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［摘要］　目的：建立ＨＰＬＣ法测定银耳中银耳多糖单糖含量的方法，并比较不同来源银耳中单糖含量的差异。
方法：根据银耳特性，优化酸水解ＰＭＰ柱前衍生方法以及ＨＰＬＣ色谱条件，对１２批次通江段木培育银耳样品以及８
批次福建棉籽壳代料银耳进行多糖的单糖组成分析。结果：优化后的实验方法适用于银耳多糖中单糖组分的检测。

结论：通过数据对比分析可以看出，不同来源和培育方式的银耳在甘露糖、葡萄糖、岩藻糖等含量上存在着比较明

显的差异；通过论证认为，这些差异可以为制定银耳质量标准提供必要的参考和借鉴。
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银耳（ＴｒｅｍｅｌｌａｆｕｃｉｆｏｒｍｉｓＢｅｒｋ），又名白木耳，是
担子菌门真菌，其子实体长期以来都被作为食药两

用。随着分析技术的发展，人们对银耳的药用价值

也在不断地深入。根据现有报道［１３］，银耳中最重要

的活性物质是银耳多糖，也是到目前为止研究最多

的银耳成分。银耳多糖主要分为五大类，分别是：

酸性杂多糖，中性杂多糖，胞壁多糖，胞外多糖，

酸性低聚糖。其含量和构成是影响银耳药用、食用

及保健作用的重要因素。

银耳多糖种类偏多，结构复杂，要直接分析银

耳多糖的含量和结构有很大的难度。经过对五大类

银耳多糖的分子结构分析后发现，银耳多糖虽然结

构复杂，但是构成多糖的主要寡糖成分比较简单，

主要是：甘露糖、葡萄糖醛酸、葡萄糖、木糖、果

糖、岩藻糖、半乳糖，并且绝大部分银耳多糖的主

链都是由甘露糖聚合而成［４］。因此，通过测量银耳

多糖中甘露糖的含量就可以间接判断银耳多糖在银

耳中的含量高低。同时，对其他寡糖含量的分析也
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可有助于判断银耳多糖质量的高低。这样就可以把

复杂大分子的测量转化为对简单小分子的测量。

目前测量多糖内部单糖构成主要采用的是酸水

解柱前衍生的方法。１９８９年 Ｈｏｎｄａ等［５７］采用 ＰＭＰ
柱前衍生法，使具有感光性的 ＰＭＰ衍生剂与糖类的
羰基发生加成作用，就能够通过 ＨＰＬＣ紫外检测器
对糖类的含量进行精确测定。近年来，ＰＭＰ柱前衍
生的方法越来越多的运用到了中药多糖组分的分析

中［８１０］。虽然ＰＭＰ柱前衍生在糖类检测方面具有一
定的优势，但是仍存在一定的缺陷，特别是在样品

的处理过程中可能产生美拉德反应［１１］以及萃取过程

中单糖衍生物在三氯甲烷中有微小的溶解度，都会

造成实际测定值偏低。并且 ＰＭＰ与糖类羰基的反应
是可逆反应，衍生之后的化合物如果放置时间过长，

ＰＭＰ会与羰基脱离，同样可能造成测定的误差。
本实验以银耳的质量分析为目的，根据银耳及

银耳多糖的特点，改进了酸解ＰＭＰ柱前衍生方法和
液相条件。利用改进后的方法对来源不同的银耳样

品进行定量检测，分析差异，制定银耳特征图谱，

为银耳质量标准的制订提供必要的依据。

１　材料与仪器

１１试剂试药

对照品：Ｄ甘露糖（批号：１４０６５１２０１４０３）、Ｄ
葡萄糖（批号：１１０８３３２０１２０５）、Ｌ岩藻糖（批号：
１１２０１４２０１６０１）、半乳糖（批号：１００２２６２０１１０５）、
Ｄ葡萄糖醛酸（批号：１４０６４８２００６０２），购自中国食
品药品检定研究院。

试剂（色谱纯）：甲醇、乙腈，购自科隆化工有

限公司；试剂（分析纯）：１苯基３甲基５吡唑啉酮
（ＰＭＰ）、磷酸二氢钾、氢氧化钠、三氟乙酸、三氯
甲烷，购自科隆化工有限公司。

１２仪器与设备

ＳＳＩ高效液相色谱仪、紫外检测器，系统：
ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙＤａｔａＳｙｓｔｅｍＶｅｒｓｉｏｎ３６；Ｗａｔｅｒｓ高效
液相色谱仪、紫外检测器，系统：Ｅｍｐｏｗａｅｒ３；漩
涡混合器；鼓风干燥箱；超声清洗器；水浴锅，等。

１３实验材料

从银耳道地药材原产地四川通江采集得到１２批
段木银耳样品，经通江县食品药品监督管理局监督

抽样，由通江县食品药品监督检验中心主任李先天

工程师鉴定，均符合段木银耳特征。批号：Ｔ２０１６

３１、 Ｔ２０１６３２、 Ｔ２０１６４１、 Ｔ２０１６４２、 Ｔ２０１６５１、
Ｔ２０１６５２、Ｔ２０１６６１、Ｔ２０１６６２、Ｔ２０１６Ｘ２、Ｔ２０１６
Ａ２、Ｔ２０１６Ｘ１、Ｔ２０１６Ａ１

从福建古田采购得到８批棉籽壳代料银耳样品，
由通江县食品药品监督检验中心主任李先天工程师

鉴定，均符合棉籽壳代料银耳特征。批号：Ｆ２０１５
０１、 Ｆ２０１５０２、 Ｆ２０１５７１、 Ｆ２０１５７２、 Ｆ２０１５９１、
Ｆ２０１５８２、Ｆ２０１５８１、Ｆ２０１５９２

２　方法与结果

２１色谱条件与系统适应性实验

以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂，以１５％乙
腈８５％磷酸盐缓冲液为流动相 Ａ，以 ４０％乙腈
６０％磷酸盐缓冲液为流动相 Ｂ。磷酸盐缓冲液：
００５ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸二氢钾缓冲液（ｐＨ６７）（磷酸二氢
钾６８ｇ和ＮａＯＨ０９ｇ溶解于１Ｌ水中）。按表１中
的方案进行梯度洗脱，流速为１ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温为
３０℃，检测波长为２５０ｎｍ，进样量为２０μＬ。理论
塔板数按特征图谱中的６个特征峰计算，均不得低
于５０００。

表１　流动相梯度洗脱方案

时间／ｍｉｎ 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）

０～２５ １００ ０

２５～２７ １００～８０ ０～２０

２７～６０ ８０ ２０

６０～６０１ ８０～１００ ２０～０

６０１～７５ １００ ０

２２对照品溶液制备

取甘露糖、葡萄糖对照品，精密称定，加水制

成每１ｍＬ含２００μｇ的溶液。精密量取４００μＬ，加入
０５ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＭＰ（１苯基３甲基５吡唑啉酮）甲醇溶
液４００μＬ，再加入０３ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＯＨ溶液４００μＬ，
涡旋混合３０ｓ，置７０℃水浴中加热３０ｍｉｎ，取出，
冷却至室温，加入 ０３ｍｏｌ·Ｌ－１ＨＣｌ溶液 ４００μＬ，
再加入水８００μＬ稀释混匀，加入三氯甲烷洗涤２次，
每次２ｍＬ，弃去三氯甲烷，水层离心，取上清液
即得。

２３供试品溶液制备

取６０℃干燥至恒重的本样品粉末（过５号筛）约
０１ｇ，精密称定，置顶空瓶或安培瓶中，加２ｍｏｌ·Ｌ－１
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三氟乙酸６ｍＬ，漩涡震荡３０ｓ混匀；置１２０℃烘箱
中加热４ｈ。取出，放冷，３０℃以下低温减压浓缩
至干，残渣加水 １ｍＬ洗涤，继续低温减压浓缩至
干。残渣加水５０ｍＬ，使充分溶解，滤过，精密吸
取续滤液 ４００μＬ，照参照物溶液的制备方法，自
“加入０５ｍｏｌ·Ｌ－１ＰＭＰ（１苯基３甲基５吡唑啉酮）
甲醇溶液”起，依法操作，即得。

２４线性关系考察

精密吸取Ｄ甘露糖对照品溶液，加水稀释成浓
度 分 别 为 １１４３１２５、２２８６２５、４５７２５、９１４５、
１３７１７５μｇ·ｍＬ－１，精密吸取Ｄ葡萄糖对照品溶液，
加水稀释成浓度分别为 ７３６２５、１４７２５、２９４５、
５８９、８８３５μｇ·ｍＬ－１，在上述条件下测定峰面积，
以峰面积（Ｙ）与 Ｄ甘露糖浓度（Ｘ）作标准曲线，计
算回归方程为 Ｙ＝１５１４８Ｘ（ｒ＝０９９９５），以峰面积
（Ｙ１）与Ｄ葡萄糖浓度（Ｘ１）作标准曲线，计算回归方
程为 Ｙ１＝１２４５５Ｘ１（ｒ＝０９９９７）。结果表明 Ｄ甘露
糖在１１４～１３７１μｇ·ｍＬ－１，葡萄糖在７３～８８３μｇ·ｍＬ－１

浓度范围内线性关系良好。

２５专属性试验

用未经酸水解的银耳提取液进行ＰＭＰ柱前衍生
ＨＰＬＣ测定，结果如图１。

注：峰１甘露糖；峰２葡萄糖醛酸；峰３葡萄糖；

峰４岩藻糖。

图１　未水解银耳样品单糖成分

由图１结果可知，未经酸水解的银耳提取液中
几乎不含游离的甘露糖，因此用酸水解ＰＭＰ柱前衍
生法测定所得甘露糖几乎全部是由甘露聚糖水解而

来，证明本实验用于测定银耳多糖中的甘露糖含量

具有可靠的专属性。

２６精确度试验

设计了 ３组不同浓度的淀粉处理样品（Ｓ１１、
Ｓ１２、Ｓ１３为一组，高效液相进样时浓度以淀粉计为
２４０μｇ·ｍＬ－１左右；Ｓ２１、Ｓ２２、Ｓ２３为一组，高效液

相进样时浓度以淀粉计为２００μｇ·ｍＬ－１左右；Ｓ３１、
Ｓ３２、Ｓ３３为一组，高效液相进样时浓度以淀粉计为
１７０μｇ·ｍＬ－１），用 ９个测定结果评价酸水解ＰＭＰ
柱前衍生法用于淀粉测定的回收率，中间浓度（Ｓ２１、
Ｓ２２、Ｓ２３）与供试品含量之比接近１∶１。检验结果如
表２。

表２　淀粉回收率实验

淀粉

对照品

编号

样品进

样浓度

（以淀粉计）

／μｇ·ｍＬ－１

葡萄糖

峰面积

葡萄

糖浓度

／μｇ·ｍＬ－１

根据葡萄

糖浓度计

算淀粉回

收率（％）

实际淀粉

回收率

（扣除多糖水

解造成的分

子量上升因

素）（％）

Ｓ１１ ２４１ ２６９７１０６ ２４６５ １０２０ ９２０

Ｓ１２ ２３９ ２６２８６７６ ２４０３ １００５ ９０５

Ｓ１３ ２４２ ２７５６１６８ ２５２０ １０３７ ９３７

Ｓ２１ １９９ ２３０７６８０ ２１１０ １０５６ ９５６

Ｓ２２ １９９ ２１９７２５９ ２００９ １００７ ９０７

Ｓ２３ ２００ ２２５７５１３ ２０６４ １０３０ ９３０

Ｓ３１ １６９ １９５９５０８ １７９１ １０５２ ９５２

Ｓ３２ １６８ １９２７６９０ １７４９ １０３５ ９３５

Ｓ３３ １６９ １９１２７１３ １７４９ １０３３ ９３３

葡萄糖对照品 ２１４７６０４ １９６３ — —

由表２计算可得，经过酸水解和柱前衍生，再
用高效液相测定，回收率如果仅以葡萄糖的含量计

算为 １００９％ ～１０７５％。因为葡萄糖的分子式为
Ｃ６Ｈ１２Ｏ６，淀粉的分子式为（Ｃ６Ｈ１０Ｏ５）ｎ，淀粉水解为
葡萄糖后分子量会上升１０％，扣除分子量上升的因
素，则淀粉实际回收率为９０５％ ～９５６％。银耳多
糖是由甘露糖、葡萄糖、木糖、岩藻糖等以糖苷键

聚合而成，构成方式与淀粉相同，因此酸水解ＰＭＰ
柱前衍生法用于银耳多糖检测的回收率应与淀粉相

近，精确度良好。

２７重复性试验

取同一批供试样品（批号：Ｔ２０１６Ｘ１），平行
６份，按供试品溶液同法制备，注入高效液相色谱
仪，测定甘露糖峰面积，ＲＳＤ为２３７３１％，表明本
法重现性较好。

２８加样回收试验

取三份银耳样品 Ｇ１、Ｇ２、Ｇ３作葡萄糖的加样
回收试验。Ｇ１＋、Ｇ２＋、Ｇ３＋分别为样品 Ｇ１、Ｇ２、
Ｇ３中精密加入００２ｇ左右的 Ｄ葡萄糖对照品。按
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供试品溶液同法制备，测定葡萄糖含量，结果表明，

三组样品的平均回收率为９２１％，结果见表３。

表３　葡萄糖加样回收实验

样品

编号

样品重

量／ｇ
葡萄糖添

加量／ｇ
实测葡萄

量含量（％）
加样回

收率（％）

Ｇ１＋ ０１０３２ ００２１９ ３０４１ ９３３

Ｇ１ ０１００９ ０ １７０７

Ｇ２＋ ００９９６ ００２２２ ３０２９ ９１４

Ｇ２ ０１０４２ ０ １６６７

Ｇ３＋ ０１０１８ ００２６６ ３２０５ ９１７

Ｇ３ ０１０１５ ０ １６４６

２９耐用性

分别用５个不同品牌和规格的Ｃ１８柱子在 Ｗａｔｅｒｓ

２６９５和奥泰 ＳＳＩ两种高效液相色谱仪上进行实验，
均可得到标准的特征图谱，未发生色谱峰重叠及交

换现象，证明本实验用于银耳多糖的测量具有较好

的耐用性。

２１０特征图谱建立

供试品特征图谱中应呈现６个特征峰，其中峰
１、峰４应与参照物甘露糖、葡萄糖保留时间一致；
以葡萄糖的特征峰为 Ｓ峰，计算各特征峰与 Ｓ峰的
相对保留时间，相对保留时间为：０７５３（峰 ２）、
０８９８（峰３）、１０（峰 Ｓ）、１０８２（峰５）、１１８２（峰
６），各峰与Ｓ峰的相对保留时间应在规定值的±５％
范围之内。

注：峰１甘露糖；峰２未知峰；峰３葡萄糖醛酸；

峰４（Ｓ）葡萄糖；峰５木糖；峰６岩藻糖。

图２　银耳对照特征图谱

２１１样品含量测定

从银耳道地药材原产地四川通江采集得到１２批
银耳样品，以及从福建采购棉籽壳代料银耳８批依
照方法进行检测，测定结果如表４。

甘露糖含量测定计算公式：

含量（％）＝

Ａ样品封面积
Ａ对照品封面积

×Ｃ对照品浓度 ×５０

Ｍ样品 ×１０
－６ ×１００％

表４　段木银耳与棉籽壳代料银耳检测数据对比

样品

来源
样本编号

甘露糖含量

（Ａ）（％）

甘露糖峰面

积／葡萄糖
峰面积（Ｂ）

葡萄糖峰面

积／岩藻糖
峰面积（Ｃ）

段木 Ｔ２０１６３１ ２１４７ ３１６７１ ０９３４６

银耳 Ｔ２０１６３２ ２３４０ ２９３２３ ０９５５１

Ｔ２０１６４１ ２３７６ ２９２２０ １１０２６

Ｔ２０１６４２ ２５９０ ３０７５９ １０１３０

Ｔ２０１６５１ ２１６７ ２０４８１ １１８３９

Ｔ２０１６５２ ２２１７ ２３０３２ １１９１４

Ｔ２０１６６１ ２１５５ ３１２９４ ０９２００

Ｔ２０１６６２ ２７２０ ２７１３４ ０９５３７

Ｔ２０１６Ａ１ ２４７８ ２２６７２ １１５６８

Ｔ２０１６Ａ２ ２２４０ ２２６７２ １１５６５

Ｔ２０１６Ｘ１ ２１４０ ２６７６０ １００８８

Ｔ２０１６Ｘ２ ２０４６ ２５６８２ １０３３１

数据范围 ２０４６＜Ａ＜２７２０２０４８＜Ｂ＜３１６７０９２０＜Ｃ＜１１９１

棉籽 Ｆ２０１５０１ １９８２ １３５９ １８０９

壳代 Ｆ２０１５０２ ２１４４ １４３９ １９５７

料银耳 Ｆ２０１５７１ ２１９６ １６２４ １６０７

Ｆ２０１５７２ １９９１ １４０３ １６０９

Ｆ２０１５９１ ２０５１ １３８５ １７４４

Ｆ２０１５９２ ２２７１ １４９９ １７７３

Ｆ２０１５８１ ２２２２ ２１８１ １１９８

Ｆ２０１５８２ ２１９１ ２１４４ １１８４

数据范围 １７９１＜Ａ＜２２９１１３５９＜Ｂ＜２１８１１１９８＜Ｃ＜１９５７

３　讨论

根据 《中国药典附录标准起草指导原则》的要

求进行的可靠性实验结果可以证明：优化后的酸水

解ＰＭＰ柱前衍生法及 ＨＰＬＣ方法对于银耳中多糖组
分的检测具有比较高的可靠性。

由表１中段木银耳和代料银耳的数据范围可以
大体判断出，通江段木培育银耳相比棉籽壳代料银

耳在多糖指标上具有如下特点：１）甘露糖含量总体
较高；２）甘露糖峰面积／葡萄糖峰面积比值总体较
高；３）葡萄糖峰面积／岩藻糖峰面积比值总体较低
（其中葡萄糖含量为银耳中结合葡萄糖与游离葡萄糖

总和）。
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由于银耳含有大量的胶质成分，且吸水性很强，

在液体中加热会迅速膨胀，如果取样量过大会在一

定程度上影响酸解效果，因此经过试验，最终将酸

解体系定为：２ｍｏｌ·Ｌ－１三氟乙酸６ｍＬ，样品０１ｇ。
用同一银耳样品和相同的酸解体系进行酸解，设置

不同的酸解终止时间，再进行 ＰＭＰ柱前衍生ＨＰＬＣ
测定，最后结果表明，在酸解３ｈ后，所得单糖的
量并无明显增加，因此本实验酸解时间定为４ｈ。在
三氯甲烷萃取ＰＭＰ过程中，对比了两次和三次萃取
对最终回收率的影响。结果表明，两次萃取回收率

要略高于三次萃取，残留 ＰＭＰ的浓度要明显高于三
次萃取，但并不影响液相效果，因此本实验采用两

次三氯甲烷萃取。根据银耳多糖的单糖组成，在乙

腈磷酸盐溶液作混合流动相的基础上重新制订了液
相梯度条件，尽可能使各个单糖组分在 ＨＰＬＣ图谱
中分开且排列整齐，见图２。

结合前文中提到，绝大多数银耳多糖都是以甘

露糖为主链（极少数以半乳糖为主链），可以间接判

断通江段木银耳含有的银耳多糖总量较多。由银耳

的生活规律可知，银耳菌本身含有的木质素酶、纤

维素酶活性不高［１２］，不能直接从培养基上来获得营

养，必须通过香灰菌分解木质素和纤维素才能获得

必需养分。利用酸水解ＰＭＰ柱前衍生方法分别进行
银耳与香灰菌的单糖组分测定，ＨＰＬＣ图谱如图３。

注：峰１甘露糖；峰２葡萄糖；峰３半乳糖；

峰４木糖；峰５岩藻糖。

图３　银耳与香灰菌单糖对照图

由色谱图可以看出，香灰菌主要含有甘露糖、

葡萄糖（香灰菌样品中检出较多量的半乳糖，根据分

析有可能是样品中带有的培养基成分），几乎不含有

木糖和岩藻糖成分。根据前文所述，自然存在的甘

露糖一般都是以聚合物形式存在，此前未见报道银

耳中含有降解甘露聚糖的酶，因此可以推断，银耳

菌从香灰菌中获得的糖类成分主要是葡萄糖，再通

过葡萄糖的烯醇化等途径转化为甘露糖、木糖、岩

藻糖等，最终聚合成银耳多糖。岩藻糖及其聚合物

具有很高的药用价值［１３１４］，其含量的多少直接影响

着银耳在抗癌、抗肿瘤等方面的药用效果。“葡萄糖

峰面积／岩藻糖峰面积”这一比值间接反应了银耳菌
将葡萄糖转化为岩藻糖的转化效率，通江段木银耳

的比值要明显低于棉籽壳代料银耳说明，段木培育

的银耳将葡萄糖转化为岩藻糖的效率会更高。

综上所述，酸水解ＰＭＰ柱前衍生法是一种可行
的分析银耳多糖总量和质量的方法。由测定所得的

数据可以看出，在不同来源和培育方式的银耳样品

之间存在着明显的差异，可以依据这些差异并结合

银耳的实际用途制定相应的标准。
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３　讨论

黄酮类化合物已被证明具有抗肝脏毒性、抗炎、

抗菌、抗病毒、解痉、清除自由基、降血压、软化

血管等生理活性。近年的研究发现，某些黄酮类化

合物具有良好的体内外抗肿瘤活性，且对正常细胞

毒性较小［４］。

根据 “相似相溶”原则，黄酮类物质属于中等

级性物质，易溶于中等或中等偏极性的溶剂中。乙

醇水溶液由于引入了羟基，乙醇分子之间不但彼此

以氢结合，而且和水分子也形成氢键，降低了水的

极性，故黄酮类物质的溶解度增加。本工艺充分考

虑到总黄酮和多糖溶解性的差异，在总黄酮提取过

程中选择最适体积分数的乙醇作为溶剂，除了能最

大限度地提取总黄酮外，还能尽量减少多糖的溶出，

使测定结果更准确［５］。

总黄酮含量测定研究中，稳定性考察时随着时

间的延长供试溶液的吸光度呈下降趋势，虽然在

１２０ｍｉｎ内，数值变化 ＲＳＤ值仅为０１８％，较稳定，
但最好能在显色后６０ｍｉｎ内完成测定工作，以减小
测量误差。

本实验优选的提取工艺稳定、合理、可行性较

高，适用于拟缺香茶菜总黄酮的提取。综上所述，

采用正交设计优化拟缺香茶菜总黄酮的提取工艺，

能优选最佳工艺提取拟缺香茶菜中的总黄酮，为拟

缺香茶菜的深入研究和开发利用提供实验依据，也

有利于拟缺香茶菜药材的优劣鉴别，此外，本实验

结果显示，拟缺香茶菜药材总黄酮含量较高，具有

很好的开发潜力。
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