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离子色谱法检测食品中壳寡糖含量的研究 

刘玉峰 1*, 徐佳佳 1, 王宗继 2, 李进国 2, 崔亚娟 1, 李全霞 1, 李  东 1 

(1. 北京市营养源研究所, 北京市系统营养工程技术研究中心, 北京  100069;  

2. 山东卫康生物医药科技有限公司, 临沂  276017) 

摘  要: 目的  建立一种食品中壳寡糖含量的离子色谱检测方法。方法  样品经盐酸溶液水解后, 氢氧化钠溶

液中和至中性, 过反相固相萃取柱净化。采用水(A)、200 mmol/L氢氧化钠(B)和150 mmol/L氢氧化钠-500 mmol/L

乙酸钠(C)作为流动相进行梯度洗脱, 脉冲安培检测器定量测定。结果  确定壳寡糖水解最佳条件为水解温度

为 110 ℃, 盐酸溶液浓度为 8mol/L, 水解时间为 4 h, 回收率在 87.72%~103.37%, 平均回收率为 95.58%, 相对

标准偏差为 5.80%, 方法定量限为 0.1 g/100 g。结论  该方法快速、准确、灵敏, 适用于食品中壳寡糖含量的

测定。 
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Determination of chitosan oligosaccharide in foods by ion chromatography 

LIU Yu-Feng1, XU Jia-Jia1, WANG Zong-Ji2, LI Jin-Guo2, CUI Ya-Juan1, LI Quan-Xia1, LI Dong1 

(1. Beijing Institute of Nutrition Resources, Beijing System Nutrition Engineering and Technology Research Center, 
 Beijing 100069, China; 2. Shandong Weikang Bio-medical Technologies Co., Ltd., Linyi 276017, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of chitosan oligosaccharide in foods by ion 

chromatography. Methods  Samples were hydrolyzed with muriatic acid and neutralized with sodium hydroxide 

solution, then purified with reversed phase solid phase extraction column. The water(A), 200 mmol/L sodium 

hydroxide solution (B) and 150 mmol/L sodium hydroxide solution-500 mmol/L sodium acetate solution (C) were 

used as mobile phases for gradient elution, and pulsed amperometric detector was used for quantitative determination. 

Results  The best conditions of hydrolyzing chitosan oligosaccharide were as follows: hydrolysis temperature was 

110 ℃, muriatic acid was 8 mol/L, and hydrolysis time was 4 h. The recoveries were ranged from 87.72% to 

103.37%, the average recovery was 95.58%. The relative standard deviation (RSD) was 5.80%, and the limit of 

quantitation (LOQ) was 0.1 g/100 g. Conclusion  This method is fast, accurate and sensitive, which is suitable for 

the determination of chitosan oligosaccharide in food samples. 
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1  引  言 

壳寡糖, 又称寡聚氨基葡糖、甲壳低聚糖, 是指 2~10

个氨基葡萄糖以 β-1,4-糖苷键连接而成的低聚壳聚糖。壳

寡糖是甲壳素、壳聚糖系列产品的高级产品, 具备水溶性

好、生物活性高、功能作用大、应用领域广、易被人体吸

收等突出特点, 在国外素有人体第六大生命要素、软黄金

之美誉[13]。科学研究证明, 壳寡糖具有抑制病毒、细菌、

真菌的作用, 能降血脂、降血糖、降血压, 调节免疫、pH

值和内分泌, 能够抑制癌细胞生长和转移, 增强肝脏机能
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和肠道有益菌[47], 还具有排除多余有害胆固醇和氯离子、

重金属有害离子、体内毒素和多余脂肪的功能[8,9]。壳寡糖

作为新世纪前瞻性生物技术产品, 在医药、功能性食品、

日化、农业等领域具备广泛的应用前景。 

近年来, 壳寡糖的功能研究取得了长足的进步, 同时

也对壳寡糖含量的分析测定提出了挑战。目前对于食品中

壳寡糖的含量测定还没有国家标准检测方法, 查阅国内外

文献, 用于壳寡糖含量测定的方法主要有离子色谱法[10,11]、

高效液相色谱法[12]、毛细管电泳紫外检测法[13]、比色法、

分光光度法、薄层色谱法、高效液相色谱-质谱联用法[14,15]。

离子色谱法是报道的检测糖类最好的方法[16], 具有快速、

精密度高、重复性好的特点。本研究结合传统的酸水解法

和现代高灵敏度仪器测定含量法, 拟通过酸水解法降解壳

寡糖为氨基葡萄糖, 采用高效离子色谱法测定氨基葡萄糖

浓度, 折算成壳寡糖的含量, 以期为监管政策的落实和实

施提供必要的技术支持和有力保障。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

ICS-3000 离子色谱仪 ( 美国 Thermofiener 公司 ); 

DHG-9140A 电热恒温鼓风干燥箱(上海齐欣科学仪器有限

公司); ME235s 电子天平(精度 0.1 mg, 德国赛多利斯公司)。 

盐酸氨基葡萄糖对照品(纯度 99.0%, 中国食品药品

检定研究院); 50%氢氧化钠溶液、乙酸钠(色谱纯, 美国

Sigma 公司); 盐酸(分析纯, 国药集团试剂有限公司); 甲

醇(色谱纯, 美国 Fisher 公司); ON GUARD ⅡRP 柱(3cc, 美

国 Thermofiener 公司); 0.45 μm 水系滤膜(天津津滕公司); 

实验室用水为 Aquaplore 2C 超纯水。 

 样品来源: 山东卫康生物医药科技有限公司提供。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 

氨基葡萄糖标准溶液配制: 准确称取 25 mg 的盐酸氨

基葡萄糖对照品到 25 mL 的容量瓶中, 用超纯水配成浓度

约为 1000 mg/L 标准贮备液, 4 ℃保存。 

6 mol/L 盐酸溶液: 取盐酸(12 mol/L)40 mL, 缓慢注

入蒸馏水中, 稀释至 80 mL, 混匀。 

8 mol/L 盐酸溶液: 取盐酸(12 mol/L)40 mL, 缓慢注

入蒸馏水中, 稀释至 60 mL, 混匀。 

9.6 mol/L 盐酸溶液: 取盐酸(12 mol/L)40 mL, 缓慢注

入蒸馏水中, 稀释至 50 mL, 混匀。 

9 mol/L 硫酸溶液: 取硫酸(18 mol/L)40 mL, 缓慢注

入蒸馏水中, 稀释至 80 mL, 混匀。 

2.2.2  样品处理 

①采样和试样制备 

抽取有代表性的样品, 用四分法缩减取 200 g, 粉碎

后过 0.4 mm 孔径的分析筛, 混匀, 装入自封袋中, 备用。 

②提取 

称取 0.1~1.0 g(精确至 0.01 g)粉碎的样品于 50 mL 具

塞比色管中, 准确加入不同浓度的盐酸溶液 分别在 100、

110、120 ℃、高温水解后用氢氧化钠溶液中和至中性, 过

滤后得上清液, 备用。 

③净化 

ON GUARD ⅡRP 柱依次用 10 mL 甲醇和 15 mL 水活

化。取上清液依次通过 0.45 μm 水相滤膜和净化柱, 弃去

前面 3 倍柱体积洗脱液, 收集后面的洗脱液待测。 

2.2.3  实验方法 

(1) 单因素实验 

选取水解时间、水解温度、酸浓度这 3 个因素进行了

优化。水解时间选取 2、3、4、5、24 h 进行比较。水解温

度选取 100、110、120 ℃进行比较。酸浓度选取 6、8、9.6 mol/L

进行比较。 

(2) 方法的线性回归方程及定量限 

逐级稀释标准工作液, 按照所建立的方法测定其响

应值, 以目标物质量浓度为横坐标, 峰面积为纵坐标, 绘

制标准曲线, 得到线性回归方程(见图 1)。 

以信噪比为 10(S/N=10)计算定量限为 0.1 g/100 g。 

 
 

 
 

图 1  线性回归方程 

Fig.1  Equation of linear regression 
 

(3) 精密度及回收率实验 

精密度实验: 称取一定量的样品, 按照前处理方法进

行提取并上机测定。 

回收率实验: 精密称取适量阴性样品, 分别加入不同

量的壳寡糖, 按照样品前处理方法进行提取并上机测定。 

2.2.4  离子色谱条件 

赛默飞 DIONEX CarboPacTM PA1 色谱柱(4.0 mm× 

250 mm, 10 µm), 流动相: A 为去离子水、B 为 200 mmol/L

氢氧化钠溶液、C 为 150 mmol/L 氢氧化钠和 500 mmol/L

乙酸钠混合溶液; 梯度洗脱条件: 0~1 5min, A:B:C=90:10:0; 

15.1~25 min, A:B:C=0:0:100; 25.1~35 min, A:B:C=0:100:0; 
35.1~45 min, A:B:C=90:10:0; 流速:1.0 mL/min, 进样体积: 
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25 μL, 柱温: 30 ℃。 

3  结果与分析 

3.1  不同酸水解比较研究 

本研究选用盐酸和硫酸作为酸水解溶液, 从而确定

一种适合水解壳寡糖的酸。实验前期采用 9 mol/L 硫酸溶

液和 8 mol/L 盐酸进行水解, 在加硫酸的过程以及水解后

的中和过程一定要在冰水浴中, 否则放出的大量热量会使

硫酸破坏糖的结构或是造成糖的焦化, 对后面的测定造成

干扰。本研究试图选择一种较为缓和的水解环境, 因此确

定选择盐酸作为水解溶液。 

3.1.1  盐酸水解条件的研究 

盐酸水解壳寡糖的过程主要受到 3 个因素的影响: 水

解时间、水解温度、酸浓度, 本研究对这 3 个因素进行了

优化。 

3.1.2  水解时间的影响 

盐酸溶液为 6 mol/L, 水解温度分别为 100、110、

120 ℃比较水解时间的影响, 结果如下:  

 
 

 
 

图 2  100 ℃时不同水解时间壳寡糖含量(n=3) 

Fig.2  The contents of chitosan oligosaccharide at 100 ℃ under 
different hydrolysis time (n=3) 

 
 

 
 

图 3  110 ℃时不同水解时间壳寡糖含量(n=3) 

Fig.3  The contents of chitosan oligosaccharide at 110 ℃ under 
different hydrolysis time (n=3) 

 
 

图 4  120 ℃时不同水解时间壳寡糖含量(n=3) 

Fig.4  The contents of chitosan oligosaccharide at 120 ℃ under 
different hydrolysis time (n=3) 

 
从图 2~4 可以看出, 6 mol/L 的盐酸溶液在 100 ℃水解

壳寡糖, 在 28 h 内其含量一直处于增加趋势。在 110 ℃水

解壳寡糖, 在 3~7 h 内其含量一直处于增加趋势, 7~16 h 内

基本保持不变, 16 h 之后开始出现下降趋势。在 120 ℃水

解壳寡糖, 在 2~4 h 内其含量一直处于增加趋势, 4 h 之后

开始出现下降趋势。 

综上所述, 实验表明, 壳寡糖会随着水解时间的增加

而增大, 但是当水解时间太长也会造成单糖的破坏, 使得

含量降低。 

3.1.3  水解温度的影响 

实验选用了 3 个样品, 采用 6 mol/L 盐酸溶液对壳寡

糖分别水解 3、4、5 h 不同水解温度结果如下:  

由表 1 可知, 温度从 100 ℃到 120 ℃, 随着温度的升

高, 样品收率一直在提高。要达到较为完全的水解, 需要

较长的时间, 考虑日常检测工作的时效性, 我们试图提高

盐酸溶液浓度以减少水解时间, 提高工作效率。 

3.1.4  盐酸浓度的影响 

实验选用了 3 个样品, 分别采用 4、6、8、9.6 mol/L

的盐酸溶液在 100 ℃下对壳寡糖进行水解 4 h, 结果如图 5

所示。 

从上图可以看出, 在 100 ℃水解壳寡糖时, 盐酸浓度

为 8 mol/L 时, 样品含量最高, 当盐酸浓度达到 9.6 mol/L

时, 回收率开始降低, 说明盐酸浓度太高会破坏单糖。 

通过对水解温度、水解时间和盐酸浓度的研究表明, 

水解时间太长、盐酸浓度太高都会造成单糖的破坏, 导致

含量测定值得降低, 水解温度仅考察了 100、110、120 ℃ 3

个温度, 在 6 mol/L盐酸溶液环境下水解, 还没有出现下降

趋势, 考虑到实验安全因素, 没有继续考察高温度对水解

的影响。但是, 在实验过程中, 我们观察到当水解温度达

到 120 ℃时, 使用普通具塞试管会出现盐酸挥发的情况, 

应该使用密封性很好的水解管, 考虑到实验的安全性, 本

研究初步确定采用水解温度 100 ℃和 110 ℃, 提高盐酸浓

度, 考察水解效率。 
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表 1  不同水解温度壳寡糖含量 

                     Table 1  The contents of chitosan oligosaccharide under different hydrolysis temperatures           单位: % 

样品 
3 h 4 h 5 h 

100 ℃ 110 ℃ 120 ℃ 100 ℃ 110 ℃ 120 ℃ 100 ℃ 110 ℃ 120 ℃ 

壳寡糖原料 47.3 76.3 79.4 54.8 77.9 84.1 64.9 80.7 81.6 

速溶低聚肽胶原蛋白粉 1.29 1.88 2.25 1.52 1.96 2.34 1.79 2.06 2.34 

活能海洋鱼胶原肽 2.22 3.37 3.95 2.61 3.47 4.17 2.97 3.72 4.15 

 

 
 

图 5 不同盐酸浓度壳寡糖含量(n=3) 

Fig.5  The contents of chitosan oligosaccharide under different 
concentrations of muriatic acid (n=3) 

 

研究表明, 100 ℃时 8 mol/L 盐酸溶液水解效率最高, 

本实验考察了在此前提下, 不同水解时间对回收率的趋势, 

实验结果如下: 
 

 

 
 

图 6  8 mol/L 盐酸溶液 100 ℃水解结果(n=3) 

Fig.6  The contents of chitosan oligosaccharide at 100 ℃ with 8 
mol/L muriatic acid (n=3) 

 

从图 6 可以看出, 8 mol/L 盐酸溶液 100 ℃水解壳寡糖

样品, 水解时间达到 6 h 时, 水解效率达到最高值, 本实验

试图通过提高水解温度以减少水解时间, 提高工作效率。   

实验选用了 3 个样品, 采用 8 mol/L 的盐酸溶液对壳

寡糖进行水解, 水解温度为 110℃, 结果如下:  

从图 7 可以看出, 采用 8 mol/L 盐酸溶液 110 ℃水解

壳寡糖时, 4 h 达到最大水解效率, 能够满足实验室常规检

测, 且回收率也在可接受范围内。因此本研究最终确定水

解条件为 8 mol/L 盐酸溶液 110 ℃水解 4 h。 

 
 

图 7   8 mol/L 盐酸溶液 110 ℃水解结果(n=3) 

Fig.7  The contents of chitosan oligosaccharide at 110 ℃ with 8 
mol/L muriatic acid (n=3) 

 

3.2  精密度及回收率实验 

3.2.1  精密度实验 

样品中氨基葡萄糖含量分别为 2.45%、2.39%、2.52%、

2.49%、2.44%、2.56%, 相对标准偏差为 2.46%, 可见方法

精密度较好。 

3.2.2  回收率实验 

精密称取适量阴性样品, 分别加入不同量的壳寡糖, 

按照样品前处理方法进行提取并上机测定, 结果见表 2。 

 
表 2  回收率实验结果 

Table 2  The result of recovery 

称样量
/g 

加标量
/mg 

测定值
/mg 

回收率 
/% 

平均 

回收率/% 
RSD  
/% 

0.4845 0.8080 0.8352 103.37 

95.58 5.80 

0.4751 0.8080 0.8266 102.30 

0.5037 0.8080 0.8133 100.66 

0.4888 1.6160 1.5475 95.76 

0.4251 1.6160 1.5532 96.11 

0.5231 1.6160 1.4876 92.05 

0.4875 2.4240 2.2142 91.34 

0.5012 2.4240 2.2033 90.90 

0.4889 2.4240 2.1264 87.72 
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3 水平加标氨基葡萄糖的回收率在 87.72%~103.37%, 

平均加标回收率为 95.58%, RSD 为 5.80%。可见方法的准

确度较好。 

4  结  论 

随着各种分析技术在壳寡糖的分析测定中的应用以

及各种检测技术的不断进步, 进一步提高分析的准确性和

灵敏度仍是重要的研究课题。本研究采用 110 ℃ 8mol/L 盐

酸溶液水解壳寡糖时, 4 h 达到最大水解效率, 能够满足实

验室常规检测, 且回收率也在可接受范围内。因此本研究

最终确定水解条件为 110 ℃ 8 mol/L 盐酸溶液水解 4 h。且

该方法快速、准确、灵敏, 适合测定食品中壳寡糖的含量。 
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