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高效凝胶渗透色谱法测定枸杞多糖的相对分子质量

易剑平1，叶晓h2，钟儒刚1

(1．北京工业大学，北京100022；2．北京联合大学生物化学工程学院，北京lOOOOO)

近年来，多糖由于其具有免疫、抗肿瘤、抗病毒

等多方面的生物活性与功能，已越来越受到广大的

科研工作者的重视。由于多糖的药效是与其结构、纯

度和相对分子质量密切相关的[1]，故准确而快速地

测定多糖相对分子质量及其分布是一项重要工作。

高效凝胶渗透色谱(HPGPC)由于其迅速、正确和重

现性好等优点，被越来越广泛地应用于测定大分子

的相对分子质量及其分布。

1材料

美国Waters 2696型凝胶渗透色谱仪；2414型

示差检测器；Waters柱恒温箱；Ultrahydrogel 100

(300 mm×7．8 mm)、Uhrahydrogel 250(300

mm×7．8 mm)、Uhrahydrogel 1000(300 mm×7．8

mm)三柱串联加保护柱；Empower色谱工作站；

Millipore超纯水离子交换器制备高纯水(o．45弘m

醋酸纤维素膜滤过)。

枸杞多糖(LBP)为购自广西桂林实力天然食品

有限公司的枸杞粗多糖，经氯仿一正丁醇(4：1)去除

游离蛋白，离心去除不溶物，以4倍体积的无水乙醇

沉淀、干燥后的产物；Pullulan标样采用Pharmacia

公司产品；其他实验试剂均为AR级。

2方法与结果

2．1色谱条件的选择

2．1．1流动相的选择[5“]：由于LBP属于水溶性物

质，在HP GPC分析中存在着非体积排除效应，且

测定水溶性高分子化合物相对分子质量时常发生吸

附。可以添加少量低分子电解质抑制聚电解质的电

离，使流动相离子强度达到一定浓度，以使保留体积

趋于恒定；而且当离子浓度低时，溶质分子之间的电

荷排斥力使分子发生膨胀，从而使溶质较早地从凝

胶中洗出。提高离子强度，不仅抑制分子膨胀，而且

减少样品在柱上的吸附。为此本实验选择了水、0．1

mol／L Na2S04、0．012 5、0．025、0．05、0．1、0．2 mol／

L NaNO。作为流动相淋洗标样Dextran—TT0和

LBP，见图1。Dextran—T70在以上流动相中的色谱

峰形状相似，在不同浓度的NaNO。和水淋洗下的
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出峰时间及保留时间是基本一致的。在0．1 mol／L

Na。SO。中，Dextran—T70的出峰时间往后推移约

0．5 min。枸杞多糖在以上流动相中的趋势与

Dextran—T70类似。可以认为，改变流动相离子强

度，不会明显影响Dextran—T70和LBP的色谱行

为。为延长色谱柱的使用寿命，在基本不影响测定效

果的情况下，本实验采用水为流动相。

耋

l—Hzo 2—0。1 mol／L NazS04 3—0·012 5 mol／L NaNOs

4—0．025 mol／L NaNOs 5-0．05 mol／L NaN03

6-0．1 mol／L NaN03 7—0．2 mol／L NaN03

图1流动相对高效凝胶色谱图的影响

Fig．1 Influence of eluent on HPGPC

2．1．2样品质量浓度和进样体积的选择：一般认

为，高效凝胶色谱柱的内径较细，流动相体积流量较

高，如果注入过量的样品，则可能发生“过载”现象。

一旦“过载”，将导致色谱峰加宽，分离能力显著降

低，保留体积后移。图2为在相同进样体积50弘L，

流动相为水时，Dextran—T70和LBP木同进样质量

浓度时的高效凝胶色谱图。其中0。50％LBP溶液

为1．250 8 g LBP于250 mL量瓶中定容配制而成，

并以此溶液依次配制其他质量浓度的溶液。可见，

Dextran—T70和LBP溶液随着进样质量浓度的增

加，出峰时间基本保持不变，但峰顶位置略往后移。

Dextran—T70和LBP的进样体积与进样质量

浓度的高效凝胶色谱图的趋势大致相似，图3为

0．30％LBP溶液，流动相为水时，进样体积分别为

20、30、40、50、70、90弘L下的色谱图。由于高效凝胶

色谱柱的负载量较低，因此，为了保证较好地分离样

品，本实验采用0．30％的样品质量浓度和50肛L的

进样体积进行样品的测定。
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图2样品质量浓度对高效凝胶色谱图的影响

Fig．2 Influence of concentration on HPGPC
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图3进样体积对商效凝胶色谱图的影响

Fig．3 Influence of volume on HPGPC

2．2 标准曲线的绘制：取相对分子质量1 000、

5 900、1l 800、22 800、47 300、112 000、212 000、

404 000的Pullulan标样，加流动相水配成1 mg／

mL的溶液作为标准溶液。分别取50弘L进样，采用

Empower软件绘制标准曲线，得其回归方程：

lgM=25．0—1．38 tR+0．033￡&一0．000 296 f蠢(昧

为保留时间)，r一0．999 8。

2．3 LBP相对分子质量的测定：根据HPGPC校正

曲线及枸杞多糖凝胶色谱图计算LBP各组分的平

均相对分子质量。由于无LBP标样，故从标样与待

测样结构相似原则出发，选择了Pullulan标样。表1

为同1批样品的测定结果，表2为同一LBP样品在

不同时间测定的数据。结果表明，本实验所用

HpGPC系统具有较好的重现性。

3讨论

本实验研究了流动相、迸样质量浓度、进样体积

和重现性等因素对高效凝胶渗透色谱测定结果的影

响，比较了流动相、进样质量浓度和进样体积对标样

Dextran—T70和LBP影响的差异，并考虑流动相对

表1 LBP的相对分子质量

Table 1 Relative molecular weight of LBP

表2 LBP相对分子质量的重复性

Table 2 Repetition of relative molecular weight of LBP

色谱柱使用寿命的影响，确定了LBP相对分子质量

HPGPC较适宜的测定条件。在以水为流动相，体积

流量0．6 mL／min，0．30％迸样质量浓度下进样体

积为50弘L时能简便、快速地测定LBP相对分子质

量，且重现性较好，测得其相对分子质量为24 532。

国内也有文献报道用LC—MS法测得LBP的相对分

子质量为22 700左右，这与本实验的结果相近。
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