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摘 要 目的：建立广金钱草多糖的指纹图谱，分析其单糖组成及含量，并考察广金钱草多糖对α-葡萄糖苷酶的体外抑制作用。

方法：采用水提醇沉法提取广金钱草多糖，经三氟乙酸水解、1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮衍生化后，采用高效液相色谱法（HPLC）建

立指纹图谱（以葡萄糖峰为参照），并进行单糖组成及含量分析。含量测定色谱柱为 Phenomenex Luna C18，流动相为乙腈-0.05

mol/L磷酸二氢钾溶液（用氢氧化钠调节pH至6.8），梯度洗脱，流速为0.8 mL/min，检测波长为250 nm，柱温为30 ℃，进样量为10

μL。以阿卡波糖为对照，采用对硝基苯-α-D-葡萄糖吡喃苷法考察广金钱草多糖对α-葡萄糖苷酶的体外抑制活性。结果：18批药

材样品的HPLC指纹图谱有9个共有峰，其中15批药材样品的相似度大于0.90；共指认甘露糖、鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳

糖、木糖、阿拉伯糖等 7个共有峰。其中，鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖的含量分别为 0.471～2.092、1.379～

8.919、2.560～35.679、1.194～6.905、0.566～4.158 mg/g；以鼠李糖为基准，其余 4种单糖的摩尔比分别为 1.58～4.07、2.26～19.95、

2.20～4.21、1.31～2.86。广金钱草多糖对α-葡萄糖苷酶的抑制活性呈现随剂量升高而增强的趋势，其半数抑制浓度为0.70 mg/mL，低

于阳性对照阿卡波糖（7.76 mg/mL）。结论：不同批次广金钱草的多糖组成均以葡萄糖为主，各单糖含量有所差异。广金钱草多糖

对α-葡萄糖苷酶具有明显的体外抑制作用，且活性强于阿卡波糖。
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步研究证实。
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广金钱草为豆科植物广金钱草[Desmodium styraci-

folium（Osb.）Merr.]的干燥地上部分，味甘、淡，性凉，归

肝、肾、膀胱经，具有利湿退黄、利尿通淋之效，主治黄疸

尿赤、热淋、石淋、小便涩痛等症[1]。广金钱草中的黄酮

类成分因具有利尿、抗氧化、抑制大鼠肾结石形成、改善

大鼠离体心脏缺血再灌注损伤等广泛的药理活性，是评

价药材质量的指标性成分，备受学者关注[2-5]。除黄酮类

成分外，多糖在广金钱草中的含量也较高，但其相关药

理学研究较少。考虑到植物多糖在抗肿瘤[6]、抗衰老[7]、

免疫调节[8]、降血脂[9]等方面独特的生物活性，开发前景

良好，故本研究拟从广金钱草药材中提取多糖，采用 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）分析其单糖组成，并建立不同产地广金钱

草多糖的指纹图谱；在测定多糖含量的基础上，初步评

价其对α-葡萄糖苷酶的抑制作用，旨在为全面开发利用

该药材资源提供依据。

1 材料
1.1 仪器

LC-20AT型HPLC仪，配有 SPD-M20A型二极管阵

列（DAD）检测器、SIL-20A 型自动进样器、CTO-20A 型

柱温箱、DGU-20A3型真空脱气机、LC-20AT 型溶液传

输单元（日本Shimadzu公司）；BP211D型十万分之一电

子天平（德国Sartorius公司）；TG-16WS型台式高速离心

机（长沙湘智离心机仪器有限公司）；UV-5200PC 型紫

外-可见分光光度计（上海元析仪器有限公司）；Multi-

skan GO型酶标仪（美国Thermo Fisher Scientific公司）；

Biosafer-20TB型实验室级超纯水器[赛飞（中国）有限公

司]；XMTD-8222型电热恒温水浴锅、PH27-9240A型电

热恒温鼓风干燥箱（上海精宏实验设备有限公司）；

ST2100型实验室 pH计[奥豪斯仪器（常州）有限公司]；

N-1100D-WD型旋转蒸发仪（日本Eyela公司）。

1.2 药品与试剂

葡萄糖对照品（批号：AF7022401）、阿拉伯糖对照品

（批号：AF8051683）均购自成都埃法生物科技有限公司；

甘露糖对照品（批号：40708）、半乳糖对照品（批号：

10509）、鼠李糖对照品（批号：30521）均购自德国Dr. Eh-

renstorfer GmbH公司；半乳糖醛酸对照品（上海金穗生

物科技有限公司，批号：20180422）；木糖对照品（上海麦

Fingerprint Establishment， Content Determination and α-glucosidase Inhibitory Activity Study of

Polysaccharide from Desmodium styracifolium

CHENG Xuanxuan，CHEN Liangyuan，ZHENG Shijia，TANG Xiaomin，YANG Quan（School of Traditional

Chinese Medicine，Guangdong Pharmaceutical University/Key Laboratory of State Administration of Traditional

Chinese Medicine for Production & Development of Cantonese Medicinal Materials/Guangzhou Comprehensive

Experimental Station of National Industrial Technology System for Chinese Materia Medica/Guangdong

Engineering Research Center of Good Agricultural Practice & Comprehensive Development for Cantonese

Medicinal Materials，Guangzhou 510006，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish the fingerprint，analyze the monosaccharide composition and content，investigate the

inhibitory effects of the polysaccharide from Desmodium styracifolium on α-glucosidase in vitro. METHODS：Polysaccharide from

D. styracifolium was prepared by water extraction and ethanol precipitation. After hydrolyzed by TFA and derived by PMP，HPLC

method was adopted to establish the fingerprint（using glucose peak as reference），and analyze the constituent and content of

monosaccharide. The content determination was performed on Phenomenex Luna C18 column with mobile phase consisted of

acetonitrile-0.05 mol/L potassium phosphate（pH adjusted to 6.8 with sodium hydroxide）in gradient elution at the flow rate of 0.8

mL/min. The detection wavelength was set at 250 nm，and column temperature was set at 30 ℃. The sample size was 10 μL. Using

acarbose as control， PNPG assay was used to investigate the α-glucosidase inhibitory activity of polysaccharide from D.

styracifolium. RESULTS：There were 9 common peaks in HPLC fingerprints of 18 batches of samples，and the similarity of 15

batches of samples was higher than 0.90. Totally 7 peaks were identified as mannose，rhamnose，galacturonic acid，glucose，

galactose，xylose and arabinose. The contents of rhamnose，galacturonic acid，glucose，galactose and arabinose were 0.471-2.092，

1.379-8.919，2.560-35.679，1.194-6.905，0.566-4.158 mg/g，respectively. Based on rhamnose，the molar ratios of the other four

monosaccharides were 1.58-4.07，2.26-19.95，2.20-4.21 and 1.31-2.86，respectively. The inhibitory activity of polysaccharide from

D. styracifolium on α-glucosidase increased with the increase of dose，and the half inhibitory concentrations of it was 0.70 mg/mL，

lower than 7.76 mg/mL of acarbose （positive control）. CONCLUSIONS：Glucose is the main component of D. styracifolium

polysaccharide in different batches，and the contents of monosaccharides are different. The polysaccharide from D. styracifolium

have significant inhibitory activity on α-glucosidase，which is better than that of acarbose.

KEYWORDS Polysaccharide from Desmodium styracifolium；Monosaccharide；Content；Fingerprint；HPLC；α-glucosidase；

Inhibitory activity
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克林生化科技有限公司，批号：C10026034）；α-葡萄糖苷

酶对照品（美国 Sigma 公司，批号：SLBX6245）；阿卡波

糖对照品（批号：J1824027）、对硝基苯-α-D-葡萄糖吡喃

苷（PNPG）对照品（批号：E1828029）均购自阿拉丁试剂

（上海）有限公司；上述对照品的纯度均大于 98％。0.1

mol/L磷酸盐缓冲液（PBS）（pH 6.8，福州飞净生物科技

有限公司）；乙腈、磷酸二氢钾（KH2PO4）、PMP等均为色

谱纯，其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

1.3 药材

广金钱草药材（编号：S1～S18）采自广东省各栽培

基地，经广东药科大学中药学院中药资源系杨全教授鉴

定为豆科植物广金钱草[D. styracifolium（Osb.）Merr.]的

地上部分。药材样品来源见表1。

表1 药材样品来源

Tab 1 Sample resource of D. styracifolium

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

采集地
广东广州市番禺区
广东肇庆市德庆县
广东湛江市遂溪县
广东云浮市苹塘镇
广东茂名市那务镇
广东茂名市那务镇

编号
S7

S8

S9

S10

S11

S12

采集地
广东梅州市平远县
广东梅州市平远县
广西桂林市五通镇
广西桂林市五通镇
广西桂林市中庸乡
广西桂林市中庸乡

编号
S13

S14

S15

S16

S17

S18

采集地
广西桂林市中庸乡
广西桂林市宛田乡
广西桂林市宛田乡
广西玉林市文地镇
广西玉林市同心田
广西玉林市下多豪

2 方法与结果
2.1 色谱条件

色谱柱：Phenomenex Luna C18（250 mm×4.6 mm，5

μm）；流动相：乙腈（A相）-0.05 mol/L KH2PO4溶液（用氢

氧化钠调节pH至6.8，B相），梯度洗脱（0～30 min，17％

A→19％A；30～50 min，19％A）；流速：0.8 mL/min；检测

波长：250 nm；柱温：30 ℃；进样量：10 μL。

2.2 溶液的制备

2.2.1 混合单糖对照品贮备液及其衍生化溶液

精密称取鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖和阿

拉伯糖对照品各适量，置同一量瓶中，加水配制成质量

浓度分别为 0.33、0.88、1.89、0.82、0.45 mg/mL的混合单

糖对照品贮备液。精密吸取上述混合单糖对照品贮备

液 200 μL，置于具塞试管中，依次加入 0.3 mol/L氢氧化

钠溶液200 μL和0.5 mol/L PMP甲醇溶液200 μL，混匀，

密封，于 70 ℃反应 1 h，取出，冷却至室温；精密加入 0.3

mol/L盐酸溶液200 μL调pH至中性，加入12.5％KH2PO4

溶液200 μL，摇匀，再加入等体积氯仿萃取3次；弃去氯

仿液，上清液经0.22 μm微孔滤膜滤过，即得混合单糖对

照品衍生化溶液，备用。

2.2.2 粗多糖及其供试品溶液

采用水提醇沉法提取广金钱草多糖。称取广金钱

草药材样品适量，粉碎，取粉末5 g，用沸水200 mL回流

提取3次，每次1 h；趁热滤过，合并滤液，浓缩后以5 000

r/min 离心 10 min；取上清液，加适量乙醇至含醇量为

80％（V/V），于 4 ℃冰箱中放置过夜；以 5 000 r/min离心

5 min，收集沉淀，冻干，即得粗多糖。精密称取上述粗

多糖 50 mg，置具塞试管中，加入 2 mol/L三氟乙酸溶液

2 mL，混匀，密封，于100 ℃水解8 h，蒸干，残渣加甲醇1

mL，蒸干，重复 3～5次；残渣加水 8 mL复溶，即得多糖

水解液。取上述多糖水解液200 μL置于具塞试管中，按

“2.2.1”项下方法进行衍生化处理，即得供试品溶液，

备用。

2.2.3 阴性对照溶液

按“2.2.1”项下方法制备不含单糖对照品的阴性对

照溶液，备用。

2.3 HPLC指纹图谱的建立

2.3.1 方法学考察

（1）精密度试验：取“2.2.2”项下供试品溶液（编号：

S16）适量，按“2.1”项下色谱条件连续进样 6次，以葡萄

糖峰为参照，记录各共有峰的相对保留时间和相对峰面

积。结果，9个共有峰相对保留时间和相对峰面积的

RSD均小于3％（n＝6），表明该方法的精密度良好。

（2）稳定性试验：取“2.2.2”项下供试品溶液（编号：

S16）适量，分别于室温下放置 0、4、8、12、16、24 h 时按

“2.1”项下色谱条件进样测定，以葡萄糖峰为参照，记录

各共有峰的相对保留时间和相对峰面积。结果，9个共

有峰相对保留时间和相对峰面积的 RSD 均小于 5％

（n＝6），表明供试品溶液于室温放置24 h内基本稳定。

（3）重复性试验：取药材样品（编号：S16）适量，粉

碎，精密称取粉末适量，共 6份，按“2.2.2”项下方法制备

供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，以葡萄

糖峰为参照，记录各共有峰的相对保留时间和相对峰面

积。结果，9个共有峰相对保留时间和相对峰面积的

RSD均小于5％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.3.2 HPLC指纹图谱生成与相似度、共有峰相关分析

（1）HPLC 指纹图谱的生成：取 18批药材样品各适

量，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下

色谱条件进样测定。采用《中药色谱指纹图谱相似度评

价系统》（2012版）对18批药材样品的HPLC指纹图谱进

行分析，得HPLC指纹图谱，详见图1、图2。

图1 18批药材样品的HPLC叠加指纹图谱

Fig 1 Superposed HPLC fingerprints of 18 batches of

samples
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（2）相似度评价：采用《中药色谱指纹图谱相似度评

价系统》（2012版），以药材样品的HPLC对照指纹图谱

为对照，进行整体相似度评价。结果显示，18批药材样

品中，有15批相似度大于0.90，详见表2。

（3）共有峰的指认及相关分析：18批药材样品有 9

个共有峰，通过与混合单糖对照品衍生化溶液（按

“2.2.1”项下方法配制，甘露糖、鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄

糖、半乳糖、木糖、阿拉伯糖的质量浓度分别为0.24、0.13、

0.35、0.76、0.33、0.07、0.18 mg/mL，其 HPLC 图见图 3A）

比对，指认出1、4、5～9号峰依次为甘露糖、鼠李糖、半乳

糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、木糖、阿拉伯糖。由于6号峰信

号强且峰形好，故以其保留时间和峰面积为参照，计算

其他色谱峰的相对保留时间和相对峰面积，详见表3、表

4（表中，P1～P9依次对应1～9号峰）。

图2 药材样品的HPLC对照指纹图谱

Fig 2 HPLC control fingerprint of samples
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表2 18批药材样品相似度评价结果

Tab 2 Similarity evaluation results of 18 batches of samples

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

对照

S1

1.000

0.764

0.935

0.914

0.909

0.927

0.749

0.881

0.938

0.891

0.897

0.929

0.936

0.900

0.894

0.933

0.811

0.927

0.945

S2

0.764

1.000

0.844

0.857

0.847

0.850

0.776

0.892

0.832

0.714

0.722

0.765

0.848

0.918

0.733

0.804

0.833

0.855

0.841

S3

0.935

0.844

1.000

0.972

0.930

0.988

0.757

0.933

0.989

0.936

0.941

0.965

0.989

0.960

0.946

0.968

0.842

0.964

0.989

S4

0.914

0.857

0.972

1.000

0.895

0.962

0.684

0.877

0.985

0.964

0.969

0.974

0.985

0.959

0.973

0.939

0.764

0.931

0.982

S5

0.909

0.847

0.930

0.895

1.000

0.961

0.928

0.979

0.936

0.824

0.829

0.895

0.945

0.953

0.832

0.961

0.953

0.983

0.951

S6

0.927

0.850

0.988

0.962

0.961

1.000

0.815

0.956

0.984

0.919

0.924

0.957

0.987

0.970

0.931

0.982

0.888

0.978

0.991

S7

0.749

0.776

0.757

0.684

0.928

0.815

1.000

0.930

0.752

0.559

0.567

0.671

0.773

0.832

0.573

0.816

0.977

0.883

0.775

S8

0.881

0.892

0.933

0.877

0.979

0.956

0.930

1.000

0.916

0.782

0.789

0.859

0.928

0.949

0.795

0.945

0.974

0.975

0.931

S9

0.938

0.832

0.989

0.985

0.936

0.984

0.752

0.916

1.000

0.954

0.960

0.979

0.998

0.967

0.962

0.967

0.820

0.968

0.995

S10

0.891

0.714

0.936

0.964

0.824

0.919

0.559

0.782

0.954

1.000

0.999

0.988

0.941

0.867

0.996

0.916

0.651

0.866

0.953

S11

0.897

0.722

0.941

0.969

0.829

0.924

0.567

0.789

0.960

0.999

1.000

0.989

0.948

0.876

0.997

0.919

0.660

0.874

0.957

S12

0.929

0.765

0.965

0.974

0.895

0.957

0.671

0.859

0.979

0.988

0.989

1.000

0.970

0.909

0.984

0.962

0.750

0.926

0.984

S13

0.936

0.848

0.989

0.985

0.945

0.987

0.773

0.928

0.998

0.941

0.948

0.970

1.000

0.978

0.952

0.967

0.838

0.973

0.994

S14

0.900

0.918

0.960

0.959

0.953

0.970

0.832

0.949

0.967

0.867

0.876

0.909

0.978

1.000

0.888

0.932

0.883

0.968

0.965

S15

0.894

0.733

0.946

0.973

0.832

0.931

0.573

0.795

0.962

0.996

0.997

0.984

0.952

0.888

1.000

0.917

0.666

0.876

0.959

S16

0.933

0.804

0.968

0.939

0.961

0.982

0.816

0.945

0.967

0.916

0.919

0.962

0.967

0.932

0.917

1.000

0.882

0.972

0.983

S17

0.811

0.833

0.842

0.764

0.953

0.888

0.977

0.974

0.820

0.651

0.660

0.750

0.838

0.883

0.666

0.882

1.000

0.923

0.845

S18

0.927

0.855

0.964

0.931

0.983

0.978

0.883

0.975

0.968

0.866

0.874

0.926

0.973

0.968

0.876

0.972

0.923

1.000

0.973

对照
0.945

0.841

0.989

0.982

0.951

0.991

0.775

0.931

0.995

0.953

0.957

0.984

0.994

0.965

0.959

0.983

0.845

0.973

1.000

2.4 广金钱草多糖的单糖含量测定

由于7个共有峰中，有2个单糖（甘露糖、木糖）的含
量偏低（低于本方法检测限），故本研究只检测了其余 5

个单糖的含量。

2.4.1 方法学考察
（1）专属性：取“2.2”项下混合单糖对照品衍生化溶

液、供试品溶液和阴性对照溶液各适量，按“2.1”项下色
谱条件进样测定，记录色谱图。结果，对照品和供试品
溶液的色谱峰峰形良好，阴性对照溶液对测定无干扰，

详见图3。

（2）线性关系考察：精密吸取“2.2.1”项下混合对照
品贮备液 0.05、0.1、0.2、0.4、0.8、1.2、1.6、2.0 mL，分别置
于2 mL量瓶中，加水稀释至刻度，混匀。再分别精密吸
取上述稀释后的混合对照品溶液各200 μL，按“2.2.1”项
下方法进行衍生化处理，再按“2.1”项下色谱条件进样
测定。以待测物质量浓度（x，μg/mL）为横坐标、峰面积
（y）为纵坐标进行线性回归，得鼠李糖、半乳糖醛酸、

葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖的回归方程分别为 y＝

13 534x－63 714（r＝0.999 8）、y＝17 053x－94 675（r＝

0.999 6）、y＝16 639x+25 588（r＝0.999 4）、y＝20 818x－

9 100.9（r＝0.999 7）、y＝20 065x－42 258（r＝0.999 6）。

上述各单糖检测质量浓度的线性范围分别为 8.25～

330.00、22.00～880.00、47.25～1 890.00、20.50～820.00、

11.25～450.00 μg/mL。

（3）检测限与定量限考察：精密吸取“2.2.1”项下混
合单糖对照品衍生化溶液适量，以水为溶剂倍比稀释，

并按“2.1”项下色谱条件进样测定，分别以信噪比3 ∶ 1和
10 ∶1计算检测限和定量限。结果，鼠李糖、半乳糖醛酸、

葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖的检测限分别为 2.06、2.75、

2.36、1.03、2.25 μg/mL；定量限分别为 4.13、11.00、5.91、

2.56、5.63 μg/mL。

（4）精密度试验：精密吸取“2.2.1”项下混合单糖对
照品衍生化溶液适量，按“2.1”项下色谱条件连续进样6

次，记录峰面积。结果，鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半
乳糖、阿拉伯糖峰面积的 RSD 分别为 1.48％、3.49％、

0.33％、0.64％、0.41％（n＝6），表明仪器精密度良好。

（5）稳定性试验：取“2.2.2”项下供试品溶液（编号：

S16）适量，分别于室温下放置 0、2、4、8、12、24 h 时按
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“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积。结果，鼠李

糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖峰面积的

RSD 分别为 1.53％、2.99％、3.68％、5.82％、4.99％（n＝

6），表明供试品溶液于室温放置24 h内基本稳定。

（6）重复性试验：取药材样品（编号：S16），共 6份，

粉碎，精密称取粉末适量，按“2.2.2”项下方法制备供试

品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积

并按标准曲线法计算样品含量。结果，鼠李糖、半乳糖

醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖含量的 RSD 分别为

4.53％、4.72％、4.25％、4.71％、4.43％（n＝6），表明该方

法重复性良好。

（7）加样回收率试验：精密称取已知含量的样品（编

号：S16）6份，每份 50 mg，分别精密加入鼠李糖 100 μg、

半乳糖醛酸 240 μg、葡萄糖 500 μg、半乳糖 240 μg、阿拉

伯糖 150 μg，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并计算加样回

收率。结果，鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉

伯糖的平均加样回收率分别为 100.77％、102.61％、

98.78％、100.60％、101.93％，RSD分别为3.18％、2.08％、

1.70％、1.83％、2.61％（n＝6），表明该方法的准确度

良好。

2.4.2 单糖含量测定与摩尔比计算

分别取 18批广金钱草药材各适量，粉碎，精密称取

药材粉末5 g，按“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按

“2.1”项下色谱条件进样测定。采用标准曲线法计算样

品含量[以每克药材中所含单糖质量（mg）计]；参考文献

方法[10]，以含量最低的单糖为基准，计算各单糖的摩尔

比。结果，不同批次广金钱草药材中的多糖均以半乳糖

醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖为主，鼠李糖含量均最

低，详见表5、表6。
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注：1.甘露糖；4.鼠李糖；5.半乳糖醛酸；6.葡萄糖；7.半乳糖；8.木

糖；9.阿拉伯糖

Note：1. mannose；4. rhamnose；5. galacturonic acid；6. glucose；

7. galactose；8. xylose；9. arabinose

图3 单糖含量测定的HPLC图

Fig 3 HPLC chromatograms of monosaccharide con-

tent determination

表3 18批药材样品HPLC图谱共有峰的相对保留时间

Tab 3 Relative retention time of common peaks in

HPLC chromatograms of 18 batches of samples

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

平均值
RSD，％

P1

0.537

0.556

0.560

0.537

0.558

0.557

0.573

0.557

0.558

0.559

0.559

0.560

0.557

0.559

0.565

0.564

0.557

0.557

0.557

1.51

P2

0.553

0.574

0.579

0.556

0.575

0.575

0.601

0.576

0.575

0.577

0.577

0.578

0.573

0.575

0.585

0.584

0.573

0.576

0.576

1.76

P3

0.685

0.689

0.691

0.688

0.705

0.690

0.688

0.689

0.690

0.691

0.691

0.693

0.689

0.692

0.694

0.694

0.689

0.689

0.691

0.60

P4

0.734

0.738

0.740

0.737

0.738

0.738

0.737

0.738

0.739

0.741

0.740

0.742

0.738

0.741

0.743

0.742

0.738

0.737

0.739

0.31

P5

0.838

0.841

0.844

0.840

0.838

0.842

0.838

0.840

0.841

0.844

0.844

0.841

0.841

0.844

0.844

0.843

0.840

0.840

0.841

0.26

P6

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0

P7

1.101

1.100

1.101

1.101

1.101

1.101

1.099

1.100

1.102

1.105

1.105

1.108

1.101

1.105

1.101

1.100

1.101

1.099

1.102

0.22

P8

1.141

1.139

1.141

1.140

1.141

1.140

1.139

1.140

1.141

1.145

1.144

1.149

1.141

1.144

1.140

1.139

1.140

1.138

1.141

0.24

P9

1.179

1.178

1.179

1.179

1.179

1.179

1.177

1.178

1.180

1.184

1.184

1.188

1.180

1.183

1.177

1.177

1.179

1.176

1.180

0.26

表4 18批药材样品HPLC图谱共有峰的相对峰面积

Tab 4 Relative peak area of common peaks in HPLC

chromatograms of 18 batches of samples

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

平均值
RSD，％

P1

0.109

0.108

0.082

0.140

0.123

0.118

0.124

0.123

0.090

0.083

0.097

0.085

0.125

0.083

0.106

0.106

0.137

0.119

0.109

17.24

P2

0.073

0.011

0.015

0.021

0.019

0.036

0.091

0.094

0.054

0.045

0.036

0.023

0.016

0.040

0.043

0.088

0.071

0.042

0.045

60.23

P3

0.082

0.106

0.038

0.036

0.039

0.027

0.121

0.089

0.039

0.021

0.028

0.012

0.030

0.034

0.041

0.071

0.057

0.107

0.054

61.11

P4

0.095

0.102

0.093

0.071

0.141

0.095

0.196

0.149

0.081

0.074

0.074

0.062

0.092

0.063

0.085

0.111

0.129

0.141

0.103

34.56

P5

0.787

0.474

0.746

0.618

0.747

0.639

0.805

0.732

0.555

0.523

0.802

0.652

0.579

0.103

0.494

0.715

0.732

1.049

0.653

29.88

P6

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

1.000

0

P7

0.433

0.751

0.478

0.323

0.611

0.424

1.027

0.805

0.406

0.539

0.488

0.495

0.429

0.573

0.394

0.597

0.575

1.006

0.575

35.01

P8

0.046

0.055

0.055

0.051

0.107

0.071

0.101

0.079

0.046

0.048

0.028

0.038

0.066

0.031

0.041

0.048

0.062

0.137

0.062

46.22

P9

0.188

0.239

0.216

0.199

0.227

0.306

0.524

0.437

0.266

0.174

0.115

0.125

0.303

0.141

0.252

0.362

0.296

0.323

0.261

40.97
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表 5 18批广金钱草药材多糖中各单糖的含量（n＝3，

mg/g）

Tab 5 The contents of monosaccharides in polysac-

charide from 18 batches of D. styracifolium

（n＝3，mg/g）

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

鼠李糖
0.471

0.585

2.077

0.805

2.092

0.748

1.031

1.087

1.381

0.618

0.631

1.974

1.850

1.588

1.449

1.317

1.437

1.247

半乳糖醛酸
1.379

1.935

4.255

1.502

8.388

2.278

4.663

4.002

3.288

1.677

1.656

8.919

4.243

3.708

6.360

6.339

3.141

4.798

葡萄糖
3.407

3.932

17.012

7.561

11.248

5.728

2.560

5.429

12.606

13.349

13.421

35.679

14.847

34.776

12.923

8.983

8.132

3.789

半乳糖
1.194

2.701

6.535

1.978

5.519

1.956

2.795

3.520

4.114

1.493

1.706

6.905

5.120

4.822

4.086

4.310

3.770

3.149

阿拉伯糖
0.566

0.825

4.103

1.318

3.541

1.751

2.023

2.017

2.848

1.184

1.314

3.749

3.815

4.158

2.749

2.744

2.752

2.346

表 6 18 批广金钱草药材多糖中各单糖的摩尔比

（n＝3）

Tab 6 The molar ratios of monosaccharides in poly-

saccharide from 18 batches of D. styracifolium

（n＝3）

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

S11

S12

S13

S14

S15

S16

S17

S18

鼠李糖
1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

1

半乳糖醛酸
2.47

3.83

3.39

1.85

1.97

2.01

2.30

1.58

2.22

1.94

3.82

3.11

2.58

1.73

4.07

2.80

3.25

3.71

葡萄糖
6.59

2.26

4.90

5.16

19.95

8.32

19.69

8.55

19.39

7.31

16.47

4.55

6.98

7.46

6.22

6.13

2.77

8.12

半乳糖
2.31

2.47

2.40

2.39

2.77

2.72

2.20

2.24

2.46

2.52

3.19

2.95

2.38

2.87

2.98

4.21

2.30

2.57

阿拉伯糖
1.31

2.15

1.85

2.09

2.86

2.26

2.09

1.79

2.28

2.25

2.08

2.03

2.56

2.16

2.28

1.54

2.06

2.07

2.5 广金钱草多糖对α-葡萄糖苷酶的体外抑制活性

采用PNPG法进行考察。

2.5.1 阿卡波糖对照品溶液的制备

精密称取阿卡波糖对照品适量，加水溶解并稀释，

制得质量浓度分别为 2.50、5.00、7.50、10.00、15.00、

20.00、25.00 mg/mL的对照品系列溶液。

2.5.2 多糖供试品溶液的制备

精密称取“2.2.2”项下广金钱草粗多糖 20 mg，加水

400 μL使溶解，得粗多糖贮备液。分别量取上述贮备液

各适量，加水稀释，制得质量浓度分别为 0.50、1.00、

1.50、2.00、2.50、4.00 mg/mL的多糖供试品溶液。

2.5.3 测定方法及结果

精密吸取“2.5.1”“2.5.2”项下的阿卡波糖对照品系

列溶液和供试品溶液各 10 μL，置于 96孔板中，加入

PBS 60 μL，再加入2 U/mL α-葡萄糖苷酶水溶液 10 μL，

混匀，于 37 ℃孵育 15 min；随后加入 5 mmol/L PNPG

水溶液 20 μL，于 37 ℃孵育 20 min，加入 0.1 mol/L碳酸

钠溶液 50 μL终止反应。以水为空白对照，以阿卡波糖

为阳性对照，于 405 nm 波长下测定各孔光密度（OD）

值，计算抑制率和半数抑制浓度（IC50）：抑制率（％）＝

（OD空白－OD样品）/OD 空白×100％[11]。各样品均重复测定 3

次，结果见表7。由表7可知，阿卡波糖和广金钱草多糖

对α-葡萄糖苷酶的抑制活性均呈现随着剂量升高而增

强的趋势；广金钱草多糖对α-葡萄糖苷酶抑制活性明显

（IC50＝0.70 mg/mL），且强于阳性对照阿卡波糖（IC50＝

7.76 mg/mL）。

表7 阿卡波糖和广金钱草多糖对α-葡萄糖苷酶的抑制

作用

Tab 7 Inhibitory effects of acarbose and polysaccha-

rides from D. styracifolium on α-glucosidase

待测物
阿卡波糖

广金钱草多糖

质量浓度，mg/mL

2.50

5.00

7.50

10.00

15.00

20.00

25.00

0.50

1.00

1.50

2.00

2.50

4.00

抑制率（x±s），％
25.27±0.26

39.69±0.51

49.76±0.65

55.66±0.83

65.08±1.01

70.50±2.02

75.15±1.98

35.34±0.41

61.13±0.79

74.88±1.48

79.65±2.21

83.00±2.37

84.78±2.09

IC50，mg/mL

7.76

0.70

3 讨论
3.1 衍生化条件的优化

本课题组前期以单糖峰面积为评价指标，分别对广

金钱草多糖的酸水解时间、PMP衍生化温度及衍生化时

间进行优化，得到最佳的柱前衍生化条件（即酸水解 8

h，70 ℃下衍生化 1 h）。在 PMP衍生化过程中，本课题

组还比较了磷酸盐（KH2PO4）的加入对样品HPLC色谱

图的影响。结果发现，于氯仿萃取前在供试品液中加入

适量KH2PO4溶液，可明显抑制PMP峰，改善基线状态，

有利于单糖的定量分析。

3.2 单糖检测方法的选择

生物多糖中单糖组成分析常用的方法包括薄层色

谱法、气相色谱峰、HPLC法等。其中，薄层色谱法样品
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处理繁琐，鉴别能力弱，已逐渐被仪器分析方法取代；气

相色谱法对中性单糖的分离效果较好，而对酸性多糖的

分离效果较差，且前期处理复杂、耗时，易出现色谱峰异

构化裂分；HPLC法可较好地对中性、酸性多糖进行分离

鉴定[12]。故本研究采用PMP柱前衍生化-HPLC法对广

金钱草多糖的单糖组成进行定性、定量分析。结果显

示，所建HPLC法重复性、稳定性良好，且灵敏度较高。

3.3 色谱条件的优化

本课题组分别比较了乙腈 -乙酸铵溶液和乙腈 -

KH2PO4溶液等两种流动相体系，发现后者的分离效果

更优。进一步对 KH2PO4溶液的浓度（0.01、0.02、0.05

mol/L）进行筛选后发现，以 0.05 mol/L KH2PO4溶液（用

氢氧化钠调节 pH至 6.8）作为有机相时，各待测物色谱

峰峰形的对称性良好。此外，本课题组还考察了各单糖

在 YMC-Pack ODS-AQ、Inertsil ODS-3、Phenomenex Lu-

na C18等色谱柱上的分离效果，最终确定了本文中的色

谱条件。

3.4 指纹图谱的结果分析

本研究建立了 18批广金钱草药材多糖的HPLC指

纹图谱，确定了9个共有峰，并指认了其中7个。18批样

品中有 15批的相似度超过 0.9，表明广金钱草多糖具有

较好的稳定性，可作为药材质量控制的指标之一。

3.5 单糖定量分析结果分析

本课题组在 18批广金钱草药材多糖中共检测了 5

种单糖成分的含量，分别为鼠李糖 0.471～2.092 mg/g，

半乳糖醛酸 1.379～8.919 mg/g，葡萄糖 2.560～35.679

mg/g，半 乳 糖 1.194～6.905 mg/g，阿 拉 伯 糖 0.566～

4.158 mg/g；以鼠李糖为基准，半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳

糖、阿拉伯糖的摩尔比分别为 1.58～4.07、2.26～19.95、

2.20～4.21、1.31～2.86。结果表明，不同产地广金钱草

的多糖组成均以葡萄糖为主，鼠李糖的含量最低，且各

单糖含量存在差异，可能与产地的土壤、气候等环境因

素有关。

3.6 α-葡萄糖苷酶抑制活性的结果分析

PNPG 经α-葡萄糖苷酶催化可生成对硝基苯酚

（PNP），PNP在 400 nm左右波长处有最大紫外吸收，测

定此波长下PNP的OD值，可用以计算抑制剂对α-葡萄

糖苷酶的抑制率[13]。基于此，本研究以PNPG为底物、以

阿卡波糖为阳性对照，初步评价了广金钱草多糖对α-葡

萄糖苷酶的抑制作用。结果发现，广金钱草多糖对α-葡

萄糖苷酶具有明显的体外抑制作用，且活性强于阳性对

照阿卡波糖，可为后续其降血糖作用研究提供依据。

4 结语
本研究采用PMP柱前衍生化-HPLC法分析了18批

广金钱草药材多糖中的单糖组分，并建立了广金钱草多

糖的HPLC指纹图谱；在此基础上，通过对单糖组分的

定性、定量分析，初步探讨了18批广金钱草药材多糖的

组成特征、单糖含量及摩尔比。本研究还发现，广金钱

草多糖对α-葡萄糖苷酶的体外抑制活性强于阳性对照

阿卡波糖，提示其可能具有降血糖作用。但本研究尚未

对广金钱草多糖的药效学进行分析，有待后续研究进一

步完善。
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