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柱前衍生化–高效液相色谱法测定蒙古黄芪多糖中单糖的组成 
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摘  要：目的  测定蒙古黄芪多糖中的单糖组成。方法  蒙古黄芪多糖样品用三氟乙酸溶液水解成单糖，用 1-苯基-3-甲基- 
5-吡唑啉酮（PMP）衍生化，采用 HPLC 法于 245 nm 波长处检测各单糖。结果  蒙古黄芪多糖由甘露糖、鼠李糖、半乳糖

醛酸、葡萄糖、阿拉伯糖组成，物质的量比分别为 0.02∶0.05∶0.17∶1∶0.18。结论  此方法简单、快速、重复性好，可用

于蒙古黄芪多糖中单糖组成分析。 
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Determination of monosaccharide compositions in Astragalus mongholicus 
var. mongholicus polysaccharides by pre-column derivatization-HPLC 
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Abstract Objective To determine the monosaccharide compositions in Astragalus mongholicus var. mongholicus polysaccharides 
(AMMP). Methods  AMMP samples were first hydrolyzed with trifluoroacetic acid, and then derivatized with 1-phenyl-3-methyl-5- 
pyrazolone (PMP). Monosaccharide was determined by HPLC at detective wavelength of 245 nm. Results  AMMP composed of 
mannose, rhamonse, galacturonic acid, glucose, and arabinose with molar ratio 0.02 0.05 0.17 1 0.18∶ ∶ ∶ ∶ . Conclusion  The 
method is simple, fast, and reproducible, and could be used for the analysis of monosaccharide compositions in AMMP. 
Key words: Astragalus mongholicus var. mongholicus polysaccharide s (AMMP); pre-column derivatization; monosaccharide compositions; 
HPLC 
 

蒙古黄芪 Astrgalus membranaceus (Fisch.) Bge. 
var. mongholicus (Bge.) Hsiao 是膜荚黄芪的变种，在

我国主产于内蒙古、山西。蒙古黄芪作为著名的滋

补中药材，历代本草均有记载，但是 20 世纪 70 年

代后野生资源逐年减少，已被列为《国家重点保护

野生药用动植物名录》三类保护植物。在蒙古黄芪

的质量研究方面，《中国药典》2010 年版一部仅对

黄芪中黄酮和皂苷类的代表成分毛蕊异黄酮葡萄糖

苷和黄芪甲苷进行了研究，而近年的研究发现蒙古

黄芪茎叶中同样含有黄芪皂苷、黄酮和多糖类有效

成分[1-3]。多糖是蒙古黄芪的主要生物活性成分之

一，其单糖组成分析尚未见报道。一般来说，多糖

所具有的药理活性往往与其单糖组成是密切相关

的，同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。因此，本实验对黄芪多糖进行

水解，采用柱前衍生化–高效液相色谱法分析其单

糖组成，希望能够使蒙古黄芪的系列产物达到整合

资源、综合利用。 
1  材料与仪器 

蒙古黄芪产自甘肃，于 2010 年 3 月购于天津市 
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中药材饮片厂，批号 1005098；葡萄糖、甘露糖、

半乳糖、鼠李糖、葡萄糖醛酸、半乳糖醛酸、木糖、

阿拉伯糖对照品均为分析纯试剂（天津市光复精细

化工研究所）；1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮（PMP）、
硫酸、盐酸、氢氧化钠均为分析纯；乙腈、甲醇均

为色谱纯。 
戴安液相色谱仪，包括 P680 四元液相梯度泵、

ASI — 100 自动进样器、 CO — 201 柱温箱、

DionexUVD170U 检测器、Chromeleon 色谱工作站；

PHS—3C 酸度计（上海雷磁公司）。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

XB-C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）（美国

Welch 公司)；流动相：磷酸盐缓冲溶液（pH 6.8）–

乙腈（83∶17）；柱温 35 ℃；体积流量 1.0 mL/min；
检测波长 245 nm。 
2.2  多糖的提取与精制[4-5] 

取蒙古黄芪药材适量，加 10 倍量水加热提取 2
次，每次 1.5 h，减压浓缩至密度约 1.10 g/mL，放

凉至室温，加药用乙醇至乙醇体积分数为 60%，静

置 12 h，离心，沉淀用 4 倍量 80%乙醇回流脱色 0.5 
h 后，鼓风干燥，得到黄芪粗多糖。Sevag 法对粗多

糖进行脱蛋白[6]，其溶液在 260～280 nm 波长扫描

无吸收峰出现，冻干，即得精制多糖。 
2.3  多糖的水解 

称取两份精制多糖，各 50 mg，分别置于 10 mL

具塞试管内，加入 2 mol/L 三氟乙酸 2 mL，于 97 ℃
水浴水解 8 h，水解液用 4 mol/L 氢氧化钠溶液中和

至中性，离心，取清液，即得。 
2.4  单糖对照品的衍生化[7-8] 

分别精密称取甘露糖、鼠李糖、葡萄糖、葡萄

糖醛酸、半乳糖醛酸、木糖和阿拉伯糖对照品 5.4、
4.5、4.2、4.9、4.7、4.6、4.8 mg，置于 20 mL 量瓶

中加水溶解，并加至刻度，即得混合对照品溶液。

取该溶液 100 μL 与 0.5 mol/L PMP 甲醇溶液 50 μL
及 0.3 mol/L NaOH 溶液 50 μL 混合，充分振摇，水

浴条件下反应 30 min。冷却至室温，加入 0.3 mol/L 
HCl 50 μL 进行中和，加入 1 mL 氯仿萃取，离心，

弃去有机层，重复萃取 3 次，得上层水液，经 0.45 μm
微孔滤膜滤过，备用。 
2.5  样品的衍生化 

精密吸取多糖水解液 100 μL 按照“2.4”项下

方法处理后，即得。 
2.6  专属性试验 

在拟定的色谱条件下，分别取对照品溶液和供

试品溶液进样测定，结果在供试品色谱图中，各色

谱峰得到良好的分离，无干扰。 
2.7  线性关系考察 

精密吸取混合单糖对照品溶液 100 μL，衍生化

处理后，分别进样 1.0、3.0、5.0、7.0、9.0、11.0 μL，
测定峰面积。用峰面积对各单糖的质量浓度回归，

得标准曲线，其回归方程见表 1。

表 1  单糖的标准曲线方程 
Table 1  Calibration curve equations for monosaccharides 

单 糖 回归方程 r 线性范围/(mg·mL−1) 

甘露糖 Y=998.12 X＋11.45 0.999 6 5.4～59.4 

鼠李糖 Y=532.17 X＋24.39 0.999 3 4.5～49.5 

葡萄糖醛酸 Y=1 208.00 X－24.88 0.999 2 4.2～46.2 

半乳糖醛酸 Y=985.95 X－69.91 0.999 7 4.9～53.9 

葡萄糖 Y=375.06 X＋2.38 0.999 5 4.7～51.7 

木糖 Y=981.50 X－57.67 0.999 1 4.6～50.6 

阿拉伯糖 Y=1 218.00 X－30.97 0.999 8 4.8～52.8 

 
2.8  精密度试验 

取单糖混合对照品溶液，衍生化处理后，连续

进样 6 次，记录各吸收峰面积，分别以峰面积计算

其 RSD 值，结果甘露糖、鼠李糖、葡萄糖醛酸、半

乳糖醛酸、葡萄糖、木糖、阿拉伯糖 RSD 值分别为

0.80%、1.52%、0.94%、0.78%、1.15%、0.97%、1.07%。 
2.9  重复性试验 

精密称取蒙古黄芪多糖 6 份，每份约 50 mg，
衍生化处理后进行测定，计算得甘露糖、鼠李糖、

半乳糖醛酸、葡萄糖、阿拉伯糖的峰面积 RSD 值分
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别为 0.75%、1.22%、0.96%、0.87%、1.10%。 
2.10  稳定性试验 

取蒙古黄芪多糖水解衍生化后的溶液，分别在

0、2、4、8、12 h 进样，记录峰面积，结果甘露糖、

鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、阿拉伯糖峰面积的

RSD 值分别为 1.40%、0.65%、0.98%、1.47%、1.15%，

结果表明样品溶液在 12 h 内稳定。 
2.11  回收率试验 

精密称取 9 份蒙古黄芪多糖样品，每份 50 mg，
分别加入混合单糖对照品溶液适量，水解衍生化处

理后，配成低、中、高 3 个质量浓度的溶液，进行

测定，计算得甘露糖、鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄

糖、阿拉伯糖的平均回收率分别为 98.16%、98.45%、

99.14%、99.46%、100.68%，RSD 值分别为 0.95%、

0.78%、0.85%、1.02%、1.24%。 
2.12  样品分析 

将单糖混合对照品图谱与蒙古黄芪多糖色谱图

谱进行对照，可以确定蒙古黄芪多糖由甘露糖、鼠

李糖、葡萄糖、阿拉伯糖 4 种中性单糖和半乳糖醛

酸 1 种酸性单糖组成，另外在蒙古黄芪多糖水解产

物中发现 2 个未知峰，尚不能用常用的单糖对照品

进行确定，需经进一步的分析确定。色谱图见图 1。 

 

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

1-mannose  2-rhamnose  3-glucuronic acid  4-galacturonic acid  
5-glucose  6-xylose  7-arabinose 

图 1  单糖对照品（A）和蒙古黄芪多糖样品（B）的 HPLC
色谱图 

Fig. 1  HPLC chromatograms of monosaccharide reference 
substances (A) and AMPP (B) 

采用校正因子法对单糖组成进行计算，结果蒙

古黄芪多糖中甘露糖、鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄

糖、阿拉伯糖的物质的量比分别为 0.02∶0.05∶
0.17∶1∶0.18。 
3  讨论 

对多糖的单糖组成进行分析将有助于更全面掌

握其结构及其药理作用，但由于多糖类物质不具有

发色基团，不能直接利用紫外检测[9]。本实验采用

衍生化方法使蒙古黄芪多糖样品水解后的单糖带上

发色基团，使紫外检测信号增强，大大提高检测灵

敏度。 
本实验建立的 PMP 柱前衍生化–高效液相色

谱分析蒙古黄芪中单糖组成的方法准确可靠，灵敏

度较高，取样量少，且分离效果较理想。实现了在

普通实验室常用紫外检测器和 C18 柱分离分析蒙古

黄芪多糖的单糖组成，并可望推广用于其他多糖的

单糖组成测定。 
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