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摘要: 本文结合审评中发现的问题, 对相对分子质量及其分布测定在中药多糖有效部位研究中的重要作用及应关注的问题进

行了分析, 建议采用 HPGPC方法进行测定,并与文献及其他方法进行比较研究,相互印证结果。
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Abstract: The object of th is paper is to em phasize the im portance of re lative m o lecular m ass and m o lecu lar m ass

distribution determ ination o f po lysaccharide in act ive fraction o f traditiona l Ch inese m ed icine on the basis of drug

technical rev iew experiences. Author briefly introduced the m ethods for re lative m olecu lar m ass and m o lecu lar m ass

distribution determ ination, and suggested that theHPGPC m e thod was used for the determ ination. F inally som e con-

siderations in them ethod selection and determ ination cond itions w ere g iven.
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  多糖 ( po lysaccharides)分布广泛, 在高等植物、

细菌、真菌、藻类及动物体内含量丰富。随着人们对

多糖生物学功能认识的深入,各种天然产物提取的

生物活性多糖的研究再次成为人们关注的焦点,目

前已有 300多种多糖类化合物从天然产物中被分离

提取出来,其中从中药中提取的水溶性多糖较多,且

生物活性各不相同。多糖的药理活性与其相对分子

质量 (MW )及其分布密切相关
112

, 中国药典已将相

对分子质量及其分布列入多糖药物的质量标准。但

现阶段有关多糖的中药新药申报资料中对相对分子

质量分布的研究资料较少, 没有对此项工作在多糖

研究中的重要作用引起重视,即使是进行了申报也

仅仅按药典方法 (H PGPC )测定一个相对分子质量

范围, 而没有对测定方法、色谱柱、对照品的选择等

进行研究,没有针对有效性及临床研究结果说明确

定的相对分子质量分布范围为临床有效范围等等。

下面结合审评中存在的问题及研究状况讨论如下。

1 相对分子质量及其分布在中药多糖有效部位研

究中的重要作用

1. 1 中药多糖研究中相对分子质量研究的复杂性

目前, 对多糖研究的层次与水平还远远落后于

蛋白质和核酸,主要反映在其结构与功能的关系上。

这主要是由多糖结构的复杂性所决定的,仅一级结

构的确定就必须解决相对分子质量、单糖的摩尔比

与糖基组成、构型、连结次序等问题, 使其检测难度

增大
[ 2]
。

多糖相对分子质量的测定是研究多糖性质的一

项重要的工作。多糖的性质往往与相对分子质量大

小有关。例如,多糖溶液的粘度不但随浓度的增大

而升高,而且与相对分子质量大小有关。一般来说,

相对分子质量增大,粘度增高。在生物学研究中,发

现某些多糖由于相对分子质量大小方面的差异, 所
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产生的某些效应也有一定差异。有文献报道多糖的

抑瘤活性与其相对分子质量有一定关系。相对分子

质量越大,则分子体积越大,不利于多糖跨越多重细

胞膜障碍进入生物体内发挥生物活性。如云芝菌丝

体提取物抑瘤活性与相对分子质量大小有关, 一般

活性较强的多糖成分,相对分子质量在 5 @ 10
3

~ 3

@ 10
5
之间。从细菌中分离的某种果聚多糖, 相对

分子质量达到 211 @ 10
5
时,抑瘤活性最强。由此可

见不同的多糖产生生物学活性有其最佳相对分子质

量范围
[ 3]
。

多糖的相对分子质量只代表相似链长的平均配

布,因此,测定多糖相对分子质量是一个非常复杂的

问题。多糖相对分子质量的测定没有一个绝对准确

的方法,不同方法往往会得出不同的相对分子质量,

且所测得相对分子质量只代表相似链长的平均配布

而不是确切的相对分子质量
[ 4]
。因此多糖研究中

相对分子质量分布的研究有其必要性和复杂性。

112 相对分子质量分布在中药多糖研究中的重要

性

现阶段申报的多糖制品多为未经分离、精制、筛

选等优化工艺而制成的粗多糖制剂, 不利于发挥多

糖的最佳功效。粗多糖组成成分复杂, 除主要含有

多糖的不同组分外,还含有蛋白质、生物碱及其他水

溶性成分等,有些多糖与色素、蛋白质结合, 影响多

糖的构象变化, 相应多糖的活性会受一定的影响。

此外, 不同来源的多糖作用不一,配伍后同样存在协

同作用。所以,多糖的不同提取纯化工艺影响着多

糖的构成基础,从而对多糖的活性有一定程度的影

响。姜素琴
152
等研究证明不同批号的云芝多糖其

相对分子质量及其分布有明显的差异, 因此控制其

相对分子质量显得非常必要。

文献报道有近 300种中药中均含有多糖,有的

已进行了相关的结构确证、药理活性等较深入的研

究,结果表明不同植物中多糖活性各不相同,单糖组

成及比例和空间构象各不相同,相对分子质量分布

也不尽相同,因此,将相对分子质量分布测定作为工

艺研究中重要指标之一,并结合药效筛选,以找到真

正有效的相对分子质量段的活性多糖并加以控制是

必要的一个手段。杨晓彤
162
等比较了不同提取方

法提取云芝多糖,虽然多糖总含量没有显著差异,但

单糖组成及构型不同,其相对分子质量分布不同,抑

瘤活性亦不同,通过研究找出了最佳活性相对分子

质量范围。

2 相对分子质量及其分布测定方法研究现状
多糖的相对分子质量测定方法常有渗透压法,

蒸汽压渗透计法,端基法,粘度法,光散射法,超过滤

法, 沉淀法,凝胶电泳法,凝胶色谱法,超离心分析法

等。这些方法各有局限性,有的方法误差大,现已不

经常使用。骆传环
[ 7 ]
采用蒸汽压渗透计法 ( VPO )

和超离心扫描法 (UCS)对柴胡多糖进行数均相对分

子质量 (MN )和重均相对分子质量 (MW )测定, 并计

算其分散度 D。结果: 蒸汽压法测得柴胡多糖的 M n

为 8033, 超离心法测得 MW 为 8990。MN 除以 MW

得到的分散度 D为 0189,尚接近于 1,说明该多糖相

对分子质量分布范围较窄, 因此计算出的平均相对

分子质量数据应有意义。蒸汽压法的数据取决于高

分子物质自身的相对分子质量分布以及和标准品相

对分子质量数值之间的差距。本实验因样品纯度较

高, 有明确的相对分子质量范围, 故测出数据较为可

靠。超离心法是精确度较高的测定方法,且不必使

用标准品,但是仪器昂贵,操作复杂,花费时间长,不

易普及推广。两法比较,蒸汽压法具有操作简便、成

本低的优点,在样品相对分子质量分布较窄、有标准

品的条件下,宜采用蒸汽压法。

近年来已有人将凝胶渗透色谱法 ( GPC )、高效

凝胶渗透色谱法 (H PGPC )、小角激光散射法等用于

多糖相对分子质量的测定。在实际应用中凝胶渗透

色谱法 ( GPC)可和小角度激光散射仪 ( LALLS)联

机、高效凝胶渗透色谱法 (H PGPC)与多角激光光散

射仪联机,不需用对照品作对照即可测定,是目前测

定多糖相对分子质量及分布较理想的方法之

一
[ 8~ 14]

。

多糖相对分子质量的测定没有一个绝对准确的

方法,不同方法往往会得出不同的相对分子质量。

因此中国药典 2005年版二部附录对多糖相对分子

质量的测定方法做出了统一规定
[ 15]

, 即采用 H PG-

PC方法。尽管由于标准多糖和样品多糖结构上的

差异,凝胶柱对多糖可能产生的吸附作用,多糖在柱

上的扩散、浓度、粘度和测试温度的影响都可能引起

误差,但采用 H PGPC能同时测定相对分子质量和相

对分子质量分布, H PGPC还具有操作简单、快速、灵

敏、重复性好和样品用量少等特点。

多糖相对分子质量分布 H PGPC法测定,结果用

M N (数均相对分子质量 )、M R (重均相对分子质量 ),

M P (峰值相对分子质量 )以及分散度 D (M N /M R )来

综合评价多糖的相对分子质量, 更加全面而准确地

反应了多糖作为一个多聚物所具有的性质。用凝胶
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色谱图表征多糖相对分子质量分布较为直观, 若在

图上出现附加的小峰,则说明样品中含有杂质等,可

以更广泛的应用到多糖研究中。

3 采用 HPGPC法测定时应关注的问题

3. 1 标准品选择对多糖相对分子质量测定的影响

为了考察选择不同结构类型标准品对相对分子

质量测定结果的影响,吕志华
1162
等分别采用葡聚糖

和低分子肝素作标准品, 测定了海洋硫酸多糖

( CCS)的相对分子质量及其分布, 并对测定结果进

行了比较。研究表明以不同标准品来测定海洋硫酸

多糖的相对分子质量及分布宽度时, 结果差异很大。

这是由于 CCS为低分子海洋硫酸多糖,其分子本身

带有电荷,在结构上与肝素极其类似,而葡聚糖为电

中性物质,结构上与 CCS相差较大, 为了给出真实

的相对分子质量,应选择与被测样品相同的标准品

或结构相似或性质相近的标准品为好, 否则误差较

大。

HPGPC法测定聚合物相对分子质量时, 色谱柱

的淋出体积真正反映的是试样的流体力学体积,因

而只能用于测定与标准品相同的试样, 不同类型的

高分子当相对分子质量相同时它们的流体力学体积

并不相同。因此在采用 HPGPC法测定多糖相对分

子质量分布时,应首先通过研究搞清所要测定的多

糖的结构类型,再选择与其结构性质相同的标准品

进行测定,否则, 当使用不恰当标准品时测定结果有

较大差异。在采用不同质标准品时, 其测定结果只

具有相对意义而不能代表样品的真实结果。

312 色谱柱的选择
选择适合不同相对分子质量范围的色谱柱,多

糖的淋出体积不同, 因此测得的相对分子质量也不

同。袁振林
[ 17]
等在研究枸杞多糖的相对分子质量

分布时,比较了不同相对分子质量范围的色谱柱对

测定结果的影响。如枸杞多糖的测定, 选择相对分

子质量范围 10 ~ 100000万的色谱柱测定结果为

7000左右, 选择 10~ 30000万的柱子, 测定结果为

21500左右, 同样样品在 LC - M S上测定结果为

22700左右, 国内文献报道为大于 20000。结果表

明:应结合文献报道及其他方法测定结果相互证明

来选择确定色谱柱类型。戴敬等
[ 18]
在测定四维灵

芝液中多糖组分的相对分子质量分布时比较不同规

格色谱柱子对其中两多糖组分的保留作用, 结果发

现将两型号柱子串联使用,虽分离效果好,但柱压太

高、分析时间长,不宜采用。同时考察了流动相、流

速、进样量对测定分离效果的影响。因此,在选择色

谱柱时应综合考虑相对分子质量范围、保留率等的

影响。

313 相对分子质量分布范围的确定
由于相对分子质量的分布范围与有效性关系密

切, 因此, 相对分子质量范围的确定应通过药效筛选

及临床试验有效性进行确定。袁振林
[ 17]
等研究表

明, 不同相对分子质量分布的枸杞多糖在临床上观

察发现,只有相对分子质量在 20000左右的枸杞多

糖对 S- 180肿瘤和 Lew is肺癌有较好的疗效,因此

确定在生产中只有提取在 20000范围的多糖才具有

一定的临床效果,并以此作为制定提取工艺的依据。

4 讨论

411 不同的多糖产生生物学活性有其最佳相对分
子质量范围。因此多糖研究中对相对分子质量及其

分布的研究是非常重要和必要的。

412 多糖的相对分子质量测定方法,应结合不同品

种的特点,选择合适的方法进行测定 。

413 应采用不同测定方法进行相互验证或与文献
进行对照,以说明所用方法测得的相对分子质量是

否接近真实值 。

414 H PGPC能同时测定相对分子质量和相对分子

质量分布,并具有操作简单、快速、灵敏、重复性好和

样品用量少等特点,因此可作为多糖相对分子质量

和分布的首选方法。

415 采用 H PGPC法测定多糖相对分子质量分布时

应首先通过研究搞清所要测定的多糖的结构类型,

再选择与其结构性质相同的标准品进行测定。

416 采用 H PGPC法测定多糖相对分子质量分布时

还应综合考虑相对分子质量范围、保留率等选择适

宜相对分子质量范围的色谱柱、适宜的检测器进行

测定,同时应考察流动相、流速、进样量等对测定分

离效果的影响。

417 由于相对分子质量的分布范围直接与有效性
关系密切,因此,相对分子质量范围的确定应通过药

效筛选及临床试验有效性进行确定。并可以此作为

提取工艺筛选的依据。
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