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示差折光高效液相色谱法测定复方

胃蛋白酶颗粒中的糖

颜 军 1 ,2，谢贞建 1，何 钢 2，邬晓勇 2，郭晓强 1，苟小军 1 ,2 ,*
(1.成都大学药食同源植物资源开发重点实验室，四川 成都      610106；2.成都大学中药化学实验室，四川 成都      610106)

摘   要：建立用示差折光高效液相色谱法测定复方胃蛋白酶颗粒中葡萄糖、蔗糖、麦芽糖含量的方法。选用色谱

柱为 Sugar-D，流动相为乙腈 -水(78:22，V/V)，流速为 1.0mL/min，在室温条件下进样分析。结果表明：在该条

件下，葡萄糖、蔗糖、麦芽糖能够较好分离，在 0 . 50～10 .00mg/mL 范围内线性关系良好；葡萄糖回收率为

94.3%～103.7%，蔗糖回收率为 101.4%～105.1%；经不确定度评价，合成不确定度为 1.92%，扩展不确定度为

4 . 1 %。该方法简单、准确、稳定、可靠，可用于复方胃蛋白酶颗粒中葡萄糖、蔗糖的含量测定。
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Abstract ：A high performance liquid chromatography with refractive index detection (HPLC-RI) method was established for

the simultaneous quantification of glucose, sucrose and maltose. The chromatographic separation was achieved on a Sugar-D

column using a mixture of acetonitrile and water (V/V＝ 78:22) as mobile phase at a flow rate of 1.0 mL/min. Under these

conditions, glucose, sucrose and maltose could be well separated. A good linear relationship for each analyte was observed over

the concentration range of 0.50－10.00 mg/mL. The spike recoveries of glucose and sucrose were 94.3%－103.7% and 101.4%－

105.1% respectively. The results of uncertainty evaluation indicated that the combined standard uncertainty was 1.92% and the

expanded uncertainty was 4.1%. The method was simple, accurate, stable, reproducible, and suitable for the practical determi-

nation of glucose, sucrose and maltose in compound saccharated pepsin granules.
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糖是人体必需的营养要素，吃少量的糖对人体有

益。但每个人的糖耐量有差异，进食过多的糖对身体

不利。糖作为药剂的矫味剂，可以掩盖苦味，深受患

者欢迎。因此，葡萄糖、蔗糖、麦芽糖等在一些生

化制品、药剂中广泛应用[1]。这些糖的存在还可以起到

稳定剂的作用。如今，还没有检测生化制品中葡萄糖、

蔗糖、麦芽糖含量的国家标准方法。所以，建立一种

检测生化制品中糖含量的测定方法十分必要。

糖含量测定常用的方法有比色法[2 -3 ]、高效液相色

谱 -蒸发光散射法(high performance liquid chromatogra-

phy-evaporative light scattering detector，HPLC-ELSD)[4-5]、

高效液相色谱 -示差折光检测法(HPLC-refractive index，

HPLC-RI)[6-8]等。比色法是一种还原糖的测定方法，常

采用费林试剂。所有单糖和大多数二糖是还原糖，但

蔗糖除外。而蔗糖在生化制品中添加较为普遍，所以

采用比色法有局限性[ 9 ]。因此，根据糖的性质，采用

分离分析的液相色谱法能弥补比色法的不足[10]。ELSD 最

大的优点在于能检测不含发色团的化合物，如碳水化合
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物、脂类、氨基酸、脂肪酸和聚合物等[ 1 1 - 1 5 ]，还具有

对温度变化不敏感、检测灵敏度高、基线稳定、适合

梯度洗脱等特点。但在糖的分析上，常采用的是氨基

柱。在有水的流动相中，氨基要流失。所以在 E LS D

的色谱图中，常有较大的针状的噪声产生，且影响目

标物质的出峰。另外，检测器的条件需要优化，操作

相对繁琐。示差折光检测器也是通用型检测器[16-17]。虽

然检测灵敏度相对较低，但氨基的流失不影响仪器的噪

声和目标物质，且操作相对简单。本实验采用高效液

相色谱 -示差折光检测法，建立一种同步检测胃蛋白酶

制剂中葡萄糖、蔗糖、麦芽糖含量的分析方法，方法

准确、简便、快速，具有较强的实用性。

1 材料与方法

1.1 材料与仪器

葡萄糖、蔗糖、麦芽糖    国药集团化学试剂有限

公司；复方胃蛋白酶颗粒 1#     重庆申高生化制药有限公

司；复方胃蛋白酶颗粒 2#     四川菲德力制药有限公司；

乙腈(色谱纯)     四川航嘉生物医药科技有限责任公司。

L-2000高效液相色谱仪、L-2490示差折光检测器

日本Hitachi公司；T15RT台式高速离心机     上海天美

生化仪器设备工程有限公司；KQ3200超声波清洗器     昆

山市超声仪器有限公司；分析天平     北京赛多利斯天平

有限公司。

1.2 方法

1.2.1 标准储备液的配制

分别精确称取 5g(精确至 0.0001g)经 95℃± 2℃干燥

2h的葡萄糖、蔗糖、麦芽糖标准品，加适量 60%乙腈溶

液溶解，转移到 100mL容量瓶中，用 60%乙腈溶液定

容至刻度，摇匀，备用。

1.2.2 混合标准品溶液的配制

分别取等量 1.2.1节中配制好的葡萄糖、蔗糖、麦

芽糖标准储备液于容量瓶中，60 % 乙腈溶液定容至刻

度，0.45μm微孔膜过滤，备用。

1.2.3 供试品溶液的制备

精确称量研磨成粉末的混匀试样 0 . 5 g，精确至

0 . 00 01 g。加去离子水 10 mL 溶解后于沸水浴中加热

10min。冷却后，离心(10000r/min，10min)，上清液转

移至 50mL容量瓶中，60%乙腈溶液定容至刻度，摇匀，

用 0 .45μm 滤膜过滤，供液相色谱测定。

1.2.4 色谱条件

色谱柱：Sugar D(4.6mm× 250mm，5μm)；流动

相：乙睛 -水(78:22，V/V)；流速：1.0mL/min；柱温：

3 0℃；检测器池温度：3 5℃；进样量：2 0μL。

2 结果与分析

2.1 色谱分析条件

本实验比较了Alltima Amino柱、岛津 -GL Inertsil

NH2柱和 Sugar-D色谱柱，最后发现 Sugar-D色谱柱的

分离效力好。氨基柱分离糖的液相色谱分析中，一般

都采用乙腈溶液为流动相。对乙腈溶液的体积分数为

76%、78%、80%的流动相进行考察，结果表明乙腈

溶液的体积分数为 78% 时，分离效果最好(图 1)。从

图 1 可见，3 种糖峰形良好，各糖峰分离完全(分离度

大于 1.5 )。

2.2 方法特性考察

2.2.1 线性关系

分别精确移取 50.00mg/mL葡萄糖、蔗糖、麦芽

糖标准溶液 0.50、1.00、2.50、5.00、7.50、10.00mL

于 50mL容量瓶中用，60%乙腈溶液定容。配成 0.50、

1.00、2.50、5.00、7.50、10.00mg/mL的 3种糖的混合

溶液。以样品质量浓度为横坐标、峰面积为纵坐标绘

制标准曲线，结果见表 1。

糖 线性方程 相关系数 r
线性范围 /

(mg/mL)

葡萄糖 y＝1694663.9942x＋33146.1923 0.9997 0.50～10.00

蔗糖 y＝1337306.0081x＋98402.1307 0.9998 0.50～10.00

麦芽糖 y＝1136126.4602x＋20964.9675 0.9995 0.50～10.00

表 1  葡萄糖、蔗糖、麦芽糖的线性方程

Table 1   Linear regression equations with linear ranges of glucose,

sucrose and maltose

由表 1 可知，葡萄糖、蔗糖、麦芽糖在 0 . 5 0～

10.00mg/mL的范围内，线性关系良好。

2.2.2 精密度

取混合标准品溶液，连续进样分析 6 次。分别测

图 1 混合标准溶液色谱图

Fig.1   HPLC chromatogram of mixed glucose, sucrose and maltose
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得峰面积，计算各组分峰面积的相对标准偏差。葡萄

糖、蔗糖、麦芽糖各组分峰面积的相对标准偏差分别

为 0.75%、1.28%、1.29%。

2.2.3 重复性

取同一批样品，按 1.2.3节的供试品溶液制备方法

平行制备供试液 6 份，进样分析。结果葡萄糖、蔗糖

含量的相对标准偏差分别为 1.31%、1.27%，表明重复

性良好。

2.2.4 稳定性

取供试品溶液，于 0、2、4、6、8、2 4 h 各进

样一次，记录峰面积，计算相对标准偏差，考察样品

的稳定性。结果表明，各样品峰的保留时间基本一

致，各时间点葡萄糖、蔗糖峰面积的相对标准偏差分

别为 0 .92%、0 .75 %。因此，样品在 24h 内稳定。

2.2.5 加样回收率

经检测，复方胃蛋白酶样品中添加的辅料为葡萄

糖、蔗糖。按标样与样品中糖含量的比为 0.8:1、1:1、

1.2:1的比例加入葡萄糖、蔗糖标准品，并计算加样回

收率。结果表明，葡萄糖回收率在 94.3%～103.7%之

间，蔗糖回收率在 101.4%～105.1%之间。

2.2.6 方法扩展不确定度评定

根据 JJF 1135— 2005《化学分析测量不确定度评

定》[ 1 8 ]对本方法进行不确定度评定。结果表明，在

引起复方胃蛋白酶颗粒中糖含量测定的不确定度中，

测量误差和重复性所带来的不确定度所占比例分别为

40.32%、24.48%。其合成不确定度为 1.92%，扩展不

确定度为 4.1%。

2.3 样品含量测定

采用本方法对复方胃蛋白酶颗粒中葡萄糖、蔗糖、

麦芽糖含量进行测定，结果见表 2。

复方胃蛋白酶颗粒号 葡萄糖/(mg/g) 蔗糖/(mg/g) 麦芽糖/(mg/g)

1# 未检出 971.8 未检出

2# 365.0 618.6 未检出

表 2 样品糖含量测定结果

Table 2   Analysis results of fructose, glucose, sucrose and maltose in

compound saccharated pepsin granule samples

3 结论与讨论

3.1 经方法特性考察，所建立的方法稳定性、重现性

良好。可用于对胃蛋白酶中葡萄糖、蔗糖、麦芽糖含

量测定。

3.2 供试品制备中，采用沸水浴中加热 10min，主要

是为了沉淀蛋白。在糖的分析中，效果较好。各糖峰

分离较好，没有蛋白等杂质干扰。

3.3 经不确定度的计算，测量误差和重复性所带来的

不确定度所占比例分别为 40.32%、24.48%。由于示差

折光检测器对温度变化很敏感，所以仪器本身的不稳定

性以及环境温度的变化是造成不确定度的主要因素。因

此，应尽量控制环境温度保持恒定。
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