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寡糖分离纯化和鉴定方法的研究进展1 
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摘  要：寡糖作为近年来备受关注的中药活性成分之一，具有广泛的药理活性和开发应用前景。寡糖种类多样、组成复杂，

存在多种异构体，分离纯化和结构鉴定存在较大难度。采用文献分析法，系统梳理了近 20 年有关寡糖研究的相关文献，归

纳了寡糖分离纯化的主要方法，包括色谱法（凝胶色谱法、离子交换色谱法、反相高效液相色谱法、活性炭色谱法、石墨化

碳色谱法、亲水作用色谱法）、毛细管电泳法、膜分离技术等，以及寡糖结构鉴定的主要方法，包括紫外光谱法、红外光谱

法、核磁共振波谱法、质谱法、色谱法、色谱-质谱联用技术等，并分析了这些方法的适用范围和发展趋势。 
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Abstract: Oligosaccharides, as one of the active ingredients of traditional Chinese medicine that has attracted much attention in recent years, 

have a wide range of pharmacological activities and development and application prospects. Oligosaccharides are diverse and complex in 

composition, with many isomers, which are difficult to isolate, purify and identify. This review used literature analysis to systematically sort 

out the relevant literature on oligosaccharides in the past 20 years. This paper summarized the main methods for the isolation and purification 

of oligosaccharides, including chromatographies (gel chromatography, ion exchange chromatography, reversed-phase liquid 

chromatography, activated carbon chromatography, graphitized carbon chromatography, hydrophilic interaction chromatography), capillary 

electrophoresis and membrane separation technology, and the main methods for the identification of oligosaccharides, including ultraviolet 

spectroscopy, infrared spectroscopy, nuclear magnetic resonance spectroscopy, mass spectrometry, chromatography and chromatography-

mass spectrometry technology. The application range and development trend of these methods were analyzed. 
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寡糖又称低聚糖，是 2～10 个单糖分子通过

糖苷键结合而成的直链或支链聚合物。寡糖具有

多种药理活性，如抗肿瘤[1]、抗病毒[2]、抗菌[3]、

抗抑郁[4]、调节免疫[5]、增强造血功能[6]等。目前
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寡糖的主要获取方式有直接提取、多糖降解、化

学合成等[7]。前 2 种寡糖获取方法较为常用，得到

的产物为寡糖混合物。寡糖混合物组成复杂、结

构不明，不利于后续研究，需对其进行分离纯化，
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获得组分单一的寡糖纯品并对其进行结构鉴定，

最终获得结构明确、组分单一的寡糖样品，为寡

糖的深入研究与开发利用打下良好基础。常用的

寡糖分离纯化包括色谱法、毛细管电泳法、膜分

离技术等，其中色谱法较为常用，并在填料上不

断推陈出新，实现更加高效的寡糖分离纯化。寡

糖结构鉴定的主要方法包括紫外光谱法、红外光

谱法、核磁共振波谱法（nuclear magnetic resonance 

spectroscopy，NMR）、质谱法、色谱法、色谱-质

谱联用技术等，其中核磁共振波谱法、质谱法较

为常用，敞开式离子化质谱（ambient ionization 

mass spectrometry，AIMS）作为新型质谱技术，可

实现常压下对寡糖样品快速检测分析，色谱-质谱

联用技术实现了寡糖分离纯化鉴定的连续操作，

为寡糖的结构解析提供更多的可靠信息。 

随着大数据时代的来临，基于大数据统计的引

文分析方法可利用数学和逻辑方法，对科学期刊、

论文、著作等各种分析对象的引证与被引证现象进

行分析，揭示其中的数量特征和内在规律，降低文

献检索的难度，扩大检索范围，提高文献分析的速

度和科学性，可更加普适简便、客观严谨、全面直

观地反映某一研究领域的进展，弥补了人工文献检

索的不足。在众多引文分析软件中，由科学引文索

引创始人 Grafield 开发的 HistCite 软件因操作简单、

结果直观受到众多研究者的重视。基于 HistCite 的

引文分析可以按年份生成引证关系图，有助于研究

者发现文献间的相关性和重要文献，了解研究的发

展轨迹，具有较高的应用价值。该方法有利于总结

分析寡糖分离纯化鉴定的研究进展，挖掘相关研究

的知识关联和发展趋势。 

因此，本文简要分析了 20 年间寡糖分离纯化

的文献发表趋势，并依托文献索引分析软件

Histcite 对寡糖的分离纯化鉴定方法进行分析，梳

理寡糖分离纯化与结构鉴定相关的重要节点文献，

基于高被引、高价值文献研究总结寡糖分离纯化鉴

定的经典方法和创新之处，追踪寡糖提取分离纯化

鉴定的的难点和热点问题，归纳总结了寡糖分离纯

化鉴定相关方法，为含寡糖类成分中药的研究开发

提供科学参考。 

1  文献分析 

1.1  数据来源和分析方法 

基于 Web of Science 数据库、Elsevier SD 数据

库和 PubMed 数据库，分别以“oligosaccharide”

“ extraction ”“ isolation ”和“ oligosaccharide ”

“characterization”为 2 组主题词，系统检索了 2002—

2022 年的文献，整理出 2002—2022 年寡糖分离、

鉴定相关的文献，分析文献发表量的年份发展趋势。

随后采用 Histcite 软件进行文献索引分析，选择 50

个结点数量自动筛选文献，并按时间顺序排列，绘

制引证关系图，分析寡糖分离纯化鉴定的方法、发

展趋势及文献间的引证关系等信息。 

1.2  分析结果 

2002—2022年文献发表量的发展趋势如图 1所

示，2002—2003 年属于寡糖分离纯化鉴定的起步阶

段，相关研究文献数量较少；2003—2004 年发文量

大幅度上升，证明寡糖分离纯化和鉴定的研究取得

一定突破；2004—2021 年寡糖分离纯化和鉴定方面

的发文量稳步上升，并分别在 2012、2015 年达到小

高峰，证明在这一时间内寡糖的相关研究稳步发展；

2020 年达到发文量的最高峰后，相关研究的发文量

逐渐回落，表明寡糖分离纯化和鉴定的相关研究再

次趋于稳定。 

 

图 1  基于 3 个数据库的 2002—2022 年寡糖分离纯化鉴定

相关文献发表量的发展趋势 

Fig. 1  Development trend of literature publication on 

isolation, purification and identification of oligosaccharides 

from 2002 to 2020 based on three databases 

利用 Histcite 软件对数据库的文献检索结果进

行分析，相关文献发表量及总被引情况见图 2，引

证关系如图 3 所示。引证关系图可以直观展示重要

文献之间的引用网络关系，图 3 中箭头指向被引文

献，结点大小与其总被引频次（total local citation 

score，TLCS）相对应，TLCS 越高，结点越大，说

明该文献被同主题其他文献引用的次数越高。 

这些高被引文献中，图 3 中 2004 年发表的引

证文献 101[8]和 140[9]为寡糖相关研究的经典之作， 
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图 2  基于 Web of Science 数据库的 2002—2022 年寡糖分离纯化鉴定相关文献数量及总被引频次 

Fig. 2  Number of related literatures and total local citation score of isolation, purification and identification of oligosaccharide 

from 2002 to 2020 based on Web of Science 

 

图 3  引证关系图 

Fig. 3  Citation diagram

分别研究了正相纳米液相色谱-质谱对寡糖混合物

的分离鉴定和基质辅助激光解吸飞行时间串联质

谱 （ matrix-assistedlaserdesorption/ionization-time-

of-flight-time-of- flight mass spectrometry，MALDI-

TOF-TOF MS）在 N-连接聚糖片段鉴定中的应用，

液质串联质谱及 MALDI 串联质谱凭借其高灵敏

度、重现性好等特点在寡糖成分的结构鉴定中取得

了突破进展，为后续研究提供了良好基础，因此被

反复引用。2007—2008 年寡糖相关研究蓬勃发展，

针对寡糖的质谱裂解规律进行研究总结，起到承上

启下的作用，与前后文献联系紧密。2010 年发表的

综述论文 1522[10]对前人研究进行了较为系统地归

纳总结，探讨了寡糖标记策略及其在鉴定和定量中

应用，被后续研究广泛引用。在该文献中，研究者

将寡糖的标记策略分为 2 种：①通过衍生化反应引

入发色团或荧光团，便于寡糖的色谱或电泳分离检

测；②在寡糖还原端连接带电或疏水基团，以增强

其分离和质谱检测效果。综合文献分析，在寡糖分

450 

400 

350 

300 

250 

200 

150 

100 

50 

0 

文
献
数
量

/篇
 

2
0
0
2
 

2
0
0
3
 

2
0
0
4
 

2
0
0
5
 

2
0
0
6
 

2
0
0
7
 

2
0
0
8
 

2
0
0
9
 

2
0
1
0
 

2
0
1
1
 

2
0
1
2
 

2
0
1
3
 

2
0
1
4
 

2
0
1
5
 

2
0
1
6
 

2
0
1
7
 

2
0
1
8
 

2
0
1
9
 

2
0
2
0
 

2
0
2
1
 

2
0
2
2
 

年份 

1000 

900 

800 

700 

600 

500 

400 

300 

200 

100 

0 

总
被
引
频
次

 

文章数量      总被引频次 

228 2004 

 

2005 

 

2006 

 

2007 

 

2008 

 

2009 

 

2010 

 

2011 

 

2012 

 

2013 

 

2015 

60 

310 

140 101 

340 

63 148 65 168 174 

278 359 394 

650 628 674 590 

748 732 770 

932 1010 1069 

862 764 788 857 784 

942 

1199 1221 1286 

1522 1474 1602 1416 1513 1592 

2013 

1618 1637 

1947 

2267 2131 

2762 2686 

1631 1857 

1935 

年份 



·6534· 中草药 2023 年 10 月 第 54 卷 第 19 期  Chinese Traditional and Herbal Drugs 2023 October Vol. 54 No. 19 

   

离和结构鉴定中，多孔石墨化碳色谱法、反相色谱

法、离子交换色谱法和亲水相互作用色谱法等多种

色谱方法与质谱串联分析已成为寡糖分离纯化和

鉴定的常用手段和发展趋势。 

2  寡糖的分离纯化方法 

寡糖的分离方法如图 4 所示，主要包括色谱法、

毛细管区带电泳法和膜分离法等，其中色谱法包含

多种类型，是寡糖分离纯化的常用方法。 

 

图 4  寡糖分离纯化的主要方法 

Fig. 4  Summary diagram of main methods for isolation and purification of oligosaccharides 

2.1  色谱法 

2.1.1  凝胶色谱法（gel chromatography）  凝胶色

谱是寡糖分离最常用的方法。常用的色谱填料有葡

聚糖凝胶 G（Sephadex G）、羟丙基葡聚糖凝胶 LH-

20（Sephadex LH-20）和聚丙烯酰胺凝胶（Bio gel 

P）。马铭等[11]采用 Sephadex G-25 纯化党参低聚糖，

以蒸馏水为洗脱液，得到组分单一的党参低聚糖（得

率 81.9%～92.7%）。Wang 等[12]采用 Sephadex G-15

和 Bio-gel P2 柱分离纯化人参提取物，得到了聚合

度 2～7 麦芽寡糖部位，可以有效缓解东莨菪碱引

起大鼠的记忆障碍的作用。于冰莉等[13]依次采用大

孔吸附树脂柱、纤维素柱和 Sephadex LH-20 凝胶柱

富集纯化了甘草地上部分寡糖，得到了相对分子质

量为 180～1800 的寡糖部位。Zong 等[14]将 Bio gel 

P2 柱和快速蛋白液相色谱-示差折光检测器（fast 

protein liquid chromatography-refractive index 

detector，FPLC-RID）结合，对地黄中提取得到的棉

子糖系列总寡糖进行分离纯化，得到了聚合度 3～5

的棉子糖、水苏糖和毛蕊花糖，得率分别为 1.72%、

7.52%和 0.51%。 

2.1.2  离子交换色谱法（ion-exchange chromatography）  

在采用离子交换色谱法分离纯化寡糖时，阴离子交

换色谱法较为常用。在高 pH 值的流动相中，糖类

化合物部分或全部以阴离子形式存在，容易在阴离

子交换柱上被保留并得到分离。在实际应用中，为

提高该方法的定性能力，常将高效阴离子色谱柱

（high performance anion exchange chromatography，

HPAEC）与脉冲安培检测器（pulsed amperometric 

detection，PAD）联用，李仁勇等[15]采用 CarboPac 

PA10 高效阴离子交换柱结合 PAD 检测器，在 30 

min 内充分分离了 3 种寡糖类成分。Morales 等[16]采

用 HPEAC-PAD 法分析了糖浆和蜂蜜中的高相对分

子质量低聚糖。马务迢等[17]采用 HPAEC-PAD 法分

离检测了不同生长期的巴戟天中聚合度 3～5 的低

聚果糖。Kazlowski 等[18]采用 CarboPac（TM）PA100

高效阴离子交换色谱柱分离纯化了新琼寡糖和琼胶

寡糖，并与 CarboPac（TM）PA1 色谱柱串联确定了

寡糖的聚合度范围。 

2.1.3  反相高效液相色谱法（reversed-phase liquid 

chromatography，RPLC）  RPLC 一般适用于衍生

化寡糖的分离。Sun 等[19]采用 RPLC 法分离了 κ-卡

拉胶寡糖，采用 3-氨基-9-乙基咔唑（3-amino-9-

ethylcarbazole，AEC）对寡糖进行柱前衍生化，降低

了寡糖样品的极性，扩大了寡糖样品适用的固定相

及流动相范围，最终分离得到了 8 种卡拉胶偶数寡

糖。Rajendiran 等[20]探究了寡糖在 RPLC 模式下的

分离效果，采用 1-萘胺（1-naphthylamine，1-NA）

和 2-氨基蒽（2-aminoanthracene，2-AA）作为柱前

色谱法 
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衍生化试剂，有效分离出聚合度 2～7 的一系列麦

芽寡糖，其中麦芽七糖优先出峰。除衍生化方法外，

RPLC 也可以串联蒸发光散射检测器（evaporative 

light-scattering detector，ELSD），实现非衍生化寡糖

的直接分离。朱露林等[21]采用 RPLC-ELSD 法分离

检测了巴戟天中聚合度 3～7 的低聚果糖，寡糖样

品无需衍生化处理。 

2.1.4  活 性 炭 色 谱 法 （ activated carbon 

chromatography）  活性炭色谱法常用于寡糖的初

步分离和大量制备。Mei 等[22]采用活性炭柱初步分

离了酶解法得到的琼脂低聚糖，并结合凝胶色谱分

离纯化，得到新琼四糖和新琼六糖。Chen 等[23]采用

活性炭色谱柱对琼脂低聚糖进行制备性分离，先以

水为洗脱液除去盐和单糖化合物，再以不同浓度的

乙醇为洗脱液分离出不同聚合度的低聚糖。洗脱液

为 10%乙醇溶液时，洗脱流分中琼脂四糖和琼脂六

糖的质量分数可达 59.87%。 

2.1.5  石 墨 化 碳 色 谱 法 （ graphitized carbon 

chromatography）  石墨化碳色谱法适用于寡糖的

大量制备和异构体分离。多孔石墨化碳材料容量大、

稳定性高、分离效果好，适用于寡糖的制备。石墨

化碳色谱法的分离机制与化合物分子空间结构和分

子极性密切相关，化合物分子与石墨化碳结合越紧

密，在色谱柱上的保留越强。Westphal 等[24]研究表

明，在石墨化碳色谱中，酸性寡糖的保留主要取决

于其所带的净电荷，中性寡糖的保留取决于与石墨

化碳表面的作用位点。因此石墨化碳色谱法可以有

效分离寡糖异构体。Miller 等[25]采用多孔石墨化碳

柱（porous graphitic carbon，PGC）洗脱不同聚合度

的硫酸乙酰肝素低聚糖，从聚合度为 4 的寡糖中分

离得到 2 个寡糖异构体，从聚合度为 6 的寡糖中分

离得到 4 个寡糖异构体。Robinson 等[26]采用在线

PGC-LC-MS 方法在 30 min 内分离出小麦茎中不同

聚合度的天然寡糖，以乙腈、水和 2-丙醇为洗脱液

对天然寡糖混合物进行梯度洗脱，先以乙腈-水为洗

脱液，分离出聚合度＜5 的寡糖，再逐渐增加洗脱

液中 2-丙醇的浓度，分离出聚合度较大的寡糖。上

述实验结果表明，石墨化碳色谱柱与质谱联用时，

可以实现不同聚合度寡糖的快速分离鉴定。 

2.1.6  亲水作用色谱法（ hydrophilic interaction 

chromatography，HILIC）  HILIC 适用于寡糖等极

性较大或亲水性较强的化合物的分离纯化。虽然

HILIC 的保留机制目前尚未完全明确，但固定相上

的键合基团明确影响着亲水作用色谱的保留机制，

也限制着 HILIC 分离寡糖的分辨率和载样量[27]。一

般而言，高选择性、高亲水性、高渗透性、低传质

阻力的亲水作用固定相可以更好地应用于寡糖的分

离纯化。氨基键合相是 HILIC 模式下使用的第 1 个

键合固定相，至今仍用于糖类的分离纯化。但氨基

稳定性较差，容易导致分析物改变或键合相变性、

流失。酰胺键合相在与氨基键合相选择性相近的情

况下，可解决氨基键合相存在的问题，成为寡糖的

HILIC 模式分离中最常用的键合固定相。Ghfar 等[28]

采用 BEH amide 柱同时分离了枣中的蔗糖、蔗果三

糖和蔗果四糖，并对枣中糖的含量进行了测定。 

除上述传统的固定相之外，一些前沿技术也不

断应用于 HILIC 固定相的制备，帮助 HILIC 得到更

好的寡糖分离纯化效果。“点击化学”作为近年的研

究热点，在制备复杂分离材料的过程中发挥了重要

作用，目前已成功用于制备 HILIC 的固定相。Guo

等[29]采用铜催化叠氮化物-炔烃环加成（CuAAC）这

一点击化学的标志性反应将炔基修饰的葡萄糖

（click glucose）、麦芽糖（click maltose）和 β-环糊精

［click β-cyclodextrin（CD）］键合至叠氮硅胶表面，

形成新型的多元醇羟基型 HILIC 固定相，研究结果

显示 click glucose、click maltose 和 click β-CD 等新

型固定相对糖类等极性化合物有良好的分离效果，

具有成为 HILIC 分离材料的巨大潜力。其中 click 

maltose 柱凭借独特的键合相结构和优异的表面亲

水性在寡糖的分离纯化领域脱颖而出。Fu 等[30]采用

点击化学合成的自制麦芽糖柱（click maltose）开发

了一种普适有效的 HILIC 方法，从酸性寡糖、中性

寡糖和碱性寡糖 3 类低聚糖中分离得到 18 种聚合

度 2～7 的高纯度寡糖。 

2.2  毛细管电泳法 

毛细管电泳法常用于糖类的分离与分析，根据

分离模式不同，主要可分为 6 种模式。其中毛细管

区带电泳法是毛细管电泳法中操作最简便、应用最

广泛的分离模式，适用于分离具有荧光反应或带电

荷的寡糖样品。对于不满足条件的中性寡糖，常需

衍生化反应或依靠缓冲液使之带上荧光基团、发色

基团或电荷。郭怀忠等[31]采用毛细管区带电泳法分

离了板蓝根寡糖，衍生化试剂为 1-苯基-3-甲基-5-吡

唑啉酮（1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone，PMP），寡

糖的分离顺序与相对分子质量大小有关。除衍生化

外，适宜的缓冲液也可提供碱性环境及络合离子，
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使糖的羟基解离并发生络合或电离从而带电。

Hiltunen 等[32]采用 NaOH 和 KOH 及其磷酸盐作为

缓冲液，同时分离了聚合度 2～6 的低聚糖。缓冲液

提供了高碱性条件，避免了衍生化过程，减少了样

品处理操作程序。同时 Na+和 K+可以控制带电物质

的迁移率，调节低聚糖的电动性能，提高基线分离

的分辨率。毛细管电泳法快速高效，但只适用于带

电或带发色（荧光）基团的寡糖样品，常需对寡糖

样品进行衍生化处理，同时缓冲液也对实验结果有

一定影响，在重复性、定性方面仍具有较大潜力。 

2.3  膜分离技术 

膜分离技术广泛应用于寡糖的分离和制备，根

据高分子薄膜孔径的不同，膜分离技术可分为微滤、

超滤和纳滤 3 种类型。 

2.3.1  微滤   微滤又称微孔过滤，采用膜孔径

0.05～10 μm 的微滤膜，可截留蛋白质、颗粒物等杂

质，多用于寡糖分离制备的前处理，能有效提高寡

糖纯度。Chen 等[33]采用 0.45 μm 微滤膜分离纯化了

杨树预水解液中的低聚糖，木质素的去除率达到

31%，为后续低聚糖的分离纯化奠定了基础。 

2.3.2  超滤  超滤采用膜孔径 0.01～0.1 μm 的超滤

膜，可截留相对分子质量 500～1×106 的大分子物

质，去除大分子杂质及多糖，提高寡糖的纯度和浓

度，可用于寡糖的分离和浓缩。Jian 等[34]采用超滤

膜对降解所得的魔芋寡糖进行分离纯化，得到了聚

合度低于 5、相对分子质量小于 1000 的魔芋寡糖。

Nabarlatz 等[35]采用不同截留相对分子质量的商用

膜对低聚木糖溶液进行了超滤研究，结果表明超滤

法可有效除去木质素等相关杂质，使低聚木糖的纯

度大大增加。 

2.3.3  纳滤  纳滤采用膜孔径 1 nm 左右的纳滤

膜，能保持较高的渗透通量，是寡糖分离与制备中

广泛应用的膜分离技术，可用于寡糖的精制。

Santibáñez 等[36]采用纳滤法分离纯化半乳糖寡糖，

有效去除单糖及乳糖，改善半乳糖寡糖的纯化效果。

Rizki 等[37]将 3 个纳滤膜串联，用于分离纯化低聚

果糖，得到纯度较高的单糖、聚合度＝3 的低聚果

糖和聚合度≥5 的低聚果糖。 

膜分离法操作简单、环保安全、高效节能，尤

其适合大量制备不同相对分子质量级别的寡糖样

品。不同膜孔径的滤膜串联使用，可以实现寡糖样

品的分离、纯化、浓缩与精制，得到相对分子质量

更小、纯度更高的寡糖。但膜分离法对设备和滤膜

的要求较高，新型滤膜的制备是该领域未来发展的

方向。 

3  寡糖的鉴定方法 

3.1  紫外光谱法 

紫外光谱法可以判断样品中是否含有紫外吸收

基团，用于寡糖的定性、定量鉴别。在采用紫外光

谱法检测寡糖时，可以在强碱条件下直接检测寡糖，

也可以对寡糖样品进行衍生化处理，在目前的紫外

光谱检测中，后者较为常用。Lorenz 等[38]采用紫外- 

可见分光光度法（ultraviolet-visible spectroscopy，

UV/VIS）方法检测和定量了被 2-氨基苯甲酸还原胺

衍生化的木聚糖水解寡糖。Han 等[39]采用 PMP 对

亚硝酸降解后的壳聚糖进行衍生化，经液相色谱-质

谱（LC-MS）和 UV 检测后，可将低聚糖与特定紫

外峰关联。 

3.2  红外光谱法 

红外光谱法可以无损地将振动光谱技术与化学

计量分析相结合，确定寡糖的官能团、糖苷键构型

和样品中寡糖的含量。 

在红外光谱中，−OH 的伸缩振动在 3600～

3200 cm−1 处出现 1 个吸收峰；−CH 的吸收峰较

弱，出现在 3000～2800 cm−1 处，而在 1400～1200 

cm−1 的吸收峰为−CH 的弯曲振动；糖醛酸的代表

吸收峰一般存在于 1740 cm−1 处；C＝O 的伸缩振

动一般在 1640 cm−1 处出现吸收峰，C−O 的伸缩

振动一般在 1140 cm−1 处出现吸收峰；1200～1000 

cm−1 区域内的较大吸收峰由 C−OH 键和 C−O−C

糖苷键的的伸缩振动产生；α 型和 β 型糖苷键的

呋喃糖环因其端基差异导致吸收峰不同，一般 α

型糖苷键的呋喃糖环吸收峰位于低波数，820、930 

cm−1 和附近的典型吸收峰可证明 α 型和 β 型糖苷

键的呋喃糖环的存在[40-41]。 

傅里叶变换红外光谱法（ fourier transform 

infrared spectroscopy，FT-IR）在寡糖的检测中广泛

使用。Wan 等[42]采用 FT-IR 对人参寡糖的结构进

行鉴定，将不同条带与相应的官能团和糖苷键对

应，确定了人参寡糖的特征带。Amanah 等[43]采用

傅里叶变换近红外光谱法（fourier transform near 

infrared spectroscopy，FT-NIR）和 FT-IR 无损预测

了完整大豆种子中的低聚糖，对寡糖的官能团和糖

苷键产生的条带进行了归属，确定大豆寡糖中含有

36%～40%的低聚半乳糖和微量的毛蕊糖及其他

类型的低聚糖。 
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3.3  NMR 法 

NMR 是解析糖类结构的重要方法之一，可用

于判断糖类化合物的种类、糖与糖的连接位点和连

接顺序、糖残基数目、糖苷键构型、氧环大小等精

细结构，可使糖类化学结构的研究更加准确高效，

以便于更好地揭示糖类物质的作用机制以及生物

活性。 

常用的 NMR 有 1H-NMR 和 13C-NMR。在 1H-

NMR 谱中，可对寡糖的氢信号进行归属，糖的端基

质子信号一般出现在 δ 4.3～5.9，可根据其确定糖分

子数目；还可根据偶合常数（J）的大小确定糖苷键

的类型。在 13C-NMR 谱中，可对寡糖的碳信号进行

归属，糖的端基碳原子信号一般出现在 δ 90～110，

可根据其推定糖分子数目。同时，不同单糖（基）

的糖信号存在明显差异，可根据不同的信号判断糖

的种类。13C-NMR 谱也可确定糖与糖的连接顺序和

连接位置，并根据糖端基碳原子的化学位移变化确

定糖苷键构型。但利用 13C-NMR 谱确定糖与糖的连

接位置时，只适用于糖数目 2～3 个的小分子低聚

糖，对于糖数目在 3 个以上的寡糖的糖链连接顺序

可采用 2D-NMR 谱进行确定。Xiao 等[44]采用 NMR

鉴别木聚糖样品的结构，确定样品含有聚合度 3～6

的非取代的木聚糖和乙酰化的木聚糖。Wang 等[45]

采用 2D-NMR 对棉子糖家族低聚糖异构体进行了

结构鉴定，结果显示异头构型和糖苷键为  [α-

Gal(1→6)]n-α-Glc-(1→2)-β-Fru（n＝1～4）。Yang

等[46]采用 NMR 对巴戟天中分离得到的菊粉型寡糖

进行结构鉴定，确定了低聚糖的聚合度、单糖残基

的类型和异聚碳原子的构型。 

3.4  质谱法 

质谱法是寡糖结构解析的常用方法之一，可以

确定寡糖的相对分子质量，区分寡糖序列。寡糖结

构鉴定常用的质谱方法有电喷雾-质谱法（electron 

spray ionization-mass spectrometry，ESI-MS）和基

质辅助激光解吸质谱法（ matrix-assisted laser 

desorption/ionization-mass spectrometry， MALDI-

MS），新型质谱技术包括纸喷雾电离质谱（paper 

spray ionization-mass spectrometry，PSI-MS）、解吸

电喷雾电离质谱（desorption electrospray ionization-

mass spectrometry，DESI-MS）、实时直接分析质谱

（ direct analysis in real time-mass spectrometry，

DART-MS）等（表 1）。 

表 1  寡糖鉴定常用的质谱类型 

Table 1  Summary of commonly used mass spectrum types for oligosaccharide identification 

电离源 特点 文献 

ESI 灵敏度随糖相对分子质量增加而降低，目前可测定聚合度 25 以内的寡糖 47 

MALDI 对糖类化合物有更高的灵敏度，电离质量范围广（100～1×106），可区分同分异构体的糖苷键 48-49 

PSI 快速、实时、原位，无需复杂前处理 50-51 

DESI 电喷雾同时解吸和电离 52 

DART 可实现高通量分析 53-54 

3.4.1  ESI-MS  该法广泛适用于各类寡糖样品的

结构鉴定，可以直接检测非衍生化寡糖，还可以实

现 O 和 N 连接的寡糖的直接鉴别。ESI-MS 可以确

定寡糖的结构、聚合度及其组成，其产生的二级碎

片可以进一步确定寡糖的连接顺序和糖苷键结构。

Doco 等[47]采用 ESI-MS 表征了红酒中的中性低聚

糖，结果表明中性低聚糖的聚合度大于 4，主要单

糖组成为阿拉伯糖，含有片段 α-L-Rhap-（1→4）-α-

D-GalpA。Wang 等[55]采用 UHPLC-ESI-MS/MS 对母

乳中的低聚糖和 N/O-聚糖进行定性和定量分析，鉴

定出 34 个低聚糖、23 个 N-聚糖和 6 个 O-聚糖。

Pfenninger 等[56-57]采用电喷雾-四极杆-离子阱质谱

（ electron spray ionization-Q-ion trap-mass 

spectrometry，ESI-Q-IT-MS）分析确定了人乳中的中

性寡糖结构，通过 ESI-MS2 确定了不同人乳寡糖异

构体中岩藻糖的位置，明确了结构未知的新人乳寡

糖异构体的结构。 

3.4.2  MALDI-MS  该法适用于寡糖的结构鉴定，

尤其适用于电离后只产生[M＋Na]+离子峰的中性

寡糖。MALDI-MS 可以根据多级质谱中的碎片离子

峰对寡糖的结构进行详细解析，区分同分异构体的

糖苷键。MALDI-MS 为简化谱图，减少不稳定基团的

干扰，常须对寡糖样品进行衍生化处理。Xiong 等[48]

采用 MALDI-TOF-MS 探究了三桠苦中分离得到的
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4 种寡糖的相对分子质量分布，结果表明，4 种寡糖

的相对分子质量在 500～1500 内，聚合度在 3～8，

且存在异构体。Rohmer 等[49]采用 MALDI-TOF MS

检测了人乳寡糖，以 3-氨基喹啉为衍生化试剂，通

过正、负离子模式检测，确定了寡糖的裂解规律，

有助于确认寡糖的糖苷键和分支信息，并从人乳样

品中鉴定出 2 种乳糖-N-六糖异构体。相比，该方法

操作更简便，抗基质干扰能力更强，与其他质谱仪

器联用更加方便，在高效灵敏的基础上进一步实现

环保、原位、快速、高通量的实时分析。AIMS 的质

谱分析过程由样品原位解吸附、待测物实时离子化

和离子传输至质量分析器 3 个核心步骤组成[58-59]。

根据待测样品的离子化过程和机制，AIMS 的离子

源可分为直接电离离子源、直接解吸电离离子源和

解吸后电离离子源 3 类，其代表技术分别为 PSI、

DESI 和 DART。 

直接电离离子源基于电喷雾原理，是一种在高

场中将样品直接电离的离子化技术，具有快速、实

时、原位、无需复杂前处理的特点。PSI 是直接电离

离子源的主要离子源之一，PSI-MS 常用于寡糖的结

构鉴定。Chan 等[50]报道了利用 PSI-MS 可以直接测

定人参药材的寡糖类成分。在 PSI-MS 的基础上产

生了脱盐纸喷雾质谱（desalting paper spay-mass 

spectrometry，DPS-MS），该方法采用 1 块三角形滤

纸进行样品脱盐和电离，可以快速灵敏地检测具有

复杂基质的生物样品中的低聚糖。Wang 等[51]采用

DPS-MS 对寡糖进行了快速灵敏的定量分析与检

测。DPS 在纸喷雾电离的基础上优化创新，排除了

盐的干扰，便于分子离子的形成，推动了寡糖的鉴

定技术向更加简便、快捷的方向发展。 

直接解吸电离离子源是一种利用电喷雾同时解

吸和电离样品的技术，样品解吸和离子化过程同时

进行，在空间上没有明显的区分。DESI 为其代表性

离子源，常用于糖类化合物等极性物质的质谱检测。

Hou 等[52]采用解吸电喷雾电离-离子淌度-飞行时间

质谱（desorption electrospray ionization combined 

with ion mobility and quadrupole time-of-flight mass 

spectrometry，DESI-IM-QTOF MS）从坚果中鉴别出

4 种寡糖，并探究了寡糖的空间分布。 

解吸后电离离子源是一种先对被分析物进行

解吸附，再将其电离的 2 步电离技术。实时直接

分析作为该离子源的主要代表技术，在中药糖类

成分分析中较为常用。Wang 等[53]研究发现气体温

度对 DART-MS 信号有显著影响，糖链延长，糖类

电离所需的温度也随之提高。利用这一特点，该

研究采用 DART-Q-TOF-MS 对人参寡糖提取物进

行快速鉴定，得到聚合度 3～6 的人参寡糖质谱

图，其流程如图 5 所示。Yang 等[54]基于 DART-Q-

TOF-MS/MS，采用实时氦直接分析质谱（He-direct 

analysis in real time mass spectrometry，He-DART-

MS）对糖类化合物进行分析，结合温度依赖性源

内衰减（temperature- dependent in-source decay，

TDISD）技术对脱水二聚体进行裂解，成功应用于

双糖异构体的鉴定。 

 

图 5  新型敞开式质谱-实时直接分析样品示意图 

Fig. 5  Schematic diagram of sample analysis by real time direct analysis in novel open mass spectrometry

3.5  色谱法 

色谱法除可用于寡糖的分离纯化外，还可以利

用对照品对待测样品进行定性鉴别。其中，平面色

谱法以比移值作为定性鉴别的依据，柱色谱法以色

谱峰的保留值作为定性依据。在对待测样品进行定

性鉴别的同时，还可以借助于其他技术进行定量分

析或确定寡糖的精细结构。 

3.5.1  薄层色谱法（thin-layer chromatography，TLC）  

该法依据显色后的斑点或条带对不同的寡糖进行定

性鉴别。Chen 等[60]根据 TLC 条带的颜色和位置，结

合 高 效 液 相 色 谱 （ high performance liquid 

chromatography，HPLC）图信息，确定分离得到的莲

子低聚糖中含有蔗糖和棉子糖。高效薄层色谱法

（ high performance thin-layer chromatography ，

人参            人参寡糖提取物             DART        Q-TOF MS                     人参寡糖质谱图 
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HPTLC）则分辨率更高、重现性更好，可用于寡糖的

含量测定。仰铁锤[61]采用 HPTLC 对巴戟天寡糖进行

分析，准确鉴别了蔗果三糖、蔗果四糖和蔗果五糖。

Singh 等[62]建立了 1 种简单、精确的高效薄层色谱法

对菊粉水解物中的低聚果糖进行定性鉴别和定量测

定，并成功用于不同样品中低聚果糖的分析。 

3.5.2  液相色谱法  采用 HPLC 对寡糖进行分析检

测，除应用紫外检测器时需对寡糖样品进行衍生化

处理，示差折光检测器（refractive index detector，

RID）、电雾式检测器（charged aerosol detector，CAD）

和蒸发光散射检测器（evaporative light-scattering 

detector，ELSD）都可以实现直接检测。Pu 等[63]以

PMP 为柱前衍生化试剂，采用 RP-HPLC-UV 法对低

聚木糖样品进行分析，对比样品色谱图与对照品色

谱图，根据保留时间检测出聚合度 2～6 的木聚糖。

邱建国等[64]采用 HPLC-RID 方法对地黄及含地黄

中成药中的寡糖进行检测，样品色谱图与混合对照

品色谱图进行对比，确定了寡糖的种类和含量。Hu

等[65]建立了 1 种简单快速且灵敏的 UPLC-CAD 方

法，同时测定 7 种太子参中的低聚糖，包括聚合度为

3 的 2 种寡糖异构体、聚合度为 4 的 2 种寡糖异构体

和 3 种聚合度分别为 5、6 和 7 的支链低聚糖。 

3.5.3  气相色谱法（gas chromatography，GC）  在

采用 GC 检测寡糖类成分时，样品常须进行衍生化

处理。Shiomi 等[66]采用 GC-火焰离子化检测器（gas 

chromatography-flame ionization detector，GC-FID）

检测甲基化的酮糖异构体，探究了 5 种酮糖异构体

的糖苷键结构。卫冰等[67]将酸水解后的黄精低聚糖

制成糖腈乙酸酯衍生物，采用 GC 法进行分析，经

与对照品 GC 对比，确认黄精低聚糖为葡萄糖组成

的均一糖。 

3.6  色谱-质谱联用技术 

Lopes 等[68]采用 GC-MS 对果聚糖样品的硅烷

化肟衍生物进行分析，并通过对比数据库检索结果

来表征化合物结构，最终确定低聚果糖聚合度为 4，

其中含 45%的果糖和 11%的葡萄糖。Yan 等[69]采用

GC-MS 对金合欢蜂蜜中的痕量寡糖进行分析，对比

对照品的保留时间和质谱信息，结合 NIST 数据库

分析，鉴别出一系列痕量低聚糖。Ducasse 等[70]采

用高效排阻色谱（high performance size exclusion 

chromatography，HPSEC）-ESI-MS 对葡萄酒中的低

聚糖进行结构鉴定，表征了 2 种葡萄酒中所含的寡

糖结构。Wang 等[71]采用在线 HPLC-ESI-MS 对麦麸

中的阿魏酰化低聚糖进行了结构表征，证实了分离

得到的寡糖结构分别为阿魏基阿拉伯糖基木四糖和

阿魏酰阿拉伯糖基木三糖。 

4  结语 

本文采用文献分析法，梳理了近 20 年来寡糖分

离纯化和鉴定的相关文献，综述了该领域的常用方

法，并总结了各种方法的适用范围及其优势和特色，

分析了寡糖分离纯化和鉴定方法的现状和发展趋

势，为寡糖的开发利用提供参考。 

目前，寡糖分离纯化的常用方法为色谱法，其

中凝胶色谱法、阴离子交换色谱法和亲水作用色谱

法是寡糖分离纯化常用的 3 种色谱方法。凝胶色谱

法操作简单，可以在分离纯化寡糖的同时，初步判

断寡糖相对分子质量的范围。阴离子交换色谱法常

与 PAD 检测器联用，实现寡糖分离、纯化与鉴别的

连续操作。亲水作用色谱的固定相种类丰富，酰胺

键合相在寡糖的分离纯化中应用广泛，而采用点击

化学制备的新型麦芽糖柱可以有效分离纯化不同性

质的寡糖。 

在寡糖的鉴定方法中，紫外光谱法可用于识别

寡糖样品中的紫外吸收基团，红外光谱法可以确定

寡糖所含官能团及糖苷键构型。NMR 对确定寡糖

的单糖组成、单糖间连接位点与顺序、糖苷键构型

等结构信息具有重要作用，适用于结构未知的寡糖

鉴定。质谱法可以确定寡糖的相对分子质量，区分

寡糖序列，相较于 NMR，质谱法对寡糖样品的纯

度和用量要求较低，可以通过在线数据库推测寡糖

的结构，还可以与分离方法联合使用，是目前寡糖

鉴定的常用方法。其中尤以 ESI-MS 和 MALDI-MS

应用最多，而 AIMS 法作为一种新方法，凭借其常

压下离子化样品的独特优势，可实现高效快速、原

位实时的高通量分析，快速解析寡糖结构，能够有

效解决传统质谱在寡糖异构体区分上的不足。色谱

法可以简单直观地对比待测寡糖样品与对照品，实

现寡糖样品的定性鉴别。色谱-质谱联用技术作为

寡糖鉴定的常用技术，实现了分离鉴别的连续化操

作，并通过相应的色谱-质谱信息提高了鉴定结果

的可靠性。 

寡糖具有良好的药理活性，人参、灵芝、地黄、

巴戟天等临床常用中药含有多种寡糖类成分，但因

寡糖混合物的分离纯化和鉴定具有一定难度，导致

寡糖相关研究受限。随着新型分析技术的发展，寡

糖的分离纯化、鉴定方法也在不断优化提高。AIMS
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实现了分离分析一体化，减少样品前处理等繁琐操

作，可以对寡糖类成分进行原位、快捷的实时检测，

有望实现寡糖类成分的快速筛选。此外，多种方法

联合使用可以综合多种技术优势、获取更多信息、

降低分离鉴定的难度，得到纯度较高、结构明确的

寡糖纯品，有利于明确中药中寡糖类成分的药效机

制，规范中药质量控制体系，助力中医药事业稳步

向前。 
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