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Abstract 
Recently fungi polysaccharides are valuable application substance, which is used in antiviral, an-
tiinflammatory, anticoagulation activity, hypoglycemic and hypolipidemic action. In addition their 
immunoregulation and anticancer activity have been received much concern. So it’s important for 
a rapid and accurate analysis and determination of fungal polysaccharides. Through the study of 
polysaccharide in recent years literature, this paper provides a comprehensive survey on research 
of methods for different fungus polysaccharides. 
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摘  要 

真菌多糖是近些年来应用价值丰富的一类活性物质。不仅具有抗病毒，抗炎，抗凝血，降血糖，降血脂

等生物活性，还因其具有免疫调节，抗肿瘤等活性而备受关注。因此对于真菌多糖快速准确的分析检测

具有重要意义。本文综述了近年来国内外不同类的真菌多糖的含量测定方法，以期对进一步的研究提供

参考。 
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1. 引言 

真菌多糖又名多聚糖，在国际上可被称为“生物反应调节物”，简称“biological response modifiers，
BRM”，自真菌子实体、菌丝体、发酵液分离而得到。一般分为纯多糖和杂多糖两类，纯多糖由 10 个

以上单糖通过糖苷键连接而形成的直链或支链结构，而杂多糖除含有纯多糖成分，还可含有肽链和脂类

成分。目前真菌多糖已成为国内国际众多科学领域研究热点之一，主要研究领域包括分子结构和化学特

征，提取工艺优化，分离纯化技术，食用药用价值以及质量控制等[1] [2] [3]，其中多糖的定量分析技术

是其质量控制的关键。真菌多糖的含量测定方法可大体归纳为三类，其中最常用的为比色法，即间接法，

此外还包括直接法即色谱法，以及容量滴定法。由于含量测定过程中的试剂选择，温度控制，条件优化

等均会对真菌多糖的含量测定结果产生影响，本文就真菌多糖的定量分析方法作以综述。 

2. 比色法 

比色法在真菌多糖定量分析方法中应用最为广泛，是一类利用显色剂与单糖缩合反应而建立的测定

其吸光值的传统方法。具体有苯酚硫酸法[4]，蒽酮硫酸法[5]，地衣酚法[6]，3,5 二硝基水杨酸法(DNS) [7]。
其中，苯酚硫酸法和蒽酮硫酸法直接测定总糖含量，DNS 法不仅可以测定总糖还可测定还原糖含量，而

地衣酚法主要测定戊糖和己糖含量。比色法因其操作简便而被广泛使用，比如常见的真菌多糖如灵芝多

糖的药典所列方法为蒽酮硫酸法，而对于茯苓多糖的含量测定药典未举出具体方法，方东军[8]等采用苯

酚硫酸比色法测定总糖含量，结果准确，重现性好。 

2.1. 苯酚–硫酸法 

苯酚–硫酸法是真菌多糖含量测定的最常见方法，大多以葡萄糖为标准品，它是利用真菌多糖在硫

酸的作用下先水解成单糖，脱水后与苯酚生成橙黄色化合物，于紫外 490 nm 处测定吸光度。吸光值与糖

的浓度成正比，因此可用于糖的定量测定。目前多数国内外文献均采用苯酚–硫酸法对真菌多糖含量进

行测定。文献表明，该方法已应用于食用类多糖如白玉菇多糖，杏鲍菇多糖等的测定，此外，药用类多

糖如甘草多糖[9]，人参多糖[10]，北芪菇多糖[11]等也采用此法进行含量测定。蓝永锋等[12]用此法快速

测定黄芪中多糖的含量，结果证明其重复性强，RSD 为 2.53；稳定性好，在显色反应可维持 4 h 以上，

RSD = 3.3；回收率高，RSD 为 1.78，该法操作简单，试剂便宜，是一种常用的测定多糖含量方法。此外，

苯酚硫酸法可降低蛋白质及麦芽糊精等辅料对含量测定的影响，是一种使用性广的的测定方法。 
为提高该法的可应用性，齐素芬等[13]对花椒叶多糖的实验条件包括标准单糖和工作波长，加样次序，

显色时间，浓硫酸添加量，苯酚添加量，显色温度进行筛选，确定最佳吸光度值。最终建立一种 5%苯酚添

加量，3.5 ml 浓硫酸量，30℃条件下，显色时间维持在 25 min 的灵敏，特异，精确度高的含量测定新方法。 
另外，针对苯酚易氧化生成有色物质这一副反应，实验中应避光或操作迅速。Albalasmeh 等[14]还通
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过将其法改良为硫酸–紫外法而避免苯溶剂对眼，皮肤，呼吸系统，神经系统的威胁，但该法只适于纯

多糖类水溶液测定，本身有紫外吸收的糖类也避免该法的应用。 

2.2. 蒽酮–硫酸法 

蒽酮–硫酸法利用糖在浓硫酸的作用下，可经脱水反应生成糠醛或羟甲基糠醛后与蒽酮反应生成蓝

绿色衍生物，于紫外 620~625 nm 处测定吸光度，吸光值与多糖含量成线性，故可用于糖的定量测定。它

是除苯酚–硫酸外较为常用的一种测定总糖量的方法。该法可囊括所有碳水化合物的测定，此外寡糖和

多糖，包括淀粉纤维素等均可用此法进行含量测定。郭晓蕾等[15]通过比较苯酚–硫酸和蒽酮–硫酸对灵

芝多糖的含量测定，证明硫酸蒽酮法吸光值高，线性范围宽，作为优选方法。不仅如此，为避免苯酚污

染等因素，刘洁等[16]采用硫酸蒽酮法测定香菇多糖含量，借鉴药典中灵芝多糖含量测定法，选 95%乙

醇作为实验试剂，所得数据精密度高，稳定性好。 
该法适用范围广，可在强酸强碱性条件测定，但其所用蒽酮试剂稳定性差且不易溶于水，需现用现

配，且此法受蛋白质干扰，存在加热后最大吸收峰偏移的缺点，测定前应考察是否进行前处理。杨瑞瑞

等[17]改良了硫酸–蒽酮法中的硫酸浓度，加热条件，反应时间，并选用 98%硫酸溶液完全溶解蒽酮，

确定了优化条件并使反应系统自行升温，使得灵芝多糖含量简易可行结果准确。 

2.3. 地衣酚法 

地衣酚法是指多糖与浓盐酸反应生成糠醛后与地衣酚试剂反应生成有色物质，该物质在 670 nm 处有

最大的吸光值，利用标准曲线可以根据吸光度计算出戊糖的含量。该法对戊糖专一性强，但己糖，DNA
和 RNA 也能发生相似颜色变化而测定含量。其反应条件易于控制，且灵敏度高，但试剂昂贵。 

周纪东等[6]采用地衣酚–盐酸法测定黄花菜多糖含量时，证明以不同单糖作对照品时，所得多糖含

量均不同。针对糠醛缩合显色法测定多糖，王建壮等[18]证实了样品前处理的重要性，即醇沉的次数决定

低分子单糖和低聚糖以及苷类的洗脱程度，通过考察酸用量和浓度等，确定合适反应条件，该法重现性

好，精密度回收率高。 

2.4. 3,5-二硝基水杨酸法 

多糖可用酸水解法使其降解成有还原性的单糖，DNS 试剂与还原糖共热产生棕褐色化合物，特定波

长处有最大吸收值，根据吸光度与多糖含量的线性关联可计算其含量值。作为紫外分光光度法测定多糖

方法中的一类，3,5-二硝基水杨酸法的应用虽没有苯酚–硫酸法和蒽酮–硫酸法范围广，但它消除了硫酸

的腐蚀性，具有试剂稳定，操作简便，安全性好，费用低，易普及等特点。该法通过测定总糖和单糖准

确计算多糖含量，完善了苯酚硫酸和蒽酮硫酸法对于总糖测定而不能准确表达多糖含量的缺陷。就实验

中反应温度和 DNS 显色时间对含量测定的影响，林志銮等[19]和韦练等[20]分别证实沸水浴下显色 5min
作为优化条件，准确性高精密度良好。 

3. 色谱法 

色谱法也为直接法，借助相应仪器设备直接测定多糖本身，例如高效液相色谱法、气相色谱法等。

其方法快速、准确，但更多用于测定多糖结构中单糖种类及其含量。 

3.1. 高效液相色谱法 

高效液相色谱法以高压输送流动相，采用高效固定相及高灵敏度检测器进行多糖定量分析。随着分

析检测技术的发展，由最初的示差检测器到柱前衍生化 HPLC 法为目前检测多糖中单糖组成常用方法。
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除常用检测器外，卞振华[21]应用 HPLC-ELSD(高效液相色谱蒸发光散射检测器)分离测定桔梗多糖，结

合超滤技术以测得不同分子量范围多糖含量，证明多糖集中在 70K 和 100K 范围内。衍生化 HPLC 利用

衍生化试剂如吡唑啉酮等处理多糖，克服了示差检测器低灵敏度、易受流速、压力和组分改变的缺陷，

高效准确的测定中性还原单糖含量及组成。HPLC 法中常用衍生化试剂为 PMP。 
Li 等[22]采用以 PMP 为衍生化试剂的柱前衍生化 HPLC 法定量当归多糖成分，由于当归多糖的低电

离效率，所以不采用 HPLC-MS 法。该法在 HPLC 基础上采用四氢呋喃进行洗脱，完成了当归多糖中单

糖组分糖醛酸、氨基酸、中性糖首次同步测定分析过程，结果准确，回收率高，精密度好。Yuan 等[23]
进行石斛多糖含量测定时采用 PMP 为衍生化试剂，增加分析物疏水性，延长了保留时间，并通过严格控

制衍生化时间而得到峰面积最大值，该法成功应用于石斛多糖的单糖组分定量测定。 
另外，为简化衍生化步骤，马耀宏等[24]在前处理时直接将粗糖样品水解中和液作为待衍生化样品，

代替了硫酸水解液进行样品中和处理后，冷冻干燥最终得多糖水解产物。简化实验过程，大大缩短试验

时间，其结果准确性并未受影响。 

3.2. 气相色谱法 

气相色谱法是利用要分离的诸组分在流动相和固定相两相间的分配不同使两相得以分离进行含量测

定。通常可连接氢火焰离子检测器(FID)，但更为常用的是 GC-MS 法。以单糖保留时间和质谱信号双重

定性，可获得单糖连接方式和类型等多种结构信息，使结果更为可靠。但气相色谱法要求样品具有挥发

性，由于糖类本身无挥发性，即采用衍生化的方式将其转化为易挥发，热稳定性衍生物。通常衍生化方

法为硅烷化、乙酰化、糖腈乙酸酯衍生等，而衍生物制备过程中会产生异构体，影响多糖的定性和定量。

为避免色谱图上出现干扰峰，张平等[25]进行莼菜多糖硅烷化衍生时，采用了先将糖还原为糖醇再衍生为

乙酸酯的方法，使得每种单糖均可得到单峰，定量结果准确。武翠玲等[26]则采用制备成糖腈乙酸酯衍生

物的方式直接消除单糖的异构峰以定量马勃多糖组分。 
高庚申等[27]比较了5种毛细管柱和3种衍生化方法证明糖腈乙酰化更适合单糖气相色谱法定量分析，

谭亮等[28]在测定旱芹多糖时证明了糖腈乙酯操作简便，周期短。此外，经查阅文献可知，乙酰化和糖腈

乙酸酯衍生仅对中性糖直接测定，梁军等[29]采用三甲基硅醚化衍生可直接对中麻黄根多糖的中性糖和酸

性糖进行定性定量分析。 
在实验条件对 GC 法影响中，水解条件[26] [28]对单糖组成测定有较大影响。高温条件会影响试剂含

量，单糖脱水等造成杂峰增多的现象，低温时不易完全水解，使得测定结果不准确。 

3.3. 高效凝胶渗透色谱法(HPGPC) 

近来高效凝胶渗透色谱法(HPGPC)是一种快速准确定性定量真菌多糖的方法，以对复杂结构和高分

子量的真菌多糖分析[30]。高效凝胶色谱法是液相色谱的一种，利用多糖通过一根装填有凝胶的柱子，按

分子大小进行分离从而对多糖成分定性定量的一种方法。该法可对大分子量和复杂结构多糖进行定性定

量分析。刘芹等[31]应用凝胶排斥色谱柱定量测定银耳多糖，线性良好，同时优化流动相成分，提高柱温，

较大的消除了误差。该法重现性好，准确度高，具有一定专属性。 

4. 滴定法 

滴定法是利用化学试剂与多糖相互反应，根据消耗试剂的量来确定多糖含量，但准确度不高。该方

法是早期测定多糖的常用方法，最常用的是费林滴定法。顾华杰等[32]分别比较苯酚–硫酸法、蒽酮–硫

酸法、DNS和费林滴定法对灰树花多糖含量测定值有无差异，费林滴定法所得回收率93%，RSD = 4.498%， 
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Table 1. Comparison of methods for determination of fungus polysaccharides 
表 1. 真菌多糖含量测定方法的比较 

 优点 缺点 

比色法 

苯酚–硫酸法 简便快捷，不受蛋白质干扰 酸浓度和苯酚用量影响测定，水解条件苛刻。 

蒽酮–硫酸法 可测定所有碳水化合物，包括寡糖和多糖 受蛋白质干扰 

地衣酚法 反应条件易控制，线性关系良好准确 试剂昂贵 

3,5-二硝基水杨酸法 可排除单糖干扰，准确性较好 对反应温度，显色时间要求高且不易操作 

色谱法 

高效液相色谱法 高效准确测定中性还原糖含量及组成 多需要衍生化法测定 

气相色谱法 高效准确的测定单糖含量及组成 要求样品具有挥发性且多需要衍生化方法测定 

高效凝胶渗透色谱法 复杂结构和高分子量的真菌多糖分析 对色谱柱有吸附作用，需调节流动相柱温等条件消除误差 

滴定法 滴定法 适应性强，简洁快速 准确度不高 

 
证明回收率好，但重现性差。但李宏高[33]根据南瓜多糖可在酸或酶作用下完全水解，并用碱性酒石酸铜

滴定计算含量的特点，证明该法是一种适应性强，满足生产实际准确而快捷测定的一种方法。 

5. 小结 

综上所述，苯酚–硫酸比色法方法简便，且不受蛋白质干扰，但所用酸浓度高，浓硫酸和苯酚用量

也影响含量测定，水解条件的控制也较为苛刻，时间和温度若控制不好易造成较大偏差[18] [34]。硫酸–

蒽酮法几乎可以测定所有碳水化合物，包括寡糖和多糖，但该法受蛋白质干扰，完善前处理及条件的优

化可以使测定结果更加精密准确[17] [35]。地衣酚法线性关系良好、准确，反应条件易控制，且反应灵敏

度高，但试剂昂贵[36]。3,5 一二硝基水杨酸比色法能够排除单糖的干扰，准确性较好，但是对反应温度，

显色时间的控制要求很高，不易操作[20] [37]。色谱法测定方法准确，有效成分清晰，多用于多糖结构中

单糖种类及其含量的测定，但该法需昂贵的仪器、多糖纯品以及需要衍生化等，操作步骤繁琐，在应用

中受到限制[22] [25]。以上各种方法均有其优缺点，已绘制如表 1 所示。在实践工作中应根据实际情况，

选择适合的方法。而多糖类成分的含量测定至今大多采用 Dubois 等提出的苯酚–硫酸比色法。 

6. 展望 

真菌多糖由于其在食用和药用上的突出价值，受到人们的普遍关注。有效地测定真菌多糖含量无疑

是其应用于各研究领域的基础，目前随着分析检测技术不断的发展，定量检测的灵敏度、易操作性、准

确性要求越来越深入化。因此实验的预处理，比色法中影响吸光度的实验条件，色谱法中各检测器评价

体系均是影响真菌多糖定量分析的因素，优化各方面影响因素，以期成为最佳真菌多糖含量测定方法。 
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