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摘要：糖原是由葡萄糖分子通过糖苷键聚合而成的高分子物质，作为重要的能源物质储存于肝脏、肌肉和脑等重要器官。糖原的

储存或代谢异常可引起多种疾病。一方面，作为一种动态能量底物，准确检测糖原的质与量有一定难度，另一方面，目前随着对糖

原研究的深入，出现了越来越多的糖原检测方法和手段。因此，选择恰当的糖原检测方法以促进对糖原的研究显得尤为重要。本

文对几种常用的糖原定性与定量检测方法的实验原理，操作步骤及影响因素和改进进行总结，比较其优缺点，为研究者选择最适

合的方法对糖原代谢及相关疾病进行研究提供参考。
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Research Progress of Glycogen Detection Methods*

Glycogen, a common macromolecular substance polymerized by glucose via glucosidic bond, is a significant energy

source that is stored in liver, muscle, brain and other important organs. The abnormality of glycogen storage or metabolism can result in

many diseases. On the one hand, as a kind of dynamic energy substrates, it is difficult to detect the quality and quantity of glycogen accu-

rately. On the other hand, at present, with the thorough research of glycogen, there are more and more glycogen detection methods. So it

is imperative to select appropriate glycogen detection methods to promote glycogen research. In this review, the experiment principle, op-

eration procedures, influential factors and improvements of some common glycogen qualitative or quantitative detection methods are

summarized. The advantages and disadvantages of each method are also compared, which could serve as a reference for researchers to se-

lect optimal method to study glycogen metabolism and relevant diseases.
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前言

糖原是哺乳动物体内重要的储能物质，主要储存在肝脏和

肌肉，肾脏和脑组织也能检测到少量的糖原。肝糖原是血糖的

重要来源，肌糖原主要为肌肉收缩提供急需的能量[1]。肝、肌糖

原代谢异常会导致肝、肌糖原累积病等。在脑内，绝大多数的糖

原储存在星形胶质细胞[2]。星形胶质细胞内的糖原代谢通过对

神经系统功能主要承担者神经元尤其是兴奋状态的神经元的

能量支持[3,4]，发挥对中枢神经系统功能重要的调节作用以及参

与多种疾病如阿尔茨海默症，亨廷顿舞蹈症[5,6]的发生发展。

随着医学和分子生物学实验技术的发展，糖原检测应用的

范围越来越广泛。例如细胞中糖原丢失的诊断[7]；用于心血管疾

病诊断、糖原累积病诊断和研究、糖尿病诊断和研究；观察肾小

球基底膜[8]以及对肾小球肾炎进行诊断分类[9]，用于阿米巴滋养

体和霉菌的着色。也用于某些肿瘤的鉴别诊断[8]，诊断声带上皮

重度异型增生的早期癌变与声带鳞癌早期浸润基底膜的病变，

显示肉瘤的瘤细胞的胞内结晶物，浆细胞内 Russel 小体和

Dutcher小体[9]，骨尤文瘤糖原染色阳性可作为确诊依据；推断

肿瘤细胞起源和肿瘤细胞是否发生血管浸润。还可用于研究脑

缺血及再灌注后时星形胶质细胞糖原蓄积与神经元代谢功能

变化及机制从而为脑缺血 /再灌注损伤的治疗提供新的思路
[4]。因此，笔者总结并比较了现有的各种糖原检测方法的原理、

操作步骤及影响因素和改进，以期更好地对糖原代谢和相关疾

病进行研究。

1 糖原检测前处理

脑糖原定量检测时需对组织需进行特殊的处理。

实验原理：微波产生的高热或液氮的低温可灭活糖原代谢

的相关酶类从而使代谢停止，使糖原含量保持在处理时间点状

态，从而使脑糖原测定更加准确和相对较易。
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1.1 微波法

操作步骤：可用 MMW-05微波固定系统对小鼠进行聚焦

微波辐射。无麻醉小鼠被限制在一个特制的动物放置管内，将

鼠放入管内，等小鼠运动到放置管的未封口端，用活塞封口以

固定小鼠。将放置管被放入MMW-05。用 5 kW高能微波聚焦

照射小鼠头部 0.94~1.05 s或用 10 kW高能微波聚焦照射小鼠

头部 1.2 s[10]。聚焦照射处死小鼠后，小鼠会被立即开颅以确保

脑组织温度在 82± 3℃[10]。将脑组织移入固定液（用 0.1 mol磷

酸缓冲液配置的 4 %多聚甲醛），在 4℃孵育过夜。在有些实验

中，可对处死小鼠进行标准的常规灌注（先用 25 mL生理盐水灌

注 5 min，再用上述固定液灌注 10 min）过夜放置作为固定对照。

改进：为解决管的直径相对较小不利于动物自愿钻入的问

题，可将无麻醉改为短麻醉。先用 3 %异氟烷快速麻醉小鼠，之

后立即放入放置管。在照射前，可等待 2~3 min让小鼠从麻醉

中逐渐苏醒，这样有利于小鼠固定体位以进行照射。其余处理

同上。无麻醉与短麻醉糖原免疫组化染色结果无质的差异[11]。

1.2 液氮法

操作步骤：迅速剥离经液氮处死的小鼠大脑，在液氮中将

海马组织研磨成粉，加入 6 %高氯酸匀浆灭活各代谢酶活性[12]。

改进：液氮和高氯酸处理后，定量检测糖原含量前将脑组

织始终置于 -80℃保存[10]。

2 定性分析方法

2.1 PAS染色方法

PAS（Periodic acid-Schiff Stain）即过碘酸 - 雪夫氏染色或

称高碘酸 -无色品红染色法，是应用最广的糖原染色方法。但

该方法对糖原染色的特异性不高，还可显示糖脂类物质，糖蛋

白，粘蛋白，粘液，胶质，基膜，基质等，染色结果受多种因素影

响，因此需对实验方法总结与完善以提高实用价值，而且最好

有其他的糖原检测方法作为辅证。

实验原理：首先过碘酸将多糖分子的乙二醇基氧化为乙二

醛基；同时在碱性品红中加入 HCl和亚硫酸盐，二者生成的

SO2通过破坏碱性品红中醒式结构的双键，将碱性品红变为无

色品红，即为 Schiff试剂。组织中的醛基继续和 Schiff试剂反

应，生成紫红色产物。多糖分子的含量可由多糖中被氧化的乙

二醇分子的含量即该产物的颜色深浅反映[8]。

操作步骤：组织编号取材，固定（固定前不能用水浸洗）。脱

水，透明，浸蜡，包埋。常规切片 5 滋m厚，脱蜡，水洗；入高碘酸
（pH值以 3.0~5.0为宜）氧化 5~10 min。流水冲洗后，继续用蒸

馏水浸洗 2次；Schiff试剂（从冰箱取出升至室温）染色 10~20

min；0.5 %偏重亚硫酸钠（钾）浸洗两次[8]或三次[9]；流水冲洗后，

蒸馏水浸洗；苏木精染 2~5 min，流水冲洗[8]；1 %盐酸酒精分化

5~10 s[7,8]，流水彻底冲洗；1 %氨水返蓝 5 s[7,8]；流水冲洗，脱水，

透明，封固[8]。

影响因素及改进：① 取材组织的新鲜度：取小块新鲜组织

及时固定[8]；② 固定液的选用：采用乙醇性固定液，避免用水溶

性固定液(糖原及糖原分解成的葡萄糖都易溶于水)；尤宜采用

乙醇为溶剂配制的含甲醛、冰醋酸及苦味酸等的混合固定液[9]；

亦可用 10 %甲醛固定组织块。③ 固定温度：组织 4℃左右温度

固定、保存[8]。④ 切片厚度：肾活检标本切片厚度以 1 滋m为宜。

⑤ 高碘酸的浓度：一般采用 0.5 %~1 %的浓度。单一组织化学染

色可采用 0.5 %浓度，进行免疫组化和组织化学重复染色时，采

用 1 %高碘酸的浓度，高碘酸的配制液可放在 4℃冰箱内[9]长

期保存。⑥ Schiff试剂的配制质量：选用高质量的碱性品红，配

制时实验操作避免污染，偏重亚硫酸钠（钾）质量要纯[9]，现配现

用 [8]，Schiff试剂配好后建议分装于砂塞瓶内并用塑料薄膜包

住于 4 ℃保存 [9]。也可在气体发生瓶内进行 Na2SO3 (无水)

+H2SO4→NaSO4+H2O+SO2↑ ，漂白碱性品红[7]。因为偏重亚硫酸

钠（Na2S2O3）溶于水后形成的 H2SO3易挥发失效，故可用重新添

加 Na2S2O3生成 H2SO3的方法解决 Schiff液失效问题。⑦ 避光

染色与避免污染：Schiff试剂染色时需避光染色[13]。染色过程中

避免接触伊红，以防造成颜色误差[8]。⑧ 染色温度与染色时间：

糖原染色有效温度广泛，4℃、10℃、20℃、30℃、37℃染色呈

增强反应，37℃染色可提高糖原染色反应强度[14]但非特异染色

增强，因此温度高时氧化时间可适当缩短；为提高染色特异性

与节省时间以提高实验效率，选用 20℃作为糖原染色温度。根

据 Schiff氏液配制的时间与染色温度调节作用时间 [10]，SO2浓

度或染色温度高，染色时间应适当缩短[8]。⑨ 消化对照：糖原染

色需作消化对照。⑩ 切片方法：冰冻切片优于石蜡切片[15]。

2.2 电镜法

各种组织和细胞均可以使用电镜法观察糖原颗粒。对糖原

累积症患者（肌糖原累积症和肝糖原累积症），除用 PAS染色

诊断与鉴别亚型[16]，电镜检查对糖原累积症的诊断与鉴别诊断

具有重要临床价值[17-19]。而在肾活检病理中，可用免疫电镜技术

显示糖原，且不同切片包埋方法效果不同[20]。

操作步骤：活检标本修剪为 1 mm× 1 mm× 1 mm组织块，

戊二醛固定[20]，磷酸缓冲液冲洗，1 %锇酸固定 1 h，磷酸缓冲液

冲洗，脱水[17]，树脂包埋、聚合、超薄切片，醋酸铀和柠檬酸铅双

重电子染色，透射电子显微镜下观察、分析[17]。

影响因素及改进：① 固定剂的选择，浓度和固定时间：常规

3.75 %戊二醛 [20] 或用 2.5 %戊二醛在 4℃固定 2 h，LR White

Resin树脂低温包埋法对细胞内糖原保存较好，将肾组织块放入

含 2 %甲醛和 0.02 %戊二醛 0.1 mol/L PBS混合固定液中室温

固定 2 h。② 组织块大小：以 1 mm3为宜。③ 包埋聚合方法：LR

White Resin包埋，45℃聚合 48 h[20]或用环氧树脂 618包埋。

3 定量分析方法

然而糖原定性分析方法特异性有待提高，有时需要依靠研

究者的经验做出判断，有一定的主观性；而且有些实验如研究

糖原代谢中糖原含量的变化以发现相关疾病发病机制及药物

作用靶标需要对糖原做定量分析，因此我们总结了几种常见的

糖原定量分析方法，作为糖原研究方法的选择参考。

3.1 蒽酮法

1956 年就有报道用蒽酮法对肝糖原和肌糖原进行定量

检测[21]。

实验原理：浓硫酸使糖原脱水生成糖醛衍生物，糖醛类与

蒽酮作用，生成在 620 nm波长有最大吸收峰的蓝色化合物，再

与用相同方法处理的葡萄糖标准溶液比色定量[22,23]。

操作步骤与改进：可对 Carroll等的操作步骤[21]进行改进，

精确称取待检组织 100 mg，加入 8 mL 5 %三氯醋酸（TCA），匀
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浆 1 min，以 3000 r/min离心匀浆液 15 min，取 1 mL上清液，加

人 4 mL 95 %乙醇并混匀，正置室温过夜。沉淀完全后，3000

r/min离心 15 min，小心弃去上清液，离心管倒立放置 10 min。

加入 2 mL蒸馏水溶解糖原，并混匀。配制空白管与标准管溶

液，各加入 10 mL蒽酮式液，并混匀，浸于沸水浴 15 min后移

至冷水浴，620 nm波长比色，根据公式测定计算糖原含量[22]。

3.2 试剂盒法

试剂盒法是常用的糖原定量分析方法。笔者发现部分文献
[23-25]将试剂盒法误认为是蒽酮法。按照卫生部《保健食品检验与

评价技术规范（2003版）》[22]，应将试剂盒法与蒽酮法区别开来，

规范且便于检索。

实验原理：因糖原在浓碱溶液中稳定，显色前将组织放

入浓碱中加热，其他成分被破坏而糖原保留[20]。其余原理同蒽

酮法[22,23]。

操作步骤：取葡萄糖按 50、25、12.5、6.25、3.12及 1.6 mg/L

配制葡萄糖标准液，制作标准曲线，1.6 mg/L的葡萄糖量相当

于 1.44 mg/L的糖原[26]。组织称重，放入 EP管内（先在管盖上用

针头扎一小孔），按样品与 30 %KOH1:3配置水解液，沸水浴

20 min；冷却后加入双蒸水配成 5 %肌糖原检测液，肝糖原水解

液需配成 1 %检测液 [22]。取 50 滋L待测液加入 50 滋L双蒸水，
200 滋L蒽酮试剂（2 mg/mL浓硫酸），震荡混匀，沸水浴 5 min；

冷却后以空白管凋零，测定 200 滋L各样品和葡萄糖标准溶液
于 620 nm处的吸光度，根据标准曲线计算糖原含量[23,25]。

3.3 荧光测定法

3.3.1 荧光间接测定法 脑糖原含量测定采用 Kong[10]等报道

的方法。

实验原理：淀粉葡萄糖苷酶可使脑内多糖 --糖原的 琢-1, 4
糖苷键，琢-1, 6糖苷键水解而成葡萄糖。分别测出加淀粉葡萄
糖苷酶和不加淀粉葡萄糖苷酶的总葡萄糖量与内源性葡萄糖

量，二者差值即为糖原分解得到的葡萄糖。利用这个差值通过

糖原含量测定标准曲线计算组织中糖原含量[12]。

操作步骤：用液氮处理方法进行糖原检测前处理。取适量

匀浆液用 1 mL 0.2 mol/L醋酸钠，20 滋L 0.1 mol/LKHCO3和 20

U/mL 淀粉葡萄糖苷酶消化 16 h。加入 0.5 mL 6 %高氯酸，

25000 r/min离心 10 min后保留上清，并加入 3 mol/L KOH溶

液，调节溶液 pH=7。向 96孔板中加入 200 滋L反应体系，加入
50 滋L 0.3 U己糖激酶，30 min后，将 96孔板放入荧光酶标仪，

以 355 nm激发、480 nm发射、420 nm的截止波长测定总葡萄

糖的含量（实际上是生成的 NADPH含量，间接反映葡萄糖的

量）。按上述相同操作在不加淀粉葡萄糖苷酶的情况下测出组

织内源性葡萄糖量。总葡萄糖量和内源性葡萄糖量的差值，就是

糖原量，通过糖原含量测定标准曲线计算组织中糖原含量[12]。

3.3.2 2-NBDG 荧光直接测定法 对培养细胞可采用

2-NBDG（荧光标记的葡萄糖类似物）荧光直接测定法测定细胞

内糖原，具体又分为两种方法：荧光酶标仪法和荧光显微镜法。

实验原理：培养细胞可利用荧光标记的葡萄糖类似物

2-NBDG作为底物合成糖原，因此测定荧光强度可计算出合成

的糖原含量。

操作步骤（荧光酶标仪法）：使用培养 3~4 d的长至融合状

态的待测细胞，缓冲裂解液冲洗三遍，将细胞从培养板转移至

一塑料管，冰上超声脉冲 30 s，加入 2-NBDG（一种荧光葡萄糖

衍生物，具有 480 nm激发波长和 535 nm发射波长）在 37℃连

续摇晃培养，取 250 滋L已裂解的样品过滤（选择 GF/C玻璃微

纤维滤纸保留 98 %的 1.2 滋m粒子）得到糖原颗粒，40 mL70 %
乙醇冲洗，滤过物放入 12孔板，室温黑暗中干燥过夜。之后用

荧光酶标仪在 480/25 nm激发波长 535/20 nm发射波长下测定

留存荧光进行定量，从而确定糖原颗粒被荧光标记的特异性且

摸索出最适的 2-NBDG培养浓度。

操作步骤（荧光显微镜法）：待测细胞的种于 6孔无菌板，

用共聚焦分析缓冲液洗三次细胞，37 ℃培养于带有 500 滋M
2-NBDG的缓冲液中。2~12 h后，用共聚焦显微镜观察拍摄细

胞内荧光糖原，并以荧光强度定量分析糖原含量[27]。

3.4 免疫组化法

可采用特异性更高的免疫组化法测定糖原含量。

实验原理：制备特异的糖原单抗作为一抗，利用抗原抗体

特异性结合的原理测出荧光二抗的荧光强度从而计算出糖原

含量。

操作步骤：用微波处理方法处理脑糖原。获得两种 IgM型

糖原单抗（ESG1A9 和 IV58B6）。制备一抗混合物，其中

ESG1A9和 IV58B6的相应终浓度为 15 滋g/mL和 30 滋g/mL[11]。

制得 60 滋m厚度的脑切片，用 PBS洗后在 PBS培养液（含 0.1

%Triton X-100和一抗混合物）中 4℃轻微摇晃培养 24 h。Tris

缓冲盐洗 3~5遍，用荧光二抗培养，制片。部分切片用糖原特异

性淀粉葡萄糖苷酶处理，处理后同样进行上述糖原免疫组化处

理作为对照。用装有 ImageJ软件 NeuN IR对 FV1000激光扫

描共聚焦显微镜得到的高分辨率图像进行荧光分析从而测定

糖原含量进行定量分析[11]。

4 糖原检测方法的比较

糖原定性方法可较好地观测糖原颗粒形状及分布位置但

客观性较差。PAS应用最为广泛，但对糖原染色特异性不高，且

染色结果受多种因素影响，不同组织染色步骤有差异，需研究

者不断摸索改进适合自己研究的染色步骤与实验细节，但通常

效果较好。电镜作为糖原检测的金标准，对糖原累积症等相关

疾病的诊断与鉴别诊断具有重要意义，但操作时间长，操作步

骤多，对实验者技术水平要求较高，要想取得较好结果需注意

实验细节，不同组织切片包埋方法有差异，仍需实验者自己摸

索改进。

糖原定量方法可分析糖原含量变化从而分析相关疾病的

病变及机制但缺少直观性。蒽酮法与试剂盒法相比较：由于肝

糖原含量相对较高，而肌糖原含量相对较低，试剂盒法中的碱

液处理可去除其他成分而有效保留糖原，故其对肌糖原的测定

灵敏度高于蒽酮法，对肝糖原的测定结果与蒽酮法无明显差异
[22]。肝糖原与肌糖原相对脑糖原含量较高，较易检测。脑细胞糖

原含量极低，仅占肌细胞的 1/10，肝细胞的 1/100，因此脑内糖

原含量测定必须进行实验前的特定处理使处理时间点前的糖

原代谢酶类灭活而使脑糖原含量保持在处理时间点状态，从而

使脑糖原测定更加准确和相对较易。荧光间接测定法虽可对脑

糖原进行定量检测，但由于通过测定葡萄糖的量间接测定糖原

含量，影响了该方法的精确程度。改进的 2-NBDG荧光测定法
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不需细胞免疫组化技术和细胞固定，组织破坏和糖原水解[27]而

且测定灵敏快速，同时可通过直接测定荧光葡萄糖在体内转化

成荧光糖原含量以判断不同生理或病理状态下糖原合成这一

重要的能量储存途径的功能状态，也可快速检测药物对糖原合

成的影响。免疫组化法尽管糖原抗体特异，测定结果准确，但由

于抗体并未商品化，只有个别实验室拥有制备糖原抗体的能

力，大大限制了其应用。

总之，在进行糖原检测时，需多种方法综合运用，取长补

短，使糖原检测更加准确简便。

5 小结与展望

糖原是体内可快速动员的储能物质，研究糖原代谢规律及

机制可为相关疾病的治疗提供新的思路与靶点。糖原检测对某

些疾病的诊断具有重要的临床意义，如 PAS染色方法在糖原

贮积症的诊断中具有重要的临床价值甚至必不可少[16]，电镜法

在糖原贮积症的辅助诊断中具有重要的临床价值[5,6]，PAS染色

方法可作为急性淋巴细胞白血病的诊断甚至亚型诊断的辅助

手段[28]，糖原检测与其他方法联合可用于异性淋巴细胞的诊断

与鉴别诊断[29]。糖原的定量分析适合研究某种物质对能量代谢

的影响[30]，如试剂盒法可用于研究某种物质对心肌能量代谢的

影响从而判断该物质的作用[31]。糖原的定性检测可用于研究肾

脏病变，判断癌症转移[32]，骨髓涂片中病原体鉴别等多个方面。

糖原定性与定量检测联合应用可用于判断失神经骨骼肌再生

状态[33]。由于脑糖原含量低，其功能很长时间并未受到重视，近

年来研究发现星形胶质细胞内糖原代谢异常与多种疾病如脑

出血密切相关[34]，星形胶质细胞的糖原代谢与神经元的能量偶

联[3,4,35]值得关注，很可能为重要的中枢神经系统疾病如阿尔茨

海默症，亨廷顿舞蹈症[5,6]的治疗提供新的思路。总之，根据不同

的组织与疾病类型，针对各种糖原检测方法的优缺点选择合理

的方法检测糖原含量与糖原代谢水平，对于糖原的基础研究和

相关疾病研究是非常关键的。

而目前国内外尚未见文章对糖原检测方法尤其是较新的

糖原检测方法进行系统的综述，本文较为系统地总结了多种现

有的较为成熟且常用的糖原检测方法，并比较其优缺点以期为

相关糖原的研究提供选择参考。我们也期待科研人员未来能开

发出有更多更好的糖原检测方法。
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