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　　摘要：β－葡聚糖对人体具有重要的生理功能，能够降低人体的血清胆固醇和血糖水平。裸燕麦的种子中富含
β－葡聚糖，而β－葡聚糖含量的准确测定是 β－葡聚糖研究开发的主要难点之一，虽然对其含量测定方法的研究较
多，但目前我国还没有测定β－葡聚糖的标准方法。常用的β－葡聚糖含量测定方法有刚果红法、标准酶法、改进酶法
等，为了筛选出最佳测定β－葡聚糖含量的方法，以中等肥力条件下种植的裸燕麦花早２号为研究材料，对刚果红法、
改进酶法的精密度和准确性进行比较分析。在几种常用方法中，改进酶法的准确性较高，成本偏高；刚果红法较准确，

但操作简单，成本低。
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　　β－葡聚糖是禾谷类植物胚乳细胞壁中的一种非淀粉多
糖，其基本结构是由Ｄ－葡萄糖以 β１－４和 β１－３糖苷键连
接而成的线性大分子，其含量在燕麦和大麦中较高［１］。近年

来的研究表明，β－葡聚糖对人体具有有益的生理功能，能够
降低人体的血清胆固醇和血糖水平；由于能够活化巨噬细胞、

嗜中性白血球等，因此β－葡聚糖能够提高白细胞素、细胞分
裂素和特殊抗体的含量，从而全面刺激机体的免疫系统，使得

机体有更多的准备去抵抗微生物引起的疾病；β－葡聚糖还
能使受伤机体的淋巴细胞产生细胞因子的能力迅速恢复正

常，从而有效调节机体的免疫机能；此外，大量试验表明，β－
葡聚糖可以促进体内抗体的产生，从而提高体液的免疫能力。

以上所述的葡聚糖活化细胞会激发宿主的非专一性防御机

制，因此将其应用在肿瘤、感染病和创伤的治疗方面深受瞩

目［２］。经过特殊步骤的萃取，不含内毒素的β－１，３－葡聚糖
已被美国ＦＤＡ认定为一种安全的物质，可以添加在一般食品
中。此外，葡聚糖还具有清除游离基、抗辐射、溶解胆固醇、预

防高脂血症的作用，也能够抵抗滤过性病毒、真菌、细菌等引

起的感染，因此被广泛用于医药、食品、化妆品等行业。

β－葡聚糖含量的准确测定是 β－葡聚糖研究开发的主
要难点之一，虽然目前对其含量测定方法的研究较多，但我国

还没有关于测定β－葡聚糖的标准方法。目前常用的测定方
法有刚果红法［３－４］、国际标准酶法［５］、改进酶法［６－８］等。近年

来，一种较国际标准酶法更准确的方法，即 ＧＥＭ法（ｇｌｕｃａｎ
ｅｎｚｙｍａｔｉｃｍｅｔｈｏｄ）正在受到国外学者的广泛关注和认可［９］。

综合考虑精确度、成本两方面的因素，本研究采用刚果红法和

改进酶法对裸燕麦（ＡｖｅｎａｓａｔｉｖａＬ．）材料进行测定比较，以期
找到理想的β－葡聚糖测定方法。

１　材料与方法

１．１　试验材料
选取花早２号裸燕麦的种子，６０℃烘干４ｈ，备用。

１．２　试验方法
刚果红法：主要参考张娟等的相关操作［３］。在标准曲线

的绘制过程中，先取６组试管，除０号设１支外，其余均设３
支平行管，按表１将浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ的标准 β－葡聚糖溶
液进行稀释。在稀释后的各管中分别加入４．０ｍＬ刚果红溶
液，摇匀，在２０℃条件下作用１０ｍｉｎ，用１．０ｃｍ的比色杯于
５５０ｎｍ波长下测定各组的吸光度，以０号管中的反应液作为
空白对照进行调零。以 β－葡聚糖含量为横坐标、Ｄ５５０ｎｍ为纵
坐标绘制标准曲线。

表１　标准β－葡聚糖溶液的稀释

试管号
标准β－葡聚糖
溶液（ｍＬ）

蒸馏水

（ｍＬ）
稀释后各管中标准

β－葡聚糖含量（μｇ／ｍＬ）

０ ０ ２．０ ０
１ ０．２ １．８ １０
２ ０．４ １．６ ２０
３ ０．６ １．４ ３０
４ ０．８ １．２ ４０
５ １．０ １．０ ５０

　　样品的测定过程：称取２００．０ｍｇ烘干的样品，研碎后放
入２５ｍＬ具塞刻度试管内，用 ０．４ｍＬ５０％乙醇润湿，再加入
１０．０ｍＬ水溶液混匀；在２５℃下放置１６ｈ后将上述溶液充分
转移至５０ｍＬ容量瓶中，用水稀释、定容；以４０００ｒ／ｍｉｎ的速
度离心２０ｍｉｎ并收集上清液；吸取０．１ｍＬβ－葡聚糖样品溶
液，依次加入１．９ｍＬ蒸馏水、４．０ｍＬ刚果红溶液，于２０℃下
反应１０ｍｉｎ，同时将２．０ｍＬ蒸馏水加入４．０ｍＬ刚果红溶液
中，作为空白对照，测定溶液的吸光度，根据标准曲线即可计

算样品中的 β－葡聚糖的含量。相应的公式如下：
样品中β－葡聚糖含量＝Ａ／２×１００％，

式中：Ａ为根据标准曲线计算得到的反应液中 β－葡聚糖
含量。

改进酶法：纤维酶的纯化、葡萄糖氧化酶／过氧化酶
（ＧＯＰＯＤ）试剂的配制主要参考邓万和等的相应操作［６，８］。在
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标准曲线的绘制过程中，先在５支空试管中取１支试管，加入
０．４ｍＬ水作为空白对照，再在其他 ４支试管内分别加入
０．４ｍＬ浓度为１００、２００、３００、４００μｇ／ｍＬ的葡萄糖标准液；分
别向上述各试管内加入０．２ｍＬ乙酸钠缓冲液、０．４ｍＬ琥珀
酸钠缓冲液；再向上述各试管内加入５ｍＬＧＯＰＯＤ显色液，于
４０℃水浴保温 ４０ｍｉｎ，取出并放置于暗处，１０ｍｉｎ后在
５１０ｎｍ处测定吸光度。以 β－葡聚糖含量为横坐标、吸光度
Ｄ５１０ｎｍ为纵坐标绘制标准曲线。

样品的测定过程：称取２００．０ｍｇ烘干的样品，研碎后放
入２５ｍＬ具塞刻度试管内，用０．４ｍＬ５０％乙醇润湿后加入
１０．０ｍＬ水溶液，混匀；在２０℃下放置１６ｈ后转移至５０ｍＬ
容量瓶中，定容；在离心机上以高于４０００ｒ／ｍｉｎ的速度离心，
取上清液；取３支１０ｍＬ的具塞刻度试管，在１号、２号试管
内分别加入０．４ｍＬ样品液，再在１号试管加入０．２ｍＬ纤维
酶液（作样品分析），在２号试管内加入０．２ｍＬ醋酸钠缓冲
液（作为酶空白对照），３号试管则作为样品的空白对照，在其
中分别加入０．４ｍＬ水、０．２ｍＬ纤维酶液；在所有的试管内加
入０．４ｍＬ琥珀酸钠缓冲液（ｐＨ值５．０），盖上塞子、摇匀后置
于４０℃水浴保温３ｈ；在所有试管内加入 ５ｍＬＧＯＰＯＤ显色
液，于４０℃水浴保温４０ｍｉｎ后取出并放置于暗处，１０ｍｉｎ后
于５１０ｎｍ处测定吸光度。样品中 β－葡聚糖含量的测定公
式如下：

样品中β－葡聚糖含量＝Ｃ×５０×２．５×１００×０．９／（２００×
１０００）×１００％＝Ｃ×９／１６０×１００％。
式中：Ｃ为测定的样品吸光度对应的葡聚糖值减去空白对照、
酶空白对照对应的葡聚糖值的差值；２００为样品重量，ｍｇ；０．９
为葡萄糖转化为葡萄糖苷的转换因子（１６２／１８０）。
１．３　β－葡聚糖定量方法准确性的评价
１．３．１　精密度试验　刚果红法：在试管中加入１．０ｍＬβ－葡
聚糖标准溶液，用去离子水补足至２．０ｍＬ；再加入４ｍＬ刚果
红溶液，摇匀，使其在一定条件下充分反应后测定吸光度。重

复５次，计算其相对标准差ＲＳＤ。
改进酶法：取０．４ｍＬ浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ的β－葡聚糖溶

液，依次加入０．２ｍＬ纤维素酶液、０．４ｍＬ琥珀酸钠缓冲液
（ｐＨ值５．０），盖上塞子并摇匀后置于４０℃水浴保温３ｈ；然
后加入５ｍＬＧＯＰＯＤ显色液，在４０℃水浴保温４０ｍｉｎ；取出
并放置于暗处，１０ｍｉｎ后在５１０ｎｍ处测定吸光度。重复 ５
次，计算其相对标准差ＲＳＤ。
１．３．２　准确性试验　刚果红法：分别在 ６个试管中加入
１ｍＬ样品液，再分别准确加入０、０．２、０．４、０．６、０．８、１．０ｍＬ
β－葡聚糖标准溶液，然后分别用去离子水补足至２．０ｍＬ，再
分别加入４ｍＬ刚果红溶液，摇匀。在一定条件下充分反应后
测定吸光度，计算相对标准差ＲＳＤ，并按以下公式计算加样回
收率：

加样回收率＝经测定并计算的标准品加入量
β－葡聚糖标准品的实际加入量

×１００％。

改进酶法：取１支具塞试管，加入２ｍＬ样品液，再依次精
确加入１ｍＬ纤维素酶、２ｍＬ琥珀酸钠缓冲液（ｐＨ值５．０），
盖上塞子并摇匀后置于４０℃水浴中保温３ｈ；在５支试管中
分别加入０．６ｍＬ上述处理液，再分别精确加入０．４ｍＬ浓度
为０、１００、２００、３００、４００μｇ／ｍＬ的葡萄糖标准液，再在所有试

管内分别加入 ５ｍＬＧＯＰＯＤ显色液；在 ４０℃水浴保温
４０ｍｉｎ，取出并放置于暗处，１０ｍｉｎ后于５１０ｎｍ处测定吸光
度。计算相对标准差ＲＳＤ，并按以下公式计算加样回收率：

加样回收率＝经测定并计算的工作标准液加入量
葡萄糖工作标准液的实际加入量

×１００％。

２　结果与分析

２．１　刚果红法
２．１．１　标准曲线的绘制　β－葡聚糖标准溶液的吸光度见表
２。可以计算出此标准曲线的回归方程为：ｙ＝０．００２２ｘ＋
０００６３（ｒ２＝０．９８７５０），回归效果显著。

表２　β－葡聚糖标准液的吸光度

β－葡聚糖含量（μｇ／ｍＬ） Ｄ５５０ｎｍ
０ ０
１０ ０．０３５
２０ ０．０５２
３０ ０．０７１
４０ ０．０９０
５０ ０．１１５

２．１．２　精密度及准确性的评价　刚果红法的精密度试验结
果见表３。对１．０ｍＬβ－葡聚糖标准溶液进行重复性试验，
对该测定方法的精密度进行检测。试验结果表明，刚果红法

的检测重复性好，精密度较高（ＲＳＤ为５．２９１％）。

表３　刚果红法的精密度试验

重复 Ｄ５５０ｎｍ
β－葡聚糖含量的计算值

（μｇ／ｍＬ）

１ ０．１２８ １１０．６３６
２ ０．１１５ ９８．８１８
３ ０．１１４ ９７．９０９
４ ０．１２４ １０７．０００
５ ０．１２３ １０６．０９１

平均值 ０．１２１ １０４．０９１
ＲＳＤ（％） ５．３８７ ５．２９１

　　刚果红法的准确性试验结果见表４。通过加样回收率试
验检测该测定方法的准确度，结果表明其测定准确度较高

（平均加样回收率为 ９９．８９％），完全能够满足一般测定的
需要。

表４　刚果红法的准确性试验

标准β－葡聚糖
含量（μｇ／ｍＬ）

Ｄ５５０ｎｍ
计算得β－葡
聚糖量（μｇ／ｍＬ）

回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

０ ０．０２８ １９．７２７ ０
１０ ０．０５１ ４０．６３６ １０４．５５
２０ ０．０７０ ５７．９０９ ９５．４５
３０ ０．０９５ ８０．６３６ １０１．５２
４０ ０．１１５ ９８．８１８ ９８．８６
５０ ０．１３７ １１８．８１８ ９９．０９
平均值 ９９．８９ ３．３８７

２．２　改进酶法
２．２．１　标准曲线的绘制　根据表５数据绘制葡萄糖标准曲
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线，此标准曲线的回归方程为：ｙ＝０．０００６ｘ＋０．００１８（ｒ２＝
０９９７０），回归效果显著。

表５　葡萄糖标准液的吸光度

葡萄糖含量（μｇ／ｍＬ） Ｄ５１０ｎｍ
０ ０
４０ ０．０２７
８０ ０．０５０
１２０ ０．０６９
１６０ ０．０９５

２．２．２　准确性评价　改进酶法的精密度试验结果见表６。
通过对同一样品的重复性试验，对改进酶法的精密度进行检

测。试验结果表明，改进酶法的检测重复性好，精密度较刚果

红法低（ＲＳＤ为５．０４５％＜５．２９１％）。
表６　改进酶法的精密度试验

重复 Ｄ５１０ｎｍ
β－葡聚糖含量的计算值

（μｇ／ｍＬ）
１ ０．０２４０ ３７．０００
２ ０．０２３０ ３５．３３３
３ ０．０２４０ ３７．０００
４ ０．０２６０ ４０．３３３
５ ０．０２５０ ３８．６６７

平均值 ０．０２４４ ３７．６６７
ＲＳＤ ４．６７２％ ５．０４５％

　　改进酶法的准确性试验结果见表７。通过加样回收率试
验检测该测定方法的准确度，结果表明，改进酶法的测定准确

度较刚果红法高（平均加样回收率为９９．９７％），完全能够满
足一般测定的需要。

表７　改进酶法的准确性试验

标准β－葡聚糖
含量（μｇ／ｍＬ）

Ｄ５１０ｎｍ
计算得β－葡
聚糖量（μｇ／ｍＬ）

回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

０ ０．０５８ ９４．２２２ ９９．９７
４０ ０．０８２ １３３．６６７ ９８．６１
８０ ０．１０６ １７３．６６７ ９９．３１
１２０ ０．１３２ ２１７．０００ １０２．３２
１６０ ０．１５４ ２５３．６６７ ９９．６５
平均 ９９．９７ １．６２４

３　结论与讨论

改进酶法的精密度比刚果红法要低（ＲＳＤ为５．０４５％ ＜

５．２９１％
!

，改进酶法的准确度（加样回收率）比刚果红法要

高（改进酶法的回收率平均值为９９．９７％，大于刚果红法的
９９．８９％）。在本研究中，刚果红法测定的结果偏低，可能是
由于供试样品中β－葡聚糖分子被其他分子包裹，而使其未
能充分溶解，使得显色不足。但刚果红法所需仪器简单，检测

快速便捷，适用于批量多、批次长期、连续测定的工业生产的

需要，且成本较低，极易操作。虽然与标准酶法相比，改进酶

法缩短了测定的时间、减少了试剂的用量、降低了成本，但是

与刚果红法相比，测定时间、价格成本仍然较高，仅适用于对

少量材料的准确测定，对于工业生产中的测定来说，成本仍然

较高。ＧＥＭ方法对国际标准法进行了改进，样品先用氢氧化
物碱性处理，再用ｅｘｏ－１－３－β－Ｄ－ｇｌｕｃａｎａｓｅ（外切型葡聚
糖酶）和β－ｇｌｕｃｏｓｉｄａｓｅ（β－葡萄糖苷酶）２种酶特异地把β－
葡聚糖转化成葡萄糖，再对葡萄糖进行定量测定，由于该法成

本仍然较高，对于工业生产依旧难以大规模施行，因此在要求

准确度较高且材料较少时可以选择改进酶法或ＧＥＭ法，在大
规模工业生产测定β－葡聚糖含量时可以采用刚果红法。
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