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4 种藤茶多糖的检测方法比较
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摘要：该研究对比探讨了苯酚-硫酸法、蒽酮-硫酸法、硫酸-紫外法、二硝基水杨酸法测定藤茶中多糖含量的准确性，利用单因

素试验对 4种方法的关键检测条件进行了优化，并对方法学的精密度、重复性、稳定性、加标回收率进行了比较，再用最佳实验条件

检测藤茶样品中多糖的含量。结果表明，用于藤茶多糖测定的最佳方法为苯酚-硫酸法，其最适紫外检测波长为 485.5 nm，以葡萄糖

为标准在 0.1~0.6 mg/mL范围内吸光度具有良好的线性关系。在 0.5 mL藤茶粗多糖溶液（质量浓度为 0.5 mg/mL）反应体系中，在

500 μL浓硫酸、600 μL 5wt%苯酚溶液、60℃水浴温度和 20 min水浴时间的最佳实验条件下，测得其多糖含量为 59.43%，其精密度

最高（RSD0.18%），稳定性最好（RSD0.30%）。最后测得藤茶中幼嫩茎叶和粗老茎叶的多糖含量为 9.87~10.47mg/g和 29.77~30.47mg/g。
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Abstract: The accuracy of the phenol-sulfuric acid method, the anthrone-sulfuric method, the sulfuric acid-UV method, and the

dinitrosalicylicacid colorimetric method for the determination of the polysaccharides in vine tea (Ampelopsis grossedentata) was investigated.

The key detection conditions of the four methods were optimized by the single factor test. The accuracy, repeatability, stability, recovery rates of

the four methods were compared with the optimal experimental conditions for the determination of polysaccharides in vine tea samples. The

results showed that the phenol-sulfuric acid method was the most effective for the determination of polysaccharides in vine tea. The optimal UV

detection wavelength was 485.5 nm, and the absorbance at 0.1~0.6 mg/mL with glucose as the standard had a good linear relationship. Under

the optimal conditions of 500 μL concentrated sulfuric acid, 600 μL 5% phenol solution, 60℃ water bath temperature, and 20 min water bath

time in 0.5 mL crude polysaccharide solution (concentration 0.5 mg/mL) of vine tea, the phenol-sulfuric acid method exhibited the highest

precision (RSD 0.18%) and the best stability (RSD 0.30%). The results showed that the polysaccharide content of young and old stems and

leaves was 9.87~10.47 and 29.77~30.47 mg/g, respectively.
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藤茶，又称莓茶、张家界莓茶、连州白茶、长寿

藤，是一种药食同源的藤本植物，学名为显齿蛇葡萄

植物（Ampelopsis grossedentata），广泛分布于中国南

部山区及平原地带。在《饮膳正要》（1330）、《草木

便方》（1873）、《广西植物名录》（1971）等历代植物

志中及药用植物名录中均有记载[1]。藤茶具有止咳、

化痰、解痉消炎、预防上呼吸道感染、抗氧化和清除

自由基、防止肝功能退化、预防酒精性肝损伤、增强

免疫力等作用，是一种具有营养、保健、药用功能的

类茶植物[2-5]。藤茶既含有丰富的蛋白质（11%~15%）、

17 种游离氨基酸、17 种矿物质以及胡萝卜素

（5.23 mg/100 g）、维生素 E（6.32 mg/100 g）等多种

营养成分，又含有黄酮和多糖两大类活性成分。藤茶

中的总黄酮质量分数一般为 35%~45%，其中单体黄

酮类化合物二氢杨梅素一般为 25%~35%，在目前发

现的所有植物中，藤茶所具有的黄酮含量最高，被誉

为“黄酮之王”[6-9]。
藤茶多糖是藤茶中另一主要活性成分。随着研究

的不断深入，逐渐发现藤茶多糖具有如免疫调节功能、

降低致病菌的繁殖速度、抗感染、降血糖、降血脂等

多种的生物活性功能[10-13]。

从 2013年藤茶被批准为新资源食品，2015年把

“藤茶提取物”收录进化妆品原料目录中，藤茶多糖

被许多企业作为原料进行深加工研发产品。与其它植

物多糖一样，藤茶多糖不是一种单一的化学物质，而

是由各种单糖、糖醛酸和蛋白质等不同的物质聚合一

起形成的复合物。罗祖友等[14]对藤茶多糖中的两个纯

化多糖组分进行了结构鉴定，结果表明两种藤茶多糖

组分均含有中性糖（57.6%和 46.2%）、糖醛酸（32.3%
和 45.7%），蛋白质（3.5%和 4.7%）。由于多糖本身不

具备还原性和变旋现象，其含量需要经过一定的处理

后才能检测得出。目前比色法、滴定法、色谱法、高

效毛细管电泳法等都是目前较为常用的多糖含量检测

方法[15,16]，但时至今日，许多文献报道的各种方法由

于单糖留存较多，干扰较大，常常使结果出现较大的

误差，不同的多糖所适用的检测方法也不同，所以尚

无统一的多糖测定的国家标准方法。鉴于此，本研究

选择目前常用的苯酚-硫酸法、蒽酮-硫酸法、硫酸-紫
外法和二硝基水杨酸（DNS）法等 4种多糖常用检测

方法，通过光谱扫描，单因素试验、方法学考察，比

较分析四种方法测定结果的准确性和稳定性，旨在确

定出最佳的藤茶多糖测定方法。

1 材料与方法

1.1 原料与试剂

藤茶原茶，由湖南乾坤生物科技有限公司提供；

葡萄糖标准品，上海阿拉丁生化科技股份有限公司；

浓硫酸、苯酚、蒽酮、DNS（3,5-二硝基水杨酸），天

津科密欧化学试剂有限公司；其它所用试剂均为国产

分析纯。

1.2 仪器与设备

UV-1800型紫外分光光度计，日本岛津有限公司；

RE-52AA 型旋转蒸发器，上海亚荣生化仪器厂；

SHZ-D（Ⅲ）循环水式真空泵，巩义市予华仪器有限

责任公司；Milipore超纯水净化系统，美国Milipore
超纯水系统。

1.3 藤茶粗多糖的提取及粗多糖溶液的制备

称取 200 g藤茶原茶，以 1:6的料液比加入超纯

水，在 100 ℃水浴中提取 1 h，过滤，重复 2次，合

并滤液；将滤液置于 4 ℃冰箱中过夜，在 4 000 r/min
条件下离心 20 min去沉淀；取上清液旋转浓缩至原体

积的 1/2后重复 4 ℃冰箱静置过夜，在 4 000 r/min条
件下离心 20 min后重新去沉淀。取上清液后加入三倍

体积无水乙醇，室温放置 24 h，在 4 000 r/min条件下

离心 20 min，收集沉淀，冷冻干燥得藤茶粗多糖[7,17]。

取 500 .0 mg 上述干燥所得藤茶粗多糖加入

1 000 mL蒸馏水中，充分摇匀搅拌溶解，即得浓度为

0.5 mg/mL的藤茶粗多糖溶液。

1.4 相关标准溶液的配制

1.4.1 葡萄糖标准溶液的配制
称取 200 mg 葡萄糖标准品，用超纯水定容至

20.0 mL，配得 10.0 mg/mL标准溶液，放入 4 ℃冰箱

备用。分别量取 0.5、1.0、1.5、2.0和 2.5 mL标准溶

液置于 50 mL容量瓶中用水稀释至刻度线，摇匀，即

得浓度 0.1、0.2、0.3、0.4 mg/mL和 0.5 mg/mL的葡

萄糖标准溶液。

1.4.2 苯酚溶液的配制
准确称取 5.0 g苯酚，用体积分数 30%乙醇定容

于 100 mL棕色的容量瓶中，混匀即得 5wt%苯酚溶液

（现配现用）。
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1.4.3 蒽酮-硫酸溶液的配制
准确称取蒽酮50.0 mg置于100 mL棕色的容量瓶

中，浓硫酸定容，混合即得 0.5 mg/mL的蒽酮-硫酸溶

液（现用现配）。

1.4.4 DNS试剂的配制
准确称取 DNS 3.15 g，加入 500 mL超纯水，水

浴至45 ℃后逐步加入100 mL 0.2 g/mL的氢氧化钠溶

液，不断搅拌直至溶液清澈透明。再加入四水酒石酸

钾钠 91.0 g、苯酚 2.50 g和无水硫酸钠 2.50 g，再加入

300 mL超纯水，45 ℃水浴搅拌至完全溶解，室温冷

却用超纯水定容至 1 000 mL，混匀后贮于棕色瓶中避

光保存 7 d。

1.5 四种检测方法的比较测定

1.5.1 苯酚-硫酸法
用移液枪分别吸取“1.3”项下制备的 0.5 mL藤茶

粗多糖溶液和“1.4.1”项下制备的 0.5 mg/mL的葡萄糖

标准溶液于 2.0 mL 离心管中，室温下分别加入

50 mg/mL苯酚溶液 200~1 000 μL摇匀，缓慢加入浓

硫酸 300~700 μL，混合后加水定容至 2.0 mL，置于

50~90 ℃下水浴显色 5~40 min，冷水浴冷却，在

485.5 nm下分别测定吸光值，以获得最佳的苯酚加入

量、浓硫酸加入量、水浴温度和水浴时间等实验参数。

然后通过吸取不同浓度的葡萄糖标准溶液，按上述最

佳实验参数进行操作，在 485.5 nm下测定吸光度，绘

制苯酚-硫酸法中使用的标准曲线，按标准曲线最后测

定藤茶粗多糖溶液吸光度并计算其多糖含量[18]。

1.5.2 蒽酮-硫酸法
用移液枪分别吸取“1.3”项下制备的 0.5 mL藤茶

粗多糖溶液和“1.4.1”项下制备的 0.5 mg/mL的葡萄糖

标准溶液于 2.0 mL离心管中，冰水浴中加入 1.4.3制
备的 0.5 mg/mL蒽酮-硫酸溶液 200~600 μL，摇匀，置

于 60~100 ℃下水浴显色 5~40 min后迅速置于冰水中

冷却，在 620 nm下分别测定吸光值，以获得最佳的

蒽酮-硫酸溶液加入量、水浴温度和水浴时间等实验参

数。然后通过吸取不同浓度的葡萄糖标准溶液，按上

述最佳实验参数进行操作，在 620 nm下测定吸光度，

绘制蒽酮-硫酸法中使用的标准曲线，按标准曲线最后

测定藤茶粗多糖溶液吸光度并计算其多糖含量[18]。

1.5.3 硫酸-紫外法
用移液枪分别吸取“1.3”项下制备的 0.5 mL藤茶

粗多糖溶液和“1.4.1”项下制备的 0.5 mg/mL的葡萄糖

标准溶液于 2.0 mL 离心管中，快速加入浓硫酸

300~700 μL，置于 25~60 ℃下水浴 5~40 min，摇匀

30 s后放入冰水沙浴中快速冷却，加水至 2.0 mL，在

315 nm下分别测定吸光值，以获得最佳的浓硫酸加入

量、水浴温度和水浴时间等实验参数。然后通过吸取

不同浓度的葡萄糖标准溶液，按上述最佳实验参数进

行操作，在 315 nm下测定吸光度，绘制硫酸-紫外法

中使用的标准曲线，按标准曲线最后测定藤茶粗多糖

溶液吸光度并计算其多糖含量[19]。

1.5.4 DNS法
用移液枪分别吸取“1.3”项下制备的 0.5 mL藤茶

粗多糖溶液和“1.4.1”项下制备的 0.5 mg/mL的葡萄糖

标准溶液于 2.0 mL 离心管中，加入 DNS 溶液 220~
300 μL，混匀，加水至 2.0 mL，置于 60~100 ℃下水

浴显色 3~7 min后取出，立即用冰水浴快速冷却至室

温，摇匀后在 510 nm下分别测定吸光值，以获得最

佳的 DNS溶液加入量、水浴温度和水浴时间等实验

参数。然后通过吸取不同浓度的葡萄糖标准溶液，按

上述最佳实验参数进行操作，在 510 nm下测定吸光

度，绘制标准曲线，按标准曲线最后测定藤茶粗多糖

溶液吸光度并计算其多糖含量[20]。

1.6 方法学考察

1.6.1 精密度测定
取 0.5 mL藤茶粗多糖样品溶液，分别用“1.5”项四

种方法的最佳参数处理后在最大吸收波长处测定吸光

度，同一样品溶液在 2 min内连续测定 6次吸光度，

计算结果的 RSD值。

1.6.2 重复性测定
称取 1.0 g藤茶粗多糖 5份，制备成样品溶液后分

别用“1.5”项四种方法的最佳参数处理后在最大吸收

波长处测定吸光度，计算结果的 RSD值。

1.6.3 加标回收率测定
取 5份已知含量的藤茶多糖样品溶液，加入一定

量的葡萄糖标准溶液后分别用“1.5”项四种方法的最

佳参数处理后在最大吸收波长处测定吸光度，计算结

果的 RSD值。

1.6.4 稳定性测定
取 0.5 mL藤茶粗多糖样品溶液，分别用“1.3”项四

种方法的最佳参数处理后在最大吸收波长处每隔 20
min测定吸光度，共测定 6次（120 min），计算结果

的 RSD值。

1.7 不同藤茶样品中多糖含量的测定

按“1.3”项下的方法进行样品多糖的提取，按“1.5”
项下所获得最佳参数方法和步骤进行多糖含量测定。
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1.8 数据处理与结果分析

所有分析测试结果均采用三次平行处理；采用

SPSS 26.0软件包进行数据处理；采用 Origin 9软件进

行绘图处理；显著性水平取 0.05，数据表示形式为平

均值±标准差。

2 结果与讨论

2.1 四种方法最适吸收波长的确定

用四种检测方法分别处理葡萄糖溶液和藤茶多糖

溶液后，用紫外光谱检测 220~700 nm波长内的吸光

度。由扫描结果（图 1）可知，苯酚-硫酸法、蒽酮-
硫酸法、硫酸-紫外法和 DNS法的最适吸收波长分别

为 485.5、620、315和 510 nm。与文献报道结果相

似[18-20]。另外，从出峰波长及对称性来看，苯酚-硫酸

法、（图 1a）、二硝基水杨酸（DNS）法（图 1d）可能

比其它 2种更适合测定藤茶样品中总多糖的含量。

图1 四种方法在220~700 nm波长处的紫外扫描图

Fig.1 The results of ultraviolet scanning of fourmethods at

220~700 nm

注：a为苯酚-硫酸法；b为蒽酮-硫酸法；c为硫酸-紫外法；

d为DNS法。

2.2 四种方法最佳实验条件的确定

2.2.1 苯酚-硫酸法
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图2 苯酚-硫酸法中检测条件对吸光值的影响

Fig.2 Influence of detection conditions on absorbance value in

phenol-sulfuric acid method

注：a为硫酸用量；b为苯酚用量；c为水浴时间；d为水

浴温度。数据间标不同字母表示差异性显著，p<0.05，下同。

苯酚-硫酸法是多糖在硫酸的作用下生成糖醛衍

生物，然后与苯酚生成橙黄色化合物，在 485.5 nm处

有一最大紫外吸收峰，随着多糖含量的增加，其颜色

和吸光度也会递增。由此可见，苯酚-硫酸法测定的多

糖结果是否准确、稳定与实验过程中加入的硫酸数量、

苯酚数量、生成橙黄色化合物时的反应温度和反应时

间等 4个关键因素具有密切关系[21]。

由图2可以看出苯酚-硫酸法中4个关键检测条件

的单因素实验对吸光值的影响结果。在 0.5 mL藤茶粗

多糖溶液（浓度为 0.5 mg/mL）体系中，随着浓硫酸

添加量逐渐增加，与各添加量对应的吸光值显示出增

加后持平的趋势，当浓硫酸的添加量为 500 μL时吸光

时最大，进一步增加时的吸光值没有发现显著的差异

（p＜0.05）；逐步增加 50 mg/mL苯酚溶液的加入量，

各加入量对应的吸光值呈现先增加后缓慢减少的趋

势，在加入量为 600 μL时吸光值为最大，数据之间具

有显著性差异（p＜0.05）；当水浴时间达到 20 min时，

对应吸光值最大，即使延长水浴时间，吸光值也没有

显著差异（p＜0.05）；随着水浴温度变高，与各温度

对应吸光值有增加的趋势，温度达到 60 ℃时达到最

大吸光值，之后的吸光值没有显著差异（p＜0.05）。
因此，利用苯酚-硫酸法测定藤茶粗多糖含量，综合考

虑吸光值大小、实验时间和操作难易程度，其最佳实

验条件为 500 μL浓硫酸、600 μL苯酚溶液、60 ℃水

浴温度和 20 min水浴时间。

本实验结果与杨勤等[22]用苯酚-硫酸法测定地参

多糖、谢建华等[23]用苯酚-硫酸法测定青钱柳多糖的研

究相比，反应温度和反应时间存在差异，其原因可能

在于一是反应体系内多糖种类、含量之间存在差异；

二是部分实验没有对测定的吸光值进行差异性分析，

事实上尽管数值的绝对值仍在变化，但数值之间并没

有显著性差异。尤其就苯酚-硫酸法而言，反应为放热

反应，反应过程中产生的热量能够保证反应的正常进

行，过高的温度不利于操作，选择适当低温并不影响

实验结果。

2.2.2 蒽酮-硫酸法
蒽酮-硫酸法其原理与苯酚-硫酸法类似，多糖在

硫酸的作用下生成糖醛衍生物（羟甲基糖醛），再与蒽

酮脱水缩合成蓝绿色化合物，通过紫外扫描发现该物

质在 620 nm处有最大吸收峰，其颜色的深浅和吸光

值与多糖含量呈正比。由原理可知蒽酮-硫酸试剂的加

入量、水浴温度和水浴时间是影响实验结果的关键

条件[24]。

图3 蒽酮-硫酸法中检测条件对吸光值的影响

Fig.3 Influence of detection conditions on absorbance value in

anthrone-sulfuric acidmethod

注：a为蒽酮-硫酸用量；b为水浴温度；c为水浴时间。

由图 3可以看出蒽酮-硫酸法中 3 个关键检测条

件的单因素实验对吸光值的影响结果。在 0.5 mL藤
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茶粗多糖溶液（浓度为 0.5 mg/mL）体系中，逐步增

加 0.5 mg/mL 的蒽酮-硫酸溶液的加入量，各加入量

对应的吸光值呈现先增加后平稳的趋势，当加入量达

到 400 μL时对应的吸光值最大，增大加入量，吸光

值无显著性差异（p＜0.05）；在 60~100 ℃水浴温度

范围内，各温度对应的吸光值均有显著性差异

（p＜0.05）且温度越高吸光值越大，说明水浴温度

对吸光值的影响很大，实验要求在沸水状态下进行；

当水浴时间达到 20 min 时，吸光值最大，延长水浴

时间，对应的吸光值呈缓慢下降趋势。因此，利用蒽

酮-硫酸法测定藤茶粗多糖含量，综合考虑吸光值大

小、实验时间和试剂用量，其最佳实验条件为

0.5 mg/mL 蒽酮-硫酸溶液 400 μL、100 ℃水浴、水

浴时间 20 min。
本实验结果与张红等[25]利用蒽酮-硫酸法测定桑

叶中多糖的含量、王文洁等[26]利用蒽酮-硫酸法测定凉

粉草多糖所获得的蒽酮-硫酸用量和反应温度两个条

件有所不同。其主要原因在于多糖具有多种反应体系，

蒽酮-硫酸的用量取决于多糖种类及含量，所以不能一

概而论；另外糖醛衍生物与蒽酮反应需要合适的温度

以及合适的时间，温度高，时间可以缩短，温度低，

相应反应时间要延长。

2.2.3 硫酸-紫外法
硫酸-紫外法是2013年Ammar等[27]以简化实验步

骤、缩短实验时间以及避免因苯酚-硫酸法中所使用的

苯酚给人体及环境带来危害为目的而改进的一种方

法。硫酸-紫外法是直接利用强酸水解多糖，利用多糖

水解后所产生的糖醛或其衍生物在 315 nm波长处具

有紫外吸收的特点，通过绘制标准曲线对多糖进行定

量测定。应用硫酸-紫外法测定多糖，实验过程中的浓

硫酸用量和反应时的温度、时间是对结果产生影响的

主要因素。

由图 4可以看出，浓硫酸用量少于或超过 500 μL
时对吸光值产生明显影响，其原因可能在于浓硫酸用

量过多时，过量的浓硫酸可能对 315 nm波长处有紫

外吸收的产物进行继续水解形成没有紫外吸收的产

物；而浓硫酸用量过少时，部分多糖可能没有得到水

解。在 25~60 ℃水浴温度范围内，温度对吸光值没有

显著差异，其原因可能在于硫酸-紫外法为放热反应，

实验产生的热量足够保证反应正常进行；当水浴时间

达到 20 min时，吸光值最大，延长水浴时间，对应的

吸光值没有差异。因此，利用硫酸-紫外法测藤茶多糖

的最佳实验条件是 500 μL浓硫酸、水浴温度 25 ℃、

水浴 20 min。实验结果与辛敏等利用硫酸-紫外法测定

千两茶中总多糖的条件基本一致[28]。

图4 硫酸紫外法中检测条件对吸光值的影响

Fig.4 Influence of detection conditions on absorbance value in

sulfuric acidUVmethod

注：a为硫酸用量；b为水浴温度；c为水浴时间。

2.2.4 DNS法
DNS法是还原糖能在碱性条件下与 DNS发生显

色反应，在高温条件下呈棕红色，其颜色的深浅和吸

光度与还原糖含量成正比。故 DNS方法适合用在多

糖水解产生的多种还原糖体系中。对于 DNS法而言，

DNS用量、反应温度和反应时间是影响吸光度的主要

因素。

由图 5可以看出，随着 DNS用量的增加，吸光

值呈现增大趋势，当加入量达到 240 μL时，吸光值达

到最大；在 60~100 ℃水浴温度范围内，各温度对应

的吸光值均有显著性差异（p＜0.05），且温度越高吸

光值越大，说明水浴温度对吸光值的影响很大，实验

要求在沸水状态下进行；反应时间达到 5 min时，吸

光值变化呈平稳状态。因此，利用 DNS 法测定藤茶
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粗多糖含量，在 0.5 mL 藤茶粗多糖溶液（浓度为

0.5 mg/mL）反应体系中，选择 DNS用量 240 μL、水

浴温度 100 ℃，反应时间 5 min时，吸光值最大。实

验结果与任婧等[20]用 DNS法测定番茄果实总糖、欧

能奉等[28]测定当归多糖的反应温度和反应时间基本

相同，但选择 DNS最佳用量与本研究有较大差别，

其主要原因在于实验过程中反应体系中多糖的种类和

含量不同所致。

图5 DNS法中检测条件对吸光值的影响

Fig.5 Influence of detection conditions on absorbance value in

dinitrosalicylic acidmethod

注：a为DNS用量；b为水浴温度；c为水浴时间。

2.3 四种方法标准曲线的比较

按照“1.5”项下所获得的最佳实验参数和步骤进

行操作，以葡萄糖标准溶液系列浓度 C（mg/mL）为

横坐标，吸光度 A值为纵坐标，绘制标准曲线，分别

得到四种方法相对应的线性回归方程：苯酚-硫酸法：

A=1.516 8C+0.091 1，R2=0.998 9，线性范围为 0.1~
0.6mg/mL；蒽酮-硫酸法：A=1.4452C+0.1697，R2=0.9984，
线性范围为 0.1~0.6 mg/mL；硫酸-紫外法：A=0.799 9C
+0.294 8，R2=0.998 8，线性范围为 0.1~0.6mg/mL；DNS
法：A=0.981 2C-0.021 7，R2=0.998 6，线性范围为 0.1~
0.6mg/mL。四种方法的相关系数 R2表明在相应的线性

范围内，四种方法的标准曲线均线性良好。

2.4 四种测定方法的方法学考察结果

方法学分析结果如表 1所示，四种方法精密度的

RSD值均小于 1.5%，说明方法的精密度较好；四种

方法重复性的 RSD值均小于 2.0%，在误差允许范围

内再现性良好；在 120 min实验时间内，4种方法的

稳定性 RSD值均小于 1.6%，说明方法测定所基于的

产物是基本稳定的；四种方法的加标回收率结果显示，

相互之间并没有显著性差异。

综合方法学考虑结果，就藤茶多糖而言，苯酚-
硫酸法是一种最好的方法，其精密度最高（RSD 为

0.18%），稳定性最好（RSD为 0.30%），重复性（RSD
为 1.56%）、加标回收率（RSD为 100.41%）也处于 4
种方法的中值。其原因可能在于，苯酚-硫酸法中是分

开加入试剂，试剂之间互相影响较小，加入苯酚试剂

后迅速加入浓硫酸，浓硫酸与多糖生成的产物迅速与

苯酚反应，浓硫酸所放出的热量足够让反应得以顺利

完全进行，实验过程中的反应温度不应该是关键因素；

此外，反应生成的最后产物也比较稳定，在一定时间

内不会分解，所以稳定性和精密度比较好；由于反应

比较彻底完全，所以重复性和回收率也比较高。

从样品总多糖含量测定的数据来看，DNS测得的

样品含量最高（61.65%），硫酸-紫外法测得样品含量

最低（53.56%），苯酚-硫酸法（59.43%）和蒽酮-硫酸

法（58.08%）居于中间，含量均具有显著性差异

（p＜0.05）。其原因可能在于 DNS法的专属性不强，

显色的深浅只与多糖中还原基团的数量有关，而对还

原基团的种类没有选择性，从而使得所测结果偏

高[20,27]；而硫酸-紫外法是直接利用强酸处理多糖，利用

处理后所产生的糖醛或其衍生物在 315 nm处直接显色

进行测定，但有可能部分多糖产物在 315 nm处不显色，

从而使得所测结果偏低[19]。苯酚-硫酸法是利用多糖在

硫酸的作用下脱水生成的糖醛衍生物与苯酚生成的橙

黄色化合物，在 485.5 nm处测定吸光值，而蒽酮-硫酸

法则是利用多糖在硫酸的作用下脱水生成糖醛衍生物

与蒽酮脱水缩合成蓝绿色化合物，在 620 nm处测定吸

光度。苯酚-硫酸法和蒽酮-硫酸法能够测定可溶性糖含

量，所以测得的多糖含量居于 4种方法的中间[18,21]。
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表1 四种方法测定藤茶样品中总多糖的含量及方法学考察结果

Table 1 The comparison of methodological and results of polysaccharide inAmpelopsis grossedentata by fourmethods (%, x±SD, n=3)

方法 总多糖含量 精密度 RSD 重复性 RSD 稳定性RSD 加标回收率

苯酚-硫酸法 59.43±6.87b 0.18±0.01d 1.56±0.10b 0.30±0.01d 100.41±0.97a

蒽酮-硫酸法 58.08±15.8c 1.4±0.10a 1.31±0.10c 1.57±0.12a 98.78±1.42a

硫酸-紫外法 53.56±14.41d 0.39±0.01c 0.48±0.00d 1.45±0.11b 100.97±2.30a

DNS法 61.65±10.64a 1.09±0.01b 1.65±0.12a 0.58±0.02c 99.40±1.89a

注：表中不同字母表示差异性显著（p<0.05）；差异性分析为相关指标同一列数据之间的比较。下表同。

表2 不同样品中多糖含量（幼嫩茎叶，mg/g）

Table 2 The polysaccharide content in different samples (young stems and leaves, mg/g)

方法 样品 1 样品 2 样品 3 样品 4 样品 5 样品 6 样品 7

苯酚-硫酸法 10.33±0.18b 10.43±0.19b 10.34±0.16b 10.47±0.16b 10.43±0.17b 10.03±0.17b 9.87±0.14b

蒽酮-硫酸法 9.98±0.14c 10.81±0.14a 10.17±0.11b 10.77±0.15a 9.84±0.14c 9.88±0.13b 8.71±0.11c

硫酸-紫外法 8.66±0.09d 9.13±0.10c 8.56±0.09c 8.83±0.09c 8.66±0.08d 8.53±0.08c 8.21±0.08d

DNS法 10.70±0.05a 11.04±0.04a 10.90±0.04a 10.97±0.07a 10.67±0.03a 10.62±0.05a 10.35±0.07a

表3 不同样品中多糖含量（粗老茎叶，mg/g）

Table 3 The polysaccharide content in different samples (coarse old stems and leaves, mg/g)

方法 样品 1 样品 2 样品 3 样品 4 样品 5 样品 6 样品 7

苯酚-硫酸法 30.31±1.18b 30.43±1.19b 30.34±1.23b 30.47±1.26b 30.43±1.27b 30.23±1.27b 29.77±1.19b

蒽酮-硫酸法 30.98±1.14b 30.81±1.14a 30.17±1.22b 30.77±1.15a 29.84±1.14c 29.98±1.23b 28.91±1.17c

硫酸-紫外法 28.36±1.19c 29.11±1.35c 28.56±1.09c 28.83±1.19c 28.76±1.38d 28.43±1.18c 28.31±1.28d

DNS法 33.71±1.15a 31.14±1.14a 30.91±1.04a 30.97±1.07a 30.97±1.14a 30.32±1.15a 30.35±1.05a

2.5 四种方法对不同样品多糖含量的测定

用苯酚硫酸法、蒽酮硫酸法、硫酸-紫外法、DNS
法分别对来自相同季节、不同地点的 7批样品中的多

糖含量进行了统一检测。由表 2和表 3可以看出，DNS
法检测的多糖含量最高，硫酸-紫外法检测的多糖含量

最低，7 个样品中总多糖含量幼嫩茎叶为 9.87~
10.47 mg/g、粗老茎叶为 29.77~30.47 mg/g。从统计学

来看，4 种方法检测的结果基本均存在显著性差异

（p＜0.05）。样品测定的多糖含量结果趋势与 4种方

法的方法学考察时的结果趋势一致。

3 结论

本研究以葡萄糖为对照品，选用苯酚-硫酸法、蒽

酮-硫酸法、硫酸-紫外法和DNS法对藤茶中的多糖含

量进行比较测定，四种测定方法相的最大紫外吸收波

长分别为 485.5、620、315和 510 nm，此时样品多糖

与标准品的峰形基本一致，对称性较好。四种方法的

单因素试验结果表明，在 0.5 mL藤茶粗多糖溶液（浓

度为 0.5 mg/mL）反应体系中，苯酚-硫酸法的最佳实

验条件为 500 μL浓硫酸、600 μL苯酚溶液、60 ℃水

浴温度和 20 min水浴时间，蒽酮-硫酸法的最佳实验

条件为 0.5 mg/mL 蒽酮-硫酸溶液 400 μL、100 ℃水

浴、水浴时间 20 min，硫酸-紫外法的最佳实验条件为

500 μL浓硫酸、水浴温度 25 ℃、水浴时间 20 min，
DNS法的最佳实验条件为 DNS用量 240 μL、水浴温

度 100 ℃，水浴时间 5 min，此时吸光值最大，实验

所用试剂和实验时间最少。四种方法的方法学分析结

果表明，四种方法均可用于藤茶多糖含量的测定。其

精密度的 RSD值均小于 1.5%，方法的精密度较好；

实验重复性的 RSD值均小于 2.0%，在误差允许范围

内，四种方法均有良好的重现性；在 120 min实验时

间内，4种方法的稳定性 RSD值均小于 1.6%，说明

方法测定所基于的产物是基本稳定，使用时只要严格

控制测定时间方法是稳定的；加标回收率结果显示，

四种方法之间数据没有显著性差异。但就藤茶多糖而

言，苯酚-硫酸法是最好的方法，其精密度最高（RSD
为 0.18%），稳定性最好（RSD为 0.30%），重复性（RSD
为 1.56%）、加标回收率（RSD为 100.41%）和最终测

得的多糖含量数值也处于 4种方法的中值。利用 4种
方法对藤茶幼嫩茎叶干燥样品进行测量，7个样品中

总多糖含量幼嫩茎叶为 9.87~10.47 mg/g、粗老茎叶为

29.77~30.47 mg/g。
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