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高效液相色谱法测定蛋白粉中异麦芽酮糖含量 

刘春丽*, 杨  静, 胡  杰, 卢迪勋, 陈汉峰, 黎俊威 
[捷通(广州)检测技术服务有限公司, 广州  510730] 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, HPLC)测定蛋白粉中异麦芽酮

糖含量。方法  样品经 50%乙腈超声萃取, 离心后取上清液, 经 0.45 μm 微孔滤膜过滤后用亲水作用色谱

(hydrophilic interaction liquid chromatography column, HILIC)分离, 高效液相色谱仪-示差检测器分析。选用色

谱柱Waters XBridge HILIC (4.6 mm×250 mm, 5 μm), 流动相: 乙腈:水=85:15 (V:V); 检测器温度为 40 ℃; 流速

为 1.0 mL/min; 进样体积为 5 μL; 柱温为 40 ℃; 运行时间为 10 min。结果  异麦芽酮糖在 1.96~9.80 mg/mL

范围内线性关系良好, 相关系数(r2)为 0.9999, 回收率均大于 90% (n=9), 相对标准偏差为 0.65%。本方法检出

限为 0.01 g/100 g, 定量限为 0.04 g/100 g。结论  本方法前处理方法简单, 检测灵敏度高, 稳定性好, 适用于

蛋白粉样品中异麦芽酮糖含量的检测。样品使用 50%乙腈水溶解样品能较好地除去部分杂质, 同时采用

Xbridge HILIC 柱, 有较好的极性保留, 检测时间短, 分离效果好, 可以避免其他糖成分带来的干扰。 
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Determination of isomaltulose content in protein powder by high 
performance liquid chromatography 

LIU Chun-Li*, YANG Jing, HU Jie, LU Di-Xun, CHEN Han-Feng, LI Jun-Wei 
[Access (Guangzhou) Testing Technology Service Co., Ltd., Guangzhou 510730, China] 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of isomaltulose content in protein powder by 

high performance liquid chromatography (HPLC). Methods  The sample was extracted by 50% acetonitrile 

ultrasonic extraction, centrifuged, and the supernatant was taken. It was filtered through a 0.45 μm microporous 

membrane and separated by hydrophilic interaction liquid chromatography column (HILIC). The sample was 

analyzed by high-performance liquid chromatography differential detector. Select the Waters XBridge HILIC 

chromatographic column (4.6 mm×250 mm, 5 μm), mobile phase: Acetonitrile:water=85:15 (V:V); the detector 

temperature was 40 ℃; the flow rate was 1.0 mL/min; the injection volume was 5 μL; the column temperature was 

40 ℃; the running time was 10 minutes. Results  The linear relationship of isomaltulose was good within the range 

of 1.96–9.80 mg/mL, with a correlation coefficient of 0.9999 and recovery rates greater than 90% (n=9). The relative 

standard deviation value was 0.65%. The limit of detection of this method was 0.01 g/100 g, and the limit of 

quantification was 0.04 g/100 g. Conclusion  This method has a simple pre-processing method, high detection 

sensitivity, and good stability, and is suitable for detecting the content of isomaltulose in protein powder samples. 

Dissolving the sample in 50% acetonitrile water can effectively remove some impurities, while using an Xbridge 
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HILIC column has good polarity retention, short detection time, good separation effect, and can avoid interference 

from other sugar components. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography; isomaltulose; protein powder; hydrophilic interaction 

liquid chromatography column 
 
 

0  引  言 

异麦芽酮糖 (isomaltulose/palatinose, C12H22O11·H2O)
又名帕拉金糖, 在蜂蜜和甘蔗中天然存在, 它是蔗糖异构

酶将蔗糖的 α-1,2 糖苷键转变为 α-1,6 糖苷键的一种还原性

二糖。异麦芽酮糖与蔗糖和海藻酮糖互为同分异构体。异

麦芽酮糖的甜味与蔗糖相似, 口感好, 且具有低热量、低

黏度、无吸湿性、耐酸水解等优异特性[1–6]。近年来, 随着

人们生活水平的提高和线上工作生活方式的普遍, 由于日

常饮食摄入较多糖类引起的肥胖、糖尿病、高血脂等日益

成为了威胁人类健康的问题, 消费者对蔗糖替代品的需求

日益增加 , 能替代蔗糖的功能性甜味剂现在广泛受到关

注。最新的研究表明, 异麦芽酮糖是一种具有与蔗糖类似

的感官品质, 可以在小肠完全水解吸收, 但是其水解速度

只有蔗糖 20%~25%的功能性甜味剂, 所以异麦芽酮糖的

这些特性刚好可以符合糖尿病和肥胖人士使用。此外异麦

芽酮糖作为食品添加剂的安全性已被接受: 美国食品药品

监督管理局(Food and Drug Administration, FDA)将其认证

为公认安全(generally recognized as safe, GRAS)级食品添

加剂, 中国标准 GB 2760《食品安全国家标准 食品添加剂

使用标准》也认为异麦芽酮糖可以按需添加。异麦芽酮糖

不仅口感好、安全性高, 而且具有低热量、保护胰岛的特

性, 可作为食品添加剂广泛应用于食品行业[7–12]。 
目前针对异麦芽酮糖的研究, 更多的是对其构效关

系以及食用是否安全性等方面做了大量的研究[13–18], 然而

国内对异麦芽酮糖的测定方法报道较少。异麦芽酮糖的检

测容易受到其他糖和糖醇的干扰[19–24], 而亲水作用色谱柱

(hydrophilic interaction liquid chromatography column, 
HILIC)是互补于反相色谱(reversed phase, RP)的色谱技术, 
它可以提高极性非常大的物质的保留 , 同时还可为极性

物质和可离子化物质的混合物提供正交于 RP 的分离模

式。因此本研究采用 HILIC 进行分离[25–30], 并使用高效

液 相 色 谱 法 (high performance liquid chromatography, 
HPLC)-示差检测器(refractive index detector, RID)对蛋白

粉中异麦芽酮糖进行测定, 以期为蛋白粉中异麦芽酮糖

的检测提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

市售的含有异麦芽酮糖的蛋白粉样品 A, 市售的不含

有异麦芽酮糖的蛋白粉样品 B。 
乙腈(色谱纯, 德国默克公司); 异麦芽酮糖标准品(纯

度 94.6%, 美国药典公司); 水为符合 GB/T 6682《分析实验

室用水规格和试验方法》规定的一级水。 

1.2  仪器与设备 

Waters Arc Premier 高效液相色谱仪 (配示差检测

器 )、Carbohydrate (4.6 mm×250 mm, 5 μm)、XBridge 
HILIC (4.6 mm×250 mm, 5 μm)(美国沃特世公司); XPE205
分析天平(感量 0.1 mg, 瑞士梅特勒-托利多国际股份有限

公司); S180H 超声波振荡器(德国艾尔玛公司); Promax 振

荡器(德国海道尔夫公司); 3K15 离心机(美国西格玛公司); 
Zorbax NH2 (4.6 mm×250 mm, 5 μm)(美国安捷伦公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品前处理 
准确称取样品 1.0 g 至 50 mL 离心管; 加入 25 mL 

50%乙腈水溶液, 放入超声波振荡器中超声提取 10 min, 
再以 3000 r/min 的速度离心 3 min, 最后用 0.45 μm 微孔滤

膜过滤至样品瓶, 供高效液相色谱仪测定。 
1.3.2  溶液配制 

(1)标准溶液配制 
异麦芽酮糖标准储备溶液: 称取约 250 mg(精确至 0.1 mg)

异麦芽酮糖标准品, 用流动相溶解并定容至 25 mL。 
异麦芽酮糖标准品工作溶液: 分别准确移取 1、2、3、

4、5 mL 标准储备溶液至 5 mL 容量瓶, 用流动相定容并混

合均匀。 
(2)流动相配制 
流动相配制: 量取850 mL乙腈加入150 mL水混合均匀。 
(3)溶液配制 
50%乙腈水溶液: 乙腈和水按体积比 1:1 混合。 

1.3.3  色谱条件 
色谱柱: XBridge HILIC (4.6 mm×250 mm, 5 μm); 流

动相: 乙腈/水=85/15 (V:V); 检测器温度: 40 ℃; 流速: 
1.0 mL/min; 进样体积: 5 μL; 柱温: 40 ℃; 运行时间: 10 min。 

1.4  数据处理 

本研究检测数据的定性定量分析和目标物质色谱图

在沃特世 Empower 3 中完成, 而所有测定结果均为原始结

果。数据分析利用 Microsoft Excel 365 进行, 包括了数据

的录入、整理、统计学分析和可视化图形的绘制。 



第 24 期 刘春丽, 等: 高效液相色谱法测定蛋白粉中异麦芽酮糖含量 73 
 
 
 
 
 

 

2  结果与分析 

2.1  色谱柱选择 

配制一个标准品溶液和样品溶液, 分成 3 份, 分别采用

Carbohydrate (4.6 mm×250 mm, 5 μm)、Zorbax NH2 (4.6 mm× 
250 mm 5 μm)和 Xbridge HILIC (4.6 mm×250 mm, 5 μm) 3
种色谱柱进行上机分析, 比较不同色谱柱检测的标准品和

样品色谱图。 
采用Carbohydrate的色谱柱对标准品和样品A进行分

析的色谱图如图 1、2 所示。由图 1 可知, 标准品溶液的色

谱峰出现拖尾现象, 由图 2 可知, 样品溶液中异麦芽酮糖

没有与杂峰彻底分离。 
 

 
 

图 1  采用 Carbohydrate (4.6 mm×250 mm, 5 μm)色谱柱的 
标准品色谱图 

Fig.1  Chromatograms of standard by using Carbohydrate  
(4.6 mm×250 mm, 5 μm) 

 

 
 

图 2  采用 Carbohydrate (4.6 mm×250 mm, 5 μm)色谱柱的 
样品 A 色谱图 

Fig.2  Chromatograms of sample A by using Carbohydrate  
(4.6 mm×250 mm, 5 μm) 

 
采用 Zorbax 的氨基色谱柱对标准品和样品 A 进行分

析的色谱图如图 3、4 所示。由图 3 可知, 标准品溶液出现

了较强的拖尾效应, 由图 4 可知, 样品溶液中色谱峰同样

发生了拖尾效应, 同时目标峰与杂峰未能完全分离, 保留

时间较长。 
采用 HILIC 色谱柱对标物和样品 A 进行分析的色谱

图如图 5、6 所示, 标准品及样品峰型较好, 样品峰与杂峰

已彻底分离, 同时保留时间较短, 能较大缩短检测时间。

综合各色谱柱对目标峰的分离效果、保留时间和目标峰的

峰型的影响, 本方法最终采用 XBridge HILIC 色谱柱作为

分析柱。 

 
 

图 3  采用 Zorbax NH2 (4.6 mm×250 mm, 5 μm)色谱柱的 
标准品色谱图 

Fig.3  Chromatograms of standard by using Zorbax NH2  
(4.6 mm×250 mm, 5 μm) 

 

 
 

图 4  采用 Zorbax NH2 (4.6 mm×250 mm, 5 μm)色谱柱的 
样品 A 色谱图 

Fig.4  Chromatograms of sample A by using Zorbax NH2  
(4.6 mm×250 mm, 5 μm) 

 

 
 

图 5  采用 Xbridge HILIC (4.6 mm×250 mm, 5 μm)色谱柱的 
标准品色谱图 

Fig.5  Chromatograms of standard by using Xbridge HILIC  
(4.6 mm×250 mm, 5 μm) 

 

2.2  方法学考察 

2.2.1  线性关系 
选取 2、4、6、8、10 mg/mL 的异麦芽酮糖标准工作

溶液, 按照优化好的最佳色谱条件进行测定, 以峰面积(Y)
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为纵坐标, 以标准稀释液质量浓度(X, mg/mL)为横坐标, 绘
制标准曲线 , 进行线性回归分析 , 线性回归方程为

Y=45981X–1022.7, 相关系数(r2)=0.9999, 在 1.96~9.80 mg/mL
范围内线性关系良好。 

 

 
 

图 6  采用 Xbridge HILIC (4.6 mm×250 mm, 5 μm)色谱柱的 
样品 A 色谱图 

Fig.6  Chromatograms of sample A by using Xbridge HILIC  
(4.6 mm×250 mm, 5 μm) 

 

 
 

图 7  异麦芽酮糖标准物质曲线图 
Fig.7  Isomaltulose standard substance curve graph 

 
2.2.2  专属性 

检查样品基质对结果是否存在干扰, 使用异麦芽酮

糖标准品、样品 A 和样品 B 分别配制溶液进行上机测试。

结果如图 8~10 所示。由图 8 可知, 标准物质目标峰出峰

时间大约在 5.5 min 左右。由图 9 可知, 样品 A 在 5.5 min
左右的峰型良好, 没有出现肩峰等现象。由图 10 可知, 
阴性样品 B 在异麦芽酮糖出峰位置没有出现明显定量峰, 
不影响异麦芽酮糖的定量(异麦芽酮糖的保留时间约为

5.5 min)。 
 

 
 

图 8  异麦芽酮糖标准物质色谱图 
Fig.8  Chromatogram of isomaltulose reference material 

 
 

图 9  样品 A 色谱图 
Fig.9  Chromatograms of sample A 

 

 
 

图 10  阴性样品 B 色谱图 
Fig.10  Chromatograms of negative sample B 

 
2.2.3  溶液稳定性 

对照品工作溶液和样品溶液分别在放置一定时间后

测定, 考察目标组分峰面积的变化, 结果如表 1 所示。由

表 1 可见, 对照品和样品 A 在 12 h 内峰面积变化较小, 峰
面积的相对偏差在 2%以内, 说明本方法中样品 A 的上机

溶液在 12 h 内稳定。因此, 本方法的最终上机溶液性质稳

定, 在 12 h 没有发生任何性状的改变, 能够满足一般检测

的需求。 

 
表 1  稳定性结果 

Table 1  Results of stability 

放置 
时间/h

对照品 样品 A 

峰面积
峰面积的相对

标准偏差/%
峰面积 

峰面积的相对

标准偏差/%

0 268, 429 NA 266, 109 NA 

4 269, 056 0.23 264, 593 0.57 

8 268, 267 0.06 264, 926 0.44 

12 265, 452 1.11 260, 908 1.95 

注: NA 代表不适用。 

 
2.2.4  检出限及定量限 

制备低浓度样品 A 溶液, 进样得到色谱峰, 计算出待测

组分的信噪比(S/N)。在信噪比为 3 时, 得到检出限 0.01 g/100 g; 
在信噪比为 10 时, 得到定量限 0.04 g/100 g (称样量为 1 g, 
定容体积为 25 mL)。本方法的检出限及定量限能够满足正

常检测的需求。 
2.2.5  精密度 

两个分析员分别连续测定按规定浓度配制的 6 个样
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品 A, 计算 12 个测定结果的相对标准偏差, 结果如表 2 所

示。12 个测定结果的相对标准偏差为 0.65%, 满足 GB/T 
27417—2017《合格评定 化学分析方法确认和验证指南》

中 2%的要求, 说明本方法的精密度能够满足样品检测的

需求。 
2.2.6  准确度 

称取样品 A 约 1.0 g, 分别加入 0.4、0.7、1.0 mL 质量

浓度为 96.8174 mg/mL 的加标溶液, 定容于 25 mL 容量瓶

中, 每个加标水平进行 3 次平行检测, 计算加标回收率(本
底值为精密度测试中 12 个测定结果的平均值)。加标回收

率实验结果如表 3 所示, 可以看到 9 个加标样的回收率均

在 90.61%~98.91%之间, 本方法准确率能够达到一般检测

的需求。 
 

表 2  精密度结果 
Table 2  Results of precision 

序号 
异麦芽酮糖/(g/100 g) 

分析员 1 分析员 2 

1 13.903 13.665 
2 13.720 13.635 
3 13.830 13.757 
4 13.723 13.564 
5 13.799 13.719 
6 13.717 13.768 

组内平均值 13.782 13.685 
组间平均值 13.733 

相对标准偏差/% 0.65 

 
表 3  样品 A 加标回收率实验结果 

Table 3  Experiment results of sample spiked recovery 

加标比率 
/% 

加入量 
/mg 

检出量 
/mg 

回收率 
/% 

回收率 
平均值/% 

70 38.7270 
37.2738 96.25 

95.46 38.3037 98.91 
35.3358 91.24 

100 67.7722 
62.6485 92.44 

91.78 62.2892 91.91 
61.6567 90.98 

130 96.8174 
95.0516 98.18 

93.72 87.7290 90.61 
89.4169 92.36 

  

3  结  论 

本研究建立了 HPLC-RID 对食品中异麦芽酮糖的检测

方法。HILIC 色谱柱具有实质性的优点, 可以提高极性物质

(如糖和糖醇)的保留时间, 以解决极性化合物的分离难题, 
并有效地缩短检测时间。而本研究考察了 C18、氨基、HILIC 
3 种不同填料的色谱柱对异麦芽酮糖检测的影响, 综合 3 种

色谱柱的色谱峰型、色谱峰分离度、保留时间等因素, 最终

选定了 HILIC 柱为本方法的色谱柱。本方法使用 50%乙腈

作为提取液, 能够保证完全提取样品中的异麦芽酮糖, 同时

也对蛋白质、脂肪等杂质有很好的沉淀除杂作用。 
通过对实验方法各项指标进行检测可知, 本方法的检

出范围为 1.96~9.80 mg/mL、回收率均大于 90% (n=9)和相对

标准偏差为 0.65%, 均能满足实际检测的需求。该方法实验

前处理简单、分析成本较低、分析效率高效, 有效地解决了

传统的 HPLC 方法受糖或糖醇干扰而导致的色谱峰分离度

低、保留时间过长、前处理过于复杂等缺点, 具有较好的推

广价值。同时由于目前行业内蛋白粉中异麦芽酮糖没有相对

应的国家标准、行业标准等标准检测方法, 因此本方法也

为行业内对蛋白粉中异麦芽酮糖的检测提供参考。 
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