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1 前言

神经节苷脂（Ganglioside）是一类含有唾液酸

Sialic acid）的酸性鞘氨醇糖脂，由鞘氨醇 Sphingo-

sine、脂肪酸、寡糖链三部分组成。它采用 Sven-

nerhnolm 的通俗命名法，例如GM4GD1GT1b和

GQ1b等。其中，G代表神经节苷脂；大写M DTQ

和P分别表示所含的1 5个唾液酸基团；阿拉伯数

字 1 4分别代表除唾液酸外从 4个糖残基到1个

糖残基的糖链；小写字母ab等表示唾液酸连接不

同的位置。

神经节苷脂广泛分布于动物的各种组织细胞膜

上，有着多种生物学功能，其中包括表面受体作

用〔23、细胞识别与粘合作用〔4〕、细胞生长及分化

的调节作用〔89，并且也是与肿瘤相关的糖脂抗

原〔11〕 。因此有关神经苷脂的各种研究一直很活

跃。自然，对于它的分离纯化、结构和定量分析的方

法学也得到迅速发展。应用薄层色谱（TLC）法分析

神经节苷脂是比较成熟的技术〔11〕。常用含石膏的

硅胶色谱板，使用氯仿-甲醇-水体系作为展开剂，显

色剂为间苯二酚-盐酸混合液，在 580nm处经光密

度薄层扫描仪进行定量〔2021。由于各条谱带显色反

应完全程度的不同以及板与板之间质量上的差异，

使定量的误差较大。而且分离效率和检测灵敏度远

远满足不了一些低含量和复杂体系生物样品的分析

要求。为了提高检测的灵敏度和改善分离效率，高效

液相色谱 HPLC）技术已被应用到神经节苷脂的分

析上。本文就这方面作一简介。

2 神经节苷脂的高效液相色谱分离

（1HPLC对高沸点、不挥发性化合物是一个非

常有效的分离和检测手段。成功的分离神经节苷脂

首先是在硅胶的正相色谱上进行的2229。通常用氯

仿-甲醇-水或者异丙醇-正己烷-水体系作流动相，神

经节苷脂按其含糖残基的数目完全分开。其流出顺

序是随着糖残基的增加而保留时间增长。图1是神

经节苷脂的对溴苯甲酰甲基酯在硅胶柱上的分离谱

图〔32。从图1可以看到在含有相同数目唾液酸残基

的GM4GM3GM2和GM1中，糖链最短的GM4先

被洗脱下来，最后流出的是糖链最长的GM1。GDa

和GM1含有相同数目（4个）糖的残基。而在GDla的

分子中所含两个唾液酸的羧基被酯化，使它带上两

个疏水的苯环，从而它的极性变得比GM 的衍生物

要弱，所以它在GM1的前面流出。
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端是疏水的脂肪链，所以反相色谱技术更适合于对
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它的分离 一些实验室〔�3〕使用十八烷基或辛基键

合硅胶柱，甲醇-水作为流动相，神经节苷脂按其含

唾液酸基数目的差异得以分离。图2是人脑中混合

神经节苷脂的对硝基苄基肟在十八烷基键合相柱上

的分离谱图〔�3。首先流出的是样品中含唾液酸基最

多的GT1b3个 ，其次是含两个唾液酸基的GD1b，

GDla最后被洗脱下来的是含 1个唾液酸基的

GM1。GD1a和GD1b是含相同数目的唾液酸基和相同

数目的糖残基（4个）。它们的差异只是唾液酸在糖

链上连接位置的不同。图中的峰3和4分别为GDa

和GM1的异构体（原文作者没有指出为何种异构

体）。反相柱不但可以分辨出相差一个糖残基的神经

节苷脂，而且对于唾液酸在糖残基连接位置不同的

神经节苷脂以及其它异构体也有高的分辨率。

3神神经节苷脂的结构特点是在它的寡糖链上

结合一个或几个唾液酸基团。沿袭了它的柱色谱法，

HPLC的离子色谱技术被应用在神经节苷脂的分离

上。首先是Watanabe 和Mansson〔�337〕使用离子交

换树脂柱 DEAF-CPG和Mono Q ，用含盐的流动

相体系，以浓度梯度洗脱，神经节苷脂按其含唾液酸

残基的数目分开。氨基键合相一般是作为极性固定

相在正相洗脱下使用。但是由于氨基的碱性，在酸性

水溶液中可作为一种弱离子交换剂。另外氨基与糖

分子中的羟基也可发生反应。所以对于神经节苷脂

来说，在氨基键合柱上的保留机理是基于唾液酸上

的羧基和糖链上的羟基与氨基作用的结果。当然流

动相中盐的浓度和pH是影响分离效率的主要因

素。图3给出了在氨基键合相的Lichrosorb-NH2柱

上对于9种未衍生化的神经节苷脂的分离结果。从

图3中可以看到分离极为成功。

3 神经节苷脂的化学衍生方法

细颗粒填料的高效液相色谱柱�和多元 度洗脱

装置的发展，使HPLC成为分离神经节苷脂的混合

物和异构体的有效技术。Jiaden 的实验室首先应

用HPLC分离未进行衍生化的神经节苷脂。检测是

在移动丝火焰离子化检测器上进行的。但这种检测

器与HPLC匹配不是十分适宜的，尚未能普遍采

用。有一些实验室在硅胶柱或离子交换柱上直接分

离神经节苷脂，定量是在薄层板上经光密度扫描来

完成的2 3 HPLC常用的检测器是紫外和荧

光检测器，它们具有选择性好，灵敏度高的特点。神

经节苷脂有微弱的紫外吸收，直接在195～215nm

处测定，其紫外吸收峰灵敏度较低〔31，�334，�381〕，一般为

nmol甚至mmol级水平。为了解决检测问题，发展

了柱前化学衍生化方法，就是说在柱前将样品制备

成各种衍生物，而这些衍生物或者有荧光或者对紫

外敏感，以达到痕量检测的目的。

1）全苯甲酰化反应是用苯甲酰氯与神经节苷

脂在密封的微型反应器中进行。在37 下保温1～

24小时，各种神经节苷脂都能完全衍生化〔�2〕场。糖链

上所有的羟基和氨基全部被苯甲酰化。由于这种衍

生物含有多个苯甲酰基，故在紫外检测器上有高的

响应值，其检测灵敏度可达pmol水平。McCluer等

人〔42〕首先采用这种衍生技术分析中性糖鞘脂。

Lee〔〕澈和Ullman 应用这种方法，将样品中的中性

和酸性糖鞘脂同时进行苯甲酰化，然后用HPLC进

行分离和定量分析。值得注意的是在反应前，必须将

样品、苯甲酰氯、吡 介质以及所用的玻璃器皿进行

充分干燥。

（2羰基容易和含氮亲核试剂进行加成反应。常

用来作为标记羰基的紫外或荧光试剂有24-二硝基

苯肼、对硝基苄基羟胺和丹磺酰肼等。神经节苷脂的

分子中没有可以进行直接标记的 基，需在标记反

应之前进行一次预反应，使其转为带有羰基的化合

物，如长链碱上3位碳上的羟基可被23-二氯-45-

二氰基苯醌氧化成 基〔�4常，也可以用半乳糖氧化酶

将寡糖链末端的半乳糖或N-乙酰半乳糖的6位碳

的羟基氧化成醛基45。烯烃与臭氧在低温时极易反

应生成臭氧化合物，经进一步处理分解为醛或酮。

Traylor 报道神经节苷脂与臭氧反应，经三苯磷处

理，长链碱上的C=C双键被氧化成醛基。然后在甲

醇介质中与对硝基苄基羟胺在45下反应15分

钟，将神经节苷脂转化为紫外敏感的衍生物。为了除

去过量的反应试剂和杂质，反应的混合物需经

DEAE-Sephadex-A-25柱色谱预先处理，继而应用

C18键合柱分离 254nm紫外检测。又如神经节苷



糖链末端的唾液酸可在温和的高碘酸氧化作用下失

去 8位和 9位碳，而7位碳上羟基被氧化成醛基。

Spiegel等人〔4647〕应用这种方法得到唾液酸上含醛

基的神经节苷脂，然后用含氮的荧光染料进行标记。

生成的衍生物具有强荧光，不仅能用于细胞表面糖

脂的荧光探针，也可用于液相色谱分析。

（3除羟基和羰基之外，神经节苷脂分子中唾液

酸的羧基可作为直接引进紫外或荧光基团的结合部

位，羧基很容易与酰甲基溴反应生成脂。使用较多的

有萘甲酰甲基溴、对硝基苯甲酰甲基溴和对甲氧基

苯甲酰甲基溴等，都可生成类似的紫外吸收衍生物。

首先研究神经节苷脂上羧基标记反应的是日本东京

大学的Nakabayashi等人〔32〕常他们在温和条件下，成

功地将对溴苯甲酰甲基标记到唾液酸的羧基上。反

应前后不需作任何处理步骤，衍生的混合物可直接

在正相的硅胶柱或反相的键合柱上分离并进行紫外

检测。4-溴甲基-7-甲氧基香豆素是专一标记羧基的

强荧光试剂。作者在实验中使用二甲基甲酰胺作为

介质，60℃反应 1小时，可定量地将神经节苷脂转化

为荧光衍生物〔48〕GM1的转化率为94% 。将衍生

后的混合物直接进行TLC或HPLC的荧光分析。比

较所述的几种标记反应方法，唾液酸羧基上的标记

反应可能是更值得推荐的方法，原因是这种反应具

有专一性强和操作手续简便的优点。

4 小结

综上所述，由于神经节苷脂既含亲水的糖链，又

含疏水的脂肪链，加之唾液酸上羧基的性质，故它在

正相的硅胶柱、反相的键合柱以及离子交换柱均获

得满意的分离。此外人们又发展了各种化学衍生化

方法，将它接上有强紫外吸收或具有荧光的有机基

团，提高了检测的灵敏度，使HPLC成为分析神经

节苷脂的有效技术。可根据样品来源、含量 种类来

选择色谱柱和衍生化方法。
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