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辅助降血糖保健食品水溶性
多糖测定方法的研究

刘世娟，张海，王　婧，徐振秋

（江苏康缘药业股份有限公司，江苏 连云港　２２２００１）

摘　要：建立一种辅助降血糖保健食品中水溶性多糖的测定方法，考察提取方式、醇沉浓度、脱蛋白
方法及显色方法等因素对多糖测定结果的影响。结果表明选用苯酚硫酸法进行显色，超声提取６０
ｍｉｎ，超声功率２５０Ｗ，醇沉浓度８０％，以样液体积１／１０倍量的５％三氯乙酸溶液，脱蛋白１次，静
置时间２ｈ，测定结果较好。葡萄糖浓度在６６１～７９２８μｇ／ｍＬ范围内与吸光度有良好的线性关
系，回归方程为Ａ＝００１４４Ｃ－００６５５（ｒ＝０９９９６），平均加标回收率为９８４７％，ＲＳＤ为１６４％。
测得样品中水溶性多糖平均含量为１１４９％，ＲＳＤ为２３１％。该方法简便、准确，重复性好，可用于
辅助降血糖保健食品中多糖含量的测定和质量控制。
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　　多糖是指十个以上单糖分子通过糖苷键连接而
成的碳水化合物，大多具有调节免疫、抗肿瘤、抗炎、

降血糖、降血脂、抗衰老等多方面的生物活性和保健

功能，广泛存在于植物（如桑叶、枸杞等）、藻类（如

紫菜、海带等）和菌类（如茯苓、虫草等）中。近年来

作为保健食品功效成分的研究日益受到重视，其测

定方法对于多糖产品的研究和开发有着较为重要的

意义，但目前尚无国家标准，常用的有比色法（如苯

酚硫酸法、蒽酮硫酸法等）、滴定法（如直接滴定法、

间接碘量法等）、色谱法（包括气相色谱法、高效液

相色谱法、薄层色谱法）等。滴定法常因水溶性淀
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粉、糊精等物质的干扰而使灵敏度不高，回收率偏

低［１］或在滴定过程中由于碘不可避免的挥发而导

致滴定误差［２］；色谱法主要用于组成多糖的单糖定

量或定性分析，对色谱柱、检测器等要求较高［３］。

比色法是一种传统的测定多糖含量的方法，其操作

简便、易行且结果准确［４］。本研究参照文献报道及

保健食品多糖功效成分检测方法［５－６］，结合产品的

生产工艺，建立一种辅助降血糖保健食品中水溶性

多糖测定方法，结果表明该方法简便，重复性好、准

确度高，可作为多糖类保健食品质量控制的依据。

１　材料与方法
１１　材料与设备

清平片，以黄芪、玉竹等药用植物为主要原料制

成的辅助降血糖保健食品，由江苏康缘药业股份有

限公司提供。Ｄ－无水葡萄糖，中国食品药品检定
研究院，批号为１１０８３３－２０１２０５，含量以９９５％计；
牛血清白蛋白，中国食品药品检定研究院，批号为

４０６１９－２０１１２０；考马斯亮蓝 Ｇ－２５０，国药集团化学
试剂有限公司；水为去离子水；三氯乙酸、氯仿、正丁

醇、无水乙醇、苯酚、蒽酮、浓硫酸等均为国产分析纯。

ＵＶ２７００－ＰＣ紫外可见分光光度计；ＫＱ－２５０ＤＢ
型数控超声波清洗器；ＴＤＬ－５－Ａ低速大容量离心
机；ＳａｒｔｏｒｉｕｓＢＰ－２１１Ｄ电子天平；ＤＨＧ－９１４５Ａ电热
恒温鼓风干燥箱；ＨＷＳ２６电热恒温水浴锅。
１２　测定方法

多糖含量的测定：苯酚硫酸法［７］、蒽酮硫酸

法［８］。

蛋白质含量的测定：考马斯亮蓝法［９］。

１３　实验方法
１３１　多糖含量的测定
１３１１　苯酚硫酸法

以葡萄糖为标准样品，得到标准曲线方程 Ａ＝
００１４４Ｃ－００６５５（ｒ＝０９９９６，ｎ＝７），线性范围为
６６１～７９２８μｇ／ｍＬ。

样品中多糖含量的测定：精密量取待测液０２
ｍＬ，置于１０ｍＬ具塞刻度比色管中，以去离子水补
加至２０ｍＬ，加入６２５％苯酚溶液１０ｍＬ，摇匀，
冰浴中滴加５０ｍＬ浓硫酸，摇匀后置沸水浴中加热
１５ｍｉｎ，冰水中冷却至室温，于４９０ｎｍ波长处测吸
光度值。另以２０ｍＬ去离子水按上述操作为空白，
根据标准曲线得到样品多糖含量。

１３１２　蒽酮硫酸法
以葡萄糖为标准样品，得到标准曲线方程 Ａ＝

０００８７Ｃ－００８０３（Ｒ２＝０９９９８，ｎ＝６），线性范围
为１３２１～１３２１３μｇ／ｍＬ。

样品中多糖含量的测定：精密量取待测溶液

０１ｍＬ，置于１０ｍＬ具塞刻度比色管中，以去离子
水补加至１０ｍＬ，冰水浴中迅速滴加０２％蒽酮硫
酸溶液５０ｍＬ，摇匀后置沸水浴中加热１０ｍｉｎ，流
水中冷却２０ｍｉｎ，于６２０ｎｍ波长下测吸光度值。另
以１０ｍＬ去离子水按上述操作为空白，根据标准曲
线得到样品多糖含量。

１３２　蛋白质含量的测定
以牛血清白蛋白为标准样品，得到标准曲线方

程为：Ｙ＝０００７５Ｘ＋０００５５（Ｒ２＝０９９８８，ｎ＝７），
线性范围为４１４～８２８０μｇ／ｍＬ。

样品中蛋白质含量的测定：精密量取待测溶液

１０ｍＬ，加入考马斯亮蓝 Ｇ－２５０试剂 ５０ｍＬ，摇
匀，５ｍｉｎ后于５９５ｎｍ波长处测吸光度，以１０ｍＬ
去离子水按上述操作为空白，根据标准曲线得到样

品蛋白质含量。

１３３　供试品的制备
样品经除去包衣、研细，过４０目筛，取约１ｇ，精

密称定，至三角瓶中，加水５０ｍＬ，按不同的处理方
法进行提取、放冷、摇匀、离心（３５００ｒ／ｍｉｎ，１５
ｍｉｎ），上清液移入烧杯中，按不同醇沉浓度加入乙
醇，搅拌均匀，置４℃冰箱醇沉过夜。离心，弃上清，
沉淀物用少量乙醇洗涤、离心，重复２次，用水溶解，
转移至１００ｍＬ容量瓶中，定容至刻度，摇匀。按不
同方法进行脱蛋白处理，取上清液离心，即得供试品

溶液。

１３４　样品中多糖含量（以无水葡萄糖计）

多糖含量＝吸光值对应葡萄糖的含量
样品质量

×稀释倍

数×１００％。
２　结果与分析
２１　单因素对多糖含量测定的影响
２１１　提取方式

采用超声（２５０Ｗ，４０ｋＨｚ）提取，比较３０ｍｉｎ、
６０ｍｉｎ的提取效果；采用１００℃水浴回流提取，比较
２、３ｈ的提取效果。采用沸水浴提取，比较２、３ｈ的
提取效果，结果见图１。

图１　提取方式对多糖含量测定的影响
注：样品醇沉浓度为８５％；加入样液体积１／１０倍量、５％

三氯乙酸溶液，静置２ｈ进行脱蛋白处理；苯酚硫酸显色法。
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由图１可知，沸水浴与回流提取的多糖含量与时
间关系并不明显；超声提取随时间的延长，提取液中

多糖含量增加，且超声提取６０ｍｉｎ与回流提取２ｈ的
含量结果无明显差异。由于超声提取操作简单、时间

短、提取较彻底，故选超声提取６０ｍｉｎ为提取方法。
２１２　醇沉浓度

加入不同量乙醇，使醇沉终浓度分别达６０％、
７０％、８０％、９０％和９５％，比较不同醇沉浓度对多糖
含量的影响，结果见图２。

图２　醇沉浓度对多糖含量测定的影响

注：样品经超声提取６０ｍｉｎ；加入样液体积１／１０倍量、５％

三氯乙酸溶液，静置２ｈ进行脱蛋白处理；苯酚硫酸显色法。

由图２可知，醇沉终浓度为８０％时的多糖含量
最高。因为低浓度乙醇沉淀下来的主要是高分子量

的多糖和杂蛋白；中浓度乙醇沉淀下来的是中等分

子量的多糖和少量杂蛋白；而高浓度乙醇沉淀下来

的是较小分子量的多糖和低聚糖及一些多肽；９０％
乙醇沉淀的粗多糖含量降低是由于有些多糖分子与

醇溶蛋白相结合，使多糖也随之溶于乙醇溶液中，没

有沉淀而导致多糖含量降低［１０］。故醇沉终浓度选

用８０％为佳。
２１３　脱蛋白方法对比

用水提醇沉法提取多糖时，一般乙醇沉淀的方

法会去除部分小分子杂质，而植物中的蛋白质却较

多地沉淀出来影响多糖的测定。故测定多糖时应先

用蛋白沉淀剂沉淀蛋白，以减少蛋白质对多糖含量

测定的影响。

亚铁氰化钾—乙酸锌法：精密吸取供试液６份
（各２ｍＬ）于１０ｍＬ容量瓶中，分别加入５％、１０％、
１５％、２０％、２５％、３０％体积的２１９％醋酸锌和等量
的１０６％亚铁氰化钾，水定容至刻度，摇匀，静置１
ｈ，取上清液离心，分析其多糖和蛋白质含量。

三氯乙酸（ＴＣＡ）法：精密吸取供试液６份（各２
ｍＬ）于１０ｍＬ容量瓶中，分别加入浓度为 ０５％、
２％、３５％、５％、６５％、８％的三氯乙酸 ０２ｍＬ，水
定容至刻度，摇匀，静置２ｈ，取上清液离心，测其多
糖和蛋白质含量。

Ｓｅｖａｇ法：精密吸取供试液６份（各５ｍＬ）于具
塞离心管中，加入１ｍＬＳｅｖａｇ试剂（氯仿∶正丁醇 ＝

４∶１），充分振摇１０ｍｉｎ，经３５００ｒ／ｍｉｎ离心１５ｍｉｎ，
弃下层有机相和中间的变性蛋白质，分取水层，定容

至１０ｍＬ。６份样品分别处理１、２、３、４、５和６次，分
析其多糖和蛋白质含量。

比较三种方法的脱蛋白效果，结果见图３。由
图可知，采用亚铁氰化钾—乙酸锌法除蛋白，当试剂

的添加量达到样品液的 ２０％时，蛋白质脱除率达
７８６６％，多糖损失率为３４９２％，随着试剂用量的
继续增加，蛋白脱除率逐渐下降，而多糖损失率仍继

续增加；ＴＣＡ法除蛋白，增加 ＴＣＡ浓度可以提高蛋
白质脱除率，但多糖损失率也在增加，５％的 ＴＣＡ蛋
白脱除率为８０２２％，多糖损失率１８２７％，当 ＴＣＡ
浓度继续增加，蛋白质脱除率增加缓慢，而多糖损失

率增加幅度较大；Ｓｅｖａｇ法除蛋白，随着脱蛋白次数
的增加，蛋白质脱除率逐渐增加，经过４次脱蛋白处
理之后增加趋势稍减弱，经过６次脱蛋白处理后，蛋
白质脱除率仅为３６０２％，多糖损失率为２３３１％。
故在兼顾多糖损失率和蛋白质脱除率的情况下，选

用５％的三氯乙酸去除蛋白质，并进一步优化。

图３　亚铁氰化钾—乙酸锌法（ａ）、ＴＣＡ法

（ｂ）和Ｓｅｖａｇ法（ｃ）除蛋白的效果

注：样品经超声提取６０ｍｉｎ；醇沉浓度为８０％；苯酚硫酸显色法。
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２１４　脱蛋白方法优化
选取５％三氯乙酸的用量、除蛋白次数、静置时

间为研究因素，每个因素选取 ３个水平，进行 Ｌ９
（３３）正交实验，因素水平见表１。

表１　因素与水平

水平

Ａ
三氯乙酸

用量／倍

Ｂ
除蛋白

次数／次

Ｃ
静置

时间／ｈ

１ １／２０ １ １

２ １／１０ ２ ２

３ １／６ ３ ３

各取９份６ｍＬ样液于具塞离心管中，按正交实
验安排，分别加入质量分数为５％的三氯乙酸溶液
进行除蛋白，离心后取上清，测其多糖和蛋白质含

量。以蛋白脱除率和多糖损失率综合评分为指标，

实验结果见表２，方差分析见表３。

表２　Ｌ９（３３）正交实验设计结果

实验号 Ａ Ｂ Ｃ
蛋白脱

除率／％
多糖损

失率／％
综合

评分

１ １ １ １ ６５２８ １３６３ ８８０６

２ １ ２ ２ ６４２３ １６３１ ８５９０

３ １ ３ ３ ６３８３ ２０８８ ８３０２

４ ２ １ ２ ８２２９ １６５９ ９６２６

５ ２ ２ ３ ７９６８ ２０５０ ９２４８

６ ２ ３ １ ８０７６ １９８７ ９３４７

７ ３ １ ３ ８１９７ ２２３９ ９２７２

８ ３ ２ １ ８４０９ ２６５３ ９１５６

９ ３ ３ ２ ８５７６ ２９２６ ９０９５

Ｋ１ ８５６６ ９２３５ ９１０３

Ｋ２ ９４０７ ８９９８ ９１０４

Ｋ３ ９１７４ ８９１５ ８９４０

Ｒ ８４１ ３２０ １６４

　　注：本实验采用综合加权评分法，权重系数均为０５，分别把蛋
白脱除率和多糖保留率最大的指标定为１００分，各号按下式评分：综

合评分＝（蛋白质脱除率／８５７６）×１００×０５＋［（１００－多糖损失

率）／（１００－１３６３）］×１００×０５［１１］。

由表２可知，各因素对脱蛋白效果的影响显著
性大小顺序为：Ａ＞Ｂ＞Ｃ，即三氯乙酸用量对脱蛋白
效果影响最大，脱蛋白次数次之，静置时间对脱蛋白

效果影响最小。根据各因素水平平均值 Ｋ可得三
氯乙酸法脱蛋白最佳工艺方案为 Ａ２Ｂ１Ｃ２，即以样液
体积１／１０倍量的５％三氯乙酸溶液，除蛋白１次，
静置２ｈ为除蛋白的优选方法。

由方差分析结果（表３）可知，３个因素对脱蛋
白效果影响显著性大小与极差分析相符合。其中，

三氯乙酸用量对多糖脱蛋白效果具有极显著影响，

脱蛋白次数和静置时间分别对脱蛋白效果有显著

影响。

表３　方差分析

方差

来源

离均差

平方和
自由度 均方 Ｆ值 Ｐ值 备注

Ａ １１３２４３ ２ ５６６２２ ４３５５５３ ０００２ 

Ｂ １６５４７ ２ ８２７４ ６３６４３ ００１５ 

Ｃ ５３０６ ２ ２６５３ ２０４０８ ００４７ 

误差 ０２６０ ２ ０１３０

　　注：表示差异极显著（Ｐ＜００１）；表示差异显著（Ｐ＜００５）。

２１５　显色方法
分别选用苯酚硫酸法和蒽酮硫酸法进行显色，

比较不同显色方法下同一样品的测定结果的差异，

结果见图４。
由图４可知，蒽酮硫酸法测定结果要低于苯酚

硫酸法，且重现性、稳定性所测数据差异较大

（ＲＳＤ＝５８６％）。这是由于蒽酮试剂稳定性较差，
易氧化，遇水后测定数值波动较大，而苯酚硫酸法更

易操作，其结果稳定性和重复性较好（ＲＳＤ＝
３２４％），这与文献［１２］报道相符。故显色方法采用

苯酚硫酸法。

图４　不同显色方法对多糖含量测定的影响
　　注：样品采用超声提取６０ｍｉｎ；醇沉终浓度为８０％；加入样液体

积１／１０倍量、５％三氯乙酸溶液，静置２ｈ进行脱蛋白处理。

２２　方法学验证

２２１　精密度实验

吸取同一供试品溶液，按苯酚硫酸法显色并测

定其吸光度，平行测定六次，结果表明，相对标准偏

差ＲＳＤ＝０７３％，小于５０％，表明精密度良好。结
果见表４。

表４　精密度测试结果（ｎ＝６）

测定次数 １ ２ ３ ４ ５ ６ ＲＳＤ／％

吸光值 ０３９１ ０３８７ ０３８８ ０３８５ ０３９３ ０３８９ ０７３
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２２２　稳定性实验
吸取同一供试品溶液，按苯酚硫酸法显色并测

定其吸光度，每隔２０ｍｉｎ测定１次，连续２ｈ，测得
吸光度的ＲＳＤ＝０９１％，表明供试品溶液在２ｈ内
显色稳定。结果见表５。

表５　稳定性实验结果（ｎ＝６）

时间 ２０ｍｉｎ ４０ｍｉｎ ６０ｍｉｎ ８０ｍｉｎ１００ｍｉｎ１２０ｍｉｎＲＳＤ／％

吸光值 ０３９３ ０３８９ ０３８６ ０３８７ ０３９２ ０３９５ ０９１

２２３　重现性实验
取同一批清平片样品６份，精密称定，按供试品

溶液的制备方法制备，各取供试品溶液０２ｍＬ，按苯
酚硫酸法测定吸光度，由回归方程计算供试品溶液中

葡萄糖浓度，得出样品中多糖的含量，结果 ＲＳＤ＝
３６７％，表明该方法重现性良好。结果见表６。

表６　重现性实验结果（ｎ＝６）

平行样 １ ２ ３ ４ ５ ６
平均值

／％
ＲＳＤ
／％

多糖

含量／％
１０８９１１５２１０８３１０６１１１４１１０５７ １０９７ ３６７

２２４　加样回收实验
精密移取供试品溶液约０１ｍＬ于具塞刻度比

色管中，加入标准葡萄糖溶液０２ｍＬ，补水至２０
ｍＬ，平行制备６份，按苯酚硫酸法显色并测定其吸
光度，计算回收率，结果平均加样回收率为

９８４７％，ＲＳＤ为 １６４％，表明该方法的准确度良
好。结果见表７。

表７　回收率实验结果（ｎ＝６）

样品号
供试液多

糖含量／μｇ
加样量

／μｇ
测定量

／μｇ
回收率

／％
平均回

收率／％
ＲＳＤ
／％

１
２
３
４
５
６

２４７４
２６１２
２７４９
２８８６
３０２４
３１６１

２６４３
２６４３
２６４３
２６４３
２６４３
２６４３

５１４９
５２４１
５３４３
５４４７
５６０７
５７３４

１０１２１
９９４９
９８１５
９６８８
９７７３
９７３４

９８４７ １６４

２３　多糖含量测定
取同一批次的样品３份，精密称定，按供试品溶

液的制备方法制备，各取供试品溶液０２ｍＬ，按苯
酚硫酸法测定吸光度，由回归方程计算供试品溶液

中葡萄糖浓度，得出样品中多糖的平均含量为

１１４９％，结果见表８。

表８　多糖含量测定结果

样品号 样品质量／ｇ 多糖含量／％ 平均含量／％ ＲＳＤ／％

１
２
３

１１４７７
１１４６１
１１５２１

１１４２
１１２６
１１７８

１１４９ ２３１

３　结论
本研究对辅助降血糖保健食品中水溶性多糖含

量测定的提取方式、醇沉浓度、脱蛋白方法、显色方

法进行了单因素考察，同时对脱蛋白方法中沉淀剂

的用量、除蛋白次数、静置时间进行了正交实验考

察，优选出最佳样品前处理方法和显色方法，并对该

方法进行了系统的方法学验证。通过实验，以稳定、

简便可行的样品前处理方法消除小分子杂质和蛋白

质等因素的干扰；以经典、稳定可靠的苯酚硫酸法为

显色方法，对保证含多糖类的降血糖保健食品的质

量具有重要的意义。
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