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元素分析/液相色谱-碳同位素比值质谱法在纯正 

苹果汁掺假鉴别中的应用 

谭梦茹 1, 张  睿 2, 费晓庆 2*, 吴  斌 2, 沈崇钰 2, 丁  涛 2, 刘  芸 2 

(1. 无锡市药品安全检验检测中心, 无锡  214000; 2. 江苏出入境检验检疫局食品实验室, 南京  210001) 

摘   要 : 目的   建立一种鉴别检测苹果汁掺假情况的元素分析 /液相色谱 -同位素比值质谱法 (elemental 

analysis/liquid chromatography-isotope ratio mass spectrometry, EA/LC-IRMS)。方法  通过对不同产区不同种类

118个纯正苹果汁的糖、有机酸、果糖、葡萄糖、二糖、寡糖碳同位素比值(δ13C值)的测定, 建立纯正苹果汁

同位素数据库进而提出纯正苹果汁应满足的 δ13C值要求。结果  有机酸和糖差值 Δδ13CO-S在-1.38‰至 1.09 ‰

范围内, 果糖和葡萄糖差值 Δδ13CF-G在-0.70 ‰至 0.57 ‰范围内, 而各组分最大差值 Δδ13Cmax＜4.36 ‰。对市

售 105个苹果汁进行检测, 采用本方法检出 32个阳性样品, 而采用本实验室的糖浆标志物法仅检出 12个阳性

样品。结论  本方法大大提高了苹果汁的掺假鉴别, 有很大的实际应用潜力。 
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Application of elemental analysis/liquid chromatography-isotope ratio mass 
spectrometry in detection of pure apple juice adulteration 

TAN Meng-Ru1, ZHANG Rui2, FEI Xiao-Qing2*, WU Bin2, SHEN Chong-Yu2, DING Tao2, LIU Yun2 

(1. Institute for Drug Control of Wuxi, Wuxi 214000, China; 2. Laboratory of Food, Jiangsu Entry-Exit Inspection 
and Quarantine Bureau, Nanjing 210001, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for adulteration identification of apple juice by elemental 

analysis/liquid chromatography-isotope ratio mass spectrometry (EA/LC-IRMS). Methods  Based on the individual 

δ13C values of sugar, organic acid, fructose, glucose, disaccharide, oligosaccharide carbon isotope ratios collected for 

118 pure apple juices from different producing areas with different varieties, the pure apple juice isotope database 

was established and the δ13C value limits for the pure apple juice were proposed. Results  The δ13C difference 

between organic acid and sugar (Δδ13CO-S) was -1.38 ‰~1.09 ‰, δ13C difference between fructose and glucose 

(Δδ13CF-G) was -0.70 ‰~0.57 ‰, and the maximum difference between all δ13C values (Δδ13Cmax) should be less than 

4.36 ‰. Under the pure apple juice criteria, LC/EA-IEMS method confirmed 32 positive samples, while the syrup 

marker method only detected 12 samples among 105 commercial samples. Conclusion  The novel developed 

method represents a significant improvement, which has good potential in practical application . 
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1  引  言 

由于果汁产品既具有水果的天然风味, 且富含水果

中的营养成分, 因此深受广大消费者喜爱[1]。根据WHO的

报告[2], 市售纯正果汁产品类型主要是橙汁、苹果汁、葡萄

汁等。纯正苹果汁中含有糖、有机酸、纤维素、维生素、氨

基酸、黄酮类化合物等物质[3-5], 具有较高的营养价值。我

国的苹果种植面积和产量均居于世界前列, 2014 年我国苹

果产量为 3849.1万吨, 进出口总量为 104.35万吨[6]。近年来, 

纯正苹果汁在果汁消费市场中所占比重在逐年增加, 苹果

汁加工产品约占苹果产量的 50%, 有广阔的市场前景。 

在 国 际 食 品 法 典 委 员 会 (Codex Alimentarius 

Commission, CAC)关于果汁的标准  (CODEX STAN 

247-2005)[7]中指出, 如果在纯正果汁中添加了糖或有机酸, 

需要在标签上注明。同样 GB 7718-2011《预包装食品标签

通则》[8]指出, 配料表中必须列出在制造或加工食品时所

使用的并存在于产品中的任何物质。2012年欧盟发布了第

2012/12/EU 号指令[9], 规定纯正果汁中不允许添加糖类成

分。目前, 市场上销售的大量纯正苹果汁在标签上都会标

注未添加糖、有机酸等, 如果添加了这些物质但是未注明, 

则视为违反法规的掺假行为。 

果汁掺假问题是一个严重的经济问题和社会问题 , 

不仅会造成消费者的经济利益损失, 还会影响正规果汁企

业的健康发展, 造成果汁行业的秩序混乱。因此, 开发出

灵敏有效的鉴别果汁掺假的方法具有重要意义。目前关于

果汁掺假鉴别方法主要有高效液相色谱-串联质谱法[10]、裂

解质谱法[11]、电子鼻[12]、毛细管电泳法[13]、红外光谱法[14]、

气相色谱-串联质谱法[15]等。但是由于果汁中内源性物质和

外源性添加物质在结构和特性上的相似性, 仅仅是天然来

源或人工合成的差异, 以上这些方法不足以较好地鉴别出

果汁掺假。 

近年来, 稳定同位素技术已经发展为解决食品掺假

及产地溯源问题的一个强有力手段。目前, 通过该技术可

实现对各种食品的掺假鉴定(蜂蜜、油脂、葡萄酒、调味品

等)以及溯源(如果汁、乳制品和蔬菜等)[16-19]。通过碳-3和

碳-4两种不同光合作用代谢途径所得产物的碳同位素比值

(δ13C 值)的差异, 可以鉴别纯正果汁中碳-4 植物糖和碳-4

来源的有机酸的掺入[20]。但是, 当掺入碳-3来源的甜味剂

或有机酸时, 仅仅通过元素分析-同位素比值质谱法测定

样本的 δ13C值无法有效地鉴别纯正果汁掺假。有相关研究

表 明 [21], 液 相 色 谱 - 同 位 素 比 值 质 谱 法 (liquid 

chromatography-isotope ratio mass spectrometry, LC-IRMS)
的引入可以有效鉴别碳-3来源物质的掺假。 

目前尚无采用元素分析/液相色谱-同位素比值质谱法

(elemental analysis/liquid chromatography-isotope ratio mass 
spectrometry, EA/LC-IRMS)研究纯正苹果汁掺假的报道 , 

本研究通过对不同产区不同种类纯正苹果汁的糖、有机酸、

果糖、葡萄糖、二糖、寡糖 δ13C值的测定, 建立了纯正苹

果汁 δ13C 值数据库, 提出纯正苹果汁应满足的 δ13C 值要

求。根据这个要求, 分别对糖浆、自制掺假苹果汁及市售

苹果汁进行测定, 建立了苹果汁真伪鉴别的新应用。本方

法的建立旨在为有关监管部门进一步开展苹果汁品质、真

伪鉴别的监管工作提供科学根据和技术支持, 对保护消费

者权益和维护果汁消费市场稳定方面起到重要作用。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

Flash 2500 型元素分析仪、Survey 液相色谱仪和

DELTA V Advantage同位素质谱仪(美国 Thermo Scientific

公司); FD115型恒温干燥箱(德国 Binder公司); 5 mm×3.5 

mm锡杯(英国 Element microanalysis公司); RJ-LDL-50G型

低速大容量多管离心机(无锡市瑞江分析仪器有限公司); 

WH-861 型涡旋混合器(太仓市华利达实验设备有限公司); 

JYZ-E6型榨汁机(九阳股份有限公司产品); Milli-Q超纯水

仪(美国 Millipore公司)。 

碳同位素标准物质 Beet Sugar(IA-R005, δ13C 值

-26.03 ‰, 英国 Sercon 公司); 过二硫酸钠和高纯磷酸(纯

度≥99.0%, 美国 Sigma-Aldrich公司); 丙酮、硫酸、氢氧

化钙(分析纯, 南京化学试剂有限公司)。 

2.2  材  料 

所有的 118个苹果样品来自于果园和超市, 选取包括

美国、新西兰、日本、中国(陕西、山西、山东、河南、甘

肃)等不同地区的苹果, 苹果的种类包括冰糖富士、蛇果、

黄金帅、姬娜果、嘎啦果、喜多果等。选取新鲜、饱满、

无病斑、无划痕的苹果, 去除果梗、果核和果皮, 切成瓣

状放入榨汁机中得到纯正苹果汁。 

105 个市售苹果汁样品均来自超市或者生产企业, 样

品来源可靠, 本研究所选用的市售苹果汁样本均在标签上

标明为 100%苹果汁样本。 

2.3  实验方法 

2.3.1  样品前处理 

样品前处理过程参考果汁中糖 δ13C 值的检测标准
[22,23]。取 50 mL天然或者市售果汁样品, 在 3000 r/min离

心 5 min, 以除去果汁中的固体果渣成分。向所得上清液中

加入 2.0 g氢氧化钙沉淀有机酸, 并于 90 ℃水浴中静置 3 

min, 再 3000 r/min离心 5 min, 所得上清液用于果汁中糖

δ13C 值(δ13CS)的测定, 所得沉淀用于果汁中有机酸的 δ13C

值(δ13CO)的测定。 

果汁中果糖、葡萄糖、二糖、寡糖(δ13CF、δ
13CG、δ

13CD、

δ13COS)等的 δ13C值测定: 用水稀释上述上清液 30倍, 混匀

后经 0.22 μm的水相滤膜至进样瓶中待测。 
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果汁中总糖的 δ13C值(δ13CS)测定: 用 0.1 mol/L硫酸

溶液调节上清液的 pH至 5.0, 于 4 ℃下过夜沉淀, 用 5 μL

微量进样器移取 1 μL上清液至 5 mm×3.5 mm锡杯中待测。 

果汁中有机酸的 δ13C 值(δ13CO)测定: 所得有机酸沉

淀, 用 40 mL 去离子水洗 3次(以除去残留糖), 然后用 40 

mL 丙酮洗 3 次(以除去脂质), 所得沉淀于 75 ℃恒温干燥

后, 称取约 0.1 mg至 5 mm×3.5 mm锡杯中待测。 

每个样各组分平行测定 3次取平均值, 绝对差值不超

过 0.30 ‰。 

2.3.2  元素分析/液相色谱-同位素比值质谱条件 

(1)元素分析仪条件 

氧化管温度: 950 ℃; 还原管温度: 680 ℃; 气相色谱

柱温箱温度: 50 ℃; 载气氦气流速: 120 mL/min; 氧气流速: 

250 mL/min; 氧化时间: 3 s。 

(2)液相色谱条件 

色谱柱: Carbomix Ca-NP5(300 mm×7.8 mm, 5 µm, 

Sepax Technologies, USA); 柱温: 85 ℃; 流动相: 水; 流速: 

300 μL/min; 氧化剂(1.12 mol/L 过二硫酸钠溶液和 0.33 

mol/L磷酸溶液)流速: 40 μL/min, 氧化反应管温度: 99.9 ℃, 

进样体积: 5 μL和 25 μL, 分别对应于果糖、葡萄糖和二糖、

寡糖的测定。 

(3)同位素质谱条件 

离子源: 电子轰击离子源(electron impact ion source 

EI); 氦气压力: 1.0 bar; 二氧化碳压力: 1.0 bar; 离子源电

压: 2.97 kV; 真空度: 1.8×10-6 mbar。 

2.3.3  样品 δ13C 值的测定 

样品的 δ13C值由 Isodat 3.0软件直接给出。δ13C值的

计算是基于一个国际标准物质 Vienna peedee belemnite 

standard (VPDB), 计算公式为:  

 δ13C=(Rsample−RVPDB)/RVPDB×1000 (1) 
这里 Rsample为样品的

13C与 12C的同位素比值 13C/12C, 

RVPDB=0.0112372。 

在测定样品时, 每间隔 10 个样品需测定一次碳同位

素标准物质 Beet Sugar进行系统稳定性评价, 要求所测得

的 δ13C值与证书标明值相差小于 0.30 ‰。 

3  结果与分析 

3.1  纯正苹果汁各组分的 δ13C 值测定 

首先采用 EA/LC-IRMS 法对纯正苹果汁的糖和有机

酸、果糖、葡萄糖、二糖和寡糖的 δ13C值进行测定, 结果

如表 1。某一纯正苹果汁的 LC-IRMS色谱图(进样体积: 5 

μL)见图 1。由此可见, 本研究所建立方法可以对苹果汁中

寡糖、二糖、葡萄糖和果糖等成分的 δ13C值进行有效测定。 

同时作为EA/LC-IRMS法的重现性评估, 选取一个纯

正苹果汁样本, 连续 20 d 检测该样本的 δ13CS、δ13CO、

δ13CF、
13CG、δ

13CD和 δ13COS, 所得结果的标准偏差在 0.19‰

至 0.30‰范围内(见表 2), 可见本方法的数据重现性较好, 

能满足检测纯正苹果汁中各组分 δ13C值的要求。 

 
 

表 1  EA/LC-IRMS 测试纯正苹果汁的 δ13C 值 
Table 1  The δ13C values of pure apple juices by EA/LC-IRMS 

参数 均值/‰ 范围/‰ 

糖 δ13CS -25.88 -24.22~-27.29 

有机酸 δ13CO -26.43 -23.09~-28.42 

有机酸和糖差值 Δδ13CO-S -0.55 -1.38~1.09 

果糖 δ13CF -25.72 -24.16~-28.42 

葡萄糖 δ13CG -26.21 -24.32~-28.60 

二糖 δ13CD -23.93 -21.51~-26.09 

寡糖 δ13COS -27.23 -25.71~-28.73 

果糖和葡萄糖差值 Δδ13CF-G 0.49 -0.70~0.57 

各组分最大差值 Δδ13Cmax 3.63 2.56~4.36 

 
 

表 2  EA/LC-IRMS 测试一个纯正苹果汁的 δ13C 值结果(n=20) 
Table 2  The δ13C values of a pure apple juice by EA/LC-IRMS 

(n=20) 

参数 均值/‰ SD/‰ 

糖 δ13CS -25.72 0.26 

有机酸 δ13CO -26.25 0.29 

果糖 δ13CF -25.66 0.19 

葡萄糖 δ13CG -25.83 0.22 

二糖 δ13CD -25.17 0.28 

寡糖 δ13COS -27.69 0.30 

 
结合 EA-IRMS和 LC-IRMS 2种方法的各种同位素值

结果, 计算各个纯正苹果汁的 3 个参数: 有机酸和糖的

δ13C差值 Δδ13CO-S、果糖和葡萄糖 δ13C之差 Δδ13CF-G和各

组分 δ13C 最大差值 Δδ13Cmax。从表 1 可以看出, Δδ13CO-S

在-1.38‰至 1.09‰范围内。果糖和葡萄糖的 δ13C较为接近, 

所得的 Δδ13CF-G在-0.70‰至 0.57‰范围内。由于寡糖和二

糖的差值较大, 导致 Δδ13Cmax偏大, 在 2.56‰至 4.36‰范

围内, 即不能超过 4.36‰。根据上述数据, 提出纯正苹果

汁应该符合以下要求: Δδ13CO-S 应在-1.38‰至 1.09‰范围

内, Δδ13CF-G应该在-0.70‰至 0.57‰范围内, 而 Δδ13Cmax不

超过 4.36‰。对于不符合以上任何一项要求的苹果汁样品, 

将被认为是掺假苹果汁。 

3.2  对常见糖浆和自制掺假苹果汁样品的 δ13C 值

测定 

选取 4 个常见的糖浆(大米糖浆、甜菜糖浆、甘蔗糖
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浆、玉米糖浆)进行了检测, 其中大米糖浆、甜菜糖浆为碳

-3植物糖, 而甘蔗糖浆、玉米糖浆为碳-4植物糖。另外选

取 1 个纯正苹果汁样本, 分别掺入大米糖浆和玉米糖浆, 

掺入比例为 10 %, 标为掺假苹果汁 1和掺假苹果汁 2。采

用 EA/LC-IRMS测定上述样本的 δ13CS、δ
13CO、δ

13CF、
13CG、

δ13CD和 δ13COS, 详细结果见表 3。 

从表 3 中可以看出, 4 种糖浆均未能检出有机酸。从

大米糖浆的结果, 可以看出其 Δδ13CF-G和 Δδ13Cmax超过了

3.1中所得出的限量要求, 其 LC-IRMS色谱图如图 2, 从该

图可见, 大米糖浆中各个糖的组成情况与图 1 中纯正苹果

汁差别较大。甜菜糖浆原料是甜菜蔗糖, 可以进一步通过

转化酶转化成果糖、葡萄糖, 因此其测定结果中仅有果糖、 
 
 

 
 
 

图 1  纯正苹果汁的 LC-IRMS色谱图 

Fig. 1  LC-IRMS chromatogram of pure apple juice 
1.寡糖(oligosaccharides);2.二糖(disaccharide);3.葡萄糖 (glucose);4.果糖(fructose) 

 

 
表 3  常见糖浆和自制掺假苹果汁的 δ13C 值(‰, n=3) 

Table 3  The δ13C values of representative syrups and self-made adulterated apple juices (‰, n=3) 

参数 大米糖浆 甜菜糖浆 玉米糖浆 甘蔗糖浆 掺假果汁 1 掺假果汁 2 

δ13CS -26.48 -24.73 -12.13 -10.45 -25.89 -24.27 

δ13CO ND ND ND ND -26.97 -27.01 

Δδ13CO-S - - - - -1.08 -2.74 

δ13CF -25.28 -24.02 -10.52 ND -25.37 -23.91 

δ13CG -27.72 -25.85 -13.69 ND -26.27 -24.87 

δ13CD -22.91 ND -10.11 -10.82 -23.76 -22.41 

δ13CO -29.69 ND -17.22 ND -28.59 -27.18 

Δδ13CF-G 2.44 1.83 3.17 - 0.90 0.96 

Δδ13Cmax 6.78 1.83 6.11 - 4.83 4.77 

注: ND表示未检出。 
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图 2  大米糖浆的 LC-IRMS色谱图 

Fig. 2  LC-IRMS chromatogram of rice syrup 
1. 寡糖(oligosaccharides); 2. 二糖(disaccharide); 3. 葡萄糖 (glucose); 4. 果糖(fructose) 

 
 

葡萄糖的 δ13C值, 该糖浆的 Δδ13CF-G也超过限量要求。玉

米糖浆的 2个参数Δδ13CF-G和Δδ13Cmax都超过了限量要求。

甘蔗糖浆中仅含有蔗糖, 无法计算各组分的差值, 但是因

为甘蔗糖浆属于碳-4植物糖, 所以其糖 δ13C值都偏正, 可

以很明显地与纯正苹果汁进行区分。 

同时, 掺假苹果汁 1的 Δδ13CF-G和 Δδ13Cmax超过了限

量要求, 从 δ13C值的组成情况可以判定其是掺入了碳-3植

物糖。对于掺假苹果汁 2, 由于掺入了 δ13C 值偏正的玉米

糖浆, 使得其 3 个参数均超过了限量要求, 另外从 δ13C 值

的组成情况可以判定该样本掺入了碳-4 植物糖。从上述 2

个例子可以看出, 采用本方法可以有效鉴别掺入 10%以上

糖浆的苹果汁, 并且可以从其 δ13C值的组成情况推测其掺

入的糖浆类型。 

3.3  市售果汁样品的 δ13C 值测定 

根据上述所建苹果汁掺假鉴别新方法 , 采用

EA/LC-IRMS 对市售苹果汁样品的真伪情况进行研究, 样

本选自超市或者果汁生产企业, 样品数总计 105 个, 同时

采用本单位研发的糖浆标志物法(syrup marker method)检

测上述样本, 这些方法是采用 HPLC-MS/MS 来检测各类

糖浆的特征标志物含量来鉴别样本中是否掺入糖浆。 

根据测试结果, 利用 EA/LC-IRMS法, 检测出阳性样

品数达 32 个, 阳性率达 30.48%, 其 21 个鉴定为掺入碳-4

来源产物。而采用糖浆标志物的方法检出的阳性样品为 12

个, 样品阳性率为 11.43%。本研究从上述样品中选取一些

代表性的样品, 进一步比较 2 种方法的检测能力, 详细结

果见表 4。 

从表 4可以看出, 1号样品 2种方法都未检出阳性, 为

纯正苹果汁。2号样品的 Δδ13CF-G超过限量要求, 结合其各

组分的同位素分布情况可以判为碳-3 植物糖掺假, 但糖浆

标志物法没有检出。3 号样品由于其糖、果糖、葡萄糖的

δ13C值均高于正常的纯正苹果汁的 δ13C值, 且其 Δδ13CF-G

和 Δδ13Cmax超过了限量要求, 结合其各组分的同位素分布

情况判定其掺入了碳-4 植物糖, 而糖浆标志物法没有检

出。4号样品由于其有机酸的 δ13C值高于正常纯正苹果汁

的 δ13Co值, 导致其 Δδ13CO-S超过限量要求, 因此判定其为

碳-4 来源有机酸的掺假, 而糖浆标志物法没有检出, 从上

述几个例子可以看出 EA/LC-IRMS更为有效。 
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表 4  EA/LC-IRMS 和糖浆标志物法检测典型市售苹果汁的结果比较(n=3) 
Table 4  Comparison of the detection results of representative commercial samples by EA/LC-IRMS and syrup marker method (n=3) 

参数 1 2 3 4 5 

δ13CS -25.93 -26.01 -23.05 -25.69 -26.32 

δ13CO -26.45 -26.63 -26.37 -21.34 -26.17 

Δδ13CO-S -0.52 -0.62 -3.32 4.35 0.15 

δ13CF -26.04 -25.59 -23.13 -25.94 -25.97 

13CG -25.65 -26.47 -21.88 -25.41 -26.52 

δ13CD -22.67 -23.04 -22.17 -22.58 -23.16 

δ13COS -26.28 -26.98 -25.66 -26.44 -27.49 

Δδ13CF-G -0.39 0.88 -1.25 -0.53 0.55 

Δδ13Cmax 3.78 3.94 4.49 5.10 4.33 

EA/LC-IRMS 合格 碳-3糖掺假 碳-4糖掺假 碳-4有机酸掺假 合格 

糖浆标志物法 合格 合格 合格 合格 碳-3 糖掺假 

 
 

5 号样品在糖浆标志物法判定为阳性的情况下, 从

EA/LC-IRMS 法所得结果可以看出 Δδ13CF-G和 Δδ13Cmax都

接近但是没有超过限量值, 故无法有效鉴别。所以对于某

些碳-3 植物糖的掺假本法有一定局限性, 可见在纯正苹果

汁掺假鉴别工作中本法与其他方法结合使用更为有效。 

通过上述几个典型样品的测定结果, 可见本实验提

出的新判定方法对于已有糖浆标志物法有更高的灵敏度, 

可以大大提高对于苹果汁掺假的检测能力。但是目前本方

法无法解决碳-3 来源有机酸掺假的问题, 需要借助其他类

型色谱柱利用 LC-IRMS 法分别测定各种有机酸的 δ13C值

来实现, 这将是本次研究的后续工作。 

4  结  论 

本研究建立了 EA/LC-IRMS 法鉴别纯正苹果汁掺假

的新技术, 通过对纯正苹果汁的糖、有机酸、果糖、葡萄

糖、二糖、寡糖等多指标的测定结果, 分析各组分 δ13C值

的差异能有效地鉴别出纯正苹果汁掺入外源性糖和有机酸

的行为。同时对市售苹果汁样品进行检测, 与糖浆标志物

法进行对比, 发现本方法的阳性检出率更高, 虽然对碳-3

植物糖的掺假检测性能有待改善, 但新方法在纯正苹果汁

掺假鉴别的灵敏度方面显示了较大优势, 大大提高了掺假

检测的能力。 
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