
表 1  回收率和精密度测定结果

Ταβ 1  ∏ √

√

加入 Λ # 测得 Λ # 回收率 ≥⁄
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2 5  稳定性

取对照品溶液 Λ 加水 三氯乙酸 混

匀 于 内等量进样 次 测定峰面积 ∀盐酸去甲万古霉素

的相对标准偏差为 盐酸万古霉素的相对标准偏差为

即血样经处理后在 内测定相对稳定 ∀另以空白血

清配制标准血样 Λ # 冰箱放置 ε 每 ∗

测定一次 于 个月内测定 按峰面积计算 去甲万古霉素和

万古霉素的 ≥⁄均 ∀

3  讨论

3 1  色谱条件

在实验中发现 采用文献方法 较难分离去甲万古霉素

峰前色谱峰 因而采用了离子对色谱法 不仅很好的解决了

分离 而且可显著增加柱效 ∀同时 流动相中加入离子对试

剂高氯酸 与蛋白沉淀剂中的高氯酸相一致 可保持万古霉

素和去甲万古霉素色谱行为稳定 减少测定误差 ∀

3 2  空白血清为本实验室自临床血药浓度监测标本收集的

剩余血清混合物 所含成分相对复杂 虽然方法开发时难度

增加 但方法实用性较好 该方法已应用于本院呼吸科 ! ≤

和神经外科患者常规监测 未见明显干扰 ∀

3 3  提取方法

文献报道有乙腈 2异丙醇沉淀蛋白后用二氯甲烷萃取

法 高氯酸直接沉淀后用二氯甲烷萃取法 !固相萃取法等 ∀

本实验采用蛋白沉淀后上清液直接进样 沉淀剂中加入适量

乙腈 即可降低高氯酸浓度 又可显著提高提取率 多次重

复 万古霉素和去甲万古霉素的绝对回收率均 ∀
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摘要 目的  测定南瓜多糖的单糖组成及摩尔比 ∀方法  以 2苯基 2 2甲基 2 2吡唑啉酮 ° ° 为单糖的柱前衍生化试剂 用毛

细管区带电泳 ≤ ∞ 法测定南瓜多糖的单糖组成 ∀电泳缓冲液为 的 # 硼砂水溶液 熔融石英毛细管柱

≅ Λ 的有效长度为 分离电压 ∂ 柱温 ε ° 压力进样 进样时间 二极管阵列检测器检测 ∀

结果  各单糖的检测限均低于 Λ # ∀南瓜多糖由木糖 !阿拉伯糖 !葡萄糖 !鼠李糖 !半乳糖 !葡萄糖醛酸组成 其摩尔

比为 Β Β Β Β Β ∀结论  该方法具有简单 !快速 !高效等优点 可用于南瓜多糖的单糖组成测定及质量
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  南瓜多糖为南瓜中一类含量较高的活性组分 具有明显

的降血糖作用 可望发展成为一种高效 !低毒的降血糖药

物 ≈ ∀而多糖的质量控制是多糖药物研发中急需发展的技

术 其中 多糖的单糖组成测定是多糖质控的主要指标 而目

前报道的有关南瓜多糖中单糖组成的分析方法 多为薄层色

谱法 该方法存在检测的灵敏度不高 !分离效果差等问题 ∀

高效毛细管电泳法是近年发展起来的一种具有高效 !灵

敏和低耗的分析方法 已引起药物分析界的广泛重视 ∀本实

验首次采用高效毛细管电泳法测定了南瓜多糖中的单糖组

成 为南瓜多糖的质量控制提供了一种快速 !简便的新方法 ∀

1  材料与方法

1 1  仪器与试剂

° ≤∞
×

⁄± 型毛细管电泳仪 公

司 美国 配有二极管阵列检测器 石英毛细管柱

≅ Λ 有效长度 公司 数据采集和谱

图处理采用 ≥ 软件 公司 ∀

2≥ 计 ∞×× ∞ × ∞⁄ 公司 ∀

木糖 ¬ !葡萄糖醛酸 ∏∏ 和半乳糖醛酸

∏ 分析纯 ≥ 公司 葡萄糖 ∏ !阿

拉伯糖 !甘露糖 !半乳糖 !鼠

李糖 分析纯 上海试剂二厂 三氟乙酸 ≤ƒ

≤ 公司 硫酸 ≥ 西安化学试剂厂 2苯

基 2 2甲基 2 2吡唑啉酮 ° °北京化学试剂厂 其他试剂均

为分析纯 ∀实验用水为 ±去离子水 ∀

标准溶液的配置 精密称定内标甘露糖 置于

的量瓶中 定容 ∀精密称定各标准单糖对照品

置于 的量瓶中 各加内标 定容 得浓度为

Λ # 的单糖对照品水溶液 含内标 Λ # ∀

逐级稀释后分别得 Λ #

的 个浓度系列标准溶液 ∀

1 2  南瓜多糖的提取与纯化

参考文献 ≈ 并做适当改进 ∀取南瓜干品 无水乙醇回

流脱脂 次 每次 ∀倾出乙醇液 药渣自然吹干后用蒸馏

水常压回流水提 次 每次 ∀合并水提液 并减压浓缩 无

水乙醇沉淀得粗多糖 ∀取多糖粗提取物 用适量蒸馏水溶

解 并用透析袋进行透析 然后用 ≥ √ 法除蛋白 紫外检测

无蛋白与核酸吸收后 减压浓缩 冷冻干燥 得到南瓜多糖样

品 ∀样品保存于真空干燥器中 ∀

1 3  南瓜多糖的水解

取 南瓜多糖于安瓿管中 加 甘露糖 内

标 加入 # ≥ 溶液 充 封管后 在

ε 油浴中水解 ∀水解完后用 溶液中和至

并以去离子水稀释到 离心 取上清液 得多糖水

解样品 ∀

1 4  单糖衍生化方法

取各浓度单糖标准溶液 Λ 或多糖水解液 Λ 于具

塞离心试管中 ∀分别加入 # 溶液 Λ 和

# ° °甲醇溶液 Λ 混匀后置于 ε 水浴反

应 取出 ∀冷却到室温后 加入 # ≤ 溶液

中和 ∀加入去离子水 然后加入 氯仿涡旋萃取

离心分层 小心用注射器吸去下层有机层 上层为水相 水相

再重复萃取 次 得 ° °衍生化样品 ∀吸取样品 Λ 脱

气 进样进行 ≤ ∞分析 ∀

1 5  电泳条件

毛细管在每次使用前用 # 溶液 ! 2

±超纯水冲洗各 再用电泳缓冲液冲洗平衡 ∀每变

换一次电泳缓冲液 均用缓冲液平衡至电流平稳 后

才能进样测量 ∀柱温 ε 工作电压 ∂ 进样量

° 气压进样 缓冲溶液 # 的硼砂溶液

∀样品及缓冲液均在 ε 储存 在使用前用 Λ 微

孔滤膜滤过 且临用前超声脱气处理 ∀

1 6  单糖摩尔比的计算方法

以各单糖与内标的质量比 ÷ • • 与峰面积比 ≠

作线性关系图 求出各直线的斜率 即定量较正因子

∀

• •

式中 分别为单糖和内标甘露糖的峰面积 • •

分别为单糖和内标甘露糖的质量 ∀在样品溶液中 以甘露糖
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