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大豆种子中嘌呤含量的 HPLC测定方法
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摘 要:根据检测不同高氯酸浓度和水解温度对大豆种子的水解效果，检测不同流动相对鸟嘌呤、腺嘌呤、次黄嘌呤、
黄嘌呤 4 种成分的分离效果，建立了稳定准确的大豆种子中多组分嘌呤含量的高效液相色谱分析方法。结果表明:
在 100℃条件下，35% ( v /v) 的高氯酸处理 60 min时豆粉水解效果最佳;使用 Welch Ultimate Polar ＲP18 ( 4. 6 mm ×
250 mm，5. 0 μm) 色谱柱以 0. 02 mol·L －1磷酸二氢钾缓冲液 ( pH2. 9) 作为流动相时，4 种嘌呤在 0. 05 ～ 25 mg·L －1

浓度范围内均可完全分离且响应峰面积与浓度呈良好线性相关 ( r ＞ 0. 999 9) ，相对标准偏差为 2. 97% ～ 6. 25%，加
标回收率为 89. 19% ～ 110. 97%。
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HPLC Method for Determining Purine Content in Soybean Seeds
LYU Duo，XING Guang-nan，GAI Jun-yi
( Soybean Ｒesearch Institute of Nanjing Agricultural University / National Center for Soybean Improvement / Key Laboratory for Biology and Genetic Im-
provement of Soybean ( General) ，Ministry of Agriculture / National Key Laboratory for Crop Genetic and Germplasm Enhancement，Nanjing 210095，
China)

Abstract: A stable and accurate HPLC ( high performance liquid chromatography) procedure for measuring multiple compo-
nents of purines in soybean seeds was established based on choosing an appropriate HClO4 content and temperature for hydroly-
sis of mashed soybean specimen and choosing an appropriate buffer solution mobile phase. The optimized hydrolysis condition
was hydrolyzing mashed soybean seed with 35% ( v /v) of HClO4 for 60 min at 100℃. The optimized chromatography condition
was using Welch Ultimate Polar ＲP18 ( 4. 6 mm × 250 mm，5. 0 μm) as chromatographic column with 0. 02 mol·L －1 KH2 PO4

buffer solution ( pH2. 9) as mobile phase at flow rate of 1. 0 mL·min －1. Under this system，the ademine，guanine，hypoxan-
thine and xanthine within 0. 05 － 25 mg·L －1 could be fully separated and the response peak area was linearly correlated with
purine content perfectly ( r ＞ 0. 999 9) with the range of relative standard deviation ( ＲSD or CV) as 2. 97% － 6. 25% and the
range of spiked recovery rate as 89. 19% － 110. 97%.
Keywords: Soybean seed; Purine Content; High performance liquid chromatography ( HPLC)

痛风是由于人体嘌呤代谢出现障碍，引起血液

中尿酸浓度升高进而导致组织损伤的一种常见疾

病［1-2］。近年来，我国人群的高尿酸血症和痛风的
患病率呈上升趋势［3-5］。研究发现，痛风和高尿酸
血症的治疗除了采用药物外，控制高嘌呤食物的摄

入也是一种重要的途径［6-8］。大豆含有优质的植物
蛋白，是居民膳食中蛋白质的主要来源，然而近年

来有关食用大豆会诱发高尿酸血症和痛风的报道

层出不穷，在痛风患者的参考食谱中，大豆及其制

品被划分为宜限量食用食物［9-12］，但是有关大豆嘌

呤含量全面检测的报道却不常见，相关参考资料公

布的数据也存在着来源不清且互相矛盾的问题。
因此，全面测定大豆的嘌呤含量对于指导痛风和高

尿酸血症患者的饮食和预防发病具有重要的意义。
食物嘌呤含量的常见检测方法包括液相色

谱［13-17］和毛细管电泳法［18］等，不同测定方法对样品

嘌呤的提取和测定条件具有差别，这也导致了测定

结果不尽相同。其中使用高氯酸水解样品，然后使
用高效液相色谱法进行检测是最常用的方法，这种

方法前处理程序相对简单，试验误差较小。国外
Kaneko等［14］应用高效液相色谱法仅测得大豆中腺
嘌呤和鸟嘌呤的含量，国内刘少林等［16］的研究虽然



656 大 豆 科 学 4 期

检测到了大豆种子中黄嘌呤和次黄嘌呤的含量，但

是回收率偏低。荣胜忠等［17］的研究结果具有较高
的回收率，但是样品前处理过程中，未对高氯酸浓

度这一试验条件进行深入摸索。本研究在前人基
础上探讨了大豆的水解条件以及高效液相色谱分

离条件，并对方法的准确性和重复性进行了研究，

建立了大豆种子中 4 种嘌呤成分 ( 鸟嘌呤、腺嘌呤、
次黄嘌呤、黄嘌呤) 的测定方法，为大豆中嘌呤含量
的全面测定奠定基础。

1 材料与方法

1. 1 材料
1. 1. 1 测试样品 大豆样品来自南京农业大学国
家大豆改良中心，种子经除杂烘干后采用粉碎机粉

碎 ( 40 目筛，孔径 0. 425 mm) ，4℃保存备用。
1. 1. 2 试剂 腺嘌呤 ( adenine ) 、鸟嘌呤 ( gua-
nine) 、次黄嘌呤 ( hypoxanthine) 、黄嘌呤 ( xanthine)
均购自 Sigma公司，纯度 ＞ 99% ;甲醇，色谱纯;高氯
酸 ( HClO4 ) 、磷酸 ( H3PO4 ) 、磷酸二氢钾 ( KH2PO4 )

均为优级纯;氢氧化钾 ( KOH) 为分析纯;超纯水由
Millipore超纯水系统制备。
嘌呤储备液的制备: 精确称取鸟嘌呤、次黄嘌

呤、黄嘌呤和腺嘌呤各 0. 01 g，用 1 mol·L －1 KOH溶
液溶解，定容至 50 mL，配制成 200 mg·L －1储备液，

4℃保存备用。
1. 1. 3 仪器 Agilent 1100 型 HPLC 配有紫外检测
器;Welch Ultimate Polar ＲP18 色谱柱 ( 4. 6 mm ×
250 mm，5. 0 μm) ; KH-300DE 超声清洗机; AB204-N
分析天平; METTLEＲ TOLEDO pH 计; BECKMAN
Avanti J-26S型离心机; 电热恒温水浴锅; Millipore
超纯水制备仪; SHB-III型循环水式真空抽滤装置。
1. 2 色谱条件的建立
采用 0. 02 mol·L －1磷酸二氢钾缓冲液作为流动

相［16］，并在此基础上根据所采用的 Welch Ultimate
Polar ＲP18 ( 4. 6 mm × 250 mm，5. 0 μm) 色谱柱的
分离性质，用 H3 PO4将流动相 pH 调节在 2. 8 ～ 4. 0
范围内，之后用 0. 22 μm 滤膜对流动相进行抽滤;
将柱温设定为 30℃，流速 1. 0 mL·min －1，紫外检测

器波长 254 nm，进样量为 10 μL，考察不同 pH 的流
动相对嘌呤混合标品的分离情况。
1. 3 样品水解处理条件的建立
参考前人研究［16-17］，采用高氯酸溶液水解豆粉

样品，进而对高氯酸溶液的最佳浓度和适宜水解温

度进行优选。
1. 3. 1 高氯酸浓度的选择 分别称取 0. 200 g 豆
粉样品置于不同 50 mL 离心管中，分别加入 10%、

20%、25%、30%和 35% ( v /v) 的 HClO4溶液 5 mL，
100℃恒温水浴 60 min后，迅速冰浴冷却，以不同浓
度的 KOH溶液中和至 pH7. 0，并定容至 15 mL，随
后以 4 900 r·min －1离心 30 min，取 5 mL上清，上清
液用 H3PO4调节至 pH2. 9，定容至 10 mL，再以 4 900
r·min －1离心 10 min，上清液过 0. 22 μm 滤膜过滤后
待测。当 HClO4浓度在 35% ( v /v) 以上时，用 KOH
中和样品会产生大量沉淀和氯气，对后续试验造成

严重影响，故水解处理以 HClO4浓度 35% ( v /v) 为
上限。
1. 3. 2 水解温度的选择 分别称取 0. 200 g 豆粉
样品置不同 50 mL离心管中，分别加入已确定浓度
为 35% ( v /v) 的 HClO4溶液 5 mL，分别置于 100，
90，80，70，60℃不同温度的水浴锅中恒温水浴 60
min后，迅速冰浴冷却，以 KOH 溶液中和至 pH7. 0，
定容至 15 mL，随后以 4 900 r·min －1离心 30 min，取
5 mL 上清，上清液用 H3 PO4调节至 pH2. 9，定容至
10 mL，再以 4 900 r·min －1离心 10 min，上清液用
0. 22 μm 滤膜过滤后待测。
1. 4 标准曲线的制作
用超纯水将配置好的嘌呤储备液稀释成梯度

浓度 0. 05 ～ 25 μg·mL －1，用 0. 22 μm的微孔滤膜过
滤，依次进样分析，制作标准曲线。
1. 5 精确度、准确度和稳定性检验
1. 5. 1 精确度检验 精确吸取嘌呤标准样品液，连
续进样 5 次，每次 10 μL，以 5 次进样所测定的嘌呤
各组分含量计算仪器的相对标准偏差 ( ＲSD) 。
1. 5. 2 准确度检验 选取同一品种的干豆粉为试
样，分别称取 0. 200 g，平行测定 5 次，以 5 次平行样
测定的 4 种嘌呤组分的峰面积计算相对标准偏差
( ＲSD) 来检验水解方法的重现性。
1. 5. 3 稳定性检验 分别称取同一大豆品种的豆
粉样品0. 200 g，按其每种嘌呤含量的0. 5，1和2倍加
入各标准品溶液于均匀样品中，配制成低 ( 1∶ 0. 5) 、
中 ( 1∶1) 和高 ( 1∶2) 3 种浓度，混匀后进行加样回收
率试验，每种浓度的样品平行测定 3 次，取平均值。
1. 6 数据分析
数据均使用 SPSS 20. 0 软件进行分析处理。

2 结果与分析

2. 1 分离条件选择
将 0. 02 mol·L －1浓度磷酸二氢钾缓冲液的 pH

配制在 2. 8 ～ 4. 0，流速 1. 0 mL·min －1，考察嘌呤混

合标品的分离情况。发现 pH 在 3. 3 ～ 4. 0 时，4 种
嘌呤不能完全分离 ( 图 1A和 B) 。当流动相 pH 为
2. 8 ～ 3. 2 时，4 种嘌呤可以完全分离，其中 pH2. 9
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时 4 种嘌呤的分离情况最为均匀且保留时间最短
( 图 1C和 D) 。因此选择 pH2. 9 的 0. 02 mol·L －1磷

酸二氢钾缓冲液作为流动相，流速为 1. 0 mL·min －1，

紫外波长为 254 nm。

图 1 不同 pH磷酸二氢钾缓冲液对嘌呤混合标品的分离
Fig. 1 Chromatogram of purine using different pH KH2PO4as mobile phase

2. 2 水解条件选择
2. 2. 1 高氯酸浓度 以 1. 4 的处理方法，分别用 5
mL的 10%、20%、25%、30%、35% ( v /v) 的 HClO4

溶液水解豆粉样品，然后用 2. 1 确定的分离条件对
样品进行测定。如表 1 所示，高氯酸浓度在 10% ～
35% ( v /v) 范围内，4 种嘌呤含量随着 HClO4溶液

浓度增加而增加。在试验过程中发现，当 HClO4浓

度在 35% ( v /v) 以上时，用 KOH 中和样品会产生
大量沉淀和氯气，对后续试验造成不良影响。综上
所述，浓度为 35% ( v /v) 的 HClO4溶液是水解的最

佳浓度。

表 1 不同高氯酸浓度处理后的嘌呤含量
Table 1 Contents of purines at different HClO4 concentration ( mg·kg

－ 1 )

HClO4 浓度

Concentration of HClO4 /%
腺嘌呤

Adenine
鸟嘌呤

Guanine
次黄嘌呤

Hypoxanthine
黄嘌呤

Xanthine
总含量

Total content

10 878. 81 1004. 93 13. 15 22. 39 1919. 27

20 932. 15 1064. 90 16. 84 37. 63 2051. 53

25 963. 13 1078. 73 16. 33 41. 35 2099. 54

30 969. 01 1114. 33 17. 52 41. 43 2142. 29

35 1026. 08 1201. 93 24. 89 58. 77 2311. 68

2. 2. 2 水解温度 有研究表明嘌呤具有一定的不
稳定性，水解温度会导致几种组分发生转化［19-20］，

因此为了确定最佳的水解温度，需要对反应条件进

行筛选。采用浓度为 35% ( v /v ) 的高氯酸溶液
5 mL，分别置于 100，90，80，70，60℃不同温度的水
浴锅中恒温水浴 60 min，再以 1. 4 所述的方法对样
品进行处理，然后用 2. 1 确定的分离条件对样品进
行测定。如表 2 所示，当水解温度为 60 ～ 90℃，嘌

呤的总含量随着温度的升高而增加，当温度升高至

100℃时总嘌呤含量基本保持不变，但是次黄嘌呤和
黄嘌呤的含量却随温度的升高而增加，腺嘌呤和鸟

嘌呤的含量则反而减少。鉴于大豆烹饪过程中的
实际温度为 100℃左右，且有文献表明次黄嘌呤对
尿酸水平的影响比鸟嘌呤更明显［21-22］，因此选择

100℃作为水解温度。
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表 2 不同水解温度下的嘌呤含量
Table 2 Contents of purines at different hydrolyzation temperature ( mg·kg-1 )

水解温度

Water temperature /℃
腺嘌呤

Adenine
鸟嘌呤

Guanine
次黄嘌呤

Hypoxanthine
黄嘌呤

Xanthine
总含量

Total content

60 917. 21 1081. 45 － － 1998. 66

70 938. 14 1106. 36 － 30. 73 2075. 23

80 966. 76 1107. 07 13. 41 53. 79 2150. 42

90 1004. 76 1136. 33 14. 29 52. 93 2213. 59

100 987. 36 1092. 57 29. 29 102. 08 2211. 30

－为未检出。

－ means not detected.

2. 3 嘌呤线性回归方程和标准曲线的建立
按照 2. 1 确定的试验条件，将配置好的嘌呤混

合标准溶液系列按照浓度梯度进样分析，以峰面积

对相应浓度得到线性回归方程和线性相关系数( 表

3) 。从表 3 可知，建立了鸟嘌呤、次黄嘌呤、黄嘌呤
和腺嘌呤峰面积与相应浓度的线性回归方程，且相

关系数都高达 0. 999 9 以上。

表 3 标准曲线的回归方程及线性范围
Table 3 Ｒegression equation and linear range of the calibrationcurve

嘌呤组分

Component of purines
回归方程

Ｒegression equation
相关系数

Correlation coefficient

线性范围

Linear range /μg·mL －1

腺嘌呤 Adenine y = 16. 83242x + 5. 17523 0. 99999 0. 05 ～ 25

鸟嘌呤 Guanine y = 47. 72210x + 15. 30172 0. 99998 0. 05 ～ 25

黄嘌呤 Xanthine y = 39. 90579x + 10. 27936 0. 99999 0. 05 ～ 25

次黄嘌呤 Hypoxanthine y = 41. 20993x + 9. 03078 0. 99999 0. 05 ～ 25

2. 4 精确度、准确度和稳定性
按 2. 1 确定的色谱条件，在高氯酸溶液水解浓

度 35% ( v /v) 、水解温度在 100℃条件下，方法的精
确度、准确度和稳定性试验结果见表 4。精确性试
验的 ＲSD为 0. 56% ～ 1. 26%。重复性试验的 ＲSD

为 2. 81% ～6. 25% ; 4 种嘌呤的平均加标回收率为
89. 19% ～110. 97%。表明整个试验体系用于测定
大豆种子中嘌呤含量的精确度、准确度和重现性均
较好，试验结果可信。

表 4 方法的加标回收率和相对标准偏差
Table 4 Spiked recovery rate and ＲSD of the method(%)

统计数

Statistics
腺嘌呤

Adenine
鸟嘌呤

Guanine
黄嘌呤

Xanthine
次黄嘌呤

Hypoxanthine

加标回收率 Spiked recovery rate 97. 54 103. 65 110. 97 89. 19

仪器相对标准偏差 ＲSD of instrument 0. 56 0. 64 0. 45 1. 26

方法的准偏差 ＲSD of method 2. 97 2. 81 6. 25 6. 09

3 结论与讨论

目前关于不同栽培大豆品种中嘌呤含量测定

的报道较少，且不同报道中的试验条件不一致，这

给人们科学饮食和低嘌呤大豆品种的育种工作带

来一定的限制。因此，建立大豆种子嘌呤含量的测
定方法并对不同大豆品种进行嘌呤含量的测定具

有重要意义。通过对高氯酸水解和液相色谱分离
条件的摸索，确定了大豆样品中嘌呤含量的测定方

法，色谱条件为: 使用 Welch Ultimate Polar ＲP18
( 4. 6 mm × 250 mm，5. 0 μm) 色谱柱，在检测波长

为 254 nm的条件下，以 0. 02 mol·L －1磷酸二氢钾缓

冲液 ( pH2. 9) 作为流动相，流速设定 1. 0 mL·min －1，

柱温 30℃ ;水解条件为: 在温度为 100℃的条件下，
用 35%的高氯酸溶液 ( v /v) 水解豆粉 60 min。本
研究建立的 HPLC技术使大豆种子中的 4 种嘌呤组
分在 12 min 内达到良好分离，比前人的研究［16］缩
短了 4 min，可以节省大批量测定大豆品种嘌呤含量
的试验时间; 本试验体系的回收率达到 89. 19% ～
110. 97%，也 比 前 人 的 研 究 结 果 ( 57. 19 ～
88. 37% ) ［16］有较大提高。
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