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［摘　 要］ 　 为了建立一种对白术多糖的分子量及其单糖组成测定的方法。 采用水提醇沉法提取多

糖，提取条件为提取温度 ９０ ℃、料液比 １ ∶ １６、提取时间 １．５ ｈ，重复提取 ３ 次；ＡＢ－８ 大孔树脂纯化。
采用高效凝胶色谱法测定白术多糖的分子量，流动相：超纯水，流速：０．７ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温：３５ ℃，示差

折光检测器检测；柱前衍生化 ＨＰＬＣ 法检测白术多糖的单糖组成，多糖样品用三氟乙酸水解，１－苯
基－３－甲基－５－吡唑啉酮柱前衍生化，经 Ｃ１８ 色谱柱分离，以磷酸盐缓冲溶液－乙腈（８５ ∶ １５）洗脱，
柱温 ４０ ℃，流速 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样量 ２０ μＬ 检测波长 ２５４ ｎｍ。 结果显示白术多糖中 ９５％为 Ｍｗ≈３
５００ 的小分子多糖；经柱前衍生化 ＨＰＬＣ 法检测，白术多糖由 Ｄ－甘露糖、Ｄ－葡萄糖、Ｄ－半乳糖、阿拉

伯糖组成，其物质的量比为 １ ∶ ２３９ ∶ １８．６ ∶ １９．３。 结果表明试验建立的白术多糖单糖组成分析方法

稳定、可靠，可作为白术多糖质量控制方法的参考。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ； ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ； ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ； ｑｕａｌｉｔｙ
ｃｏｎｔｒｏｌ

　 　 中药白术为白术的根茎，切厚片生用或土炒、
麸炒用，炒至黑褐色称为焦白术。 其性苦、甘、温。
归脾、胃经。 具有扶植脾胃、散湿除痹、消食除痞、
安胎之功效。 白术多糖作为中药白术的主要活性

成分具有免疫调节作用，能增加脾脏和胸腺的重

量，增强小鼠脾淋巴细胞免疫功能，提高 Ｔ 淋巴细

胞的转化率和增殖反应，可调节巨噬细胞、白细胞

功能，增强机体免疫应答［１－３］。 白术多糖具有抗氧

化、抗衰老、降血糖、抗肿瘤、促进胃肠粘膜损伤修

复等作用［４－１１］。 白术多糖还可应用于抗菌消炎、抑
制痢疾杆菌与伤寒杆菌、提高抗氧化功能、抑制红细

胞溶血、促发育、提高机体免疫力、抗肿瘤、抑制血液

凝固、扩张血管、保护放射线侵害等诸多方面［１２－１４］。
中药多糖的质量控制标准不完善（仅检测总糖

含量），会对市场秩序产生一定的影响。 本试验通

过对白术多糖的提取、纯化，采用高效凝胶色谱

（ＨＰＬＣ－ＧＰＣ）法测定白术多糖的分子量大小及分

布情况，采用薄层色谱 （ ＴＬＣ） 法及柱前衍生化

ＨＰＬＣ 法进行单糖组成种类和物质的量比的测定，
为实现有效地对白术多糖进行质量控制提供了一

种可靠的定性定量检测方法，可作为白术多糖质量

标准制定的参考与借鉴。
１　 材　 料

１．１　 仪器　 真空冷冻干燥机：美国 ＬＡＢＣＯＮＣＯ 公

司；ＲＥ－２０１Ｄ 旋转蒸发仪：郑州予华仪器制造有限

公司；雷蒙实验室专用超纯水机：重庆利迪实验室

仪器设备有限公司；ＨＮ１０１２ 超声波清洗机：广州市

华南超声设备有限公司；不锈钢电热去离子水器：
上海传胜实验设备有限公司；ＸＺ－１ 型真空泵：黄岩

求精真空泵厂；ＢＳＡ２２４Ｓ－ＣＷ 电子分析天平：赛多

利斯科学仪器（北京）有限公司；ＬＣ－２０Ａ 高效液相

色谱仪：岛津企业管理（中国）有限公司；岛津 ＤＧＵ－

２０Ａ 系列高效液相色谱仪：岛津企业管理（中国）有
限公司；Ｇ１３６２Ａ 示差折光检测器（ＲＩＤ）：安捷伦科

技（中国）有限公司；雷磁 ＰＨＳ－３Ｃ ＰＨ 计：上海仪

电科学仪器股份有限公司；Ｈ１６５０－Ｗ 台式高速离

心机：湖南湘仪实验室仪器开发有限公司。
１．２　 试剂　 中药白术购自北京同仁堂药店佛山分

店；ＡＢ－８ 大孔树脂、无水乙醇均为分析纯；Ｄ－甘露

糖（批号：１４０６５１－２０１４０３）、鼠李糖（批号：１１１６８３－

２０１５０２）、Ｄ－核糖（批号：１４０６６８－２０１３０２）、Ｄ－半乳

糖醛酸（批号：１１１６４６－２００３０１）、阿拉伯糖（批号：
１５０６－２００００１）、Ｄ－木糖（批号：１１１５０８－２００４０４）、果
糖（１００２３１－２０１３０５）对照品购自中国食品药品检定

研究院；Ｄ－葡萄糖（批号：２０１７０５）、Ｄ－半乳糖（批
号：２０１７０５）对照品购自上海瑞楚生物科技有限公

司；１－苯基－３－甲基－５－吡唑啉酮（ＰＭＰ）、三氟乙酸

（ＴＦＡ）、盐酸、氢氧化钠、丙酮、正丁醇、异丙醇、乙
酸乙酯、苯胺、二苯胺、磷酸均为分析纯；乙腈、甲醇

均为色谱纯。
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２　 方　 法

２．１　 白术多糖的制备及含量测定［１５］ 　 将中药白术

采用 Ｌ９（３４）正交试验设计优化水提醇沉淀的提取

工艺，提取条件为提取温度 ９０ ℃、料液比 １ ∶ １６、提
取时间 １．５ ｈ，重复提取 ３ 次。 将提取的粗多糖经

ＡＢ－８ 大孔树脂纯化浓缩，真空冷冻干燥即得精制

多糖，采用苯酚－硫酸法测定多糖含量。
２．２　 白术多糖分子量与化学均一性检测

２．２．１　 色谱条件 　 岛津 ＤＧＵ－２０Ａ 系列高效液相

色谱仪；Ｇ１３６２Ａ 示差折光检测器（ＲＩＤ）；高效液相

色谱柱： ＳＢ － ８０６Ｍ ＨＱ （８． ０ ｍｍ × ３００ ｍｍ）； ＴＳＫ
ＰＷＸＬ 保护柱（６．０ ｍｍ×４０ ｍｍ）；流动相：超纯水；
流速：０．７ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３５ ℃；进样量：５ μＬ。
２．２．２　 进样溶液配制　 分别称取 ９ 个 Ｔ－ｄｅｘｔｒａｎ 系

列葡聚糖标准品（相对分子量 ７０００－７０００００ Ｄａ）各
２ ｍｇ，１ ｍＬ 去离子水溶解，离心（６０００ ｒｐｍ，５ ｍｉｎ）后
取上清液，采用相同方法分别配制白术多糖溶液。

ＨＰＬＣ－ＧＰＣ 法测定多糖的数均分子量（Ｍｎ）、
重均分子量（Ｍｗ）、Ｚ 均分子量（Ｍｚ）。 由岛津数据

分析软件分析处理得出。 根据多糖样品的色谱图

判断多糖的化学均一性。
２．３　 柱前衍生化 ＨＰＬＣ 法检测白术多糖的单糖组成

２．３．１　 水解多糖样品　 称得两份 ５０ ｍｇ 纯化后的

多糖样品，分别放入不同的 １０ ｍＬ 具塞试管与

２ ｍｏｌ ／ Ｌ的三氟乙酸溶液 ２ ｍＬ 混合均匀，置于 ９７ ℃
水浴锅反应 ８ ｈ，然后用 ４ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 调节 ＰＨ 至

中性，离心并过滤。
２．３．２　 多糖与单糖样品衍生化 　 分别将 ５ ｍｇ 的

Ｄ－甘露糖、Ｄ－半乳糖、Ｄ－核糖、鼠李糖、Ｄ－葡萄糖、
阿拉伯糖 Ｄ－半乳糖醛酸定容于 ２５ ｍＬ 容量瓶中即

可得到单糖标准品的混合样品。 取 １００ μＬ 混合单

糖标准品、 ５０ μＬ 的 ０．３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＮａＯＨ 溶液、５０ μＬ
的 ０．５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＭＰ 甲醇溶液充分混合，水浴加热

３０ ｍｉｎ。 冷却后加入 ５０ μＬ 的 ０．３ ｍｏｌ ／ Ｌ ＨＣｌ 中和

溶液，分别以 １ ｍＬ 氯仿进行 ３ 次萃取，经 ０．２２ μｍ
微孔滤膜滤过，备用［１６］。 用同样的方法进行衍生

化处理白术多糖水解样品 １００ μＬ。
２．３．３　 色谱条件　 Ｗｏｎｄａｓｉｌ Ｃ１８（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，

５ μｍ）色谱柱；流动相为磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ６．９）－

乙腈（８５ ∶ １５）；４０ ℃柱温；１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 流速；２０ μＬ
进样量；２５４ ｎｍ 检测波长。 以混合单糖标准品和白

术多糖水解样品的衍生化产物进行测定，得到分离

良好的色谱峰。
２．３．４　 方法学试验　 精密度考察：取衍生化后的标

准品连续进样 ６ 次，以峰面积的 ＲＳＤ 值考察试验的

仪器精密度；重复性考察：取衍生化产后的白术多

糖样品连续进样 ６ 次；稳定性考察：取白术多糖的

衍生化产物分别于 ０、２、４、８、１６、２４ ｈ 进样。 回收率

考察：于样品中分别加入样品含量一半的 １００％、
１２０％和 １５０％的单糖标准品混合溶液进行测定。
２．３．５　 线性试验　 分别进样 １、２、４、６、８、１０ μＬ 单

糖标准品混合溶液，对各单糖用峰面积进行质量浓

度回归。
２．３．６　 各单糖的物质的量比［１７］ 　 计算方法：按式

①、②计算两种单糖之间的校正因子 ｆ１ ／ ２和这两种

单糖的比例 Ｒ１ ／ ２。
① ｆ１ ／ ２ ＝（Ａ２ ／ ｍ２） ／ （Ａ１ ／ ｍ１）
Ａ１、Ａ２ 分别为混合标准品溶液中单糖 １、２ 的

峰面积，ｍ１、ｍ２ 分别为标准品溶液中单糖 １、２ 的质

量浓度。
② Ｒ１ ／ ２ ＝ ｆ１ ／ ２×（Ａ＇１ ／ Ａ＇２）
Ａ＇１、Ａ＇２ 分别为样品中单糖 １、２ 的峰面积。

３　 结果与分析

３．１　 白术多糖制备和含量测定 　 最佳提取条件

为：浸提时间 １．５ ｈ、浸提温度 ９０ ℃、提取次数 ３ 次，
之后抽滤、浓缩提取液，无水乙醇沉淀浓缩液 １２ ｈ，
取沉淀物经真空干燥，得白术粗多糖。 经 ＡＢ－８ 大

孔树脂纯化的白术多糖含量可达 ９１％以上。
３．２　 白术多糖分子量及化学均一性检测结果　 经

ＨＰＬＣ－ＧＰＣ 法检测，白术多糖的化学均一性良好，
基本呈现单一峰形，见图 １。 经测定，白术多糖中

Ｍｗ≈３５００ 小分子多糖占其 ９７％，Ｍｗ≈５０００００００ 的

大分子占其 ３％；从多糖样品的聚合物分散性指数

（ＰＤＩ）可以看出白术多糖的 ＰＤＩ 较小，分子量分布

较均匀，结果见表 １。

·８２·
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表 １　 白术多糖分子量分布结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
样品名称 重均分子量（Ｍｗ） 数均分子量（Ｍｎ） Ｚ 均分子量（Ｍｚ） 分子量所占比例 ＰＤＩ（Ｍｗ ／ Ｍｎ）

白术多糖
５１１９９４３４ ２２９１８２０５ １０９６３９８１４ ３％ ２．２３

３ ４７６ ９２９ ９ ４９１ ９７％ ３．７４

图 １　 白术多糖 ＨＰＬＣ－ＧＰＣ 色谱及分子量分布图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ－ＧＰＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ａｎｄ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ ｏｆ ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

３．３　 柱前衍生化 ＨＰＬＣ 法检测白术多糖的单糖组

成结果

３．３．１　 方法学试验　 精密度考察：Ｄ－甘露糖、Ｄ－核
糖、鼠李糖、Ｄ－半乳糖醛酸、Ｄ－葡萄糖、Ｄ－半乳糖、
阿拉伯糖 ＲＳＤ 值分别为 １． １３％、０． ９０％、０． ４９％、
０．７０％、０．５７％、１．５３％、１．５２％；Ｄ－甘露糖、Ｄ－葡萄

糖、Ｄ－半乳糖、阿拉伯糖的 ＲＳＤ 值分别为 ０．３８％、
０．５５％、１．３４％、１．６１％；稳定性考察：Ｄ－甘露糖、Ｄ－

葡萄糖、Ｄ－半乳糖、阿拉伯糖 ＲＳＤ 值分别为０．４６％、
０．４３％、０．６９％、１．３３％。 表明样品溶液在 ２４ ｈ 内稳

定。 回收率试验：计算得 Ｄ－甘露糖、Ｄ－葡萄糖、Ｄ－

半乳糖、阿拉伯糖的平均回收率分别为 ９８． ８％，
９８．５％，９８． ６％，９７． ２％；ＲＳＤ 值为 １． ４０％，０． ３０％，
０．６８％，１．１８％。
３．３．２　 线性试验　 对各单糖用峰面积进行质量浓

度回归，线性结果见表 ２。

表 ２　 单糖标准曲线方程

Ｔａｂ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ
单糖 线性回归方程 ｒ 线性范围 ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１）

Ｄ－甘露糖 Ｙ＝ ２５７１２Ｘ－１７２４７７ ０．９９９９ ４２．６７～４２６．６７

Ｄ－核糖 Ｙ＝ ２５１４３Ｘ－２８７６０２ ０．９９９９ ５９．７３～５９７．３３

鼠李糖 Ｙ＝ １７５１５Ｘ－２３６２２２ ０．９９９８ ４６．８３～４６８．２９

Ｄ－半乳糖醛酸 Ｙ＝ ２６４４０Ｘ－２７２０８６ ０．９９９８ ３９．５９～３９５．８８

Ｄ－葡萄糖 Ｙ＝ １４２６６Ｘ－３２４５１３ ０．９９９６ ５５．１１～５５１．３４

Ｄ－半乳糖 Ｙ＝ ２８８２６Ｘ－６８７７７０ ０．９９９０ ５７．７８～５７７．８０

阿拉伯糖 Ｙ＝ ３２６９２Ｘ－７７６７８９ ０．９９９３ ６１．８７～６１８．６７

·９２·
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３．３．３　 单糖对照品与白术多糖的 ＨＰＬＣ 分析色谱

图　 将单糖标准品混合样品与白术多糖的衍生化

产物进行 ＨＰＬＣ 分析，结果显示：Ｄ－甘露糖、Ｄ－核
糖、鼠李糖、Ｄ－半乳糖醛酸、Ｄ－葡萄糖、Ｄ－半乳糖、
阿拉伯糖的衍生化物分别在 ２２．７６、２７．９５、３１．３４、
３３．５９、４４．３８、４９．４７、５３．６２ ｍｉｎ 左右出现吸收峰，见

图 ２；对比白术多糖图谱，在部分相同的位置有吸收

峰与其对应。 可以确定白术多糖由 Ｄ－甘露糖、Ｄ－

葡萄糖、Ｄ－半乳糖、阿拉伯糖 ４ 种单糖组成，见图 ３。
３．３．４　 白术多糖的物质的量比　 通过计算得出白

术多糖中 Ｄ－甘露糖、Ｄ－葡萄糖、Ｄ－半乳糖、阿拉伯

糖的物质的量比为 １ ∶ ２３９ ∶ １８．６ ∶ １９．３，结果见表 ３。

表 ３　 白术多糖中各单糖的物质的量比计算结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｒａｔｉｏ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｉｎ ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ
单糖 Ａ Ａ＇ ｍ ／ （μｍｏｌ·Ｌ－１） 物质的量比

Ｄ－甘露糖 １６ ４２７ ６５４ ９１２ ３７５ ４２．６７ １

Ｄ－葡萄糖 ６ １６９ ７１３ ６３ ３４８ ８２６ ５５．１１ ２３９

Ｄ－半乳糖 １０ ９７９ ９４３ ８ ３８４ ４９０ ５７．７８ １８．６

阿拉伯糖 １８ ４９６ １６０ １３ ６７６ ０４５ ６１．８７ １９．３

１ Ｄ－甘露糖，２ Ｄ－核糖，３ 鼠李糖，４ Ｄ－半乳糖醛酸，５ Ｄ－葡萄糖，６ Ｄ－半乳糖，７ 阿拉伯糖

１ Ｄ－ｍａｎｎｏｓｅ， ２ Ｄ－ｒｉｂｏｓｅ， ３ Ｒｈａｍｎｏｓｅ， ４ Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｓｅ ｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ， ５ Ｄ－ｇｌｕｃｏｓｅ， ６ Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｓｅ， ７ Ａｒａｂｉａ ｓｕｇａｒ

图 ２　 单糖对照品 ＨＰＬＣ 分析色谱图

Ｆｉｇ ２　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ａｒｔｉｃｌｅ

１ Ｄ－甘露糖，５ Ｄ－葡萄糖，６ Ｄ－半乳糖，７ 阿拉伯糖

１ Ｄ－ｍａｎｎｏｓｅ，５ Ｄ－ｇｌｕｃｏｓｅ， ６ Ｄ－ｇａｌａｃｔｏｓｅ， ７ Ａｒａｂｉａ ｓｕｇａｒ

图 ３　 白术多糖 ＨＰＬＣ 分析色谱图

Ｆｉｇ ３　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ａｔｒａｃｔｙｌｏｄｅｓ ｍａｃｒｏｃｅｐｈａｌａｏｎ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ

·０３·
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４　 讨论与结论

４．１　 方法条件优化

４．１．１　 提取工艺优化 　 中药白术采用 Ｌ９（３４）正

交试验设计优化水提醇沉淀的提取工艺，得出的最

佳提取条件为提取温度 ９０ ℃、料液比 １ ∶ １６、提取

时间 １．５ ｈ，重复提取 ３ 次；通过与三氟三氯乙烷法、
Ｓｅｖａｇ 法、酶法、三氯乙酸法、透析膜透析法等方法

对比后，最终选择纯化效果最好的“ＡＢ－８ 大孔树

脂法”进行纯化。
４．１．２　 分子量测定方法的选择　 通过与黏度法、光
散射法和超速离心沉降速度法等方法对比以后，选
择用 ＧＰＣ 法测定白术多糖的分子量是因为 ＧＰＣ 法

相比之下测定更加精确，操作便捷，可以根据相关

软件快速准确地分析实验结果。
４．１．３　 白术多糖单糖组成方法的选择　 在用高效

液相色谱法分析多糖组成及其含量时，由于多糖和

单糖都不具有紫外吸收，无法直接对其进行测定，
所以一般采用凝胶色谱柱与示差折光检测器或蒸

发光散射检测器等仪器，这些方法不仅灵敏度低、
基线噪音大、柱温对结果影响较大、测定过程中易

发生单糖转化并且这些仪器与色谱柱价格高昂。
因此本试验先对 ＹＰＦ－Ｐ 进行水解和衍生化处理，
再采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）分析其单糖组成及

其物质量比，此方法不仅可以准确高效地测定白术

多糖的单糖组成还极大地降低了检测成本。
４．２　 结论 　 通过对白术多糖的分子量测定，可以

了解白术多糖的分子量大小以及分子量分布情况。
通过柱前衍生化 ＨＰＬＣ 法对白术多糖进行单糖组

成种类和物质的量比的测定，可以实现对白术多糖

准确的定性定量。 试验通过对白术多糖的分子量

大小与分布情况以及单糖组成分析，对白术多糖进

行了定性定量的考查。 试验建立的方法稳定性高、
重复性好、样品用量少、容易操作。 研究为白术多

糖实现质量控制提供了一种可靠的定性定量的新

思路。
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