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HPGFC-ELSD 法测定商陆多糖的重均相对分子质量

徐从立，陈海生，谭兴起，柳润辉，宣伟东

(第二军医大学药学院天然药物化学教研室，上海 200433)

[摘要〕 町的:测定商陆多糖的重均相对分子质量。方出去:将商陆多糖分离纯化，采用 HPGFC-ELSD 法测定重均相对分子

质量分布。测定条件为 TSK 柱 (G 2000 SW , 7.5 mmX 300 mm);水为流动相，流速1. 0 ml/min; 漂移管温度 40 C; 气体 (N2 ) 压

力 2.0X105 Pa。结果:多糖重均相对分子质量的线性范围为 10 000~170 OOO(r=O. 973) ， 测得商陆多糖重均相对分子质量约

为 76 896. 4。结伦:该法为多糖重均相对分子质量测定提供了简便实用的分析方法。

[关键词] 商陆多糖;高效凝胶过滤色谱法;蒸发光散射检测器;重均相对分子质量

[中图分类号] R 917 [文献标识码] B [文章编号] 0258-879X (2004 )01-0116-02 

Determination of weight average molecular weight of Phytolacca acinosa Roxb. polysaccharide by HPGFC­

ELSD method 

XU Cong-Li , CHEN Hai-Sheng , TAN Xing-Qi , LIU Run-Hui , XUAN Wei-Dong (Department of Natural Medicinal Chem 

istry , School of Pharmacy , Second Military Medical University , Shanghai 200433 ,China) 

[ABSTRACT] Objective: To determine the distribution of weight average molecular weight in the Phytolacca acinosa Roxb. 

polysaccharide. Methods: Phytolacca acinosa Roxb. polysaccharide was isolated and purified by high performance gel filtra 

tion chromatography (HPGFC) with evaporative light scattering detector (ELSD). Determination conditions were as follows: 

colum: TSK (G 2000 SW 7.5 mm X 300 mm) ;mobile phase :water; flow rate: 1. 0 ml/min;drift tube temperature: 40 C ; nebu­

lizer gas (N 2 ) pressure:2. OX 105 Pa. ResuIts: The linear range of weight average molecular weight of polysaccharide was 

10000-170000 (r = - 0.973). The weight average molecular weight of Phytolacca acinosa Roxb. polysaccharide was 

76 896.4. Conclusion: HPGFC-ELSD is a practical , reliable method for the determination of the polysaccharide weight aver 

age molecular weight. 

[KEY WORDS] Phytolacca acinosa Roxb. polysaccharide; high performance gel filtration chromatography; evaporative 

light scattering detector; weight average molecular weight 

商陆(Phytolacca acinosa Roxb. )又名夜呼、野萝卡，为商

陆科植物商陆和垂序商陆的根。近年研究发现商陆所含多糖成

分具有增强免疫、抗肿瘤和保护造血功能的作用[!J 。多糖的性

质往往与其重均相对分子质量(Mw)大小有关，例如:多糖溶液

的教度不但随浓度的增大而增大，而且与多糖的重均相对分子

质量大小有关。在生物学研究中，发现某些多糖由于重均相对

分子质量的不同所产生的效应差异较大[21 因此测定多糖重均

相对分子质量对研究其的性质具有重要意义。为了进一步研究

商陆多糖的重均相对分子质量与生物学活性之间的组效关系，

本研究对商陆粗多糖进行了纯化，并采用高效凝胶过滤色谱法

CHPGFC) ，以蒸发光散射检测器(ELSD)作为检测手段，建立

测定商陆多糖重均相对分子质量的分析方法。

1 方法和结果

1. 1 仪器与试剂 高效液相泵 (LC-1OA ，日本岛津 );ELSD

(SEDEX 55 ，法国) ;冰冻干燥机 (Virtis ，美国 );SR 色谱数据

工作站(三锐科技有限公司 );Sephadex G -25 (Pharmacia ，瑞

典) ;葡聚糖标准品 Dextran T 10 、 T 40 、 T 70 、 T 90 、 T 170 

(Pharmacia ，瑞典h双蒸水;苯盼(重蒸)、浓硫酸、三氯乙酸、
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正I醇、乙醇、氯仿均为分析纯;商陆粗多糖从陕西麟游产商

陆中提取。

1. 2 色谱条件 高效凝胶过滤柱 TSK ， G 2000 SW , 7.5 

mm X 300 mm (LKB-Prodokter AB , Bromma ，瑞士) ;柱温

25C; 流动相为重蒸水;流速 1 ml/min; ELSD 漂移管温度

40C;气体 (N，)压力 2.0X105 Pa 。

1. 3 标准品溶液的制备 精密称取葡聚糖标准品各1. 0

mg 置于 1 ml 容量瓶，加水至刻度，制成1. 0 mg/ml 的标准

溶液。

1. 4 供试样品的制备 称取 5g 商陆粗多糖，加水 10 ml 溶

解，以 Saveg 法除去蛋白，室温离心 (3 000 r/min) ，弃去不溶

物，水溶液加入元水乙醇 40 ml ，得沉淀，沉淀加水溶解， 70 C 

减压回收至无醇昧，加水稀释至 10 时，进行 Sephadex G • 25 

柱层析，以水洗脱，每份收集 20 时，以苯盼硫酸法比色检

测，收集含糖流分，浓缩后，冰冻干燥得商陆多糖，称取该多

糖1. 0 mg 置于 1 ml 容量瓶，加水至刻度，以该溶液 20μl 进
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样，经 HPGFC-ELSD 检测为单一峰 <tR=5. 473 min) 。

1. 5 线性关系考察 分别取Dextran T 10 、 T 40 、丁 70 、 T

90 、 T 170 标准溶液 20μl 迸样，色谱峰保留时间 tR 分别为

8. 22 、 5.86 、 5.67 、 5.64 、 4.31min。以色谱峰的保留时间对标

准品 Mw 的对数值进行回归，回归方程为: tR= 20. 03-

2.981IgMw ， r= 一 0.973 ， Mw 线性范围 10 000~170 000 , 

1. 6 精密度和稳定性试验 取 Dextran T 70 的标准品溶

液连续进样，记录色谱峰保留时间，计算相对标准偏差

RSD=0.82% (n=5);取同一供试品溶液日内每隔 2 h 进样

1 次，日内 RSD=0.98% (n= 肘，连续 3 d 进样重复进样，日

间 RSD= 1. 53% (n=的。结果显示标准品溶液在 72h 内稳

定，以 1 d 内测定最佳。

1. 7 重现性试验 取1. 4 项下制备的多糖样品，按供试样

品溶液制备方法制成质量浓度为1. 0 mg/ml 的溶液，依法

测定商陆多糖的 Mw ，结果 RSD= 1. 84%(n= 肘。

1. 8 样品测定 精密量取对照品溶液 (Dextran T 70)和样

品溶液各 20μ1 ，进样，结果保留时间 tR=5. 47 min (n=3) , 

代入回归方程求得商陆多糖重均相对分子质量Mw=

76 896.4 。

2 讨论

蒸发光散射检测器是一种通用检测器，其原理是:柱洗

脱液进入雾化器针管，在针的末端，洗脱液和 N2 混合形成液

滴，液滴流经加热的漂移管将溶剂挥发，样品在溶剂蒸气中

形成小颗粒。被分析检测的物质颗粒通过一束狭窄的散射光

由光电倍增管收集。 ELSD 的响应取决于被分析颗粒的数量

和大小时。由于样品测定过程中排除了用 UV 检测器时的溶

剂干扰，大大改善了分析效果，该方法尤其适合于紫外吸收
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较弱的样品的测定。由于本实验所用的葡聚糖标准品无紫外

吸收，又无专属性很好的显色剂，因此本研究首次采用了以

ELSD 为检测器，对商陆多糖的 Mw 进行了测定，结果表明，

ELSD 检测器对无紫外吸收的多糖的测定具有良好的稳定

性、较高的灵敏度和重现性，所选用的色谱条件对商陆多糖

具有较高的分离度。

流动相离子强度对多糖的保留时间有一定影响，商澎

等臼]报道了不同离子强度的流动相对葡聚糖保留时间的影

响，指出离子强度越低 Mw 与 tR 回归方程的线性越差。由于

本实验采用 ELSD 为检测器，一定离子强度的溶液含对该检

测器存在较大影响，故本实验以双蒸水为流动相，结果回归

方程的线性亦较好。
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Apoptosis is involved in the cardiac damage induced by singaortic denervation in rats 

TAO Xia , ZHANG Shu-Hui , CHU Zheng-Xu ,SU Ding-Feng(Department of Pharmacology , Basic Medical College , 'Second 

Military Medical U niversity , Shanghai , China) 

[SUMMARYJ The arterial baroreflex plays an important role in the maintenance of the stability of blood pressure. Sinoaor­

tic denervation (SAD) produces severe organ damage in rats. The present study was designed to investigate whether apopto 

sis , which is a ubiquitous physiological mode of cell death distinct from cell mortality induced by injury and necrosis , is in­

volved in SAD-induced cardiac damage. Male Sprague-Dawley rats (1 0 weeks old) were used. Rats underwent SAD (n=9) or 

sham operation (n = 10). Sixteen weeks after operation , the heart tissues were taken for investigations including electron mi 

croscopy , immunohistochemistry , terminal deoxynucleotidyl transferase (TdT)-mediated dUTP nick-end labelling (TUNEL) 

and reverse transcriptionpolymerase chain reaction (RT-PCR). Cardiac hypertrophy and fibrosis was found in SAD rats. The 

number apoptotic cardiomyocytes was increased in SAD rats compared with sham-operated rats. The expression of Bcl-2 mR­

NA and protein (an inhibitory factor of apoptosis) in cardiomyocytes was decreased in SAD rats. In contrast , the expression 

of Bax , Fas and Fas ligand mRNA and proteins (promoters of apoptosis) in cardiomyocytes was significantly increased in SAD 

rats. In conclusion , the present study reveals a high level of apoptosis in cardiomyocytes in SAD rats. It is proposed that 

apoptosis is involved in SAD-induced cardiac damage. 

[Clin Exp Pharmacol Physiol , 2003 ,30: 362-368J 
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