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摘要  目的: 建立间羟基联苯法和蒽酮硫酸法分别测定桑叶多糖中糖醛酸和中性糖的含量, 并通过校正扣除糖醛酸对中性糖

测定的干扰。方法: 间羟基联苯法测定条件:四硼酸钠 -硫酸溶液的用量为 610 mL, 加热时间为 10 m in, 间羟基联苯加入量为

100LL, 显色时间为 40 m in,测定波长为 525 nm。蒽酮硫酸法测定条件: 硫酸蒽酮试剂的用量为 410 mL,加热时间为 10 m in,

显色时间为 10 m in,测定波长为 626 nm。结果: 间羟基联苯法和蒽酮硫酸法, 分别在浓度为 1134 @ 10- 2 ~ 4177 @ 10- 2 m g#

mL- 1 ( r= 019998)与 2113 @ 10- 2 ~ 8143 @ 10- 2 mg# mL- 1 ( r= 019995)范围内与吸光度呈良好线性关系; 两种方法的平均加样

回收率为 9915%及 10317% ; 重复性的 RSD分别为 31 6% 和 21 8%。此外有效地对中性糖与糖醛酸之间的影响进行了校正。

结论: 该方法准确可靠,为桑叶多糖的质量控制提供可借鉴的分析方法。
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Abstract Objec tive: To establishm - hydroxyd ipheny lmethod and an throne- su lfuric method for the determ ina-

t ion of uronic ac ids and neutral sugars in polysaccharides of mu lberry leaves respectively. The interference o f the

uronic ac ids was expected to be elim inated by ca libration. Methods: For them - hydroxyd ipheny lmethod, the opt-i

m ized param eters w ere obtained as fo llow s: the dosage of N a2B4O 7 - H 2SO4 andm - hydroxydiphenyl w as 610 mL
and 100 LL, t ime fo r heating and color development w ere 10m in and 40m in respective ly. The detection w ave length

w as 525 nm. For the anthrone- su lfuricmethod, the dosage of co lorimetric reagentw as 410mL. Both of the heating
and co lor development time w ere 10 m in. The detection w aveleng th w as 626 nm. Results: Linearities for m -

hydroxydiphenyl and anthrone- su lfuricmethods w ere good in ranges of 1134 @ 10- 2
- 4177 @ 10- 2 mg# mL

- 1
( r=

019998) and 2113 @ 10- 2
- 8143 @ 10- 2

mg# mL
- 1
( r= 019995) . The average recoveries o f the two methodsw ere

9915% and 10317% , and RSD o f the values o f repeatability w ere 316% and 218% , respect ive ly. Add itionally, the

interference of the uron ic acids could be e lim inated by calibrat ion in the determ ination of neutral sugars. Conc lu-

sion: Themethod validat ion data indicated that them ethod is reliab le and it can be used for quality con tro l of po ly-

sacchar ides in mu lberry leaves and its preparations.
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  桑叶为桑科植物桑 (Morus alba L. )的叶, 是国

家卫生部公布的既是食品又是药品的药食两用植

物,具有极高的营养价值和药用价值,其主要活性成

分为多糖、生物碱、黄酮等,陈福君
[ 1]
与薛长勇

[ 2]
的

报道均表明桑叶多糖具有降血糖血脂作用, 桑叶多

糖在医药和保健品行业具有广阔的应用前景。

桑叶多糖是一种酸性杂多糖,主要由糖醛酸及

各种中性糖组成。文献中通常采用苯酚硫酸法或蒽
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酮硫酸法,以某一种中性糖为标准品测定酸性杂多

糖的总糖含量
[ 2]
, 由于糖醛酸与中性糖在这种测定

方法中的吸光系数不相同, 故不能准确地反映样品

中的总多糖含量。本文将间羟基联苯法与蒽酮硫酸

法结合起来,建立一种能准确地反映样品中糖醛酸

和中性糖含量的测定方法。

1 仪器与试药

桑叶,产地为河南,由石家庄四药集团提供并鉴

定为桑科植物桑 Morus alba L.的干燥叶片。

半乳糖醛酸 (纯度为 97% )购自 Fluka公司,间

羟基联苯 (纯度为 98% )购自 Sigma公司,其余试剂

均为分析纯, 购自天津大学科威公司。UV - 1600

紫外分光光度计。

2 桑叶多糖的提取与纯化

将桑叶依次经水煮、乙醇沉淀、离子交换层析的

方法分别得到 MP1、MP2和 MP3 3个多糖组分。在

醇沉的过程中采用无水乙醇多次洗涤沉淀, 至上清

液 Molish反应显阴性为止, 表明其中不含游离单

糖。

3 糖醛酸的含量测定方法 ) ) ) 间羟基联苯法

311 溶液的配制

31111 四硼酸钠 - 硫酸溶液  称取四硼酸钠
11192 g, 用浓硫酸溶解, 定容到 250 mL的量瓶中。

31112 间羟基联苯溶液  称取间羟基联苯 75 mg,

溶于 015%的 NaOH中,定容到 50 mL量瓶中。

31113 半乳糖醛酸对照品溶液  称取半乳糖醛酸
对照品 (含一个结晶水 ) 5416mg, 用水溶解于 50mL

量瓶中,定容,摇匀, 配成 110 mg# mL
- 1
的溶液,再

定量稀释成 40 Lg# mL- 1
的溶液。

312 测定条件的选择

31211 最大吸收波长的选择  精密量取 110 mL对
照品溶液置于具塞试管中, 于冰水浴中加入四硼酸

钠 -硫酸溶液 610 mL, 沸水浴 10 m in, 加入间羟基

联苯 100 LL,摇匀,室温放置 40m in后,以试剂空白

为参比,进行全波长扫描, 其最大吸收波长为 525

nm。

31212 四硼酸钠 - 硫酸溶液用量的选择  于冰水
浴中加入 510~ 710 mL四硼酸钠 - 硫酸溶液, 其余

操作同上,测定吸光度,结果见图 1。

31213 加热时间的选择  沸水浴时间为 1 ~ 11

m in,其余操作同上,测定吸光度,结果见图 2。

31214 间羟基联苯加入量的选择  加入 60~ 110

LL间羟基联苯溶液,其余操作同上,测定吸光度,结

果见图 3。

31215 显色时间的选择  间羟基联苯法产生显色

产物的稳定性,各种报道
[ 3]
的结果不同。精密量取

对照品溶液 110mL置具塞试管中,于冰水浴中加入
四硼酸钠 -硫酸溶液 610 mL, 沸水浴 10 m in, 加入

间羟基联苯 100 LL, 摇匀,连续测定其吸光度,结果

见图 4。

图 4 吸光度随时间的变化情况

Fig 4 The ch ange trend of absorbancew ith resp ect to stand ing tim e

after colorat ion

31216 小结  综上结果可知,糖醛酸含量测定的条

件为:测定波长为 525 nm, 四硼酸钠 - 硫酸溶液用

量为 610mL,加热时间为 10 m in, 间羟基联苯加入
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量为 100 LL,显色时间为 40m in。

313 方法学评价

31311 标准曲线的绘制  准确量取 110mg# mL- 1

的对照品溶液 110, 210, 310, 410, 510, 610 mL分别
置 100mL量瓶中, 定容。分别取 110 mL置 3个具

塞试管中 ( 1个为空白管, 剩余 2个为样品管 )置于

冰水浴中, 加入四硼酸钠 - 硫酸溶液 610 mL,待全
部加完后, 混匀, 于沸水浴 6 m in, 取出冰水浴冷却

后,用微量加样枪往平行样品管中加入 115 mg#
mL

- 1
的间羟基联苯溶液 100 LL, 往空白管中加入

015%的氢氧化钠 100 LL,混匀后室温放置 40 m in,

于 525 nm下测定吸光度,得标准曲线:

Y= 141579X + 010048 r= 019998
线性范围为: 1134 @ 10- 2

~ 4177 @ 10- 2 mg# mL- 1
。

31312 稳定性试验  取同一对照品溶液, 按
/ 313110中的方法操作, 显色后每隔 30 m in测定 1

次,共测定 5次, 吸光度的 RSD为 0159%。
31313 精密度试验  取同一对照品溶液,重复测定

6次,吸光度的 RSD为 0186%。
31314 重复性试验  取同一批桑叶多糖,共 5份,

测定糖醛酸含量, 分别为 4910% , 5119%, 5212% ,

5115%, 4812% ; RSD为 316%。
31315 回收率试验  取已知含量的桑叶多糖 5份,

分别加入一定量的半乳糖醛酸对照品, 测定糖醛酸

含量, 计算回收率分别为 9817% , 10115% , 9818%、
9819%, 9916%; 平均回收率为 9915% , RSD 为

1115%。
4 中性糖的含量测定方法 ) ) ) 蒽酮硫酸法

411 溶液的配制
41111 蒽酮试剂  取蒽酮 0120 g溶于 100 mL

80%的浓硫酸中。

41112 葡萄糖对照品溶液  称取 105 e 干燥至恒
重的葡萄糖对照品 10015mg,用水溶解,定容于 100

mL量瓶中,配制成 110mg# mL- 1
的溶液。

412 方法学评价
41211 标准曲线的绘制 [ 4]  准确量取对照品溶液

015, 110, 210, 310, 410, 610, 810 mL于 100 mL量瓶

中,定容。分别取 110 mL置具塞试管中,于冰水浴
中加入 210 g# L

- 1
的硫酸 -蒽酮试剂 410mL,各管

加完后混合均匀,一起浸于沸水浴中,自水浴重新煮

沸起, 10 m in后取出, 用自来水冷却, 室温放置 10

m in。以去离子水 1mL作为空白, 同法测定 626 nm

处吸光度,以 Y为吸光度, X为浓度 ( mg# mL
- 1
) ,绘

制标准曲线:

Y= 71941X + 010305 r= 019995
线性范围为 2113 @ 10- 2

~ 8143 @ 10- 2 mg# mL- 1
。

41212 稳定性试验  取同一对照品溶液,显色后每

隔 30 m in测定 1次,共测定 5次 , RSD为 0195%。
41312 精密度试验  取同一对照品溶液,重复测定

6次 , RSD为 1139%。
41313 重复性试验  取同一批桑叶多糖, 共 5份,

测定 中 性 糖 含 量 分 别 为 12150%, 13124%,
13106%, 13127%, 12163% ; RSD为 218%。
41314 回收率试验  取已知含量的桑叶多糖 5份,

分别加入一定量的葡萄糖对照品,测定中性糖含量,

平均回收率为 10013% , RSD为 3184%。

5 中性糖与糖醛酸含量测定间的影响及校正 [ 5]

按照表 1配制不同浓度的葡萄糖和半乳糖醛酸

混合溶液,按照 / 30及 / 40项下方法测定其糖醛酸和
葡萄糖含量,结果见表 1。

表 1 中性糖与糖醛酸含量测定及校正结果 (mg)

Tab 1 The results for determ ination and correc tion of neutra l sugars and uron ic ac id s

编号

( N o. )

理论值 ( theore tical va lue) 测定值 ( measured value ) 校正值 ( corrected value)

葡萄糖

( glucose)

半乳糖醛酸

( ga lac turon ic acid)

蒽酮硫酸法

( anthrone- su lfur ic method)

间羟基联苯法

(m - hydroxyd ipheny lme thod)

葡萄糖

( g lucose )

1 015 915 11 26 9143 0151

2 110 910 11 75 8185 1103

3 210 810 21 65 8110 2101

4 410 610 41 53 5197 4105

5 610 410 61 24 3194 5192

6 810 210 81 63 1193 7196

7 910 110 91 37 1105 9102

8 915 015 91 80 0152 9160
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  由表 1可以看出, 间羟基联苯法测定的结果与

半乳糖醛酸的理论值基本一致,说明采用间羟基联

苯法测定半乳糖醛酸的含量基本不受葡萄糖的影

响。

由蒽酮硫酸法的测定结果可知, 半乳糖醛酸对

这种测定方法的响应值较小,但浓度较大时会影响

葡萄糖含量的测定。实验结果表明, 用蒽酮硫酸法

测定, 溶液的吸光度 ( Y )与半乳糖醛酸浓度 (X, Lg

# mL
- 1
)含量呈线性关系,回归方程为:

Y= 7126 @ 10- 4X - 1162 @ 10- 3  r= 019955
故测定酸性杂多糖的含量, 可以先通过间羟基联苯

法测定其中糖醛酸的含量, 再通过蒽酮硫酸法测定

总糖的含量扣除糖醛酸所带来的影响即为中性糖的

含量。表 1的最后一列就是通过以上方法所得的校

正值, 从中可以看出, 其值能准确地反应溶液中的葡

萄糖含量。

6 桑叶多糖样品的测定

分别精密称取 MP1、MP2、MP3 1010 mg, 于 10

mL量瓶中加水定容,分别采用间羟基联苯法及蒽酮

硫酸法测定其糖醛酸和中性糖含量, 并对测得的中

性糖的含量值加以校正,结果见表 2。

表 2 桑叶多糖中糖醛酸和中性糖含量测定 (% )

Tab 2 The de term ination of neutral sugars and uron ic

acids in polysaccharides ofm u lberry leaves

样品

( sample)

糖醛酸含量

( content o f

uron ic ac ids)

中性糖含量 ( con tent of neutra l suga rs)

测定值

( measured va lue)

校正值

( correc ted va lue)

MP1 4515 1412 101 4

MP2 5714 2119 171 1

MP3 1717 1213 101 8

  从表 - 2可以看出, 如果以蒽酮硫酸法测定的

多糖含量来控制桑叶总糖的质量, 其测定结果显然

偏低, 而通过糖醛酸含量和校正后得到的中性糖含

量能够较真实地反映桑叶多糖的质量。

7 结论
实验结果表明, 中性糖的存在对糖醛酸的含量

测定几乎没有影响,可以通过间羟基联苯法直接测

定糖醛酸的含量; 而采用蒽酮硫酸法测定总糖含量

时, 由于糖醛酸与中性糖的吸光系数不一样,产生较

大的误差。对于酸性杂多糖的含量测定,可以先用

间羟基联苯法测定其中的糖醛酸含量,再用蒽酮硫

酸法测定中性糖的吸光度, 并根据糖醛酸的蒽酮硫

酸法标准曲线,扣除糖醛酸的含量,进而计算多糖中

的中性糖含量。
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