
200～ 400 nm 有最大吸收。Α2溴苯酮和 2, 4′2二溴苯

乙酮为常用衍生化试剂, 将脂肪酸衍生化成苯乙酮

酯, 由于采用 182冠26 醚为相转移催化剂, 使酯化反

应活能降低, 衍生化反应速度快, 酯化率高。

313　国外报道的有关脂肪酸的含量测定的色谱条

件多为C18柱, 或采用梯度洗脱, 但是由于脂肪酸的

极性过小, 在 C18柱的保留时间很长, 分离时间长达

80 m in。本实验曾尝试过C 18柱, 结果油酸与软脂酸

无法达到基线分离。使用 C8 反相柱, 以乙腈2水
(80∶20) 为流动相等度洗脱, 油酸与软脂酸可以达

到基线分离, 而且分析时间在 35 m in 之内。
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银耳多糖中糖醛酸含量的测定

姜瑞芝1, 陈英红1, 杨勇杰2, 高其品3Ξ

(11 吉林省中医中药研究院, 吉林 长春　130021; 21 吉林大学生命科学院,

吉林 长春　130023; 31 吉林省药品检验所, 吉林 长春　130021)

摘　要: 目的　建立一种操作简单、快速、准确地测定银耳多糖中糖醛酸的方法。方法　考察中性糖在咔唑法和间
羟基联苯法中对糖醛酸测定的干扰, 考察加入氨基磺酸对中性糖的抑制作用。并对银耳多糖中糖醛酸进行测定。结
果　中性糖在咔唑法和间羟基联苯法中均有不同程度的干扰。对糖醛酸中酸性杂多糖配制质量浓度超出一定范围
时, 两种方法测得糖醛酸的结果会与实际值有较大误差。结论　测定银耳多糖采用间羟基联苯法, 同时待测样品质
量浓度配制在 0125～ 0150 m gömL 时, 所测结果更接近于实际值。
关键词: 银耳多糖; 糖醛酸; 咔唑法; 间羟基联苯法
中图分类号: R 286102　　　文献标识码: A 　　　文章编号: 0253 2670 (2004) 09 0991 03

D eterm ina tion of uron ic ac ids in polysacchar ide from T rem ella f ucif orm is
J IAN G R u i2zh i1, CH EN Y ing2hong1, YAN G Yong2jie2, GAO Q i2p in3

(11 A cadem y of T radit ional Ch ineseM edicine and M ateria M edica of J ilin P rovince, Changchun 130021, Ch ina; 21 Co llege of

L ife Science, J ilin U niversity, Changchun 130023, Ch ina; 31 J ilin Inst itu te fo r D rug Contro l, Changchun 130021, Ch ina)

Key words: T rem ella po lysaccharide (T P ) ; u ron ic acids; carbazo le m ethod; m eta2hydroxydiphenyl

m ethod

　　天然药物提取的多糖以酸性杂多糖的形式存在

较多, 通常对其中糖醛酸的测定方法有咔唑法[1 ]和

间羟基联苯法[2 ]。但在实际工作中发现, 采用以上两

种经典方法测定酸性杂多糖中糖醛酸的含量时, 中

性糖对测定结果有很大的干扰, 使得酸性杂多糖的

组份分析结果无法解释。文献报道[3 ] , 氨基磺酸可抑

制中性糖的干扰。为建立一种准确、快速测定酸性杂

多糖中糖醛酸的方法, 本实验选用了糖醛酸含量低
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的酸性杂多糖——银耳多糖, 对其中糖醛酸含量的

测定方法进行了研究。

1　仪器与试剂

752 型紫外分光光度计; 银耳多糖 ( T rem ella

po lysaccharide, T P ) 由本实验室提供, 中性糖占

80% , 糖醛酸占 10% , 其中性糖由岩藻糖 (Fuc)、木

糖 (Xyl)、甘露糖 (M an)、半乳糖 (Gal)、葡萄糖 (Glu)

组成, 质量分数分别为 22%、28%、45%、115%、

315% ; 糖醛酸为葡萄糖醛酸 (GluA ) ; 所用试剂均为

分析纯。Fuc、Xyl、M an、Gal、Glu、GluA 对照品均购

自 Sigm a 公司, 纯度为 99%。Dow ex l 树脂购自

Sigm a 公司。

2　方法和结果

211　对照品溶液的制备: 分别取岩藻糖、木糖、甘露

糖、葡萄糖、半乳糖、葡萄糖醛酸对照品 10 m g, 置 10

mL 量瓶中, 加水溶解并稀释至刻度, 配成 1 m gömL

的溶液。

212　氨基磺酸对两种方法测定中性糖结果的影响:

分别取两组对照品溶液各 015 mL , 加水至 1 mL , 各

加 75 mmo löL 硼酸钠2硫酸溶液 214 mL , 水浴加热

15 m in, 两组分别加咔唑、间羟基联苯显色, 以不加

对照品溶液为空白, 测定吸光度 (A )值, 结果见表 1。

另分别取两组对照品溶液各 015 mL , 加水至 1 mL ,

各加 4 mo löL 氨基磺酸溶液 100 ΛL , 同上操作, 结

果见表 1。
表 1　氨基磺酸对中性糖和糖醛酸抑制作用

Table 1　Inh ibition of sulfamate to neutra l sugars

and uron ic ac id

对照品
不含氨基磺酸 (A 值)

咔唑法 间羟基联苯

含氨基磺酸 (A 值)

咔唑法 间羟基联苯

Fuc 　01667 01163 01061 01042

Xyl > 21000 01439 01389 01133

M an 　01581 01174 01120 01075

Glu 　11467 01396 01583 01110

Gal 　01992 01241 01284 01102

GluA > 21020 01292 11948 01255

213　不同剂量的氨基磺酸对中性糖、酸性糖抑制作

用的影响: 取对照品溶液和银耳多糖溶液 (1 m gö

mL ) 各 015 mL , 加水 015 mL , 分别加入 0、50、100、

120、140、160 ΛL 4 mo löL 氨基磺酸溶液, 操作方法

同 212, 结果见图 1。

214　氨基磺酸对银耳多糖中糖醛酸测定的影响

21411　不含氨基磺酸: 取糖醛酸 10 m g, 加水溶解

配成 50 ΛgömL 溶液; 另取银耳多糖 10 m g, 加水配

成 1 m gömL 溶液。取对照品溶液 012、014、016、

018、110 mL , 加水至 1 mL , 冰浴中加入四硼酸钠硫

12Glu A 　22Xyl　32T P　42Glu　52M an　62Fuc

图 1　间羟基联苯法 (A)和咔唑法 (B)中不同

剂量氨基磺酸的抑制作用

F ig1 1　Inh ibition of sulfamate with differen t volume

in meta-hydroxydiphenyl method (A) and

carbazole method (B) on uron ic ac id from TP

酸溶液 214 mL , 水浴加热 20 m in 后, 加咔唑显色,

在 525 nm 处测定吸光度 (A )值。以A 为纵坐标, 糖

醛酸质量浓度为横坐标, 绘制标准曲线, 得回归方程

为: A = - 01006 60+ 01006 03 X , r= 01995 1, 线性

范围: 10～ 50 Λg; 另取对照品溶液 011、012、013、

014 mL , 加水至 014 mL , 以下操作同上, 加间羟基联

苯显色, 求得回归方程为: A = - 01012 8+ 01023 0

X , r= 01997 9, 线性范围: 5～ 20 Λg。通过以上方程

求得银耳多糖中糖醛酸的含量, 结果见表 2。

21412　含氨基磺酸: 分别取 21411 中糖醛酸溶液

011, 012, 013, 014, 015 mL , 加氨基磺酸 100 ΛL , 以

下操作同上。分别加咔唑、间羟基联苯显色。咔唑法

求得回归方程为 A = 01142 + 01003 23 X , r =

01999 0, 线性范围在 011～ 015 m g; 间羟基联苯法

求得回归方程为: A = 01033 0+ 01000 409 X , r=

01990 6, 线性范围在 011～ 015 m g。通过方程求得

银耳多糖中糖醛酸的含量, 结果见表 2。

215　通过校正因子计算银耳多糖中糖醛酸含量: 取

银耳多糖 40 m g, 葡萄糖醛酸 4 m g, 分别加 2 mo löL
三氟乙酸水解 115 h, 吹干, 少量蒸馏水溶解, 通过

Dow ex 1 树脂, 40 mL 蒸馏水洗脱, 树脂再用 1 mo lö

L 盐酸 20 mL 洗脱, 收集为酸性糖部分[4 ]。采用咔唑
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法 和间羟基联苯法求得校正因子 ( f = m 实际量ö

m 测得量) , 分别为 f 咔= 1125 (n = 5) , f 间= 1123 (n =

5)。通过校正因子计算出银耳多糖中糖醛酸质量分

数分别为 12165% (n= 5) , 12176% (n= 5)。
表 2　银耳多糖中糖醛酸的测定结果 (n= 5)

Table 2　Quan tita tive determ ination of uron ic

ac ids from TP (n= 5)

方　法 糖醛酸ö%

不含氨基磺酸
　咔唑法 30112

　间羟基联苯法 22157

含氨基磺酸
　咔唑法 23158

　间羟基联苯法 16130

216　银耳多糖测定结果: 取糖醛酸适量, 加水配成

0105 m gömL 溶液, 分别取 011、012、013、014 mL 加

水至 014 mL , 加 75 mmo löL 硼酸钠2硫酸溶液 214

mL , 水浴加热 15 m in, 加间羟基联苯显色, 得回归

方程为: A = 01034+ 01015 2 X , r= 01999 4。按上

述方法操作, 加咔唑显色, 得回归方程为: A = -

01040 5+ 01025 2 X , r= 01997 0。另取银耳多糖分

别配成 0120、0125、0150、0175 m gömL 溶液, 分别取

012 mL 加水至 014 mL , 按上述两种方法测定糖醛

酸质量分数。间羟基联苯法测得结果分别为:

9107%、12121%、12169%、14102% (n= 5)。咔唑法

测 得 结 果 分 别 为: 16147%、18133%、18195%、

19178% (n= 5)。

3　讨论

　　从表 1 结果得出测定糖醛酸的咔唑法和间羟基

联苯法均可使中性糖在 525 nm 处有不同程度的吸

收, 且发现中性糖对咔唑法的干扰更明显。同时也显

示出氨基磺酸在两种方法中对中性糖的显色具有较

强的抑制作用。说明对酸性杂多糖中糖醛酸含量测

定时, 中性糖的存在对测定结果的干扰是随酸性糖

含量的降低而误差增大, 表 2 结果已证明了这一推

测。氨基磺酸的加入对每种中性糖均有不同程度的

抑制作用。表 1 可见, 咔唑法中氨基磺酸对中性糖的

平均抑制率为 77% , 间羟基联苯法的抑制率为

66% , 均达不到完全抑制。为了考察氨基磺酸的加入

量对中性糖、酸性糖的抑制率的关系, 实验对不同剂

量氨基磺酸和各单糖及样品在两种测定方法中的吸

光度值 (A )作曲线 (图 1)。结果显示, 氨基磺酸加入

量对中性糖的抑制作用在一定范围内成正比, 超出

范围, 氨基磺酸抑制作用呈恒定趋势, 且两种方法对

糖醛酸也有 10% 的抑制作用, 所以对糖醛酸含量低

的酸性杂多糖加氨基磺酸法测定糖醛酸是不合适

的。如果把校正因子求得的银耳多糖中糖醛酸的结

果作为实际含量, 那么 216 项结果显示, 采用间羟基

联苯法对糖醛酸含量低的酸性杂多糖配制质量浓度

在 0125～ 0150 m gömL 时, 所测得的结果与实际值

非常接近。

　　综上所述, 咔唑法和间羟基联苯法均为糖醛酸

测定的经典方法, 但天然多糖中糖醛酸含量往往偏

低, 由于中性糖的干扰而产生较大的误差。利用校正

因子求得糖醛酸含量, 虽然可以避免这些误差, 但是

实际过程繁琐, 不适合快速测定。本实验通过把样品

配制成低质量浓度, 采用间羟基联苯法, 可使样品中

中性糖的干扰降至最低, 所得结果更接近于实际值。
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RP-HPLC 法测定类风关巴布剂中雷公藤甲素的含量

陈凌云1, 叶建晨1, 张卫兵2Ξ

(11 温州市药品检验所, 浙江 温州　325028; 21 温州医学院附属第一医院, 浙江 温州　325000)

　　类风关巴布剂是温州医学院附属第一医院“穴

位贴敷治疗类风湿关节炎研究”课题组研制的治疗

类风湿关节炎的外用制剂, 由涂膜剂改良而成。该制

剂主要是雷公藤、防风、丹参等中药饮片的醇提取
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