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摘要
离子色谱(IC)是高效液相色谱(HPLC)的一种，是分析阴离子和阳离子的一种液相色

谱方法。对难以用其他仪器和方法分析的常见阴离子、阳离子、有机酸和有机胺类等组分的分

析，离子色谱法具有选择性好，灵敏度高，快速，简便，并可同时测定多组分等的突出优点。

基于上述优点，离子色谱法自1975年问世以来发展迅速，已经在环境监测、电力、半导体工

业、食品、石油化工、医疗卫生和生化等领域得到广泛应用，已有数十项成为有关权威机构的

标准方法。鉴于糖类化合物分子具有电化学活性及在强碱溶液中呈离子化状态，Roxklin等于

1983年首先报道了用阴离子交换色谱柱分离，脉冲安培检测器测定糖的新方法(简称HPAEC)

【I】。用离子色谱法检测糖类，寻求操作简单，结果准确的检测体系，值得每一位分析化学学者

进行深入研究。

本文包括两个部分。第一部分是文献综述，这部分结合多糖的利用价值及提取方法，

评述了近十年离子色谱检测技术的发展以及其它相关领域在多糖类物质检测中的研究

和应用。第二部分是研究报告。首先研究了绿茶中茶叶多糖的最佳提取方法和离子色谱

检测茶叶多糖中的2种单糖的技术，在建立了高效，便捷的分析方法的同时选择了最佳

的提取条件。利用温水浸提绿茶茶叶，超声辅助乙酸水解绿茶粗多糖，以METROSEP

CARB 1(150x4．0 mm)阴离子交换柱为分离柱，以6．0 mmol／L NaOH溶液为洗脱液，在32℃

的条件下对绿茶粗多糖水解液进行检测，实现了对绿茶粗多糖中的葡萄糖和甘露糖两种单糖的

完全分离和定量检测。在此研究基础上，对其他不同种类茶叶多糖进行了分析研究，进

一步优化实验条件，由对单纯两种单糖的分析拓展到同时分析检测四种单糖，取得了良

好的试验效果，并且打破了多种单糖需要进行梯度淋洗才可实现分离的复杂方法，实现

了固定浓度淋洗液直接分离多种单糖的高效方法。基于此，将该法的应用延伸到真菌类

和中药领域，分别检测了香菇多糖和山药多糖，取得了良好的实验效果：从而进一步验

证了该方法的应用价值。但在以上研究过程中，存在着对多糖水解液果糖检测方面的不

足，突出表现为灵敏度低、分析时间过长等缺点。为了完善检测方法，继续优化实验条

件，对果糖的检测方法进行改进，建立快速、高效检测多糖中的果糖的离子色谱检测方

法，实验取得了很好的效果，得到了高的灵敏度和准确度，以及低的检测限。

一．绿茶中茶多糖的提取与离子色谱检测方法研究

本文在不同浸提条件下提取绿茶粗多糖的基础上，建立了用高效阴离子交换分离一脉冲安培
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检测(HPAE—PAD)，在32℃的条件下分离测定绿茶茶叶多糖中的葡萄糖和甘露糖2种单糖的

分析方法。以METROSEP CARB 1(150×4．0 mm)阴离子交换柱为分离柱，6．0 mmol／LNaOH

溶液为淋洗液，淋洗液流速为1．0 mL／min，总分析时间为35 min。在优化的分离条件下，葡

萄糖和甘露糖的检出限分别为O．125 me：A．和2．0 me,q-．(进样体积20”L，峰高定量)。用20 mg／L

葡萄糖和甘露糖的混标溶液连续7次进样，两种单糖峰高的相对标准偏差分别为5．79％和

14．15％，保留时间的相对标准偏差分别为2．08％和2．19％。样品测定的回收率为94．9％-97．5％。

用所建立的方法快速、有效分离了绿茶茶叶多糖中的葡萄糖和甘露糖，同时确定了茶叶多糖的

最佳提取条件。

二．离子色谱法测定各种茶叶中的茶多糖研究

建立了用高效阴离子交换分离一脉冲安培检测分离测定不同种茶叶多糖中的半乳糖、葡萄

糖、甘露糖和果糖的分析方法。以METROSEP CARB 1(150×4．0 mm)阴离子交换柱为分离

柱，以6．0 mmol／L-NaOH溶液为淋洗液在32℃的条件下将4种单糖从分离柱上洗脱，淋洗液

流速为1．0 mL／min，总分析时间为45 rain。在优化的分离条件下4种单糖的检出限为0．125 mg／L

,--2．0 mg／L(进样体积20此，峰高定量)。用20 mg／L的半乳糖、葡萄糖、甘露糖和30 mg／L

的果糖混标溶液连续7次进样，峰高的相对标准偏差为5．82％--14．19％，保留时间的相对标准

偏差为2．03％～2．26％。样品测定的回收率为91．8％～99．3％。用所建立的方法快速、有效分析了

4种常见茶叶多糖，得到了满意的检测结果。

三．香菇多糖和山药多糖的离子色谱检测方法研究

建立了离子色谱法分离测定香菇多糖和山药多糖的分析方法。以METROSEP CARB l

(150×4．0 mm)阴离子交换柱为分离柱，脉冲安培检测，以7．0 mmol／L NaOH溶液为淋洗液，

淋洗液流速1．0 mL／min，总分析时间为35 min。在优化的分析条件下，3种单糖的检测限分别

为半乳糖0．125 mg／L，葡萄糖0．5 mg／L，甘露糖1．0me：江(进样体积20此，峰高定量)，用30 mg／L

的标准样品混合溶液连续进样6次，峰高的相对标准偏差为1．79％--,3．52％，保留时间的RSD为

3．07％3．29％，样品测定的回收率为96．3％-．-99．5％。运用上述方法分离检测香菇多糖和山药多

糖，得到了良好的分离效果和较高的检测灵敏度，分析结果令人满意。

四．离子色谱法检测多糖水解液中果糖的研究

建立了阴离子交换分离一脉冲安培检测分析检测多糖水解液中的果糖的离子色谱方法，并且

分别讨论了峰高和峰面积两种不同分析定量方法的准确度。用METRoSEP CARBl(150×4．0

mm)阴离子交换柱为分离柱，以100 mmol／LNaOH溶液为淋洗液，流速为1．0mL／min，总分析

时间为13 min。在优化的色谱条件下，果糖的最低检出限为0．4 mg／L(进样体积20止)。用10

me／t．果糖标准溶液连续进样7次，峰高的相对标准偏差为1．64％。峰面积的RSD为3．43％，保留

时间的RSD为0．36％。样品的加标回收率为94．6％96．1％(峰高定量)和93．2‰95．6(峰面积

定量)。用所建立的方法快速、准确的分析了三种茶叶多糖水解液，分析结果令人满意。

关键词：离子色谱脉冲安培检测 多糖茶叶香菇山药
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Abstract

Ion Chromatography is a branch of the High Performance Liquid Chromatography and it is a liquid

chromatography method for the determination of the anions and cations．IC has good selectivity,

hi曲sensitivity,rapidity,simplicity and call detect various components simultaneously for the

determination of the common cations and anions，the organic acids and amines which were difficult

to detected by other analytical methods．Based on these advantages，since 1 975 IC has a rapid

development and has been widly used in many fields，such as environmental monitoring，electric

power,semiconductor,foods，petroleum and chemical industry,medical and health，biochemistry

and SO on．At the meantime there are akeady in dozens of IC methods become the standard method

for the authority．Ground on the state of ionization in alkali and the electrochemical activity of the

sugars，Roxklin had rcported the method that use the anion exchange column and pulsed

amperemetric detection to determined the polysaccharides in 1983．Due to it’S simply manipulate and

accuratly results，using IC for determining sugars deserves people’S concem and study．

The thesis consists of two parts．One is a review related to the application and the extraction of

the polysaccharides，and makes an evaluation on the development of the IC detection technology and

the other fields'detectation in recent ten years．The other is a research report which is composed of

four components as follows．First of all，do the research on the extraction and the determination of

glucose and mannose which are the two kinds of tea polysaccharides in green tea with IC technology．

A fast，simple method was established and the best extracte condition Was chosen at the sanle time．

Using the warnl water to distill the green tea and ultrasound compnent with the HAc to hydrolyze

the tea polysaccharides，take the METROSEP CARBI(150x4．0 mm)anion exchange column as the

chromatograph IC separation，at 32 9C using the 6．0mmol／LNaOH as the mobile phase．The glucose

and the mannose were totally separated and determined．Consideration of the top research，applying

this system to the four kinds of teas，improving the condition，inlarge the application from the only

two monosaccharides to four kinds of monosaccharides，after that good resulB wore be goaen．This

method broke the usual method that need gradient mobile phase，only need one fixed flow liquid

which Can easily separated the polysaccharides．Then apply this method to determine the

polysaccharides which are distracted from the mushroom and the CommonYan Rhizome，good
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results were goRen and the method was be optimized．But in these researches，there are also some

disadvantages，such as the determination of the fructose，clearly manifest as the low sensitivity and

the long determine time that cost．For the development of the method，go on to improve the

condition，and a fast，accurate method for determining fructose by IC Was established with a high

accuracy and low detection limite．

1．The studies of the extractionand and the Ion Chromatography determination of tea

poIysaccharides in Green Tea

A method for determine tea polysaccharides of glucose and marmose in green tea by high

performance anion exchange with pulsed amperemetric detection Was established，based on the

different distill methods．The chromatograph separation Was established on METROSEP CARB 1

(1 50x4．0 mm)anion exchange colunm，using 6．0 mmol／L NaOH at 1．0 mL／min in flow rate．The

total analysis time is 35 min．The detection limits of O．125 mg／L-2．0 meCL(20此injection，using

the peak height for the quantitative analysis)were achieved under the optimal conditions．The RSDs

of peak height for the seven consecutive determinations of 20 mg／L glucose and mannose were

5．79％and 14．1 5％respectively,and the RSDs of reserve time were 2．08％and 2．19％．The recovery

percentages of the sample detection were 94．90／旷97．5％．Glucose and Inannose were be determined

fast and effectively,at the meantime，the best distill condition Was be chosen．

2．The determination of tea pOIysaccharides with Ion Chromatography

A method for the determination of tea polysaccharides of galactose，glucose，mannose and fructose

by high performance anion exchange wim pulsed amperemetric detection Was established．The

chromatograph separation Was established on METROSEP CARB 1(150x4．0 mm)anion exchange

column，using 6．0 mmol／LNaOH at 1．0 mL／min in flow rate and at 32。C．The total analysis time is

45 min．The detection limits of 0．125 rag／L--2．0 mgn．(20“L injection，using the peak height for the

quantitative analysis)were achieved under the optimal conditions．The RSDs of peak height for the

seven consecutive determinations of 20 mg／L galactose，glucose，nlanllose and 30 mg／L fructose

were 5．820／旷14．19％．and the RSDs of reserve time were 2．030／旷2．26％．The recovery percentages

of the sample detection were 91．8％～99．3％．Four kinds of tea polysaccharides were fast and

effectively determined，and the results of the determination were satisfying．

3．Studies of the determination of the lentinan and the dioscoreaopposita polysaccharides by

IC

This article applies the used of the IC technology to the fungus and Chinese traditional medicines
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field and a fast determining method has been established．n豫chromatograph separation was

established METROSEP CARB 1(150x4．0 mm)anion exchange column，with pulsed amperemetric

detection．Using 7．0 mmol／LNaOH at 1．0 mL／min in flow rate．The total analysis time is 35min．The

detection limits was O．125～1．0 me／L(20此injection，using the peak height for龇quantitative

analysis)were achieved under the optimal conditions．The RSDs of peak height for six consecutive

determinations of 30 mg／L standard sample were 1．79％～3．52％，and the RSDs of re∞rve time were

3．07％-一3．29％．The recovery percentages of the sample detection were 96．3*／o,--99．5％．11le system

was applied for tlle determination of lentinan and dioscoreaopposita，good separation and high

detection sensitivity were achieved，and the results of the determination were satisfying．

4．The determination of the fructose by IC

A method for determination of fructose in hydrolyzing polysaccharides by high performance anion

exchange with pulsed amperemetric detection was established．And the accuracy that use the peak

height and peak area for quantitative analysis were discussed．The chromatograph separation was

established on METROSEP CAR 1(150x4．0 mm)anion exchange column，using 100 mmol／LNaOH

at 1．0 mL／min in flow rate．The total analysis time is 1 3min．The detection limits of O．4 mg／L(20I．tL

injection)was achieved under the optimal conditions．The RSDs of peak height for seven

consecutive determination of 10 mj班fructose was 1．64％，the RSDs of peak area 3．43％，and the

RSDs of reserve time 0．36％．The recovery percentages of sample detection were

94．6％"96．1％(nsing peak height)and 93．2％～95．6％(using peak area)．Three kinds of tea

polysaccharides were fast and effectively determined，and the results of the d&ermination were

satisfying．

Keywords：anion exchange，pulsed amperemetrie detection，polysaccharide，tea，

mushroom,dioscorea opposita
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一J予舌

糖类是自然界中存在最多的有机化合物，也是重要的生物高分子化合物和信息物质。多糖

分布广泛，在高等植物、细菌、真菌、藻类以及动物体内含量丰富。20世纪60年代以来，人

们逐渐发现多糖具有复杂多样的生物活性和功能【2-101，如多糖有免疫调节功能可作为广谱免疫

促进剂，作为药物可以治疗风湿病，慢性病毒性肝炎，癌症等；还具有抗病毒，抗感染，抗辐

射，抗凝血，降血糖，降血脂，消除氧化自由基，促进核酸与蛋白质的生物合成等作用。多糖

的分析方法也有很多，且日益受到人们的关注和研究。

二多糖类的简介及提取和分析方法 ．

1．多糖类化合物的定义和分类

多糖是由多个单糖分子缩合、失水而成，是一类分子机构复杂且庞大的糖类物质。

凡符合高分子化合物概念的碳水化合物及其衍生物均称为多糖。有由一种类型的单糖组

成的葡萄糖、甘露聚糖、半乳聚糖等。由二种以上的单糖组成的杂多糖，含有氨基糖的

葡糖胺葡聚糖等，在化学结构上实属多种多样。就分子量而论，有从0．5万个分子组成

的到超过106个的多糖。由糖苷键结合的糖链，至少要超过10个以上的单糖组成的聚

合糖才称为多糖。比10个少的短链的称为寡糖。不过，就糖链而论即使是寡糖，在寡

糖上结合了蛋白质和脂类的，就整个分子而论，如果是属于高分子，则从广义上来看也

属于多糖，因此特称为复合多糖或复合糖质。

2．多糖的提取方法

多糖为大分子化合物，易溶于水，通常采用水提醇沉法[11】， 但耗时较长，且提取效率不

高。为了提高多糖的提取效率，在水提醇沉法的基础上发展了碱提取法‘101，．酸提取法【1舶。此

两种方法在大大提高多糖提取率的同时，由于多糖不耐酸碱，因此会使部分多糖分解，也存在

着一定的不足。

谢红蒯13】等，利用酶法提取香菇多糖，将香菇500 g，粉碎，加适量水，加入1．5％中性蛋

白酶在50"C和pH4．8条件下酶解60 min，加水至10 L，然后升温至95"C，使生物酶失活，在

95。C温度下药物提取器中恒温提取2 h，滤布过滤，收集滤液。酶解法可以大大提高多糖的提

取效率，并且降低蛋白质含量。但药品价格较贵，温度控制严格，操作成本较高。

现发展出用超声波和微波辅助多糖提取法。李俊【14】等，利用超声波辅助提取罗汉果多糖，

取干燥、粉碎的罗汉果100 g根据实验条件加入50"C热水，超声波提取3次，每次5 min，合

并各次提取液，减压浓缩；往浓缩液中加入95％乙醇使罗汉果多糖沉淀，高速离心15 min得

到沉淀，用丙酮洗涤5次，在．50"C下冷冻干燥，得罗汉果粗多糖。经过实验证明，超声波辅
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助提取多糖明显提高多糖的提取率。微波辅助提取是利用微波能的加热效应来加速溶剂对嘲体

样品中目标化合物的提取的新技术。邓永智【15】等利用微波辅助提取法通过正交实验法从海水

小球藻中提取多糖，在70。C，功率为600 W，提取时间为30 min的条件下海水小球藻中的多

糖可以得到较好的提取。超声波和微波辅助提取多糖操作简单，且不会引入杂质，是很好的多

糖提取方法。

3．多糖的分析方法

3．1多糖的含量分析

由于糖类具有还原性，在多糖的定量测定方面可以根据糖的还原性进行测定，也可将糖转

化成为糖醛衍生物进行测定。

经典的多糖测定方法为苯酚一硫酸法‘161和葸酮一硫酸法【171，均以无水葡萄糖为对照品，分

光光度法测定，计算含量。这两种方法快速、方便、准确，但这两种测定方法对有色样品都不

理想，苯酚一硫酸法受样品颜色的影响更大，因此常多用蒽酮一硫酸法测定有色样品的总糖含量。

汪东风n胡利用葸酮一硫酸法测定同一品种的红茶、绿茶和乌龙茶的多糖含量，结果分别为

o．850／o：t：0．01％，1．4l％士o．06％，和2．63％-<-0．27％，傅博强掣191认为这一结果偏低，主要是以葡

萄糖作标准曲线的原因，并提出以校正因子修正测定结果，同时测定了江西獒源的红茶、绿茶

和乌龙茶的茶多糖含量。分别为3％一3．5％、4．17％-6．35％、3．10％---3．53％。比较两种计算方法

的结果，相差很大，一方面是因品种、加工方法等的差异导致的，另一方面是因为用作计算校

正因子的茶多糖为非纯品，使得校正因子偏大而导致的。

最近有学者比较研究了苯酚一硫酸法和间接碘量法晗们测定灵芝多糖，间接碘量法可分别测

定样品中总糖和还原糖的含量，消除了样品还原性杂质的干扰，所测结果更接近实际多糖含量。

通过改进间接碘量法，使滴定过程不需要在沸腾状态下进行，从而除去了温度条件对滴定结果

的干扰，使反应更易控制。间接碘量法具有干扰少准确度高的特点，但与苯酚一硫酸法相比，

操作过程较为烦琐。

多糖含量的测定还有3，5一二硝基水杨酸(DINS)比色法，该方法操作简单，快速，灵敏度

高，杂质干扰较小。王红英‘2u等利用该法测定麦冬多塘含量，精确度高，重现性好。是一种

可取的多糖常规测定方法。

3．2多糖的组分分析

多糖组分的分离测定方法目前主要有高效液相色谱法(HPLC)，气相色谱法(GC)，薄层

色谱法(TLC)，高效毛细管电泳法(HPCE)等。

杨兴斌【22】等采用卜苯基一3甲基一5一吡唑啉酮(PMP)柱前衍生化反相高效液相色谱法法，

建立了9种常见单糖的分离模式，并成功地用于当归多糖的单糖组成分析，具有良好的重现性，

结果表明，当归多糖由甘露糖，鼠李糖，葡萄糖醛酸，半乳糖醛酸，葡萄糖，半乳糖及阿拉伯
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糖7种单糖组成，其摩尔比为0．57：1．00-O．13：3．06：8．16：7．17：12．69。该方法灵敏快速，

准确，方便，可在线大批量分析。

邓永智【151等，在MS参数VF．5MS毛细管色谱柱(30 mx0．25 mm美国Varian公司)；进

样口温度280℃；柱箱起始温度120℃，3"C／min至210℃，保持4 rain；载气为高纯氦气，流

速1．0 mL／mim离子化模式为EI-Auto，离子化能量70 ev离子阱温度180"C；接口温度280"C；

质量扫描范围40．550 amll的条件下，利用气相色谱一质谱联用法分析了海水小球藻多糖的单糖

组成。

颜军[23】等通过斑点分离度，清晰度，有无拖尾现象及展层时间等方面，利用薄层色谱法

快速分析了多糖的单糖组成，通过实验确定了适合的展开剂为展开系统(乙酸乙脂：吡啶：无

水乙醇：水=8：2：1：2)，合适的显色剂为苯胺一二苯胺磷酸显色剂。

耿越[241等采用高效毛细管电泳法测定玉米花粉多糖中单糖的组成，样品经水解后，经仪一

萘胺衍生化，电泳条件为：缓冲液为75 mmol／L硼砂溶液(pH 9．5)；柱温22"C；电压16kV；

检测波长200 nm；气压进样，进样时间为5 s。测得玉米花粉多糖主要由葡萄糖，阿拉伯糖和

半乳糖3种单糖组成。该方法操作简单，精度高，可成为测定多糖中单糖组分．的方法。周蓉【251，

季宇彬【26】等也利用高效毛细管电泳法成功分析了甘草多糖以及龙葵多糖的单糖组分。

综合各类方法HPLC分离速度快，分辨率高，分离效率好，重现性好，不破坏样品的优

点。但糖类本身没有紫外吸收，只能采用示差折光监测器(Rj)或蒸发光散射检测器(ELSD)

检测。RJ分辨率低，而ELSD效果虽好却价格昂贵。另外采用HPLC分析时，色谱柱的选择

比较困难。一般采用氨基柱但分离效果不够理想，而专用糖柱又十分昂贵．用GC测定糖类时，

由于糖本身没有足够的挥发性，所以必须在气相色谱分析之前预先转化成易挥发以及对热稳定

的衍生物。此外，由于糖的异构化，在某些衍生物的制备过程中，还会产生衍生物的异构化，

使色谱分析时每种糖产生多个峰，这往往影响组分的分离和定量。TLC是一种微量而快速的

分析方法，它兼备了柱层析和纸层析两者的优点而且操作方便，设备简单，容易掌握，便宜，

灵活的特点。但样品不能回收，展开剂和显色剂的选择也要求严格。HPCE技术具有样品用量

少，时间短，灵敏度高，分离效果明显的特点，在糖类物质的检测方面具有独特的优势【27—29】。

近年来，离子色谱法测定糖类逐渐引起学者们的重视，鉴于糖类化合物分子具有电化学活

性及在强碱溶液中呈离子化状态。常用浓度为O．Ol棚．2 mol／LNaOH与NaAc．作梯度淋洗。用

金电极的脉冲安培监测器检测‘3¨31。Cai[341等用高效阴离子交换色谱一脉冲安培检测法直接同

时分析了血清中多种糖类，利用梯度洗脱在16 mill内将葡萄糖、核糖、麦芽糖、异麦芽糖分

离开来，再直接用脉冲安培法检测，无需衍生。Tommaso[35】等也用该法成功分离测定了牛奶

中的单糖及多糖组分，效果良好。离子色谱法，操作简单，结果准确，是一种快速、便捷的检

测方法。但由于离子色谱对进样样品要求较高，样品前处理步骤要求严格，但从总体看来IC

在糖类检测方面具有自身突出优势。
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3．3多糖的结构分析

多糖的结构分析在近年来采用了许多先进的仪器设备，分析方法和手段都有了很大的提

高。主要有紫外光谱法、红外光谱法和核磁共振分析法，现分别介绍如下：

紫外光谱分析‘36】：多糖样品溶于水放置一夜，在10000 r／min下离心20 min，上清液加入

乙醇沉淀。沉淀用乙醚、丙酮洗涤，真空干燥，进行紫外扫描，在270--280 cm处有强吸收峰。

红外光谱分析：利用红外光谱，主要可以鉴定多糖中是否含有硫酸基(1260--1210 eml)

及硫酸基的取代位置(800～950 cml)。红外光谱扫描茶叶多糖具有一般多糖类的特征吸收峰

(4000---6500 cm’1)，黄桂列371等从茶叶废渣中提取出来的灰色多糖TPS．3在3415。3280 cm-1和

1665～1635 cm。处均有一般多糖物质的特征吸收峰。

核磁共振分析：应用”C NMR可以鉴别多糖中糖苷键位置，确认多糖中是否有甲氧基取

代及其取代的位置和硫酸基的取代位置。利用1H NMR进一步确认多糖结构。林晓之【381等就

对海藻多糖的组成及结构利用FT-IR和"C NMR两种光谱手段做了深入的研究，从而确定了

各类海藻多糖的结构组成。

在糖的结构分析方面，还常用一些利用物理和化学性质分析多糖的方法。

周林m1等，利用多糖的粘度性质测定了水溶液中裂褶多糖的分子量。还常见利用渗透压

法，蒸汽压法，端基法，光散射法，超过滤法【401等。

利用化学方法分析多糖中单糖的组成的主要是通过水解，使多糖中单糖相互间连接的糖苷

键断裂，释放出单糖，再运用色谱手段，对单糖进行定性定量。常用的水解方法有硫酸水解法

【4l】，盐酸水解法㈣和三氟乙酸水解法[43】等。硫酸水解法使用硫酸因具有一定的氧化性，会破

坏一部分多糖，使分析结果准确度降低；盐酸水解法虽避免了氧化性，但耗时太长，不实用；

三氟乙酸水解法使用的三氟乙酸毒性较大，也具有一定的局限性。邓永智【151等，利用超声辅

助水解法，则是一种方便。快速，水解较为彻底的方法。当超声波作用时间为90 min，超声

波功率为300 W，水解液为1 mol／L乙酸时，效果最好。

三．茶多糖的简介和分析方法

茶多糖(Tea---polysaccharides，简称TPS)是茶叶中具有特殊生物活性的一类与蛋白质结合

在一起的酸性多糖或酸性糖蛋白。药理研究表明，茶多糖具有显著的降血糖效果和免疫活性，

使茶多糖有望成为预防与治疗糖尿病及心血管疾病，提高免疫功能的天然药物。

1．茶多糖的性质

1．1茶叶中的单糖和双糖

单糖和双糖构成茶叶中可溶性糖类的主要成分。单糖是一类不能再被水解的最简单的糖类

物质，在茶鲜叶中，以游离台态或苷的结合状态而存在。双糖则是有两个相同或不同的的单糖
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分子缩合而成。游离单糖主要有阿拉伯糖(含量约为干物的O．4％)，鼠李糖(痕量)，果糖

(O．73％)，葡萄糖(O．15％)，半乳糖(痕量)和甘露糖(痕量)。双糖有蔗糖(O．640／o---2．52％)。

麦芽糖在茶鲜叶中很少以游离状态存在。以糖苷形式存在的糖基成分有葡萄糖，半乳糖和阿拉

伯糖等脚、451。 ·

1．2茶叶中的水不溶性多糖

一般多糖常由几百个甚至几千个单糖基组成，其中由一种单糖组成的多糖为均多糖

(homosaccharide)如淀粉。有两种以上单糖组成的为杂多糖(heterosaccharide)，如果胶。

茶叶中的多糖类物质占茶叶干重的25％旷30％。主要有纤维素(4．3％~8．9％)，半纤维素

(3．0％0．5％)，淀粉(0．2％--2．0％)和果胶(11％)左右等。构成植物支持组织的纤维素和半

纤维素是水不溶的，淀粉则难溶于水，果胶物质的溶解性则与其甲酯化程度，是否带有支链结

构有关。多糖均不溶于乙醇或其它的有机溶剂，无还原性也无甜味。

淀粉是一种贮藏物质，难溶于水，冲泡时通常不能被利用，营养价值不大。但在茶叶加中

由于酶或水热作用，可被水解转化成可溶性糖类，对提高茶的滋味，香气和汤色有一定意义。

纤维素、半纤维素是构成植物细胞壁的主要成分。化学性能比较稳定，在一般的茶叶加工

中几乎无变化。但在获砖、康砖以及普洱茶等特殊查类加工中，由于微生物的大量繁殖，分泌

大量酶类，包括纤维素酶，可分解纤维素形成水溶性糖类。在普洱茶渥堆工序中由于微生物的

大量繁殖(原菌落数50个／克样，渥堆中最高时可达366507个／克样)，粗纤维显著下降(原

料粗纤维18．65％，渥堆完毕仅为14．09％)，可溶性糖则显著增加(原料4．68％，出堆达7．84％)

㈣。

1．3茶叶中的活性多糖

有一类复合多糖，主要由葡萄糖、阿拉伯糖、果糖、木糖、半乳糖及鼠李糖等组成的聚合

度大于lO的聚糖，为多聚糖(Polysaccharide)，简称多糖。但这一类多糖具有复杂的多方面

的生理功能。

在茶叶中也含有一类水溶性多糖，因具有多种生物活性而逐渐被人们所重视，只是目前

对它的研究相对较少。这类水溶性多糖也被称为茶叶活性多糖(Tea Polysaccharide，TPS)或是

茶叶多糖，茶多糖。

1．3．1组成

粗老茶叶富含茶叶多糖，粗茶叶多糖(CrudeTeaPolysaccharide)为多糖、蛋白质，果胶，

灰分和其他成分的混合物。分子量约为lxl04—5×104的水溶性复合多糖。其主要成分为葡萄糖、

阿拉伯糖、核糖、半乳糖、甘露糖、糖及果糖。汪东风【471等，对茶叶多糖成分中对降血糖的

有效成分的确定为葡萄糖：阿拉伯糖：核糖=1．7：5．7：4．7。分子量为107000。五种单糖组成如表l。
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表1：五种单糖组成0481

阿拉侗糖 木糖 果糖 葡萄糖 半乳糖 总量

含量 O．10 0．04 0．11 O．81 O．76 1．81

百分比 5．52 2．21 6．08 44．20 41．99 100．00

黄桂宪‘371等，从广西绿茶中分离纯化出3种茶叶多糖，即浅黄色的TPS—l，灰白色的TPS-2

和灰色的TPS一3，其总糖含量分别为48．28％、57．71％及40．02％(硫酸一葸酮法测定)。TPS．1

含L．岩藻糖、D．甘露糖、L邛可拉伯糖及D．果糖，组成百分比为3．51：14．78：20．46：61．25。TPS．2

含D一木糖、L一阿拉伯糖、D一果糖及D一葡萄糖，构成比为4．39：16．22：79．39(有一个峰置后，

为D卜葡萄糖)，TPS．3含L一鼠李糖几D一果糖，构成比为100(D．果糖太低，被L一鼠李糖掩盖)，

此外，TPS．3还含有锌、锰，硒等多种对人体有益的微量元素，见表2。

表2：TPS·3中微量元素含量组成(％)

元素 Ca Me Fe Mg Zn Cr Cu CO Ge Se

含量 2．40 98．9 83．O 660 32．3 0．254 O．613 O．11l O．313 0．368

1．3．2含量049I

乌龙茶中茶叶多糖含量高与红、绿茶，它们的含量比为3：1：2。乌龙茶中的茶多糖含量达

2．63％左右，均为六级红茶的3．1倍，六级绿茶的1．07倍。茶叶中茶多糖的含量低档茶高于高

档茶，并且茶多糖含量随茶叶的粗老程度的增加而递增。

1．3．3性质

由于多糖为生物活性高分子化合物，其成分会因为分离方法的不同而异。且粗提物常是多

糖的混合物。多糖的活性与分子量，粘度，溶解度，初级结构和高级结构都有关。不同化学组

成的多糖，其结构和化学性质势必存在一定差异，生理功能也会有所不同‘5¨21。

A．一般性质

经分离纯化的茶叶多糖为粉末状同体，不易潮解，无味，溶于水，不溶于有机溶剂，在浓

H2S04存在时可与Q一萘酚作用，界面会出现紫色圈，茶叶多糖水解前与费林试剂呈阳性反应。

将茶叶多糖样品点于滤纸上，用甲苯胺染色呈蓝色。

B．粗茶叶多糖(CTPs)的理化性质

CTPS溶于水，沸水中溶解率约76％，不溶于高浓度的有机溶剂，如醇，醚，丙酮等。在

加热处理后，量会变少，不耐热，不耐酸碱，在pH<5．0或pH>7．0时，会发生分解。

1．3．4提取

最早茶叶多糖的提取方法比较简单，茶叶多糖组成中常含有类脂类物质，因此，在1970

年代，茶叶多糖又称脂多糖，1986年10月，清水岑夫‘471在日本生药会上发表题为“从茶叶中
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制取糖尿病的药物为例探讨降血糖作用”的报告。清水岑夫系用冷水、温水和沸水三种浸提方

法抽提浸出物，再对番茶的冷水浸提物在碱性条件下用乙醚，醋酸和丁醇依次萃取除脂类、茶

多酚等成分，将水层经透析，过葡萄糖凝胶柱，测知水层有效成分为一复合多糖。该多糖体是

由葡萄糖、阿拉伯糖、核糖组成，分子量约为4x104。谢晓风【531等将茶叶与预处理后，用温水

浸提ld，乙醇沉淀，沉淀物反复用乙醚、丙酮和无水乙醇洗涤，冷冻干燥后得灰白色粉状茶

叶多糖。Mori M【20】等分别用水、乙醚和丁醇作为萃取剂从茶叶中制备出具降血糖及抗糖尿病

用的茶叶复合多糖，其组成以L-阿拉伯糖、D一核糖和D一葡萄糖为基本结构。所以不同的提

取工艺所得到的茶多糖在组成上有较大的差异。

1．3．5纯化

茶多糖的进一步纯化有多种方法：如DEAE一纤维素柱层析，凝胶层析分离，凝胶电泳法

与HPLC法等。茶多糖用少量水溶解后，再通过Sephadex G一75柱(2。6 era×80 cm)与Sephadex

G一150柱(1．5 emx60 cm)层析，可进一步纯化。用O．1 mol／LNaCl洗脱，收集含糖部分，醇

析后透析，真空低温干燥可得茶多糖纯品【55~57】。

2．茶多糖的功能

活性多糖的保健功能是目前保健食品功能因子中研究最为炙热的研究热点，近年来，有大

量有关活性多糖保健功能的研究报道。而茶叶活性多糖也是其中重要的一个部分。概括起来，

这些研究主要集中在活性多糖的增强免疫调节，抗肿瘤，抗突变，降血脂，抗病毒，降血糖，

抗凝血，抗溃疡，抗氧化等方面‘5汹1’51】。

2．1防辐射效果

早在1970年代，中国农业科学院茶叶所与天津卫生防疫站‘621，用茶叶多糖粗制品做Yd,

白鼠急性放射病防治试验，小白鼠皮下注射给药后照射60Co，照射剂量为766～840伦(R)。

结果显示，茶叶多糖的防辐射效果显著，提高成活率达30％。

2．2抗凝血及抗血栓作用

据王淑如掣631报道，茶叶多糖体内、体外均可显著延长血凝时间。灌胃给药50 mg／kg，

小鼠凝血时间可延长319％，在混合人血浆中加入不同量的茶叶多糖，37"C孵育10 min，作复

钙时间测定，结果表明，O．05 mg的茶叶多糖即可延长复钙时间，O．4 mg可完全抑制血浆凝固。

实验表明，茶叶多糖明显延长血栓形成时间，缩短血栓长度，从而起到抗血栓的药理作用。

2．3降血糖作用

给小白鼠腹腔注射茶叶多糖，12 h以后，血糖含量比对照下降了12％，差异达P(O．01

水平)，24 h后，血糖含量虽下降了6．28％，但差异未达显著水平【酬。王丁刚[65】等报道，给正
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常小白鼠口服剂量为50 mg／kg和100 mg／kg茶叶多糖，7h后血糖浓度分别下降14％和17％。

腹腔注射剂量为25 mg／kg和50 mg／kg，7 h后血糖浓度分别下降了48％和52％，24 h后给药

组与对照组血糖浓度无差异。进一步用四氢嘧啶诱导高血糖模型小鼠，腹腔注射茶叶多糖，剂

量为100 mg／kg，7 h和24 h分别剪尾取血，结果表明，7 h后血糖降低了47％，差异达及显著

水平，24 h后血糖浓度虽有所下降，但未达到显著水平。

糖尿病本质是血糖的来源和去路间失去正常状态下的动态平衡，表现在：一方面葡萄糖生

成增多，另一方面糖的利用减弱，从而引起血糖浓度过高及糖尿。茶叶多糖具有降血糖作用，

说明茶叶多糖具有修复糖代谢紊乱的作用。据KenlChi 11661报道，给糖尿病患者饭后饮用200 ml

内含45 mg茶叶多糖的饮料，2周后血糖浓度显著下降，胆同醇及甘油三酯总含量也下降，4

周后所有患者都已好转。现有制各含有茶叶多糖作为降血糖和抗糖尿病用的药物和健康食品的

专利【671。

2．4增强机体免疫功能

据汪东风等[641报道，对小白鼠皮下注射茶叶多糖，然后腹腔注射羊红细胞免疫，6 d后静

脉取血，观察凝集程度并计算抗体积数，结果表明，茶叶多糖浓度在3．0 mg／mL一10．0 mg／mL

范围内具有血清凝集素为指标的体液免疫增强作用，其中以浓度3．0 mg／mL效果最佳，与对照

相比差异达P(0．001水平)，而浓度为1．5 mg／mL时无上述作用。

另外，茶叶多糖还具有促进单核巨噬细胞系统吞噬功能，增强机体自我保护能力。据王丁

刚报道，给小鼠皮下注射茶叶多糖，7 d后静脉注射2％的碳素墨水，剂量为O．1 mg／kg，2 min

和5 min取血观测小鼠碳粒廓清情况。结果表明，茶叶多糖剂量为25 mg&g和50 mg／kg时，

小鼠碳粒廓清速率分别增加60％和83％。

2．5对心血管系统的若干药理作用

据王丁刚M等报道，茶叶多糖对心血管系统具有以下药理作用：降血压及减慢心率作用，

茶叶多糖22．5 mg／kg十二指肠给药，20 miIl后可使麻醉人鼠血压下降72 mmHg，心率减慢15％：

耐缺氧作用，注射给药50 mg／kg和100 me,&g茶叶多糖，正常小鼠在常压下存活时间分别延

长59％并fl 66％，用异丙肾上腺素的小鼠存活时间分别延长31％和29％；增加冠状动脉流量，

心脏插管侧支注入1．0 mg／mL茶叶多糖0．4 mL，可增加离体豚鼠心脏冠脉血流量37％。

2．6降脂作用

Mori M等‘68’691报道，用热水抽提绿茶，经超滤得到多糖提取物。注射给药，剂量为100

mg／kg或灌胃给药，剂量为1000 mg／kg。结果表明，该多糖提取物可明显降低高脂鼠的血浆总

胆同醇及中性脂水平。汪东风等报道，给正常小鼠腹腔注射O．2 mL／只，浓度为4．0 mg／mL的

茶叶多糖，血清甘油三酯含量，给药组在12 h及24 h后均比对照组降低约1％，血清胆固醇
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含量，给药组在12 h后比对照组低约1．5％，24 h后均低6．O％，但均未达到显著水平。

3．现存在的研究方法

3．1电泳分析盼铱70I

醋酸纤维薄膜，pill0．0硼酸盐缓冲液(O．2 mol／L)，电压250 V，20 min，甲苯胺蓝染色。

黄桂宪等用2x8 cm醋酸纤维薄膜电泳分析其分离的三种TPS，均呈单一的蓝色带，这三种茶

叶多糖都是均一的。

3．2含量分析‘7M3I

用硫酸一蒽酮法测定TPS中总糖的含量，以咔唑一硫酸法测定其中糖醛酸含量。

3．3成分分析

3．3．1离子交换法174l

王元风等首次采用D315阴离子交换树脂从茶叶中分离出了不同结构的多糖、水溶性中性

多糖(NTPS)和酸性多糖(ATPS)并对其单糖组分进行了分析。NTPS以中性多糖为主，6．82％

半乳糖醛酸，中性部分由半乳糖组成。ATPS以酸性多糖为主，33．02％半乳糖醛酸，中性部分

有鼠李糖，阿拉伯糖和半乳糖组成。

两种茶多糖按照200和400 mg／kg·d的剂量连续给四氧嘧啶糖尿病小鼠12 d，发现能抑制

四氧嘧啶糖尿病小鼠血糖的升高，有很好的降血糖效果。

NTPS和ATPS分别过DEAE·Sepharose FF阴离子交换柱(2．6 cmx50 cm)．称取300 mg

多糖溶解于25 raLpH6．0的磷酸缓冲液中，上柱，先用pH6．0的磷酸缓冲液进行梯度洗脱，再

用0~o．6 mol／LNaCl pH6．0的磷酸缓冲液进行梯度洗脱，平均体积流量2．5 mL／min，每2 min收集

一管，每间隔3管测486 rllil吸光度值，每管取250山。，用硫酸一苯酚法跟踪检测，以吸光度

值对洗脱体积作图，得出洗脱曲线，收集吸收峰区域的洗脱液，透析，冻干。

3．3．2纸上层析法17l’75I ．

取TPSl0 mg，用2 mol／L三氯乙酸封管，100。C水解2 h，水解液浓缩至干，用甲醛反复

洗涤至中性，风干。加少量水溶解，离心，取上清液作纸层析。

取新华滤纸(25x12 crn)，用上行法，展层剂为正丁醇：乙醇：水(4：1：5)，以AgN03染色，

标准单糖对照分析成分组成。

3．3．3高效液相色谱法m 76I

将B水解液上高效液相色谱柱(即阳离子钙型树脂柱)，以示差折光检测器检测，据单糖

标准样的保留时间定性，峰面积定量，可确定TPS组成及比例。

3．3．4气相色谱法

将20 mg TPS溶于20 mL水中，加10 mg果酸裂解酶，40。C下保持3 h，然后加水透析，

9
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乙醇沉淀，沉淀溶于4．0 mL三氟乙酸(2．0 mol／L)中密封，置100"(2离解8 h。然后加一滴氨

水，1．0 mL肌醇及30 mg NaBI-h于2．0 mL溶液中，置一夜，用Dowex50-W过滤，最后，加

O．1 mL三甲基硅醚，振荡，制成三甲基硅衍生物，气相色谱分析组成。

3．3．5原子吸收光谱分析

用有焰及无焰原子吸收光谱仪测定多糖中的微量元素。如从茶叶废渣中纯化的TPS．3中

即含锰、锌、硒等多种对人体有益的微量元素。

A分子量的测定‘77I

利用Sephadex G一200柱(18x880 mm)测定标准葡聚糖的Ve和兰糊精(Blue Dextran)的

ve，洗涤液O．1 mol／LNaCl。将5 mg TPS溶于1．5 mL水中，测定Ve，汪东风等采用此法测定

纯品TPS分子量为107000。

B光谱分析171’78I

a红外光谱分析

将纯化的茶叶多糖进行红外光谱扫描，分析其特定吸收峰。黄桂宪等将提取的TPS．3进

行红外扫描，TPS．3在3415～3280c m1和1665～1635 cl,n‘1处具有一般多糖类物质的特征吸收峰。

b紫外吸收光谱分析

将纯品TPS进行紫外扫描，TPS在270--280 rim处有强吸收峰。

C纯度鉴定

茶叶活性多糖的纯度标准不能用通常化合物的纯度标准来衡量，因为即便是活性多糖纯

品，其微观也是不均一的。茶多糖的纯度只代表相似链长的茶多糖分子的平均配布。通常所谓

的茶多糖纯品实际上是一定分子质量范围的茶叶活性多糖的均一组分‘791。目前常用于活性多

糖纯度鉴定的方法有凝胶层析法，高压电泳法，超离心法，炫光测定法和毛细管电泳法等。茶

叶活性多糖纯度鉴定中应用最多的是凝胶层析法，原因是该方法准确度高。茶叶活性多糖经凝

胶层析得到一对称洗脱峰，则证明该活性多糖是均一组分。凝胶层析又分为常压层析和高压液

相层析。高压电泳法是利用不同的活性多糖与硼砂形成不同的复合物，这些复合物具有不同的

电荷，所以在电场作用下其迁移率不同，电泳结果显色后，如呈单一色斑，则表示该茶叶活性

多糖为均一组分。高压电泳鉴定活性多糖纯度早期用的比较多，现在大多不再利用。原因是该

方法的灵敏度不高。超离心是将活性多糖溶液进行密度梯度离心，待转速达到600000 r／min

以上后，间隔照相。如得到的结果是单一峰，则证明该茶叶活性多糖是均一组分。旋光鉴定法

利用不同分子质量的活性多糖在不同浓度低级醇中溶解度差别进行的，如果在不同浓度低级醇

中得到的活性多糖的比旋光度相同，则证明该茶叶活性多糖为均一组分。

四．香菇多糖和山药多糖简介【80～90]

香菇是一种珍贵的食用真菌，香菇子实体中除含有蛋白质、氨基酸、矿物质、维生素和对

人体有益的微量元素外还含有一种重要的生物活性高分子一一多糖。香菇多糖以13-1，3葡聚
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糖为主，含有少量的木糖和甘露糖，具有提高机体免疫力，防止机体失调、解除体内毒素、保

护正常细胞等特殊功能。

香菇多糖是从香菇中提取的有效活性成分，易溶于水，无臭无味，可与任何食品添加，改

变其色、香、味，制成可口的功能食品，也可与其它有补益作用的天然食品或微量元素配伍，

制成香菇多糖系列功能食品，制成胶囊、片剂、饮料或口服液。香菇多糖在提取过程中不加任

何化学物质，提取多糖剩余溶液富含氨基酸，可做成口服液，也可制成各种强化营养食品：渣

子磨成粉后是非常好的食用纤维，可添加在面包、面条、馒头、点心、饼干中。

香菇多糖具有抗病毒、抗肿瘤、调节免疫功能和刺激干扰素形成等多项功能。它的作用已

被世界医学生物界作了充分的研究，尤其在日本，它被广泛应用于药品和保健食品中，以它制

成的制剂——香菇多糖针剂及片剂，配合放化疗，用于肿瘤患者疗效显著，由于香菇多糖可调

节人体内有免疫功能的T细胞活性，增强免疫功能，可降低甲基胆葸诱发肿瘤的能力。在全世

界各地被广泛应用。临床主要用于胃癌、肺癌、肠癌及癌性胸腹水等恶性肿瘤的治疗，另外对

提高肝炎及艾滋病人的免疫功能等均有较好的作用，也是迄今为止国内唯一一个可以供静脉注

射的大分子多糖。

山药(拉丁名为Dioscoresopposita Thunb)的块根，又名白苕、土薯、大薯、薯药，具有

补脾、益肺、固肾、益精的作用，原名薯蓣，是一种营养丰富的传统药食同源植物。首见于《神

农本草经》，列为上品。山药主产于河南，广东、广西等省亦广泛栽培，历代认为以焦作市(古

怀庆府)所产者为最佳，称“怀山药”。《本草纲目》记载其能“山药味甘性平、益肾气，健

脾胃，止泻痢，化痰涎，润皮毛”，现代医学研究表明，山药具有多种生物活性，并认为山药

中的主要功效成分是山药多糖。现代药理研究表明，山药水煎剂有抗衰老、降血糖、增强免疫

调节、抗突变及抗肿瘤等功能，因此，研究高效，经济的山药活性多糖的提取分离方法具有现

实意义，并为山药多糖的医疗保健功能的开发研究提供实验依据。

五．离子色谱方法和应用【l，91】

1．离子色谱的定义和发展

离子色谱(IC)是高效液相色谱(HPLC)的一种，是分析阴离子和阳离子的一种液相色

谱方法，现代IC的开始源于H．Small及其合作者的工作，她们于1975年发表了第一篇IC论

文，同年商品仪器问世。
‘

Small等将第二支柱子(后来成为抑制住)连接于离子交换分离柱之后，通过在抑制柱中

发生的化学反应，于测定所分离的离子前，将淋洗液转变成低电导形式，降低流动相的背景电

导，提高待测离子的电导响应值。1979年Fritz等提出另一种分离与检测离子的方式，电导检

测池直接连接于分离柱之后，用低离子强度的溶液作流动相，不用抑制柱，叫做非抑制型离子

色谱法(或称为单柱离子色谱法)。用低容量的离子交换树脂作柱填料，低离子强度的溶液作

流动相。两种方法所用填料和淋洗液各不相同，各有其优缺点。从离子色谱问世到现在，已经

Il



两南大学硕十学何论文

发生了巨大的变化。在其初期，IC主要用于常见阴离子的分析，而今，IC已在非常广的范围

得到应用，已经成为在无机和有机阴、阳离子分析中起重要作用的分析技术。虽然离子交换仍

是Ic的主要分离方式，离子排斥和离子对色谱在离子型和水可溶有机离子的分析中也起着重

要的补充作用。就其主要应用而言，抑制型和非抑制型电导检测器是最通用的检测器，紫外一

可见(UV二Ⅵs)、安培、荧光以及原子吸收光谱和质谱(MS)等元素特征检测器也得到了广泛

应用。IC法早期发展的主要推动力是阴离子的分析，如一次进样，8min内可连续测定低u g／L～

数百mg／L数量级的F、CI。、NO}、Br"、NO}、HP042。和S042。等多种无机阴离子，因此IC问

世之后很快成为分析阴离子的首选方法。IC法分析无机阳离子的方法发展比较晚，其主要原

因是已广泛使用的原子吸收法的快速、灵敏和选择性等突出优点。然而近几年来，无机离子的

IC法分析已在分析化学中广泛被接受。例如新型的弱酸型阳离子交换分离柱，一次进样10min

内就可完成碱金属(一价)、碱土金属(二价)及铵的分离与检测。对过渡金属的分析在很多

领域已成为常规分析方法，特别是对元素不同价态和形态的分析以及IC在线浓缩富集和基体

消除技术己充分显示出IC的优势。IC在有机和生化分析方面的研究也很活跃，并有广泛应用。

如用离子排斥性，稀盐酸作流动相，可分析30余种常见的水溶性有机酸，其中包括用气相色

谱(GC)难以分析的羟基有机酸。又如糖和氨基酸的分析，Ic中无需柱前和柱后衍生反应，

在强碱介质中，氨基酸、单糖和低聚糖以阴离子形势存在，用强氧化钠作流动相，阴离子交换

分离、脉冲安培检测，直接进样，检测浓度可达pmol／L～fmol／L级。

IC的关键部件之一是分离柱，新型柱填料的研究一直是IC的热点和发展的推动力。随着

新型离子交换柱填料的发展，IC技术己成功的扩展到多种基体中有机和无机离子的测定。例

如新型高交联树脂填充的阴离子交换分离柱，除了在pH=O～14稳定外，还可兼容与水互溶的

有机溶剂(如甲醇、乙醇等)，可在淋洗液中加入有机溶剂调节和改善分离的选择性，缩短疏

水性化合物的保留时间，以及用有机溶剂清洗有机物对色谱柱的污染以延长柱子的使用寿命。

具有离子交换、离子对和反向分离机理的多维分离柱，可同时用多种分离机理来改善分离度和

选择性，一次进样可同时分离离子型和非离子型化合物。IC固定相发展的另一个方向是高容

量柱的研究，例如阴离子交换分离柱IonPacASl9和阳离子交换分离柱IonPac CSl6的柱容量

分别高达359 jxrnol和8000岬ol，可用于高离子浓度基体中痕量阴、阳离子的直接进样分析，

增加弱保留离子的保留，改善弱保留离子的分离，是F远离水负峰。对羟基(-OH)选择性的

亲水性固定相的研制成功是对IC固定相的又一突破。可用氢氧化钠(或氢氧化钾)作流动相，

由于OH‘经抑制反应之后生成水，因而降低流动相的背景电导，不仅作梯度淋洗时基线稳定，

水负峰小，可用大体积进样，还可提高检测灵敏度。

螯合树脂填料的引入可作在线浓缩、富集和基体消除，降低lC法的检出限1～2个数量级，

并已成功地用于酸、碱和Fe”、A13+、Mg+、Ca2+等基体中痕量金属杂质的测定。小孔径(2 mm)

IC柱直接进样，较相同条件下直径为4 mlTl标准孔径的灵敏度高4倍；需用的样品量和化学

试剂量少，而且由于利息也的流量降低，相当于抑制器抑制容量的扩大，因此可用较高浓度的
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淋洗液分离高电荷以及强保留的阴、阳离子。

抑制器技术的最新发展是自身再生抑制器(SRS)。将电解和离子交换膜技术结合，在库

仑力的作用下推动离子通过离子交换膜的移动速度，因而增加了抑制器的抑制容量和减少平衡

时间。该抑制器简化了抑制器的操作，摒弃了外加再生液，由电解水产生抑制反应所需的H+

和OH。。
‘

离子色谱仪的一项突破是淋洗液在线发生器的商品化。前面已经述及，OH‘是一种非常理

想的淋洗离子，但这种碱性溶液非常容易吸收空气中的C02，CO：在碱性溶液中转变成淋洗强

度较OH一强的CO，2+，导致高的噪声，改变分离的保留时间和选择性。淋洗液在线发生器可得

到纯的所需浓度的OH"。对OH-选择性的亲水性分离柱与淋洗液在线发生器的结合，是离子色

谱发展的又一新的里程碑。这项最新技术，无需手工配制流动相，只用在线产生所需浓度的淋

洗液。

2．离子交换色谱原理

离子交换色谱(HPIC)的分离机理主要是离子交换，基于离子交换树脂上可离解的离子

与流动相中具有相同电荷的溶质离子之间进行的可逆交换，依据这些离子对交换剂有不同的亲

和力而被分离。这种分离方式，主要用于亲水性阴、阳离子是分离。

典型的离子交换模式是样品溶液中的离子与固定相上的离子交换位置上的反离子(或称平

衡离子)之间直接的离子交换。如用NaOH作淋洗液分析水中的F、Cl’和S042‘。首先用淋洗

液平衡阴离子交换分离柱，再将进样阀切换到进样位置，高压泵传递淋洗液，将样品带入分离

柱。待测离子从阴离子交换树脂上置换OH。，并暂时而选择地保留在固定相上。同时，被保留

的样品离子又被淋洗液中的OH‘置换并从柱上被洗脱。对树脂亲和力较弱的阴离子(如CI。)

较对阴离子交换树脂亲和力强的离子(如S042‘)通过柱子快。这个过程决定了样品中阴离子

之间的分离。经过分离柱之后，洗脱液先后通过抑制器和电导池，电导检测。非抑制型离子色

谱中，洗脱液直接进入电导池。

3．离子色谱常用检测器

离子色谱的检测器分为两大类，即电化学检测器和光学检测器。电化学检测器包括电导、

直流安培、脉冲安培和积分安培；光学检测器包括紫外一可见和荧光。电导检测器是Ic的主要

检测器，分为抑制型和非抑制型两种。抑制器能够显著提高电导检测器的灵敏度和选择性，可

用高浓度的淋洗液和高离子交换容量的分离柱，因此，现代离子色谱中主要用抑制型电导检测

器。安培检测器也有两种，即单电位安培器(或直流安培检测器)和多电位安培检测器(或称

脉冲安培检测器)。多电位安培检测器除工作电位外，另加一个较工作电位正的清洗电位和一

个较工作电位负的清洗电位，用于直流安培检测器不能测定的易使电极中毒的化合物，如糖类、

醇类和氨基酸等。光学检测器包括紫外一可见和荧光检测器。紫外一可见检测器与普通液相色谱
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中所用无明显区别，用可见波长区时，常加进柱后衍生反应器，如薄膜反应器或三通。被测离

子进入检测器之前在膜反应器中与显色剂反应，由于薄膜反应器具有特殊结构，使显色剂与待

测组分充分地混合并加速显色反应。主要用于溴酸盐、碘酸盐、多价阴离子、硅、过渡金属、

重金属和稀有元素等的测定。

4．脉冲安培检测器

安培检测器是一种用于测量电活性分子在工作电极表面氧化或还原反应时所产生电流变

化的检测器。它由恒电位器和三种电极组成。在外加电压的作用下，被测物质在电极表面发生

氧化或还原反应，检测池内产生电解反应，当氧化反应时，电子由电活性被测物质向安培池的

工作电极方向转移；在还原反应时，电子由工作电极向被测物质方向转移。

离子色谱中脉冲安培检测器的发展动力是源于对糖检测的需要。由于绝大多数糖在紫外波

长处吸收较弱，紫外检测器仅可以在较低的波长处进行检测，而糖在210 nm处检测的灵敏度

和选择性都较差，折光检测的灵敏度与选择性都不能满足糖检测的需要。从20世纪80年代中

期开始，脉冲安培检测逐渐取代了这些测定糖的光度法，成为单糖、寡糖分析的一种最重要的

手段，有大量的相关研究工作报道。除了糖的分析，脉冲安培检测器亦用于其他含有醇、乙醛、

胺和含硫基团组分的测定。

虽然糖可以在金和铂电极上被氧化，但氧化反应的产物亦会毒化电极的表面，抑制了对被

测物的进一步氧化过程。安培检测器测定电活性组分时要求其氧化或还原产物不在电极表面产

生沉淀。因为受到沾污的电极将改变电极表面的特征，使基线漂移增强，背景噪声增高并使响

应值变小。上述现象在糖的测定中表现极为明显。

为解决工作电极表面钝化的问题，脉冲安培检测器使用了快速、连续多重的三种不同工作

电位即El、E2和E3，见图。其中，E。为工作电位，E2为清洗正电位，E3为清洗负电位。对应

的响应时间以60ms为增量，分别为tl、t2和t3。当待测物在工作电极上发生氧化或还原反应

后，其反应产物沉淀于电极表面。于工作电极上首先施加较高的上E电位，继而再施加较高的负

电位以除去电极表面可氧化或可还原的物质，整个过程在极短的时间内完成。清洗后，电极表

面又恢复到未被沾污时的状态

电位，V

5．离子色谱的应用
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作为近20年来发展最快的分析技术之一，如今离子色谱的应用已经渗透到众多的领域。

分析的对象已经从开始阶段仅仅分析水中常见阴、阳离子，发展到极性有机化合物以及生物样

品中的糖(单糖、寡糖)、氨基酸、肽、蛋白质等的分析。离子色谱联用技术的发展，使得这

项分析技术的应用范围和检测灵敏度有了很大的提高。已有大量离子色谱与原子吸收(发射)

光谱、电感耦合等离子体、质谱联用的报道。

环境样品分析依然是离子色谱的重要应用领域。所涉及的样品有工业废水、饮用水、酸沉

降物、大气颗粒物等样品中阴、阳离子以及其他对环境有害物质的分析，特别是价态和形态的

分析，例如缸3+与As”、Cr3+与C，、Fe2+与Fe3+等。利用这一手段，对于研究污染物在环境

中迁移、转化的过程将有很大的帮助。

20世纪90年代以来微电子工业发展很快，半导体制造过程中对所使用的水和试剂的纯度

要求很高，因其对产品的质量有直接的影响。作为一种有效的痕量分析手段，离子色谱对该领

域的发展所起的作用正在增加。此类样品中待测离子的浓度绝大多数是等于或小于．g／L级，

而IC的在线浓缩富集很好地满足了其检测要求。另外，核电厂和火力发电厂锅炉蒸汽冷凝水

中痕量Fe”、Fe2+、Cu2+、Si03厶、C1。、S042。、Na+、M92+、Ca2+以及短碳链的有机酸等离子pg／L

级的测定也已经广泛采用了离子色谱法代替冗长低效的湿化学法。

离子色谱在食品、卫生、石油化工、水文地质等领域也有广泛的应用。一些国际组织已将

离子色谱法作为分析食品中阴离子六价铬和糖等的标准分析方法。

糖和氨基酸是生命科学研究中的热点之一。利用离子色谱法分离单糖、寡糖的工作已经进

行了若干年，有不少研究工作报道。无需柱前或柱后衍生的高效阴离子交换分离以及积分脉冲

安培检测技术，已广泛用于单糖、寡糖、多聚糖、氨基酸以及糖和氨基酸的同时分析。

六．离子色谱的优点

溶液中离子型化合物的测定是经典分析化学的主要内容。对阳离子的分析已有一些快速而

灵敏的分析方法，如原子吸收、高频电感耦合等离子体发射光谱和x射线荧光分析法等，而

对阴离子的分析长期以来缺乏快速灵敏的方法，一直是沿用经典的容量法、重量法和光度法等。

这些方法大都是操作步骤冗长费时，需用多种化学试剂，灵敏度低而且有干扰。离子色谱具有

快速、灵敏、选择性好和同时测定多组分的优点，其中很多是目前难以用其他方法测定的离子，

尤其是阴离子。离子色谱对阴离子的分析是分析化学中的一项新的突破。如果说高频电感耦合

等离子体质谱(ICP—MS)是目前同时测定多元素的快速、灵敏而准确的分析方法，则同时测

定多种阴离子的快速、灵敏而准确的分析手段当首推离子色谱法。离子色谱对阳离子分析的突

出贡献是对NH4+和有机胺的分析，因为这些化合物很难用别的仪器分析方法完成。

高效液相色谱(HPLC)中的固定相主要是硅胶，硅胶稳定的pH值范围是2～8。新型的

有机高聚物基质离子交换剂在pH=0～14和与水互溶的有机溶剂中稳定，因此可用强的酸和碱

以及有机溶剂作流动相。IC的应用已从主要作无机阴、阳离子的分析扩展到有机化合物的分
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析，特别是难以用C-C和HPLC分析的极性较强的水溶性化合物分析。

1．快速、方便

现在社会中完成一项分析任务所需的时间越来越重要。对7种常见阴离子(F、CI。、Br、

N02’、N03。、s04厶、P043．)和6种常见阳离子(Li+、Na+、NH4+、C、M92+、Ca2+)的平均

分析时间已分别小于8 mm。用高效快速分离柱对上述7种重要的常见阴离子达基线分离只需

3 min。

使用方便是当代IC发展的标志之一。使用者感到麻烦的一些问题已得到较好解决。如

NaOH是化学抑制型IC中分析阴离子的推荐淋洗液，因为它的抑制反应产物是低电导的水。

但配制和使用时，空气中的C02总会溶入NaOH溶液中，并生成C03厶，改变淋洗液的组成和

浓度，基线漂移，影响分离。基于电解原理的在线淋洗液发生器，避免了淋洗液与空气接触，

只用水及鼠标操作就可得到所需准确浓度的无污染的KOH淋洗液。又如电化学膜抑制器，无

需再生，可连续工作。

2．灵敏度高

离子色谱分析的浓度范围为低pg／L(1～lO岭几)至数百pg／L。直接进样(25此)，电导

检测，对常见阴离子的检出限小于10¨g／L。对电厂、核电厂以及半导体工业所用高纯水，通

过增加进样量，采用微孔柱(2 mill直径)或在线浓缩等方法，检出限可达pg／L或更低。脉冲

安培检测器对电化学活泼性化合物的检测限低达fmol。ICP．MS法相比，柱后衍生反应是一个

成本较低和简单的提高检测灵敏度的方法。例如基于r对次氯酸盐与双二甲胺二苯甲烷之间反

应的催化效应，对r的检测限达0．02 ng。

3．选择性好

IC法分析无机和有机阴、阳离子的选择性可以通过选择适当的分离方式、分离柱和检测

方法来达到。与HPLC相比，IC中固定相对选择性的影响较大，如Ion．PacCSl5型阳离子分

离柱，因其树脂的修饰基团增加了内径为1．38胁的冠醚，对离子半径亦为1．38 nln的K+保留

增强，将阳离子的洗脱顺序从原理的Li+一Na+一NH4+一K+一M矿+-．．Ca2+改变成Li+一Na+一

NH4+一M92+--．Ca：+一心。虽然市场上已有数十种不同选择性的高效分离柱供选用，但对固定

相的研究一直是IC的热点，每年匹兹堡会都有新的分离柱推出。在离子交换分离中，溶质离

子对圊定相的亲和力主要与溶质的电荷、离子半径和疏水性有关；在离子排斥色谱中，溶质离

子对固定相的亲和力主要与其pKa有关。在选定分离柱和检测器后，可有选择淋洗液的种类

和浓度以及梯度米改变选择性。用电导检测器时，抑制技术是狠重要的，因为可能为干扰源的

待测离子的反离子(如测NaCI中Cl’时，Na+为反离子，测NH4N03中NH4+时，N03"为反离子)

在抑制反应中将分别与H+和OH"交换，进入废液。选用溶质特性检测器以改善某些复杂样品
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分析的选择性，如Cl一无紫外吸收，而N03"和N02"有强的紫外吸收，选用紫外一可见检测器可

方便地检测高浓度cl。中的N03"和N02’。柱后衍生方法的发展提高了对金属多价离子、六价铬、

溴酸盐等的检测选择性。由于IC的选择性，对样品前处理的要求简单，一般只做稀释和过滤。

4．可同时分析多种离子化合物

与光度法、原子吸收法相比，Ic的主要优点是可同时检测样品中的多种成分。只需很短

的时间就可得到阴、阳离子以及样品组成的全部信息。例如用KOH作淋洗液，梯度淋洗，15

min内就可检测30多种阴离子，包括常见无机阴离子，有机酸和卤氧化物等。

5．分离柱的稳定性好、容量高

与HPLC中所用的硅胶填料不同，IC柱填料的高pH值稳定性允许用强酸或强碱作淋洗

液，有利于扩大应用范围。高交联度树脂在有机溶剂中稳定，可在淋洗液中加入有机溶剂改善

分离的选择性，缩短分析时间和改善峰形，还可用有机溶剂清洗柱子以除去有机污染物。高的

pH值稳定性和有机溶剂可匹配性以及高的柱容量，简化了样品前处理手续。溶解、稀释和过

滤是IC中样品前处理的主要内容。

IC中同时分析多种离子的能力受样品中不同成分之间的巨大浓度差的限制。如很难同时

检测废水样品中的高浓度和低浓度成分，对这种样品的分析，常用不同灵敏度设置或不同稀释

程度作两次或多次进样。20世纪90年代高效高容量柱的研制成功较好地解决了上述部分问题。

如用柱容量为8 mmol的IonPacCSl6柱于饮用水中常见阳离子的分析，不需要样品前处理，

一次进样可同时测定Li+、Na+、NH4+、K+、M92+和Ca2+等离子，部分离子浓度差高达10000

倍。

七．分离方式和检测方式的选择

离子色谱有三种主要的分离方式和三种检测方式，数十种分离柱，在作一个未知样品或方

法发展时，首先考虑的是选择适当的分离和检测方式。

分析者对待测样品应有一些一般信息，首先应了解待测化合物的分子结构和性质以及样品

的基体情况，如是无机还是有机离子，离子的电荷数，是酸还是碱，亲水还是疏水，是否为表

面活性化合物等。待测离子的pKa值、疏水性和水合能是决定选用何种分离方式的主要因素。

水合能高和疏水性弱的离子，如Cl’或K+，最好用离子交换色谱(HPIC)分离。水合能低和

疏水性强的离子，如高氯酸(C104")或四丁基铵，最好用亲水性强的离子交换剂柱或离子对

色谱(MPIC)分离。有一定疏水性也有明显水合能的pKa值在1～7之间的离子，如乙酸盐

或丙酸盐，最好用离子排斥色谱(HPICE)分离。

有些离子，既可用阴离子交换分离，也可用阳离子交换分离，如氨基酸、生物碱和过渡金

属等。有的离子可用多种检测方式检测，例如测定过渡金属时，可于分离后直接用电导或脉冲
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安培检测，也可用‘柱后衍生反应，使金属离子与PAR或其他显色剂作用，再用Uv／Ⅵs检测。

一般的规律是：在水溶液中以离子形态存在的离子，其酸式离解常熟pKa或碱式离解常熟

pKb<5，应选用电导检测。具有对紫外或可见光有吸收基团或经柱后衍生反应后(IC中较少

用柱前衍生)生成有吸光基团的化合物，可选用直流安培或脉冲安培检测。对一些复杂样品，

为了一次进样得到较多的信息，可将两种或三种检测器串联使用。若对所要解决的问题有几种

方案可选，分析方案的确定主要由基体的类型、选择性、过程的复杂程度以及是否经济来决定。

前已述及，离子色谱柱填料的发展推动了离子色谱应用的快速发展，对多种离子分析方法

的开发提供了多种可能性。特别应提出的是在pH=0---14的水溶液和100％有机溶剂(反相高

效液相色谱用有机溶剂)中稳定的亲水性高效高容量柱填料的商品化，使得离子交换分离的应

用范围更加扩大。常见的在水溶液中以离子形态存在的离子，包括无机和有机离子，以弱酸的

盐(Na2C03-NaHC03、KOH、NaOH)或强酸(H2S04、甲基磺酸、HN03、HCI)为流动相，

阴离子交换或阳离子交换分离，电导检测，已是成熟的方法，有成熟的色谱条件可参照。对近

中性的水可溶的有机“大”分子(相对常见的小分子而言)，若待测化合物为弱酸，则由于弱

酸在强碱性溶液中会以阴离子形态存在，因此选用较强的碱为流动相，阴离子交换分离；若待

测化合物为弱碱，则由于在强酸性溶液中会以阳离子形态存在，选用较强的酸作流动相，阳离

子交换分离；若待测离子的疏水性较强，由于与固定相之间的吸附作用而使保留时间较长或峰

拖尾，则可在流动相中加入适当有机溶剂，减弱吸附，缩短保留时间、改善峰形和选择性。对

该类化合物的分离也可选用离子对色谱分离，但流动相中一般含有较复杂的离子对试剂。此外，

对弱保留离子可选用高容量柱和弱淋洗液以增强保留，对强保留离子则反之。对疏水性和多价

离子的分离，可选用亲水性固定相减弱样品离子与同定相之间的疏水作用。

八．离子色谱条件的优化

1．稀释样品

1．1对分离度的改善

组成复杂的样品，若待测离子对树脂亲和力相差颇大，就要作几次进样，并用不同浓度或

强度的淋洗液或梯度洗脱。对固定相亲和力差异较大的离子的分离，增加分离度的最简单方法

是稀释样品。例如盐水中S042-和Cl。的分离，在常用的分析阴离子的色谱条件下，30 min之后

Cl。的洗脱仍在继续。在这种情况下，在未恢复稳定基线之前不能再进样。若将样品稀释10倍

之后再进样就可得到cl‘与痕量S042"j之_I'H--]较好分离。

1．2改变分离和检测方式

若待测离子对固定相亲和力相近或相同，样品稀释的效果常不令人满意。对这种情况，除

了选择适当的流动相之外，还应考虑选择适当的分离方式和检测方式。例如，NO；和C103。，

由于它们的电荷数和离子半径相似，在用碳酸盐作淋洗液的阴离子交换分离柱上共淋洗。但
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C103的疏水性大于N03。，在用OH‘作淋洗液的亲水性柱上或离子对色谱柱上就很容易分开了。

又如N02"与Cr在阴离子交换分离柱上的保留时间相近，常见样品中cl‘的浓度又远大于N02‘，

使分离更加困难，但N02"有强的UV吸收，而C1’则很弱，因此应改用紫外作检测器测定N02‘，

用电导检测Cl。，或将两种检测器串联，于一次进样同时检测Cl。和N02。。对高浓度强酸中弱

酸的分析，若采用离子排斥，由于强酸不被保留，在死体积排除，将不干扰弱酸在离子排斥柱

上的分离。

1．3选择适当的淋洗液

淋洗液种类、浓度和有机溶剂的适当选择，可有效地改善分离度。离子色谱分离是基于淋

洗离子和样品离子之间对树脂有效交换容量的竞争，为了得到最佳的分离，样品离子和淋洗离

子应有相近的亲和力。离子色谱中由于固定相结构不同，特别是离子交换功能基的选择性和亲

水性不同，所用淋洗液亦不同。离子交换功能基为烷基季铵的阴离子交换剂，主要用碳酸盐作

淋洗液；离子交换功能基为烷醇季铵的离子交换剂是对OH一选择性的固定相，主要用KOH或

NaOH为淋洗液。淋洗液浓度的改变对两价或多价待测离子保留时间的影响大于对一价待测离

子。若多价待测离子的保留时间太长，增加淋洗液浓度是较好的方法。用亲水性强的分离柱分

离疏水性强的离子时，淋洗液中无需加入有机溶剂。 ．

用C032-_HC03作淋洗液时，在Cl。之前洗脱的离子是弱保留离子，包括一价无机阴离子、

短碳链一元羧酸和一些弱离解的组分，如F、Cl。等的分离应选用较弱的淋洗离子和高容量柱，

常用的淋洗离子有HC03‘、OH’和B407}。由于由于HC03"和OH。易吸收空气中C02，C02在

碱性溶液中会转变成C032。，C032"的淋洗强度较HC03和OH。大，因而不利于上述弱保留离子

的分离，用Dionex公司的淋洗液在线发生器可得到很纯低浓度的KOH淋洗液。B。072-亦为弱

淋洗离子，且溶液稳定，是分离弱保留离子的推荐淋洗液。当用弱淋洗液(B。072．)分离样品

中弱保留的离子时，弱保留离子，如奎尼酸根、F、乳酸根、乙酸根、丙酸根、甲酸根、丁酸

根、甲基磺酸根、丙酮酸根、戊酸根、一氯乙酸根、Br03和cl一等得到较好分离。但一般样品

中都含有对阴离子交换树脂亲和力强的离子，如硫酸根、磷酸根、草酸盐等，如果用等浓度淋

洗，它们将在1 h之后甚至更长时间才被洗脱。对这种情况，应于3"--5次进样之后，用高浓

度的强淋洗液作样品进一次样，将强保留组分从柱中推出来，或者用高浓度的淋洗液洗柱子

0．5 h。

对离子交换树脂亲和力强的离子有两种情况，一种是离子的电荷数大，如P043’、AsO。3’

和柠檬酸等：另一种是离子半径较大，疏水性强，如I一、$CN、$20。}、苯甲酸和多聚磷酸盐等。

对前者以增加淋洗液的浓度或选择强的淋洗离子为主。对后一种情况，推荐的方法是在淋洗液

中加入适量极性有机溶剂(如甲醇、乙睛和对氰酚等)或选用亲水性的分离柱。有机溶剂的作

用主要是减少样品离子与离子交换树脂之间的非离子交换作用，占据树脂的疏水性位置，减少

疏水性离子在树脂上的吸附，从而缩短保留时间，减少峰的拖尾，并增加测定灵敏度。相邻两
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种离子的分离度小于O．8或共洗脱时，若两种离子的疏水性不同，在淋洗液中加入适当种类和

浓度的有机溶剂可有效的改善分离。

2．减少保留时间的问题

缩短分析时间与提高分离度的要求有时是相矛盾的。在能得到较好的分离结果的前提下分

析的时间自然的越短越好。为了缩短分析时间，可改变分离柱容量、淋洗液流速、淋洗液强度，

在淋洗液中加入有机改进剂和用梯度淋洗技术。

以上方法中最简便的是减小分离柱的容量，或用短柱。例如用3 mm×500 mm分离柱分离

N03和S04二，需用18 m／n：而改用3 mmx250 mm的分离柱，用相同浓度的淋洗液只用9 min。

但N03和SO。2。的分离不好，若改用稍弱的淋洗液就可得到较好的分离。

大的进样体积有利于提高检测灵敏度，但导致大的系统死体积，即大的水负峰，因而推迟

样品离子的出峰时间。如在Dionex的ASll柱上用NaOH为淋洗液，进样量分别为25IxL、250“L

和750此时，F的保留时间分别为2．0 min、2．5 rain和3．6 rain。为了减小保留时间，最好用

小的进样体积。

增加淋洗液的流速可缩短分析时间，但流速的增加受系统所能承受的最高压力的限制，流

速的改变对分离机理不完全是离子交换的组分的分离度的影响较大。例如对Br和N02"之间的

分离，当流速增加时分离度降低很多，而分离机理主要是离子交换的N03"和S042‘，甚至在很

高的流速时，它们之间的分离度仍很好。温度升高时，由于流动相的黏度降低，柱压亦降低，

则可增加流速缩短分析时间。

分离机理主要是离子交换时，淋洗液浓度的增加会导致保留时间的缩短，但淋洗液浓度的

增加对多价离子保留时间缩短的影响大于一价离子。因此会导致洗脱顺序(选择性)的改变。

如在阳离子交换柱上，用30 mmol／L甲磺酸作淋洗液，阳离子洗脱顺序是：“+一Na+一NH。+

一K+一M92+---Ca2+；而用48 mmol／L甲磺酸作淋洗液时，洗脱顺序则为：Li+一Na+一NH4+一

M92+一K+一Ca2+。．用较强的淋洗离子可加速离子的淋洗，但对弱保留和中等保留的离子，会

降低分离度。在淋洗液中加入有机改进剂，可缩短疏水性离子的保留时间和减小峰的拖尾。

3．改善检测灵敏度

第一种方法是降低基线噪声，将检测器的灵敏度设置在较高灵敏档是提高检测灵敏度的最

简单方法。

第二种方法是增加进样量。直接进样，进样体积的上限取决于保留时间最短的色谱峰与死

体积(IC中一般称水负峰)之间的时间和柱容量，例如用IonPacCSl2A柱，用12mmol／L硫

酸作淋洗液。进样体积1300此，可直接用电导检测低岭／L的碱金属和碱土金属，因为“+(保

留时间最短的峰)的保留时间为4．1 min，水负峰在1．6 min，Li+峰与水负峰之间相隔达2．5 min，

因此可直接用大体积进样。而在阴离子分析中，若用C032"／HC03"作流动相，由于F峰(保留
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时间最短的峰)靠近水负峰，若增加进样体积，水负峰增大，F的峰甚至与水负峰分不开；另

一方面由于F的保留时间一般小于2 min，若进样量大于l mL，流速为1～2 mL／min，F没有

足够的时间参加色谱过程，因此峰拖尾定量困难。若用亲水性强的固定相，以NaOH为淋洗

液，特别是梯度淋洗时，由于梯度淋洗开始时NaOH浓度低，又由于通过抑制器之后的背景

溶液是低电导的水，几乎无水负峰，这种情况可适当增大进样量，若进样量为1000江，可直接

测定低至pg／L级的常见阴离子。
‘

增加进样体积时，除了考虑水负峰的大小和弱保留溶质的保留时间之外，还必须考虑柱容

量。离子色谱中不同型号分离柱的柱容量差别非常大，如常用的阴离子交换分离柱IonPacASl4

的柱容量为65阻nol／柱。

第三种方法是用浓缩柱，但一般用于较清洁的样品中痕量成分测定的效果较好。用浓缩柱

时要注意，柱子的动态离子交换容量小于理论值。不要使浓缩柱超负荷。用浓缩柱富集弱保留

离子(如F)时，若样品中同时还含有保留较强的离子，如S042。或P043-等，弱保留离子的回

收不好。其原因是样品中的S04}或P043。在浓缩时起淋洗作用，可将弱保留离子部分洗脱下来。

对弱保留离子的分析，若浓缩柱的柱容量不是足够大，则用加大进样量方法所得到的结果较用

浓缩柱好。除此之外，用浓缩柱时还应考虑样品的基体。例如，动力厂冷凝水中C1．和S042’

的含量只有1～lO“g／L。用浓缩柱后，S042。的测定结果很好，而Cl。的结果则很不正常。其原

因是工厂为了防止腐蚀，在水中加氨以降低水的pH值。氨与水作用生成的氢氧化铵中的OH-

对树脂的亲和力与Cl‘相近，因而起了淋洗离子的作用。而S042一对守护之亲和力较大，受OH。

的影响小。 ．

第四种方法是用微孔柱。离子色谱中常用的标准柱的直径为4mill，小孔柱的直径为2 toni。

因为小孔柱较标准柱的体积小4倍，在小孔柱中进同样(与标准柱)质量的样品，将在检测器

产生4倍于标准柱的信号。而且淋洗液的用量只为标准柱的1／4，因而减少淋洗液的消耗。
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第二部分研究报告

一．绿茶中茶多糖的提取与离子色谱检测方法研究

1．引言

茶多糖是茶叶中具有特殊生物活性的一类与蛋白质结合在一起的酸性多糖或酸性糖蛋白。

研究表明，茶多糖有降血压和减慢心率的作用，能起到抗血凝、抗血栓、降血脂、降血压、降

血糖、改善造血功能、帮助肝脏再生、短期内增强机体非特异性免疫功能等功效，从而使茶多

糖有望成为预防和治疗糖尿病及心血管疾病、增加免疫功能的一种非常有前景的天然药物。茶

多糖含量的高低也是茶叶保健性功能理化指标之一。茶多糖为酸性多糖，不同制备原料和制备

方法所得的多糖纯度及单糖组成等均有所不同，其生物活性也存在一定差异。近年来，随着科

技的发展，茶叶的保健功能也越来越引起人们的普遍重视，大多数研究集中在茶叶中茶多糖的

重要功能和作用，但在茶多糖的检测方面，高效、便捷、快速的分析检测方法还很欠缺。

对糖类的分析方法通常可以分为两类：一类是以色谱技术为基础的方法；另一类则是非色

谱法一酶学方法。尽管酶学方法非常灵敏和具有很高的特异性，但受到样品中污染物引起的干

扰的限制，且酶的来源和纯化也是一个至关重要的问题。因此相比较而言，色谱技术更为有利。

糖类的检测常用高效液相色谱法(HPLC)，气相色谱法(GC)，薄层色谱法(TLC)，高效毛

细管电泳法(HPCE)等，离子色谱法研究相对较少。然而，综合比较以上各种分析检测方法，

其中气相色谱法分析需要较烦琐的样品前处理过程：液相色谱法需先通过柱前衍生，然后再用

紫外或荧光检测，这种方法虽然敏感，但是在定量检测时常出现异常现象干扰测定结果；毛细

管电泳法快速、灵敏，但缺乏直接的UV检测信号等。离子色谱法则以其简单、快速、高选择性、

高灵敏度等诸多优点，在各种糖类检测方法中异军突起，成为糖类分析的一个非常有力的工具，

并且逐渐引起广大学者的重视。但由于离子色谱对进样样品要求严格，且多糖在加热处理后，

量会变少，不耐热，不耐酸碱，在pH<5．0或pH>7．0时，会发生水解，因此样品前处理步骤则

要求严格。

本文就是运用离子色谱法检测绿茶多糖中的葡萄糖和甘露糖。该方法具有简单、快速、灵

敏度高、结果准确等突出优点，对多糖的分析具有一定的参考价值。文中通过运用三种不同温

度的超纯水浸提绿茶茶叶，减压浓缩，乙醇沉淀，超声辅助乙酸水解粗多糖制样。并以NaOH

溶液作为流动相，研究了用离子交换色谱分离一脉冲安培检测葡萄糖和甘露糖的最佳实验条件

方法，得到了良好的分离效果和较高的检测灵敏度。将该法用于不同浸取条件下绿茶茶叶多糖

的检测，结果令人满意。并且根据检测结果，确定了绿茶多糖的最佳提取条件。

2．实验部分

2．1仪器和试剂
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仪器：瑞士万通公司(Metrohm)861 Advanced Compact IC，817 Bioscan脉冲安培检测器，833

IC蠕动泵，METROSEP CARB 1(150x4．0 mm)阴离子交换柱，色谱工作站为Metrohm IC-Net

2．3，超声波清洗器(上海必能信超声波有限公司)，隔膜真空泵(天津市腾达过滤器件厂)，

旋转蒸发器RE．52A(郑州长城科工贸有限公司)，78．1型磁力加热搅拌器(江苏金坛市望华

科教仪器厂)，恒温箱，电炉，布氏漏斗，玻塞漏斗。

试剂：葡萄糖、甘露糖标样购于Sigma公司，NaOH(优级纯)(天津市瑞金特化学品有限公

司)，95％乙醇(分析纯)，无水乙醇(分析纯)，丙酮(分析纯)均为重庆川东化工(集团)

有限公司化学试剂厂出品，乙醚(分析纯)(安徽金邦医药化工有限公司)，冰乙酸(分析纯)

(重庆博艺化学试剂有限公司)，绿茶(西南农业大学特级绿茶)，超纯水。

2．2实验方法

2．2．1色谱条件

分离柱：METROSEP CARB 1(150x4．0 mm)阴离子交换柱，淋洗液：6 mmol／LNaOH溶液，

流速：1．0 mL／min，进样量：20皿，柱温：32℃，再生液：200 mmol／LNaOH。

2．2．2标准溶液和样品溶液的配制

(1) 标准溶液的配制：

准确称取葡萄糖和甘露糖标准样品O．10 g，分别溶于100 mL容量瓶中，配制成1000 mg／L

标准储备液。用移液管分别依次准确移取以上葡萄糖、甘露糖标准储备液O．1、O．25、0．5、1．0、

1．5、2．0 mL于50 mL容量瓶中，超纯水定容至刻度，得到葡萄糖和甘露糖浓度分别为2．0、

5．0、10．0、20．0、30．0、40．0 mg／L的标准混合溶液。

(2)样品溶液的配制：

A．粗多糖的提取：

称取三份20 g绿茶茶叶，粉碎后分别置于500 mL烧杯中(分别编号为样品l，样品2，

样品3)，均加入250 mL超纯水，分别依次在室温、温水浴、沸水条件下浸提120 mill。浸提

时，可同时利用超声波辅助提取，利用超声波对细胞壁的破碎作用，促进胞内多糖的溶出。将

浸提液用布氏漏斗减压抽滤后，滤液用旋转蒸发仪减压浓缩(温度控制在70"C，浓缩至10 mL

左右)用30 mL95％乙醇溶液沉淀(边加边搅拌)，放置冰箱冷藏，静置过夜后减压抽滤，沉

淀用无水乙醇、丙酮、乙醚交替洗涤2次，放置于恒温箱中低温干燥至恒重(70℃)。三种不

同浸提条件下得到的绿茶粗多糖质量分别为样品1为0．3960 g、样品2为0．4430 g、样品3为

3．2878 g。

B．粗多糖的水解：

常用的水解方法有硫酸水解法，盐酸水解法和三氟乙酸水解法等。硫酸水解法使用硫酸，

因具有一定的氧化性，会破坏一部分多糖，使分析结果准确度降低：盐酸水解法虽避免了氧化

性，但耗时太长，不实用；三氟乙酸水解法使用的三氟乙酸毒性较大，也具有一定的局限性。
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本实验利用乙酸水解，既保证高的水解效率，又由于乙酸是弱酸，不具有氧化性，因而不会破

坏多糖组成，且无毒性，对环境无污染。同时利用超声辅助水解，提高水解反应速度，缩短水

解时间。提高效率。

分别称取上述三种方法浸取的茶叶粗多糖0．2 g，用50 mL 1 mol／L乙酸水解，超声波辅助

作用时间为120 min。

3．结果与讨论

3．1淋洗液的选择

离子色谱法分离检测多糖浓度为O．01~0．2 mol／L的氢氧化钠溶液是常用的淋洗液。调节淋

洗液NaOH浓度分别为1．0、2．0、5．0、6．0、7．5、10．0、15．0、20．0、50．0、100．0、200．0 mmol／L，

分析含有葡萄糖和甘露糖2种单糖的标准溶液。由于葡萄糖和甘露糖属于差相异构体，因而流

动相的浓度应小于20．0 mmol／L，才可使这两种单糖达到分离。当淋洗液浓度大于20．0 mmol／L

时，葡糖糖峰与甘露糖峰不能完全分离。当NaOH浓度为15．0mmol／L时，甘露糖峰与葡萄糖

峰可以分开，但峰形不佳。当淋洗液浓度进一步降低时，发现随着淋洗液浓度的不断降低，两

峰的保留时间也相应延长。当淋洗液浓度为6．0 mmol／L时，2种单糖峰分离效果最好且峰形最

佳，保留时间适中。当淋洗液浓度低于5．0 mmol／L时，两峰的分离情况有所改善，但基线不

稳定，向上漂移，不能选用。由于脉冲安培检测器是在碱性条件下(pH>12)的电化学响应下

实现的，因此若在低浓度的条件下持续检测，检测的灵敏度会降低，重现性变差，所以每次进

样前色谱柱要用高浓度氢氧化钠(200．0 mmol／L)平衡柱子来进行再生处理。综合两种单糖的

分离情况，本实验选用6．0 mmol／LNaOH溶液作为淋洗液。

3．2温度控制

选择6．0 mmol／L NaOH溶液作为淋洗液，在不同温度情况下考察2种单糖混标溶液的分

离情况。当色谱柱温度低于25℃时，各色谱峰变宽，灵敏度降低。当色谱柱温度超过40。C时，

分离变差。当色谱柱温度在25℃．35。C之间时，峰形较好，分离的效果也满足本实验要求，因

此，对比之后选用32℃作为色谱柱温度。

3．3流速选择

调：1了流速分别为1．0、0．8、O．5 mL／min，当流速降低时保留时间延长很多，但对峰的分离

度影响不大，因此，为了提高实验的效率，选用1．0 mL／min作为淋洗液流速。

3．4标准曲线的绘制与最低检测限的测定

在优化的色谱条件下，分析标准溶液，得到的色谱图见图1。
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图1：2种单糖标准样品的色谱图(1．葡萄糖、2．甘露糖)

Fig 1：Chromatogram of the two monosaccharides standard sample．(1．glucose、2．mannose)

以两种单糖的色谱峰高(Y)对其质量浓度(X，mg／L)进行线性回归，标准曲线见图2～3，

得到线性回归方程。葡萄糖为：Y=41．56X+20．06，R=0．9996：甘露糖为：Y=19．88X．69．59，

R=0．9992；线性范围为2．0．50．0 mgm。进一步稀释质量浓度为2 mg／L的标准溶液测定其最低

检测限，得到葡萄糖和甘露糖的最低检测限分别为0．125 mg／L和2．0 mg／L。

a·-I，Ll

图2：葡萄糖的标准曲线

Fig 2：Standard curve of glucose

3．5重现性试验：

c(--WL)

图3：甘露糖的标准曲线

Fig 3：Standard curve of mannose

按照上述优化后的色谱条件，用20 mg／L的葡萄糖和甘露糖混标液连续进样7次，得到葡

萄糖和甘露糖的峰高测定值的相对标准偏差(RSD)分别为5．79％和14．15％，保留时间的相

对标准偏差RSD分别为2．08％和2．19％。

3．6加标回收率试验：

用移液管分别准确移取2．5 mLl000 mg／L葡萄糖和甘露糖标准储备液，定容于50 mL容量

瓶中，得到浓度为50．0 mg／L的葡萄糖和甘露糖标准混合溶液。移取三种不同提取条件下制得

的绿茶粗多糖水解液5 mL各三份，依次向其中加入50．0 mg／L葡萄糖和甘露糖标准混合溶液

1 mL、2 mL、4 mL，并用1 mol／L乙酸溶液定容至10 mL，混合均匀。按照优化后的色谱条件

进行色谱分析(进样前用玻塞漏斗抽滤)，计算加标回收率，结果见表1示。如结果所示，样

品的加标回收率在94．99／∥97．5％之间，均高于94％，保证了试验的准确度，可很好的应用于
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日常分析和检测。

表1：回收率的试验结果

Table 1：The results of the recovery percentage

3．7样品检测：

将三种不同温度条件下制得的绿茶水解液用玻塞漏斗减压抽滤，得到的滤液按照上述优化

后的色谱条件进样进行色谱分析，色谱如图4-6所示。3种样品在前6 min内均有系统峰出现。

根据分析测定结果确定绿茶样品中含有葡萄糖和甘露糖这2种单糖，并定量检测出，在冷水浸

提条件下200 mg绿茶粗多糖含有葡萄糖0．007750 m昏甘露糖0．4095 mg，在温水浸提条件下

200mg绿茶粗多糖含有葡萄糖O．1069 mg、甘露糖O．1298 mg，在沸水浸提条件下200mg绿茶

粗多糖含有葡萄糖0．0276 mg、甘露糖0．2719 nag。

检测结果表明，在冷水浸提条件下，多糖的提取含量低。在沸水浸提条件下，虽然得到粗

多糖含量很高，但其中单糖成分由于温度过高多被破坏，导致单糖的含量降低。在温水浸提条

件下所得的单糖含量最高，因此该条件最适合茶多糖的提取，可广泛应用于日常生产研究。
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图4：冷水浸提绿茶样品色谱图(1．葡萄糖、2．甘露糖)

Fig 4：Cbromatogram of the green tea sample immersed in cold water(1．glucose 2．mannose)

图5：温水浸提绿茶样品色谱图(1．葡萄糖、2．甘露糖)

Fig 5：Chromatogram of the green tea sample immersed in warm water(1．glucose 2．mannose)

t／rain

图6：沸水浸提绿茶样品色谱图(1-葡萄糖、2．甘露糖)

Fig 6：Chromatogram of the green tea sample immersed in boiling water(1．glucose 2·

mannose)

4．小结

本文研究建立了高效离子交换分离一脉冲安培检测分析多糖中葡萄糖和甘露糖的方法。该

方法操作简单，准确性好，灵敏度较高，实用性强。但由于淋洗液浓度较低，影响色谱柱的平

衡体系，导致试验时稳定性较差，重现性不好，可以进一步研究改善。

通过对三种条件下的实验结果的比较分析发现，用温水浸取绿茶茶叶的方法得到的实验效

果最好。可应作为日常多糖的提取方法。

27
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二．离子色谱法测定各种茶叶中的茶多糖研究

1。引言

糖类是自然界中存在最多的有机化合物，也是重要的生物高分子化合物和信息物质。多糖

及糖复合物分布广泛，功能多种多样。茶多糖是茶叶中具有特殊生物活性的一类与蛋白质结合

在一起的酸性多糖或酸性糖蛋白。药理研究表明，茶多糖具有显著的降血糖效果和免疫活性，

使茶多糖有望成为预防与治疗糖尿病和心血管疾病、提高免疫功能的天然药物。近年来，大多

数研究表明茶叶中茶多糖的重要功能，但在茶多糖的检测方面，高效、便捷、快速的方法还很

欠缺。

糖类的检测常用高效液相色谱法(HPLC)，气相色谱法(GC)，薄层色谱法(TLC)，高

效毛细管电泳法(HPCE)等，离子色谱法研究相对较少。近年来，离子色谱法测定糖类逐渐

引起学者们的关注，鉴于糖类化合物分子具有电化学活性和在强碱溶液中呈离子化状态，常用

浓度为0．01~o．2 mol／LNaOH与NaAc作梯度淋洗。通过改变流动相pH值剑接近这些糖类化合

物的pKa值的方法可增加分离的选择性。离子色谱法，操作简单，结果准确，是一种快速、

便捷的检测方法。

本文运用温水浸提，乙醇沉淀，超声辅助乙酸水解法，方便、高效的提取了茶叶中的多糖，

并以NaOH溶液作为流动相，研究了用离子交换色谱分离一脉冲安培检测半乳糖、葡萄糖、甘

露糖和果糖的方法。得到了良好的分离效果和较高的检测灵敏度。将该法用于不同种类茶叶多

糖的检测，取得了满意的结果。

2．实验部分

2．1仪器和试剂

仪器：瑞士万通公司(Metrohm)861 Advanced Compact IC，817 Bioscan脉冲安培检测器，833

IC蠕动泵，METROSEP CARB l(150x4．0 mm)阴离子交换柱，色谱工作站为Metrohm IC-Net

2．3，超声波清洗器(上海必能信超声波有限公司)，隔膜真空泵(天津市腾达过滤器件厂)，

旋转蒸发器RE．52A(郑州长城科工贸有限公司)，78．1型磁力加热搅拌器(江苏金坛市望华

科教仪器厂)，恒温箱，布氏漏斗，玻塞漏斗。

试剂：半乳糖、葡萄糖、甘露糖和果糖标样购于Sigma公司，NaOH(优级纯)(天津市瑞金

特化学品有限公司)，乙酸钠(分析纯)(重庆北碚化学试剂厂)，95％7,醇(分析纯)，无水乙

醇(分析纯)，丙酮(分析纯)均为重庆川东化工(集团)有限公司化学试剂厂出品，乙醚(分

析纯)(安徽金邦医药化工有限公司)，冰乙酸(分析纯)(重庆博艺化学试剂有限公司)，绿茶

(西南农业大学特级绿茶)，普洱茶(云南省西双版纳隆昌茶叶有限公司出品一级普洱茶)，乌

龙茶(特级铁观音，半发酵乌龙茶福建省安溪裕安茶厂)，红茶(安徽省芜湖市清福茶叶有限公

司一级红茶)，超纯水。
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2．2色谱条件

分离柱：METROSEP CARB l(150×4．0 mm)阴离子交换柱，淋洗液：6 mmol／LNaOH溶液，

流速：1．0 mL／min，进样量：20此，柱温：32"C，再生液：200 mmol／LNaOH。

2．3标准溶液和样品溶液的配制

2．3．1标准溶液的配制

称取半乳糖、葡萄糖、甘露糖和果糖标样0．10 g，分别溶于100 mL容量瓶中，配制成1000

mg／L标准储备液。用移液管分别移取半乳糖、葡萄糖、甘露糖标准储备液0．1、O．25、O．5、1．0、

1．5、2．0 mL于50 mL容量瓶中，移取果糖标准储备液0．2、0．5、1．0、1．5、2．0、2．5 mL于上

述50 mL容量瓶中，用超纯水定容至刻度，得到半乳糖、葡萄糖、甘露糖浓度为2．0、5．0、10．0、

20．0、30．0、40．0 mg／L和果糖浓度为4．0、10．0、20．0、30．0、40．0、50．0 mg／L的标准溶液。

2．3．2样品溶液的配制 1、

A．粗多糖的提取

分别称取20 g绿茶、普洱茶、乌龙茶、红茶粉碎后，水浴加热，250 mL温水浸提120 min，

超声波辅助浸提。用布氏漏斗抽滤后，滤液用旋转蒸发仪减压浓缩，温度控制在70。C，浓缩

至10 mL左右，用三倍体积95％乙醇沉淀，放置冰箱冷藏，静置过夜后抽滤，沉淀用无水乙

醇、丙酮、乙醚交替洗涤2次，放置于恒温箱中低温干燥至恒重(70。C)。得到绿茶粗多糖0．4430

g，乌龙茶粗多糖2．8001 g，普洱茶粗多糖5．1543 g，红茶粗多糖0．7421 g。

B．粗多糖的水解

本实验分别利用了超声辅助乙酸水解和直接用水水解的方法。分别称取上述四种茶叶粗多

糖0．2 g各两份，用50 mLl mol／L乙酸和超纯水分别进行水解，超声波作用时间为120 min。

实验发现，用水水解不仅水解速度很慢且水解不完全，后经色谱分析，多糖含量也非常低，因

此该方法不适宜于该实验。而用乙酸水解，水解效率高，速度快，水解较完全，且无杂质引入，

无毒害，不污染环境，是较佳的水解方法，故选用。

3．结果与讨论

3．1淋洗液的选择

离子色谱法分析检测多糖常用NaOH-NaAc体系作为流动相。本实验通过调节淋洗液

NaOH浓度分别为200．0、100．0、50．0、20．0、15．0、10．0、7．0、6．0、5．0、2．0、1．0 mmol／L，

分析含有半乳糖、葡萄糖、甘露糖和果糖4种单糖的混合标准溶液发现，由于半乳糖、葡萄糖

和甘露糖属于差相异构体和位置异构体，流动相的浓度应小于20．0 mmol／L，才可使这三种单

糖达到分离。当NaOH浓度大于20．0 mmol／L时，半乳糖、葡糖糖与甘露糖峰未能完全分离。

在浓度大于200mmol／L时，甚至四种单糖不分离，只出一个单峰。降低淋洗液NaOH浓度到
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15．0 mmol／L时，甘露糖峰与半乳糖、葡萄糖峰分开，但半乳糖峰和葡萄糖峰仍未完全分开，

继续降低NaOH浓度，通过对比发现在NaOH浓度不断降低时，保留时间也相应延长，当NaOH

浓度为6．0 mmol／L时，4种单糖峰分离效果最好，且保留时间适中。当NaOH浓度继续降低

时，分离变的更好，但引起基线向上漂移，影响最终定量分析结果，因而不选用。由于在低浓

度的条件下，脉冲安培检测器是的电化学响应无法实现(通常为pH>12的碱性条件下)，所以

检测的灵敏度降低，重现性变差，故每次进样前色谱柱需要再生处理，用高浓度氢氧化钠(200．0

retool／L)平衡柱子。在多糖的测定中常通过加入NaAc来增加淋洗液的极性，从而增加分离

的选择性，但试验后对分离的改善效果并不明显，反而增加了操作步骤，影响了实验的简便程

度，因而不选用。综合各单糖的分离情况，最终选用6．0 mmol／LNaOH溶液作为淋洗液。

3．2温度控制

选择6．0 mmol／L NaOH溶液作为淋洗液，在不同温度情况下考察4种单糖混标溶液的分

离情况。当色谱柱温度超过40。C时，半乳糖和葡萄糖的分离变差；当色谱柱温度低于25。C时，

各色谱峰变宽，灵敏度降低。当色谱柱温度在25"C．35"C之间时，峰形较好，分离的效果也满

足实验要求，因此，对比之后选用色谱柱温度为32℃。

3．3流速选择

调节流速分别为1．0、0．8、0．5 mL／min，当流速降低时保留时间延长较多，但对峰的分离

情况影响不大，因此，为了提高实验的效率，节省实验时间，选用1．0 mL／min作为淋洗液流

速。

3．4标准曲线的绘制与最低检测限的测定

，在优化的分离测定条件下，分析标准溶液，以峰高定量，其分离情况见图1。

图l：4种单糖标准样品的色谱图(1．半乳糖、2．葡萄糖、3．甘露糖、4．果糖)

Fig l：Chromatogram of the four monosaccharides standard sample． (1．galaetose、2．

glucose、3．mannose、4．fructose)

以单糖的色谱峰高(Y)对其质量浓度(x，mg／L)进行线性回归，标准曲线见图2～5，
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得到线性回归方程。半乳糖为：Y=46．07X+39．26，R=0．9991；葡萄糖为：Y=39．84X+31．67，

R=0．9994：甘露糖为：Y三20．09X-73．50，R=O．9997；果糖为：Y=I．86X十3．47，R=O．9997。线性

范围为2．0～50．0 mg／L。进一步稀释质量浓度为2mg／L的标准溶液测定其最低检测限，得到最

低检测限为0．125 mg／L一2．0 mg／L。

图2：半乳糖的标准曲线

Fig 2：Standard curve of galactose

图4：甘露糖的标准曲线

Fig 4：Standard curve of mannose

3．5重现性试验

图3：葡萄糖的标准曲线

Fig 3：Standard curve of glucose

图5：果糖的标准曲线

Fig 5：Standard curve of fructose

取20 mg／L的半乳糖、葡萄糖、甘露糖和30 mg／L的果糖混合液适量，按照上述优化后的

色谱条件分别连续迸样7次，得4种单糖峰高测定值的相对标准偏差(RSD)如下：半乳糖为：

6．10％、葡萄糖为：5．82％、甘露糖为：14．19％、果糖为：9．88％。4种单糖保留时间的RSD

如下：半乳糖为：2．12％、葡萄糖为：2．03％、甘霹糖为：2．25％、果糖为：2．26％。

3．6加标回收率试验

准确称取绿茶粗多塘20 nag、移取普洱茶、乌龙茶、红茶租多糖水解液5 mL各三份，向

其中分别依次加入浓度为20 mg／L半乳糖、葡萄糖、甘露糖和30mg／L果糖的混标溶液2．5 mL：

4种单糖的标准储备液半乳糖、葡萄糖、甘露糖O．1 mL，果糖0．2 mL：40 mg几半乳糖、葡萄

糖、甘露糖和50mg／L果糖的混标溶液5 mL。并定容至10 mL。按照优化后的色谱条件进行色

谱分析，计算加标回收率，结果如表1示。
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表l：回收率的试验结果

Table 1：The results of the recovery percentage

茶叶名称 单糖名称 本底值(nag) 加入值(rag) 检测值(mg) 回收率(％)

绿茶样品 葡萄糖 O．01056 0．05 O．05826 95．4

普洱茶样品

乌龙茶样品

红茶样品

甘露糖

半乳糖

葡萄糖

半乳糖

葡萄糖

甘嚣糖

半乳糖

葡萄糖

果糖

O．01056

0．01056

0．01324

O．01324

0．01324

0．03890

O．03890

0．03890

0．021lO

0．02110

O．02110

O．0001080

O．0001080

O．0001080

0．09040

0．09040

0．09040

O．1080

0．1080

O．1080

0．03565

0．03565

0．03565

0．0670

0．0670

0．0670

0．146l

O．146l

O．10

0．20

O．05

0．10

O．20

O．05

O，lO

0．20

0．05

0．10

O，20

O．05

O．10

O．20

O．05

0．10

O．20

O．05

0．10

O．20

0．05

O．10

O．20

O．05

0．10

O．20

0．075

0．20

O．1069

0．2021

0．0606

0．1084

0．2038

0．0851

O．1323

0．2245

0．0680

O．1167

O．2197

0．04725

0．09480

O．1879

O．1370

O．183l

0．2762

O．1556

0．2028

0．2970

0．0833

O．1304

0．2268

O．1132

0：1601

0．2506

O．2155

0．3303

96．3

95．8

94．7

95．2

95．3

92．4

93．4

92．8

93．8

95．6

99．3

94．3

94．7

93．9

93．2

92．7

92．9

95．2

94．8

94．5

95．3

94．8

95．6

92．4

93．1

91．8

92．5

92．1

0．1461 0．25 0．3796 93．4

3．7样品检测

将配制好的绿茶、普洱茶、乌龙茶、红茶粗多糖水解液按照上述优化后的色谱条件进样进

行色谱分析，进样前用玻塞漏斗过滤，色谱如图¨所示。4种样品在前8 min内均有系统峰
出现。测定结果表明，绿茶样品中含有此3种单糖，可定量检测出100 mg绿茶粗多糖中含有

葡萄糖0．0528 mg、甘露糖0．0662 IIlg，有微鼍果糖存在，由于在该条件下果糖的测定灵敏度

较低，且低于最低检测限，因此只能定性。普洱茶样品中只含有半乳糖和葡萄糖两种单糖，且

100 mg普洱茶粗多糖中含有半乳糖0．0548 mg、葡萄糖0．0244 mg。乌龙茶样品和红茶样品均
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含有此4种单糖，100 mg乌龙茶粗多糖样品种中含有半乳糖0．00051 nag、葡萄糖0．452 mg、

甘露糖O．54 mg，以及微量果糖。200 mg红茶粗多糖中含有0．3665 nag半乳糖、0．67 mg葡萄

糖、1．461 mg果糖和微量甘露糖。

{
谴
誉

t／rain

图6：绿茶样品色谱图(1．葡萄糖、2．甘露糖、3．果糖)

Fig 6：Chromatogram of the green tea sample(1．glucose、2．mannose、3．fructose)

《

曼
超
鹫

t／min

图7：普洱茶样品色谱图(1．半乳糖、2．葡萄糖)

Fig 7：Chromatogram of the Pu’er tea sample(1．galactose 2．glucose)

33



两南大学硕十学伊论文

12∞

《
皇

恒1000
鹫

8∞

∞O

4∞

]

l

忆』 3

] 1
八 1

0 10 20 30 40 50

t／min

图8：乌龙茶样品色图(1．半乳糖、2．葡萄糖、3．甘露糖、4．果糖)

Fig 8：Chromatogram of the oolong tea sample(1．galactose、2．glucose、3．mannose、4．fructose)
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图9：红茶样品色谱图(1．半乳糖，2．葡萄糖、3．甘露糖、4．果糖)

Fig 9：Chromatogram of the black tea sample(1．galactose、2．glucose、3·mannose、4．fructose)

4．小结

本研究建立了高效离子交换分离一脉冲安培检测多糖中半乳糖、葡萄糖、甘露糖和果糖的

方法。方法灵敏度高，准确性好，操作简单。但在果糖的测定上还存在一定的欠缺，且试验时

稳定性差，可以进一步研究改善。将该法用于实际样品的测定，实用性强。
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三．香菇多糖和山药多糖的离子色谱检测方法研究

1．引言

糖类是自然界中存在最多的有机化合物，也是重要的生物高分子化合物和信息物质。多糖

分布广泛，在高等植物，细菌，真菌，藻类以及动物体内含量丰富。香菇是全球第二大人工种

植最为普遍的食用菌。香菇多糖是真菌多糖中的一类，是目前最有开发前途的功能食品和药品

资源之一，也是当今医药和食品工业共同关注的焦点。香菇多糖为白色纤维状疏松固体，易溶

于热水，不溶于乙醇、丙酮等有机溶剂。香菇多糖已经进入临床应用阶段，在中国和日本抗肿

瘤的多糖制剂已经商品化。香菇多糖不仅是一种比较理想的药物，也是一类重要的保健食品功

能因子，具有广阔的应用前景。现有的研究表明：香菇多糖具有抗病毒、抗肿瘤、免疫调节、

抗突变、抗感染、降血脂、降胆同醇、抗衰老等多种生理功能。

山药叉名薯蓣、怀山药、延章、玉延等，为薯蓣科薯蓣属植物，是一种营养丰富的传统药

食同源植物。《本草纲目》记载：山药味甘性平、益肾气、健脾胃、止泻痢、化痰涎、润皮毛。

现代药理研究表明，山药水煎剂有抗衰老、降血糖、增强免疫调节、抗突变及抗肿瘤等功能，

其中山药多糖为其主要的活性成分。因此，研究高效，经济的香菇和山药活性多糖的提取分离

方法具有现实意义，并为香菇多糖和山药多糖的医疗保健功能的开发研究提供实验依据。

香菇多糖和山药多糖的检测目前有高效液相色谱法(HPLC)，气相色谱法(GC)，薄层色

谱法(TLC)，高效毛细管电泳法(HPCE)等，离子色谱法研究相对较少。本文在对茶叶多糖

的离子色谱检测研究方法的基础上，将研究范围拓展到真菌和中药领域。运用热水浸提，乙醇

沉淀，超声辅助乙酸水解法，方便、高效的提取了香菇和山药中的多糖，并以NaOH溶液作

为流动相，研究了用离子交换色谱分离一脉冲安培检测香菇多糖和山药多糖中的半乳糖、葡萄

糖和甘露糖的方法，得到了良好的分离效果和较高的检测灵敏度，实现了离子色谱法检测应用

范围的扩展。

2．实验部分

2．1仪器与试剂

仪器：瑞士万通公司(Metrohm)861 Advanced Compact IC，817 Bioscan脉冲安培检测器，833

IC蠕动泵，METROSEP CARB 1(150 mmx4．0 mm)阴离子交换柱，色谱工作站为Metrohm

IC-Net 2．3，超声波清洗器(上海必能信超声波有限公司)，隔膜真空泵(天津市腾达过滤器件

厂)，旋转蒸发器RE．52A(郑州长城科工贸有限公司)，78．1型磁力加热搅拌器(江苏金坛市

望华科教仪器厂)，恒温箱，布氏漏斗，玻塞漏斗。

试剂：半乳糖、葡萄糖、和甘露糖标样购于Sigma公司，NaOH(优级纯)(天津市瑞金特化

学品有限公司)，95％乙醇(分析纯)，无水乙醇(分析纯)，丙酮(分析纯)均为重庆川东

化工(集团)有限公司化学试剂厂出品，乙醚(分析纯)(安徽金邦医药化工有限公司)，冰
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乙酸(分析纯)(重庆博艺化学试剂有限公司)，干香菇(购于重庆百货公司)，山药(购于

心连心大药房)

2．2色谱条件

分离柱：METROSEP CARB 1(150x4．0 mm)阴离子交换柱，淋洗液：7 mmol／LNaOH溶

液，流速：1．0 mL／min，进样量：20此，柱温：32"C，再生液：·200 mmol／L NaOH溶液。

2．3标准溶液的配制

用移液管分别移取浓度为1000 mg／L的二仁乳糖、葡萄糖、甘露糖的标准储备液0．25、0．50、

1．0、1．5、2．0、2．5耐于50 IIll容量瓶中，用超纯水定容至刻度线，摇匀，可制得半乳糖、葡

萄糖和甘露糖浓度分别为5．0、10．0、20．0、30．0、40．0、50．0 mg／L的混合标准溶液。

2．4样品处理

2．4．1粗多糖的提取

多糖的提取常可以采用热水、稀酸、稀碱作为浸提剂。在提取过程中，不仅要考虑到粗多

糖的得率，还要保证不破坏多糖的结构。由于酸对多糖的糖苷键有破坏作用，故一般采用热水

或稀碱作为浸提剂。热水浸提的温度一般为90"C'--'100℃，浸提时间1 h～3 h。碱浸提通常采

用NaOH作为浸提液，浓度为O．1 mol／L,--,1 mol／L。考虑到本试验的检测条件是在低浓度的

NaOH作淋洗液的流动相中进行的，为了防止有残留的NaOH混入提取样品中，影响淋洗液浓

度，故本实验用热水作浸提液。

由于香菇的脂肪含量约为干重的2％'--4％，因此一般不考虑脂肪对香菇多糖提取的影响。

一般用于多糖提取的香菇子实体通常是干品。称取20 g干香菇，剪碎，置于250 ml洁净烧杯

中。取250 ml超纯水于烧杯中，加热浸提120 min。保持浸提温度在90"C"--'100"C。待浸提液

冷却后，用布氏漏斗减压抽滤，收集滤液，约有180 ml。加热浓缩至20 rnl，浓缩温度不超过

100。C以防止多糖分解。向浓缩液中加入60 111l无水乙醇沉淀多糖，沉淀放置8 h。抽滤沉淀，

分别用丙酮、乙醚、无水乙醇依次洗涤沉淀3次。将制得的沉淀即粗多糖放入烘箱中烘干

(70。C)，得剑干燥的香菇粗多糖。由于香菇多糖具吸湿性口3。，因此将制得的干燥粗多糖密

封保存。

山药粗多糖的提取方法同上，提取流程为：山药一碾碎一沸水浸提一减压浓缩一抽滤一乙

醇沉淀一抽滤一沉淀物乙醇、乙醚、丙酮循环洗2次一山药粗多糖一烘干一O．8432 g粗多糖

2．4．2粗多糖的水解

本实验利用超声辅助乙酸水解法制各样品溶液。分别香菇粗多糖和山药粗多糖称取0．2 g，

用50 mL 1 mol／L的乙酸溶液超声水解2 h。用玻塞漏斗抽滤，收集滤液，待测。
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3．结果与讨论

3．1淋洗液的选择

糖类化合物是弱酸，其pKa>ll。以NaOH为淋洗液可使糖离子化，此时糖类物质以阴离子

形式存在。采用METROSER CARB 1(150x4．0 mm)N离子交换柱为分离柱，用低浓度的NaOH

淋洗液可实现单糖的快速分离。实验发现，当NaOH淋洗液浓度大于20．0 mmol／L时，半乳糖、

葡糖糖与甘露糖峰不能完全分离。降低淋洗液NaOH浓度到15．0 mmol／L时，甘露糖峰与半乳

糖、葡萄糖峰分开，但半乳糖峰和葡萄糖峰仍未完全分开，继续降低NaOH浓度，通过对比

发现在NaOH浓度不断降低时，保留时间也相应延长。试验中调节淋洗液NaOH浓度分别为

1．0、2．0、5．0、6．0、7．0、10．0、15．0、20．0、50．0、100．0 mmol／L，当NaOH浓度为7．0 mmol／L

时，3种单糖峰分离效果最好，且保留时间适中。但是，在低浓度的条件下，由于脉冲安培检

测器是在碱性条件下(pH>12)的电化学响应下实现的，所以检测的灵敏度降低，重现性变差，

且每次进样前色谱柱需要再生处理，用高浓度氢氧化钠(200．0 mmol／L)平衡柱子。综合各单

糖的分离情况选用7．0 mmol／LNaOH作为淋洗液。单个样品的检测总分析时间为35 min．

3．2温度控制

不同温度情况下3种单糖混标溶液的分离情况差异很大。经实验验证：选择7．0 mmol／L

NaOH溶液作为淋洗液，当色谱柱温度超过40"C时，半乳糖和葡萄糖的分离变差；当色谱柱

温度低于25。C时，各色谱峰变宽。当色谱柱温度在25。C．35。C之间时，峰形较好，分离的效果

也满足实验要求。因此，最后确定选用色谱柱温度为32℃。

3．3流速选择

实验通过调节流速分别为1．5、0．75、0．5 mL／min发现，当降低流速时保留时间延长较多，

但对峰的分离情况影响不大。当加快流速时，保留时间相对减小，但样品峰分离情况受到一定

干扰。因此，为了提高实验的效率，选用1．0 mL／min作为淋洗液流速。

3．1标准曲线的绘制

在优化的分离测定条件下，分析标准溶液，得到标准溶液色谱图(图1)。

t／mla

图1．3种单糖标准样品色谱图(1．半乳糖、2．葡萄糖、3．甘露糖)

37



两南大学硕十学伊论文

Fig l-Chromatogram of the three monosaccharides standard sample(1．galactose、2．glucose、

3．mannose)

以单糖的色谱峰高(Y，hA)对其质量浓度(x，mg／L)进行线性回归，分别得到半乳糖、

葡萄糖、甘露糖的标准曲线如下(图2^4)，它们的线性回归方程分别为：半乳糖：

Y=49．25X-43．35，R=0．9999；葡萄糖：Y=41．96X．82．69，R=0．9991；甘露糖：Y=21．34X．57．59，

R=0．9995。线性范围为5．0 rag／L--50．0 mg,'L。

图2：半乳糖的标准曲线

Fig 2：Standard curve of galactose

3．2最低检测限的测定

图3：葡萄糖的标准曲线

Fig 3：Standard curve of glucose

图4：甘露糖的标准曲线

Fig 4：Standard curve of mannose

不断稀释浓度为5．Omg／L的标准样品混合溶液，分别对上述稀释后的样品溶液进行色谱分

析，测定各单糖的最低检测限，得到半乳糖的最低检测限为0．125 mg／L，葡萄糖的最低检测限

为0．5 mg／L，甘露糖的最低检测为1．0 mg,'L。

3．3重现性试验

取30 mgrL的半乳糖、葡萄糖、甘露糖标准混合液，按照上述优化后的色谱条件分别连续

进样6次，得3种单糖峰高测定值的相对标准偏差(RSD)如下：半乳糖为：139％、葡萄糖

为：1．90％、甘露糖为：3．52％。3种单糖保留时间的RSD如下：半乳糖为：3．21％、葡萄糖为：

3．07％、甘露糖为：3．29％。
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3．4加标回收率的测定

分别称取20 mg香菇多糖和山药多糖各三份，用5 mLl mol／L乙酸溶液超声水解120 min，

玻塞漏斗过滤，分别依次向上述溶液中移取50 mg／L标准混合溶液l mL、2 mL、4 mL并定容

至10 mL。用优化后的色谱条件进样检测，分析结果见表l。如分析结果所示，加标回收率在

96．3％--99．5％之间，均高于96％，保证了试验的高准确度，可应用于日常分析检测。
‘ 表1：回收率的试验结果

Table l：The results of the recovery ereentage

3．4样品检测

在优化条件下，对香菇样品溶液和山药样品溶液分别进行色谱分析，得到色谱图如图5和

图6。将检测结果与样品加标溶液得出的色谱图进行对比分析可得：图中峰1为半乳糖峰，峰2

为葡萄糖峰，峰3为甘露糖峰。由于山药多糖中甘露糖含量很低，已低于其最低检测限，因此

甘露糖无法定量，只能定性检测。

将样品溶液测得的峰高值代入线性回归方程，可计算出200 mg香菇多糖中含有半乳糖

0．2206 rng、葡萄糖0．1573 mg和0．1488 mg甘露糖。200 mgth药多糖中含有半乳糖0．1612 mg、

葡萄糖0．1 180 mg和少量甘露糖。
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4．小结

《
点
埋
鹫

t／rain

图5：香菇样品色谱图

Fig 5：Chromatogram of the lentinan sample

图6：山药样品色谱图

Fig 6：Chromatogram of the dioscorea opposita sample

本文研究了离子交换色谱分离一脉冲安培检测香菇多糖和山药多糖中的半乳糖、葡萄糖、

甘露糖的方法。方法检测灵敏度高，准确性好，操作简单。香菇中得多糖种类比较多，本文只

研究了检测了香菇多糖中的半乳糖、葡萄糖、甘露糖，研究不够全面，有待以后改进提高研究

方法。山药多糖中甘露糖含量较低，无法定量，也可进一步通过提高样品溶液浓度来实现定量

检测。
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四．离子色谱技术检测多糖水解液中果糖的研究

1．引言

果糖(C6H，20。)是一种简单的单糖，在许多食品中存在。果糖和葡萄糖、半乳糖一起构

成了血糖的三种主要成份。蜂蜜，树上的水果，浆果，瓜类，以及一些根类蔬菜如：甜菜，甜

土豆，欧洲萝卜，洋葱等常含有果糖。果糖是甜度最高的天然糖。现已被人们誉为21世纪健康

新糖源，是糖尿病人、高血压、高脂肪、心血管病人的安全糖源，其甜度是蔗糖的1．扣1．8倍，

具有低热量、抗疲劳、保护肝脏、易消化吸收等特点，在医药工业、食品工业、精细化工领域

的应用前景十分广阔。

现存的研究果糖的方法有高效液相色谱法(HPLC)，离子色谱法(IC)，气相色谱法(GC)，

薄层色谱法(TLC)，高效毛细管电泳法(HPCE)等，但在离子色谱测定多糖中的果糖方面的

研究还存在着灵敏度低，检测时间长的缺点。为了进一步优化离子色谱法高速、快效的分离检

测多糖中的果糖的分析技术，本文根据在原研究多糖检测的基础上，优化实验条件，实现了多

糖中果糖的离子色谱快速分离定量检测方法，用NaOH溶液作为流动相，用离子交换色谱分

离一脉冲安培检测果糖，并同时考察了峰高与峰面积定量两种不同定量分析方法的差异与准确

度。实验得到了良好的分离效果和较高的检测灵敏度。将该法用于不同种类茶叶多糖水解液的

检测，取得了满意的结果。

2．实验部分

2．1仪器与试剂

2．1．1仪器

瑞士万通公司(Metrohm)861 Advanced Compact IC，817 Bioscan脉冲安培检测器，833 IC蠕

动泵，METROSEP CARB l(150x4．0 mm)阴离子交换柱，色谱工作站为Metrohm IC-Net 2．3，

超声波清洗器(上海必能信超声波有限公司)，隔膜真空泵(天津市腾达过滤器件厂)，玻塞漏

斗。

2．1．2试剂

果糖标样购于Si孕m公司，NaOH(优级纯)(天津市瑞金特化学品有限公司)，冰乙酸(分析

纯)(重庆博艺化学试剂有限公司)，绿茶(西南农业大学特级绿茶)，乌龙茶(特级铁观音，

半发酵乌龙茶福建省安溪裕安茶厂)，红茶(安徽省芜湖市清福茶叶有限公司一级红茶)，超纯

水。

2．2实验方法

2．2．1标准溶液与样品溶液的配制
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A．标准溶液的配制

用移液管依次准确移取1000 mg／L果糖标准储备液0．1 mL、0．25 mL、O．5 mL、1．0 mL、1．5

mL、2 mL于50 mL容量瓶中，配制成浓度分别为2．0 mg／L、5．0 mg／L、10．0 mg／L、20．0 mg／L、

30．0 mg／L、40．0 mg／L的标准样品溶液，待测。

B．样品溶液的配制

准确称取红茶粗多糖100 mg，绿茶粗多糖130 mg和乌龙茶粗多糖20 mg，用50 mLl．0 mol／L

乙酸溶液超卢水解120 rain后，玻塞漏斗过滤，保留滤液待用。

2．2．2重现性试验方法

选用10．0 mg／L果糖标准溶液重复进样检测7次，计算试验的相对标准偏差。

2．2．3回收率试验方法

用移液管准确移取2．5 mLl000 mg／L果糖标准储备液，定容于50 mL容量瓶中，得到浓度为

50．0 mg／L的果糖标准溶液。

分别取上述已配好的多糖水解液5 mL各三份，依次向其中加入50．0mg／L果糖标准溶液1

mL、2 mL、4mL，并定容至10mL，待测。

2．3条件选择

2．3．1淋洗液的选择

根据对多种单糖的同时分析可知，淋洗液NaOH在低浓度的条件下(<50 mol／L)可达到多

种单糖的同时分离与定量分析，但果糖的检测灵敏度偏低，检测限也偏高，检测时间也较长。

由于实际样品中多数都含有果糖以及其它多种单糖，因此为了优化多种单糖中果糖的快速定量

检测，在既要保证果糖与其它单糖分离检测的同时，又要保证高效，便捷的试验效果，故提高

淋洗液浓度，增强系统对果糖的检测灵敏度，降低果糖的最低检测限。

实验发现，当淋洗液NaOH浓度高于200 mol／L时，果糖峰与其它单糖峰无法完全分离；当

淋洗液浓度低于50 mol／L时，果糖峰与其它单糖峰可实现完全分离，但果糖峰的灵敏度低且检

测时间长；当选用淋洗液浓度在70 mol／L～150 moVL时，果糖峰可与其它单糖峰实现完全分离，

且保留时间明显缩短。其中当淋洗液浓度为100 mol／L时，保留时间与灵敏度最佳，色谱分离

情况见图l。(图1为果糖和其它多种单糖混合标准溶液分离在淋洗液为100 mol／L NaOH时的

分离色谱图)因此，选用淋洗液浓度为100 mol／L NaOH溶液作为淋洗液。
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图1果糖与其它多种单糖混合标准样品溶液分离色谱图

Fig 1 chromatogram of the fructose and other monosaccharides standard sample

2．3．2流速的选择

实验发现，流速的快慢对样品的分离情况改善不大，但对保留时间的影响比较明显，因此

考虑到方法的实用性，分别试验了流速在0．5 mL／min、1．0 mL／min、1．5 mL／min条件下的分离

情况，当流速为1．0 mL／min时，保留时间适中，分离情况良好。故选用1．0 mL／min作为实验流

速。

2．3．3温度的选择

选择100 mmol／L NaOH溶液作为淋洗液，在不同温度情况下考察果糖和其它单糖标准样

品混合溶液的分离以及峰形情况。当色谱柱温度超过40。C时，对分离的影响不大，但实验时

达到该条件下需要是时间很长，当实验在气温较低的情况下进行时，温度很不稳定，比较难控

制：当色谱柱温度低于25。C时，色谱峰变宽，灵敏度降低。当色谱柱温度在25℃一35。C之间

时，峰形较好，分离的效果也满足实验要求，因此对比之后选用色谱柱温度在32"C条件下进

行。

2．3．4检测电压的选择

根据脉冲安培检测器工作原理可知，为解决工作电极表面钝化的问题，脉冲安培检测器使

用了快速、连续多重的三种不同工作电位即El、E2和E3，见图2。其中，El为工作电位，E2为

清洗正电位，E3为清洗负电位。

图2工作电位示意图

Fig 2 Sketch map of the operating potential
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实验发现，当增人电位时，u，明显提高检测灵敏度，但与此l,jJ H,t，背景基线噪音也同时增

大，对分离的影响很小，对灵敏度的影响较大。考虑到试验方法的实用性，以及最大程度的保

护电极，延长电极的使用寿命，通过改变三种电位的大小，最终选择的最佳电极电位为：

El；加．10 V，E2=+1．75 V，E3=-0．25 V。

3．结果分析

3．1标准曲线与最低检测限

在优化的分离测定条件下，分析标准溶液，由于达到基线分离分别以峰高和峰面积定量，

其分离情况见图3。

图3果糖的标准样品色谱图

Fig 3 Chromatogram of the fructose standard sample

分别以单糖的色谱峰高(Yh)对其质量浓度(Xh，mg／L)和色谱峰面积(YA)对其质量

浓度(XA，mg／L)进行线性回归，标准曲线见图4和图5，得到线性回归方程。

Yh-68．28Xh一117．46845，矾=0．9991；YA=2124．52XA．3517．07，RA=0．9991。线性范围为2．0～40．0

mg／L。进一步稀释质量浓度为2 mg／L的标准溶液测定其最低检测限，得到该条件下，果糖的

最低检测限为0．4 medL。

Ctmt／L) C(n"dL)

图4果糖峰高标准曲线 图5果糖峰面积标准曲线

Fig 4 Standard curve of fructose by height Fi95 Standard curve of fructose by area

3．2重现性试验

按照上述优化后的色谱条件分别连续进样7次，得果糖峰高测定值的相对标准偏差(RSD)

为1．64％，果糖峰面积测定值的相对标准偏差为3．43％，果糖保留时间的相对标准偏差为
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置曼鼍曼曼量I一 一—— 一—————曼II曼鼍量曼皇曼量皇曼量

O．36％。对比峰高和峰面积测定的相对标准偏差可以看出，根据峰高定量检测的相对标准偏差

远小于根据峰面积进行定量的相对标准偏差。因此，根据峰高进行定量分析的方法优于依据峰

面积进行定量分析，可保证更高的重现性。

3．3加标回收率试验

按照优化后的色谱条件进行色谱分析，计算加标同收率，结果如表1示。如分析结果所示，

根据峰高进行定量的加标回收率在94．6％～96．1％之间，根据峰面积进行定量的加标回收率在

93．2％'-95．6％之间，对比两结果可以看出，根据峰高进行定量的加标回收率高，即准确度商，

因此根据峰高定量分析结果更准确，更适合于日常生产分析检验。

表1：回收率的试验结果

Table 1：The results of the recovery percentage

3．4样品检测

将配制好的红茶、绿茶、乌龙茶粗多糖水解液按照上述优化后的色谱条件进样进行色谱分

析，色谱如图6~8所示，图中l示为果糖峰。3种样晶在前3 minl为均有系统峰出现。测定结果表

明，按照峰高定量分析，红茶样品中果糖含量为loo mg粗多糖中含有0．1323 mg果糖，绿茶样

品中100 mg粗多糖含有0．1048 Ing果糖，乌龙茶样品中100 mg粗多糖含有0．6860 mg果糖。
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4．小结

图6红茶样品色谱图

Fig 6 Chromatogram of the black tea sample

图7绿茶样品色谱图

Fig 7 Chromatogram of the green tea sample

《

点

蝗
誊

图8乌龙茶样品色谱图

Fig 8 Chromatogram of the oolong tea sample

本文在原先研究多糖中各种单糖的离子色谱法分离检测的基础上，优化了实现条件，实现

了对复杂样品中果糖的有效分离和准确定量分析，方法快速、有效、准确，可方便的应用于日

常的生产检测。并且通过实验研究发现，用峰高定量准确度更高，重现性更好，实验结果更可

靠，可普遍采用峰高进行定量分析研究。



结论

结论

离子色谱法已经被证明是一种比较成熟的分析技术。经过多年的

应用，目前已逐渐为国内外分析领域所接受。作为阴、阳离子检测的

首选方法。离子色谱法已被一些国际上有影响的机构确定为标准分析

方法或推荐的方法。

我国离子色谱分析方法标准化的工作也取得了一定的进展。离子

色谱仪使用较多的领域已经制定了相应的国家标准，如环境监测，工

业循环水分析，半导体高纯水分析等。

然而，离子色谱法在多糖类物质的检测方面的研究还相对较少。

由于多糖中单糖种类繁多，多数检测方法均是在梯度淋洗的条件下进

行的，因而建立一种固定浓度下分离检测多糖的离子色谱分析方法既

可以节省实验时间，又可以降低检测成本，值得广大分析学者深入研

究探讨，从而进一步完善离子色谱法分析检测糖类的技术，建立高速、

快效、准确、操作简便的分析技术。
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