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高效阴离子交换色谱 – 脉冲安培法

测定生态养护抑菌凝胶中的褐藻寡糖
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摘要　建立高效阴离子交换色谱 – 脉冲安培检测法测定生态养护抑菌凝胶中褐藻寡糖含量的方法。采用阴离子

交换柱 CarboPac PA10（250 mm×2 mm，3.5 μm），以氢氧化钠、乙酸钠和水为洗脱液进行梯度洗脱，柱温为 35℃，流

量为 0.8 mL／min。α-L- 古罗糖醛酸单糖（PG）和 β-D- 甘露糖醛酸单糖（PM）的质量浓度分别在 0.25～9.0 μg／mL

和 0.18～8.4 μg／mL 范围内与色谱峰面积线性关系良好，线性相关系数分别为 0.999 7 和 0.999 8，检出限分别为 0.06， 

0.03μg／mL，定量限分别为 0.20，0.10μg／mL。测定结果的相对标准偏差分别为 1.11%，1.25% （n=6），加标回收率

分别为 101.03% 和 95.22%。该方法简便易行，灵敏度高，重现性好，适用于生态养护抑菌凝胶中褐藻寡糖的分析。
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Abstract　The method for the determination of AOS in ecological conservation serum gel was established by high 

performance anion exchange chromatography with pulsed ampere detection (HPAE–PAD). The analysis was performed 
on a CarboPac PA10 column (250 mm×2 mm， 3.5 μm). With the gradient elution using NaOH, NaAc and H2O as the 
mobile phase. The column temperature was 35 ℃ , and the flow rate was 0.8 mL／min. The mass concentration of α-L-
guluronic acid monosaccharide (PG) and β-D-mannuronic acid monosaccharide (PM) had a good linear relationship with 
peak area in the range of 0.25–9.0 μg／mL and 0.18–8.4 μg／mL, respectively. The linear correlation coefficient was 
0.999 7 and 0.999 8, the detection limit was 0.06， 0.03 μg／mL, the quantitative limit was 0.20, 0.10 μg／mL. The 

relative standard deriation of detection results of PG and PM was 1.11% and 1.25% (n=6), the recovery rate was 101.03% 
and 95.22%, respectively. The method was simple, sensitive and reproducible which is suitable for the analysis of alginate 
oligosaccharides in the ecological curing gel.
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生态养护抑菌凝胶是由褐藻寡糖、苦参碱、蛇

床子提取物、百部提取物、胶原蛋白等制成，具有深

度修复受损肌底，激发自体细胞免疫调节能力，平

衡阴道 pH 微环境和抑菌等作用。其中，褐藻寡糖

（Alginate oligosaccharides，AOS）是由 α-L- 古罗糖

醛酸单糖（PG）和 β-D- 甘露糖醛酸单糖（PM）两

种差向异构单体聚合而成的一种多糖，具有类内源

性诱导子活性，免疫调节，促进氧化应激，清除自

由基，抗氧化，神经保护，抗病毒和抗菌等多种功 
效［1–6］，在凝胶中起主要作用。因此建立一种合适的

褐藻寡糖含量测定方法，有利于保证产品质量。

目前，对寡糖的定量方法有酶法和色谱法［7］。
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酶法灵敏，特异性高，但易受到样品中污染物干扰的

限制，而且酶的来源和纯化也较困难，因此色谱法是

现在检测糖的主要方法，包括气相色谱（GC）法、高

效液相色谱（HPLC）法、高效毛细管电泳（HPCE）
法等［8–11］。然而色谱法对糖的差向异构体的分析存

在一定缺陷：GC 法样品衍生化反应烦琐，易引起样

品损失，并产生衍生物的异构体，对分析产生干扰；

HPLC 法有柱前衍生法和示差检测法两种方式，前

者与 GC 法相同，样品处理繁琐，后者检测器灵敏度

低；HPCE 法分离糖的种类有限。

糖类化合物在碱性条件下可分离为阴离子形

态，不同糖的酸度系数（pKa）不同，与交换柱的

疏水作用存在不同。同时，不同糖的羟基在金属

电极表面发生氧化反应而产生的电流强度也有差

异。高效阴离子交换色谱 – 脉冲安培检测法（High 
performance anion exchange chromatography with 
pulsed ampere detection，HPAE–PAD）在寡糖含量

测定方面的应用越来越广，利用该法可测定蓝藻细

胞培养液中的蔗糖和甘油葡糖苷，巴戟天中 6 种寡

糖类成分含量，阿拉伯木聚糖单糖组成进行分析 
等［12–16］。目前，未见将 HPAE–PAD 应用于褐藻寡

糖检测的报道［17–18］。笔者采用 HPAE–PAD 测定艺

雅美生态养护抑菌凝胶中褐藻寡糖的含量，并对方

法进行验证，从而为产品质量控制提供依据。

1　实验部分

1.1　主要仪器与试剂

离子色谱仪：Dionex BioLC ICS–3000 型，配备

ED3000 型电化学检测器、AS50 型自动进样器、带

有真空脱气单元的 GS50 型四元梯度泵、AS50 型色

谱柱箱，美国戴安公司；

电子分析天平：MS105DU 型，感量为 0.01 mg，
瑞士梅特勒 – 托利多仪器有限公司；

水相微孔滤膜：0.22 μm，天津富集科技公司；

超声波清洗仪：KQ–500D E 型，昆山市超声仪

器有限公司；

送风定温恒温箱：DKN612C 型，日本雅玛拓公司；

数显恒温水浴锅：HHS 型，上海沪西分析仪器

厂有限公司；

漩涡混合器：WH–966 型，江苏华美生化仪器厂；

α-L- 古罗糖醛酸单糖对照品（PG）：纯度不小

于 98%，批号 88127006，法国伊奥雷戈公司；

β-D- 甘露糖醛酸单糖对照品（PM）：纯度不小

于 98%，批号 86186005，法国伊奥雷戈公司；

艺 雅 美 生 态 养 护 抑 菌 凝 胶：批 号 分 别 为

171201，171202，171203，西安祝康康健康管理咨询

有限公司（委托陕西善美生物药业有限公司生产）；

无水乙酸钠（NaAc）：优级纯，适用于离子色谱，

美国弗洛卡公司；

氢氧化钠（NaOH）溶液：质量分数为 50%，适

用于离子色谱，美国弗洛卡公司；

实验用水：电阻率不低于 18.2 MΩ · cm，自制。

1.2　仪器工作条件

色 谱 柱：CarboPac PA10 分 析 柱（250 mm×2 
mm，3.5 μm，美国戴安公司）；CarboPac A10 保护

柱（50 mm×2 mm，3.5 μm，美国戴安公司）；洗脱

液：A 为超纯水，B 为 0.2 mol／L NaOH 溶液，C 为

0.05 mol／L NaAc 溶液，梯度洗脱程序见表 1 ；流量：

0.8 mL／min ；柱温：35 ℃；进样体积：10 μL ；检测

方式：采用脉冲安培检测，检测池温度：30 ℃；工作

电极：Au ；复合参比电极：pH–Ag／AgCl ；四电位

分析模式，电位波形见表 2。
表 1　梯度洗脱程序

时间／min A／% B／% C／%
0～5 75 25 0

5.1～15 0 100 0
15.1～20 0 90 10
20.1～25 5 90 5
25.1～30 75 25 0

表 2　检测电位波形

时间／s 电位分类 电位／V 积分点

0.00 0.10
0.20 E1 0.10 开始

0.40 0.10 结束

0.41 E2 –2.00
0.42 –2.00
0.43 E3 0.60
0.44 E4 –0.10
0.50 –0.10

1.3　对照品溶液的配制

标准溶液：精确称取 PG，PM 各 10 mg，分别置

于 100 mL 容量瓶中加水溶解并稀释至标线，精密

量取上述溶液各 1 mL，分别置于 10 mL 容量瓶中，

加水稀释至标线。

混合标准溶液：精确称取 PG，PM 各 10 mg，置
于一只 100 mL 容量瓶中加水溶解并稀释至标线，

精密量取上述溶液 1 mL，置于一只 10 mL 容量瓶

中，加水稀释至标线，即得。

1.4　供试品溶液的配制

精确称取样品 100 mg，置于 100 mL 容量瓶中，

加入 10 mL 0.1 mol／L 的盐酸溶液，超声溶解 60 
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min，沸水浴 120 min，用 0.2 mol／L NaOH 溶液中和

至 pH 7，加水稀释至标线，静置，过滤。取续滤液 1 
mL 用水稀释至 10 mL，经 0.22 μm 水相微孔滤膜

过滤，即得。

1.5 　阴性对照溶液的配制

精确称取苦参碱、蛇床子提取物、百部提取物、

胶原蛋白和辅料制成阴性对照物 100 mg，置于 100 
mL 容量瓶中，加入水溶解，超声 60 min，稀释至标

线，摇匀，静置，取上清液过滤。取续滤液 1 mL 稀

释至 10 mL，经 0.22 μm 水相微孔滤膜过滤，即得。

1.6　洗脱液的配制

0.2 mol／L NaOH 溶液：取 50% NaOH 溶液 10.4 
mL，置于装有约 800 mL 脱气水的 1 L 塑料瓶中，用

水稀释至 1 L 并定容，轻轻搅动此溶液 10~15 s 混合

均匀，立即通氮气（41.3~55.1 kPa）保护。使用 50% 
NaOH 溶液作为 NaOH 溶液的来源，以防止洗脱液

被碳酸盐污染而产生较多的背景噪音和倒峰。

0.05 mol／L NaAc 溶 液：称 取 0.410 g 无 水

NaAc，用水溶解，经 0.22 μm 水相微孔滤膜过滤后

转移至 100 mL 容量瓶中，用水定容，轻轻旋动瓶子

使溶液混合均匀，立即通氮气（41.3~55.1 kPa）保护。

为获得最佳结果，配制 NaOH 和 NaAc 溶液

的去离子水要脱气且具有高电阻率（不低于 18.2 
MΩ · cm）。

2　结果与讨论

2.1　实验条件的选择

2.1.1　洗脱液

PM 和 PG 属于差向异构体，酸度系数（pKa）相

近，会形成共洗脱，给分离增加难度。为了提高洗脱

效果，在不同时间段以不同浓度的 NaOH 溶液、NaAc
溶液和超纯水组成的三元洗脱液进行梯度洗脱。

（1）溶液浓度。在强碱环境中，差向异构体易

发生糖分子降解和差向异构化反应，综合考虑分离

度和保留时间等因素，确定 NaOH 溶液浓度为 0.20 
mol／L，结果见表 3。

表 3　NaOH 溶液浓度对分离效果的影响

NaOH 浓度／
(mol · L–1)

PG PM
保留时间／

min 拖尾因子 塔板数
保留时间／

min 拖尾因子 塔板数

0 32.13 1.12 4 846 35.52 1.27 1 546
0.10 27.67 1.18 5 472 29.82 1.18 4 528
0.15 19.20 1.06 6 733 21.55 1.10 3 840
0.20 17.14 1.01 7 641 19.37 1.04 3 890
0.25 12.51 1.27 5 546 14.73 1.28 2 891

（2）NaAc 溶液浓度。洗脱与固定相亲和力强

的糖（如寡糖、多糖等）时，需要在淋洗液中加入比

较强的淋洗离子，无电化学活性的 NaAc 常被加入

以实现较好的分离效果。加入不同浓度的 NaAc （0，
0.02，0.05，0.08，0.10 mol／L），糖的保留时间、峰形

（拖尾因子）和柱效（塔板数）等参数见表 4。随着

NaAc 浓度的增加，PG 和 PM 的保留时间逐渐缩短，

浓度为 0.05 mol／L 时柱效最高，故 NaAc 浓度选择

为 0.05 mol／L。
表 4　NaAc 溶液浓度对分离效果的影响

NaAc 浓度／
(mol · L–1)

PG PM
保留时间／

min 拖尾因子 塔板数
保留时间／

min 拖尾因子 塔板数

0 17.14 1.01 7 641 19.37 1.04 3 890
0.02 12.71 1.04 15 412 15.82 0.98 34 108
0.05 12.13 1.01 18 641 15.55 1.02 43 220
0.08 11.84 1.02 14 238 15.26 1.06 12 665
0.10 11.51 1.04 11 996 14.77 1.18 10 088

2.1.2　超声时间

分别考察了 10，15，20，25，30 min 的提取效果。

结果表明，在 10～20 min 内随着超声时间的增加，

峰面积逐渐增加，25 min 后峰面积不再增加或稍有

降低，故提取时间选择 20 min。
2.1.3　水解时间

考察 30，60，90 min 时的水解效果，90 min 时糖

的浓度下降，说明高温会导致糖的分解或转化，故水

解时间选择为 60 min。
2.1.4　流量

考察了不同流量（0.4，0.6，0.8，1.0，1.2 mL／min）
时混合标准溶液的分离效果。低流量时（小于 0.6 
mL／min），分离度好，保留时间延长；高流量时（大

于 1.0 mL／min），保留时间缩短，系统压力升高，分

离度降低。为了尽可能缩短分析时间同时又能达到

良好的分离度，并且出于保护色谱柱及仪器系统的

目的，选择流量为 0.8 mL／min。
2.1.5　柱温

在阴离子交换色谱中，糖的保留是一个放热过

程（随温度升高，保留减弱），由于离子型样品对温度

变化很敏感，在实验中应保持柱温恒定。分别考察

了 25，30，35，40，45℃条件下糖的分离情况，柱温低

于 30℃时，峰宽变大，柱温高于 40℃时，分离较差。

选定柱温为 35℃，峰形较好，可保持较高柱效及分

离度。

2.1.6　检测波形

为了保持仪器的长期稳定性，采用四电位波

形，并且就影响较大的电位进行了考察。当 E1 大
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于 0.10 V 时，干扰峰增多，背景电流及噪音也增加，

E1 为 0.10 V 时，具有最大的信噪比。为了消除对

金电极的污染，清洗电位 E2 选择 –2.0 V。最终确

定检测电位为 0.10 V，清洗电位 E2 为 –2.0 V，氧化

电位 E3 为 0.60 V，还原电位 E4 为 –0.10 V，检测波

形详见表 2。
2.2　专属性试验

精确量取混合标准溶液、供试品溶液、阴性对

照溶液各 10 μL，按 1.2 仪器工作条件进行测定，色

谱图见图 1。从图 1 可以看出，在该色谱条件下，样

品中其它色谱峰对 PG，PM 均无干扰。

0 10 20
t min

(a)　阴性对照溶液

0 10 20
t min

PG
PM

(b)　混合标准溶液

0 10 20
t min

PG PM

(a)　供试品溶液

图 1　HPAE–PAD 色谱图

2.3　检出限、定量限与线性范围

精密量取混合标准溶液 0.1 mL，置于 10 mL 量

瓶中，加水稀释至标线。取 10 μL 进行检测，以信噪

比 S／N=3 对应的质量浓度为检出限，以信噪比 S／
N=10 对应的质量浓度为定量限，经计算得 PG，PM

的检出限和定量限，结果见表 5。
表 5　检测限和定量限

成分 检出限／(μg · mL–1) 定量限／(μg · mL–1)
PG 0.06 0.20
PM 0.03 0.10

精密量取混合标准溶液 0.1，1.0，1.5，2.5，3.5，
5.0 mL，分别置于 10 mL 量瓶中，加水稀释至标线。

取上述混合标准溶液各 10 μL 检测，以溶液浓度

（X）为横坐标，色谱峰面积（Y）为纵坐标，进行线性

回归，结果见表 6。
表 6　线性方程及相关系数

成分 线性方程 线性范围／(μg · mL–1) r
PG Y=20.992 0X+9.520 4 0.25～9.0 0.999 7
PM Y=3.878 4X+2.668 8 0.18～8.4 0.999 8

由表 6 可知，PG 的质量浓度在 0.25～9.0 μg／
mL 的范围内与色谱峰面积有良好的线性关系，线

性相关系数为 0.999 7。PM 的质量浓度在 0.18～8.4 
μg／mL 范围内与色谱峰面积有良好的线性关系，

线性相关系数为 0.999 8。
2.4　精密度试验

取标准溶液各 10 μL，按 1.2 仪器工作条件重

复测定 6 次，结果见表 7。由表 7 可知，PG，PM 测

定结果的相对标准偏差分别为 1.11% 和 1.25%，说

明该方法具有较高的精密度。
表 7　精密度试验结果

成分
测定值／

(μg · mL–1)
平均值／

(μg · mL–1)
RSD／

%
PG 101.1，99.4，101.2，98.4，99.6，100.7 100.06 1.11
PM 101.7，99.4，100.2，99.0，99.2，101.8 100.21 1.25

2.5　稳定性试验

取标准溶液各 10μL，按 1.2 仪器工作条件，于

0，3，6 h 分别测定，结果见表 8。由表 8 可知，PG，

PM 色谱峰面积测定结果的相对标准偏差分别为

1.53% 和 2.15%（n=6），表明样品在 6 h 内稳定性 
良好。

表 8　稳定性试验结果

成分
不同时间测定值／(μg · mL–1) RSD／

%0 h 3 h 6 h

PG 101.5，103.1，100.8
99.2，99.2，100.6

97.4，99.9，101.2
99.5，101.1，97.6

98.6，101.1，98.4
101.2，98.5，98.9 1.53

PM 101.4，100.7，97.3
99.0，102.3，97.3

103.2，96.9，101.1
96.7，101.2，97.7

98.7，101.7，98.5
102.3，97.6，98.9 2.15

2.6　重复性试验

取样品（批号为 171201）6 份，按 1.4 方法处理，

按 1.2 仪器工作条件测定，结果见表 9。由表 9 可知，

PG，PM 色谱峰面积的相对标准偏差分别为 2.38% 和

2.62%，说明本检测方法在相同测量条件下，对同一被



 47 成臻，等：高效阴离子交换色谱 – 脉冲安培法测定生态养护抑菌凝胶中的褐藻寡糖 

测物连续多次测量。所得结果之间的一致性良好。
表 9　重复性试验结果（n=6）

成分 测定值／(μg · mL–1) RSD／%
PG 4 659.5，4 691.2，4 566.7，4 453.8，4 625.9，4 774.4 2.38
PM 1 880.1，1 991.3，2 015.0，2 003.4，1 928.5，1 974.8 2.62

2.7　加标回收试验

精确称取适量 PG，PM 对照品与样品（批号为

171201）混合，按 1.4 方法处理，并按 1.2 仪器工作

条件测定，结果见表 10。由表 10 可知，PG，PM 的

加标回收率分别为 101.03%，95.22%，相对标准偏差

为 2.48%，2.62%，说明该方法具有较高的准确度，可

以准确的对样品进行定量。
表 10　加样回收率试验结果

成分
本底值／

(μg · mL–1)
加标量／

(μg · mL–1)
测得量／

(μg · mL–1)
回收率／

%
RSD／

%
PG 22.51 20.02 42.97 101.03 2.48
PM 50.39 50.03 95.62 95.22 2.62

2.8　样品含量测定

取艺雅美生态养护抑菌凝胶 3 批，按 1.4 方法

处理，按 1.2 仪器工作条件测定，计算含量，结果见

表 11。由表 11 可知，样品中 PG、PM 平均含量分别

为 2.21 mg／g，5.08 mg／g，相对标准偏差为 1.91%，

2.65%。根据《中国药典》（2015 年版）第四部通则

“9101 药品质量标准分析方法验证指导原则”，待测

成分质量浓度在 0.1%~1%，精密度小于 3% 为可接

受范围，表明该方法测定结果准确可靠，可满足检测

要求。
表 11　样品含量测定结果（n=6）

成分 批号
含量／

(mg · g–1)
平均含量／

(mg · g–1) RSD／%

PG

171201 2.18，2.21，2.25，
2.30，2.21，2.19

2.21±0.04 1.91171202 2.16，2.24，2.19，
2.23，2.19，2.18

171203 2.29，2.16，2.27，
2.23，2.19，2.18

PM

171201 4.99，5.16，5.16，
5.08，5.05，4.88

5.08±0.14 2.65171202 5.24，5.15，5.17，
4.98，4.93，5.17

171203 5.23，5.2，5.23，
4.79，5.17，4.92

3　结语

建立高效阴离子交换色谱 – 脉冲安培检测法测

定生态养护抑菌凝胶中褐藻寡糖含量的方法。实验

中发现，增加 NaOH，NaAc 溶液浓度，加快流速或

提高柱温可以加快洗脱，缩短保留时间，但会对差向

异构体的分离效果及色谱系统的柱压产生影响。该

方法操作简便，无需衍生，避免了衍生物不稳定，衍

生反应副产物的干扰，检出限可达 μmol 数量级，

灵敏度、准确度和精密度均较高，且不使用有毒化学

试剂，有利于保护环境和操作人员健康。
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