolylneuraminic acid (Neu5Gc) and 2-keto-3-deoxy-D-glycero-D-galactonononic acid (KDN) in organ meats and muscle of pigs.

Tissues were acid hydrolyzed with trifluoroacetic acid (TFA) to get ganglioside-bound and glycoprotein-bound sialic acid,

followed by injected and analyzed. The analysis was performed on an ZORBAX Eclipse Plus C18 (5 滋m, 4.6× 250 mm, Waters)

column, and the mobile phase consisted of 0.1 % ammonium-100 % acetonitrile (9:1), the flow rate was 800 滋L/min, the temperature
was maintained at 25 ℃ , injection volume was set up 20 滋L. Negative electrospray ionization (ESI) and multiple reaction monitoring

(MRM) mode was used, MRM: Neu5Ac: 307.7→87.0, Neu5Gc: 323.3→116.0, KDN: 266.7→87.0, 13C3Neu5Ac (IS): 310.9→90.0.

The ratio of internal with standard sample peak area and content of Neu5Ac, Neu5Gc and KDN showed good linearity in the

range of 0.1~20.0, 0.05~10.00, and 0.005~1.000 滋mol/L, RSDs of the repeatability and stability were 1.2 % and 1.9 % , Intra- and

inter-day RSDs were all lower than 6.7%, the recoveries of sialic acid were 92.9~106.4%. The established method is simple,

accurate and rapid, higher sensitivity and can be applied to determination of Neu5Gc, Neu5Ac and KDN in tissues and fluid of animals

and human.
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Monitoring ion Pairs

(m/z)

Collision energy

(-v)

Fragmentation voltage

(-v)

Neu5Ac 307.7/87.0* 5 90

307.7/169.8 5 90

Neu5Gc 323.7/185.8 8 90

323.7/116.0* 8 90

KDN 266.7/87.0* 15 90

266.7/128.9 15 90

IS 310.9/90.0* 5 90

310.9/172.9 5 90

表 1四种物质的监测离子对、碰撞气能量和分段电压

Table 1 Monitoring ion pairs, collision energy and fragmentation voltage of the four pounds

*Means quantitative analysis of ion pairs

Neu5Gc的关键酶[11,12]。然而在人体内癌症组织和胎儿中仍能检

测 Neu5Gc 的存在 [13]。日常的饮食，如红肉和牛奶中富含

Neu5Gc是人体内 Neu5Gc的主要来源[13,14]。研究表明，从红肉

（主要指牛肉、羊肉和猪肉等）中摄取的 Neu5Gc和疾病，如癌

症、心血管疾病和炎症性疾病等有着密切的关系[15]。Neu5Gc小

部分经代谢吸收进入人体内 [16]，被当作抗原来识别，产生抗

Neu5Gc的抗体，抗原和抗体发生反应从而引发炎症，促进肿瘤

生长[17,18]。

近年来红肉中 Neu5Gc的研究也成为一个热点。猪内脏肉

在中国的传统饮食中较为常见，如猪肝、猪心含有丰富的蛋白

质，微量元素铁、锌和维生素[19]等，能够满足人们营养所需[20]。然

而 Neu5Gc在猪内脏中的含量目前尚不清楚。因此，测定猪内

脏肉 Neu5Gc的含量，对将使人们关于饮食中肉类的选择以及

相关研究具有重要的指导意义。本文在参考文献的基础上建立

了快速、简单和灵敏度更高的液相色谱 - 质谱联用方法

（LC-MS/MS）对猪心、猪肝、猪肾、猪肺和猪瘦肉的唾液酸进行

测定，比较猪内脏肉和猪瘦肉中 Neu5Ac、Neu5Gc和 KDN的

浓度差异。

图 1 Neu5Ac、Neu5Gc和 KDN的化学结构

Fig. 1 Chemical structure of Neu5Ac, Neu5Gc and KDN

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

成年猪（杜洛克猪× 长白猪× 大约克夏，约 180~200 d）内

脏购于厦门银祥集团有限公司，猪瘦肉购于厦门市翔安区人人

乐超市，厦门市新华都超市。Neu5Ac、Neu5Gc、KDN标准品和

13C3Neu5Ac内标品（IS）购自美国 Sigma公司；甲醇与乙腈均

为色谱纯，三氟乙酸和醋酸铵购自国药集团化学试剂有限公

司。0.22 滋m有机滤膜购自上海麦约尔生物有限公司。
1.2 仪器

Aglient 1100液相色谱仪，Aglient 6430三重四级杆液质联

用系统，均购自美国 Aglient公司，超速冷冻离心机，购自美国

sigma公司。

1.3 方法

1.3.1色谱条件 色谱柱为 ZORBAX Eclipse Plus C18（5 滋m，
4.6× 250 mm，Waters），保护柱为 Eclipse Plus C18（4.6× 12.5

mm，5 滋m），流动相为 0. 1 %醋酸铵（A）-100 %乙腈（B），梯度

洗脱（0~0.5 min 100% A，0.5~3.0 min 10 % B，3.5~4.0 min 100

% A），流速 800 滋L·min-1，柱温 25℃，进样量 20 滋L。
1.3.2 质谱条件 离子源为电喷雾化离子源（ESI），源温度

100℃，探针温度 300℃，源电压 3500 V，喷雾氮气压强 60psi，

负离子方式检测，扫描方式为多重反应监测（MRM）。监测离子

对、碰撞气能量和分段电压见表 1。

1.3.3 组织样品的制备 取内脏和瘦肉组织，用刀片切取

50~100 mg放入离心管中，用剪刀剪碎，加入磷酸盐缓冲液

（PBS）1.1 mL，进行匀浆（冰上操作）。游离唾液酸的测定：取匀

浆液 500 滋L，然后于 4℃，12000 × g离心 20 min，将上清液用

0.22 滋m 的有机滤膜过滤，取滤液加入一定量内标进行
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表 2唾液酸标准曲线数据

Table 2 Data for preparing standard curve of sialic acid

Neu5Ac,

滋L
Neu5Gc,

滋L
KDN,

滋L
Purity water,

滋L
IS,

滋L

Neu5Ac,

mmol·L-1

Neu5G,

mmol·L-1

KDN,

mmol·L-1

10.0（1.0） 5.0（1.0） 0.5（1.0） 82.5 2.0 0.1 0.05 0.005

20.0（1.0） 10.0（1.0） 1.0（1.0） 67.0 2.0 0.2 0.10 0.010

40.0（1.0） 20.0（1.0） 2.0（1.0） 36.0 2.0 0.4 0.20 0.020

1.0（100.0） 0.5（100.0） 5.0（1.0） 91.5 2.0 1.0 0.50 0.050

2.0（100.0） 1.0（100.0） 10.0（1.0） 85.0 2.0 2.0 1.00 0.100

4.0（100.0） 2.0（100.0） 20.0（1.0） 72.0 2.0 4.0 2.00 0.200

10.0（100.0） 5.0（100.0） 0.5（100.0） 82.5 2.0 10.0 5.00 0.500

20.0（100.0） 10.0（100.0） 1.0（100.0） 67.0 2.0 20.0 10.00 1.000

Note: Figures in brackets mean the concentration of the control sample

LC-MS/MS的分析。结合唾液酸的测定：取匀浆液 500 滋L，加
入等体积的三氟乙酸（TFA），80℃孵育 2 h，其余步骤均与游离

唾液酸处理方式相同，测得值减去游离态唾液酸含量即为结合

态唾液酸含量。总唾液酸含量即是游离态和结合态 Neu5Ac、

Neu5Gc和 KDN的总和。

1.3.4 标准曲线的绘制 取对照品储备液稀释到 100 滋L和 1

滋L配制成所需浓度的标准系列溶液，具体操作见表 2，所得混

合对照品系列中各分析物的浓度分别为 Neu5Ac：0.1、0.2、0.4、

1.0、2.0、4.0、10.0、20.0 滋mol·L-1，Neu5Gc：0.05、0.10、0.20、0.50、

1.00、2.00、5.00、10.00 滋mol·L-1，KDN：0.005、0.010、0.020、0.050

、0.100、0.200、0.500、1.000 滋mol·L-1，其中内标浓度均为 4

滋mol·L-1，制备标准曲线。待 LC-MS/MS基线平稳后按浓度梯

度由低向高进样，以对照品浓度 X（滋mol·L-1）为横坐标，对照品

与内标峰面积比值 Y为纵坐标，作标准曲线，且每天建立一条

标准曲线。

1.3.5 最低检测限的测定 取 Neu5Ac、Neu5Gc和 KDN对照

品溶液适量，加超纯水倍比稀释，进样测定，直至其峰高约为噪

音的 3倍，即以 3倍信噪比（S/N=3）的最低浓度作为分析物标

准溶液的最低检测限（LOD）。

1.3.6 进样重复性试验 取同一份混合对照品溶液，连续进样

5次，计算其稳定性。

1.3.7 稳定性试验 取同一份对照品混合溶液，分别于 1、2、

4、6、8 h时测定 Neu5Gc、Neu5Ac和 KDN的峰面积，观察其稳

定性。

1.3.8 精密度试验 配制 Neu5Ac、Neu5Gc、KDN和混合对照

品的低、中、高三个浓度（Neu5Ac ：0.1，1.0，20.0 滋mol·L-1；

Neu5Gc：0.05，0.50，10.00 滋mol·L-1；KDN：0.005，0.050，1.000

滋mol·L-1）的质量控制样本，每个浓度 5个样本，并与标准曲线

同批测定，以当日标准曲线计算质量控制样品的测得浓度，与

配制的浓度对照，以 1 d内测得的各物质浓度计算日内 RSD，

连续测定 3 d，计算日间 RSD，计算本方法的精密度。

1.3.9 加标回收率试验 配制 Neu5Ac、Neu5Gc和 KDN混合

对照品的低、中、高三个浓度（Neu5Ac：0.1，1.0，20.0 滋mol·L-1；

Neu5Gc：0.05，0.50，10.00 滋mol·L-1；KDN：0.005，0.050，1.000 滋
mol·L-1）将其分别加入已知唾液酸浓度的样品中，进样分析，每

个浓度测定三个重复，计算该方法的回收率。

2 结果

2.1 Neu5Ac、Neu5Gc和 KDN的色谱总离子流图

在负离子模式下采用MRM扫描模式，得出总离子流图，

见图 2。Neu5Ac、Neu5Gc和 KDN保留时间均为 2.9 min，且响

应值差异较大，能够清楚地将这四种物质辨别出来，无杂峰产

生，不受组织液中其它物质的干扰。

2.2 标准曲线

Neu5Ac 的 标 准 曲 线 为 y=0.319x+0.0506，r=0.9988；

Neu5Gc的标准曲线为 y=0.251x+0.0841，r=0.9998；KDN的标

准曲线为 y=0.253x+0.00169，r=0.9996，表明 Neu5Ac、Neu5Gc

和 KDN 分别在 0.1~20.0 滋mol·L-1、0.05~10.00 滋mol·L-1 和

0.005~1.000 滋mol·L-1的浓度范围内呈线性，且线性关系较好。

三种物质的最低检测限均为 0.001 滋mol·L-1。

2.3 重复性和稳定性

连续进样 5 次，Neu5Ac、Neu5Gc 和 KDN 峰面积的 RSD

分别为 2.4 %、0.6 %和 0.8 %，说明该方法重复性良好；同一份

对照品混合溶液，分别于 1、2、4、6、8 h 时测定 Neu5GAc、

Neu5Gc 和 KDN 和的峰面积，RSD 值分别为 1.6 %、3.0 %和

1.1 %，说明溶液中 Neu5Ac、Neu5Gc和 KDN在 8 h内稳定。

2.4 精密度和回收率

日内、日间精密度和回收率结果见表 3。日内日间 RSD均

小于 7 %，表明该方法精密度良好。样品的低加标量标准品的

平均回收率在 92.9 %以上，中加标量标准品的平均回收率均在

96.3 %以上，高加标量标准品的平均回收率均在 106.4 %以上，

说明该方法 Neu5Ac、Neu5Gc和 KDN损失较少，准确性较好。

2.5猪内脏和猪瘦肉实例测定

猪肺、猪肾、猪心、猪肝和猪瘦肉中 Neu5Ac、Neu5Gc和

KDN浓度见表 4，所有浓度均在线性范围内。从结果中可以看

出猪内脏中总唾液酸和 Neu5Gc浓度明显比猪瘦肉中高的多，

膳食摄入瘦肉比内脏肉更安全。
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3讨论
唾液酸水解的关键在于如何将组织中的唾液酸从糖蛋白

和糖脂链上释放出来。本试验采用 TFA水解法[21]，利用酸水解

表 3 Neu5Gc、Neu5AC和 KDN在低、中、高三个浓度的精密度和回收率

Table 3 Precision and recovery of Neu5Ac, Neu5Gc and KDN

Item Concentration Intra-day (RSD, %)) Inter-day (RSD, %) Recovery RSD

(滋mol·L-1) (%) (%)

Neu5Ac 0.1 3.6 2.2 92.9 7.8

0.10 6.7 6.3 96.8 3.2

20.00 4.2 4.4 101.3 5.7

Neu5Gc 0.05 3.7 6.2 94.3 4.3

0.50 2.9 1.3 98.4 3.8

10.00 2.8 1.1 106.4 4.2

KDN 0.005 5.9 4.1 94.7 6.5

0.050 2.7 6.7 96.3 3.9

1.000 3.1 6.8 102.4 3.4

图 2 KDN、Neu5Ac、Neu5Gc和 13C3 Neu5Ac的色谱总离子流图

Fig. 2 The chromatograms of KDN, Neu5Ac, Neu5Gc和 13C3 Neu5Ac

表 4猪内脏和肌肉中 Neu5Ac、Neu5Gc和 KDN的浓度

Table 4 Concentration of Neu5Ac, Neu5Gc and KDN in organ meats and muscle of pigs

Neu5Ac

(滋mol·L-1)

Neu5Gc

(滋mol·L-1)

KDN

(滋mol·L-1)

Lung 4.1 6.5 0.2

Kidney 1.9 6.7 0.1

Heart 2.8 1.2 0.1

Liver 5.2 2.7 0.3

Muscle 1.1 0.3 0.1
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断开唾液酸连接，唾液酸释放较为彻底，并且适应性好，无特异

性。不同的组织和物种释放唾液酸的酸度和时间有差异，为了

更准确测定唾液酸浓度，水解的酸度和浓度需要优化，否则会

破坏分子结构。试验比较了心脏组织在 TFA浓度为 0.05、0.10、

0.15、0.20 滋mol·L-1，孵育时间为 60 min、90 min、120 min、150

min条件下释放出的唾液酸浓度。结果表明 TFA浓度为 0.15

滋mol·L-1，80℃水解 120 min后测得样品中唾液酸浓度最高，

即为最佳浓度和最佳水解时间。

由于不同组织中 Neu5Ac、Neu5Gc 和 KDN 含量差异较

大，稀释比例较小时 Neu5Ac超出标准曲线范围，稀释比例较

大时无法检测到 KDN的存在，所以进行 LC-MS/MS分析时须

进行预实验，找到合适的稀释比后，再进行批量分析。

与以往相关研究主要采用荧光 HPLC相比，样品过滤后无

需加入衍生剂[22,23]，大大节约了样品的处理时间；且荧光 HPLC

灵敏度较 LC-MS/MS较低，不适用于微量物质 KDN的检测。

每个样品在液相色谱 -质谱联用仪分析的时间为 3.2 min，提高

了检测效率。本研究建立的方法用样量少，分析时间短，操作便

捷，精确度和灵敏高，满足了本实验低含量样品的测定条件，可

广泛运用于组织和体液中唾液酸浓度分析。

猪内脏和猪瘦肉中均能检测到微量的 KDN、Neu5Ac 和

Neu5Gc，不同的是 KDN主要以游离态存在。目前关于 KDN的

生物学功能目前报道的较少，研究发现 KDN在特定癌症组织

中高表达，可以作为癌症临床前期诊断的一个生物指标[24,25]。

本研究建立了简单快捷、准确、可靠的液相色谱 -质谱联

用分析方法，能够精确测定猪心脏、肝脏、脾脏、肾脏以及猪肌

肉中 Neu5Ac、Neu5Gc和 KDN含量。为人们更好的理解摄取

红肉中的 Neu5Gc和癌症之间的关系，以及对饮食中猪肉的选

择提供了参考。此外，也为唾液酸的临床研究提供了一些理论

基础。虽然关于 Neu5Gc的研究起步较晚，但由于它的生物学

功能多样性以及其与疾病的密切关系，近年来受到了国内外学

者的广泛关注。目前关于 Neu5Gc在人体内聚集引发癌症作用

机制的相关研究并不深入，Neu5Gc在人体的特定肿瘤和癌症

组织中的高表达有待进一步研究。
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