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注射用黄芪多糖相对分子质量测定方法的比较及研究
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摘要: 采用不同的方法对注射用黄芪多糖相对分子质量进行测定与比较。以SHODEX GS-620为色谱分离柱,

右旋糖酐葡聚糖作为对照品, 采用高效凝胶渗透色谱-示差检测器 (GPC-RI) 测定注射用黄芪多糖的重均分子量

(Mw)。同时采用多角度激光光散射法 (MALLS) 及基质辅助激光解吸/电离飞行时间质谱法 (MALDI-TOF-MS) 对

其相对分子质量进行测定。GPC-RI法测得注射用黄芪多糖依次呈现 4个色谱峰, 其Mw分别为: 138万, 23.1万, 1.8

万, 480; MALLS法测得 3个信号较强的色谱峰, 其Mw分别为: 114.8万, 18万, 4.3万; MALDI-TOF-MS法测得在 15.5

万和 1.8万有较强的信号, 并获得黄芪多糖的糖残基单元为己糖。通过 3种方法的测定与相互验证, 初步确定了注

射用黄芪多糖各分离峰的Mw, 同时获取了部分黄芪多糖单元结构信息。最终经过普适校正后的GPC-RI法可应用

于黄芪多糖的Mw测定。在研究中 3种方法各有其优势, 采用相互比较和验证的方式测定中药多糖可获得更为准确

的结果。
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Abstract: To determine relative molecular weight of astragalus polysaccharides (APs), we used Shodex

GS620 gel permeation chromatographic column and differential refraction detector (GPC-RI) with dextran as a

reference. Matrix-assisted laser desorption / ionization time-of-flight mass spectrometry (MALDI-TOF-MS) and

GPC combined with multi-angle laser light scattering detection (GPC-MALLS) were also used．GPC-RI measure

showed four peaks of APs, with the Mw of 1 380 000, 231 000, 18 000, and 480, respectively. Three main peaks

were found by GPC-RI-MALLS with the Mw as 1 148 000, 180 000, and 43 000, respectively. Strong signals in 155

000 and 18 000 were detected by MALDI-TOF-MS, which also indicated the sugar moieties of the APs as hexoses.

From our study, we found that the GPC-RI method with universal correction is most suitable for Mw determination

of the APs. Nevertheless, the three methods should be combined and contrasted with each other to obtain accurate

information in research of polysaccharides from Chinese medicine.
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多糖作为天然化学成分的一个大类, 在自然界分

布极广。来源于动物、植物以及微生物的中药材中几

乎均含有多糖成分, 多数中药中的多糖成分被认为是

活性成分之一。近些年来中药多糖的研究比较活跃,

其功效的发挥与结构有着紧密的联系, 其中多糖的相

对分子质量及其分布是影响活性的关键指标之一[1,2]。

Yuan[3]研究表明, 不同相对分子质量分布的枸杞多糖

在临床上观察发现, 只有相对分子质量在 20 000左右

的枸杞多糖对 S180肿瘤和 Lewi肺癌有较好的疗效。

不同的多糖产生生物学活性有其最佳相对分子质量范

围, 因此多糖研究中对相对分子质量及其分布的研究

是非常重要和必要的[4]。在多糖中药制剂中, 相对分

子质量更是体现其生产工艺和质量的重要参数。《中国

药典》2015版二部中, 已将Mw及其分布列入多糖药物

的质量标准[5], 如右旋糖酐及肝素钠注射液等。Mw大

小成为多糖类药物质量控制和质量检测中的关键

指标。

测定多糖相对分子质量的方法主要有黏度法、光

散射法、渗透压法、高效凝胶色谱法 (GPC) 以及联用

法等 , 其中近些年最常用的是 GPC 法[6,7] 及 GPC -

MALLS[8-10]联用法。GPC法是根据在凝胶柱上不同相

对分子质量的多糖与洗脱保留时间 (tR) 成一定关系的

特性, 先用5或6个已知相对分子质量的标样制成标准

曲线, 然后由样品的 tR从曲线中求得相对分子质量。

MALLS法测定分子量原理[11]是激光照射到样品时, 会

在各个方向产生散射光, 在任何方向的光散射强度与

相对分子质量和溶液的浓度成正比。MALDI-TOF-

MS[12]适合于混合物及蛋白质等生物大分子的测定, 不

需要对照品制作标准曲线, 具有灵敏、快速, 对杂质的

包容性强, 分析质量范围大的特点。

黄芪多糖是中药多糖中研究最为活跃的产品之

一, 并已获得广泛市场应用。其代表性制剂注射用黄

芪多糖 (国药准字Z20040086) 主要用于提高机体免疫

力、辅助治疗癌症、糖尿病等疾病, 药效明显, 有着非常

广阔的应用前景。本课题组在前期研究中对其单糖组

成、糖苷键连接及糖苷键构型等做了初步探索[13]。本

实验采用上述 3种方法对其相对分子质量进行测定,

并通过比较以明确注射用黄芪多糖的相对分子质量,

为质量标准提供参考, 亦为其他中药多糖制剂标准的

制定提供有益借鉴。

材料与方法

仪器 LC-20AD 高效液相色谱仪 -示差检测器

(日本岛津公司), 18角度激光光散射仪 (美国Wyatt公

司), MALDI-TOF-MS 8020 (日本岛津公司), ViscoStar

III黏度检测器 (美国Wyatt公司)。

试剂与供试品 右旋糖酐分子量对照品 (S1) 购于

中国食品药品检定研究院 (批号140637～646-201203),

右旋糖苷分子量对照品 (S2) 购于美国 Polymer Stan‐

dards公司。无水硫酸钠, 分析纯, 购于国药集团。注

射用黄芪多糖由天津赛诺有限公司提供 , 产品批号:

151201, 250 mg/瓶。

对照品溶液的制备 称取 S1 系列 9 个对照品 ,

重均分子量 (MW) 分别为 : 180、2 700、5 250、9 750、

13 050、36 800、64 650、13 5350、300 600, 用流动相溶

解制成 10 mg·mL–1的对照品溶液; 称取 S2系列 11个

对照品 , 重均分子量 (MW) 分别为 180、500、3 000、

21 000、44 000、72 000、123 000、325 000、530 000、

820 000、3 755 000, 同法制成对照品溶液。

样品溶液的制备 取本品, 精密称定, 加流动相制

成每1 mL约含10 mg的溶液, 作为供试品溶液。

凝胶色谱-示差检测器 (GPC-RI) 测定法 采用

GPC-RI对相对分子质量及分布进行测定。色谱条件

为 : 采用 Shodex GS-620 HQ 凝胶色谱柱 (10 μm,

7.5 mm × 30 cm), 流动相 : 0.7% 硫酸钠溶液 , 流速 :

0.6 mL·min-1, 柱温: 40 ℃, 进样量: 10 μL, 示差检测器

温度: 40 ℃。

MALLS测定法 色谱条件同GPC-RI法, 检测器

为RI与MALLS 联用, MALLS激光波长 658 nm, 石英

玻璃样品池。MALLS 90°光电二极管检测器用甲苯校

正, 其余角度二极管检测器采用MW = 3 000右旋糖酐

对照品归一化, dn/dc值为0.138。

MALDI-TOF-MS 测定法 采用 MALDI-TOF-

MS法对样品相对分子质量进行检测。将基质 2,5-二

羟基苯甲酸及样品均配成 10 mg·mL-1的水溶液, 等体

积混合均匀, 采用滴液干燥法, 取混合液 0.5 µL滴于靶

上, 干燥后送入离子源测定。质谱条件为固体激光器

频率 200 Hz, 线性正离子模式 , 谱图累加激光点 400

个, 分段扫描, 总分析扫描范围800～300 000。
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结果

1 GPC-RI测定结果

对 S1、S2系列右旋糖酐对照品制备后进行分析。

以对照品的 LgMw为纵坐标, 以保留时间 tR为横坐标,

通过GPC软件拟合三次方程标准曲线。2个系列对照

品所得标准曲线方程分别为: S1: y = −9.331×10-3X3 +

0.368 0 X2 − 5.125 X + 30.03 (r2 = 0.999 7); S2: y = −
5.469×10-3X3 + 0.195 8 X2 − 2.596 X + 17.86 (r2 = 0.994

8)。所得标准曲线图谱如图 1所示, 2个系列对照品的

线性范围均符合实验要求。样品制备后进行分析, 所

得注射用黄芪多糖的色谱图如图1所示。

从图 1可看出, 样品依次呈现出 4个分离较好的色

谱峰, 保留时间范围为 7.5～17.5 min。通过标准曲线

方程对样品进行测定, 所得结果如表 1所示。在此计

算过程未使用普适校正法Mark-Houwink方程。

从表 1结果可看出, 注射用黄芪多糖的相对分子

质量分布较为宽广, 两种对照品测定结果相对分子质

量均为几百到百万范围。2个系列对照品测定结果有

较大差异, 尤其是高分子量端峰 1, 2种方法测定结果

分别为: 3 127 000和 1 380 000, 相对分子质量测定有

较大差异, 这可能与对照品的线性范围有关。S1的最

大相对分子质量为 370 000, 本样品峰 1相对分子质量

已超出其线性范围 , 故未对峰 1 进行计算。在采用

MALLS法测定后发现 S2结果与MALLS结果更加吻

合, 故在讨论部分采用S2计算结果进行讨论。

2 MALLS测定结果

经 MALLS 与 RI 联用测定所得色谱图如图 2 所

示 , 为便于与 RI结果对比 , 将 MALLS测定结果与 RI

对应分为4个峰。

由图 2可知, MALLS测定色谱图与示差色谱图分

布基本一致, 其中MALLS图中 7.5 min前的色谱峰由

于示差信号极弱, 无法进行准确计算, 故与示差保持一

致, 从 7.5 min后色谱峰进行Mw计算。同时MALLS测

定中峰 4的信号也极弱, 计算误差大, 故只对峰1～3进

行计算。最终测定的Mw、均方根旋转半径 rz、分布系

数等见表2所示。

通过表 2可看出, MALLS法共获得 3个色谱峰的

相对分子质量等信息, 其Mw测定结果与GPC-RI的检

测结果趋势一致, 但相对分子质量大小有所差异, 其差

异原因将在讨论部分阐述。峰 3的均方根旋转半径未

测得, 主要是由于MALLS法对于粒径小于 10 nm的物

质, 无法测得其粒径。

3 MALDI-TOF-MS测定结果

MALDI扫描范围为 500～300 000, 采用分段扫描

模式, 其中在 18 940和 155 000附近出现较强信号峰,

与示差测定结果较为吻合。而低分子量段即 5 000以

下碎片较为丰富。200 000以上未检出明显信号峰, 可

Figure 1 GPC-RI chromatogram for astragalas polysaccharides

(APs)

Figure 2 GPC-RI-MALLS chromatogram for APs

Table 1 Mw determination results of APs by GPC-RI-MALLS

Parameter

Mw (S1)

Mw (S2)

Peak area ratio %

Peak

1

-

1 380 368

2.4

2

224 180

230 851

8.9

3

12 531

18 014

87.2

4

624

481

1.5

Total

80 979

73 969

100

Distribution coefficient

17.1

9.7

-

Table 2 GPC-RI-MALLS determination results of APs

Structural information

Mw

SD /%

Root mean square ratio of Gyration (rz) /nm

Distribution coefficient

Peak

1

1 148 000

0.9

23.8

1.4

2

180 900

0.9

10.9

1.0

3

43 400

2.5

-

1.3

4

-

-

-

-
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能是由于相对分子质量越大, 离子化愈加困难有关。

除了解相对分子质量信息外, 由碎片离子峰亦可获得

多糖结构信息。每个聚合度的黄芪多糖出现两个系列

的规律性加合离子峰, 每组系列峰中相邻两峰之间的

m/z值均相差 162, 表明多糖单体的分子质量约为 162

Da, 即糖残基单元为己糖。表 3列出了两组离子峰所

对应的m/z值。第 1组峰可能为环状己聚糖或己聚糖

脱水后的加钠离子峰, 第 2组峰为线形己聚糖的加钠

离子峰[14]。结果表明注射用黄芪多糖样品中主要存在

线形和环状结构的己聚糖, 这与文献[15]报道及本课题

组前期研究结果一致。

4 GPC-RI-MALLS法测定条件优化

分别采用 Shodex GS-620、Shodex KS-804, 以及

Shodex SB-804等色谱柱对色谱条件进行优化, 结果见

图 3所示。通过 MALLS图对比发现: GS-620柱的分

离度最佳, 最终确定Shodex GS-620柱作为分离柱。

5 普适校正法计算结果

由于样品结构和对照品可能存在一定差异, 故尝

试采用普适校正法对其进行校正。普适校正法原理即

两种单分散高聚物在溶液中具有相同的流体力体积,

表现为: Mark-Houwink方程[η] = kMa。采用此方法测

定必须得知聚合物 Mark-Houwink 方程中的常数 a、k

值。该常数可通过查阅手册和文献获得, 亦可在实验

条件下对其进行测定。近些年关于中药多糖的相对分

子质量研究中多采用GPC标曲法对相对分子质量进

行测定, 但较少采用普适校正法, 此法在高分子材料中

使用比较广泛[16,17]。本研究中采用黏度仪对对照品和

样品的特性黏度值分别测定 , 测得对照品的 a 值为

0.583, k 值为 0.042 55 mL · g-1, 与文献[18]报道基本一

致。样品测定值见表 4 所示 , 代入 GPC 软件 Mark-

Houwink方程计算后所得结果如表 4所示, 并与未经

校正的RI和MALLS法测定结果进行比较。

从表 4 可看出 , 对于高相对分子质量部分 , 比如

峰 1、峰 2经过普适校正后其相对分子质量值更贴近于

MALLS法测得结果 , 说明采用对照品相对分子质量

计算过程中, 由于峰 1、峰 2与采用对照品结构有一定

差异 , 而导致计算误差大。峰 3 经普适校正后的 RI

法测定结果更为准确。经方法相互验证和普适校正

后, 注射用黄芪多糖样品 4个峰的重均分子量分别为:

1 119 000、184 000、19 000、480。结合上述两部分结

果, 表明在日常样品测定中, 同时用几种方法相互验

证, 更有利于测定结果的准确性。当测定结果吻合时,

可证明结果的准确性, 可采用其中一种方法建立相应

标准; 当测定结果存在较大差异时, 应进一步通过普适

校正方式, 验证结果的准确性。

讨论

重均分子量作为中药多糖及中药多糖制剂的一个

关键参数, 其测定准确性对于质控标准的建立有重要

意义。但中药多糖相对分子质量测定往往不同于高分

子材料以及生物制品等, 其多表现出相对分子质量范

围宽广, 峰分离不完全等特点, 故需通过多种方法验证

以获得准确的结果。此研究也体现了中药多糖制剂测

定的复杂性, 3种方法测定结果均存在一定差异。其

中GPC-RI法是一种相对分子质量相对测定法, 需经普

适校正才能得到准确的分子量结果。此法相对分子质

量的计算主要依靠标准曲线, 即分子量对保留时间作

图所得。样品在色谱柱上的保留时间不仅与其相对分

子质量有关, 还与分子的空间结构相关。相对分子质

量相同但空间结构不同, 表观尺寸差异很大, 会导致保

留体积不同[19]。故测定的准确性与采用的对照品类

型、相对分子质量范围都有较大关系。

MALLS是一种相对分子质量测定的绝对方法, 不

Table 3 Assignment of the ion peaks in MS spectrum of APs

Peak

Group 1

Group 2

m/z

2 615.33
2 776.98
2 938.56
2 632.61
2 794.54
2 956.39

Assignment

［Mring + Na]+

［Mline + Na]+

Polymerization

degree/n

16
17
18
16
17
18

Figure 3 Optimization of GPC chromatographic column

Table 4 The result comparison of RI and MALLS

Calculation method

Mark houwink a

Mark houwink k / mL·d-1

Mw (by RI)

Mw(RI after correction )

Mw (by MALLS)

Peak

1

0.701

0.011 4

1 380 368

1 119 116

1 148 000

2

1.178

0.000 043

230 851

183 727

180 900

3

0.354

0.356 9

18 014

19 065

43 400

4

-

-

481

481

-
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依赖于标准物质, 无需做校正曲线, 且可获得样品在溶

液状态下的部分构象信息。从MALLS法测得的 α值

可看出对照品与样品结构存在较大的差异。α值是由

均方回旋半径对相对分子质量作图, 即Rg-M曲线的

斜率值, α可用于推断多糖的结构形态。研究表明, α

值在 0.2～0.4之间时表明高分子为紧缩的球形构象 ,

在0.5～0.6之间时表示为无规则线团, 等于 1时为刚性

棒。通过 MALLS 测定 S2 对照品的 α值为 0.58, 而黄

芪多糖各峰的 α值均不同, 分别为: 0.67、1.11和 0.53。

其中峰 1、峰 2的 α值与对照品 S2表现出较大差异。

故采用未经校正的标准曲线法计算可能会带来较大

误差 , 这也是导致 RI 与 MALLS 测定结果不一致的

主要原因。另外, 据报道[20] MALLS法不适用于测定

相对分子质量较低的物质 , 分子质量越低 (Mw<104

g ·mol-1), 用 MALLS 法测试误差越大, 可能是随着相

对分子质量的减小, 影响测定的因素增多所致。

而MALDI-TOF-MS法既可提供相对分子质量结

果又可获得部分结构信息, 用于推测其结构。但无法

测得高分子量段信息如本样品大于200 000部分, 可能

是随着相对分子质量的增大其离子强度降低的原因。

故此 3 种方法结果不一致与其采用仪器原理和特点

有关。

本研究通过采用 3种相对分子质量常用测定方法

GPC-RI、MALLS以及MALDI-TOF-MS法对注射用黄

芪多糖相对分子质量进行测定, 并对测定结果进行比

较。最终采用经普适校正后的GPC-RI法对注射用黄

芪多糖进行测定。GPC-RI法作为一种相对分子质量

测定法, 对照品与样品的结构相似性对于结果有很大

影响 , 有时需经过普适校正来获得准确结果 ; GPC-

MALLS法作为一种相对分子质量的绝对测定法, 在不

需要对照品的情况下可获得样品的相对分子质量及构

象信息, 可作为一种有效的验证方法; 而MALDI-TOF-

MS法无需对照品, 可提供相对分子质量及部分结构

信息, 但对于相对分子质量较大的物质无法测定, 更适

用于多糖单元结构信息的获取。在对中药多糖制剂进

行相对分子质量研究或建立相应标准时, 可采用以上

3种方法相互验证的方式, 对其结果进行确认, 以保证

结果的准确性。本研究为多糖类制剂Mw测定方法的

选择提供了参考, 也为注射用黄芪多糖质量标准的制

定提供依据。
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