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摘 要 研究了用高效液相色谱－蒸发光散射法测定烟草中部分单糖及二糖：葡萄糖、果糖、蔗糖及麦
芽糖含量的分析方法。该方法采用８０％的乙醇水溶液通过加速溶剂萃取仪 牗ＡＳＥ牘对烟末进行萃取，用乙酸
铅沉淀除去蛋白质，再经重铬酸钾除去过量乙酸铅。最后得到的处理溶液采用ＨＰＬＣ等度洗脱，ＥＬＳＤ进行
定量检测分析。分析结果表明，ＥＬＳＤ作为一种近年发展很快的分析检测技术，在对烟草中糖类物质的分析
测定上具有稳定、快速、准确的优点。

关键词 高效液相色谱 （ＨＰＬＣ） 蒸发光散射 （ＥＬＳＤ） 烟草 糖类物质

１ 引言

糖类物质，即碳水化合物是烟草中的主要化学成分，早在２０世纪初，烟草工作者就发现糖类物质的含
量与烟叶质量及吸味品质有密切关系，而水溶性总糖和还原糖的含量一直都是反映烟叶品质及可用性的重要

指标 犤１犦。随着研究的深入，烟草科技工作者不再满足于仅仅通过糖类物质的总量来评价烟叶质量。人们渴望

知道各种糖类物质成分是如何影响烟叶品质，更进一步通过测定单个糖类物质来揭示糖类物质作为底物和前

驱物对烟草香气成分和卷烟焦油的贡献 犤２犦。长期以来，糖类物质的分离、纯化及检测技术一直是制约糖类物

质分析研究进一步发展的主要障碍之一。

高效液相色谱分离及视差折光检测器检测是常见的分析检测糖类化合物的传统方法，但它同时也存在稳

定性差、不能梯度洗脱等缺陷，从而限制了它的推广应用。而蒸发光散射检测 （ＥＬＳＤ）作为一种新兴的高效
液相色谱检测器，在过去２０年有了很大的发展，现在已经成为高效液相色谱的几种主要检测器之一。ＥＬＳＤ
属于一种类似于视差折光 牗ＲＩ牘的通用型检测器，理论上说，所有挥发性低于流动相的化合物都能得到有效
检测 犤３犦。在糖类化合物的分析检测上，ＥＬＳＤ比起ＲＩ具有与生俱来的优势：稳定时间短、梯度洗脱时基线稳
定及可以与范围更广泛的溶剂和修饰剂配合使用 犤４牞５牞６牞７牞８犦。

２ 材料与方法

２．１ 仪器和试剂

ＡＳＥ２００加速溶剂萃取仪 （美国Ｄｉｏｎｅｘ公司）；Ｗａｔｅｒｓ２６９０高效液相色谱分离单元 （美国Ｗａｔｅｒｓ公司）；



ＥＬＳＤ２０００蒸发光散射检测器 （美国Ａｌｌｔｅｃｈ公司）；Ｍｉｌｌｉ－超纯水制备仪 牗美国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司牘；Ｒ－１１４旋转蒸
发仪 （瑞士Ｂｕｃｈｉ公司）；ＡＴ２６１天平 （感量０．００００１ｇ，瑞士梅特勒公司）；４．５μｍ针头过滤器 （美国安捷伦

公司）；旋风式样品磨 （瑞典ＦＯＳＳ公司）
蔗糖、葡萄糖、果糖、麦芽糖为Ｓｉｇｍａ公司标准品 （含量≥９９％）；乙醇为分析纯；乙腈为ＦｉｓｈｅｒＨＰＬＣ

级；ＰｂＡｃ２、Ｋ２Ｃ２Ｏ４为分析纯。
２．２ 样品处理

２．２．１ 取烟丝样品 ５０ｇ左右，置于 ４０℃烘箱中干燥 ２小时，取出后用旋风式样品磨磨碎，过 ４０目筛备用。
用烘箱法测定烟末的水分含量。

２．２．２ 准确称取１．５ｇ烟末样品，置于加速溶剂萃取仪的不锈钢萃取池中进行萃取，萃取条件如下：
萃取溶剂：８０％乙醇；预加热时间：１分钟；加热时间：５分钟；静置时间：５分钟；冲洗溶剂：５０％萃

取池体积；吹扫时间：６０秒；循环次数：３次；萃取压力：１５００ＰＳＩ；萃取温度：８０℃。
２．２．３ 将萃取在收集瓶中的溶液转移到２５０ｍＬ 圆底烧瓶中，并用８０％乙醇洗涤收集瓶３次，将洗涤液也转
移到圆底烧瓶中；用旋转蒸发仪回收溶剂 （水浴温度：５０℃）至干。
２．２．４ 在蒸干的圆底烧瓶中加入 ３０ｍＬ蒸馏水，置于 ６０℃水浴中，加入 ３ｍＬＰｂＡｃ２摇匀，产生沉淀，１０ｍｉｎ
后用定量滤纸过滤到１００ｍＬ容量瓶中，并用温水洗涤圆底烧瓶及滤纸上的沉淀３次。
２．２．５ 在容量瓶中加入３ｍＬ Ｋ２Ｃ２Ｏ４，产生白色沉淀，放置一段时间后，用蒸馏水定容到刻度备用。
２．２．６ 进样前用４．５μｍ针头过滤器对样品处理溶液进行过滤。

２．３ 标准溶液的配制

２．３．１ 准确称取 １ｇ葡萄糖、果糖，０．５ｇ蔗糖、麦芽糖溶于超纯水，转移到 １００ｍＬ容量瓶中并定容到刻度，
得到浓度为１０ｍｇ／ｍＬ的葡萄糖、果糖和浓度为５ｍｇ／ｍＬ的蔗糖、麦芽糖混合糖标准储备液；
２．３．２ 用移液管分别吸取３、５、１０、１５、２０、２５ ｍＬ混合糖标准储备液置于１００ｍＬ容量瓶中，用超纯水定
容到刻度，得到系列工作糖标准溶液。

２．４ 仪器分析条件

２．４．１ 液相色谱条件

色谱柱型号：ＷａｔｅｒｓＨｉｇｈＰｅｒｆｏｒｍａｎｃｅＣａｒｂｏｈｙｄｒａｔｅ
４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，６０?４μｍＣａｒｔｒｉｄｇｅ
流动相：乙腈牶水 （Ｖ／Ｖ７５％牶２５％）；
流速：１．５ｍｌ／ｍｉｎ；
柱温：３２℃；
进样量：１０μＬ

２．４．２ 蒸发光散射检测器 （ＥＬＳＤ）条件
漂移管温度：８１℃；
Ｎ２流速：２．１ｍＬ／ｍｉｎ；

２．５ 分析方法的回收率确定

在第２．２．２步中加入５ｍＬ混合糖标准储备液，其余处理同。
２．６ 分析方法的检测限确定

将最小质量浓度的糖标准溶液再逐级稀释，依次进样１０μＬ，计算当信噪比为３牶１时所对应的标准溶液的
质量浓度，以确定检出限。

３ 色谱图及标准曲线的绘制



表２ ４种糖的定量分析的参数

碳水化合物 线性回归方程 Ｒ２ 检测限（ｍｇ／ｍＬ） 回收率（％） ＲＳＤ（ｎ＝８）（％）
果 糖 Ａ／１０６＝２．７０２５Ｃ－０．３９２５ ０．９９９０ ０．００１ ９９．２～１０５．５ ０．７５
葡萄糖 Ａ／１０６＝２．４２９９Ｃ－０．４２９４ ０．９９７３ ０．００２ ９６．５～１０２．８ ２．４４
蔗 糖 Ａ／１０６＝２．１６２４Ｃ－０．１４９７ ０．９９８５ ０．００２ ９３．７～９８．４ ２．７８
麦芽糖 Ａ／１０６＝１．６８３０Ｃ－０．１２２１ ０．９９７９ ０．００３ ９７．８～１０３．６ ４．５５

备注：Ａ：峰面积 （ｍｖ）；Ｃ：质量浓度 （ｍｇ／ｍＬ）

图３ ４种糖的线性回归标准曲线图
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图１ 混合３号标样色谱图 图２ 烟叶样品色谱图

表１ 系列混合工作标准溶液中４种糖的浓度

 

 

碳水

化合物

质量浓度 （ｍｇ／ｍＬ）
１ ２ ３ ４ ５ ６

果 糖 ０．３ ０．５ １．０ １．５ ２．０ ２．５
葡萄糖 ０．３ ０．５ １．０ １．５ ２．０ ２．５
蔗 糖 ０．１５ ０．２５ ０．５ ０．７５ １．０ １．２５
麦芽糖 ０．１５ ０．２５ ０．５ ０．７５ １．０ １．２５

４ 在烤烟型卷烟和单体烟叶４种糖测定中的应用

试验选取昆烟部分 牗１５个牘卷烟产品和部分单体烟叶原料 （４６个）进行了４种糖的分析测定，结果如下
（表３和表４）：



编号

烟末

干重

（ｇ）

果糖 葡萄糖 蔗糖 麦芽糖

ｍｇ ％ ｍｇ ％ ｍｇ ％ ｍｇ ％

百分比

合计

（％）

常规化学

测定总糖

（％）
Ｃ１ １．４２５７ １６３．９ １１．４９ １４２．４ ９．９９ ２４．６ １．７２ １７．５ １．２３ ２４．４３ ２３．２１
Ｃ２ １．４２５５ １５０．８ １０．５８ １３０．２ ９．１３ ２４．０ １．６９ ２２．１ １．５５ ２２．９５ ２２．０６
Ｃ３ １．４２５６ １６０．６ １１．２７ １３７．４ ９．６４ ２４．２ １．７０ １８．７ １．３１ ２３．９１ ２３．５２
Ｃ４ １．４２６８ １４８．５ １０．４１ １３１．４ ９．２１ ２５．７ １．８０ ２３．８ １．６７ ２３．０９ ２１．０４
Ｃ５ １．４２５４ １４９．０ １０．４５ １３０．７ ９．１７ ２５．１ １．７６ １６．５ １．１６ ２２．５４ ２１．２３
Ｃ６ １．４２５０ １６２．８ １１．４３ １４０．６ ９．８７ ２０．４ １．４３ １５．８ １．１１ ２３．８３ ２４．８２
Ｃ７ １．４２６８ １４９．２ １０．４６ １２８．９ ９．０３ ２７．０ １．８９ １５．７ １．１０ ２２．４８ ２２．０４
Ｃ８ １．４３１２ １５９．６ １１．１５ １４３．０ ９．９９ ３１．３ ２．１８ ２０．６ １．４４ ２４．７７ ２２．５９
Ｃ９ １．４２９７ １６０．１ １１．２０ １３９．０ ９．７２ ２６．６ １．８６ １７．６ １．２３ ２４．０１ ２１．７７
Ｃ１０ １．４３１０ １６２．５ １１．３６ １４５．６ １０．３８ ２９．０ ２．０３ ２２．８ １．５９ ２５．３６ ２３．３７
Ｃ１１ １．４２３８ １５６．６ １１．００ １４０．４ ９．８６ ２９．４ ２．０７ １８．４ １．２９ ２４．２２ ２２．９８
Ｃ１２ １．４３１３ １３５．０ ９．４３ １０３．４ ７．２３ １８．９ １．３２ １５．４ １．０８ １９．０６ ２１．１４
Ｃ１３ １．４３０５ １３０．７ ９．１４ １０６．０ ７．４１ １７．８ １．２５ １２．８ ０．８９ １８．６９ ２１．４１
Ｃ１４ １．４２７０ １３４．６ ９．４３ １１１．８ ７．８４ １７．９ １．２６ １３．９ ０．９７ １９．５０ ２１．０５
Ｃ１５ １．４３２７ １１９．２ ８．３２ ９１．６ ６．３９ １５．７ １．０９ １３．２ ０．９２ １６．７３ ２０．８１

５ 结果与讨论

５．１ 萃取方法的确定

本实验采用美国ＤＩＯＮＥＸ公司ＡＳＥ２００加速溶剂萃取仪进行碳水化合物的萃取，与传统手工方法萃取相
比具有快速 （整个萃取过程仅需１５分钟）、稳定、高效、重现性好等优点；由于萃取溶剂含有水分，为避免
水分残留对萃取系统造成腐蚀，每次萃取完成，均应采用无水乙醇进行冲洗。

５．２ ＨＰＬＣ洗脱条件及溶剂的选择
实验选用体积比为７５％牶２５％乙腈水溶液作为流动相在等度洗脱时即可实现对４种糖的有效分离，且分析

时间短 （１２分钟即可完成一次分析），这一点对大量检测样品非常重要；如采用梯度洗脱，也可实现４种糖
完全分离，但是分析时间有所增加 （超过１５分钟），考虑分析效率的问题，本实验采用等度洗脱；分析时柱
温的稳定性对碳水化合物的保留时间有较大影响，本实验将柱温设定为３２℃，较好的解决了保留时间漂移的
问题。

５．３ 检测条件的选择

实验发现采用蒸发光散射对糖类物质进行分析检测具有平衡时间快 （开机一个小时即可进行分析）、稳

定性好、灵敏度高等优点，值得推广应用。

５．４ 卷烟及单体烟叶样品检测结果分析

从表３和表４可以归纳出如下规律和特点：
卷烟样品的总糖含量与４种糖的含量总和比较接近，而单体烟叶样品的４种糖含量总和大约占到总糖含

量的５０％～７０％之间，香料烟和烤烟没有明显的区别；这说明在卷烟制丝工艺处理过程中，水溶性总糖大部
分水解为单糖及二糖，当然在卷烟样品中还含有卷烟加料加入的部分，其中绝大部分为单糖；而卷烟样品和

单体烟叶样品４种糖含量上的差异是哪些糖类成分还有待进一步研究。

表３ 卷烟产品４种糖的定量分析结果



编号

烟末

干重

（ｇ）

果糖 葡萄糖 蔗糖 麦芽糖

ｍｇ ％ ｍｇ ％ ｍｇ ％ ｍｇ ％

百分比

合计

（％）

常规化学

测定总糖

（％）
Ｔ１ １．４２２９ １１５．８ ８．１４ ８３．７ ５．８８ １２．９ ０．９０ １３．６ ０．９５ １５．８８ ２３．５７
Ｔ２ １．４２１９ １０６．３ ７．４７ ９４．１ ６．６２ ２２．５ １．５８ １３．５ ０．９５ １６．６２ ２４．５２
Ｔ３ １．４１８９ １１７．８ ８．３０ ８２．８ ５．８３ １５．４ １．０９ １３．７ ０．９６ １６．１８ ２１．９
Ｔ４ １．４１８２ １２０．２ ８．４７ １１３．６ ８．０１ ３９．１ ２．７６ １８．１ １．２８ ２０．５２ ２６．２
Ｔ５ １．４１７５ １０３．７ ７．３１ ８７．０ ６．１４ ２０．５ １．４４ １９．６ １．３８ １６．２７ ２３．５
Ｔ６ １．４２３６ １２４．５ ８．７４ １０４．７ ７．３６ ９．９ ０．７０ １８．７ １．３１ １８．１１ ２２．９４
Ｔ７ １．４２３９ １０１．１ ７．１０ ６３．４ ４．４５ ２０．３ １．４３ １３．２ ０．９２ １３．９１ １９．１６
Ｔ８ １．４１５６ ８５．３ ６．０２ ５１．４ ３．６３ ３１．９ ２．２５ １２．４ ０．８８ １２．７８ １８．３
Ｔ９ １．４２０５ ７３．５ ５．１８ ５７．４ ４．０４ １５．７ １．１１ １５．１ １．０６ １１．３９ １５．１
Ｔ１０ １．４１３５ １３６．８ ９．６８ ９７．１ ６．８７ ２１．３ １．５１ ２５．１ １．７８ １９．８３ ２４．９７
Ｔ１１ １．４２４１ １１４．４ ８．０３ ７７．０ ５．４０ １０．０ ０．７０ ２３．４ １．６４ １５．７７ ２１．５５
Ｔ１２ １．３９６８ １１１．３ ７．９７ ８６．８ ６．２１ １３．１ ０．９４ ２８．７ ２．０６ １７．１８ ２１．７
Ｔ１３ １．４２０４ １０６．０ ７．４６ ８８．３ ６．２１ ２５．０ １．７６ ２４．２ １．７０ １７．１３ ２４．５５
Ｔ１４ １．４１８９ １２８．９ ９．０８ １２２．２ ８．６１ ２０．１ １．４１ ２１．２ １．５０ ２０．６１ ３２．９１
Ｔ１５ １．４３７０ １２５．１ ８．７１ １０１．５ ７．０６ １７．０ １．１９ １９．５ １．３６ １８．３１ ２６．２６
Ｔ１６ １．４１２０ ６０．６ ４．２９ ５１．５ ３．６５ １７．３ １．２２ １１．９ ０．８４ １０．００ ２１．４３
Ｔ１７ １．４０８８ １３７．５ ９．７６ １２３．１ ８．７３ ３０．７ ２．１８ ２４．４ １．７３ ２２．４０ ３０．１９
Ｔ１８ １．４３７５ ９２．１ ６．４０ ９５．９ ６．６７ ３４．０ ２．３７ １７．９ １．２４ １６．６９ ３１．１２
Ｔ１９ １．４１５２ １３８．７ ９．８０ ３９．９ ２．８２ ３９．９ ２．８２ ２２．２ １．５７ １７．０１ ３４．２１
Ｔ２０ １．４３０５ １２２．８ ８．５８ １０７．８ ７．５４ ３０．８ ２．１６ １８．９ １．３２ １９．５９ ２９．１２
Ｔ２１ １．４３７８ ８３．２ ５．７９ ６４．４ ４．４８ ２３．４ １．６３ １３．１ ０．９１ １２．８１ ２３．４４
Ｔ２２ １．４１３２ １１０．３ ７．８０ １４６．５ １０．３６ １５．１ １．０７ ２１．７ １．５３ ２０．７７ ３０．２１
Ｔ２３ １．４３６９ １２４．３ ８．６５ １５８．３ １１．０１ １３．９ ０．９７ ２１．１ １．４７ ２２．１１ ３３．１３
Ｔ２４ １．４１１１ ８６．４ ６．１２ ８８．９ ６．３０ ４９．０ ３．４７ ２２．７ １．６１ １７．５０ ２７．２６
Ｔ２５ １．４０８４ １１３．５ ８．０６ １０２．２ ７．２６ １８．６ １．３２ １６．４ １．１６ １７．８１ ２５．７６
Ｔ２６ １．４１１３ １２１．０ ８．５８ １０８．８ ７．７１ ２１．０ １．４９ ２１．６ １．５３ １９．３０ ２６．４６
Ｔ２７ １．４２４６ １００．５ ７．０６ ７４．９ ５．２６ １９．０ １．３４ １４．８ １．０４ １４．６９ ２２．１８
Ｔ２８ １．４３３０ １２９．９ ９．０６ １２０．０ ８．３７ ３８．６ ２．６９ １９．５ １．３６ ２１．４８ ３５．８７
Ｔ２９ １．４３４６ ９４．５ ６．５９ ９０．６ ６．３１ ４６．８ ３．２６ １８．０ １．２６ １７．４２ ３１．７３
Ｔ３０ １．４２９８ １１２．３ ７．８６ ９５．７ ６．６９ ２３．８ １．６６ １７．２ １．２０ １７．４２ ２６．４２
Ｔ３１ １．４０３０ １３０．３ ９．２８ １４６．７ １０．４６ ７３．０ ５．２０ ３２．５ ２．３２ ２７．２６ ２９．８９
Ｔ３２ １．４１８８ ６７．１ ４．７３ ６４．２ ４．５２ １３．３ ０．９３ １８．６ １．３１ １１．５０ １８．５１
Ｔ３３ １．４２３４ ８５．８ ６．０３ ７８．７ ５．５３ ４３．８ ３．０８ １１．１ ０．７８ １５．４１ ２２．９６
Ｔ３４ １．４３０２ １０９．６ ７．６６ １１６．５ ８．１５ ８４．５ ５．９１ １５．５ １．０８ ２２．８０ ２８．９３
Ｔ３５ １．４２５４ ９７．７ ６．８６ ８４．１ ５．９０ ６６．０ ４．６３ １３．２ ０．９３ １８．３１ ２４．２３
Ｔ３６ １．４２７０ ９４．３ ６．６１ ８９．３ ６．２６ ８４．０ ５．８９ １５．２ １．０６ １９．８２ ２５．７８
Ｔ３７ １．４１１７ １０４．０ ７．３７ ９２．０ ６．５２ ４５．５ ３．２２ １７．８ １．２６ １８．３７ ２３．２９
Ｔ３８ １．４２９８ １０９．９ ７．６８ ９７．９ ６．８５ ５６．７ ３．９７ １３．９ ０．９７ １９．４８ ２６．６５
Ｔ３９ １．４３０７ ９７．３ ６．８０ ９０．９ ６．３５ ９１．８ ６．４１ １５．５ １．０８ ２０．６５ ２７．３８
Ｔ４０ １．４２０６ １２８．３ ９．０３ １３５．３ ９．５２ １１０．３ ７．７６ １６．６ １．１７ ２７．４９ ２８．３７
Ｔ４１ １．４３０３ １５４．５ １０．８１ １５５．８ １０．８９ ７３．６ ５．１４ １６．５ １．１６ ２７．９９ ３５．５６
Ｔ４２ １．４２６４ １４０．３ ９．８３ １４３．１ １０．０３ ６４．９ ４．５５ １７．９ １．２６ ２５．６７ ３５．２５
Ｔ４３ １．４２３２ １４８．０ １０．４０ １５６．５ １０．９９ ７１．７ ５．０４ １７．８ １．２５ ２７．６８ ３１．９１
Ｔ４４ １．４２１８ １１６．１ ８．１７ １１８．８ ８．３６ ８０．８ ５．６８ １９．８ １．３９ ２３．６０ ３３．３９
Ｔ４５ １．４３１６ １２２．５ ８．５６ １３８．３ ９．６６ ６１．２ ４．２７ ２０．１ １．４０ ２３．８９ ３４．４４
Ｔ４６ １．４２９０ １６１．１ １１．２７ １６４．６ １１．５２ ６７．０ ４．６９ ２０．８ １．４５ ２８．９３ ３４．６４

表４ 单体烟叶原料４种糖的定量分析结果
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