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摘要：利用液$质联用技术（89$):;$<:）对啤酒酵母甘露聚糖乙酰解产物进行分析。电喷雾离子源为=+>；利用氨

基柱对甘露聚糖乙酰解产物进行分离；流动相为乙腈$水（?"@%"，体积比）。结果表明，该甘露聚糖的侧链是由甘露

糖、甘露二糖、甘露三糖和甘露四糖组成。将该方法用于低聚糖相对分子质量的测定，结果准确、可靠、快速。
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碳水化合物除了作为生命的能量物质和结构成

分外，还是重要的信息分子。一切重要的生命活动

过程（包括受精、胚胎发育、细胞癌变、病毒感染、细

菌感染以及植物生长调节等）都有糖链的参与［#］。

糖的结构同其功能有密切的关系，要了解糖的功能

首先必须对其结构进行分析。经典的化学方法（如

高碘酸氧化、:*,24降解）和核磁共振技术等对于解

析糖的化学结构很有用，但这些方法需要一定数量

和高纯度的样品，并且结果的分析不但需要丰富的

经验，而且往往很困难［!］。近#"年来，随着质谱技

术的快速发展，液$质联用技术越来越多地被用于寡

糖的结构测定和研究之中。其主要方式有快原子轰

击质谱（YCZ$<:）、液态二次离子质谱（8:;$<:）、热

喷雾质谱（H:[$<:）、电喷雾质谱（):[$<:）、离子

喷雾质谱（;:[$<:）以及多级质谱（<:$）等［%］。由

于液$质联用技术仅需要微量的样品，并且短时间内

就能给出寡糖的结构和相对分子质量信息，因此该

技术目前已成为糖化学研究者首选的方法之一［7］。

甘露聚糖是啤酒酵母细胞壁的主要成分之一，

它具有多种生物活性，如抗肿瘤、抗辐射、抗感染

等［(］。一般甘露聚糖通过共价键的形式同蛋白质

连在一起，因此又称之为甘露聚糖蛋白。其相对分
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子质量为!""""!!"""""［#，$］，主链为单链，其糖苷

键形式为!%&，#连接；主链甘露糖残基上连有丰富

的支链，其糖苷键形式为!%&，!或!%&，’连接。对

于酵母甘露聚糖来说，选择性乙酰解反应可以特异

性地切断主链的!%&，#%糖苷键，其切断!%&，#%糖苷

键的速度比切断支链的!%&，!%糖苷键、!%&，’%糖苷

键的速度快［(］。选用合适的反应条件，即控制反应

的酸度、温度和时间可以使甘露聚糖链完全从!%&，

#%糖苷键连接的骨架处断开，生成若干种寡糖侧

链［)］。前人在分析甘露聚糖乙酰解产物时曾采用

*+,%-%!，./0123/45%&6等柱色谱方法来分离各种寡

糖侧链，再根据所绘制的洗脱曲线确定寡糖支链的

组成［&"］。本文则采用目前先进的液%质联用技术，

对甘露聚糖乙酰解产物进行分离和检测，取得了比

较满意的结果。

! 材料和方法

!"! 仪器和试剂

-7289,:;<=>?"""液%质联用仪，@28/:A公司生

产。

无水吡啶、醋酸酐、碳酸氢钠、无水硫酸钠、浓硫

酸、无水甲醇、甲醇钠、三氯甲烷、甲苯、盐酸均为国

产分析纯。乙腈为色谱纯。

!"# 分析条件

!B#B! C-<=条件

色谱柱："*,D3202EFGC!，孔径为&!H6D;，粒

度为&"";，’H);;+H3HI’"";;；柱温：’"J；

流动相：乙 腈%水（$"K’"，体 积 比）溶 液；流 速：&
;<／;+D；进样量：&""<。

!B#B# 质谱条件

电喷雾电离（L.M）；正离子模式［NOG2］O；毛

细管电压：’H6FP；脱溶温度：!("J；源温：&!"J；

离子能量："H6/P；倍增器电压：#6"P；第一锥孔电

压：?6P；第二锥孔电压：6P；氮气流量：’H#<／1。

!"$ 样品处理

甘露聚糖选择性乙酰解［(］：称取经./012:,A/
=<%#*纯化的甘露聚糖6";Q，置于6";<圆底烧

瓶中，加入6;<吡啶及6;<乙酸酐，密封，烘箱中

加热，于&""J下保持!?1。用氮气流吹至浓浆状，

加入甲苯，混匀，再吹干。反复多次，直至把吡啶完

全驱赶掉。再加入6;<冰醋酸和"H6;<浓硫酸，

轻轻摇匀，使固形物完全溶解。将该烧瓶置于?"J
水浴中，保温&!1。再加入&";<吡啶，终止乙酰

解反应，用氮气流吹干，加入6;<三氯甲烷和’
;<水，振荡摇匀，移入离心管。离心（’""":／;+D
I6;+D），吸去上层水。依次用6;<水、’;<&

;,7／<盐酸、’;<&;,7／<G2C=R’和水洗涤三氯

甲烷层。用无水G2!.R? 除去三氯甲烷层的水分，

滤液用氮气吹干。

脱乙酰：在上述滤液的氮气吹干样中加入’;<
无水甲醇和&;<"H6;,7／<甲醇钠溶液，摇匀，室

温下放置’";+D。用氮气流吹干，即为甘露聚糖乙

酰解产物。

称取甘露聚糖乙酰解产物!;Q，用6;<流

动相溶解，经有机膜过滤，滤液即可用于液%质联用

分析。

# 结果与讨论

#"! 结果

图&为甘露寡糖选择离子色谱图。

图! 甘露寡糖选择离子色谱图
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由图&可知，甘露聚糖乙酰解产物由6个组分

组成。这6个组分的选择离子质谱结果见图!。

G2O的质量数为!’，甘露糖的相对分子质量为

&("，甘露糖带上一个G2O后，其质量数为!"’。因

此，&号峰代表甘露糖。同理可推知：!号峰代表甘

露二糖，’号峰代表甘露三糖，?号峰代表甘露四糖，

6号峰代表甘露五糖。由于选择性乙酰解得到的寡

糖实际上包含一个主链上的甘露糖残基，因此，可推

断甘露聚糖侧链分别由甘露单糖、甘露二糖、甘露三

糖和甘露四糖组成，并且侧链的长度以一个甘露糖

基、两个甘露糖基为主，其次是’个甘露糖基，?个

甘露糖基只占很小部分。

#"# 讨论

低聚糖聚合度及其相对分子质量是解析糖链结

构所必需的。TU*%N.和<.M%N.可以测定完整寡

糖的相对分子质量，但需对样品进行衍生化处理；各

碎片离子的质谱图比较复杂，不利于未知物的鉴定。

<=%N.采用L.M接口方式具有很大的优点。L.M
是一种非常软的电离方式，可以很方便地用于强极

性、难挥发性化合物的离子化，是用质谱进行大分子
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图! 甘露寡糖选择离子质谱图
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化合物相对分子质量测定的一个重大突破。通常的

电离方式如67法，根本无法得到糖的分子离子峰，

687电离方式的出现使这一问题迎刃而解。本研究

表明：利用9:;<8，采用选择离子方法可以快速、直

接地给出待测样品各糖组分的相对分子质量，这要

比其他方法简单并准确得多。另外，687方式下样

品用量极少，不易污染离子源，灵敏度高，它的检测

限可达*=>*5?!*=>*-?。特别是采用选择离子方

法，可以很好地排除非糖分子离子的干扰，使图谱的

解析变得简单而直观。

6 结论

9:;687;<8联用技术是一种快速灵敏的分析

技术。本研究将它成功地用于甘露寡糖混合物各糖

组分相对分子质量的测定，获得了比较满意的结果。

有关寡糖负离子质谱，以及聚合度为*=以上糖化合

物的9:;687;<8的情况将有待进一步研究。
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