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摘% 要：为探明瑶山甜茶中可溶性糖的含量和种类，采用蒽酮"硫酸比色法测定其可溶性总糖含量，运用高效凝胶过

滤色谱法（&’()*）测定多糖分子量分布范围，并利用高效液相色谱"蒸发光散射检测器（&’+*,-+./）法在两种流动

相体系中测定和分析其低分子寡糖和单糖的种类与含量。结果表明，瑶山甜茶中可溶性总糖含量为 0!12#3，相对标

准偏差（4./）为 #15563；多糖分子量 78 范围为 !0!!09!!62:，4./ 为 #16$39012"3；单糖种类主要为木糖、果糖和葡

萄糖，相对含量分别是 #1!$3、!210:3和 $21;63。
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% % 瑶山甜茶是多年生落叶带刺灌木，经鉴定为蔷

薇科悬钩子属植物［0］，广泛分布于广西金秀、桂平、藤

县等地区，学名 !"#"$ %"&’($$()"$ .1+<<，国外也称之

为 EL<= FGD 或 *GL=<J< J8<<> ><D，因其叶具有强烈的

甜味口感而得名，并在民间入药用于补肾降压，被当

做一种茶而饮用已久。甜茶的主要甜味成分是甜茶

甙，约占甜茶干叶重量的 !3［2］，质量浓度为 #1#2!3
时其甜度是蔗糖的 00! 倍，这使得瑶山甜茶具有优

良天然甜味剂的品质［",$］。随着人们生活水平的提

高，人口老龄化加剧以及肥胖发生率的增加，糖尿病

的发病率呈逐年上升趋势。据统计［!］，中国已确诊的

糖尿病患者仅城市地区就高达 $### 万，城乡人群发

病率正以令人担忧的速度递增。这使得寻找新的非

糖低能量天然甜味剂的问题亟待解决，也为瑶山甜

茶提供了潜在的巨大市场。近年来研究表明，甜茶

及其提取物具有抗过敏［6］、抑制糖基转化以及防止肥

胖和治疗糖尿病等药效功能，将甜茶用作食品或药

品中的重要成分已有文献报道［;,5］。然而，甜茶的甜

味物质在报道中多为甜茶甙及其衍生物，甜茶自身

的糖类物质未见确切报道。本文利用蒽酮,硫酸比

色法测定瑶山甜茶中可溶性总糖，采用 &’()* 法测

定甜茶中多糖含量以及平均分子量分布范围，利用

高效液相色谱法（&’+*,-+./）测定瑶山甜茶中的

寡糖和单糖种类和含量，为瑶山甜茶这一优良的食

药两用资源的产品深开发提供实验数据和依据。

:! 材料与方法

:;:! 材料与仪器

甜茶干叶% 产于广西金秀大瑶山，经粉碎后过

$# 目筛；葡萄糖、果糖、蔗糖% 均为分析纯，上海国药

集团；低聚果糖% 由广西奥立高生物有限公司提供，

纯度大于 553；系列葡聚糖标准品 % 重均分子量

（78）范围为 !5##9;;:，###，.LCQD 公司；乙腈、乙酸

乙酯% 均为色谱纯，美国 )LJG<? 公司；其它试剂% 均

为国产分析纯；实验用水% 超纯水。

桌面 超 滤 膜 组 件 % 安 玛 西 亚 中 国 有 限 公 司；

MR,2!#0’*双光束紫外可见分光光度计% 日本岛津

公司；高效液相色谱系统% SD><?J,6##,-+./,2###，

配 -QTA8<? 软件系统，美国 SD><?J 公司；&’+* 色谱
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柱 ! "#$%&’() *+, -".，大 连 伊 利 特 公 司；/0()%12
3344 高 效 液 相 色 谱 系 统 ! 配 示 差 折 光 检 测 器，

/0()%12 567 软件系统，美国 /0()%12 公司；8,9 凝胶

柱! 日本东洋曹达公司；"65:7 色谱柱。

!"#$ 实验方法

3;.;3! 样品预处理［34<3.］! 甜茶干叶经石油醚回流提

取 .= 脱脂处理后，风干备用。称取 .40 处理好的甜

茶干叶置于 3444>? 大烧杯中，按照料液比 @ 3 A B4
（C D E，0 D >?）加入 F4G的超纯水，并把烧杯迅速置于

HIG水浴锅中，以电动搅拌机 B44& D >(1 搅拌，.4>(1
后趁热抽滤，重复浸提一次。提取液经活性炭颗粒

（.J 添加量，K4G 水浴摇床，L4& D >(1，B4>(1）脱色，

抽滤后得到滤液，取 .I4>? 浓缩至约 I4>? 时用四倍

的无水乙醇做醇沉处理，置于冰箱 MG 冷藏室过夜，

离心所得沉淀物采用真空冷冻干燥法冻干，得甜茶

糖类粉末 86,3。剩余滤液采用截留分子量为 34 万

（NO7* 344P+Q）的超滤膜去除蛋白质等大分子物

质和进一步脱色，透过液经真空旋转蒸发浓缩后，同

样进行醇沉和真空冷冻干燥处理，得到 86,.。

3;.;.! 蒽酮<硫酸法测定总糖条件［3B］! 准确称取经

石油醚处理过的干叶 I0，置于 .I4>? 具塞三角瓶中，

加沸水 I4>?，加盖超声提取 34>(1 后再进行 HIG水

浴提取 34>(1，趁热抽滤，滤液冷却后定容与 344>?
容量瓶中，得提取液。参照文献［3B］，以葡萄糖为对

照观测指标，采用紫外分光光度法在波长为 L.41>
处测定甜茶可溶性总糖。

3;.;B! "65:7 色谱条件［3M］! 色谱柱：8,9M4446O 凝

胶柱（K;I R B44>>），8,9 < B444,O 凝 胶 柱（K;I R
B44>>），8,9< 5SQ&T ,O（K;I R KI >>）保护柱；柱

温：.BG；柱压：4;.L.N6Q；流动相为超纯水，超声脱

气后备用；流速 4;H>? D >(1；进样量：.4!?。

精密称取系列葡聚糖标准品，用超纯水定容于

I>? 容量瓶，得到 34;4>0 D >? 的标准品溶液；另分别

配制此浓度的 86,3 和 86,. 溶液。所配溶液先经

34444& D >(1 高速离心 I>(1，再取上清液经 4;MI!> 的

滤膜过滤后进样测定。

3;.;M! "6?7 色谱条件［3I<3H］! 色谱柱："#$%&’() *+,
-".（ .I4>> R M;L>> (;T;，I!>），流 动 相 流 速：

3;4>? D >(1；U?,+<.444 条件：漂移管温度 344G，氮

气做载 气，载 气 流 速 为 .;I? D >(1。以 超 纯 水 配 制

M;4>0 D >? 的 86,3 用于 "6?7<U?,+ 测定，对照品糖

液浓度为 3>0 D >?，所配溶液先经 34444& D >(1 高速离

心 I>(1，再取上清液经 4;MI!> 的滤膜过滤后进样

测定。

流动相体系 3：参照文献［3I］和［3L］，并通过预

实验摸索，选定流动相体系 3 为乙腈 D 乙酸乙酯 D 水
@ LI D .I D 34（E D E D E），进样量为 3I!?。

流动相体系 .：参照文献［3K］和［3H］，并通过预

实验摸索，选定流动相 . 为乙腈 D 水 @ KI D .I（ E D E），

进样量为 I!?。

#$ 结果与分析

#"!$ 总糖测定

蒽酮<硫酸比色法的原理是糖类在高温下被浓

硫酸水解成单糖并迅速衍生成糠醛或羟甲基糖醛

后，再与蒽酮结合成蓝绿色化合物，该物质在 L.41>
处有最大紫外吸收峰，并在 3I4!0 D >? 范围内，其颜

色深浅与可溶性糖成正比。而且该法快速方便，在

无需细分糖类的情况下，可以一次性测出总量，故本

工作采用此法测定瑶山甜茶中总的可溶性糖。测定

结果显示，葡萄糖标准曲线为 # @ 4;44KV W 4;44H（X @
4;FFKH），线性范围是 4 Y 344!0 D >?，参照此标准曲

线，结合试样的吸光值得到瑶山甜茶总可溶性糖为

3I;.4J，其 X,+ 为 4;FFLJ（1 @ B）。

#"#$ %&’() 测定多糖分子量

"65:7（高效凝胶渗透色谱）是高效液相色谱这

一大类中体积排阻色谱法（,U7）的一种，是使用水

溶液的凝胶过滤色谱法。"65:7 以分子筛为原理，

不同分子量的物质通过凝胶柱时，小分子量物质被

吸附从而延后被洗出，大分子物质则率先被洗出［3F］。

选用蓝色葡聚糖，作为测试大分子多糖保留时

间 24 的对照物，选用葡萄糖作为测试小分子糖保留

时间 28 的对照物，样品的保留时间为 2X，若 2X 居于 24
和 28 之间，则表明样品在选用的流动相的 "65:7 系

统中均为选择性渗透，选用的色谱柱系统无误［.4］。

结果测得 24 为 3.;KKB>(1，28 为 .F;FI.>(1，所测葡聚

糖标准品以及样品的保留时间都在这个范围之内，

表明选用的色谱系统和测定条件合适。

在 3;.;B 实验条件下，NC 在 IF44Y33.444 之间

的葡聚糖的洗脱体积（Z%）和相对分子质量对数值

（ )0NC）线 性 关 系 良 好，拟 合 曲 线 方 程 为 )0NC @
<4;3.MZ% W K;4KL（ & @ 4;FFI4），如图 3 所示。每一个

样品分别进样三次，分析样品的洗脱体积，确定 IF44
Y33.444 间的拟合曲线可以作为对照标准曲线。利

用 567 软件进行分析，对照标准曲线，可知 86,3 中

多糖的 NC 为 IIL.H，86,. 为 I3II3，X,+ 为 4;LMJY
3;.BJ。利用 [&(0(1 H 软件对色谱图进行拟合分析，

发现 "65:7 测定数据呈较好的正态分布。

图 3! 葡聚糖分子量对数值与保留时间对应关系

图 .! 广西甜茶糖类物质 "65:7 色谱图

#"*$ %&+) 分析瑶山甜茶小分子糖类
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表 !" #$%&’(%)* 测定各种糖的色谱图的分析报告

峰号 保留时间（+,-） 峰面积（+.） 峰面积（/） 0)$ 分辨率 ($ 样品板数

12 !34!56 678!79 :!4:6 :432 :686
;2 !3427! 98458< 53435 543: :398
1: !242!! :972!: 254:: 2438 !95<
;: !242:9 <99<99 :94<< 243: !<7<
=! 5422< <93<73 93457 2487 !5:3
>! 542:! 7!8<<! <94:7 2486 !<26
?! 54!98 :2!883 <!457 :4:< !<79
@! 542:8 <:5583: 27499 243! 2975
>2 5489: 282872 !8423 !4<6 6!38
?2 54852 !78893 :646! !4<2 6!58
@2 <43<7 2<87!8: !!49: !476 :::<

赵仁邦［!5］等确定了乙腈 A 乙酸乙酯 A 水 B <3 A 25 A
!5（C A C A C）的流动相体系在 #$%&’(%)* 法中能够很

好地分离出枣的木糖、葡萄糖和果糖等单糖，同时可

以分 离 出 蔗 糖；闫 建 荣［!!］等 利 用 乙 腈 A 水 B 73 A :3
（C A C）体系在 #$%&’(%)* 法同时检测到云南甜茶

中葡萄糖、蔗糖等 9 种单糖和二糖。

许秀敏［!7］等在流动相为乙腈 A 水 B 75 A 25（C A C）

的条件下采用 #$%& ! (%)* 法较好地分离了低聚

果糖 的 ! D 5 糖，E1;?F E G ［!:］等 则 采 用 液 质 联 用

（%&’E)）法探明了低聚果糖里面除了 !D5 糖外，基

本没有其它糖，其单糖是葡萄糖，二糖是蔗糖。

采用的乙腈 A 乙酸乙酯 A 水 B <5 A 25 A !3（ C A C A C）

体系、乙腈 A 水 B 75 A 25（C A C）体系两种流动相分析瑶

山甜茶的小分子糖（包括单糖、二糖至五糖）。

24:4!" 基于流动相体系 ! 的 #$%& 检测" 采用乙腈 A
乙酸乙酯 A 水 B <5 A 25 A !3（ C A C A C）体系作为流动相，

瑶山甜茶提取物中小分子糖的 #$%& 色谱图如图 :
所示。

图 :" 广西甜茶单糖高效液相分析

1：木糖、果糖、葡萄糖以及蔗糖混标图；;：H$)!；

!4木糖；24果糖；:4葡萄糖；64蔗糖；54未知糖。

24:42" 基于流动相体系 2 的 #$%& 分析检测" 采用

乙腈 A 水 B 75 A 25（C A C）流动相体系，瑶山甜茶提取物

中小分子糖的 #$%& 色谱图如图 6 所示。经过实验

探索后发现，该流动相体系结合 !4246 的条件，可以

很好地分离低聚果糖的 !D5 糖，故采用低聚果糖为

对照品，进行 #$%& 分析检测。

24:4:" 重现性和分离度测定" 在体系 ! 中以葡萄糖

重复进样三次并测定其峰面积的方法来判断实验方

法的重现性，在体系 2 中则用蔗糖来进行重现性实

验。实验 测 定 果 糖 峰 面 积 平 均 值 为 :!2656，I)*
（- B :）为 !45:；蔗糖峰面积为 !9!6:3，I)*（- B :）为

!425。两种流动相体系中实验所得色谱图的特征峰

图 6" 广西甜茶 !D5 糖高效液相分析

=：H$)!；>：H$)! J 蔗糖；?：果糖、葡萄糖和蔗糖混标；

@：低聚果糖；!4果糖和葡萄糖叠加峰；!4葡萄糖；

24蔗糖；:4三糖；64四糖；54五糖；<4未知糖。

的分析报告见表 !。

24:46" 分析与讨论" 水提醇沉法是获得植物性多糖

的常用途径，刘凌等［!3］和吴晓鹏等［!!］利用此法分别

获得了枸杞多糖和苦丁茶多糖。而活性炭脱色法则

是多糖脱色的常用方法，郑婷婷等［2!］利用水提醇沉

法得到芦荟多糖后对其进行了活性炭脱色；在甘蔗

制糖领域里，活性炭也被认为是一种高效的糖液脱

色剂［22］。单糖微溶于乙醇，蔗糖不溶于乙醇，在水中

特别是热水中溶解度非常大。蔗糖在酸性水溶液中

极易水解，其速度约为麦芽糖的 !333 倍［2:］。若以得

到成分较为单一或分子量较为集中的多糖为目的，

一般要在水提醇沉等工艺后会对提取物进行去除单

糖和低聚糖，如柴瑞娟等［26］采用了 93/ 的乙醇 5 倍

回流提取 2K 去除荞麦中的单糖和低聚糖。本实验

以探索瑶山甜茶中的各种糖类为目的，故在乙醇沉

淀获得 H$)! 和 H$)2 后没有采取相应的工作去除单

糖和低聚糖等工作。LMK N O 等［25］利用 73/ 乙醇沉

淀得到的瑶山多糖后，采用苯酚’硫酸法直接测定其

含量约为粗提物质量的 !!/，本文用蒽酮’硫酸法得

到的结果是瑶山甜茶中全部的可溶性糖类含量，并

且没有经过粗提、醇沉等可能使糖类损失的工艺，所

以结果略大于 LMK N O 的结果。另外，瑶山甜茶热

水浸提溶液的 P# 经测定在 54<D<43 之间，这也有可

能使得 本 来 含 有 不 多 的 蔗 糖 降 解 成 了 葡 萄 糖 和

果糖。
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实验中采用的色谱条件，基本上满足了研究的

需要，所测得的目标色谱峰分离度良好，测定结果的

重现性亦表现良好。经过两种流动相体系的测定，

瑶山甜茶中主要的单糖成分为葡萄糖、果糖和木糖，

以面积归一化法计算得到果糖占有单糖的 !"#$%&，

葡萄糖占 ’"#()&，木糖占 *#!’&；在本工作的色谱条

件下，低聚寡糖中未检出蔗糖成分。而在所得色谱

图中，还存在 * 号和 ) 号两个未知峰，这有待下一步

工作继续探索，要更为精确地判定瑶山甜茶所含的

水溶性糖类成分，+,-./ 法将是比较理想的方法。

!" 结论
本文建立了瑶山甜茶可溶性总糖含量、多糖分

子量以及低分子糖类种类和含量的测定方法，检测

分析了瑶山甜茶干叶中可溶性糖类的种类与含量。

实验表明，实验中涉及的蒽酮-硫酸比色法、0123,、

01+, 等实验方法重现性较好，可操作性较强。本文

建立的系列实验方法以及实验思路可以应用于其它

植物资源的糖类分析。
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