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果糖标准，另外 1 份不加，按实验方法平行测定 5 次，

计算回收率(回收率为：加标样品测出量减去样品测出

量，再除以标准加入量) 及相对标准偏差，结果见表 2

所示。实验表明3 种糖的平均回收率分别为103%、96%

和 1 0 0 %，表明该方法具有较高的准确度。3 种糖的峰

面积相对标准偏差(RSD)均小于 2%，说明此检测方法精

密度较高。

3 结  论

采用固相萃取预分离去除柑橘汁中的色素、多酚、

有机酸、酯类物质等干扰组分，以 Agilent Zorbax

Carbohydrate(4.6 × 250mm，5μm)糖分析柱为固定相，

组分 样品含量(mg) 添加量(mg) 测定值 回收率(%) RSD(%)

果糖 130 104 239 103 0.96～1.3

葡萄糖 124 97 216 96 0.83～1.24

蔗糖 188 126 316 100 1.1～1.71

表2    方法精密度及回收率

Table 2     The method precision and recovery
8 0 % 乙腈为流动相，柱温 2 5 ± 2℃。本方法的相对标

准偏差0.83%～1.71%，标准回收率96%～103%。此方

法简便快速，结果准确可靠，为果汁中糖组成的分析

提供了一种好方法。
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RP-HPLC用于芦荟多糖的单糖组成研究
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摘   要： 采用水提醇沉法提取芦荟多糖，用三氟乙酸(TFA)水解，通过1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮(PMP)衍生水

解后的单糖，衍生物用反相高效液相色谱(RP-HPLC)分析，紫外检测，研究了三种常见芦荟多糖的单糖组成及摩

尔比。结果表明：利用 RP-HPLC 研究芦荟多糖的单糖组成简便易行，并且芦荟多糖因品种不同存在单糖组成差

异。从而建立了研究芦荟多糖的新方法。
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Abstract ：In this article, Aloe polysaccharide was extracted by water and precipitated by ethanol. The polysaccharide was

hydrolyzed by TFA. A method for the derivatization of polysaccharide hydrolysate with 1-phenyl-3-methyl- 5-pyrazolone

(PMP) was used to study the composition and molar ratio of three different species of Aloe by RP-HPLC. Results showed that

the method of using RP-HPLC on studing Aloe polysaccharide composition is simple and convienient, and the Aloe polysaccharides
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content and sugar composition show differences among different species. Thus,a new method to study Aloe polysaccharide

composition is established.
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多糖是广泛存在于自然界的天然高分子化合物，它

由单糖通过糖苷键连接而成。在生物体内，多糖常与蛋

白质或脂类形成糖蛋白或糖脂复合物，在细胞代谢活动

中扮演重要角色。早在上世纪 60 年代，人们就发现多

糖复杂的生物活性和功能。它可以调节免疫功能，促进

蛋白质和核酸的生物合成，调节细胞的生长，提高生物

体的免疫力，具有抗肿瘤、抗癌和抗爱滋病(AIDS) 等

功效,又因多糖毒性极小，所以对多糖类物质的研究将成

为继蛋白质和核酸之后的探索生命奥妙的第三里程碑[1]。

研究发现，芦荟多糖是高效的机体免疫促进剂，能

通过恢复和提高机体的免疫功能起到抗肿瘤的作用，并且

毒副作用很小[2]。不同的芦荟品种，多糖所含的各种单糖

的比例是不同的，甚至同一品种不同种植条件下生长的芦

荟，多糖的成分、含量和肽链的结构都可能不同。

现有的研究报道多利用气相色谱法(GC)分析芦荟多

糖的单糖组成[3,4]。而少见利用高效液相色谱法(HPLC)研

究芦荟多糖的单糖组成。因为糖类物质不具有发色基

团，不能用紫外检测。而衍生化方法可以使糖类样品

带上发色基团，使紫外检测信号增强，大大提高检测

灵敏度，某些种类的糖类物质经衍生反应后极性变化，

使原本难以分离的成分可以用简单的、人们熟悉的分离

模式分离开来。应用 P M P 作为衍生化试剂可以在温和

的反应条件下与糖链进行定量反应(见图1)，并用于单糖

的组成分析[5～7]，检测限可以达到pmol。 本文在研究单

糖的RP-HPLC 分析的基础上用PMP 衍生化方法研究芦荟

多糖的单糖组成，并对美国库拉索芦荟、日本木立芦

荟及中华芦荟这三个常见的品种进行分析，这对研究其

它生物中的多糖具有参考价值。

1 材料与方法

1.1 仪器、材料与试剂

Wat e r s 2 6 9 5 _ 2 9 9 6 型高效液相色谱仪，色谱柱

(Symmetry  C18，5μm，3.9× 150mm)    美国Waters公

司；Eppe nd o r f 离心机；电热恒温水浴锅。

1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮(PMP)、鼠李糖(Rha)、

木糖(Xyl)、甘露糖(Man)、葡萄糖(Glc)、半乳糖(Gal)、

三氟乙酸(TFA)(分析纯)    上海医药集团；乙腈(色谱纯)

F i s h e r 公司；氢氧化钠、乙酸胺、盐酸、无水乙醇、

丙酮、乙醚(分析纯)    天津化学试剂厂。

实验用中华芦荟(Aloe vera L. var. chinesis (Haw.)

Berger)、日本木立芦荟(Aloe arborescens. Mill.)、美国

库拉索芦荟(Aloe barbadensis. Miller.)     本实验室栽培(植

龄为 1～2 年)。

1.2 芦荟多糖的提取

采用水提醇沉法提取芦荟多糖，具体方法：取芦

荟鲜叶(3 0 0 g )，洗净，去掉叶尖和叶基，在去离子水

中浸洗，榨汁，加入一倍的水，9 0 ℃超声波场中浸提

3 0 m i n [ 8 ]，抽滤，取上清液，滤渣再提取，将所得滤

液减压浓缩至15ml，然后向浓缩汁中加入等量的95% 乙

醇，静置，高速离心分离得多糖沉淀，反复三次。沉

淀依次用乙醇、丙酮、乙醚洗涤，然后真空干燥，得

到芦荟粗多糖。

1.3 多糖的水解

称取芦荟粗多糖0.2g，加入2mol/L的 TFA溶液2ml，

封管，1 1 0 ℃水解 2 h，然后真空干燥样品。

1.4 衍生物的制备

1.4.1 标准单糖混合液的衍生

分别称取Gal、Rha、Glc 和 Man 各 0.018g，Xyl

0.015g，溶于7.5ml 0.3 mol/L NaOH 溶液中。取该溶液

75μl 与50μl 0.5 mol/L PMP 甲醇溶液混合，在70 ℃下反

应 3 0 m i n，反应机理如图 1 所示。冷却至室温，加入

75μl 0.3 mol/ L HCl 进行中和，中和后的溶液放入真空干

燥箱中，于 100℃下烘干。烘干后的物质用 1ml 的去离

子水及 1ml 的氯仿溶解，充分振荡后除去有机相。重复

3 次。水相溶液经0.45μm滤膜过滤后，用水稀释至5ml，

置于冰箱中保存备用。

1.4.2 芦荟多糖的衍生

将水解后的芦荟多糖按1.4.1的方法进行衍生化处理。

1.5 HPLC 条件

流动相：100mmol/ L醋酸胺缓冲溶液(pH5.5)/乙腈

(体积比为78:22)，等度洗脱，流速1ml/min；紫外检测

波长: 2 4 5 n m；进样量：1 0μl；柱温：室温。

2 结果与分析

2.1 线性关系和最小检测限的考察

配制含5种单糖均为0.01mmol/ml的混合标准溶液，

分别取1、5、10、20、50μl 于进样瓶中，定容到1ml

进行 HPL C 分析。根据ＵＶ测定的峰面积对相应单糖的

进样浓度进行线性回归。再将标准溶液逐级稀释，依
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次进样，计算当信噪比为 3 时所对应的标准溶液的质量

浓度以确定最低检测限(L O D )，结果见表 1。

单糖 相关系数 标准曲线(×104) 最低检测限(ng)

Man 0.9998 Y=0.47x+24.6 0.18

Rha 0.9993 Y=0.25x+11.4 0.17

Glc 0.9989 Y=0.12x+5.8 0.86

Gal 0.9975 Y=0.49x+24.9 1.34

Xyl 0.9987 Y=0.42x+16.8 1.53

表1    5种单糖的标准曲线

Table 1     Calibration curves for five monosaccharides

2.2 进样精密度和方法重复性考察

考察所建立方法在相同操作条件下短时间内的精密

度：5 种单糖衍生物的工作溶液，连续 7 次重复进样分

析。在连续进样 7 次的情况下，半乳糖、鼠李糖、葡

萄糖、半乳糖、木糖的进样精密度(RSD，n=7)分别为

2.25%、2.19%、2.38%、2.22% 和 2.47%。

考察所建立的PMP 柱前衍生-HPLC 方法整体操作的

重复性：同一批标准样品平行配制 3 份混合溶液进行衍

生处理，每一个样品连续进样 3 次，得到 3 个平行样中

5 种单糖峰面积的相对标准偏差。在同时进行的 3 个衍

生化反应中，半乳糖、鼠李糖、葡萄糖、半乳糖、

木糖的进样精密度(RSD，n=3)分别为 1.58%、1.12%、

0.98%、1.88% 和 0.91%。

从上述数据可以看出，无论是进样精密度还是方法

重复性的峰面积的标准偏差值均小于 3%， PMP 柱前衍

生化方法适用于单糖及简单的单糖组成分析。

2.3 粗多糖得率的比较

表 2 给出了三个不同品种的芦荟按照水提醇沉法所

得到的芦荟粗多糖的量的差异，由表可知，不同的芦

荟品种在相同的提取条件下所得到的粗多糖的量不尽相

同，其中木立芦荟的粗多糖得率最高，而库拉索芦荟

最 低 。

2.4 芦荟多糖的 PM P 衍生物分析

图2 给出了混合标准单糖的PMP 衍生物的高效液相

色谱图。图 3、4、5 分别给出了库拉索芦荟、木立芦

荟和中华芦荟粗多糖的 PM P 衍生物的高效液相色谱图。

品种 鲜重(g) 粗多糖(g) 粗多糖得率(%)

库拉索芦荟 300 1.26 0.42

木立芦荟 300 4.05 1.35

中华芦荟 300 1.44 0.48

表2    不同品种芦荟的粗多糖得率比较

Table 2     Comparsion of polysaccharide content of three different
species of Aloe

图2    混合标准单糖的 PMP 衍生物的色谱图

Fig.2     RP- HPLC chromatogram of the PMPderivatives of 5
standard monosaccharide
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图3    库拉索芦荟多糖水解衍生物的色谱图

Fig.3     RP-HPLC chromatogram of the dervatives of Aloe emodin
polysaccharide hydrolysate
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图4    木立芦荟多糖水解衍生物的色谱图

Fig.4     RP-HPLC chromatogram of the derivatives of cande labra
Aloe polysaccharide hydrolysate
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 图 1    糖链与衍生化试剂 PMP 的反应机理

 Fig.1      Mechanism of glycan derivatization using PMP as derivate
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各峰的出峰时间和所代表的化合物如表 3 所示。通过图

3 、4 、5 与图 2 对比可知，各品种的芦荟粗多糖的单

糖组成存在差异，用面积归一法计算[3]，各种单糖组成

的摩尔比如表 4 所示。

成分 标准单糖 库拉索芦荟 木立芦荟 中华芦荟

甘露糖(Man) 3.868 3.815 3.841

鼠李糖(Rha) 5.402 5.310 5.301

葡萄糖(Glc) 9.089 8.955 8.838

半乳糖(Gal) 9.892 9.923

木糖(Xyl) 11.468

表3    标准单糖及多糖水解衍生物的保留时间(min)
Table 3     Retention time of standard monosaccharide and

polysaccharide hydrolysate derivatives

品种 多糖组成 摩尔比(面积归一法计算)

库拉索芦荟 甘露糖、鼠李糖 2.7:1.0

木立芦荟 鼠李糖、葡萄糖 1.7:3.0

中华芦荟 甘露糖、葡萄糖、半乳糖 14.0:1.7:2.0

表4    不同种芦荟的单糖组成差异

Table 4    The difference of sugar composition ratio of three
different species of Aloe

气相色谱法具有选择性好、样品用量少、分辨率

高、灵敏度高的优点，但由于糖类物质结构中通常含

有 N H 、O H 、S H 等极性基团，这些基团的内氢键作

用增强了分子内部的吸引力，使得一般糖和糖醇具有沸

点高、挥发性低、难气化、热稳定性差等特点。与

GC 比较，HPLC 分析糖类物质时不存在挥发性限制的问

题，同时 HPLC 的多种分离模式可满足大部分不同性质

糖的分离分析，已成为目前糖类物质分析的最主要方

法。本文对 HPL C 分析芦荟多糖进行了研究，发现不同

品种的芦荟其多糖的单糖组成存在差异。在后续的研究

中还对 5 种单糖的衍生产物进行了质谱分析，以 Glc 为

例，在511 和 533 处分别有[mH+]和[mNa+]两个主峰。此

法简便易行，对芦荟多糖的定性与定量分析建立了新的

方法，有利于深入了解芦荟，研究不同品种、不同产

地芦荟的特性，从而加速芦荟的合理开发和利用。并

且还可用作其它寡糖的分析研究。
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3 讨  论

信  息

 图5    中华芦荟多糖水解衍生物的色谱图

Fig.5     RP-HPLC chromatogram of the dervatives of chinesis Aloe
polysaccharide hydrolysate
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