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高效液相色谱 -质谱法同时测定食品中

5种单、双糖的含量

徐 虹，张海静，宋焕禄
(北京工商大学 食品添加剂与配料北京高校工程研究中心，食品风味化学北京市重点实验室，北京      100048)

摘   要：建立同时定性和定量分析食品中果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖的检测方法——高效液相色谱 -质

谱法。样品经纯水旋转涡流提取，加入 100mL乙腈去蛋白，过滤定容。采用ACQUITY BEH Amide色谱柱，以

乙腈 -水溶液(各含体积分数 0.1%氨水)为流动相，在雾化气压力为 0.69MPa、干燥气温度 200℃、干燥气流速

8mL/min条件下，应用电喷雾离子化四极杆串联质谱，选择负离子采集模式以反应离子监测(SIM)方式进行测定

分析。结果表明，5种糖的检出限依次为果糖 32μg/kg、葡萄糖 32μg/kg、蔗糖 9μg/kg、麦芽糖 21μg/kg、乳糖

20μg/kg。在添加水平为 2～10g/kg范围内，回收率为 98.5%～102.2%、相对标准偏差为 0.2%～1.4%。该方法操作

简单、灵敏度高、重现性好、结果准确可靠，可用于低糖或无糖食品中单、双糖含量的快速检测。
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Simultaneous Determination of Monosaccharide and Disaccharide Contents in Foods by High Performance Liquid
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Abstract ：A high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) method was developed

for the simultaneous determination of five saccharides such as fructose, glucose, sucrose, maltose and lactose in foods. Samples

were extracted with water under rotating vortex field, and protein was removed by using 100 mL of acetonitrile. The extract was

separated on an ACQUITY BEH Amide HPLC column using acetonitrile-water (both containing 0.1% ammonia) as mobile

phase. The electrospray ionization tandem quadrupole mass spectrometric analysis was carried out in the negative ion mode

using selective reaction-monitoring (SIM) under the conditions: 10 MPa nebulizer pressure, 200 ℃ drying gas temperature, and

8 mL/min flow rate. The limits of detection were 32μg/kg for fructose, 32μg/kg for glucose, 9μg/kg for sucrose, 21μg/kg for

maltose and 20μg/kg for lactose. The average recovery rates were 98.5%－102.2% at 10 g/kg and 2 g/kg spike levels with a relative

standard deviation of 0.2%－ 1.4%. This developed method is characteristics of rapidity, high sensitivity, precision and

convenient operation, thereby providing a promising approach for simultaneous determination of trace sugars in foods.
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随着人们生活水平的提高和消费意识逐渐增强，食

品安全和健康受到世界各国的广泛关注[1]。鉴于无糖食

品中的糖醇对肥胖和龋齿人群的保健作用，无糖食品越

来越受到了广大消费者的欢迎，在我国关注健康美丽的

年轻群体及中老年糖尿病患者等一些特殊人群成为低糖

和无糖产品市场的主要消费人群[2]。按照国际惯例，无

糖食品是指不含蔗糖(甘蔗糖和甜菜糖)和淀粉糖(葡萄

糖、麦芽糖、果糖)，而必须含有作为食糖替代品的糖

醇(包括木糖醇、山梨醇、麦芽糖醇、甘露醇)等的一

类食品[3]。美国对于标注无糖、无添加糖或低热等标识
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的食品有十分细致和严格的规定，其中无糖食品的含糖

量必须小于 0.5g/日常参考量[4 ]。但在我国，低糖和无

糖食品尚无专门的国家标准或行业标准可循，这样一方

面造成无糖食品市场的混乱，一些不法厂商跟消费者大

玩文字游戏，无蔗糖产品就堂而皇之在包装上标注“无

糖”字样欺骗消费者。而无蔗糖不等于无其他单糖如

葡萄糖、果糖、半乳糖、核糖等或双糖如乳糖、麦

芽糖等。因此，这些产品算不上无糖产品，对糖尿病、

乳糖不耐症病人及某些特殊人群仍有危害[5-8]。另一方面

执法部门的无法可依也使无糖食品市场开发陷入困境。

因此尽快建立可靠、有效、快速且针对性强的低糖和

无糖食品中糖含量的分析方法不仅有利于支持法律法规

的制定，而且可以有效地控制无糖食品质量，规范无

糖食品市场[3 ,5-8]。

目前用于检测食品中还原糖、蔗糖的方法主要有化

学法[9]、毛细管电泳法(capillary electrophoresis，CE)[10-12]、

气相色谱法[13]、高效液相色谱法[14-15]等，分析对象大都

为蜂蜜、糕点、蔬菜等高糖类食品，操作比较复杂且

灵敏度低，上述方法中检测最为常用的高效液相色谱法

其最低检出限为 20μg/mL，远没有达到低糖或无糖食品

中糖含量的检测要求。因此，本研究在高效液相色谱

法的基础上，采用液相色谱串联质谱法，以期建立一

种能同时快速准确测定食品中痕量果糖、葡萄糖、蔗

糖、乳糖、麦芽糖的新方法。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

100%橙汁、纯牛奶、纯净水    市售。根据国家

标准 GB 2760— 2007《食品添加剂使用卫生标准》中

食品的分类方法并结合市场特点，选择了 10种具有代表

性的无糖食品，其中包括茶饮料、碳酸饮料、果蔬汁、

饼干及中西式糕点等购于北京。

果糖(＞ 99.0%)、葡萄糖(＞ 99.5%)、蔗糖(＞99.5%)、

一水合麦芽糖(99%)、一水合乳糖(99.9%)均为色谱纯  美

国西格玛奥德里奇化学试剂公司；乙腈(＞ 99.9%，色

谱纯)、氨水(25%，优级纯)    德国默克化学试剂公司。

1.2 仪器与设备

KQ-250DB数控超声清洗器    昆山市超声仪器有限公

司；1200液相色谱 - 6410质谱仪    美国安捷伦科技有限

公司；ACQUITY BEH Amide(2.1mm× 150mm，1.7μm)

色谱柱    美国Waters科技有限公司；Sorvall Legend23R

离心机    美国赛默飞世尔科技有限公司；MilliPure A10

纯水机    美国密理博公司；204VF便携式真空抽滤系统

美国圣斯特国际集团；JB/T6412-1999通风橱    上海德卡

实验室装备制造有限公司；Eppendorf Research可调量

程控制按钮移液器    德国 Eppendorf公司；JA2003型数

字电子分析天平    上海舜宇衡平科学仪器有限公司；

DT100A(5)电子天平    东莞市塘厦宏星仪器厂；DKB-

501A超级恒温水浴锅    上海精宏实验设备有限公司；

K S260 基本型圆周振荡器、R CT 基本型磁力搅拌器、

A11分析研磨机    德国 IKA公司。

1.3 标准溶液的制备

1.3.1 标准储备溶液的制备

精确称取 10.00g果糖、10.00g葡糖糖、10.00g蔗

糖、10.10g麦芽糖及 10.10g乳糖标准品于 100mL容量瓶

中，配制成质量浓度为 0.10g/mL的混合标准储备溶液。

定容超声处理 10min后在置 4℃冰箱中存放。

1.3.2 标准工作溶液的制备

取 0.10g/mL的标准储备液添加适量流动相稀释成一

系列质量浓度(0.05、0.10、0.20、0.40、0.60、0.80、

1.00、2.00、4.00、6.00、8.00、10.00μg/mL)的标准

工作溶液。

1.4 样品处理

1.4.1 未加标样品溶液的制备

固体样品用磨碎机打磨成粉状，称取 5.00g粉状固

体于 100mL容量瓶定容后 70℃水浴 1h，同时进行磁力

搅拌，溶液取出后置室温冷却。液体样品可直接使

用。准确称取 0.20g样品溶液加入 80mL纯水后在旋转

涡流器内旋转 30s，然后在 70℃水浴中进行糖的提取，

提取总时间为 20min，期间每隔 5min旋转涡流 30s。糖

提取完成后待液体冷却至室温，再加入 100mL纯水。

若样品中含有蛋白质则需加入 100mL乙腈以降解蛋白

质。然后将上述溶液充分混合，静置片刻，以纯水

定容至 200mL，再将溶液充分混匀后过 0.22μm的滤膜

待测。

1.4.2 加标样品溶液的制备

先取部分0.1g/mL的标准储备溶液稀释成0.02g/mL

标准液，用移液器分别吸取 1mL标准液(0 .1g/mL与

0.02g/mL)于不同的 10mL容量瓶中，用被测样品溶液

(1.4.1节)定容至刻度线。再准确称取 0.20g样品溶液，按

1.4.1节未加标样品溶液的制备步骤同样处理。

1.5 液相色谱 -质谱分析

1.5.1 色谱条件

色谱柱：ACQUITY BEH Amide(2.1mm× 150mm，

1.7μm)；流动相：含体积分数 0.1%氨水的水溶液(流动

相 A)和含体积分数 0.1%氨水的乙腈溶液(流动相 B)；

梯度洗脱程序见表 1；流速：0 .2 mL /m in；进样量：

2 . 0μL；柱温：4 0℃；运行时间：2 0 m i n。
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1.5.2 质谱条件

仪器模式：负模式；离子源温度：2 0 0℃；干燥

器流速：8mL/min；喷雾器压力：0.69MPa；MS1四

级杆温度：100℃；MS2四级杆温度：100℃；初级真

空度：2.31Torr；高真空度：2.35× 10 -5Torr。

2 结果与分析

2.1 测定条件的选择及优化

2.1.1 流动相的选择

在溶液中，还原性糖会产生旋光改变现象，α与

β异构体同时存在，而这些异构体在某些色谱情形会被

分离从而使得糖的鉴定与定量更为复杂，这种现象在酸

性或者自然条件下很容易被出现。而当流动相加入碱性

调节剂时，糖的旋光异构体的消失，与此同时，由于

糖本身带有多个羟基(— OH)，在强碱性的环境下，羟

基可以脱去一个氢带上负电荷，所以在流动相中加入碱

性调节剂(例如氨水)会有助于糖的离子化。这些因素使

得色谱图更加简单而有利于糖的定量与定性。本研究确

定含体积分数 0.1%氨水为最佳的流动相配比。

2.1.2 去蛋白试剂的选择

采用与流动相一致的乙腈来沉淀去除样品中的蛋

白，操作简便。本研究考察乙腈用量对沉淀蛋白的效

果，确定 100mL乙腈沉淀蛋白效果好，回收率高，而

且色谱峰形较好，无内源性杂质干扰。

2.1.3 色谱柱的选择

碳水化合物的色谱分析通常采用氨基或者聚胺柱在

亲水作用色谱(hydrophilic interaction chromatography，

HILIC)模式下进行，而还原糖在色谱柱中分离时会与固

定相氨基或者聚胺基作用生成席夫碱或者烯胺，从而降

低色谱柱使用寿命。而离子色谱中使用的离子交换柱由

于大量的引入盐作为缓冲液与质谱很难兼容。本实验采

用ACQUITY BEH Amide(2.1mm× 150mm，1.7μm)为分

离柱，柱效高，分离效果好，分析时间短(每一样品只

需要 20min)，提高了样品的分析效率。同时BEH Amide

柱在碱性条件下其固定相具有良好的稳定性，可以保证

糖在碱性流动相中良好的分离与质谱信号强度。

2.1.4 质谱采集模式的选择

果糖、葡萄糖的分子式均为C6H12O6，相对分子质量

为 180.16。蔗糖、麦芽糖、乳糖分子式均为 C 12H 22O 11，

时间 /min 0 10 10.01 25

流动相体 A 22 45 22 22

积分数 /% B 78 55 78 78

表 1 梯度洗脱程序

Table 1   Gradient elution program used in this study
相对分子质量为 342.31。在质谱测定中 5种糖均适合负

离子采集模式，从理论上推测果糖、葡萄糖准离子分

子峰荷质比为 1 7 9 . 1 6，蔗糖、麦芽糖、乳糖准分子

离子峰荷质比(m/z)为 341.31。本研究分别取 5种糖的

1μg/mL质量浓度标准品，依次进样进行离子扫描模式

检测测定其荷质比。结果确认果糖和葡萄糖的选择监控

荷质比为 179.16，蔗糖、麦芽糖和乳糖的选择监控荷质

比为 341.31。

2.1.5 干燥气温度、干燥气流速和雾化气压力的选择

及优化

干燥气温度：研究中发现干燥气温度对葡萄糖、

果糖、乳糖和麦芽糖的响应影响很大，随着温度的升

高这 4个糖的响应值越来越低，而蔗糖则随着温度的升

高，响应值越来越高。在干燥气温度 350℃条件下，5

种糖的色谱图中，只出现蔗糖的峰，其他 4种糖的峰没

有检测到。而将干燥气温度降低到 200℃的时候，葡萄

糖、果糖、乳糖和麦芽糖得到最大的响应值，虽然蔗

糖的灵敏度会相应的降低，但是为了不影响其他糖的检

测，2 00℃可以作为干燥气的温度。

干燥气流速：干燥气的流速如果过快会影响分析物

质进入质谱的毛细管，进而影响进入质谱检测器的量，

流速过低则会有大量的溶剂颗粒一起进入检测器，从而

增加噪声水平，因此选择一个合适的流速对提高信噪比

非常重要。比较干燥气流速分别为 8mL/min和 6mL/min

的色谱图，5种糖的峰高没有太大的变化，但当流速为

8mL/min时信噪比较高。

雾化气压力：雾化气的作用是将流入离子源的液体

雾化成气雾状的小颗粒，这样小颗粒能在离子源内更好

地脱去溶剂。雾化气的压力大小与流动相的流速有关

系，一般来说当流动相流速确定的情况下，雾化气的

压力越高，雾化的效果就会越好。本研究比较雾化气

压力在 0.58MPa和 0.69MPa时的色谱图，结果显示雾化

气压力在 0.69MPa时检测的灵敏度更高。

在单因素试验基础上，对影响 5种糖检测灵敏度的

干燥气温度、干燥气流速和雾化气压力进行三因素四水

平正交试验。正交试验中，以 0.1mg/mL质量浓度的 5

种糖混合标准溶液为测试溶液，以各糖的信噪比为指

标。根据正交试验结果并结合不同糖组分的分析需求以

及实际操作的可行性，最后确定雾化气压力 0.69MPa，

雾化气温度 200℃，雾化气流速 8mL/min为本法质谱离

子源的使用参数。

2.1.6 LC-MS/MS总离子流图

从图 1可以看出，混合标准溶液中的 5种糖具有良

好的分离度，可以满足色谱分离要求。
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2.2 方法的验证

2.2.1 检出限及定量限

配制 3个水平的 5种糖混合标准溶液，每个水平的

标准溶液分析 3次，以 3倍信噪比(R SN=3)条件确定检

测限，以 10倍信噪比(R SN=10)条件确定定量限，结果

见表 2 。

糖 检出限 /(μg/kg) 定量限 /(μg/kg)

果糖 32 52

葡萄糖 32 46

蔗糖 9 11

麦芽糖 21 43

乳糖 20 48

表 2  5 种糖的检出限及定量限

Table 2   Detection limits and quantitation limits of five saccharides

糖分                             低质量浓度级标准曲线(0.05～1.00μg/mL)                                         高质量浓度级标准曲线(1.00～10.00μg/mL)

标准曲线 R2 标准曲线 R2

果糖 y=25.5391x－587.1250 0.9999 y=20.7401x＋6483.2434 0.9986

葡萄糖 y=24.4573x＋117.6250 0.9993 y=22.7510x＋2402.2921 0.9990

蔗糖 y=34.3956x＋ 12.1807 0.9999 y=17.2451x＋24336.2703 0.9977

麦芽糖 y=13.2987x＋312.4167 0.9997 y=8.6131x＋4614.8345 0.9996

乳糖 y=10.0402x＋196.5417 0.9998 y=6.3536x＋6372.9155 0.9994

表 3  5 种糖的标准曲线方程及相关系数

Table 3   Standard curve equations and correlation coefficients of five saccharides

在实验中发现质谱检测器对于糖的动态线性响应范

围小于 1000，为了在较大的浓度范围内准确定量 5种糖

组分，分别绘制低质量浓度标准曲线(0.05～1.00μg/mL)

与高质量浓度标准曲线(1～10μg/mL)。按照 1.3.2节配制

的混合标准液，每次进样 2.0μL，每个重复进样 3次，

所得图谱经色谱工作站处理，结果如表 3 所示，其中 y

为峰面积、x 为质量浓度。

本研究中采用的液相色谱 -质谱联用技术主要用于

解决含微量糖组分的食品或者生物样品。在实际应用

中，当样品中糖组分含量较高，样品制备液的糖组分

高于标准曲线上限时，虽然可以通过在样品的制备过程

中采取更高的稀释因子的方法来实现准确定量，但是实

验室普遍采用的高效液相色谱法也能便捷地满足这些样

品定量需求。

2.2.3 加标回收率

按照 1.4.2节的步骤，取矿泉水、纯牛奶、100%

橙汁样品溶液制备待测溶液，每种样品取 1 份，每份

测定 2 次，连续测定 6d，测得各种糖的加标回收率见

表 4 。

2.2.4 重复性及重现性

取 0.2g配制好的不同加标水平的纯净水、纯牛奶、

100%橙汁样品溶液，按照 1.4.2节步骤制备待测溶液，

每种样品各取 1 份，每份测定 2 次，连续测定 6d，评

估该方法的重复性 RSDr和重现性 RSDR，其日内及日间

精密度结果分别见表 5。

2.3 未知样品中 5种糖的含量测定2.2.2 工作曲线与线性范围

1～5 .分别为果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖、乳糖。

图 1  HPLC-MS-MS总离子流图

Fig.1   HPLC-MS/MS total ion chromatogram of mixed fructose,

glucose, sucrose, maltose and lactose standards
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样品
加标水平 /                    果糖                   葡萄糖                      蔗糖                    麦芽糖                    乳糖

(g/kg) 回收率 /% RSD/% 回收率 /% RSD/% 回收率 /% RSD/% 回收率 /% RSD/% 回收率 /% RSD/%

纯净水
2 98.5 1.4 101.0 0.5 102.0 1.2 102.2 1.3 101.3 0.7

10 99.6 0.5 99.8 0.3 99.6 0.4 100.5 0.6 100.2 0.2

纯牛奶
2 99.0 1.0 100.7 1.0 102.2 1.2 102.4 1.3 NA NA

10 99.5 0.7 99.2 0.4 99.5 0.4 101.8 1.0 NA NA

100%橙汁
2 NA NA NA NA NA NA 102.0 0.9 100.9 0.5

10 NA NA NA NA NA NA 100.2 0.3 100.4 0.2

表 4 样品加标回收率

Table 4   Recovery rates of five saccharides from spiked liquid food samples

注：NA 表示样品中该种组分的浓度超出标准曲线上限。下同。
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选择市售的 10种无糖食品样品(A～J)，按照1.4.1节

方法制备样品待测液，上机检测，每种样品取 2份平行

测试，样品中 5 种糖分的含量见表 6。由分析结果可

知，所检测的 10种无糖食品中有 5种产品的含糖量超

过了 0.5%(即 5g/kg)的国家标准[14]。

大剂量、高浓度的视野转移至小剂量、低浓度、高精

度的检测方向上来，是一种更为精确的质量分析方

法。此种方法可测定总糖及糖组分的含量，较国家标

准方法[9]测定还原糖的含量，更具准确性和针对性。由

于该方法的检测限最低可达到 9μg/kg，因此该方法不

仅适用于定性及定量检测低糖或无糖食品中的单、双

糖，也可作为医药或生物技术领域中的生物代谢样品中

糖及衍生物的测定方法。
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样品
加标水平 /              果糖                  葡萄糖                蔗糖              麦芽糖                乳糖

(g/kg) RSDr/% RSDR/% RSDr/% RSDR/% RSDr/% RSDR/% RSDr/% RSDR/% RSDr/% RSDR/%

纯净水
2 0.4 3.4 1.1 1.4 2.8 2.6 1.3 2.0 0.9 1.9

10 0.6 1.3 0.1 0.7 0.1 1.1 0.3 1.5 0.2 0.5

纯牛奶
2 0.6 2.5 1.0 2.6 1.5 1.5 1.0 1.4 NA NA

10 0.2 1.8 0.4 1.0 0.3 1.0 2.2 2.9 NA NA

100%橙汁
2 NA NA NA NA NA NA 0.6 2.3 0.7 0.9

 10 NA NA NA NA NA NA 0.1 0.7 0.4 0.3

表 5 重复性 (RSDr)和重现性 (RSDR)实验结果

Table 5   Repeatability (RSDr) and reproducibility (RSDR) of the developed method

g/kg

注：ND.  低于方法检出限。

样品 果糖 葡萄糖 蔗糖 麦芽糖 乳糖

A ND ＜ 0.050 0.089 ND ND

B ND 0.096 ＜ 0.050 ND ND

C ND ND 0.211 ND ND

D ND 0.278 0.193 0.151 ND

E 3.322 0.291 ＜ 0.050 1.240 ND

F 0.512 14.565 0.234 0.732 0.456

G ND 5.632 0.468 0.102 ND

H 1.112 6.786 10.140 ND ND

I 10.230 0.256 0.798 ＜ 0.050 ND

J 6.324 0.145 0.320 3.850 ＜ 0.050

表 6 未知样品中 5 种糖的含量

Table 6   Contents of five saccharides in unknown commercial samples

3 结  论

本研究建立的高效液相色谱串联质谱法可同时定量

检测食品中的痕量果糖、葡萄糖、蔗糖、麦芽糖和乳

糖。样品经纯水旋转涡流提取，加入 100mL乙腈去蛋

白，过滤定容。采用 ACQUITY BEH Amide色谱柱，

以乙腈 -水溶液(各含体积分数 0.1%氨水)为流动相，在

雾化气压力 0.69MPa、干燥气温度 200℃、干燥气流速

8mL/min条件下，应用电喷雾离子化四级杆串联质谱，

选择负离子采集模式以反应离子监测(SIM)方式进行测定

分析。该方法与高效液相色谱法示差检测器法[15-16]等已

有方法相比，具有专属性强、前处理简单、准确可靠、

灵敏度高、重复性佳、重现性好、更快速、更高效

的优点，并将传统上测定食品中单双、糖含量局限于


