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超滤离心净化-高效液相色谱法同时测定 
配方乳粉中的单糖、双糖和低聚果糖 
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摘  要: 目的  采用超滤离心截留技术快速除杂, 结合高效液相色谱仪, 建立一种同时检测配方乳粉中 7种糖

类化合物(果糖、葡萄糖、蔗糖、乳糖、蔗果三糖、蔗果四糖、蔗果五糖)的分析方法。方法  经实验优化, 选

用截留分子量 3000的超滤离心管高速离心去除样品溶液中的蛋白质、核酸和多糖等大分子物质, 以乙腈-水为

流动相(75: 25, v:v)等度洗脱, Luna氨基色谱柱分离, 示差折光检测器检测。结果  7种目标分析物在 0.15~10.0 

mg/mL 范围内线性关系良好, 相关系数大于 0.999, 方法检出限在 0.039~0.087 g/100 g 之间; 当添加水平为

0.50~2.0 g/100 g时, 回收率在 81.2%~105%之间, 相对标准偏差(RSD, n=6)为 1.1%~6.2%。结论  该方法与国

标方法的检测结果一致, 且前处理简单、结果准确、回收率高, 适合配方乳粉中 7种单糖、双糖和低聚果糖的

测定。 
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Simultaneous determination of monosaccharides, disaccharides and 
fructo-oligosaccharides in milk powder by ultra-filtration clean up 

coupled with high performance liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a simple and rapid method based on ultra-filtration clean up method 

and high performance liquid chromatography (HPLC) to determine 7 kinds of carbohydrate compounds 

(fructose, glucose, sucrose, lactose, kestose, nystose and 1F-fructofuranosylnystose) in milk powder. Methods  

Milk powder sample was dissolved by water, and then treated with ultra-filtration centrifugal molecular weight 

cut-off 3000 tube to remove protein, nucleic acid and polysaccharide macromolecular substances by high-speed 

centrifugation. The separation was performed on a Luna NH2 column with isocratic elution of acetonitrile: 

water (75:25, v:v)as the mobile phase. The analytes were determined by a refractive index detector (RID). 
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Results  Under the optimal conditions, the calibration curves were linear in the range of 0.15 to 10.0 mg/mL 

with correlation coefficients larger than 0.999. The limits of detection (LODs) were from 0.039 to 0.087 g/100 

g. The mean recoveries for milk powder sample at three spiked concentration levels of 0.50~2.0 g/100 g were in 

the range of 81.2% to 105%, and the relative standard deviations (RSD) ranged from 1.1% to 6.2% (n=6). 

Conclusion  This method is simple, rapid, and it is suitable for the identification and quantification of 

monosaccharides, disaccharides and fructo-oligosaccharides in milk powder. 

KEY WORDS: ultra-filtration; high performance liquid chromatography; monosaccharides; disaccharides; 

fructooligosaccharides; milk powder 

 
 

1  引  言 

低聚果糖(fructooligosaccharides, FOS), 又称寡

果糖或蔗果低聚糖, 具有改善消化系统功能, 促进肠

道有益菌增殖, 防止腹泻和便秘, 促进钙吸收, 预防

龋齿等生理功能[1,2], 葡萄糖、果糖、蔗糖和乳糖等糖

类物质是乳粉的主要能量来源和重要营养素。然而摄

入过多的糖类物质会带来一定的健康问题, 如龋齿、

肥胖、糖尿病、高血压等。因此, 为了保证和控制乳

粉质量, 建立简单可靠的检测方法对其中糖类物质

的成分及含量分析、测定, 进而考察产品的功效, 具

有重要意义。 

目前, 国内对乳粉中糖类物质的检测方法主要

有化学检测法[3,4]、高效液相色谱法[5-10]、离子交换色

谱法[11-14]等。高效液相色谱法具有普及率高、操作简

便、快速、分离效果好等特点, 是目前检测糖类物质

的主要手段; 离子交换色谱法具有绿色环保、快速灵

敏等优点, 但易受复杂基质的干扰; 此外, 亦有其它

关于食品中低聚果糖测定技术的报道, 如薄层色谱

法[15]、气相色谱-质谱法[16]、液相色谱质谱联用   法
[17,18]和基质辅助激光解吸离子化质谱法[19]等; 然而, 

这些方法在检测低聚果糖时受到处理复杂(如样品衍

生)、仪器昂贵、或者检测灵敏度低等因素限制, 难

以在实际检测中应用。 

在样品前处理净化方面, 主要应用沉淀蛋白法, 

如三氯乙酸沉淀法、亚铁氰化钾-乙酸锌沉淀法, 但

沉淀法在除去样品中蛋白质干扰的同时也可能引入

杂质干扰检测, 另外使用含金属离子高的沉淀剂对

液相色谱柱的损伤较大。超滤离心法操作简单, 且不

引入干扰或杂质, 是一种简单、快速的去除蛋白质的

方法[20]。本文基于超滤离心法的特点结合高效液相

色谱法在低聚果糖的检测上的优势, 通过优化超滤

离心和液相色谱分离的条件, 建立了超滤离心净化-

高效液相色谱法测定乳粉中 7种单糖、双糖和低聚果

糖的测定方法。 

2   材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

2695/2414 高效液相色谱仪配备示差检测器(美

国Waters公司); 3K15高速离心机(美国 Sigma公司); 

Milli-Q去离子水发生器(美国 Millipore公司)。 

果糖(fructose, Fru)、葡萄糖(glucose, Glu)、蔗糖

(sucrose, Suc)、乳糖(Lactose, Lac)标准品来源于 Dr. 

Ehrenstorfer GmbH; 蔗果三糖(1-kestose, GF2)、蔗果

四 糖 (nistose, GF3) 和 蔗 果 五 糖

(1F-fructofuranosylnystose, GF4)的标准品购自日本

WOKO公司; 乙腈(HPLC级, 德国CNW公司); 亚铁

氰化钾和乙酸锌(分析纯, 广州化学试剂厂); 超纯水

(18.2 MΩ), 实验室自制; 超滤离心管(1.5 mL, 截留

分子量分别是 3 K、10 K, PALL公司)。 

乳粉样品均购自本地大型超市。 

2.2  标准溶液的配制 

单标标准储备液: 分别称取各种糖标准品 0.25 

g(精确至 0.1 mg)于 150 mL 烧杯中, 用超纯水溶解, 

转移并定容至 25 mL容量瓶中, 保存在 4 ℃冰箱中。 

混合标准工作液: 分别取配制好的各单标标准

储备液超纯水配成不同浓度的混合标准工作液, 保

存在 4 ℃冰箱中。 

2.3  样品的处理 

称取 5.00 g乳粉样品于 100 mL容量瓶中, 加入

80 mL超纯水溶解后超声振荡提取 10 min, 取出后用

超纯水定容 , 振摇 , 取样液于超滤管中 , 以 10500 

r/min 的速度高速离心 10 min, 取清液进行高效液相
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色谱分析。 

2.4  色谱条件 

色谱柱: Luna氨基柱(250 mm×4.6 mm i.d., 5.0 µm, 

菲罗门); 检测器: 示差折光检测器, 温度 30 ℃; 流动

相: 乙腈+水=75+25(v:v), 等度洗脱; 流速: 1.0 mL/min; 

进样量: 20 μL; 柱温: 30 ℃; 采集时间: 60 min。 

3  结果与讨论 

3.1  前处理条件的优化 

3.1.1  超滤离心管截留分子量的选择 

乳粉样品基质复杂, 含有大量蛋白质、脂类、有

机小分子和矿物质等, 采用超滤离心管离心样品, 大

分子物质截留在超滤膜上, 而糖等小分子物质则转

移到滤液中, 因此选择合适截留分子的超滤离心管

很重要。比较了截留分子量 3000、10000的超滤管离

心样品的情况, 结果表明截留分子量 10000的超滤离

心管处理后样品出现透滤现象, 滤液混浊; 而截留分

子量 3000 的超滤离心管处理后获得澄清的滤液, 因

此选择截留分子量 3000的超滤离心管处理样品。 

3.1.2  超滤离心条件的优化 

为了获得良好的杂质去除效果, 将乳粉样品按

2.3 溶解、超声提取后, 样液用于考察超滤离心的速

度(7000 r/min~15000 r/min)与时间(2~15 min)对 7种

糖的回收率的影响, 如图 1所示。结果表明, 超滤离

心速度大于 12000 r/min离心 2 min时出现透滤, 滤液

混浊; 而离心速度低于 10000 r/min时无法获得滤液; 

离心时间太短 , 滤液体积太少; 离心速度在 10500 

r/min~11500 r/min, 样品中 7 种糖的回收率在

81.2%~92.4%, 改变离心速度回收率差异不明显。然

后考察了离心时间的影响, 离心 5 min后, 随着离心

时间的增加, 回收率保持在 83%~91%, 增加不明显, 

但是滤液增多, 有利于上机测试, 经过反复考察确定

最佳的离心条件是 10500 r/min离心 10 min可获得足

够体积的澄清滤液。 

3.2  色谱条件的优化 

3.2.1  流动相的选择 

在 70%~80%范围内考察不同比例的乙腈-水作

为流动相, 实验结果发现, 乙腈在流动相中比例增大, 

色谱峰形有效改善, 有利于各组分的基线分离, 但是

分析时间延长; 当增加流动相中水的比例时, 分离度

变小, 分析时间变短。但水的比例过大, 将不利于流 

 

图 1  超滤离心时间对样品滤液体积的影响 

Fig. 1  Effect of centrifugation time to the volume 

 
动相在漂移管内的汽化, 使基线噪声增大, 从而导致

分析灵敏度的降低。综合考虑分离效果、分析时间等

因素, 选择乙腈+水(75+25, v:v)的体系作为流动相。

使用优化后的液相色谱条件分离 3 种低聚果糖的色

谱图如图 2所示, 7种糖分离度良好, 峰形对称。 

3.2.2  色谱柱温度的优化 

实验考察了色谱柱温度(20~50 ℃)对样品中低

聚果糖的检测的影响。如图 3所示, 随着色谱柱温度

的升高, 糖的色谱峰保留时间也提前, 分析时间缩短, 

但是随着柱温的升高, 色谱峰的峰形出现不规则, 并

且样品的目标色谱峰与杂质峰重叠。综合考虑分离度

与分析时间, 实验选择色谱柱温度为 30 ℃, 以获得

良好的分离度且目标分析物保留时间适宜。 

3.3  方法学考察 

3.3.1  标准曲线 

参照 2.3方法配制糖混合标准工作溶液。分别以

各分析物的峰面积(Y)和对应的质量浓度(X, mg/mL)

进行线性回归计算, 得到线性方程和相关系数(表 1)。

线性范围 0.15~10.0 mg/mL之间。7种糖在各自线性

范围内 , 均有良好的线性关系 (相关系数 R 大于

0.999)。 

 

图 2  7种目标化合物的混合标准溶液色谱图 

Fig. 2  HPLC chromatogram of mixed standards of seven analytes 
(1. Fru, 2. Glu, 3. Suc, 4. Lac, 5. GF2, 6. GF3, 7. GF4) 
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图 3  不同色谱柱温度对 7种糖的色谱峰影响 

Fig. 3  Effect of column temperature on the chromatogram 
of analytes 

(A. T=20 ℃, B. T=30 ℃, C. T=40 , D. ℃ T=50 )℃  
(1. Fru, 2. Glu, 3. Suc, 4. Lac, 5. GF2, 6. GF3, 7. GF4) 

 
3.3.2  检出限与定量限 

根据仪器的检出限(LOD, S/N=3)及定量限(LOQ, 

S /N=10) ,  结合样品的前处理过程 ,  计算得到 7  

种糖的检出限在 0.039~0.087 g/100 g, 定量限为

0.13~0.29 g/100 g(见表 1), 表明该方法具有较高的灵

敏度。 

3.3.3  加标回收率和精密度 

为验证方法的准确度, 按本实验方法对样品进

行了 0.50 g/100 g、1.0 g/100 g和 2.0 g/100 g三个水

平的加标回收实验(n=6)。实验结果见表 2, 7 种糖的

平均回收率为 81.2%~105%, 相对标准偏差 (RSD, 

n=6)在 1.1%~6.2%之间, 该方法显示了良好的准确性

和重现性。 

3.4  实际样品分析 

采用本方法检测 15个乳粉样品中果糖、葡萄糖、

蔗糖、乳糖、蔗果三糖、蔗果四糖和蔗果五糖的含量, 

幼儿配方乳粉样品 1色谱图见图 4。通过测定样品中

蔗果三糖、蔗果四糖和蔗果五糖 3种低聚果糖的总量, 

将本方法与现行的国家标准方法进行比较。结果如表

3 所示, 由于受实验样本的均匀性、仪器波动、人员

操作可能存在的随机误差的影响, 两种方法所得的

结果间存在一定的的偏差, 但均小于 10%, 表明两种

方法的测定结果较一致。本方法采用超滤离心法去除

蛋白质等大分子干扰物, 操作简单, 可用于配方乳粉

中果糖、葡萄糖、蔗糖、乳糖、蔗果三糖、蔗果四糖

和蔗果五糖 7种糖含量的测定。 

4   结  论 

本研究通过优化超滤离心净化和液相色谱分离

的条件, 建立超滤离心净化-高效液相色谱测定配方

乳粉中果糖、葡萄糖、蔗糖、乳糖、蔗果三糖、蔗果 

 
表 1  7 种糖的线性方程、相关系数、方法检出限和方法定量限 

Table 1  Linear regression equations, linear ranges, LOD and LOQ of seven analytes 

分析物 
线性范围 
(mg/mL) 

回归方程 
回归系数 

(R) 
检出限 LOD 

(g/100 g) 
定量限 LOQ

(g/100 g) 

Fru 0.50~10.0 Y=124148X + 1674 0.9999 0.039 0.13 

Glu 0.50~10.0 Y=101230X – 5585 0.9999 0.078 0.24 

Suc 0.50~10.0 Y=69009X – 11576 0.9997 0.061 0.19 

Lac 0.50~10.0 Y=53019X – 2178 0.9998 0.082 0.25 

GF2 0.25~10.0 Y=131467X + 3209 0.9999 0.040 0.13 

GF3 0.25~10.0 Y=133673X – 2737 0.9993 0.063 0.22 

GF4 0.15~7.50 Y=126780X + 2144 0.9998 0.087 0.29 
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表 2  配方乳粉中 7 种糖的加标回收率及精密度 
Table 2  Recoveries and repeatability for seven analytes in formula powder 

 

0.50 g/100 g 1.0 g/100 g 2.0 g/100 g 

Recovery 
R/% 

RSD 
sr/% 

Recovery 
R/% 

RSD 
sr/% 

Recovery 
R/% 

RSD 
sr/% 

Fru 83.5 4.2 89.1 3.1 91.2 2.5 

Glu 81.2 5.8 87.2 5.0 90.2 4.7 

Suc 88.5 3.9 93.2 3.2 96.4 2.1 

Lac 84.7 5.2 88.6 3.4 92.8 3.0 

GF2 89.6 4.9 102 2.7 102 1.1 

GF3 97.3 5.7 100 3.4 105 2.9 

GF4 95.7 6.2 94.6 4.3 96.6 3.8 

 

 

图 4  幼儿配方乳粉样品 1 的色谱图 
Fig. 4  HPLC chromatogram of sample 

(1. Suc, 2. Lac, 3. GF2, 4. GF3) 
 

表 3  本法测定乳粉中 3 种低聚果糖含量与国家标准 

方法检测结果的比较(g/100 g) 
Table 3  Comparison of FOS detection results in formula 

powder by this method and national standard method (g/100 g ) 

样品名称 
FOS (超滤

法) 

FOS (沉淀

法) 
偏差
(%)

标示值

婴儿配方乳粉 1 2.69 2.85 5.8 3.00 

婴儿配方乳粉 2 0.95 1.01 6.1 0.98 

婴儿配方乳粉 3 0.92 0.98 6.3 1.02 

较大婴儿配方乳粉 1 3.71 3.67 1.1 3.80 

较大婴儿配方乳粉 2 0.85 0.89 4.6 1.01 

较大婴儿配方乳粉 3 0.92 1.00 8.3 1.02 

幼儿配方乳粉 1 3.60 3.45 4.3 3.70 

幼儿配方乳粉 2 0.90 0.97 7.5 0.98 

幼儿配方乳粉 3 0.93 0.99 6.2 1.02 

儿童配方乳粉 1 3.22 3.17 1.6 3.30 

儿童配方乳粉 2 3.25 3.30 1.5 3.60 

儿童配方乳粉 3 1.72 1.68 2.4 2.00 

孕妇配方乳粉 1 3.35 3.55 5.8 3.80 

孕妇配方乳粉 2 2.89 2.78 3.9 3.00 

孕妇配方乳粉 3 3.29 3.15 4.3 3.60 

四糖和蔗果五糖 7种糖的同时检测方法。样品经过水

溶解后超滤离心去除蛋白质等大分子后经高效液相

色谱分离, 示差检测器检测, 外标法定量。方法的净

化效果好, 操作简单、快速, 定量结果与国标法较一

致, 是一种测定配方乳粉中 7种单糖、双糖和低聚果

糖的有效方法。 
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