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摘要：建立了刚果红法快速检测酵母三股螺旋结构活性 β-葡聚糖的方法，检测体系中酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖的助溶剂二甲

基亚砜终浓度为 2%，最大吸收波长为 523 nm，β-葡聚糖的质量（Y）与ΔOD523 值（x）的回归方程为 Y=923.0x-5.641，线性系数 R2=0.996，

β-葡聚糖的质量在 35~199 μg与相应的ΔOD 有良好的线性关系。刚果红法测得酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖的质量的精密度高，其相

对标准偏差为 2.21%；该方法测得酵母细胞壁样品中三股螺旋结构 β-葡聚糖的含量为 18.33%，回收率在 97.68~103.90%之间，平均回

收率为 99.60%，回收率的相对标准偏差为 2.32%。说明刚果红法测定三股螺旋结构 β-葡聚糖的回收率高，适用于酵母三股螺旋结构

活性 β-葡聚糖的测定，是一种快速、简便且高效的适用于工业生产过程检测的测定方法。 
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Abstract: A quick method to determine the triple-helical β-glucan content in yeast using Congo red was established. The final 

concentration of dimethyl sulfoxide, which was the cosolvent for the yeast triple-helical β-glucan in the measuring system, was 2%, and the 

maximum absorption wavelength of the Cogon red system was 523 nm. The regression equation for the β-glucan mass (Y) and ΔOD523 value (x) 

was Y = 923.0x - 5.641, with a coefficient of determination (R2) of 0.996. The β-glucan mass and ΔOD demonstrated a strong linear relationship 

in the mass range of 35~199 μg of β-glucan. High accuracy was achieved using the Congo red method to measure yeast triple-helical β-glucan, 

with a relative standard deviation (RSD) of 2.21%. Using this method, the content of triple-helical β-glucan in yeast cell wall samples was 

18.33%. The recovery rate varied from 97.68% to 103.90% (average, 99.60%), and the RSD of the recovery rate was 2.32%. The results 

indicated that the Congo red method used to determine the triple-helical β-glucan content had a high recovery rate and was suitable to measure 

yeast triple-helical β-glucan. It was a rapid, simple, and efficient determination method that could meet the demands of the industrial production 

process. 
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酵母是一类与人类生活密切相关的真核微生物。

酿酒酵母细胞壁含有碱不溶性、碱溶性、酸溶性葡聚

糖[1]，碱不溶性 β-葡萄糖即使用热碱处理也能保持酵

母细胞形状和坚固性。碱不溶性葡聚糖以 β-1,3-葡萄

糖为主链以 β-1,6-葡萄糖为侧链，呈三股螺旋高级结

构[2]，可作为膳食纤维发挥作用[3]，另外，具有一定分

子量的三股螺旋结构的 β-1,3-1,6-葡聚糖具有增强细

胞免疫力、提高巨噬细胞活性及具有抗肿瘤等功效 
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[4~6]，其作用机理是 β-葡聚糖通过特异性受体与粒细

胞和巨噬细胞特异性结合，启动粒细胞和巨噬细胞，

引起 T 细胞和 B细胞的增殖[7]。 

葡聚糖纯度的测定方法有酸水解法和酶试剂盒

法，通常是将其处理成为葡萄糖，用一定的方法测定

葡萄糖的含量，再将葡萄糖与葡聚糖按照一定关系折

算，得到葡聚糖的纯度。酸（如：硫酸、三氟乙酸、

盐酸）水解法中的酸处理时间、温度和酸浓度是影响

测定结果的重要因素[8~9]。酶试剂盒法是适宜浓度的盐

酸与高纯的 1,3-β-葡聚糖外切酶和 β-葡糖苷酶混合彻

底水解葡聚糖成葡萄糖，该方法检测精度高，但是样

品前处理以及操作程序复杂、费用昂贵，不能满足工
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业生产快速、准确的检测要求。而且上述这些方法仅

能确定葡聚糖的纯度，不能用于测定具有三股螺旋结

构活性 β-葡聚糖含量的检测。 

刚果红分子与三股螺旋结构 β-葡聚糖结合后，发

生特征性红移，且红移后在 523 nm 处吸收值在一定

条件下与三股螺旋结构β-葡聚糖的质量浓度存在线性

关系[10]。因此，以实验室自制的酵母细胞壁碱不溶性

葡聚糖，即酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖为实验材料，

研究并优化了刚果红法测定酵母三股螺旋结构β-葡聚

糖体系的参数条件，建立了快速、简便且高效的检测

方法，对于指导、优化酵母三股螺旋结构活性β-葡聚

糖的生产非常有意义。 

1  材料与方法 

1.1  材料 

1.1.1  试剂 

酵母碱不溶性三股螺旋结构β-葡聚糖由实验室自

备；二甲基亚砜（DMSO）、氯化钠，柠檬酸、柠檬酸

钠等，均为分析纯，国药集团化学试剂有限公司生产；

0.08%的刚果红溶液用pH为7的0.20 mol/L的柠檬酸-柠

檬酸钠缓冲溶液配制。 

1.1.2  仪器与设备 

立式压力蒸汽灭菌器，上海博迅实业有限公司医

疗设备厂；TG18M 台式高速离心机，长沙平凡仪器仪

表有限公司；RE-52AA旋转蒸发仪，上海亚荣生化仪

器厂；SHZ-D（Ⅲ）循环水式真空泵，巩义市予华仪

器有限责任公司；BCD-575WYM/E34 容声冰箱，广

东容声电器股份有限公司；UVmini-1240 紫外可见分

光光度计，武汉天行健科学仪器设备有限公司；

DF-IOIS 集热式磁力搅拌器，金坛市华龙实验仪器厂。 

1.2  方法 

1.2.1  酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖的纯化 

参考文献[11]进行。称取碱不溶性酵母三股螺旋结

构 β-葡聚糖 13.50 g，将其溶于一定量的蒸馏水中制成

悬浮液，搅拌均匀，置于立式压力蒸汽灭菌器中，

125 ℃处理2 h，冷却至 45 ℃，4000 r/min，离心 15 min。

离心后将沉淀用蒸馏水复溶，搅拌混匀，4000 r/min，

离心 15 min，重复水洗两次，离心。沉淀用一定量蒸

馏水稀释混匀，加热至 60 ℃，调节 pH=9，分别在 0 h、

1 h、2 h 时边搅拌边加入一定量蛋白酶，处理 2 h后，

用冰醋酸中和，4000 r/min，离心 15 min，离心后沉淀

用蒸馏水复溶，搅拌混匀，4000 r/min，离心 15 min，

重复水洗两次，离心。沉淀用过量的丙酮过夜处理后

抽滤得到沉淀，将其置于-20 ℃预冷冻 24 h，-60 ℃冷

冻干燥 10 h，得到浅乳白色、松软的酵母三股螺旋结

构 β-葡聚糖粉末，经试剂盒酶法检测其纯度为 65%。 

1.2.2  酵母葡聚糖标准溶液配制 

称取 90 mg纯化的酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖，

加 DMSO 溶解，在集热式磁力搅拌器中60 ℃恒温水

浴 3 h，用0.20 mol/L的 NaCl定容至 500 mL，制得

117 μg/mL的标准品溶液，备用。 

1.2.3  刚果红法测定体系 

①刚果红组：对照管：3.50 mL的 0.20 mol/L的

NaCl，加 pH为 7 的 0.20 mol/L的柠檬酸-柠檬酸钠缓

冲溶液 3 mL及 0.50 mL的刚果红溶液。实验管：系

列标准品样液（0.30~1.70 mL）用 0.20 mol/L的 NaCl

补足 3.50 mL，加 pH为 7 的 0.20 mol/L的柠檬酸-柠

檬酸钠缓冲溶液 3 mL以及 0.50 mL的刚果红溶液。 

②背景组：对照管：3.50 mL 的 0.20 mol/L 的

NaCl，加 pH为 7 的 0.20 mol/L的柠檬酸-柠檬酸钠缓

冲溶液 3.50 mL。实验管：系列标准样液（0.30~1.70 

mL）用 0.20 mol/L的 NaCl补足 3.50 mL，加 pH为 7

的 0.20 mol/L的柠檬酸-柠檬酸钠缓冲溶液 3.50 mL。 

1.2.4  刚果红法检测体系最大吸收波长的确定 

取 0.70 mL标准溶液，按 1.2.3得到酵母三股螺旋

结构 β-葡聚糖的质量为 82 μg的检测样，用分光光度

计测不同波长下的 OD 值，样品中酵母三股螺旋结构

β-葡聚糖的质量对应的是ΔOD 值（刚果红组OD 值减

去背景组 OD 值），以波长（nm）为横坐标，ΔOD 值

为纵坐标，作图，以确定最大吸收波长。 

1.2.5  刚果红法标准溶液中 DMSO 最适浓度

的确定 

1.2.2 制备中，以 DMSO 为变量，其终浓度分别

为 1%、2%、3%、5%、8%和10%，制备标准溶液，

取 0.70 mL标准溶液，按 1.2.3制备酵母三股螺旋结构

β-葡聚糖质量为82 μg，其质量浓度为 11.70 μg/mL的

检测样，在523 nm处测 OD 值，样品中三股螺旋结构

β-葡聚糖的质量对应的是 ΔOD 值，以标准溶液中

DMSO 浓度为横坐标，ΔOD 值为纵坐标，作图，判

断标准溶液配制时DMSO 最适浓度。 

1.2.6  刚果红法标准溶液配制以及刚果红法测

定体系 

称取 90 mg纯化酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖，加

10 mL DMSO 溶解，在集热式磁力搅拌器中60 ℃恒

温水浴 3 h，用 0.20 mol/L的 NaCl定容至 500 mL，制

得 117 μg/mL的标准品溶液，备用。 

按 1.2.3 制得刚果红法检测酵母三股螺旋结构 β-

葡聚糖质量的刚果红组和背景组的测定体系如表一和
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表 2。 

表 1 刚果红法测酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖的刚果红组测定体系 

Table 1 Summary of the Congo red group using the Congo red method to determine the triple helical β-glucan content in yeast 

葡聚糖含量/μg 0 35 59 82 105 129 152 176 199 

葡聚糖标样/mL 0 0.30 0.50 0.70 0.90 1.10 1.30 1.50 1.70 

0.2 mol/L NaCl/mL 3.50 3.20 3.00 2.80 2.60 2.40 2.20 2.00 1.80 

Buffer/mL 3 3 3 3 3 3 3 3 3 

刚果红/mL 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 0.50 

表 2 刚果红法测酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖的背景组测定体系 

Table 2 Summary of the control group using Congo red method to determine the triple-helical β-glucan content in yeast 

葡聚糖含量/μg 0 35 59 82 105 129 152 176 199 

葡聚糖标样/mL 0 0.30 0.50 0.70 0.90 1.10 1.30 1.50 1.70 

0.2 mol/L NaCl/mL 3.50 3.20 3.00 2.80 2.60 2.40 2.20 2.00 1.80 

Buffer/mL 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 3.50 

1.2.7  刚果红法测定酵母三股螺旋结构 β-葡聚

糖的质量标准曲线的绘制 

按表一和表二的方法得到刚果红组和背景组的测

定体系，利用紫外可见分光光度计在波长 523 nm 处

测 OD 值，样品中酵母三股螺旋结构β-葡聚糖的质量

对应的是 ΔOD 值，以ΔOD 值为横坐标，三股螺旋结

构 β-葡聚糖的质量（μg）为纵坐标，绘制标准曲线。 

1.2.8  刚红法测定体系精密度 

取 0.70 mL标准溶液，按 1.2.3得到酵母三股螺旋

结构 β-葡聚糖质量为 82 μg 的检测样，利用紫外可见

分光光度计在波长 523 nm处测得ΔOD 值，平行测定

5 次，将ΔOD 值代入标准曲线，计算其相对标准偏差

（RSD）。 

1.2.9  刚红法测定体系回收率 

称取酵母细胞壁样品 300 mg，用 10 mL DMSO

溶解，在集热式磁力搅拌器中 60 ℃恒温水浴3 h，用

0.20 mol/L的 NaCl定容至 500 mL，备用。 

分别取 0.50 mL酵母细胞壁样液于 10 mL比色管

中，同时分别加入酵母三股螺旋结构β-葡聚糖标准溶

液 0、0.10、0.20、0.30、0.40 和 0.50 mL，组成样液

体系，按 1.2.3 制得刚果红法测定体系，摇匀后在波长

523 nm 处测得 ΔOD 值，将ΔOD 值代入标准曲线，计

算酵母细胞壁样品中三股螺旋结构 β-葡聚糖的含量、

回收率和 RSD。其中： 

酵母细胞壁样品中三股螺旋结构β-葡聚糖的含量

（%）= m1V/1000mV1×100% 

注：m1-酵母细胞壁样品中三股螺旋结构 β-葡聚糖的质量

（μg），代入标准方程计算得到；m-酵母细胞壁样品质量 300 

mg；V-酵母细胞壁样品制成的样液总体积 500 mL；V1-检测体

系中酵母细胞壁样品制成的样液体积 0.5 mL。 

回收率（%）=A/(B+C)×100% 

注：A-加入酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖后样品总的三股螺

旋结构 β-葡聚糖测定质量（μg）；B-酵母细胞壁样品中三股螺

旋结构 β-葡聚糖的测定质量（μg）；C-加入标准酵母三股螺旋

结构 β-葡聚糖的质量（μg）。 

1.2.10  数据分析 

所得实验数据均为最少三次平行实验的平均值，

其中标准曲线除外。 

2  结果与分析 

2.1  刚果红法检测体系最大吸收波长的确定 

 
图 1 酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖的刚果红体系的吸收光谱 

Fig.1 Absorption spectra of the Congo red system for yeast 

triple-helical β-glucan 

刚果红可与 β-1,3-1,6-葡聚糖的三股螺旋结构发

生相互作用，从而使复合分子最大吸收波长由 493 nm

红移至 523 nm，且在一定三股螺旋结构 β-葡聚糖浓度

的范围内，吸光值的增加与三股螺旋结构β-葡聚糖浓

度的增加成线性关系[10]。在最大吸收波长下进行 OD

值的测定将有效地提高测定灵敏度。测定体系中质量

为 82 μg 的酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖（质量浓度为

11.7 μg/mL）对应的 ΔOD 值与吸收波长之间的关系如
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图 1 所示。 

测定体系在 523 nm 处有最大吸收峰，故确定刚

果红法检测酵母三股螺旋结构β-葡聚糖含量的最大吸

收波长为 523 nm。这与经典文献[10]报道一致。 

2.2  刚果红法标准溶液中 DMSO 最适浓度的

确定 

酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖不溶于水，且不溶于

无水乙醇、丙酮等有机溶剂，但能溶解于 DMSO。标

准溶液配制时需要借助 DMSO 溶解酵母三股螺旋结

构 β-葡聚糖，但过高 DMSO 可能会对酵母三股螺旋结

构 β-葡聚糖的高级结构有所破坏[12]，从而影响刚果红

检测体系的精密度。因此，控制测定体系中 DMSO 浓

度是十分必要的。刚果红法标准溶液中 DMSO 浓度与

含有 82 μg 的酵母三股螺旋结构β-葡聚糖样品（质量

浓度为 11.70 μg/mL）对应的 ΔOD 值之间的关系如图

2 所示。 

 
图 2 刚果红测定体系中 DMSO 浓度对 ΔOD523值的影响 

Fig.2 Influence of DMSO concentration on the ΔOD523 value in 

the Congo red system 

标准样液中DMSO浓度为1~1.50%时样品溶解的

不好，有絮状沉淀存在，因此，DMSO 的浓度采用

2~10%。从图二可以看出，随着 DMSO 浓度增加，酵

母三股螺旋结构 β-葡聚糖质量为 82 μg（质量浓度为

11.70 μg/mL）的测定体系对应的 ΔOD 值逐渐减小，

其中 DMSO 浓度为 2%时 ΔOD 值最大，比 DMSO 浓

度为 3%和 5%的 ΔOD 值分别增加了 25%、54%；比

8%和 10%的 ΔOD 值分别提高了近 1.20 倍和1.50 倍。

这与过高浓度的 DMSO 会影响多糖高级结构中氢键

的稳定性有关[12]。2%的 DMSO 溶解体系稳定而且

ΔOD523 值最大，因此，确定标准溶液中 DMSO 最适

浓度为 2%。 

2.3  刚果红法测定三股螺旋结构 β-葡聚糖标

准曲线的绘制 

按 1.2.7 的方法，以酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖

的质量对应的 ΔOD 值为横坐标，以相应的三股螺旋

结构 β-葡聚糖的质量（μg）为纵坐标，绘制标准曲线

如图 3 所示。 

 

图 3 刚果红法测得酵母三螺旋结构 β-葡聚糖的标准曲线 

Fig.3 Standard curve of yeast triple-helical β-glucan using the 

Congo red method 

回归方程为 Y=923.0x-5.641，三股螺旋结构 β-葡

聚糖的质量与 ΔOD 值的线性系数 R2=0.996。刚果红

法测定酵母三螺旋结构 β-葡聚糖时，酵母三股螺旋结

构 β-葡聚糖的质量在 35~199 μg 与 ΔOD 值有良好的

线性关系。 

2.4  刚红法测定体系精密度 

精密度测定结果如表 3 所示。 

表 3 刚果红体系的精密度 

Table 3 Accuracy of the Congo red system 

 
重复实验次数 

平均值 RSD/% 
1 2 3 4 5 

ΔOD 值/A 0.091 0.094 0.096 0.093 0.092 0.093 2.08 

酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖质量计算值/μg 78.35 81.12 82.97 80.20 79.28 80.38 2.21 

通过对酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖质量为 82 μg

的检测样（质量浓度为 11.70 μg/mL）重复性实验，对

该方法的精密度进行测定，实验结果如表三所示：测

得酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖质量平均值为 80.38 

μg，RSD 为 2.21%，表明该方法检测重复性好，精密

度高。 

2.5  刚红法测定体系回收率 
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称取酵母细胞壁样品 300 mg，溶解、定容至 500 

mL，分别加入不同质量的酵母三股螺旋结构 β-葡聚

糖，按1.2.3制得刚果红法测定体系，计算酵母细胞壁

样品中酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖、回收率和 RSD。

回收率测定结果如表 4 所示。 

表 4 刚果红体系的回收率 

Table 4 Recovery rate for the Congo red system 

加入酵母三股螺旋结 

构 β-葡聚糖质量/μg 

测得酵母三股螺旋结构 

β-葡聚糖总质量/μg 

酵母三股螺旋结构 β-葡 

聚糖的加样总质量/μg 

回收 

率/% 

平均回 

收率/% 
RSD/% 

0 54.99 54.99 100.00 

 

 
 

99.60 

 

 
 

2.32 

11.70 65.14 66.69 97.68 

23.40 77.14 78.39 98.41 

35.10 88.22 90.09 97.92 

46.80 105.76 101.79 103.90 

58.50 113.14 113.49 99.69 

由表 4 看出：回收率在 97.68~103.90%之间，平

均回收率为 99.60%，RSD 为 2.32%。同时由上表可知，

0.50 mL的酵母细胞壁样品中三股螺旋结构 β-葡聚糖

的质量为 54.99 μg，按 1.2.9 中关于酵母细胞壁样品中

三股螺旋结构 β-葡聚糖的计算公式，计算得酵母细胞

壁样品中三股螺旋结构β-葡聚糖的含量为18.33%。 

通过加样回收率测定该方法的准确度，结果表明

其测定准确度较高，完全能够满足快速测定的需要。 

3  结论 

3.1  建立了检测酵母三股螺旋结构 β-葡聚糖质量的

刚果红检测方法，精密度和准确度均较高，测得酵母

三股螺旋结构 β-葡聚糖质量 RSD 值分别为 2.21%和

2.32%，是一种快速、简便且高效的测定方法。 

3.2  实验结果表明：酵母葡聚糖标准溶液中 DMSO

终浓度为 2%，刚果红法检测体系的最大吸收波长为

523 nm，利用此方法检测得酵母细胞壁样品中三股螺

旋结构 β-葡聚糖的含量为 18.33%。 

3.3  三股螺旋结构是 β-葡聚糖具有生物活性的前提，

因此，确定的三股螺旋结构 β-葡聚糖质量的快速测定

方法对于指导、优化活性β-葡聚糖的生产非常有意义。 
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