
植物研究 2023，43（ 5 ）：787 ~ 793
Bulletin of Botanical Research

离子色谱HPAEC-PAD法测定杨树细胞壁非纤维素单糖组分

金小玲 吴慧敏 杨潮锋 张 进 卢孟柱 曾 为*

（浙江农林大学林业与生物技术学院，亚热带森林培育国家重点实验室，杭州 311300）

摘 要 为建立杨树（Populus spp.）细胞壁中非纤维素单糖的离子交换色谱-脉冲安培检测方法（HPAEC-PAD），
通过对分离条件的优化，细胞壁中主要 9 种单糖可以通过一次进样，达到基线分离的效果。试验采用 Dionex 
CarboPacTM PA100（4 mm×250 mm）分析柱，以氢氧化钠为淋洗液进行梯度洗脱，流速为 1.0 mL·min-1，柱温为

30 ℃的色谱条件，测定不同杨树种类细胞壁中单糖组分。结果表明，9种主要细胞壁单糖在 0.5~150.0 mg·L-1线

性范围内线性关系良好，相关系数 R2为 0.999 0~0.999 3，方法的重现性（RSD）为 1.09%~3.96%，加标回收率为

91.32%~109.25%，最低检出限为 1.57×10-3~1.41×10-2 mg·L-1。试验结果表明杨树组培苗茎段细胞壁中半乳糖醛

酸占比最高，其次为木糖，葡萄糖醛酸占比最低。本研究建立的方法适用范围广，操作简单，可用于杨树及其他

物种细胞壁中单糖的检测。
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Analysis of Non-Cellulosic Monosaccharide Composition of 
Poplar Cell Wall by HPAEC-PAD

JIN Xiaoling WU Huimin YANG Chaofeng ZHANG Jin LU Mengzhu ZENG Wei*

（The State Key Laboratory of Subtropical Silviculture，College of Forestry and Biotechnology，Zhejiang A&F University，Hangzhou 311300）

Abstract To establish an ion exchange chromatography-pulsed amperometric detection （HPAEC-PAD） method 
for non-cellulosic monosaccharides in poplar（Populus spp.） cell walls， the 9 main cell wall monosaccharides 
could be base-line separated in one run by optimizing the separation conditions. Dionex CarbiPacTM PA100       
（4 mm×250 mm） with sodium hydroxide analytical column was used for gradient elution at flow rate is            
1.0 mL·min-1 and the column temperature of 30 ℃ was used for the determination of monosaccharide fraction in 
the cell wall of different poplar species. The results showed that the 9 monosaccharides had a good linear 
relationship in the linear range of 0.5-150.0 mg·L-1， the correlation coefficient R2 was 0.999 0-0.999 3， the 
reproducibility（RSD） of the method was 1.09%-3.96%， and the recovery rate by standard addition was   
91.32%-109.25%. The detection limit was 1.57×10-3-1.41×10-2 mg·L-1. Galacturonic acid was the highest 
composition followed by xylose， and the glucuronic acid content was the lowest monosaccharide. The method 
developed in this study was widely applicable and simple， and could be used for the detection of 
monosaccharides in the cell walls of poplar and other species.
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离子交换色谱 -脉冲安培检测法（HPAEC-

PAD）是目前检测单糖的主要分析方式之一［1］，单

糖的电化学活性以及在强碱中呈离子化状态特

征，使其较好保留在离子色谱柱上，无需衍生即可

被离子型检测器识别及准确测定［2-3］，因此建立一

次进样测定植物细胞壁中 9种单糖的研究方法具

有重要意义。

杨树（Populus）作为一种世界广泛分布的木本

植物［4］，有生长迅速、容易扩繁、基因组测序完成、容

易转化等特征，被用于木本植物研究的模式植物。

我国杨树人工林面积已达 757万 hm2，位居世界第

一［5］。作为速生丰产、应用广泛的树种，杨树在城市

绿化、防风固沙和工业生产中发挥着不可替代的巨

大作用［6］。木材的主要结构是树木的次生细胞壁。

植物细胞壁是植物细胞外富含多糖的复杂结构，是

细胞的第一道屏障，在提供机械支撑、维持细胞形

状、控制细胞生长、调节物质运输和信号传导过程

中发挥重要作用［7］。植物细胞的初生壁主要由多

糖（纤维素、半纤维素和果胶）以及少量的糖蛋白组

成，多糖占到了植物细胞壁的70%以上［8］。非纤维

素多糖很大程度决定了细胞壁的理化性质，对于植

物生长发育至关重要，而快速分析非纤维素细胞壁

多糖也成为植物较为关键的研究之一。目前，检测

植物中的单糖方法包括气相色谱、液相色谱、离子

色谱等方法。但气相色谱法需要对样品进行衍生，

操作复杂，且容易产生副衍生物而造成多峰、重叠

峰等现象，造成定量不准确且衍生化的程度不完全

使得检测准确性差、重现性差［9］。液相色谱则需要

将单糖衍生为具有紫外或者荧光吸收的物质［10］。

衍生过程操作繁琐，结果误差较大。灵敏度低，如

果样品中单糖的含量不高，样品的杂质可能会掩盖

单糖的峰［11］，因此液相色谱也难以满足实际需求。

本研究采用离子色谱脉冲积分安培检测法，检测   
5种不同的杨树细胞壁中非纤维素的单糖组成，以

期为植物细胞壁功能基因组和糖生物学相关研究

提供高效、可靠的技术手段。

1 材料与方法

1. 1　仪器与试剂　仪器与试剂

Dionex-ICS-6000+型离子色谱，安培检测器，

Au 工作电极，pH-Ag/AgCl 复合参比电极，Chrome⁃
leon 7色谱工作站，AS-AP自动进样器，CarboPac™
（4 mm×50 mm），Dionex CarboPac™ PA100（4 mm×

250 mm），默 克 MilliQ 超 纯 水 机 ，德 国 Retsch 
MM400 混合型碾磨仪，50%NaOH 液体购自美国

Thermo Fisher公司，岩藻糖、鼠李糖、阿拉伯糖、半

乳糖、葡萄糖、木糖、甘露糖、半乳糖醛酸、葡萄糖

醛酸和 α-淀粉酶购自 Sigma-Aldrich 公司，无水乙

醇购自上海沪试，三氟乙酸购自麦克林公司。

1. 2　材料的选择　材料的选择

5种代表性杨树：84K杨（Populus alba×P. glan⁃
dulosa）、山新杨（P. davidiana×P. bolleana）、银中杨

（P. alba×P. berolinensis）、717 杨（P. tremula×P. al⁃
ba）、南林 895杨（P. deltoides×P. euramericana）材料

来自浙江农林大学亚热带森林培育国家重点实验

室林木木材品质研究团队，南林895杨为南方种植

树种，山新杨、银中杨、84K 杨为北方种植树种，

717杨常用于功能基因组研究，均由组培苗扩繁而

来。杨树幼苗培养条件为 16 h/8 h（光照/黑暗），温

度 25 ℃，不同种类的杨树在同一时间和相同培养

条件下进行扩繁，组培苗一般在 Murashige-Skoog
（MS）培养基中生长 2 个月左右转移至土培，然后

取茎段用于细胞壁单糖分析。

1. 3　溶液配制　溶液配制

标准储备溶液：分别配制岩藻糖、鼠李糖、阿

拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖、甘露糖、半乳糖醛

酸和葡萄糖醛酸质量浓度为 1 000 mg·L-1的储备

液，4 ℃保存。

标准混合溶液：分别用超纯水配制9种单糖系

列混合标准溶液，岩藻糖、鼠李糖、甘露糖、葡萄糖

醛酸混合标准溶液系列质量浓度为 0.5、1.0、2.0、
3.0、5.0 mg·L-1，葡萄糖混合系列质量浓度为 2、5、
10、12、 15 mg·L-1，半乳糖混合标准溶液系列质量

浓度为 5、10、15、20、30 mg·L-1，木糖混合标准溶液

系列质量浓度为 10、15、20、25、40 mg·L-1，阿拉伯

糖混合标准标准溶液系列质量浓度为 5、10、15、
20、25 mg·L-1，半乳糖醛酸混合标准溶液系列质量

浓度为40、60、80、100、150 mg·L-1。

1. 4　色谱条件及淋洗液的选择　色谱条件及淋洗液的选择

由于中性糖和糖醛酸在色谱柱中的保留强弱

不同，采用梯度淋洗的方式洗脱。岩藻糖、鼠李

糖、阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖和甘露糖，这 7
种中性糖保留性较弱且保留时间相似，试验开始

时选择较低质量浓度的淋洗液进行洗脱。由于半

乳糖醛酸和葡萄糖醛酸的保留性较强，因此将淋

洗液的质量浓度提高，增强洗脱能力，最后的最佳
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淋洗程序为 0~24.00 min 2 mmol·L-1 NaOH 淋洗

液，24.01~40.00 min 450 mmol·L-1 NaOH 淋洗液。

在该淋洗条件下 7 种中性糖和 2 种糖醛酸一次进

样均可得到基线分离。图 1 为 9 种单糖混合标准

溶液色谱图。9种单糖质量浓度均为 5 mg·L-1，流

动相为NaOH，流速为 1.00 mL·min-1，安培检测器检

测，进样量 25 µL。淋洗梯度程序为 0~24.00 min        
2 mmol·L-1 NaOH 淋 洗 液 ，24.01~40.00 min 450 
mmol·L-1 NaOH淋洗液。

1. 5　样品的前处理　样品的前处理

分别取 84K 杨、南林 895杨、山新杨、银中杨、

717 杨的茎段，置于烘箱中 121 ℃杀青 30 min，
50 ℃烘干至恒质量，利用球磨仪机械性粉碎后过

425 µm目筛［12］。80%乙醇洗涤 3次至样品变为纯

色，丙酮洗涤 1 次，去上清，旋转蒸发去除多余丙

酮，所得产物为不溶于醇物（AIR）。将AIR悬浮于

50 mmol·L-1 pH=5.2乙酸钠中，加入α-淀粉酶（15 unit）
于 40 ℃酶解 12 h 以去除淀粉［13］。加入体积分数

75%乙醇，-20 ℃沉淀 2 h以上。4 ℃，13 000×g，离
心 5 min，去上清，斜置干燥。加入 2 mL 2 mol·L-1

三氟乙酸于烘箱中 120 ℃水解 90 min，氮气吹干。

加入 500 µL超纯水，过 0.45 µm微孔滤膜，迅速上

机进样。

1. 6　数据处理　数据处理

依次按照 1.4中的色谱条件进行分析，并进行

线性关系、精密度、检出限和定量限的考察，每个

质量浓度样品分别测定 3次，取 3次所得峰面积的

平均值，以峰面积（Y）为纵坐标，物质质量浓度（X）
为横坐标建立9种单糖的标准曲线，另外分别取各

表现的最低浓度的混合标准溶液重复进样 6次测

定峰面积，计算RSD，并以 3倍基线噪音（S/N=3）计

算得到检出限，标准品的线性关系、精密度。

2 结果与分析

2. 1　色谱条件的优化　色谱条件的优化

2. 1. 1　色谱柱的选择　色谱柱的选择

杨树细胞壁单糖组分包括多种中性糖和糖醛

酸，采用 PA20 或 PA100 进行分离，通过试验分析

可知，PA100在分离鼠李糖和阿拉伯糖 2种中性糖

的分离效果较优于 PA20分离柱，同时其他 7种中

性糖均可达到基线分离的效果。因此采用 PA100
分析柱作为分离柱。

2. 1. 2　柱温的选择　柱温的选择

由于柱温会影响色谱柱的分离效果，试验分

别考察 20、25、30、35、40 ℃在内的 5 个不同柱温，

对9种单糖分离的影响。试验结果表明，当柱温为

30 ℃时，色谱峰达到最理想的分离效果（见图2）。

2. 1. 3　淋洗液浓度的选择　淋洗液浓度的选择

由于 7种中性糖的保留性较弱且保留时间相

似，试验采用低浓度的淋洗液进行洗脱，因此考察

淋洗液 NaOH 浓度分别为 2、5、8、10 mmol·L-1，对  
7种中性糖分离的影响，试验结果表明，淋洗液浓

度为 2 mmol·L-1 时，7 种中性糖均达到基线分离

（见图3）。

图1　9种不同单糖的标准色谱图

1.岩藻糖；2.鼠李糖；3.阿拉伯糖；4.半乳糖；5.葡萄糖；6.木糖；7.
甘露糖；8.半乳糖醛酸；9.葡萄糖醛酸

Fig.1　Standard chromatograms of 9 different monosacc-

harides
1. Fucose；2. Rhamnose；3. Arabinose；4. Galactose；5. Glucose；6. Xy⁃
lose；7.Mannose；8.Galacturonic acid；9.Glucuronic acid

图2　9种单糖在不同柱温下的分离色谱图

A.20 ℃；B.25 ℃；C.30 ℃；D.35 ℃；E.40 ℃
Fig.2　Separation chromatograms of 9 monosaccharides 

at different column temperatures
A.20 ℃；B.25 ℃；C.30 ℃；D.35 ℃；E.40 ℃
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2. 2　方法学研究　方法学研究

分别对 9 种单糖的线性关系、检出限、重现   
性及保留时间进行分析，结果如表 1 所示，相关   
系数为 0.999 0~0.999 3，最低检出限 1.57×10-3~
1.41×10-2 mg·L-1，重现性为 1.09%~3.96%。表明   
9种单糖中相关系数及重现性良好，最低检出限符

合试验需求。

2. 3　加标回收率及其标准偏差　加标回收率及其标准偏差

选择 5 种杨树中的南林 895 进行加标回收率

的测定，验证方法的可行性。加标试验结果见表

2，南林 895杨细胞壁中 9种单糖均被检出，同时通

过 加 标 回 收 率 在 91.32%~109.25%，重 现 性 在

1.69%~4.86%，表明该方法重现性、加标回收率满

足基本实验要求。

2. 4　　5种杨树细胞壁中单糖含量种杨树细胞壁中单糖含量

5 种不同杨细胞树壁中 9 种单糖含量测定结

果如表 3所示，结果表明，5种不同杨树细胞壁中 9
种单糖均被检测出，但不同杨树细胞壁中单糖含

量具有一定差异。

2. 5　　5种不同杨树细胞壁中单糖含量的分析种不同杨树细胞壁中单糖含量的分析

试验数据表明，5种杨树细胞壁单糖主要为岩

藻糖、鼠李糖、阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木糖、甘露

糖、半乳糖醛酸和葡萄糖醛酸，其中半乳糖醛酸占比

最高，木糖次之，葡萄糖醛酸占比最少（见表4）。

图3　7种中性糖在不同淋洗液浓度下的分离色谱图

A.2 mmol·L-1；B.5 mmol·L-1；C. 8 mmol·L-1；D.10 mmol·L-1

Fig.3　Separation chromatograms of 7 neutral sugars 
under different eluent concentrations

A.2 mmol·L-1；B.5 mmol·L-1；C. 8 mmol·L-1；D.10 mmol·L-1

表1　9种单糖线性方程、相关系数、线性范围、检出限、定量限及重现性

Table 1　Regression equations correlation，linear，limits of detection（LOD），quantification limits（LOQ） and reproduc‐

ibility（RSD） of IC determination of 9 monosaccharides

标准品
Standards

岩藻糖
L-fucose

鼠李糖
L-rhamnose

阿拉伯糖
L-arabinose

半乳糖
D-galactose

葡萄糖
D-glucose

木糖
D-xylose

甘露糖
D-mannose

半乳糖醛酸
D-galacturonic acid

葡萄糖醛酸
D-glucuronic acid

线性范围
Linear range
/（mg·L-1）

0.5~5.0

0.5~5.0

5.0~25.0

5.0~30.0

2.0~15.0

5.0~40.0

0.5~5.0

40.0~150.0

0.5~5.0

线性方程
Linear equation

y=0.901 9x+0.067 5

y=0.507 3x+0.024 2

y=0.865 4x+1.697 3

y=1.011 7x+1.608 6

y=1.143 1x+0.676 7

y=0.7050x+3.079 2

y=0.803 7x-0.026 2

y=0.724 8x-4.107 8

y=0.903 4x-0.101 8

相关系数
R2

0.999 2

0.999 3

0.999 1

0.999 0

0.999 1

0.999 0

0.999 2

0.999 1

0.999 3

检出限
Limit of detection

/（mg·L-1）

1.57×10-3

5.77×10-3

3.21×10-3

2.14×10-3

3.49×10-3

6.28×10-3

1.41×10-2

7.76×10-3

5.17×10-3

定量限
Limit of quantification

/（mg·L-1）

4.71×10-3

1.73×10-2

9.63×10-3

6.42×10-3

1.05×10-2

1.88×10-2

4.22×10-2

2.32×10-2

1.55×10-2

重现性
RSD（n=6）

/%

1.09

1.76

2.36

1.64

1.75

2.11

3.07

3.84

3.96

保留时间
Retention time

/min

5.43

11.72

12.37

16.00

18.07

21.68

22.76

33.07

35.89
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3 讨论

植物细胞壁一般分为初生壁和次生壁2类［14］，

不同组织和种类的细胞壁多糖组成差别很大。而

本试验取材为生长约2个月的组培苗茎段，正处于

初生壁阶段向次生壁转化的阶段，此时茎段的树

皮和髓部以初生细胞壁为主。双子叶植物杨树初

生壁多糖的主要成分为纤维素、木葡聚糖和果胶，

果胶包括同型半乳糖醛酸聚糖（HG）、鼠李半乳糖醛

酸聚糖Ⅰ（RGI）和鼠李半乳糖醛酸聚糖Ⅱ（RGII），

主要成分 HG 由多个 α-1，4 半乳糖醛酸残基连接

形成的线性聚糖，占果胶的 65% 左右［15-16］，由此推

测这是半乳糖醛酸含量占比最高的原因之一。植

表2　南林895杨加标回收率及相对标准偏差

Table 2　recovery and relative standard deviation of Nanlin 895 poplar sample spike

分析物
Analytes

岩藻糖
L-fucose

鼠李糖
L-rhamnose

阿拉伯糖
L-arabinose

半乳糖
D-galactose

葡萄糖
D-glucose

木糖
D-xylose

甘露糖
D-mannose

半乳糖醛酸
D-galacturonic acid

葡萄糖醛酸
D-glucuronic acid

样品质量浓度
Found/（mg·L-1）

2.40

1.81

8.42

13.74

4.73

13.60

0.78

72.05

1.57

加标量
Add/（mg·L-1）

2.5

2.0

10.0

15.0

5.0

10.0

0.8

70.0

1.5

测定值
Measured value/（mg·L-1）

5.03

3.97

17.70

29.61

10.00

22.42

1.56

140.60

3.15

加标回收率
Recovery/%

105.52

109.25

91.51

105.80

105.83

91.32

98.01

97.98

105.19

重现性
RSD（n=3）/%

1.90

4.86

2.92

1.69

2.36

3.83

2.00

1.69

3.96

表3　5种不同杨树细胞壁中9种单糖含量

Table 3　Contents of 9 monosaccharides in 5 different poplar cell walls

分析物
Analytes

岩藻糖
L-fucose

鼠李糖
L-rhamnose

阿拉伯糖
L-arabinose

半乳糖
D-galactose

葡萄糖
D-glucose

木糖
D-xylose

甘露糖
D-mannose

半乳糖醛酸
D-galacturonic acid

葡萄糖醛酸
D-glucuronic acid

84K杨
84K poplar
/（mg·L-1）

3.40

1.15

12.72

15.93

9.04

35.37

1.73

79.90

2.74

山新杨
Shanxin poplar

/（mg·L-1）

3.28

1.87

13.60

19.59

8.71

20.03

1.45

84.71

2.25

银中杨
Yinzhong poplar

/（mg·L-1）

2.48

2.06

12.04

15.62

6.95

14.69

1.94

81.87

2.07

717杨
717 poplar
/（mg·L-1）

3.37

1.39

6.65

17.56

9.48

30.19

1.81

44.85

0.86

南林895杨
Nanlin 895 poplar

/（mg·L-1）

2.40

1.81

8.41

13.74

4.73

13.60

0.78

72.05

1.57
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物在生长过程初生生长结束以后，茎段逐渐木质

化形成次生细胞壁。木聚糖是茎段次生壁主要的

半纤维素［17］。木糖含量仅次之的部分原因是茎段

木质部中含有较多的木聚糖，另外初生壁细胞中

木葡聚糖也含有木糖［18］。细胞壁中的纤维素高度

结晶化，不能被 2M 三氟乙酸水解，因此样品中的

葡萄糖单糖占比不高，不能反映出纤维素的含量。

阿拉伯糖和半乳糖是RGI和阿拉伯半乳聚糖蛋白

（AGP 的主要组成成分），所以细胞壁中单糖组分

占据一定比例。甘露聚糖主要存在于裸子植物细

胞壁中，而杨树是被子植物，因此甘露糖在杨树细

胞壁中占比较低。岩藻糖和鼠李糖存在于木葡聚

糖、AGP、RGII的末端［19］，在单糖分析中占比较低。

葡萄糖醛酸主要存在于木聚糖的侧链中且高度甲

基化，在图 4 中可见，葡萄糖醛酸之前的峰（约    
34 min）可能为甲基化的葡萄糖醛酸，为造成葡萄

糖醛酸检测较低的部分原因。由于缺乏甲基化葡

萄糖醛酸标样，今后的研究中可以进一步改进分

析方法。

4 结论

为测定杨树细胞壁中的单糖组成，本研究建

立了离子交换色谱-脉冲安培检测法测定 7种中性

糖（岩藻糖、鼠李糖、阿拉伯糖、半乳糖、葡萄糖、木

糖和甘露糖）和 2种酸性糖（半乳糖醛酸和葡萄糖

醛酸）的方法。该方法通过使用NaOH的单一淋洗

液就能实现 9种单糖在 40 min之内达到基线分离

的效果，同时前处理简单且无需任何衍生化处理。

检测限为 1.57×10-3~1.41×10-2 mg·L-1，样品加标回

收率在 91.32%~109.25%，达到离子色谱加标回收

率 80%~120%的要求。本方法将为进一步研究细

胞壁非纤维素多糖建立基础，并为其他木本植物

细胞壁糖生物学研究利用提供参考。

图4　样品色谱图

A.84K杨；B.银中杨；1.岩藻糖；2.鼠李糖；3.阿拉伯糖；4.半乳糖；

5.葡萄糖；6.木糖；7.甘露糖；8.半乳糖醛酸；9.葡萄糖醛酸

Fig.4　Chromatogram of sample
A.Populus alba×P. glandulosa 84K poplar；B.Populus alba×P. berolin⁃

ensis；1. L-fucose；2. L-rhamnose；3. L-arabinose；4. D-galactose；5. D-

glucose；6. D-xylose；7. D-mannose；8. D-galacturonic acid；9. D-gluc⁃
uronic acid

表4　5种不同杨树中9种单糖含量占总糖的相对比例

Table 4　The proportion of 9 monosaccharides in 5 different poplars

杨树种类
Poplar varieties

84K杨
84K poplar

山新杨
Shanxin poplar

银中杨
Yinzhong poplar

717杨
717 poplar

南林895杨
Nanlin 895 poplar

岩藻糖
L-fucose

/%

2.44

2.60

1.95

2.42

2.22

鼠李糖
L-rhamnose

/%

0.74

1.33

1.62

1.26

1.67

阿拉伯糖
L-arabinose

/%

9.99

11.77

10.36

7.33

8.51

半乳糖
D-galactose

/%

5.92

6.28

11.20

8.70

11.58

葡萄糖
D-glucose

/%

5.92

6.29

4.98

8.71

3.99

木糖
D-xylose

/%

27.78

17.33

12.64

33.25

13.76

甘露糖
D-mannose

/%

1.13

1.05

1.39

1.66

0.66

半乳糖醛酸
D-galacturonic acid

/%

44.41

51.86

54.48

34.96

56.37

葡萄糖醛酸
D-glucuronic acid

/%

1.66

1.51

1.38

0.73

1.23

792
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