
 

96 海洋科学  / 2017年  / 第 41卷  / 第 12期 

低硫酸化杂多糖水解单糖高效液相色谱指纹图谱研究 

张  齐1, 2, 3, 王  晶1, 2, 谭姣姣1, 2, 3, 张全斌1, 2, 秦浩然4 

(1. 中国科学院 海洋研究所, 山东 青岛 266071; 2. 青岛海洋科学与技术国家实验室, 海洋生物学与生物技

术功能实验室, 山东 青岛 266071; 3. 中国科学院大学, 北京 100049; 4. 青岛市实验高级中学, 山东 青岛 

266071) 

摘要: 低硫酸化杂多糖(UF)是从海洋褐藻中分离的一种单糖组成复杂的硫酸化杂多糖, 在细胞和动物

实验中均表现出显著的神经保护活性 , 对帕金森病具有显著作用。本研究采用水提 -醇沉 - 

DEAE-Sepharose Fast Flow 交换层析柱制备 UF, 经三氟乙酸(TFA)水解和 1-苯基-3-甲基-5 吡唑啉酮

(1-phenyl-3-methyl-5-pyrazalone, PMP)衍生化, 通过对水解条件、衍生化试剂使用量、衍生时间的考察, 

确定最佳衍生条件, 通过高效液相色谱(HPLC)法测定 UF 的单糖组成, 并建立 UF 的指纹图谱。在 UF

水解单糖的指纹图谱中, 共标示出 8 个特征共有峰, 经鉴别主要色谱峰 8 个, 分别是 D-甘露糖、D-甘

露糖醛酸、L-鼠李糖、D-葡萄糖醛酸、D-葡萄糖、D-半乳糖、D-木糖及 L-岩藻糖, 其中岩藻糖含量最

高, 其次是半乳糖。该方法操作简便、快速、灵敏度高、重复性好, 可作为 UF 检查和鉴别的方法, 建

立实验室 UF 质量控制标准, 为临床用 UF 质量标准的建立奠定基础。  
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海带是褐藻门海带目(Laminariales)海带科(Lami-

nariaceae)海带属(Laminaria)的一种大型海藻 , 很早

就被作为中药入药。褐藻中的多糖组分被证明具有

抗氧化、抗肿瘤、抗炎、抗凝血、免疫调节等生物

活性[1-6]。本实验室通过对数十种海藻多糖神经保护

作用筛选, 得到一种对帕金森病(Parkinson’s Disease, 

PD)具有显著作用的褐藻低硫酸化杂多糖 (Sulfated 

Hetero-Polysaccharides, UF)。UF是一个单糖组成和

化学成分复杂的低硫酸化杂多糖, 在 PD细胞和动物

实验中均表现出显著的神经保护活性, 是一个有潜

力的治疗 PD 的海洋新药。UF 能够有效对抗神经毒

素 MPP+致 MN9D 细胞损伤, 降低神经细胞的损伤

率; UF 给药能够改善 MPTP小鼠的行为学异常, 可

以显著对抗MPTP引起的小鼠腹侧中脑和纹状体 TH

蛋白表达减少, 改变MPTP小鼠纹状体 DA及 DA代

谢产物含量; UF给药能够上调抗凋亡蛋白Bcl-2的表

达, 降低促凋亡蛋白 Bax的表达, 对 DA神经元的凋

亡有显著的抑制作用; UF 给药能够提高黑质抗氧化

酶的含量, 降低脂质过氧化水平[7-8]。 

由于多糖的单糖组成和结构的复杂性, 多糖的

质量控制标准是限制其成药的重要因素。传统的多

糖检测方法如经典的苯酚硫酸法、蒽酮硫酸法、凝

胶过滤色谱法、光散射法等均存在一定的局限性,近

年来随着指纹图谱技术的研究方法与研究思路相对

成熟, 中药指纹图谱为进一步开发和利用中药资源

提供了重要的科学依据, 为多糖的质量控制提供了

多元的思路和方法[9-21]。因此, 本文对低硫酸化杂多

糖 UF的单糖组成指纹图谱进行研究, 旨在建立实验

室 UF 的质量控制标准, 为 UF 的进一步质量控制方

法的建立奠定基础。 

1  仪器与材料 

1.1  仪器 

LC-20AT 高效液相色谱仪, SPD20A 检测器(日

本岛津 ); 电子天平 (赛多利斯科学仪器有限公司 ); 
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电热恒温水浴锅(HH-ZK4, 巩义市予华仪器有限责

任公司); 台式高速冷冻离心机(CT14RDII, 上海天

美科学仪器有限公司 ); MilliQ 超纯水系统 (美国

Millipore公司)。 

1.2  材料与试剂 

原料海带: 海带科植物海带(Laminaria japonica 

Aresch)的干燥全藻, 采自山东荣成, 新鲜海带洗净

晾干, 剪成小块, 贮藏备用, 符合《中国药典》2015

年版一部昆布项下规定。 

1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮(1-phenyl-3-methyl-5- 

pyrazalone, PMP, 化学纯, 国药集团化学试剂有限公

司); 三氟乙酸(trifluoroacetic acid, TFA, 成都市科龙

化工试剂厂); 乙腈(acetonitrile, 色谱纯, 德国 Merk

公司); 三乙胺(triethylamine, 国药集团化学试剂有

限公司); 乙酸铵(ammonium acetate, 南京化学试剂

有限公司); 甲醇(methanol, 天津市嘉宇精细化工有

限公司); 三氯甲烷(chloroform, 天津市广成化学试

剂有限公司); 乙酸(acetic acid, 优级纯, 国药集团化

学试剂北京有限公司)。 

单糖对照品 : D-葡萄糖(D-Glucose), D-甘露糖

(D-Mannose), L-鼠李糖(L-Rhamnose), D-葡萄糖醛酸

(D-Glucuronic acid), D-半乳糖(D-Galactose), D-木糖

(D-Xylose), L-岩藻糖(L-Fucose), 2-脱氧-D-核糖(D- 

Deoxyribose)(Sigma公司, 纯度均 99%以上); D-甘露

糖醛酸钠(单糖)(D-Mannuronic acid sodium salt, 青

岛博智汇力生物科技有限公司, 纯度 98%以上); 水

为 MiliQ 纯化水; 其他化学试剂除特殊标明外均为

分析纯。 

2  方法 

2.1  样品制备 

干燥海藻加水提取 , 料液比为 1︰30, 在温度

100℃下搅拌提取 2 h。提取液先用筛绢初筛, 滤去海

带渣, 滤液继续用硅藻土过滤, 经减压浓缩, 浓缩液

加氯化钙除褐藻胶, 离心后上清液经透析脱盐后浓

缩, 加入乙醇至浓度为 75%, 搅拌、静置过夜。收集

到的沉淀再经真空干燥即得褐藻多糖硫酸酯。将褐

藻多糖硫酸酯溶于水, 采用过氧化氢和抗坏血酸氧

化降解, 反应液经透析(截留分子质量 Mw=3.5 kDa)、

减压浓缩 , 乙醇沉淀。利用 DEAE-Sepharose Fast 

Flow 交换柱层析进行分级, 收集 0.5 mol/L 氯化钠

洗脱组分, 经透析(截留分子质量 Mw=3.5 kDa)、减

压浓缩、乙醇沉淀, 沉淀经真空干燥得到低硫酸化

杂多糖 UF。 

UF 为棕黄色粉末, 经半胱氨酸盐酸盐法测定样

品中岩藻糖含量约为 11.99%, 经咔唑比色法测定样

品中糖醛酸含量约为 18.05%, 离子色谱法测定该样

品中硫酸根的含量约为 11.13%, 经 GPC凝胶色谱法

测定重均分子质量约为 7 kDa。 

2.2  色谱条件 

色谱柱: YMC-Pack ODS-AQ;  

流动相 A: 0.4%三乙胺水溶液(含 20 mmol/L 乙

酸铵)︰乙腈=9︰1(pH=6.30);  

流动相 B: 0.4%三乙胺水溶液(含 20 mmol/L 乙

酸铵)︰乙腈=4︰6(pH=6.30);  

梯度洗脱比例: 0.01-9.00-30.00-35.00-45 min, 流

动相 B: 10%-14%-64%-64%-10%;  

流速: 1.0 mL/min; 柱温: 30℃; 检测波长: 254 nm; 

进样体积: 20 µL。 

在此条件下, 对照品混合液中所有单糖成分均

可达到基线分离。 

2.3  对照品溶液的制备 

分别精确称取上述 8种对照品 20 mg, 加入蒸馏

水准确定容至 100 mL, 配成 0.2 g/L 的混合溶液。精

确取脱氧核糖 20 mg, 加入蒸馏水准确定容至 100 mL, 

配成 0.2 g/L的溶液。取 200 µL对照品溶液于离心管

中, 加入 200 µL 脱氧核糖溶液, 混合均匀后, 取出

100 µL置于离心管中, 依次加入 100 µL 0.5 mol/L的

PMP甲醇溶液和 100 µL 0.3 mol/L的 NaOH溶液, 混

匀, 70℃水浴中反应 45 min, 取出, 冷却至室温, 用

100 µL 0.3 mol/L HCl中和, 加入 500 µL三氯甲烷萃

取, 7 000 r/min离心 5 min, 弃去三氯甲烷层, 至少重

复 3次, 至三氯甲烷层无色, 取水层即得对照品溶液。 

2.4  供试品溶液的制备 

精确称取 UF 样品 100 mg, 加入蒸馏水准确定

容至 10 mL, 配成 10 g/L的溶液。取 1 mL溶液于安

瓿瓶中, 加入 1 mL 4 mol/L TFA溶液, 110℃水解 4 h, 

放置至室温, 加入 2 mol/L NaOH调节 pH至中性, 即

得到样品水解液。取水解液按照“2.2”项下方法制

备, 即得供试品溶液。 

精密吸取与样品等量的水, “2.2”项下方法进行

处理, 即得溶剂空白对照。 

2.5  水解条件筛选 

按“2.3”项下方法实验, 水解所用 TFA 浓度分
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别考察 1、2、4及 6 mol/L, 精密吸取所得供试品溶

液各 20 µL, 按“2.1”项下色谱条件进样分析, 以所

得 HPLC 图谱主要共有特征峰的峰面积之和作为衡

量指标。 

2.6  PMP 衍生条件筛选 

2.6.1  PMP衍生时间筛选 

按“2.3”项下方法实验, 衍生时间分别考察 15、

30、45、60 及 75 min, 精密吸取所得供试品溶液各

20 µL, 按“2.1”项下色谱条件进样分析 , 以所得

HPLC 图谱主要共有特征峰的峰面积之和作为衡量

指标。 

2.6.2  PMP衍生化试剂使用量的筛选 

按“2.3”项下方法实验, 衍生化试剂使用量分

别考察 80、100、120、140 及 160 µL, 精密吸取所

得供试品溶液各 20 µL, 按“2.1”项下色谱条件进样

分析, 以所得 HPLC 图谱主要共有特征峰的峰面积

之和作为衡量指标。 

2.7  方法学考察 

2.7.1  精密度实验  

取衍生化后的同一批供试品溶液(批号 S1), 在

“2.1”项下色谱条件连续进样 6次, 考察各主要共有

特征峰的保留时间和峰面积的 RSD值。 

2.7.2  重复性实验  

取衍生化后的同一批供试品溶液 6份(批号 S1—

S6), 在“2.1”项下色谱条件分别进样检测, 考察各

主要共有特征峰的保留时间和峰面积的 RSD值。 

2.7.3  稳定性实验 

取衍生化后的同一批供试品溶液(批号 S1), 分

别于 0、2、4、6、10、24 h在“2.1”项下色谱条件

进样, 考察各主要共有特征峰的保留时间和峰面积

的 RSD值。 

2.8  样品测定 

按照“1.3.1”项下方法制备 10批次 UF样品(批

号 S1—S10), 按照“2.3”项下方法制备 10批次样品

的供试品溶液, 按照“2.1”所述色谱条件进行检测。 

3  结果与分析 

3.1  水解条件筛选 

由图 1可知, 在 TFA浓度低于 4 mol/L时, 随着

水解所用 TFA 浓度的增大, 主要共有特征峰的峰面

积之和逐渐升高, 当 TFA浓度达到 4 mol/L时, 峰面

积达到最大值, 随后峰面积开始下降。因此确定水解

所用 TFA浓度为 4 mol/L。 

 

图 1  不同水解 TFA浓度对 UF指纹图谱共有峰面积之和

的影响 

Fig. 1  Effect of different TFA concentrations on the sum of 
common peak areas of HPLC fingerprints for UF 

 

3.2  PMP 衍生条件筛选 

3.2.1  PMP衍生时间筛选 

从图2可知, 随着衍生时间从15 min延长至45 min, 

主要共有特征峰的峰面积之和逐渐升高, 当衍生时

间达到 45 min 时, 峰面积达到最大值, 随后峰面积

开始下降。因此确定衍生时间为 45 min。 

 

图 2  不同衍生反应时间对 UF指纹图谱共有峰面积之和

的影响 

Fig. 2  Effect of different derivative times on the sum of 
common peak areas of HPLC fingerprints for UF 

 

3.2.2  PMP衍生化试剂使用量的筛选 

由图 3可知, 随着衍生化试剂使用量的增加, 主

要共有特征峰的峰面积之和呈现先升高后降低的规

律, 当衍生化试剂的使用量达到 100 µL 时, 峰面积

达到最大值, 在该点以后峰面积开始下降。因此确定

衍生化试剂的使用量为 100 µL。 

3.3  方法学考察 

3.3.1  精密度实验 

结果表明各主要色谱峰的相对保留时间 RSD< 

1%, 相对峰面积 RSD<5%, 表明仪器的精密度良好, 

符合指纹图谱的测定要求。 
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图 3  不同衍生化试剂使用量对 UF 指纹图谱共有峰面积

之和的影响 

Fig. 3  Effect of different PMP (0.5 mol/L) amounts on the 
sum of common peak areas of HPLC fingerprints for UF 

 

3.3.2  重复性实验 

结果表明各主要色谱峰的相对保留时间 RSD< 

1%, 相对峰面积 RSD<5%, 表明该方法的重复性良

好, 符合指纹图谱的测定要求。 

3.3.3  稳定性实验 

结果表明各主要色谱峰的相对保留时间 RSD< 

1%, 相对峰面积 RSD<5%, 表明供试品溶液在 24 h

内稳定性良好, 符合指纹图谱的测定要求。 

3.4  指纹图谱的建立与分析 

3.4.1  混合单糖对照品分析 

精密吸取“2.2”项下混合对照品溶液, 按照“2.1”

项下色谱条件进行检测, 得到色谱图(图 4), 混合单

糖对照品 9个成分均能达到较好的分离效果。 

3.4.2  共有峰的确定及参照峰的选择 

按照“2.3”项下方法制备 10批样品的供试品溶

液, 按照“2.1”项下色谱条件进行检测, 谱图结果显

示 , 不同批次样品均具有基本一致的特征峰 , 共标

示出 10个共有峰。利用对照品保留时间定位以及色

谱峰紫外光谱分析, 鉴别出 10 个色谱峰, 通过保留

时间确定供试品溶液中 1号峰为甘露糖, 2号峰为甘

露糖醛酸, 3 号峰为鼠李糖, 4 号峰为葡萄糖醛酸, 5

号峰为葡萄糖, 6号峰为半乳糖, 7号峰为木糖, 8号峰

为岩藻糖, 9号峰为脱氧核糖(内标)(图 5)。以峰 8岩

藻糖为参照峰分别计算各主要色谱峰的相对保留时

间和相对峰面积, 结果见表 1、表 2。 

 

图 4  9种单糖对照品的高效液相色谱图 

Fig. 4  HPLC chromatograms of nine reference monosaccharides 

 

3.4.3  相似度分析 

采用计算机辅助相似度评价系统(国家药典委员

会中药色谱指纹图谱评价系统软件 2004 A 版)比较

10 批 UF 供试品 HPLC 指纹图谱全谱相似度结果见

表 3。 

4  讨论 

现有的单糖分析方法一般为先对样品进行水解

处理, 然后进行 PMP衍生化。水解使用的 TFA浓度

与样品水解程度直接相关, 当 TFA 浓度较低时, 样

品水解不够完全; 当 TFA浓度高于 4 mol/L时, 共有

峰面积之和反而下降, 可能是因为 TFA具有强氧化性, 

过高浓度会导致样品发生氧化, 导致样品被破坏, 单

糖含量降低。TFA 浓度过高或者过低都无法准确地对

样品中的单糖含量进行定量分析。因此, 本实验初步确

定降解低硫酸化杂多糖使用 TFA的浓度为 4 mol/L。 
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图 5  10批硫酸杂聚糖水解物的高效液相色谱图 

Fig. 5  HPLC chromatograms of ten UF samples 
 

表 1  10 批硫酸杂聚糖水解物指纹图谱共有峰的相对保留时间 
Tab. 1  Relive retention times of common peaks for fingerprints of ten UF samples 

批号 1号峰 2号峰 3号峰 4号峰 5号峰 6号峰 7号峰 8号峰 

S1 0.801 0.814 0.867 0.912 0.933 0.945 0.969 1.000 

S2 0.801 0.814 0.867 0.912 0.933 0.945 0.969 1.000 

S3 0.799 0.813 0.865 0.911 0.933 0.945 0.968 1.000 

S4 0.801 0.814 0.867 0.912 0.933 0.945 0.969 1.000 

S5 0.799 0.813 0.865 0.911 0.932 0.944 0.968 1.000 

S6 0.801 0.813 0.867 0.912 0.933 0.945 0.969 1.000 

S7 0.801 0.813 0.866 0.912 0.933 0.945 0.968 1.000 

S8 0.799 0.813 0.865 0.911 0.933 0.945 0.968 1.000 

S9 0.801 0.814 0.867 0.912 0.933 0.945 0.968 1.000 

S10 0.801 0.813 0.867 0.912 0.933 0.945 0.968 1.000 

平均值 0.800 0.813 0.866 0.912 0.933 0.945 0.968 1.000 
 

表 2  10 批硫酸杂聚糖水解物指纹图谱共有峰的相对峰面积 
Tab. 2  Relive peaks areas of common peaks for fingerprints of ten UF samples 

批号 1号峰 2号峰 3号峰 4号峰 5号峰 6号峰 7号峰 8号峰 

S1 0.547 0.829 0.140 0.481 0.121 1.083 0.106 1.000 

S2 0.469 0.683 0.132 0.427 0.114 1.039 0.112 1.000 

S3 0.530 0.700 0.137 0.499 0.104 1.058 0.120 1.000 

S4 0.531 0.819 0.135 0.450 0.127 1.098 0.104 1.000 

S5 0.491 0.680 0.125 0.451 0.115 1.016 0.112 1.000 

S6 0.544 0.810 0.119 0.487 0.123 0.982 0.110 1.000 

S7 0.511 0.748 0.130 0.524 0.126 0.955 0.107 1.000 

S8 0.525 0.751 0.140 0.480 0.117 0.871 0.115 1.000 

S9 0.469 0.750 0.132 0.471 0.117 1.026 0.097 1.000 

S10 0.482 0.773 0.118 0.479 0.102 1.117 0.100 1.000 

平均值 0.510 0.754 0.131 0.475 0.117 1.024 0.108 1.000 
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表 3  10 批 UF 样品 HPLC 指纹图谱相似度分析结果 
Tab. 3  Similarity analysis results of HPLC fingerprints of ten UF samples 

批号 S1 S2 S3 S4 S5 S6 S7 S8 S9 S10 对照品

S1 1.000            

S2 0.990  1.000           

S3 0.950  0.977  1.000          

S4 0.988  0.998  0.986  1.000        

S5 0.971  0.990  0.996  0.996 1.000       

S6 0.994  0.999  0.968  0.996 0.985 1.000      

S7 0.968  0.992  0.974  0.987 0.984 0.988 1.000     

S8 0.994  0.996  0.955  0.990 0.975 0.998 0.986 1.000    

S9 0.988  0.995  0.954  0.987 0.974 0.996 0.991 0.999 1.000    

S10 0.991  0.995  0.953  0.988 0.974 0.997 0.988 1.000 1.000  1.000  

对照品 0.991  1.000  0.975  0.998 0.990 0.999 0.992 0.997 0.996  0.996 1.000 

 
在衍生化的过程中, 衍生化试剂 PMP 使用量、

衍生反应时间都会对衍生反应的程度产生影响。当

衍生反应时间达到 45 min 时, 共有峰面积达到最大

值 , 即可反应完全。当衍生化试剂的使用量高于

100 µL 时, 随着 PMP 使用量的继续增加, 峰面积反

而下降。说明反应时间的延长及 PMP用量的增大并

不能有利于衍生反应的充分进行, 可能是由于导致

了一些不明副产物的生成, 导致共有峰面积下降。因

此初步确定衍生反应时间为 45 min, 衍生化试剂 PMP

的使用量为 100 µL。 

利用该水解、衍生条件进行酸水解-PMP柱前衍

生HPLC法对低硫酸化杂多糖UF的单糖组成进行分

析, 共鉴别出 UF含有的 8个特征峰。从单糖组成上

可以看出, UF 样品中岩藻糖和半乳糖的比例最大, 

其次是甘露糖醛酸、甘露糖、葡萄糖醛酸、鼠李糖、

葡萄糖、木糖, 其色谱峰的峰面积相对较低。10 批

UF供试品均相似度>0.95, 表明 PMP柱前衍生HPLC

指纹图谱在对 UF 样品分析中具有较好的重现性和

稳定性, 可作为 UF质量控制和评价指标的重要参考

依据之一。本文研究结果为建立实验室 UF质量控制

标准提供新思路, 同时也为海洋多糖类的开发和质

量控制提供一定的理论参考。 
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Abstract: Sulfated heteropolysaccharide (UF) is a novel marine polysaccharide extracted from Laminaria japonica, 

with a complex chemical composition and structure. UF showed a significant neuroprotective activity both in cell 

and animal studies. UF was extracted with hot distilled water and further fractionated by DEAE-Sepharose Fast 

Flow column chromatography. The optimal hydrolysis and PMP derivatization conditions were investigated. UF 

was hydrolyzed into monosaccharides by trifluoroacetic acid and derivated with 1-phenyl-3-methyl-5-pyrazolone 

and analyzed by HPLC to study the monosaccharide components and fingerprint of UF. Nine peaks were detected in 

the fingerprint, of which 8 were identified as D-mannose, D-Mannuronic acid, L-rhamnose, D-glucuronic acid, 

D-glucose, D-galactose, D-xylose, and L-fucose. Fucose content was the highest, followed by galactose content. 

The result shows that the method is convenient, sensitive, and rapid such that it can be applied for the quality con-

trol of UF. 
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