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现代药理学研究证实，党参具有抗肿瘤[1]、增强机体

免疫力[2]等作用，而党参多糖为其主要活性成分之一[3]。

CPP1b 是本课题组从党参中分离的一种酸性果胶多

糖 [4]，是由鼠李糖（Rha）、阿拉伯糖（Ara）、半乳糖（Gal）和

半乳糖醛酸（GalA）组成的杂多糖，其中含有大量的

GalA。本课题组发现，对于党参多糖CPP1b这样一个高

纯度多糖，采用苯酚-硫酸法，以葡萄糖（Glc）对照品溶液

制备标准曲线，所测得的糖含量仅为 30.96％。该测定

结果与高效凝胶色谱法测定结果相差甚远，其中的原因

值得深入探讨。杨鸿玲等[5]认为，以某一种中性单糖为

对照品测定酸性杂多糖中的总糖含量时，由于糖醛酸与

中性糖的吸光系数不同，且二者形成糠醛衍生物的难易

程度不同[6]，使得测定结果往往不能真实反映样品中的

总糖含量。Bornik MA等[7]认为，GalA不能完全转化为
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摘 要 目的：建立一种基于苯酚-硫酸法结合校正因子法测定含半乳糖醛酸（GalA）的多糖中糖含量的方法。方法：优化苯酚-硫

酸法的测定条件，以不同质量比的GalA-葡萄糖（Glc）混合对照品溶液绘制系列标准曲线并测定含GalA的党参多糖CPP1b样品中

的糖含量，在此基础上，根据GalA-Glc质量比为0-100％时的回归方程，以党参多糖CPP1b为参照多糖计算校正因子，对样品中的

糖含量测定结果进行校正，并以与党参多糖CPP1b组成相同的混合单糖对照品对此方法合理性进行验证。结果：经计算，党参多

糖CPP1b对Glc的校正因子为3.33，验证试验中与党参多糖CPP1b组成相同的混合单糖对照品的糖含量测定结果为103.47％。精

密度、稳定性试验的RSD＜1％；加样回收率为93.52％～107.35％（RSD＝5.09％，n＝6）。结论：该研究建立的方法可准确测定类

似于党参多糖CPP1b的含GalA的多糖中的糖含量。
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Content Determination of Saccharide in Polysaccharides Containing Galacturonic Acid by Phenol-sulfuric

Acid Method Combined with Calibration Factor Method

BAI Ruibin1，MA Yuling1，ZHANG Pei1，WANG Yanping1，LI Yingdong2，HU Fangdi1（1.School of Pharmacy，Lan-

zhou University，Lanzhou 730000，China；2.The Affiliated Hospital of Gansu University of TCM，Lanzhou
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ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of saccharide in polysaccharides containing galact-

uronic acid based on phenol-sulfuric acid method combined with correction factor method. METHODS：The determination condi-

tion of phenol-sulfuric acid was optimized. A series of standard curves were drawn with glacturonic aid-glucose mixed control with

different mass ratio. The content of saccharide in Codonopsis pilosula polysaccharides CPP1b samples containing galacturonic acid

was determined. According to regression equation of galacturonic acid-glucose ratio of 0-100％，the correction factor was calculated

by using C. pilosula polysaccharides CPP1b as the reference polysaccharide，and the results of content determination of saccharide

were corrected. The rationality of this method was verified by using mixed monosaccharide control with same composition as C. pi-

losula polysaccharides CPP1b. RESULTS：The correction factor of C. pilosula polysaccharide CPP1b to glucose was 3.33；in vali-

dation test，the content of saccharide in mixed monosaccharide control with same composition as C. pilosula polysaccharides

CPP1b was 103.47％. RSDs of precision and stability tests was ＜1％. The recoveries ranged 93.52％-107.35％（RSD＝5.09％，n＝

6）. CONCLUSIONS：The established method can accurately determine the content of saccharide in C. pilosula polysaccharides

CPP1b containing galacturonic acid.

KEYWORDS Polysaccharides；Galacturonic acid；Codonopsis pilosula polysaccharides CPP1b；Phenol-sulfuric acid method；

Correction factor method；Saccharide content；Determination
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糠醛衍生物，从而使得酸性多糖中糖含量的测定值低于

其实际值。因此，本课题组拟建立一种能准确测定类似

于党参多糖CPP1b的含GalA的多糖中糖含量的方法。

1 材料
1.1 仪器

UV-1700型紫外-可见分光光度计（日本岛津公司）；

CPA225D型电子分析天平[赛多利斯科学仪器（北京）有

限公司]。

1.2 药品与试剂

Glc对照品（批号：110833-201205）、GalA对照品（批

号 ：111646-200301）、Rha 对 照 品（批 号 ：111683-

200401）、Ara对照品（批号：111506-200001）、Gal对照品

（批号：100226-201105）均购自中国食品药品检定研究

院（纯度均＞98％）；党参多糖CPP1b（我校实验室自制，

批号：20150403，纯度：98.67％，GalA含量：83.39％）；苯

酚（分析纯，上海沪宇生物科技有限公司）；硫酸（分析

纯，白银良友化学试剂有限公司）；试验用水为自制蒸

馏水。

2 方法与结果
2.1 溶液的制备

Glc对照品溶液：精密称取2.55 mg经105 ℃干燥的

Glc 对照品，用水定容于 25 mL 量瓶中，得质量浓度为

0.102 mg/mL的Glc对照品溶液，4 ℃保存备用。

GalA 对照品溶液：精密称取 2.52 mg 的 GalA 对照

品，用水定容于 25 mL 量瓶中，得质量浓度为 0.101

mg/mL的GalA对照品溶液，4 ℃保存备用。

党参多糖CPP1b供试品溶液：精密称取 1.00 mg党

参多糖CPP1b样品，用水定容于 10 mL量瓶中，得质量

浓度为 0.100 mg/mL 的党参多糖 CPP1b 供试品溶液，

4 ℃保存备用。

2.2 苯酚-硫酸法测定条件的优化

2.2.1 标准曲线的绘制 分别精密量取“2.1”项下 Glc

对照品溶液 0、0.1、0.2、0.4、0.5、0.6、0.8、1.0 mL 于试管

中，加水补至 2.0 mL，加入 5％苯酚溶液（取 5.07 g重蒸

苯酚，用水定容于100 mL量瓶中）1 mL，摇匀，迅速加入

浓硫酸5 mL，摇匀后于100 ℃反应30 min，取出，冷却至

室温，于490 nm波长处测定吸光度。以糠醛衍生物吸光

度（y）为纵坐标、Glc质量浓度（x，mg/mL）为横坐标进行

线性回归，得回归方程 y＝27.24x+0.009 8（r＝0.997 4）。

结果表明，Glc 检测质量浓度线性范围为 0～0.136

mg/mL。

2.2.2 反应温度的优化 分别精密量取“2.1”项下党参

多糖 CPP1b 供试品溶液、Glc 对照品溶液、GalA 对照品

溶液各 0.5 mL于试管中，加水补至 2.0 mL，按“2.2.1”项

下苯酚-硫酸法操作，于反应时间（15 min）不变的条件

下，测定 3 种物质在不同反应温度（25、40、60、80、

100 ℃）条件下的糖含量，由此考察反应温度对试验结果

的影响（详见表 1）。由表 1可知，在相同反应时间条件

下，随着反应温度的升高，所测得的Glc对照品的糖含量

基本不变，而所测得的 GalA 对照品及党参多糖 CPP1b

的糖含量均有一定程度提高，于100 ℃条件下达到最大

值。因此，选择100 ℃作为本试验的反应温度。

表1 不同反应温度对试验结果的影响（n＝3）

Tab 1 Effects of different reaction temperatures on

the results of the test（n＝3）

物质

Glc

GalA

党参多糖CPP1b

不同反应温度条件下的糖含量，％
25 ℃
99.21

26.17

25.27

40 ℃
99.38

28.19

27.46

60 ℃
99.55

28.63

27.89

80 ℃
99.00

30.01

29.42

100 ℃
99.20

31.04

30.96

2.2.3 反应时间的优化 分别精密量取“2.1”项下党参

多糖 CPP1b 供试品溶液、Glc 对照品溶液、GalA 对照品

溶液各 0.5 mL于试管中，加水补至 2.0 mL，按“2.2.1”项

下苯酚-硫酸法操作，于最佳反应温度（100 ℃）条件下，

测定3种物质在不同反应时间（15、20、30 min）条件下的

糖含量，由此考察反应时间对试验结果的影响（详见表

2）。由表2可知，在最佳反应温度条件下，随着反应时间

的延长，所测得的Glc对照品的糖含量先升高后下降，而

所测得的GalA对照品及党参多糖CPP1b的糖含量均有

一定程度提高，于 30 min条件下达到最大值。因此，选

择30 min作为本试验的反应时间。

表2 不同反应时间对试验结果的影响（n＝3）

Tab 2 Effects of different reaction times on the resu-

lts of the test（n＝3）

物质

Glc

GalA

党参多糖CPP1b

不同反应时间条件下的糖含量，％
15 min

99.20

31.04

30.96

20 min

101.12

31.98

31.03

30 min

99.14

33.44

32.82

2.3 以不同质量比的GalA-Glc混合对照品溶液绘制系

列标准曲线并测定样品中的糖含量

根据党参多糖CPP1b单糖组成及比例分析可知，其

中GalA含量最高，为83.39％，因此本试验尝试以不同质

量比的GalA-Glc混合对照品溶液绘制系列标准曲线，在

经优化的苯酚-硫酸法测定条件下，测定党参多糖CPP1b

样品中的糖含量。

2.3.1 不同质量比的 GalA-Glc 混合对照品溶液的制

备 分别精密量取“2.1”项下GalA对照品溶液和Glc对

照品溶液各适量，将二者按不同质量比混合，分别配制

成 GalA-Glc 质量比为 100％-0、90％-10％、80％-20％、

70％-30％、60％-40％、50％-50％、40％-60％、30％-70％、

20％-80％、0-100％的系列溶液，4 ℃保存备用。

2.3.2 系列标准曲线的绘制及样品中糖含量的测定 在

经优化的苯酚-硫酸法测定条件下（反应温度为 100 ℃，

反应时间为 30 min），以“2.3.1”项下不同质量比的

GalA-Glc 系列混合对照品溶液，按“2.2.1”项下苯酚-硫

酸法操作，分别绘制标准曲线（详见表3），并在相同试验

条件下，分别于490 nm波长处对党参多糖CPP1b样品中
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的糖含量进行测定（详见表4）。

表 3 不同质量比的GalA-Glc混合对照品溶液的回归

方程和线性范围

Tab 3 Regression equations and linear ranges of Ga-

lA-Glc mixed control with different mass ratios

GalA-Glc质量比
100％-0

90％-10％
80％-20％
70％-30％
60％-40％
50％-50％
40％-60％
30％-70％
20％-80％
0-100％

回归方程
y＝7.84x+0.002 5

y＝9.36x+0.000 1

y＝11.52x+0.000 1

y＝14.01x+0.010 8

y＝15.84x+0.001 6

y＝18.64x+0.002 0

y＝20.40x+0.001 1

y＝23.36x+0.001 3

y＝24.56x+0.001 5

y＝27.60x+0.001 6

r

0.995 8

0.992 9

0.999 2

0.992 9

0.994 8

0.999 3

0.992 2

0.993 1

0.990 1

0.997 5

线性范围，mg/mL

0～0.108

0～0.101

0～0.101

0～0.117

0～0.101

0～0.102

0～0.102

0～0.103

0～0.103

0～0.136

表 4 根据不同质量比的GalA-Glc混合对照品溶液的

回归方程测得的样品中的糖含量（n＝3，％）

Tab 4 Results of content determination of saccharide

in samples according to regression equation of

GalA-Glc mixed control with different mass ra-

tios（n＝3，％）

GalA-Glc质量比

100％-0

90％-10％
80％-20％
70％-30％
60％-40％
50％-50％
40％-60％
30％-70％
20％-80％
0-100％

糖含量
GalA

98.65

72.36

68.76

60.84

44.38

43.15

41.66

40.46

38.41

33.29

Glc

325.25

250.80

219.91

190.29

188.76

157.31

148.45

129.46

123.22

99.21

党参多糖CPP1b

87.85

70.36

60.85

48.07

41.87

38.54

35.37

33.76

32.26

30.24

由表 3及表 4可知，GalA-Glc混合对照品溶液的质

量比不同时，所得回归方程的斜率有所不同，党参多糖

CPP1b 样 品 中 糖 含 量 的 测 定 结 果 也 不 同 。 随 着

GalA-Glc混合对照品溶液中GalA质量的增加，回归方

程的斜率减小，所测党参多糖CPP1b样品中的糖含量呈

增加趋势。其中，当以质量比为 0-100％的GalA-Glc混

合对照品溶液绘制标准曲线时，所测党参多糖CPP1b样

品中的糖含量最低，为 30.24％；当以质量比为 100％-0

的GalA-Glc混合对照品溶液绘制标准曲线时，所测党参

多糖 CPP1b 样品中的糖含量最高，为 87.85％。由此可

以推断，以GalA-Glc混合对照品溶液绘制标准曲线并测

定党参多糖CPP1b样品中的糖含量，其结果与实际值存

在一定的偏差。

2.4 校正因子计算及样品中糖含量测定结果的校正

由表4可知，以不同质量比的GlaA-Glc混合对照品

制备系列标准曲线，其测定值与实际值均存在一定的误

差，无法准确计算党参多糖CPP1b样品中的糖含量，因

此本试验引入校正因子计算样品的糖含量。以中性单

糖（本试验为Glc）为对照品绘制标准曲线，以党参多糖

CPP1b为参照多糖计算校正因子，对样品中的糖含量测

定结果进行校正。

精密量取“2.1”项下党参多糖CPP1b供试品溶液（质

量浓度 0.100 mg/mL）0.5 mL于试管中，加水至 2.0 mL，

平行制备 3份，在经优化的苯酚-硫酸法测定条件下，按

“2.2.1”项下方法，自“加入 5％苯酚溶液”起进行余下操

作，测定吸光度，根据表3中GalA-Glc质量比为0-100％

时的回归方程计算党参多糖CPP1b的质量浓度（c），并

按下式计算校正因子（f）：

f＝W/c·D ………………………………………（1）

其中，W 为称取的党参多糖 CPP1b 质量（mg）；c 为

测得的党参多糖CPP1b的质量浓度（mg/mL）；D为党参

多糖 CPP1b 的稀释倍数。经计算，党参多糖 CPP1b 对

Glc的校正因子为3.33（n＝3）。进而按下式校正和计算

样品中的糖含量：

糖含量（％）＝（c·D·f）/W×100％ ……………（2）

经校正和计算，党参多糖CPP1b样品中的糖含量为

99.31％（RSD＝0.55％，n＝3）。

2.5 对苯酚-硫酸法结合校正因子法合理性的验证

本试验以与党参多糖CPP1b组成相同的混合单糖

对照品对苯酚-硫酸法结合校正因子法的合理性进行验

证。

与党参多糖CPP1b组成相同的混合单糖对照品的

制备：根据党参多糖CPP1b的单糖组成及比例，分别精

密称取 Rha、Ara、Gal、GalA 0.83、0.40、0.43、8.34 mg，用

水定容于同一 100 mL 量瓶中，即得总质量浓度为 0.1

mg/mL的混合单糖对照品溶液。

精密量取上述混合单糖对照品溶液 0.5 mL于试管

中，加水补至2.0 mL，平行制备3份，在经优化的苯酚-硫

酸法测定条件下，按“2.2.1”项下方法，自“加入 5％苯酚

溶液”起进行余下操作，测定吸光度，根据表 3 中

GalA-Glc质量比为0-100％时的回归方程计算党参多糖

CPP1b的质量浓度（c），并按“2.4”项下公式（2）计算其糖

含量，结果为103.47％（RSD＝0.50％，n＝3）。表明上述

苯酚-硫酸法结合校正因子法具有合理性。

2.6 方法学考察

2.6.1 精密度试验 精密量取“2.1”项下党参多糖

CPP1b供试品溶液（质量浓度0.100 mg/mL）0.5 mL于试

管中，加水补至2.0 mL，平行制备6份，在经优化的苯酚-

硫酸法测定条件下，按“2.2.1”项下方法，自“加入 5％苯

酚溶液”起进行余下操作，测定吸光度。结果，其吸光度

的RSD＝0.21％（n＝6），表明本方法精密度良好。

2.6.2 稳定性试验 精密量取党参多糖 CPP1b供试品

溶液（0.100 mg/mL）0.5 mL于试管中，加水补至2.0 mL，

在经优化的苯酚-硫酸法测定条件下，按“2.2.1”项下方

法，自“加入5％苯酚溶液”起进行余下操作，分别于室温

放置0、0.5、1、2、3、4 h时测定吸光度。结果，其吸光度的

RSD＝0.52％（n＝6），表明供试品溶液在室温放置4 h内
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稳定性良好。

2.6.3 加样回收率试验 精密量取党参多糖 CPP1b供

试品溶液（0.100 mg/mL）0.5 mL于试管中，加入“2.1”项

下 GalA 对照品溶液（0.101 mg/mL）0.5 mL，加水补至

2.0 mL，在经优化的苯酚-硫酸法测定条件下，按“2.2.1”

项下方法，自“加入5％苯酚溶液”起进行余下操作，测定

吸光度，根据表 3中 GalA-Glc 质量比为 0-100％时的回

归方程，按照公式（2）加校正因子计算糖含量，并计算加

样回收率，结果见表5。

表5 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 5 Results of recovery tests（n＝6）

取样量，μg

50

50

50

50

50

50

加入量，μg

50.5

50.5

50.5

50.5

50.5

50.5

测得量，μg

101.81

104.21

103.33

97.23

99.87

102.65

加样回收率，％
102.59

107.35

105.60

93.52

98.75

104.26

平均加样回收率，％

102.01

RSD，％

5.09

3 讨论
苯酚-硫酸法测定糖含量的原理是：多糖或寡糖被

浓硫酸水合产生的高温迅速水解，产生单糖并迅速脱水

形成糠醛衍生物，该衍生物在强酸条件下与苯酚起显色

反应，生成橙黄色物质，且该衍生物在 490 nm波长处的

吸光度值与其质量浓度在一定范围内呈线性关系，从而

可用光电比色法测定其含量[8]。其中，在形成糠醛衍生

物的反应中，五碳糖和甲基五碳糖较六碳糖容易发生反

应；而糖醛酸则需先脱羧，再形成糠醛衍生物[7]，且糖醛

酸不能完全转化成糠醛衍生物[8]。其原理如图1所示。

党参多糖CPP1b纯度为98.67％，糖含量为30.96％，

分子量为 1.45×105 Da，单糖组成及质量比为：Rha ∶Ara ∶

Gal ∶ GalA＝0.25 ∶ 0.12 ∶ 0.13 ∶ 2.51，其基本的糖链接单元

如图2所示。

而采用苯酚-硫酸法，单纯以某一种中性单糖（Glc）

为对照品测定类似于党参多糖CPP1b的含GalA的酸性

杂多糖中的总糖含量时，因GalA与中性单糖在测定过

程中的吸光系数不同，其测定值与实际值必然会存在一

定的偏差。考虑到GalA在形成糠醛衍生物前需要先脱

羧且不能完全转化成糠醛衍生物，故采用苯酚-硫酸法

以Glc为对照品测定党参多糖CPP1b中的糖含量时测定

值会较实际值偏低。基于此，本试验结合采用了校正因

子法[9-11]，通过计算党参多糖CPP1b对Glc的校正因子，

对样品中的糖含量测定结果进行校正，避免了以Glc作

为对照品所引起的系统误差，且绘制标准曲线简便，结

果较准确、可靠。

综上所述，本试验建立了一种基于苯酚-硫酸法结

合校正因子法的可快速、准确测定含GalA的多糖中糖

含量的方法。验证试验结果表明方法合理，糖含量测定

值与实际值很接近；方法学考察结果表明本方法精密

度、准确度和稳定性均较好。这种求算校正因子的思路

适用于大多数含不同比例糖醛酸的样品，但不同的样品

校正因子需要视具体情况进行调整。
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葛花配方颗粒的UPLC指纹图谱研究Δ
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摘 要 目的：建立葛花配方颗粒的超高效液相色谱（UPLC）指纹图谱。方法：采用UPLC法。色谱柱为Zorbax Eclipse XDB-C18，

流动相为乙腈-水（梯度洗脱），流速为0.5 mL/min，检测波长为264 nm，柱温为25 ℃，进样体积为1 μL。以鸢尾苷元为参照物，测

定10批葛花配方颗粒的UPLC图谱，采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》（2004 A版）进行共有峰指认和相似度评价。结果：

10批葛花配方颗粒的UPLC图谱有14个共有峰，相似度均＞0.90。经验证，10批样品UPLC图谱与对照指纹图谱具有较好的一致

性。结论：该研究所建UPLC指纹图谱可为葛花配方颗粒的鉴别和质量评价提供参考。

关键词 葛花配方颗粒；超高液相色谱法；指纹图谱；鸢尾苷元

Study on UPLC Fingerprint of Gehua Formula Granules

LIU Mengyun1，JIANG Jieyi2，BI Xiaoli1，2，LI Sumei2，LI Yangxue2（1.School of Graduate，Guangzhou University

of TCM，Guangzhou 510405，China；2.Guangdong Engineering Technology Research Institute of TCM/Guang-

dong Key Laboratory of TCM Research and Development/Key Laboratory of Key Production Technology for

TCM Formula Granule，Guangzhou 510095，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish UPLC fingerprint of Gehua formula granules. METHODS：UPLC method were adopted.

The determination was performed on Zorbax Eclipse XDB-C18 column with mobile phase consisted of acetonitrile-water at the flow

rate of 0.5 mL/min. The detection wavelength was set at 264 nm，column temperature was 25 ℃，and the sample size was 1 μL.

Using tectorigenin as reference substance，UPLC chromatograms of 10 batches of Gehua formula granules were determined. The

common peak identification and similarity evaluation were conducted by TCM Chromatogram Fingerprint Similarity Evaluation Sys-

tem（2004 A edition）. RESULTS：14 common peaks were identified in UPLC chromatograms of 10 batches of Gehua formula gran-

ules and similarities were all higher than 0.90. UPLC chromatograms of 10 batches of samples were in good agreement with control

fingerprint. CONCLUSIONS：Established UPLC fingerprint can provide reference for identification and quality evaluation of Gehua

formula granules.

KEYWORDS Gehua formula granules；UPLC；Fingerprint；Tectorigenin
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葛花为豆科植物野葛Pueraria lobata（Willd.）Ohwi

或甘葛藤 P. thomsonii Benth.的干燥花，别名葛条花，始

载于《神农本草经》。现代中医认为，葛花味甘、性凉、归

脾胃经，具有解酒醒脾、解肌退热、生津止渴、上泻治痢

之功效[1-2]。葛花配方颗粒是由葛花饮片经提取、浓缩、

干燥、制粒等现代制备工艺方法制成的一种新型制剂，

具有免煎易服、易储存、携带方便等优点，但同时也失去

了饮片原有的生物形态特征[3]。因此，只凭借单一指标

成分已无法说明中药多组分、多靶点协同作用的特点，

而且也无法进行饮片真伪定性的鉴别和质量优劣的评
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