
土 壤 (Soils), 2023, 55(5): 1152–1159 

 

                          

①基金项目：国家重点研发计划重点专项(2019YFE0126500)，中国科学院仪器设备功能开发技术创新项目(E1R10150Y)和河北省高等学

校科学技术研究项目(BJK2022016)资助。 

* 通讯作者(zhangxy@igsnrr.ac.cn) 

作者简介：杨洋(1991—)，女，黑龙江哈尔滨人，博士，研究方向为生态系统生态学。E-mail：yangyang_20220112@163.com 

http://soils.issas.ac.cn 

DOI: 10.13758/j.cnki.tr.2023.05.027 

杨洋, 张心昱, 张应华, 等. 高效液相色谱分析土壤氨基糖的质量控制方法. 土壤, 2023, 55(5): 1152–1159. 

高效液相色谱分析土壤氨基糖的质量控制方法
① 

杨  洋1, 4，张心昱2, 3*，张应华2，于颖超2, 3，董欣妮2 

(1 河北建筑工程学院市政与环境工程系，河北张家口  075000；2 中国科学院地理科学与资源研究所生态系统网络观测与模拟重点实验室，

北京  100101；3 中国科学院大学资源与环境学院，北京  100101；4 河北省水质工程与水资源综合利用重点实验室，河北张家口  075000) 

摘  要：利用邻苯二甲醛 (OPA) 柱前在线衍生–高效液相色谱法测定了土壤中 4 种氨基糖，即胞壁酸 (MurN)、甘露糖 (ManN)、

氨基半乳糖 (GalN) 和氨基葡萄糖 (GluN) 的含量，并从样品出峰、理论塔板数、信噪比、检出限、定量限、样品的重复性、标准

样品的线性和加标回收率方面评估了检测过程中仪器和方法的灵敏度、精密度和准确度。结果表明：检测过程中，4 种氨基糖的出

峰先后顺序为胞壁酸、甘露糖、氨基半乳糖和氨基葡萄糖；4 种氨基糖的色谱峰峰形好，相邻两峰的分离度>1.5，相邻两峰能够完

全分离；理论塔板数>2 000，色谱柱的柱效高；胞壁酸、甘露糖、氨基半乳糖和氨基葡萄糖的仪器检出限分别为 0.030、0.300、0.150

和 0.150 μmol/L，仪器定量限分别为 0.100、1.000、0.500 和 0.500 μmol/L，方法检出限分别为 0.010、1.500、0.100 和 0.100 μmol/L，

方法定量限分别为 0.030、5.000、0.300 和 0.300 μmol/L；除 0 ~ 10 cm 以下土层中的甘露糖外，其他土壤样品中氨基糖的信噪比均

>10，仪器和方法的灵敏度高；氨基糖样品含量的重复性 (标准样品平行样、土壤样品平行样和土壤样品重复样的相对标准偏差均

<5%) 较好，仪器和方法的精密度较高；标准样品的线性 (R2>0.997 0) 良好，空白加标回收率和土壤基质加标回收率为 80% ~ 94%，

仪器和方法的准确度较高。总之，利用 OPA 柱前在线衍生–高效液相色谱法测定土壤氨基糖含量的分析方法操作简单、灵敏度高，

能够精确地测定土壤中的氨基糖含量。 
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Abstract: Four amino sugars, namely, muramic acid (MurN), mannosamine (ManN), galactosamine (GalN) and glucosamine 

(GluN), in soil were determined by ortho-phthalaldehyde (OPA) pre-column derivatisation-high performance liquid 

chromatography (HPLC). The sensitivity, precision and accuracy of the instrument and method were tested from chromatographic 

peaks, theoretical plates, signal-noise (S/N) ratio, limits of detection and quantification, sample content repeatability, standard 

linearity, and recovery. The results showed that the chromatographic peak orders of the four amino sugars were MurN, ManN, 

GalN and GluN. The chromatographic peak shapes were good and the resolutions of each two adjacent peaks were >1.5, 

indicating that the two adjacent peaks were completely separated. Theoretical plates were >2 000, indicating high 

chromatographic column efficiency. The instrument detection limits of MurN, ManN, GalN and GluN were 0.030, 0.300, 0.150 

and 0.150 μmol/L, the instrument quantitative limits were 0.100, 1.000, 0.500 and 0.500 μmol/L, the method detection limits were 

0.010, 1.500, 0.100 and 0.100 μmol/L, and the method quantitative limits were 0.030, 5.000, 0.300 and 0.300 μmol/L, respectively. 



第 5 期 杨洋等：高效液相色谱分析土壤氨基糖的质量控制方法 1153 

 

http://soils.issas.ac.cn 

In addition to ManN in the soil below 10 cm, S/N ratios of the amino sugars amount were all >10, indicating high sensitivity of 

the instrument and method. The relative standard deviations of the amino sugar amount in the parallel standard samples, parallel 

soil samples and repeated soil samples were all <5%, indicating high precision of the instrument and method. The R2 values of the 

standard curve were >0.997 0, and the recovery rates of blank and soil substrate were between 80% and 94%, indicating high 

accuracy of the instrument and method. In conclusion, the method for the determination of soil amino sugar content by OPA 

pre-column derivatisation-HPLC, which is simple in operation and high in sensitivity, could accurately determine the contents of 

amino sugar in soils. 

Key words: OPA pre-column derivatisation; Microbial necromass; Sensitivity; Precision; Accuracy 
 
氨基糖在土壤有机碳和有机氮含量中的占比分

别为 2% ~ 5%[1]和 5% ~ 12%[2-3]。由于植物不含氨基

糖，土壤动物只向土壤贡献少量的氨基糖，因此土壤

中的大部分氨基糖被认为主要来自微生物[4-5]。氨基

糖作为微生物死亡残体的生物标志物被广泛测定。目

前可被定量分析测定的土壤氨基糖主要有 4 种：胞壁

酸 (MurN)、甘露糖 (ManN)、氨基半乳糖 (GalN) 和

氨基葡萄糖 (GluN)[6-8]。其中，胞壁酸和氨基葡萄糖

是微生物细胞壁残留物，胞壁酸只存在于细菌细胞壁

中，氨基葡萄糖来自于细菌和真菌细胞壁，而甘露糖

和氨基半乳糖的来源尚不清楚[6, 9-10]。氨基糖具有异

源性，可作为微生物残留物标识物用于评估土壤中不

同微生物死亡残体有机碳的含量。 Appuhn 和

Joergensen[5]确定了将真菌氨基葡萄糖转化为真菌残

体碳的平均转化系数为 9，将细菌胞壁酸转化为细菌

残体碳的平均转化系数为 45。由于土壤微生物残体

碳的周转时间比微生物活体碳更长，对土壤中稳定性

碳库的形成具有重要贡献[11-12]。因此，精确地测定土

壤氨基糖含量对于评估微生物对土壤有机碳的贡献

具有重要意义。 

国内外针对土壤氨基糖含量的分析测定方法

开展了大量的研究。早期分析氨基糖的方法有电化

学法 [13]、光度法[14]和电泳法[15]等。这些方法由于受

样品杂质影响大，对复杂环境样品分析受限。目前，

常用的分析方法有气相色谱法[7]、液相色谱法[8, 16]、

红外光谱法[17]和气质联用法[18]。这些方法所采用的

前处理方法和检测技术各不相同。气相色谱法前处理

过程繁琐，且需要手动进行衍生化处理。红外光谱法

虽具有结构定性方面的优势，但灵敏度较低[9, 19]。气

质联用法具有定性、可靠性和灵敏度高的特点，但是

由于成本太高，因而没有被广泛应用。高效液相色谱

法采用自动进样器用户模式进行邻苯二甲醛 (OPA) 

在线衍生的方法，操作简单方便[16]。Indorf 等[8]分析

了激发波长、OPA 反应时间、四氢呋喃浓度和流动

相 pH 对氨基糖分离的影响，对高效液相色谱法进行

优化，使高效液相色谱法具有检出限低、灵敏度和准

确度高等特点，从而使该方法得以广泛应用。 

关于土壤氨基糖的分析测定多从检出限、定量

限、标准曲线的线性、样品的重复性、加标回收率这

几个方面考虑方法的质量控制。例如，Zhang 和

Amelung[7]报道了气相色谱法分析氨基糖的仪器定量

限、标准样品线性、样品含量的相对标准偏差和土壤

基质加标回收率。Dick 等[20]和 Zhang 等[17]报道了红

外光谱法分析氨基糖的标准样品线性。近年来，国内

根据 Indorf 等[8]的方法，建立了高效液相色谱分析土

壤氨基糖的方法。一种分析方法的好坏不仅要考虑仪

器的灵敏度、精密度和准确度，同时也要考虑包括前

处理在内的方法的灵敏度、精密度和准确度 [21]。

Indorf 等[8]通过仪器检出限和定量限检验了高效液相

色谱法分析氨基糖样品过程中仪器的灵敏度，通过标

准样品线性检验了仪器的准确度，通过空白加标回收

率检验了仪器和方法的准确度，但是未见包括前处理

在内的整个氨基糖分析流程中仪器和方法精密度的

质量控制。 

本研究利用 OPA 柱前在线衍生–高效液相色谱法

结合荧光检测器分析红壤剖面中具有不同氨基糖含量

的土壤样品[22]，利用信噪比、检出限、定量限反映仪

器和方法的灵敏度，利用标准样品平行样、土壤样品平

行样和土壤样品重复样的重复性反映仪器和方法的精

密度，利用标准样品的线性和加标回收率反映仪器和方

法的准确度，以为 OPA 柱前在线衍生–高相液相色谱法

测定土壤氨基糖含量的质量控制提供依据。 

1  材料与方法 

1.1  仪器和色谱条件 

高效液相色谱仪 (Ultimate 3000, Thermo Fisher, 

USA) ， 包 括 带 脱 气 单 元 的 低 压 四 元 梯 度 泵 

(LPG-3400SD Pump) 、 自 动 进 样 器  (WPS-3000 

Sampler)、柱温箱 (TCC-3000 Column Compartment)、

荧光检测器 (FLD-3100 Detector) 以及变色龙色谱
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数据处理系统 (Chromeleon 7.1.0.898 CDS)。 

4 种氨基糖的分离在十八烷基硅烷化硅胶柱 

(Acclaim120 C18; 150 mm × 4.6 mm, 5 μm; Thermo 
Fisher Scientific, USA) 中进行。柱温箱的温度设置为

35 °C，荧光检测器的灵敏度设为 1，激发波长和发射

波长分别设置为 330 nm 和 445 nm，流通池温度设置 

为 45 °C[8]。 

由于需要高进样精度和有效的外部针头清洗以

消除残留，因此使用专为自动柱前衍生化而设计的自

动进样器。衍生过程中，启动自动进样器的用户模式 

(表 1)，自动进样器会自动加入 5 μL OPA 衍生溶液和

3 μL 氨基糖样品，衍生化 120 s 后进样。 

表 1  高效液相色谱仪测定土壤氨基糖含量自动进样器的用户自定义程序 

序号 命令 参数 

1 UdpDraw Air, 1 [μL], GlobalSpeed, GlobalHeight 

2 UdpDraw ReagentAVial, 5 [μL], GlobalSpeed, GlobalHeight 

3 UdpDraw SampleVial, 3 [μL], GlobalSpeed, GlobalHeight 

4 UdpDraw Air, 8 [μL], GlobalSpeed, GlobalHeight 

5 UdpMoveSyringe Unload=8 [μL], SyringeSpeed=GlobalSpeed 

6 UdpMoveSyringe Load=8 [μL], SyringeSpeed=GlobalSpeed 

7 UdpMoveSyringe Unload=8 [μL], SyringeSpeed=GlobalSpeed 

8 UdpMoveSyringe Load=8 [μL], SyringeSpeed=GlobalSpeed 

9 UdpMoveSyringe Unload=8 [μL], SyringeSpeed=GlobalSpeed 

10 UdpMoveSyringe Load=8 [μL], SyringeSpeed=GlobalSpeed 

11 UdpMoveSyringe Unload=8 [μL], SyringeSpeed=GlobalSpeed 

12 UdpMoveSyringe Load=8 [μL], SyringeSpeed=GlobalSpeed 

13 UdpMoveSyringe Unload=8 [μL], SyringeSpeed=GlobalSpeed 

14 UdpMoveSyringe Load=8 [μL], SyringeSpeed=GlobalSpeed 

15 UdpMoveSyringe Unload=8 [μL], SyringeSpeed=GlobalSpeed 

16 UdpMixWait 120 [s] 

17 UdpInjectMarker  

18 UdpInjectValue Inject 

19 UdpSyringeValue Waste 

20 UdpMoveSyringeHome GlobalSpeed 

21 UdpDraw Wash, 100 [μL], GlobalSpeed, GlobalHeight 

22 UdpDispense Drain, 100 [μL], GlobalSpeed, GlobalHeight 

 
流动相由 A (甲醇/超纯水，1/1，V/V) 和 B (柠檬

酸缓冲溶液/甲醇/四氢呋喃，95/2/3，V/V/V) 组成[23]。

氨基糖分离过程中流动相 A 和流动相 B 的体积比为

5/95，流速为 1.5 mL/min，流动相的梯度洗脱条件 (表

2) 参考 Mou 等[23]。 

表 2  流动相的梯度洗脱条件 
时间 (min) 流动相 A (%) 流动相 B (%) 

0 5 95 

19 5 95 

21 80 20 

24 80 20 

25 5 95 

30 5 95 

 

1.2  试剂 

供试试剂：甲醇，色谱纯，购自 Fisher Scientific

公司；硼酸、50% 的氢氧化钠、二水合柠檬酸三钠、

无水乙酸钠、盐酸，均为分析纯，购自国药集团化学

试剂有限公司；四氢呋喃 (色谱纯)、2-巯基乙醇、邻

苯二甲醛 (OPA) 和 4 种氨基糖标准样品胞壁酸、甘

露糖胺盐酸盐、半乳糖胺盐酸盐和葡萄糖胺盐酸盐，

均购买自 Sigma 公司。 

1.3  溶液的配制 

所用溶液均采用超纯水机  (Integral 10, 默克

Milli-Q, USA) 制备的超纯水配制。将 25 g 硼酸溶解

于 900 mL 超纯水中，用 50% 的氢氧化钠将溶液 pH

调节至 11，最后用超纯水定容至 1 L 制备 0.4 mol/L

硼酸缓冲溶液。将 2.5 mL 2-巯基乙醇加到 100 mL 硼

酸缓冲溶液中混匀，制备还原溶液。将 5 mg 邻苯二

甲醛溶解于 0.4 mL 甲醇、0.4 mL 还原溶液和 8 mL

硼酸缓冲溶液中，制备 OPA 衍生溶液。将 2.941 g 二
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水合柠檬酸三钠和 0.328 1 g 无水乙酸钠溶解于 900 

mL 超纯水中，用 6 mol/L 盐酸调节 pH 至 5.3，超纯

水定容至 1 000 mL 制备柠檬酸缓冲溶液。 

用十万分之一的天平分别称取 2.512 3 mg 胞壁

酸和 21.563 0 mg 甘露糖胺盐酸盐、氨基半乳糖胺盐

酸盐、氨基葡萄糖胺盐酸盐标准样品，用超纯水配制

成胞壁酸浓度为 100 μmol/L 和甘露糖、氨基半乳糖、

氨基葡萄糖浓度为 1 000 μmol/L 的混合标准样品储

备液。用超纯水将混合标准样品储备液逐级稀释配制

成 7 个浓度序列，其中胞壁酸的浓度为 0.2、0.5、1.0、

2.0、5.0、10.0、20.0 μmol/L，甘露糖、氨基半乳

糖和氨基葡萄糖的浓度为 2、5、10、20、50、100、

200 μmol/L。 

1.4  土壤样品采集 

土壤样品采集于江西省中国科学院千烟洲亚热

带森林生态系统观测研究站 (115°04′ E, 26°44′ N)。

在马尾松 (Pinus massoniana) 人工林中设置一个 20 m× 

20 m 的样方，在样方中间位置挖掘一个土壤剖面，

采集 0 ~ 10、10 ~ 20、20 ~ 40、40 ~ 80 cm 深度的土

壤样品共 4 份。将新鲜土壤样品过 2 mm 筛，4 °C 保

存，用于测定土壤氨基糖含量。 

1.5  土壤样品前处理 

土壤氨基糖测定的前处理方法参考 Appuhn 等[16]。

具体为：称取 1 g 鲜土于水解管中，加入 10 mL 

6 mol/L 盐酸，在烘箱中 105 °C 水解 6 h；待水解液

冷却至室温后，摇匀溶液静置过夜；取 1 mL 上清液

于粗玻璃管中，用氮吹仪 (N-Evap-112, Organomation, 

USA) 在氮气水浴 30 °C 吹干，加入 1 mL 超纯水，

于氮气水浴再次吹干；加入 2 mL 超纯水，混匀后过

0.45 μm滤膜，该土壤氨基糖提取液于 4 °C保存待测。 

1.6  氨基糖的定性方法 

本研究利用含有 4 种氨基糖的混合标准样品进

行定量分析。首先对胞壁酸浓度为 10 μmol/L 和甘露

糖、氨基半乳糖、氨基葡萄糖浓度均为 100 μmol/L

的单标标准样品分别进样，然后根据单标标准样品的

保留时间确定混合标准样品以及土壤样品中胞壁酸、

甘露糖、氨基半乳糖和氨基葡萄糖的出峰顺序和保留

时间。 

1.7  仪器和方法的灵敏度、精密度和准确度 

标准样品和土壤样品出峰后，通过理论塔板数确

定色谱柱的柱效。通过相邻两峰的分离度确定 4 种氨

基糖色谱峰的分离情况。为了确定 4 种氨基糖的仪器

检出限和定量限，配制胞壁酸浓度为 0.02、0.05、0.1、

0.2、0.5、1.0、2.0 μmol/L 和甘露糖、氨基半乳糖、

氨基葡萄糖浓度为 0.2、0.5、1.0、2.0、5.0、10、

20 μmol/L 的混合标准样品。通过对每个浓度的标准

样品连续进样 6 针，选择浓度最低且信噪比>10 的标

准样品 (经测试得，浓度最低且信噪比>10 的胞壁酸

为 0.2 μmol/L，甘露糖为 10 μmol/L，氨基半乳糖和

氨基葡萄糖均为 5 μmol/L) 含量计算仪器检出限 (式 

(1)) 和定量限 (式 (2))。通过对浓度最低且信噪比

>10 的土壤样品 (本研究中，信噪比>10 的最小浓度

的胞壁酸、氨基半乳糖和氨基葡萄糖为 40 ~ 80 cm 土

壤样品，甘露糖为 0 ~ 10 cm 土壤样品) 连续进样 6

针，利用氨基糖含量的标准差计算方法检出限 (式 

(3)) 和定量限  (式  (4))。同时，通过标准样品和

土壤样品中氨基糖的信噪比，检验仪器和方法的

灵敏度 [24]。  

仪器检出限 (μmol/L) = 3 × M /信噪比 (1) 

仪器定量限 (μmol/L) = 10 × M /信噪比 (2) 

方法检出限 (μmol/L) = 3 × SD (3) 

方法定量限 (μmol/L) = 10 × SD (4) 

式中：M 表示浓度最低且信噪比>10 的标准样品中氨

基糖的含量；SD 表示浓度最低且信噪比>10 的土壤

样品中氨基糖含量的标准差。 

将每个土层的土壤样品分别称取 4 份，作为土壤

样品的重复样提取氨基糖，计算土壤样品重复样中 4

种氨基糖样品含量的相对标准偏差 (式(5))。选取胞

壁酸浓度为 2 μmol/L 和甘露糖、氨基半乳糖、氨基

葡萄糖浓度为 20 μmol/L 的混合标准样品连续进样

6 针作为标准样品平行样，分别从 0 ~ 10 cm 和 40 ~ 

80 cm 深度样品中随机选取一个重复样，连续进样 6 针，

分别作为高浓度和低浓度土壤样品平行样，计算土壤样

品平行样中 4 种氨基糖样品含量的相对标准偏差(式

(5))。通过标准样品平行样、土壤样品平行样和土壤样品

重复样的重复性，检验仪器和方法的精密度[24-25]。 

相对标准偏差 (%) = 标准差/算数平均值× 100% 

(5) 
利用胞壁酸的浓度为 0.2、0.5、1.0、2.0、5.0、

10.0、20.0 μmol/L 和甘露糖、氨基半乳糖、氨基葡萄

糖的浓度为 2、5、10、20、50、100、200 μmol/L 的

混合标准样品，以标准样品的浓度为横坐标，峰面积

为纵坐标分别绘制 4 种氨基糖的标准曲线，每个浓度

3 个重复，通过计算标准曲线的线性相关系数 R2 值，

检验仪器的准确度。称取 8 份 1 g 的石英砂  (分析

纯，国药集团化学试剂有限公司 ) 代替土壤，其

中 4 份加入 0.5 mL 浓度为 15 μmol/L 的胞壁酸和

浓度为 150 μmol/L 的甘露糖、氨基半乳糖和氨基葡
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萄糖混合标准样品作为空白加标样品，另外 4 份不加

任何试剂作为空白样品，计算氨基糖的空白加标回收

率 (式 (6))。分别称取 8 份 1 g 的 0 ~ 10 cm 和 1 g 的

40 ~ 80 cm 土壤样品，其中 4 份加入 0.5 mL 胞壁酸

浓度为 15 μmol/L 和甘露糖、氨基半乳糖和氨基葡萄

糖浓度为 150 μmol/L 的混合标准样品作为土壤基质

加标样品，另外 4 份不加任何试剂作为土壤基质空白样

品，计算氨基糖的土壤基质加标回收率 (式 (6))。通过

空白加标回收率和土壤基质加标回收率，检验包括前处

理在内的整个分析流程中仪器和方法的准确度[26]。 

加标回收率 (%) = (加标样中测出的氨基糖含量

–空白样中测出的氨基糖含量) /加标量×100% (6) 

2  结果与讨论 

2.1  氨基糖的定性结果 

检测过程中 4 种氨基糖的出峰先后顺序为胞壁

酸、甘露糖、氨基半乳糖和氨基葡萄糖，出峰保留时

间分别为 8.5、10.8、17.6 和 18.9 min (图 1)，这与 Indorf

等[8]的研究中 4 种氨基糖的出峰先后顺序相同。本研 

究所采用的激发波长、柱温、OPA 衍生剂的配制、

衍生反应时间和流动相的 pH 以及空白加标回收率的

测定均参考 Indorf 等[8]的最优方案。为了减小缓冲盐

溶液对色谱柱的伤害，延长色谱柱的寿命，本研究中

减少了流动相 B 中柠檬酸缓冲液的比例，即将流动

相 B 由 Indorf 等[8]的柠檬酸缓冲溶液/甲醇/四氢呋喃

体积比为 97.8/0.7/1.5 改为 95/2/3[23]。4 种氨基糖完全

分离所用的时间大约为 20 min，比 Indorf 等[8]的结果

延长约 1 min。4 种氨基糖的色谱峰峰形较好，胞壁

酸、甘露糖、氨基半乳糖和氨基葡萄糖之间色谱峰的

分离度分别为 4.91、9.54 和 1.53 (图 1)，这符合国家

药典委员会[24]关于待测物质色谱峰与相邻色谱峰之

间的分离度应>1.5 的规定，表明相邻两种氨基糖的色

谱峰能够完全分离。 

2.2  仪器和方法的灵敏度 

检测过程中，胞壁酸、甘露糖、氨基半乳糖和氨

基葡萄糖的理论塔板数分别平均为 2 810、2 912、3 

959 和 2 901(表 3)，表明本研究中色谱柱的柱效较

高，符合国家药典委员会 [ 24 ]关于理论塔板数需  

 

图 1  胞壁酸浓度为 10 μmol/L 和甘露糖、氨基半乳糖、氨基葡萄糖浓度为 100 μmol/L 的混合标准样品出峰顺序 

表 3  四种氨基糖的理论塔板数、信噪比、样品含量和重复土样的相对标准偏差 (n=4) 
氨基糖 土样深度(cm) 理论塔板数 信噪比 样品含量(μmol/L) 重复土样的相对标准偏差(%) 

胞壁酸 0 ~ 10 3 431 ± 58 37.9 ± 1.8 1.775 ± 0.026 1.45 

10 ~ 20 2 920 ± 116 23.2 ± 2.0 0.602 ± 0.027 4.44 

20 ~ 40 2 650 ± 73 20.7 ± 1.4 0.352 ± 0.013 3.65  

40 ~ 80 2 237 ± 97 11.5 ± 0.8 0.136 ± 0.005 3.58 

甘露糖 0 ~ 10 3 651 ± 78 43.4 ± 2.5 21.254 ± 0.796 3.74 

10 ~ 20 3 101 ± 145 4.3 ± 0.3 4.351 ± 0.176 4.05 

20 ~ 40 2 526 ± 123 4.4 ± 0.2 3.979 ± 0.109 2.75  

40 ~ 80 2 369 ± 150 4.2 ± 0.3 3.912 ± 0.145 3.69 

氨基半乳糖 0 ~ 10 4 354 ± 281 508.2 ± 10.8 11.942 ± 0.543 4.55 

10 ~ 20 3 873 ± 71 16.3 ± 0.9 3.976 ± 0.157 3.95 

20 ~ 40 3 922 ± 114 11.5 ± 0.5 3.453 ± 0.148 4.29  

40 ~ 80 3 686 ± 283 31.1 ± 0.8 2.476 ± 0.121 4.87 

氨基葡萄糖 0 ~ 10 3 486 ± 85 1677.1 ± 25.4 28.369 ± 1.280 4.51 

10 ~ 20 2 781 ± 124 154.7 ± 5.5 8.036 ± 0.226 2.81 

20 ~ 40 2 678 ± 140 93.9 ± 5.8 6.474 ± 0.313 4.84  

40 ~ 80 2 658 ± 101 34.3 ± 1.0 3.912 ± 0.121 3.10 
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>2 000 的规定。胞壁酸、甘露糖、氨基半乳糖和氨

基葡萄糖的仪器检出限分别为 0.030、0.300、0.150

和 0.150 μmol/L，仪器定量限分别为 0.100、1.000、

0.500 和 0.500 μmol/L，方法检出限分别为 0.010、

1.500、0.100 和 0.100 μmol/L，方法定量限分别为

0.030、5.000、0.300 和 0.300 μmol/L (表 4)。本研究

中，胞壁酸、甘露糖、氨基半乳糖和氨基葡萄糖的仪

器定量限分别相当于 0.02、0.18、0.09 和 0.09 μg/mL，

低于 Zhang 和 Amelung[7]用气相色谱法测定的氨基糖

胞壁酸为 10 μg/mL，其他 3 种氨基糖为 20 μg/mL 的

仪器定量限，也低于 Indorf 等[8]报道的胞壁酸定量

限为 0.13 μg/mL，其他 3 种氨基糖为 0.90 μg/mL

的结果。 

在所有供试土层样品中，胞壁酸、氨基半乳糖和

氨基葡萄糖 3 种氨基糖含量的信噪比均>10 (表 3)，

这符合国家药典委员会[24]和国家质量监督检验检疫

总局[25]的规定，表明本研究中分析胞壁酸、氨基半

乳糖和氨基葡萄糖时仪器和方法的灵敏度较高。对于

甘露糖，除 0 ~ 10 cm 土层深度的土壤样品外，其他

土层中甘露糖含量的信噪比均<10，这与下层土壤中

甘露糖含量较低有关，而本研究中，甘露糖的方法定

量限为 5.000 μmol/mL (表 4)，因此，分析甘露糖含

量低于 5.000 μmol/mL 的土壤样品时，需要进一步优

化仪器和方法。 

表 4  四种氨基糖样品的检出限、定量限、平行样的相对标准偏差以及加标回收率 

氨基糖 仪器检出限 

(μmol/L) 

仪器定量限 

(μmol/L) 

方法检出限 

(μmol/L) 

方法定量限 

(μmol/L) 

标准样品平行样 

的相对标准偏差(%) 

胞壁酸 0.030 0.100 0.010 0.030 1.37 

甘露糖 0.300 1.000 1.500 5.000 2.31 

氨基半乳糖 0.150 0.500 0.100 0.300 2.46 

氨基葡萄糖 0.150 0.500 0.100 0.300 2.43 

氨基糖 0 ~ 10 cm 土样平行样的 

相对标准偏差(%) 

40 ~ 80 cm 土样平行样的

相对标准偏差(%) 

空白加标 

回收率 (%) 

0 ~ 10 cm 土样 

基质加标回收率 (%) 

40 ~ 80 cm 土样 

基质加标回收率 (%) 

胞壁酸 0.87 2.17 90.62 ± 1.23 86.64 ± 4.12 81.65 ± 1.79 

甘露糖 0.50 1.77 81.47 ± 1.00 88.15 ± 2.86 82.94 ± 3.46 

氨基半乳糖 2.61 1.42 92.51 ± 1.00 80.22 ± 3.69 80.57 ± 1.54 

氨基葡萄糖 0.91 1.32 94.39 ± 1.08 84.60 ± 6.88 81.34 ± 2.91 

注：标准样品平行样为胞壁酸浓度为 2 μmol/L 和甘露糖、氨基半乳糖、氨基葡萄糖浓度为 20 μmol/L 的混合标准样品；除空白加

标回收率和土壤基质加标回收率的 n=4 以外，其他数据的 n=6。 

 

2.3  仪器和方法的精密度 

本文以标准样品平行样、土壤样品平行样和土壤

样品重复样的相对标准偏差反映方法的精密度[24-25]。

4种氨基糖含量的相对标准偏差在 0.52% ~ 4.87% (表

3 和表 4)，表明仪器和方法的精密度良好。在标准样

品平行样和土壤样品平行样中 4 种氨基糖含量的相

对标准偏差<3%，虽略高于气相色谱法中标准样品平

行样的相对标准偏差<2% 的结果，但低于土壤样品

平行样中样品含量的相对标准偏差 6.1% ~ 10.9% 的

结果[7]，且符合国家质量监督检验检疫总局[25]规定的

相同条件下重复试验保留数据的相对标准偏差应 

≤3% 的标准，这表明仪器具有较高的精密度。而在

土壤样品重复样中，4 种氨基糖样品含量的相对标准

偏差有所增加，这受氨基糖前处理过程的影响。土壤

样品重复样中样品含量的相对标准偏差<5%，符合国

家药典委员会[24]关于重复试验数据的相对标准偏差

应<5% 的规定，表明本研究中仪器和方法的综合精

密度符合标准要求。 

2.4  仪器和方法的准确度 

本研究中，胞壁酸、甘露糖、氨基半乳糖和氨基

葡萄糖的标准曲线的线性相关系数 R2 分别为 0.999 

7、0.997 0、0.999 5 和 0.999 8 (图 2)，这与 Indorf 等
[8]的结果中标准曲线的线性相关系数 r=0.998 的结果

相当。Dick 等[20]利用近红外光谱检测土壤总氨基糖

氮含量的标准曲线 R2=0.90。Zhang 等[17]利用中红外

光谱预测土壤中胞壁酸、氨基半乳糖和氨基葡萄糖的

浓度，以气相色谱法测量值为自变量，中红外光谱预

测值为因变量，进行线性拟合后线性相关系数

R2>0.90。因此，本研究中高效液相色谱法测定

土壤氨基糖的线性拟合结果良好，能够对 0.2 ~ 

20.0 μmol/L 浓度范围内的胞壁酸和 2 ~ 200 μmol/L

浓度范围内的甘露糖、氨基半乳糖和氨基葡萄糖进行

准确测定。 

本研究中，4 种氨基糖的空白样中胞壁酸、甘露 
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图 2  氨基糖的标准曲线 
 

糖、氨基半乳糖和氨基葡萄糖均未检出，空白加标回

收率分别为 91%、81%、93%、94%，土壤基质加标

回收率在 80% ~ 88% (表 4)，这与 Zhang 和 Amelung[7]

利用气相色谱法分析氨基糖的土壤基质加标回收率

为 86% ~ 97%，以及 Indorf 等[8]利用高效液相色谱法

的分析结果中氨基糖的空白加标回收率介于 81% ~ 

115% 的结果相当，也符合中华人民共和国生态环境

部[26]关于有机物的加标回收率范围应在 70% ~ 130% 

的规定。因此，根据参考 Indorf 等[8]的最优方案减少

流动相中柠檬酸盐的比例后，本研究中分析土壤氨基

糖的仪器和方法依旧具有较高的准确度。 

3  结论 

OPA 柱前在线衍生–高效液相色谱法检测 4 种氨

基糖的出峰先后顺序为胞壁酸  (8.5 min)、甘露糖 

(10.8 min)、氨基半乳糖 (17.6 min) 和氨基葡萄糖 

(18.9 min)，色谱峰峰形较好且分离度>1.5，相邻两峰

能够完全分离；理论塔板数>2 000，色谱柱的柱效较

高；胞壁酸、甘露糖、氨基半乳糖和氨基葡萄糖的仪

器检出限分别为 0.030、0.300、0.150 和 0.150 μmol/L，

仪器定量限分别为 0.100、1.000、0.500 和 0.500 

μmol/L，方法检出限分别为 0.010、1.500、0.100 和

0.100 μmol/L，方法定量限分别为 0.030、5.000、0.300

和 0.300 μmol/L；除 0 ~ 10 cm 深度以下土层中的甘

露糖外，其余土壤中氨基糖样品含量的信噪比均>10，

仪器和方法的灵敏度较高；标准样品平行样、土壤样

品平行样以及土壤样品重复样中 4 种氨基糖样品含

量的相对标准偏差<5%，仪器和方法都具有较高的精

密度。4 种氨基糖标准曲线的线性相关系数 R2> 

0.997 0，空白加标回收率和土壤基质加标回收率在

80% ~ 94%，仪器和方法的准确度较高。可见，OPA

柱前在线衍生–高效液相色谱法测定土壤氨基糖含量

操作简单，灵敏度、精密度和准确度较高，是分析土

壤氨基糖含量的合格方法。 
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