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注射用黄芪多糖单糖鉴别及游离单糖检查方法研究
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摘要：目的研究注射用黄芪多糖质量标准，通过改进原标准中纸色谱鉴别项和游离单糖检查项，建立新的薄层及液相色谱鉴别和检查
方法。方法以葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖为指标性成分，按照原标准方法及改进方法分别对注射用黄芪多糖进行色谱鉴别和检查。并建
立高效液相色谱方法，验证黄芪多糖的单糖组成。结果改进的薄层色谱法及液相色谱法鉴别和检查方法避免了高毒离子牗Ｂａ２ ＋ 牘的使
用，提高了实验的安全性，将色谱鉴别项和游离单糖检查项合并，提高了工作效率，减少了试剂使用量；且水解后样品中单糖混合液能
更好地分离，克服了原有方法的不足。结论该方法操作简便、准确、可靠，可用于注射用黄芪多糖的质量控制。
关键词：注射用黄芪多糖；薄层鉴别；高效液相色谱法；游离单糖检查；标准改进
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注射用黄芪多糖为肿瘤辅助用药，功能益气补虚，
用于倦怠乏力，少气懒言，自汗、气短、食欲不振，属气虚
证因化学治疗后白细胞减少，生活质量降低，免疫功能
低下的肿瘤患者犤 １ 犦。注射用黄芪多糖是利用现代分离技
术提取分离黄芪中的多糖有效部位，并纯化精制而成。
注射用黄芪多糖由天津赛诺制药有限公司生产，于
２００１年取得新药证书，现行标准为ＷＳ － ３３０（Ｚ － ０３０）－
２００１（试行），其中前处理过程需使用高毒试剂（碳酸钡
与硫酸溶液反应产生Ｂａ２ ＋），此外，纸色谱目前已较少
使用，且３种单糖分离效果不明显。基于以上不足，本研
究中对质量标准“单糖鉴别”“游离单糖检查”项犤２ 犦进行
了深入探讨，改进样品前处理方法，采用硅胶Ｇ板优化分
离条件，建立了注射用黄芪多糖水解产物的鉴别方法及
注射用黄芪多糖中游离单糖的检查方法。现报道如下。
１ 仪器与试药

Ｌｉｎｏｍａｔ －Ⅳ型薄层自动点样仪（瑞士ＣＡＭＡＧ公

司牘 ；Ｖｉｓｕａｌｉｚｅｒ型薄层色谱照相系统型，包括ＶｉｎＣＡＹＴＳ
薄层色谱软件牗瑞士ＣＡＭＡＧ公司牘；ＫＱ － ３００１２Ｄ型超
声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司牘 ；ＡＥ － ２４０型
分析天平牗万分之一，Ｍｅｔｔｅｒ公司牘；Ｐ － １型双槽展开缸
（２００ ｍｍ × １００ ｍｍ）；３０３０ － ８６１型硅胶Ｇ板牗 ２０ ｃｍ ×
２０ ｃｍ，德国默克公司牘，３０３０ － ８６１型微晶纤维素板
（２０ ｃｍ × ２０ ｃｍ，ｗｈａｔｍａｎＴＭ），纸薄层板牗型号不详牘。葡
萄糖对照品（Ｇｌｕ，批号为１１０８３３ － ２０１２０５，含量为
９９． ５％），半乳糖对照品（Ｇａｌ，批号为１００２２６ － ２０１１０５，
含量为９９． ９％），半乳糖醛酸对照品（批号为１１１６４６ －
２００３０１，纯度大于９８％），均购自中国食品药品检定研
究院；阿拉伯糖对照品（Ａｒａ，批号为Ｃ１０２９７５００，含量
为９９． ０％ ），鼠李糖对照品（Ｒｈａ，Ｃ１６８１３５００，含量为
９８． ３％），均购自Ｄｒ． ＥｈｒｅｎｓｔｏｆｅｒＧｍｂＨ；注射用黄芪多糖
（批号为１５０７０２，１５１２０１，１５１１０１，Ｍ１５０７０１，Ｍ１５１００１，
天津赛诺制药有限公司）；所用试剂均为分析纯。

·研究·
Ｄｒｕｇ Ｒｅｓｅａｒｃｈ
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１ ２ ３ ４
１． 阿拉伯糖 ２． 葡萄糖 ３． 半乳糖 ４． 水解样品

图１ 纸色谱图

１ ２ ３ ４ ５ ６
１． 空白溶液 ２． 水解样品溶液 ３． 葡萄糖 ４． 阿拉伯糖

５． 半乳糖 ６． 未水解样品溶液
图２ 薄层色谱图

２ 方法与结果
２． １ 单糖鉴别
２． １． １ 现行方法犤 ３ 犦

鉴别：取本品０． ２ ｇ，加１ ｍｏＬ ／ Ｌ硫酸溶液２５ ｍＬ，
置水浴中水解７ ｈ，取出，放冷，取５ ｍＬ，加碳酸钡（固
体）中和至中性，滤过，滤液作为供试品溶液。另取葡萄
糖和阿拉伯糖对照品，分别加水制成每１ ｍＬ含５ ｍｇ的
溶液，作为对照品溶液。照纸色谱法试验，吸取上述供试
品溶液１０ μＬ、对照品溶液各４ μＬ，分别点于同一新华
中速层析滤纸上，以醋酸乙酯－甲酸－水（６ ∶ ２ ∶ ２）为展
开剂，展开，取出，晾干，喷以苯胺－邻苯二甲酸溶液（取
苯胺０． ９３ ｇ和邻苯二甲酸１． ６６ ｇ，溶于水饱和正丁醇
１００ ｍＬ中），在１０５ ℃烘约５ ｍｉｎ。供试品溶液色谱中，
在与对照品溶液色谱相应位置上显相同颜色的斑点。纸
色谱图见图１。

检查：取本品，加水制成每１ ｍＬ含２０ ｍｇ的溶液，
作为供试品溶液。另取葡萄糖和阿拉伯糖对照品，分别
加水制成每１ ｍＬ含５ ｍｇ的溶液，作为对照品溶液。照
２０００年版《中国药典牗一部牘》附录ⅥＢ薄层色谱法试
验，吸取上述供试品溶液１０ μＬ，对照品溶液各２ μＬ，分
别点于同一硅胶Ｇ薄层板上，以正丁醇－ ０． １ ｍｏＬ ／ Ｌ
磷酸二氢钠溶液－丙酮（４ ∶ １ ∶ ５）为展开剂，展开，取出，
晾干，喷以α －萘酚试液，在９０ ～ １００ ℃烘约５ ｍｉｎ。供
试品溶液色谱中，在与对照品溶液色谱相应位置上，未
显相同颜色的斑点。
２． １． ２ 改进方法

鉴别：取黄芪多糖２０ ｍｇ，加水５ ｍＬ使溶解。取１ ｍＬ，
加６ ｍｏｌ ／ Ｌ三氟乙酸（ＴＦＡ）１ ｍＬ，密封，于１１０ ℃反应
６ ｈ；氮气吹干，加甲醇约１ ｍＬ，吹干，再重复操作１次，
以除尽剩余的ＴＦＡ，残渣加水０． ５ ｍＬ溶解，作为供试品
溶液。另取葡萄糖、阿拉伯糖、半乳糖适量，加水制成每
１ ｍＬ分别含１ ｍｇ的溶液，作为对照品溶液。照薄层色
谱法（２０１５年版《中国药典＜四部＞》通则０５０２）试验，吸
取上述供试品溶液５ μＬ、对照品溶液１ ～ ５ μＬ，分别点
于同一Ｍｅｒｃｋ硅胶Ｇ６０薄层板上，以正丁醇－乙酸乙
酯－异丙醇－乙酸－吡啶－水（７ ∶ ２０ ∶ １２ ∶ ７ ∶ ６ ∶ ５）为

展开剂，二次展开，展距９ ｃｍ，取出，晾干，喷以苯胺－
邻苯二甲酸溶液（取苯胺０． ９３ ｇ和邻苯二甲酸１． ６６ ｇ，
溶于水饱和正丁醇１００ ｍＬ中），在１０５ ℃烘约５ ｍｉｎ，置
紫外光灯（３６５ ｎｍ牘下检视。供试品溶液色谱中，在与对
照品溶液色谱相应位置上，显相同颜色的荧光斑点。色
谱图见图２。

检查：取本品２０ ｍｇ，加水１ ｍＬ使溶解，作为供试
品溶液。照鉴别方法试验。供试品溶液色谱中，在与对照
品溶液色谱相应位置上未显相同颜色的荧光斑点。
２． １． ３ 方法学考察

薄层板考察：首先考察纤维素板的分离效果犤 ５ 犦，结
果单糖斑点较大，产生拖尾现象，各单糖分离效果不明
显，详见图３。比较硅胶Ｈ板与硅胶Ｇ板的差异，发现
硅胶Ｈ板因不含黏合剂，在展开过程中经常出现吸附
薄层脱落的现象，且分离效果不好，硅胶Ｇ板效果较
好，且硅胶略带酸性，适于分离酸性及中性物质，目前应
用广泛，便于实验室准备耗材。最终选择硅胶Ｇ板。

展开系统考察：参考文献犤６ － ９犦，考察了不同展开剂
系统牗Ⅰ～Ⅳ 牘的分离效果，系统Ⅰ正丁醇－ ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ磷
酸二氢钠溶液－丙酮（４ ∶ １ ∶ ５）、系统Ⅱ正丁醇－丙酮－水
（５ ∶ １ ∶ １）、系统Ⅲ正丁醇－乙酸乙酯－水（７ ∶ ２ ∶ １）、系统Ⅳ
正丁醇－醋酸乙酯－异丙醇－乙酸－吡啶－水（７ ∶ ２０ ∶ １２ ∶
７ ∶ ６ ∶ ５）；同时，采用展开剂系统Ⅳ二次展开。结果展开剂系
统Ⅰ展开，单糖斑点较大，有拖尾现象；展开剂系统Ⅱ，Ⅲ，
Ⅳ展开，单糖斑点较好，但水解黄芪多糖样品分离不完全。
最终选择了使用展开剂系统Ⅳ（正丁醇－醋酸乙酯－异

１ ２ ３ ４ ５ ６
１． 空白溶液 ２． 水解样品溶液 ３． 葡萄糖 ４． 拉伯糖

５． 半乳糖 ６． 未水解样品溶液
图３ 微晶纤维素薄层色谱图
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Ｂ
１ ２ ３ ４ ５ ６

Ｃ
１ ２ ３ ４ ５ ６

Ｄ
１ ２ ３ ４ ５ ６

Ｅ
１ ２ ３ ４ ５ ６

１． 空白溶液 ２． 水解样品溶液 ３． 葡萄糖 ４． 阿拉伯糖 ５． 半乳糖 ６． 未水解样品溶液
Ａ． 展开系统Ⅰ Ｂ． 展开系统Ⅱ Ｃ． 展开系统Ⅲ Ｄ． 展开系统Ⅳ Ｅ． 系统Ⅳ二次展开苯胺－邻苯二甲酸（３６６ ｎｍ荧光）

图４ 展开系统薄层色谱图

１ ２ ３ ４ ５ ６
Ａ

１ ２ ３ ４ ５ ６
Ａ Ｂ

１ ２ ３ ４ ５ ６ １ ２ ３ ４ ５ ６
Ｃ

１． 空白溶液 ２． 水解样品溶液 ３． 葡萄糖 ４． 阿拉伯糖
５． 半乳糖 ６． 未水解样品溶液

Ａ． 系统Ⅳ二次展开苯胺－邻苯二甲酸（３６６ ｎｍ日光）
Ｂ． 系统Ⅳ二次展开硫酸－茴香醛（日光）
Ｃ． 系统Ⅳ二次展开α －萘酚－硫酸（日光）
图５ 展示系统二次展开显色剂薄层色谱图

丙醇－乙酸－吡啶－水＝７ ∶ ２０ ∶ １２ ∶ ７ ∶ ６ ∶ ５）二次展开作为
修订标准的展开系统。薄层色谱图见图４。

显色剂考察犤 ８ － １０ 犦：考察苯胺－邻苯二甲酸显色剂在
日光、３６６ ｎｍ荧光、茴香醛及α －萘酚显色剂的显色效
果，以展开剂系统Ⅳ作为展开剂及展开方法，点样量分别
为１０，１０，１０，５，２，１０ μＬ。结果见图４ Ｅ和图５。最终确定
使用苯胺－邻苯二甲酸显色剂牗３６６ ｎｍ荧光下牘检视。

展开温度和湿度考察：考察薄层板展开过程中温度
和相对湿度对结果的影响，结果表明，温度为１０，２０，３０℃
时，各指标成分斑点的Ｒｆ值影响不大，对分离效果几乎
无影响；相对湿度为３０％，５０％，７５％时，各指标成分斑
点的Ｒｆ值影响不大，对分离效果也几乎无影响。

点样量考察：经试验对比发现，减少点样量有利于
提高分离效果，建议点样量固定为“供试品溶液５ μＬ，
对照品溶液１ ～ ５ μＬ”。
２． ２ 游离单糖检查
２． ２． １ 色谱条件犤 ４ － １１ 犦与系统适用性试验

色谱柱：Ｓｐｏｌａｒ Ｃ１８柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；流
动相：乙腈－ ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ乙酸铵（体积比为２１ ∶ ７９，加冰
醋酸调节ｐＨ为５． ５）；流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３５ ℃；

检测波长：２５０ ｎｍ；进样量：１０ μＬ。水解后黄芪多糖样品
中出现５个单糖的色谱峰，以葡萄糖、半乳糖和阿拉伯
糖色谱峰为主，未水解黄芪多糖样品中未出现单糖色谱
峰。色谱图见图６。

２． ２． ２ 溶液制备
分别精密称取鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳

糖、阿拉伯糖适量，配制成适宜浓度的混合对照品溶液。
定量吸取上述溶液５００ μＬ，加０． ３ ｍｏｌ ／ Ｌ氢氧化钠溶
液６７ μＬ，再加入０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ ＰＭＰ甲醇溶液１５０ μＬ，搅
拌均匀，于７０ ℃反应９０ ｍｉｎ。冷却至室温，加０． ３ ｍｏｌ ／ Ｌ
盐酸溶液６７ μＬ中和。加１ ｍＬ氯仿萃取，分去下层有机
层，重复萃取３次，取上层溶液，作为对照品溶液。

取黄芪多糖样品约２０ ｍｇ，精密称定，加水制成每
１ ｍＬ约含４． ０ ｍｇ的溶液，定量吸取２５０ μＬ，置安瓿中，
加入等体积的６ ｍｏｌ ／ Ｌ三氟乙酸，密闭，于１１０ ℃反应
６ ｈ。氮气吹干，加适量甲醇，再吹干，重复３次，以除尽
剩余三氟乙酸。加水５００ μＬ，使残渣溶解。照对照品溶
液制备“加０． ３ ｍｏｌ ／ Ｌ氢氧化钠溶液６７ μＬ”起同法处
理，取上层溶液，作为供试品溶液１。另取黄芪多糖，加
水制成每１ ｍＬ含１ ｍｇ的溶液，定量吸取５００ μＬ，照对
照品溶液制备“加０． ３ ｍｏｌ ／ Ｌ氢氧化钠溶液６７ μＬ”起
同法处理，取上层溶液，作为供试品溶液２。
２． ２． ３ 方法学考察

日间精密度试验：取样品（批号为１５１１０１），按不同
日期依法制备供试品溶液，依法测定。结果见表１。可

ｍＡＵ

２． ０ ５． ０ １０． ０ １５． ０ ２０． ０ ２５． ０ ３０． ０ ３５． ０

２ ６００

１ ２５０

０

－ １ ２５０

－ ２ ９００

Ｂｌａｎｋ
Ｓｔｄ．
Ｓａｍｐｌｅ １
Ｓａｍｐｌｅ ２

图６ 高效液相色谱图

Ｂｌａｎｋ：空白
Ｓｔｄ． ：混合对照品
Ｓａｍｐｌｅ１：水解后黄芪

多糖样品
Ｓａｍｐｌｅ２：未水解黄芪

多糖样品

ｔ ／ ｍｉｎ

ＰＭＰ
Ｇｌｕ

Ｒｈａ Ｇａｌ ＡｒａＧａｌＡ
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表１ 日间精密度试验结果（％，ｎ ＝ ６）
单糖

葡萄糖
半乳糖
阿拉伯糖

２０１６ － ０７ － ０６
８３． １８
３． ８５
１１． ７１

２０１６ － ０７ － １１
７８． ８１
４． ２６
１４． ３４

２０１６ － ０７ － １２
８６． ３７
３． ９１
９． ０３

２０１６ － ０７ － １３
７５． ３６
６． １３
１９． ０３

２０１６ － ０７ － １８
８３． ３１
３． ８５
１２． ２３

ＲＳＤ
５． ３１
２２． ３１
２８． １３

见，日间精密度ＲＳＤ偏大，重复性差，建议仅用作定性
鉴别。

稳定性试验：取样品（批号为１５１１０１），精密称取
２０ ｍｇ，于０，１，２，６，１２，２４，３６ ｈ时依法测定，结果见表２。
其中，半乳糖ＲＳＤ偏大，但符合鉴别方法要求，表明葡
萄糖和阿拉伯糖在３６ ｈ内基本稳定。

加样回收试验：取样品（批号为１５１１０１）适量，依法
制备供试品溶液，按拟订色谱条件测定。结果见表３。

表２ 稳定性试验结果（ｎ ＝ ７）
测定时间
０ ｈ
１ ｈ
２ ｈ
６ ｈ
１２ ｈ
２４ ｈ
３６ ｈ
ＲＳＤ（％）

葡萄糖峰面积
１ ０２９． ３３１
１ ０２８． ３４８
１ ０２９． ６５３
１ ０２９． ９１７
１ ０３４． １８４
１ ０３６． ６１９
１ ０３９． ３４４
０． ４１

半乳糖峰面积
５２． ４６３
５０． ７７５
５０． ２８２
４４． ２１８
５１． ９４６
５７． ０７４
５７． ２４７
８． ５５

阿拉伯糖峰面积
１２２． １１５
１２３． １８８
１２３． １２９
１２２． ９０６
１２３． ２０３
１２５． ３８１
１２４． ８９１
０． ９４

表３ 加样回收试验结果（ｎ ＝ ６）
单糖

葡萄糖
半乳糖
阿拉伯糖

糖组成牗％ 牘
８６． ８
３． ４
９． ２

样品含量牗μｍｏｌ 牘
１． ６３２
０． ０６４
０． １７２

加入量牗μｍｏｌ 牘
１． ６３０
０． ０４５
０． ０８８

测得量牗μｍｏｌ 牘
３． ２８７
０． １０２
０． ２４５

回收率（％）
１０１． ５３
８４． ４４
８２． ９５

ＲＳＤ（％）
２． ２１
３． ４０
３． ３０

３ 讨论
通过对质量标准“单糖鉴别”“游离单糖检查”项进

行研究，改进了样品前处理方法，避免出现高毒离子
牗 Ｂａ２ ＋ 牘，此外，通过采用实验室常用的硅胶Ｇ板分离黄
芪多糖水解产物，优化了分离条件，使单糖分离效果明
显。将原标准中检查项下“游离单糖”的检查与此薄层鉴
别方法合并，同时进行单糖鉴别和游离单糖的检查，大
大提高了工作效率，减少了试剂的使用。

对混合单糖进行分离比较困难，尤其是葡萄糖和阿
拉伯糖在硅胶板上的分离。本研究中对多种薄层色谱条
件进行了考察，对于其他单糖的薄层鉴别具有参考价值。

本研究中采用高效液相色谱法对注射用黄芪多糖
的单糖组成进行了初步研究，先将注射用黄芪多糖用三
氟乙酸水解，然后进行ＰＭＰ衍生化处理，紫外吸收后进
行高效液相色谱数据采集，色谱峰峰形较好，５种单糖
分离完全。故可用于注射用黄芪多糖中单糖组成的鉴别
及游离单糖的检查。

高效液相色谱法方法学考察结果显示，葡萄糖、半
乳糖、阿拉伯糖回收率及稳定性结果基本符合定量测定
要求，但日间精密度ＲＳＤ值偏大，重复性差，建议仅作
定性鉴别使用。

薄层色谱方法是中药鉴别常用方法之一，其简单、
方便、经济等优势在中药质量控制中有着不可替代的地
位，由于纸色谱目前已逐渐被其他方法取代，本研究将
硅胶Ｇ板薄层鉴别替代纸色谱鉴别用于黄芪多糖注射
液质量标准中单糖的研究，并建立了黄芪多糖的高效液

相色谱鉴别和检查方法，安全、准确，可用于注射用黄芪
多糖的质量控制。
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