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高效液相色谱-蒸发光散射法检测发酵乳饮料中 

5种糖的含量 

王  婷 1, 2, 周欣蕊 1, 2, 林  楠 1, 2, 华  蕾 1, 金昱言 1, 2, 王庆峰 1, 包  懿 1* 

(1. 吉林省食品检验所, 长春  130103; 2. 吉林省安信食品技术服务有限责任公司, 长春  130033) 

摘  要: 目的  建立一种高效液相色谱-蒸发光散射法(high performance liquid chromatography-evaporative 

light scattering, HPLC-ELSD)测定发酵乳饮料中果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖和乳糖的分析方法。方法  样品

经乙腈-水提取, 过膜后上机检测, 采用 XBridge 糖分析色谱柱(250 mm×4.6 mm, 3.5 μm)分离。以乙腈:水

(75:25, V:V) 作为流动相, 流速为 1.0 mL/min, 蒸发光检测器的参数为漂移管温度为 65 ℃, 氮气压力 30 psi, 

外标法定量。结果  5 种糖在 0.1~1.0 mg/mL 浓度范围内线性良好, 相关系数均大于 0.999, 检出限为 0.05~0.2 

g/100 g, 标准品回收率在 92.5%~97.5%之间 , 相对标准偏差 (relative standard deviation, RSD)均小于

2.8%(n=6)。结论  该方法前处理简单、灵敏度高和检测速度快, 适用于发酵乳饮料中果糖、葡萄糖、蔗糖、

麦芽糖和乳糖的定量检测。 
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Determination of 5 kinds sugars in fermented milk drink by high 
performance liquid chromatography-evaporative light scattering 
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(1. Jilin Institute for Food Control, Changchun 130103, China; 2. Jilin Anxin Food Technology Services Limited Company, 
Changchun130033, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of fructose, glucose, sucrose, maltose and lactose 

in fermented milk drink by high performance liquid chromatography-evaporative light scattering (HPLC-ELSD). 

Methods  The samples were extracted by acetonitrile-water, and detected on the machine after flittered membrane. 

The separation of targeted compounds was performed on a XBridge sugar analysis chromatography column (250 

mm×4.6 mm, 3.5 μm) using acetonitrile-water (75:25, V:V) as mobile phase. The flow rate was 1 mL/min, the 

parameters of the evaporative photodetector were a drift tube temperature of 65 ℃ and a nitrogen pressure of 30 psi. 

And samples were quantified by external standard method. Results  The 5 kinds of sugars had good linearity in the 

concentration range of 0.1-1.0 mg/mL, the correlation coefficient was greater than 0.999, the limit of detection was 

0.05-0.2 g/100 g, and the standard recovery rate was between 92.5%-97.5%, and relative standard deviation (RSD) 

were less than 2.8% (n=6). Conclusion  This method has the advantages of simple pretreatment, high sensitivity and 

fast detection speed, which is suitable for quantitative detection of fructose, glucose, sucrose, maltose and lactose in 

fermented milk beverages. 
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1  引  言 

糖类(carbohydrate)是由 C、H、O 3 种元素组成的生

物大分子, 可分为单糖、二糖和多糖。糖类在动物生命活

动过程中起着至关重要的作用。人体的一切活动, 包括走

路、呼吸、学习等都需要消耗能量, 这些能量大部分都是

由糖类提供的。当人体缺乏糖时会产生一系列的症状, 例

如乏力、低血糖、瘦弱等。然而, 近些年来由于人们生活

水平的提高, 各种甜食的摄入量越来越多, 导致体内血糖

超标, 引发了各种疾病, 如龋齿、糖尿病、肥胖症等[1-3]。

因此, 对食品中糖的种类和含量进行快速、灵敏、高效地

测定对于食品安全和人民健康都具有重要的意义。 

目前, 食品中糖的检测方法主要有化学法、酶比色

法、酶电极法和高效液相色谱-示差折光法等。化学法在水

解过程中会将部分糊精和麦芽糖等成分水解成为葡萄糖, 

这样就会导致测定的结果偏高, 并且不能够给出每种糖的

具体含量 , 而且化学法在实验过程中容易受到加热的温

度、煮沸时间以及滴定速率等因素的影响, 导致测定结果

重复性较差; 酶比色法和酶电极法只能测定化合物中的单

一组分, 并且检测结果容易受到酶的活性以及纯度的影响
[4-8]。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 , 通用性强 , 结构简单 , 操作便利 , 

同时折射率对温度的变化非常敏感, 也会受到流动相梯度

等条件的影响, 进而导致色谱图基线漂移、灵敏度偏低, 

大大限制其使用。蒸发光散射检测器是示差折光检测器的

理想替代品, 可以用来检测任何挥发性低于流动相的样品, 

对流动相的组成不敏感, 可以梯度洗脱, 检测的灵敏度也

要高于示差折光检测器, 检测限可低至 10-10 g[9]。近年来, 

蒸发光散射检测法主要应用在食品分析以及中药成分检测

等[10,11], 在乳饮料的检测中应用较少。 

本研究采用高效液相色谱 - 蒸发光散射法 (high 

performance liquid chromatography-evaporative light 
scattering, HPLC-ELSD)测定发酵乳饮料中的果糖、葡萄

糖、蔗糖、麦芽糖和乳糖的含量, 以期研究和建立一种快

速、准确、直接同时测定多种糖分的方法。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

2695 型高效液相色谱系统, 配 2424 型 ELSD 检测器 

(美国沃特世公司); BP211D 电子天平 (德国赛多利斯集团); 

genius 3 涡旋振荡器  (广州仪科实验室技术有限公司); 

Microfuge 20 高速台式离心机 (美国贝克曼公司)。 

葡萄糖标准品(99.7%)、D-果糖标准品(≥99.7%)、蔗

糖标准品(≥99.9%)、麦芽糖标准品(≥99.4%); 乳糖标准品

(≥94%)(德国 Dr.ehrenstorfer GmbH 公司)。 

乙腈(色谱纯, 美国 Fisher 公司); 0.45 μm 有机滤膜(天

津津滕公司); 实验室用水为 Milli-Q 超纯水系统制备。 

发酵乳饮料购买于超市。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 

果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖混合标准储备液

(10 mg/mL): 分别准确称取 100 mg 经干燥至恒质量的果

糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖及乳糖标准品, 用乙腈:水(25:75, 

V:V)溶液溶解并定容至 10 mL, 储存于 4 ℃冰箱备用。 

果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖混合标准工作

液: 准确吸取上述混合标准储备液 0.1、0.2、0.4、0.5、

1.0 mL, 用乙腈:水(25:75, V:V) 溶液定容至 10 mL。 该标

准系列质量浓度分别为 0.1、0.2、0.4、0.5、1.0 mg/mL。

临用前配制。 

2.2.2  样品前处理 

称取 5.0 g(精确至 0.01 g)发酵乳饮料于 50 mL 容量瓶

中 , 加入 20 mL 水溶解 , 涡旋混匀 , 室温下超声提取    

20 min, 冷却至室温后, 加入 20 mL 乙腈沉淀蛋白, 摇匀, 

静置 20 min, 待蛋白沉淀后用水定容。样品溶液于    

5000 r/min 下离心 10 min, 滤纸过滤后经 0.45 μm 有机滤膜

过滤, 待测。 

2.2.3  液相色谱-蒸发光检测器条件 

1) 液相色谱条件 

Waters XBridge 糖柱(250 mm×4.6 mm, 3.5μm), 流动

相: 乙腈-水(75:25, V:V), 进样体积: 10 μL, 柱温: 35 ℃。 

2) 蒸发光检测器条件 

辅气: 氮气; 增益: 200。 

3  结果与分析 

3.1  液相色谱条件优化 

1) 流动相比例 

固定流动相流速, 调整流动相比例[12-15]。分别选择流

动相Ⅰ(乙腈:水=70:30, V:V), 流动相Ⅱ(乙腈:水=75:25, V:V), 

流动相Ⅲ(乙腈:水=80:20, V:V); 考察不同流动相配比的条

件对 5 种糖的分离效果的影响。选用浓度均为 0.5 mg/mL

的果糖、葡糖糖、蔗糖、麦芽糖和乳糖的混合标准溶液在

不同比例的流动相条件下进行分离, 结果见表 1。 

由表 1 可以得出, 随着流动相中有机相的比例增加, 5

种色谱峰的保留时间延后, 分离度增加; 降低流动相中有

机相的比例, 5 种峰的分离度降低, 但分离时间也随之减少, 

另外 , 色谱峰的峰宽变小。当流动相比例为乙腈 :水
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=75:25(V:V)时, 5 种糖的分离效果令人满意, 目标峰峰形对

称且尖锐, 并且运行时间相对来说较短。 

2) 流动相流速 

固定流动相比例为乙腈:水=75:25(V:V), 调整流动相

流速, 分别选用高效液相色谱常用 0.8、0.9、1.0 mL/min, 考

察不同流动相流速对糖分色谱行为的影响, 结果见表 2。 

由表 2 中结果可以得出,  随着流动相流速的增加, 5

种糖被分离出来的时间逐渐减少, 并且都能够达到基线分

离。因此, 本实验选用流速为 1.0 mL/min。 

综上所述 , 本研究中流动相的最优参数为乙腈 :水

=75:25(V:V), 流速 1.0 mL/min。 

3.2  蒸发光检测器条件优化 

蒸发光散射检测器由雾化器、加热漂移管和光散射池

3 部分组成。色谱流出液在雾化器的入口端被吹入的氮气

部分雾化, 较大的液滴聚集下来流到下端的虹吸管中作为

废液排出, 而气溶胶进入到管中。气溶胶通过蒸发管时, 

其中的溶剂被蒸发掉, 剩余的样品溶质被送入检测池[16]。 

3.2.1  漂移管温度优化 

本实验考察了不同的漂移管温度对检测响应值的影

响。保持氮气压力为 30 psi, 调节不同的漂移管温度分别为

50、55、60、65、70 ℃, 选用浓度均为 0.5 mg/mL 的混合

标准溶液上机检测, 观察色谱峰峰面积的变化情况。实验

结果如表 3 所示, 漂移管温度对色谱峰的影响主要体现在

对基线噪声的影响。当被测样品以微雾滴形式进入漂移管

时, 比表面积的大幅增加使溶剂的挥发温度远低于通常的

沸点, 随着温度的升高, 目标物峰面积的变化趋缓, 噪声

增加, 信噪比反而下降。漂移管温度在 50~70 ℃之间时, 峰

面积呈下降趋势, 但是下降幅度不明显, 当漂移管温度大

于 60 ℃时, 变化趋势变得平缓。当漂移管温度降低时, 溶

剂挥发会不完全, 基线变得不稳, 因此本研究选用漂移管

温度为 65 ℃。 

3.2.2  氮气压力优化 

本研究考察了不同的氮气压力对检测响应值的影

响。固定漂移管温度为 65 ℃, 调节氮气压力分别为 20、

30、40、50 psi。实验结果如表 4 所示, 雾化气流量对色

谱峰响应值的影响相较于漂移管温度来说更明显。将雾

化气流量与实验中流动相的流速相结合, 结果说明合理

的雾化气流量能够保证入口端的色谱流出液被有效的雾

化成微雾滴。当氮气压力过小时, 色谱流出液雾化不充分, 

当氮气压力过大时 , 可能会导致目标物损失 , 信号值也

随之降低。当氮气压力由 20 psi 逐渐增加至 50 psi 时, 5

种糖的信噪比随着氮气压力的增加呈现抛物线形状的变

化; 当氮气压力为 30 psi 时, 信噪比最高。因此, 本实验

选用氮气压力为 30 psi。 

3.3  方法的线性范围及检出限 

果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖和乳糖的混合标准工作

液浓度分别为 0.1、0.2、0.4、0.5、1.0 mg/mL, 液相色谱仪

的参数为乙腈:水=75:25(V:V)、流速 1.0 mL/min; 蒸发光检

测器的参数为氮气压力 30 psi, 漂移管温度为 65 ℃, 增益

200, 在以上条件下进行测定。以各组分的质量浓度

(mg/mL)的对数值 X 为横坐标, 相对应的色谱峰面积的对

数值 Y 为纵坐标绘制标准曲线。结果表明, 5 种糖的质量浓

度在 0.1~1.0 mg/mL 范围内有良好的线性关系 (r2 ＞

0.999)[17], 线性回归方程及相关系数见表 5。果糖、葡萄糖、

蔗糖、麦芽糖和乳糖的检出限见表 5。5 种糖的混合标准溶

液(浓度为 1.0 mg/mL)的谱图见图 1(a), 样品的谱图见图

1(b)。由图 1(a)可得, 果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖及乳糖

的保留时间分别为 6.892、8.053、11.135、13.203、14.105 

min。由图 1(b)可得, 果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖及乳糖

的色谱峰杂质干扰小, 可以进行准确定量检测。 
 

表 1  流动相比例对分离效果的影响 
Table 1  Effect of flow comparison on separation effect 

流动相种类 流动相Ⅰ 流动相Ⅱ 流动相Ⅲ 

分析时间/min 10.0 15.0 27.0 

5 种糖色谱峰分离情况 
麦芽糖和乳糖的色谱峰部分重

叠, 未达到基线分离 

5 种糖色谱峰均达到基线分离,

且分离度 R>1.5 

5 种糖色谱峰均达到基线分离,

分离度较流动相Ⅱ更大 
 

表 2  流动相流速对分离效果的影响 
Table 2  Effect of mobile phase flow rate on separation effect  

流动相流速/(mL/min) 0.8 0.9 1.0 

分析时间/min 30.0 24.0 15.0 

5 种糖色谱峰分离情况 5 种糖色谱峰均达到基线分离 5 种糖色谱峰均达到基线分离 5 种糖色谱峰均达到基线分离
 

表 3  漂移管温度对检测响应值的影响 
Table 3  Effect of drift tube temperature on detection response 

漂移管温度/℃ 50 55 60 65 70 

果糖峰面积/(μV/S) 14727257 14725260 14725350 14725210 14725173 

噪声/μV 1721 2372 3094 3395 5613 
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表 4  氮气压力对检测响应值的影响 

Table 4  Effect of nitrogen pressure on detection response 

氮气压力/(psi) 20 30 40 50 

信噪比(S/N) 9.87 17.35 13.28 12.91 

 

3.4  回收率及精密度实验 

应用上述前处理条件以及本实验优化后的仪器条件, 

分别在样品中添加低、中、高 3 种浓度的标准溶液, 进行

精密度和回收率实验。由表 6 中结果可以得出, 5 种糖的低、

中、高 3 种浓度的回收率为 92.5%~97.5%, 平行测定 6 次, 

其 相 对 标 准 偏 差 (relative standard deviation, RSD) 为

1.2%~2.8%, RSD＜3.0%, 符合 GB/T 27404-2008[17]附录 F

的要求。 

3.5  实际样品测定 

采用实验中优化出的各项参数对所购买的市售某品牌

发酵乳饮料进行测定。结果表明, 所测得的发酵乳饮料中果

糖含量为 0.105 g/100 g, 葡萄糖含量为 1.74 g/100 g, 蔗糖含

量为1.14 g/100 g, 不含有麦芽糖, 乳糖含量为0.233 g/100 g, 

所测结果均为平行测定 6 次结果的平均值, RSD 值分别为果

糖 1.3%, 葡萄糖 1.7%, 蔗糖 1.5%, 乳糖 0.94%。 
 

表 5  线性参数和检出限 
Table 5  Linearity parameters and detection limits  

组分 线性范围/(mg/mL) 线性方程 相关系数 检出限/(g/100 g) 

果糖 0.1~1.0 Y=0.289X+5.846 0.9998 0.1 

葡萄糖 0.1~1.0 Y=0.286X+5.849 0.9998 0.1 

蔗糖 0.1~1.0 Y=0.291X+5.848 0.9999 0.1 

麦芽糖 0.1~1.0 Y=0.294X+5.839 0.9998 0.05 

乳糖 0.1~1.0 Y=0.294X+5.844 0.9997 0.2 

 

 
 

图 1  5 种糖的色谱图 

Fig.1  Chromatogram of 5 kinds of sugars 
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表 6  精密度和回收率实验结果(n=6) 

Table 6  Precision and recovery rate test results (n=6)  

组分 
本底值

/(g/100 g) 
加标值

/(g/100 g)
测定值

/(g/100 g) 
回收率

/% 
RSD/%

果糖 0.105 

0.2 0.292 93.5 2.3 

0.6 0.685 96.7 2.1 

1.0 1.080 97.5 1.5 

葡萄糖 1.74 

0.2 1.929 94.5 2.7 

0.6 2.315 95.8 1.9 

1.0 2.714 97.4 1.2 

蔗糖 1.14 

0.2 1.325 92.5 2.8 

0.6 1.723 97.2 1.4 

1.0 2.099 95.9 1.7 

麦芽糖 0.00 

0.2 0.187 93.5 1.9 

0.6 0.582 97.0 2.1 

1.0 0.963 96.3 1.8 

乳糖 0.233 

0.2 0.422 94.5 1.4 

0.6 0.804 95.2 2.6 

1.0 1.204 97.1 1.2 

 

4  结  论 

本研究建立了高效液相色谱-蒸发光散射法同时测定

发酵乳饮料中的果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖和乳糖的含

量。优化后的试验参数为水作为提取剂, 乙腈作为沉淀剂, 

乙腈 :水 (75:25, V:V)作为流动相 , 流速为 1.0 mL/min, 

Waters XBridge 糖分析色谱柱 (250 mm×4.6 mm, 3.5 μm) 

分离, 蒸发光检测器参数为漂移管温度 65 ℃, 氮气压力

30 psi。 

本方法具有快速、准确、稳定性好、灵敏度高、精密

度良好的优点, 测定结果的重复性及准确性较好, 灵敏度

高, 检出限比示差折光检测法提高 10 倍以上, 同时克服了

示差折光检测器易受环境条件影响的缺点, 可用于检测发

酵乳中果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖及乳糖的含量。 
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