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【提要 】本文利用酚 一
硫酸法测定云芝多糖的含量

,

并建立回归方程
。

云芝多糖是从深层培养的云芝菌丝体中提取的蛋白多糖体 ( 简称 P V 一 1 )
。

据文献报导
,

单糖
、

寡糖
、

多糖和它们的衍生物都可以用酚 一硫酸处理
,

而得到橙黄色溶

液
,

反应灵敏
,

颜色稳定
。

戊碳糖及其衍生物的特征吸收在 4 80 n m处
,

已搪及其衍生物的特

征吸收在 4 85 ~ 4 90 n m处 cl 〕 。
。

鉴于以上原理
,

我们以葡萄糖为标准来测定云芝多糖的含量
。

实 验 材 料

一
、

试药

浓硫酸 比重 1
.

84 A
.

R 规格 南京化学试剂厂产品

5 %酚溶液 ( g g/ ) 重蒸馏的 A
.

R规格酚

D ( 十 ) 一葡萄搪 A
.

R规格
, 1050 千燥 4 小时 北京化工厂产品

二
、

仪器

u V一 3 00 型紫外可见分光光度计 日本岛津

微量天平 十万分之一 北京光学仪器厂

三
、

样品

P V一 1 南京药学院药用植物园提供

P S K 日本商品

实 验 与 结 果

一
、

吸收曲线的绘制

精密称取 5 一 10 毫克样品置于小烧杯中
,

加水使溶解
,

定量转移入 50 o m l 容量瓶中
,

再
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加水至刻度
,

混匀
。

吸取该溶液 Zm l 置于 1 00 m l 碘量瓶中
,

加 l m l s % 的酚溶液
,

混匀
,

迅

速加 s m l 浓硫酸
,

振摇 5 分钟
,

置沸水浴中加热 1 5分钟
,

然后置冷水 浴中冷却 30 分钟
。

以

酚
一
硫酸溶液为空 白

,

从 60 0 ~ 4 00 n m 处进行扫描
,

得到如下吸收曲线 ( 如图 1 )

二
、

标准曲线的绘制

精密称定 2
.

5 0 0
、

5
.

0 0 0
、

7
.

5 0 0
、

1 0
.

0 0 0
、

12
.

5 0 0
、

1 5
.

0 0 0 毫克的 葡萄糖分 别置 于小烧

杯中
,

各加水使溶解
,

分别定量转移入 s o o m l 容量瓶中
,

加水至刻度
,

混匀
。

每 Zm l 溶液中

含葡萄糖为 1 0
、

2 0
、
3 0

、
4 0

、 5 0
、

6 0徽克
。

分别吸取上述溶液 Zm 里子 100 m l 碘量瓶中
,

加 l m l s %酚溶液
,

混匀
,

迅速加 s m 正浓硫

酸
,

振摇 5 分钟
,

置沸水浴 中加热 15 分钟
,

然后置冷水浴 中冷却 30 分钟
。

以酚 一 硫酸溶液为

空 白
,

于 4 90 n m处进行比色测定
。

结果
:

1 0微克 A == 0
.

0 7 0 2 0微克 A = 0
.

1 3 7 3 0微克 A == 0
.

2 0 0

4 0微克 A 一 0
.

2 74 5 0微克 A二 0
.

3 33 60 微克 A 一 0
.

4 11

根据以上数据绘制 C 一 A 标准曲线
,

参见图一 I
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D ( 十 ) 一 葡萄旅和

P V一 I 的吸收曲线

图 I D ( 十 ) 一 葡萄糖的标准曲线

但在实际应用中常感到标准曲线法精度不高
,

克服上述缺陷
。

设回归直线方程
:

y = a +

将上述实验数据列回归计算表 ( 如表 1 ,

制作曲线又较为麻烦
,

故采用回归方程法

b X



表 ID ( + )一
葡萄抽的回归计算表

序号 为 X
2

i y
2

i

0
。

0 0 70 0 10
。

0 0 9 4

一

会X i y i

0
.

70 0

0
.

13 7 40 0 0
.

08 1 7 72
.

70 4

0
.

2 0 0 90 0 0
.

0 0 0 46
.

0 0 0

0
.

2 7 46 10 0 0
.

0 7 508 0 1
.

6 9

0
.

3 3 32 50 0 0
。

1 10 96 1
.

6 5

0
.

1 416 30 0 0
.

16 8 92 4
.

6 6

习 2 10 1
.

42 5 9 10 0 10
.

1 48 6 6 1
.

7 1

.
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注 x i 代表浓度 C iy

习x f习 y * 一习x 侣x iy
i

代表吸收值 A

9 1 0 0 x 1
.

4 2 5 一 2 10 x 6 1
.

7 1

咽
x 矛

一 (艺ix ) , 6 x 9 1 0 0一 ( 2 1 0 ) 2

= 0
.

0 0 0 8

b 一

些史立匕旦业塑

咽
x犷

一 ( 习 ix)
2

6 x 6 1
.

7 1一 2 1 0 x 1
.

4 2 5

6 x 9 1 0 0一 ( 2 1 0 ) 2
二 0

.

0 0 6 7 6 4

·

,. y = 0
.

0 0 0 8 + 0
.

0 0 6 7 6 4X

即 A “ 0
.

0 0 0 8 + 0
.

0 0 6 7 6 4 C

C 二 1 4 7
.

g A 一 0
.

1 1 8 2

按上式计算标准品吸收值的校正值和

欲测样品的含量

三
、

回收率试验

精密称定 3一 5毫克葡萄糖置于小烧

杯中
,

加水使溶解
,

定量转移入 2 50 m l容

量瓶中
,

再加水至刻度
,

混匀
。

吸取该溶

液 2m l 按标准曲线 项下操 作
,

以酚
一 硫

溶液为空 白
,

在 4 90 n m处进行比色测定
。

按下列公式计算百分回收率
。

表 Z D ( + ) 一葡萄糖吸收值

测得值与校正值的比较

序号
标 准 液

(微克 / 2m l)
测得值 ! 校正值

`
{

` 0
{
。

·

0 7 0
{

0
.

0 6 8

里
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_
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·
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.
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葡萄糖的百分回收率
=

U x 1 0 0

竺
曰 x Z

2 5 0

U x 1 2 5 0 0

W

u :

检出量 ( 微克 ) w
:

样品重量 ( 微克 )



表 3

翻
D ( + )- 葡萄摘的回收率试脸

加入量

(微克 )

检出量

(微克 )
百分回收率

444污
.

8 000 4 8
.

0999

3 4
。

7 8 9 9
。

4 7

9 8
。

8 898一94

96一32

4

极差

3 0
.

8 8 1 0 0
.

2

3
.

8 %

表 4 D ( 十 )一葡萄糖 回收率的重显性试验

万了{不仄颧
骊芍 l

, , ` ,

一
、

l

卜似兄 州

第一次测定检

出量 ( 微克 )
百分回收率

第二次测定检

出量 ( 微克 )

}
3 `

3 4
.

7 8 9 9
。

4 7 3 5
.

2 3 1 0 0
。

8

四
、

样品测定

精密称定 3 一 4 毫克样品于小烧杯中
,

加水温热使溶解
,

定量转移入 10 Om l 容量瓶中
,

再加水至刻度
,

混匀
。

吸取该溶液 Zm l 按标准曲线项下操作
。

以酚
一
硫酸溶液为空白

,

于
4 9 On m处进行比色测定

。

按下列公式计算样品的百分含量
。

样品的百分含量
=

U x 1 0 0 u X 5 0 0 0

W W
丁而

~ x Z

u :

检出量 ( 微克 ) W
:

样品重量 ( 微克 )

表 5 云芝多糖的含里测定结果

样品名称
}
力只慢 {竺鳗 }

百分含量

二兰立匕觉皇到
` 微克 ’ {

一 ’ `
曰 一

p V 一 1

{
` ,

·

2 7

{
2 5

·

7 6

1
6。

·

9`

p S K

}
` 9

·

g`

}
3 4

·

6`

}
6 9

·

3 6

讨 论

一
、

绘制标准曲线和测定样品的条件要一致
,

尤其是酚的浓度和加入量更为重要
。

否则

要造成比较大的误差
。

二
、

测定的精密度
,

只要条件选择适当
,

操作细心
,

可以期待达到 土 5 % 以内
。

三
、

根据文献报导和我们实验的结果
,

标准曲线的浓度 10 ~ 60 微克为好
。

浓度大于 60 微

克
,

曲线逐渐向下弯曲
,

线性较差
。
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