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　　摘要：苯酚－硫酸法是一种广泛使用的多糖测定方法，此法灵敏度高，且不需贵重仪器，但准确性和重现性不佳，
本研究在试验的基础上对苯酚－硫酸定糖法进行了改进，对新方法从显色时间、显色温度、稳定性、重现性、回收率、显
色剂配制时间与吸光度等方面进行了考察，并使用酶标仪进行吸光度测定。改进后的方法提高了精密度和准确性，又

进一步简化了操作，提高了效率，尤其是同时检测较多样品时可以减轻劳动强度，节约大量试剂与时间。
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　　多糖是一类具有诸多生物活性的高分子化合物，由于其
结构复杂，不同种类多糖的分子组成和相对分子质量各不相

同，目前国家对其含量测定方法还没有统一标准，苯酚－硫酸
比色法（简称苯酚 －硫酸法）是较常用的一种方法。苯酚 －
硫酸法由Ｄｕｂｏｉｓ等［１］建立，其原理是利用浓硫酸将多糖水解

成单糖，并迅速脱水生成糠醛衍生物，再和苯酚缩合成有色化

合物，再在４９０ｎｍ处进行比色测定。该法灵敏度高，且不需
贵重仪器，但准确性和重现性受试验条件影响较大，且费时费

事、样品和试剂消耗较多。徐光域等通过对苯酚 －硫酸法操
作步骤的改进，以减少因人为的操作而产生的误差，改进后的

方法提高了精密度和准确性，操作也有所简化［２］。商澎等将

苯酚－硫酸法与酶标仪相结合，先用苯酚硫酸与多糖产生显
色反应，再使用酶标仪测吸光度，适合快速大批量的测定，但

试验的准确性较低，误差较大［３］。本研究结合了２种改进思
路，探索试验了一种既准确精密，又操作简便，适合于快速批

量检测多糖含量的试验方法。

１　材料

１．１　仪器与试剂
酶标仪，ＳｔａｔＦａｘ２１００；葡萄糖，分析纯，１０５℃烘烤至恒

重后备用；β－葡聚糖，分子量５００ｋｕ，上海工硕生物技术有限
公司；９８％浓硫酸、苯酚均为分析纯。
１．２　试剂制备
１．２．１　苯酚试剂的制备　取苯酚１００ｇ，置于蒸馏烧瓶中加
热，收集１８０℃左右馏分，配成５％的溶液，放入棕色瓶中，置
于冰箱中保存备用。

１．２．２　显色液的制备　取５％苯酚溶液与９８％浓硫酸按体
积比为１∶５混合，并置于冰水中冷却。浓硫酸应靠烧杯内壁
缓慢加入，以防止溶液飞溅，显色液应防止放置时间过久，以

免影响测定结果。

２　方法与结果

２．１　显色时间对苯酚－硫酸法测定多糖含量结果的影响
向１２支微量离心管中加入０．１８ｍｇ／ｍＬ葡萄糖溶液，每

管６０μＬ，各加入显色剂１８０μＬ，混匀并放置于１００℃的沸水
中加热，观察加热时间对溶液的显色影响，使用酶标仪测定

Ｄ４９０ｎｍ，试验结果见图１。从图１可以看出，随着加热时间的
延长，显色效果迅速增大，显色２５ｍｉｎ时，Ｄ４９０ｎｍ达到最大；此
后继续加热，Ｄ４９０ｎｍ反而缓慢降低。因此，加热时间以２５ｍｉｎ
为宜。

２．２　显色温度对苯酚－硫酸法测定多糖含量结果的影响
向１２支微量离心管中加入 ０．１８ｍｇ／ｍＬ葡萄糖溶液，每

管６０μＬ，各加入显色剂１８０μＬ，混匀并放置于不同的温度中
加热，观察加热温度对溶液显色的影响，加热时间设定为

２５ｍｉｎ，使用酶标仪检测 Ｄ４９０ｎｍ，试验结果见表１。从表１可
知，当温度低于８０℃时，混合溶液完全不能显色，１００℃的显
色效果明显强于 ８０℃的显色效果，因此加热温度应为
１００℃。

表１　苯酚－硫酸法测定多糖含量的显色温度与Ｄ４９０ｎｍ的关系

温度

（℃）
Ｄ４９０ｎｍ

重复１ 重复２ 重复３
２０ ０ ０ ０
４０ ０ ０ ０
６０ ０ ０ ０
８０ ０．２６１ ０．２６３ ０．２５８
１００ ０．６７８ ０．６５１ ０．６４７
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２．３　苯酚－硫酸法测定多糖含量的稳定性
向１２支微量离心管中加入０．１８ｍｇ／ｍＬ葡萄糖溶液，每

管６０μＬ，各加入显色剂１８０μＬ，混匀，放置于１００℃的沸水
中加热２５ｍｉｎ并冷却，连续测定间隔不同时间后的Ｄ４９０ｎｍ，以
观察显色后的稳定性，试验结果见表２。从表２可知，葡萄糖
与显色液反应后试剂显色效果较为稳定，在常温下放置时几

乎不会因时间的推移而使溶液吸光度降低或升高，Ｄ４９０ｎｍ保持
在一个相对稳定的范围之内，ＲＳＤ＝０．４４８９％。

表２　苯酚－硫酸法测定多糖含量的稳定性

时间（ｍｉｎ） Ｄ４９０ｎｍ
０ ０．６５９
５ ０．６５４
１０ ０．６５３
１５ ０．６５４
２０ ０．６５４
３０ ０．６５６
４０ ０．６５７
５０ ０．６５７
６０ ０．６５７
９０ ０．６５３
１２０ ０．６５２
１５０ ０．６４９
１８０ ０．６５０

２．４　苯酚－硫酸法测定多糖含量的重现性
取０．１８ｍｇ／ｍＬ葡萄糖溶液８份与临时配制的显色液，

混匀，在温度为１００℃沸水浴中加热２５ｍｉｎ并冷却，用酶标
仪快速测定此８份溶液的Ｄ４９０ｎｍ，试验结果见表３。从表３可
知，改进型的苯酚 －硫酸法测多糖的重现性相对比较稳定，
ＲＳＤ＝２．８３３３％。

表３　苯酚－硫酸法测定多糖含量的重现性

试验号 葡萄糖浓度（ｍｇ／ｍＬ） Ｄ４９０ｎｍ
１ ０．１８ ０．６４５
２ ０．１８ ０．６１８
３ ０．１８ ０．６２４
４ ０．１８ ０．６４８
５ ０．１８ ０．６０８
６ ０．１８ ０．５９８
７ ０．１８ ０．６１３
８ ０．１８ ０．６１２

２．５　苯酚－硫酸法测定多糖含量的回收率
取５支微量离心管，分别加入０．６ｍｇ／ｍＬ葡萄糖标准溶

液 １０、１３、１６、１９、２２μＬ，在 每 份 溶 液 中 各 加 １０μＬ
０．４０１ｍｇ／ｍＬβ－葡聚糖溶液，并加蒸馏水定容到６０μＬ，再
滴加１８０μＬ显色液混匀，沸水浴中加热２５ｍｉｎ并冷却，用酶
标仪测定Ｄ４９０ｎｍ，结果见表４。从表４可知，通过葡萄糖回归
方程计算混合溶液中多糖和葡萄糖的总重量，并以此减去葡

萄糖重量得到测定的多糖重量，计算测定的多糖重量占总重

量的比例，平均值为１０１．５２％，ＲＳＤ＝３．９８１３％，说明该方法
有较好的精确度。

２．６　显色剂配制时间对苯酚 －硫酸法测定多糖含量结果的
影响

以体积比５∶１将９８％浓硫酸缓慢滴加到５％苯酚溶液

表４　苯酚－硫酸法测定多糖含量的回收率

葡萄糖重量

（μｇ）
添加的多糖

重量（μｇ）
总重量

（μｇ）
测得的多糖重量

（μｇ）
比例

（％）

６．０ ４．０１ １０．０１ ９．９４４０３ ９８．３５
７．８ ４．０１ １１．８１ １１．８６５６７ １０１．３９
９．６ ４．０１ １３．６１ １３．４８８８１ ９６．９８
１１．４ ４．０１ １５．４１ １５．５７８３６ １０４．１２
１３．２ ４．０１ １７．２１ １７．４８１３４ １０６．７７

中，置于冰水中使之迅速冷却。将配制好的显色剂放于室内

常温下保存，测定显色剂放置时间对显色效果的影响，结果见

图２。从图２可知，显色剂配制时间对显色效果有很大的影
响，随着配制时间的延长，显色效果先迅速降低，８ｈ后缓慢
降低。因此，使用本方法时应尽量快速操作，以免因操作时间

过长造成试验误差。另外，测定大量样品时可以考虑提前８ｈ
配制显色剂，以减小前后样品间因操作时间不同造成的误差。

２．７　苯酚－硫酸法测定多糖含量的标准曲线
取６支微量离心管，分别加入０．６ｍｇ／ｍＬ葡萄糖标准溶

液０、４．８、９．６、１４．４、１９．２、２４、２８．８、３３．６、３６μＬ，并分别加入
蒸馏水稀释到６０μＬ，再滴加１８０μＬ显色液，混匀后沸水浴
中加热２５ｍｉｎ并冷却，用酶标仪测定吸光度并作标准曲线，
试验结果见图３。由图３可以看出，本方法线性关系良好。

３　结论

苯酚－硫酸法是一种常用的测定多糖含量的方法，此方
法虽然具有灵敏度高等优点，但也有诸多问题，如准确性和重

现性不佳、操作费时、消耗样品及试剂较多等。前人虽进行了

一些改进，也取得了一定的效果［４－９］，但仍没有同时解决上述

问题。本试验先以预先配制显色液然后统一加热显色的方法

大大提高了准确性和重现性，后又配合酶标仪的使用，大大减

—７１３—江苏农业科学　２０１３年第４１卷第１２期



櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄櫄
少了样品及试剂消耗并提高了检测效率。通过对加热时

间［１０］、加热温度［１１］等影响显色的重要因素的考察，得到最佳

加热时间为２５ｍｉｎ、温度为１００℃。试验时应保证显色剂迅
速滴加，即能得到重现性好且准确可靠的测定结果。采用本

试验优选的显色方式，测定过程简便可行、结果准确，尤其适

合大批量的检测分析。传统的苯酚－硫酸法的每个样品须加
浓硫酸５ｍＬ，这对操作人员的安全构成一定的威胁，采用本
方法每个样品仅需浓硫酸０．１５ｍＬ，试验安全性大大提高。
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　　摘要：对３种规格清洁虾（Ｌｙｓｍａｔａａｍｂｏｉｎｅｎｓｉｓ）的氨基酸组成及含量进行分析。结果表明：总氨基酸含量呈现规
律为小规格＜中规格＜大规格；总非必需氨基酸含量呈现相同的变化规律，且３种规格间无显著差异（Ｐ＞０．０５）；总
必需氨基酸含量占总氨基酸含量的百分比呈现规律为大规格＜中规格＜小规格。从单个氨基酸来看，大部分氨基酸
含量表现出小规格＜中规格＜大规格的变化规律，只有谷氨酸、组氨酸、蛋氨酸不符合该规律。对清洁虾肌肉、虾壳、
受精卵３个组织进行的氨基酸分析结果表明：清洁虾不同组织中的总氨基酸含量和必需氨基酸含量均存在显著差异
（Ｐ＜０．０５），其中肌肉中总氨基酸含量最高，虾卵次之，虾壳最低。对于必需氨基酸含量，虾壳中组氨酸最高，肌肉中
精氨酸含量最高，受精卵中为亮氨酸＞赖氨酸＞组氨酸＞精氨酸。
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　　清洁虾（Ｌｙｓｍａｔａａｍｂｏｉｎｅｎｓｉｓ）别称加勒比海清洁虾、医生
虾，隶属于藻虾科鞭藻虾属［１］，主要分布在印度尼西亚与马

来西亚海岸地区。清洁虾因其体色鲜艳、形体小巧，日益受到

水族爱好者的青睐，有很高的市场需求［２］，但其人工繁殖尚

未成功，主要和未找到仔虾合适的开口饵料、变态期过长且死

亡率高等问题有关。目前对清洁虾的研究主要集中在生物学

观察［３－４］、亲虾繁殖［１］及性别决定机制［５］等方面，未见有清洁

虾氨基酸成分分析的报道。然而，氨基酸与生物的生命活动

有着密切的关系，是生物体内不可缺少的营养成分。目前研

究认为，饵料蛋白质的氨基酸组成及含量与虾类自身氨基酸

组成及含量相似者可视为最好的饵料［６］。因此，对虾类进行

氨基酸组成的研究具有重要意义，既可为虾类生化研究提供

基础资料，又可为开口饵料的选择和配合饲料研制提供理论

依据。有众多学者在该领域进行了研究：娄伟风等和梁亚全

等分别对中国对虾和斑节对虾的氨基酸组成进行了分

析［７－８］；刘玉梅等进行了中国对虾幼体和仔虾消化酶活力及

氨基酸组成的研究［９］；孙谧等对中国对虾幼体发育各阶段氨

基酸组成进行了研究［１０］。本试验主要对３种不同规格的清
洁虾以及３种组织的氨基酸组成和含量进行测定，以期为清
洁虾的营养需求及繁育工作提供理论数据。

１　材料与方法

１．１　试验用虾
所用清洁虾于２０１１年４月通过海口美兰鼎成海洋生物

经销部从印度尼西亚采购，共２００尾，规格为０．１～４．０ｇ，体
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