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蜂蜜中葡萄糖、果糖和蔗糖NMR

定量分析研究

阎政礼 1，杨明生 2 ,*，李添宝 2，冯志明 2

(1.湖南师范大学医学院，湖南 长沙      410006；2.湖南师范大学化学化工学院，湖南 长沙      410081)

摘   要：采用核磁共振波谱分析技术，确定了蜂蜜中葡萄糖、果糖和蔗糖在重水中的各种构型，归属了蜂蜜中葡

萄糖、果糖和蔗糖的质子核磁共振谱的主要特征峰，以邻苯二甲酸氢钾作内标，同时对蜂蜜中上述三种主要糖进

行了定量分析。葡萄糖、果糖和蔗糖测定结果的相对标准偏差分别为 0.33%、0.17%、1.34%，回收率分别为

96.68%、98.03%、95.56%。该法取样量少，直接定量，所得结果重现性好、准确度高，为蜂蜜的质量标准研

究提供一种简单可行的方法。
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Abstract ：Various configurations of glucose, fructose and sucrose in honey were determined by nuclear magnetic resonance

(NMR) spectroscopy when dissolved in heavy water, their main characteristic peaks in the 1H-NMR spectrum were attributed,

and their contents was measured with potussium biphthalate as an internal standard. The RSDs of determination of glucose,

fructose and sucrose were 0.33%, 0.17% and 1.34%, respectively, and mean recoveries for them in spiked honey were 96.68%,

98.03% and 95.56%, respectively. This method can be applied to direct determination of small-amount samples with stable and

repeatable results and high precision for study of quality standards of honey.
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糖类是蜂蜜的最主要组成部分，蜂蜜中糖分以单糖

为主，双糖次之，还含有少量三糖及低聚糖。蜂蜜中

糖分含量约为 69%～86%，其中果糖含量约为 32%～

46%、葡萄糖含量约为 25%～37%、蔗糖含量约为 0～
5%。测定蜂蜜中糖的传统方法有多种, 如：测总含糖量

的方法有硫酸 - 酚法[1 ]、蒽酮比色法[2 ]等，测还原糖含

量方法有铁氰化钾法[3]、3,5- 二硝基水杨酸法[4]等。硫

酸 - 酚法和蒽酮比色法都须加酸、加温处理糖，使之脱

水产生糠醛或羟甲基糠醛，而与酚类化合物或蒽酮反应

生成有色物质，在生成物产生过程中，温度、酸度等

都会影响糠醛或羟甲基糠醛的转化率，糖类不同，转

化率也不一样，误差较大。铁氰化钾法滴定必须在沸

腾条件下进行，反应液碱度、热源强度、煮沸时间、

滴定速度和终点误差等操作因素对测定结果影响很大，

甚至相同的人操作，两次滴定结果都相差较远。3,5- 二
硝基水杨酸法测糖须在碱性条件下加热，还原糖才能将

3,5- 二硝基水杨酸还原为棕红色的 3- 氨基 -5- 硝基水杨

酸，碱度和温度影响实验结果，产生较大误差。应用

铁氰化钾法和 3,5- 二硝基水杨酸法测总糖时，还须用酸

水解法使没有还原性的双糖和多糖降解成有还原性的单

糖，然后进行测定，这个过程同样涉及到温度、酸碱

度等影响因素，且操作繁琐。若选用传统方法来检测

蜂蜜，不但步骤多、操作复杂，且偏差较大，给蜂

蜜标准制定带来很多不便。

本实验通过多种核磁共振技术，确认了蜂蜜在用重

水作溶剂时葡萄糖和果糖的主要构型[5]。根据蜂蜜、葡

萄糖、果糖、蔗糖的 1H-NMR 谱、H-H COSY 谱、13C-
N M R 谱、D E P T 谱、H S Q C 谱、H M B C 谱，归属了
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A.α -D- 吡喃葡萄糖；B.β -D- 吡喃葡萄糖；C.β -D- 吡
喃果糖；D.α -D- 呋喃果糖；E.β -D- 呋喃果糖；F.蔗糖。

图1   葡萄糖、果糖和蔗糖在重水中构型

Fig.1   Configurations of glucose, fructose and sucrose in D2O
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蜂蜜中三种主要糖及其差向异构体用于定量分析的相关

质子特征峰。

1 材料与方法

1.1 材料、试剂与仪器

市购保质期内正品蜂蜜两种。

葡萄糖、果糖、蔗糖、邻苯二甲酸氢钾均为分析

纯；重水(氘代度：99.8%)    中科院武汉分院；4,4- 二
甲基硅代戊磺酸钠(DSS)。

AVANCE 500MHZ超导傅立叶变换核磁共振仪    瑞士

Bruker 公司； Sartorius 电子天平；5mm 核磁共振样品管。

1.2 方法

1.2.1 样品制备

称取约 80mg 蜂蜜至 5mm 的核磁共振样品管中，用

于作蜂蜜的谱图。

准确称取约 20mg 邻苯二甲酸氢钾及约 80mg 蜜样 2，
测试后加约 30mg 葡萄糖，用于测试葡萄糖的回收率。

准确称取约 20mg 邻苯二甲酸氢钾及约 80mg 蜜样

2，测试后加约 3 0 m g 果糖，用于测试果糖的回收率。

准确称取约 10mg 邻苯二甲酸氢钾及约 80mg 蜜样

2，测试后加约 4 m g 蔗糖，用于测试蔗糖的回收率。

准确称取约 20mg 邻苯二甲酸氢钾及约 80mg 蜜样

1 ，用于样品测试。

准确称取约 20mg 邻苯二甲酸氢钾及约 80mg 蜜样

2 ，用于样品测试及精密度实验。

以上准确称取的样品都精确到 0.1mg，样品管中均

加 0.5ml 重水溶解，制作谱图时样品加约 1mg DSS 作为

确定化学位移零点的内标物。

1.2.2 蜂蜜 1H-NMR 测定条件

将制好的样充分振摇，待样品及标准完全溶解，

放置 10min，待溶液形成稳定构型后进行测定。每次测

定都进行调谐、匀场，测定条件控制在：温度：

300K，500MHZ 核磁共振仪频率：500.13MHZ；氢谱谱宽：

5376.344HZ；扫描次数：64；空扫次数：2；每个核磁样

品管测量 6 次。谱图处理时以 DSS 确定化学位移零点。

2 结果与分析

2.1 葡萄糖、果糖和蔗糖在重水中构型的确认

首先测定蜂蜜、葡萄糖标样、果糖标样和蔗糖标

样的 1H-NMR 谱、H-H COSY 谱、13C-NMR 谱、DEPT
谱、HSQC 谱、HMBC 谱，证实蜂蜜中存在α-D- 吡喃

葡萄糖和β-D - 吡喃葡萄糖两种葡萄糖构型，与资料对

照一致。天然的葡萄糖，无论是游离的或是结合的，

均属 D 型，在水溶液中主要以吡喃式构型含氧环存在，

为α和β两种构型的衡态混和物，链式含量极少，通过

链式达到互变平衡。

同样，通过以上谱可以归属出果糖构型，首先可

以归属出果糖构型中高含量的一种，证明它为β-D - 吡
喃果糖，这与资料[5]所讲蜂蜜中果糖主要是β-D- 吡喃

果糖一致。再通过以上谱可以归属出α-D - 呋喃果糖和

β-D- 呋喃果糖两种构型。次低含量为β-D- 呋喃果糖，

最低含量为α-D - 呋喃果糖，这一点从蜂蜜和果糖标样

的碳、氢谱可以得到证实。果糖在水溶液中同样存在

环式和链式互变平衡体系，平衡混合物中除有两种吡喃

型果糖外，还有两种呋喃型果糖。蜂蜜中果糖主要以

β-D- 吡喃果糖、α-D- 呋喃果糖和β-D- 呋喃果糖三种

构型存在，与文献报道的构型及相对含量相符。

通过蔗糖标样的 1H-NMR 谱、H-H COSY 谱、13C-
N M R 谱、D E P T 谱、H S Q C 谱、H M B C 谱，可以对

蔗糖进行归属，α-D- 吡喃葡萄糖环上 1-C 与β-D- 呋喃

果糖 8-C 通过氧原子连接起来，在重水只有一种构型。

2.2 葡萄糖、果糖和蔗糖 1H-NMR 谱特征峰的确认

蜂蜜的 1H-NMR 谱中，从低场到高场，如图 2，δ

5.389 归属为蔗糖 1-H，受蔗糖 2-H 的偶合而裂分为双峰，

偶合常数 3JH-H=4.1Hz。δ5.217 归属为α-D- 吡喃葡萄糖的

1-H(端基质子)，受 2-H 的偶合而裂分为双峰，偶合常

数 3JH-H=3.8Hz。δ4.628 归属为β-D- 吡喃葡萄糖的 1-H(端
基质子)，受 2-H 的偶合而裂分为双峰，偶合常数3JH-H = 8.0
Hz。δ4.1 两重峰归属为α-D- 呋喃果糖 3-H 和β -D- 呋
喃果糖 3-H、4-H。δ4.018 单峰归属为β -D- 吡喃果糖

6-H 上一个质子两重峰中一个峰。δ3.993 归属为β-D- 吡
喃果糖 6-H 的一个质子两重峰中另一个峰与α-D- 呋喃果
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样品 平行样 葡萄糖(%) 果糖(%) 蔗糖(%)

1
A1 32.72 40.41 1.91
A2 32.60 40.19 1.97

2
B1 36.65 38.01 2.05
B2 36.83 38.2 2.10

表3    蜂蜜中三种糖测试结果

Table 3   Contents of glucose, fructose and sucrose of sugar in
honey determined by this method

项目 加标 6次测定结果(mg) 添加前量(mg) 添加量(mg) 回收率(%)
葡萄糖 60.77  60.80  60.86  60.80  60.75  60.84 30.93 30.9 96.68
果糖 58.83  58.86  58.90  58.93  58.77  58.95 29.66 29.8 98.03
蔗糖 6.34  6.32  6.42  6.38  6.35  6.29 2.05 4.5 95.56

表2   加标回收率实验结果

Table 2   Recoveries for glucose, fructose and sucrose in spiked honey

图2   蜂蜜加内标的1H-NMR谱

Fig.2   1H-NMR spectrum of honey spiked with internal standard

δ
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糖 4-H 两个峰中一个峰。δ3.976 单峰归属为β-D- 吡喃

果糖 5-H 与α -D- 呋喃果糖 4-H 两个峰中另一个峰。

2.3 定量内标物的选择

由于邻苯二甲酸氢钾容易获得很高的纯度且易溶于

水，在化学分析中常用于酸碱滴定的标准物。在重水

中，邻苯二甲酸氢钾的氢谱在δ7.5～7.8 的低场范围内

有两组多重峰不与其他峰相重叠，任选一组峰进行积分

都为两个质子。

2.4 葡萄糖、果糖、蔗糖含量的计算公式

利用吸收峰面积与氢质子数成正比，通过加入标准

物作内标，可以准确求出蜂蜜中葡萄糖、果糖和蔗糖含

量(mg)。葡萄糖的积分值为α -D- 吡喃葡萄糖及β -D- 吡
喃葡萄糖的端基质子积分值之和，若要计算葡萄糖两种

构型比值，可计算两种构型积分比。果糖积分值为β -
D- 吡喃果糖、α -D- 呋喃果糖和β -D- 呋喃果糖三种构

型积分值之和，果糖四个峰正好包含了果糖三种构型，

每种构型两个质子，因此，计算果糖含量时应除以 2。
蔗糖的积分值即为α -D- 吡喃葡萄糖环上 1-H 的积分值。

          AS/nS           MS
WS= ———×——× WR

         AR/nR            MR

式中：W S 为样品质量；A S 为样品质子吸收峰面

积；n S 为样品吸收峰所包含质子数；W R 为标准质量；

AR 为标准质子吸收峰面积；nR 为标准吸收峰所包含质子

数；M S 为样品摩尔质量；M R 为标准摩尔质量；其中

S 为葡萄糖、果糖和蔗糖；R 为邻苯二甲酸氢钾。

M 葡萄糖 = 1 8 0；M 果糖 = 1 8 0 . 1 3；M 蔗糖 = 3 4 2 . 3；
M 邻苯二甲酸氢钾 =204.23。
2.5 精密度实验

均值，计算平均值、标准偏差和相对标准偏差，结果

如表 1 所示。

从表 1 可以看出：葡萄糖、果糖和蔗糖测定结果

的相对标准偏差分别为 0.33%、0.17%、1.34%，多次

测定结果接近，相对标准偏差亦在允许范围内，说明

定量的精密度较满意。

 2.6 加标回收率实验

测试时，每个样品添加标准品前测试 6 次，添加

标准品后测试 6 次，取葡萄糖、果糖和蔗糖添加前后的

量的均值，计算三种主要糖的回收率，其结果见表 2。

由表 2 可以看出：葡萄糖回收率为 96.68%，果糖

回收率为 98.03%，蔗糖为 95.56%。实验达到了回收的

目的，这说明核磁共振法测定蜂蜜准确度高，分析测

定结果可靠性强。

2.7 蜂蜜中三种糖测试结果

每种蜂蜜取样 2 次，即 A 1、A 2、B 1、B 2，测试

时，每个样测六次，取其均值，结果如表 3 。从表 3
可看出：两种蜂蜜测定结果接近葡萄糖、果糖和蔗糖的

实际含量，该法被成功运用于检测蜂蜜。

3 结  论

采用核磁共振波谱分析技术可以同时检测蜂蜜中葡

萄糖、果糖和蔗糖的含量。葡萄糖、果糖和蔗糖测定

结果的相对标准偏差分别为 0.33%、0.17%、1.34%，回

收率分别为 96.68%、98.03%、95.56%。该法具有操作

简便、快速，重现性好、准确度高等优点。
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项目 测定结果(%，n=6)
 平均值 标准偏 相对标准

(%) 差(%) 偏差(%)
葡萄糖 32.93  32.62  32.68  32.71  32.7  32.67 32.72 0.1083 0.33
果糖 40.39  40.46  40.44  40.30  40.5  40.39 40.41 0.06976 0.17
蔗糖 1.91  1.93  1.91  1.86  1.93  1.91 1.91 0.02563 1.34

表1   精密度计算结果

Table 1   Precision of the determination of glucose, fructose and
sucrose by this method

测试时，将样品进行 6 次平行测定，按照公式计

算蜂蜜中葡萄糖、果糖、蔗糖的百分含量，取 6 次平


