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摘要：采用高效阴离子交换色谱 4脉冲安培检测法（>0?3@40?,）建立了小鼠尿液中甘露醇、单糖（包括半乳糖、葡
萄糖、甘露糖和果糖）和乳果糖的分析方法。样品经离心沉淀除去蛋白并过分子膜，以 @6+)"06’2A 0?# 阴离子交
换柱为分离柱，采用 %6&> 梯度淋洗，脉冲安培四电位检测。结果表明，甘露醇、半乳糖、葡萄糖、甘露糖、果糖和乳
果糖在 ". # ’ +. " 5B . C 内线性良好，线性相关系数 !! 为 ". %$$ ’ ". %%%，样品加标回收率为 %+. +D ’ #"&. !D，检出
限为 ". ""# ( ’ ". ""& $ 5B . C。此法准确、快速、简便，能同时对 * 种糖类化合物进行分析，可以跟踪检测整个糖类
代谢过程中甘露醇、单糖和乳果糖之间的代谢关系。
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- - 乳果糖是双糖，甘露醇是糖醇，在体内不被人体
代谢，主要经尿液以原型排出体外。医学上用乳果

糖排泄率 .甘露醇排泄率比值作为评估由于肠炎、术
后、消化不良等疾病引起的肠黏膜通透性的指
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标［"，$］，是一种无创的诊断肠黏膜屏障功能的方法，

因为其简单、安全、可靠，所以在临床上广为应用。

目前报道的有关甘露醇和乳果糖的检测方法，最为

常用的是高效液相色谱法（"#$%），由于紫外吸收
弱，检测这两种糖类只能用示差折光［%，&］和蒸发光

散射［’，(］等检测器，灵敏度和重复性比较差；另外还

有气相色谱法［)，*］、液相色谱!质谱（ $%!&’）法［+］、

$%!&’ ( &’ 法［"#］等；近年来又有了高效阴离子交换

色谱!脉冲安培检测法（"#)*%!#)+）［""，"$］，都各具

特色。目前国内尚未见同时测定甘露醇、单糖（半

乳糖、葡萄糖、甘露糖和果糖）和乳果糖这 ( 种糖含
量的方法报道。

! ! 本 文 采 用 ,%’!%### 离 子 色 谱 仪，以 %-.!
/0#-12& #)" 阴离子交换柱为分离柱，强碱性
3-4" 溶液为淋洗液，同时检测甘露醇、单糖（半乳
糖、葡萄糖、甘露糖和果糖）和乳果糖。该方法样品

处理简单方便，结果准确可靠，不仅能作为肠黏膜通

透性指标的研究，而且可以跟踪整个糖类代谢过程

中甘露醇、单糖和乳果糖之间可能的代谢关系。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
! ! 美国戴安公司 ,%’!%### 双系统离子色谱仪（包
括 ’# 单泵和 +# 四元梯度泵，+% 控制单元，*5 淋
洗液发生单元，)’ 自动进样器）。%6.078980: (, *
色谱工作站。&,$$,!; )<=-:>-?8 )"# 超纯水机
（美国密理博公司），25"( !@’ 离心机（湖南赛特湘
仪离心机有限公司），$-/ +-:18. 试管振荡器（德国
,A) 公司），BC)3’43 $’"#超声波清洗器（法国必
能信公司），BC)3+ 移液枪（#, ’ - "# !$、"# - "##
!$、"## - " ### !$）（德国普兰德公司）。
! ! 半乳糖、葡萄糖、甘露糖、果糖（分析纯，上海试
剂二厂）；甘露醇、乳果糖（分析纯，北京希凯创新科

技有限公司）；3-4"（优级纯，美国 DEF68. 公司）；
叠氮化钠（分析纯，北京化工试剂公司）；超纯水

（"*, $ &"·17（$’ G），自制）。
! ! #" 样品制备
! ! # ! !" 样品的收集
! ! 将实验用小鼠分为 % 组：一是高脂饮食组，"$
只小鼠（)" - )"$）；二是高脂饮食组 . 益生菌，"%
只小鼠（B" - B"%）；三是对照组，% 只小鼠（分别标
记为 +!)，+!B"，+!B$）。取 $ 7$ 乳果糖与甘露醇
的混合溶液（含乳果糖 "## 7?、甘露醇 ’# 7?），用
灌胃器插入小鼠食管上端缓慢灌注。收集 ( 6 尿
液，记总量，将 ’ 7$ 尿样放入离心管中置于 / *# G

保存，待测。

! ! # ! #" 样品的预处理
! ! 将冰冻贮存的鼠尿液样品解冻、摇匀，离心
（"# ### . ( 7E:）"# 7E:，以去除尿液中的沉淀物。
取上清液加入 ’H 醋酸水溶液 $ - % 滴，加热煮沸 %
- ’ 7E:，冷却后再离心（"# ### . ( 7E:）"# 7E:，以
去除尿液中的蛋白。先用 #, &’ !7 膜过滤，再用带
离心管的滤膜（" ### +-）过滤。然后用 &# 7? ( $ 叠
氮化钠水溶液将样品稀释 "## 倍，待测。
! ! $" 色谱条件
! ! 色谱柱：+E0:8I %-./0#-12& #)" 分析柱（ &
77 0 $’# 77），%-./0#-12& #)" 保护柱（& 77 0
’# 77）；检测器：脉冲安培检测器，金工作电极，
)? ( )?%9 参 比 电 极，四 电 位 波 形；流 速：", #
7$ ( 7E:；检测温度：%# G；进样体积：$’ !$；淋洗液
梯度程序见表 "。

表 !" 淋洗液的梯度程序
"#$%& !" ’(#)*&+, -. &%/&+,

2E78 ( 7E: !（"$4）( H !（$’# 7709 ( $ 3-4"）( H
# J ## +( J & % J (
’ J ## +( J & % J (

$# J ## *’ J # "’ J #
$# J #’ )# J # %# J #
$’ J ## &# J # (# J #
$’ J #’ +( J & % J (
%) J ## +( J & % J (

#" 结果与讨论

# ! !" 色谱柱的选择
! ! 本文比较了可用于单糖分析的戴安 %-.!
/0#-12&系列的 #)"、#)"#、#)$# % 种色谱柱的分
离效果，其中 #)" 和 #)"# 均可用于 ( 种糖及糖醇
的分离，相比之下 #)" 效果更佳，因此，最终选择
%-./0#-12& #)" 作为分离柱。
# ! #" 0#12 淋洗梯度程序的选择
! ! 虽然采用等度洗脱方式、#)" 柱也可以分析甘
露醇和乳果糖，但无法同时分离其他 & 种单糖，必须
采用梯度洗脱的方式。通过不断调整梯度程序，最

终选择表 " 所列的梯度程序，在此条件下能同时分
离 ( 种单糖和糖醇。
# ! $" 脉冲安培检测器电位波形的选择
! ! 一般采用三电位和四电位的方式检测糖，另外
戴安公司仪器说明资料中还有适用于 #)" 柱的标
准电位（不同电位的波形见表 $）。通过对这 % 种不
同电位检测方式的比较（见图 "），结果表明四电位
得到的谱图基线更平稳，因此采用四电位检测方式。

·’*+·
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图 !" 采用 !"! 柱在 # 种检测电位下 $ 种糖标样的色谱图
#$%& !" ’()*+,-*%),+. */ $ +$012 .-,32,)2 4,)5*6

(72),-1. $3 -()11 2$//1)13- 8,91/*)+.
# !"#$ %&"’(%)%*#(%+’,：$ - .#’’%(+/；! - 0#/#*(+,"；% - 0/1*+,"；
& - .#’’+,"；’ - )21*(+,"；( - /#*(1/+,"-

表 %" 不同检测电位的波形
:,5;1 %" <$//1)13- 8,91/*)+. */ =*-13-$,;

3(#’&#2& 41#&-
5+("’(%#/

6%." 7 , 8+/(#0" 7 8

62%5/"
5+("’(%#/

6%." 7 , 8+/(#0" 7 8

!9$ ,(#’&#2&
5+("’(%#/

6%." 7 , 8+/(#0" 7 8
) - )) ) - $ ) - )) ) - )’ ) - )) ) - $
) - !) ) - $ ) - !) ) - )’ ) - $) ) - $
) - &) ) - $ ) - &) ) - )’ ) - !) ) - $
) - &$ * ! ) - &$ ) - +’ ) - !$ * !
) - &! * ! ) - () ) - +’ ) - !! * !
) - &% ) - ( ) - ($ * ) - $’ ) - !% ) - (
) - && * ) - $ $ - )) * ) - $’ ) - !& * ) - $
) - ’) * ) - $ ) - !+ * ) - $

% & &" 线性关系和检出限
# # 分别称取半乳糖、葡萄糖、甘露糖、果糖、乳果糖
和甘露醇 ’), ) .0 于 $)) .: 容量瓶中，配制成 ’))
.0 7 : 的标准溶液，然后逐级稀释配制成各糖含量
为 ), $))、), ’))、$, ))、!, )) 和 ’, )) .0 7 : 的系列标
准溶液，按 $, % 节条件进行测定。以各糖峰面积
（!，!3·.%’）对其质量浓度（"，.0 7 :）进行线性
回归，根据信噪比（ # $ %）为 % 计算检出限（ :;<），
结果见表 %。
% & ’" 仪器、样品的稳定性及加标回收率
# # 选择 $ - )) .0 7 : 标准溶液，连续进样 ’ 次，考
察仪器稳定性。选择某一样品每隔 ! = 进样一次，
进样 ’ 次考察样品中各糖的稳定性。标样及样品峰

表 #" $ 种糖类化合物的线性关系和检出限
:,5;1 #" >$31,)$-7 ,32 21-14-$*3 ;$+$-.（>?<.）

*/ $ 4,)5*(72),-1.

>+.5+1’& :%’"#2 "41#(%+’
:%’"#2 2#’0" 7
（.0 7 :）

&!
:;< 7
（.0 7 :）

?#’’%(+/ ! - ! - %$.(" / ) - ’"$) ) - $ * ’ - ) ) - ."++ ) - ))%)
@#/#*(+," ! - % - !!"%" / ) - $!.! ) - $ * ’ - ) ) - ..." ) - ))!)
@/1*+," ! - & - +%+." * ) - $"&% ) - $ * ’ - ) ) - ...+ ) - ))$.
?#’’+," ! - % - %’%%" / ) - &+&! ) - $ * ’ - ) ) - ...% ) - ))$%
A21*(+," ! - $ - "".%" * ) - )!(! ) - $ * ’ - ) ) - ..." ) - ))&"
:#*(1/+," ! - ! - (&&+" * ) - )+)) ) - $ * ’ - ) ) - .... ) - ))%$

!：5"#$ #2"#；"：.#,, *+’*"’(2#(%+’，.0 7 :-

表 &" 仪器、样品的稳定性及加标回收率
:,5;1 &" @1;,-$91 .-,32,)2 219$,-$*3.（@A<.）*/ =1,B ,)1,. */ .-,32,)2. ,32 .,+=;1.，)14*91)$1. */ .=$B12 .-,32,)2.

>+.5+1’&
B3< +) ,(#’&#2& 7 C
（’ - ’）

B3< +) ,#.5/" 7 C
（’ - ’）

D#*$02+1’& 7
（.0 7 :）

9&&"& 7
（.0 7 :）

A+1’& 7
（.0 7 :）

B"*+E"2F 7 C
（’ - %）

?#’’%(+/ ) - "% ) - .& $ - (% $ - )) ! - ’% .( - !
@#/#*(+," ) - %( ) - &! ) - )& $ - )) $ - )) .’ - .
@/1*+," ) - %$ ) - .) $ - )" $ - )) $ - .. .’ - +
?#’’+," ) - "+ ) - "% ) - %& $ - )) $ - !" .’ - ’
A21*(+," ) - ’& ) - !( ) - ). $ - )) $ - $& $)& - !
:#*(1/+," ) - +( ) - ’% $ - !" $ - )) ! - $" .’ - (

面积的相对标准偏差（B3<）见表 &。在样品中加入
$, )) .0 7 : 的标准溶液，其加标回收率为 .’, ’C 0
$)&, !C（见表 &）。
% & $" 样品测定
# # 按照实验预计，9 组小鼠尿液中的乳果糖和甘
露醇含量应最高；因益生菌对肠道黏膜屏障有保护

作用，D 组小鼠尿液中这两种物质的含量其次；对照
组含量应最低。实验结果基本符合以上规律：9 组
乳果糖和甘露醇两者的含量加起来最高，范围为

%, +!( 0 $!, &++ .0 7 :；D 组乳果糖和甘露醇含量之
和为第二位，范围为 $, )+" 0 %, ’(! .0 7 :；对照组乳
果糖和甘露醇含量之和最低，为 ), )&( 0 $, )+)
.0 7 :。样品的分离图谱见图 !，实际样品中 ( 种糖
的含量测定结果见表 ’。

图 %" 实际样品的色谱图
#$%& %" ’()*+,-*%),+ */ , )1,; .,+=;1

# !"#$ %&"’(%)%*#(%+’,：$ - .#’’%(+/；! - 0#/#*(+,"；% - 0/1*+,"；
& - .#’’+,"；’ - )21*(+,"；( - /#*(1/+,"-
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表 !" 实际样品中 # 种糖的含量测定结果
!"#$% !" &’()%()* ’+ # ,"-#’./0-")%* 1( -%"$ *"23$%*

"#$%&’
()*’

+#,,-.)& /
（$0 / 1）

2#&#(.)3’ /
（$0 / 1）

2&4()3’ /
（$0 / 1）

+#,,)3’ /
（$0 / 1）

564(.)3’ /
（$0 / 1）

1#(.4&)3’ /
（$0 / 1）

1#(.4&)3’ $ +#,,-.)& /
（$0 / 1）

1#(.4&)3’ /
+#,,-.)&

26)4% )7
3#$%&’!

8!9 # : #%& ’ ’ ’ ’ # : #"( # : #)) # : "*( 8
9" + : *,, # : ##, # : "") # : #") # : ##) " : ,*- ( : ((# # : *&) 9
9+ + : ,+# # : #(, " : (#% # : &*# " : ",# " : -&& ( : #,( # : ()% 9
9- + : &%( # : #(, # : ,&, # : (+" # : &"" " : "(+ - : ,+* # : ((+ 9
9( - : -#% # : #-" # : -&- # : -)* ’ " : &%- ( : %)" # : (,) 9
9& + : *-+ # : #%" # : ,(# # : *#- # : -+, " : (+, ( : #&) # : &(+ 9
9* - : #%+ # : #&- # : %++ # : (#- # : +++ " : ,)% ( : %%# # : &%( 9
9, + : ,++ # : #*% " : +%- # : (+# " : "#& " : ("- ( : "-& # : &") 9
9% + : )#, # : #%# " : (,+ # : ,*% # : #&* " : %-) ( : ,(* # : *-- 9
9) ( : %), # : +,* # : +)* " : #)" # : "+, , : &%" "+ : (% " : &(% 9
9"# - : #%# # : #&) # : ("- # : -#( # : #,( ( : ,,+ , : %&" " : &&# 9
9"" + : &)# ’ ’ ’ ’ - : %#" * : -)" " : (*, 9
9"+ + : *)% # : #"* # : #)* # : "** # : #&- - : -)% * : #)* " : +*# 9
;" # : #&& # : ##* # : #*+ ’ # : #-# " : &*" " : *"* +% : ", ;
;+ # : %"" # : #(% # : #(% # : #+, ’ + : #"% + : %+) + : (%% ;
;- # : #%" # : #"- # : #"# ’ ’ - : (%# - : &*+ (+ : %" ;
;( # : )&, # : #+% # : #-( # : #%* ’ " : &++ + : (,) " : &)# ;
8!;" # : ##* ’ # : #"# # : #", ’ " : #*( " : #,# ",( : - 8
;& # : +,) ’ # : #+, # : #&" ’ + : &#+ + : ,%+ % : )*# ;
8!;+ # : #"* ’ # : #"& ’ # : #,+ # : #-# # : #(* " : %(" 8
;* # : *&) # : #-# # : #(" # : #,+ # : "(, " : (%( + : "(- + : +&# ;
;, # : ,), # : #+# # : ""* # : "#( ’ + : "(" + : )-, + : *%, ;
;% # : #&% # : ##& # : #"( ’ ’ " : #+# " : #,% ", : &) ;
;) # : "#* # : #"% # : #"+ # : #(" ’ + : +), + : (#- +" : *" ;
;"# " : ##+ # : #+) # : #,* # : #)# ’ " : &%# + : &%+ " : &,, ;
;"" # : -+& # : #", # : #"+ # : #&% ’ " : (#& " : ,-# ( : -+, ;
;"+ " : +%* ’ # : -&& # : ++) ’ " : +*& + : &&" # : )%( ;
;"- # : "(& # : #"+ # : #"" ’ ’ " : )"& + : #&) "- : ++ ;

! !9：<-0<!7#. *-’. 06)4%；;：<-0<!7#. #,* %6)=-).-(3 *-’. 06)4%；8：,)6$#& 06)4%: ’：,). *’.’(.’*:

! ! 乳果糖排泄率 /甘露醇排泄率比值可以作为肠
黏膜通透性指标。由表 & 可以看出，; 组的该数据
明显比 9 组高，因此我们可以得出在肠道中加入益
生菌有利于保护肠道、肠道通透率比较高的结论。

! ! 此外，从表 & 的 ( 个单糖的含量与甘露醇和乳
果糖之间的含量关系看，甘露醇与甘露糖似有一定

的关联，9 组甘露醇的含量高，; 组甘露醇的含量
低，对应的甘露糖也是 9 组的含量高，; 组的含量
低。而甘露糖不应该由人体本身合成，推测其来自

体内糖的代谢，来自甘露醇的氧化，而这与理论上甘

露醇不被代谢有矛盾。果糖在 9 组和 ; 组的差别
比较明显，显示了益生菌的作用，初步判断加入益生

菌后产生的果糖整体少多了。葡萄糖作为体内代谢

必然存在的组分，虽然从理论上与乳果糖 /甘露糖之
间的关联性不大，但从实际的结果看，; 组含量比 9
组要低。所以益生菌的加入不仅仅提高乳果糖排泄

率 /甘露醇排泄率比值，也可能跟一些单糖的含量变
化有关。

! ! 当然，单单凭这些结果，还无法对他们之间的关

系作出结论，但是测定甘露醇与乳果糖以及代谢相

关的一些单糖，为研究乳果糖排泄率 /甘露醇排泄率
比值的规律以及可能存在的糖代谢关系提供了可靠

的实验数据。

$" 结论

! ! 采用 >?9@A!?98 检测，优化了 B#C> 梯度淋
洗程序、采用四电位和 A#6=)?#(D+ ?9" 分离柱对
小鼠尿液中甘露醇、单糖和乳果糖进行了测定，方法

灵敏度高，稳定性好。该方法不仅可以很好地分离

甘露醇和乳果糖，对其进行准确的定性定量分析；同

时也能分离半乳糖、葡萄糖、甘露糖和果糖，为研究

甘露醇和乳果糖代谢过程提供了可靠的检测方法。
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