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摘 要:目的 建立壮药黄根中多糖含量的测定方法并对4批样品进行实测。方法 采用苯酚-浓硫酸法,比色波长485
nm。结果 溶液的吸光度与葡萄糖浓度在20.0~120.0μg/ml呈良好线性关系;回归方程为 A=0.0089C+0.0455
(R2=0.9986),重现性RSD=0.368%(n=6),精密度RSD=0.258%(n=6),120min内稳定性RSD=0.382%(n=
7),平均回收率为(99.7±1.02)% (n=6),测得4批黄根中多糖的含量在0.24%~0.30%之间。结论 该传统方法可

用于壮药黄根中多糖的含量测定。
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  Abstract: Objective Toestablishamethodforthedeterminationofpolysaccharidecontentfrom
Prismatomeristetrandra (Roxb)KSchumofZhuangherbandtomeasure4batchesofsamples. Methods 
Thephenol-concentratedsulfuricacidmethodwasused,andthecolorimetricwavelengthwas485nm. Results
 Theabsorbanceofthesolutionshowedagoodlinearrelationshipwithglucoseconcentrationbetween20.0~
120.0μg/ml.TheregressionequationwasA=0.0089C+0.0455(R2=0.9986).TherepeatabilitywasRSD=
0.368% (n=6).TheaccuracywasRSD=0.258% (n=6).Thestabilityin120minwasRSD=0.382%
(n=7).Theaveragerecoveryratewas(99.7±1.02)% (n=6).Thecontentofpolysaccharidesinthefour
batchesofsampleswere0.24%~0.30%. Conclusion Thetraditionalmethodmentionedabovecanbeused
todeterminethecontentofpolysaccharidesinPrismatomeristetrandra(Roxb)KSchumoftheZhuangherbs.
  Keywords: Prismatomeristetrandra (Roxb)KSchum;polysaccharide;phenol-concentratedsulfuric

acidmethod;contentdetermination
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  黄根为茜草科植物三角瓣花[Prismatomeristet-
randra (Roxb)KSchum]的根。具有利湿退黄、强壮

筋骨、祛瘀生新、凉血止血等功效,在广西壮族民间用

于治疗肝炎、风湿骨痛、跌打损伤、白血病、再生障碍性

贫血、地中海贫血、矽肺等症[1]。近年来,黄根用于治

疗尘肺[2]纤维化[3]、肝纤维化[4]、抗病毒[5]等方面的研

究不断深入。为探讨黄根多糖的药理作用,本课题组

采用苯酚-硫酸法对黄根水提物的多糖含量进行了测

定。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂 北京普析TU-1810紫外可见分光

光度计;德国SartoriusBSA224S电子分析天平;德国

VacuubrandMZZCNT真空泵;上海亚荣RE-52A旋

转蒸发仪,YRDC-1015低温恒温槽;上海精宏DHG-
9030A电热恒温鼓风干燥箱等。

试验用黄根饮片购自芷江侗族自治县药材公司中

药饮片厂,经广西百色市食品药品检验所黄必奎主任

药 师 鉴 定 为 三 角 瓣 花 [Prismatomeristetrandra
(Roxb)KSchum]的根,粉碎后备用;乙醇、苯酚、硫酸

等试剂均为分析纯。

1.2 方法

1.2.1 黄根多糖的提取 称取干燥的黄根粗粉

50.00g,移入索氏提取器内,用500ml95%乙醇索氏

回流提取2h,抽滤,滤渣用500ml蒸馏水分两次在

80℃下超声提取30min,过滤并合并滤液,在75℃下

用旋转蒸发仪减压浓缩至50ml,加入220ml95%乙

醇,置入5℃冰箱静置24h,抽滤,沉淀物用150ml蒸

馏水在超声波下复溶,用Savage法除去蛋白质后,再
用旋转蒸发仪减压浓缩至干,置80℃鼓风干燥箱干燥

4h,得某批次黄根多糖粗品m0(g)(如第一批次 m0=
0.400g),置于干燥器中备用。

1.2.2 样品溶液的制备 精密称取某批次干燥至恒

重的黄根多糖粗品50.00mg,置于小烧杯中,用少量

蒸馏水溶解后,完全转移到50.00ml容量瓶中,以蒸

馏水定容至刻度,配成样品贮备液。精密吸取样品贮

备液4.00ml,置于50.00ml容量瓶中,以蒸馏水稀释

定容,摇匀,得样品溶液,相当于每 ml溶液含黄根多

糖粗品80.00μg(即C0=80.0μg/ml)。

1.2.3 标准曲线的绘制

1.2.3.1 标准溶液的配制 精密称取干燥至恒重的

葡萄糖对照品50.00mg,置于50.00ml容量瓶中,以
蒸馏水定容至刻度,配成1.00mg/ml的对照品贮备

液。分别精密吸取对照品贮备液1.00ml、2.00ml、

3.00ml、4.00ml、5.00ml、6.00ml置于50.00ml容

量瓶中,以蒸馏水稀释定容,摇匀,得1~6号对照品溶

液。

1.2.3.2 5%苯酚试液的配制 精密称取新精制的苯

酚2.63g,置于小烧杯中加少量蒸馏水于30℃温水水

浴中超声使之溶解,完全溶解后移至50.00ml容量瓶

中加蒸馏水定容、摇匀,并用黑色塑料袋包装避光备

用。

1.2.3.3 多糖含量测定波长的选定[6] 分别精密吸

取2号对照品溶液和样品溶液各1.00ml于具塞刻度

试管中分别精密加入1.2.3.2项下配制的5%苯酚溶

液1.00ml,迅速精密加入浓硫酸5.00ml,摇匀,沸水

浴加热15min,冰水冷却,放至室温,用紫外可见分光

光度计在400~700nm波长范围进行扫描,结果样品

与对照品溶液在485nm处均有相同最大吸收峰,故
确定485nm为测定波长。

1.2.3.4 标准曲线的绘制[6] 分别精密吸取1~6号

对照品溶液1.00ml于25.00ml具塞刻度试管中,分
别加入5%苯酚试液1.00ml,摇匀,加入5.00ml浓

硫酸,立即摇匀。沸水浴加热15min,冰水冷却,放至

室温,以蒸馏水同法做空白参比,在485nm处测吸光

度(A)。以吸光度(A)为纵坐标,浓度C(μg/ml)为横

坐标,绘制标准曲线(见图1),得回归方程A=0.0089
C+0.0455,R2=0.9986。结果表明,葡萄糖浓度在

20.0~120.0μg/ml范围内,其浓度与吸光度线性关

系良好。

图1 标准曲线

1.2.4 样品溶液中黄根多糖的含量测定 精密吸取

1.2.2所 得 的 样 品 溶 液1.00 ml于 试 管 中,按 照

1.2.3.4的方法测定吸光度A,由回归方程计算样品液

中葡萄糖浓度C(μg/ml),按下式计算黄根中多糖的

含量。
黄根中多糖含量%=C·m0×100%/C0·m

=C·m0×100%÷80.0÷50.0
=0.0250C·m0

公式 中 C 为 测 得 样 品 水 溶 液 的 葡 萄 糖 浓 度

(μg/ml);m0 为某批次提取的黄根多糖粗品的重量

(g);m为黄根粗粉重量(g);C0 为待测样品水溶液中
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黄根多糖粗品的浓度(μg/ml)

1.2.5 重现性试验 重复1.2.4项测定6次(n=
6),考察测定方法的重现性。

1.2.6 精密度试验 分别精密量取2号对照品溶液

6份,每份1.00ml,按1.2.3.4项下方法测定吸光度

A,考察仪器精密度。

1.2.7 稳定性试验 精密吸取按1.2.2项下方法制

备的第一批次样品溶液1.00ml,按1.2.4项方法于

0min、20min、40min、60min、80min、100min、120
min测定多糖含量,考察其稳定性。

1.2.8 加标回收率试验 精密吸取第一批次已知含

量的同一样品溶液6份,每份1.00ml置于试管中,并
分别精密加入1.2.3.1中配制的1~6号葡萄糖对照

品溶液各1.00ml,混合均匀后,再分别精密吸取加标

混合液1.00ml(相当于样品和标样各取0.50ml混

合)按照1.2.4方法直接测定葡萄糖含量,计算加标回

收率。

2 结果

2.1 重现性及黄根中多糖的含量 用第一批次样品

平行测定吸光度A值6次,结果见表1,黄根中多糖含

量的相对标准偏差(RSD)值为0.368%(n=6),表明

方法重现性好。测得样品葡萄糖平均含量C=28.0

μg/ml,按1.2.4公式计算得第一批次黄根样品中多

糖平均含量为0.28%。不同批次黄根样品中多糖含

量测定结果见表2。多糖含量最低为0.24%,最高为

0.30%。

表1 第一批次黄根中多糖含量测定结果 (n=6)

样品测

量次序

吸光

度A

测得样品葡萄

糖浓度C(μg/ml)

黄根中多

糖含量(%)

多糖平

均含量(%)
RSD
(%)

1 0.295 28.0 0.280
2 0.295 28.0 0.280
3 0.294 27.9 0.279 0.280±0.001 0.368
4 0.296 28.1 0.281
5 0.297 28.2 0.282
6 0.295 28.0 0.280

表2 不同批次黄根样品中多糖含量测定结果

样品

批次

吸光

度A

测得样品葡萄

糖浓度C(μg/ml)

多糖粗品

重量m0(g)

黄根中多

糖含量(%)
1 0.295 28.0 0.400 0.280±0.001
2 0.235 21.3 0.451 0.240±0.001
3 0.284 26.8 0.416 0.279±0.001
4 0.316 30.4 0.394 0.299±0.001

2.2 精密度 结果见表3,RSD为0.258%(n=6),
表明仪器精密度良好。

表3 2号标样多次测定结果 (n=6)

测量

次序

吸光

度A

测得样品葡萄

糖浓度C(μg/ml)

葡萄糖实际

浓度(μg/ml)

相对标准差

RSD(%)
1 0.414 41.4
2 0.413 41.3
3 0.412 41.2 40.0 0.258
4 0.413 41.3
5 0.411 41.1
6 0.413 41.3

2.3 稳定性 结果见表4,RSD为0.382%,表明在

120min内显色稳定性好。

表4 第一批样品在不同时间测定结果 (n=7)

时间

(min)

吸光

度A

测得葡萄糖

浓度C(μg/ml)

黄根中多

糖含量(%)

多糖平均

含量(%)
RSD
(%)

0 0.295 28.0 0.280
20 0.296 28.1 0.281
40 0.295 28.0 0.280
60 0.297 28.2 0.282 0.280±0.001 0.382
80 0.295 28.0 0.280
100 0.294 27.9 0.279
120 0.294 27.9 0.279

2.4 加 标 回 收 率 结 果 见 表 5,平 均 回 收 率 为

99.7%,RSD为1.02%。

3 讨论

苯酚-硫酸比色法测定黄根多糖的原理是黄根多

糖成分在浓硫酸的作用下,水解成单糖,并迅速脱水生

表5 样品加标回收率试验结果 (以葡萄糖含量计,n=6)

编号

每1ml加标混

合液中样品葡

萄糖的量(μg)

每1ml加标混

合液中加入葡

萄糖的量(μg)

加标混合液中

葡萄糖的含量

(μg/ml)

测得

吸光

度A

实测得加标样

葡萄糖的含量

(μg/ml)

回收率

(%)
平均回收率

(%)
RSD
(%)

1 14.0 10.0 24.0 0.257 23.6 98.3
2 14.0 20.0 34.0 0.350 34.2 100.6
3 14.0 30.0 44.0 0.441 44.4 101.0
4 14.0 40.0 54.0 0.523 53.6 99.3 99.7±1.0 1.02
5 14.0 50.0 64.0 0.615 64.0 100.0
6 14.0 60.0 74.0 0.698 73.3 99.0
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成糠醛衍生物,与苯酚缩合成有色化合物,再用分光光

度法测定其黄根多糖含量。本法是多糖含量测定最经

典最常用的方法,较简单、可靠,实验结果证实该法可

作为黄根多糖含量的测定方法之一。黄根水提物干粉

制备的样品溶液直接采用苯酚-硫酸显色,紫外-可见分

光光度法测定多糖专属性好,吸收峰无干扰,而且与葡

萄糖对照溶液的最大吸收波长一致,也与文献[6]改进

方法一致。一般多糖提取多采用水提醇沉淀法或醇提

后水提法[7],而本实验综合使用了两种方法,先用

95%乙醇回流除去大部分其他小分子和糖苷等杂质,
再用水提醇沉淀法除去单糖、低聚糖等杂质,还进行了

除蛋白处理,大大减少了各种杂质对测定的影响,但同

时也增加了操作步骤,造成多糖在提取过程中损失过

多,所测得含量相对偏低。多糖作为一种具有特殊生

物学活性功能的物质,日益受到重视。如枸杞多糖[6]、
香菇多糖[7]、牛蒡多糖[8]等具有抗肿瘤、抗病毒、抗氧

化、调节免疫等功效。黄根多糖的提取分离和功效等

方面的研究至今尚未见有文献记载。
本次试验采用苯酚-浓硫酸比色法测定黄根多糖

的含量在0.24%~0.30%之间,该测定方法重现性、
精密度及稳定性良好。本课题组的研究成果为黄根多

糖的提取提供了方法借鉴,将在今后的研究中进一步

完善和研究其功效。
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统计学方法的描述

  统计学方法的描述应尽可能详细。描述时应注意如下事项:①定量资料:近似服从正态分布的定量资料采

用(췍x±s)表达,呈偏态分布采用M(QR)表达,应根据采用的设计类型、资料所具备的条件和分析目的,选用合适

的统计学方法,不应盲目套用t检验和单因素方差分析;②定性资料:应根据所采用的设计类型、定性变量的性质

和频数所具备的条件及分析目的,选用合适的统计学分析方法,不应盲目套用χ2 检验;③回归分析:应结合专业

知识和散布图、选用合适的回归类型,不应盲目套用直线回归分析,对于具有重复实验数据检验回归分析资料,不
应简单化处理;对于多因素、多指标资料,要在一元分析的基础上,尽可能运用多元统计分析方法,以便对因素之

间的交互作用和多指标之间的内在联系做出全面、合理的解释和评价;④统计结果的表达:应写明所用统计方法

的具体名称(如:成组设计资料的t检验、两因素析因设计资料的方差分析、多个均数之间两两比较的q检验等),
统计量的具体值(如t=6.166,χ2=5.126,F=6.886,P=0.026);当涉及总体参数(如总体均数、总体率等)时,
在给出显著性检验结果的同时,再给出95%CI;⑤统计结果的解释:当P<0.05(或P<0.01)时,应表述为对

比组之间的差异具有统计学意义,而不应表述为对比组之间具有显著性(或非常显著性)差异。
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