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HPLC．ELSD法测定阿卡波糖发酵液中
麦芽糖、葡萄糖和阿卡波糖的含量

孙敏王欣荣
f中医药集团总公司四川抗菌素工业研究所。成都610051)

摘要：目的 建立HPLC．ELSD法测定阿卡波糖发酵液中麦芽糖，葡萄糖和阿卡波糖的含量。方法 采用Inertsil氨基柱

(4．6mmx250mm，5I_tm)，柱温：30"C：乙腈．水(75：25)盖3流动相，流速：I．3mlJmin；ELSD气化室温度95。C；气体流速：3L／min：

气体压力：1．5×10SPa。结果 麦芽糖在8--400lag范围内与峰面积有良好的线性关系(r=O．9991)，葡萄糖在4～200pg范围内与峰

面积有良好的线性关系(，：0．9994)，阿卡波糖在1．6～80I_tg范围内与峰而积有良好的线性关系(，=0．9985)，葡萄糖峰，麦芽糖峰和

阿卡波糖峰完全分离。结论方法可靠，简便，准确，可用于同时检测阿卡波糖发酵液中底物和产物。
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Determination of maltose，glucose and acarbose in acarbose

fermentation broth by HPLC—ELSD

Sun Min and Wang Xin-rong

(China National Pharmaceutical Group Corporation，Sichuan Industrial Institute ofAntibiotics，Chengdu 61005 1)

Abstract To establish an HPLC．ELSD method for the determination of maltose．glucose and acarbose in acarbose

fermentation broth．Method Column：Inertsil NH，(4．6mmx250mm，5Bm)，Column temperature：30℃；Mobile phase：

acetonitrile—water(75：25)，flow rate：1．3mL／min：ELSD temperature of drift tube：95℃：gas flow：3L／min；gas pressure：

1．5×l 05Pa．Results The assay displayed good linearity,the linear range of maltose WaS 8,-400lag(r=0．999 1)，that of

glucose was 4---200p．g(r--O．9994)and that of acarbose was 1．6～80p．g f严旬．9985)．Conclusion The method iS simple

and can be used for determination of maltose．glucose and acarbose in acarbose fermentation broth．

KeV words HPLC；ELSD：Maltose；Glucose；Acarbose；Fermentation broth

阿卡波糖是一个假性pnq聚糖，属于a．葡萄糖苷

酶抑制剂。阿卡波糖在肠道内竞争性抑制葡萄糖苷

水解酶，抑制多糖及双糖分解成葡萄糖，使糖的吸

收相应减缓，因此，具有使饭后血糖降低的作用。

阿卡波糖作用机理清楚、疗效确切、毒副作用低，

主要用于治疗II型糖尿病，但是如果I型糖尿病病

人在用胰岛素治疗的同时加用阿卡波糖，则可以改
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善血糖控制，减少餐后早期高血糖和餐后晚期低血

糖，并可使每天胰岛素需要量减少。目前，阿卡波

糖作为一线药物用于糖尿病的治疗。

阿卡波糖是由游动放线菌发酵产生，麦芽糖和

葡萄糖为阿卡波糖生物合成的前体【l】，在发酵过程

中添加麦芽糖和葡萄糖，能促进阿卡波糖的合成。

麦芽糖和葡萄糖对阿卡波糖的促进作用与糖的添加
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时间，浓度和比例有关，为了提高阿卡波糖的生成

量，必须不断的检测发酵液中的麦芽糖和葡萄糖以

及阿卡波糖的浓度，并根据微生物代谢情况及时调

整前体的补加方案，最大限度促进阿卡波糖生成。

麦芽糖和葡萄糖都是还原糖，无紫外吸收，目

前，在国家标准中，采用碳水化合物分析柱，示差

折光检测器来测定两者的含量【z】。阿卡波糖为一假四

糖，有一双键，目前生产和研究中多采用部颁标准

和欧洲药典收载的高效液相色谱法来测定。该方法

采用紫外检测器来测定其含量，检测波长为210nm。

本文首次采用氨基柱，蒸发光散射检测的HPLC方

法，同时检测麦芽糖，葡萄糖和阿卡波糖的含量，

该方法快速，灵敏，定量重现性好。

1材料和方法

1．1 菌种

游动放线菌Actinoplanes sp．CK2019，四川抗菌
素工业研究所菌种保藏中心保藏。

1．2仪器与试剂

岛津LC．10AT高效液相色谱仪；Alltech 2000蒸

发光散射检测器；葡萄糖和麦芽糖购自成都市科龙

化工试剂厂；阿卡波糖由本所自制：乙腈(HPLC)购

自Fisher公司。

1．3色谱条件

色谱柱为Inertsil氨基柱(250ram×4．6mm，5lam，
GL Sciences Inc．)；流动相为乙腈．水(75：25)：流

速：1．3mL／min；ELSD气化室温度95℃；气体流

速：3L／rain：气体压力：1．5×105Pa；柱温：30"12；

进样量：20laL。

1．4对照品溶液的配制

精密称定麦芽糖1000mg、葡萄糖500mg和阿卡

波糖200rag，混合，加入50％的甲醇配制成每毫升含

麦芽糖20rag，葡萄糖lOmg和阿卡波糖4mg的对照品

储备液。

精密吸取5mL对照品储备液，置于lOmL容量瓶

中，加入50％的甲醇配制成每毫升含麦芽糖lOmg，

葡萄糖5mg和阿卡波糖2mg的对照品溶液。

1．5供试品的制备

发酵液经滤纸过滤后，准确吸取滤液2mL于试

管中，加入75％甲醇4mL，充分摇匀，倒入离心管

中，离，1二,(8000r／min)10min，取上清液经0．45I．tm微孔

滤膜过滤后进行分析。

2结果与分析
2．I 系统适用性实验和标准曲线的绘制

精密吸取供试品溶液按1．3项下色谱条件进行测

定，葡萄糖、麦芽糖峰和阿卡波糖及其他相关物质

的峰的分离度大于1．5。

吸取对照品储备液0．2，0．5，1，2，4，6和

8mL，置入10mL容量瓶中，50％甲醇定容。依次取对

照品储备液及其稀释液注入液相色谱仪，按1．3项下

色谱条件进行测定，记录峰面积，以峰而积的常用对

数为纵坐标，以进样量的常用对数为横坐标，绘制标

准曲线，回归方程分别为葡萄糖y=1．0495x+5．5945，

r=0．9994；麦芽糖尸1．0133x+5．8924，r=0．9991：阿卡

波糖y-：1．0133x+5．6715，r=0．9985。麦芽糖在8---400肛g

范围内，葡萄糖在4～200lag范围内和阿卡波糖在

1．6．--80I．tg范围内与峰面积线形关系良好。

2．2精密度试验

精密吸取对照品溶液20laL，重复进样6次，测得
葡萄糖峰面积对数值的相对标准偏差为0．098％，麦

芽糖峰面积对数值的相对标准偏差为0．141％和阿卡

波糖峰面积对数值的相对标准偏差0．072％，表明该

方法精密度良好。

2．3重复性试验

取同一发酵液样品6份，按1．5项下方法处理样

品，并按1．3项下色谱条件进行测定，测得葡萄糖含

量的相对标准偏差为1．38％，麦芽糖含量的相对标

准偏差为1．82％和阿卡波糖含量的相对标准偏差为

1．95％，表明该方法重复性好。

2．4回收率试验

取发酵液样品，测定其中的葡萄糖、麦芽糖和

阿卡波糖含量，然后加入其含量80％，100％和120％

的葡萄糖、麦芽糖和阿卡波糖，按1．5法处理后按

1．3项下色谱条件测定。结果葡萄糖的平均回收率为

100．54％，相对标准偏差1．95％：麦芽糖的平均回收

率为loo．83％，相对标准偏差2．36％：阿卡波糖的平

均回收率为99．69％，相对标准偏差2．22％，表明该方

法准确可靠。

2．5发酵液测定

分别精密吸取对照品储备溶液5“L，10肛L，

201．tL与供试品溶液(按1．5法处理)20“L，注入液相色

谱仪，按1．3项下色谱条件测定，以葡萄糖，麦芽糖

和阿卡波糖进样量的常用对数与相麻峰面积的常用

对数计算各自的同归方程。并根据网归方程，分别

计算样品中葡萄糖，麦芽糖和阿卡波糖的含量。结

果见图l表l。

3结论与讨论
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图1发酵液的HPLC图

Fig．1 Chromatogram of fermentation broth

表1发酵液测定结果

Tab．1 Contents of fermentation bro山

(1)葡萄糖和麦芽糖无紫外吸收，不能用紫外检

测器检测；阿卡波糖虽然可以用紫外检测器检测，

但因其为末端吸收，检测灵敏度较低。用蒸发光散

射检测器检测，不仅可以同时检测上述三个糖，而

且有足够的灵敏度，并可减少温度和流动相溶剂的

干扰。

(2)采用HPLC．ELSD同时测定了阿卡波糖发酵液

中葡萄糖，麦芽糖和阿卡波糖的含量，该方法精密

度高，重复性好，分离效果佳。葡萄糖，麦芽糖和

阿卡波糖与其他峰的分离良好。该方法简单快速，

能准确的测定阿卡波糖发酵液中底物和产物的含

量，从而为生产过程中的代谢调控提供及时和准确

的指导，以获取最高的发酵单位和节约生产成本。
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