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超高效液相色谱-串联质谱法测定乳清蛋白运
动营养粉多糖的单糖组成及含量

张　磊

（吕梁学院，山西吕梁 033001）

摘　要：建立了同时测定乳清蛋白运动营养粉多糖水解产物中鼠李糖、核糖、阿拉伯糖、岩藻糖、半乳糖、木糖、

半乳糖醛酸、甘露醇、葡萄糖醛酸、甘露糖、葡萄糖 12 种糖类化合物的超高效液相色谱-串联质谱分析方法。乳

清蛋白运动营养粉样品经超声辅助提取，采用 Sevag 法除蛋白，直至无蛋白析出，然后经酸水解进行单糖组成测

定。以 5  mmol/L 乙酸铵+0.02% 甲酸水溶液作为流动相 A，甲醇作为流动相 B，在电喷雾离子源负离子

（electrospray ion source negative ion，ESI−）模式下，用多反应监测模式（multiple reaction monitoring，MRM）分

析检测，外标法定量。结果表明，12 种糖类化合物在质量浓度为 0.10~6.00 μg/mL 范围内，各单糖的线性关系良

好，相关系数（r）均大于 0.995，检出限为 0.0037~0.0326 mg/g，定量限为 0.0123~0.1087 mg/g。分别向样品中添

加 12 种糖类化合物标准品浓度为 40、100 和 160 mg/g 的 3 个水平，其加标平均回收率为 76.12%~99.12%，相对标

准偏差（relative standard deviations，RSDs）为 0.12%~10.01%（n=6）。应用该方法对乳清蛋白运动营养粉样品进

行分析，结果发现：15 份样品中的 12 种糖类化合物均有不同程度检出，且多种单糖在不同样品中含量差异较大。

该方法的建立可为乳清蛋白运动营养粉多糖的组成及其活性提供技术支撑及基础数据。
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Determination of Monosaccharide Composition and Content of
Polysaccharide in Whey Protein Sports Nutrition Powder by Ultra
Performance Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry
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Abstract： The  simultaneous  determination  of  rhamnose,  ribose,  arabinose,  fucose,  galactose,  xylose,  galacturonic  acid,
mannitol, glucuronic acid and mannose in whey protein sports nutrition powder polysaccharide hydrolyzate was established.
An ultra-high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry method was used for the analysis of 12 sugar
compounds.  The  samples  of  whey  protein  sports  nutrition  powder  were  extracted  by  ultrasound,  and  the  protein  was
removed by the Sevag method until no protein was precipitated, and then the monosaccharide composition was determined
by acid hydrolysis. Using 5 mmol/L ammonium acetate+0.02% formic acid aqueous solution as mobile phase A, methanol
as mobile phase B, in the electrospray ion source negative ion (electrospray ion source negative ion, ESI−), in the multiple
reaction monitoring mode (multiple reaction monitoring, MRM) analysis, the detection was conducted by external standard
method  for  quantification.  The  results  showed  that  in  the  mass  concentration  range  of  0.10~6.00  μg/mL,  the  12  sugar
compounds  had  good  linear  relationship  with  each  monosaccharide,  the  correlation  coefficients  (r)  were  all  greater  than
0.995. The detection limit was 0.0037~0.0326 mg/g. The quantitative limit was 0.0123~0.1087 mg/g. 12 sugar compounds  
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were  added  to  the  samples  at  three  levels  with  concentrations  of  40,  100  and  160  mg/g,  and  the  average  recovery  was
76.12%~99.12%, relative standard deviations (RSDs) 0.12%~10.01% (n=6). This method was used to analyze the samples
of whey protein sports nutrition powder, and the results showed that 12 carbohydrate compounds were detected in different
degrees  in  15  samples,  and  the  content  of  various  monosaccharides  in  different  samples  was  quite  different.  The
establishment of this method could provide technical support and basic data for the structural composition and activity of
whey protein sports nutrition powder polysaccharide.

Key  words：ultra  performance  liquid  chromatography-tandem  mass  spectrometry；whey  protein  sports  nutrition  powder；

polysaccharide；monosaccharide

 

多糖是由多个单糖分子缩合、失水而成，是一类

分子结构复杂且庞大的糖类物质，是生物体内重要的

生物大分子[1−3]。研究表明，多糖具有特殊的生物活

性[4−5]，能增强免疫机制[6]、抗肿瘤[7]、降低血糖[8]、抗

衰老[9]、抗辐射[10] 等。多糖中单糖组成及含量不同

可能导致多糖空间结构不同，从而导致生物活性不

同[11−13]。乳清蛋白运动营养粉是为了满足运动人群

的生理代谢、运动能力及对某些营养成分的特殊需

求专门加工的运动营养食品。因此，测定乳清蛋白运

动营养粉多糖的单糖组成及含量对其活性成分和质

量控制具有重要意义。

多糖的测定方法主要有：苯酚-硫酸等显色反应

分光光度法测定其总量[14]、离子色谱-脉冲安倍检测

法[15]、衍生化的气相色谱[16] 或液相色谱-紫外检测

法[17]、液相色谱-蒸发光检测[18] 或示差荧光检测法[19]

等。上述方法尽管可以粗略测定样品中多糖的总含

量，但用于测定多糖中单糖组成则存在准确度低、分

离度差、操作繁琐等缺点[20−22]。近年来，色谱技术的

发展为糖类化合物的分析提供了一个强有力的分析

手段[23]。张璐等[24] 采用高效液相色谱法测定党参中

多糖的单糖组成及含量，需要对党参多糖水解液进行

衍生化；王川丕等[25] 建立了利用超高效液相色谱-质
谱联用技术测定茶叶中 8 种单糖和寡糖的方法。然

而，该方法检测的糖的种类偏少，此外，方法的基质也

仅限于茶叶。目前，采用超高效液相色谱-串联质谱

技术对样品中多糖的单糖组成及含量进行测定，无需

对样品多糖水解液衍生化，只需对其单糖的特征离子

进行选择扫描即可进行测定。

本文建立超高效液相色谱-串联质谱法测定乳清

蛋白运动营养粉中 12 种单糖组成的检测方法，并对

15 批乳清蛋白运动营养粉中多糖的单糖组成和含量

进行测定，为控制乳清蛋白运动营养粉的质量提供技

术支撑及基础数据。

 1　材料与方法

 1.1　材料与仪器

乳清蛋白运动营养粉 15 份　上海鸿志制果食

品工业有限公司；D-半乳糖醛酸（批号：1110A021，
CAS 号：6294-16-2，纯度≥98.0%）、L（+）-阿拉伯糖

（批号：1110C021，CAS 号：87-72-9，纯度≥98.0%）、

L- （+）-鼠李糖（批号：909A021，CAS 号：6014-42-2，
纯度≥98.0%）、D-核糖（批号：1026A022，CAS 号：50-

69-1，纯度≥98.0%）、D-（+）-甘露糖（批号：914A022，
CAS 号：3458-28-4，纯度≥98.0%）、D-葡萄糖醛酸

（批号：1124A021，CAS 号：6556-12-3，纯度≥98.0%）、

L-木糖（批号：1118D0211，CAS 号：609-06-3，纯度≥

98.0%）、D-（+）-葡萄糖（批号：1118A021，CAS 号：

14431-43-7，纯度≥98.0%）、D-（-）-果糖（批号：958A358，
CAS 号：57-48-7，纯度≥98.0%）、D-（+）-岩藻糖（批

号：2020C923，CAS 号：3615-37-0，纯度≥98.0%）、

D-（+）-半乳糖（批号：2020B918，CAS 号：59-23-4，纯
度≥98.0%）等标准品　源叶生物科技有限公司；超

纯水　由 Synergy UV 纯水系统（德国默克密理博公

司）制备，且符合 GB/T 6682-2008《分析实验室用水

规格和试验方法》中三级水的规定；硫酸、氢氧化钠、

磷酸二氢钾、乙酸铵、三氯甲烷　分析纯，广州化学

试剂有限公司；甲醇、乙腈　色谱纯，美国 Sigma 公

司；三氟乙酸　色谱纯，上海麦克林生化科技有限公

司；碳酸钠、氢氧化钠　分析纯，天津市科密欧化学

试剂有限公司；0.22 μm 滤膜　天津市津腾实验设备

有限公司。

UHPLC-Q Exactive 超高效液相色谱-质谱联用

仪　美国 Thermo Fisher Scientific 公司；KQ-250DB
数控超声清洗器　昆山市超声仪器有限公司；Sorvall
Legend23R 离心机　美国赛默飞世尔科技有限公

司；Synergy UV 超纯水机　德国默克密理博公司；

TWS-26 恒温水浴锅　上海舜宇衡平科学仪器有限

公司；XH-B 旋涡混合器　上海精宏实验设备有限公

司；DKN612 型烘箱　北京鸿运科技实验室产品有

限公司；RVTR8 旋转蒸发仪　武汉恒信世纪科技有

限公司。

 1.2　实验方法

 1.2.1   工作溶液的配制　贮备液：分别称取上述 12
种单糖对照品 0.100 g（精确至 0.0001 g）于 1000 mL
容量瓶中，用 50% 乙腈水溶液定容刻度，即得浓度

为 0.1 mg/mL 贮备液，放于 4 ℃ 冰箱中储存备用（保

存期为 6 个月）。

曲线工作液：分别吸取 0.01、0.06、0.10、0.40
和 0.60 mL 浓度为 0.1 mg/mL 贮备液于 10 mL 容量

瓶中，用 50% 乙腈水溶液定容至刻度，即得浓度为

0.1、0.6、1.0、4.0 和 6.0 μg/mL 的标准工作液。

 1.2.2   样品前处理　参照文献 [26−27] 方法，称取适

量乳清蛋白运动营养粉，加入适量体积的 95% 乙醇
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90 ℃ 回流脱脂 2 h，离心，过滤，滤渣风干得到实验

样品。准确称取 0.5 g（精确至 0.1 mg）经脱脂处理后

的乳清蛋白运动营养粉置于 50 mL 具塞离心管内，

按照料液比 1:（10~30） g/mL 加入提取溶剂，在提取

温度为 35~75 ℃、提取功率为 120~200 W 的条件下提

取 15~55 min。提取完毕后以 6000 r/min 离心 15 min，

取其上清液，重复提取 2 次，合并提取液于 100 mL

容量瓶中，并用蒸馏水定容至刻度，即得乳清蛋白运

动营养粉多糖提取液。取 2 mL 上述多糖提取液加

入 5 mL Sevag 溶液（V正丁醇:V氯仿, 1:5）萃取多次除

去蛋白质，直至两相间无乳白色絮状物。取上清液按

照 1:1（V上清液:V三氟乙酸液）加入 2 mml/L 三氟乙酸溶

液，将其放入恒温干燥箱 120 ℃ 水解 2 h，水解液加

入甲醇洗涤后氮吹，此过程重复 3 次将三氟乙酸去

除，用 1  mL 水复溶后再经 0.22  μm 滤膜过滤，供

UPLC-MS/MS 分析。

 1.2.3   单因素实验　按照 1.2.2 样品前处理的方法

提取乳清蛋白运动营养粉中多糖，提取条件为：固定

料液比 1:10 g/mL、功率 120 W、时间 15 min，考察不

同提取温度（35、45、55、65、75 ℃）对乳清蛋白运动

营养粉中多糖得率的影响；固定提取温度为 55 ℃，

提取功率为 120 W、提取时间为 15 min，考察不同料

液比（1:10、1:15、1:20、1:25、1:30 g/mL）对乳清

蛋白运动营养粉中多糖得率的影响；固定提取温度

为 55 ℃、料液比 1:20 g/mL、提取时间为 15 min、

考察不同提取功率（120、140、160、180、200 W）对

乳清蛋白运动营养粉中多糖得率的影响；固定提取温

度为 55 ℃、料液比 1:20 g/mL、提取功率为 180 W、

考察不同提取时间（15、25、35、45、55 min）对乳清

蛋白运动营养粉中多糖得率的影响。

 1.2.4   正交试验　在单因素实验的基础上，用提取温

度（A）、料液比（B）、提取功率（C）、提取时间（D）为

影响因素，采用四因素三水平设计正交试验方案，以

乳清蛋白运动营养粉中多糖得率为衡量指标。正交

试验因素及水平如表 1。

 1.2.5   乳清蛋白运动营养粉中多糖得率的测定　采

用苯酚-硫酸法，以葡萄糖为对照品，使用前将葡萄糖

于 105 ℃ 恒温烘干至恒重，准确称取 0.100 g 葡萄

糖于 1000 mL 容量瓶中，加蒸馏水定容刻度，并超声

溶解，即得浓度为 0.1 mg/mL 贮备液，放于 4 ℃ 冰箱中

储存备用。分别吸取 0、0.2、0.4、0.6、0.8 和 1.0 mL

贮备液于 20 mL 具塞试管中，用蒸馏水补至 1.0 mL，

精确加入 1 mL 的 5% 苯酚溶液，混匀后快速加入 5 mL

硫酸，静止 10 min，使用旋涡振荡混匀，然后将试管

放置 30 ℃ 水浴锅中反应 20 min，冷却后于 490 nm

测定吸光度，以紫外分光光度计的吸光度（Y）为纵坐

标，葡萄糖质量浓度（x）为横坐标制作标准曲线，得线

性回归方程：y=25.3545x−0.0214，R2=0.9998。
准确吸取 1.0 mL 乳清蛋白运动营养粉多糖提

取液，按照标准工作曲线溶液进行显色反应后，于

490 nm 测定吸光度，其计算公式如下：

多糖得率(%) =
C×n×V
W×106 ×100

式中：C 样品中多糖浓度，μg/mL；V 样品溶液的

体积，mL；n 样品溶液的稀释倍数；W 为样品质量，g。

 1.2.6   液相色谱与质谱条件　

 1.2.6.1   色谱条件　色谱柱：ACQUITY BEH Amide
C18（2.8 mm×150 mm，1.6 μm）；流动相：5 mmol/L 乙

酸铵+0.02% 甲酸水溶液（A）和甲醇（B）；流速：

0.2 mL/min；柱温：30 ℃；进样量：5 μL；梯度洗脱程

序：0~7.50  min（B 相 90%~80%），7.50~9.50  min（B
相 80%~60%），9.50~25.0 min（B 相 60%~90%），25.0~
35.0 min（B 相 90%）。

 1.2.6.2   质谱条件　离子源：电喷雾负离子源（elec-

tron spray ionization，ESI−）；离子源温度：500 ℃；雾

化气 GS1 压力：380 kPa；辅助气 GS2 压力：418 kPa；

毛细管喷雾电压：−5.5 kV；入口电压：−10V；出口电

压：−6V；扫描方式：负离子模式。12 种糖的质谱分

析参数见表 2。

 

表 1    正交试验因素水平表

Table 1    Factors and levels table of orthogonal test

因素
水平

1 2 3

A-提取温度（℃） 45 55 65
B-料液比（g/mL） 1:20 1:25 1:30
C-提取功率（W） 160 180 200

D-提取时间（min） 25 35 45

 

表 2    12 种糖的监测离子对、碰撞气能量和去簇电压

Table 2    Monitored ion pairs, collision gas energies and declustering voltages of 12 sugars

序号 化合物 保留时间（min） 母离子（m/z） 子离子（m/z） 去簇电压（eV） 碰撞能量（eV）

1 核糖 6.157 215.6
58.8*

88.9
149.1

−92 −26
−14

2 木糖 7.357 198.8
58.8*

89.2
149.2

−84 −24
−12

3 阿拉伯糖 8.486 218.6
58.9*

89.1
149.2

−88 −22
−16
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 1.3　数据处理

x± s每组试验平行测定三次，实验数据以 表示，

使用 Microsoft office2016 制图，应用 SPSS20.0 进行

数据分析。

 2　结果与分析

 2.1　单因素实验结果

 2.1.1   提取温度对多糖得率的影响　由图 1 可知，乳

清蛋白运动营养粉中多糖的得率随着提取温度的增

加呈现先增大后降低的趋势；当提取温度为 35~55 ℃
时，乳清蛋白运动营养粉中多糖的得率随提取温度的

增加而增大；当提取温度为 55 ℃ 时乳清蛋白运动营

养粉中多糖的得率达到最大值；再次逐渐升高提取温

度，乳清蛋白运动营养粉中多糖的得率反而降低。其

原因可能是在一定的温度范围内，随着提取温度的升

高，能降低提取溶剂与样品的粘稠度，增加乳清蛋白

运动营养粉中多糖在提取溶剂中的扩散性和溶解度，

有利于乳清蛋白运动营养粉中多糖从提取样品中溶

出外界[28]，从而使得乳清蛋白运动营养粉中多糖得率

升高。当提取温度达到最佳提取温度时继续升温，高

温会造成乳清蛋白运动营养粉中多糖破坏，造成乳清

蛋白运动营养粉中多糖得率降低。因此，选择提取温

度为 45、55、65 ℃ 作为正交试验中提取温度的 3 个

水平。

 2.1.2   料液比对多糖得率的影响　由图 2 可知，当料

液比为 1:10~1:20 g/mL 范围内，随着了料液比的增

加，乳清蛋白运动营养粉中多糖得率急剧增加，其原

因可能是随着料液比的增大，增大了样品与提取溶剂

的接触面积，有利于乳清蛋白运动营养粉中多糖的溶

出，故多糖得率急剧增加[29]；当料液比大于 1:20 g/mL

后，随着料液比的增加，乳清蛋白运动营养粉中多糖

续表 2
序号 化合物 保留时间（min） 母离子（m/z） 子离子（m/z） 去簇电压（eV） 碰撞能量（eV）

4 岩藻糖 9.198 196.5
58.8*

89.1
163.1

−86 −26
−18

5 鼠李糖 11.689 208.3
58.9*

103.0
163.1

−84 −26
−16

6 甘露醇 22.218 210.8
58.8*

89.0
181.1

−100 −26
−18

7 甘露糖 23.389 236.5
58.8*

89.1
179.3

−84 −20
−12

8 葡糖糖 25.895 209.8
89.1*

71.1
179.1

−88 −26
−18

9 果糖 30.945 214.5
59.0*

89.1
179.2

−90 −24
−12

10 半乳糖 33.989 220.7
89.1*

58.6
179.1

−92 −18
−10

11 葡糖糖醛酸 34.898 265.8
58.8*

113.2
193.1

−86 −26
−10

12 半乳糖醛酸 37.988 265.8
59.1*

73.1
193.2

−62 −24
−10

注：*为定量离子。
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图 2    料液比对多糖得率的影响

Fig.2    Effect of solid-liquid ratio on the extraction yield of
polysaccharide
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图 1    提取温度对多糖得率的影响

Fig.1    Effect of extraction temperature on the extraction yield
of polysaccharide

 

 · 282 · 食品工业科技 2023 年  4 月



得率趋于平缓增长，其原因可能是乳清蛋白运动营养

粉中多糖的溶出逐渐趋于平稳，且已大部分溶入提取

溶剂中，继续增加料液比会造成其他杂质的溶出，而

且还会造成提取成本的上升 [30]。因此选择 1:20、
1:25、1:30 g/mL 作为正交试验中料液比的 3 个水平。

 2.1.3   提取功率对多糖得率的影响　由图 3 可知，当

超声波提取功率小于 180 W 时，随着提取功率逐渐

增大乳清蛋白运动营养粉中多糖得率逐渐升高；当提

取功率为 180 W 时，乳清蛋白运动营养粉中多糖得

率达到最大值；当提取功率大于 180 W 时，乳清蛋白

运动营养粉中多糖得率逐渐下降，其原因可能是超声

功率达到一定强度可以产生更好的空化效果破坏细

胞壁，从而有利于提取物的溶出，但随着提取功率的

继续增加有可能破坏乳清蛋白运动营养粉中多糖的

结构，从而使多糖得率有所下降[31]。因此选择 160、
180、200 W 作为正交试验中提取功率的 3 个水平。
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图 3    提取功率对多糖得率的影响
Fig.3    Effect of extraction power on the extraction yield of

polysaccharide
 

 2.1.4   提取时间对多糖得率的影响　由图 4 可知，乳

清蛋白运动营养粉中多糖得率随着提取时间的延长

呈先增加后降低趋势，并在提取时间为 35 min 时乳

清蛋白运动营养粉中多糖得率达到最大值。这表明

提取时间为 35 min 时，乳清蛋白运动营养粉中多糖

已趋于完全溶入提取溶剂中，继续延长提取时间反而

会使乳清蛋白运动营养粉中多糖长时间的处于高温

浸泡中，导致其分子结构破坏[32]；同时，伴随样品中其

他杂质的溶出。从而导致乳清蛋白运动营养粉中多

糖得率下降。因此选择 25、35、45 min 作为正交试

验中提取时间的 3 个水平。

 2.2　正交试验结果

乳清蛋白运动营养粉中多糖提取正交试验结

果，见表 3。从正交试验直观分析结果可以看出，各

因素对乳清蛋白运动营养粉中多糖得率的影响程度

不同，四个因素对多糖得率的影响由大到小依次为提

取温度﹥提取时间﹥料液比﹥提取功率。通过 K 值

比较得到本实验最佳因素组合为 A2B1C2D3 不在正

交表中，进行验证实验，测得乳清蛋白运动营养粉中

多糖得率为 12.21%，低于正交表中 4 实验的多糖得

率 13.35%，所以该正交试验的最佳条件确定为

A2B1C2D2，即提取温度 55 ℃、料液比 1:20 g/mL、提

取功率 180 W、提取时间 35 min。
 
 

表 3    L9（34）正交试验结果
Table 3    L9(3

4) orthogonal test results

实验号 A提取温度 B料液比 C提取功率
D提取时间

（min）
多糖得率

（%）

1 1 1 1 1 8.95
2 1 2 2 2 10.56
3 1 3 3 3 9.68
4 2 1 2 2 13.35
5 2 2 3 1 10.89
6 2 3 1 3 11.58
7 3 1 3 2 11.89
8 3 2 1 3 12.04
9 3 3 2 1 10.56

K1 9.73 11.40 10.86 10.13
K2 11.94 11.16 11.49 11.34
K3 11.50 10.61 10.82 11.69
R 2.21 0.79 0.67 1.56

最优组合 A2B1C2D2
 

 2.3　仪器条件的优化

化合物的离子化效率以及出峰时间受不同流动

相体系的影响较大。试验分别选择 5 mmol/L 乙酸

铵+0.02% 甲酸水溶液、纯水作为 A 流动相；甲醇、

乙腈作为 B 流动相。比较 2 个流动相体系对分离

效果的影响。结果表明，在水相（流动相 A）中加入

5 mmol/L 乙酸铵与 0.02% 甲酸后，不仅可以改善色

谱峰形，还可以提高目标化合物的离子化效率；流动

相 B 中，乙腈作为流动相时，发现葡萄糖醛酸和半乳

糖醛酸以及葡萄和半乳糖的分离度不好，甚至分不

开；而选用甲醇作为 B 流动相，各目标峰分离度明显

改善。因此，本试验选择 5 mmol/L 乙酸铵+0.02%

甲酸水溶液作为流动相 A，甲醇作为流动相 B 时

12 种糖类化合物在色谱上分离较好，峰形尖锐对称，

结果见图 5。参照文献 [33] 方法，根据 12 种糖类化

合物的化学电离性质，分别在电喷雾离子源正/负模

式下采用全扫描模式方式选择母离子、子离子扫描

模式对子离子及碰撞能量、锥孔电压等质谱参数进

行优化，发现所有糖类化合物在负离子模式下响应值
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图 4    提取时间对多糖得率的影响

Fig.4    Effect of extraction time on the yield of polysaccharides
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均高于正离子模式，最终确定 12 种糖类化合物的母

离子、定性离子和定量离子参数，见表 2。

 2.4　方法验证

 2.4.1   方法的线性回归方程、检出限及定量限　分

别配制浓度为 0.1、0.6、1.0、4.0、和 6.0 μg/mL 混合

标准工作液，按上述优化好的仪器条件分析。以峰面

积（Y）与目标物质量浓度（X，μg/mL）绘制标准曲

线。准确称取经回流脱脂处理的 0.5 g 样品，向其添

加适量浓度的单糖标准溶液，按照“1.2.2 样品前处

理”操作，提取液按照“1.2.4 液相色谱与质谱条件”上

机分析，分别以信噪比（S/N）为 3 和 10 计算方法的

检出限和定量限[34−36]。由表 4 可知，12 种糖类化合

物在质量浓度 0.1~6.0 μg/mL 范围内线性关系良好，

相关系数 r≥0.995，该方法的检出限范围为 0.0037~

0.0326 mg/g，定量限范围为 0.0123~0.1087 mg/g，满

足痕量需求。

 2.4.2   方法加标回收率及精密度　选取其中一种乳

清蛋白运动营养粉（编号：S1）样品进行加标回收试

验，分别添加 3 个质量浓度（40、100、160 mg/g）的待

测组分混合标准溶液，每个添加水平重复 6 次。加
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图 5    12 种糖类化合物标准溶液的多反应监测（MRM）谱图

Fig.5    Multiple reaction monitoring (MRM) spectra of 12 carbohydrate standard solutions
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标回收率及精密度（RSD%）如表 5 所示，回收率在

76.12%~99.12% 之间，精密度（RSD%）在 0.12%~
10.01% 之间。表明该方法具有良好的回收率和精密

度，符合方法学要求。

 2.5　实际样品的检测结果

以建立的方法对市售 15 份乳清蛋白运动营养

粉进行 12 种糖类化合物分析检测，其检测结果如

表 6 所示，由表 6 可知，15 份样品中的 12 种糖类化

 

表 4    12 种糖类化合物的线性回归方程、检出限及定量限

Table 4    Linear regression equation, detection limit and quantification limit of 15 pesticides

编号 化合物 线性回归方法 相关系数（r） 线性范围（μg/mL） 检出限（mg/g） 定量限（mg/g）

1 核糖 y=6584.154x−213.04 0.998945 0.10~6.00 0.0326 0.1087

2 木糖 y=4104.356x−243.21 0.999128 0.10~6.00 0.0198 0.0660

3 阿拉伯糖 y=4987.651x+257.15 0.996787 0.10~6.00 0.0067 0.0223

4 岩藻糖 y=5312.451x−312.45 0.999154 0.10~6.00 0.0269 0.0897

5 鼠李糖 y=2135.654x−216.45 0.999784 0.10~6.00 0.0091 0.0303

6 甘露醇 y=7452.341x−451.25 0.999647 0.10~6.00 0.0105 0.0350

7 甘露糖 y=4125.351x+315.54 0.999587 0.10~6.00 0.0037 0.0123

8 葡糖糖 y=3058.458x−218.31 0.998982 0.10~6.00 0.0195 0.0650

9 果糖 y=8765.951x−378.54 0.999687 0.10~6.00 0.0058 0.0193

10 半乳糖 y=4986.481x+201.56 0.999458 0.10~6.00 0.0109 0.0363

11 葡糖糖醛酸 y=4013.261x+207.95 0.999687 0.10~6.00 0.0055 0.0183

12 半乳糖醛酸 y=4105.651x+312.45 0.999784 0.10~6.00 0.0108 0.0360

 

表 5    S1 样品中 12 种糖类化合物加标回收率和 RSD（n=6）

Table 5    Spike recoveries and RSD of 12 carbohydrates in S1 sample (n=6)

化合物 S1样品本底值（mg/g）
添加水平40 mg/g 添加水平100 mg/g 添加水平160 mg/g

回收率（%） RSD（%） 回收率（%） RSD（%） 回收率（%） RSD（%）

核糖 N.D 91.25 1.87 86.57 7.89 87.56 4.51
木糖 12.16 83.45 5.16 80.75 9.76 91.35 0.84

阿拉伯糖 8.98 86.91 3.17 98.99 6.03 84.65 9.15
岩藻糖 N.D 89.61 4.26 78.45 2.15 80.25 2.54
鼠李糖 10.26 97.56 3.09 99.12 0.86 91.64 5.16
甘露醇 N.D 86.78 8.94 86.15 0.12 76.12 2.78
甘露糖 9.66 98.68 7.56 83.59 1.78 97.56 3.01
葡糖糖 12.57 88.15 10.01 87.59 5.16 86.09 2.14
果糖 13.68 83.45 2.15 91.78 2.78 90.18 2.57

半乳糖 10.89 97.08 0.89 76.98 6.08 86.91 3.65
葡糖糖醛酸 N.D 85.91 0.59 86.95 4.13 89.45 8.15
半乳糖醛酸 9.89 86.72 2.88 87.25 0.89 81.98 5.98

注：“N.D”表示未检出。

 

表 6    15 份样品中 12 种糖类化合物的检测结果（mg/g）
Table 6    Detection results of 12 carbohydrate compounds in 15 samples (mg/g)

样品
编号

核糖 木糖 阿拉伯糖 岩藻糖 鼠李糖 甘露醇 甘露糖 葡糖糖 果糖 半乳糖 葡糖糖醛酸 半乳糖醛酸

S1 N.D 12.16±0.14 8.98±0.23 N.D 10.26±0.18 N.D 9.66±0.09 12.57±0.17 13.68±0.19 10.89±0.32 N.D 9.89±0.31
S2 9.98±0.21 15.68±0.19 15.47±0.16 11.66±0.36 9.45±0.11 11.45±0.09 12.01±0.17 15.65±0.24 11.25±0.28 11.77±0.17 11.56±0.26 11.22±0.31
S3 36.45±0.57 N.D 13.56±0.25 11.23±0.16 N.D 12.55±0.13 10.65±0.11 N.D 6.45±0.09 14.55±0.17 15.45±0.21 17.65±0.28
S4 18.56±0.29 11.56±0.37 N.D 16.88±0.46 11.58±0.51 N.D N.D 15.25±0.54 14.25±0.25 N.D 16.98±0.28 19.56±0.31
S5 16.87±0.18 N.D 18.65±0.27 N.D 12.47±0.14 11.78±0.22 10.11±0.14 17.21±0.24 27.56±0.37 N.D 22.45±0.19 N.D
S6 13.98±0.41 25.46±0.37 N.D 17.56±0.26 N.D 14.87±0.49 21.25±0.39 N.D N.D 11.24±0.27 N.D 23.25±0.58
S7 N.D N.D 13.99±0.24 10.65±0.34 9.65±0.18 15.65±0.27 N.D 14.25±0.41 17.56±0.36 14.22±0.27 21.25±0.14 18.77±0.34
S8 14.12±0.27 16.44±0.15 10.87±0.21 N.D N.D 8.56±0.11 15.65±0.31 N.D 16.45±0.21 9.56±0.11 17.56±0.24 14.56±0.14
S9 N.D 11.23±0.17 12.77±0.34 14.25±0.26 18.77±0.29 N.D N.D 22.26±0.27 15.77±0.17 15.22±0.31 N.D N.D
S10 9.65±0.31 N.D 16.66±0.54 12.55±0.84 27.89±0.69 N.D 11.44±0.37 N.D 23.14±0.25 9.65±0.31 15.47±0.24 N.D
S11 13.45±0.27 15.68±0.31 N.D N.D N.D 29.65±0.69 19.65±0.56 N.D N.D 16.56±0.31 25.44±0.58 N.D
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合物均有不同程度检出，且多种单糖在不同样品中含

量差异较大。样品编号为 S2 的乳清蛋白运动营养

粉中 12 种单糖均有检出，其余 14 种样品中 12 种单

糖均有不同程度检出。

 3　结论
本文以乳清蛋白运动营养粉为检测对象，建立

最优的样品前处理及仪器分析条件对乳清蛋白运动

营养粉中 12 种糖类化合物进行快速检测分析，通过

对试验条件的选择和优化，最终采用提取温度

55 ℃、料液比 1:20 g/mL、提取功率 180 W、提取时

间 35 min 对乳清蛋白运动营养粉进行多糖提取，采

用 Sevag 法除蛋白，直至无蛋白析出，然后经酸水解

进行单糖组成测定。采用该方法对乳清蛋白运动营

养粉中多糖的单糖组成及含量进行分析检测，样品前

处理简单、准确度高、分析时间短、灵敏度高、重现

性好。在质量浓度 0.1~6.0 μg/mL 范围内线性关系良

好，相关系数 r≥0.995，检出限为 0.0037~0.0326 mg/g；
定量限为 0.0123~0.1087 mg/g，在 40、100 和 160 mg/g
的加标浓度下，其加标平均回收率为 76.12%~99.12%，

相对标准偏差（RSD）为 0.12%~10.01%。该方法应

用于乳清蛋白运动营养粉中多糖的单糖组成及含量

检测结果表明，15 份样品中的 12 种糖类化合物均有

不同程度检出，且多种单糖在不同样品中含量差异较

大。样品编号为 S2 的乳清蛋白运动营养粉中 12 种

单糖均有检出，其余 14 种样品中 12 种单糖均有不

同程度检出。该方法的建立可为乳清蛋白运动营养

粉多糖的结构组成及其活性提供技术支撑及基础数

据。
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