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　　［摘要］　目的　建立ＬＣＭＳ／ＭＳ方法测定白及止血海绵中白及葡甘聚糖含量。方法　采用 ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅＴＭ Ａｍｉｄｅ

（２．１ｍｍ×１００ｍｍ，３．５μｍ）；流动相为乙腈∶５ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵（内含０．１％甲酸水溶液）＝６０∶４０；流速为０．３ｍＬ／ｍｉｎ；柱温

３５℃；进样量１０μＬ。结果　Ｄ甘露糖线性范围为５０．０～５０００．０ｎｇ／ｍＬ（狉＝０．９９９５），方法学考察表明日内和日间精密度、

最低检测限和定量限均符合相关标准，加样回收率为９８．４％（狀＝５），ＲＳＤ＝１．０３％。结论　本法操作简单，选择性好，灵敏度

高，适用于白及止血海绵中的白及葡甘聚糖的定量分析。
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［ＡｃａｄＪＳｅｃＭｉｌＭｅｄＵｎｉｖ，２０１４，３５（１２）：１４０１１４０３］

　　战创伤救治是军事医学科学发展的重中之重，特

别是现代战争和重大突发事件所导致的大面积群死

群伤，无法控制的大出血是战伤和平时创伤死亡的主

要原因。因此，研制一种能将平时创伤救治与战时急

救相结合，具有显著止血效果、优良生物相容性以及

降解能力的生物医用材料产品成为我们追求的目标。

白 及 为 兰 科 植 物 白 及 属 犅犾犲狋犻犾犾犪狊狋狉犻犪狋犪

（Ｔｈｕｎｂ．）Ｒｅｉｃｈｂ．ｆ．的干燥块茎，又名连及草、甘

根，多年生草本植物，有收敛止血、清热利湿、消肿生

肌之功效［１］，主要用于咳血吐血、外伤出血、疮疡肿

毒、皮肤皲裂、肺结核咳血、溃疡病出血［２］。用白及

制成的止血海绵其来源广泛，成本低廉，无免疫原

性，对创面的黏附速度快，黏附牢度强，物理止血效

果显著，其性能柔软，无须预处理即可使用，性价比

高，可取代现有的明胶止血海绵［３］。白及葡甘聚糖

为白及经提取得到的一种高分子黏性多糖，为白及

止血海绵的主要成分，现代研究表明其具有收敛止

血、抑菌、促进伤口愈合、抗肿瘤等药理作用［４６］。

目前，白及葡甘聚糖的测定主要以比色法为主，

此法只能测定白及中的总糖含量。由于糖类在紫外
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没有吸收，需要衍生化后才能检测，较为复杂；蒸发

光散射检测器作为一种质量检测器，虽可检测无紫

外吸收的化合物，可进行梯度洗脱，在糖类分析领域

应用广泛，但操作过程烦琐，灵敏度低，分析时间

长［７９］。本研究首次建立了快速测定白及葡甘聚糖

的ＬＣＭＳ／ＭＳ方法
［１０］，与其他分析方法相比，该方

法灵敏度高、检测限低、分析时间短，分析一个样品

仅需２ｍｉｎ，能快速而简便地测定白及止血海绵中白

及葡甘聚糖含量。

１　材料和试药

１．１　仪器及药品　Ａｇｉｌｅｎｔ１２００液相色谱Ａｇｉｌｅｎｔ

６４１０型三重四极杆串联质谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ，美国）；Ａｇ

ｉｌｅｎｔ６４１０Ｂ．０１．０３定量处理软件；台式高速冷冻离

心机（Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ，德国）；十万分之一天平（Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ

ＣＰＡ２２５Ｄ，德国）；旋涡振荡混和器 ＷＬ９０１Ｖｏｒｔｅｘ

（海门市其林贝尔仪器制造有限公司）。

１．２　试药　Ｄ甘露糖（批号：２０１３０８０３）购于中国食

品药品检定研究院；白及止血海绵为实验室自制（已

申请专利）；乙腈、醋酸铵和甲酸为色谱纯（Ｍｅｒｃｋ，德

国），三氟乙酸为分析纯（国药集团化学试剂有限公

司），水为纯净水，其余试剂均为分析纯。

２　方法和结果

２．１　色谱分离条件　色谱柱为 ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅ
ＴＭ

Ａｍｉｄｅ（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，３．５μｍ），流动相为乙

腈５ｍｍｏｌ／Ｌ醋酸铵（内含０．１％甲酸水溶液）＝

６０∶４０，流速为０．３ｍＬ／ｍｉｎ，柱温为３５℃。

２．２　质谱分离条件　采用ＥＳＩ离子源，负离子检

测，选择 ＭＲＭ工作方式进行一／二级质谱分析。用

于定量分析的检测离子为：犇甘露糖 ［Ｍ－Ｈ］－ 犿／狕

１７９→犿／狕５９．１（图１），干燥气流速为１０Ｌ／ｍｉｎ，干

燥气温度为３５０℃，雾化气压力为４０ｐｓｉ（１ｐｓｉ＝

６８９４．８Ｐａ），毛细管电压为４０００Ｖ。

２．３　溶液配制　精密称取犇甘露糖５．０２ｍｇ置于

５．０ｍＬ的容量瓶中，用水溶解并定容，作为对照品

储备液。精密称取白及止血海绵１０．０３ｍｇ置５．０

ｍＬ的容量瓶中，加入４ｍＬ的１０ｍｏｌ／Ｌ三氟乙酸，

在１００℃水浴中水解１２ｈ，水解完成后，用水定容，再

用旋转蒸发仪蒸干，用水溶解并定容置５．０ｍＬ，用

０．２２μｍ微孔滤膜过滤，置４℃冰箱保存备用。

图１　犇甘露糖的犈犛犐犕犛质谱图

Ａ：犇甘露糖全扫描质谱图；Ｂ：犇甘露糖产物离子质谱图

２．４　方法学考察　在２．１项下色谱条件下白及峰

形良好，保留时间为１．２ｍｉｎ（图２），样品中其他成分

均不干扰白及的测定。

图２　犇甘露糖的 犕犚犕质谱图

Ａ：空白溶剂；Ｂ：犇甘露糖标准品；Ｃ：白及实测样品

精密吸取对照品储备液，分别配制浓度为５０．０、

１００．０、２００．０、５００．０、１０００．０、２０００．０和５０００．０

ｎｇ／ｍＬ的对照品溶液，以对照品溶液的浓度（犆，ｎｇ／

ｍＬ）为横坐标，峰面积为纵坐标作图，得甘露糖的线
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性回归方程为：犢＝０．００２７犆＋０．２７１，狉＝０．９９９５。

以３倍信噪比（Ｓ／Ｎ）计算，甘露糖的最低检出限为

１０．０４ｎｇ／ｍＬ。

取浓度为５００．０ｎｇ／ｍＬ的对照品溶液连续进样

６次，记录色谱图，其日内精密度相对标准偏差

（ＲＳＤ）为０．４６％ （狀＝６）。取同一样品按２．３项下

方法平行制备６份溶液，连续６ｄ，每天进样１次，进

行 ＬＣＭＳ／ＭＳ 分析，测得 甘 露 糖 日 间 ＲＳＤ 为

０．７１％（狀＝６）。取已知含量的白及止血海绵溶液，

向其加入对照品溶液，每组样品分别添加一定量的

甘露糖对照品溶液，按所建立的方法进行处理和测

定，计算加样回收率为（９８．４±１．０１）％，ＲＳＤ＝

１．０３％。取同一份供试品溶液，分别放置０、２、４、６、８

ｈ后进样，进行稳定性考察。结果表明，在８ｈ内甘

露糖的峰面积无明显变化，ＲＳＤ小于２．０％，说明供

试品溶液在８ｈ内稳定性良好。取三批白及止血海

绵（批号：２０１３０６１８，２０１３０７０５，２０１３０７２５）精密称定，

按２．３项下方法制备供试品溶液，每份样品制备３

份，外标法计算３批白及止血海绵中白及甘聚糖的

含量分别为（１７９．１±４．８）、（１８０．４±３．６）、（１８１．７±

２．１）ｍｇ／ｍＬ。

３　讨　论

３．１　实验方法的选择　对于白及中白及葡甘聚糖

的含量测定方法２０１０版《中国药典》没有记载，目前

多用比色法，但该法不能测定单糖的含量。气相色

谱和液相色谱都需要对样品进行复杂的衍生化后才

能检测。高效液相蒸发光散射法可用于检测无紫

外吸收的化合物，但其受流动相组成的影响，灵敏度

不够高，分析时间长。本研究采用ＬＣＭＳ／ＭＳ法测

定白及止血海绵中白及葡甘聚糖的含量，本法的灵

敏能达到ｎｇ级，分析时间短，且方法简单、准确性

好、重现性好，可为白及和白及止血海绵中白及葡甘

聚糖的定量分析及质量评价提供依据。

３．２　色谱柱的选择　本实验选用不同厂家不同类

型的色谱柱，如 ＡｇｉｌｅｎｔＺｏｒｂａｘＣ１８、ＷａｔｅｒｓＨＩＬＩＣ

和 ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅ
ＴＭ Ａｍｉｄｅ的色谱柱进行比较，最

终选定ＸＢｒｉｄｇｅ
ＴＭ Ａｍｉｄｅ色谱柱，因为它是基于杂

化颗粒基质的酰胺基为填充剂的色谱柱，使用方便，

结果良好，相对于氨基键合相的稳定性更高（柱流失

减少），寿命更长。

３．３　温度和流速的优化　本实验温度对实验结果

影响不大，柱温选择了３５℃。分别考察了流速０．２５、

０．３、０．３５ｍＬ／ｍｉｎ时对实验的影响，发现流速为

０．３ｍＬ／ｍｉｎ时保留时间和峰形效果最好，因此选为

最佳流速。

３．４　质谱条件的优化　本研究采用ＥＳＩ负离子模

式，对所测定的甘露糖电离条件进行优化，［Ｍ－

Ｈ］－峰容易生成有规律的碎片，便于质谱测定，经过

优化电离和裂解条件并提高高能打拿极电压，最终

可以满足甘露糖浓度的测定。
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