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HILIC-ELSD 法测定岩藻聚糖硫酸酯中岩藻糖 
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摘  要：目的  建立一种简便、高效、准确的测定岩藻聚糖硫酸酯中岩藻糖的方法。方法  采用超声处理（300 W 100%，

20 ℃，20 min）；三氟乙酸（4 mol/mL）水解（110 ℃、2 h）；亲水作用色谱-蒸发光检测（HILIC- ELSD）法检测，Waters XBridgeTM 
Amide（150 mm×4.6 mm，3.5 μm）色谱柱，流动相为乙腈-水-氨水（90∶10∶0.2），体积流量 1 mL/min，柱温 60 ℃。结

果  岩藻糖的线性范围为 0.100 4～1.004 mg/mL（r＝0.999 4），平均加样回收率 95.22%（n＝6，RSD＝1.16%）。结论  该方

法简便、快速、准确，为岩藻聚糖硫酸酯的定量分析和质量评价研究提供了依据。 
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Determination of fucose in fucoidan by hydrophilic interaction chromatography 
coupled with evaporative light-scattering detector 
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Abstract: Objective  The study aimed at providing an efficient and accurate approach for the determination of fucose in fucoidan. 
Methods  After ultrasonic preprocess for 20 min at 20 ℃ and hydrolysing with trifluoroacetic acid (4 mol/mL, 110 ℃) for 2 h, the 
sample was separated on a Waters XBridgeTM Amide (4.6 × 150 mm, 3.5 μm) column at 60 ℃, with acetonitrile-water-ammonia 
(90:10:0.2) as the mobile phase at a flow rate of 1 mL/min, and detected through ELSD. Results  The experimental results showed 
that, as for fucose, the linear detection range was 0.100 4 mg/mL —1.004 mg/mL (r = 0.999 4), the average recoveries and RSD were 
95.22%, and 1.16%, respectively (n＝6). Conclusion  This method is quick, simple, and accurate, and can be used for the quantitative 
determination and quality control of fucoidan. 
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梅花参 Thelenota ananas 为棘皮动物门海参纲

刺参科梅花参属的动物，具有补肾壮阳的功效，岩

藻聚糖硫酸酯（fucoidan）是梅花参体壁的重要组

成多糖，其主要由岩藻糖及硫酸酯基团组成[1]。大

量研究表明[1-2]，岩藻聚糖硫酸酯具有抗凝血、降血

脂、抗氧化、抗肿瘤、调节机体免疫等多种生物    
活性。 

多糖类化合物由于极性强，异构体复杂多变，

理化性质相似，相对分子质量大，无紫外吸收等特

点，其分析方法一直是一个难题，目前，多糖的含

量测定方法主要有比色法、气相色谱法、高效液相

色谱法-柱前衍生化紫外检测法或示差法。比色法只

能测定总糖含量且影响因素多，误差大；气相色谱

法、高效液相色谱法-柱前衍生化紫外检测法或示差

法对岩藻聚糖硫酸酯进行分析测定，必须先经衍生

化处理，步骤繁琐，引入误差大[3]。亲水作用色谱

（HILIC）是采用极性固定相，以含高浓度极性有机

溶剂和低浓度水溶液为流动相进行分离，因此 HILIC
适于对极性化合物的分离，近年来在糖类成分分析

发展较快，蒸发光检测器（ELSD）作为一种通用型  
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检测器 大的优势在于可以测定无紫外吸收的化合

物，稳定性好，灵敏度高，无溶剂峰干扰等特点，

弥补紫外检测器和示差折光检测器的不足[4]。因此，

本研究尝试建立HILIC- ELSD法测定岩藻聚糖硫酸

酯中岩藻糖的含量的方法，为岩藻聚糖硫酸酯新药

的开发利用及质量控制提供依据。 
1  仪器与试剂 

Agilent 1100 高效液相色谱仪（美国安捷伦公

司），Alltech 2000ES 型蒸发光检测器（美国奥泰科

技有限公司），Allchrom 色谱数据处理工作站，梅

特勒托利多分析天平（梅特勒托利多公司），KQ 300 
DE 型医用数控超声波清洗器（昆山市超声仪器有

限公司），FDV—1200 型冷冻干燥机（日本东京理

化公司）。 
岩藻糖对照品（美国 Sigma 公司， EC 

NO2194527，质量分数≥99.0%）。三氟乙酸、乙腈

为色谱纯，实验用水为去离子水，岩藻聚糖硫酸酯

样品为实验室自制（提取纯化自梅花参，批号

20130821，平均重均分子量 341 160，分布系数 1.98）。 
2  方法与结果 
2.1  色谱条件 

色谱柱为Waters XBridgeTM Amide 色谱柱（150 
mm×4.6 mm，3.5 μm），流动相为乙腈-水-氨水

（90∶10∶0.2），体积流量 1 mL/min，柱温 60 ℃，

进样量 10 μL。ELSD 参数：漂移管温度 80 ℃，雾

化气（N2）体积流量 2 L/min，撞击器关。岩藻糖对

照品和岩藻聚糖硫酸酯样品的色谱图见图 1。 

 
图 1  岩藻糖对照品（A）和岩藻聚糖硫酸酯样品（B）的

HPLC-ELSD 色谱图 
Fig. 1  HPLC-ELSD chromatograms of fucose (A) and 

sample of fucoidan (B) 

2.2  对照品溶液的制备 
精密称取岩藻糖对照品 50.20 mg，置于 50 mL

量瓶中，用 75%乙腈-水溶液溶解并稀释至刻度，摇

匀，作为对照品储备液。分别精密量取储备液 1、2、
3、5、6、8、10 mL 置于 10 mL 量瓶中，加 75%乙

腈-水溶液至刻度，摇匀，配制成浓度分别为 0.100 4、
0.200 8、0.301 2、0.502 0、0.602 4、0.803 2、1.004 
mg/mL 的对照品溶液，备用。 
2.3  供试品溶液的制备 

取 500 mg 岩藻聚糖硫酸酯样品用 50 mL 水充

分搅拌溶解，进行超声处理（超声功率 300 W，时

间为 20 min，温度 20 ℃），结束后，冷冻干燥，作

为储备样品。 
精密称取 10.00 mg 储备样品，置于安瓿瓶中，

加入 4 mol/mL TFA 4 mL，溶解并混合均匀，封口，

于 110 ℃恒温油浴中加热反应 2 h，反应结束后，

用甲醇旋蒸除去 TFA，用 75%乙腈-水溶液洗出，转

移至 5 mL 量瓶中，并稀释至刻度，摇匀，溶液经

0.45 μm 微孔滤膜过滤后供 HPLC 检测。 
2.4  方法学考察 
2.4.1  检测限、定量限考察  以 3 倍信噪比（S/N）

确定岩藻糖的检测限为 0.200 8 μg，以 10 倍信噪比

（S/N）确定岩藻糖的定量限为 0.502 μg。 
2.4.2  线性关系考察  取“2.2”项下岩藻糖对照品

溶液分别进样 10 μL，以峰面积的对数为纵坐标，

质量浓度（μg/mL）的对数为横坐标作图，得到岩藻

糖的线性回归方程为：Y＝1.756 4 X＋2.961 3（r＝
0.999 4），说明岩藻糖质量浓度在 0.100 4～1.004 
mg/mL 线性关系良好。 
2.4.3  精密度试验  取“2.2”项下质量浓度为 0.602 4 
mg/mL 的对照品溶液，按“2.1”项下的色谱条件进

行测定，连续进样 6 次，记录色谱图，岩藻糖峰面

积的 RSD 值为 0.48%，表明仪器的精密度较好。 
2.4.4  重复性试验  取同一样品按照“2.3”项下方

法平行制备 6 份溶液，进行 HPLC-ELSD 法分析，

计算得岩藻糖的质量分数的 RSD 值为 1.32%。 
2.4.5  稳定性试验  取同一份供试品溶液，分别放

置 0、2、4、6、8 h 后进样进行稳定性考察。结果

表明在 8 h内岩藻糖的峰面积未发生明显变化，RSD
值为 2.01%，则供试品溶液在 8 h 稳定性良好。 
2.4.6  加样回收率试验  精密称定岩藻糖对照品

18.75 mg，加入 4 mol/mL TFA 定容至 25 mL，为储

备液；准确称取供试储备品约 10.00 mg，6 份，置

于安瓿瓶中，分别加入 4 mL 储备液，溶解并混合

均匀，封口，于 110 ℃反应 2 h 后，用甲醇旋蒸除
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去 TFA，用 75%乙腈-水溶液洗出，转移至 10 mL
量瓶中，并稀释至刻度，制备加样供试品液；按照

“2.1”项下的色谱条件分别对加样供试品液进行分

析，计算加样回收率，结果平均加样回收率为

95.22%，RSD 值为 1.16%。 
2.4.7  样品的测定 按照“2.3 项”下的样品处理溶

液 3 份，按上述色谱条件分别进样 10 μL，按随行

标准曲线计算样品中岩藻糖的质量分数，结果分别

为 32.15%、31.95%、33.15%。 
3  讨论 
3.1  HPLC-ELSD 法的选择 

本研究比较了半胱氨酸-硫酸法、高效液相色谱 
法-柱前衍生化紫外检测法、HPLC-ELSD 法测定岩

藻糖含量的对比实验。半胱氨酸-硫酸法、高效液相

色谱法-柱前衍生化紫外检测法均参照文献[5-6]。结

果表明，半胱氨酸-硫酸法、高效液相色谱法-柱前

衍生化紫外检测法衍生化过程繁琐，重复性差，本

研究采用 HPLC-ELSD 法测定岩藻聚糖硫酸酯中岩

藻糖含量，方法稳定、准确、重复性好。 
3.2  色谱条件的优化 

根据文献报道[7-8]，流动相的组成及其挥发性是

限制 ELSD 应用的主要因素，且柱温的改变，能极

大的改善单糖峰形。因此，本实验主要考察了不同

流动相：乙腈-水（75∶25）、乙腈-水（85∶15）；
乙腈-水-TFA（85∶15∶0.1）、乙腈-水-氨水（85∶
15∶0.2）、乙腈-水-氨水（90∶10∶0.2），不同柱温

（30、40、50、60 ℃）对实验结果的影响。结果表

明，在碱性条件下，且增大乙腈的比例，样品的峰

宽变窄，有利于样品中岩藻糖与其他杂质的分离。

随着柱温的升高，色谱峰的保留时间变短，峰宽变

窄。因此选择 佳流动相为乙腈-水-氨水（90∶10∶
0.2）， 佳柱温为 60 ℃。 
3.3  超声预处理促进酸水解 

多糖因含有大量羟基和一些其他极性基团，易

产生分子内和分子间的氢键而形成晶体结构，使多

糖分子具有一定的刚性，影响多糖的水解，同时酸

水解也存在酸在糖聚合物中渗透慢，高温水解易造

成糖组分破坏、酸解液颜色深等问题[9]。为了改进

酸水解的效果，本研究采用超声预处理岩藻聚糖硫

酸酯样品后再进行水解，且对水解条件进行了优化，

结果表明，超声后的样品在 4 mol/mL TFA 的浓度下

反应 2 h 后可水解完全。同时，超声酸水解比未超

声酸水解方法测定的岩藻糖含量高 10%左右，可能

是超声波产生的能量能够破坏或减弱糖分子间和

分子内的氢键，使其颗粒表面及内部结晶结构受到

破坏，作用力减弱，从而能够更有效地催化水解   
多糖。 

经过与文献报道的常规试验方法的比较，并对

其中主要影响因素深入考察后，本实验建立的超声

酸水解预处理后，进行 HILIC-ELSD 法测定岩藻糖

含量，简便快速，结果准确，重复性好。该测定方

法的建立为岩藻聚糖硫酸酯在研究与工艺应用时的

快速定量分析和质量评价研究提供了有力的参考。 
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