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酶解法测定多种糖混合体系中海藻糖的含量 
 

王青云，王越，林亲录 

（中南林业科技大学食品科学与工程学院，稻谷及其副产物深加工国家工程实验室，湖南长沙 410004） 

摘要：基于海藻糖水解酶(trehalase)可专一性水解海藻糖为葡萄糖的基本原理，建立了一种快速测定多种糖混合体系中海藻糖含

量的分析方法：在 trehalase 过量的情况下，保证样品中海藻糖短时间内完全水解为葡萄糖，再采用 DNS 法测定酶解前后样品中还原

糖含量并计算其差值，即可折算出样品中海藻糖含量。对含已知浓度海藻糖标准品和麦芽糖、果糖、葡萄糖、蔗糖的多种糖混合溶液

中海藻糖含量的测定结果分析表明，酶解法测定海藻糖含量的样品回收率在 91.12%~105.92%范围内，相对标准偏差为 2.22%~3.43%，

测定结果不受样品中其它糖类的干扰。该方法的检出限为 70 μg/mL样品。T 检验结果表明，酶解法和 HPLC 对发酵法生产海藻糖中

间产物中海藻糖含量的检测结果无显著差异。酶解法测定海藻糖含量具有快速、准确、灵敏等特点，不仅适合于糖成分复杂的样品中

海藻糖含量的测定，也具有广谱的应用价值。 
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Determination of Trehalose in Saccharide Mixtures Based on 

Trehalase-catalyzed Hydrolysis 

WANG Qing-yun, WANG Yue, LIN Qin-lu 
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Abstract: Based on the specificity of trehalase in hydrolyzing trehalose to glucose, a simple and rapid method for the determination of 

trehalose in saccharide mixtures was established. Excess trehalase ensured that trehalose would be hydrolyzed completely into glucose in a short 

time period, and then, the dinnitrosalicylic acid (DNS) method was used to determine the reducing sugar content in both samples before and 

after hydrolysis. The trehalose content could be calculated using the difference in reducing sugar content. The data of trehalose content in mixed 

solutions containing a trehalose standard, maltose, fructose, glucose, and sucrose were analyzed, and the results showed that the recovery rates of 

trehalose were in the range of 91.12%~105.92% and relative standard deviation was 2.22%~3.43%. Other saccharides in the mixture did not 

interfere with the content data with a detection limit of 70 μg/mL. The trehalose content in the intermediate product of fermentation was 

determined via the trehalase hydrolysis method and high performance liquid chromatography (HPLC). A t test showed that there was no 

difference between the two groups. The trehalase hydrolysis method was rapid, accurate, and sensitive. It can be used for samples with complex 

sugar compositions, and has a wide range of applications.  
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海藻糖作为一种非还原性二糖，因其甜味纯正、

致龋性低、血糖反应平稳、不发生美拉德反应、对生

物细胞和生物大分子具有良好保护作用等特点，已开

始被广泛应用于食品加工、化妆品、保健品和生物医

药等领域[1~4]。随着研究和应用技术的不断深入和拓 
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展，如何快速、准确地检测海藻糖的含量，显得越来

越重要。特别是当样品中同时含有葡萄糖、果糖、蔗

糖、麦芽糖等多种糖类时，现有的糖类物质含量测定

方法，如菲林试剂法、蒽酮比色法等，由于很难排除

其它糖分的干扰，因而无法准确测出样品中海藻糖的

含量；利用高效液相(HPLC)法虽然可实现对多糖混合

体系中海藻糖含量的测定，但常用的氨基色谱柱开机

后需要较长时间才能稳定，且必须对流动相组成进行

恰当的优化才有可能将样品中的海藻糖与其它糖类完

全分开，因此测定周期长，无法实现快速测定。 

利用海藻糖水解酶能专一性地将一分子海藻糖水
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解为两分子葡萄糖的基本原理，通过向待测样品中添

加足够量的海藻糖水解酶，可确保在较短时间内，海

藻糖完全水解。再利用 3, 5-二硝基水杨酸（DNS）法

或滴定法等测定还原糖含量的常规方法，分别检测酶

解后和酶解前样品中还原糖含量并计算两者差值，即

可准确折算出样品中海藻糖的含量。该方法具有快速、

便捷的特点，且不需大型仪器设备，测试成本较低。

本研究对酶解法测定多种糖混合体系中海藻糖含量的

样品回收率、测定精确度、最低检出限等进行了研究，

并对酶解法和HPLC法测定海藻糖含量的结果进行了

差异分析，旨在为探讨多种糖混合体系中海藻糖含量

的快速测定方法提供理论依据。 

1  材料和方法 

1.1  材料 

海藻糖标准品：D-(+)-Trehalose dihydrate（纯度

≥99%），sigma 原装试剂；中性海藻糖水解酶 trehalase

（pH7.0，25 ℃条件下，该酶的活力单位为 2105.26 

IU/mL）、pH7.0 咪唑缓冲液：爱尔兰 Megazyme 公司

生产；乙腈：色谱纯；大米麦芽糖浆：食品级；3,5-

二硝基水杨酸、麦芽糖、葡萄糖、果糖、蔗糖等均为

分析纯。 

1.2  主要仪器 

岛津 LC-20AT 高效液相色谱仪；Lichrospher 氨基

色谱柱（5 μm，4.6×250 mm）；示差折光检测器；上

海光谱 SP-756P 紫外可见分光光度计；微量移液器，

分析天平等。 

1.3  含已知浓度海藻糖标准品的多种糖混合

溶液的制备 

表1 含海藻糖标准品的多种糖混合溶液的稀释 

Table 1 The dilutions of the saccharide mixture containing the 

trehalose standard 

管号 0 1 2 3 4 5 

基准液/mL 0 2 4 6 8 10 

蒸馏水/mL 10 8 6 4 2 0 

加标浓度

/(mg/mL) 
0 1.013 2.026 3.039 4.052 5.065 

海藻糖标准品经 110 ℃烘干至恒重，准确称取

559.8 mg，同时分别称取适量的麦芽糖、葡萄糖、果

糖和蔗糖，称量后的以上各糖混合后用蒸馏水溶解并

定容至 100 mL，该溶液中海藻糖标准品的浓度为

5.598 mg/mL。由于所用海藻糖标准品为海藻糖二水合

物，除去结晶水后海藻糖的理论浓度为 5.065 mg/mL。

以该溶液为基准液，按表 1 进行系列稀释，备用。 

1.4  酶解法测定含已知浓度海藻糖标准品的

多种糖混合溶液中海藻糖含量的操作方法 

1.4.1  样品的酶解 

1.4.1.1  酶解时间的确定 

取干净试管 5 支，各管中均依次加入海藻糖标准

品浓度为 5.065 mg/mL 的多种糖的混合溶液 0.1 mL、

pH 7.0 的咪唑缓冲液 0.1 mL、trehalase 0.1 mL 和蒸馏

水 0.7 mL，混匀后，将各管置于 25 ℃条件下分别反

应 20、30、40、50、60 min，DNS 法测定各反应液中

还原糖含量。试验重复三次，结果取平均值。比较不

同酶解时间样品中还原糖的含量，以测得的还原糖含

量已基本稳定时的反应时间为最适酶解时间。 

1.4.1.2  含海藻糖标准品的多种糖混合溶液系列稀释

液的酶解 

取含海藻糖标准品的多种糖混合溶液的系列稀释

液各 0.1 mL，按照 1.4.1.1 的方法依次添加各试剂，

25 ℃条件下酶解。酶解时间采用 1.4.1.1 确定的最适酶

解时间。 

1.4.2  酶解前后样品中还原糖含量的测定方法  

采用 3,5-二硝基水杨酸（DNS）法，参考赵亚华

等[5]的方法。 

1.4.2.1  制备葡萄糖标准曲线   

配置 500 μg/mL 的葡萄糖标准溶液，然后按下表

操作添加各种试剂： 

表2 葡萄糖标准曲线的制备 

Table 2 The preparation of the glucose standard curve 

试剂/mL 
试管编号 

1 2 3 4 5 6 

500 µg/mL 葡萄

糖标准溶液 
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 

蒸馏水 1 0.8 0.6 0.4 0.2 0 

DNS 试剂 1 1 1 1 1 1 

加热 沸水浴 5 min，取出冷却 

蒸馏水 8 8 8 8 8 8 

将上述各试管溶液摇匀，以 1 号管溶液调零，测

定其它各管的 OD540nm 值。以样品中葡萄糖含量

（µg/mL）为纵坐标、OD540nm值为横坐标绘制葡萄糖

标准曲线。所得线性方程为 933.2394.492y  x ，

相关系数 R
2
=0.9937。 

1.4.2.2  酶解前、后样品中还原糖含量的测定方法 
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取样品 1 mL，参照葡萄糖标准曲线制作的方法依

次加入 DNS 试剂、沸水浴 5 min、冷却、加入 8 mL

蒸馏水，测定 OD540nm 值，根据线性方程计算出还原

糖浓度，乘以样品的稀释倍数即得样品中还原糖含量。 

1.4.3  样品中海藻糖含量的计算 

1 分子海藻糖水解为 2 分子葡萄糖的过程中增加

了 1 个 H2O 分子，因此，应按下式计算样品中海藻糖

含量： 

360/342)%-%(/%  酶解前还原糖含量酶解后还原糖含量海藻糖含量  

1.5  发酵法生产海藻糖中间产物的制备 

以大米麦芽糖浆为主要原料配制液体发酵培养

基，本实验室所保存的海藻糖高产酵母为菌种，所得

发酵产物经细胞破碎，5000 r/min 离心 15 min，取上

清液，即为微生物发酵法生产海藻糖的中间产物。 

1.6  酶解法测定中间产物样品中海藻糖含量

的操作方法 

分别按照1.4.1.2和1.4.2.2的方法对海藻糖生产中

间产物进行酶解，并测定酶解前后样品中的还原糖含

量；再按照 1.4.3 的方法计算出海藻糖含量。对于海藻

糖含量可能较高的中间产物，应进行充分稀释以保证

样品中海藻糖酶解完全。 

1.7  HPLC 法测定海藻糖含量的操作方法   

参照 GB/T 23529-2009
[6]推荐的方法。以标样的质

量浓度（mg/mL）为纵坐标，峰面积为横坐标，得回

归方程 3682.0108028.3y 6   x ，R
2
=0.9998。 

 
图1 海藻糖标准品的HPLC图 

Fig.1 HPLC chromatogram of the trehalose standard 

2  结果与讨论 

2.1  最适酶解时间 

经过不同时间的酶解后，含海藻糖标准品的多种

糖混合溶液中还原糖的含量测定值如表 3。酶解时间

由 20 min 延长至 30 min 时，还原糖含量有明显升高；

继续延长酶解时间至 40 min，测得的还原糖与 30min

时相比，虽略有升高但已基本稳定。酶解时间延长至

50、60 min，还原糖含量反而稍有下降，这可能与 25 ℃

条件下长时间保温时，样品中糖分易被少量杂菌分解

有关。由于酶解 40 min 时测得的还原糖含量比 30 min

时升高不到 1%，对测定结果的影响极小。因此，从

有利于快速测定的角度考虑，确定最适的酶解时间为

30 min。 

表3 不同酶解时间的含海藻糖标准品多种糖混合溶液中还原

糖含量 

Table 3 The reducing sugar in a saccharide mixture containing 

the trehalose standard after different enzymatic hydrolysis time 

酶解时间/min 20 30 40 50 60 

还原糖含量/(mg/mL) 12.498 13.235 13.336 13.041 12.891 

由于本实验所用含海藻糖标准品的多种糖混合溶

液中海藻糖的理论含量为 5.065 mg/mL，添加量为 0.1 

mL；而本研究所用 trehalase，其活力单位为 2105.26 

IU/mL，相当于每毫升酶液可在 30 min 内水解 24 mg

海藻糖，即 0.1 mL trehalase 30 min 可水解 2.4 mg 海藻

糖，trehalase 的添加量是水解样品中海藻糖（0.5065 

mg）所需酶量的 4.74 倍。足量的 trehalase 保证了海

藻糖能在较短时间内充分酶解。虽然延长反应时间可

减少 trehalase 的使用量，但由于样品中糖分在水解反

应条件下易被空气中杂菌分解，反应时间过长将导致

测试误差增大，同时也会降低试验效率。因此，采用

酶解法测定海藻糖含量时，建议 trehalase 的添加量应

为样品中海藻糖水解所需酶量的 5 倍以上，水解时间

为 30 min。 

2.2  酶解法测定多种糖混合溶液中海藻糖标

准品含量的检测结果 

酶解法测得含海藻糖标样的糖混合溶液中海藻糖

的浓度如表 3 所示。由表 3 可以看出，该方法的样品

回收率介于 91.12%~105.92%，相对标准偏差为

2.22%~3.43%。 

2.3  检出限 

采用酶解法测定海藻糖含量时，为保证测定数据

的可靠性，酶解后、酶解前样品分别与 DNS 试剂反

应测得的 OD540nm 值，其差值 ΔOD540nm，应不小于

0.100。根据线性方程 933.2394.492y  x ，即相当于

酶解产生的葡萄糖量应不低于 73.227 μg/mL，折算成
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海藻糖的含量为 32.737×342/360＝69.566 μg/mL≈70 

μg/mL。可见该方法具有较高的灵敏度，可满足海藻

糖生产研究及常规检测的需要。 

 

表3 酶解法测定多种糖混合溶液中海藻糖含量的样品回收率（n=3） 

Table 3 Results of the recovery of the trehalose standard in samples of saccharide mixtures (n = 3) 

管号 1 2 3 4 5 

海藻糖标准品添加量/(mg/mL) 1.013 2.026 3.039 4.052 5.065 

测得海藻糖含量/(mg/mL) 

1.002 1.987 2.985 3.876 4.740 

0.987 2.026 2.869 3.792 4.678 

0.995 2.077 3.042 3.934 4.989 

回收率/% 97.43~101.58 98.08~105.92 94.41~100.10 91.12~97.09 93.58~98.50 

RSD/% 2.22 3.85 2.97 3.30 3.43 

2.4  发酵法生产海藻糖中间产物的检测结果 

 
图2 发酵法生产海藻糖中间产物的HPLC图 

Fig.2 HPLC chromatogram of intermediate products of trehalose 

by fermentation 

分别采用酶解法和HPLC 法对发酵法生产海藻糖

测定中间产物中海藻糖的含量进行了测定，结果如表

4。 

表4 酶解法和HPLC法对海藻糖中间产物样品中的海藻糖含量

的测定结果（n=5） 

Table 4 Contents of trehalose in the intermediate product 

determined by trehalase hydrolysis and HPLC (n = 5) 

测定次数 1 2 3 4 5 平均值 

酶解法测得的 

含/(mg/mL) 
13.093 13.004 12.926 12.897 13.070 12.998 

HPLC 法测得的 

含量/(mg/mL) 
12.986 13.190 13.225 13.177 12.903 13.096 

为了说明酶解法和HPLC 法对海藻糖含量测定结

果的差异性，利用 SPSS 软件对表 4 中两组测定结果

进行 t 检验分析，计算出 t=1.3181。α=0.05 时，查 t

检验临界值分布表得 t(0.05,8)=2.306，t<t(0.05,8)，说明这

两组数据无显著差异。 

采用 HPLC 法测定多种糖混合物中海藻糖含量

时，往往需要花费较长时间对流动相的组成配比进行

合理优化，才能把结构相近的糖类分开。而酶解法测

定多糖混合物中海藻糖含量，则基本上不受样品中其

它糖类的干扰，测定快速、准确、灵敏度高，且不需

要昂贵的大型设备，易于实施和推广。 

2.5  测定结果影响因素的讨论 

2.5.1  样品中其它糖分含量高低对测试结果的

影响 

海藻糖水解酶具有高度的专一性，且该水解反应

的可逆程度低，样品中麦芽糖、葡萄糖、果糖和蔗糖

的含量高低通常不会影响到海藻糖水解酶对海藻糖的

催化水解反应，只会影响到 DNS 法测定还原糖含量

时所得 OD540nm 值的高低，但并不影响酶解后、酶解

前样品分别与 DNS 试剂反应测得吸光度的差值

ΔOD540nm，因此，从理论上讲，样品中其它糖类的含

量高低通常情况下不会影响到测定的结果。 

但是，当样品中其它糖分的总浓度过高且远高于

海藻糖浓度的情况下，为保证还原糖含量不超出 DNS

法测定的线性范围，必须对样品进行充分的稀释。当

出现将样品稀释至酶解后的还原糖浓度不超过 DNS

法线性范围的最大限（OD540nm≤1.000）时，若样品中

海藻糖的浓度已低于本方法的最低检出限

（ΔOD540nm<0.100）的情况，即相当于由海藻糖水解

产生的葡萄糖含量小于酶解后样品中全部还原糖含量

的 1/10 时，测定结果的精密度将会受到影响。这种情

况下，可采用硼氢化钠还原法来去除样品中的还原糖。

具体操作方法为：取待测样品 1 mL，加入足量的浓度

为 10 mg/mL 的硼氢化钠溶液（用浓度为 2 g/L 的

NaOH 溶液配制），40 ℃反应 30 min 以保证样品中的

还原糖全部转变成糖醇；再加入稀盐酸（至 pH 值降

低至 4.5），振荡以除去多余的硼氢化钠；最后用 pH7.0

咪唑缓冲液将溶液 pH 调至 7。 

2.5.2  样品颜色对测定结果的影响 

对于有颜色的多种糖混合溶液，其色泽可能会导

致DNS法测定还原糖含量时的OD540nm值偏大。因此，
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当测定样品的颜色较深时，通常可对样品进行适当稀

释处理来降低其对 OD540nm 值的影响。特殊情况下，

对于海藻糖含量极低同时颜色又很深的样品，稀释可

能使海藻糖含量低于本方法的检出限时，可采用活性

炭脱色法[7]对样品进行处理。 

3  结论 

本研究建立了酶解法测定含多种糖的混合体系中

海藻糖含量的测定方法：在 trehalase 添加量为海藻糖

水解所需酶量 5 倍以上的情况下水解 30 min，确保样

品中海藻糖完全水解为葡萄糖，通过 DNS 法测定水

解前后样品中还原糖含量并计算其差值，由此可折算

出样品中海藻糖含量。此方法的样品回收率为

91.12%~105.92%，相对标准偏差 2.22%~3.43%，海藻

糖的检出限为 70 μg/mL。对发酵法生产海藻糖的中间

产物中海藻糖含量的检测结果表明，酶解法与 HPLC

法的检测结果无显著差异。酶解法测定海藻糖含量具

有快速、准确、简便易行，不受样品中其它糖类干扰

等优点。该方法不仅特别适用于糖成分组成复杂的样

品中海藻糖含量的测定，也可用于常规样品中海藻糖

含量测定，具有广谱的应用价值。 
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