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　　摘要：在４２５～５２５ｎｍ波长范围内，扫描多糖－苯酚－硫酸显色反应体系零阶及一阶导数光谱图，发现一阶导数
光谱的波峰与波谷间距值与多糖含量成正比。在一阶导数光谱图中，以波峰－波谷间距为纵坐标、以葡萄糖浓度为横
坐标，求得标准曲线回归方程，建立了苯酚－硫酸显色导数光谱测定蚕蛹多糖的方法。该测定方法的相对标准偏差为
３．０８％，平均回收率在９９．４６％～１０１．５４％；显色体系在１２０ｍｉｎ中稳定性好，测定的准确度、精密度高，可以用于蚕蛹
中多糖含量的测定。
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　　蚕蛹为蚕蛹科昆虫家蚕的蛹，具有生津止咳、消食理气等
作用，为药膳同源传统中药材，具有很高的营养和药用价值。

蚕蛹多糖是蚕蛹中的主要活性成分之一［１－２］。近年来研究表

明，蚕蛹多糖具有明显增强机体免疫功能的作用［３－６］。

目前蚕蛹多糖的测定方法广泛采用苯酚 －硫酸法，此法
虽简单、快速、无需多糖纯品和高级仪器，但要求被测溶液本

身无颜色或颜色较淡［７］，而且由于蚕蛹本身有一定的颜色，

会对测定产生较大干扰。因此蚕蛹在测定前一般要经过脱色

或其他处理，费时费力，容易产生较大误差；另外，蚕蛹多糖结

构比较复杂，仅仅用葡萄糖作为标准品不能精确反映多糖

含量。

导数光谱又称微分光谱，是将吸收光谱进行数学变换，得

到关于波长的微分系数（ｄＡ／ｄλ）对波长（λ）的导数光谱图，
属于紫外吸收光谱派生的１个分支［８］。对于复杂的多组分物

质，导数光谱可不经分离而直接检测，方法简便、快速、准确、

灵敏；导数光谱法对重叠谱带及平坦谱带的分辨率高、噪声

低，能从重叠的吸收光谱中分离出各自的吸收峰，并能分别进

行定量，可排除杂质和颜色的干扰［９－１０］。因此导数光谱法近

年来在食品、药品鉴别分析测定领域得到迅速发展和广泛应

用［１１－１４］。本试验采用一阶导数光谱法测定蚕蛹多糖含量，以

期为蚕蛹多糖的开发利用和工业化生产提供试验依据。

１　材料与方法

１．１　主要试剂与材料
蚕蛹粉由南通福尔生物制品有限公司提供；葡萄糖、苯

酚、浓硫酸、无水乙醇等试剂均为国产分析纯。

１．２　主要仪器与设备
ＴＵ－１９０１紫外－可见分光光度计，北京通用普析仪器有

限责任公司；ＤＺＦ－６０２０真空干燥箱，上海精宏实验设备有限
公司；ＳＨＡ－Ｃ数显水浴恒温振荡器，金坛市精达仪器制造
厂；ＲＥ－５２ＡＡ旋转蒸发器，上海亚荣生化仪器厂。
１．３　试验方法
１．３．１　多糖的提取　称取５ｇ脱脂蚕蛹粉末，加入１００ｍＬ
蒸馏水，在功率为５００Ｗ的超声波中提取３０ｍｉｎ，过滤，滤液
为粗多糖提取液。

１．３．２　多糖的测定
１．３．２．１　线性关系分析　精确量取 ０、０．１０、０．２０、０．３０、
０４０、０．５０、０．６０、０．７０、０．８０ｍＬ０．１ｍｇ／ｍＬ葡萄糖溶液，分别
置于１０ｍＬ干燥比色管中，加蒸馏水至体积为１．００ｍＬ，加入
０．５０ｍＬ一定浓度的精制苯酚溶液，混匀后迅速加入浓
Ｈ２ＳＯ４，放置于水浴锅中加热一定时间，取出冷却至室温。用
ＴＵ－１９０１紫外－可见分光光度计在４２０～５５０ｎｍ波长范围
内扫描，记录葡萄糖的零阶和一阶导数吸收光谱，以一阶导数

光谱中波峰与波谷间距对葡萄糖含量进行直线回归。

１．３．２．２　样品的测定　将蚕蛹多糖提取液定容至２５０ｍＬ，
取 １０ｍＬ提取液定容至 １００ｍＬ待测，精确吸取待测液
１００ｍＬ置于１０ｍＬ干燥比色管中，按“１．３．２．１”节方法绘制
零阶和一阶导数吸收光谱。将一阶导数光谱中波峰与波谷间

距值代入直线回归曲线，求得样品的多糖含量。

１．３．３　苯酚－硫酸法的显色条件优化　以苯酚浓度（Ａ）、浓
硫酸用量（Ｂ）、水浴温度（Ｃ）、水浴时间（Ｄ）为考察因素，每个
因素各取３个水平，按Ｌ９（３

４）正交表设计试验确定苯酚 －硫
酸法显色的最优试验条件，详见表１。

表１　苯酚－硫酸法显色条件正交试验设计

水平

因素

Ａ：苯酚浓度
（％）

Ｂ：浓硫酸
的量（ｍＬ）

Ｃ：水浴温度
（℃）

Ｄ：水浴时间
（ｍｉｎ）

１ ４ ３ ３０ １０
２ ５ ４ ６５ １５
３ ６ ５ １００ ２０

１．３．４　精密度试验　取６份同一批次的脱脂蚕蛹样品，按照
“１．３．１”节的方法进行多糖的提取，提取后的每份试样按照
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“１．３．２．２”节的方法求得的一阶导数光谱中波峰与波谷间距
值，测定蚕蛹多糖含量来确定方法的精密度。

１．３．５　回收率试验　精确称取５ｇ蚕蛹样品，加入葡萄糖标
准品，分别制备添加量为４、８、１６ｍｇ／ｇ的样品，每个添加量均
测定６个平行样，按“１．３．１”节的方法提取后，按“１．３．２”节
的方法测定多糖含量，计算多糖的回收率。

１．３．６　稳定性试验　精确称取适量多糖样品，按照“１．３．１”
节的方法进行多糖的提取，按“１．３．２”节的方法显色后每隔
３０ｍｉｎ测定其一阶光谱导数值的波峰与波谷间的间距值
变化。

２　结果与分析

２．１　导数光谱试验
取葡萄糖对照品、空白溶液、蚕蛹多糖提取液，分别在

４２０～５５０ｎｍ波长范围内扫描，记录葡萄糖的吸收光谱（图
１）；利用ＵＶＷｉｎ５．０软件对葡萄糖零阶吸收光谱求导，得到葡
萄糖一阶导数光谱（图２）。一阶导数光谱在４２５～５２５ｎｍ间
波峰－波谷间距值（ｄＡ／ｄλ）与葡萄糖含量进行直线回归（图
３），可见一阶导数光谱在４２５～５２５ｎｍ间的ｄＡ／ｄλ与葡萄糖
含量成正比，因此选择一阶导数光谱在４２５～５２５ｎｍ间的波
峰－波谷间距值作为定量的依据。

２．２　显色条件的选择
苯酚－硫酸法显色原理为：多糖类物质在硫酸作用下先

水解成单糖分子，并迅速脱水成糖醛衍生物，糖醛衍生物再与

酚性物质（如苯酚）络合成有色物质。试验发现，此有色物质

的一阶导数光谱在４２５～５２５ｎｍ间的波峰－波谷间距值定量
效果最好。正交试验数据和极差分析结果见表２。
　　正交试验中极差的大小反映各个因素对测定指标影响程
度，根据表２的极差分析可知，各因素对波峰－波谷间距值影

表２　苯酚－硫酸法显色条件正交试验结果的极差分析

编号
Ａ：苯酚
浓度

Ｂ：浓硫酸
的量

Ｃ：水浴
温度

Ｄ：水浴
时间

ｄＡ／ｄλ

１ １ １ １ １ ０．０１６
２ １ ２ ２ ２ ０．０３２
３ １ ３ ３ ３ ０．０２３
４ ２ １ １ ３ ０．０２３
５ ２ ２ ３ １ ０．０２１
６ ２ ３ １ ２ ０．０２８
７ ３ １ ３ ２ ０．０３６
８ ３ ２ １ ３ ０．０３２
９ ３ ３ ２ １ ０．０３２
ｋ１ ０．０２４ ０．０２５ ０．０２５ ０．０２３
ｋ２ ０．０２４ ０．０２８ ０．０２９ ０．０３２
ｋ３ ０．０３３ ０．０２８ ０．０２７ ０．０２６
Ｒ ０．００９ ０．００３ ０．００４ ０．００９

　　注：ｄＡ／ｄλ为一阶导数光谱在４２５～５２５ｎｍ间的波峰与波谷间
距值。

响程度为：Ａ＝Ｄ＞Ｃ＞Ｂ，苯酚 －硫酸法的最佳显色条件为
Ａ３Ｂ２Ｃ２Ｄ２组合，即苯酚的浓度为６％，浓硫酸的用量为４ｍＬ，
水浴温度６５℃，水浴时间为１５ｍｉｎ。
２．３　标准曲线

以葡萄糖一阶导数吸收光谱在４２５～５２５ｎｍ间的波峰－
波谷间距（ｄＡ／ｄλ）为纵坐标、葡萄糖含量（ｍ）为横坐标求得标
准曲线（图 ３），回归方程为：ｄＡ／ｄλ＝０．５８２１ｍ＋０．００１４，
ｒ２＝０．９９８２。结果表明，葡萄糖浓度在１．８１～１４．５５μｇ／ｍＬ
范围内呈良好的线性关系。

２．４　精密度试验
蚕蛹多糖含量的精密度试验相对标准偏差为３．０８％，表

明采取一阶导数光谱法测定蚕蛹中多糖含量的方法重现性较

好。精密度试验结果见表３。

表３　精密度试验结果

蚕蛹样品 蚕蛹多糖含量（ｍｇ／ｇ）
平行样１ ２０．２７１
平行样２ ２１．１３０
平行样３ ２１．１３０
平行样４ ２０．２７１
平行样５ ２１．９８９
平行样６ ２１．１３０
平均值 ２０．９８７

精密度ＲＳＤ ３．０８％
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２．５　回收率试验
回收率试验结果表明，添加量为４ｍｇ／ｇ的样品，平均回

收率为９９．４６％，ＲＳＤ值为２．８２％；添加量为８ｍｇ／ｇ的样品，
平均回收率为１０１．５４％，ＲＳＤ值为２．３８％；添加量为１６ｍｇ／ｇ
的样品，平均回收率为１０１．２５％，ＲＳＤ值为２．０５％，表明采用
一阶导数光谱法测定蚕蛹中多糖含量的方法准确可靠，符合

定量分析的准确度要求。多糖的回收率结果见表４。

表４　回收率试验结果

样品

序号

样品中含

量（ｍｇ／ｇ）
加标量

（ｍｇ／ｇ）
测定值

（ｍｇ／ｇ）
回收率

（％）
ＲＳＤ值
（％）

１ ２０．９８７ ４ ２４．５６６ ９８．３１
２ ２０．９８７ ４ ２５．４２５ １０１．７５
３ ２０．９８７ ４ ２４．５６６ ９８．３１
４ ２０．９８７ ４ ２３．７０７ ９４．８７
５ ２０．９８７ ４ ２５．４２５ １０１．７５
６ ２０．９８７ ４ ２５．４２５ １０１．７５

１～６平均 ９９．４６ ２．８２
７ ２０．９８７ ８ ２９．７２０ １０２．５３
８ ２０．９８７ ８ ２８．８６１ ９９．５７
９ ２０．９８７ ８ ２８．８６１ ９９．５７
１０ ２０．９８７ ８ ２８．８６１ ９９．５７
１１ ２０．９８７ ８ ２９．７２０ １０２．５３
１２ ２０．９８７ ８ ３０．５７９ １０５．４９

７～１２平均 １０１．５４ ２．３８
１３ ２０．９８７ １６ ３６．５９２ ９８．９３
１４ ２０．９８７ １６ ３８．３１０ １０３．５７
１５ ２０．９８７ １６ ３８．３１０ １０３．５７
１６ ２０．９８７ １６ ３７．４５１ １０１．２５
１７ ２０．９８７ １６ ３７．４５１ １０１．２５
１８ ２０．９８７ １６ ３６．５９２ ９８．９３

１３～１８平均 １０１．２５ ２．０５

２．６　稳定性试验
表５稳定性试验结果表明，蚕蛹多糖一阶导数光谱的波

峰与波谷间距值在显色后３０ｍｉｎ达到最大，在１２０ｍｉｎ内基
本稳定，ＲＳＤ值为２．７２％。

表５　稳定性试验结果

时间（ｍｉｎ） ｄＡ／ｄλ
０ ０．０２６
３０ ０．０２７
６０ ０．０２６
９０ ０．０２６
１２０ ０．０２５
１５０ ０．０２１

３　结论

导数光谱法测定多糖能消除背景颜色的干扰，可以使蚕

蛹多糖不经脱色处理直接测定，提高了测定准确度，避免了由

于脱色导致多糖的损失。

本试验利用一阶导数光谱法测定蚕蛹多糖含量。通过试

验优化最佳显色条件为：苯酚的浓度为６％，浓硫酸的用量为
４ｍＬ，水浴温度为６５℃，水浴时间为１５ｍｉｎ。显色反应体系
的一阶导数光谱值与多糖含量成正比，回归方程为：ｄＡ／ｄλ＝
０．５８２１ｍ＋０．００１４，ｒ２＝０．９９８２。测定方法的相对标准偏差
为３．０８％，平均回收率在９９．４６％～１０１．５４％之间，显色体系
在１２０ｍｉｎ中稳定性好，测定的准确度和精密度高，可以用于
蚕蛹中多糖含量的测定。
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