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京大戟多糖的提取及苯酚 －硫酸法测定
其多糖含量的研究

田凤鸣，陈 强，苏满春，朱秀娟，聂龙英，孙 杰

（陇南师范高等专科学校农林技术学院，甘肃 陇南 ７４２５００）

　　摘　要：对京大戟多糖的提取条件和多糖的测定方法进行探索，以期优化京大戟多糖的提取条件和测

定方法。采用热水浸提法提取京大戟多糖，同时采用苯酚－硫酸法测定其多糖含量。结果显示：（１）京大戟

多糖最佳提取条件为液料比３０∶１、提取次数为２、提取温度为８０℃、提取时间为２ｈ；（２）苯酚 －硫酸法

测定京大戟多糖含量的最佳条件为：苯酚浓度为５％、浓硫酸用量为５ｍＬ、反应温度为１００℃、显色时间

为３０ｍｉｎ，在此条件下，测得京大戟中含糖量为２２０９％。苯酚 －硫酸法的精密度和重现性的 ＲＳＤ为

１３８％、稳定性ＲＳＤ为１７８％、加标回收率为９８３５％，表明该实验获得的提取条件和测定方法均可有

效用于京大戟多糖的提取和测定。
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引 言

京大戟为大戟科（ＥｕｐｈｏｒｂｉａｃｅａｃｅＪｕｓｓ．）大戟属

（ＥｕｐｈｏｒｂｉａＬ．）植物大戟 （Ｅ．ｐｅｋｉｎｅｎｓｉｓＲｕｐｒ．）的干燥

根［１］，收载于历次版本的《中华人民共和国药典》，具有

泻水逐饮、消肿散结的作用［２］。多糖是由单糖缩合而成

的多聚物，是一类重要的活性物质［３］。研究报道中，植

物多糖具有免疫调节、抗衰老、降血糖、抗肿瘤等多种生

物活性，并且具有毒副作用小和不易造成残留等优

点［４５］，因此逐渐受到研究人员的青睐。

多糖含量测定方法已有很多，有比色法、滴定法、

高效液相、气相色谱法、色谱法、薄层扫描法等［６］。

目前比色法已被广泛应用到多糖含量测定中。在多

数文献报道中，苯酚 －硫酸法和蒽酮比色法是主要

测定多糖含量的方法［７９］。一般在多糖样品较少时，

采用蒽酮硫酸法比较合适，但此法的缺点是蒽酮试

剂不稳定、需临时配制、稳定性较差。而苯酚硫酸法

较为稳定，为较理想的多糖含量测定方法，因此本文

采用苯酚 －硫酸法来测定多糖。目前对京大戟多糖

的提取条件和含量测定的文献报道甚少。本文对京

大戟多糖的提取条件进行了探索，且对苯酚硫酸法

测定多糖的条件进行了研究，以优化京大戟多糖的

提取条件和多糖含量的测定方法，为其后期的研究

提供技术上的支持。



１ 仪器与材料

１１ 仪器设备

ＨＨ－６数显恒温水浴锅（金坛市医疗仪器厂）；老

本行粉碎机（４００型，永康市云臻电子）；可见分光光度

计（ＳＰ－７２３ＰＣ，上海光谱仪器公司）；旋转蒸发仪

（ＲＥ－５２Ａ，上海亚荣生化仪器厂）；超纯水仪（ＨＳ１８１０－２，

重庆阿修罗）；分析天平（ＤＶ２１５ＣＤ，奥豪斯公司）；离心

机（Ｌ－５００，长沙湘仪离心机公司）。

１２ 材料与试剂

京大戟由陇南师专黄兆辉博士采集并鉴定，苯酚、

乙醇、浓硫酸、葡萄糖标准品均由西安化玻试剂有限公

司提供。

２ 方法及内容

２１ 京大戟多糖提取工艺［１０］

用粉碎机将干燥的京大戟粉碎成粉末状，采用热水

浸提法按照“粗多糖的制备 －除蛋白 －纯净多糖”的提

取工艺来制备京大戟多糖。

２２ 葡萄糖标液的配制及标准曲线的制备

精确称取烘干至恒重的葡萄糖１０ｍｇ，蒸馏水溶解、定

容至 １０ｍＬ。分别取 ０２ｍＬ、０４ｍＬ、０６ｍＬ、０８ｍＬ、

１０ｍＬ的葡萄糖标准液于各试管中，加水补足至１ｍＬ，摇

匀。在各管中加入１ｍＬ浓度为５％的苯酚，再立即加入

５０ｍＬ的浓硫酸混匀（在冰水浴中进行）；沸水浴３０ｍｉｎ，取

出迅速冷却至室温，在波长４９０ｎｍ处测定吸光值。以吸光值

和对应的葡萄糖含量来绘制标准曲线，得到线性回归方程。

２３ 京大戟多糖的提取率

称取２１中制备的京大戟多糖２５ｍｇ，蒸馏水溶解

并定容至１００ｍＬ，从中吸取１ｍＬ，按照２２的方法，在波

长４９０ｎｍ处测定吸光值，按照标准曲线方程计算出京

大戟总糖的含量。京大戟多糖提取率的计算式为［１１］：

提取率＝Ｖ×Ｃ×Ｗ２／（Ｗ３×Ｗ１）×ｆ×１００％

式中：Ｃ由葡萄糖标准曲线方程计算所得京大戟多糖的

浓度，ｇ／Ｌ；Ｗ１为京大戟粉末的质量，ｇ；Ｗ２为提取的京

大戟多糖的质量，ｇ；Ｗ３为用于测定的京大戟多糖质量，

ｇ；Ｖ为溶解定容后的体积，Ｌ；ｆ为校正因子。

２４ 京大戟多糖热水提取条件的优化

（１）液料比：京大戟粉末各称取５０ｇ共７份，在

８０℃温度下提取 ２ｈ，液料比分别选用 １０∶１、１５∶１、

２０∶１、２５∶１、３０∶１、３５∶１、４０∶１，各提取１次，由京大戟多糖

提取率的差异来判断液料比不同对京大戟多糖提取率

的影响；

（２）提取次数：分别取５０ｇ京大戟粉末共５份，在

温度８０℃、液料比为３０∶１，提取时间为２ｈ的条件下，分

别提取１、２、３、４、５次，由京大戟多糖提取率的差异来分

析不同提取次数对京大戟多糖提取率的影响；

（３）提取时间：分别称取５０ｇ京大戟粉末共６份，在

液料比为３０∶１，提取温度为８０℃，提取次数为２的条件下，

分别提取１ｈ、１５ｈ、２ｈ、２５ｈ、３ｈ、３５ｈ，由京大戟多糖提取

率的差异比较不同时间对京大戟多糖提取率的影响；

（４）提取温度：分别称取５０ｇ京大戟粉末共５份，

在液料比为３０∶１，提取时间为２ｈ，提取次数为２的条件

下，分别于７０℃、７５℃、８０℃、９０℃、９５℃下提取，由京

大戟多糖提取率的差异分析不同温度对京大戟多糖提

取率的影响。

２５ 样品中京大戟多糖含量的计算方法［１２］

取１０ｍＬ浓度为０３ｍｇ／ｍＬ样液于试管中，加入

１０ｍＬ浓度为 ５％的苯酚，摇匀，冰浴中加入浓硫酸

５０ｍＬ，混匀，沸水浴３０ｍｉｎ，冷却后在波长４９０ｎｍ处

测定吸光值，由以下公式计算京大戟多糖含量：

多糖含量（％）＝（Ｃ×Ｄ×ｆ）／ｍ×１００％

式中：Ｃ为样品中葡萄糖质量浓度，ｍｇ／ｍＬ；Ｄ为京大戟

中多糖溶液的稀释因子；ｆ为校正因子；ｍ为样品中京大

戟的质量，ｍｇ。

２６ 稀释因子的计算方法

因：Ｃ１．Ｖ１ ＝Ｃ２．Ｖ２

故：稀释因子＝Ｃ１／Ｃ２ ＝Ｖ２／Ｖ１
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式中：Ｖ１是从原溶液中移取京大戟多糖的体积；Ｖ２是稀

释定容后多糖的体积；Ｃ１是原溶液中京大戟多糖的浓

度；Ｃ２是稀释定容后多糖的浓度。

２７ 计算校正因子［１３］

称取京大戟多糖１００ｍｇ，蒸馏水溶解定容于５０ｍＬ

的容量瓶中，取２ｍＬ多糖溶液按照苯酚 －硫酸法测定

其吸光度，利用回归方程求出京大戟多糖储备液中葡萄

质量的浓度，校正因子ｆ的计算式为：

ｆ＝ｍ／Ｃ×Ｄ

式中：ｍ为称取多糖的质量，ｍｇ；Ｃ为曲线中求得储备的

葡萄质量浓度，ｍｇ／ｍＬ；Ｄ为稀释因子。

２８ 苯酚－硫酸法测定京大戟多糖含量条件的优化

（１）苯酚浓度：按照２５，其他条件相同，改变苯酚

的浓度（１％、３％、５％、７％、９％），在波长４９０ｎｍ处测定

吸光值，计算多糖含量；

（２）浓硫酸用量：按照２５，苯酚的浓度按照确定的

浓度，改变浓硫酸体积（３ｍＬ、４ｍＬ、５ｍＬ、６ｍＬ、７ｍＬ、

８ｍＬ），在波长４９０ｎｍ处测定吸光值，计算多糖含量；

（３）反应温度：按照２５，苯酚的浓度和浓硫酸用量

按照确定的条件，改变反应温度（２０℃、４０℃、６０℃、

８０℃、１００℃），在波长４９０ｎｍ处测定吸光值，计算多糖

含量；

（４）反应时间：按照２５，苯酚的浓度、浓硫酸用量

和反应温度按照确定后的条件，改变反应时间（１０ｍｉｎ、

２０ｍｉｎ、３０ｍｉｎ、４０ｍｉｎ、５０ｍｉｎ），在波长４９０ｎｍ处测定

吸光值，计算多糖含量。

２９ 苯酚－硫酸法的方法学评价［１４］

按照确定的条件，分别依次进行精密度实验、稳定

性实验、重现性实验以及加标回收率实验。

２９１ 精密度实验和重现性

在苯酚－硫酸法的最佳条件下重复检测５次京大

戟多糖含量，并计算其ＲＳＤ值。

２９２ 稳定性实验方法

采用最佳的苯酚－硫酸法，每隔２ｈ对京大戟多糖

检测一次，重复５次，并计算其ＲＳＤ。

２９３ 加样回收率实验方法

取已知含量的京大戟多糖样品溶液６份，分别按照

１００％加入已知含量的葡萄糖标准品溶液，采用苯酚 －

硫酸法最佳的条件测定其吸光值，并计算加样回收率。

加样回收率（％）＝（检测总量 －样品所含量）／加

标量×１００％

３ 结果与分析

３１ 葡萄糖标准曲线的制备

如图１所示，葡萄糖标准曲线方程为：Ａ＝０００２３ｘ

－０００１８，其中，Ａ为吸光值，ｘ为葡萄糖浓度（ｕｇ／ｍＬ），

Ｒ２ ＝０９９９８。由标准曲线得到京大戟多糖含量为

５８６％。

图１ 葡萄糖标准曲线

３２ 京大戟多糖提取条件的确定

各因素对京大戟多糖提取率的影响如图２所示。

由图２（ａ）可知京大戟多糖的提取率随液料比的增加

而逐渐提高，这是因为液料比的增大能增加物料与溶

剂分子的接触机会，从而加速了多糖的扩散，在３０∶１

时提取率达到最大，而再增加液料比例时，其多糖提取

率反而降低，因此液料比最佳为３０∶１。由图２（ｂ）可

知，随提取次数的增加京大戟多糖的提取率也在不断

上升，但当次数达到２次后，提取率增加缓慢，继续增

加提取次数，反而会增加后续的工作成本，因此确定提

取次数为２次较为合理。由图２（ｃ）可知，京大戟多糖

提取率在２ｈ内随着时间的增加而迅速提高，超过２ｈ

后增加缓慢，甚至降低，因此最佳提取时间为２ｈ。由

６１ 四川理工学院学报（自然科学版）　　　　　 　　　　　　　２０１８年８月



图２（ｄ）可知提取温度在７０℃ ～８５℃之间时，京大戟

多糖提取率随温度的上升而迅速提高，在８５℃ ～９５℃

之间时又迅速下降，因此京大戟多糖提取的最佳温度

为８５℃。

图２ 各因素对京大戟多糖提取率的影响

３３ 苯酚－硫酸法测定京大戟多糖含量

本文从苯酚浓度、硫酸用量、反应温度、反应时间４个

方面来优化苯酚－硫酸法测定京大戟多糖的条件。各因

素对苯酚－硫酸法测定京大戟多糖含量的影响如图３所

示。由图３（ａ）可知苯酚浓度在１％～５％范围内时多糖的

吸光值随苯酚浓度的增加而上升，到５％时吸光值达到最

大，再增加苯酚浓度吸光值反而降低，因此确定苯酚的最

佳浓度为５％。由图３（ｂ）可知硫酸用量对多糖测定的影

响很明显，硫酸用量在１ｍＬ～５ｍＬ之内时，吸光值随硫酸

用量的增加而增加，当硫酸达到５ｍＬ时吸光值最大，超过

５ｍＬ后吸光值反而逐渐减小，因此确定硫酸的用量为

５ｍＬ。由图３（ｃ）可知，随着反应温度的上升，吸光值不断

增加，当反应温度达到１００℃时，吸光值最大，因此确定其

反应的最佳温度为１００℃。由图３（ｄ）可知，反应时间在

０ｍｉｎ～３０ｍｉｎ之内时，随时间的延长其吸光值也在不断增

加，当反应时间达到３０ｍｉｎ时吸光值达到最大值，超过

３０ｍｉｎ后吸光值反而不断降低，因此确定最佳反应时间为

３０ｍｉｎ。以上优化的条件将为京大戟多糖后续的研究奠

定一定的基础。

图３ 各因素对苯酚－硫酸法测定京大戟多糖含量的影响

３４ 方法学评价

从表１、表２和表３可知苯酚硫酸法测定京大戟多

糖含量的精密度和重现性的相对标准偏差为１３８％，稳

定性标准偏差为 １７８％，加标回收率的标准偏差为

１８９％。结果表明，此方法操作简单、快速、准确、条件

易于掌握，在实验室可操作。

表１ 苯酚硫酸法测定京大戟多糖含量的

精密度和重现性

方　法 京大戟多糖含量／％ 平均值／％ ＲＳＤ／％

苯酚－硫酸法 ２２１３　２２７０　２２４２
２１４０　２１８４ ２２０９ １３８

表２ 苯酚硫酸法测定京大戟多糖含量的稳定性

方　法 京大戟多糖含量／％ 平均值／％ ＲＳＤ／％

苯酚－硫酸法 ２２４９　２２４９　２２３２
２２１０　２２３４ ２２２４ １７８
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表３ 苯酚硫酸法测定京大戟多糖含量加标回收率

重复
样品含

量／ｍｇ
加标量

／ｍｇ
检测总

量／ｍｇ
回收率

／％
平均回收

率／％
ＲＳＤ
／％

１

２

３

４

５

６

９５２

９５２

９５２

９５２

９５２

９５２

９０

９０

９０

９０

９０

９０

１８２７

１８２７

１８７１

１８３５

１８３５

１８２８

９７２２

９７２２

１０２１１

９８１１

９８１１

９７３３

９８３５ １８９

４ 讨 论

水提醇沉法是药材中的有效成分以水作为溶剂进

行提取，然后提取液中的杂质用不同浓度的乙醇去

除［１５］。多糖的醇沉效果直接受乙醇浓度的影响［１６］。研

究报道中，莪术［１７］、白及［１８］、山茱萸 ［１９］多糖含量受乙醇

浓度的影响较大。同时水的用量、料液比、提取次数、提

取时间及提取温度，都会影响提取率［２０］。因此需对提取

条件进行优化。

本文对京大戟多糖提取的条件确定为：液料比

３０∶１，提取次数２次，提取时间２ｈ，提取温度８５℃；苯酚

－硫酸法测定京大戟多糖含量的条件确定为：苯酚浓度

为５％，浓硫酸为５ｍＬ，反应温度为１００℃，反应时间为

３０ｍｉｎ。同时对苯酚硫酸法测定多糖的方法分别进行了

精密度、重现性、稳定性和加样回收率实验，实验结果显

示精密度和重现性的相对标准偏差为１３８％，稳定性标

准偏差为１７８％，加标回收率的标准偏差为１８９％，表

明实验确定的京大戟多糖的提取条件和测定方法的数

据可靠准确，在实验室可行，为今后京大戟多糖进一步

的研究奠定基础。
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