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摘 要 目的：建立怀牛膝多糖的柱前衍生化-高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，测定其主要单糖成分的含量，为怀牛膝饮片的质

量评价提供参考。方法：以10批不同生产厂家的怀牛膝饮片为样品，采用水提醇沉法提取其多糖后，以三氟乙酸进行水解，再采

用1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮衍生化处理后，进行HPLC分析。色谱柱为Hanbon Hedera C18，柱温为30 ℃，流速为1.2 mL/min，流

动相为乙腈-0.02 mol/L乙酸铵溶液（梯度洗脱），检测波长为250 nm，进样量为20 μL。采用《中药色谱指纹图谱相似度评价系统》

（2012A版）建立10批怀牛膝多糖的HPLC指纹图谱并进行相似度评价，通过与对照品比对进行共有峰指认，并采用SPSS 25.0软

件进行聚类分析。采用HPLC法对指认的单糖成分进行含量测定。结果：10批怀牛膝多糖样品的相似度均大于0.95；共标定了9

个共有峰，并指认了其中5个共有峰，分别为无水葡萄糖（峰1）、甘露糖（峰2）、鼠李糖（峰4）、半乳糖醛酸（峰5）、阿拉伯糖（峰7）。

聚类分析结果显示，编号为S1的样品单独为一类，编号为S2、S5、S8和S9的样品聚为一类，编号为S3、S4、S6、S7和S10的样品聚

为一类。含量测定结果显示，10批样品中无水葡萄糖的含量为6.17～17.55 mg/g、甘露糖的含量为3.31～7.66 mg/g、鼠李糖的含量

为38.80～73.97 mg/g、半乳糖醛酸的含量为2.49～8.95 mg/g、阿拉伯糖的含量为11.30～28.58 mg/g。结论：本研究建立的柱前衍

生化-HPLC指纹图谱及单糖组分的含量测定方法可为怀牛膝饮片质量评价提供参考。
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怀牛膝Achyranthes bidentata BI.为常用的大宗中药

材之一，最早出自《神农本草经》，以根入药，主要含有甾

酮类、皂苷类、多糖类等化合物[1－2]。据文献报道，怀牛

膝多糖类组分的毒性低、水溶性好，具有抑制肿瘤细胞

转移、增强免疫力、保护肝脏等多种药理活性[3]。而多糖

通常由各种相对固定比例的单糖组成[4－5]，因此分析多

糖中单糖的组成对于研究多糖质量标准和探索多糖结

构、性质及构效关系等信息具有重要意义[6]。

关于多糖中单糖组分的分析方法，通常是先用三氟

乙酸将多糖水解成单糖，再利用发光试剂衍生后通过高

效液相色谱（HPLC）法进行分离和检测[7]。而指纹图谱

作为一种可体现中药化学成分整体特征的质量评价方

法，对药材的全面控制具有重要作用[8]。若将生物大分子

多糖经衍生化后分析其单糖组成，再结合指纹图谱技术，

可以更加全面、整体地评价药材质量[9－10]。笔者查阅文献

后发现，目前有关怀牛膝多糖的研究主要集中于总多糖

的提取工艺及生物活性[11－14]，而对于其中单糖组成及含量

分析的研究尚未见相关报道。因此，本研究拟建立怀牛

膝多糖的1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮（PMP）柱前衍生化-

高效液相色谱（HPLC）指纹图谱，分析其单糖组成并测定

单糖组分的含量，为怀牛膝饮片的质量评价提供参考。

1 材料

1.1 主要仪器

本研究所用主要仪器有 1260 型 HPLC 仪（包括

G1312C 型双元泵、G1329B 型检测器、G1316A 型柱温

箱、G1315D 型进样器，美国 Agilent 公司）、BSA124S 型

万分之一电子天平（北京赛多利斯仪器系统有限公司）、

TGL-16型台式高速冷冻离心机（长沙湘仪离心机仪器

有限公司）、BDHH-6型数显恒温水浴锅[贝蒂（上海）仪

器有限公司]、XW-80A微型旋涡混合仪（上海沪西分析

仪器厂有限公司）、BHX型电热恒温鼓风干燥箱（南京科

尔仪器设备有限公司）、PHS-25型数显 pH计（上海仪电

科学仪器股份有限公司）等。

1.2 主要药品与试剂

本研究所用的药品与试剂主要有无水葡萄糖对照

品、D-半乳糖醛酸对照品、鼠李糖对照品、D-甘露糖对

照品、L（+）阿拉伯糖对照品（中国食品药品检定研究

院，批号分别为 110833-201707、140648-201804、111646-

201702、111508-201605、140651-201805，纯度均不低于

98％），D-葡萄糖醛酸（上海源叶生物科技有限公司，批

号 1506-200202，纯度≥98％）；乙腈为色谱纯，乙酸铵、

氢氧化钠、三氟乙酸、盐酸、磷酸二氢钾、PMP、甲醇、氯

仿等均为分析纯，水为娃哈哈纯净水。

10批怀牛膝饮片购自南京市各大药房（来源信息见

表1），经中国药科大学中药学院杨中林教授鉴定为怀牛

膝A. bidentata BI.的干燥根。样品保存于中国药科大学

中药学院中药炮制实验室。

2 方法与结果

2.1 怀牛膝多糖的制备

称取各批次怀牛膝饮片约 10 g，将其粉碎过 60目

ABSTRACT OBJECTIVE： To establish pre-column derivatization-HPLC fingerprint of polysaccharide from Achyranthes

bidentata，and to determine the contents of monosaccharide components，so as to provide reference for quality evaluation of A.

bidentata decoction pieces. METHODS：Taking 10 batches of A. bidentata decoction pieces from different manufacturers as

samples，the polysaccharides were extracted by water extraction and alcohol precipitation，hydrolyzed by trifluoroacetic acid，and

then derivatized by 1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone for HPLC analysis. The determination was performed on Hanbon Hedera C18

column with column temperature of 30 ℃ at the flow rate of 1.2 mL/min. The mobile phase consisted of acetonitrile-0.02 mol/L

ammonium acetate solution（gradient elution）. The detection wavelength was set at 250 nm，and sample size was 20 μL. HPLC

fingerprint was established and similarity evaluation was performed for 10 batches of A. bidentata polysaccharide by using TCM

Chromatogramic Fingerprint Similarity Evaluation System（2012A edition）. The common peak was identified by comparing with

the reference substance，and cluster analysis was performed by using SPSS 25.0 software. The contents of identified

monosaccharides were determined by HPLC. RESULTS：The similarity of 10 batches of A. bidentata polysaccharide were all higher

than 0.95. Nine common peaks were fixed and a total of 5 common peaks were identified，namely anhydrous glucose（peak 1），

mannose（peak 2），rhamnose（peak 4），galacturonic acid（peak 5）and arabinose（peak 7）. Results of cluster analysis showed that

S1 sample was classified into one category；S2，S5，S8 and S9 samples were clustered into one category；S3，S4，S6，S7 and

S10 samples were clustered into one category. Results of content determination showed that the contents of anhydrous glucose in 10

batches of samples ranged from 6.17 to 17.55 mg/g；those of mannose ranged from 3.31 to 7.66 mg/g；those of rhamnose ranged

from 38.80 to 73.97 mg/g；those of galacturonic acid ranged from 2.49 to 8.95 mg/g；those of arabinose ranged from 11.30 to

28.58 mg/g. CONCLUSIONS：Established pre-column derivatization HPLC fingerprints and content determination method can

provide reference for quality evaluation of A. bidentata decoction pieces.

KEYWORDS Achyranthes bidentata polysaccharide；Monosaccharide；Pre-column derivatization；HPLC；Fingerprint；Contnet

determination
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筛，并以 80％乙醇为溶剂[料液比 1 ∶ 12（g/mL）]在 80 ℃

水浴中回流提取2次，每次2 h；弃去滤液，滤渣挥干溶剂

后称质量，然后继续以水为溶剂[料液比1 ∶ 15（g/mL）]在

98 ℃水浴中回流提取3次，每次2 h；合并3次水提取液，

抽滤，合并滤液后浓缩至50 mL，冷却。缓慢向浓缩液中

加入无水乙醇至乙醇终体积分数为 70％，室温静置 24

h，抽滤后得沉淀物1；然后将滤液浓缩至50 mL，再次加

入无水乙醇至乙醇终体积分数为 80％，室温下静置 24

h，抽滤得沉淀物2。合并沉淀物1和沉淀物2，用丙酮和

无水乙醇交替洗涤，直至洗液变为无色为止，然后干燥

除去残留的洗涤试剂后，得到的沉淀物即为怀牛膝多

糖。以D-无水葡萄糖为标准品，采用苯酚-硫酸法[15]测

得 10批怀牛膝饮片（编号 S1～S10）中多糖的得率分别

为18.10％、18.30％、17.56％、10.74％、17.52％、16.08％、

15.88％、13.2％、14.8％、16.52％。

2.2 溶液的制备

2.2.1 单糖对照品溶液 称取 D-无水葡萄糖对照品

6.87 mg、D-甘露糖对照品 5.51 mg、鼠李糖对照品 5.70

mg、D-半乳糖醛酸对照品 4.66 mg、L（+）阿拉伯糖对照

品4.35 mg，置于不同1 mL量瓶中，分别用水溶解并稀释

至刻度，涡旋混匀，即得各单糖的单一对照品溶液。

2.2.2 怀牛膝多糖水解液 精密称取 100 mg怀牛膝多

糖至 10 mL离心管中，加入 2 mol/L三氟乙酸溶液 4 mL

使溶解，密封后，在110 ℃烘箱中水解4 h；取出，冷却至

常温，并以 3 mol/L NaOH溶液调节水解液的 pH至 6.5，

即得。

2.2.3 阴性对照溶液 除不加多糖样品外，其余按

“2.2.2”项下方法操作，制得阴性对照溶液。

2.3 衍生化处理及各衍生化溶液制备

精密吸取“2.2.1”项下各单糖对照品溶液、“2.2.2”项

下多糖水解液和“2.2.3”项下阴性对照溶液各0.3 mL，置

于不同 5 mL离心管中，分别加入 0.5 mol/L PMP甲醇溶

液 300 µL和 0.3 mol/L NaOH溶液 300 µL，涡旋混合，在

70 ℃水浴中衍生 30 min；待衍生完毕放冷后，加入 0.3

mol/L HCl 溶液 300 µL 终止反应。在离心管中加入 1

mL氯仿溶液进行萃取，弃去氯仿层，取上层溶液；再如

上重复操作3次，合并上层溶液后以0.35 µm滤膜滤过，

即得到经衍生化处理后的各溶液。分别吸取经衍生化

处理后的各单糖对照品溶液 0.2 mL，充分混合后，经

0.35 µm滤膜过滤，收集滤液，即得经衍生化处理后的混

合对照品溶液。

2.4 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱为 Hanbon Hedera C18（250 mm ×4.6 mm，5

μm）；以乙腈（A）-0.02 mol/L乙酸铵溶液（B）为流动相进

行梯度洗脱（0～15 min，19％A；15～50 min，19％A→

35％A；50～55 min，35％A→42％A；55～55.1 min，42％

A→19％A；55.1～60 min，19％A）；柱温为30 ℃；流速为

1.2 mL/min；检测波长为250 nm；进样量为20 μL。取按

“2.3”方法衍生化处理的怀牛膝多糖水解液（样品编号

S6）、阴性对照溶液和混合对照品溶液，分别在此色谱条

件下进样测定，记录色谱图。结果，在此色谱条件下，各

成分峰均能达到良好分离（分离度均大于 1.5），理论板

数以甘露糖计大于 6 000，且阴性对照溶液对样品峰的

测定不产生干扰。各溶液的衍生化-HPLC图谱见图1。

表1 怀牛膝饮片来源信息

Tab 1 Source information of A. bidentata

编号
S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

品名
怀牛膝
怀牛膝
怀牛膝
怀牛膝
怀牛膝
怀牛膝
怀牛膝
怀牛膝
怀牛膝
怀牛膝

产地
河南博爱县
河南沁阳县
河南武陟县
河南武陟县
河南武陟县
河南焦作县
河南温县
河南沁阳县
河南博爱县
河南温县

规格
头肥
段
统段
统段
统段
统
段
段
统段
统段

批号
190712

190724

190701

190501

190712

190119

190123

191112

191115

191101

生产厂家
先声再康江苏药业有限公司
浙江景岳堂药业有限公司
安徽佳凯药业股份有限公司
安徽佳凯药业股份有限公司
亳州市永刚饮片厂有限公司
河北金草药业有限公司
安徽省六安市绿丰中药材有限公司
六品叶商贸有限公司
桦甸市栢晟商贸有限公司
吉林省品茸堂商贸有限公司

图1 各溶液的衍生化-HPLC图谱

Fig 1 Derivatization-HPLC chromatograms of each

solution
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B.怀牛膝多糖水解液（样品编号S6）
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2.5 指纹图谱的建立与分析

2.5.1 精密度试验 取 100 mg 怀牛膝多糖（样品编号

S6），按“2.2.2”“2.3”项下方法水解并衍生化处理后，再按

“2.4”项下色谱条件进样分析，连续测定 6次，记录峰面

积。以鼠李糖（峰 4，该峰分离度良好且稳定、峰位相对

居中）为参照峰，计算得各共有峰相对保留时间和相对

峰面积的 RSD 均小于 3.0％（n＝6），表明该方法精度

良好。

2.5.2 重复性试验 取 100 mg 怀牛膝多糖（样品编号

S6），共6份，分别按“2.2.2”“2.3”项下方法水解并衍生化

处理后，再按“2.4”项下色谱条件进样测定，记录峰面

积。以鼠李糖（峰 4）为参照峰，计算得各共有峰相对保

留时间和相对峰面积的RSD均小于 3.0％（n＝6），表明

该方法重复性较好。

2.5.3 稳定性试验 取 100 mg 怀牛膝多糖（样品编号

S6），分别按“2.2.2”“2.3”项下方法水解并衍生化处理后，

分别于室温放置0、2、4、8、12、24 h 时，按“2.4”项下色谱

条件进样测定，记录峰面积。以鼠李糖（峰4）为参照峰，

计算得各共有峰相对保留时间和相对峰面积的RSD均

小于 3.0％（n＝6），表明该溶液在室温下放置 24 h 内

稳定。

2.5.4 指纹图谱的建立及样品相似度评价 分别称取

10批怀牛膝多糖适量（样品编号 S1～S10），按“2.2.2”

“2.3”项下方法水解并衍生化处理后，再按“2.4”项下色

谱条件进样测定，记录色谱图。利用《中药指纹图谱相

似度系统评价软件》（2012A版）对S1～S10多糖样品的

HPLC指纹图谱进行分析，选择编号为S1的多糖样品的

图谱作为参照图谱（各峰稳定且分离度较好），将时间宽

度设置为 0.1 min、间距设置为 50，通过多点校准法生成

10批多糖样品的叠加指纹图谱，并使用中值法生成对照

指纹图谱（R）。以对照指纹图谱R为参照，对10批样品

的相似度进行整体评价。结果，10批样品的相似度为

0.955～0.994；共得到了 9个共有峰，以峰 4为参照峰计

算得各共有峰相对保留时间的 RSD 为 0～2.09％（n＝

10）、相对峰面积的RSD为0～59.48％（n＝10）。该结果

提示，10批怀牛膝多糖样品的共有成分相似，但含量存

在差异。10批怀牛膝多糖的衍生化-HPLC叠加指纹图

谱和对照指纹图谱见图 2，相似度评价结果见表 2，各共

有峰的相对保留时间、相对峰面积测定结果分别见表3、

表4。

2.5.5 色谱峰的指认 通过将对指纹图谱R（见图3）与

混合对照溶液衍生化-HPLC图谱（见图1A）的色谱峰进

行比对，指认了其中5个共有色谱峰，分别为无水葡萄糖

（峰 1）、甘露糖（峰 2）、鼠李糖（峰 4）、半乳糖醛酸（峰 5）

和阿拉伯糖（峰7）。

图 2 10批怀牛膝多糖的衍生化-HPLC叠加指纹图谱

和对照指纹图谱R

Fig 2 Derivatization-HPLC superimposed fingerprint

of 10 batches of polysaccharide from A. bidenta-

ta and reference fingerprint R
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表2 10批怀牛膝多糖样品的相似度评价结果

Tab 2 Similarity evaluation results of 10 batches of A.

bidentata polysaccharide

样品编号

S1

S2

S3

S4

S5

相似度

0.955

0.968

0.987

0.994

0.982

编号

S6

S7

S8

S9

S10

相似度

0.993

0.987

0.985

0.984

0.994

表3 10批怀牛膝多糖样品中共有峰的相对保留时间测

定结果

Tab 3 Relative retention time of common peaks in 10

batches of A. bidentata polysaccharide

峰号

峰1

峰2

峰3

峰4

峰5

峰6

峰7

峰8

峰9

S1

0.71

0.90

0.92

1.00

1.09

1.13

1.16

1.23

1.29

S2

0.74

0.87

0.90

1.00

1.11

1.17

1.21

1.29

1.36

S3

0.74

0.87

0.90

1.00

1.10

1.15

1.19

1.27

1.34

S4

0.77

0.90

0.93

1.00

1.15

1.20

1.23

1.31

1.39

S5

0.75

0.87

0.90

1.00

1.11

1.16

1.20

1.27

1.35

S6

0.74

0.87

0.90

1.00

1.11

1.16

1.20

1.27

1.35

S7

0.75

0.87

0.90

1.00

1.11

1.16

1.19

1.27

1.37

S8

0.74

0.87

0.90

1.00

1.12

1.17

1.20

1.28

1.39

S9

0.75

0.87

0.90

1.00

1.11

1.16

1.19

1.27

1.35

S10

0.75

0.87

0.90

1.00

1.11

1.16

1.19

1.27

1.36

RSD，％

1.97

1.33

1.24

0

1.31

1.47

1.56

1.67

2.09

表4 10批怀牛膝多糖样品中共有峰的相对峰面积测定

结果

Tab 4 Relative peak area of common peaks in 10

batches of A. bidentata polysaccharide

峰号

峰1

峰2

峰3

峰4

峰5

峰6

峰7

峰8

峰9

S1

0.19

0.06

0.08

1.00

0.09

0.23

0.44

0.08

0.30

S2

0.54

0.12

0.20

1.00

0.41

0.73

1.09

0.32

1.04

S3

0.51

0.12

0.17

1.00

0.41

0.64

0.81

0.25

0.72

S4

0.42

0.09

0.16

1.00

0.28

0.67

0.72

0.20

0.59

S5

0.26

0.05

0.10

1.00

0.19

0.35

0.45

0.09

0.37

S6

0.42

0.10

0.16

1.00

0.27

0.56

0.80

0.24

0.71

S7

0.31

0.10

0.13

1.00

0.21

0.45

0.60

0.07

0.31

S8

0.46

0.10

0.17

1.00

0.28

0.63

0.97

0.24

0.80

S9

0.26

0.08

0.12

1.00

0.21

0.40

0.56

0.05

0.30

S10

0.30

0.08

0.13

1.00

0.25

0.44

0.61

0.09

0.38

RSD，％

32.87

26.75

25.13

0

37.21

31.35

30.46

59.48

46.56
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2.6 聚类分析

将 10批怀牛膝多糖衍生化-HPLC图谱中 9个共有

峰的峰面积分别导入SPSS 25.0软件中，采用组间连接

方法，以平方欧氏距离作为测量间隔进行系统聚类分

析。结果显示，当平方欧氏距离为 5时，10批怀牛膝多

糖被聚为 3类：编号为S1的样品单独为一类，相似度为

0.955；编号为 S2、S5、S8和 S9的样品聚为一类，相似度

在 0.968～0.985之间；编号为 S3、S4、S6、S7和 S10的样

品聚为一类，相似度在0.987～0.994之间。10批怀牛膝

多糖样品的聚类分析树状图见图4。

2.7 单糖成分的含量测定

2.7.1 线性关系考察 取“2.2.1”项下各单糖对照品溶

液各 0.3 mL，分别按“2.3”项下方法进行衍生化处理后，

分别取0.2 mL各单糖衍生液于同一10 mL离心管中，充

分混匀，即得衍生化处理后的混合对照品溶液。分别吸

取该混合对照品溶液 0.5、0.45、0.35、0.25、0.15、0.05、

0.008 mL于不同的1 mL量瓶中，加甲醇定容，即得系列

不同质量浓度的溶液，分别按“2.4”项下色谱条件下进样

测定，记录峰面积。以各待测成分的峰面积（y）为纵坐

标、质量浓度（x，mg/mL）为横坐标绘制标准曲线。结

果，5种单糖在各自质量浓度范围内的线性关系均良好

（r均大于0.999 0），结果见表5。

表5 5种单糖成分的线性关系考察结果

Tab 5 Linear relationship of 5 kinds of monosaccha-

rides

待测成分
无水葡萄糖
甘露糖
鼠李糖
半乳糖醛酸
阿拉伯糖

回归方程
y＝122 187x－62 294

y＝94 958x－43 559

y＝71 527x－30 063

y＝80 765x－71 585

y＝95 586x－53 894

r

0.999 3

0.999 5

0999 5

0.999 0

0.999 2

线性范围，mg/mL

0.032～2.005

0.031～1.876

0.038～2.254

0.030～1.856

0.026～1.652

2.7.2 精密度试验 取“2.2.1”项下的单糖对照品溶液

各 0.3 mL，按“2.3”项下方法衍生化处理后，分别取各单

糖衍生液 0.2 mL于同一 10 mL离心管中，充分混匀，制

得混合对照品溶液，然后按“2.4”色谱条件进样测定，连

续测定6次，记录峰面积。结果，无水葡萄糖、甘露糖、鼠

李糖、半乳糖醛酸和阿拉伯糖峰面积的 RSD 分别为

1.59％、2.78％、2.35％、2.44％、1.98％（n＝6），表明仪器

精密度良好。

2.7.3 稳定性试验 取 100 mg 怀牛膝多糖（样品编号

S6），分别按“2.2.2”“2.3”项下方法水解并衍生化处理后，

于室温放置 0、2、4、8、12、24 h时，再按“2.4”项下色谱条

件进样测定，记录峰面积。结果，无水葡萄糖、甘露糖、

鼠李糖、半乳糖醛酸和阿拉伯糖峰面积的 RSD 分别为

2.35％、2.91％、1.37％、2.79％、1.39％（n＝6），表明该溶

液在室温下放置24 h内稳定性良好。

2.7.4 重复性试验 取 100 mg 怀牛膝多糖（样品编号

S6），共6份，分别按“2.2.2”“2.3”项下方法水解并衍生化

处理后，再按“2.4”项下色谱条件进样测定，记录峰面积，

并根据标准曲线计算各待测成分的含量。结果，无水葡

萄糖、甘露糖、鼠李糖、半乳糖醛酸和阿拉伯糖含量的

RSD 分别为 2.17％、2.75％、1.94％、2.13％、2.86％（n＝

6），表明该方法的重复性良好。

2.7.5 加样回收率试验 取 100 mg已知含量的怀牛膝

多糖（样品编号S6），共6份，置于不同10 mL离心管中，

分别精密加入与已知含量相近的相应对照品溶液，按

“2.2.2”“2.3”项下方法水解并衍生化处理后，再按“2.4”

项下色谱条件进样测定，记录峰面积，根据标准曲线计

算出各待测成分的含量，并计算其加样回收率。结果，5

种单糖的平均加样回收率为 96.52％～99.15％，RSD均

小于3.0％（n＝6），表明该方法准确度较好，详见表6。

2.7.6 样品含量测定 分别取 10批怀牛膝多糖，各约

100 mg，精密称定，分别按“2.2.2”“2.3”项下方法水解并

衍生化处理后，再按“2.4”项下色谱条件进样测定，记录

峰面积，并根据标准曲线计算5种单糖的含量。每批样

品平行测定 3份，取平均值。结果，10批怀牛膝多糖样

品中无水葡萄糖的含量为 6.17～17.55 mg/g、甘露糖的

图3 怀牛膝多糖的衍生化-HPLC对照指纹图谱R

Fig 3 Derivatization-HPLC reference fingerprint R

of A. bidentata polysaccharide
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图4 10批怀牛膝多糖的聚类分析树状图

Fig 4 Cluster analysis tree diagram of 10 batches of

A. bidentata polysaccharide
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含量为 3.31～7.66 mg/g、鼠李糖的含量为 38.80～73.97

mg/g、半乳糖醛酸的含量为 2.49～8.95 mg/g、阿拉伯糖

的含量为11.30～28.58 mg/g，表明不同批次怀牛膝多糖

的单糖含量存在一定差异，详见表7。

表7 10批怀牛膝多糖中5种单糖的含量测定结果（n＝

3，mg/g）

Tab 7 Results of content determination of 5 kinds of

monosaccharide in 10 batches of A. bidentata

polysaccharide（n＝3，mg/g）

样品编号

S1

S2

S3

S4

S5

S6

S7

S8

S9

S10

无水葡萄糖

6.17

13.28

11.71

16.69

11.24

14.56

11.16

17.55

11.28

11.53

甘露糖

3.31

5.86

4.68

7.66

5.27

6.59

5.79

7.75

6.16

5.89

鼠李糖

56.43

41.85

38.80

67.74

73.97

58.89

62.20

64.29

73.81

65.49

半乳糖醛酸

2.49

8.00

7.47

8.95

6.47

7.32

6.02

8.47

7.33

7.55

阿拉伯糖

11.30

20.76

14.36

22.19

15.10

21.49

17.11

28.58

18.86

18.40

3 讨论

3.1 色谱条件的优化

在单糖成分的分析过程中，笔者先考察了在 230、

240、250、260 nm这4个检测波长下的检测效果，发现在

250 nm波长下所得色谱图的峰形尖锐，检测效果较在其

他 3个波长下更好，因此本研究选择 250 nm 为检测波

长。此外，笔者分别考察了10、20 μL进样量对峰形的影

响，发现进样量为20 μL时的色谱图峰形更好，故本研究

以 20 μL为进样量。笔者进一步考察了甲醇-水、乙腈-

水、乙腈-0.1 mol/L磷酸盐溶液、乙腈-0.01 mol/L乙酸铵

溶液、乙腈-0.02 mol/L乙酸铵溶液等流动相体系对检测

效果的影响，发现水相为磷酸缓冲盐溶液时所需浓度较

大，容易发生色谱柱堵塞，不利于仪器的使用及保护，因

此采用乙酸铵溶液作为流动相的水相，并进一步确定

0.02 mol/L为水相乙酸铵溶液的浓度。

3.2 混合对照品溶液制备方法的选择

本研究前期考察了2种方法制备的混合对照品溶液

的衍生化效果：第一种是先将各单糖对照品溶液混合，

制成混合对照品溶液后，再进行PMP衍生化处理；第二

种是先将各单糖对照品溶液分别进行PMP衍生化处理

制成单糖对照品衍生液后再进行混合。结果发现，采用

第一种方法制备的混合对照品衍生液的HPLC色谱图峰

形不对称，且部分峰无法分离，笔者推测这可能是混合

后的单糖溶液在加热衍生过程中各单糖间又发生了反

应。而本研究最终采用的第二种方法是先制备各单糖

衍生液后再混合，可避免受热后各单糖间发生反应，故

进样后所得色谱图中各成分的峰形对称且分离度良好。

3.3 多糖样品的预处理及指纹图谱的分析

指纹图谱分析目前主要用于中药的小分子成分，对

分子量较大、结构复杂、无紫外吸收的多糖类物质不适

用[16]。因此，为了提高多糖在HPLC检测中的灵敏度，多

将多糖水解后再以发光试剂衍生化处理后，再使用

HPLC法进行分离和检测[17－21]。本研究采用PMP为衍生

试剂的原理是PMP在碱性条件下可以与单糖定量缩合

成PMP-单糖衍生物，该物质相对稳定，在250 nm波长处

具有强光吸收[22－25]。通过分析化合物中多糖的主要单

糖组成和相对含量，可以识别不同来源多糖；通过测定

多糖中主要单糖成分的绝对含量，可整体上评估不同批

次药材的质量[26－27]。

本研究建立了 10批不同厂家怀牛膝多糖的衍生

化-HPLC指纹特征图谱，标定了9个共同峰，并指认出了

5个特征峰，初步分析出怀牛膝多糖由无水葡萄糖、甘露

糖、鼠李糖、半乳糖醛酸、阿拉伯糖等5种单糖构成，由此

进一步明确了牛膝多糖中单糖的分布规律，为其多糖结

表6 5种单糖成分的加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 6 Results of recovery rate of 5 kinds of monosac-

charides（n＝6）

待测成分

无水葡萄糖

甘露糖

鼠李糖

半乳糖醛酸

阿拉伯糖

样品中含量，μg

54.36

55.63

55.23

53.60

54.37

53.80

43.21

42.66

45.35

41.28

44.20

43.52

47.60

45.83

45.20

46.35

43.68

43.54

32.66

35.68

33.98

31.24

33.55

34.30

36.88

37.52

37.50

36.85

37.55

35.31

加入量，μg

52.40

52.40

52.40

52.40

52.40

52.40

40.20

40.20

40.20

40.20

40.20

40.20

45.10

45.10

45.10

45.10

45.10

45.10

34.68

34.68

34.68

34.68

34.68

34.68

37.50

37.50

37.50

37.50

37.50

37.50

测得量，μg

104.36

106.52

105.03

106.05

107.50

104.30

84.45

81.22

84.46

80.28

84.80

83.33

90.21

89.75

90.33

90.08

87.58

85.43

65.68

69.45

66.54

65.60

67.59

68.48

75.28

74.91

73.25

74.00

73.69

73.57

加样回收率，％

95.42

97.12

95.04

100.10

101.39

96.37

102.59

95.92

97.29

97.01

101.00

99.03

94.48

97.38

100.07

96.96

97.34

92.88

95.21

97.38

93.89

99.08

98.15

98.56

102.40

99.71

95.33

99.07

96.37

102.03

平均加样回收率，％

97.57

98.81

96.52

97.04

99.15

RSD，％

2.66

2.60

2.60

2.12

2.90
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构分析和质量控制提供了有力依据。但是也可能还存

在部分未被识别的单糖，且仅从单糖组成的角度分析多

糖仍具有一定的局限性，故后期笔者将从多糖的相对分

子量、溶解性及构效关系方面对其进一步研究。

综上所述，本研究建立了怀牛膝多糖的PMP柱前衍

生化-HPLC指纹图谱及主要单糖成分的含量测定方法，

该方法精密度高、准确性好且分离效果较理想，可为怀

牛膝饮片的进一步质量控制提供参考。
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