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高效液相色谱-示差折光检测器法测定玻璃化冷冻
液中保护剂和营养物质的含量
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摘 要：建立了高效液相色谱-示差折光检测器（HPLC-RID）法同时测定玻璃化冷冻液中 4种保护剂和 2种营

养物质的含量。以 0. 01 mol/L 硫酸溶液为流动相进行洗脱，采用 BIO-RAD Aminex HPX-87H（300 mm×7. 8 
mm，9 μm）色谱柱分离，示差折光检测器（RID）检测，外标法定量。结果表明，在优化的色谱条件下，6种

待测组分能有效分离，且在各自考察的质量浓度范围内线性关系良好，相关系数（r）均不小于 0. 999 9，检出

限（LOD）和定量下限（LOQ）分别为 0. 009~0. 025 mg/mL和 0. 030~0. 085 mg/mL。阴性样品在低、中、高 3个浓

度水平下的平均加标回收率为 99. 8%~103%，相对标准偏差（RSD，n=3）为 0. 20%~1. 8%。该方法简便、专属

性强、准确度高，适用于玻璃化冷冻液中保护剂和营养物质的含量测定。
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Abstract：A method for determination of four cryoprotectants and two nutrients in vitrification solu⁃
tion was developed by high performance liquid chromatography with refractive index detector（HPLC-
RID）.  The samples were eluted by using 0. 01 mol/L sulfuric acid as mobile phase，and the chro⁃
matographic separation was carried out on the BIO-RAD Aminex HPX-87H column（300 mm × 7. 8 
mm，9 μm）.  Refractive index detector（RID） was used for detection and the external standard meth⁃
od was applied for quantitative determination.  Under this specific condition， the samples were well 
separated and showed good linear relationships with the correlation coefficients（r） not less than 
0. 999 9.  The limits of detection（LODs） and the limits of quantification（LOQs） were 0. 009-0. 025 
mg/mL and 0. 030-0. 085 mg/mL， respectively.  The average spiked recoveries of the negative sam⁃
ples at three concentration levels were from 99. 8% to 103%，and relative standard deviations（RSDs，
n=3） were between 0. 20% and 1. 8%.  The method is simple，specific，accurate and suitable for the 
determination of cryoprotectants and nutrients in vitrification solution.
Key words：HPLC-RID；vitrification solution；embryo freezing；cryoprotectants；nutrients
胚胎冷冻保存是辅助生殖的重要技术手段，已广泛用于胚胎移植、动物克隆及动物资源保护［1-2］。

保存方法包括慢速冷冻、快速冷冻和玻璃化冷冻，玻璃化冷冻具有操作简单、存活率高、不需昂贵设

备等优点，已成为首选方法［1］。玻璃化冷冻液中的保护剂是影响冷冻效果的重要因素，分为渗透性冷

冻保护剂和非渗透性冷冻保护剂［1-3］，前者分子量小，如乙二醇、二甲亚砜、丙二醇，可渗入细胞，将
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细胞内水分吸出，减少冰晶形成；后者多为大分子物质，如蔗糖、海藻糖、葡萄糖等，通过改变渗透

压导致细胞脱水，减少前者引起的化学毒性；二者配合使用，可提高冷冻效率。本研究的玻璃化冷冻

液，除添加保护剂海藻糖、葡萄糖、乙二醇、二甲亚砜外，还添加丙酮酸钠、乳酸钠作为营养物质。

目前，玻璃化冷冻液中保护剂及营养物质的含量测定方法缺乏，现有文献报道多集中在冷冻效果及作

用机制研究方面［4-7］。为确保玻璃化冷冻液质量，保证胚胎冷冻效果，建立同时测定其保护剂和营养物

质含量的方法具有重要意义。

《中国药典》（2020 年版）四部收载海藻糖的含量测定方法为高效液相色谱-示差折光检测器

（HPLC-RID）法［8］。目前已有采用HPLC法或离子色谱法单独或同时测定葡萄糖、乳酸钠含量的文献报

道［9-14］；丙酮酸含量测定方面的报道较少；乙二醇、二甲亚砜的紫外吸收弱、沸点高，多采用气相色

谱-直接进样法［15-19］测定含量。以上方法涉及多种仪器和检测器，单次分析目标物数量较少，检测成本

高，故本文建立了HPLC-RID法同时测定玻璃化冷冻液中海藻糖、葡萄糖、丙酮酸钠、乳酸钠、乙二

醇、二甲亚砜的含量。该法简便、专属、准确，可缩短分析周期，提高工作效率，为玻璃化冷冻液的

质量控制提供有力支撑，具有良好的应用前景。

1 实验部分 
1. 1　仪器、试剂与材料　

1260 Infinity Ⅱ高效液相色谱仪，配备RID检测器（美国安捷伦公司）；XS205DU电子天平（德国赛

多利斯公司）；Milli-Q Advantage 10超纯水仪（美国密理博公司）。

海藻糖（纯度≥99. 0%，南宁中诺生物工程有限责任公司）；葡萄糖（纯度≥99. 5%）、丙酮酸钠（纯度≥
99%）、乳酸钠（纯度≥ 99. 0%）、二甲亚砜（纯度≥99. 7%）购于美国 Sigma-Aldrich 公司；乙二醇（纯度≥ 
99. 5%，上海麦克林生化科技有限公司）；硫酸（分析纯，成都市科隆化学品有限公司）；实验用水为超

纯水（由Milli-Q Advantage 10超纯水仪制得）。

1. 2　对照品溶液的配制　

1. 2. 1　对照品溶液　准确称取丙酮酸钠约 10 mg，乳酸钠、葡萄糖约 300 mg，置于 10 mL容量瓶中，

用水溶解并定容，作为储备中间液；各准确称取海藻糖、乙二醇约 250 mg，二甲亚砜约 100 mg，置于

10 mL容量瓶中，精密加入储备中间液 1 mL，用水溶解并定容，作为对照品贮备液。精密量取对照品

贮备液2 mL，置于5 mL容量瓶中，用水定容，即得。

1. 2. 2　系统适用性溶液　准确称取麦芽三糖、丙酮酸钠约10 mg，置于5 mL容量瓶中，精密加入对照

品贮备液2 mL，用水定容，即得。

1. 3　供试品溶液的配制　

精密量取玻璃化冷冻液（A厂，批号A01、A02、A03，每批均含冷冻液 1和冷冻液 2，二者需配合

使用）1 mL，置于20 mL容量瓶中，用水定容，摇匀，0. 45 μm微孔滤膜过滤，即得。

1. 4　液相色谱条件　

采用以磺化交联的聚苯乙烯-二乙烯苯共聚物为填充剂的 BIO-RAD Aminex HPX-87H（300 mm×
7. 8 mm，9 μm）色谱柱；流动相为 0. 01 mol/L硫酸溶液，流速：0. 5 mL/min；进样量：20 μL；RID检

测器温度：50 ℃。

2 结果与讨论 
2. 1　检测器的选择　

本次检测涉及海藻糖、葡萄糖、丙酮酸钠、乳酸钠、乙二醇、二甲亚砜 6种物质，在流动相中丙

酮酸钠、乳酸钠游离为丙酮酸和乳酸，目标物涵盖糖、有机酸、醇类及砜类，在以聚苯乙烯-二乙烯

苯为填充剂的 BIO-RAD Aminex HPX-87H（300 mm×7. 8 mm，9 μm）色谱柱上，6种待测组分可实现有

效分离。二甲亚砜的紫外吸收弱，比较了其在RID与紫外检测器上的响应情况，结果显示RID的响应

信号远大于紫外检测器，为方便操作，6种物质均采用RID检测。
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2. 2　色谱条件的优化　
2. 2. 1　流动相的优化　为使葡萄糖、丙酮

酸钠获得较好的分离，对流动相中酸浓度及

流速进行了考察，结果见图 1。结果显示，

当流速为 0. 5 mL/min，以 0. 005 mol/L硫酸溶

液为流动相时，葡萄糖、丙酮酸钠能基线分

离；以 0. 01 mol/L 硫酸溶液为流动相时，二

者分离度进一步改善；考虑到色谱柱对pH的

耐受性（pH 1~3），确定流动相为 0. 01 mol/L
硫酸溶液。进一步对流速进行了考察，流速

降低为 0. 4 mL/min 时，葡萄糖的峰形拖尾，

二者分离变差，而色谱柱可耐受的最大流速

为0. 6 mL/min，故确定流速为0. 5 mL/min。
2. 2. 2　系统适用性实验　海藻糖为由两分

子葡萄糖缩合而成的双糖，缩合过程中可能

会产生麦芽三糖，故参考 《中国药典》

（2020 年版）四部海藻糖的含量测定方法［8］，

在系统适用性实验中增加了麦芽三糖。此

外，样品中各组分的含量差异较大，为更好

地考察各组分的分离情况，系统适用性溶液

中增大了丙酮酸钠浓度。以优化的色谱条件

进行分析，系统适用性溶液的色谱图如图 2
所示，出峰顺序依次为麦芽三糖（7. 67 min）、

海藻糖（8. 43 min）、葡萄糖（10. 15 min）、丙

酮酸钠（11. 22 min）、乳酸钠（14. 45 min）、

乙二醇（18. 50 min）、二甲亚砜（30. 47 min），

各组分之间的分离度均大于 1. 5，理论板数

均大于5 000。

2. 3　样品稀释倍数的考察　

样品中各待测组分的浓度差异较大，为同时测定 6种组分，对稀释倍数进行了考察。稀释倍数较

大时，含量较小的化合物（如丙酮酸钠）无法准确定量；若直接测定，海藻糖、乙二醇超载，易污染系

统，影响检测。综合考虑，将样品稀释20倍后进行分析，实验过程中仪器压力正常，基线无波动。

图1　流动相中硫酸浓度及流速对6种组分分离效果的影响
Fig. 1　Effects of sulfuric acid concentration in mobile phase and 

flow rate on the separation of six compounds
1：trehalose；2：glucose；3：sodium pyruvate；4：sodium lactate；

5：ethylene glycol；6：dimethyl sulfoxide

图2　系统适用性实验色谱图
Fig. 2　Chromatogram of system suitability test

chromatographic peaks 1 to 6 were the same as those in Fig. 1；7：maltotriose
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2. 4　方法学验证　

2. 4. 1　线性范围、检出限及定量下限　取“1. 2. 1”的对照品贮备液，根据检测需求逐级稀释制成系

列质量浓度的对照品溶液，依次测定，以各组分的峰面积（y）对质量浓度（x，mg/mL）进行线性回归。

取对照品溶液逐级稀释，分别按3倍信噪比（S/N=3）和10倍信噪比（S/N=10）计算各待测组分的方法检出

限（LOD）和定量下限（LOQ）。结果表明，6种待测组分在各自质量浓度范围内线性关系良好，相关系数

（r）均不小于0. 999 9，LOD和LOQ分别为0. 009~0. 025 mg/mL和0. 030~0. 085 mg/mL（表1）。

2. 4. 2　精密度　取对照品溶液，连续进样测定 6次，记录色谱图及峰面积，6种组分峰面积的相对标

准偏差（RSD）为0. 10%~1. 3%，表明进样精密度良好。

2. 4. 3　稳定性　取对照品溶液，分别于 0、2、3、20、37 h进样分析，记录色谱图及峰面积，6种组

分峰面积的RSD为0. 10%~1. 5%，表明对照品溶液在37 h内稳定。

2. 4. 4　重复性　取基质更为复杂的冷冻液 2（批号：A01），平行制备 6份供试品溶液，进样分析，海

藻糖、葡萄糖、丙酮酸钠、乳酸钠、乙二醇、二甲亚砜的平均质量浓度分别为 168. 00、0. 29、0. 012、
0. 28、216. 63、104. 44 mg/mL，RSD分别为 2. 3%、3. 7%、2. 7%、4. 2%、4. 0%、4. 0%，表明方法重复

性良好。

2. 4. 5　回收率　精密量取“1. 2. 1”的对照品贮备液320、400、480 μL，各置于1 mL容量瓶中，用阴

性样品溶液定容，摇匀，每个浓度平行制备 3份，分别作为低、中、高浓度加标供试液，进样测定。6
种待测组分的平均回收率为 99. 8%~103%，RSD 为 0. 20%~1. 8%（表 2），各组分回收率良好，符合《中

国药典》（2020年版）四部通则9101分析方法验证指导原则［8］中规定的回收率限度要求。

2. 5　样品测定　

取“1. 3”的供试品溶液进样分析，采用外标法定量，冷冻液 1及冷冻液 2中各组分的测定结果见

表 3。冷冻液 1中未添加海藻糖，其余各组分的测定结果与企业提供的实际添加浓度基本一致，表明该

法可准确测定玻璃化冷冻液中海藻糖、葡萄糖、丙酮酸钠、乳酸钠、乙二醇及二甲亚砜的含量。

表1　6种目标物的线性范围、回归方程、检出限及定量下限
Table 1　Linear ranges，regression equations，LODs and LOQs of 6 analytes

Compound
Trehalose（海藻糖）

Glucose（葡萄糖）

Sodium pyruvate（丙酮酸钠）

Sodium lactate（乳酸钠）

Ethylene glycol（乙二醇）

Dimethyl sulfoxide（二甲亚砜）

Linear range/（mg·mL-1）
0. 2~25
0. 03~3

0. 001~0. 1
0. 02~3
0. 2~22
0. 1~10

Regression equation
y=35 349x+1 468
y=34 334x+1 130
y=22 219x+19. 05
y=18 280x+487. 1
y=21 469x+5 043
y=31 250x+3 234

r
0. 999 9
1. 000 0
0. 999 9
1. 000 0
1. 000 0
1. 000 0

LOD/（mg·mL-1）
0. 009
0. 012
0. 011
0. 025
0. 015
0. 025

LOQ/（mg·mL-1）
0. 030
0. 042
0. 038
0. 083
0. 050
0. 085

表2　回收率实验结果
Table 2　Results of recovery tests

Compound
Trehalose
Glucose

Sodium pyruvate
Sodium lactate
Ethylene glycol

Dimethyl sulfoxide

Spiked/（mg·mL-1）
8. 016，10. 020，12. 024

1. 003，1. 253，1. 504
0. 038，0. 047，0. 057
0. 945，1. 181，1. 417

7. 082，8. 852，10. 622
3. 405，4. 256，5. 107

Average measured/（mg·mL-1）
8. 232，10. 253，12. 162

1. 010，1. 260，1. 508
0. 038，0. 048，0. 057
0. 954，1. 189，1. 422

7. 300，9. 092，10. 767
3. 406，4. 239，5. 098

Average recovery/%
103，102，101
101，100，100
100，102，100
101，101，100
103，103，101

100，99. 9，99. 8

RSD/%
1. 7，1. 3，1. 0

0. 20，0. 20，0. 60
1. 2，1. 1，0. 80

0. 20，0. 20，0. 50
1. 8，1. 7，1. 3

0. 40，0. 70，1. 2

表3　样品测定结果（mg·mL-1）
Table 3　Determination results of sample（mg·mL-1）

Sample
Vitrification solution 1

Vitrification solution 2

Lot No.
A01
A02
A03
A01
A02
A03

Trehalose
-*

-
-

168. 96
169. 39
165. 66

Glucose
0. 39
0. 39
0. 41
0. 29
0. 29
0. 29

Sodium pyruvate
0. 015
0. 013
0. 018
0. 012
0. 012
0. 012

Sodium lactate
0. 40
0. 41
0. 38
0. 28
0. 28
0. 28

Ethylene glycol
108. 73
109. 42
107. 68
213. 73
222. 01
214. 16

Dimethyl sulfoxide
52. 71
54. 18
51. 89

103. 02
107. 07
103. 25

*not added
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3 结 论 
本文建立了玻璃化冷冻液中海藻糖、葡萄糖、丙酮酸钠、乳酸钠、乙二醇和二甲亚砜的 HPLC-

RID检测方法，方法专属性强，准确度高，可用于玻璃化冷冻液的质量控制与评价。关于玻璃化冷冻

液中各保护剂及营养物质的含量范围及限度，目前国内外暂无相关要求或标准，生产企业一般根据胚

胎冷冻效果自行调整。该方法有助于填补检验标准领域的空白，为相关标准体系的完善提供技术支撑，

应用前景良好。
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