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　 　 ［摘要］ 　目的 　比较注射用甘露聚糖肽的两种含量测定方法 。方法 　分别采用分光光度法和高效液相色谱法测定 D唱甘
露糖的含量 。结果 　分光光度法测定中 ，供试品溶于苯酚溶液和硫酸中 ，于 ４９０ nm 波长处检测 ，D唱甘露糖衍生物浓度线性范
围是 １０ ．２ ～ ５１ μg／ml（r＝ ０ ．９９９ １） ，平均含量为 ９２ ．１４％ ，RSD 平均值为 １ ．１７％ 。 HPLC 法测定中 ，用色谱柱 ：Gemini C１８

（２５０ mm × ４ ．６ mm ，５ μm） ；流动相 ：乙腈唱０ ．０２ mol／L 乙酸铵溶液（２０ ∶ ８０） ，流速 ：１ ml／min ；检测波长 ：２５０ nm ；柱温 ：３０ ℃ ；进

样量 ：１０ μl 。检测结果 ，平均含量为 ８３ ．４７％ ，RSD平均值为 ０ ．６５％ ，两种方法均能有效测定 D唱甘露糖的含量 。结论 　分光

光度法测定的平均含量较高 ，但检测中使用的苯酚有特殊臭味 、有毒 、具腐蚀性 ，对操作者会造成一定的危险性 ；HPLC法专属
性强 ，色谱图更直观 ，对操作者的危害性和刺激性较小 。同时建立一种测定 D唱甘露糖的新方法 。
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Comparision two kinds of content determination method of mannatide for injec唱
tion
JIN Weihua ，CHEN Hua ，ZHANG Ming ，PU Zhiqiang （Department of Pharmacy ，Chengdu General Hospital of Chengdu Mili唱
tary Region ，Chengdu ６１００８３ ，China）

［Abstract］ 　 Objective 　 To compare two methods in the determination of mannatide for injection ．Methods 　 The contents
were determined by spectrophotometry and HPLC method ．Results 　 In the samples determined by Spectrophotometric Determi唱
nation ，soluble in phenol solution and sulfuric acid ，was detected at wavelength ４９０ nm ，D唱 mannose derivatives linear concen唱
tration range is １０ ．２唱５１ μg／ml （r＝ ０ ．９９９ １） ， the average content was ９２ ．１４％ ， the average RSD value was １ ．１７％ ．In the
HPLC determination ， with color spectrum column ： Gemini C１８ （ ２５０ mm × ４ ．６ mm ， ５ μm ） ， mobile phase
acetonitrile － ０ ．０２ mol／L ammonium acetate solution （２０ ∶ ８０） ，flow rate ：１ ml／min ，the detection wavelength was at ２５０ nm ，

column temperature ：３０ ℃ ， sample size ：１０ μl detection ． The average content ws ８３ ．４７％ ， the average RSD value was
０ ．６５％ ，the content of two kinds of methods could effectively determine the D唱 mannose ．Conclusion 　 The average content for
spectrophotometry was higher ，but the phenol was used in detection of special odor ，poisonous ，corrosive ，would cause a cer唱
tain risk ．HPLC was exclusive ，chromatogram was more intuitive ，on the operator harmfulness and less irritating ．A new meth唱
od for the determination of D唱 mannose was established at the same time ．
　 　 ［Key words］ 　 mannatide for injection ；HPLC ；spectrophotometry ；D唱mannose

　 　注射用甘露聚糖肽 ，商品名力尔凡 ，是我国首创

的新型免疫增强剂 ，为国内首创原研药品之一 ，拥有

中国完全自主知识产权 。甘露聚糖肽是从健康人口

腔分离的一株 α唱溶血性链球菌菌株经深层培养 、发

酵提取而得到的一种具有免疫活性和抗肿瘤作用的

糖肽类物质 ，具有明显的增强人体免疫功能及抗肿

瘤的作用 。临床上用于免疫功能低下 、反复呼吸道

感染 、白细胞减少症和再生障碍性贫血及肿瘤的辅

助治疗 。国家药品标准 WS１唱XG唱０５３唱２０００唱２００５ 收

载了甘露聚糖肽的质量标准 ，并采用分光光度法建

立了含量测定方法 ，含量限度规定为 ：含 α唱甘露聚

糖肽以 D唱甘露糖计应不得少于 ８０％ 。笔者采用分

光光度法和高效液相色谱法分别测定 D唱甘露糖的
含量 。分光光度法采用苯酚唱硫酸法 ，高效液相色谱

测定法为自创方法 。

1 　仪器与材料

1 ．1 　仪器 　 １２００ 型高效液相色谱仪（美国安捷伦
公司） ；AB１３５唱S 型电子天平［梅特勒唱托利多仪器

（上海）有限公司 ，精度 ：０ ．０００ ０１ g］ ；DU７３０ 型紫外
可见分光光度计 （美国贝克曼库尔特有限公司） ；
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HH唱S２４S 数显恒温水浴锅（上海君竺仪器制造有限

公司） ；HU３１２０B 超声波清洗器 ；单联分装通风柜

（成都宜邦科析） ；１０１唱２A 型电热鼓风干燥箱（北京

中兴伟业仪器有限公司） ；AP唱０１P 型真空泵（天津

奥特赛恩斯仪器有限公司） ；KGF唱１０ 口服液灌装机
（海门市飞虹机械制造有限公司） 。

1 ．2 　试药 　注射用甘露聚糖肽（成都利尔药业有限

公司 ，批号 ：１３０９１１２ 、１３１１０５１ 、１３１１１４１） ；D唱甘露糖
对照品（中国食品药品检定研究院 ，批号 ：１４０６５１唱

２００６０２ ，供含量测定用） ；１唱苯基唱３唱甲基唱５唱吡唑啉酮

（PMP ，纯度 ≥ ９９ ．０％ ，成都市科龙化工试剂厂 ，批

号 ：２０１２０８０１） ；苯酚（纯度 ≥ ９９ ．０％ ，成都市科龙化

工试剂厂 ，批号 ：２０１４０３３１０１） ；硫酸 （纯度 ９５％ ～

９８％ ，成都市科龙化工试剂厂 ，批号 ：２０１０１０２０） ；乙

腈 、甲醇均为色谱纯 ，水为三重蒸馏水 ，其余试剂均

为分析纯 。

2 　方法与结果［1唱10］

2 ．1 　分光光度法
2 ．1 ．1 　对照品溶液的制备 　 取经１０５ ℃ 干燥至恒

重的 D唱甘露糖对照品约 ５ mg ，精密称定 ，置 １００ ml
量瓶中 ，加水溶解并稀释至刻度 ，摇匀 。

2 ．1 ．2 　供试品溶液的制备 　 取注射用甘露聚糖肽

１支（规格 ：５ mg） ，将内容物转移至 １００ ml量瓶中 ，

加水溶解并稀释至刻度 ，摇匀 。

2 ．1 ．3 　检测波长的确定及标准曲线的建立 　 精密

量取对照品溶液 ０ 、０ ．２ 、０ ．４ 、０ ．６ 、０ ．８ 、１ ．０ ml ，分别
置具塞试管中 ，各加水至１ ml ，再加 ３％ 苯酚溶液

１ ml ，摇匀 ，迅速加入硫酸 ４ ．５ ml ，摇匀 ，放置至室

温 ，以 ０管为空白 ，于 ２００ ～ ６５０ nm 波长之间扫描 ，

D唱甘露糖衍生物在 ４９０ nm 处有最大吸收 ，故选择

４９０ nm为检测波长 。在 ４９０ nm 处测定吸光度 ，以

对照品浓度（x）为横坐标 ，吸光度（y）为纵坐标 ，进

行线性回归 ，得回归方程为 y ＝ １６ ．２８４ x － ０ ．０６８ ５

（r ＝ ０ ．９９９ １） 。结果表明 D唱甘露糖衍生物浓度在
１０ ．２ ～ ５１ μg／ml范围内与吸光度呈良好线性关系 ，

符合 Lambert唱Beer定律 ，说明根据吸光度来计算供

试品中 D唱甘露糖含量是可靠的 。

2 ．1 ．4 　稳定性试验 　精密称取对照品适量 ，配制成

２５ ．５ μg／ml的溶液 ，置具塞试管中 ，按“２ ．１ ．３”项下

方法操作 ，于 ０ 、４ 、８ 、１６ 、２４ h测定吸光度 ，计算 RSD
值 。结果该溶液在不同时间测得的吸光度无明显变

化 ，RSD值为 １ ．７１％ ，表明样品溶液显色后在 ２４ h
内稳定性良好 。

2 ．1 ．5 　供试品的含量测定 　 精密量取供试品溶液

１ ml ，照标准曲线制备项下的方法测定 ，由回归方程

计算 D唱甘露糖的含量 ，结果见表 １ 。

表 1 　供试品含量测定结果（n＝ ３）

批号
测定浓度

（ρB ／μg · ml － １ ）
百分含量

（％ ）

RSD
（％ ）

１３０９１１２ u４５ #．６４ ９１ a．２８ １ 媼．３０

４６ #．３１ ９２ a．６２

４５ #．１３ ９０ a．２６

１３１１０５１ u４６ #．２７ ９２ a．５４ １ 媼．１２

４６ #．８５ ９３ a．７０

４７ #．３２ ９４ a．６４

１３１１１４１ u４６ #．１３ ９２ a．２６ １ 媼．０９

４５ #．８４ ９１ a．６８

４５ #．１６ ９０ a．３２

2 ．2 　高效液相色谱法
2 ．2 ．1 　色谱条件 　色谱柱 ：Gemini C１８ （２５０ mm ×

４ ．６ mm ，５μm） ；流动相 ：乙腈唱０ ．０２ mol／L 乙酸铵溶
液（２０ ∶ ８０） ，流速 ：１ ml／min ；检测波长 ：２５０ nm ；柱

温 ：３０ ℃ ；进样量 ：１０ μl 。
2 ．2 ．2 　溶液制备
2 ．2 ．2 ．1 　对照品溶液 　精密称取 D唱甘露糖对照品
１１ ．４ mg ，置 １００ ml量瓶中 ，加水适量使溶解 ，用水

定容至刻度 ，摇匀 ，得到质量浓度为 １１４ μg／ml的对
照品贮备液 。取该储备液 ５ 、１０ 、１５ 、２０ ml ，分别置
２５ ml量瓶中 ，用水定容至刻度 ，制备成质量浓度分

别为 ２２ ．８ 、４５ ．６ 、６８ ．４ 、９１ ．２ μg／ml的对照品溶液 。

2 ．2 ．2 ．2 　供试品溶液 　 取注射用甘露聚糖肽 １支

（批号 ：１３０９１１２ ） ，将内容物转移至 ２５ ml量瓶中 ，

加水定容至刻度 ，摇匀 ，精密量取 ２ ml 置于 １０ ml
棕色玻璃瓶 ，加入 ３ mol／L 的盐酸溶液 ２ ml ，抽真
空 ，封口 ，摇匀 ，１１０ ℃水解２ h ，冷却 ，用 ３ mol／L 氢
氧化钠溶液调节 pH 至中性 ，即得 。

2 ．2 ．2 ．3 　空白溶液 　精密量取 ２ ml水 ，置于棕色

玻璃瓶中 ，按“２ ．２ ．２ ．２”项下方法操作 ，制成不含甘

露聚糖肽的空白溶液 。

2 ．2 ．3 　系统适用性试验 　取对照品溶液 、供试品溶

液 、空白溶液各０ ．８ ml ，分别加入 ０ ．５ mol／L 的
PMP 甲醇溶液与 ０ ．３ mol／L的氢氧化钠溶液各
０ ．８ ml ，混匀 ，７０ ℃ 水浴反应 １００ min 。 冷却后加
０ ．３ mol／L的盐酸溶液 ０ ．９ ml ，用三氯甲烷洗涤
３次 ，每次 ４ ml ，弃去三氯甲烷液 ，最后一次将混合

液转移至量筒中 ，记录水层体积后 ，用注射器吸取水

层上清液作为 HPLC 进样液 。进样液经微孔滤膜

过滤后 ，分别精密吸取 １０ μl ，照“２ ．２ ．１”项下色谱条
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件注入色谱仪 ，记录色谱图 。结果表明 ，空白溶液对

D唱甘露糖的测定无干扰 ，待测峰分离度良好 ，理论塔

板数按 D唱甘露糖峰计算不低于 ５ ０００ ，分离度大于

１畅５ 。见图 １ 。

图 1 　 HPLC色谱图
A ．对照品溶液 ；B ．供试品溶液 ；C ．空白溶液 ；１ ．D唱甘露糖衍生物 ；２ ．PMP 残留峰

2 ．2 ．4 　 线性关系考察 　 分别取“２ ．２ ．２ ．１”项下

２２畅８ 、４５ ．６ 、６８ ．４ 、９１ ．２ 、１１４ μg／ml 的对照品溶液 ，

按“２ ．２ ．３”项下方法衍生处理后 ，进样测定 ，记录色

谱图 。以对照品质量浓度（x）为横坐标 、峰面积（y）
为纵坐标 ，进行线性回归 ，得回归方程为 y ＝

１８ ７３０ x ＋ １ ．９８９ （ r ＝ ０ ．９９９ ７） 。结果表明 ，D唱甘露
糖检测质量浓度的线性范围为 ２２ ．８ ～ １１４ μg／ml 。
2 ．2 ．5 　精密度试验 　取质量浓度为 １１４ μg／ml 的对
照品溶液 ，按“２ ．２ ．３”项下方法衍生处理后 ，进样测

定 ，连续进样 ６ 次 ，记录色谱图 ，计算峰面积的 RSD ＝
０ ．８５％ （n＝ ６） ，表明此方法的精密度符合要求 。

2 ．2 ．6 　重复性试验 　分别量取同一批样品 ６份 ，按

“２ ．２ ．２ ．２” 、“ ２ ．２ ．３”项下方法制备成供试品溶液后

衍生处理 ，进样测定 ，记录色谱图 ，结果平均含量为

４４ ．８ μg／ml ，RSD ＝ １ ．４８％ （n＝ ６） ，表明此方法的重

复性良好 。

2 ．2 ．7 　稳定性试验 　 取样品 １ 份 ，按“２ ．２ ．２ ．２” 、

“２ ．２ ．３”项下方法制备成供试品溶液后衍生处理 ，分

别于 ０ 、１ 、２ 、４ 、６ 、２４ h 内进样测定 ，记录色谱图 ，计

算峰面积的 RSD ＝ １ ．３７％ （n＝ ６） ，表明供试品溶液

在 ２４ h 内稳定 。

2 ．2 ．8 　回收率试验 　取已知含量的样品 ，精密加入

D唱甘 露 糖 对 照 品 溶 液 适 量 （４５ ．６ 、 ６８ ．４ 、

９１ ．２ μg／ml） ，制备成低 、中 、高 ３ 种质量浓度的溶

液 ，按“２ ．２ ．２ ．２” 、“２ ．２ ．３”项下方法制备成供试品溶

液后衍生处理 ，进样测定 ，记录峰面积 ，计算回收率 ，

结果见表 ２ 。

2 ．2 ．9 　样品含量测定 　取样品 ３批 ，按“２ ．２ ．２ ．２” 、

“ ２ ．２ ．３”项下方法制备成供试品溶液后衍生处理 ，

进样测定 ，记录峰面积 ，计算含量 ，本品含甘露聚糖

肽以 D唱甘露糖计算 ，结果见表 ３ 。

2 ．3 　两种方法比较 　以上试验结果表明 ，两种方法

均能有效测定 D唱甘露糖的含量 ，达到国家药品标准

规定的含量限度 ；虽然分光光度法测得含量较高 ，但

表 2 　回收率试验结果（n＝ ３）

已知量
（m／μg）

加入量
（m／μg）

测得总量
（m／μg）

回收率
（％ ）

平均回收率
（％ ）

RSD
（％ ）

４４ j．８ ４５ 乔．６ ９０ 8．３ ９９ 浇．７８ １０１ l．２４ １ 葺．５２

９１ 8．７ １０２ 浇．８５

９０ 8．９ １０１ 浇．１０

４４ j．８ ６８ 乔．４ １１２ 8．８ ９９ 浇．４２ ９９ l．７６ １ 葺．４２

１１２ 8．２ ９８ 浇．５４

１１４ 8．１ １０１ 浇．３２

４４ j．８ ９１ 乔．２ １３５ 8．１ ９９ 浇．０１ １００ l．６９ １ 葺．４６

１３７ 8．２ １０１ 浇．３２

１３７ 8．６ １０１ 浇．７５

表 3 　样品含量测定结果（n＝ ３）

样品批号
测定浓度

（ρB ／μg · ml － １ ）
百分含量

（％ ）

RSD
（％ ）

１３０９１１２ u４２ 8．４ ８４ a．８６ ０ 媼．４５

４２ 8．６ ８５ a．２６

４２ 8．８ ８５ a．６３

１３１１０５１ u４１ 8．７ ８３ a．３１ ０ 媼．７１

４１ 8．３ ８２ a．６８

４１ 8．１ ８２ a．１３

１３１１１４１ u４０ 8．９ ８１ a．８４ ０ 媼．７８

４１ 8．６ ８３ a．１２

４１ 8．２ ８２ a．３７

检测中使用的苯酚有特殊臭味 、有毒 、且腐蚀性强 ，

对操作者存在一定的危险性 ，从而给操作者带来一

定的心理负担 ，以及对该方法的排斥倾向 。高效液

相色谱法测定注射用甘露聚糖肽的色谱图更直观 ，

专属性更强 ，对操作者危害性和刺激性相对较小 ，使

操作者更乐于使用该方法 ，因此 ，高效液相色谱法测

定注射用甘露聚糖肽的含量优于分光光度法 。

3 　讨论

3 ．1 　供试品的预处理［１０ ，１１］
　因为甘露糖没有紫外

吸收基团 ，不能用于紫外检测 ，为此笔者采用 PMP
化学衍生法使甘露糖带上紫外吸收基团 。 PMP 作
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为衍生化试剂可以在温和的水浴条件下与糖链进行

定量反应 ；甘露糖衍生物在高效液相色谱检测中 ，灵

敏度较高 ，重现性好 。

　 　由于甘露聚糖肽完全由不同链长的甘露聚糖肽

分子构成 ，不存在单糖 、双糖等小分子糖类 ，因此首

先应水解甘露聚糖肽得到甘露糖 。多糖的水解常采

用盐酸 、硫酸 、三氟乙酸 ，经过试验并权衡各种溶剂

的优缺点 ，本研究最终采用 ３ mol／L 的盐酸溶液作
为水解溶媒 。

　 　甘露聚糖肽的酸水解过程 ，为使其反应完全不

受外界因素干扰 ，采用了棕色瓶真空封口的工艺 ，将

反应溶液装入 １０ ml棕色瓶中 ，用真空泵抽真空 ，立

即盖上瓶盖 ，然后用灌装机封口 ，摇匀 ，１１０ ℃ 水解

２ h ，确保反应更加完全 。

3 ．2 　 PMP的残留物峰高于目标峰的处理 　在前期

的研究［１１］中 ，由于操作方法不完善 ，导致 PMP的残
留物峰高于目标峰 ，本研究进一步完善了 PMP 的
萃取操作 ，在油／水两相分离时 ，使三氯甲烷萃取过

量的 PMP 更为彻底 ，目标峰更为突出 ，从而使

HPLC测定甘露聚糖肽的方法更加优化 。

3 ．3 　用分光光度法的不足 　 分光光度法使用了试

剂苯酚和硫酸 ，二者均具有一定危险性 ，操作者应谨

慎使用 。苯酚常温下为固体 ，在试剂瓶中凝固成大

块状 ，不方便称量 ；苯酚有腐蚀性 ，接触后会使局部

蛋白质变性 ，而且具有特殊臭味 ，闻之 ，可引起胸闷 、

恶心 ，吸入高浓度蒸气可致头痛 、头晕 。分光光度法

的精密度相对较差 ，且没有色谱图 ，看不出目标峰的

分离效果 ；本研究分光光度法测出的含量高于

HPLC法 ，是因为 HPLC法样品衍生化等前处理过

程相对烦琐 ，萃取上下层分离时 ，有一定的误差 。但

是权衡分析 ，认为 HPLC法优于分光光度法 。
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