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摇 摇 摘要:摇 本试验建立了一种无需衍生反应即可实现高效液相色谱搭载可变波长检测器(HPLC鄄VWD)直接检测

桃果肉中蔗糖、葡萄糖、果糖和山梨醇含量的方法,并对该方法进行了评价。 对 HPLC鄄VWD 和高效液相色谱搭载

示差折光检测器(HPLC鄄RID)测得不同桃品种中糖组分进行比较分析;并利用建立的 HPLC鄄VWD 法测定了葡萄、
苹果、粉蕉和梨果肉中糖组分。 结果显示,本研究建立的 HPLC鄄VWD 法可对糖组分进行有效分离和检测,在相应

的范围内线性关系良好,相对标准偏差为 0郾 53% ~ 2郾 71% ,回收率为 92% ~ 103% ;HPLC鄄VWD 和 HPLC鄄RID 法测

得结果没有显著差异。
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Determination of sugars in peaches by high鄄performance liquid chroma鄄
tography with variable wavelength detector

YAN Juan,摇 CAI Zhi鄄xiang,摇 MA Rui鄄juan,摇 ZHANG Bin鄄bin,摇 SHEN Zhi鄄jun,摇 GUO Shao鄄lei,摇 YU Ming鄄liang
( Institute of Horticulture, Jiangsu Academy of Agricultural Sciences / Jiangsu Key Laboratory of Horticultural Crop Genetic Improvement, Nanjing 210014,
China)

摇 摇 Abstract:摇 A reliable analysis system of high鄄performance liquid chromatography with variable wavelength detector
(HPLC鄄VWD) for detecting sugars in peach, including sucrose, glucose, fructose and sorbitol, were established and eval鄄
uated. It could separate and detect sugars in the flesh of fruits effectively. A linear relationship was concluded between
peak area and sugar concentration, with relative standard deviation (RSD) for the accuracy of 0. 53% -2郾 71% and the re鄄
covery of 92% -103% . There was no significant difference between the sugar contents in different peach cultivars detected
by HPLC鄄VWD and high performance liquid chromatography with refractive index detector(HPLC鄄RID). The sugars con鄄
tents in grape, apple, banana and pear detected by HPLC鄄VWD were the same as those detected in other researches. The
analysis system of HPLC鄄VWD without derivation was reliable for the determination of sugars in fruits.
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摇 摇 果品中含多种糖分,结构复杂且多为异构体,结
构差异性小,采用常规方法对其分离鉴定比较困难。

加之单糖既无强的紫外吸收,又无荧光基团,而且在

通常情况下为电中性,植物组织中糖检测广泛应用

的高效液相色谱法(HPLC)通常需要进行衍生反

应,使之具有强紫外吸收、荧光特性或其他一些可测

定的物理化学性质,再使用选择性检测器如紫外检

测器、荧光检测器等进行检测[1鄄5],但这样处理步骤

复杂,可能会导致不稳定基团的分解,造成测定结果

的偏差[6]。 目前常采用液相色谱搭载通用型检测
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器,如示差折光检测器(HPLC鄄RID)测定蔬菜果品

中糖组分[7鄄10],样品不需衍生化处理,可以直接测得

糖分,但相对于紫外检测器而言,示差折光检测器

(RID)灵敏度不高,且易受外界环境干扰,对温度变

化非常敏感,难以平衡,流动相的波动、洗脱液比的

变化等都会明显影响折射率。
可变波长检测器(VWD)是紫外检测器的一种,

几乎所有的 HPLC 都配有这种检测器。 VWD 选择

性高,对温度、流动相的波动和组成的变化不甚敏

感。 液相色谱搭载可变波长检测器(HPLC鄄VWD)
具有良好的光学性能,广泛用于对大多数有紫外吸

收的化合物的检测[11鄄14]。 然而本领域技术人员普

遍认为 HPLC鄄VWD 不适用于糖类物质的检测,这是

因为糖类特别是葡萄糖等物质吸光度极其微弱,需
要选用很低的波长区间进行检测,而常用测定糖类

的色谱条件选择的流动相的截止波长都较高,会产

生背景吸收。 有文献总结称选择性检测器无法对糖

类组分进行检测[15鄄16],而 VWD 就是典型的选择性

检测器。 也就是说,一直存在 VWD 不适用于检测

糖类物质的技术偏见。 谢志刚等[17] 利用 HPLC鄄
VWD 直接测定硫酸氨基葡萄糖氯化钾胶囊中氨基

葡萄糖的含量。 氨基葡萄糖是一种天然的氨基单

糖,是葡萄糖中的一个羟基被氨基取代,多了一个氮

元素,是直链伯胺,具有胺的性质[18],因此谢志刚

等[17]报道的采用氨基柱,无需衍生化直接对氨基葡

萄糖进行测定的 HPLC鄄VWD 法,对植物组织中广泛

存在的,由碳、氢、氧三元素构成的糖类物质,如蔗

糖、葡萄糖、果糖等的检测不具有通用性。 总之,目
前为止,尚无 HPLC鄄VWD 用于直接检测果品以及其

他植物组织中各种糖类的记载。 本试验拟建立一种

无需衍生即可直接测定果品中糖组分的 HPLC鄄
VWD 法,为测定果品和其他植物组织中糖组分含量

提供一种简单有效的新方法。

1摇 材料与方法

1. 1摇 材料

试验果品包括紫金红 1 号桃和 5 个果肉中糖类

含量高低较典型的桃品种(参照沈志军等[19] 的结

果,5 个桃品种分别为低蔗糖低果糖的乌鸡黑肉桃、
高蔗糖的日本 86、低葡萄糖的霞晖 5 号,高葡萄糖

高果糖高山梨醇的黑油桃、低山梨醇的金山早红),
均取自国家果树种质南京桃资源圃,按照常规栽培

方法种植,统一田间管理。 另参照文献[10]、[20]、
[21]、[22]选择其他 4 种水果作为验证,包括含微

量蔗糖、高葡萄糖高果糖、无山梨醇的葡萄巨玫瑰、
以积累果糖为主的苹果红富士、以积累蔗糖为主的

粉蕉广粉 1 号和高山梨醇的梨丰水作为试验材料进

行糖组分测定。 果实洗净后用吸水纸吸干,迅速刨

皮,果肉用液氮速冻后置于-20 益冰箱备用。
1. 2摇 试剂与设备

本试验选择果品中常见的蔗糖、葡萄糖、果糖和

山梨醇共 4 种糖类为标准品,均购自 Sigma 公司;乙
醇试剂为分析纯。

Agilent 高效液相色谱系统:1100 系列, CAR鄄
BOSep CHO鄄620 ( Ca 型, 6. 5 mm伊 300郾 0 mm, 10
滋m)柱,VWD 和 RID 2 种检测器。 真空浓缩仪。
1. 3摇 HPLC鄄VWD 法测定水果中糖组分

1. 3. 1 摇 标准溶液配制 摇 分别准确称取各标准品

1郾 6 g,用超纯水溶解定容,制得浓度为 160 g / L的各

标准品母液;并用超纯水逐级减倍稀释,制得各级别

单标溶液和混标溶液备用。
1. 3. 2摇 色谱条件摇 由于考虑到糖的吸光度很微弱,
用 VWD 检测需要选很低的波长区间,而所用溶剂

和流动相的截止波长也必须要低。 本试验采用色谱

柱 CARBOSep CHO鄄620 ( Ca 型, 6. 5 mm伊 300郾 0
mm,10 滋m),流动相为超纯水,其截止波长只有 190
nm,样品溶剂也相应用超纯水,完全符合 VWD 检测

糖时要求波长低的首要条件;同时对波长 190 nm、
195 nm、和 200 nm 进行洗脱筛选;流速和柱温均按

照适于该色谱柱的最佳条件,即流速 0郾 5 ml / min,柱
温 80 益;考虑到色谱柱的承载能力和检测器的灵敏

度,对进样量大小作了 5 滋l、10 滋l 和 15滋l 的筛选。
在对 VWD 和 RID 2 种检测器检测结果进行比较时,
色谱条件保持一致。
1. 3. 3摇 样品的制备摇 称取果品果肉匀浆 1郾 0 g,加
入 7 ml 80%乙醇(体积比),室温提取 48 h,4 益下

10 000 r / min离心 10 min,取上清液定容至 10郾 0 ml;
吸取 2郾 0 ml 提取液浓缩至干,再用 0郾 5 ml 超纯水溶

解,经 0郾 22 滋m 水系滤头过滤后进色谱柱。
1. 3. 4摇 标准曲线绘制及方法评价摇 在确定的色谱

条件下,分别将不同浓度的糖混标溶液进样分析,所
用混标浓度梯度为 40郾 000 g / L、20郾 000 g / L、10郾 000
g / L、5郾 000 g / L、2郾 500 g / L、1郾 250 g / L、0郾 625 g / L,
根据峰面积与标准物质的含量关系进行线性回归。

888 江 苏 农 业 学 报 摇 2015 年 第 31 卷 第 4 期



对方法的线性范围、最低检出限、回收率和精密

度进行测定[14]。 移取各糖标准品溶液 0郾 5 ml 分别

加入 0郾 5 g 紫金红 1 号桃果肉匀浆样品中,按照上

述方法进行提取和 HPLC鄄VWD 测定,重复 6 次,根
据结果计算加标回收率和相对标准偏差。 取各级别

浓度的糖单标溶液,进样测定,得到最低检出限(以
信噪比 S / N=3 时的质量浓度为最低检出限)。
1. 4摇 HPLC鄄VWD 和 HPLC鄄RID 法测定 5 个桃品

种糖含量

摇 摇 将制备好的桃样品按确立的色谱条件分别用

HPLC鄄VWD 和 HPLC鄄RID 进行测定,利用 SPSS 软件

配对样本 t 检验,比较 2 种检测器测定的糖含量的

差异。
1. 5摇 HPLC鄄VWD 法测定其他水果中糖含量

将制备好的果品样品按确立的 HPLC鄄VWD 检

测条件进行测定。

2摇 结果与分析

2. 1摇 HPLC鄄VWD 测定方法的建立

使用 HPLC鄄VWD 方法测定糖,最关键的是波长

的选择。 本试验对 190 nm、195 nm、200 nm 3 个波

长进行洗脱筛选,发现 190 nm 分离糖组分的效果最

好。 同时进样量的大小对分离效果并没有太大影

响,考虑到色谱柱的承载能力,将进样量定为 5 滋l。
因此确定了 HPLC鄄VWD 检测水果中糖组分的色谱

条件为:流动相超纯水, 进样量 5 滋l, 流速 0郾 5
ml / min,温度 80 益,检测波长 190 nm。 在此条件下

各糖类物质分离效果好,色谱峰正常稳定,得到了 4
种糖混合标准溶液色谱图(图 1)和紫金红 1 号桃样

品图(图 2),30 min 即可完成样品的检测。

1:蔗糖;2:葡萄糖;3: 果糖;4:山梨醇。
图 1摇 4 种糖混合标准溶液的 HPLC鄄VWD 图

Fig. 1 摇 Chromatogram of four kinds of sugars in a standard
mixture by HPLC鄄VWD

1:蔗糖;2:葡萄糖;3: 果糖;4:山梨醇。
图 2摇 紫金红 1 号桃果肉样品中糖的 HPLC鄄VWD 图

Fig. 2 摇 Chromatogram of sugars extracted from Zijinhong 1
peach flesh by HPLC鄄VWD

2. 2摇 HPLC鄄VWD 检测方法的评价

线性回归方程、相关系数、线性范围、相对标准

偏差、最低检出限和回收率见表 1。 在相应的线性

范围内, 各种糖线性关系良好, 相关系数均达

0. 999 9以上,相对标准差为 0. 53% ~ 2郾 71% ,回收

率为 92% ~103% ,精密度较高,结果准确。

表 1摇 标准曲线回归方程和方法评价结果

Table 1摇 Linear equation between peak area and sugar content detected by HPLC鄄VWD and evaluation of the method

糖 摇 摇 摇 回归方程 相关系数
线性范围
(g / L)

相对标准偏差
(% )

最低检出限
(g / L)

回收率
(% )

蔗糖 Y=93. 309 8x-4. 362 1 0. 999 96 1. 25 ~ 160 2. 71 0. 04 97

葡萄糖 Y=94. 409 7x+6. 948 3 0. 999 92 1. 25 ~ 160 0. 53 0. 16 94

果糖 Y=296. 555 1x+8. 522 2 0. 999 93 0. 625 ~ 160 2. 01 0. 04 92

山梨醇 Y=181. 613 4x+1. 012 3 0. 999 90 0. 625 ~ 160 1. 33 0. 08 103

2. 3摇 HPLC鄄VWD 和 HPLC鄄RID 法测定 5 个桃品

种中糖含量结果的比较

摇 摇 5 个桃品种样品分别用 HPLC鄄VWD 和 HPLC鄄

RID 法测定的糖组分含量结果见表 2。 2 种方法对

各种糖含量高低典型的桃品种的 4 种糖测定结果

都能反应出各品种糖含量的特点,即乌鸡黑肉桃
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明显表现为低蔗糖低果糖,日本 86 为高蔗糖,霞
晖 5 号为低葡萄糖,黑油桃为高葡萄糖高果糖高

山梨醇,金山早红为低山梨醇。 5 个品种每种糖的

HPLC鄄VWD 和 HPLC鄄RID 法所测得结果差异不显

著(P>0郾 05)。

表 2摇 HPLC鄄VWD 和 HPLC鄄RID 法测定的不同桃品种糖组分含量

Table 2摇 Sugars contents in different peach cultivars detected by HPLC鄄VWD and HPLC鄄RID

桃摇 摇
蔗糖(g / kg,FW)

HPLC鄄VWD
法

HPLC鄄RID
法

葡萄糖(g / kg,FW)

HPLC鄄VWD
法

HPLC鄄RID
法

果糖(g / kg,FW)

HPLC鄄VWD
法

HPLC鄄RID
法

山梨醇(g / kg,FW)

HPLC鄄VWD
法

HPLC鄄RID
法

乌鸡黑肉桃 19. 5依0. 6 18. 8依1. 9 16. 5依1. 4 15. 3依1. 2 9. 1依0. 5 8. 5依0. 2 9. 8依0. 9 9. 2依1. 3

日本 86 38. 5依3. 3 39. 3依1. 5 9. 1依0. 2 9. 7依0. 4 9. 9依0. 4 9. 4依0. 8 1. 8依0. 3 1. 4依0. 1

霞晖 5 号 36. 3依2. 5 35. 9依2. 8 9. 4依0. 7 9. 5依0. 2 9. 2依0. 1 9. 4依0. 2 2. 8依0. 2 2. 4依0. 3

黑油桃 19. 0依1. 9 18. 2依0. 8 19. 9依1. 5 20. 7依2. 1 18. 5依1. 7 18. 1依1. 4 13. 0依1. 5 12. 1依0. 9

金山早红 31. 9依2. 2 30. 7依3. 4 12. 1依0. 4 11. 3依0. 2 10. 2依0. 4 9. 9依0. 6 1. 1依0. 1 1. 2依0. 1

2. 4摇 HPLC鄄VWD 法测定其他果品中糖含量

葡萄品种巨玫瑰、苹果品种红富士、粉蕉品种广

粉 1 号和梨品种丰水 4 种果品样品 HPLC鄄VWD 检

测色谱图见图 3,各糖组分含量见表 3。 各果品中糖

种类和含量水平与其他文献报道的结果一致,表现

为在葡萄中未检出山梨醇,苹果中果糖含量最高,香
蕉中蔗糖含量最高,梨中含有丰富的山梨醇[10,20鄄22]。

A:葡萄品种巨玫瑰; B:苹果品种红富士;C:粉蕉品种广粉 1 号; D:梨品种丰水。 1:蔗糖;2:葡萄糖;3:果糖;4:山梨醇。
图 3摇 4 种水果果肉样品中糖含量的 HPLC鄄VWD 图

Fig. 3摇 Chromatogram of sugar contents in the flesh of four fruits by HPLC鄄VWD
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表 3摇 4 种水果果肉样品中糖含量

Table 3摇 Sugar contents in the flesh of four fruits

水果摇 摇 蔗糖
(g / kg, FW)

葡萄糖
(g / kg, FW)

果糖
(g / kg, FW)

山梨醇
(g / kg, FW)

葡萄品种巨玫瑰 5. 8依0. 5 58. 1依5. 1 59. 2依6. 2 0

苹果品种红富士 4. 5依0. 3 22. 5依2. 0 54. 4依4. 8 3. 6依0. 4

粉蕉品种广粉 1 号 55. 6依4. 2 19. 4依1. 2 18. 9依1. 4 1. 6依0. 3

梨品种丰水 22. 6依2. 2 14. 6依1. 2 35. 1依2. 6 15. 5依1. 1

3摇 讨 论

糖类是水果中重要的品质指标,对其检测方法

需要沿着高灵敏度、快速测定及高选择性的方向发

展。 由于可用于糖类物质直接检测的 RID 本身存

在不稳定和灵敏度低的问题,而且间接测定的衍生

化方法程序繁杂、反应条件较苛刻、反应速度较

慢[6],因此在寻找反应条件温和、反应速度快的衍

生化方法的同时[18],建立一种高效液相色谱搭载灵

敏度高、稳定性好、选择性高的紫外检测器直接检测

糖组分的方法将具有较大的研究意义。
摇 摇 因为糖类吸光度弱,需要很低的检测波长区间,
要实现 HPLC鄄VWD 直接检测糖类物质,最重要的问

题是解决流动相的截止波长的问题,才能防止出现

背景吸收。 衍生化间接测定的 HPLC 法大多采用

C18和氨基色谱柱等,流动相多为盐类缓冲液,检测

波长较高,造成实践中一直无法利用 VWD 对糖类

进行直接检测[3鄄5]。 本研究选择的 CARBOSep CHO鄄
620 (Ca 型,6. 5 mm伊300郾 0 mm, 10 滋m)柱[23],流
动相为超纯水,其截止波长为 190 nm,通过试验筛

选,在该检测波长下,果品中各糖类物质能很稳定地

分离,在相应的范围内线性关系良好,相关系数均大

于0郾 999 9,相对标准偏差为 0郾 53% ~ 2郾 71% ,回收

率为 92% ~103% ;另外,为了避免葡萄糖等组分出

现假波峰,定量缺乏可靠性的现象出现,特设计了不

同桃品种糖组分 HPLC鄄VWD 和 HPLC鄄RID 2 种检测

方法的比较试验,结果显示两种方法的检测结果没

有显著差异,说明 HPLC鄄VWD 可以真实稳定地对糖

类进行分离和检测。
摇 摇 另外需要指出的是:淤由于 VWD 检测器和 RID
检测器的灵敏度在实际应用中基本接近,在本研究

中未列出 2 种方法的检出限比较数据;于针对目前

一些实验室常搭载 DAD(二极管阵列)检测器进行

液相测定,因此可考虑 HPLC鄄DAD 是否也可适用于

对果品糖组分的测定;盂本研究所得 HPLC鄄VWD 方

法可以对果品果肉中糖组分进行分离检测,那么是

否适用于其他植物组织,如花、叶、枝等糖组分的检

测还有待研究,因为本方法的检测波长为 190 nm,
可能会受一些组织中含量较高的、在该波段有紫外

吸收的物质(如酚类等)的影响,无法准确定性定

量,因此在实际应用中,可考虑在上柱分析前结合大

孔树脂等材料分离除去相应的干扰物质。
本研究利用 HPLC鄄VWD 法,采用 CARBOSep

CHO鄄620 (Ca 型,6郾 5 mm伊300郾 0 mm, 10 滋m)柱,
以超纯水为流动相冲洗,流速 0郾 5 ml / min,温度 80
益,检测波长 190 nm,适于果品中糖组分的直接测

定。 该法无需衍生反应,操作简单,精确可靠,打破

了一直存在的 HPLC鄄VWD 无法直接测定糖类物质

的技术偏见,可为利用 HPLC 测定水果和其他植物

组织中糖组分含量提供一种新的检测方法。
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