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摘　要 : 采用分光光度法测定鸡枞菌发酵菌丝体中皂甙含量。以人参皂甙 Rg1为对照品 ,在吸收

波长为 550 nm下 ,标准浓度在 10～240μg范围内 ,浓度与吸光度呈良好的线性关系 ,回归方程为 :

Y = 01003 0 X - 010405 , R2 = 01998 4。加样平均回收率为 9914 % ,相对标准偏差 ( RSD) 为

1197 % ,精密度的 RSD为 1189 % ,鸡枞菌丝体皂甙类含量为 2169 mg/ g菌丝体。方法操作简单快

速 ,灵敏度高且比较准确。
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Abstract : In t his st udy , t he spect rop hotomet ric met hod was used for determining the content of

saponins f rom t he mycelia in submerged cult ure. Ginsenoside Rg1 as t he standard , at 550 nm ,

t he linear range of the saponins concent ration was f rom 10μg to 240μg , and the regressive

equation was Y = 01003 0 X - 01040 5 , R2 = 01998 4. The recovery rate was 9914 % and t he

relative standard deviation ( RSD) was 1197 %. The relative standard deviation ( RSD) of t he

accuracy was 1189 %. The content of saponins f rom t he mycelia in submerged cult ure was about

2169 mg/ g. The met hod presented here has been proven to be convenient to operate and t he

result is accurate and highly sensitive.
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菌[1 ] ,主要分布于非洲热带、亚洲热带、南太平洋岛

屿和亚洲的亚热带地区[ 2 ]。鸡枞菌肉质细嫩 ,气味

浓香 ,味道鲜美 ,营养丰富。现代医学研究证明 ,鸡

枞菌有增强人体免疫功能、预防肠癌、养血润燥健

脾胃等功效 ,适用于食欲不振、虚劳怔忡、痔疮下血

者等[ 3 ] ,为古今中外颇受赞美的名贵食用菌 ,对其

鸡枞发酵产品做详细的研究[ 4 ] ,为近年所关注。

皂甙是鸡枞菌中的主要活性成分 ,是极具潜力

的天然产物资源之一 ,受到人们广泛的关注。目

前 ,常用正丁醇来萃取中药材和植物中的总皂甙 ,

然后采用香草醛 - 高氯酸比色法来测定其含量 ,该

法具有灵敏性高 ,稳定性好的特点[5 ]。但是由于该

法在香草醛 - 高氯酸显色前需要将沸点较高的溶

剂正丁醇加热挥发干 ,需要较长时间 ,而且长时间

在高温下烘干可能引起皂甙的结构变化 ,从而影响

结果的准确性。本文在原有香草醛 - 高氯酸法的

基础上改进条件 ,采用无水硫酸镁吸去正丁醇溶液

中含有的水份 ,以避免水对显色反应的影响 ,然后

对皂甙的正丁醇溶液直接用香草醛 - 高氯酸法测

定皂甙含量。本实验为研究发酵过程中鸡枞皂甙

的变化规律提供了简便快速的测定方法 ,为鸡枞的

进一步开发和综合利用提供理论依据和科学参考。

1　材料与方法

1. 1　材料与仪器

人参皂甙 Rg1 :中国药品生物制品检定所产

品 ,≥9717 %) 。高氯酸、冰醋酸、香草醛等均为分

析纯。D K28 K型电热恒温水槽 :上海精宏实验设备

有限公司产品 ; UV22100紫外可见光光度计 : UN I2
CO ; 数显鼓风干燥箱 :上海博迅实业有限公司医疗

设备厂产品。

1. 2　菌株与培养方法

鸡枞菌菌种 (J N PF2TA01) :保藏于江南大学医

药学院制药工程实验室 ;

种子培养基 :葡萄糖 2 g/ dL、酵母粉 012 g/ dL、

硫酸镁 01075 g/ dL、磷酸二氢钾 0115 g/ dL ,p H 值

用柠檬酸调为 415。500 mL 摇瓶装液量为 100 mL

培养基 ,在 150 r/ min ,28 ℃条件下培养 3 d。

发酵培养基 :葡萄糖 3 g/ dL、酵母粉 012 g/ dL、

硫酸镁 011 g/ dL、磷酸二氢钾 012 g/ dL ,p H 值用

柠檬酸调为 415。接种体积分数为 5 % ,500 mL 摇

瓶装液量为 100 mL 培养基 ,在 150 r/ min ,28 ℃条

件下培养 8 d。发酵结束后发酵液中菌丝体质量分

数为 111 %。

1. 3　实验方法

1 . 3 . 1　比色条件的选择

1) 最大吸收波长的确定 　准确称取干燥至恒

重的人参皂甙 Rg1标准品 2010 mg于 100 mL 的容

量瓶中 ,甲醇溶解并稀释至刻度 ,即配制为质量浓

度 012 mg/ mL 的标准品溶液。

取人参皂甙 Rg1标准品溶液 014 mL 于 10 mL

具塞磨口试管中 ,水浴加热蒸干 ,加 014 mL 用硫酸

镁干燥后的正丁醇 ,加新鲜配制的体积分数为 5 %

香草醛 - 冰醋酸溶液 012 mL 和高氯酸 018 mL ,摇

匀 ,60 ℃水浴加热 15 min ,取出后立即用冰水冷却 ,

加入 5 mL 冰醋酸稀释 ,摇匀 ,在 400～700 nm处扫

描 ,确定最大吸收波长。

图 1　显色体系的吸收光谱图

Fig. 1　Absorption spectrum of color system

　　将显色溶液在 400～700 nm范围内进行扫描 ,

如图 1所示 ,在 550 nm处有最大吸收峰 ,所以选用

此波长为比色分析的波长。

2) 香草醛用量的选择　取人参皂甙 Rg1标准

品溶液 014 mL 于 10 mL 具塞磨口试管中 ,水浴加

热蒸干 ,加 014 mL 用硫酸镁干燥后的正丁醇 ,加不

同体积新鲜配制的体积分数 5 %香草醛 - 冰醋酸溶

液和高氯酸 018 mL ,摇匀 ,60 ℃水浴加热 15 min ,

取出后立即用冰水冷却 ,加入 5 mL 冰醋酸稀释 ,摇

匀 ,在 550 nm波长下测定吸光度。

　　如图 2所示 ,当体积分数为 5 %香草醛 - 冰醋

酸溶液用量达到 012 mL 后 ,反应的吸光度变化很

小 ,所以选用 012 mL 体积分数 5 %香草醛冰醋酸溶

液用量为香草醛 - 冰醋酸溶液的最适用量。

3) 高氯酸用量的选择　取人参皂甙 Rg1标准

品溶液 014 mL 于 10 mL 具塞磨口试管中 ,水浴加

热蒸干 ,加 014 mL 用硫酸镁干燥后的正丁醇 ,加新

鲜配制的体积分数 5 %香草醛 - 冰醋酸溶液 012

mL 和不同体积的高氯酸 ,摇匀 ,60 ℃水浴加热 15

min ,取出后立即用冰水冷却 ,加入 5 mL 冰醋酸稀
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释 ,摇匀 ,在 550 nm波长下测定吸光度。

图 2　体积分数 5 %香草醛 - 冰醋酸溶液用量对显色

反应的影响

Fig. 2 　Effect of 5 % vanillin2acetic acid dosage on the

color reaction

图 3　高氯酸用量对显色反应的影响

Fig. 3　Effect of perchloric acid dosage on the color re2
action

　　如图 3所示 ,当高氯酸用量大于 018 mL 时 ,反

应的吸光度变化很小 ,所以选用 018 mL 高氯酸用

量为高氯酸的最适用量。

4) 显色温度的选择　取人参皂甙 Rg1标准品

溶液 014 mL 于 10 mL 具塞磨口试管中 ,水浴加热

蒸干 ,加 014 mL 用硫酸镁干燥后的正丁醇 ,加新鲜

配制的体积分数 5 %香草醛 - 冰醋酸溶液 012 mL

和高氯酸 018 mL ,摇匀 ,不同温度下水浴加热 15

min ,取出后立即用冰水冷却 ,加入 5 mL 冰醋酸稀

释 ,摇匀 ,在 550 nm波长下测定吸光度。

图 4　显色温度对显色反应的影响

Fig. 4　Effect of color temperature on the color reaction

　　如图 4所示 ,反应的吸光度随着温度的提高而

增加 ,当温度超过 60 ℃后 ,反应的吸光度下降很

小 ,所以选用 60 ℃为反应的最适温度。

5) 显色时间的选择　取人参皂甙 Rg1 标准品

溶液 014 mL 于 10 mL 具塞磨口试管中 ,水浴加热

蒸干 ,加 014 mL 用硫酸镁干燥后的正丁醇 ,加新鲜

配制的体积分数 5 %香草醛 - 冰醋酸溶液 012 mL

和高氯酸 018 mL ,摇匀 ,60 ℃水浴加热不同时间 ,

取出后立即用冰水冷却 ,加入 5 mL 冰醋酸稀释 ,摇

匀 ,在 550 nm波长下测定吸光度。

图 5　显色时间对显色反应的影响

Fig. 5　Effect of color time on the color reaction

　　如图 5所示 ,反应的吸光度随着时间的增加而

增加 ,当时间超过 15 min后 ,反应的吸光度增加减

慢 ,所以选用 15 min为反应的最适时间。

1 . 3 . 2 　标准曲线的测定　依次精确吸取人参皂甙

Rg1 标准品溶液 0100、0105、0110、0120、0140、

0160、0180、1100 、1120 mL 至 10 mL 的具塞试管

中 ,加热挥尽溶剂 ,加 014 mL 用硫酸镁干燥后的正

丁醇 ,按前述方法显色 ,550 nm处测定吸光度 ,并以

人参皂甙 Rg1 质量 (μg)为横坐标 ,吸光度为纵坐

标 ,。以试剂空白为参比液 ,绘制成标准曲线 ,求出

回归方程、相关系数以及线性范围。

1 . 3 . 3　测定方法的评价

1) 测定方法的稳定性　取人参皂甙 Rg1标准

品溶液 014 mL 于 10 mL 具塞磨口试管中 ,水浴蒸

干 ,加 014 mL 用硫酸镁干燥后的正丁醇 ,加入体积

分数 5 %的香草醛 - 冰醋酸溶液 012 mL ,加入高氯

酸 018 mL ,摇匀 ,60 ℃恒温水浴加热 15 min ,取出

后立即冷却 ,加入 5 mL 冰醋酸稀释 ,同时做空白 ,

在 550 nm波长下测定吸光度在不同时间的变化。

2) 测定方法的精密度　采用 L u的方法提取鸡

枞菌丝体皂甙类化合物[6 ]。分别准确称取 6份烘至

恒重的鸡枞菌丝体 016 g ,加 10 mL 水 80 ℃浸提 2

h ,过滤 ,滤液用 5 mL 石油醚萃取 2 次。弃去石油

醚相 ,水相用 5 mL 水饱和正丁醇萃取两次 ,合并正
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丁醇相 ,用无水硫酸镁干燥至无水 ,定容至 10 mL。

取样品溶液 014 mL 于 10 mL 具塞磨口试管中 ,按

前述方法显色并测定吸光度 ,同时做空白 ,在 550

nm波长下测定吸光度。

3) 加样回收率　将样品准确测定后 ,加入已知

量人参皂甙 Rg1标准品溶液进行测定 ,以实际测得

的样品中皂苷含量的增加量除以加标量即为加标

回收率。

1 . 3 . 4 　鸡枞快速测定方法与原来测定方法的比较

　采用 L u 的方法提取鸡枞菌丝体皂甙类化合

物[6 ]。取 016 g烘至恒重的鸡枞菌丝体 ,加 10 mL

水 80 ℃浸提 2 h ,过滤 ,滤液用 5 mL 石油醚萃取 2

次。弃去石油醚相 ,水相用 5 mL 水饱和正丁醇萃

取两次 ,合并正丁醇相 ,用无水硫酸镁干燥至无水 ,

定容至 10 mL。取样品溶液 014 mL 于 10 mL 具塞

磨口试管中 ,按前述方法显色并测定吸光度 ,计算

皂甙的含量。另外 ,按照传统的香草醛 - 高氯酸法

测定吸光度 ,计算皂甙的含量 ,比较两种方法测定

的结果。

1 . 3 . 5 　鸡枞菌丝体和子实体中总皂甙的提取和含

量的分析　采用 L u的方法分别提取鸡枞菌丝体和

子实体的皂甙类化合物[6 ]。分别取 016 g烘至恒重

的鸡枞菌丝体和鸡枞子实体 ,加 10 mL 水 80℃浸提

2 h ,过滤 ,滤液用 5 mL 石油醚萃取 2 次。弃去石

油醚相 ,水相用 5 mL 水饱和正丁醇萃取两次 ,合并

正丁醇相 ,用无水硫酸镁干燥至无水 ,定容至 10

mL。取样品溶液 014 mL 于 10 mL 具塞磨口试管

中 ,按前述方法显色并测定吸光度 ,计算皂甙的含

量。

图 6　人参皂甙的标准曲线

Fig. 6　Standard curve of the saponin

　　如图 6所示 ,以人参皂甙 Rg1的微克数为横坐

标 ,吸光度为纵坐标 ,得到标准曲线 ,其回归方程

为 : Y = 01003 0 X - 01040 5 ,其中 : X 为质量 (μg) , Y

为吸光度 , R2 = 01998 4。说明在 10～240μg范围

内呈良好的线性关系。

2　结果与讨论

2. 1　测定方法的评价

2 . 1 . 1　测定方法的稳定性　图 7为人参皂甙标样

经显色反应后反应溶液的吸光值随时间变化曲线。

从图中看出 ,显色反应后 20 min内反应溶液的吸光

度变化很小 ,而 20 min 以后则溶液吸光度缓慢下

降 ,所以吸光度测定应该在显色后 20 min内进行。

图 7　显色反应的稳定性

Fig. 7　The stability of color reaction

2 . 1 . 2 　测定方法的精密度　测定方法的精密度如

表 1 所示 , 6 次实验所得样品的平均吸光度为

01155 , RS D = 1189 % ,说明该测定方法具有较好的

精密度。
表 1　测定方法的精密度

Tab. 1　Determination of precision

测定
次数
吸光度/
值

平均
吸光度/值 RSD/ %

1 0. 151

2 0. 154

3 0. 155 0. 155 1. 89

4 0. 158

5 0. 154

6 0. 159

2 . 1 . 3 　加样回收率　不同加样量的加样回收率测

定结果如表 2所示。6次加样回收率实验的回收率

在 9716 %～10212 %范围内 ,加样回收率的平均值

为 9914 % ,RSD = 1197 % ,表明加样回收率符合要

求 ,该测定方法的准确度较高。
表 2　测定方法的回收率

Tab. 2　Determination of recovery

样品

号

样品皂甙

含量/μg

加样

量/μg

测得

加样量/μg

回收

率/ %

1 134. 6 100 98. 3 98. 3

2 134. 6 200 195. 1 97. 6
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续表 2

样品

号

样品皂甙

含量/μg

加样

量/μg

测得

加样量/μg

回收

率/ %

3 134. 6 300 296. 4 98. 8

4 134. 6 400 408. 8 102. 2

5 134. 6 500 490. 5 98. 1

6 134. 6 600 609. 6 101. 6

2 . 1 . 4 　鸡枞皂甙测定方法比较　本实验将优化后

的皂甙测定方法与传统的香草醛 - 高氯酸显色法

进行比较 ,结果如表 3所示。与香草醛 - 高氯酸显

色法相比 ,本实验的皂甙快速测定方法测得的的皂

甙含量略低 ,但是相差不明显。考虑到本实验优化

的皂甙测定方法不需要将正丁醇加热挥发干 ,所用

时间大大减少 ,因此皂甙快速测定方法可以替代传

统香草醛 - 高氯酸显色法进行鸡枞皂甙类化合物

的测定。
表 3　鸡枞菌皂甙快速测定方法与香草醛 - 高氯酸显色法

测定皂甙含量的比较

Tab. 3 　Determination of saponin content in comparison be2
tween rapid determination and vanillin2perchloric

acid method

测定

次数

鸡枞菌测定方法

测定皂甙/ (mg/ g)

香草醛 - 高氯酸显色法

测定皂甙/ (mg/ g)

1 2. 63 2. 71

2 2. 68 2. 75

3 2. 56 2. 65

2 . 1 . 5 　鸡枞菌菌丝体和子实体中皂甙含量的分析

　本实验将优化后的皂甙测定方法用于测定鸡枞

菌菌丝体皂甙类化合物的含量 ,并与鸡枞子实体皂

甙含量进行比较 ,比较结果如表 4 所示。鸡枞菌菌

丝体中皂甙类化合物的含量为 2169 mg/ g菌丝体 ,

RSD = 2191 % ;鸡枞菌子实体中皂甙类化合物的含

量为 5156 mg/ g 菌丝体 , RSD = 1166 %。由此可

见 ,鸡枞菌菌丝体的皂甙含量要低于鸡枞子实体 ,

这可能是由于皂甙类化合物为真菌次级代谢产物 ,

而鸡枞菌菌丝体深层培养的时间较短 (8 d) ,皂甙类

化合物尚未大量形成所致。

3　结　语

皂甙含量测定的方法主要有重量法、比色法、

表 4　鸡枞菌菌丝体和子实体中皂甙类化合物的含量

Tab. 4 　The content of saponins from the mycelia and the

fruiting bodies of Termitomyces albuminosus

鸡枞菌 皂甙含量/ (mg/ g)

菌丝体 2169±011

子实体 5156±0113

薄层 层 析 法 ( TL C ) 和 高 效 液 相 色 谱 法

( HPL C) [7210 ]。重量法主要利用皂甙在某些试剂中

的最大溶解性或不溶性 ,而采取萃取或沉淀的方法

来制取样品。其缺点是操作过程较长 ,误差较大不

够精确 ,同时在溶液的转移和沉淀的转移上都容易

损失。薄层层析法和高效液相色谱法一般是以人

参皂甙 Rb1等极少数几种物质作为标准 ,相应地测

定原料或产品中某几种皂甙含量 ,而无法测定总皂

甙含量。目前香草醛 - 高氯酸比色法被认为是较

方便、准确测定总皂甙含量的方法 ,适用于少量样

品的测定。常规的香草醛 - 高氯酸比色法需要在

皂甙溶液和显色剂进行显色反应前将待测皂甙溶

液中的水分和沸点较高的正丁醇加热挥发干 ,其目

的是为了避免用于萃取总皂甙的水饱和正丁醇溶

液中含有的微量水分对于显色反应所产生的较大

影响。但是该法在样品溶剂挥发时需要较长时间 ,

而且长时间在高温下挥发可能引起皂甙的结构变

化 ,从而影响结果的准确性。因此本实验考虑采用

无水硫酸镁吸去正丁醇溶液中含有的水份 ,以避免

水对显色反应的较大影响 ,进一步研究在正丁醇溶

液中进行香草醛 - 高氯酸法反应的各种反应条件。

本方法为研究鸡枞菌丝体发酵过程中总皂甙的变

化规律提供了简便快速的测定方法。

本文在香草醛 - 高氯酸比色法的基础上改进

条件 ,确定的最佳实验条件为 :依次加入待测试样

014 mL 正丁醇溶液 ,新制的体积分数 5 %香草醛 -

冰醋酸溶液 012 mL 及高氯酸 018 mL ,60℃水浴 15

min ,取出后立即用冰水冷却 ,摇匀 ,在波长为 550

nm 处测定鸡枞菌丝体皂甙 ,加样平均回收率为

9914 % ,其 RS D 为 1197 % ,精密度的 RS D 为

1189 % ,鸡枞菌丝体皂甙类含量为 2169 mg/ g菌丝

体。结果表明 ,结果稳定 ,重现性好 ,且操作简便快

捷。
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