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３，５－二硝基水杨酸法测定蔓菁中还原糖和总糖含量

高文军，李卫红△，王喜明，乔丽芳
（山西省医药与生命科学研究院，山西 太原 ０３０００６）

摘要：目的 建立测定晋南蔓菁还原糖和总糖含量的３，５－二硝基水杨酸比色（ＤＮＳ）法。方法 以葡萄糖为对照品，ＤＮＳ试剂的用量为

２．０ｍＬ，９０℃水浴加热６ｍｉｎ，于５４０ｎｍ波长下测定蔓菁中还原糖和总糖含量。结果 还原糖和总糖平均加样回收率分别为１０１．６６％
和 ９６．４４％，ＲＳＤ分别为 ２．８６％和 １．７１％（ｎ＝６）；３批蔓菁中还原糖和总糖的含量分别为 ５．８６％ ～６．９３％和 ４４．６５％ ～４６．５０％。
结论 该方法简便、准确、重复性好，可用于检测蔓菁中还原糖和总糖的含量。
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蔓菁 ＢｒａｓｓｉｃａｒａｐａＬ．为十字花科芸薹属植物蔓菁
的根，具有开胃消食、下气宽中、止咳化痰、利湿解毒、温

和脾胃之功效犤１犦。其根富含多种糖类犤２－３犦、有机酸、甾体、

三萜、生物碱犤４犦等化合物，以及核黄素、烟酸、维生素 Ｃ
及钙、磷、铁犤５犦等无机元素，具有抗缺氧、提高免疫力犤６犦、

抗辐射、滋补等功效。蔓菁在新疆、西藏、四川、陕西、山
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西等地多有种植。《食疗本草》《本草纲目》《千金方》《本

草从新》《名医别录》《药物宝库》等古代文献均有记载，

其中《本草纲目》有“辛、苦、平，无毒，可升可降，能汗能

吐，能下能利小便，又能明目解毒，其效甚伟”的描述。蔓

菁的藏药名为“妞玛”，具有解毒、滋补功效，主治各种中

毒症、“龙”病、身体虚弱等；维吾尔族名为“恰玛古”，是

维吾尔族人喜爱并有较长历史的药食同源之品，且以藏

药、维药的形式收载于卫生部药品标准中犤７犦。山西晋南

地区出产的蔓菁应用广泛，在当地已有上百年的食用历

史，其形似人参，在当地有“小人参”之称。对其物质基础

的研究有助于进一步开发利用该产品，为当地蔓菁资源

的利用提供依据。目前，仅对晋南蔓菁化学成分分析及

蛋白质含量测定有报道犤８犦，此外未见其他文献对晋南蔓

菁有研究。晋南蔓菁多糖含量较多，而植物多糖具有免

疫调节、抗疲劳、抗氧化、降血糖等作用犤９犦。为此，本研究

中建立了测定晋南蔓菁中糖含量的方法，为蔓菁的产品

开发提供参考。现报道如下。

１ 仪器与试药

１．１ 仪器
Ｂｉｏｍａｔｅ３Ｓ型紫外可见分光光度计（ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈｅｒ

公司）；ＡＵＷ２２０Ｄ型电子天平（Ｓｈｉｍａｄｚｕ公司，精度为
十万分之一）；ＷＢ－４型恒温水浴锅（常州峥嵘仪器有
限公司）；ＳＢ－５００ＤＴＹ型超声波多频清洗机（宁波新芝
生物科技有限公司）；ＸＦ－１００型粉碎机（江苏杰瑞尔电
器有限公司）；Ｖｏｒｔｅｘ－２型涡旋混匀仪（上海沪析实业
有限公司）。

１．２ 试药
蔓菁（采自山西运城，批号分别为 ２０１８１２２０，

２０１８１２３０，２０１９０１０５）；Ｄ－无水葡萄糖（中国食品药品检
定研究院，批号为１１０８３３－２０１２０５，含量不低于９９．５％）；
盐酸（国药集团化学试剂有限公司），３，５－二硝基水杨
酸（上海科丰化学试剂有限公司），苯酚（天津市申泰化

学试剂有限公司），均为分析纯；ＤＮＳ试剂（将 ６．９ｇ结
晶重蒸馏酚溶于１５．２ｍＬ１０％氢氧化钠溶液中，稀释至
６９ｍＬ后加入６．９ｇ亚硫酸氢钠，作为Ａ液；将２５５ｇ酒
石酸钾钠加入 ３００ｍＬ１０％氢氧化钠溶液中，再加入
８８０ｍＬ１％３，５－二硝基水杨酸溶液，作为 Ｂ液；将 Ａ
液、Ｂ液混合，得黄色溶液，贮于棕色瓶中备用，常温下放
置１周后使用犤１０犦）；其他试剂均为分析纯，水为纯净水。

２ 方法与结果

２．１ 溶液制备
对照品贮备溶液：精密称取 Ｄ－无水葡萄糖对照

品８．５３ｍｇ，用水溶解并定容至１０ｍＬ容量瓶中，摇匀，
作为对照品贮备溶液牗质量浓度为０．８４９ｍｇ／ｍＬ牘。

还原糖供试品溶液：取样品粉末（过 ２０目筛）约

０．１ｇ，精密称定，置具塞锥形瓶中，精密加入蒸馏水
２５ｍＬ，密塞，称定质量，超声处理 ２０ｍｉｎ，取出，放至室
温，再称定质量，补足减失质量，摇匀，滤过，即得。

总糖供试品溶液：取样品粉末（过２０目筛）约０．１ｇ，
精密称定，置具塞刻度大试管中，加６ｍｏｌ／Ｌ盐酸１０ｍＬ，
沸水浴水解 １０ｍｉｎ，取出，流水冷却至室温，用 ４０％氢
氧化钠溶液调至中性，加蒸馏水至 ２５ｍＬ，摇匀，过滤，
精密移取滤液１ｍＬ置５ｍＬ容量瓶中，加蒸馏水定容至
刻度，摇匀，即得。

２．２ 样品含量测定方法
精密量取以上还原糖供试品溶液、总糖供试品溶液

各２ｍＬ，置２５ｍＬ具塞刻度大试管中，空白对照组加蒸
馏水至 ２ｍＬ，各加入 ２ｍＬＤＮＳ试剂，摇匀，９０℃水
浴显色 ６ｍｉｎ，取出，流水冷却至室温，加水至２５ｍＬ，摇
匀，于５４０ｎｍ波长处检测吸光度。
２．３ 检测条件确定

检测波长：采用 ＤＮＳ法测定时波长的选择方法不
一，但多集中在４００～８００ｎｍ犤１１－１３犦。考虑到显色剂、紫外
分光光度计相关因素的影响，本研究中对 ＤＮＳ法测定
还原糖含量的最佳波长进行了筛选，在４００～８００ｎｍ波
长范围内对试验样品进行了扫描。精密量取稀释的对照

品贮备溶液和蒸馏水各 ２．０ｍＬ，分别置 ２５ｍＬ具塞试
管中，各加入２ｍＬＤＮＳ试剂，摇匀，９０℃水浴加热６ｍｉｎ，
迅速冷却，加水定容至 ２５ｍＬ，分别于 ４００～８００ｎｍ波
长范围内对葡萄糖显色液（以蒸馏水为空白对照）、ＤＮＳ
试剂（以蒸馏水为空白对照）、葡萄糖显色液（以ＤＮＳ试
剂为空白对照），确定检测波长。结果见图１。可见，葡萄
糖显色液（以ＤＮＳ试剂为空白对照）曲线最大吸收峰处
的波长为 ４９０ｎｍ，但在此波长下 ＤＮＳ也具有一定的吸
光度，选择４９０ｎｍ波长对样品的测定干扰较大。由另外
２条曲线可见，ＤＮＳ试剂以水为空白对照时，在低波长
处自身的吸收较明显，但随着波长的增大吸收越来越

小，当波长不短于５４０ｎｍ时，葡萄糖显色液（以ＤＮＳ试
剂为空白对照）曲线和葡萄糖显色液（以蒸馏水为空白

对照）曲线近乎重合。可见，当波长不短于 ５４０ｎｍ时，
ＤＮＳ试剂自身的吸收对葡萄糖显色液的干扰可忽略，故
将５４０ｎｍ作为检测波长。

Ａ

１．葡萄糖 －水空白
２．ＤＮＳ－水空白
３．葡萄糖 －ＤＮＳ空白

５

４

３

２

１

０
４００ ５００ ６００ ７００ ８００

λ／ｎｍ

图１ 葡萄糖溶液吸收光谱图
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０ １ ２ ３

Ｖ／ｍＬ

Ａ
０．４

０．３

０．２

０．１

０ ｔ／ｍｉｎ

Ａ

２ ４ ６ ８ １０ １２ １４

０．４

０．３

０．２

０．１

０ Ｔ／℃
５０ ６０ ７０ ８０ ９０ １００ １１０

Ａ
Ｂ

Ｃ
Ａ

ｔ／ｍｉｎ

０．５

０．４

０．３

０．２

０．１
０ １０ ２０ ３０ ４０ ５０

Ｄ
Ａ．显色剂用量 Ｂ．显色时间 Ｃ．显色温度 Ｄ．总糖水解时间

图２ 检测条件考察结果

显色剂用量：分别精密量取 ２ｍＬ还原糖供试品溶
液，置编号为 １～６号的 ２５ｍＬ具塞试管中，分别加入
０．５，１．０，１．５，２．０，２．５，３．０ｍＬＤＮＳ试剂，沸水浴中加
热１０ｍｉｎ，迅速冷却，用蒸馏水定容至２５ｍＬ，在５４０ｎｍ
波长下测定吸光度。结果见图２Ａ。可见，当ＤＮＳ试剂用
量为２ｍＬ时，用量继续增加，吸光度浮动较小。为了减小
ＤＮＳ试剂对吸光度测定的影响，用量不应小于２．０ｍＬ，
故本试验中ＤＮＳ试剂用量选择２．０ｍＬ。

显色时间：分别精密量取２ｍＬ还原糖供试品溶液，
置编号为 １～５号的 ２５ｍＬ具塞试管中，分别加入
２．０ｍＬＤＮＳ试剂，沸水浴分别加热 ４，６，８，１０，１２ｍｉｎ，
迅速冷却，用蒸馏水定容至 ２５ｍＬ，在 ５４０ｎｍ波长下
测定吸光度。结果见图 ２Ｂ。可见，沸水浴显色 ４，６，８，
１０，１２ｍｉｎ时的吸光度变化不明显，较稳定；当显色时间
长于 ４ｍｉｎ时，显色时间对于试验的影响不明显。考虑
到 ４ｍｉｎ时间过于短暂，显色时间过短操作较局促，故
本试验中最终选择６ｍｉｎ为显色时间。

显色温度：分别精密量取 ２ｍＬ还原糖供试品溶液
５份，置编号为１～５号的２５ｍＬ具塞试管中，分别加入
２．０ｍＬＤＮＳ试剂，分别在 ６０，７０，８０，９０，１００℃水浴
中加热 ６ｍｉｎ，迅速冷却，用蒸馏水定容至 ２５ｍＬ，在
５４０ｎｍ波长下测定吸光度。结果见图２Ｃ。可见，显色温
度达 ９０℃时，结果趋于稳定，故本试验中选择９０℃为
显色温度。

总糖水解时间：分别取蔓菁粉末（过２０目筛）６份，
每份约０．１ｇ，精密称定，置编号为 １～５号的具塞刻度
大试管中，加６ｍｏｌ／Ｌ盐酸 １０ｍＬ，分别沸水浴水解
５，１０，２０，３０，４０ｍｉｎ，取出，流水冷却至室温，用４０％氢
氧化钠溶液调至中性，加水至 ２５ｍＬ，摇匀，过滤，精
密量取滤液 １ｍＬ，置 ５ｍＬ容量瓶中，加水定容至刻
度，摇匀，即得总糖供试品溶液，按拟订检测方法测定。

结果见图２Ｄ。可见，水解时间为１０ｍｉｎ时吸光度最高，
１０ｍｉｎ后吸光度开始下降，趋势图同文献犤１４犦报道一
致，猜测可能水解液又发生了新的反应，故本试验中选

择１０ｍｉｎ为总糖的水解时间。
２．４ 方法学考察

标准曲线绘制：分别精密吸取对照品贮备溶液

０．２５，０．５０，１．００，２．００，３．００ｍＬ，置 ５ｍＬ容量瓶中，蒸
馏水定容至刻度，摇匀，即得系列质量浓度溶液。精密量

取对照品溶液 ２ｍＬ，置具塞刻度大试管中，加入 ２ｍＬ
ＤＮＳ试剂，摇匀，９０℃水浴显色 ６ｍｉｎ，取出，流水冷却
至室温，加水至 ２５ｍＬ，摇匀，在 ５４０ｎｍ波长处检测吸
光度。以质量浓度（Ｃ，ｍｇ／ｍＬ）为横坐标、吸光度（Ａ）为
纵坐标绘制标准曲线，得回归方程 Ａ＝１．１１２７Ｃ＋
０．０１９１，ｒ＝０．９９８９牗ｎ＝５牘。结果表明，葡萄糖质量浓

度在 ０．０４２４５～０．５０９４ｍｇ／ｍＬ范围内与吸光度线性
关系良好。

精密度试验：分别取蔓菁原料的还原糖、总糖供试

样品溶液，按样品测试方法连续测定６次，记录吸光度。
结果还原糖的吸光度分别为０．３００４，０．３００４，０．３００４，
０．３００５，０．３００５，０．３００５，总糖的吸光度分别为 ０４０５
６，０．４０５７，０．４０５３，０．４０５２，０．４０５６，０．４０６１，还原糖
和总糖的 ＲＳＤ分别为 ０．０２％和 ０．０８％（ｎ＝６），表明
仪器精密度良好。

稳定性试验：分别取蔓菁原料的还原糖、总糖供试

样品溶液，按样品测定方法测定，显色反应完成后，每隔

１０ｍｉｎ测定 １次。结果见表 １，表明样品在 ５０ｍｉｎ内稳
定性良好。

重复性试验：分别制备６份蔓菁原料的还原糖、总
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待测

成分

还原糖

总糖

０ｍｉｎ
０．３０２６
０．４１２２

１０ｍｉｎ
０．３０４５
０．４１３３

２０ｍｉｎ
０．３０５５
０．４１４０

３０ｍｉｎ
０．３０６６
０．４１５６

４０ｍｉｎ
０．３０７７
０．４１７０

５０ｍｉｎ
０．３０９０
０．４１８８

ＲＳＤ
（％）

０．７５
０．５９

Ａ
３．１５
３．２８
３．１８
３．１５
３．１５
３．１６

Ｂ
２２．４１
２２．３３
２２．３０
２２．１７
２２．２６
２２．３１

Ａ
３．１５
３．０１
３．１５
３．１４
３．２１
３．２４

Ｂ
２２．１１
２２．１６
２２．１７
２１．５３
２１．４７
２２．３７

Ａ
６．３３
６．２６
６．４３
６．３１
６．３２
６．６１

Ｂ
４３．６０
４３．６６
４３．５５
４２．７１
４２．７６
４４．６２

Ａ
１０１．９５
９９．００
１０３．１７
１００．６３
９８．７５
１０６．４８

Ｂ
９５．８４
９６．２５
９５．８５
９５．４０
９５．４８
９９．７３

Ａ

１０１．６６

Ｂ

９６．４４

Ａ

２．８６

Ｂ

１．７０

批次

２０１８１２２０
２０１８１２３０

还原糖

６．４２
５．８６

总糖

４６．５０
４４．６５

批次

２０１９０１０５
Ｘ

还原糖

６．９３
６．４０

总糖

４５．４３
４５．５３

表１ 稳定性试验结果牗ｎ＝６牘

吸光度

注：Ａ为还原糖，Ｂ为总糖。

样品含量（ｍｇ） 加入量（ｍｇ） 测得量（ｍｇ） 回收率（％） Ｘ（％） ＲＳＤ（％）
表２ 加样回收试验结果（ｎ＝６）

表３ ３批样品含量测定结果（％）

糖供试品溶液，按样品测试方法测定，记录吸光度，并计

算含量。结果还原糖平均含量为 ６．２９％、ＲＳＤ为
１．１３％（ｎ＝６），总糖平均含量为 ４４．５１％、ＲＳＤ为
２．０６％（ｎ＝６），表明方法重复性良好。

加样回收试验：分别称取 ６份还原糖、总糖蔓菁样
品，每份约０．０５ｇ，精密称定，分别准确加入无水葡萄糖
对照品适量，依法制备供试品溶液，按拟订样品测试方

法测定，记录吸光度，并计算含量。结果见表２。

２．５ 样品含量测定
取３批次样品，按拟订样品测定方法测定还原糖和

总糖含量，根据葡萄糖标准曲线，分别计算蔓菁样品中

还原糖和总糖含量。结果见表３。可见，晋南蔓菁还原糖
和总糖的百分含量分别为５．８６％～６．９３％，４４．６５％～
４６．５０％，还原糖和总糖含量均较高。由于糖类成分在晋
南蔓菁中占比较高，不同的糖对人体有重要的生理作

用，为下一步研究糖的组成和活性奠定了基础。

３ 讨论

测定样品中糖的含量经常采用的方法有苯酚 －硫
酸法犤１５犦、蒽酮 －硫酸法犤１６犦、３，５－二硝基水杨酸（ＤＮＳ）
法犤１７犦，但前２种方法用的硫酸腐蚀性较强，会造成一定
的安全隐患。另外，前２种方法不能对样品中单糖进行
测定，有一定局限性。ＤＮＳ法是半微量定糖法犤１８犦，该方

法操作简单、便捷、杂质干扰较少，便于批量测定，是一

种常用方法。该方法的原理是在碱性条件下，还原糖将

３，５－二硝基水杨酸中的硝基还原成氨基，生成橘红色

化合物，在一定范围内，还原糖含量与颜色成正比。本研

究中同时考察了 ＤＮＳ试剂用量、显色温度和反应时间，
保证了反应的可靠性。经方法学考察，ＤＮＳ法重复性好、
操作简便、快速、准确、灵敏，可用于测定晋南蔓菁中多

糖的含量。
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中国医药科技出版社，２０１５：１１１２．

犤１１犦曾志恒，曾 辉，程 翊，等 ．双孢蘑菇发酵液还原糖和总
糖的含量测定犤Ｊ犦．中国食用菌，２０１８，３７（６）：４０－４３．

犤１２犦赵 凯，许鹏举，谷广烨．３，５－二硝基水杨酸比色法测定还
原糖含量的研究犤Ｊ犦．食品科学，２００８，２９（８）：５３４－５３６．

犤１３犦王鹏亭，赵宗杰，周荣灵，等 ．３，５－二硝基水杨酸法测定樟
芝中多糖的含量犤Ｊ犦．食品研究与开发，２０１６，３７（９）：１６３－１６７．

犤１４犦程 柳，李 静 ．３，５－二硝基水杨酸法测定山楂片中还原
糖和总糖含量犤Ｊ犦．轻工科技，２０１６（３）：２５－２８．

犤１５犦梁 琰，赵志国，张敏敏，等 ．超声辅助提取苯酚 －硫酸法
测定野生平盖灵芝多糖含量犤Ｊ犦．食品研究与开发，２０１８，

３９（１６）：１２５－１２９．
犤１６犦冯文军，李文春，解黎雯，等 ．改良硫酸 －蒽酮法测定双黄

连粉针剂中总糖的含量犤Ｊ犦．中国科技纵横，２０１８（１３）：

１８６－１８８．
犤１７犦杨 玉，胡 亮，王 芳．３，５－二硝基水杨酸吸光光度法测

定马铃薯淀粉废水中还原糖含量犤Ｊ犦．甘肃科技，２０１３，

２９（５）：１３９－１４０．
犤１８犦宋娇娇，裴 斐，马 勇，等 ．３，５－二硝基水杨酸法测定黄

水中总糖的含量犤Ｊ犦．酿酒科技，２０１９（４）：１１３－１１７．
牗收稿日期：２０１９－０９－２５牘
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