
※成分分析	                            食品科学	 2016, Vol.37, No.02   99

酵母细胞壁β-D-葡聚糖定量测定方法的比较分析
田晓丽1,2，杨  萍1,*，姜文侠1,*

（1.天津市工业生物系统与过程工程重点实验室，中国科学院系统微生物工程重点实验室，

中国科学院天津工业生物技术研究所，天津 300308；2.天津科技大学食品工程与生物技术学院，天津 300457）

摘  要：通过对酵母胞壁不溶性β-D-葡聚糖的几种定量测定方法的比较分析，表明经酸水解法处理后得到的测定结

果偏高，经酸-酶水解法处理后的测定结果更准确；对水解后产生的葡萄糖采用生物传感仪法定量，结果稳定，操

作时间短，更适合在生产过程和质量控制中使用；待测样品中的α-葡聚糖对测定结果有明显的干扰，β-D-葡聚糖含

量应为总葡聚糖含量与α-葡聚糖含量之差。
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Abstract: This study was conducted to compare and analyze several quantitative assay methods for insoluble β-D-glucan 

from yeast cell walls. It was indicated that the sample pretreatment by acid hydrolysis provided higher results for the determination 

of β-D-glucan, while the results obtained by acid-enzymatic hydrolysis were more precise. Among different test methods for 

glucose obtained after hydrolysis, the biosensor method was found to be faster, more stable and suitable for quality control in the 

production process. Besides, α-glucan in the samples had a significant interference effect on the results of determination. Thus β-D-

glucan should be calculated by subtraction from total glucose of the glucose obtained from α-glucan.
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不溶性β-D-葡聚糖是构成酵母细胞壁的主要成分之

一，作为难以被消化的膳食纤维，它在机体内具有抗

癌、抗菌、抗病毒、降血脂及增强动物免疫活性等重要

的生理活性功能[1-6]。这种葡聚糖不溶于水、酸、碱及醇

和醚等有机溶剂，而且没有标准品，因而难以准确地定

量检测，这个问题已经影响到β-D-葡聚糖的研究、生产

及其产品的质量控制。

目前的β-D-葡聚糖定量测定方法，一般采用酸水解

法直接将其水解为葡萄糖 [7-9]，再用苯酚硫酸法 [10]、二

硝基水杨酸（3,5-dinitrosalicylic acid method，DNS）

法[11]、葡萄糖氧化酶-过氧化物酶双酶（glucose oxidase-

peroxidase method，GOPOD）法[12]或高效液相色谱（high 

performance liquid chromatography method，HPLC） 

法[13-15]等定量方法测定葡萄糖含量，再计算得到葡聚糖含

量。但苯酚-硫酸法测定的是总糖含量[16]，DNS法测定的

是还原糖含量[17]，GOPOD法和HPLC法对葡萄糖专一性
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较强。很多学者[18-19]对上述检测方法进行了优化和改进，

以便更准确地反映β-D-葡聚糖含量。本研究对常用的几

种水解方法及专一性较强的葡萄糖定量检测方法进行对

比分析，以求优选出一种测定准确、操作简便的方法。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

1# β-D-葡聚糖样品（标注含量为70%）、2# β-D-葡

聚糖样品（标注含量为90%）、3# β-D-葡聚糖样品（标

注含量为58.5%） 市购；4# β-D-葡聚糖样品（含量

为80%） 本实验室制备；凝胶多糖（纯度≥99%）、

K-YBGL β -葡聚糖（酵母和蘑菇）检测试剂盒（外

切-1,3-β-葡聚糖酶（20 U/mL）与葡糖苷酶（4 U/mL）的

混合酶液、淀粉转葡糖苷酶（1 630 U/mL）均为检测试

剂盒中的酶制剂） 爱尔兰Megazyme公司；硫酸（色

谱纯） 美国Sigma-Aldrich公司；其余试剂均为分析纯。

1.2 仪器与设备

AB204-S分析天平  瑞士梅特勒-托利多公司； 

TU-1810紫外-可见分光光度计 北京普析通用仪器有限

责任公司；TGL-16M高速台式冷冻离心机 湘仪离心

机仪器有限公司；SBA-40D生物传感分析仪 山东省科

学院生物研究所；1260型HPLC仪 美国安捷伦公司；

JN-10C高压细胞破碎仪 广州聚能生物科技有限公司；

Sorvall Evolution RC冷冻大容量离心机 赛默飞世尔科

技有限公司。

1.3 方法

1.3.1 样品的水解

1.3.1.1 酸水解法[20]

称取约0 .5  g待测样品（或凝胶多糖），精确到

0.001 g，加入质量分数72%的H2SO4溶液5 mL，混匀，

室温水解3 h；加25 mL蒸馏水使H2SO4稀释至2 mol/L，

封管，沸水水浴2 h；冷却至室温，用NaOH溶液调pH

值至6.5～7.0，用蒸馏水定容至100 mL，3 570×g离心

10 min，上清液为样品的酸水解液。

以凝胶多糖作为对照品，按照上述水解条件对酸水

解进行校正。校正系数F通过式（1）进行计算：

C V 0.9
C’ 1 A mF  （1）

式中：C’为凝胶多糖的纯度/%；A为凝胶多糖的含水

量/%；m为凝胶多糖的质量/g；C为凝胶多糖水解液中葡

萄糖的质量浓度/（g/mL）；V为凝胶多糖水解液的定容

体积，100 mL；0.9为葡萄糖换算成葡聚糖的系数。

经酸水解后，待测样品中β-D-葡聚糖含量通过式

（2）进行计算：

F 0.9 100m
C VX/%  （2）

式中：X为β-D-葡聚糖含量/%；C为样品水解液中

葡萄糖的质量浓度/（g/mL）；V为样品水解液的定容体

积，100 mL；m为待测样品的质量/g；0.9为葡萄糖换算

成葡聚糖的系数。

1.3.1.2 酸-酶水解法

称取约0.1 g待测样品至比色管中，精确到0.001 g，

加入1.5 mL浓盐酸，30 ℃水解45 min，然后加入10 mL

蒸馏水，封管，沸水浴2 h，冷却至室温，用KOH溶液

调pH 6.5～7.0，以0.2 mol/L pH 5.0醋酸钠缓冲溶液定容

至200 mL，1 500×g离心10 min。取0.1 mL上清液，加

入0.1 mL外切-1,3-β-葡聚糖酶和葡糖苷酶的混合酶液，

40 ℃水浴1 h使之充分酶解为葡萄糖，即得到样品的酸-

酶水解液。

经酸-酶水解后，待测样品中β-D-葡聚糖含量通过式

（3）进行计算：

0.9 100m
C VX/%  （3）

式中：X为β-D-葡聚糖含量/%；C为样品水解液中

葡萄糖的质量浓度/（g/mL）；V为样品水解液的定容体

积，200 mL；m为待测样品的质量/g；0.9为葡萄糖换算

成葡聚糖的系数。

1.3.2 葡萄糖的定量检测

1.3.2.1 GOPOD法

采用张惟杰[21]所述的方法测定。

1.3.2.2 生物传感仪法

将适当稀释后的水解液，取25 μL用SBA-40D生物传

感分析仪测定葡萄糖质量浓度。

1.3.2.3 HPLC法[22]

色谱柱：美国Bio-Rad公司Aminex HPX-87H有

机酸柱，300 mm×7.8 mm；柱温65 ℃；示差检测器

温度40 ℃；流动相为0.005 mol/L H2SO4溶液；流速 

0.6 mL/min；进样量20 μL。
1.3.3 α-葡聚糖含量的检测

称取约0.1 g待测样品，精确到0.001 g，加入2 mL

的2 mol/L KOH溶液，冰水浴20 min，然后加入8 mL的

1.2 mol/L pH 3.8醋酸钠缓冲液和0.2 mL淀粉转葡糖苷

酶，40 ℃水浴30 min，1 500×g离心10 min。上清液中

的葡萄糖含量用GOPOD法进行测定。α-葡聚糖含量按式

（4）计算：

0.9 100m
C VXα/%  （4）

式中：Xα为α-葡聚糖含量/%；C为上清液中葡萄糖的

质量浓度/（g/mL）；V为最终总体积，10.3 mL；m为待

测样品的质量/g；0.9为葡萄糖换算成葡聚糖的系数。
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1.4 数据处理

采用SPSS 19软件（2010，美国IBM公司）进行数据

处理，数据分析采用t检验法和方差分析法。3 次实验取

平均值得到测定结果，当P＜0.05时，结果差异显著。结

果用 ±s表示。

2 结果与分析

2.1 样品水解方法的比较分析

定量测定β-D-葡聚糖，必须先将葡聚糖水解为葡萄

糖，再通过检测葡萄糖对β-D-葡聚糖进行定量。为考察

水解方法对结果的影响，本研究对比了酸水解法和酸-酶

水解法。

酸水解法通常先使用高浓度的酸，短时间低温水

解，然后再用低浓度酸进行沸水浴水解。刘晓永[23]比较

了高浓度酸预处理和没有预处理的水解效果，发现经高

浓度酸预处理后的回收率显著提高。因此，本实验先用

高浓度酸处理后再用低浓度酸对各β-D-葡聚糖样品进行

水解。而酸-酶水解法先采用酸将不溶性β-D-葡聚糖初步

降解成可溶性的物质，再通过外切-1,3-β-葡聚糖酶和葡

糖苷酶进行专一性酶切。通过对酶解产物的测定来定量

β-D-葡聚糖。

2.1.1 水解方法对葡萄糖稳定性的影响

由于β-D-葡聚糖的测定是依据水解后得到的葡萄糖

含量来进行定量的，如果在水解过程中破坏了葡萄糖，

则会影响β-D-葡聚糖的定量结果，因此本实验将葡萄糖

分别用不同的水解方法处理，考察水解方法对葡萄糖的

影响。

葡 萄 糖 经 酸 水 解 法 处 理 后 的 回 收 率 仅 为

（90.03±0.51）%，表明酸水解对葡萄糖的破坏显著。

因此，采用酸水解法测定不溶性β-D-葡聚糖应该引入

不溶性β-D-葡聚糖的标准品或对照品对水解条件进行校

正。但由于目前没有该标准品或对照品，一些使用酸水

解法的研究者[24-25]采用水溶性的凝胶多糖作为对照品进行

校正，本研究的酸水解法也采用凝胶多糖为对照品，得

到校正系数。

葡 萄 糖 经 酸 - 酶 水 解 法 处 理 后 的 回 收 率 为

（99.37±0.60）%，该水解方法没有破坏葡萄糖，因而

不必进行校正。

2.1.2 水解方法对样品测定结果的影响

为比较不同水解方法对样品测定结果的影响，本研

究分别采用酸水解法和酸-酶水解法分别对1#、2#、3#和

4#样品进行水解处理，通过HPLC法对葡聚糖样品水解程

度进行判定并对水解液中葡萄糖含量进行测定。
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同一样品不同字母表示差异显著（P＜0.05，n=3）。

图 1 不同水解法对β-D-葡聚糖含量测定结果的影响

Fig.1 Effect of different hydrolysis methods on the results of 

determination of β-D-glucan content

上述样品经不同方法水解后，用HPLC测定，均未

发现二糖和低聚糖的峰，证明两种水解方法都已将葡聚

糖样品水解完全，不会因水解不彻底而对测定结果造成

影响。通过葡萄糖含量计算得到的β-D-葡聚糖含量，如

图1所示。每种样品经两种水解方法处理后得到的测定结

果之间均存在显著差异（P＜0.05），而且同一样品，经

酸水解法处理后测定的结果均比酸-酶水解法处理后的结

果高，这可能是由于酸水解破坏了部分水解得到的葡萄

糖，使计算得到的校正系数F偏高，导致计算得到的β-D-

葡聚糖含量偏高。因此，选用酸-酶水解法测定β-D-葡聚

糖的结果更加准确、可靠。

2.2 葡萄糖定量检测方法的比较分析

对4 种样品进行酸-酶水解后，分别用生物传感仪

法、GOPOD法和HPLC法测定水解液中的葡萄糖含量，

得到的样品中β-D-葡聚糖含量见表1。

表 1 葡萄糖的检测方法对β-D-葡聚糖含量测定结果的影响

Table 1 Effect of different glucose test methods on the results of 

determination of β-D-glucan content

%

检测方法
1#样品 2#样品 3#样品 4#样品

测定值 RSD 测定值 RSD 测定值 RSD 测定值 RSD

生物传感仪法 69.96±0.00a 0.00 79.12±0.00a 0.00 62.13±0.00a 0.00 80.34±0.00a 0.00

GOPOD法 69.34±0.41a 0.58 78.53±0.49a 0.62 61.61±0.19a 0.30 80.20±0.40a 0.50

HPLC法 69.47±0.13a 0.19 78.74±0.04a 0.05 61.53±0.02a 0.03 80.27±0.08a 0.10

注：同列不同字母表示差异显著（P＜0.05，n=3）。

从表1可见，不同的葡萄糖检测方法对β-D-葡聚糖含

量测定值的影响无显著差异，生物传感仪法、GOPOD法

和HPLC法对葡萄糖的专一性强，精密度均较高（相对

标准偏差（relative standard deviation，RSD）值均小于

1%），均适用于葡萄糖含量的测定。但在生产过程中需

快速测定大量样品时，选择生物传感仪法更加适宜。因

为GOPOD法的试剂价格较高，测定成本较高。HPLC法

对实验的仪器要求较高，样品的前处理复杂，检测时间

较长。而生物传感仪法操作更简便、快捷，结果重复性

好（RSD=0.00）。
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2.3 α-葡聚糖含量对测定结果的影响

由于样品的制备方法和原料的差异，β-D-葡聚糖

产品中可能不同程度地含有α-葡聚糖。为了探究α-葡

聚糖含量对测定结果的影响，用β-葡聚糖（酵母和蘑

菇）检测试剂盒分别测定3#样品、主要成分为α-葡聚

糖的可溶性淀粉和添加了可溶性淀粉的3#样品，得到

其中的总葡聚糖、α-葡聚糖及β-D-葡聚糖含量见表2。

添加可溶性淀粉的3#样品，其总葡聚糖含量为3#样

品和可溶性淀粉的葡聚糖含量之和，其中的β-D-葡聚

糖含量与未添加可溶性淀粉的3#样品相当。该结果表

明，通过对酸-酶水解后的葡萄糖定量只能得到总葡聚

糖含量，不能排除样品中α-葡聚糖的干扰，因为样品

中α-葡聚糖的酸水解后产物也是葡萄糖，对测定结果

有显著影响。因此，β-D-葡聚糖含量应为总葡聚糖含

量减去α-葡聚糖含量。

表 2 可溶性淀粉的添加对3#样品中葡聚糖含量的影响

Table 2 Effect of addition of soluble starch on the determination of 

glucan contents of 3# sample

样品 总葡聚糖含量a/mg α-葡聚糖含量/mg β-D-葡聚糖含量b/mg 

3#样品100 mg 61.61±0.19 2.75±0.03 58.86±0.21

可溶性淀粉100 mg 75.84±0.23 75.41±0.58 0.43±0.35

3#样品100 mg＋可溶性淀粉100 mg 136.90±0.57 77.59±0.83 59.32±0.26

注：a.酸-酶水解后，GOPOD法进行葡萄糖定量；b.总葡聚糖含量减去 

α-葡聚糖含量。

2.4 市购样品的测定

表 3 样品中不同葡聚糖含量

Table 3 Contents of different glucans in various samples

%

样品
总葡聚糖含量 α-葡聚糖含量 β-D-葡聚糖含量

测定值 RSD 测定值 RSD 测定值 RSD

1#样品（70%） 69.34±0.41 0.58 23.32±0.22 0.95 46.02±0.19 0.41

2#样品（90%） 78.53±0.49 0.62 22.69±0.14 0.62 55.84±0.44 0.79

3#样品（58.5%） 61.61±0.19 0.30 2.75±0.03 0.91 58.86±0.21 0.36

4#样品（81%） 80.20±0.40 0.50 0.08±0.02 0.00 80.12±0.34 0.50

用β-葡聚糖（酵母和蘑菇）检测试剂盒测定标注含量

不同的市购样品中不溶性β-D-葡聚糖含量，结果见表3。 

1#样品和2#样品中的β-D-葡聚糖含量仅是标注值的2/3

上下，且在这两个样品中均含有较多的α-葡聚糖。1#样

品的标注含量是以总葡聚糖的测定为依据，未考虑α-葡

聚糖的干扰；2#样品的标注含量显著高于总葡聚糖的测

定结果；3#样品中虽然含有α-葡聚糖，但标注的β-D-葡

聚糖含量与实际含量一致，表明标注含量已排除了α-葡

聚糖的影响；由于在4#样品的制备过程中去除了其中的 

α-葡聚糖，因此未检测到α-葡聚糖，总葡聚糖与β-D-葡聚

糖的测定结果一致。

3 结 论

本研究通过实验比较认为，对于不溶性β-D-葡聚糖

的水解，应选用酸-酶水解法，该水解法先用酸处理，然

后采用外切-1,3-β-葡聚糖酶和葡糖苷酶的定向催化水解，

专一性强，水解彻底，条件温和，不需要校正，测定的

结果更加可信、准确。在葡萄糖的几种定量测定方法的

比较中，生物传感仪法、GOPOD法和HPLC法在测定结

果上没有显著性差异，而生物传感仪法操作简便、测定

时间短、成本低，更适合在生产过程和质量控制检测

中使用。待测样品中α-葡聚糖含量对测定结果有显著影

响，因此，β-D-葡聚糖含量应为总葡聚糖含量减去α-葡

聚糖含量。
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