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柱前衍生化高效液相色谱法分析
９种多糖中的单糖组成

王媛媛　张　晖　杨俊松　宗智慧
（蚌埠医学院公共课程部，蚌埠２３３０３０）

　　摘　要　目的　建立１苯基３甲基５吡唑啉酮（ＰＭＰ）柱前衍生化高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）对甘草多糖等
９种多糖的单糖组成成分进行分析。方法　９种多糖样品水解后，利用 ＰＭＰ试剂进行柱前衍生化并进行 ＨＰＬＣ
分析，采用ＩｎｅｒｔｓｉｌＯＤＳＳＰＣ１８色谱柱（２６０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为２０％乙腈与 ＫＨ２ＰＯ４三乙胺缓冲溶液
（ｐＨ＝６．９），流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ，检测波长２５４ｎｍ，进样体积１０μｌ，柱温３０℃。结果　建立的方法对多种混合单糖
标准品具有良好的分离效果，各单糖在相应的线性范围内线性关系良好，且方法的精密度、稳定性、重现性良好。

９种多糖各由不同的单糖组成，且含量存在一定的差异。结论　该方法准确稳定，可以满足９种多糖的单糖组
成及含量分析。
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　　多糖（ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ）是由糖苷键结合而成的
糖链，其结构单元是单糖［１２］。多糖的单糖组成是

表征其结构的重要参数，不同多糖的单糖组成及含

量不同，药理活性存在很大区别［３６］。由于单糖本

身在紫外检测器上无吸收，所以１苯基３甲基５
吡唑啉酮（ＰＭＰ）柱前衍生化高效液相色谱法
（ＨＰＬＣ）法在单糖组成测定中的优势非常明
显［７１０］。本文对ＰＭＰ柱前衍生化ＨＰＬＣ方法进行
优化，建立线性范围宽、精密度好、稳定性好、重现

性好的方法对水解后的９种多糖的单糖组成及含
量进行分析，为进一步探究 ＰＭＰ柱前衍生化
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ＨＰＬＣ法对其它更多种类多糖的适应性及不同多
糖的生物学活性与其结构的关系奠定基础。

１　仪器与实验材料

１．１　仪器
高效液相色谱仪（ＬＣ２０ＡＤ型，ＤＡＤ检测器，

日本岛津公司）；ｐＨ计（ＳｅｖｅｎＥｘｃｅｌｌｅｎｃｅ型，梅特
勒托利多公司）；旋涡混合器（ＸＷ８０Ａ型，海门市
其林贝尔有限公司）。

１．２　实验材料
麻黄、甘草、黄芪、川牛膝、黄酒、三七、苍术、淫

羊藿、桑寄生多糖（由实验室采用水提醇沉法制

备）；Ｄ核糖 （Ｒｉｂ）、Ｄ甘露糖 （Ｍａｎ）、Ｄ木糖
（Ｘｙｌ）、Ｄ无水葡萄糖（Ｇｌｃ）、鼠李糖（Ｒｈａ）、Ｄ葡糖
糖醛酸（ＧｌｃＵ）、Ｄ半乳糖醛酸（ＧａｌＵ）、半乳糖
（Ｇａｌ）、阿拉伯糖（Ａｒａ）标准品（中国药品生物制品
检定所）。

２　方法与结果

２．１　９种多糖样品的水解预处理
称取干燥的麻黄、甘草、黄芪、川牛膝、黄酒、三

七、苍术、淫羊藿、桑寄生多糖样品各 ６０ｍｇ，于 ４
ｍｌ２ｍｏｌ／Ｌ的Ｈ２ＳＯ４溶液中溶解，１１０℃加热水解
２ｈ。用４ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液调节ｐＨ值在７０左
右，用纯水稀释到总体积为１０ｍｌ，离心，取上清液，
等待下一步衍生化操作。

２．２　９种多糖样品及单糖混合标准品的柱前衍生
化处理

量取各水解后的多糖样品 １００μｌ，加 ２００μｌ
０．３ｍｏｌ／Ｌ的ＮａＯＨ溶液，２００μｌ０．５ｍｏｌ／Ｌ的ＰＭＰ
溶液，７０℃水浴加热 １００ｍｉｎ，静置冷却 １０ｍｉｎ。
加入０．３ｍｏｌ／Ｌ的ＨＣｌ溶液２００μｌ中和，加纯水至
１ｍｌ，加１ｍｌ三氯甲烷溶液萃取，振荡、离心，弃有机
相，重复萃取操作３次。水相补水至２ｍｌ，过滤，进
行ＨＰＬＣ分析。

称取各单糖标准品５ｍｇ，混合，用纯水稀释至
５ｍｌ。量取混合单糖标准品１００μｌ，进行衍生化操
作，进行ＨＰＬＣ分析。
２．３　色谱分离操作条件的选择
２．３．１　流动相配比的确定　配制ＫＨ２ＰＯ４缓冲溶
液（２０ｍｍｏｌ／Ｌ），调节 ｐＨ＝６．６，分别控制流动相
中乙腈的比例为１７％，１８％，１９％，２０％，２１％。取
１０μｌ进样，分析色谱出峰情况。见图１。

图１　乙腈比例对各单糖分离效果的影响

结果表明，随着流动相中乙腈比例的降低，各

色谱峰间的分离度提高，但乙腈比例过低时，分析

时间太长。结合各色谱峰的分离程度及样品分析

时间，选取２０％作为最优乙腈比例。
２．３．２　流动相 ｐＨ的确定　配制 ２０ｍｍｏｌ／Ｌ的
ＫＨ２ＰＯ４缓冲溶液，分别调节ｐＨ＝６．３，６．５，６．７，６．
９，７．１，固定流动相中乙腈比例为２０％，取１０μｌ进
样，分析色谱出峰情况。见图２。

图２　流动相ｐＨ值对各单糖分离效果的影响

结果表明，随着流动相 ｐＨ值的降低，各色谱
峰间的分离度提高，分析时间增大。结合各色谱峰

的分离程度及样品分析时间，选取 ｐＨ＝６．９作为
最优流动相比例。

２．３．３　混合单糖标准品的分离　色谱条件：色谱
柱为 ＩｎｅｒｔｓｉｌＯＤＳＳＰＣ１８柱（２６０ｍｍ×４．６ｍｍ，
５μｍ），流动相为２０％乙腈ＫＨ２ＰＯ４三乙胺缓冲溶
液，ｐＨ＝６．９，流速１．０ｍｌ／ｍｉｎ，检测波长２５０ｎｍ，
柱温３０℃，进样体积１０μｌ。取混合单糖标准品溶
液进行 ＨＰＬＣ分析（图３）。图３表明建立的以上
方法对混合单糖标准品具有良好的分离效果。

注：１，ＰＭＰ；２，Ｍａｎ；３，Ｒｉｂ；４，Ｒｈａ；５，ＧｌｃＵ；６，ＧａｌＵ；７，Ｇｌｃ；８，Ｇａｌ；９，Ｘｙｌ；１０，Ａｒａ

图３　单糖混合标准品ＰＭＰ衍生物的色谱图
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２．４　色谱方法学验证
２．４．１　线性关系试验　取经衍生化处理的单糖混
合标准溶液，按“２．３．３”项下的方法分别进样２、４、
６、８、１０、１２μｌ，以浓度为横坐标（Ｘ），峰面积为纵
坐标（Ｙ）进行线性回归，结果表明，各单糖在线性
范围内的线性相关系数ｒ均≥０．９９９９，该方法线性
关系良好。

２．４．２　精密度试验　取经衍生化处理的单糖混合
标准溶液，按“２．３．３”项下的方法重复进样６次。
结果表明，各单糖峰面积的ＲＳＤ值均≥０．７１％，该
方法精密度良好。

２．４．３　重现性试验　取水解并经衍生化处理的甘
草多糖溶液，按“２．３．３”项下的方法重复进样 ６

次。结果表明，甘草多糖中各单糖峰面积的 ＲＳＤ
均≤１．６８％，该方法重现性良好。
２．４．４　稳定性试验　取水解并经衍生化处理的甘
草多糖溶液，分别按“２．３．３”项下的方法于０、２、４、
６、８、１０、１２ｈ进样。结果表明，甘草多糖中各单糖
峰面积的ＲＳＤ均≤３．３９％，该方法稳定性良好。
２．５　样品的测定

取经衍生化处理的 ９种多糖样品溶液进行
ＨＰＬＣ分析。对各多糖样品的色谱峰进行定性，确
定单糖组成，利用单糖混合标准品制定的标准曲线

计算各样品中单糖的含量（ｍｇ·ｍｌ１），结果见表
１。

表１　 ９种多糖样品的单糖组成及含量分析／ｍｇ·ｍｌ１

样品名称 Ｍａｎ Ｒｉｂ Ｒｈａ ＧｌｃＵ ＧａｌＵ Ｇｌｃ Ｇａｌ Ｘｙｌ Ａｒａ

麻黄多糖 ８５５０ — ８２００ ６６１０ ２４１０ １４８０ １６６０ ２１２０ ３３５０

甘草多糖 ７６５０ — ８２５０ ７５１０ ２０５０ ２１５０ １９２０ １６８０ ３７５０

黄芪多糖 ６４１０ — — — １４３０ ２８９０ １２７０ — ２５００

川牛膝多糖 ６５７０ — ５３３０ — １７１０ １６００ ９４０ — １９３０

黄酒多糖 — — — — — ２８９０ — — —

三七多糖 ６６６０ — ６２００ — ２０４０ ３２４０ １９７０ — ２７４０

苍术多糖 ７６１０ — ６１２０ — １７８０ １４５０ １０９０ — ３２７０

淫羊藿多糖 ７６７０ — ７０７０ — １３９０ １５６０ １７５０ １８２０ ２４８０

桑寄生多糖 ６６００ — ５７００ — １８００ １４５０ １４２０ １７４０ ２５７０

　　注：“—”表示样品中不含此种单糖。

３　讨论

利用高效液相色谱法分析多糖的单糖组成及

含量时一般多采用蒸发光散射检测器（ＥＬＳＤ）或示
差折光检测器（ＲＩＤ），但 ＥＬＳＤ灵敏度低、基线噪
音大，且柱温对结果的影响较大、测定过程中易发

生单糖的转化，ＲＩＤ灵敏度低、无法进行梯度洗脱，
使二者在多糖的单糖组成测定中具有很大的局限

性。而紫外检测器（ＵＶＤ）具有灵敏度高、线性范
围宽、稳定性好等特点，是高效液相色谱法分析中

应用最广泛的检测器，同时柱前衍生化方法可以使

本身无发色团的单糖产生相应的紫外吸收，解决紫

外检测器不匹配问题，扩大其应用范围，所以柱前

衍生化ＨＰＬＣ（ＵＶＤ）方法在多糖的单糖组成测定
中具有显著的优势。

色谱分析条件优化实验结果表明，流动相的配

比及ｐＨ值对各混合单糖的分离效果具有较大影
响，最优流动相比例为２０％乙腈ＫＨ２ＰＯ４三乙胺
缓冲溶液，最优流动相 ｐＨ＝６．９。建立的 ＰＭＰ柱
前衍生化ＨＰＬＣ法对混合单糖标准品具有较好的
分离效果，各种单糖在相应的线性范围内线性关系

良好（ｒ≥０．９９９９），方法的精密度、稳定性、重现性
良好。９种多糖样品的主要由 Ｍａｎ、Ｒｈａ、ＧｌｃＵ、Ｇａ
ｌＵ、Ｇｌｃ、Ｇａｌ、Ｘｙｌ、Ａｒａ或其中的部分单糖组成，且含
量存在一定的差异。此外，本实验方法简便可行，

初步推测其亦可应用于其它更多种类多糖的单糖

组成及含量分析，具体对其它哪些多糖具有适应性

是需要进一步探究的问题。
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