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摘要    本研究建立了高效阴离子交换–脉冲安培检测法(HPAEC-PAD)分析海参(Apostichopus 

japonicus)多糖的单糖组成及含量测定。通过比较 3 种蛋白去除法对海参多糖含量的影响，优化海

参多糖纯化方法；比较淋洗液浓度对单糖分离效果的影响，优化海参中单糖分离的色谱条件。结果

显示，Sevag 法去蛋白的效果最好，在淋洗液为 20 mmol/L NaOH 的条件下分离岩藻糖、氨基半乳

糖、氨基葡萄糖、半乳糖、甘露糖、阿拉伯糖、葡萄糖和乳糖；在淋洗液为 160 mmol/L NaOH 和

200 mmol/L NaAC 的条件下分离葡萄糖醛酸和半乳糖醛酸。各单糖标准曲线的线性相关系数不低于

0.998，检出限为 2.5~50 μg/L，加标回收率在 83.6%~113.1%之间。该方法可测定海参多糖的中性糖、

氨基糖和糖醛酸，可作为海参及其制品中的单糖分析及定量方法，为相关标准的制定提供参考。 
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海参(Apostichopus japonicus)是我国传统的名贵

海珍品，营养丰富，蛋白质含量高，脂肪含量低，不

含胆固醇，富含多种微量营养成分(Shi et al, 2016)。

此外，海参还具有较高的药用价值，对治疗肺结核、

再生障碍性贫血、糖尿病等有一定疗效(林威威等 , 

2011)。海参多糖是海参体壁重要的活性成分之一，

其化学组成能直接反映海参的品质(姜健等, 2004)。

目前，在海参体壁中发现的多糖分为两大类：海参糖

胺聚糖和海参岩藻多糖。海参糖胺聚糖是由 D-N-乙

酰氨基半乳糖、D-葡萄糖醛酸、L-岩藻糖和硫酸酯基

组成的分支杂多糖，相对分子量为 4~5 万道尔顿；海

参岩藻多糖是由 L-岩藻糖构成的支链匀多糖，相对

分子量为 8~10 万道尔顿(樊绘曾, 2001)。海参多糖含

量可占干参总有机物的 6%以上(刘琪等, 2015)，具有

抗肿瘤(Song et al, 2013)、抗凝血(Pomin, 2012)、抗氧

化(Liu et al, 2012)、抗高血脂(Olivera-Castillo et al, 

2013)、抗高血糖(Hu et al, 2013)等多种生物学功能。 

高效阴离子交换色谱脉冲安培检测法(HPAEC- 

PAD)近年来发展迅速，在糖和糖醇等的应用已较为

成熟(刘婷, 2009)，比如食用菌和植物多糖的单糖分

析等，在动物多糖单糖分析上的相关报道较少，海参

中仅用于硫酸基含量的测定(尹利昂, 2009)。和植物

多糖不同，海参多糖不能采用水提等非降解法，需要

采用酶解的方式提取后再水解成单糖，增加了前处理
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的难度。海参多糖含有中性糖、氨基糖和糖醛酸，优

化淋洗液浓度和梯度以确保每种单糖都能出峰。本研

究采用 HPAEC-PAD 方法首次建立了以 CarboPac 

PA10 糖分析柱、NaOH 溶液和 NaAC 溶液梯度淋洗，

分析海参中的 10 种单糖，包括中性糖、氨基糖和糖

醛酸，为海参及其制品中单糖含量的检测方法及标准

的制定提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  材料、试剂与仪器 

1.1.1 实验材料    实验用活刺参样品均于 2016 年 

6 月购于山东省青岛市新贵都水产批发市场，重量为

(200±10) g/只，淡干刺参即鲜活刺参经去内脏清洗后

煮制 40 min 后烘干制成；冻干刺参即鲜活刺参经去

内脏清洗后放入冷冻干燥机中冻干制成；盐干刺参即

鲜活刺参经去内脏清洗后盐渍再烘干制成。 

1.1.2  主要试剂    10 种单糖标准物质：L-岩藻糖

(L-Fucose)、D-半乳糖(D-Galactosamine)、D-甘露糖

(D-Mannose)、D-阿拉伯糖(D-Arabinose)、D-葡萄糖

(D-Glucose) 、 D- 乳 糖 (D-Lactose) 、 D- 氨 基 葡 萄 糖

(D-Glucosamine)、D-氨基半乳糖(D-Galactosamine)、

D-半乳糖醛酸(D-Galacturonic acid)、D-葡萄糖醛酸

(D-Glucuronic acid)，纯度均≥98%，购于美国 Sigma

公司。 

无水乙醇、苯酚、浓硫酸、丙酮、三氯甲烷、正

丁醇、乙酸钠、EDTA、L-半胱氨酸、50%氢氧化钠

溶液(色谱纯，购于美国麦克林公司)、木瓜蛋白酶(分

析纯，美国 Sigma 公司)，其余试剂为国产分析纯。 

1.1.3  仪器与设备    ICS-3000 离子色谱仪(配备电

化学检测器)，CarboPac PA10 糖保护柱(美国戴安)；

CarboPac PA10 糖分析柱(0.4 mm×250 mm，美国戴

安)；V1800 型可见分光光度计(尤尼柯上海仪器有限

公司)；高速离心机(赛默飞世尔)；DFY-300 型摇摆式

高速万能粉碎机(温岭市林大机械)；SP-7417 电动研

磨搅拌机(德清拜杰电器)；ZRD-A7080 全自动新型鼓

风干燥箱(上海智试分析仪器)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  蛋白去除方法的优化    酶解法是动物多糖

提取常用的方法，但经酶解法提取的海参多糖保留长

度不一的肽链，为了进一步纯化海参多糖及减少对离

子色谱柱的影响，海参多糖中残留的多肽还要通过其

他方式去除。比较三氯乙酸法、Sevag 法、乙酸锌和

亚铁氰化钾法 3 种方法去蛋白的效果，进一步提高海

参多糖得率。 

三氯乙酸法：向海参多糖水溶液中加入 30%的三

氯乙酸溶液缓慢搅拌至不再出现浑浊，静置、离心后

去沉淀。 

乙酸锌和亚铁氰化钾法：向海参多糖水溶液中加

入乙酸锌和亚铁氰化钾溶液，混匀后静置离心。 

Sevag 法：Sevag 试剂是将氯仿和正丁醇以 5∶1

的比例混匀。向海参多糖水溶液中加入 1/4 体积的

Sevag 试剂，混匀后取出上层水溶液，重复操作 3 次。 

1.2.2  色谱条件的优化    淋洗液为 NaOH 溶液，

分别采用 400、120、80、20 mmol/L NaOH 溶液，通

过分析单糖的分离效果，选择中性糖和氨基糖的最佳

淋洗液浓度。采用 200 mmol/L NaOH 和 1 mol/L NaAC

混合淋洗液，设置不同浓度梯度分离糖醛酸，选择糖

醛酸分离的最佳淋洗液梯度。 

1.2.3  方法重复性和加标回收实验    将 5 μg/ml 的

单糖标准混合液进样 6 次，计算相对标准偏差。对于

海参样品中不含有的单糖及含量低的单糖按照 1.0、

2.0 和 5.0 mg/g 的添加量进行加标回收实验；对于样

品中含量高的单糖按照含量的 0.5 倍、1 倍和 2 倍的

添加量进行加标回收实验。平行测定 6 份，计算平均

回收率和相对标准偏差。 

1.2.4  单糖含量的测定    称取 2 g(精确到 0.001 g)

海参样品，分别加入 30 ml 0.1 mol/L 乙酸钠缓冲溶

液、100 mg 木瓜蛋白酶、10 ml EDTA 溶液和 10 ml

半胱氨酸溶液，置于 60℃下振荡反应 24 h 之后，反

应混合物离心。向上清液中加入 2 倍体积 95%乙醇，

4℃静置过夜，离心弃上清液。沉淀经无水乙醇、丙

酮洗涤后重新溶解并定容至 100 ml，取 4 ml 多糖水

溶液采用 Sevag 法去蛋白。取 2 ml 海参多糖水溶液

加入 1 ml 2 mol/L 三氟乙酸溶液，充氮封管，120℃水

解 2 h (GB/T 33108-2016)，中和后定容至 10 ml。取

多糖水解液过 0.45 μm 水系滤膜，采用 HPAEC-PAD

进行单糖分析及含量测定。前处理方法参考盛文静等

(2007)，并在原来的基础上稍加改进。 

1.2.5  数据分析    实验重复3次，每组实验设3组平

行，结果以平均值±标准差(Mean±SD)表示。使用SPSS 

18.0统计软件单因素分析(One-way ANOVA)对不同

处理的差异进行统计分析，统计差异显著性水平为

P<0.05，比较采用Ducan法分析。 

2  结果与分析 

2.1  海参多糖最佳去蛋白方法 

分别采用三氯乙酸法、乙酸锌和亚铁氰化钾法及
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Sevag 法去除海参多糖中的蛋白质，结果见表 1。结

果显示，3 种去蛋白的方法差异性显著(P<0.05)，其

中乙酸锌和亚铁氰化钾去除蛋白的方法得到的海参

多糖含量最低，表明多糖有损失，效率低，同时该法

也引入了杂质离子，因此，不适用于离子交换色谱法。

虽然三氯乙酸法得到的海参多糖含量最高，但三氯乙

酸引起多糖不必要的水解，不利于海参多糖的纯化。

Sevag 法去蛋白后和不去蛋白得到的海参多糖含量差

异不显著，表明 Sevag 法对蛋白去除的效果明显，不

会引起多糖的损失，同时能够去除小分子多肽对离子

色谱柱和离子色谱仪的影响。 
 

表 1  不同蛋白沉淀剂对海参多糖纯化的影响 
Tab.1  The effect of protein precipitants on the 

polysaccharide purification of sea cucumber  

蛋白沉淀剂 
Protein precipitant 

海参多糖含量(以岩藻糖计)
Content of sea cucumber 

polysaccharide 
(Count on fucose, %) 

不加沉淀剂 Non-precipitant 6.46±0.23b 

三氯乙酸 TCA 11.46±0.39a 

乙酸锌和亚铁氰化钾 
Zinc acetate & Potassium 
Ferrocyanide 

4.30±0.31c 

Sevag 法 7.14±0.31b 

注：同一列中不同上标字母表示差异显著(P<0.05) 

Note: Data within the same column with different letters 
were significantly different (P<0.05) 

 

2.2  单糖分离的最佳淋洗液梯度 

结果显示，当浓度为 400 mmol/L NaOH 溶液时，

各单糖的色谱峰几乎不能分开，表明淋洗液强度太

大，单糖在色谱柱上保留变弱，导致保留时间太短，

不能实现单糖的有效分离，因此，需要降低 NaOH 的

浓度(李静等, 2012)。由图 1 可见，随着淋洗液浓度

的降低，单糖与离子基团交换时间长，各单糖标准品

逐渐分离，当 NaOH 溶液浓度为 20 mmol/L 时，单糖

实现了有效分离。在该条件下，8 种中性糖和氨基糖

(Fuc、Glc、Lac、Gal、Man、Ara、GlcN 和 GalN)实

现了较好分离。 

采用 160 mmol/L NaOH-200 mmol/L NaAC 混合

淋洗液分离 2 种更难洗脱的糖醛酸，葡萄糖醛酸和半

乳糖醛酸混合标准溶液的色谱图见图 2。 

2.3  方法线性关系和回收率 

HPAEC-PAD 的色谱条件经优化后，各单糖标准

线性方程的相关系数均大于 99.8%，线性良好，线性

范围在 0.25~50 μg/ml 之间。将 5 μg/ml 的单糖标准混

合液进样 6 次，相对标准偏差在 0.81%~3.81%之间。

加标回收率在 83.6%~113.1%之间，结果见表 2。 

2.4  单糖含量的测定结果 

将刺参多糖的单糖水解液进行 HPAEC-PAD 测

定，将刺参样品的色谱图与单糖标准品色谱图进行对

比分析，根据保留时间定性，峰面积定量，计算各海

参中单糖的含量，结果见表 3。刺参多糖含有岩藻糖、

氨基半乳糖、氨基葡萄糖、半乳糖、甘露糖、阿拉伯

糖、葡萄糖醛酸和半乳糖醛酸，加工方式的不同影响

海参中单糖的组成比例。 
 

 
 

1: 岩藻糖；2: 氨基半乳糖；3: 阿拉伯糖；4: 氨基葡萄糖；    

5: 半乳糖；6: 甘露糖；7: 葡萄糖；8: 乳糖 
1: Fucose; 2: Galactosamine; 3: Arabinose; 4: Glucosamine;  

5: Galactose; 6: Mannose; 7: Glucose; 8: Lactose 

图 1  淋洗液浓度对单糖分离的影响 
Fig.1  The effect of eluent concentration on  

the monosaccharide separation 
 

 
 

1: 葡萄糖醛酸；2: 半乳糖醛酸 
1: Glucuronic acid; 2: Galacturonic acid 

图 2  5 μg/ml 2 种糖醛酸混合标准溶液的离子色谱 
Fig.2  HPAEC-PAD chromatogram of two mixed  

uronic acid standards (5 μg/ml) 
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表 2  淡干刺参中 10 种单糖的加标回收率 
Tab.2  The recovery rate of ten monosaccharides in dried sea cucumber  (n=6) 

单糖 Monosaccharide 本底均值 Mean (mg/g) 加标回收率 Recovery rate (%) 相对标准偏差 RSD (%) 

岩藻糖 Fuc 16.0±0.36 88.6~101.3 3.00 

氨基半乳糖 GalN 0.10±0.05 83.6~99.2 0.81 

阿拉伯糖 Ara 1.85±0.47 87.0~113.1 2.91 

氨基葡萄糖 GlcN 3.28±0.16 93.3~102.7 2.64 

半乳糖 Gal 10.1±0.51 85.9~99.9 2.50 

葡萄糖 Glc 0.00±0.00 85.5~90.1 3.25 

甘露糖 Man 4.37±0.56 92.3~96.1 3.81 

乳糖 Lac 0.00±0.00 89.9~99.5 2.94 

半乳糖醛酸 GalUA 6.05±0.15 98.9~96.7 1.46 

葡萄糖醛酸 GlcUA 1.15±0.01 96.4~104.6 1.86 
 

表 3  海参多糖单糖组成测定结果 
Tab.3  The composition of monosaccharide in sea cucumber polysaccharide 

单糖含量 Content of Monosaccharide (mg/g) 
样品名称 

Sample name 岩藻糖 
Fuc 

氨基半乳糖
GalN 

阿拉伯糖
Ara 

氨基葡萄糖
GlcN 

半乳糖
Gal 

甘露糖 
Man 

半乳糖醛酸
GalUA 

葡萄糖醛酸
GlcUA 

鲜刺参 
Fresh sea cucumber 

1.79±0.32 0.45±0.18 0.95±0.01 0.08±0.02 5.61±0.02 2.74±0.01 0.68±0.02 0.57±0.21

干刺参 
Dried sea cucumber1 

16.0±0.36 0.10±0.05 1.85±0.47 3.28±0.16 10.1±0.51 4.37±0.56 6.05±0.15 1.15±0.01

盐干刺参 
Salty-dried sea cucumber 

11.25±1.76 0.11±0.01 0.65±0.03 2.20±0.09 7.02±0.52 2.22±0.10 0.59±0.23 0.85±0.49

冻干刺参 
Frozen-dried sea cucumber 

8.63±0.22 0.00±0.00 0.13±0.02 3.23±0.55 2.00±0.05 2.52±0.10 5.63±0.10 0.15±0.03

淡干刺参 
Dried sea cucumber 

11.35±0.59 0.45±0.18 0.28±0.02 1.21±0.04 6.26±0.17 2.46±0.13 9.32±0.04 2.47±0.19

1. 干刺参是鲜活刺参未经煮制直接烘干所得 
1. Dried sea cucumber was dried directly from fresh sea cucumbers without cooking 

 

3  讨论 

3.1  蛋白去除对海参多糖含量的影响 

海参多糖提取的同时，与糖连接的蛋白也同时被

提取(王远红等, 2005)，残留的蛋白会堵塞分析柱，

且会影响离子色谱仪的稳定性，因此，蛋白去除是海

参多糖进一步纯化和分级的前提(殷涌光等, 2006)，

张红静(2006)比较不同蛋白去除方法发现，Sevag 法

去蛋白的效率最高，可用于动物多糖的纯化。李苹苹

等(2006)研究紫贻贝(Mytilus edulis)多糖蛋白质脱除方

法，发现酶法与 Sevag 法结合能有效去除紫贻贝多糖

中的蛋白质，蛋白脱除率为 78.5%。因此，Sevag 法

能够有效去除海参多糖中的小分子肽，同时不会引起

多糖的损失，是动物多糖蛋白去除最常用的方法。 

3.2  淋洗液浓度对单糖分离效果的影响 

HPAEC-PAD 是利用糖分子在 pH>10 的淋洗液

中带负电的形式，能够结合在阴离子交换柱上并被分

离，因此，调节分离效率和选择性的重要参数是氢氧

化物浓度(曹莉, 2012)。 

在淋洗液浓度为 20 mmol/L 的条件下，葡萄糖醛

酸和半乳糖醛酸没有分离，原因可能是 NaOH 的浓度

太低，不能将糖醛酸解析出来，因此，需要更高浓度

的淋洗液。在研究中发现，当单独采用 NaOH 溶液并

不能分离糖醛酸，需加入洗脱能力更强的 NaAC 溶液

作为淋洗液(吴胜芳等, 2005; 彭云云等, 2009; 戴军

等, 2006)。但在研究中发现，如果淋洗液的浓度过高

会造成基线不稳，同时会影响中性糖和氨基糖的分

离。因此，可采用 2 种不同的色谱条件分别分离海参

多糖中的单糖，即采用低淋洗液浓度条件分离海参多

糖中的中性糖和氨基糖，采用高淋洗液浓度条件分离

海参多糖中的糖醛酸。 

3.3  单糖含量测定结果的比较 

海参多糖由不同类型的单糖组成，且单糖存在互

变异构、差向异构以及各单糖具有相似结构等特征，
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所以海参多糖的单糖组成分析是进行海参多糖质量

控制和获取多糖基本信息的重要环节(Fonseca et al, 

2009)。HPAEC-PAD 分析单糖组成具有简单、精密度

高、无需衍生等优点，在植物多糖和真菌多糖的应用

广泛，本研究首次将 HPAEC-PAD 应用于动物多糖的

单糖分析。将本研究结果和 PMP-HPLC 分析海参多

糖的单糖组成结果(田鑫等, 2014)相比，就单糖种类

来看，发现 PMP-HPLC 的测定结果缺少 Ara 和 GalUA

这 2 种单糖，HPAEC-PAD 测得的海参中单糖的种类

更全面，这可能和海参多糖的提取方法有关。 

3.4  加工工艺对海参中单糖含量的影响 

传统淡干海参的加工工艺都要经过煮制和烘干，

煮制的过程会丢失部分海参单糖，会对海参的营养价

值有影响。冻干海参一定程度上保留了海参多糖，但

盐干海参和盐渍后再脱水而成的淡干海参单糖的含

量明显降低，单糖的种类明显减少。没有经过煮制而

直接烘干的海参，其单糖的含量明显高于其他加工方

式的海参，表明海参的加工还需要新的科技条件的支

撑，最大限度地保留海参单糖。 

4  结论 

本研究采用 HPAEC-PAD 对海参多糖水解得到的

单糖进行分析，使用 CarboPac PA10 糖分析柱，以一

定浓度 NaOH 溶液和 NaAC 溶液为淋洗液进行梯度淋

洗。该方法可测定海参中的中性糖、氨基糖和糖醛酸，

分离效果好，操作简单，无需衍生，精密度高，可为

海参中单糖检测标准的制定提供参考。 
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Establishment and Determination of Monosaccharide in Sea Cucumber  

LIU Fen1,2, SUN Xiaojie1, ZHU Wenjia1, GUO Yingying1, HE Liu1,3, YANG Zhenzhen1,2,  
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(1. Yellow Sea Fishery Research Institute, Chinese Academy of Fishery Sciences, Qingdao  266071; 2. College of Food Science 
and Technology, Shanghai Ocean University, Shanghai  201306; 3. College of Food Science  

and Engineering, Ocean University of China, Qingdao  266003) 

Abstract    High-performance anion-exchange chromatography with pulsed amperometric detector 
(HPAEC-PAD) was widely used to analyze monosaccharide in botanical and fungal polysaccharides, but 
lightly used in marine animal polysaccharides. A method has been developed for determining 
monosaccharide composition and content in sea cucumber polysaccharide by HPAEC-PAD. Purifying sea 
cucumber polysaccharide were optimized by comparing three deproteinization methods. Optimum 
chromatographic conditions for the separation of monosaccharide were optimized by comparing eluent 
concentration on the separation of monosaccharide. The results indicated that the reagent of Sevag 
removed micro-molecule polypeptide more effectively than others from sea cucumber polysaccharides. 
The concentration of eluent had significant effect on separating monosaccharide. Eight monosaccharide, 
such as Fuc, Gal, Ara, GalN, GlcN, Man, Glc, and Lac, were separated using 20 mmol/L NaOH as eluent. 
GlcUA and GalUA were separated by 160 mmol/L NaOH and 200 mmol/L NaAC as eluent. The linear 
coefficients of monosaccharide standard were above 0.998. The detection limit of each monosaccharide 
was between 2.5 and 50 μg/L, and the recovery rates ranged from 83.6% to 113.1%. The method 
determining neutral sugar, amino sugar and uronic acid in sea cucumber polysaccharides could be used as 
analysis and quantitative method of monosaccharide in sea cucumber and its products. The composition 
and content of monosaccharide were significant indices for determining the biological activity of sea 
cucumber. The established method could provide basic monosaccharide information and promote the 
polysaccharides research progress in sea cucumber. It could provide references for the establishment of 
sea cucumber standards, and expand the application of active substances in medicine and other fields. 
Key words    HPAEC-PAD; Sea cucumber polysaccharide; Monosaccharide determination 
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