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葡萄糖及其衍生物的直接紫外检测毛细管区带电泳研究

许 峰， 祝文君， 毛秀丽， 戴忠鹏， 张 青，

杜昱光， 梁鑫淼， 林炳承
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摘要：发展了在 #’; 1+波长下直接检测葡萄糖及其衍生物的毛细管区带电泳方法。在未涂渍石英毛细管中，以 ;"
++A. : B C,!DEF)$;" ++A. : B C,D!EF) 为缓冲液体系（接近生理条件 8D % 9)），分离了葡萄糖及其衍生物（葡萄糖
胺、!$乙酰葡萄糖胺和葡萄糖酸钠）。在各自相应的浓度范围内，峰面积与样品浓度之间呈现良好的线性关系。方
法简单、快速、重复性好，为研究葡萄糖及其衍生物与凝集素的相互作用奠定了分离检测的基础。
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糖是生物体内普遍存在的、对生物体结构和生

命活动起重要作用的一类物质。凝集素是非免疫来

源的、不具有酶活性的糖结合蛋白，具有多种生物功

能，如细胞识别和受体功能等。糖的重要性体现在

它与其它生命物质（主要是凝集素）之间的相互作用

方面［#］。!"世纪 ’" 年代以来，毛细管电泳因具有

分离快速、所需样品量少和自动化程度高的特点，已

被用于分子间相互作用的研究［!］。葡萄糖及其衍

生物是研究糖与凝集素（如：伴刀豆球蛋白（?A1
H））相互作用的一类模型化合物。通常将不同浓度
的一种反应物（如 ?A1 H）加入运行缓冲液（又称载
体）中，通过检测另一反应物（如糖）的迁移时间或游
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离浓度变化，来测定衡量相互作用大小的结合常

数［!，"］。因此需要测定游离的糖浓度。毛细管电泳

分析糖类化合物一般存在两个问题：一是大多数糖

离解程度低，荷电性差，亲水性强，致使利用样品淌

度差异进行分离的毛细管区带电泳法（#$%）和利用
疏水性差异进行分离的胶束电动色谱法（&%’#）较
难分离它；二是多数糖类不具备强的紫外或荧光发

色基团，使检测有一定的难度。通常的解决方法有

三种：第一，采用柱前衍生法来改变糖的性质，并引

入强紫外或荧光发色团。如使用 ()苯基)!)甲基)*)
吡唑啉酮［*，+］、,)氨基萘)(，!，+)三磺酸盐［-］、.)氨基
吡啶［,］、对氨基苯甲酸乙酯［/］等，但衍生法存在操

作步骤多、易造成糖链的解离等问题。更主要的是

衍生法测定的是糖的衍生物，而非真正的糖与糖蛋

白的相互作用。第二种方法是用硼酸盐缓冲液作载

体，利用糖基上相邻的 .个羟基与硼酸根生成糖)硼
酸根络合物，以增加糖的淌度差别和检测灵敏

度［(0］，但结果反映的往往是络合物与其他待研究溶

质的相互作用。因此硼酸盐也不适合作为研究糖与

糖蛋白相互作用的缓冲液。第三种方法是采用间接

紫外测定法［((］，即在缓冲液中加入淌度适当的、具

有一定紫外吸收的离子作为载体，载体与糖吸收值

之差作为响应信号检出，但选择这种不影响相互作

用研究的载体并非易事。因此目前常用的电泳方

法［(. 1 ("］尤其是前两种方法并不适合糖与糖蛋白的

相互作用研究，因此有必要发展能直接定量测定溶

液中糖的方法，以消除外界因素（如衍生、络合）对糖

与凝集素相互作用研究结果的影响。

本文在未涂渍石英毛细管中，经考察缓冲液浓

度、23值、运行电压等条件对糖分离的影响，发展了
在 (/* 45下直接分析检测葡萄糖及其衍生物的毛
细管电泳方法。

! 实验部分

! " ! 材料和试剂
葡萄糖胺和 ! )乙酰葡萄糖胺（和光纯药工业株

式会社，日本大阪）、葡萄糖（沈阳化学试剂厂）、葡萄

糖酸钠（湖州生物化学厂）、伴刀豆球蛋白（中科院上

海生化所东风生化技术有限公司）标准品的纯度均

在 //6以上。其余试剂为分析纯。所用水为二次
重蒸水。

! " # 仪器
789):;<公司 789=9>?@A&!000型全自动毛细管

电泳仪。未涂渍石英毛细管柱（!-*!5 9B <B，*0!5
8B < B C ", B * >5，有效长度 "" B 0 >5）购自河北永年
光纤厂。

! " $ 方法
将 *0 559D E F G;.3HI" 溶液和 *0 559D E F

G;3.HI"溶液按一定比例混合，即得到一定 23 值
的缓冲液。糖用缓冲液配制，进行 #$%分析。电泳
条件为：压力进样 .- J + KH;·@（" 2@8 C @L>），正向运
行电压 (0 KM，恒压操作模式，柱温和盘温均为 .0
N，(/* 45下检测。每次进样分析之间，用数倍柱
体积的 ( 59D E F的 G;I3 和水分别淋洗毛细管柱，
再用正极端的缓冲液淋洗毛细管，以保证较好的迁

移时间和峰面积的重现性。

# 结果与讨论

# " ! %&’分离谱图
所分离的 " 种糖化合物的紫外吸收弱，只在

(,* 45附近有最大吸收，但在此波长下，要求缓冲
液中的杂质含量低，否则会造成基线波动，故本文采

用 (/* 45，此波长既可保证有足够的灵敏度，又能
使基线稳定。图 (为 "种糖化合物混合标样的毛细
管区 带 电 泳 图。在 *0 559D E F G;.3HI")*0
559D E F G;3.HI" 缓冲液（23 - B "）中，" 种化合物
在比较短的时间（(( 584）内获得分离。其理论塔板
数分别是 ** 000，+. 000，+" 000和 ++ 000。

图 ! 葡萄糖及其衍生物混和标样的毛细管区带电泳图
()*" ! ’+,-./012,/0*/34 05 3 6.3783/8 4)9.:/, 05 *+:-06,

378 ).6 8,/);3.);,6 <= -31)++3/= >07, ,+,-./0120/,6)6
#;28DD;OP："" B 0 >5（LQQL>R8SL DL4TRU）C *0!5 8B <B，?4>9;RL<；
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@ROL4TRU：.0+ M E >5；<LRL>R894：WM ;V@9O2R894 ;R (/* 45；RL52LO)
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# " # 缓冲液浓度和 1?对糖分离的影响
在 (0 559D E F 1 (00 559D E F 的磷酸盐缓冲液

浓度范围内，糖的迁移时间和分辨率随着磷酸盐浓

度的增加而增加，但幅度较小。表明缓冲液浓度的

影响不大。考虑到缓冲液浓度过高，则离子强度大，

会使电流增大，柱效降低，本实验取磷酸盐浓度为
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!" ##$% & ’。
()在 * + " , - + ! 时，. 种糖化合物的迁移时间

随缓冲液 () 值的增大而略有增大，但幅度不大。
()值在 / + " , - + ! 时，. 种糖化合物分离最好。考
虑到相互作用研究常在动植物的生理 () 值（/ + .）
附近进行，本文选择 ()值为 / + .。
! " # 运行电压对糖分离的影响
在 ! 01 , 2" 01时，提高运行电压可使分离时

间缩短，但同时也会使电流增加，焦耳热影响增大。

本文选择运行电压为 3" 01，此时电流稳定在 2*!4
左右。

! " $ 定量校正曲线的绘制
取 *种不同浓度的糖溶液（每种糖的浓度均在

" + * ##$% & ’ 到 3!" ##$% & ’ 之间）进行电泳实验，
每个样品重复进样 . , *次。以峰面积（ !），对浓度
（"，##$% & ’）作图。各化合物的线性关系见表 3。
由表 3可以看出，它们的线性关系良好。最低检测
限（以 # & $ 5 2计）为 " + 6 ##$% & ’ , . + " ##$% & ’。

表 % 方法的线性关系和检测限
&’()* % +,-*’.,/0 ’-1 1*/*2/,3- ),4,/ 35 /6* 7.3738*1 4*/631

7%89$:; <=> ?@: >;A?B<@?B; C;DA;::?$= ;E8<@?$=! %
’?=;<A A<=D;
（##$% & ’）

F;@;9@?$= %?#?@
（##$% & ’）

7%89$:<#?=; ! 5 2 + .63 G 3". " H 3 + 36 G 3"2 " + II! ! J 2" " + I6
KL49;@M%D%89$:<#?=; ! 5 3 + !I" G 3"! " H 3 + -6 G 3"2 " + II2 " + * J 6" " + 6"

7%89$:; ! 5 / + .22 G 3"2 " H 2 + 3! G 3"2 " + II3 3! J 3!" . + "
N$>?8# D%89$=<@; ! 5 2 + /2I G 3". " H 2 + .3 G 3"2 " + II. ! J 2" " + -"

! !：(;<0 <A;<；"：:<99O<A?>; 9$=9;=@A<@?$= ?= ##$% & ’ +

以标样连续进样结果计算迁移时间和峰面积的

相对标准偏差（CNF），得迁移时间的 CNF 小于
" + .P，峰面积的 CNF小于 6 + *P（ & 5 *），表现出较
好的重现性。又由于本方法能将 . 种糖化合物分
离，因此有可能对研究 Q$= 4与多个单糖的交互作
用（协同与拮抗作用）提供条件，使通常只能对单个

糖与糖蛋白的相互作用的电泳研究扩展到对糖混合

物与糖蛋白的研究。

# 结论

在 !" ##$% & ’ 磷酸盐缓冲液（() / + .）、温度 6"
R、电压 3" 01的电泳条件下，未经紫外衍生的葡萄
糖及其衍生物在 33 #?= 内获得了较好的分离。为
研究单个糖类化合物与凝集素（如 Q$= 4）的相互作
用以及多个糖类化合物与 Q$= 4 的协同或拮抗作
用提供了一种新的途径。有关相互作用的研究将另

文报道。
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