
利用差异衍生同步分析醛糖和酮糖

叶芳挺　严小军 3 　徐继林　陈海敏
(宁波大学 ,浙江省海洋生物工程重点实验室 , 宁波 315211)

摘 　要 　建立了一种可同时对醛、酮糖进行精确定性和定量分析的方法。以肌醇作为内标 ,用 80%乙醇超声

提取 ,利用醋酸酐和 HMDS + TMCS(1∶3)进行差异衍生 ,在 E I源下用 SIM模式进行 GC /MS分析。结果表明 :

11种标准单糖在 1～4 mg/L范围内线性良好 ;仪器检出限 :醛糖在 8. 15～22. 4μg/L之间 ;酮糖为 2. 32μg/L

和 3. 47μg/L;高、中、低 3个量的平均回收率在 73. 0% ～95. 7% ,相对标准偏差在 3. 1% ～10. 0%。对枸杞游

离单糖进行测定 ,各单糖含量分别在 0. 26～368. 6 mg/g。该方法弥补了以前单糖分析中的缺陷 ,对既含有醛

糖又含有酮糖的样品可同时进行精确的定性定量分析。
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1　引　　言

单糖的组成分析是糖类学研究的基础 , GC /MS是目前应用最广泛对单糖的组成进行分析的方法 ,

它具有分辨能力高、分析速度快和灵敏度高等优点 [ 1, 2 ]。但是由于糖本身没有足够的挥发性 ,因此分析

前需预先转化成易挥发、对热稳定的衍生物。常用的糖衍生方法有三甲基硅醚衍生、糖腈乙酸酯衍生和

糖醇乙酸酯衍生等等。这些方法各有优点又各有缺点 :三甲基硅醚衍生产生的异构峰较多 ,给定性和定

量带来一定困难 ;利用糖腈乙酸酯衍生酮糖衍生物则得不到色谱峰 ;糖醇乙酸酯衍生操作过于烦琐且葡

萄糖和山梨糖经过还原均得到山梨醇 ,果糖经还原可变成山梨醇和甘露醇的混合物 ,这使得分析变得复

杂 [ 3 ]。由于许多样品中醛糖和酮糖同时存在 [ 4, 5 ]
,因此单独利用以上任一种衍生方法都无法得到完善

的结果。本研究综合以上几种衍生方法的优点 ,通过差异性衍生方法设计了一种可同时对醛、酮糖进行

定性和定量分析的方法。

2　实验方法

2. 1　仪器与试剂

QP2010气相色谱 2质谱分析仪 (日本 SH IMADZU公司 ) ; 30 m ×0. 25 mm ×0. 25 mm SPB250色谱柱

(美国 SUPELCO公司 ) ;冷冻干燥机 (韩国 ILSH IN公司 )等。单糖标准样 :赤藓糖、果糖、岩藻糖、木糖、

阿拉伯糖、甘露糖、鼠李糖 (美国 SIGMA2ALDR ICH公司 ) ,葡萄糖、山梨糖、半乳糖、核糖和内标肌醇 ;

HMDS + TMCS, 3∶1 ( Sylon HT) Kit(美国 SUPELCO公司 ) ;吡啶、乙酸酐等其他试剂为国产分析纯。产自

宁夏的特级枸杞购买于宁波某市场。

2. 2　实验方法

2. 2. 1　标准溶液配置 　准确称取 50 mg单糖标准品和内标肌醇 ,用去离子水定容到 1 mL,充分摇匀 ,

配置成 50 g/L的标准储备液 ,置于冰箱中冷冻保存。制作工作曲线时再取此储备液用去离子水配成其

他浓度的标准溶液 ,再进行 GC /MS分析。

2. 2. 2　提取及衍生处理 　称取 20 mg左右样品于 15 mL试管中加 80%乙醇 5 mL超声提取 15 m in,重

复两次 ,合并提取液 ,浓缩于 1. 5 mL样品瓶。向 1. 5 mL样品瓶中加入过量盐酸羟胺和 0. 5 mL吡啶密

封混合均匀 , 90℃水浴 30 m in。水浴后各取两份 25 mL,一份加入等量醋酸酐 90℃水浴 30 m in,吹干用

二氯甲烷定容至 0. 5 mL,上机分析。另一份加入等量的 HMDS/TMCS (1∶3) 80℃水浴 1 h,吹干用正己

烷定容至 0. 5 mL,上机分析。
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2. 2. 3　分析条件 　色谱条件 : 进样口温度 250℃,载气为 99. 999%的高纯 He,流速 1 mL /m in , 初始柱

前压 26. 3 kPa, 柱温度 100℃ ( 3. 5 m in)
15℃ /m in

160℃ ( 20 m in)
15℃ /m in

200℃ ( 15 m in)
20℃ /m in

280℃ (5 m in)。分流进样 1μL (分流比 9. 6)。MS条件 :用电子轰击 ( electron impact, E I)源分析 , 电子

能量为 70 eV ,离子源温度 200℃,接口温度 250℃。选取全程离子碎片扫描 ( SCAN )模式时 ,质量扫描

范围为 50～600,溶剂延迟 3. 5 m in。选取特征离子碎片扫描 ( SIM )模式时 ,醛糖和酮糖分别按表 1选择

各单糖的特征碎片离子 ,每一组特征碎片离子中 ,第一个离子作为定量时的目标离子 (表 1中黑体 ) ,后

两个离子作为定性时的参考离子 (表 1中斜体部分 )。

3　结果与讨论

3. 1　差异衍生处理下标准单糖的定性分析

实验结果表明 ,用 E I源分析 ,在吡啶醋酸酐衍生下醛糖和内标 (肌醇 )在 SPB 250柱上得到良好分离

(图 1A ) ,无异构峰出现。酮糖在该衍生方法下没有出峰。在 HMDS + TMCS衍生 (三甲基硅醚衍生 )下

　图 1　醛糖的糖腈乙酸酯衍生物在 SPB250柱上的色谱图 (A )

和酮糖的三甲基硅醚衍生物在 SPB250柱上的色谱图 (B)

Fig. 1 　 The chromatogram s of aldose derivatives on SPB250

column under different monitor modes (A ) and the chromato2
gram s of ketose derivatives on SPB250 column under different

monitor modes (B)

A: 1. 赤藓糖 ( erythrose) ; 2. 鼠李糖 ( rhamnose) ; 3. 核糖 ( ribose) ;

4. 阿拉伯糖 ( arabinose) ; 5. 岩藻糖 ( fucose) ; 6. 木糖 ( xylose) ; 7. 甘

露糖 (mannose) ; 8. 葡萄糖 ( glucose) ; 9. 半乳糖 ( galactose) ; 10. 肌

醇 ( inositol)。B: 1. 赤藓糖 ( erythrose) ; 2. 鼠李糖 ( rhamnose)、核糖

( ribose)、阿拉伯糖 ( arabinose)、岩藻糖 ( fucose)、木糖 ( xylose) ; 3. 果

糖 ( fructose ) ; 4. 山梨糖 ( sorbose) ; 5. 甘露糖 ( mannose )、葡萄糖

( glucose)、半乳糖 ( galactose) ; 6. 肌醇 ( inositol)。

酮糖和肌醇在同一柱上也有较好分离 (图

1B) ,醛糖在该衍生方法下有峰重叠。从图 1A

和图 1B中可以看到 ,无论是吡啶醋酸酐衍生 ,

还是三甲基硅醚衍生 ,单糖的出峰顺序与碳数

有关。碳数越少出峰越早 ;不同碳数的出峰相

距较远 ;同碳数的出峰时间相近。其中鼠李糖

和岩藻糖较为特殊 ,这两种糖虽为六碳糖 ,但

其最后一个碳上没有连羟基 ,与葡萄糖等六碳

糖的结构有所不同 ,这可能就是这两种糖在五

碳糖出峰时段出峰的原因。因此选用在三甲

基硅醚衍生下对酮糖进行定量分析。其他糖

则在吡啶醋酸酐衍生下进行定量分析。2种

衍生方法的一致性则用在 2种衍生方法下都

可分离的赤藓糖作为标准。在 SIM模式下 ,本

实验利用目标离子 (m / z 145)和两个参考离子

(表 1中斜体部分 )来共同确定样品中的目标

单糖可避免与鬼峰混淆。

3. 2　差异衍生处理下标准单糖的定量分析

表 1为以各标准单糖衍生物所选定量目

标离子的峰面积相对浓度所作工作曲线 ,各组

分在 1～4 mg/L浓度范围内均呈良好的线形。

其中果糖是根据双峰的面积和进行工作曲线

制定 ,并利用外标法计算出各组分的绝对回收率。所有单糖的回收率都在 73. 0%以上 ,最高达到

9012% (表 2)。标准相对偏差在 3. 1% ～10. 0%。以对应信噪比为 3的标准物浓度作为检出限 [ 6 ] , 醛

糖的检出限在 8. 15～22. 39,而果糖和山李糖的检出限分别为 3. 47和 2. 32。用赤藓糖来检测差异衍生

的一致性结果显示在高、中、低 3个浓度下两种衍生的一致性都较好 ,其 RSD分别为 1612%、813%和

4. 1%。

　　在用 GC /MS对单糖进行定量分析中 ,很多文献中都提到用肌醇作为定量的内标 [ 7 ]
,肌醇为环状结

构且有 6个羟基与单糖的结构类似。但是 ,肌醇以其磷酸脂形式作为信息传递系统广泛的存在于动植

物细胞中 [ 8 ]。许多样品中都能测到肌醇 [ 9 ]。因此 ,肌醇作为定量的内标是不合适的 ,但可以作为定性

的参考标准。此外如果能够找到合适的定量内标 ,本方法的回收率应该还可以进一步提高。
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表 1　单糖衍生物的质谱学性质及其线性方程
Table 1　The mass spectrometric characteristics and linearity of monosaccharide derivatives

相对保留时间
Relative
retention

time

单糖
Monosaccharide

主要离子碎片 (m / z)
Major ion

fragments(m / z)

线性方程
Calibration

equation

回归系数
r

醛糖 3

A ldose

15. 407 赤藓糖 Erythrose 145　103　141　112　99 Y = 25490. 67X 0. 999

30. 743 鼠李糖 Rhamnose 145　103　129　141　117 Y = 52643. 19X 0. 999

30. 958 核糖 R ibose 145　115　103　217　175 Y = 47105. 24X 0. 999

31. 742 阿拉伯糖 A rabinose 145　103　115　200　242 Y = 43767. 86X 0. 999

31. 909 岩藻糖 Fucose 145　103　129　141　117 Y = 61042. 62X 0. 999

32. 634 木糖 Xylose 145　103　115　200　242 Y = 44723. 14X 0. 999

43. 508 甘露糖 Mannose 145　103　115　212　187 Y = 39750. 1X 0. 999

44. 858 葡萄糖 Glucose 145　103　115　212　187 Y = 41496. 14X 0. 999

46. 026 半乳糖 Galactose 145　115　103　212　187 Y = 32974. 57X 0. 999

酮糖 3 3

Ketose

23. 959
24. 307 果糖 Fructose 217　103　147　307　422 Y = 142066. 3X 0. 999

25. 205 山李糖 Sorbose 217　103　147　307　422 Y = 174630. 3X 0. 999

　3 :用吡啶醋酸酐衍生 ( derived by pyridine and acetic anhydride) ; 3 3 :三甲基硅醚衍生 ( derived by silylating reagent)

表 2　单糖绝对回收率和精密度检验
Table 2　Absolute recovery and accuracy test of monosaccharides

单糖
Monosaccharide

回收率 1
Recovery 1 ( % )

回收率 2
Recovery 2 ( % )

回收率 3
Recovery 3 ( % ) �X ±SD RSD

( % )

醛糖 3

A ldose

赤藓糖 Erythrose 75. 1 70. 5 73. 4 73. 0 ±2. 32 3. 1

鼠李糖 Rhamnose 93. 4 82. 8 93. 2 89. 8 ±6. 06 6. 7

核糖 R ibose 94. 1 84. 4 92. 1 90. 2 ±5. 12 5. 6

阿拉伯糖 A rabinose 95. 7 81. 5 90. 9 89. 4 ±7. 22 8. 1

岩藻糖 Fucose 93. 3 84. 0 92. 5 89. 9 ±5. 15 5. 7

木糖 Xylose 93. 5 80. 3 90. 7 88. 2 ±6. 96 7. 9

甘露糖 Mannose 78. 4 74. 7 81. 6 78. 2 ±3. 45 4. 4

葡萄糖 Glucose 82. 9 72. 6 77. 9 77. 8 ±5. 15 6. 6

半乳糖 Galactose 80. 6 66. 7 77. 7 75. 0 ±7. 33 9. 8

酮糖 3 3

Ketose
果糖 Fructose 72. 8 85. 6 88. 3 82. 2 ±8. 28 10. 0

山李糖 Sorbose 78. 8 90. 8 87. 6 85. 7 ±6. 21 7. 2

　3 :同表 1 ( the same as in Table 1) ; 3 3 :同表 1 ( the same as in Table 1)

3. 3　枸杞样品中游离单糖的种类和含量

取 20 mg枸杞样品按上述条件平行测定 3次 ,各游离单糖含量见表 3。

表 3　枸杞中游离单糖的种类及含量
Table 3　The content of free monosaccharides in Lyceum barbarum L.

单糖
Monosaccharide

赤藓糖
Erythrose

核糖
R ibose

阿拉伯糖
A rabinose

木糖
Xylose

甘露糖
Mannose

葡萄糖
Glucose

果糖
Fructose

浓度 Conc. (mg/g) 0. 58 0. 26 21. 54 0. 38 1. 26 368. 6 230. 8
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D eterm ina tion of A ldoses and Ketoses by Ga s Chroma tography /

M a ss Spectrom etry Using D ifferen tia l D er iva tiza tion

Ye Fangting, Yan Xiaojun3 , Xu J ilin, Chen Haim in

( Key Laboratory of M arine B iotechnology, N ingbo U niversity, N ingbo 315211)

Abstract　To establish a new method to determ ine aldoses and ketoses simultaneously, the monosaccharides

were extracted with 80% ethanol after sonication for 15 m in and this p rocess was repeated three times. The

extract was evaporated under vacuum. Suger oximes were formed using hydroxylam ine and pyridine under

heating at 90℃ for 30 m in. After reaction, the samp le was divided into two parts. One part was added by

pyridine and acetic anhydride for derivatization at 90℃ for 30 m in, the other part was added by hexamethyldi2
siazane (HMDS) and trimethylchlorosilane ( TMCS) for silylation reaction at 80℃ for 1 h. The two parts were

analyzed by gas chromatography/mass spectrometry ( GC2MS) in selected ion monitoring ( SIM ) mode, and

inositol was used as internal standard. Results indicate that the linearity is superior in 1～4 mg/L , the detec2
tion lim it of aldoses is 8. 15～22. 39μg/L , whereas ketoses from 2. 32μg /L to 3. 47μg/L. The average

recovery rate is from 73. 0 % to 95. 7% and the RSD s were 3. 1% ～10. 0%. The free monosaccharides in

L yceum ba rba rum L. was determ ined by this method with the results of 0. 26～368. 6 mg/g.

Keywords　D ifferential derivatization, aldose, ketose, gas chromatography/mass spectrometry
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