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壳寡糖分析检测方法的研究进展 

王宗继, 李进国*, 张佰帅 

(山东卫康生物医药科技有限公司, 临沂  276017) 

摘  要: 壳寡糖是由壳聚糖水解得到的一类具有生物活性的高分子化合物, 具有抗氧化、提高免疫力、抑菌、

降血糖等生物学作用, 被广泛应用于食品、医药、农业、化妆品等领域。近年来随着壳寡糖应用与研究的不

断深入, 壳寡糖的检测技术方法不断更新发展, 目前检测壳寡糖的方法有比色法、色谱法、质谱法以及电泳法。

本文简单介绍了壳聚糖的分类, 并综述了近些年壳寡糖分析检测方法的研究进展, 以期为壳寡糖检测方法的

进一步发展提供参考。 
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ABSTRACT: Chitosan oligosaccharide is a kind of macromolecular compound with biological activity, which is 

hydrolyzed by chitosan. It has biological effects such as oxidation resistance, immunity enhancement, bacteriostasis 

and hypoglycemia, and is widely used in food, medicine, agriculture, cosmetics and other fields.In recent years, with 

the deepening of application and research of chitosan oligosaccharides, the detection technology and methods of 

chitosan oligosaccharides have been constantly updated and developed. At present, the detection methods of chitosan 

oligosaccharides include colorimetry, chromatography, mass spectrometry and electrophoresis. This paper briefly 

introduced the classification of chitosanoligosaccharide, and reviewed the research progress on analysis and detection 

methods of chitosan oligosaccharide in recent years, in order to provide reference for the further development of 

chitosan oligosaccharide detection method. 
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1  引  言 

壳寡糖(chitosan oligsaccharide, COS), 又称低聚壳聚

糖、氨基寡糖素、甲壳低聚糖, 是指以 β-1, 4 糖苷键连接

的聚合度为 2~10 的低分子量的水溶性低聚氨基葡萄糖, 

其分子化学式为(C6H11O4N)n。通常情况下, 壳寡糖的聚合

度为 2~20, 分子量为 340~3500 Da。但用于生物刺激素的

低聚壳聚糖(也被称为甲壳寡聚糖), 要求聚合度为 2~30, 

分子量 340~6000 Da[1,2]。食品级要求聚合度 n=2~10 的含

量≥80%(新食品原料公告), 分子量 340~1610 Da。 

壳寡糖具有良好的水溶性, 其分子量低, 有利于生物

体的吸收。壳寡糖链段分子上连接着大量的活性基团羟基

和氨基, 因此具有独特的生物活性[1]及抗氧化功能[2]。壳寡

糖还有提高人体免疫[3,4]、抗肿瘤[5]、抑菌[6]、降血压[7,8]、

修复受损细胞、加速伤口愈合的功能[9,10]。此外还具有降

血糖, 强化肝脏机能, 延缓衰老, 增殖肠道有益菌, 调节
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植物生长, 防治植物疾病[11], 增强骨骼密度[12,13]和保护神

经元细胞[14]等功效。因此, 壳寡糖又被国际学术界称为继

蛋白质、脂类、糖类、维生素和矿物质之后的人类第 6 生

命要素[15,16]。 

随着对壳寡糖研究的不断深入, 其检测技术方法也

不断的涌现。本文对常用的壳寡糖检测法进行综述, 包括

比色法、色谱法、质谱法以及电泳法, 以期为壳寡糖的检

测技术的发展提供一定的参考。 

2  壳寡糖的分类 

根据应用领域不同, 壳寡糖分为食品级壳寡糖、农业

级壳寡糖和饲料级壳寡糖, 农业级壳寡糖又分为氨基寡糖

素、甲壳寡聚糖 2 类[1720]。不同种类的壳寡糖分子量及生

物活性均有所不同, 具体分类如表 1。 

 
表 1  壳寡糖的分类 

Table 1  Classification of chitooligosaccharides 

名称 应用范围 分子量/Da 

壳寡糖(食品级) 新食品原料 340~1610 

氨基寡糖素 生物农药 340~2500 

甲壳寡聚糖 生物刺激素 340~6000 

壳寡糖(饲料级) 动物饲料 340~2500 

 

2.1  食品级壳寡糖 

国家卫计委于 2014 年颁布的《新食品原料》中将壳

寡糖等 6 种非传统食用习惯的物品列为新食品原料[18], 并

将这种主要成分为 2~10 个聚合度的寡聚氨基葡萄糖命名

为壳寡糖, 它是由壳聚糖经过酶降解而形成, 其结构式如

图 1。 
 

 
 

图 1  食品级壳寡糖的结构式 

Fig.1  Structural formula of food grade chitosan oligosaccharide 
 

目前食品级壳寡糖主要是以食品添加剂的形式添加

到固体饮料、乳制品、保健品以及其他的食品中。随着居

民保健意识的增加, 对于壳寡糖的认可度也在不断的攀升, 

未来的壳寡糖在食品中将具有更广阔的应用前景。 

2.2  农业级壳寡糖 

农业级壳寡糖按照功能作用不同分为甲壳寡聚糖[19]

和氨基寡糖素[20]。 

生物刺激素是指源于生物的产品, 可以促进或有利

于植物体内的生理过程, 包括有益于营养吸收, 提高营养

利用效率以及作物品质, 通过生物作用诱导植物抗病、抗

胁迫力, 并可提高肥料有效成分利用率且无害于生态环境

的一类相关物质[19]。而壳寡糖属于 7 大类生物刺激素中的

第 4 类, 能够诱导植物免疫系统使植物获得或提高对病菌

的抗性及抗逆性[21]。目前根据壳寡糖作用机制的探究结果, 

推测壳寡糖诱导子首先被植物细胞膜上的受体蛋白识别并

产生跨膜信号, 可迅速引起质膜去极化、离子通道开放等

早期响应, 进而引起过氧化氢、活性氧等信使分子传递, 

激活植物激素途径, 调控防卫基因的表达, 积累次生代谢

产物, 最终实现抗病[2224]。 

氨基寡糖素作为一种新型生物农药, 不同于传统农

药, 它不直接作用于有害生物, 而是通过激发植物自身的

免疫反应, 使植物获得系统性抗逆(包括抗逆性), 从而起

到抗逆、抗病虫和增产作用。氨基寡糖素易被土壤中的微

生物降解为水和二氧化碳等环境易吸收的物质, 无残留, 

其诱导的植物抗性组分均是植物的正常成分, 对人、畜安

全, 无毒害, 符合无公害农业发展的需求[25]。 

2.3  饲料级壳寡糖 

壳寡糖用于饲料配方已成为新型饲料开发的方向之一, 

它可以提高动物的生产性能[26]、增强动物机体免疫力[27]、

活化肠道双歧杆菌活性[28]等。 

3  壳寡糖分析测定方法 

3.1  比色法 

目前关于壳寡糖的初步分析多采用比色法, 根据使用

的化学药品不同, 又分为 Elson-Morgan 法、苯酚-硫酸法和

3, 5-二硝基水杨酸(3, 5-dinitrosalicylic acid, DNS)法 3 种。 

邬建敏[29]通过 DNS 显色法确定了壳寡糖的平均聚合

度及平均相对分子质量。李克成等[30]通过实验对比, 发现

Elson-Morgan 法不适用于壳寡糖含量的测定; 苯酚-硫酸

法中盐酸氨基葡萄糖在 200~3000 μg 范围与吸光度也有很

好的线性关系, 但苯酚-硫酸法对壳寡糖的测定值较实际

值偏大; DNS 法测定壳寡糖与实际值接近, 平均回收率为

96.1%, 且 DNS 法操作简单、快速, 重现性好, 可直接用于

壳寡糖含量的测定。 

刘琳等 [31]利用分光光度法测定壳寡糖平均聚合度 , 

此方法经凝胶渗透色谱验证, 能较为准确地判断壳寡糖的

平均聚合度。Sabina 等[32]采用水合茚三酮作为反应中的染

色剂测定壳聚糖溶液的浓度, 这种方法具有灵敏及可重复

的优点, 但是所测得的标准曲线只适用于脱乙酰相近壳聚

糖样品的浓度定量分析。 

Riccardo 等[33]利用 Cibacron 亮红 3B-A 作为染色剂, 

采用分光光度的方法, 在 557 nm 条件下, 对含有不同壳聚
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糖浓度的标准溶液和 Cibacron 亮红 3B-A 混合反应后的溶

液进行测试, 在壳聚糖浓度为 2~50 μg/mL 的范围内, 壳聚

糖的浓度与其吸光值呈线性关系。Elson 和 Morgan 于 1933

年建立的测定方法[34]测定样品中的氨基葡糖为游离单糖

氨基, 适用于测定壳寡糖的含量, 将壳寡糖先水解成游离

糖然后测定。 

虽然比色法技术简单, 对设备要求不高, 成本较低, 

但由于其准确性不高, 因此有必要开发一种新的可准确测

定壳寡糖的分析方法。  

3.2  色谱法  

(1) 薄层色谱法 

薄层色谱法是在纸层析法的基础上发展起来的, 其

分辨效率高, 分离效果好, 简便易行, 重现性好, 在同一

块薄板上可同时分析多个样品。杨国宁等[35]通过实验建立

了聚合度为 2~10 的壳寡糖的薄层层析分析方法, 在异丙

醇׃水׃氨水=604׃30׃(V:V:V)的展开体系中 , 各壳寡糖可以

得到很好的分离 , 各单体间比移值差异明显 , 无拖尾现

象。通过对比薄层色谱法与高效液相色谱法分析壳寡糖单

体的效果, 得出薄层色谱法具有快速、有效、方便的优点, 

可以作为定性分析壳寡糖单体纯度的方法。  

孟显丽等[36]通过实验建立了薄层色谱分析壳寡糖的

条件, 壳寡糖薄层色谱分析法最佳的展开剂是乙酸乙酯׃

乙醇׃水׃氨水=50.3׃4׃5׃(V:V:V:V), 样品上行展距为 8 cm, 

采用浸渍法显色。该分离效果较好, 操作简便, 重现性好。 

薄层层析法虽然可以分析壳寡糖, 价格低廉, 但此方

法操作时间长, 只能进行微量生产, 无法定量, 可用于观

察壳寡糖单体分布情况。但是, 要大规模地对壳寡糖分离

分析还需要不断地寻求新的技术。 

(2) 高效液相色谱法 

高效液相色谱法(high performance liquid chromatography, 

HPLC)是定量分析低聚糖类及其他糖类最常用的方法, 具

有方便、快速、分离效果好、分辨率高、重现性好和不破

坏样品等优点, 该方法必须有标准品作参照[37], 是目前分

析检测壳寡糖最常用的方法之一。 

蒋慧等[38]探讨高效液相色谱法在壳寡糖含量测定中

的应用, 结果表明 HPLC 法可快速、高效地测定壳寡糖样

品中 2~6 个聚合度壳寡糖的含量。刘文丽等[39]将壳寡糖经

浓盐酸水解生成盐酸氨基葡萄糖, 以高效液相色谱法测定

盐酸氨基葡萄糖来确定壳寡糖的含量, 发现盐酸氨基葡萄

糖的质量浓度在 1.0~8.0 mg/mL 范围内与色谱峰峰面积呈

良好的线性关系, 相关系数为 0.9989, 方法检出限为 0.8%; 

测定结果的相对标准偏差为 1.5%(n=6), 加标回收率为

97.4%~99.2%, 说明高效液相色谱法定量准确, 适合于壳

寡糖的检测。 

胡祖艳等[40]建立了液相色谱法测定辣木叶壳寡糖袋

泡茶中壳寡糖的含量, 其重复性实验的相对标准偏差为

0.15%, 回收率为 94.52%~98.52%, 在进样量 0.0913~0.913 μg

内呈线性, r=0.99868, 符合实验要求。 

高效液相色谱法操作简单、定量准确, 适合于壳寡糖

的检测。但需要大型的仪器, 流动相和标准品花费昂贵, 

对于一般的实验室来说, 初期筛选不宜使用高效液相色

谱法。  

(3) 离子色谱法 

离子色谱法是利用离子交换原理, 连续对共存的多

种阴离子或阳离子进行分离、定性和定量的方法。邵波等[41]

建立了一种分离度好、灵敏度高的壳寡糖离子色谱快速检

测方法, 该方法需要样品量少, 检验快速, 无需衍生, 为壳

寡糖质量分析、组分分离提供了参考依据。陈梅兰等[42]利用

高效阴离子交换色谱-积分脉冲安培检测法对 5 种壳寡糖

(聚合度DP=2~6)标准样品进行分离, 确定通过保留因子定

性检测壳寡糖的聚合度。 

离子色谱作为高效液相色谱的一个新的发展方向 , 

虽然只有十几年的历史, 但对于含有多种阴离子(或阳离

子)的混合物灵敏度较高, 检测线性范围更广。由于壳寡糖

是携带正电荷的碱性多糖, 因此使用离子色谱法检测壳寡

糖应用前景较好, 可有效地解决糖的种类繁多、结构复杂

多样等干扰因素。 

(4) 凝胶渗透色谱  

凝胶渗透色谱法(gel permeation chromatography, GPC)

是利用流动相与控制孔径分布的固定相接触从而使溶质按

分子体积大小分离的色谱方法, 该方法速度快、重复性好。

凝胶色谱不但可以用于分离测定高聚物的相对分子质量和

相对分子质量分布, 同时根据所用凝胶填料不同, 可分离

脂溶性和水溶性物质, 分离相对分子质量的范围从几百万

到 100 以下。凝胶色谱不能分辨分子大小相近的化合物, 

相对分子质量相差需在 10%以上才能得到分离[43]。常用于

低聚糖的测定。 

盛以虞等[44]用高效凝胶渗透色谱法测定不同分子量

的 壳 寡 糖 , 色 谱 柱 为 TSK G3000SWXL, 流 动 相 为     

0.1 mol/L 醋酸钠和醋酸, 检测器为示差折光检测器, 经普

适校正后才能比较准确地用于测定壳聚糖样品的分子量。

胡瑞[45]通过运用 GPC 法测定不同酶解时间产物分子量数

据, 可以指导生产实践中通过控制酶解时间控制各特定分

子量的壳寡糖产品, 方便快速地获取壳寡糖分子量及分布

情况, 同时通过质谱分析验证发现该方法的可靠性较好。刘

羿君等[46]通过凝胶渗透色谱法跟踪研究了过氧化氢对壳聚

糖氧化降解过程中壳聚糖的分子量及其分布的影响。 

3.3  质谱法  

质谱法是检测壳寡糖聚合度最有效的方法, 可以利

用时间飞行质谱(time-off-flight mass spectrometer, TOF-MS)
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直接测定壳寡糖的分子量, 同时测定壳寡糖是否带有 N-乙

酰基, 也可以利用基体辅助激光解吸电离飞行时间质谱分

析壳寡糖。 

飞行时间质谱技术可实现对壳寡糖的聚合度、分子式

及其分布进行高效准确的检测[47], 但是 TOF-MS 仪器价格

昂贵, 限制了该技术的广泛使用。 

张静文等[48]采用 3-(2-吡啶二巯基)丙酸 N-羟基琥珀

酰亚胺酯对壳寡糖进行衍生化, 对产物进行分离和纯化, 

得到溶于甲醇的壳寡糖衍生化产物, 采用红外光谱、核磁

共振氢谱和碳谱对衍生化产物结构进行表征。将该衍生物

溶于甲醇, 采用电喷雾电离质谱对产物进行聚合度测定, 

结果表明该壳寡糖样品主要有壳三糖、壳四糖、壳六糖和

壳九糖组成。 

3.4  电泳法 

目前用电泳法分析壳寡糖的报道不多, 采用这种方

法难于实现较大规模的分离纯化, 它仅仅为我们提供了一

条新的思路。例如王亮等[49]用十二烷基硫酸钠-聚丙烯酰胺

凝胶电泳方法分析检测壳寡糖组成, 能够简单、快速、有

效地定性检测壳寡糖。 

4  展  望 

在减少饲料中抗生素以及农业生产中农药用量的大

趋势下, 壳寡糖在农业和饲料中的应用受到国内外学者的

广泛关注, 同时随着各种检测技术的发展, 壳寡糖在食品

中的应用将会越来越广泛, 而适用于不同食品的特定分子

量范围的壳寡糖及壳寡糖加入食品的口感影响及改善问题, 

将会得到进一步的研究, 但在应用的过程中也面临着很多

理论和实际问题, 如何进一步提高壳寡糖分析的准确性和

灵敏度仍是未来壳寡糖研究的热点之一。 
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