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木质纤维素低聚糖：化学制备、分离纯化、结构表征及应用研究进展
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摘要： 木质纤维素低聚糖是指来源于木质纤维素中结构多糖（纤维素、半纤维素）的短链糖分子，聚合度通常

在 2-20之间，如低聚葡萄糖、低聚木糖、低聚甘露糖等，在食品、农业、医药、化妆品等领域有极大的应用潜

力和市场前景，近年来成为生物质化工领域的研究热点。本综述总结了木质纤维素低聚糖的制备、分离、表征

及应用方面的研究进展，详细总结了自上而下法和自下而上法两类制备技术，比较了制备效率、产物种类及结

构、分子量分布等差异；归纳了膜分离、色谱吸附分离等分离纯化策略；总结了低聚糖组成、聚合度、糖苷键

等化学结构的表征方法，以及低聚糖的生物活性功能、应用领域及前景。
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Lignocellulosic-based oligosaccharides: chemical preparation, separation, 
structural characterization, and functional applications
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Abstract: Lignocellulosic-derived oligosaccharides refer to short-chain sugar molecules derived from structural 
polysaccharides (cellulose, hemicellulose) in lignocellulose, with a degree of polymerization typically ranging from 2 
to 20, such as gluco-oligosaccharides, xylo-oligosaccharides, and manno-oligosaccharides. They possess 
significant application potential and market prospects in the fields of food, agriculture, medicine, and cosmetics, 
and have become a research hotspot in the field of biomass chemical engineering in recent years. This review 
summarized the research progress on the preparation, separation, structural characterization, and functional 
application of lignocellulose-derived oligosaccharides. Oligosaccharides preparation strategies, namely the top-
down and bottom-up methods, were summarized in detail. Comparisons on preparation efficiency, product types and 
structures, and molecular weight distribution were made. Separation and purification strategies such as membrane 
separation and chromatographic adsorption separation were summarized. Characterization methods for the chemical 
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structure of oligosaccharides, including chemical composition, degree of polymerization, and glycosidic bonds were 
reviewed. Furthermore, the biological activities, application fields, and prospects of lignocellulose-derived 
oligosaccharides were introduced.
Keywords: lignocellulose; xylo-oligosaccharides; gluco-oligosaccharides; manno-oligosaccharides; glycosidic 
bond

引 言

木质纤维素是生物质的主要组成成分，由纤维

素、半纤维素和木质素三大素通过复杂的交联结构

构成[1]。其中，纤维素和半纤维素作为结构多糖，占

生物质干重的 60%-75%，是自然界中最为丰富的糖

类资源。纤维素和半纤维素的结构见表 1。纤维素

是由葡萄糖单元通过 β-(1→4)-糖苷键连接而成的

均质高分子多糖，聚合度通常为数百至数万，分子

链间通过氢键和范德华力聚集形成高度有序的结

晶区与无序的无定形区[2]。半纤维素则是以β-(1→
4)-连接的戊糖为主链、带有多种短侧链取代基团的

杂多糖，其单糖组成主要包括木糖、甘露糖、葡萄

糖、阿拉伯糖、半乳糖等，聚合度较低（一般 80-
200），整体呈现无定形、高度分支的构象，可紧密附

着于纤维素微纤丝表面，并与木质素形成交联

网络[3]。

通过化学法、酶法或物理法对木质纤维素中的

结构多糖进行降解，可获得聚合度为 2-20 的低聚

糖，如低聚木糖、纤维寡糖等[5]。这类低聚糖因具有

优良的益生元活性、抗氧化性能、提高免疫、保湿补

水等多种生理功能，在疾病诊断与防治、功能性食

品、饲料添加剂、医药健康、植物生长及抗病、化妆

品等领域展现出广阔的应用前景。近年来，以木质

纤维素水解所得单糖（如葡萄糖、木糖）通过化学合

表 1　木质纤维素中结构多糖纤维素与半纤维素的化学结构［4］

Table 1　Chemical structures of structural polysaccharides cellulose and hemicellulose in lignocellulose［4］

组分

纤维素

半纤维素

化学结构

 

 

 

 

糖苷键

β-(1→4)

主链：β-(1→4)

侧链：α-(1→2)
α-(1→3)
α-(1→6)

乙酰基：酯键
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成法也实现了低聚糖的制备，其制备效率、所得产

物结构及生物活性与降解法存在较大差异，成为新

兴的研究热点。在众多低聚糖中，低聚葡萄糖、低

聚木糖和低聚甘露糖三类最具代表性，它们分别来

源于纤维素、半纤维素和甘露聚糖，在结构与功能

方面各具特色。

本文系统综述了来源于木质纤维素的低聚糖，

涵盖了其制备、分离纯化、结构表征与应用前景。

首先，系统总结了木质纤维素低聚糖的制备技术，

从“自上而下”与“自下而上”两个策略，全面涵盖了

化学水解与合成法、酶催化法以及多种处理手段制

备低聚糖的策略。在此基础上，进一步详细阐述了

低聚糖的分离纯化方法及结构表征手段，重点分析

了不同分离技术的用途及优缺点，总结了针对组成

成分、聚合度和糖苷键的特异性表征方法。本文将

为木质纤维素向高附加值低聚糖产品的高效转化

及应用提供理论指导，拓展了木质纤维素高值转化

利用的新途径。

1 木质纤维素低聚糖

1.1 低聚木糖

低聚木糖（xylo-oligosaccharides,XOS）通常是由

2-20个木糖分子通过β-(1→4)-糖苷键连接而成的

功能性寡糖，其化学结构如图 1所示，是最具代表性

的益生元低聚糖之一[6]。低聚木糖不仅具有促进双

歧杆菌增殖、调节肠道菌群的功效，还具有降低血

液胆固醇、抗氧化、增加钙吸收、降低结肠癌风险以

及有益于糖尿病患者健康等多重功能[7]。低聚木糖

已被广泛用作功能食品添加剂、甜味剂、保健品等，

另外也用于动物饲料添加剂以提高动物肠道健康

及免疫功能。我国已建立低聚木糖食品质量标准，

将低聚木糖按照产品形态分为糖浆（L）和糖粉（P），

pH 在 3.5-6.0，灰分含量小于 0.3%，且 X2-X4 含量

（以干基算）需高于 50%[8]。目前，低聚木糖已实现

规模化生产，例如山东龙力公司以玉米芯、甘蔗渣

中木聚糖为底物通过酶法生产低聚木糖，年产量达

6000 吨，产品以糖粉（XOS-95P）、糖浆（XOS-75L）
等形式销售[9-10]。

1.2 低聚葡萄糖

低聚葡萄糖（gluco-oligosaccharides, GlcOS）通

常指葡萄糖单元通过各种连接键连接而成的低聚

糖。如图 2所示，根据低聚葡萄糖的糖苷键类型不

同，可分为α-(1→6)型异麦芽寡糖、β-(1→6)型龙胆

低聚糖、β-(1→4)型纤维寡糖、α-(1→4)型麦芽寡糖、

α-(1→3)型黑曲霉低聚糖、β-(1→3)型海带低聚糖、

α-(1→2)型曲寡糖、β-(1→2)型槐糖低聚糖、α,α/α,β/
β,β-(1→1)型海藻低聚糖。其中，β-(1→4)型纤维寡

糖主要是由纤维素水解制备得到，其他类型低聚糖

一般是由淀粉或蔗糖通过糖苷转移酶制备而得。

研究表明，不同类型连接键的低聚糖在益生元活性

和免疫调节功能上各具特色。异麦芽低聚糖可有

效促进双歧杆菌增殖，从而调节肠道菌群。β-葡聚

糖能显著提高 α-葡萄糖苷酶抑制率（52.7%），其抑

制效果比对照组提高了 2.01倍，在糖尿病治疗方面

展现出良好潜力[10]。低聚葡萄糖因其低热量、非消

化性及选择性促进有益菌生长等特性，在功能性食

品和医药领域展现出广阔的应用前景[11-12]。

1.3 低聚甘露糖

低聚甘露糖（manno-oligosaccharides, MOS）是

由D-甘露糖通过不同糖苷键连接而成的寡糖，其聚

合度在 2-20之间，结构如图 3所示。按照糖苷键类

型又可分为 α-低聚甘露糖和 β-低聚甘露糖。α
-MOS 是由酵母细胞中存在的 α-(1→6)-糖苷键连

接的甘露聚糖水解得到[13],而 β-MOS 来源于通过 β
-(1→4)-糖苷键连接的植物甘露聚糖。低聚甘露糖

在肠道微生态调节、代谢性疾病干预、免疫调节、抗

图1 低聚木糖结构

Fig.1 Chemical structure of xylooligosaccharides
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氧化抗肿瘤等多个领域展现出显著的应用价值[14]。

此外低聚甘露糖作为抗生素替代品，在畜禽和水产

养殖中能够改善生长性能、增强免疫应答、提高营

养物质利用率，并改善肠道形态结构，为减少养殖

业抗生素使用提供了绿色解决方案[15]。

2 低聚糖的制备

低聚糖的制备分为自上而下的降解反应和自

下而上合成反应两种策略。自上而下法是以多糖

为原料，通过物理法（微波、水热、蒸汽爆破等），化

学法（酸解、离子液体等）或酶法（糖苷水解酶、糖苷

磷酸化酶等）断裂糖苷键，降解生成低聚糖。物理

法操作简便，绿色环保且不引入其他杂质，但产物

不均一，设备要求高，工业化放大易受限。化学法

反应快速、成本较低，但产物聚合度分布宽。酶法

条件温和、选择性高，产物聚合度相对集中，但酶成

本较高。酶法原料来源广、易于工业放大，是目前

低聚糖生产的主要途径，但对糖苷键的选择性有限

（表 2所示）。自下而上法一般通过化学或酶法从单

体（单糖或二糖）出发，通过化学合成（糖基供体与

受体的选择性偶联）或酶法合成（糖基转移酶、水解

酶等）逐步构建目标低聚糖。化学法可精确控制糖

苷键构型和连接位置，但步骤繁琐、产率低；酶法区

域和立体选择性高，条件温和，但成本较高、规模化

受限（表3所示）。

2.1 自上而下法

2.1.1 物理法制备低聚糖  物理法主要通过机械

力或能量输入改变木质纤维的物理结构，其核心目

标是破坏纤维素的结晶结构、增加比表面积、降低

聚合度。物理法本身通常不直接生产高纯度低聚

糖，而是作为预处理手段与其他方法联用。勇强教

授[16]团队通过水热法破坏笋壳半纤维素部分连接

键，结合木聚糖酶进一步水解得到产率 30.9% 低聚

木糖。机械预处理包括粉碎、研磨、球磨、微波辐射

等。球磨处理可有效破坏木质素的物理屏障，使纤

维表面出现碎片化和剥落，形成松散的纤维结构[17]。

微波预处理通过高频电磁波引起极性分子的剧烈

振荡，破坏氢键网络。蒸汽爆破是一种成熟的商业

化预处理技术，通过高温高压水蒸气渗入生物质内

部，瞬间泄压使细胞壁结构破裂[18]。Bhatia等[19]采用

蒸汽爆破预处理芒草，实现了 72.7% 的木聚糖提取

图2 低聚葡萄糖的糖苷键类型

Fig.2 Types of glycosidic bonds in gluco-oligosaccharides

图3 低聚甘露糖结构

Fig.3 Chemical structure of mannooligosaccharides

··4
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和 87.6% 的葡聚糖回收，为后续 XOS 和 GlcOS 的制

备创造了有利条件。蒸汽爆破兼具物理与化学协

同效应，既符合物理作用中的爆破剪切力，又具备

高温水蒸气诱导的自水解及原位酸催化效应，下章

节将展开论述各类典型化学处理方法制备低聚糖。

此外，广东工业大学邱学青教授[20]团队通过浓硫酸

和半乳糖预浸渍纤维素，随后球磨降解纤维素并通

过接枝反应引入半乳糖侧链，从而高效制备了低聚

半乳糖产品且显著提高了其水溶性和增殖益生菌

的能力。

物理法的主要优势在于无化学试剂引入、环境

污染小，且产物结构保持完整、不引入新官能团。

其局限性在于能耗较高，单独使用难以实现组分的

高选择性分离，产物得率通常较低。因此，物理法

多作为辅助手段与化学法或生物法联合使用。

2.1.2 化学法制备低聚糖  化学法通过酸、绿色溶

剂对木质纤维中的糖苷键进行选择性断裂，是制备

功能性低聚糖应用最广泛的方法。根据催化剂类

型，可分为无机酸水解法、有机酸催化法和绿色溶

剂处理法。

无机酸水解是制备低聚糖的传统方法，通过酸

性溶液中氢质子释放进攻纤维素、半纤维素等连接

键，从而促使聚糖链断裂水解为低聚糖。Guo 等[21]

采用木糖酸催化四种木质纤维原料制备低聚木糖，

玉米芯低聚木糖产率达 54.16%，麦秸为 39.19%，玉

米秸秆为 29.01%，杨树锯屑为 30.23%。潘学军教

授[22]团队首先采用 80%浓硫酸润胀溶解玉米秸秆中

的纤维素和半纤维素（20℃，1h），随后在 50℃下反应

10分钟促进酸水解及同步糖苷化反应，制备得到低

聚糖，产率达 48.8%，其中包括 33.9% 低聚葡萄糖，

12.6%低聚木糖及 2.3%其他类型低聚糖，实现不同

种类低聚糖同步高效合成且异构化形成各种非天

然连接键低聚糖。然而，无机酸水解存在明显缺

陷：强酸易导致低聚糖过度降解为单糖乃至糠醛等

抑制物；设备腐蚀性强；中和过程产生大量含盐废

水[23]。值得注意的是，低聚糖的降解及抑制物的产

生可通过反应条件的调控以控制。在浓硫酸催化

体系中，精确控制酸浓、温度与反应时间，可以在促

进糖苷键形成的同时有效抑制低聚糖的过度降解。

有机酸催化法因酸性温和、选择性好、对设备腐蚀

小，正逐步替代无机酸。张军华教授[24]团队首次采

用山梨酸水解柳枝稷制备低聚木糖，产率达 50.8%，

且山梨酸作为食品防腐剂可延长产品货架期。蒋

剑春院士[25]团队采用乙酸-水热处理杨木，在 4%乙

酸、170°C、40min条件下实现 70.85% 的木聚糖提取

和 50.28%的低聚木糖产率，同时保留 94.7%的纤维

素。有机酸可通过电渗析回收回用，降低生产成

本。然而，电渗析的工业应用受限于膜污染与能耗

问题，其适用性高度依赖于处理对象。对高纯度有

机酸体系效率较高，而在含多价金属离子或悬浮物

的复杂料液中，膜污染加剧、电流效率显著下降。

相比之下，蒸馏法能耗更高，且物料受热时间长，易

造成有机酸热降解；纳滤虽能耗较低，但对小分子

有机酸的截留率有限；反应萃取可实现选择性分

离，但需引入有机溶剂并增加反萃步骤。

绿色溶剂处理是新兴方向，根据组分不同分为

深共晶溶剂(DES)和离子液体。深共晶溶剂由氢键

供体与氢键受体以适当的比例混合而成。DES具有

低蒸气压、热稳定性、低毒性以及良好的生物降解

性[26]。DES的氢键相互作用会与木质纤维素中的化

学键相互作用，从而实现木质纤维素成分的分离。

如Xu等[27]将乙酸预水解后的杨树锯屑用DES处理，

分离 71%木质素组分，从而得到易于水解的纤维素

成分。熔盐水合物（molten salt hydrate,MSH）是一种

特殊的无机盐溶剂，又称无机离子液体。溶剂中的

阳离子均与水分子形成配位结构，无游离态水分子

存在。水合阳离子和阴离子可以分别与纤维素或

半纤维素羟基氧以及羟基氢配位，破坏其固有的羟

基氢键配位结构，促进高结晶度纤维素及半纤维素

在温和条件下溶解，暴露糖苷键。通过温和条件下

对糖苷键进行定向裁剪，可以将纤维素和半纤维素

选择性降解至低聚葡萄糖和低聚木糖。

王静教授[28]团队通过筛选 8 种离子液体，发现

1-烯丙基-3-甲基咪唑乙酸盐可使阿魏酰化低聚木

糖提取率提升 1.5 倍。刘启予教授报道了采用

60wt%的LiBr溶液，在不额外添加催化剂的情况下，

仅依赖 LiBr 盐的弱酸性，在 130℃的温和条件下将

微晶纤维素[29]、棉花秸秆[30]定向水解至聚合度在 4-
11之间的链式低聚葡萄糖，收率分别达到 90.3%和

85.3%。在LiBr·3.2H₂O中，高电荷密度的Li⁺对水分

子产生强配位作用，从而削弱水分子羟基，增强了

体系的Brønsted酸度，使H⁺以高反应活性形式存在。

同时Li⁺与纤维素羟基的配位作用及Br⁻的氢键受体

效应协同破坏纤维素的结晶结构，促进纤维素溶解

并降解成低聚葡萄糖。为避免水解反应过程中产

生的乙酰丙酸、甲酸等高浓度酸性副产物造成的低

··5
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聚糖浓度低的瓶颈问题，进一步通过原位吸附生成

的副产物，构建稳定的催化环境，实现了高浓度纤

维素向高浓度低聚糖的定向转化，糖浓度由 54g/L
以下提升至247g/L[31]。

化学法的优势在于反应速率快、可大规模生

产、工艺成熟。无机酸成本最低但选择性最差。有

机酸选择性更好且可回收，绿色溶剂在组分选择性

分离方面表现优异，但高粘度和回收能耗仍是工业

化障碍。

2.1.3 生物法制备寡糖  生物法以酶催化为核心，

通过木聚糖酶、纤维素酶、甘露聚糖酶等对多糖底

物进行特异性降解，是制备高纯度功能性低聚糖的

理想途径。

低聚木糖酶类型包括内切-β-1,4-木聚糖酶、1,
4-β-木糖苷酶、α-阿拉伯呋喃糖苷酶等，这些酶根

据序列和结构特征按照 CAZy 系统分类法进行划

分。Avila 等[32]用 α-L-阿拉伯呋喃糖苷酶（GH51），

内切-1,4-木聚糖酶（GH11）和阿魏酸酯酶（CE1）协

同处理甘蔗秸秆和咖啡壳中提取的木寡糖，在

50℃，pH 5.0，酶解反应 48h反应后得到的水解液中

木寡糖浓度高达 10.23g/L 和 8.45g/L，主要成分是木

二糖至木四糖。

在低聚葡萄糖的酶法制备方面，关键策略是避

免产物进一步水解为葡萄糖。如勇强教授[33]团队开

发了“吸附-分离”策略：利用 β-葡萄糖苷酶与内切

葡聚糖酶等电点的差异（pI=8.7），在 pH 7.0、10℃下

实现选择性分离，将分离后的酶系用于多级酶解，

纤维寡糖总产率达 51.78%。Lin等[34]采用纤维素酶

和半纤维素酶协同水解碱性预处理后的乌龙茶废

料，产物包含纤维二糖至纤维五糖。Bhatia 等[35]采

用内切葡聚糖酶水解预处理后的芒草纤维素浆，获

得40-50%的低聚葡糖产率。

在低聚甘露糖的酶法制备方面，其制备效率与

产物组成高度依赖于所用甘露聚糖酶的家族来源

及底物结构特性。如黄遵锡教授[36]团队将甘露糖水

解酶 Man5HJ14 和 ManAJB1 处理刺槐豆胶，产物分

别为甘露五糖和甘露六糖，而处理棕榈仁饼时产物

中无明显差异。Woranuch 等[37]利用重组甘露聚糖

酶 rManS2水解魔芋葡甘露聚糖，成功制备出聚合度

为 2-5 的低聚甘露糖，其中甘露二糖含量最高

（32.01%）。进一步证实了底物组成与酶特异性对

产物分布的关键调控作用。此外，为提高酶法效

率，研究者还尝试了多种策略。Jana和Kango[38]指出

碱预处理可有效破坏木质纤维结构，提高酶的可及

性。江正强教授[39]团队利用高温酸性甘露聚糖酶在

蒸汽爆破预处理条件下高效生产甘露寡糖，展现了

良好的工业应用潜力。

生物法的优势在于反应条件温和、底物特异性

高、产物聚合度可控，副产物极少、产品纯度高。其

局限性在于酶制剂成本较高，酶稳定性受 pH 和温

度影响，木质素等抑制物会通过非生产性吸附降低

酶活性。添加表面活性剂（如Tween 80）或木质素磺

酸钠可有效屏蔽木质素对酶的无效吸附，显著提高

酶解得率。耐热酶的开发是重要方向，来源于嗜热

微生物的酶可在 60-80℃下保持活性，具有反应速

率快、污染风险低等优势[40]。
表 2　自上而下法制备低聚糖的产率和糖苷键

Table 2　Yields and glycosidic linkages of oligosaccharides prepared by top-down methods

物理法物理法

化学法化学法

笋壳

竹纤维素

多种木质纤维

素原料

多种木质纤维

素原料

玉米秸秆

170℃水热处理50min

球磨处理打破糖链间连接键

热化学法预处理

利用自产木糖酸作催化剂进行酸解

80%浓硫酸，20℃反应1h后50℃反应10min

低聚木糖

低聚葡萄糖

低聚木糖

低聚木糖

低聚木糖

低聚葡萄糖

低聚木糖

30.9%

21.6%

—

29.01%-54.16%

48.8%

β-(1→4)
2-6

β-(1→4)
—

β-(1→4)
2-7

β-(1→4)
—

α/β-(1→2)
α/β-(1→3)
α-(1→4)

α/β-(1→6)
2-12

[16]

[17]

[19]

[21]

[22]

方法方法 底物底物 制备反应条件制备反应条件 产物产物 产率产率

糖苷键类糖苷键类

型型

及聚合度及聚合度

参考参考

文献文献
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生物法生物法

柳枝稷（脱木质

素）

玉米麸皮

玉米秸秆

纤维素

热凝胶

Avicel

微晶纤维素

瓜尔胶

麦芽糊精

酵母β-葡聚糖

淀粉

—

碱提木聚糖

稻壳

—

半乳甘露聚糖

3%山梨酸，170℃水解

18.65%[Amim]Ac离子液体，143℃反应19min

85%H₃PO₄中一步完成溶胀、水解和糖基化

溶解于含吸附剂的MSH（60%LiBr-H₂O）溶液，130℃反应4h

凝乳酶或酸法（TFA/H₂SO₄，1M），60℃降解6-90h

HCl/H₂SO₄溶液中研磨2.5-10h

0.26–1.27wt%硫酸，水解160–250℃

柠檬酸预处理（300mM,130℃,1h），结合酶水解

葡萄糖基转移酶处理，酶法重排糖苷键

新型β-1,6特异性内葡聚糖酶（Gly30z），pH 6.0，40℃

α-淀粉酶，70–90℃，pH 7

酶膜反应器，pH 7，40℃

自水解+内切木聚糖酶水解

碱液高温蒸煮提取木聚糖，内切木聚糖酶水解

工程化保留型木聚糖酶催化糖基合成

使用来源于肠道细菌Bacteroides ovatus的GH26家族β-甘露聚糖酶

（BoMan26B）进行水解反应

低聚木糖

阿魏酰化低聚

糖

低聚葡萄糖

低聚木糖

纤维低聚糖

β-(1→3)低聚

葡萄糖

纤维低聚糖

葡萄糖二聚体

甘露低聚糖

低聚葡糖

功能低聚糖

麦芽低聚糖

龙胆二糖

低聚木糖

低聚木糖

低聚木糖

β-甘露低聚糖

50.8%

74.76%

11%-17%

81%

85%-93%

100%

25%

61.8%

100%

21%

—

70.34g/L

41.22%

17.35mg/mL

—

30%

β-(1→4)
2-6

β-(1→4)
2-3

α/β-(1→2)
α/β-(1→3)
α-(1→4)

α/β-(1→6)
2-9

β-(1→4)
2-20

β-(1→3)
1-4

β-(1→4)
α-(1→6)

2-10
α/β-(1→2)
α/β-(1→3)
α/β-(1→6)

2
β-(1→4)

2-6
α-(1→6)
α-(1→4)

3-12
β-(1→3)
β-(1→6)

2-10
α-(1→4)

2-20
β-(1→6)

2
β-(1→4)

2-6
β-(1→4)

—

β-(1→4)
—

β-(1→4)
2-6

[24]

[28]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

[53]

[54]

续表

方法方法 底物底物 制备反应条件制备反应条件 产物产物 产率产率

糖苷键类糖苷键类

型型

及聚合度及聚合度

参考参考

文献文献

2.2 自下而上法

2.2.1 酶法制备技术  酶促糖基化根据酶类型分

类为糖基转移酶、糖基磷酸化酶、糖基水解酶。糖

基转移酶分为两类：Leloir 类型和非 Leloir 类型。

Leloir 型糖基转移酶以糖核苷酸为供体，在寡糖合

成中具有严格的区域和立体选择性[55]。Komatsu
等[56]利用葡萄糖基转移酶 I水解蔗糖，通过逐步连接

反应聚合成 α-(1→3)-葡聚糖。糖基转移酶催化反

应过程中，会出现产物抑制现象从而造成酶活性降

低，产率下降等问题。可通过持续性去除产物解决

该问题，例如利用产物捕获技术或将酶固定在固体

载体上[57]，这些方法有助于维持较低的产物浓度，从

而减轻其抑制作用，并提高催化效率。

糖基磷酸化酶是一类参与糖基连接断裂和形

··7
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成碳水化合物活性酶，以糖 1-磷酸为供体，催化可

逆的磷酸化反应，从而高效合成特定的寡糖。

Ubiparip 等[58]通过对纤维二糖磷酸酶和纤维素磷酸

化酶进行工程化改造，优化了纤维三糖的选择性合

成。顾国锋教授[59]团队报道了一种结合多聚磷酸激

酶的ATP再生系统，可高效驱动糖苷磷酸化酶催化

的寡糖合成（β - (1→2/3/4) -甘露糖苷，产率 40-
92%）。

糖基水解酶催化的转糖基化分为热力学控制

的反向水解和动力学控制的转糖基化两种策略[60]。

1991 年，Kobayashi 和 Shoda[61]课题组在低聚葡萄糖

合成领域取得里程碑式突破,首次报道了利用纤维

素酶催化β-纤维二糖基氟化物在乙腈/乙酸缓冲液

（5:1, pH5）中的缩聚反应，合成了聚合度 2-22 的低

聚葡萄糖。后续，该课题组利用含有木聚糖酶活性

的粗纤维素酶，合成了人工木聚糖[62]。在低聚甘露

糖合成中，β-甘露糖苷酶Man2A的E519A和E519S
突变体能够构建 β-甘露糖苷键[63]。酶活性部位丝

氨酸突变体（E519S）的合成效率远高于丙氨酸突变

体（E519A）。丝氨酸突变体在 α-甘露糖基氟化物

与对硝基苯基 β-甘露糖苷反应中获得 74% 的总收

率（21% 二糖、32% 三糖、19% 四糖和 1% 五糖），而

丙氨酸突变体仅得到8%的二糖和三糖。

糖基水解酶显著缺点在于产物必然成为酶的

底物，随后还会发生水解反应，因此产率较低。为

解决上述问题，Mackenzie等[64]开发一种高效合成寡

糖方法。利用特异性突变的糖合成酶（糖基水解酶

突变体，β-糖苷酶），以天然底物相反异构构型的糖

基氟化物如α-葡萄糖基氟化物为供体，对硝基苯基

葡萄糖苷和木糖苷为受体，最终合成产率 84%纤维

二糖和产率 81%β-(1→3)连接的低聚木糖。以此为

受体可进一步合成 79% 产率的三糖和 64% 产率的

四糖。Mori等[65]通过合成一种脂质类化合物包被糖

基水解酶，从而抑制水解副反应，催化甘露低聚糖

合成，收率接近80%。

酶具有极高的区域选择性和立体选择性，可以

在不需要保护基团的情况下进行精确的合成反应。

虽然酶法合成寡糖应用效率较高，但需要确定合适

的体外酶促反应条件以克服热力学障碍。因此，供

体糖的过量比例需要达到 10 倍/摩尔以上，才能达

到较高的产率。供体糖的合成过程中需要通过化

学合成硝基苯酚糖苷产生合适的离去基团。这些

技术在大规模合成中的应用成本相对较高[66]。

2.2.2 化学法制备技术  化学法制备寡糖方法包

括传统糖化学合成技术、酸催化聚合反应以及近期

的熔盐水合物体系技术。糖化学合成需要多步反

应路径及合适的分离纯化方法，而且合成过程中需

要保护基团掩盖羟基固有的亲核反应性，从而仅使

特定位置的羟基暴露，作为亲核试剂与另一受体糖

单元发生区域选择性加成反应[67]。常用的催化剂或

保护策略包括二丁基氧化锌、二芳基硼酸、苄基醚、

三氯乙酰亚胺等，实现以可控的方式精确合成理想

寡糖结构[68]。然而，当使用溶剂添加剂N,N-二甲基

甲酰胺或乙腈时，可在非参与性保护基条件下生成

α-1，2-顺式糖苷。化学合成的立体选择性受多种

因素影响，其中保护基团最为关键。具有电子吸引

特性的保护基团如苄基醚可稳定 SN2 型反应和 SN1
型反应的电子缺陷跃迁态[69]。Singh等[70]通过在糖供

体 2 位羟基引入 2-O-乙基醚保护基团合成产率

60% 以上且仅为 α -1，2 构型的葡二糖化合物。

Crich等[68]将合成的硫代甘露糖苷为供体，合成产率

80%以上且β:α比例20：1的二糖化合物。

与需要多步保护基操作的传统化学合成法不

同，浓无机酸直接糖基化法制备寡糖更为便捷。浓

硫酸或浓磷酸可作为兼具溶剂与脱水剂功能的反

应介质，催化单糖直接发生糖基化反应生成寡聚

糖。美国威斯康星大学潘学军教授团队系统研究

了在浓硫酸体系中葡萄糖的糖基化行为，发现通过

调控酸浓度（72–84wt%）和反应温度（50–70℃），

可在抑制葡萄糖过度脱水生成 5-羟甲基糠醛的同

时，获得产率可观的低聚葡萄糖[71]。

熔盐水合物的弱Brønsted酸性不仅能自上而下

催化木质纤维素类降解为低聚糖，而且能自下而上

催化葡萄糖或二糖直接糖基化为低聚糖。未酸化

的LiBr·3.2H₂O中Li⁺对原位生成的水分子具有强吸

附能力，抑制寡聚体的再水解，显著提高了产物选

择性与收率[72]。以麦芽糖为底物时，MSH 体系能保

留其初始的α(1→4)糖苷键，合成出以α(1→4)和α(1
→6)为主的α-型寡聚糖，实现了糖苷键类型的可控

构建[73]。在纤维素与葡萄糖共反应体系中，MSH 可

诱导形成含α(1→3)分支结构的寡聚糖，分支结构有

效削弱纤维素链间氢键作用，降低链间黏附力，促

进纤维素剥离与水解[74]。

··8
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3 低聚糖的分离纯化

低聚糖的纯度直接影响其生物活性及市场应

用价值。通常，高纯度的低聚糖产品（≥90%）常直接

用作食品营养强化剂添加到保健品、婴幼儿配方奶

粉中，而中低纯度产品（35-70%）常用作食品配料用

于饮料、烘焙食品、乳制品中。例如，国家标准《低

聚糖质量要求 第 3部分：低聚木糖》[8]中规定了 3种

不同纯度的低聚木糖，即 XOS-95 型、XOS-70 型和

XOS-35型，其XOS含量分别应≥95%，70%，35%；对

于糖粉型（P 型）的 XOS-95，除了 XOS 总含量≥95%
之外，其有效成分木二糖至木四糖的含量不低于

65%。

在低聚糖制备反应结束后，反应体系中通常存

在未反应的糖底物（如单糖、二糖或多糖）、反应所

用的酶催化剂、化学催化剂以及无机盐等杂质，需

要通过分离纯化以提高低聚糖产品的纯度。实验

室中常用的分离方法包含低压制备型凝胶渗透色

谱、低压制备型液相色谱及制备型薄层色谱。工业

上用于分离纯化低聚糖的技术主要包括膜分离、吸

附色谱分离、微生物发酵分离等（如表 4所示）。本

小节对低聚糖的分离纯化方法进行介绍，包括各方

法的原理、分离性能及优缺点。

3.1 膜分离

膜分离技术具有绿色环保、操作简单、能耗低、

易于放大等优点，目前已广泛用于工业化分离纯化

表 3　自下而上法合成低聚糖的产率和糖苷键

Table 3　Yields and glycosidic linkages of oligosaccharides synthesized via bottom-up approaches

方法方法

酶法

酶法

酶法

酶法

化学法

化学法

化学法

化学法

化学法

化学法

化学法

化学法

酶法

酶法

酶法

底物底物

甘露糖

纤维二糖氟化物

β-木二糖基氟化物

α-葡萄糖基氟化物

全武装糖基供体

纤维素/玉米芯

葡萄糖/纤维二糖/麦芽

糖

DGP聚合新戊酰基-葡
萄糖

苯基1-硫代糖吡喃糖

苷

硫代糖苷或硫代亚胺酸

酯

纤维素

纤维素

α-葡萄糖基氟化物

葡萄糖

葡萄糖/β-D-葡萄糖

-1-磷酸

制备反应条件制备反应条件

β-1,2-甘露糖苷磷酸化酶催化，在1当量ATP中聚合

纤维素酶为催化剂

木聚糖酶活性的粗纤维素酶催化聚合

突变糖合成酶催化

2-O-(三甲氧基苯硫醇)乙基醚作保护基团

100mg原料溶酸化MSH中，110℃加热2h

在0-160mM HCl的MSH中，130℃反应3h

去保护基团，聚合

苯硼酸作葡萄糖临时基团

[bmim][OTf]作促进剂，活化硫代糖苷和三氯乙酰亚胺糖基供

体

3g纤维素溶解在MSH中，130℃，5h，活性炭和沸石分离低聚

糖

溶解在MSH中130℃反应4h，合成吸附剂实现分离

以α-葡萄糖基氟化物为供体，4-硝基苯基葡萄糖苷为受体，

35℃反应15h
TsBgl1酶催化葡萄糖糖基转移反应

曲二糖磷酸酶为催化剂

产物产物

甘露低聚糖

低聚葡萄糖

低聚木糖

低聚葡萄糖

α-葡萄糖苷

低聚葡萄糖

低聚葡萄糖

低聚葡萄糖

低聚葡萄糖

葡萄糖苷

低聚葡萄糖

低聚葡萄糖

海带二糖

龙胆低聚糖

曲糖低聚糖

产率产率

40%

71%

72%

84%

60%

87.5%

66.6%

62%

79-94%

78%

90.4%

78.4%

61%

144.3 g·L⁻¹

—

糖苷键类型糖苷键类型

及聚合度及聚合度

β-(1→2)
3

β-(1→4)
6

β-(1→4)
23

β-(1→4)
2

α型

3
β-(1→4)

2-6
α-(1→4), α-(1→6),
β-(1→4), α-(1→2),

2-12
β-(1→4)

20
β-(1→6)

2
β型

2
β-(1→4)

4-11
β-(1→4)

—

β-(1→3)
2

β-(1→6)
2

α-(1→2)
2-7

参考参考

文献文献

[59]

[61]

[62]

[64]

[70]

[72]

[73]

[75]

[76]

[77]

[29]

[31]

[78]

[79]

[80]
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和浓缩低聚糖[41]。通常，截留分子量（Molecular 
weight cut-off，MWCO）较高的超滤膜（如数百 kDa））
可用于分离低聚糖与大分子杂质，包括多糖、酶、微

生物等，主要用于低聚糖粗产品的预处理及酶回

收[83]；而截留分子量在 200-1000Da内的纳滤膜可高

效分离低聚糖中的无机盐、单糖、二糖等小分子杂

质，实现低聚糖的脱盐、纯化、分离和浓缩，而不同

孔径的纳滤膜液可用于低聚糖的分级精制。

美国威斯康星大学潘学军教授团队报导了纳

滤技术对纤维素硫酸水解液中分离提纯纤维寡糖

并按聚合度分级精制[81]，结果表明，耐酸性的纳滤膜

XN45（MWCO 300-500）适用于纤维寡糖的初级纯

化以除去硫酸和葡萄糖（去除率≥95%），耐酸性的纳

滤膜 NFG（MWCO600-800）适用于纤维寡糖的分级

以富集 DP2-8 组分，质量回收率达 80%。Goldbeck
教授团队研究了串联纳滤膜对甘蔗渣中酶法提取

的低聚木糖和纤维寡糖进行分级纯化[82]。结果表

明，第一级膜 NP030（MWCO 500-600 Da）能截留

DP4-DP6的低聚糖（截留率达 76%），渗出液中主要

是 DP2-DP3（截 留 率 24-34%）；第 二 级 膜 DK
（MWCO 150-300Da）主要用于进一步分离第一渗出

液中的单糖（截留率<20%），且分级后的短链低聚糖

（DP2-3）对益生菌的增殖效果显著提高。

研究表明，膜分离性能和效率受多种因素影

响，包括操作模式（死端和错流）、操作参数（膜材

料、温度、压力、进料浓度和 pH）以及低聚糖底物的

物理性质（如溶解度和黏度）[83]。由于低聚糖的多组

分性质及高溶质浓度，其在膜中的传质相当复杂，

需要通过AI与机器学习用于膜材料筛选、操作条件

优化和性能预测；此外，通过酶膜偶联反应器、多级

纳滤等连续膜系统，可以提高膜分离效率、产品纯

度和工艺经济性；通过研究新型膜材料以提升其选

择性和抗污染性，也是未来研究发展的重点方向[84]。

3.2 活性炭吸附色谱分离

活性炭吸附色谱常用于低聚糖益生元的脱色，

以除去酚类色素、美拉德反应色素等非糖杂质，这

些色素杂质会直接影响低聚糖的感官性能、纯度及

生物活性。活性炭是一种廉价的吸附剂，具有较大

的比表面积和孔容，吸附容量高、吸附能力强，因此

常被用作填料对低聚糖粗产品进行脱色精制。例

如，南京林业大学勇强教授团队利用颗粒活性炭对

半乳甘露低聚糖进行脱色精制，发现最佳条件下酚

类色素和美拉德色素的脱除率达到 91.08% 和

66.52%，同 时 半 乳 甘 露 低 聚 糖 的 回 收 率 达

93.53%[89]。低聚木糖在温度80°C、pH5.0、4%活性炭

用 量 、处 理 1.5 小 时 的 条 件 下 ，脱 色 率 可 达

81.40%[90]。

此外，利用活性炭对不同分子量低聚糖组分的

吸附能力差异性，通过吸附色谱分离技术能实现低

聚糖不同聚合度组分的分级[91]。研究表明，低聚糖

在活性炭表面的吸附强度和最大吸附量，随着碳链

的增长而明显提升。平均聚合度为 8左右的短链低

聚糖在活性炭上的吸附强度约为葡萄糖单糖的 22
倍[29]。机理研究表明，糖类分子在活性炭上的吸附

是由范德华力驱动的可逆物理过程，由于活性炭表

面为疏水性，分子量大的低聚糖由于累积的轴向 C
–H基团而更疏水，相比于单糖会更容易被吸附在

活性炭上，因此单糖会优先被洗脱下来，而低聚糖

需要更高浓度的洗脱剂（如乙醇）才能解吸，实现

分离。

3.3 离子交换色谱分离

离子交换树脂，如强酸性阳离子交换树脂和强

表 4　低聚糖的分离纯化方法汇总

Table 4　Summary of separation and purification methods for oligosaccharides

分离方法分离方法

膜分离

色谱分离

有机溶剂沉淀

分离效果分离效果

（1）微滤与超滤：分离淀粉、蛋白质、酶、菌体等大分子杂质，负责预处

理和澄清；

（2）纳滤：通过不同孔径的纳滤膜，精确分离低聚糖与单糖、无机盐；低

聚糖的分级精制、浓缩。

（1）活性炭吸附色谱：去除酚类色素、美拉德反应色素等非糖杂质；组

分分级分离；

（2）离子交换树脂色谱：脱盐，脱色，组分精制分离。可利用模拟移动

床色谱实现连续化工业生产

利用低聚糖在不同溶剂（如丙酮、甲醇）中的溶解度区别，进行沉淀

优点与缺点优点与缺点

绿色环保、操作简单、易放大；易产生膜污染，需

清洗再生

成本较低、操作简便，脱色效果显著；分离精度有

限

分离精度高、脱盐效果好，可连续化；设备成本

高、需预处理、废液多

操作简便；溶剂使用多、需回收再用

参考参考

文献文献

[81-84]

[85-88]

[29-30,72]
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碱性阴离子交换树脂，已被广泛用于分离纯化低聚

糖益生元，具有交换容量大、再生简单、操作便捷等

优点[92]。最常用于低聚糖分离纯化的是阳离子交换

树脂，即磺酸基团功能化的聚苯乙烯-二乙烯基苯

共聚物（PS-DVB）。糖分子中的羟基能与磺化 PS-
DVB 树脂中的反离子（如 H⁺、Na⁺、K⁺和 Ca²⁺等阳离

子）通过静电作用形成络合物，根据络合物作用力

的强弱差别实现糖组分的分离。例如，Raita教授团

队通过Aminex HPX-87H阳离子交换柱分离低聚木

糖中的木糖，结果表明，糖出峰顺序为：X4-X6<X3<
X2<葡萄糖<木糖，分离所得低聚木糖的纯度可达

97.5%[85]。Nobre教授团队通过 UBK535钙型阳离子

交换树脂实现了低聚果糖的高效分离，回收率达

92%，纯度达 90%[87]。类似地，强碱性阴离子交换树

脂（如季铵功能化乳胶等）能用于低聚糖的分离纯

化，其分离效果取决于低聚糖的尺寸、糖苷键连接

方式等因素。例如，早期研究表明，CarboPac PA-1
阴离子交换色谱柱能成功分离 1→3、1→4、1→6 糖

苷键异构体，且分子量较大的低聚糖的保留时间更

长[88]。目前阴离子交换色谱搭载脉冲安培检测器

（HPAEC-PAD）成为适用于低聚糖分析检测的高分

辨、高灵敏度且无需衍生化的方法。

目前，模拟移动床色谱（simulated moving bed 
chromatography）是一种连续色谱分离工艺。通过模

拟固定相的逆向移动，能实现低聚糖组分的高效分

离，大幅提高吸附剂的效率、减少洗脱剂消耗，尤其

适用于工业化生产。例如，Xu 等人采用 Dowex 
Monosphere99/310（K+型）吸附剂，通过模拟移动床

色谱连续分离低聚木糖中的木糖和阿拉伯糖，其回

收率≥90%、纯度≥90%[86]。Ray等人研究了低聚木糖

X2-X7 在模拟移动床色谱分离中各组分的吸附平

衡与动力学差异，结果表明，各组分的吸附强弱顺

序为：阿拉伯糖 > 木糖 > 低聚木糖，且聚合度较低

的低聚木糖在树脂上的保留更强，实测低聚木糖的

纯度为83.2%，回收率85.7%[93]。

3.4 有机溶剂沉淀法

有机溶剂沉淀法是一种简单便捷从溶剂中分

离低聚糖的方法。通过向低聚糖溶液中加入小分

子醇等低聚糖的不良溶剂，形成醇-溶剂配位，剥离

溶剂分子与低聚糖分子固有的配位，降低低聚糖在

溶剂中的溶解度，促进低聚糖以固体形式析出，小

分子醇溶剂可以通过简单经济的减压蒸馏回收循

环，适合工业化生产。通过向溶液中加入甲醇[29]、正

丁醇[72]等小分子醇溶剂，降低了低聚葡萄糖和熔盐

之间的吸附作用力，实现了低聚糖的沉降分离，低

聚糖收率分别达到 90.4%和 84.3%。由于正丁醇沸

点较高，通过萃取搅拌法实现正丁醇与低聚糖的分

离。之后，经过净化的正丁醇可以通过分液漏斗与

水分离，实现溶剂的循环回收利用。

4 低聚糖的组分及结构表征

低聚糖通常是不同聚合度、不同糖苷键型异构

体的复杂混合物，对低聚糖的组成成分和化学结构

的准确表征，对其生物活性研究及后续高值化应用

至关重要。按照糖苷键型的数量，低聚糖可分为均

质 低 聚 糖（ 同 种 糖 苷 键 型 ，homogeneous 
oligosaccharides）和异质低聚糖（两种或以上的糖苷

键型，heterogeneous oligosaccharides）。例如，由纤维

素、半纤维素通过自上而下法水解而得的纤维寡

糖、低聚木糖是不同聚合度的均质低聚糖混合物；

由葡萄糖底物通过自下而上法合成的低聚葡萄糖

则是不同聚合度的异质低聚糖混合物，其糖苷键型

与聚合度的组合具有多样性，对其组分的表征更具

有挑战性。因此，本节针对低聚糖的组分和结构表

征方法进行介绍，主要包括色谱法、质谱法等现代

表征技术。

4.1 组分分析

目前，高效阴离子交换色谱-脉冲安培检测法

(HPAEC-PAD)是分析低聚糖组成成分的最常用方

法，具有无需衍生化处理、灵敏度高等优点。南京

林 业 大 学 徐 勇 教 授 团 队 采 用 HPAEC-PAD
（CarboPac PA200分析柱）成功分析了 4种木质纤维

素水解液中的低聚糖组分，实现了一步法同时分离

和定量多种线性低聚糖混合物，包括低聚木糖

（XOS，X2-X6）和纤维寡糖（COS，C2-C5），其出峰时

间 通 常 随 着 聚 合 度 的 增 大 而 增 大[94]。 此 外 ，

HPAEC-PAD也能高效分离含有不同糖苷键的低聚

糖混合物，例如酶法合成的低聚异麦芽糖（IMO）中

含有 α-(1→6)糖苷键、α-(1→4)糖苷键连接的低聚

糖共 50余种，包括异麦芽二糖、异麦芽三糖、麦芽三

糖、潘糖（panose）等等，聚合度分布从 2 到 10 不等，

此外还检测到葡萄糖、果糖、蔗糖、甘露醇、赤藓糖

醇等杂质[95]。低聚糖组分的定量分析依赖于外标

物，但对于聚合度较大且糖苷键种类多的低聚糖，

难以购买到市售的分析纯外标，无法直接定量，只

··11
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能以类似结构（如相同聚合度、不同糖苷键）的化合

物作为外标物实现间接定量。

4.2 聚合度表征

低聚糖的聚合度表征方法包含色谱法与质谱

法。色谱法是分析低聚糖聚合度最常用的方法，具

体包括薄层色谱法(TLC)、高效阴离子交换色谱-脉
冲安培检测法 (HPAEC-PAD)、高效液相色谱法

(HPLC)、凝胶渗透色谱法(GPC/SEC)（图 4）。TLC 是

一种快速、经济的半定量分析方法，通过硅胶板或

纤维素板分离和显色剂显色，依靠斑点位置可初步

判断低聚糖的聚合度组成，通常聚合度小的组分迁

移位移更大[71]。TLC适用于工艺开发时快速检测低

聚糖的聚合度分布，其精度和分辨率较有限。

HPAEC-PAD 和 HPLC 是分析低聚糖聚合度的常用

色谱法，此二法能够高效分离不同聚合度的低聚糖

组分，通过外标法实现对聚合度分布和相对含量的

定量分析。通常 HPAEC-PAD 和 HPLC适用于测定

聚合度在 2-10之间的低聚糖，而GPC/SEC更适用于

测定聚合度更大、分布更广的低聚糖。GPC/SEC主

要用于测定低聚糖的平均分子量和分子量分布，由

于水相GPC/SEC通常对低聚糖的分离程度有限，因

此通常需要对低聚糖（通常分子量较大、水溶性差）

进行衍生化处理，再进行有机相 GPC 分析。例如，

低聚葡萄糖与异氰酸苯酯进行衍生化反应后转化

为 具 有 紫 外 吸 收 的 三 苯 基 氨 基 甲 酸 酯（VWD 
270nm），通过有机相GPC（四氢呋喃溶剂）和聚苯乙

烯标准品可测得低聚糖的聚合度，通过峰面积计算

可得出聚合度的相对分布[96]（图4（d））。

质谱法是分析低聚糖分子量和化学结构的重

要工具，常用的质谱技术包括基质辅助激光解吸电

离质谱（MALDI-TOF MS）、电喷雾质谱（ESI-MS）
等。中性的低聚糖，如低聚木糖、低聚葡萄糖等，可

在不衍生化的条件下通过正离子模式的 MALDI-
TOF MS 或 ESI-MS 进行分子量和聚合度的表征。

如图，通过MALDI-TOF MS表征由葡萄糖自下而上

法合成的低聚葡萄糖混合物，其图谱中存在DP 2-9
的组分（GxNa+, m/z 365.3-1500.3，间隔 162.1）[96]。类

似地，通过MALDI-TOF MS表征由玉米秸秆制备的

低聚糖混合物，结果显示除了低聚葡萄糖之外，还

存在线性的低聚木糖（XnNa+, m/z 305.2-1230.1，DP 
2-9，间隔 132.1Da）和同时含有葡萄糖和木糖单元

的异质低聚糖（GmXnNa+）[22]。目前，研究者开发了半

定量 MALDI-TOF MS 表征方法，通过加入内标物

（如麦芽七糖、β-环糊精等）并比较内标物与待测低

聚糖分子中各组分峰高的比值，成功对低聚糖的聚

合度分布和相对含量进行了半定量[22,71,96-97]。

4.3 糖苷键表征

4.3.1 核磁共振波谱法表征糖苷键  核磁共振波

谱（NMR）是解析低聚糖中糖苷键连接方式的强有

力工具，尤其是二维核磁共振技术，包括 COSY、

HSQC、TOCSY 和 NOESY。NMR 解析糖苷键型的核

心是识别“结构报告基团”（structure-reporter group）
的特定氢质子，这些氢质子通常位于 δ 4.0–3.5 的

氢质子密集区之外，对于区分不同的糖苷键型至关

重要[100]。通过系统的信号归属策略，研究者可以首

先利用¹H-¹H COSY 和¹H-¹H TOCSY 谱归属吡喃葡

萄糖单元中的氢质子，再通过¹H-¹³C HSQC 谱归属

相应的碳原子，接着利用 NOESY、ROESY 和 HMBC
谱分析短距离的原子间相互作用，最终构建出完整

的连接模型。如图 5 所示，在 2D 1H-13C HSQC 谱图

中，α-糖苷键的端基碳-氢相关信号通常出现在

δ1H/δ13C 4.9–5.1/98–100ppm范围内，而 β-糖苷键

的信号则出现在 δ1H/δ13C 4.3–4.6/103–104ppm。

不同连接位置也会导致端基信号产生可区分的位

移，例如，α-(1→6)、β-(1→6)、α-(1→4)、β-(1→4)糖
苷键对应的端基信号的化学位移均存在明显差异

（图 5（a）-（d））。除了定性的结构鉴定，NMR还可用

于糖苷键组成的半定量分析。通过对HSQC谱图中

不同端基异构信号的积分面积进行比较，可以估算

出各类糖苷键的相对含量[71,96]。如图 5（e）所示，针

对化学法自下而上合成的低聚葡寡糖，通过该方法

计算得出(1→6)糖苷键最为丰富，约占 51%，其次是

(1→3)、(1→1)、(1→4)和(1→2)键。这种半定量分析

为研究不同合成条件下糖苷键的分布规律提供了

重要手段。NMR 技术的优点在于样品无需衍生化

处理、用量极少即可完成检测，尤其适合分析结构

复杂的低聚糖混合物。然而，该技术对样品的纯度

要求较高，样品必须充分溶解于氘代溶剂中，以避

免信号重叠导致的归属错误。

4.3.2 质谱法表征糖苷键  负离子模式的质谱技

术，通过断裂低聚糖分子中的糖苷键或跨糖环裂解

以及碎片的质子峰信号，能够识别糖苷键和糖单元

序列信息。如图 6（a）所示，低聚糖跨糖环裂解可以

产生不同的A型离子，主要用于解析糖苷键序列，而

源自糖苷键断裂的B型和C型离子主要用于糖单元

序列和支化解析。例如，利用负离子模式的
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MALDI-TOF MS/MS表征并区分(1→3)、(1→4)和(1→
6)糖苷键的低聚葡萄糖（分别缩写为Lam-7, Malto-7
和 Dex-7），结果表明，Lam-7 仅产生 C 型离子，而

Malto-7 和 Dex-7 主要形成 A 型离子并伴有微量 C
型离子，且(1→4)和(1→6)键可以通过其特征碎片进

行区分[101-102]。

另一种解析糖苷键的质谱方法是甲基化分

析[103-104]。如图 6（b）所示，以潘糖为例，首先将潘糖

完全甲基化，将所有羟基转化为甲氧基。其次，将

全甲基化的潘糖通过酸水解转化为部分甲基化的

葡萄糖，然后将其还原为相应的糖醇。第三，将糖

醇中新生成的羟基乙酰化，然后通过GC-MS鉴定部

分甲基化糖醇中的乙酸酯。最后，根据糖醇乙酸酯

中乙酰基的位置（例如，对于单体 I、II和 III，分别位

于C1、C1和C6、以及C4），确定原始低聚糖中的糖苷

键。甲基化方法不仅能提供关于糖苷键的明确信

息，还有助于阐明单糖组成和分支位置。该方法的

主要限制在于多步衍生化过程，耗时费力。

5 低聚糖的生物活性功能及应用

目前，低聚葡萄糖、低聚木糖和低聚甘露糖作

为重要的生物质低聚糖，在食品、农业及化妆品等

领域展现出独特的应用价值与市场潜力。

5.1 低聚糖在食品领域的应用

在食品领域，这三类低聚糖均被视为优质的益

生元，能够靶向调节宿主肠道微生态，改善肠道健

康[105]。低聚葡萄糖具有抗消化性，难以被人体上消

化道酶系降解，可完整到达结肠并被肠道菌群发酵

利用，从而选择性促进双歧杆菌、乳酸菌等有益菌

群的增殖，抑制病原菌生长，进而改善宿主肠道健

康并增强免疫功能[106-107]。Avila 等[108]从通过多阶段

酶解甘蔗渣和咖啡壳提取低聚葡萄糖并模拟体外

消化过程，发现在胃液环境中，甘蔗渣低聚葡萄糖

中葡二糖和葡三糖出现了约 9% 的降解率，而咖啡

壳低聚糖中葡三糖和葡四糖出现了约 8% 的降解

率。此外，在体外消化性测试后，发现葡二糖和葡

三糖是最易发酵的寡糖，能够显著促进嗜酸乳杆菌

和短乳杆菌的生长。这些寡糖能够分泌短链脂肪

图4 低聚糖的聚合度表征方法：（a）纤维寡糖的薄层色谱图[98]；（b）低聚木糖及衍生物的HPAEC-PAD色谱图[99]；（c）低聚葡萄

糖的MALDI-TOF MS图[96]；（d）低聚葡萄糖的衍生化反应及GPC色谱图[96]

Fig.4 Characterization methods for the degree of polymerization of oligosaccharides: (a) TLC of cellooligosaccharides[98]; (b) HPAEC-
PAD of xylooligosaccharides and their derivatives[99]; (c) MALDI-TOF MS of glucooligosaccharides[96]; (d) GPC of 

glucooligosaccharides[96]
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酸，如乳酸、乙酸、丙酸和丁酸，降低下肠段的 pH
值，通过增加免疫调节性细胞因子的产生来促进结

肠上皮细胞的生长。低聚葡萄糖的长度与其潜在

性能和不同应用之间存在直接关系。短链低聚葡

萄糖具有更强的益生元特性，而长链葡聚糖则具有

更强的功能特性，可以作为多相系统中的结构剂或

稳定剂使用[109]。

低聚木糖以高益生元活性、低有效用量和优良

的加工稳定性，在功能食品、低热量甜味剂和膳食

补充剂的开发，以及维持血糖和促进矿物质吸收方

面有积极作用[110]。在婴儿奶粉、果汁、酸奶和碳酸

饮料中添加低聚木糖时，能够刺激肠道双歧杆菌的

生长，还能对整个肠道产生协同效应，促进人体肠

道屏障的成熟。低聚木糖还具有抗炎的作用。

Lecerf等[111]研究发现低聚木糖能够有效抑制多种关

键促炎因子的产生，例如白细胞介素-6（IL-6）、肿

瘤坏死因子-α（TNF-α）和白细胞介素-12p70（IL-

12p70）的分泌。能够抑制由脂多糖诱导的巨噬细

胞NF-κB信号通路的激活，从而在源头上抑制促炎

因子的合成与释放。

低聚甘露糖同样具有效调节肠道微生态，可通

过影响肠道菌群代谢产物（如短链脂肪酸水平），增

强机体免疫应答，并在调节脂质代谢、缓解炎症方

面表现出巨大潜力。基于此，其在食品领域应用日

益广泛。低聚甘露糖主要作为功能性益生元添入

乳制品、烘焙食品及饮料中，以改善肠道健康。同

时低聚甘露糖凭借其低热量、高保湿性及优良的加

工稳定性，也用作膳食纤维强化剂和脂肪替代品。

5.2 低聚糖在农业领域的应用

在农业领域，低聚木糖，低聚葡萄糖和低聚甘

露糖可作为动物饲料添加剂，通过优化动物肠道菌

群结构、促进营养物质消化吸收以及增强抗病能

力，显著改善养殖动物的生长性能和饲料转化效

率，为减少抗生素使用提供可行替代方案[112]。

图5 低聚葡萄糖分子中不同糖苷键型的定性与定量表征：2D 1H-13C HSQC NMR图谱及相应糖苷键的化学结构[71]

Fig.5 Qualitative and quantitative characterization of different glycosidic linkage types in glucooligosaccharides: 2D ¹H-¹³C HSQC 
NMR spectra and the chemical structures of the corresponding glycosidic linkages [71]
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低聚葡萄糖在断奶前的犊牛饮食中有助于营

造更好的瘤胃环境，帮助犊牛发展消化纤维素能

力[113]。当雌激素浓度较低时，比如在更年期及以后

时期，可以将低聚葡萄糖与异黄酮一起作为有效的

饲料补充剂，以减少骨骼脆弱性[114]。此外，在免疫

调剂方面，β-葡聚糖通过刺激粒细胞、树突状细胞、

巨噬细胞、淋巴细胞、自然杀伤细胞和成纤维细胞

来发挥免疫作用[115]。β-低聚葡萄糖作为一种历史

悠久的免疫刺激剂，能够刺激包括蚯蚓、蜜蜂、虾、

鱼、鸡、老鼠、兔子等多种生物的免疫反应。同时，

低聚葡萄糖能被植物细胞表面受体识别，触发防御

信号转导网络，激发与抗病相关的酶系和次生代谢

产物合成网络，从而增强植株对病原菌侵染的抗

性，在绿色农业和可持续植保方面具有重要应用

前景[116]。

低聚木糖同样能改善动物肠道菌群平衡、增强

免疫力。单独使用低聚木糖或与菊粉混合使用时，

具有明显的益生元效应。例如，Samanta 等[117]研究

了低聚木糖对肉鸡血液生化特性的影响，发现在肉

鸡饲料中添加 0.5%的木糖寡糖后，血液生化指标发

生了相应变化。Ding 等[118]研究发现在产蛋鸡的饲

料中添加低聚木糖能够改善其肠道健康，从而增加

产蛋鸡肠道中双歧杆菌的数量以及盲肠中丁酸的

含量。Wang等[119]发现在雏鸡饲料中添加低聚木糖

能改善小肠绒毛高度与隐窝深度比值，增强肠道物

理屏障功能。且血浆中免疫球蛋白（如 IgG、IgM）和

细胞因子水平呈正向变化，从而使机体炎症状态减

轻、体液免疫增强。

在基础饲料中添加低聚甘露糖可以有效提升

动物的体重增长。在绵羊中，低聚甘露糖的添加提

升了饲料的消化率与养分保留能力，改善了瘤胃发

酵效果，增强了免疫调节功能，并提升了抗氧化能

 

(a) 

图6 （a）低聚糖分子在质谱分析时裂解模式；（b）低聚糖甲基化流程图

Fig 6 (a) Fragmentation patterns of oligosaccharide molecules during mass spectrometry analysis; (b) Flowchart of oligosaccharide 
methylation
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力。此外，低聚甘露糖可以改善动物肠黏膜形态，

调节紧密连接蛋白的分布，抑制与炎症反应和细胞

凋亡相关的基因表达，同时促进了抗氧化相关基因

的表达。

5.3 低聚糖在化妆品领域的应用

在化妆品领域，将低聚糖添加到化妆品中能够

显著改善皮肤的水分保持能力，提高皮肤保水功

能，减少皮肤表面的水分流失。此外，在局部应用

低聚糖时还具有抗衰老和防晒作用，如低聚葡萄

糖，低聚木糖等。

β-型低聚葡萄糖具有保湿与皮肤屏障调节功

能，主要作用是促进皮肤共生菌生长和抑制引发皮

炎的细菌，如葡萄球菌和绿脓杆菌。具体机制为低

聚糖作为皮肤共生菌的直接碳源，会产生发酵代谢

物，如乳酸和短链脂肪酸，从而调节皮肤的 pH 值，

创造有利于共生菌生长的环境[120]。而且，能够代谢

低聚糖的皮肤微生物，也可以为那些不代谢低聚糖

的微生物提供生长基质，从而通过共养方式加强共

生菌群，防止病原体过度生长。此外，低聚葡萄糖

和低聚木糖具有抗氧化活性，能够清除活性氧，如

超氧阴离子（O2
−）、羟基自由基（OH）以及非自由基

物质，包括过氧化氢（H2O2）和单线态氧（1O2）
[121]。具

体机制为低聚糖代谢产生的短链脂肪酸能够诱导

如谷胱甘肽 S-转移酶（GSTs）关键抗氧化酶的产生，

从而减少在消化和结肠发酵过程中氧化产物的

生成[122]。

纤维寡糖与低聚木糖凭借其良好的生物相容

性、低细胞刺激性和潜在抗氧化活性，正逐步成为

敏感肤质适用型护肤产品的开发热点[123]。这类低

聚糖不仅能够通过清除自由基延缓皮肤老化，还可

能通过调节皮肤表面微生态平衡，改善皮肤健康状

态，满足消费者对温和、高效、天然来源护肤成分的

日益增长需求。

综上，低聚葡萄糖、低聚木糖和低聚甘露糖作

为绿色、可再生的生物质功能成分，在食品、农业及

化妆品行业具有广阔的应用前景与市场价值。

6 结语

木质纤维素低聚糖因其来源广泛、具备益生元

效益、绿色经济特性，在农业、食品、化妆品等领域

应用广泛。本文系统总结了木质纤维素低聚糖，主

要是低聚葡萄糖、低聚木糖和低聚甘露糖的制备技

术，分为自上而下水解法得均质低聚糖，以及自下

而上定向合成新型糖苷键低聚糖两类策略。梳理

了实验室及工业上不同分离技术对低聚糖纯化收

率的影响，以及概括低聚糖结构表征和相应的功能

应用领域，旨在为其未来发展提供参考。尽管当前

的低聚糖研发生产，应用已取得显著成就，但以下

三项关键问题仍需重点关注。

（1）低聚糖的制备效率与结构均一性之间难以

实现平衡。当前自上而下法虽可实现规模化生产，

但产物聚合度分布宽、功能组分占比低。自下而上

法结构可控性强，但酶/菌株成本高、催化效率受限。

因此，可发展多酶级联与工程菌株协同体系，结合

固定化酶技术与代谢通路优化，在保障选择性的前

提下提升时空产率。

（2）低聚糖结构相似度高造成分离效率低下。

低聚糖各组分之间聚合度相近、糖苷键构型相似、

理化性质差异微小（如溶解性、极性、电荷密度等），

导致传统分离方法存在分辨率不足、产物回收率不

理想等问题。需进一步发展基于分子尺寸、特异性

识别的高效、连续化分离工艺。

（3）功能构效关系不清阻碍精准应用开发。不

同聚合度、糖苷键连接方式及分支结构对益生元活

性、免疫调节等功能的贡献机制尚未系统阐明。后

期研究需建立标准化低聚糖结构库与高通量活性

筛选平台，并且结合机器学习模型关联结构特征与

生物活性，为特定功能导向的低聚糖理性设计与应

用匹配提供依据。
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