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复方首乌藤合剂的总多糖含量测定及单糖组分分析

叶财发，蔡跃辉，曾棋平，曹毅祥，陈锦珊 （中国人民解放军联勤保障部队第九〇九医院制剂科/厦门大学附属东南

医院制剂科，福建 漳州 363000）

［摘要］　目的　建立复方首乌藤合剂总多糖含量测定方法，并分析多糖组分。方法　采用水提醇沉法提取复方首乌藤

合剂多糖，经苯酚-硫酸法处理后，再利用紫外分光光度法测定该制剂中总多糖含量；另外，多糖经三氟乙酸水解后，用 1-苯
基-3-甲基-5-吡唑啉酮（PMP）衍生多糖水解产物，再利用高效液相色谱法，依利特 krosmasil-C 18 色谱柱 (4.6 mm×250 mm，5 μm)，
柱温：30 ℃，以乙腈-0.1 mol/L 磷酸盐缓冲液 (pH=6.8)（18：82）为流动相，进行等度洗脱；流速：1.0 ml/min；检测波长 250 nm，

进样量：20 μl。分析 4 批次复方首乌藤合剂多糖中的单糖组分。结果　D-无水葡萄糖质量浓度在 21~105 μg/ml 范围内与吸

光度线性关系良好，线性回归方程为 Y= 0.007X + 0.010 5，r = 0.998 2；平均加样回收率为 (100.45±1.57)% (n=6)；4 批样品测得

的总多糖平均含量为 14.24、21.09、17.85、18.17 mg/ml；复方首乌藤合剂多糖主要由甘露糖、盐酸氨基葡萄糖、半乳糖醛酸、

葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖等 6 个单糖组成，各个单糖峰面积比约为 9.10：0.26：1.00：3.02：4.14：2.12。结论　该方法准确、可

靠，可用于该制剂中总多糖含量测定及单糖组分分析。
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Determination of  total  polysaccharide  content  and analysis  of  monosaccharide
components in the caulis polygoni multiflori mixture
YE Caifa，CAI Yuehui，ZENG Qiping，CAO Yixiang，CHEN Jinshan（The Pharmacy Department, No.909 Hospital of Joint Logistic
Support Force/Southeast Hospital Affilated to Xiamen Univesity, Zhangzhou 363000, China）

［Abstract］　 Objective　To  establish  a  method  for  analyzing  total  polysaccharide  content  and  its  monosaccharide
composition  in  the  caulis  polygoni  multiflori  mixture. Methods　The  polysaccharides  of  the  caulis  polygoni  multiflori  mixture
were  extracted  by  water-extraction  and  alcohol-precipitation.  After  the  treatment  with  phenol-sulfuric  acid,  the  content  of  total
polysaccharides  in  the  preparation  was  determined  by  ultraviolet  spectrophotometry.  In  addition,  after  the  polysaccharide  was
hydrolyzed into monosaccharides wtih trifluoroacetic acid, the hyrolysate was derivatized with PMP, and then the PMP derivates of
monosaccharides were analyzed by HPLC method. Yilite krosmasil C18(4.6 mm×250 mm, 5 μm) was used at 30 ℃.  Acetonitrile-
0.1% NaH2PO4 (pH=6.8) (16:84) was the moblie phase with a flow rate of 1.0 ml/min. The detecting wavelength was at 250 nm.
The injection volume was 20 μl. Results　concentration of D-anhydrous glucose in the range of 21 ~ 105 μg/ml had a good linear
relationship with the absorbance. The linear regression equation was A= 0.007x+0.0105, r=0.9982. The average recovery rate was
(100.45±1.57)% (n=6). The average contents of total polysaccharides in four batches of samples were 14.24, 21.09, 17.85 and 18.17
mg/ml.  The  polysaccharide  of  the  caulis  polygoni  multiflori  mixture  mainly  consisted  of  D-mannose,  D-glucosamine  D-
hydrochloride,  D-Galacturonic  acid,  D-glucose,  galactose,  L-arabinose.  The  monosaccharides  peak  area  ratios  were  about
9.10:0.26:1.00:3.02:4.14:2.12. Conclusion　The  method  is  accurate  and  reliable,  and  can  be  used  for  the  determination  of  total
content of polysaccharides and the analysis of monosaccharide composition in the preparation.

［Key words］　caulis  polygoni  multiflori  mixture； total  polysaccharides； ultraviolet  spectrophotometry； monosaccharide；
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复方首乌藤合剂是我院研制的特色制剂，主要

由首乌藤、合欢皮、菟丝子、五味子、续断、蔓荆

子、川芎、煅牡蛎八味药材配制而成，方中首乌藤

为君药，合欢皮为臣药，菟丝子、五味子、续断为佐

药，川芎、蔓荆子、煅牡蛎为使药，诸药合用，具有
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养心安神解郁、滋阴养肝、行血活气之功效，临床

应用于神经衰弱性失眠、眩晕及脑外伤引起的头

痛、头晕等症[1]。目前，该制剂的质量标准中主要

控制其总黄酮、二苯乙烯苷含量[2]，未包含多糖含

量控制，相关研究表明，多糖具有预防、改善、治疗

失眠的作用，且滋阴养肝效果明显[3-6]。因此，探究

复方首乌藤合剂总多糖含量及多糖组成很有必要，

本文在前期研究的基础上 对该制剂粗多糖的组成

及总多糖含量进行了分析，现报道如下。

1    材料与仪器

1.1    材料

复方首乌藤合剂为本院自制（规格：40 ml，批
号：201906132，201906133，201906211，20190624）；
D-甘 露 糖 (批 号 ： 140651-201504， 质 量 分 数

99.4%)、D-盐酸氨基葡萄糖 (批号：140649-201606，
质量分数 100%)、半乳糖 (批号：160226-201506，质
量分数 100%)、D-葡萄糖 (批号：110833-201707，质
量分数 99.9%)、 D-半乳糖醛酸 (批号： 111646-
201702，质量分数 95.1%)， L-阿拉伯糖 (批号：

111506-200202，质量分数 100%)、1-苯基-3-甲基-5-
吡唑啉酮（PMP）、三氟乙酸（TFA）均购自中国食品

药品检定研究院；氢氧化钠、盐酸、甲醇、三氯甲

烷、正丁醇、浓硫酸、苯酚、无水乙醇均为分析纯;
水为本院自制纯化水。

1.2    仪器

紫外可见分光光度计（UNIC UV-2102 PCS，日
本岛津）；Agilent 1200 高效液相色谱系统 (DAD 检

测器，美国 Agilent 公司)；电子分析天平 (AUX220，
日本岛津)；磁力加热搅拌器 (KQY78-1，金坛市科

析仪器有限公司)；数显恒温水浴锅 (HH 系列，金坛

市科析仪器有限公司)；电动离心机 (LD5-2A，北京

医用离心机厂)；电热鼓风干燥箱 (101A-1E，上海实

验仪器有限公司)；超声清洗器 (KQ-500B，昆山市

超声仪器有限公司)；真空干燥箱 (DZF-6050，上海

医用恒温设备厂)。

2    方法

2.1    提取多糖组分

精密吸取 25 ml 复方首乌藤合剂，加入氯仿-正
丁醇混合液 (氯仿:正丁醇=5:1）20 ml，在磁力搅拌

器上搅拌 30 min，离心 20 min(50 Hz，4000 r/min)，
回收上清液，去除蛋白质及有机溶剂；乙醇沉淀：向

上清液中加入 3 倍体积的 95% 的乙醇，保持乙醇

浓度在 70% 以上，静置过夜。离心 15 min，收集沉

淀物，80 ℃ 真空干燥 3 h，得到相应批号的复方首

乌藤合剂多糖粉末。

2.2    总多糖含量的测定[7-8]

2.2.1    对照品溶液配制

精密称取 105 ℃ 干燥至恒重的 D-无水葡萄糖

0.1 g，置于 100 ml 容量瓶中，加水定容至刻度，备用。

2.2.2    供试品溶液配制

精密称取复方首乌藤合剂多糖粉末 0.1 g，置
于 250 ml 容量瓶中，加水定容至刻度，得供试品原

液；再精密吸取 3 ml 供试品原液至 10 ml 容量瓶

中，加水定容，即为供试品溶液。

2.2.3    最大吸收波长测定

精密吸取对照品储备液 6.0 ml，置于 100 ml 量
瓶中，加水定容至刻度，即得对照品溶液。精密吸

取对照品溶液 1.0  ml，置于 10  ml 量瓶中，加入

4% 的苯酚溶液 1.0 ml，振荡摇匀，然后加入 7 ml 浓
硫酸，立即摇匀，100 ℃ 水浴 15  min，然后冰浴

15  min，冷却至室温。以相应试剂为空白，在

400～550 nm 范围内扫描光谱。结果发现，对照品

溶液在 486nm 处有最大吸收，故选择 486 nm。

2.3    方法学考察

2.3.1    标准曲线的制备及线性关系考察

精密吸取葡萄糖对照品储备液 0、0.2、0.4、
0.6、0.8、1.0 ml，分别置 10 ml 量瓶中，用水定容至

刻度。然后各精密吸取 1.0 ml，分别置于 10 ml 量
瓶中，加入 4% 的苯酚溶液 1.0 ml，振荡摇匀，然后

加入 7 ml 浓硫酸，立即摇匀，100 ℃ 水浴 15 min，
然后冰浴 15 min，冷却至室温，在 486 nm 波长处测

定吸光度 (Y)。以 Y为纵坐标，浓度 (X) 为横坐标，

绘制标准曲线，得到标准曲线方程：Y= 0.007X +
0.0105，r = 0.9982。
2.3.2    精密度试验

精密量取“2.2.1”项下的对照品溶液 1.0 ml，按
“2.3.1”项下方法测定吸光度，连续测定 6 次，根据

标准曲线方程计算多糖含量，求 RSD。结果得到

RSD 为 0.24% (n=6)，表明仪器精密度良好。

2.3.3    稳定性试验

精密量取供试品溶液（批号：20190624）1.0 ml，
置 10 ml 量瓶中，按“2.3.1”项下方法测定吸光度。

在显色后 0、10、20、40、60、80、100、120 min 分别

测定吸光度，求 RSD。结果得到 RSD 为 3.54% (n=7)，
表明该制剂多糖提取液在显色后 120 min 内稳定

性良好。

2.3.4    重复性试验

取复方首乌藤合剂（批号：20190624）6 份，按
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“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.3.1”项下

方法测定吸光度，计算多糖含量。结果测得 6 份供

试品溶液中多糖的平均含量为 18.23 mg/ml，RSD
为 0.33%(n=6)，表明该方法重复性良好。

2.3.5    加样回收率试验

精密量取已知浓度为 61 μg/ml 的供试品溶液

（批号：20190624）6 份，每份 0.5 ml，各加入 0.5 ml
浓度为 63 μg/ml 的葡萄糖对照品溶液，按“2.3.1”
项下方法操作，于 486 nm 波长处测定吸光度，计算

加样回收率。结果显示该方法的平均加样回收率

为 100.45%,RSD 为 1.57% （见表 1）。
 

2.4    总多糖含量测定

按“ 2.2.2”项下方法制备供试品溶液，按

“2.3.1”项下方法测定吸光度，计算多糖含量。用外

标法计算总多糖含量 (以葡萄糖计)，结果见表 2。

2.5    单糖分析

2.5.1    对照品溶液的制备

称取各单糖对照品: D-甘露糖、D-盐酸氨基葡

萄糖、D-半乳糖醛酸、D-无水葡萄糖、半乳糖、L-
阿拉伯糖等各约 10 mg，精密称定，分别置于 5 ml
量瓶中，加水至刻度，摇匀，即得。

2.5.2    供试品溶液的制备

取多糖粉末（批号：20190624）150 mg，精密称

定，置于 10 ml 具塞试管中，加水 3 ml，再加 TFA3 ml，

封管于 110 ℃ 烘箱中水解 1 h，取出，放冷，水浴蒸

干，用甲醇 1 ml 溶解，蒸干，重复处理 3 次以除去

残留的 TFA，残渣加水溶解[9]，转移至 5 ml 量瓶中，

放冷，加水至刻度，摇匀，即得。

2.5.3    柱前衍生方法

取上述 6 种单糖对照品溶液各 50 μl 置于同

一 10 ml EP 管中，供试品溶液 1.0 ml 置于 10 ml
EP 管中，分别加入 1.0 ml 0.5 mol/L 的 PMP/甲醇溶

液和 1.0 ml 0.3 mol/L 的氢氧化钠溶液，混合均匀，

70 ℃ 水浴 50 min，取出后冷却至室温，分别加入

1.0 ml 0.3 mol/L 的盐酸溶液中和，再加入 2 ml 氯
仿萃取，取上清液，重复处理 3 次，除去未反应的

PMP，0. 22 μm 滤膜滤过[9]，即得。

2.5.4    色谱条件

色谱柱 :Agilent  Exted-C18 (4.6  mm×250  mm，

5 μm)；柱温:30 ℃；流动相:乙腈 (A) - 0.1 mol/L 的

磷酸盐缓冲液 (pH =6.8)(B) 等度洗脱 (A:B=16:84)；
流速:1.0 ml/min；检测波长 250 nm；进样量:20 μl。
2.5.5    结果

精密吸取适量“ 2.5.2”项下供试品溶液及

“2.5.1”项下对照品溶液，按照“2.5.3”项下衍生方

法进行衍生，按照“2.5.4”项下色谱条件进样，分别

得到供试品溶液色谱图 (图 1），从复方首乌藤合剂

多糖中识别出甘露糖、盐酸氨基葡萄糖、半乳糖醛

酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖等 6 种单糖。

根据 5 次各单糖的峰面积比测定结果进行计

算，甘露糖:盐酸氨基葡萄糖:半乳糖醛酸:葡萄糖:半
乳糖:阿拉伯糖=9.10:0.26:1.00:3.02:4.14:2.12，可见

甘露糖的峰面积占比接近 50%，提示甘露糖可能是

表 1    复方首乌藤合剂加样回收率试验结果（n=6) 
样品加入量 (μg) 葡萄糖加入量 (μg) 吸光度 测定量 (μg) 回收率 (%) 平均回收率 (%) RSD (%)

30.50 31.50 0.445 62.00 100.00

100.45 1.57

30.50 31.50 0.442 61.67   99.46

30.50 31.50 0.457 63.33 102.15

30.50 31.50 0.456 63.67 102.69

30.50 31.50 0.441 61.33   98.92

30.50 31.50 0.453 61.67   99.46

 

表 2    复方首乌藤合剂含量测定结果（n=3） 
批号 总多糖含量/(mg/ml) 平均值/(mg/ml) RSD/(%)

201906211 14.24

14.24 0.25201906211 14.20

201906211 14.27

201906132 21.09

21.09 0.66201906132 20.95

201906132 21.23

201906133 17.76

17.85 0.66201906133 17.80

201906133 17.98

20190624 18.15

18.17 0.5820190624 18.07

20190624 18.28
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复方首乌藤合剂发挥特殊药效的原因之一。

3    讨论

3.1    苯酚-硫酸法的样品处理

采用苯酚-硫酸法预实验时，发现供试品和对

照品溶液如无水浴和冰浴处理，可能造成供试品过

热且结果不稳定；若冰浴后无冷却至室温操作，吸

光度结果偏小，故本实验选择先水浴，再冰浴，冷却

至室温来避免以上情况出现。

3.2    单糖组分洗脱方法的选择

在考察流动相时，发现乙腈比例大于 25%
时，各个色谱峰之间的分离度达不到要求；另外，如

采用梯度洗脱方法，色谱峰 6（半乳糖）与 7（阿拉伯

糖）之间分离度达不到要求，故选择等度洗脱。综

合考虑，选择 0.1 mol/L 的磷酸盐缓冲液 (pH=6.8)
等度洗脱作为本实验流动相。

3.3    制剂中总多糖含量及单糖组分的探讨

复方首乌藤合剂是由首乌藤、合欢皮、菟丝

子、五味子、续断、蔓荆子、川芎、煅牡蛎八味药材

配制而成的中药复方制剂，甘露糖的峰面积占比接

近 50%。根据相关研究发现，首乌藤中单糖成分以

阿拉伯糖及半乳糖为主[10]；合欢皮多糖较高，但未

对单糖组分进行分析 [11]；菟丝子多糖的主要组成

是甘露糖，且含量最高[12]；五味子以葡萄糖为主，甘

露糖含量低[13]；蔓荆子多糖含量较低[14]；川芎多糖

以葡萄糖及半乳糖为主[15]。综上可知，甘露糖可能

主要来源于菟丝子，葡萄糖可能主要来源于五味

子、川芎，阿拉伯糖可能主要来源于首乌藤。

4    结论

综上所述，采用苯酚硫酸法结合紫外分光光度

法可以较为准确测定复方首乌藤合剂总多糖含量，

柱前衍生化法结合高效液相色谱适用于分析该制

剂多糖水解产物中的单糖组分，上述方法可为复方

首乌藤合剂多糖质量控制提供参考。
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类黑素进行水提；Langner 等[9] 在室温条件下采用

1:12 料液比，水浸提 1 h，提取到土豆类黑素粗制

品。类黑素成分复杂，提纯困难。目前，主要的纯

化方法有大孔树脂、超滤和凝胶层析等方法。何健[10]

等发现 X-5 大孔树脂是曲霉型豆豉类黑素的最佳

吸附树脂。秦礼康等[11] 利用 S-8 树脂分离得到豆

豉两个类黑素组分。本实验在水浸提法的基础上

进行改良，最终获得最优提取工艺。结果显示类黑

色素在 420 nm 处有较强吸收[12]。

3.3    气相色谱条件的筛选

实验采用气相色谱法检测菌群代谢物乙酸的

含量。参照文献[13-14]，结果显示其色谱条件对于本

样品分析效果不佳；在柱温选择中，恒温法对乙酸

检测效果不理想，峰形不稳定，因此实验采取梯度

升温。经反复试验，最终获得正文中的检测参数，

分离效果好，可作为本实验乙酸检测条件。
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