
基金项目：青年科学基金项目（８１１０２８０７）
作者简介：张亚丽（１９９３０３—），女，硕士研究生，中药炮制学方向，Ｅｍａｉｌ：Ａｌｉ８５７＠１６３ｃｏｍ
通信作者：谭鹏（１９８００２—），男，博士，副教授，讲师，中药炮制研究，Ｅｍａｉｌ：ｔａｎｐｅｎｇｔｃｍ＠１６３ｃｏｍ；刘永刚（１９８１０２—），男，博士，副教授，讲
师，中药化学研究，Ｅｍａｉｌ：ｌｉｕｙｇ０２２８＠１６３ｃｏｍ

黄连多糖中单糖组成的 ＨＰＬＣＭＳｎ法快速识别
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摘要　目的：探讨采用ＨＰＬＣＭＳｎ法快速识别黄连多糖中的单糖组成。方法：黄连药材经过提取、分离、除蛋白、除色素，
最终得到黄连多糖，用２ｍｏｌ／Ｌ的三氟乙酸水解黄连多糖，以１苯基３甲基５吡唑啉酮（ＰＭＰ）作单糖衍生化试剂，利用
ＨＰＬＣＭＳｎ识别黄连中单糖的组成，并解析其衍生物的裂解规律。结果：通过分析，得到的黄连多糖中含有甘露糖、核糖、
鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿拉伯糖／木糖、岩藻糖，其中核糖、岩藻糖为首次在黄连多糖中报道的单糖。结论：
ＨＰＬＣＭＳｎ法对中药多糖组分中的单糖成分进行分析具有重要的指导意义。
关键词　黄连多糖；ＰＭＰ；单糖；ＨＰＬＣＭＳｎ
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　　黄连来源于毛茛科植物云连ＣｏｐｔｉｓｔｅｅｔａＷａｌｌ、
黄连 ＣｃｈｉｎｅｎｓｉｓＦｒａｎｃｈ和三角叶黄连 Ｃｄｅｌｔｏｉｄｅａ
ＣＹＣｈｅｎｇｅｔＨｓｉａｏ的干燥根茎［１］，在中医临床上常

用于清热燥湿，泻火解毒的病症［２］。我国黄连资源

丰富，并且其临床应用广泛，效果显著，千年来受到

中医的青睐，但黄连的化学成分复杂，其中许多成

分，如小檗碱、黄连碱等具有很强的生理和药理活

性［３１１］。

黄连中含有大量的小檗碱类成分［１２］，其化学和

药理方面是目前研究最为广泛的一类［１３２３］，但对黄

连中的多糖类成分研究甚少［２４２９］。吕秀梅等采用

ＢｏｘＢｅｈｎｋｅｎ设计效应面法优选出黄连中黄连多糖
的提取工艺条件；姜爽等［３０］探讨了黄连多糖的最佳

提取工艺及其体外抗氧化作用，证明了黄连多糖对

超氧阴离子自由基、羟自由基和 ＤＰＰＨ自由基均有

一定的清除作用；吴玉娟等、王伟等［３１］对黄连多糖

进行提取，并检测了黄连多糖的抗氧化活性，均证明

了黄连多糖作为抗氧化剂，具有较好的清除自由基

的作用；熊雄等分离了黄连多糖成分，并研究黄连多

糖及黄连水提液的降糖作用及机制，实验结果表明

黄连多糖具有一定的降血糖活性，且其活性较水提

液好；尹登科等［３２］通过实验证明黄连多糖可通过抑

制ＲＡＧＥ表达，从而降低 ＡＧＥｓ对内皮细胞的激活
作用。

黄连多糖已被证明有较好的活性，且多糖是在

自然界中广泛存在的化合物，其单糖成分的确定是

控制多糖标准的关键。Ｈｏｎｄａ等［３３］于１９８９年首次
使用１苯基３甲基５吡唑啉酮（ＰＭＰ）对还原性单
糖进行 ＬＣ分析；在此之后 Ｗａｎｇ等［３４］采用 ＰＭＰ
ＨＰＬＣＭＳｎ，对鲍鱼性腺多糖中的成分进行了分析；
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Ｗｕ等［３５］用ＨＰＬＣ／ＥＳＩＭＳ技术，对水解后的羊栖菜
多糖衍生化反应，对其中的单糖成分的分析也得到

了较好的效果。本研究针对黄连多糖中的单糖类成

分进行分析，并首次采用 ＨＰＬＣＭＳｎ法，根据单糖衍
生化裂解规律确定黄连多糖中单糖成分的组成。

１　仪器与试药
１１　仪器　ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＬＴＱＯｒｂｉｔｒａｐ线性离
子阱串联静电轨道场高分辨质谱，美国ＴｈｅｒｍｏＦｉｓｈ
ｅｒ公司；ＬＣ２０ＡＴ岛津高效液相色谱仪，日本岛津公
司；２８６２ＨＵＶ／ＶＩＳＳＰＥＴＲＯｐｈｏｔｏｍｅｔｅｒ，尤尼科上海
仪器有限公司；ＳＨＺＤ（ＩＩＩ）循环水式多用真空泵，巩
义市予华仪器有限公司；ＲＥ５２Ａ旋转蒸发仪，上海
亚荣生化仪器厂；电子天平 ＰＬ２００２，梅特勒托利多
仪器（上海）有限公司。

１２　试剂　甲醇、乙腈（色谱纯），美国ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎ
ｔｉｆｉｃ；Ｄ１０１大孔树脂购自上海源叶生物科技有限公
司所；１苯基３甲基５吡唑啉酮（ＰＭＰ）、三氟乙酸
（ＴＦＡ）等均为分析纯；水为高纯水。
１３　分析样品　黄连购自北京三和药业有限公司，
经北京中医药大学中药鉴定系教授鉴定为毛茛科植

物黄连（ＲｈｉｚｏｍａＣｏｐｔｉｄｉｓ）的干燥根茎，本文中的黄
连多糖即用此中药提取而得；Ｄ半乳糖（Ｇａｌ，
ＡＪ０６０３ＬＡ１４）、Ｄ甘露糖（Ｍａｎ，Ａ１６Ｏ６Ｌ４５４６）、Ｌ鼠李
糖（Ｒｈａ，ＳＪ０７１５ＧＡ１３）、Ｄ木糖（Ｘｙｌ，ＪＡ４１２ＲＡ１３）、
Ｄ葡萄糖（Ｇｌｕ，１４０６４８２００６０２）、Ｄ阿拉伯糖（Ａｒａ，
ＡＪ０７０２ＦＡ１４）、Ｌ岩藻糖（Ｆｕｃ，ＴＭ０３１２ＱＢ１４）购自上
海源叶生物科技有限公司所。

２　方法与结果
２１　色谱条件　色谱条件：ＡｇｉｌｅｎｔＺＯＲＢＡＸＳＢＣ１８
色谱柱（２５０×４６ｍｍ）；流动相：２０ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵
（每１００ｍＬ加入１ｍＬ冰醋酸）乙腈（８５∶１５，ｖ／ｖ）；
柱温：室温；流速：１０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波长：２５４ｎｍ；进
样量：２０μＬ。

质谱条件：雾化电压４０ｋＶ；管状透镜电压１１０
Ｖ；鞘气流量３０Ｌ／ｍｉｎ；毛细管温度３５０℃；辅助器流
量１０Ｌ／ｍｉｎ；负离子模式全扫描。分辨力 Ｒ设为
３００００，二级和三级质谱采用数据依赖性扫描，选取
上一级丰度最高的３个峰进行 ＣＩＤ碎片扫描，以离
子阱检测碎片离子。

２２　对照品溶液的制备　分别称取甘露糖、半乳
糖、葡萄糖各１８０ｍｇ，鼠李糖、岩藻糖各１６４ｍｇ，
阿拉伯糖、木糖各１５０ｍｇ，定容于１０ｍＬ氨水中。
取氨水溶液５００μＬ于具塞试管中，加入０５ｍｏｌ／Ｌ
的ＰＭＰ甲醇溶液５００μＬ，超声溶解，置于７０℃水浴

中加热３０ｍｉｎ。取出冷却至室温后加入１０％的冰醋
酸进行中和，再加入１ｍＬ的三氯甲烷，充分震摇、静
置，离心，弃去氯仿层，重复３次以除去未反应的衍
生化试剂ＰＭＰ，将所得上清液进行ＨＰＬＣＭＳｎ分析。
２３　供试品溶液的制备　将干燥的黄连药材粗粉
１００ｇ，先用１０倍量的丙酮进行脱脂，加热回流１ｈ，
再用１０倍量水煎煮２次，２ｈ／次，离心１０ｍｉｎ（４０００
ｒ／ｍｉｎ），合并滤液，浓缩至２００ｍＬ，加入９５％乙醇，
使乙醇浓度达到８０％，４℃静置２４ｈ，抽滤得草乌粗
多糖沉淀，依次用丙酮、乙醇洗涤后得沉淀。

沉淀加适量水复溶，加入等量的ｓｅｖａｇｅ试剂（三
氯甲烷：正丁醇４∶１）混合，充分震荡，离心，取最上
层水液，重复上述步骤数次，直至离心时中间层无蛋

白出现，合并水层，同样的醇沉方法，４℃放置２４ｈ
后抽滤，得沉淀。取适量用９５％乙醇浸泡过夜的大
孔树脂装层析柱，用少量蒸馏水溶解黄连多糖沉淀，

蒸馏水洗脱，用α奈酚反应检测流出液体至无紫色
环生成，合并洗脱液用乙醇再次沉淀，抽滤，沉淀放

烘箱中烘干。

精密称取多糖样品２０ｍｇ于具塞中试管中，加
入２ｍｏｌ／Ｌ的ＴＦＡ２ｍＬ，密封，沸水浴加热水解８ｈ
后，冷却至室温，离心，水浴挥干ＴＦＡ，然后加入氨水
溶解并定容至５ｍＬ容量瓶，取５００μＬ，按２２中方
法进行 ＰＭＰ衍生化操作，得供试品溶液，进行
ＨＰＬＣＭＳｎ分析。
２４　样品测定结果
２４１　单糖对照品衍生化裂解规律　由图１的单
糖对照品总离子流图可以看出利用液相色谱结合高

分辨质谱技术，且在负离子模式下单糖衍生物能够

获得较高的响应值，说明了该方法适合于衍生化后

单糖的分析。通过观察负离子模式下 ＰＭＰ标记的
单糖标准品质谱数据（见表１、图２）发现单糖衍生物
均显示出强烈的分子离子峰［ＭＨ］；而二级碎片离
子峰则出现相同的碎片离子［ＭＰＭＰＨ］，推断二级
断裂应为单糖衍生物掉落一分子 ＰＭＰ的结果；三级
碎片离子均出现了强峰ｍ／ｚ２１５，且推断ｍ／ｚ２１５碎
片离子的生成可能是 Ｃ２—Ｃ３键断裂的结果，具有
一致的裂解规律。具体裂解过程以葡萄糖衍生物为

例见图３。从单糖标准品衍生物总离子流图可以看
出保留时间为５２ｍｉｎ时，仅有一个峰，但其峰端并
没有呈现尖状，可能是由于阿拉伯糖和木糖极性较

为相近，导致２个单糖衍生物不能很好的分开。
２４２　黄连多糖的单糖组成　通过对酸水解黄连
多糖的衍生化产物总离子流图的各离子峰分析发
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现，在不同的保留时间处，出现了８个与单糖裂解规
律相同的离子峰（图４）。根据各个离子峰的质谱裂
解数据，发现其二、三级碎片离子均与标准品一致，

更加验证了上述推导的单糖裂解规律，因此可初步

判定黄连多糖由８种成分组成。根据已有标准品对
照，可以得出峰１、３、５、６、７、８分别为甘露糖（Ｍａｎ）、
鼠李糖（Ｒｈａ）、葡萄糖（Ｇｌｕ）、半乳糖（Ｇａｌ）、阿拉伯
糖（Ａｒａ）／木糖（Ｘｙｌ）、岩藻糖（Ｆｕｃ），进一步，依据现
有参考文献［３６３８］及各单糖保留时间（极性顺序），确

定峰 ２、４分别为核糖（Ｒｉｂ）和半乳糖醛酸（Ｇａｌ
ＵＡ），其中核糖、岩藻糖为首次在黄连多糖中发现的
单糖，葡萄糖为黄连多糖中的主要成分。见表２。

图１　ＰＭＰ标记的单糖标准品在负离子模式下的总离子流

表１　单糖标准品ＰＭＰ衍生化产物的识别

Ｎｏ．
保留时间

（ｍｉｎ）
ＭＳ ＭＳ２ ＭＳ３ 分子量

单糖

（标品）

１ ２６０５ ５０９２１ ３３５１３ ２１５０８ １８０ 甘露糖

２ ３２７４ ４９３２１ ３１９１３ ２１５０８ １６４ 鼠李糖

３ ４７４０ ５０９２１ ３３５１３ ２１５０８ １８０ 葡萄糖

４ ４９２４ ５０９２０ ３３５１２ ２１５０８ １８０ 半乳糖

５ ５２２９ ４７９１９ ３０５１１ ２１５０８ １５０ 阿拉伯糖

６ ５２２９ ４７９１９ ３０５１１ ２１５０８ １５０ 木糖

７ ５６２６ ４９３２１ ３１９１３ ２１５０８ １６４ 岩藻糖

图２　负离子模式下ＰＭＰ标记的葡萄糖
　　标准品的ＭＳ１３碎片离子

３　讨论
本实验采用ＰＭＰ作为单糖的衍生化试剂，借助

液质联用技术阐述了单糖与 ＰＭＰ衍生化过程的反
应机理及裂解规律，从而根据标准品再依据质谱数

据推断出黄连多糖中的单糖类成分，证明了该方法

的可行性，并且首次从黄连多糖中鉴定出了核糖、岩

藻糖，表明了糖类衍生物在所建立的质谱条件下呈

现出专一性，且醛酸类和非醛酸类单糖均符合该裂

解途径，为分析中药多糖的成分奠定了良好的基础。

表２　黄连多糖中单糖ＰＭＰ衍生化产物的识别

Ｎｏ．
保留时间

（ｍｉｎ）
ＭＳ ＭＳ２ ＭＳ３ 分子量

单糖

（黄连）

１ ２５９３ ５０９２０３３５１２２１５０８ １８０ 甘露糖

２ ２９６７ ４７９１９３０５１１２１５０８ １５０ 核糖

３ ３２６３ ４９３２１３１９１３２１５０８ １６４ 鼠李糖

４ ４５３８ ５２３１８３４９１０２１５０１ １９４ 半乳糖醛酸

５ ４７２５ ５０９２０３３５１２２１５０８ １８０ 葡萄糖

６ ４９１４ ５０９２０３３５１２２１５０８ １８０ 半乳糖

７ ５１８６ ４７９１９３０５１１２１５０８ １５０ 阿拉伯糖／木糖
８ ５６１５ ４９３２１３１９１３２１５０８ １６４ 岩藻糖

图３　负离子模式下ＰＭＰ标记的葡萄糖标准品
　　衍生物的质谱裂解途径

图４　负离子模式下黄连多糖中单糖衍生物总离子流

　　通过以上实验及数据分析，发现标准品阿拉伯
糖和木糖衍生化产物在总离子流图上不能很好的分

开，可能是由于二者结构、极性相近导致，黄连多糖

样品成分分析中，发现在保留时间５０～５１ｍｉｎ出现
一个尖峰，但不能确定其为阿拉伯糖或木糖，亦或二

者都存在。将多糖酸水解，再对水解的多糖进行衍
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生化，利用液质联用技术对其衍生化物分析，能够准

确的辨别其单糖组成，该方法准确、可靠，在医药、食

品、生命科学等领域也可广泛应用。
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ＭＳ（ｎ）ａｎａｌｙｓｉｓｕｐｏｎａｃｉｄｈｙｄｒｏｌｙｓｉｓ［Ｊ］．ＣａｒｂｏｈｙｄｒＲｅｓ，２０１５，４１５：

４８５３．

［３７］赵宏，柴桂芳，王秋红，等．一种车前子多糖的分离纯化及单糖组

成分析［Ｊ］．中国实验方剂学杂志，２０１４，２０（１９）：９７１００．

［３８］吕永磊，卜海博，杨蕾，等．乌头母根、子根、须根多糖的比较

［Ｊ］．中国中药杂志，２０１１，３６（９）：１１５４１１５７．
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