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摘要：建立了低聚木糖样品中的木二糖至木六糖等低聚 木 糖 的 高 效 阴 离 子 交 换 色 谱 定 量 测 定 方 法，并 根 据 低 聚 木

糖的聚合度与色谱保留时间的线性关系，对 木 七 糖 和 木 八 糖 的 保 留 时 间 进 行 预 测。采 用 >’*?"1’:@A 1<!"" 阴 离

子交换柱（) 44 . !&" 44），以醋酸钠和氢氧化钠为淋洗液进行二元梯度洗脱，脉冲安培法进行检测。结果表明，

木二糖至木六糖在 "/ ("* ’ (/ -"% 47 / B 质量浓度范围内的线性关系良好，检出限为 "/ "-* ’ "/ ### 47 / B，定量限为

"/ !#* ’ "/ )%# 47 / B。将该方法用于低聚木糖产品的检测，) 个添加水平的加标回收率为 (* $ !$C ’ ##( $ #$C，相对

标准偏差（! 0 )）为 " $ **C ’ #* $ (%C。结果表明 该 方 法 适 用 于 低 聚 木 糖 产 品 中 有 效 成 分 的 快 速、高 效 分 离 和 定 量

测定。
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# # 低聚木糖（ !"#$%$#&’$()**+),&-.，/01）是 由 !
$ % 个木糖分子以 !%&，’ 木糖苷键连接而成的功能

性低聚糖，具有独特的免疫增强和保健促生功效，是

目前效价比最高的双歧因子之一。现已成功地应用

于食品和饲料添加剂行业，成为当前研发的热点，市

场发展空间巨大［&］。

# # 目前低聚木糖的分析和检测主要采用高效液相

色谱法（2345）［! ( ’］。由于低聚木糖产品均为聚合

度相近 的 各 种 低 聚 糖 组 分 的 混 合 物，采 用 普 通 的

2345 尚不能高 效 分 离 这 些 糖 组 分［!］，因 而 难 以 对

低聚木糖进行准确的定量测定，从而制约了低聚木

糖产品的质量控制、品质评定及工艺技术优化。高

效阴离 子 交 换 色 谱%脉 冲 安 培 法（23675%368）利

用糖类物质在强碱性介质中可以发生酸性解离的原

理，采用高效阴离子交换色谱柱分离糖类，利用糖分

子结构中的羟基在金电极表面发生氧化还原反应时

产生 的 电 流 实 现 检 测［)］。 与 普 通 的 2345 相 比，

23675 可利用不同相对分子质量的低聚糖之间羟

基解离度的细微差异实现它们的精确分离，具有操

作方便、针对性强、灵敏高和应用范围广等优点，适

用于低聚糖的定性分析和定量检测［*］，并已成功用

于菊糖等低聚糖的分析［+ ( "］。尽管 19.::.: 等［&,］

采用 5),;$3)*<= 36&,, 阴离子交换柱实现了对低

聚木糖组分以及阿拉伯糖基低聚木糖组分的分离，

但未对分离条件做进一步的优化，且未建立定量分

析方法。本文在该工作的基础上，采用分离效果更

好 的 5),;$3)*<= 36!,, 阴 离 子 交 换 柱，利 用

23675%368 装置，实 现 了 低 聚 木 糖 产 品 中 各 组 分

的高效、快速分离，并建立了相应的定量测定方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

# # >51%-,,, 离子交换色谱系统，配备电化学检测

器、61’, 自动进样器、柱温箱、安培检测器（6? 工作

电极，@2%6’ A 6’5# 复 合 参 比 电 极 ）和 5+,$B.#.$:
*. + 色谱 工 作 站（ 美 国 8&$:.! 公 司）；超 纯 水 设 备

（ 法国 74C6 4);D)E., 公 司）；离 心 机（ 美 国 <+.,%
B$F&(+., 公 司 ）；5),;$3)*<= 36!,, 分 析 柱（!),
BB / - BB）；5),;$3)*<= 36!,, 保 护 柱（), BB
/ - BB）（ 美国 8&$:.! 公司）。

# # 木二糖、木三糖、木四糖、木五糖和木六糖标准

样品（ 纯 度 0 ")G，色 谱 纯）购 于 爱 尔 兰 =.’)H"B.
公司，木糖标 准 样 品（ 色 谱 纯）购 于 上 海 国 药 公 司，

无水 醋 酸 钠（I)06*）购 于 美 国 1&’B) 公 司，),G
（ 质量分数）氢氧化钠（I)02）溶液购自美国 F#?J)

公司。低聚木糖产品由玉米芯木聚糖经定向酶水解

制备而成，主要成分为葡萄糖、木糖和低聚合度的水

溶性 木 聚 糖［&&］。 实 验 用 水 均 采 用 电 阻 率 不 低 于

&%. ! =!·*B 的超纯水。

! ! #" 溶液的制备

! ! # ! !" 标准溶液

# # 用超纯水将木糖至木六糖的标准低聚木糖分别

配成一定浓度的母液，取适量母液配制成不同浓度

的标准溶液，分装后于 ( !, K 下冷冻保存。使用前

取出化冻，取等量同浓度级别的标准溶液混合后作

为工作标准溶液。

! ! # ! #" 淋洗液

# # ,. & B$# A 4 I)02 溶液：取 ),G I)02 溶液 ). !
B4，用 水 稀 释 至 & 4 并 定 容，混 匀 后 立 即 通 氮 气

（’&. - $ )). & J3)（* $ % @(&））保护。

# # ,. ) B$# A 4 I)06* 溶液：称取 ’&. , ’ 固体无水

醋酸钠，用水溶解，经 ,. !! "B 醋酸 纤 维 膜 过 滤 后

转至 & 4 容 量 瓶 中，加 入 ),G I)02 溶 液 ). ! B4
后用水 定 容，混 匀 后 立 即 通 氮 气（’&. - $ )). & J3)

（* $ % @(&））保护。

! ! # ! $" 样品溶液

# # 用 水 稀 释 低 聚 木 糖 样 品 至 检 测 浓 度 范 围，在

&, ,,, , A B&: 条件 下 离 心 ) B&:，取 上 清 液 并 经 过

,. !! "B 滤 膜 过 滤 至 样 品 瓶，转 入 61’, 自 动 进 样

器进行色谱检测和分析。

! ! $" 色谱条件

# # 以 ,. & B$# A 4 I)02（6）、,. ) B$# A 4 I)06*
（L）为 淋 洗 液 进 行 二 元 梯 度 洗 脱，淋 洗 程 序：, $
’,. , B&:，L 相 浓 度 从 , BB$# A 4 线 性 升 至 &!,
BB$# A 4；’,. & $ *,. , B&:，以 &,,G 6 冲洗系统；流

速：,. - B4 A B&:；柱 温：-, K；进 样 体 积：&, "4；检

测方式：四电位脉冲安培检测。

#" 结果与讨论

# ! !" 色谱条件的优化

# # I)02 溶液 中 所 含 有 的 02 ( 离 子 可 以 促 进 低

聚糖中羟基的酸性解离，从而增强它们在阴离子交

换色谱柱 上 的 保 留。在 作 为 淋 洗 剂 的 同 时，I)02
溶液也 提 高 了 368 对 糖 类 检 测 的 灵 敏 度。 增 加

I)02 溶液的浓度，其淋洗能力有一定的增强，但是

对于强保留的聚合度较高的低聚糖组分，必须采用

具有更强淋洗能力的醋酸钠溶液进行洗脱才能实现

良好的分离效果［)，&!］。以 23675 系统分离低聚木

糖标准品时发现：增加 I)06* 溶液浓度、加快流速

或提高柱温可以加快洗脱强保留的糖组分，缩短各

·*+·
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低聚木糖组分的保留时间，但会对糖组分间的分离

效果及色谱系统的柱压产生影响。因此，优化色谱

操作条件对提高低聚木糖组分之间的分离度、提高

检测效率和保护色谱系统是必要的［"#］。

! ! 采用上述 "#$%% 阴离子交换色谱柱，以 $%&’
溶液!$%&#( 溶液 为 二 元 洗 脱 溶 液，在 不 同 流 速 和

梯度洗脱方式下分离木二糖至木六糖标准样品。&
种低聚糖标准品的色谱分离效果以柱效和保留时间

作为表征参数列于表 " 中。综合考虑各低聚木糖组

分的柱效、组分间的分离度、峰不对称性和色谱柱压

（ 数据未公布）等因素［"’］，最终选取 "( # 节中的色谱

条件分离低聚木糖。

表 !" 洗脱条件对低聚木糖色谱分离效果的影响

!"#$% !" &’’%() *’ %$+),*- (*-.,),*-/ *- 01$*2*$,3*/"((4"5,.% /%6"5"),*-

)*+,!,+-.,/%
((0%1-23

4+56-,7 8+,9 1%63"）:（;< : ;-7）

% = $
! : ;-7 " : ; ) "

% = #
! : ;-7 " : ; ) "

% = ’
! : ;-7 " : ; ) "

>,7(3761%6-,7 ,8 $%&#($）:（;;,+ : <）

% ) *%
! : ;-7 " : ; ) "

% ) "$%
! : ;-7 " : ; ) "

% ) "&%
! : ;-7 " : ; ) "

! )*+,?-,/3 * = *+ $&&", , = ,- $’’"& & = %+ "-*-& , = ’- $$#"’ , = ,- $’’"& , = ,- $#,$’
! )*+,61-,/3 "’ = &% ,-"’- * = *# ’"%$- - = && $*+*, * = ,- ##-*- * = *# ’"%$- * = +$ ’+"$#
! )*+,6361%,/3 "- = "+ "%$%’- "$ = ,+ -’,,- * = *- &&&’% "$ = *$ ,%%&, "$ = ,+ -’,,- "$ = %- --,*$
! )*+,@376%,/3 "* = &$ ""-’"$ "& = %% *#%-* "$ = "$ -$,#- "& = -$ -*+#’ "& = %% *#%-* "# = *# *%-,"
! )*+,03A%,/3 $" = ,% "’’%$, "- = "% ""-*’- "’ = %+ *&$+# "+ = $- "%#*"# "- = "% ""-*’- "& = ,& ""%$*%

! "）603 2-8831376 3+56-,7 8+,9 1%63 57231 603 /%;3 .1%2-376 3+56-,7 ,8 $%&#( 81,; % ;;,+ : < 6, "$% ;;,+ : < 9-60-7 ’% ;-7；$）603 2-8!
831376 .1%2-376 3+56-,7 ,8 $%&#( 9-60-7 ’% ;-7 %6 603 /%;3 3+56-,7 8+,9!1%63 ,8 %( # ;< : ;-7=

# 7 #" 方法的检出限和线性关系

! ! 在优化的色谱条件下，采用积分脉冲安培法检

测，色谱峰面积对低聚木糖的质量浓度进行线性回

归，得到木二糖至木六糖的标准曲线方程。结果如

表 $ 所示，在 %( +%’ . +( ,%- ;. : < 范围内，木二糖至

木六糖 标 准 曲 线 的 线 性 相 关 系 数 均 在 %( **+ , 以

上。将低浓度的混合标准样品进行稀释，以 # 倍的

空白标准偏差为检出限（<&B）［"&］，得到低聚木糖的

<&B 为 %( %,’ . %( """ ;. : <；以 "% 倍的空白标准偏

差为定量限（<&C），得到低聚木糖的 <&C 为 %( $"’
. %( #-" ;. : <，表明采用本文建立的方法可以实现

木二糖至木六糖组分的高灵敏度定量测定。

表 #" $ 种低聚木糖的线性范围、相关系数、方法的检出限和定量限

!"#$% #" 8,-%"5 5"-3%/，(*55%$"),*- (*%’’,(,%-)/（ !# ），.%)%(),*- $,9,)/（8:;）"-.
<+"-),’,("),*- $,9,)/（8:=）’*5 01$*2*$,3*/"((4"5,.%/

)*+,!,+-.,/%((0%1-23 <-73%1 1%7.3 :（;. : <） #$ D+,@3 ,8 (%+-?1%6-,7 (51E3 <&B$ :（;. : <） <&C$ :（;. : <）

! )*+,?-,/3 % = +%’ ) - = *"" % = ***+ # = %+ % = %-$ % = $#*
! )*+,61-,/3 % = +$- ) + = #"" % = **** " = &$ % = """ % = #-"
! )*+,6361%,/3 % = +$+ ) + = $-’ % = ***- " = -$ % = %-% % = $#&
! )*+,@376%,/3 % = +"+ ) + = ,%- % = **+, " = #- % = %,’ % = $"’
! )*+,03A%,/3 % = +#" ) + = ’#& % = ***+ " = "% % = %*, % = #$’

! $ <&B / #DB : ?，<&C / "%DB : ?，90313 603 DB -/ 603 /6%72%12 23E-%6-,7 (%+(5+%632 ,7 69376* ;3%/513;376/，%72 ? 9%/ 603 /+,@3
,8 603 (%+-?1%6-,7 (51E3 8,1 3%(0 /6%72%12=

图 !" （"）低聚木糖标准品和（#）实际样品的色谱图

>,37 !" ?45*9")*35"9/ *’（"）@:A /)"-."5. "-.（#）" @:A 65*.+()
"3%F -2376-8-(%6-,7/：" = A*+,/3；$ = A*+,?-,/3；# = A*+,61-,/3；’ = A*+,6361%,/3；& = A*+,@376%,/3；, = A*+,03A%,/3=

! ! 采用上述色谱条件分离低聚木糖标准样品和实

际样品的色谱图如图 " 所示。低聚木糖产品中常见

的干扰组分葡萄糖和木糖均在低聚木糖组分之前出

峰。因此，在上述色谱条件下，葡萄糖和木糖对低聚

木糖的测定无干扰，木二糖至木六糖各组分都可以

在 $% ;-7 内被完全洗 脱，且 分 离 度 均 在 "( & 以 上，

·--·
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可实现高效、快速的分离。但基于色谱系统的清洗

要求，为了保证充分淋洗出样品中的强保留组分，防

止不同样品间的干扰和污染，延长分析柱的使用寿

命，在实际测定时需要延长洗脱时间至 #$ !"#。

! ! "# 重复性和准确度

% % 在适宜的浓度范围内配制未知浓度的木二糖至

木六糖的标准样品混合液，连续进样 & 次，测定结果

的相对标准偏差（$%&）均在 $’ &(’ ) *’ &+’ 之间。

% % 以玉米芯定向酶解制备得到的低聚木糖样品作

为实验样本，平行取样 , 次，进行 , 个水平的加标回

收实验，得到加标回收率在 (# ( !"’ ) **( ( *"’ 之间

（ 见表 ,）。

表 "# 低聚木糖样品中低聚木糖的加标回收率（! $ "）

"#$%& "# ’&()*&+,&- ). /0%)1)%,2)-#((3#+,4&- -5,6&4 ,7 # /0%)1)%,2)-#((3#+,4& 5+)48(9（! $ "）

)*+,-,+".,/011203"45 6017.3,8#4 9（!. 9 :） %;"754 9（!. 9 :） <,8#4 9（!. 9 :） $51,=53* 9 ’ $%& 9 ’
% )*+,>",/5 ! ( ,+ $ ( +" , ( *+ *$* ( (, $ ( ("

! ( ,+ ! ( $- # ( ($ **( ( *" ** ( **
! ( ,+ , ( "& & ( (+ **, ( &" " ( *!

% )*+,?3",/5 # ( $" $ ( (! # ( (- "! ( +$ # ( ,(
# ( $" ! ( $( & ( *$ "+ ( $- ** ( *,
# ( $" # ( *& ( ( ,- *$! ( #- , ( ,+

% )*+,?5?30,/5 ! ( (( $ ( (! , ( -+ (# ( !" ** ( !(
! ( (( ! ( $+ # ( (& "- ( -& *# ( (+
! ( (( # ( *# & ( +( "# ( ,* ! ( (*

% )*+,;5#?0,/5 ! ( $! $ ( (# ! ( (# "+ ( +* $ ( ##
! ( $! ! ( *$ # ( $- "& ( ($ * ( (#
! ( $! # ( ,$ & ( ," *$* ( -! $ ( (#

% )*+,25@0,/5 * ( #- $ ( (, ! ( !( "" ( -( ! ( $*
* ( #- ! ( $( , ( #( "+ ( -& ! ( "#
* ( #- # ( !! - ( +* *$* ( *, $ ( &&

! ! %# 木七糖和木八糖的色谱定性检测

% % ABCDE 对糖类的分离主要是基于样品和色谱

填料之间 的 阴 离 子 交 换 和 疏 水 相 互 作 用［-］。 本 实

验中，在 F0GC1 溶 液-F0GA 溶 液 二 元 线 性 梯 度 淋

洗条件下，各低聚木糖组分的保留时间与其含有的

羟基数目、碱性条件下的解离度和碳骨架结构等因

素有关，最终表 现 为 木 糖 至 木 六 糖 的 聚 合 度（!&B ）

与色谱保留 时 间（ "）之 间 的 线 性 关 系，回 归 后 得 到

二者之间的线性方程 " . !’ -+( -!&B / *’ "+! &（ #! .
$’ ""- !）。由该线性关系式可以推算出木七糖和木

八糖的 色 谱 保 留 时 间 分 别 为 !$’ $! !"# 和 !!’ &$
!"#。由于目前木七糖和木八糖等高聚合度低聚木

糖标准样品难以获取，因此无法对其进行定量分析。

但根据预测的保留时间，可以实现对低聚木糖样品

中木七糖和木八糖组分的定性分析。

"# 结语

% % 采用 E03>,B01HI BC!$$ 色谱柱建立了木二糖

至木六糖的 ABCDE-BC& 定量测定方法，并推算出

木七糖和木八糖的色谱保留时间。经重复性和加标

回收等实验验证，该方法准确可靠，可实现对低聚木

糖产品的高效，快速分离检测，并为其他类型的功能

性低聚糖的定性和定量检测提供借鉴。
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