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摘  要: 目的  建立柱前衍生-高效液相色谱法(high performance liquid chromatography,  HPLC)测定 D-甘露

糖的含量。方法  以对氨基苯甲酸乙酯(p-aminobenzoic ethyl ester, p-ABEE)为衍生剂, 对 D-甘露糖与 p-ABBE

的衍生比例、衍生温度、衍生时间等衍生条件进行优化, 并对色谱柱、流动相等高效液相色谱参数进行优化, 以

实现衍生产物的高效分离与精准定量。结果  最佳实验条件: D-甘露糖和衍生化试剂(p-ABEE)的摩尔比为 1:54, 

衍生温度 75 ℃, 反应时间 1.5 h; 色谱柱为 Agilent 5 TC-C18 (250 mm×4.6 mm, 5 μm), 流动相为 0.02% TFA-乙

腈(77:23, V:V), 梯度洗脱, 流速为 1.00 mL/min, 检测波长 307 nm, 柱温为 35 ℃。本方法在 0.50~20.01 mmol/L

浓度范围内呈现良好的线性关系(r2=0.998), 定量限及检出限分别为 0.12 mmol/L 和 0.05 mmol/L; 回收率为

98.55%~101.45%, 相对标准偏差为 3.62%~12.74% (n=3)。结论  本方法操作简便、衍生条件温和、分离效果

佳, 且具有良好的线性关系、较高的回收率及较低的检出限, 实用性强, 可应用于植物提取多糖等不同基质中

D-甘露糖的含量测定。 

关键词: D-甘露糖; 柱前衍生-高效液相色谱法; 对氨基苯甲酸乙酯 
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ABSTRACT: Objective  To establish an pre-column derivatization-high performance liquid chromatography 
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(HPLC) method for the determination of D-mannose content. Methods  p-aminobenzoic ethyl ester (p-ABEE) was 

selected as the derivatization agent. The derivatization reaction conditions between D-mannose and p-ABEE were 

systematically optimized, and the effects of molar ratio of derivatization reactants, reaction temperature and reaction 

time on derivatization efficiency were emphatically investigated. Meanwhile, the HPLC detection conditions, 

including chromatographic column type and mobile phase composition, were optimized to realize efficient separation 

and accurate quantification of derivatized products. Results  The optimal experimental conditions were determined 

as follows: the molar ration of D-mannose to p-ABEE was 1:54, and the reaction was performed at a constant 

temperature of 75 ℃ for 1.5 h. The mobile phase consisted of 0.02% trifluoroacetic acid (TFA) and acetonitrile 

(77:23, V:V) with gradient elution at a flow rate of 1.00 mL/min. The detection wavelength was determined to be 

307 nm. and the column temperature was maintained at 35 ℃. Method validation results showed that D-mannose 

had a good linear relationship in the concentration range of 0.50–20.01 mmol/L (r2=0.998) with the limit of detection 

and limit of quantification were 0.05 mmol/L and 0.12 mmol/L, respectively. The recoveries of D-mannose were ranged 

from 98.55% to 101.45%, with the relative standard deviations of 3.62%–12.74% (n=3). Conclusion  This method 

is simple to operate, with mild derivatization conditions and excellent separation effect. It also exhibits good 

linearity, high recovery rate and low detection limit, showing strong practicality. The method is suitable for the 

determination of D-mannose in in various matrices such as polysaccharides extracted from plants. 
KEY WORDS: D-mannose; pre-column derivatization; p-aminobenzoic ethyl ester 

 
 

0  引  言 

D-甘露糖是 D-葡萄糖的 C-2 差向异构体, 具有相同

的分子式但不同的原子排列的独特分子结构, 是一种天然

单糖, 在自然界中主要以甘露聚糖形式存在(如植物细胞

壁、微生物细胞壁中的甘露聚糖)。D-甘露糖有其特定的生

物学功能, 作为糖蛋白合成的直接前体发挥着至关重要的

作用[1–5]。D-甘露糖具有抗炎、免疫调节等功能, 不仅作为

糖质营养素, 治疗糖尿病和肥胖症等疾病, 还可作为维生

素合成、抗肿瘤药物以及免疫调控药物的成分, 是多糖和

糖蛋白的重要组成部分[6–12]。同时, D-甘露糖因其甜味强、

低热量和无毒副作用, 是一种常用的食品添加剂[13]。D-甘
露糖的应用领域广泛, 涵盖食品、药品、保健品等多个行

业, 其含量高低直接影响相关产品的质量、功效及安全性: 
在食品领域, D-甘露糖的添加量需严格控制以保证产品风

味与食用安全性; 在医药领域, 其纯度和含量是药物疗效

与质量控制的核心指标; 在多糖、糖蛋白等生物制品研究

中, 精准测定 D-甘露糖的含量是揭示其结构与功能关系、

推动产品研发的关键前提。因此, 建立 D-甘露糖的快速测

定方法, 对推动 D-甘露糖相关产品的研发、优化生产工艺、

提升质量管控水平具有重要的理论与实际意义。 
D-甘露糖常用的检测方法包括高效液相色谱-蒸发光

散射法[14–15]、离子色谱法[16–17]、气相色谱法[18]和柱前衍生

高效液相色谱法等[19–25]。但示差检测器检测灵敏度低, 且
不能梯度洗脱, 蒸发散射检测器灵敏度较低, 专属性也不

强[26–29]。因此, 为了提高测定甘露糖方法的灵敏度, 研究

中多采用柱前衍生技术结合高效液相色谱法进行甘露糖的

测定。目前研究多采用 1- 苯基 -3- 甲基 -5- 吡唑啉酮

(1-parasulfophenyl-3-methyl-5-pyrrazolone, PMP)[19–25]衍生

技术测定 D-甘露糖, 但 PMP 强碱性反应条件易引发单糖

差向异构化, 定量准确性受限, 且比较难区分差向异构体, 
比如葡萄糖和甘露糖。相较于 PMP, 对氨基苯甲酸乙酯

(p-aminobenzoic ethyl ester, p-ABBE)衍生反应条件温和, 
可从根本上避免单糖异构化问题, 且对单糖异构体分离效

果优异, 更适用于复杂基质与微量样品的精准定量, 现已

成为高精度科研分析及高端质量控制的优选技术。目前, 
国内外鲜见采用 p-ABBE 衍生技术测定甘露糖, 基于此, 
本研究采用 p-ABBE 作为柱前衍生剂, 建立一种专属、稳

定的 D-甘露糖高效液相色谱检测方法。其反应原理是在

醋酸调节的酸性反应体系中, D‑甘露糖分子中的醛基与

p‑ABBE 的氨基先缩合形成亚胺中间体, 该中间体随后在

氰基硼氢化钠的还原作用下转化为结构稳定的仲胺衍生

物, 从而实现高效液相色谱紫外检测法(图 1)。该方法为

D-甘露糖相关样品的检测提供技术支撑。 

 

 

 
图 1  p-ABBE 柱前衍生法测定 D-甘露糖的反应原理 

Fig.1  Reaction principle of D-mannose determination by p-ABBE 
pre-column derivatization method 
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1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

D-甘露糖对照品(纯度>99%, 大连美仑生物技术有限

公司); p-ABEE、氰基硼氢化钠(NaBH3CN)(分析纯, 上海阿

拉丁生化科技股份有限公司); 氢氧化钠(NaOH)(分析纯, 
国药集团化学试剂有限公司 ); 三氟乙酸 (trifluoroacetic 
acid, TFA)(色谱纯 , 中国山东西亚化工股份有限公司 ); 
甲醇(色谱纯, 美国 Tedia 公司); 乙腈(色谱纯, 中国上海

安谱实验科技股份有限公司); 冰醋酸(色谱纯, 中国山东

西亚化工股份有限公司); 超纯水(电阻率≥18.2 MΩ·cm, 
自制)。 

1.2  仪器与设备 

Waters e2695 型高效液相色谱仪(配备二极管阵列检

测器 Waters2998 和 Empower2 作站, 美国 Waters 公司); 
Agilent 5 TC-C18 (2) (250 mm×4.6 mm, 5 µm)(美国 Agilent
公司); Dionex CarboPac PA10 (4 mm×250 mm)(美国赛默飞

世尔科技公司); GUINTIX35-1CN 分析天平[赛多利斯科学

仪器(北京)有限公司]; Milli-Q Direct 16 S Kit 超纯水制备

系统(德国 Millipore 公司)。  

1.3  实验方法 

1.3.1  液相色谱条件   
选择 Agilent 5 TC-C18 (2) (250 mm×4.6 mm, 5 µm)作

为检测的色谱柱, 流动相由两相组成, A 相为 0.02% TFA
水溶液, B 相为乙腈, 采用梯度洗脱程序: 0~25 min, 77% A; 
26~40 min, 60% A; 41~50 min, 77% A。柱温为 35 ℃, 紫外

检测波长选择 307 nm, 流速为 1.00 mL/min, 样品浓度为

0.61 mmol/L, 进样量为 10 µL。 
1.3.2  衍生化溶液配制  

0.20 mol/L p-ABBE-甲醇溶液: 精密称量 0.8260 g 的

p-ABBE, 用甲醇溶解稀释至 25 mL。 
0.08 mol/L NaBH3CN-甲醇溶液: 精密称量 0.1261 g, 

用甲醇溶解稀释至 25 mL, 现配现用。 
1.3.3  离子色谱条件 

色谱柱: Dionex CarboPac PA10 (4 mm×250 mm), 流
速为 0.80 mL/min, 流动相为 0.25 mol/L NaOH:水(22:78, 
V:V); 柱温: 35 ℃; 样品浓度: 0.61 mmol/L, 进样量: 10 µL。 
1.3.4  标准溶液的配制  

精密称取180.09 mg D-甘露糖, 加水溶解稀释至50 mL, 
配制成浓度为 20 mmol/L 的标准储备液备用。精密移取适

量体积的标准储备液, 加水稀释, 制备浓度分别为 0.50、
2.00、4.00、8.00、12.00、16.00 和 20.01 mmol/L 的系列标

准工作液。 
1.3.5  回收率溶液的配制  

移取前处理后的银耳单糖溶液, 分别添加 D-甘露糖

标准溶液配制成低、中、高 3 个加标水平样品, 加标浓度

依次为 0.23、0.46、0.73 mmol/L, 各加标水平平行制备 3
份, 进行衍生与检测, 考察方法的加标回收率。 
1.3.6  衍生条件 

移取一定体积的固定浓度的 D-甘露糖样品溶液, 依
次加入不同体积的 0.20 mol/L p-ABBE-甲醇溶液, 分别再

加入 0.69 mL 0.08 mol/L NaBH3CN-甲醇溶液和 60 µL 冰醋

酸, 于 30 ℃水浴中反应 1.5 h, 取出, 放冷至室温, 用甲醇

定容至 10 mL, 溶液经 0.45 µm 滤头过滤后直接进样。 

1.4  数据处理 

采用软件 Origin 2022 进行数据分析和作图。 

2  结果与分析 

2.1  不同色谱柱的筛选 

D-甘露糖是一种具有重要生理活性的天然单糖化合

物, 本研究参考 L-岩藻糖的柱前衍生条件[30], 在流动相、

柱温和流速不变的基础上, 系统考察了 4 种不同填料的

色谱柱对衍生后样品分离效果, 重点分析各色谱柱在保

留行为、峰形对称性、分离度及分析效率等方面的差异, 
旨在筛选出适配 D-甘露糖衍生物分离的最优色谱柱。4
种不同填料的色谱柱对样品分离效果如图 2 所示。结果

显示, 在上述相同色谱条件下, Hydrosphere C18 (250 mm× 
4.6 mm, 5 µm)对样品主峰及杂质峰的分离效果最差(图 2), 
其余 3 种型号色谱柱对样品的分离效果基本一致 , 均能

实现主峰与杂质峰的有效分离。结合本研究前期参考

的  L-岩藻糖相关测定方法 [30], 选定  Agilent 5 TC-C18 
(250 mm× 4.6 mm, 5 µm)色谱柱作为本研究的分离色谱柱, 
色谱图见图 3。 

 

 
 

注: (a) Hydrosphere C18 (250 mm×4.6 mm, 5 µm); (b) Thermo ODS2 
(250 mm×4.6 mm, 5 µm); (c) Agilent SB-C18 (250 mm×4.6 mm,  

5 µm); (d) Agilent 5 TC-C18 (2) (250 mm×4.6 mm, 5 µm)。 
图 2  相同色谱条件下衍生后 D-甘露糖在不同色谱柱的 

高效液相色谱图 
Fig.2  High performance liquid chromatograms of the derived 

D-mannose on the different columns at the same  
chromatographic condition 
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图 3  衍生后的 D-甘露糖(b)和空白样品(a)在 Agilent 5 TC-C18 
(250 mm×4.6 mm, 5 µm)色谱柱上的色谱图  

Fig.3  Chromatograms of the derived D-mannose (b) and blank 
samples (a) on an Agilent 5 TC-C18 (250 mm×4.6 mm, 5 µm) column 

 

2.2  衍生条件的考察   

衍生化反应时间、反应温度及衍生剂与单糖的摩尔比

是影响衍生化效果的核心参数。本研究以 L-岩藻糖的衍生

化条件为参考[30], 采用单因素变量法逐步优化 D-甘露糖

与 p-ABEE 的衍生化反应条件, 以衍生物主峰面积、峰形

及杂质峰数量为评价指标, 筛选最优反应参数。 
首先, 在衍生温度与衍生时间保持恒定的条件下, 考

察了 D-甘露糖与 p-ABEE 不同摩尔比(1:95、1:82、1:68、
1:54、1:41、1:27)对衍生化效果的影响。结果显示, 当二者

摩尔比在 1:95~1:82 范围内时, 衍生物主峰面积逐渐减小; 
推测其原因可能为衍生剂过量引发过度衍生反应, 导致目

标衍生物进一步转化为其他副产物, 进而影响目标峰的响

应值。当摩尔比处于 1:68~1:41 区间时, 衍生反应趋于稳定, 
衍生物主峰面积基本保持恒定, 且杂质峰数量少、峰形规

整, 表明该区间内衍生反应较为完全且副反应少, 其中以

摩尔比 1:54 时衍生效果最佳, 目标峰响应值与分离效果均

最优。 
在确定最优摩尔比(1:54)及恒定衍生温度的条件下, 

进一步考察了不同衍生时间(0.5、1.0、1.5、2.0 h)对衍生化

效果的影响。结果表明, 随着反应时间延长, 衍生物主峰

面积先增大后趋于平稳, 当反应时间为 1.5 h 时, 主峰面积

达到最大值, 峰形对称且无明显杂峰干扰, 衍生化效率最

优; 继续延长反应时间至 2 h, 主峰面积无显著变化, 说明

1.5 h 已能使衍生反应完全。 
最后, 在最优摩尔比(1:54)与最优反应时间(1.5 h)恒

定的条件下, 探究了不同衍生温度(65、75、85、95 ℃)对
衍生化效果的影响。结果显示, 温度 75 ℃时衍生物主峰面

积最大、峰形最佳且杂质干扰最少, 衍生化效果最优; 随
着温度升高, 主峰面积逐渐减小, 且杂峰数量增多, 可能

是高温导致衍生剂分解或目标衍生物发生降解, 进而降低

衍生化效率。 
综合上述单因素优化实验结果 , 确定 D-甘露糖与

p-ABEE 衍生化反应的最佳条件为: D-甘露糖与 p-ABEE
摩尔比 1:54, 衍生温度 75 ℃, 衍生时间 1.5 h。在此条件

下, 衍生反应完全、副产物少, 可满足后续高效液相色谱

仪定量分析需求。 

2.3  衍生化程度的考察 

为验证上述最佳衍生条件的衍生化完全性, 本研究

配制 10.00 mmol/L D-甘露糖标准溶液, 按照确定的最佳衍

生条件进行衍生处理。衍生反应结束后, 采用离子色谱法

分别对衍生后样品与未衍生 D-甘露糖标准溶液进行对比

检测。由图 4 可见, 衍生后的 D-甘露糖溶液色谱图中无明

显 D-甘露糖特征峰出现, 而未衍生样品中可清晰检测到

D-甘露糖峰, 表明浓度为 10.00 mmol/L的D-甘露糖在该优

化衍生条件下可实现完全衍生, 进一步证实了所确定最佳

条件的可靠性与适用性。 

 

 
 

注: (a)未衍生的 D-甘露糖空白(不加样品的衍生后溶液);  
(b)空白; (c)衍生的 D-甘露糖。 

图 4  样品的离子色谱图 
Fig.4  Ion chromatogram of the samples 

 
2.4  检出限、定量限及线性关系  

基于上述优化的衍生及色谱条件, 进行检出限、定量

限及线性关系实验。取配制好的 D-甘露糖系列标准工作液

样品溶液逐级稀释后进行测定 , 得到本方法的检出限

(S/N=3)为 0.05 mmol/mL, 定量限(S/N=10)为 0.12 mmol/L。 
取配制好的 D-甘露糖系列标准工作液(1.3.5), 经最佳

条件衍生后按最优色谱参数进样测定, 每个浓度样品测定

1 次。以 D-甘露糖的进样浓度为横坐标(X, mmol/L), 对应

的色谱峰面积值为纵坐标(Y), 绘制标准曲线并进行线性回

归分析, 得到回归方程为 Y=9.79×105X+1.94×105 (r2=0.998), 
表明 D-甘露糖在 0.50~20.01 mmol/L 的浓度范围内, 线性

关系良好, 可满足该区间内的定量分析需求。 

2.5  精密度实验结果  

日内精密度: 平行配制浓度为 10.00 mmol/L 的 D-甘
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露糖标准溶液, 经最佳衍生条件处理后, 进样分析, 重复

进样 6 次, 对每次进样的衍生物峰面积进行统计分析。结

果显示, 6 个平行样的样品峰面积相对标准偏差(relative 
standard deviation, RSD) (n=6)为 1.57%; 同时取其中一份

样品重复进样 6 次, 6 次进样峰面积的 RSD (n=6)为 0.54%, 
表明该方法和检测器精密度良好, 测定结果稳定可靠, 可
保障后续定量分析的准确性。 

日间精密度: 浓度为 10.00 mmol/L 的 D-甘露糖标准

溶液, 经最佳衍生条件处理后, 进样分析, 连续测定 3 d, 
每个浓度平行进样 6 针, 计算各浓度检测结果的 RSD。结

果显示, 日间精密度 RSD 为 2.52%, 表明本研究方法跨天

检测的稳定性良好, 受环境及操作细微差异的影响较小。 

2.6  方法的准确性 

为评价方法的准确性, 采用基质加样回收率试验进

行验证。移取经 GB/T 45733—2025《银耳中银耳多糖的测

定方法 离子色谱法》提取水解后溶液, 添加低、中、高不

同浓度的回收率供试品溶液, 经上述最佳衍生条件处理后, 
按照优化的色谱条件进样测定。每个浓度梯度设置 3 个平

行样品, 每个样品测定 1 次, 统计计算回收率及 RSD。结

果显示, 该方法的平均回收率为 98.55%~101.45%, RSDs
为 3.62%~12.74% (n=3), 表明方法回收率良好, 准确性满

足 D-甘露糖定量分析的要求, 进一步验证了所建立方法的

可靠性,见表 1。 
 

表 1  加标回收率 
Table 1  Spiked recovery  

加入量
/(mmol/L) 

测得值
/(mmol/L) 

回收率/% 平均值/% RSDs/% 

0.23 0.21 91.30 

98.55 12.74 0.23 0.26 113.04 

0.23 0.21 91.30 

0.46 0.44 95.65 

101.45 5.39 0.46 0.47 102.17 

0.46 0.49 106.52 

0.73 0.75 102.74 

100.00 3.62 0.73 0.74 101.37 

0.73 0.70 95.89 

 
2.7  实际样品检测 

取某一来源的银耳, 按照 GB/T 45733—2025 进行银

耳中银耳多糖的提取和水解后, 移取 0.5 mL 按照 1.3.6 进

行衍生后测定, 并与 GB/T 45733—2025 方法进行比较。本

方法平行测定的平均值为 0.46 mmol/L, RSD 为 4.56% 
(n=3); 国标法测定的平均值为  0.51 mmol/L, RSD 为

4.06% (n=3), 表明两种方法测定结果基本一致。 

3  结  论 

本研究成功建立了以 p-ABEE 为衍生试剂的柱前衍

生-高效液相紫外色谱法, 用于 D-甘露糖的含量测定。针

对空白样品衍生后杂峰较多、易对目标峰造成干扰的问题, 
本研究通过系统优化色谱柱型号、流动相组成及配比等关

键色谱参数, 实现了样品衍生峰与空白衍生峰的完全基线

分离, 有效消除了空白衍生的基质干扰, 保障了检测结果

的准确性。该方法具有显著优势: 比 PMP 衍生法, 衍生

产物单一无变旋峰、定量更准, 且无需萃取除杂, 操作更

简便, 样品经衍生化反应后直接定容即可进样测定, 操作

简便、耗时较短, 适合批量样品的快速检测。方法学验证

结果表明, 本方法在 0.50~20.01 mmol/L 浓度范围内线性

关系良好(r2=0.998), 方法精密度(日内精密度 RSD=1.57%, 
日间精密度=2.52%)和仪器精密度优异(RSD=0.54%), 平均

回收率符合定量分析要求, 检出限与定量限满足低浓度样

品检测需求 , 整体色谱条件与系统适用性良好 , 可为食

品、医药等领域中 D-甘露糖的定性定量检测提供一种可

靠、高效的技术支撑, 也为同类单糖化合物的衍生化检测

提供参考思路。 
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