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超高效液相色谱法直接测定糖浆中 

低聚半乳糖质量分布 

杨新磊*, 陈  波 

(安捷伦科技中国有限公司, 上海  200080) 

摘  要: 目的  建立一种超高效液相色谱-蒸发光散射检测器联用测定糖浆中低聚半乳糖质量分布的方法。  

方法  采用 Agilent Poroshell 120 HILIC(3.0 mm×100 mm, 2.7 μm)色谱柱分离, 以乙腈-水梯度洗脱。通过调节

进入蒸发光散射检测器(evaporative light scattering detector, ELSD)的流动相流速以及组成来校正不同聚合度聚

半乳糖的响应一致性。以葡萄糖、乳糖、麦芽三糖、麦芽四糖和麦芽五糖为校正溶液来建立校正方法, 校正后

以乳糖标准曲线来定量其他低聚半乳糖, 最终完成了在没有低聚半乳糖标准品的情况下对低聚半乳糖糖浆质

量分布的测定。结果  样品中的乳糖与其他半乳二糖分离的同时不同聚合度的低聚半乳糖按聚合度增加分段

出峰, 互不干扰。乳糖在 0.25~5 mg/mL 范围内线性良好, log(峰面积)-log(浓度)的线性拟合曲线, 相关系数 r2

为 0.996。以麦芽四糖和麦芽五糖来验证方法准确性, 所得回收率分别为 107%和 110%。方法重现性良好, 以 2 

mg/mL乳糖为考察对象, 连续 6针进样保留时间 RSD<0.05%, 峰面积 RSD<0.78%。结论  该方法可快速、准

确用于低聚半乳糖糖浆中不同聚合度半乳糖的质量分布。 
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Direct determination of the mass profiling of galactooligosaccharidesin syrup 
by ultra high performance liquid phasechromatography 

YANG Xin-Lei*, CHEN Bo 

(Agilent Technologies China Co., Ltd., Shanghai 200080, China) 

ABSTRACT: Objective  To develop a method for mass profiling determination of galactooligosaccharides 

(GOS) in syrup by ultra high performance liquid chromatography coupled with evaporative light scattering 

detector (ELSD). Methods  The sample was separated on the Agilent Poroshell 120 HILIC column (3.0 mm×100 

mm, 2.7 μm) with ACN-water gradient elution. Reverse gradient and flow rate compensation were used to adjust 

the universal response of GOSs. The mixed solution of glucose, lactose, maltotriose, maltotetraose and 

maltopentaose was employed for calibration. Then the mass profiling determination of GOS was accomplished via 

the calibration curve of lactose without any GOS standards by the developed method. Results  The lactose in 

syrup could be baseline-separated from other galactobiose, meanwhile, GOS with different DPs had no 

interference with each other. The linearity was good (r2=0.996) for lactose with log(area)-log(conc.) fitting in the 

range of 0.25~5 mg/mL. The accuracy was proved satisfied by obtaining recoveries of 107% and 110% for 

maltotetraose and maltopentaose separately. It was also showed that the developed method had ex-       
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cellent precision with 0.05%RSD of retention time and 0.78%RSD of peak area for lactose with 6 consecutive 

injections at 2.0 mg/mL. Conclusion  The proposed method is fast and accurate, which is suitable for mass 

profiling determination of GOS in syrup. 

KEY WORDS: galactooligosaccharide; mass profiling; evaporative light scattering detector; ultra high 

performance liquid chromatography 

 
 

1  引  言 

低聚半乳糖(galactooligosaccharide, GOS)是一种

功能性低聚糖, 已经被证明对人体有很大的益处[1]。

我国卫生部于 2007年已经批准GOS为新的营养添加

剂, 允许添加在婴儿配方食品、较大婴儿和幼儿配方

食品中[2]。作为一种膳食纤维, GOS在很多动物乳汁

中都存在, 但作为添加剂, 其来源都来自于工业生产, 

一般以乳糖为原料, 经 β-半乳糖苷酶催化水解半乳

糖苷键, 将乳糖水解成为半乳糖和葡萄糖, 同时通过

转移半乳糖苷的作用, 将水解下来的半乳糖苷转移

到半乳糖或葡萄糖分子, 生成 GOS, 即 Gal-(Gal)n- 

Glc/Gal(n 为 0~6)[3]。因此, 商品化 GOS 糖浆中除了

不同聚合度的 GOS 外, 还有葡萄糖、半乳糖和乳糖

的存在。 

由于商品化 GOS标准品的缺乏以及结构的复杂

性, GOS含量测定非常困难。AOAC 2001.02方法利

用 β-半乳糖苷酶将乳糖和 GOS 水解成半乳糖, 通过

离子色谱方法测定样品水解前后半乳糖含量的差异, 

利用平均聚合度来推算 GOS 含量[4]。该法目前被广

泛用于 GOS 的测定, 但前处理复杂, 准确的平均聚

合度获取也较困难[5-7]。近年来, 样品水解后采用液

相色谱方法测定 GOS 含量的报道也日趋增加[8-10]。

水解方法破坏了 GOS 的组成, 导致无法获知不同聚

合度 GOS的质量分布, 进而影响 GOS质量优劣的准

确判断。Hernandez-Hernandez 等[11]采用液质联用方

法对不同聚合度 GOS 的部分糖苷键进行了表征并比

较了不同商品化 GOS 糖浆之间的差异, 但并未进行

含量测定。 Sean 等 [12]利用 2-氨基苯甲酰胺

(2-aminobenzamide, 2-AB)先将 GOS标记, 以亲水作

用色谱(hydrophilic interaction liquid chromatography, 

HILIC)机制进行分离, GOS 被标记后按聚合度增加

依次出峰进入荧光检测器测定, 利用 GOS 标记上的

荧光官能团进行定量, 最终得到 GOS 含量及不同聚

合度 GOS 质量分布。本文以 HILIC 分离未衍生的

GOS, 利用流速补偿校正蒸发光散射检测器(evaporative 

light scattering detector, ELSD)响应, 建立快速测定糖

浆中 GOS质量分布的超高效液相色谱(UHPLC)方法。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

安捷伦 1290 Infinity II超高效液相色谱(美国安

捷伦公司 ), 包含高速泵 (G7120A)、自动进样器

(G7167B)、柱温箱 (G7116B)、蒸发光散射检测器

(G4260B)和 OpenLAB CDS Chemstation软件 C01.07。

流速补偿采用另一 1290 高速泵(G7120A)。色谱柱为

安捷伦 Poroshell 120 HILIC(3.0 mm×100 mm, 2.7 μm)。

乙腈购自 Merck 公司(色谱级), 水为 MilliQ 纯水机新

制。葡萄糖、半乳糖、乳糖、麦芽三糖、麦芽四糖、

麦芽五糖以及 GOS 糖浆为江苏省食品药品监督检验

研究院林慧博士友情提供。滤膜为安捷伦 0.2 μm再生

纤维素滤膜, 零死体积不锈钢三通来自安捷伦公司。 

2.2  试验方法 

UHPLC 方法参数见表 1。补偿泵通过三通接入

色谱柱和 ESLD之间的流路。 

2.3  溶液配制 

2.3.1  ELSD 响应校正溶液配制 

准确称取葡萄糖、乳糖、麦芽三糖、麦芽四糖和

麦芽五糖各 5.0 mg(精确至 0.1 mg)于 25 mL容量瓶中, 

加水/乙腈(50:50, V:V)定容, 摇匀, 即得 0.2 mg/mL混

标溶液, 用于 ELSD响应校正。该溶液置于 4 ℃冰箱

保存, 使用前用 0.2 μm滤膜过滤。 

2.3.2  乳糖标准溶液配制 

取 50.0 mg(精确至 0.1 mg)乳糖于 10 mL容量瓶

中, 加水/乙腈(50:50, V:V)定容, 摇匀, 即得 5 mg/mL

乳糖储备液, 该溶液置于 4 ℃冰箱保存, 使用前用

0.2 μm滤膜过滤。将该储备液用水/乙腈(50:50, V:V)

逐级稀释成 2.5、2.0、1.5、1.0、0.5、0.25 mg/mL溶

液, 用于绘制校准曲线。 
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表 1  UHPLC 方法参数 
Table 1  Parameters of UHPLC method 

项目 参数 

色谱柱 Agilent Poroshell 120 HILIC (3.0×100 mm, 2.7 μm) 

柱温 40 ℃ 

流动相 A 水 

流动相 B 乙腈 

流速 0.6 mL/min 

进样量 1.5 μL 

ELSD 雾化温度: 70 ℃, 蒸发温度: 70 ℃, 气流量: 1.2 SLM, 采样频率: 80 Hz, 平滑: 10, 增益: 1 

梯度 时间(min) B% 

 0 90 

 8 75 

 8.5 90 

 12 90 

 0 90 

补偿泵 时间(min) H2O% ACN% 流速(mL/min) 

 0 25 75 1.5 

 1.5 22.2 77.8 1.5 

 2.5 20.3 79.7 1.2 

 3.3 18.8 81.2 0.36 

 4.4 16.8 83.2 0.12 

 5.6 14.5 85.5 0 

 8 10 90 0 

 12 10 90 0 

 
 

2.4  样品前处理 

取糖浆样品 2000.0 mg(精确至 0.1 mg)于 100 mL

容量瓶, 加水/乙腈(50:50, V:V)定容, 摇匀, 即得 20 

mg/mL样品溶液。该溶液过 0.2 μm滤膜后, 待测。 

3  结果与分析 

3.1  色谱柱和检测器的选择 

单糖及寡糖分析的经典方法是采用氨基柱或配

体离子交换色谱柱(如钙型离子交换柱、氢型离子交

换柱等)分离, 以示差检测器检测, 但是对于低聚半

乳糖的分析, 这 2种方法都存在一定局限性。使用氨

基柱时, 随着聚合度的增加, 低聚半乳糖越来越难以

洗脱下来, 导致分析时间较长; 使用配体离子交换柱

时, 五糖及以上低聚半乳糖分离较差且无法分离半

乳二糖和乳糖, 很难实现不同聚合度 GOS 的质量分

布测定。HILIC因其对极性化合物的有效保留, 在糖

类化合物的分析中越来越受到关注[13]。HILIC方法选

择空间大, 可以采用不同极性色谱柱(酰胺柱、二醇

基柱、两性柱、氨基柱、硅胶柱等)完成对单糖或寡

糖的分离。另一方面, ELSD用于糖类的检测不仅灵敏

度高于示差检测器, 而且可以运行梯度方法, 能大幅

缩短低聚半乳糖的分析时间。因此本文方法选择

Agilent Poroshell 120 HILIC为分离色谱柱, ELSD为检

测器, 糖浆样品分离色谱图如图 1所示。随着 GOS聚

合度的增加, 羟基数目越来越多, 与 HILIC 柱表面形

成的亲水层吸附力逐渐增强, 因此不同聚合度的 GOS

按聚合度分段出峰且互不干扰, 非常利于不同聚合度

质量分布的测定。另一方面, 同样聚合度的 GOS, 由

于其构型的差异也会导致其与HILIC柱亲水层作用的

差异, 这种差异可以有效地分离乳糖与半乳二糖, 从

而消除乳糖对 GOS质量分布测定的影响。 
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图 1  低聚半乳糖糖浆样品分离色谱图(ELSD雾化温度: 70 ℃, 蒸发温度: 70 ℃, 气流量: 2.4 SLM, 采样频率: 80 Hz, 

平滑: 10, 增益: 1; 其他条件参考表 1, 未启用流速补偿) 

Fig. 1  The chromatogram of GOS syrup (ELSD nebulization Temp.: 70 , Evaporation Temp.:70 , Gas: 2.4 SLM;℃ ℃  
Date rate: 80 Hz; Smooth: 10; Gain: 1; Other parameters refer table 1; no compensation of flow rate ) 

 
 
 

3.2  ELSD 响应一致性校正方式的选择 

在没有待测物标准品的情况下进行定量, ELSD

是一个很好的选择, 其响应值在特定条件下与化合

物结构无关。因此, 在测定不挥发或半挥发化合物时, 

用已知化合物标定未知物含量的准确性要高于紫外

检测器。然而, 由于 ELSD的响应与待测物进入检测

器时的流动相组成有很大关系, 因此在梯度方法中

很难保证不同保留时间下化合物的响应一致性。

André 等[14]利用反梯度补偿方法克服了不同流动相

组成下化合物响应的差异, 将目标物响应从最大 2倍

差异降低到了只相差 27%，但该方法对校正 HILIC

模式下分离低聚糖时 ELSD 响应并无帮助。如图 2

所示, 在质量浓度相同情况下, 即使采用反梯度补偿, 

葡萄糖的峰面积仍然是麦芽五糖峰面积的近 5 倍(内

置表格中的数据均为连续 3 针进样的平均值)。其原

因可能是: 1)HILIC 模式下, 虽然也是梯度洗脱, 但

是流动相中有机相比例较高(>75%), 待测物的雾化

效果在高有机相条件下差异较小, 因此反梯度补偿

校正的效果不明显, 这也与文献[10]实验结果类似; 2)

如文献[10], 对于分子量差异不大的化合物(最大 310, 

最小 214)反梯度补偿可有效的进行响应值校正, 但

对于低聚糖而言, 从单糖到五糖, 分子量从 180 到

828, 即使在同样条件下雾化效果也会有差异, 这种

差异是反梯度补偿无法校正的。 

另一种校正 ELSD 响应的方法是通过调节雾化

气流量来改变进入检测器颗粒数量, 从而实现响应

一致性[15]。该方法对低聚糖的响应校正效果较好, 但

调节过程繁琐, 需要精细优化气流量, 对于方法的转

移存在较大风险。ELSD 作为一种浓度型检测器, 在

同样进样量下其响应和流速成反比, 因此可以通过

调节流速来改变响应。如表 2所示, 首先通过正常方

式获得 0.2 mg/mL各糖响应值, 计算得出在未校正时

葡萄糖、乳糖、麦芽三糖和麦芽四糖相对于麦芽五糖

的响应值倍数关系。再以麦芽五糖为基准, 按倍数关

系计算出各糖相对于麦芽五糖的流速, 如乳糖按倍

数校正流速为 3.0×0.6 mL/min=1.8 mL/min, 实际补

偿流速为 1.8–0.6=1.2 mL/min。以此类推, 得到流速

补偿时间表。另一方面, 补偿时流动相组成仍然按照

反梯度方法进行, 0至 8 min之间各时间节点流动相

组成按75~90%乙腈组成线性推算, 如4.4 min乙腈组

成为 75%+(15/8)×4.4=83.2%。按完整流速补偿方法
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(表 1)重新进样糖混标溶液(0.2 mg/mL), 各糖响应值

一致性大幅增加(如图 3 所示), 按归一化计算含量最

小为 17.55%(葡萄糖), 含量最大为 21.94%(麦芽四糖), 

相差不超过 5%, 图中表格数据均为连续 3 针进样的

平均值。未补偿前同样浓度下, 葡萄糖峰面积为麦芽

五糖的 3.5倍。 

 
 

 
 
 

图 2  葡萄糖、乳糖、麦芽三糖、麦芽四糖和麦芽五糖在有无反梯度条件下的响应 

Fig. 2  Responses of glucose, lactose, maltotriose, maltotraose and maltopentaose with and without reverse gradient calibration 
(浓度 0.2 mg/mL; 补偿泵反梯度方法: 流速 0.6 mL/min, 0-8-8.5-12 min, 75-90-75-75%ACN; 其他方法细节参考表 1; 

A-采用反梯度校正, B-无校正) 

(0.2 mg/mL of each conc.; reverse gradient calibration of makeup pump: 0.6 mL/min of flow rate, 0-8-8.5-12 min, 75-90-75-75%ACN; 
other parameters refer table 1; A-with reverse gradient compensation, B- without compensation) 

 
 

表 2  流速补偿表 
Table 2  Flow rate compensation 

化合物 
保留时间 

(min) 

未补偿时 流速(mL/min) 

峰面积 倍数关系 未补偿 按倍数需要 实际补偿 

葡萄糖 1.5 388.4 3.5 0.6 2.1 1.5 

乳糖 2.5 334.2 3.0 0.6 1.8 1.2 

麦芽三糖 3.3 178.7 1.6 0.6 0.96 0.36 

麦芽四糖 4.4 135.1 1.2 0.6 0.72 0.12 

麦芽五塘 5.6 109.8 1 0.6 0.6 0 
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图 3  流速补偿后糖混标色谱图 

Fig. 3  The chromatogram of mixed standard after flow rate compensation 
 
 

3.3  方法标准曲线、重复性和准确性 

采用流速补偿后 , 同样质量浓度下不同聚合

度的寡糖响应比较接近 , 因此可以选用乳糖标准

曲线来定量其他低聚半乳糖。将 2.3.2 中乳糖的标

准溶液按浓度由低到高进样 , 每个浓度点平行进

样两针, 每个浓度点峰面积平均后取 log 对数与浓

度取 log 对数进行线性拟合, 拟合曲线见图 4, 在

250~5000 μg/mL范围内, 线性良好, r2=0.996。以 2 

mg/mL 乳糖溶液考察方法重复性, 连续 6 针进样, 

乳糖保留时间 RSD<0.05%, 峰面积 RSD<0.78%。

为验证方法准确性, 分别配制 1 mg/mL麦芽四糖和

1 mg/mL麦芽五糖按补偿后方法进样, 以乳糖标准

曲线来计算麦芽四糖和麦芽五糖含量, 分别为 1.07 

mg/mL(麦芽四糖)和 1.10 mg/mL(麦芽五糖), 表明

方法有较高的准确性。由于无法获得低聚半乳糖标

样 , 所以无法按传统方法获得低聚半乳糖的定量

限和检出限。本文测定样品为低聚半乳糖糖浆, 含

量较高, 检出限只对半乳六糖含量有影响, 五糖以

下影响甚微。 

 
 

图 4  log(峰面积)-log(浓度)线性拟合曲线 

Fig. 4  The linear fitting curve of log(peak area)-log(conc.) 
 

3.4  样品测定 

按 2.4 方法溶解样品, 配制 3 份平行样品, 每份

样品进样 2次, 典型色谱图如图 5所示。将不同聚合

度下的所有峰面积累积作为该聚合度聚半乳糖峰面

积, 半乳二糖峰面积除去乳糖, 取 6 次数据平均值, 

代入乳糖拟合方程, 计算得到不同聚合度聚半乳糖

含量。其中, 如果有峰面积总和超出线性范围, 则分

开计算。以半乳二糖为例, 乳糖前面出峰的半乳二糖

作为一部分进行含量计算, 乳糖后面出峰的半乳二 
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图 5  20 mg/mL低聚半乳糖糖浆样品按流速补偿后方法进样所得色谱图 

Fig. 5  The chromatogram of 20 mg/mL GOS syrup after flow rate compensation 
 
 

表 3  GOS 糖浆中不同聚合度聚半乳糖质量分布 
Table 3  The mass profiling of GOS with different DPs in syrup 

 半乳二糖 半乳三糖 半乳四糖 半乳五糖 半乳六糖 总含量 

含量 19.97% 25.49% 9.91% 2.40% — 57.77% 

注: “-”表示未检出 

 
 

糖作为一部分进行含量计算, 再将这两部分含量之

和作为总半乳二糖的含量。样品中半乳二糖至半乳五

糖含量见表 3所示, 半乳六糖含量较低, 低于线性范

围, 所以未得到其含量。从样品色谱图上可以看出, 

样品中的葡萄糖、半乳糖和乳糖也有很好的分离, 可

以同时定量, 由于本文主要关注 GOS, 所以未考虑

其他糖的含量测定。另外, 从保留时间看半乳六糖出

峰时间在 7.5~8.5 min, 而校正溶液中麦芽五糖的出

峰时间为 5.5 min, 小于半乳六糖出峰时间。按本文校

正方法, 未对出峰时间大于 5.5 min低聚糖进行校正, 

对于聚合度大于 5的 GOS测定结果存在一定的不准

确性。下一步实验计划添加商品化的聚合度更高的低

聚糖来完善该方法。 

4  结  论 

本文通过市售商品化低聚糖标准品对 ELSD 响

应进行校正, 达到同样质量浓度下不同聚合度的低

聚糖响应值接近, 再将该方法用于 GOS 糖浆样品测

定, 用乳糖标准曲线即可完成 GOS 质量分布测定。

此外, 本文方法对样品中的葡萄糖、半乳糖和乳糖也

有很好的分离效果, 可同时完成非 GOS 的糖含量测

定 , 有利于测定 GOS 糖浆的准确组成 , 对于制定

GOS的质量标准有很高的参考价值。 
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