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  摘要 目的 建立消渴丸中多糖含量的测定方法。方法 以葡萄糖为对照,采用苯酚-硫酸法对消

渴丸中的多糖进行显色,运用紫外-可见分光光度计测定吸光度,计算消渴丸中多糖的含量,并对该方法

的精密度、重复性、加样回收率等进行分析。结果 该方法测得消渴丸中多糖含量在0~0.0510mg/

mL的线性范围内,相关系数为0.9999。精密度实验相对标准偏差(relativestandarddeviation,RSD)
为0.90%,重复性实验RSD为1.38%,平均加样回收率为98.77%,RSD为3.25%。结论 应用苯酚-
硫酸法测定消渴丸中的多糖含量准确度高、精密度良好、重复性稳定、加样回收率高,适用于消渴丸中多

糖含量的测定。
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  Abstract Objective ToestablishamethodforthedeterminationofpolysaccharidecontentinXiaoke
pill.Methods Usingglucoseasacontrol,thephenol-sulfuricacidmethodwasusedtocolorthepolysaccharidesin
Xiaokepill,andtheabsorbancewasmeasuredusingaUVvisiblespectrophotometertodeterminethecontentof
polysaccharidesinXiaokepill.Theaccuracy,repeatability,andsamplerecoveryrateofthismethodwereana-
lyzed.Results ThismethoddeterminedthecontentofpolysaccharidesinXiaokepillwithinthelinearrangeof0to
0.0510mg/mL,withacorrelationcoefficientof0.9999.Therelativestandarddeviation(RSD)oftheprecisionex-
perimentwas0.90%,andtheRSDofrepeatabilityexperimentwas1.38%.Theaveragesamplerecoveryratewas
98.77%,andtheRSDwas3.25%.Conclusion Theapplicationofphenol-sulfuricacidmethodtodeterminethe
polysaccharidecontentinXiaokepillhadhighaccuracy,goodprecision,stablerepeatabilityandhighsamplerecov-
eryrate,makingitsuitableforthedeterminationofpolysaccharidecontentinXiaokepill.

Keywords phenol-sulfuricacidmethod;polysaccharide;Xiaokepill;contentdetermination

  消渴丸是由葛根、地黄、黄芪、天花粉、玉米须、南五

味子、山药等7味中药和格列本脲组成的中西药复合制

剂,具有滋肾养阴、益气生津之功效。消渴丸中所含地

黄、黄芪、玉米须和葛根富含多糖成分,经现代药理学研

究证明其具有调控血糖的作用[1-2]。但目前对消渴丸中

多糖的研究或含量测定尚无报告,因此本研究对消渴丸

中多糖含量的测定条件进行探究。本研究主要利用多糖

含量测定中最常用的苯酚-硫酸法[3-4],对消渴丸中多糖含

量的测定条件进行优化,并对该方法的精密度、重复性、
加样回收率等进行研究,以期建立快速、准确的消渴丸中

多糖含量的测定方法。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

主要实验仪器:Cary100UV-VIS紫外分光光度
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计(安捷伦科技中国有限公司);TG16-WS台式高速

离心机(湖南湘仪实验室仪器开发有限公司);Milli-Q
超纯水系统(密理博中国有限公司);ZKF030电热真

空干燥箱(广州沪瑞明仪器有限公司);电热恒温水浴

锅(北京市永光明医疗仪器有限公司);SartoriusBS
224S型十万分之一电子天平(赛多利斯科学仪器北

京有限公司);METTLERTOLEDOXP26百万分之

一电子天平(梅特勒-托利多国际贸易上海有限公司)。
消渴丸粉末由广州白云山中一药业有限公司生

产 提 供,生 产 批 号:XS0001、XS0002、XS0003、

X01051、X01052、X01053;D-无水葡萄糖购自于中国

食品药品检定研究院,批号:110833-201707;无水乙

醇、浓硫酸、苯酚等均 为 分 析 纯;蒸 馏 水 由 实 验 室

自制。

1.2 实验方法

1.2.1 标准溶液配制 取烘干至恒重的D-无水葡萄

糖标准品5mg,精密称定,置于50mL容量瓶中,加
蒸馏水溶解并稀释到刻度,摇匀即得每毫升含葡萄糖

0.1mg的对照品。

1.2.2 样品前处理 称取消渴丸粉末和量取无水乙

醇以1∶40(g:mL)的料液比,在90℃水浴中加热回流

提取1h,静置15min,以4500rpm离心10min,过
滤,将上清液转移至100mL容量瓶中,残渣中加入30
mL蒸馏水后充分摇匀,随后置于90℃水浴中加热回

流1h,再以4500rpm离心10min,过滤;合并上清

液,加蒸馏水定容至刻度,摇匀。精密量取上述溶液2
mL于离心管中,向离心管中加入18mL无水乙醇,充
分混匀,于4℃静置1h,以4500rpm离心15min,弃
上清液;再向离心管中加入10mL95%乙醇溶液,充
分混匀,以4500rpm离心15min,弃上清液,沉淀中

加入热水10mL溶解,并转移至10mL容量瓶中,定
容至刻度,摇匀,作为供试品溶液。

1.2.3 标准曲线制作 精密吸取1.2.1中制备的标

准溶液0.00mL、0.20mL、0.40mL、0.60mL、0.80
mL、1.00mL置于25mL具塞玻璃试管中,分别加蒸

馏水补至2.0mL,加入1.0mL5%苯酚溶液及5.0
mL浓硫酸溶液,混匀,置于80℃水浴中加热15min,
取出,放置冷却至室温。以水为参照,于490nm波长

处测定吸光度值,平行测定3次。以葡萄糖浓度(C)
为横坐标,吸光度值(A)为纵坐标,绘制标准曲线,得
出回归方程和计算相关系数(R2)。

1.2.4 测定方法 精密吸取供试品溶液1.0mL于

具塞玻璃试管中,加水补至2.0mL后,按照标准曲线

的制备方法及测定条件,测定供试品的吸光度值。

1.2.5 精密度实验 取X01053批次的消渴丸粉末

1.0g,共6份,精密称定,按1.2.2制备及1.2.4测定

方法测定吸光度值。根据1.2.3中标准曲线的回归

方程计算出供试品中的多糖浓度(C)和其相对标准偏

差(relativestandarddeviation,RSD)。

1.2.6 重复性实验 取6批次(XS0001、XS0002、

XS0003、X01051、X01052、X01053)的消渴丸粉末各

1.0g,精密称定,按1.2.2制备及1.2.4测定方法测

定吸光度值,平行测定3次,根据1.2.3中标准曲线的

回归方程计算出供试品中的多糖浓度(C)和其RSD。

1.2.7 加样回收率实验 取X01053批次的消渴丸

粉末1.0g,共6份,精密称定,按1.2.2制备及1.2.4
测定方法测定吸光度值,平行测定3次,根据1.2.3中

标准曲线的回归方程计算出供试品中的多糖浓度

(C),并计算其所含多糖质量。另取6份上述已制备

的消渴丸多糖供试样品液1.0mL,分别加入浓度为

1000mg/mL的葡萄糖溶液2.4mL,平行测定3次,
按1.2.4测定方法测定吸光度值,根据1.2.3中标准

曲线的回归方程计算出供试品中的多糖浓度(C)后,
计算加样回收率和其RSD。加样回收率=[(测得混

合后供试样品液所含多糖质量-测得供试样品液所

含多糖质量)/加入葡萄糖质量]×100%。

2 结果

2.1 最大吸收波长检测结果

根据实验方法,在紫外-可见分光光度计上200
nm~800nm范围内扫描吸收曲线,测得消渴丸多糖

溶液的最大吸收波长在490nm。

2.2 标准曲线制备及线性考察

以葡萄糖浓度(C)为横坐标,吸光度值(A)为纵坐

标,绘制标准曲线。测定相关数据见表1,绘制图见图

1。标准曲线:A=15.443C-0.0042,R2=0.9999。
葡萄糖浓度在0~0.0510mg/mL范围内与吸光度值

之间呈现良好的线性关系。

图1 标准溶液曲线图
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表1 标准曲线建立相关数据

序号 编号 类型 浓度(mg/mL) 吸光度值(A)
1 葡萄糖0 标准样品 0.0000 0.0000
2 葡萄糖1 标准样品 0.0102 0.1503
3 葡萄糖2 标准样品 0.0204 0.3092
4 葡萄糖3 标准样品 0.0306 0.4677
5 葡萄糖4 标准样品 0.0408 0.6232
6 葡萄糖5 标准样品 0.0510 0.7872

2.3 精密度考察结果

计算测得浓度的精密度实验RSD值为0.90%,
见表2。

表2 精密度实验结果

编号 吸光度值(A) 测得浓度(mg/mL)
X01053-1 0.3627 0.0238
X01053-2 0.3646 0.0239
X01053-3 0.3720 0.0244
X01053-4 0.3644 0.0239
X01053-5 0.3637 0.0238
X01053-6 0.3659 0.0240
平均值 / 0.0239
RSD(%) / 0.90

2.4 重复性考察结果

计算测得浓度的重复性实验RSD值为1.38%,
见表3。

表3 重复性实验结果

批号 吸光度值(A) 测得浓度(mg/mL)

XS0001 0.3823 0.0250

XS0002 0.3807 0.0249

XS0003 0.3732 0.0244

X01051 0.3739 0.0245

X01052 0.3802 0.0249

X01053 0.3872 0.0253

平均值 / 0.0249

RSD(%) / 1.38

2.5 加样回收考察结果

经测定,该方法的平均加样回收率为98.77%,

RSD值为3.25%。见表4。

表4 X01053批次的加样回收率实验结果

编号
药粉质量

(g)
吸光度值

(A)
测得浓度

(mg/mL)
加入葡萄糖

质量(mg)
供试品中

多糖质量(mg)
混合后多糖

质量(mg)
回收率(%)

X01053-1 1.0036 0.7315 0.0476 2.4 2.380 4.7640 99.33
X01053-2 1.0094 0.7494 0.0488 2.4 2.392 4.8799 103.66
X01053-3 1.0039 0.7297 0.0475 2.4 2.440 4.7523 96.35
X01053-4 1.0071 0.7402 0.0482 2.4 2.391 4.8203 101.22
X01053-5 1.0018 0.7210 0.0470 2.4 2.386 4.6960 96.25
X01053-6 1.0026 0.7216 0.0470 2.4 2.401 4.6999 95.79
平均值 / / / / / / 98.77
RSD(%) / / / / / / 3.25

3 讨论

消渴丸由古代经典名方“消渴方”和“玉泉散”化
裁而来,用地黄、山药、五味子以滋养肺阴、胃阴、肾
阴,山药、五味子配黄芪以补益肺气、胃气,又有固肾

摄精之功,地黄配天花粉、玉米须、葛根以清肺热、胃
热而生津[5]。经现代药理学研究发现,组方中多种药

物具有调控血糖的作用[1-2]。消渴丸作为中西药复合

制剂,其中的格列本脲能更好地提高组方中中药部分

的降糖效果,实现中西药合理配伍[6-7]。
前期的研究主要关注消渴丸中的小分子化合物

在协同降糖中的作用和机制[8],并针对消渴丸中多个

小分子化合物构建了定量测定方法[9-10]。目前,多糖

作为天然降糖物质受到专家学者的重点关注[11-12],消
渴丸中所含药材如地黄、黄芪、玉米须和葛根中的多

糖成分,已被证实具有良好的调控血糖作用,然而尚

缺乏对消渴丸中多糖成分的含量测定研究。

本研究通过苯酚-硫酸比色法测定消渴丸中多糖

含量,选择最大的吸收波长,建立吸光度值-葡萄糖浓

度的线性回归方程,并进行精密度实验、重复性实验

和加样回收实验。结果显示,最大吸收波长为490
nm,吸光 度 值-葡 萄 糖 浓 度 的 线 性 回 归 方 程:A=
15.443C-0.0042,相关系数为 R2=0.9999,线性范

围为0~0.0510mg/mL。精密度实验平均吸光度值

为0.3656,RSD为0.90%,表明仪器精密性良好,检
测结果的随机误差较小;重复性实验平均吸光度值为

0.3796,RSD为1.38%,表明该方法重复性稳定,检测

结果的随机误差较小;平均加样回收率98.77%,RSD
为3.25%。

综上,通过精密度实验、重复性实验、加样回收率

实验,表明采用苯酚-硫酸法测得的消渴丸中多糖含量

准确度高、精密度良好、重复性稳定、加样回收率高,
适用于消渴丸中多糖含量的测定。

(下转第327页)
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郁症状,并能正向调整睡眠,延长睡眠时间,减少觉醒

次数[10]。研究显示,新型抗抑郁药阿戈美拉汀起效

快,对伴有失眠、焦虑、抑郁症临床疗效显著[11-12]。菊

淀粉型寡糖同系物是巴戟天寡糖的主要成分,能提高

脑内NE、5-HT及多巴胺水平,减轻细胞内钙离子超

载,抗 氧 化 应 激,保 护 神 经 细 胞,发 挥 抗 抑 郁 作

用[13-14]。本研究结果显示,与单用阿戈美拉汀相比,
巴戟天寡糖联合阿戈美拉汀治疗脑梗死后抑郁疗效

显著。
综上,巴戟天寡糖联合阿戈美拉汀治疗脑梗死后

抑郁患者的临床疗效显著,能明显降低患者的抑郁评

分,提高NE、5-HT含量,值得临床推广。
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