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液相色谱－蒸发光散射检测法测定保健食品中
８ 种糖的含量
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摘要：　 目的　 采用蒸发光散射检测器，建立高效液相色谱法检测保健食品中 ８ 种糖的含量。 　 方法　 超声辅助加热溶

剂萃取保健食品样品中的 ８ 种糖（木糖、果糖、山梨糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖和棉籽糖）；采用 ＮＨ２Ｐ－５０－４Ｅ 色谱柱，
以乙腈－０􀆰 １％三乙胺水溶液为流动相，建立高效液相色谱梯度洗脱，蒸发光散射法测定保健食品中 ８ 种糖。 　 结果　 在

５􀆰 ０～４００􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 范围内，色谱峰面积的对数与 ８ 种糖质量浓度的对数呈线性关系，最低检测质量浓度范围为 ５􀆰 ０ ～
２０ ｍｇ ／ Ｌ，检测精密度＜１􀆰 ５％，样品加标回收率为 ８６􀆰 ７％～１０４􀆰 ５％。 　 结论　 液相色谱－蒸发光散射法适用于保健食品中

多种糖的含量测定，该方法具有操作简单、抗干扰能力强和准确灵敏等优点。
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　 　 《保健食品注册与备案管理办法》自 ２０１６ 年 ７ 月

１ 日正式施行［１］。 保健食品是指适用于特定人群食

用，具有调节机体功能，不以治疗疾病为目的，对人体

不产生任何急性、亚急性或者慢性危害的食品。 与普

通食品相比，保健食品通常含有一定量功效成分（生
理活性物质），具有调节人体特定机能的特殊功能，在
当今社会逐步被广大群众所接受。 碳水化合物（糖）
是人类膳食的基本营养成分，具有一定的生理功能，能
够增强营养和改善口感，提升保健食品的功效，是保健

食品常用的添加剂。 但过量的糖摄入也会带来副作

用，导致高血脂、高血压等疾病，糖尿病、心血管患者不

宜过量食用。 因此，需要控制保健食品中各种糖的安

全用量，建立准确、可靠的多种糖类的同时测定方法十

分必要。
目前食品中糖类的检测方法有滴定法［２］、比色

法［３］、毛细管电泳法［４］ 和色谱法等［５］。 滴定法和比色

法只能检测总糖或还原糖的含量，无法给出每种糖的

具体含量。 毛细管电泳的检测灵敏高，缺点是重现性

差。 色谱法包括离子色谱法、气相色谱法和液相色谱

法，其中离子色谱检测法［６］ 检测灵敏度高，但糖类会

在电极表面产生氧化或还原作用，影响方法的准确性。
气相色谱法［７］ 需要将糖衍生化处理，操作较为复杂。
高效液相色谱仪广泛应用于多组分复杂混合物的分离

分析，糖类物质无强的紫外或可见光吸收基团，液相色

谱可采用紫外衍生［８］ 或者荧光衍生［９］ 方法测定糖的

含量，缺点是衍生操作的步骤复杂，影响测定结果的重

现性。 示差检测器是基于连续测定色谱柱流出物光折

射率的变化来测定溶质浓度，具有通用性强和操作便

利的优点，是推荐的国家标准方法。 国家卫生部［１０］ 和

国家卫生和计划生育委员会［１１］ 先后颁布的食品安全

国家标准均采用了示差折光高效液相色谱法。 示差折

光检测器是通用型检测器，被测组分无需带有发色团

或荧光基团，但是示差折光检测器受温度变化、溶剂极

性和流动相梯度的影响较大，严重的基线漂移会降低

检测结果的重现性［１２］。 与示差折光检测器相比，蒸发

光检测器能够对所有挥发性低于流动相的物质做出准

确检测，最小检测浓度可达到 １０－９ｇ ／ ｍｌ，灵敏度高于低

波长紫外和示差折光检测器，适用于糖苷、聚合物等其

它检测器难以响应的化合物［１３－１５］。 本研究采用液相

色谱蒸发光检测器检测保健食品中常见的木糖、果糖、
山梨糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖和棉籽糖，该方法

具有操作简单、抗干扰能力强和准确灵敏等优点，克服

现有检测方法存在的操作过程复杂，实验结果重现性

差，费工耗时的缺点。

１　 实验部分

１􀆰 １　 仪器与试剂 　 高效液相色谱仪（Ａｌｌｉａｎｃｅ ２６９５，
Ｗａｔｅｒ 公司，配 Ｗａｔｅｒ ２４２４ 蒸发光散射检测器），在使

用前经过计量公司校准，各项性能指标符合要求。 色

谱柱 （ ＮＨ２Ｐ － ５０ － ４Ｅ， Ｓｈｏｄｅｘ 公司）， 氮气发生器

（Ｓｏｌａｒｉｓ ＸＥ，Ｐｅａｋ 公司）；电子天平（ ＢＬ６０Ｓ，Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
公司）；纯水 ／超纯水一体化系统 （ Ｄｉｒｅｃｔ － Ｑ３，Ｍｅｒｃｋ
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公 司 ）； 高 速 离 心 机 （ Ｓｏｒｖａｌｌ ＬＹＮＸ６０００，
Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）；超声－微波协同萃取仪（ＣＷ－
２０００，上海新拓仪器公司）。 木糖、果糖、山梨糖、葡萄

糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖和棉籽糖 （分析纯， Ｓｉｇｍａ 公

司），乙腈（色谱纯，Ｍｅｒｃｋ 公司），无水乙醇（优级纯，
北京化工厂）。
１􀆰 ２　 标准溶液的配制　 分别精密称取 ８ 种糖标准品，
超纯水为溶剂配制标准储备液（５００ ｍｇ ／ Ｌ），４ ℃冰箱

保存。 临用前用流动相配制单标或者混合标准使

用液。
１􀆰 ３ 　 仪 器 条 件 与 参 数 　 ＮＨ２Ｐ － ５０ － ４Ｅ 色谱柱

（４􀆰 ６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ）；流动相 Ａ（０􀆰 １％三乙胺的

水溶液），流动相 Ｂ （乙腈），梯度洗脱程序为： ０ ～
５􀆰 ０ ｍｉｎ（１５％ Ａ→２０％Ａ）；５􀆰 ０ ～ １５􀆰 ０ ｍｉｎ （２０％Ａ→
４０％Ａ）；１５􀆰 ０～ ２０􀆰 ０ ｍｉｎ（４０％Ａ→１５％Ａ）。 设定色谱

柱温度为 ４０ ℃，氮气压力为 ４０ ｐｓｉ，加热器级别 ７５％，
漂移管温度为 ８２ ℃，蒸发光散射检测器的增益值为

１００，色谱仪自动进样器的进样体积 １０ μｌ；色谱柱流速

为 １􀆰 ０ ｍｌ ／ ｍｉｎ。
１􀆰 ４　 样品前处理　 本研究所用样品由保健食品厂家

提供，样品研磨后混合均匀，精密称取 ２ ｇ 样品（具体

称样重量视样品中糖组分的含量而定），置于锥形瓶

中，加 １０ ｍｌ 超纯水和 ５ ｍｌ 乙醇，放置于超声辅助加热

溶剂萃取仪在 ４５ ℃条件下提取 ２０ ｍｉｎ，５ ０００ ｒｐｍ ／ ｍｉｎ
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离心，取上清液。 样品重复提取三次，合并上清液并定

容到 ５０􀆰 ０ ｍｌ，经 ０􀆰 ４５ μｍ 聚四氟乙烯滤膜净化，滤液

用于 ＨＰＬＣ 测定。

２　 结果与讨论

２􀆰 １　 条件优化　 色谱柱的选择对于提高分析方法的

灵敏度、选择性及分析结果的准确度具有重要的意义。
与实验室常用的液相色谱烷基柱和氨基柱相比，本研

究采用的 ＮＨ２Ｐ－５０ ４Ｅ 属于柱寿命更长的糖专用分析

柱，兼具硅胶柱的耐压性与聚合物柱的酸碱耐受性，在
梯度洗脱条件下的基线漂移更小，对多组分糖的分离

度和检测灵敏度更高。 蒸发光散射检测器的基线受溶

剂组分和温度的影响不大，适用于梯度洗脱程序；梯度

洗脱可以缩短分析周期，提高分析速度，优化后的梯度

洗脱程序如 １􀆰 ３ 所示。
漂移管温度和氮气流速是影响蒸发光散射检测器

的最重要因素，在实验过程中需要精确控制氮气压力

和漂移管温度，尽量形成较大尺寸的颗粒和较窄的粒

度分布，从而获得较高的检测灵敏度。 以检测结果为

指标，单因素实验发现氮气的压力为 ４０ ｐｓｉ，加热器级

别 ７５％，漂移管温度为 ８２ ℃时蒸发光检测器响应信

号具有较高的信噪比，检测结果的精密度和准确度

更好。
２􀆰 ２　 标准曲线的建立　 按照 １􀆰 ３ 部分设定的仪器条

件，对 ８ 种糖标准溶液单独进样，依据色谱图的保留时

间对每种糖做定性分析。 配制 ８ 种糖的混合标准溶

液，混合标准溶液进样后的色谱流出曲线如图 １Ａ 所

示，木糖、果糖、山梨糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖和

棉籽糖的保留时间分别为 ５􀆰 ４９、７􀆰 １７、８􀆰 １２、１１􀆰 ２４、
１３􀆰 ６９、１６􀆰 ３５、１７􀆰 ４９ 和 １８􀆰 ５９ ｍｉｎ。 ８ 种糖组分在该色

谱体系的分离度＞１􀆰 ５，实现了基线分离，满足多组分

物质定量分析的基本要求。 同时将建立的分析方法应

用于保健食品的测定，样品色谱图见图 １Ｂ 所示，在
２２ ｍｉｎ内，保健食品中含有的果糖、山梨糖和蔗糖组分

与杂质得到了基线分离，色谱峰呈良好的正态分布，加
标样品中 ８ 种糖的出峰时间与单标准溶液的保留时间

基本一致（相对偏差＜１􀆰 ０％）。

注：其中 Ａ 图是 ８ 种糖混合标准色谱图，Ｂ 图是样品色谱图

图 １　 ８ 种糖的蒸发光散射液相色谱图

　 　 蒸发光散射检测器的工作原理是加热蒸发流动相

溶剂，样品在蒸发室内形成溶质颗粒而产生光散射效

应，测定散射光强度获得组分的浓度信号。 散射光的

强度与组分质量浓度的指数次方呈正比关系，见表 １。
以标准品峰面积的常用对数为纵坐标，以标准品溶液

的浓度（μｇ ／ ｍｌ）的常用对数为横坐标作图，以最小二

乘法进行线性回归，得到 ８ 种糖的线性方程。 可以看

出，在 ５􀆰 ０ ～ ４００􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ 质量浓度范围内，蒸发光散射

检测器响应值的常用对数分别与保健食品中 ８ 种糖质

量浓度的常用对数呈线性关系，拟合时要求线性相关

系数达到 ０􀆰 ９９５ 以上，其中的 Ｘ 和 Ｙ 分别代表测定组

分质量浓度的常用对数和色谱峰面积的常用对数。 木

糖、果糖、山梨糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖和棉籽糖

的最低检测质量浓度范围为 ５􀆰 ０ ～ ２０ ｍｇ ／ Ｌ，以 ３ 倍噪

声水平相当的响应峰高值所对应的待测物质浓度作为

检出限，由结果可见，该方法有较宽的线性范围和重

现性。
表 １　 ８ 种糖的液相色谱－蒸发光散射检测标准曲线的

线性范围、回归方程、检出限和精密度

成分 线性范围（ｍｇ ／ Ｌ） 回归方程（Ｌｎ～Ｌｎ） 检出限（ｍｇ ／ Ｌ） 精密度（％）

木糖 ２０􀆰 ０～４００􀆰 ０ Ｙ＝１􀆰 １５Ｘ＋４􀆰 ９６ ５􀆰 ０ １􀆰 ３

果糖 １０􀆰 ０～００􀆰 ０ Ｙ＝１􀆰 ２２Ｘ＋４􀆰 ７３ ３􀆰 ０ １􀆰 １

山梨糖 １０􀆰 ０～２００􀆰 ０ Ｙ＝１􀆰 ２７Ｘ＋４􀆰 ６８ ３􀆰 ０ ０􀆰 ９

葡萄糖 １０􀆰 ０～２００􀆰 ０ Ｙ＝１􀆰 ２６Ｘ＋４􀆰 ８３ ３􀆰 ０ ０􀆰 ８

蔗糖 ５􀆰 ０～１００􀆰 ０ Ｙ＝１􀆰 ４３Ｘ＋４􀆰 ３６ ２􀆰 ０ ０􀆰 ７

麦芽糖 １０􀆰 ０～２００􀆰 ０ Ｙ＝１􀆰 ３１Ｘ＋４􀆰 ８７ ３􀆰 ０ ０􀆰 ９

乳糖 １０􀆰 ０～２００􀆰 ０ Ｙ＝１􀆰 ２９Ｘ＋４􀆰 ６５ ３􀆰 ０ １􀆰 １

棉籽糖 ２０􀆰 ０～４００􀆰 ０ Ｙ＝１􀆰 １６Ｘ＋４􀆰 ９３ ５􀆰 ０ １􀆰 ２
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　 　 分析方法的精密度可以通过对样品的多次平行测

定计算标准偏差予以评估。 在空白样品中加入 ８ 种对

照品 混 合 溶 液 （ 其 中 含 ８ 种 多 糖 的 浓 度 为

５０􀆰 ０ ｍｇ ／ Ｌ），平行测定 ７ 次，计算精密度（ＲＳＤ，相对标

准偏差），结果如表 １ 所示，８ 种糖的平行测定相对标

准偏差均＜１􀆰 ５％，表明所建立的方法重现性较好，分析

方法的精密度满足食品卫生分析的基本要求。
２􀆰 ３　 样品分析　 本研究采用 １􀆰 ４ 所建立的前处理方

法采用水溶剂提取保健食品中添加的糖成分。 由于糖

易溶于水，水溶剂可充分提取样品中存在的糖，样品中

加入的乙醇可以降低保健食品中蛋白质在水中的溶解

度，减少蛋白质对检测结果的干扰。 升高温度和超声

波辅助可加速糖的溶出，但温度过高会加快多糖、蔗糖

和麦芽糖的水解，选择超声辅助加热萃取仪的温度为

４５ ℃。 对于某些糖含量高的样品，需要用流动相将样

品萃取液稀释到标准曲线线性范围后测定。
测定样品的加标回收率可评估检测方法的准确

性，精密称取固体保健食品样品 ２􀆰 ０ ｇ，将样品前处理

并定容到 ５０ ｍｌ，对于样品中含有的糖组分，加标量与

样品糖含量接近，高浓度样品需要稀释到标准曲线的

浓度范围。 对低于检出限的糖组分，按照检出限含量

的 １０ 倍含量添加标准物质。 在样品中加入 ８ 种糖，按
照回归方程测定并计算加标回收率，结果见表 ２，糖的

加标回收率的范围为 ８６􀆰 ７％ ～ １０４􀆰 ５％，该方法对保健

食品中糖的检测具有较高的准确度。
表 ２　 样品中 ８ 种糖的加标回收实验

样品 木糖 果糖 山梨糖 葡萄糖 蔗糖 麦芽糖 乳糖 棉籽糖

原有量（ｍｇ） — ４８􀆰 ５ — ７０􀆰 ３ ３５􀆰 ６ — — —

加入量（ｍｇ） ２􀆰 ５ ４８􀆰 ５ １􀆰 ５ ７０􀆰 ３ ３５􀆰 ６ １􀆰 ５ １􀆰 ５ ２􀆰 ５

测得量（ｍｇ） ２􀆰 ３ １０３􀆰 ５ １􀆰 ３ １３９􀆰 ７ ７２􀆰 ３ １􀆰 ４ １􀆰 ３ ２􀆰 ４

回收率（％） ９２􀆰 １ １０４􀆰 ５ ８６􀆰 ７ ９９􀆰 ４ １０１􀆰 ５ ９３􀆰 ３ ８６􀆰 ７ ９６􀆰 ０

　 　 注：表中—表示在方法检出限以下。

３　 结　 论

蒸发光检测器对温度和压力变化没有过高要求，
梯度洗脱时基线稳定，响应值高、分离效果好、结果准

确和重现性好等诸多优点，可以用于保健食品中多种

糖的同时测定。 本研究采用 ＮＨ２Ｐ－５０ ４Ｅ 糖专用色谱

柱，梯度洗脱法分离保健食品中的 ８ 种糖，建立了保健

食品中 ８ 种糖的多组分同时检测技术。 蒸发光散射检

测器的响应值峰面积的对数（Ｌｎ）与保健食品中 ８ 种

糖的质量浓度的常用对数（Ｌｎ）线性相关，其中木糖、
果糖、山梨糖、葡萄糖、蔗糖、乳糖、麦芽糖和棉籽糖的

检出限为 ５􀆰 ０～２０ ｍｇ ／ Ｌ，样品测定的精密度＜１􀆰 ５％，加
标回收率为 ８６􀆰 ７％ ～ １０４􀆰 ５％。 本研究所建立的检测

方法具有灵敏度好、准确度高、试剂用量少、仪器自动

化程度高、操作简单、分析速度快等优点，适用于保健

食品中多种糖的同时测定。
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