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　 　 ［摘要］ 　目的 　建立蒲地灌肠液中总多糖的含量测定方法 。方法 　采用苯酚唱硫酸法显色 ，紫外分光光度法在 ４８８ ．８ nm
波长处测定总多糖的含量 。结果 　 总多糖在 ０ ～ ２２ ．６３５ mg／L 范围内呈良好线性关系 ；其回归方程为 Y ＝ ０ ．０６２ ０６ X －

０ ．００３ ３４（r ＝ ０ ．９９９ ８） ，回收率为 ９８ ．３６％ ，RSD为 ２ ．３４％ （n＝ ６） 。结论 　该方法灵敏 、快速 、准确 、可靠 ，可用于蒲地灌肠液中

总多糖含量的测定 。
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The methodology validation and content assay of total polysaccharides in Pudi
Enema
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pital of Xiamen University ，a ．Compounding Pharmacy ；b ．Central Pharmacy ，Zhangzhou ３６３０００ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To establish the assay method for the total polysaccharide in Pudi Enema ．Methods 　 Phenol唱sulfu唱
ric acid method was used for chromogenic reaction ．The content of total polysaccharide was measured by UV spectrophotome唱
try at ４８８ ．８ nm ．Results 　 The total polysaccharides calibration curve was at the range of ０ ～ ２２ ．６３５ mg／L ，with regression
function being Y ＝ ０ ．０６２ ０６ X － ０ ．００３ ３４ （ r ＝ ０ ．９９９ ８ ） ． The recovery of calycosin was ９８ ．３６％ （RSD ＝ ２ ．３４％ ） ．

Conclusion 　 This method is sensitive ，rapid ，accurate and reliable ．It can be used to assay the content of total polysaccharide in
Pudi Enema ．
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　 　蒲地灌肠液是解放军 １７５医院根据临床协定处

方研制而成的中药复方制剂 ，临床用于治疗慢性盆

腔炎 ，通过保留灌肠给药而发挥活血化瘀 、抗菌消炎

和增强免疫力等功效 。处方由蒲公英 、紫花地丁 、柴

胡 、鱼腥草 、当归 、红花等 １０ 味中药组成 ，其中鱼腥

草 、柴胡 、当归等 ７味中药中含有多糖 ，具有抗菌消

炎 、抗氧化及增强免疫力等作用［１唱４］
。为加强该制剂

的质量控制 ，笔者参考有关文献［５唱７］
，设计了其总多

糖含量测定的方法并进行验证［８］
。

1 　仪器与试药

　 　 UV唱２５５０型紫外唱可见分光光度计（岛津公司） ；

AUX２２０型电子分析天平（岛津公司） ；数显恒温水

浴锅（江苏省金坛市江南仪器厂） 。浓硫酸等均为分

析纯 ，苯酚为药用标准 ，水为纯化水 。无水葡萄糖对

照品 （中国药品生物制品检定所 ，批号为 １１０８３３唱

２００９０４） ，蒲地灌肠液 （自制 ，批号为 ２０１４０１０２ 、

２０１４０１０３ 、２０１４０１０４） 。

2 　方法与结果

2 ．1 　溶液的制备
2 ．1 ．1 　 ５％ 苯酚溶液 　取苯酚 １５０ g 、铝片 ０ ．１５ g 、
碳酸钠 ０ ．０７５ g ，置 ２５０ ml圆底烧瓶中 ，加热蒸馏 ，

收集沸点 １８２ ℃的蒸馏液 ，常温下析出纯苯酚结晶

约 ３５ g 。称取纯苯酚结晶 ５ ．０ g ，加水稀释定量至
１００ ml ，摇匀后转移至 １００ ml 棕色瓶中 ，置冷处保

存 ，备用 。

2 ．1 ．2 　对照品溶液 　精密称取 １０５ ℃ 干燥至恒重

的葡萄糖对照品 ５ ．０３ mg ，置 ２００ ml 容量瓶中 ，加

水溶解并稀释至刻度 ，摇匀 ，即得葡萄糖对照品储备

液（２５ ．１５ mg／L ） 。 精密量取储备液 ５０ ml 置
１００ ml容量瓶中 ，加水至刻度 ，摇匀 ，即得对照品溶

液（１２ ．５７５ mg／L） 。
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2 ．1 ．3 　 １％ 、０ ．４％ 和 ０ ．２％ 供试品溶液 　取批号为

２０１４０１０２ 的蒲地灌肠液 １００ ml ，离心 １５ min
（４ ０００ r／min） ，精密量取上清液 １ ．０ ml ，３ 份 ，分置

１００ 、２５０ 、５００ ml 容量瓶中 ，加水至刻度 ，摇匀 ，

即得 。

2 ．2 　总多糖含量测定方法学研究
2 ．2 ．1 　测定波长 、供试品溶液浓度考察 　精密量取

对照品储备液 ０ ．５ 、１ ．０ ml ，１％ 、０ ．４％ 和 ０ ．２％ 供试

品溶液各 １ ．０ ml ，水 ２ ．０ ml ，分置 ６支 １５ ml具塞刻
度试管中 。前 ５管加水使成 ２ ．０ ml ，各管加 ５％ 苯

酚溶液 １ ．０ ml ，摇匀后分别加浓硫酸 ５ ．０ ml ，振荡
摇匀放置１０ min ，１００ ℃水浴中保温显色 １５ min ，取
出置冰水浴冷却至室温 。以第 ６ 管作参比管 ，采用

UV唱２５５０型紫外唱可见分光光度计 ，在 ２００ ～ ６５０ nm
波长范围内扫描 。结果见图 １ ，５种溶液的最大吸收

波长均为 ４８８ ．８ nm 。对照品储备液 ０畅５ ml ，０ ．２％

供试品溶液 １畅０ ml测得的吸光度值在 ０畅６ ～ ０畅８范

围 。考虑到试验平行性 ，后续统一取样１ ．０ ml用于
测定 。

图 1 　供试品溶液和对照品溶液最大吸收波长扫描图
a ：１％ 供试品溶液 ；b ：０ ．４％ 供试品溶液 ；c ：对照品储备液
１ ．０ ml ；d ：０ ．２％ 供试品溶液 ；e ：对照品储备液 ０ ．５ ml

2 ．2 ．2 　 ５％ 苯酚溶液最佳用量考察 　精密量取对照

品溶液 、０ ．２％ 供试品溶液（下称“供试品溶液”）各

１ ．０ ml ，各 ５份 ，分置 １５ ml 具塞刻度试管中 ，分别

加水 １ ．０ ml ，加 ５％ 苯酚溶液 ０ ．４ 、０ ．８ 、１ ．２ 、１ ．６ 、

２ ．０ ml ，摇匀 ，加浓硫酸 ５ ．０ ml ，按“２ ．２ ．１”项下进行

显色处理 ，于 ４８８ ．８ nm 波长处测定吸光度 ，结果见

图 ２ ，５％ 苯酚溶液用量在 ０ ．８ml和 １ ．２ml之间对吸
光度的影响趋于平缓 ，为方便实验操作 ，确定 ５％ 苯

酚溶液用量为 １畅０ ml 。
2 ．2 ．3 　浓硫酸最佳用量考察 　 精密量取对照品溶

液 、供试品溶液各１畅０ ml ，各 ５份 ，分置 １５ ml 具塞

图 2 　 5％ 苯酚溶液用量对吸光度的影响

刻度试管中 ，加水 １畅０ ml ，加入 ５％ 苯酚溶液

１畅０ ml ，摇匀后再分别加入浓硫酸 ３畅０ 、４畅０ 、５畅０ 、

６畅０ 、７畅０ ml ，按 “２畅２畅１”项下进行显色处理 ，于

４８８畅８ nm 波长处测定吸光度 ，结果见图 ３ ，浓硫酸

用量为 ５畅０ ml时 ，对照品溶液和供试品溶液吸光度

最佳 ，故浓硫酸用量以 ５畅０ ml为宜 。

图 3 　浓硫酸用量对吸光度的影响

2 ．2 ．4 　显色反应最佳温度考察 　 精密量取对照品

溶液 、供试品溶液各 １ ．０ ml ，各 ５份 ，分置 １５ ml具
塞刻度试管中 ，加水 １ ．０ ml ，加入 ５％ 苯酚溶液

１ ．０ ml ，摇匀后分别加浓硫酸 ５ ．０ ml ，按“２ ．２ ．１”项

下方法分别在 ６０ ℃ 、７０ ℃ 、８０ ℃ 、９０ ℃ 、１００ ℃ 水

浴中进行显色处理 ，于 ４８８ ．８ nm 波长处测定吸光
度 ，结果见图 ４ ，显色温度为 ８０ ℃时 ，对照品溶液和

供试品溶液吸光度最佳 ，故显色反应最佳温度

为 ８０ ℃ 。

2 ．2 ．5 　显色反应最佳时间考察 　 精密量取对照品

溶液 、供试品溶液各 １ ．０ ml ，各 ５份 ，分置 １５ ml具
塞刻度试管中 ，加水 １ ．０ ml ，加入 ５％ 苯酚溶液

１ ．０ ml ，摇匀后分别加浓硫酸 ５ ．０ ml ，振荡摇匀放
置 １０ min ，置 ８０ ℃ 水浴中分别显色 ５ 、１０ 、１５ 、２０ 、

２５ min后 ，取出置冰水浴冷却至室温 ，于 ４８８ ．８ nm
波长处测定吸光度 ，结果见图 ５ ，显色反应时间在

９４２

药学实践杂志 　 ２０１７ 年 ５ 月 ２５日第 ３５ 卷第 ３ 期

Journal of Pharmaceutical Practice ，Vol ．３５ ，No ．３ ，May ２５ ，２０１７



图 4 　显色温度对吸光度的影响

１５ min时吸光度最佳 ，超过１５ min以后吸光度呈下
降趋势 ，故显色反应最佳时间为１５ min 。

图 5 　显色时间对吸光度的影响

2 ．2 ．6 　测定方法 　综合以上考察结果 ，确定蒲地灌

肠液总多糖的含量测定方法为 ：精密量取供试品上

清液 １ ．０ ml ，加水定容至 ５００ ml 。再精密量取稀释
液 １ ．０ ml ，加水 １ ．０ ml ，加 ５％ 苯酚溶液 １ ．０ ml ，摇
匀后加浓硫酸 ５ ．０ ml ，振荡摇匀放置 １０ min ，置
８０ ℃水浴显色 １５ min 后 ，取出置冰水浴冷却至室

温 ，于 ４８８ ．８ nm 波长处测定吸光度 ，计算总多糖

含量 。

2 ．3 　总多糖含量测定方法学验证
2 ．3 ．1 　标准曲线与回归方程 　 精密量取对照品溶

液 ０ ．０ 、０ ．３ 、０ ．６ 、１ ．０ 、１ ．４ 、１ ．８ ml ，分置 ６ 支 １５ ml
具塞刻度试管中 ，照“２ ．２ ．６”项下处理 ，以第 １ 管作

参比 ，在 ４８８ ．８ nm 处测定吸光度 。以吸光度为纵

坐标 ，浓度值为横坐标进行线性回归 ，得曲线方程

Y ＝ ０ ．０６２ ０６ X － ０ ．００３ ３４（r ＝ ０ ．９９９ ８） ，表明葡萄

糖浓度在 ０ ～ ２２ ．６３５ mg／L范围内与吸光度呈良好
的线性关系 。

2 ．3 ．2 　稳定性试验 　精密量取供试品溶液１ ．０ ml ，
照“２ ．２ ．６”项下处理 ，以 ２ ml 水同法处理作参比溶
液 ，在 ４８８ ．８ nm处分别于 ０ 、０ ．５ 、１ 、２ 、３ 、４ h时测定

吸光度 ，测得总多糖含量分别为 １３ ．２５４ 、１３ ．１５７ 、

１３ ．１１８ 、１２ ．９０７ 、１２ ．７５５ 、１２ ．５０８ mg／L ，均值为

１２ ．９４９ ８ mg／L ，RSD ＝ ２ ．１８％ （n ＝ ６ ） ，说明显色

后的样品溶液在 ４ h内稳定 。

2 ．3 ．3 　重复性试验 　精密量取供试品溶液１ ．０ ml ，
６份 ，照“２ ．２ ．６”项下处理 ，以 ２ ml水同法处理作参
比溶液 ，在 ４８８ ．８ nm 处测定吸光度 ，测得总多糖含

量分别为 １３ ．０２８ 、１３ ．０８７ 、１２ ．８６６ 、１２ ．５５７ 、１２ ．７７４ 、

１３ ．０９５ mg／L ，均值为 １２ ．９０１ mg ／L ，RSD ＝ １ ．６４％

（n＝ ６） 。

2 ．3 ．4 　回收率试验 　 精密量取对照品溶液和已知

含量的供试品溶液各 ０ ．５ ml ，６份 ，照“２ ．２ ．６”项下

处理 ，以 ２ ．０ ml 水同法处理作参比溶液 ，在

４８８ ．８ nm处测定吸光度 ，计算总多糖含量（mg／L ） ，

回收率计算结果见表 １ 。

表 1 　加样回收率试验结果（n＝ ６）

序号
供试品
加入量
（mg）

对照品
加入量
（mg）

测得量
（mg）

回收率
（％ ）

平均回
收率
（％ ）

RSD
（％ ）

１ -６ 刎．４５０ ５ ６ I．２８７ ５ １２ 痧．７９５ １００ 妸．９１

２ -６ 刎．４５０ ５ ６ I．２８７ ５ １２ 痧．５６０ ９７ 妸．１７

３ -６ 刎．４５０ ５ ６ I．２８７ ５ １２ 痧．８２２ １０１ 妸．３４
９８ 乙．３６ ２  ．３４

４ -６ 刎．４５０ ５ ６ I．２８７ ５ １２ 痧．６３６ ９８ 妸．３８

５ -６ 刎．４５０ ５ ６ I．２８７ ５ １２ 痧．４７９ ９５ 妸．８８

６ -６ 刎．４５０ ５ ６ I．２８７ ５ １２ 痧．５１８ ９６ 妸．５０

2 ．4 　蒲地灌肠液中试产品总多糖含量测定 　 取留

样室蒲地灌肠液 ３ 批（批号为 ２０１４０１０２ 、２０１４０１０３ 、

２０１４０１０４） ，照“２ ．２ ．６”项下测定 ，测得总多糖含量分

别为 １２ ．７２９ 、１３ ．２０５ 、１２ ．１８３ mg／L ，３ 批中试产品

的总多糖含量分别为 ５ ．０９％ 、５ ．２８％ 和 ４ ．８７％ 。

3 　讨论

　 　苯酚唱硫酸法［５唱７］测定多糖含量被广泛应用于中

药制剂 ，其原理是多糖经浓硫酸水合时 ，产生的高温

使其迅速水解成单糖 ，并快速脱水生成糖醛衍生物 ，

后者与苯酚缩合成有色化合物 ，在 ４８８ ．８ nm 波长
处有特征吸收 。其吸光度与含量成正比 ，故可用于

测定样品中多糖含量 。采用苯酚唱硫酸法测定多糖

含量时 ，常用葡萄糖作为标准品 ，建立葡萄糖与苯

酚唱硫酸显色后在特定波长处吸光度与葡萄糖浓度

的标准曲线 ，计算得出回归方程和相关系数 ，其测定

结果为蒲地灌肠液总多糖含量的一个间接指标 。

　 　相关研究表明 ，在使用苯酚唱硫酸法测定多糖含

量时 ，影响结果的因素较多 ，包括苯酚用量 、硫酸用
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量 、反应温度 、反应时间等［９ 、１０］
。 为使测定结果可

靠 ，笔者对显色反应条件 ，包括 ５％ 苯酚溶液用量 、

硫酸加入量 、显色温度和规定温度下水浴时间等进

行考察 ，各考察因素对测定结果均有一定影响 。实

验时 ，应注意严格按考察选定的条件进行试验 。苯

酚唱硫酸法对有机物十分敏感 ，供试品溶液制备和测

定过程应注意避免有机物的污染 ，如不宜使用易产

生纤维的物质擦拭移液管口 、烧杯和比色皿等 。另

外 ，应注意硫酸的纯度 ，笔者实验时曾用某厂的分析

纯硫酸 ，加入参比管后参比液本应无色的却显微红

色 ，经更换其它厂家硫酸后实验得以继续 ，提示硫酸

中的杂质对显色反应有影响 。

　 　综上所述 ，通过方法学效能指标（线性关系 、稳

定性 、重复性 、回收率等）的验证 ，表明苯酚唱硫酸法

可以用于蒲地灌肠液总多糖的含量测定 ，且技术操

作简单 ，稳定性好 ，经济可行 ，结果准确可靠 。
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制 P唱gp的活性 ，降低细胞对化疗药物的外排作用 ，

增加化疗药物在肿瘤细胞内的蓄积 ，以期达到更好

的抑制肿瘤的效果 。

　 　本研究首先建立了DOX 和 ELC两种药物的体
外分析方法 ，为纳米粒的包封率和载药量的测定提

供了研究基础 。采用纳米沉淀法成功制备了共载

DOX 和 ELC的 PLGA 纳米粒 ，其粒径在 ５０ nm 左
右 ，分布均匀 ，通过处方优化 ，使纳米粒包载的两种

药物达到最佳协同比例 。后续药效学研究还需通过

体外细胞实验和体内抗肿瘤实验进一步考察 。
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