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　　摘要：以虫草发酵菌粉为材料，比较多糖提取过程脱脂、脱蛋白操作对硫酸－苯酚法和硫酸－蒽酮法测定多糖值
的影响。研究结果表明，同一样品提取多糖时不脱脂和蛋白（Ａ）、只脱脂（Ｂ）、只脱蛋白（Ｃ）、脱脂脱蛋白（Ｄ）对硫
酸－蒽酮法与硫酸－苯酚法测定结果差异显著，２种比色法测得多糖含量值均呈现 Ａ＞Ｂ＞Ｃ＞Ｄ，其中脱蛋白的操作
比脱脂操作对２种比色法测定结果影响更大。同时还显示，硫酸－苯酚法测得的多糖含量较硫酸－蒽酮法测得值大。
并通过精密度、回收率、稳定性比较发现，硫酸－苯酚法优于硫酸－蒽酮法。
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　　测定多糖含量的方法主要有比色法、高效液相色谱法和
酶法等，其中高效液相色谱法与酶法由于样品前处理工序比

较繁琐，测定时间较长，检测费用较高等原因未能广泛使用，

而比色法中的苯酚－硫酸法与蒽酮 －硫酸法由于操作简单、
实用性强，在多糖研究中被广泛使用［１］。比色法多糖含量测

定包括提取和含量测定２部分，农业部标准食用菌中粗多糖
含量的测定（硫酸 －苯酚法）［２］及中国药典［３］灵芝多糖含量

的测定（硫酸－蒽酮法）均为粗多糖的测定，前者是醇洗后水
提，后者是水提后醇沉，均不脱脂不脱蛋白。现行的多糖提取

处理与多糖测定的基本流程可归纳为：菌粉→脱脂（兼脱色）
→水提→醇沉→脱蛋白→得精多糖液→显色反应→比色，实
际研究中的具体操作各有不同，主要区别在于多糖提取是否

经脱脂处理或是否经脱蛋白处理，包括不脱脂和蛋白［４－７］、只

脱脂［８－９］和只脱蛋白处理等［１０－１３］。目前，采用２种比色法进
行不同提取处理测定虫草多糖之间的差异还缺乏研究，因此，

本研究以虫草菌粉为材料，在多糖提取过程中，通过脱脂和脱

蛋白处理，用苯酚－硫酸法和蒽酮－硫酸法进行多糖的测定，
研究脱脂和脱蛋白处理对虫草多糖测定结果的影响，为完善

虫草多糖测定方法和虫草相关产品开发利用提供参考。

１　材料与方法

１．１　材料
试验材料：冬虫夏草菌来源于中国科学院微生物研究所，

经５Ｌ发酵罐发酵、过滤、烘干、粉碎研磨制得。
仪器：分光光度计 ＵＶ１０００，上海精科天美；离心机 ＨＣ－

３０１６，安徽中科中佳；索氏提取器 ＧＧ－１７５０／４２，上海乔枫；
旋转蒸发仪ＲＥ－５２ＡＡ，上海亚荣；移液枪。

试剂：浓硫酸、苯酚、蒽酮、乙醚、氯仿、乙醇（均为分析

纯）。

１．２　试验设计
本试验共设４个处理，分别为 Ａ：不脱脂也不脱蛋白（对

照）；Ｂ：脱脂；Ｃ：脱蛋白；Ｄ：既脱脂又脱蛋白。其中处理 Ｂ依
次包括：脱脂、水提、醇沉、定容和多糖测定；处理 Ｃ依次包
括：水提、醇沉、脱蛋白、定容和多糖测定；处理 Ｄ依次包括：
脱脂、水提、醇沉、脱蛋白、定容和多糖测定。

１．３　样品处理和多糖提取
１．３．１　脱脂　称取１．００ｇ研磨后的菌粉，滤纸包裹于盛有
２５０ｍＬ乙醚的索氏提取器，４２℃回流２ｈ，取出挥发干［７］。

１．３．２　水提　将菌粉置于三角瓶中，加水１００ｍＬ，９５℃下浸
提１ｈ，浸提２次合并，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ后，取上清液
于５５℃下旋转蒸发，浓缩至约５０ｍＬ［９］。
１．３．３　醇沉　将浓缩液加入３倍体积的９５％乙醇，静置于
４℃ 冰箱中１２ｈ。于８０００ｒ／ｍｉｎ下离心１０ｍｉｎ，取沉淀，再
用无水乙醇洗涤后离心，取沉淀９０℃热水复溶至５０ｍＬ［９］。
１．３．４　脱蛋白　将上述复溶的溶液置于分液漏斗，加入
Ｓｅｖａｇｅ试剂（氯仿 ∶正丁醇体积比４∶１）１５ｍＬ，振荡后静置
５ｍｉｎ，弃下层有机相，重复５次，得多糖液［１０］。

１．３．５　定容　将上述制备好的多糖溶液加蒸馏水定容至
１００ｍＬ待测。
１．４　多糖的测定
１．４．１　硫酸－苯酚法［２］

１．４．１．１　苯酚溶液的配制　称取８０ｇ苯酚溶于蒸馏水，定
容至１００ｍＬ，于棕色瓶中４℃冰箱中避光保存备用；实际使
用时现用现配５％的苯酚溶液。
１．４．１．２　标准曲线的制备　称取干燥葡萄糖０．０１０ｇ，溶于
蒸馏水定容至 １００ｍＬ；分别移取 ０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、
１．２ｍＬ葡萄糖液置于具塞试管中，加蒸馏水至２ｍＬ，另取１
支试管加入蒸馏水２ｍＬ作为空白对照。将上述每一试管中
分别加入苯酚溶液１ｍＬ，加５ｍＬ浓硫酸，静置１０ｍｉｎ，涡旋
振荡混匀，３０℃反应２０ｍｉｎ，于４９０ｎｍ下测定吸光度。
１．４．１．３　样液的测定　取定容后的样液０．２０ｍＬ，加蒸馏水
至２ｍＬ，按照标准曲线制备项下的方法，自加入苯酚溶液起，
测定吸光度。
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１．４．１．４　多糖含量的计算　根据测得的吸光度值，按以下公
式计算多糖百分含量ｗ。

ｗ＝
ｍ１×Ｖ１
ｍ２×Ｖ２

×０．９×１００％。

式中：ｍ１为回归方程换算出多糖浓度（ｍｇ／ｍＬ）；Ｖ１为样品定
容体积（ｍＬ）；ｍ２为样品浓度（ｍｇ／ｍＬ）；Ｖ２为比色测定时所
移取样品测定的体积（ｍＬ）；０．９为葡萄糖换算成葡聚糖的校
正系数。

１．４．２　硫酸－蒽酮法［３］

１．４．２．１　硫酸蒽酮溶液配制　准确称取０．２ｇ蒽酮，缓慢加
入１００ｍＬ浓硫酸，溶解置于棕色瓶避光保存。
１．４．２．２　标准曲线的制备　称取干燥葡萄糖０．０１０ｇ，溶于
蒸馏水定容至 １００ｍＬ，分别移取 ０．２、０．４、０．６、０．８、１．０、
１．２ｍＬ葡萄糖液置于具塞试管中，加蒸馏水至２ｍＬ，另取１
支试管加入蒸馏水２ｍＬ作为空白对照。分别加入蒽酮硫酸
溶液６ｍＬ摇匀，沸水浴１５ｍｉｎ，冰水浴１５ｍｉｎ，６２５ｎｍ下测定
吸光度。

１．４．２．３　样液的测定　取定容后的样液０．２ｍＬ于具塞试管
中，加蒸馏水溶解定容至２ｍＬ，按照标准曲线制备项下的方
法，自加入硫酸蒽酮溶液起，测定吸光度。

１．４．２．４　多糖含量的计算　同硫酸－苯酚法。
１．５　回收率试验［１４］

取处理Ｄ样液０．２ｍＬ于具塞试管中，加入０．１ｍｇ／ｍＬ
标准葡萄糖溶液 ０．４ｍＬ，蒸馏水定容至 ２．０ｍＬ，按照
“１．４．１”节硫酸－苯酚法和“１．４．２”节硫酸 －蒽酮法的测定
方法测定多糖含量，重复５次，按下述公式计算回收率：回收
率＝（ｃ－ａ）／ｂ×１００％。式中：ａ为供试品所含多糖的量；ｂ为
加入对照品的量；ｃ为实测值。
１．６　稳定性试验［７］

按照试验设计中处理Ｄ的操作步骤，在用硫酸 －苯酚法
和硫酸－蒽酮法进行多糖测定时，分别延迟 １０、２０、３０、４０、
５０、６０、９０、１２０ｍｉｎ后再进行吸光度测定，比较２种多糖测定
方法测得的吸光度差异。

１．７　数据的统计分析
采用ＩＢＭＳＰＳＳＳｔａｔｉｓｔｉｃｓ２０软件用单因素方差分析的方

法对不同处理间差异进行方差分析。

２　结果与分析

２．１　２种测定方法的标准曲线
按照上述硫酸－苯酚法标准曲线制备方法，得到葡萄糖

标准曲线（图１）。硫酸－苯酚法浓度－吸光度线性回归方程

为ｙ＝１１．０２９ｘ＋０．０２２，相关系数ｒ＝０．９９６３，吸光度在０．１３２～
０６８４（０．０１～０．０６ｍｇ／ｍＬ）范围内有良好的线性关系。

　　按照上述硫酸－蒽酮法标准曲线制备方法，得到葡萄糖
标准曲线（图２）。硫酸－蒽酮法浓度－吸光度线性回归方程
为ｙ＝８．０５１４ｘ－０．００２５，相关系数 ｒ＝０．９９９０，吸光度在
０．０７８～０．４８０（０．０１～０．０６ｍｇ／ｍＬ）内有良好的线性关系。

２．２　不同处理对２种方法测定结果的影响
２．２．１　硫酸－苯酚法　从表１可以看出，Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ处理样
品测得的虫草多糖含量分别为 ５．１９％、４．７７％、３．３５％、
２．５６％，其中，Ｂ、Ｃ处理测得的含量分别为 Ａ处理的
９１．９１％、６４．５４％，Ｄ处理样品测得的精多糖含量为Ａ处理测
得的粗多糖含量的 ４９．３２％；３个处理组与对照间均差异
明显。

２．２．２　硫酸－蒽酮法　３个处理组样品测得的多糖值分别
为３．８８％、２．９９％、２．４５％，３个处理均明显小于对照，其中
Ｂ、Ｃ处理测得的虫草多糖含量分别是 Ａ处理的 ８７．７８％、
６７．６４％，Ｃ处理对虫草多糖含量的影响比 Ｂ处理影响较大；
Ｄ处理样品测得的精多糖含量为 Ａ处理测得的粗多糖含量
的５５．４３％（表１）。

表１　不同处理对虫草多糖测定结果的影响

处理
硫酸－苯酚法 硫酸－蒽酮法

多糖含量（％） ＲＳＤ（％） 多糖相对含量（％） 多糖含量（％） ＲＳＤ（％） 多糖相对含量（％）
Ａ ５．１９±０．１０ １．８５ １００．００ ４．４２±０．０８ １．８９ １００．００
Ｂ ４．７７±０．０６ １．１９ ９１．９１ ３．８８±０．０８ ２．１０ ８７．７８
Ｃ ３．３５±０．０４ １．３１ ６４．５４ ２．９９±０．０４ １．４６ ６７．６４
Ｄ ２．５６±０．０４ １．５５ ４９．３２ ２．４５±０．０５ １．８９ ５５．４３

２．３　２种测定方法的比较
２．３．１　多糖值及其精密度　硫酸－苯酚法Ａ、Ｂ、Ｃ３种处理
多糖含量测定值均大于硫酸 －蒽酮法的测定值，前者分别比

后者高出１７．４２％、２２．９４％、１２．０４％，但 ２种测定方法在 Ｄ
处理的测定结果接近。

硫酸－苯酚法Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４种处理测定结果的相对标准
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偏差分别为１．８５％、１．１９％、１．３１％、１．５５％；硫酸 －蒽酮法
对应Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ４种处理样的ＲＳＤ值分别为１．８９％、２．１０％、
１．４６％、１．８９％，硫酸－苯酚法的ＲＳＤ值低于硫酸 －蒽酮法，
硫酸－苯酚法较硫酸－蒽酮法具有更高的精密度。
２．３．２　回收率　硫酸－苯酚法与硫酸 －蒽酮法回收率分别
为９９．０４％、１０２．００；相对标准误差分别为 １．７８％、２．５５％
（表２）。　

表２　２种测定方法的加样回收率

测定

方法
编号

供试品

糖量

（μｇ／ｍＬ）

对照品

加入量

（μｇ／ｍＬ）

实测糖量

（μｇ／ｍＬ）
回收率

（％）

相对标

准误差

（％）

硫酸－ １ ２２．３０ ２０．００ ４１．７１ ９７．０４
苯酚法 ２ ２２．３０ ２０．００ ４２．５２ １０１．１２

３ ２２．３０ ２０．００ ４２．４３ １００．６７
４ ２２．３０ ２０．００ ４１．９８ ９８．４０
５ ２２．３０ ２０．００ ４１．８９ ９７．９５
平均 ９９．０４ ７．７８

硫酸－ １ ２０．４０ ２０．００ ４０．３０ ９９．５２
蒽酮法 ２ ２０．４０ ２０．００ ４１．１７ １０３．８６

３ ２０．４０ ２０．００ ４１．３０ １０４．４９
４ ２０．４０ ２０．００ ４０．１８ ９８．９０
５ ２０．４０ ２０．００ ４１．０５ １０３．２４
平均 １０２．００ ２．５５

２．３．３　稳定性　从图３可以看出，在０～１２０ｍｉｎ时间范围
内，硫酸－苯酚法测得的吸光度随时间的变化幅度较小，相对
标准误差为０．８３％，硫酸－蒽酮法测得的吸光度随时间的变
化较为明显，相对标准误差为 ３．９３％。在０～３０ｍｉｎ内，硫
酸－苯酚法测得的吸光度基本稳定，硫酸 －蒽酮法在 ０～
３０ｍｉｎ的吸光度略有下降。

３　讨论

多糖提取脱脂、脱蛋白处理都造成测定值的差异，影响因

素包括有机项干扰、多糖流失及操作条件等。脱脂操作２种
比色法测定的多糖含量较粗多糖含量均有减少，乙醚回流脱

脂兼有脱色作用，本试验因由滤纸包裹回流，即使吸光度减

少，属排除有机项干扰，无多糖损失。脱蛋白操作本试验采用

的是研究中较多用到的Ｓｅｖａｇｅ法［１０－１３］，２种比色法测得的多
糖含量值均大幅减少，相比粗多糖含量减少达３３％以上。原
因在于脱蛋白Ｓｅｖａｇｅ试剂萃取分相时易造成多糖的流失，萃
取次数多少可能是影响的主要因素，有研究结果认为，萃取次

数为４次时蛋白质脱除率高，但多糖损失率也高［１５］。因此，

在排除蛋白干扰的同时，可能会造成多糖流失，导致脱蛋白处

理的测定值表现为较大幅度减少的现象。

与硫酸－蒽酮法相比，硫酸 －苯酚法测得的４种处理的
多糖值均较高，可能与显色反应对干扰项的敏感程度有关。２
种呈色强度分别与溶液中糖的浓度成正比，２种显色反应对
干扰项的敏感度可能不同。有研究结果认为，这２种比色法
在测定多个不同样品时多糖含量差别很大［１６］。本试验对去

除脂类和蛋白质干扰的 Ｄ处理既脱脂又脱蛋白来说，２种比
色法测得的多糖含量趋于接近，干扰项的存在可能是造成差

异的主要因素。

从稳定性看，在１２０ｍｉｎ内硫酸－苯酚法显色更为稳定，
而硫酸－蒽酮法测得的吸光度值随着比色时间的延长而减
小，因为多糖在硫酸－蒽酮试剂作用下形成的衍生物可能受
反应时间及环境温度变化的影响，从而造成显色反应不稳

定［１］。总体上看，硫酸－苯酚法与硫酸 －蒽酮法作为操作易
实现、应用性强的２种比色法，均可用于虫草多糖的测定，硫
酸－苯酚法的精密度更高、回收率和稳定性更好，及试剂配
制、显色反应步骤也更为简易，更适于虫草多糖的测定。
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