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摘  要: 目的  探究粮谷全粉及各组分间氢同位素比值的差异以及干燥条件和水分对粮谷中氢同位素比值测

定的影响。方法   采用高温裂解 /元素分析—稳定同位素比值质谱法(high temperature cracking/elemental 

analysis-stable isotope ratio mass spectrometry, TC/EA-IRMS)测定粮谷全粉(玉米、大米、小麦和高粱)及各组分

(淀粉、脱脂部分、脂肪、粗纤维和蛋白质)的 δ2H 值, 分析不同干燥条件对粮谷中 δ2H 值的影响, 探讨可交换

氢对淀粉氢同位素比值测定的影响。结果  粮谷籽粒与各组分中的 δ2H 值存在差异, 粮谷在 105 ℃烘干至恒

重后除水效果最佳。在最佳干燥条件下被不同标准水样处理后, 粮谷和淀粉的 δ2H 值最大差值分别为 12.11‰

和 18.41‰, 这表明可交换氢对淀粉的 δ2H 值具有显著影响(P<0.001)。结论  糖、脂肪、蛋白质、纤维素在粮

谷生长过程中存在同位素分馏, 使样品的氢同位素不是均一性分布。有机物中含有可交换氢, 会与样品所处环

境中的水进行同位素交换, 影响准确分析, 测定粮谷氢同位素比值时需排除水的干扰。本研究为后续粮谷淀粉

中氢同位素比值的测定及粮谷溯源研究提供了有效的参考依据。 
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ABSTRACT: Objective  To investigate the difference of hydrogen isotope ratio between whole grains and cereals 

flour and their components and the influence of drying conditions and moisture on the determination of hydrogen 
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isotope ratio in grains and cereals. Methods  High temperature cracking/elemental analysis-stable isotope ratio mass 

spectrometry (TC/EA-IRMS) was used to determine the δ2H values of whole grains and cereals flour (maize, rice, 

wheat and sorghum) and the fractions (starch, defatted portion, fat, crude fiber and protein). The effects of different 

drying conditions on the δ2H values of grain were analyzed, and the influence of exchangeable hydrogen on the 

determination of starch hydrogen isotope ratios was explored. Results  The δ2H values of various fractions in the 

grains and cereals were different. Drying the grain samples at 105 °C to a constant weight was the best water removal 

effect. After being treated with different standard water samples under the optimal drying conditions, the maximum 

difference in δ2H of grains and starch was 12.11‰ and 18.41‰. This indicates that exchangeable hydrogen had a 

significant effect on the δ2H value of starch (P<0.001). Conclusion  The isotopic fractionation of sugar, fat, protein 

and cellulose during the growth of grain makes the distribution of hydrogen isotopes in samples not uniform. Organic 

compounds contain exchangeable hydrogen, which will exchange isotopes with the water in the environment where 

the sample is located, affecting the accurate analysis. When measuring the hydrogen isotope ratio in grain, it is 

necessary to exclude the interference of water. This study provides an effective reference for the determination of 

hydrogen isotope ratios in grain starch and the study of grain traceability in the future. 
KEY WORDS: grains and cereals; hydrogen isotopes; starch; exchangeable hydrogen; traceability of origin 
 
 

0  引  言 

随着社会经济的快速发展, 人们对粮谷安全和品质

的要求日益提高。然而, 市场上粮谷产地标识错标等问题

层出不穷, 不仅损害了消费者的权益和品牌的形象, 还扰

乱了粮谷作物的市场秩序。因此, 开展高精度产地溯源研究, 
已成为确保食品质量安全、维护消费者权益的当务之急。稳

定同位素技术能够挖掘产品自身固有的天然属性且该属性

认为不可修改, 被认为是食品产地溯源等领域具有显著优

势的检测手段之一[1], 在稻米[2–5]、小麦[6–9]、大豆[10–12]、枸

杞[13]等作物的产地溯源中被广泛应用。 
粮谷一般指谷类粮食, 常见的有小麦、大米、玉米、

高粱等。具体成分通常包括碳水化合物(淀粉、其他糖类)、
蛋白质、脂肪、矿物质、维生素、膳食纤维(纤维素、半纤

维素)。在农产品产地溯源的研究中, 粮谷的前处理方法日

益受到很多学者的关注。有部分研究通过直接粉碎粮谷样

品进行检测[14–15], 有些研究则进一步探讨了粮谷组分间同

位素分馏现象。例如, 刘宏艳[16]发现小麦全粉及小麦各组

分的 δ2H 值具有显著差异, 且脱脂小麦的 δ2H 值与成熟期

0~20 cm 的土壤水中的 δ2H 值成显著正相关关系。郭波莉

等[17]分析了稳定氢同位素用于牛肉产地溯源的可行性, 得
出不同地区牛组织中的 δ2H 值差异显著。谢建军等[11]测定

了 4 个产地 60 份大豆样品的水溶性蛋白中 δ2H 值, δ2H 值

的溯源模型中对产地识别的贡献度(variable importance in 
projection, VIP)值为 1.045, 识别准确率为 100%。这些研究

均表明, 通过分析特征组分的稳定氢同位素比值, 可以有

效追遡其地理来源。 
然而, 在对粮谷进行氢同位素分析时存在一些局限。

主要挑战之一是前处理条件对粮谷中氢同位素分析结果的

影响, 如粮谷的烘干温度和除水效率。目前, 最佳前处理

条件不明确, 不适当的处理可能会改变样品的同位素特

征。此外, 在粮谷进行除水处理之后, 还需考虑有机物中

可交换氢的特征。有机物中氢同位素分为可交换氢和不可

交换氢, 同一有机物中的可交换氢可与环境中的水分子发

生交换, 进而改变有机物氢同位素的特征。大多复杂有机

物中存在的可交换氢对其氢同位素具有显著影响[18]。因此, 
即使进行了除水处理, 有机物的可交换氢也已经具有了不

同来源水的氢同位素特征, 增加了分析的复杂性。 
在多数粮谷产地溯源相关研究中, 不同地区粮谷样

品的 δ2H 值基本相差 10 左右[19–21], 有时 δ2H 值的差异过小

导致无法确定水与有机物间是否发生了氢的交换。目前, 
关于可交换氢的报道还相对较少。为了消除可交换氢的影

响, BRICOUT 等[22]通过硝化反应去除糖中的可交换氢, 分
析了橙汁中的糖和甜菜糖 δ2H 值在气候上的差异 ; 
CHAMBERLAIN 等[23]通过对羽毛角蛋白进行平衡交换实

验 , 分析了可交换氢对羽毛氢同位素组成的影响。

EHLERINGER 等[24]结合了头发氨基酸中可交换氢和不可

交换氢等影响因素, 预测头发中角蛋白的 δ2H 和 δ18O, 建
立了一个基于头发稳定同位素组成预测人类地理起源区域

的模型。由此可见, 考虑可交换氢对氢同位素分析的影响

在各研究领域都具有重要意义。 
国内在粮谷氢稳定同位素比值测定的前处理方面尚

未充分考虑各影响因素, 导致无法准确测定粮谷中的氢同

位素比值。基于此, 本研究利用高温裂解/元素分析—稳定

同位素比值质谱法 (high temperature cracking/elemental 
analysis-stable isotope ratio mass spectrometry, TC/EA-IRMS)
测定了粮谷全粉及各组分的 δ2H 值, 通过单因素方差分析

(one-way analysis of variance, ANOVA)和 t 检验分析了粮谷
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全粉及各组分氢同位素比值的差异以及被不同标准水样处

理后粮谷和淀粉中的 δ2H 值差异, 同时比较不同干燥条件

对粮谷的除水效果, 为后续探讨粮谷中氢同位素提供了一

定的参考依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

玉米(4 份)、大米(3 份)、小麦(3 份), 高粱(2 份), 淀
粉(1 份)。样品信息见表 1。 

 

表 1  样品信息 
Table 1  Sample informations 

样品名称 样品编号 样品产地 

玉米 

YX-1 河南省南阳市南召县小店乡大曹庄村 

YX-2 河南省新乡县小吉镇都富村 

YX-3 河南省信阳市平桥区, 田间 

YX-4 河南省信阳市浉河区谭家河乡刘河村 

大米 

RX-1 河南省新乡县小吉镇都富村 

RX-2 河南省信阳市平桥区, 田间 

RX-3 河南省信阳市浉河区谭家河乡刘河村 

小麦 

WX-1 河南省南阳市南召县小店乡大曹庄村 

WX-2 河南省新乡县小吉镇都富村 

WX-3 河南省信阳市平桥区, 田间 

高粱 
SX-1 河南省南阳市南召县小店乡大曹庄村 

SX-2 河南省信阳市浉河区谭家河乡刘河村 

淀粉 GB3167 南京甘汁园糖业有限公司 

 
氯仿、甲醇 (色谱纯 , 德国默克公司 ); WSD-6(水 , 

δ2Hv-smow=–46.13‰)、WSD-7(水 , δ2Hv-smow=–142.31‰)、
WSD-8(水, δ2Hv-smow=–3.14‰)(中轻技术创新中心有限公

司); USGS-62(咖啡因, δ2Hv-smow=–156.1‰)(美国地质调查

局 ); IAEA-CH-7( 聚 乙 烯 箔 , δ2Hv-smow=–100.1‰) 、

NBS-22(油, δ2Hv-smow=–120‰±1.0‰)(国际原子能机构)。 
DHG-9140A 电热鼓风干燥箱(上海一恒科学仪器有限

公司); TCEA 高温裂解元素分析仪、Delta V Advantage 稳定同

位素比值质谱仪、5 mm×3.5 mm 银杯(德国赛默飞世尔科技

有 限 公 司 ); XS205 分 析 天 平 ( 精 度 0.1 mg, 瑞 士

Mettler-Toledo 公司); Sigma3-18K 高速冷冻离心机(德国

Sigma 公司 ); HR2864 搅拌机 (荷兰皇家飞利浦公司 ); 
HH-S4 电热恒温水浴箱 (北京科委永兴仪器有限公司 ); 
EOFO-945601Talboys 基本型涡旋混合器(上海安普实验室

科技股份有限公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  粮谷各组分样品制备 
全粉: 将粮谷籽粒用粉碎机粉碎, 保存备用。 
脂肪: 称取 3 g 粮谷全粉放入 50 mL 离心管, 取氯仿:

甲醇(V:V=2:1)的溶液 15 mL 加入离心管, 涡旋 10 min, 以
转速 5000 r/min 离心 5 min, 收集脂肪上清液。溶剂清洗重

复两次, 将收集的脂肪上清液烘干, 待测。 
脱脂部分: 将剩余脱脂沉淀冷冻干燥, 保存备用。 
淀粉和粗纤维: 将脱脂部分按照 1:10 的固液比(m:V)

加入去离子水, 涡旋振荡 3~4 min。向样品中加入 1 mol/L 
NaOH 溶液, 调整 pH 至 11, 并在 5000 r/min 的离心速度下

进行 10 min, 收集蛋白上清液, 保存备用。以上步骤均重复

2 至 3 次, 确保有效成分完全回收。最后用 1:3 (m:V)的蒸馏

水洗涤剩余淀粉沉淀 2~3 次, 每次洗涤前需静置 30 min。经

过冷冻干燥处理后, 利用 100 目和 120 目筛去除粗纤维和

其他杂质, 收集淀粉与粗纤维, 待测。 
蛋白质: 将收集的蛋白上清液中加入 1 mol/L HCl, 

调 pH 至 4.5, 以 5000 r/min 的转速离心 5 min, 促使蛋白质

发生等电点沉淀。重复此过程 2~3 次, 回收蛋白质沉淀进

行冷冻干燥处理后, 待测。 
1.2.2  粮谷最佳干燥条件和除水率验证  

从同一批次中随机选取 5 个粮谷样品, 确保样品具有

代表性。将粮谷籽粒粉碎后均分为 3 组, 每组样品重量尽

可能一致。第一组不做除水处理, 待测。第二组按照 GB 
5009.3—2016《食品安全国家标准 食品中水分的测定》中

的直接干燥法 105 ℃干燥至恒重, 待测。第三组对粮谷进

行 70 ℃烘干 48 h, 待测。除水率 R 计算见公式(1):  
 R/‰=(G1–G2)/G1×100‰   (1) 

式中, G1 为试验前样品的质量, G2 为试验后样品的质量。 
1.2.3  可交换氢对粮谷和淀粉中氢同位素测定影响验证 

从同一批次中随机选取一个样品, 称取两组等量的

样品置于 105 ℃烘干至恒重, 分别按固液比 1:4 (m:V)的比

例加入两个标准水样 WSD-7、WSD-8, 涡旋振荡处理后, 
放入水浴锅中 80 ℃加热 4 h, 常温下静置 24 h。样品冷冻

干燥后, 待测。 
选一个纯淀粉样品作为研究对象, 取适量的样品分

为 3 组, 每组样品按固液比 1:4 (m:V)的比例分别加入 3 个

标准水样 WSD-6、WSD-7、WSD-8, 涡旋振荡, 水浴锅

80 ℃加热 4 h, 常温下静置 24 h。样品冷冻干燥后, 待测。 
1.2.4  稳定同位素的测定 

δ2H 值的测定: 称取 0.38~0.48 mg 淀粉样品, 用银杯

包好, 按顺序放入自动进样器, 自动进样器将样品送入高

温裂解元素分析仪中, 样品经燃烧炉 1450 ℃高温裂解后, 
转换成氢气, 经高纯氦气稀释后进入同位素质谱仪进行检

测。在分析过程中, 氦气吹扫流量定为 125 mL/min, 同位

素比质谱检测时间为 950 s, 参考气为氢气(>99.999%)。 
由于元素重同位素自然丰度相对较低, 仪器获取的

稳定同位素比率值(R)极小, 国际上通常采用将已知同位

素比率的标准品作为参照, 计算未知样本中稳定同位素比

率的相对值。稳定性同位素比率 δ计算见公式(2):  
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 δ/‰=[(R 样品/R 标准)–1]×1000‰   (2) 
式中, R 样品为所测样品中重同位素与轻同位素丰度比, 即
2H/1H; R 标准为国际参考标准 V-SMOW 中重同位素与轻同

位素丰度比。样品的稳定同位素比值经国际标准品

USGS-62、IAEA-CH-7、NBSS-22 进行 3 点校正, 校正回

归系数 R2 大于 0.99。 

1.3  数据处理 

利用 SPSS 22.0 对粮谷全粉及不同组分中 δ2H 值进行

单因素方差分析; 对不同干燥条件下粮谷中的 δ2H 值和除

水率、不同标准水样处理后的粮谷和淀粉中 δ2H 值进行 t
检验, 显著性水平设定为 0.05。利用 GraphPad Prism 9 绘

制单因素方差分析图。 

2  结果与分析 

2.1  粮谷中氢同位素在不同组分间的差异分析 

本研究分析了粮谷全粉及不同组分(淀粉、脱脂部分、

脂肪、粗纤维和蛋白质)中氢同位素的比值。如图 1 所示, 粮
谷各组分中 δ2H 值的范围为–44.79‰至–177.98‰。粮谷全粉

及不同组分的 δ2H 值由大到小依次为: δ2H 淀粉>δ2H 脱脂部分> 
δ2H 全粉>δ2H 蛋白质>δ2H 粗纤维>δ2H 脂肪, 其中脂肪中 δ2H 平均值

为 –139.82‰, 与其他各组分的 δ2H 值具有显著差异

(P<0.0001)。全粉、脱脂部分、蛋白质之间的 δ2H 值差异

不显著。淀粉的氢同位素比值最高, 平均值为–57.39‰。

各组分的氢同位素差异关系与刘宏艳[16]研究中所述基本

相符。脂肪分子是由甘油和 3 个脂肪酸长链通过酯键结合

形成, 蛋白质是由 20 种不同的氨基酸通过肽键连接形成

的长链分子。相比之下, 淀粉是一种由葡萄糖单体组成的

简单多糖。鉴于淀粉的结构相对简单性, 因此, 淀粉可作

为粮谷判别产地溯源的特征组分[25]。 
 

 
 

注: 不同字母表示组间具有显著性差异, P<0.05。 
图1  粮谷全粉及各组分中的δ2H值 

Fig.1  δ2H values in grains and cereals flour and its components 
 

2.2  不同干燥条件下粮谷中的 δ2H 值与除水率分析 

由于粮谷作物中含有一定的水分[26], 为了尽可能排

除水分的干扰, 本研究通过测定不同干燥条件下粮谷样品

的 δ2H 值及除水率判断最佳干燥条件。不同干燥条件下粮

谷样品的 δ2H 值存在差异, 70 ℃烘干 48 h, 粮谷的 δ2H 值

为–66.45‰, 未除水条件下粮谷的 δ2H 值最高(–62.33‰), 
105 ℃烘干至恒重最低(–77.64‰), 未除水与 105 ℃烘干至

恒重条件下处理后的粮谷样品的 δ2H 值差异显著(P<0.001), 
表明水分的彻底去除对于实现更准确的 δ2H 测定至关重

要。由表 2 可知, 除 1 号样品外, 在 105 ℃烘干至恒重条

件下粮谷的除水率 R 大于 70 ℃烘干 48 h 条件下的除水率。

研究结果表明, 此条件不仅缩短了烘干时间, 而且较高的

温度可以加速水分蒸发, 同时有效降低样品中的 δ2H 值, 
使测定结果更接近真实值。因此, 应采用 105 ℃烘干至恒

重的方法作为粮谷样品的最佳干燥条件, 确保样品处理的

效率与结果的准确性。 
 

表 2  不同干燥条件下粮谷除水率 
Table 2  Grains and cereals dehydration rate under different 

drying conditions 

干燥条件 样品编号 G1/g G2/g R 

70 ℃烘干
48 h 

1 0.20 0.18 0.10  

2 0.19 0.17 0.11  

3 0.24 0.22 0.08  

4 0.22 0.20 0.09  

5 0.22 0.20 0.09  

105 ℃烘干

至恒重 

1 0.20 0.18 0.10  

2 0.20 0.17 0.15  

3 0.20 0.18 0.10  

4 0.20 0.18 0.10  

5 0.24 0.21 0.13  
 

2.3  可交换氢对粮谷中氢同位素测定的影响 

为验证在测定粮谷氢同位素时是否已完全消除水的

影响, 本研究采用氢同位素比值不同的标准水样对同一个

样品进行处理, 结果如表 3 所示, 粮谷样品中 δ2H 值随着

水中 δ2H 的值增加而增加, 粮谷两组样品的 δ2H 值存在显

著差异(P<0.001), 最大差异达到 12.11‰。表明即使将粮谷

中的水分完全除去, 不同来源的水与粮谷样品可能已经发

生了部分氢同位素的交换。因此, 应考虑可交换氢对粮谷

中氢同位素测定的影响。 
 

 

表 3  被不同标准水样处理后的粮谷中 δ2H 值(‰, n=3) 
Table 3  δ2H values in grains and cereals treated with different 

standard water samples (‰, n=3) 

分组 标准水样中 δ2H 值 粮谷中 δ2H 值 标准偏差

WSD-8   –3.14 –34.80 1.4 

WSD-7 –142.31 –46.91 0.8 
 

2.4  可交换氢对淀粉中氢同位素测定的影响 

为探究淀粉能否作为产地溯源的特征组分, 并验证

可交换氢对淀粉氢同位素测定的影响, 本研究以淀粉作为
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研究对象, 考察了不同 δ2H 值的水处理后淀粉样品中 δ2H
值的变化趋势。如图 2 和表 4 所示, 淀粉中的 δ2H 值随水

中 δ2H 值的增加而增加, 淀粉中的 δ2H 值与水中 δ2H 值之

间存在显著的正相关关系(R2=0.914), 经不同 δ2H值的水处

理后, 淀粉中 δ2H 值的最大差值达到 18.41‰, 表明淀粉中

的可交换氢与水中的氢同位素发生了有效的交换, 证实了

水中 δ2H 值对淀粉氢同位素比值有显著影响。因此, 在测定

淀粉中氢同位素比值时, 消除可交换氢的影响至关重要。 
 

 
 

图2  淀粉中δ2H与水中δ2H的相关性分析 
Fig.2  Correlation analysis of δ2H in starch with δ2H in water 

 
表 4  被不同标准水样处理后的淀粉中 δ2H 值(n=3) 

Table 4  δ2H values in starch treated with different standard 
water samples (n=3) 

分组 标准水样中 δ2H 值 
/‰ 

淀粉中 δ2H 值 
/‰ 

标准偏差
/‰ 

WSD-8 –3.14 –27.73 0.8 

WSD-6 –46.13 –33.35 1.3 

WSD-7 –142.31 –46.14 0.9 
 

3  讨论与结论 

本研究选取了具有代表性的粮谷样品(玉米、大米、

小麦和高粱), 分析了粮谷全粉及各组分(淀粉、脱脂部分、

脂肪、粗纤维和蛋白质)的氢同位素比值差异。结果表明, 
粮谷中的脂肪与其他组分的 δ2H 值存在显著差异。粮谷的

全粉与不同组分间存在同位素分馏现象, 这种现象会导致

各组分间的同位素富集程度不同[27]。而淀粉相较于脂肪和

蛋白质结构更为简单, 因此可以对淀粉的氢同位素比值进

行单体化合物分析。在粮谷前处理方法中, 考虑水分影响

的研究相对较少。干燥是测定粮谷稳定同位素前处理步骤

之一, 其中干燥温度是极为重要的参数。不同的干燥温度

水分蒸发的程度不同[28], 而不同产地的粮谷中水分含量、

水的氢同位素比值均不相同, 因此在测定时需排除水的干

扰。根据 GB 5009.3—2016《食品安全国家标准 食品中水

分的测定》, 粮谷干燥法采用的是 105 ℃对样品进行烘干, 

但大多数研究中的前处理温度基本在 70 ℃或者 70 ℃以

下。为了在粮谷的氢同位素比值测定中尽可能排除水的干

扰, 本研究比较了 3 种不同温度条件下粮谷中的 δ2H 值, 
发现 105 ℃烘干至恒重处理后粮谷的 δ2H 值最低, 除水效

果更佳。 
可交换氢的交换速率取决于交换环境、pH、温度和空

间可行性[29]。由于土壤水、地表水和地下水具有相似氢同

位素的组成, 大气降水会与当地的土壤水、地下水等进行

交换[30]。KELLY 等[31]发现在人的头发中至少有 9%的总氢

在 25 ℃发生交换。CHAMBERLAIN 等[23]得出羽毛中的

δ2H 值变化为 6.5‰, 该变化小于方法分析中的不确定度

(约为±10‰), 因此不会对样品的分析结果产生显著影响。

然而, 在本研究中, 使用不同标准水样处理粮谷样品和淀

粉后, 观察到处理后样品的差值均超过 10‰。本研究结果

揭示了水中存在的可交换氢还会与粮谷中氢同位素发生交

换, 从而对测定值造成一定的影响。目前, 关于如何消除

此类影响的方法还尚未提出, 因此需要进一步探究淀粉与

水中的氢同位素交换机制。另外, 虽然本次研究的试验步

骤较为烦琐、选择样品数量较少, 但仍为粮谷的产地溯源

提供了新的研究方向, 后续可加大样品的品种和数量, 结
合对现有数据再进行优化分析。 

本研究发现, 粮谷全粉及各组分中的氢同位素比值

存在分馏差异; 脂肪的 δ2H 值与其他各组分均存在显著差

异。其中, 脂肪的 δ2H 值最低, 淀粉中的 δ2H 值最高。为

了排除水对粮谷中氢同位素测定的影响, 进一步对比 3 种

不同温度条件下粮谷的 δ2H 值及除水率, 结果表明 105 ℃
烘干至恒重条件下粮谷的除水效果最佳。但不同标准水样

对粮谷样品和淀粉处理后仍存在显著差异, 主要原因是有

机物中还存在可交换氢的影响。本研究系统性分析了粮谷

氢同位素测定中的干扰因素, 为粮谷淀粉中氢同位素比值

的测定及产地溯源的进一步研究与应用提供了参考依据。 
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