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高效液相色谱法测定龙眼肉多糖的单糖组成*
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摘要：为了研究分析龙眼肉多糖的单糖组成，采用水提醇沉法提取龙眼肉多糖，用三氟乙酸水解多糖成单糖，

经衍生化试剂l一苯基一3一甲基一吡唑啉酮(PMP)衍生化后。利用高效液相色谱法(HPLC)分析单糖的PMP衔生

物。结果表明，龙眼肉多糖由甘露锗、鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、木糖、阿拉伯糖7种单糖组成。龙眼

肉多糖是一种酸性杂多糖，其中以葡萄糖、阿拉伯糖、半乳糖、半乳糖醛酸为主。
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Abstraet：The monosaccharide composition of polysaccharides from Arillus Longan was

Analyzed．The polysaccharides was extracted by hot distilled water，precipitated by alcohol，and

formed monosaccharidedes by TFA hydrdyzation．The hydrolysate reacted with 1一phenyl一3一

methyl一5一pyrazolone(PMP)to produce the PMP derivatives that were analyzed by HPLC．The

Polysaccharides from Arillus Longan was comprised mannose，rhamnose。galacturonicaicd，

glucose，galactose and xylose arabonose．The polysaecharides from Arillus Longan was an acid

heteropolysaccharide．Scientific data of polysacaccharides from Arillus Longan for further

development and research is provided．
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龙眼又名桂圆，益智，属无患子科龙眼属植物果

实，是我国南方特产水果，亦是广西特产。龙眼肉是

药食两用滋补佳品，被卫生部列为“既是食品又是药

品的物品名单”中。龙眼鲜食质地爽脆、口味清甜、营

养丰富；经晒干或烘干得到的龙眼肉是一味传统中

药，性甘、温、可补益心脾、养血安神，用于治疗气血

不足、心悸怔仲、健忘失眠、血虚萎黄等症[1]。龙眼肉

主要含有多糖、葡萄糖、栎精、栎素、丹宁、五环三萜

类，脑苷脂成分，龙眼三萜A和龙眼三萜B，38种挥

发成分及维生素B，、B：、P、C，具有良好的营养保健
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价值[2]。多糖具有抗肿瘤、抗炎、抗凝血、抗病毒、抗

衰老、抗辐射、降血脂和调节机体免疫等药效‘3~引。

由于多糖的活性与它的结构有重复关系，目前有关

龙眼多糖的单糖组成研究尚未见报道。因此，本研究

从龙眼肉中提取分离永溶性多糖，随后采用高效液

相色谱技术分析龙眼肉多糖的单糖组成，为进一步

开发利用龙眼产品提供了科学依据。

1 实验部分

1．1仪器和试剂

仪器：全自动高效液相色谱系统配紫外检测器

(美国waters公司出品)；C18烷基键合柱，匀浆机，

超速冷冻离心机，电热鼓风干燥箱，数显双列六孔水

浴锅KQ5200，电子天平等。试剂：三氟乙酸(TFA)，

分析纯；1一苯基一3一甲基一吡唑啉酮(PMP)，分析纯；
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磷酸二氢钾，分析纯；氢氧化钠，分析纯；甲醇，色谱

纯；乙腈，色谱纯；甘露糖(Man)、鼠李糖(Rha)、半

乳糖醛酸(GIaUA)、葡萄糖(Glc)、半乳糖(GaD、木

糖(Xyl)、阿拉伯糖(Ara)，Sigma试剂。龙眼为市售

石硖龙眼品种。

1．2龙眼肉多糖的制备

取新鲜龙眼果肉，加水以1：1的比例混合，用

匀浆机打碎成浆，后离心(8000r／rain)8min，所得上

清液加4倍量无水乙醇，待形成的混悬液自然沉降

完全后，弃去上清液，反复醇沉2次，下层沉淀物离

心(8000r／min)8min，粗多糖在离心管底部，倾出上

清液，将离心管置于60C烘箱内干燥至干，即为龙

眼肉多糖。

1．3龙眼肉多糖的水解

精确称取龙眼肉多糖50．0mg于安瓿中，加入

0．6mol／LTFA 5ml，抽真空封管，置于102‘C烘箱内

水解6h，冷却至室温，转移到10ml容量瓶中，用

lmol／L NaOH溶液中和至pH值7．0，蒸馏水定容

至刻度，离心取上清液用于PMP衍生化。

1．4标准品(单糖)和样品衍生物的制备

PMP在使用前用色谱纯甲醇重结晶2次。衍生

化方法参考文献E63Rha、GlaUA、Glc、Gal、Xyl、Ara

7种单糖标准样品分别配制成各5．0mg／ml贮备

液，由上述7种单糖标准样品溶液各吸取1．0ml混

合而配成各0．5mg／ml的混合标准溶液。吸取混合

标准溶液和1．3制备得到的样品溶液0．2ml，置于

不同的试管中，依次加入0．2ml 0．5mol／L的PMP

甲醇溶液和0．2ml 0．3mol／LNaOH溶液混匀，70C

水浴加热30rain，并不时振摇，取出在室温下冷却

10rain，用0．3ml 0．2mol／LHCI中和，加入5．0ml氯

仿萃取，充分振荡。上层为水相，加水补充至2ml，混

匀，过0．45tlm膜。

1．5色谱条件

采用waters2996PAD色谱系统，色谱柱

Symmetry shield TM RPl 8(4．6ram×250ram，

5tim)。检测波长250nm，柱温为室温，流动相：磷酸

缓冲溶液(o．05mol／L磷酸二氢钾溶液，pH值6．8)

和乙腈，流速1．0ml／min，梯度模式：时间梯度0rain

一5min一10min--．．30min--，35min，相应的磷酸缓冲

溶液浓度：83％一82％一81％一80％一83％。

2结果与分析

2．1水解条件选择

多糖需要在酸性条件发生水解。根据文献E63在

温度为102‘C，水解时间8h考察TFA不同浓度

(0．5mol／L、0．6tool／L、0．8mol／L、lmol／L)的结果

是，TFA浓度为0．6mol／L条件下，水解完成，单糖

衍生物的含量最高而且峰形和分离度较好，所以选

择0．6mol／LTFA作为龙眼肉多糖水解的最佳酸浓

度。值得一提的是水解温度在110C时可以缩短水

解时间，但是容易发生裂管，操作难度太。

2．2色谱条件选择

根据文献[63，采用磷酸缓冲溶液(o．05mol／L

磷酸二氢钾溶液，pH值6．8)和乙腈作为流动相，在

一定比例下出峰顺序按Man、Rha、GlaUA、Glc、Gal、

Xyl、Ara，而Gal、Xyl、Ara，3种单糖难分离，比较

试验磷酸二氢钾溶液85％、82％、80％等梯度条件

下和梯度模式条件下分离，峰形和分离度最好是

83％一82％一81％一80％一83％梯度模式，时间梯

度0 min--'5 min一1 O min-一30 min---·-35min。HPLC

色谱图见图1和图2。
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图2龙眼肉多糖HPLC色谱

2．3方法学考察

2．3．1 线性关系

精确称取各标准单糖并配成0．5mg／ml的溶

液，用时稀释为5个不同浓度的单糖溶液，制备

PMP衍生物，在1．5所述的HPLC分析方法进行测

定，以峰面积(y)对标准品进样量X(}lg)进行线性

回归，得到单糖衍生物的相关系数与回归方程见表

1。表1结果显示，7种单糖相关系数大于0．9988，甘
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露糖在22．1"-442弘g范围、鼠李糖在31．7～634pg

范围、半乳糖醛酸在52．1～521弘g范围、葡萄糖在

58．8～58899范围、半乳糖在55．3～553pg范围、木

糖在28．8～577pg范围、阿拉伯糖在57．9～579pg

范围有十分良好的线性关系。

表1 7种单糖的标准曲线和线性范围

2．3．2精密度实验

精密进样混糖标准品10pl，连续重复进样6次，

测定各单糖衍生物峰面积，其精密度(RSD，，z=6)

分别为Man 0．42％、Rha 0．40％、GlaUA 0．58％、

Glc 0．85％、Gal 0．66％、Xyl o．60％、Ara0．55％，表

明该方法的精密度良好。

2．3．3重复性实验

取龙眼肉多糖样品5份，按照样品处理方法制

备，测定其各单糖衍生物峰面积，计算各单糖RSD

分别为Man 1．18％、Rha 1．26％、GlaUA 1．32％、

Glc 1．22％、Gal 1．65％、Xyl 1．36％、Ara 1．85％，

表明该方法的重复性良好。

2．3．4稳定性实验

取配置好的供试品溶液，分别在制备后oh、2h、

4h、6h、8h、12h进样时按1．5色谱条件进行测定单

糖衍生物峰面积，RSD依次为Man 0．50％、Rha

0．92％、GlaUA 0．94％、Glc 0．75％、Gal 1．05％、

Xyl 1．10％、Ara 0．98％，表明在室温下样品溶液在

12h内稳定。

2．3．5加样回收试验

称取5份已知各单糖含量的龙眼肉多糖样品，

分别加入7种单糖对照品，按供试品溶液制备方法

制备成加样供试品溶液，测定含量和计算平均回收

率的结果(表2)显示回收率较好，表明该方法可行。

2．3．6龙眼内多糖的单糖组成测定

由HPLC分析结果(表3)可知，龙眼肉多糖由

甘露糖、鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、木糖、

阿拉伯糖7种单糖组成。龙眼肉多糖是一种酸性杂

多糖，其中以葡萄糖、阿拉伯糖、半乳糖、半乳糖醛酸

为主。

表2 7种单糖加样回收试验及相对标准偏差(一一5)

单糖 含量 含量
摩尔比

(％)(mmol／1009)

3 结论

本研究通过PMP柱前衍生化高效液相色谱

法，实现在普通实验室常用紫外检测器和C18柱分

离分析龙眼肉多糖的单糖组成，体现了高效液相色

谱法的分辨率高、分离速度快、分效果好、分离模式

多样等优点。本方法简单灵敏，操作方便快速，为发

展龙眼肉多糖以及其他多糖的在线定性定量HPLC

方法奠定基础，为进一步开发利用龙眼产品提供了

科学依据。在龙眼肉多糖样品色谱图中还存在未知

峰，是否是其他类型的单糖还有待探讨。
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