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二精丸多糖两种测定方法的比较
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  [ 摘要]  目的: 选择一种准确、稳定、简便的二精丸多糖含量测定的方法。方法: 对硫酸-蒽酮法和苯酚-硫酸法测定二精

丸多糖的含量进行比较。结果: 硫酸-蒽酮法和苯酚-硫酸法分别在 1. 2 ～12 mg·L - 1 ( r = 0. 999 3) 和 1. 5 ～15 mg·L - 1 ( r =

0. 999 1) 范围内呈线性关系; 精密度试验 RSD 分别为 0. 13% 和 0. 31% ; 硫酸-蒽酮法在 3 h( RSD = 2. 87% ) 内稳定, 苯酚-硫酸

法在 2 h( RSD = 2. 89% ) 内稳定; 含量测定结果分别为 53. 79% 和 58. 92% 。结论: 苯酚-硫酸法测定二精丸多糖含量显色灵敏,

颜色稳定, 操作简便, 可作为测定二精丸多糖含量测定的方法。
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Comparison of 2 Polysaccharide Content Determining Methods in Erjing Wan
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[ Abstract]  Objective: To select a accurate stable and convenient method for determining Polysaccharide

content in Erjing Wan. Method: Polysaccharide content in Erjing Wan was determined by two methods: athranone-

sulfuric acid method and phenol-suifuric acid method. Result: The sugarin athranone-sulfuric acid method and

phenol-suifuric acid method was liner in the range of 1. 2 ～12 mg·L
- 1

( r =0. 999 3) and 1. 5 ～15 mg·L
- 1

( r =

0. 999 1) respectively. Athranone-sulfuric acid method was stable in 3 h, phenol-suifuric acid method was stable in

2 h; the sugar content was 53. 79% and 58. 92% respectively. Conclusion: Phenol-suifuric acid method is

sensitive、stable and convenient and can be applied to determine polysaccharide content in Erjing Wan.

[ Key words]  Erjing Wan. ; polysaccharide content; anthranone-sulfuric acid method; phenol-suifuric acid

method

  二精丸由黄精、枸杞子组成, 又名枸杞丸。《圣

济总录》云: “常服助气益精, 补填丹田, 活血驻颜,

长生不老。”现代研究发现枸杞多糖是枸杞子中的重

要活性成分, 具有调节机体免疫力
[ 1]

、延缓衰老
[ 2 ]

和降血糖
[ 3]

等药理作用。黄精多糖是黄精重要的有

效成分, 具有增强免疫、降低血脂、血糖和延缓衰老

等多种药理作用
[ 4 ]

和极其重要的生物功能
[ 5] , 引起

了人们的广泛重视。本文对二精丸多糖的测定方法

进行了筛选, 比较了多糖含量测定常用的 2 种方法:

苯酚-硫酸法
[ 4 ]

、硫酸-蒽酮法, 以选定一种方便快捷

的适合二精丸多糖含量测定的方法。

1 仪器与试药

1.1 仪器 722 分光光度计; 水浴锅, 电子天平, 干

燥箱、循环水真空泵。

1.2 试药  D-无水葡萄糖对照品 ( 批号 110833-

200503, 中国药品生物制品检定所, 供含量测定用) ;

95% 乙醇、浓硫酸、蒽酮、苯酚均为分析纯, 水为双蒸

水。枸杞、黄精购自唐山医药公司, 经本院喇万英教

授鉴定分别为宁夏枸杞 Lycium barbarum L. 的干燥
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成熟果实, 百合科植物黄精 Polygomatum sibiricum

Red. 的干燥根茎。

2 方法与结果

2.1 对照品溶液的配置 对照品溶液的配制 精密

称取经 105 ℃干燥至恒重的无水葡萄糖对照品 10

mg, 置 100 mL 量瓶中, 加水溶解并稀释至刻度, 摇

匀, 配制成每 1 mL中含无水葡萄糖 0. 1 mg 的对照

品溶液。

2.2 样品溶液的制备 精密称取 60 ℃干燥至恒重

的枸杞、黄精粉末各半, 混匀加 5 倍量 95% 乙醇浸泡

0. 5 h, 加热回流 1 h, 过滤, 残渣加 5 倍量 80% 乙醇

回流 1 h, 过滤, 残渣加水温浸 2 次, 第 1 次加 10 倍

量水, 温浸 3 h( 水浴温度 80℃) , 第 2 次加 8 倍量

水, 温浸 1 h。合并滤液, 浓缩, 加乙醇使含醇量达

80% 。过滤, 干燥, 即得二精丸提取物。精密称取二

精丸提取物 0. 03 g, 加水溶解, 定容于 250 mL 量瓶

中, 摇匀即得。

2.3 硫酸-蒽酮法测定二精丸多糖的含量

2.3.1 标准曲线的制备  精密量取对照品溶液

0. 1, 0. 2, 0. 4, 0. 6, 0. 8, 1 mL置 10 mL具塞刻度试管

中, 各加水至 2. 0 mL, 摇匀, 在冰水浴中缓慢滴加

0. 2% 蒽酮-硫酸溶液至刻度, 摇匀, 冷却后置沸水浴

中保温 10 min, 取出, 立即置冰水浴中冷却 10 min,

取出, 以相应试剂为空白。照紫外-可见分光光度

法, 在 620 nm波长处测定吸光度。以吸光度 ( Y) 为

纵坐标, 浓度为横坐标, 绘制标准曲线, 建立回归方

程 Y = 3. 57 ×10 - 2 X + 2. 22 ×10 - 2 ( r = 0. 999 3) 。表

明浓度在 1. 2 ～12 mg·L
- 1
内线性关系良好。

2.3.2 空白溶液的制备 取水约 2. 0 mL, 置 10 mL

具塞试管中, 在冰水浴中缓慢滴加 0. 2% 蒽酮-硫酸

溶液至刻度, 摇匀, 放冷后置沸水浴中反应 10 min,

立即取出置冰水浴中冷却 10 min, 即得空白溶液。

2.3.3 精密度试验  分别精密量取对照品溶液 1

mL, 按 2.3.1 项下的方法重复测定 6 次, RSD 为

0. 13% , 结果表明仪器精密度良好。

2.3.4 重复性试验  取 6 份枸杞、黄精粉末, 分别

制备样品溶液, 按 2.3.1项下的方法进行测定, RSD

为 1. 683% 。

2.3.5 稳定性考察 精密吸取按“2.2”项下方法制

备的样品溶液 1. 0 mL, 自“加水至 2. 0 mL”起, 按照

2.3.1项下方法每隔 0. 5 h测定吸光度, 连续 6 h, 考

察其稳定性。结果表明, 样品溶液在 3 h 内显色稳

定, RSD 为 2. 87% 。

2.3.6 回收率试验  精密称取 D-无水葡萄糖对照

品适量, 加入到一定量已混合的已知浓度的枸杞、黄

精粉末中, 制备样品溶液, 按 2.3.1项下的方法进行

测定, 计算回收率。加样回收率为 98. 36% 。

2.3.7 二精丸多糖含量测定  精密量取样品溶液

1 mL, 置 10 mL具塞刻度试管中, 照 2. 3.1项下的方

法测定, 自“加水至 2. 0 mL”起, 依法测定吸光度, 计

算, 即得。二精丸多糖的含量为 53. 79% 。

2.4 苯酚-硫酸法测定二精丸多糖的含量

2.4.1 标准曲线的制备  精密量取对照品溶液

0. 1, 0. 2, 0. 4, 0. 6, 0. 8, 1 mL, 分别置 10 mL 具塞刻

度试管中, 各加水至 2. 0 mL, 摇匀, 各精密加入 5%

苯酚溶液 1 mL, 摇匀, 迅速精密加入硫酸 5 mL, 摇

匀, 放置 10 min, 置 40 ℃水浴中保温 15 min, 取出后

迅速冷却至室温, 以相应试剂为空白。按紫外-可见

分光光度法, 在 490 nm波长处测定吸光度。以吸光

度为纵坐标, 对照品溶液质量浓度为横坐标, 得回归

方程 Y = 4. 67 ×10
2
X - 2. 21 ×10

- 2
, r = 0. 999 1, 结

果表明, 无水葡萄糖在 1. 5 ～15 mg·L- 1
质量浓度与

吸收度线性关系良好。

2.4.2 空白溶液的制备 取水约 2. 0 mL, 置 10 mL

具塞干燥试管中, 精密加入 5% 苯酚溶液 1 mL, 摇

匀, 迅速精密加入硫酸 5 mL, 摇匀, 放置 10 min, 置

40 ℃水浴中保温 15 min, 取出后迅速冷却至室温,

即得空白溶液。

2.4.3 精密度试验  分别精密量取对照品溶液 1

mL, 按 2. 4.1项下的方法重复测定 6 次, 吸光度的

RSD 为 0. 31% , 结果表明仪器精密度良好。

2.4.4 重复性试验 取 6 份枸杞、黄精粉末, 分别

制备样品溶液, 按 2.4. 1项下的方法进行测定, RSD

为 1. 776% 。

2.4.5 稳定性考察 精密吸取按“2.2”项下方法制

备的样品溶液 1. 0 mL, 加水至 2. 0 mL, 按照 2.4.1

项下方法每隔 0. 5 h 测定吸光度, 连续 6 h, 考察其

稳定性。结果表明, 样品溶液在 2 h 内显色稳定, 可

进行测定。RSD 为 2. 89% 。

2.4.6 回收率试验  精密称取 D-无水葡萄糖对照

品适量, 加入到一定量已混合的已知浓度的枸杞、黄

精粉末中, 制备样品溶液, 按 2.4.1项下的方法进行

测定, 计算回收率。加样回收率为 99. 24% 。

2.4.7 二精丸多糖含量测定  精密量取样品溶液
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1 mL, 置 10 mL 具塞刻度试管中, 照 2. 4.1项下的方

法测定, 自“加水至 2. 0 mL”起, 依法测定吸光度, 计

算, 即得。二精丸多糖的含量为 58. 92% 。

2.5 硫酸-蒽酮法与苯酚-硫酸法的比较, 见表 1
表 1 硫酸 - 蒽酮法与苯酚 - 硫酸法比较

项目 硫酸 - 蒽酮法 苯酚 - 硫酸法

精密度( RSD) 0. 13% 0. 31%

相关系数 0. 999 3 0. 999 1

重复性试验 1. 683% 1. 776%

稳定性 3 h内稳定( RSD 为 2. 87% ) 2 h内稳定( RSD 为 2. 89% )

加样回收率 98. 36% 99. 24%

含量 53. 79% 58. 92%

3 结论

本文采用硫酸-蒽酮法和苯酚-硫酸法对二精丸

多糖进行了测定。硫酸-蒽酮法测定多糖的原理是

依据多糖经浓硫酸脱水生成糠醛或其衍生物, 与蒽

酮试剂起缩合反应, 生成蓝绿色化合物。糖类与蒽

酮的显色深度不同, 果糖显色最深, 葡萄糖次之, 半

乳糖、甘露糖较浅, 五碳糖显色更浅, 故测定糖的混

合物时, 常因不同糖类的比例不同造成误差。苯酚-

硫酸法测定多糖的原理是依据糖经浓硫酸处理后脱

水产生的糠醛或其衍生物, 再与苯酚缩合生成橙黄

色物质于 490 nm处比色
[ 6]

。苯酚-硫酸法可用于甲

基化的糖、戊糖和多聚糖的测定, 方法简单, 灵敏度

高, 实验时基本不受蛋白质存在的影响。从表 1 数

据的比较可以看出, 在精密度、相关系数、重复性试

验及稳定性方面上, 硫酸-蒽酮法均优于苯酚-硫酸

法。加样回收率方面苯酚-硫酸法均优于硫酸-蒽酮

法, 在含量测定中, 硫酸-蒽酮法测定粗多糖的含量

比苯酚-硫酸法低。其原因可能是二精丸中的多糖

组成中五碳糖占一定比例, 在蒽酮-硫酸法测定中显

色较浅, 因此测得含量较低。而苯酚-硫酸法较适合

戊糖的含量测定。综合考虑, 选择苯酚-硫酸法用于

二精丸多糖的含量测定。

4 讨论

在测定二精丸多糖的试验中, 与苯酚-硫酸法相

比, 硫酸-蒽酮法在精密度、相关系数、重复性及稳定

性方面具有一定优势, 而其加样回收率稍低, 质量分

数结果较低, 可能是由于二精丸中多糖组成中戊糖

有一定的比例, 在测定中受到一定限制, 因此选择苯

酚 - 硫酸法作为二精丸多糖的质量分数测定方法。
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