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摘要：建立了以 ) /氨基 /# /乙基咔唑（:.<）为衍生化试剂对寡糖的标记方法。寡糖的还原端与 :.< 的伯 氨 基 反 应

生成烯胺，再被 +"=>)<+ 还原为二级胺，使得寡糖被 :.< 标记。衍生物通过反相高效液相色谱分离纯化，采用的

色谱柱为 ?"@-%9 A&00-@%& <$( 柱（). # 00 / $," 00，, !0），乙 腈 和 乙 酸 铵 水 溶 液（ B> &. ,）为 流 动 相，梯 度 洗

脱，在 !,& #0 波长处检测，并以基质辅助激光解吸电离飞行时间质 谱 进 行 分 析。在 此 衍 生 化 条 件 和 色 谱 条 件 下，

葡寡糖衍生物分离良好，并且 :.< 衍生可显著提 高 葡 寡 糖 的 质 谱 检 测 灵 敏 度。该 方 法 适 用 于 寡 糖 的 分 离 纯 化 和

结构分析，并与生物质谱具有良好的兼容性，表明该方法在微量寡糖链分析方面有广阔的应用前景。
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- - 糖类物质在生物体的生命活动中起着重要的作

用，其作为信息分子参与受精、发育、分化，维持神经

系统和免疫系统平衡等各个方面；炎症和自身免疫

疾病、老化、癌细胞的异常增殖和转换、病原体感染
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等生理和病理过程也都有糖类物质参与［! % &］。因此

如何分离分析微量寡糖链至关重要。高效液相色谱

（"#$%）由于 快 速、灵 敏 和 样 品 处 理 简 单 等 特 点 已

成为糖类物质分析的重要工具，但由于糖类物质本身

无紫外或荧光吸收，为了提高检测灵敏度，通常需对

样品进行柱前衍生使之携带紫外或荧光基团［’ % (］，同

时又可使糖链分子携带疏水基团，降低糖链的极性，

使之在反相色谱柱上的保留增强，便于分离。

" " 目前对糖类物质进行衍生化标记的试剂较多，

主 要 有 ) !氨 基 吡 啶、* !氨 基 萘 !!，#，+ !三 磺 酸

（&’()）、! !氨 基 芘!#，+，* !三 磺 酸（&#()）［*］、对 氨

基苯甲 酸 乙 酯（&*++）［’］和 咔 唑!$ !乙 氧 基 碳 酰 肼

（%+,%!-./0123/4）［$］等。这 些 试 剂 的 缺 点 是 衍 生

化反应流程 复 杂，一 般 需 要 酸 催 化，反 应 时 间 长（&
, !- -），甚至可能导致质谱检测灵敏度的降低。

" " 基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱（5&$67!
(,8!5)）是分析微量糖链结构的核心技术，它采用

软电离方式，可以测定完整的糖链分子质量，同时还

可以用源 后 衰 减（#)6）的 方 法 进 行 序 列 测 定。 另

外，5&$67!(,8!5) 除 了 能 耐 受 少 量 杂 质 的 存 在

外，对盐也有一定的耐受性［!- % !)］。5&$67!(,8!5)
技术具有其他方法不可替代的优势，将会成为糖类

物质分析的主要手段。

" " 本 文 在 利 用 # !氨 基!$ !乙 基 咔 唑（ # !193:;!$ !
4<-.=>10?12;=4，&+%）成 功 分 离 单 糖 的 基 础［!#］上，

将 &+% 扩展到寡糖的 5&$67!(,8!5) 分 析，结 果

令人满意。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂

" " @1<40A )+$’ 高 效 液 相 色 谱 仪，)$$+ 光 电 二 极

管阵列 检 测 器，).994<0. %!* 色 谱 柱（#. $ 99 /
!’- 99，’ !9）（@1<40A 公司）。53==3!B 超 纯 水 系

统（53==3C;04 公 司 ），&D75& %8E 型 5&$67!(,8!
5) 仪（ 岛 津 公 司 ），B$!$-! 振 荡 器（ 其 林 贝 尔 公

司），’&!’6 离心机（+CC4:/;0F 公司）。

" " # !氨 基!$ !乙 基 咔 唑、6!葡 萄 糖（ 6!G=H>;A4，

I=>）、乳糖（ =1><;A4，$1>）、硼氢氰化钠（’1*"#%’，

纯度 为 $’J）和 葡 寡 糖 混 合 物（91=<;/4K<03:）均 购

自 )3G91 %-493>1= 公司，冰 醋 酸、乙 酸 铵 均 为 天 津

第三化学试剂厂产品，乙腈、甲醇均为分析纯。

! ! #" 色谱条件

" " 流 动 相：& 相 为 -. ! 9;= L $ 乙 酸 铵 缓 冲 溶 液

（C" &. ’），* 相为乙腈；梯度洗脱程序：-#$- 93:，

$-J &#(’J &；流速：! 9$ L 93:；进样量：!- !$；柱

温：)’ M；紫外检测波长：)’& :9。

! ! $" 质谱条件

" " 正离子检测模式，’) 激光波长为 ##( :9，能量

为 *- N4O，所 用 基 质 为 !- G L $ )，’ !二 羟 基 苯 甲 酸

水溶液（6"*），并用标准混合肽作质量校正。

! ! %" 衍生化标记

" " 取 )-- !$ -. -’ 9;= L $ 葡 萄 糖 和 乳 糖 混 合 溶

液，加入 )-- !$ -. & 9;= L $ &+% 甲 醇 溶 液 和 )--
!$ -. & 9;= L $ ’1*"#%’ 水 溶 液，最 后 加 入 &- !$
冰醋酸，混匀 后 于 (- M 下 反 应 +- 93:。冷 却 至 室

温后，加入 ’-- !$ 水和 !. ’ 9$ 氯仿萃取 # 次，保留

水相。样品用水稀释 )- 倍后 进 行 "#$% 分 析。取

’-- !$ 衍生溶 液 真 空 干 燥，残 余 物 中 加 入 ’-- !$
水溶解，然后进行 "#$% 和 5&$67!(,8!5) 分析。

" " 取两份等量的葡寡糖，一份按上述步骤衍生化

后进行 "#$% 和 5&$67!(,8!5) 分析，另一份不经

衍生化直接进行 5&$67!(,8!5) 分析。

#" 结果与讨论

# ! !" 寡糖的 "#$% 分析

# ! ! ! !" "#$% 分析模式

" " # !氨基!$ !乙基咔唑与糖类物质的反应机理如图

! 所示。伯胺与糖的还原端反应首先生成不稳定的

烯胺；在还原 剂 的 作 用 下，又 被 还 原 生 成 稳 定 的 二

级胺［!)］。

图 !" 寡糖与衍生化试剂 &’% 的反应机理

()*! !" $+,-.)/* 0-+12)3/ 4-15+/)64 37 3.)*36+115+0)8-
9)25 $ :+4)/3:& :-25;.1+0,+<3.-（&’%）

" " 以葡萄 糖、乳 糖 混 合 物 为 样 品 按 前 述“!. &”和

“!. )”节方法 进 行 标 记 和 色 谱 分 离（ 见 图 )），并 依

此条件对寡糖进行分离和分析。

# ! ! ! #" 寡糖的 "#$% 分析

" " 以葡萄糖和乳糖的色谱分离条件对葡寡糖混合

物的衍生物进行 "#$% 分析，结果如图 # 所示。由

图 # 可看到 !+ 个色谱峰均得到了基线分离，这些峰

为聚合度 ! 到 !+ 的葡寡糖。这说明 &+% 不仅与单

·’)·
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图 !" 葡萄糖和乳糖混合物的 !"# 衍生物的 $%&# 谱图

’()* !" $%&# +,-./01.)-0/ .2 1,3 !"# 43-(501(536
.2 )78+.63 094 70+1.63 /(:18-3

# # !"#$%&%"#’：()**+&,) !$% -"./*#（&’ ( ** ) $*+ **，*
!*）；*"0%.+ 123’+ 4，+’ $ *". 5 6 !7&!8897,（17 ,’ *）；*":

0%.+ 123’+ ;，!7&!9；<,3$%+#& +./&%"# 1,"<,3*：+#(+ *%#，

(+= 4#"*= 4；>."? ,3&+，$ *6 5 *%#；$+&+-&%"# ?3@+.+#<&2，

!*, #*；%#A+-&%"# @"./*+，$+ !6B
# # $ B C.-:4D!；! B 63-:4D!B

图 #" 葡寡糖混合物的 !"# 衍生物的 $%&# 谱图

’()* #" $%&# +,-./01.)-0/ .2 1,3 !"#
43-(501(536 .2 /071.43:1-(96

# # 7E6! -"#$%&%"#’ 3,+ &2+ ’3*+ 3’ %# F%<B ! B
# # G2+ 1+3H’ "> $ - $. 1,+’+#&’ &2+ *3.&"$+I&,%#’ ?%&2 $ - $.
$+<,++’ "> 1".)*+,%J3&%"#B

糖及二糖产生衍生化，同时可与聚合度较大的寡糖

进行衍生。由于衍生化后糖类物质的疏水性增强，

在反相 7E6! 分离模式下糖的分离更为容易，且无

需专用的糖分析柱，在 !$% 色谱柱上即可得到好的

分离，因此本文建立的方法在寡糖的分析中有着较

大的应用潜力。

! * $ * #" 寡糖的 7E6! 分离收集

# # 在 7E6! 分离 4D! 衍生的葡寡糖混合物时进

行分步收集。从 &+ *%# 开始，按 $ *%# 间隔，将 流

出液收集于若干编号的小试管中，冷冻干燥后，随机

抽取 &. / &"，&( / ,+，,$ / ,!，,( / *+ *%# 内收集的

样品，溶于 $+ !6 水中作质谱分析。

! * !" 寡糖衍生物的 ;!&<=>?@’>;A 分析

! * ! * $" 葡萄糖和乳糖 4D! 衍生物的 K46LM:G8F:
K( 分析

# # 葡萄糖和乳糖的 4D! 衍生物的质谱分析如图

, 所示。衍生物在糖的还原端增加了 $ 分子的 4D!
（ 相对分子质量增加 !$+），因此 ! " # &"*’ *! 和 ! "
# *&"’ .. 应分别归属于葡萄糖和乳糖 4D! 衍生物

的［K 0 7］0 。! " # !$+’ $* 归 属 于 4D! 的 分 子 离

子峰。同时质谱没有检测到未被 4D! 标记 的 葡 萄

糖和乳糖的分子离子峰，表明在该衍生化条件下，糖

类物质与 4D! 反应完全。

图 %" 葡萄糖和乳糖 !"# 衍生物正离子检测模式

的 ;!&<=>?@’>;A 谱图

’()* %" ;!&<=>?@’>;A 6B3+1-8/ .2 !"# 43-(501(536
.2 )78+.63 094 70+1.63 (9 B.6(1(53 (.9 /.43

# # !"#$%&%"#’：#%&,"<+# .3’+, ?3@+.+#<&2，&&" #*；%"#%J3&%"#
+#+,<)，%+ H+N；*3&,%I，$+ < 5 6 "> !，* :$%2)$,"I)0+#J"%- 3-%$B

! * ! * !" 葡寡糖混合物 4D! 衍生物的 K46LM:G8F:
K( 分析

# # 对未衍生和衍生的葡寡糖混合物的质谱分析结

果如图 * 和图 . 所示。经 4D! 衍生后 可 容 易 地 检

测到聚合度 $ / &+ 的葡寡糖衍生物的分子离子峰，

主要为［K 0 93］0 离子峰。图 . 中带!的峰为衍生

物的［K 0 93］0 离子峰，主峰之间相对分子质量相

差 $.!，与葡萄糖残基的相对分子质量一致；无!标

记的峰为衍生物的［K 0 7］0 离子峰，主峰之间相对

分子质量的差值与葡萄糖残基一致。未 经 4D! 衍

生的葡寡糖只能检测到聚合度 ! / $! 的寡糖的分子

离子峰。

图 &" 葡寡糖混合物正离子检测模式的

;!&<=>?@’>;A 谱图

’()* &" ;!&<=>?@’>;A 6B3+1-8/ .2 /071.43:1-(96
/(:18-3 (9 B.6(1(53 (.9 /.43

# # K( -"#$%&%"#’ 3,+ &2+ ’3*+ 3’ %# F%<B , B
# # G2+ 1+3H’ "> ! - $! 1,+’+#&’ &2+ *3.&"$+I&,%#’ ?%&2 ! - $!
$+<,++’ "> 1".)*+,%J3&%"#B G2+ 1+3H’ +I1,+’’+$ 3’［K 0 93］0 B

·.!·
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图 !" 葡寡糖混合物 !"# 衍生物正离子检测模式的 $!%&’()*+($, 谱图

+-./ !" $!%&’()*+($, 01234567 89 !"# :25-;<4-;20 89 7<=48:2>45-?0 -? 180-4-;2 -8? 78:2
" " "# $%&’()(%&* +,- ).- *+/- +* (& 0(12 % 2
" " 3.- 4-+5* %6 ! & #’ 4,-*-&)* ).- /+7)%’-8),(&* 9(). ! & #’ ’-1,--* %6 4%7:/-,(;+)(%&2 3.- 4-+5* 9().! -84,-**-’ +*［" ( <+］( 2

" " 对比经 =>? 衍生和未经 =>? 衍生的葡寡糖的

质谱分析结 果 可 知，其 检 测 灵 敏 度 有 明 显 的 差 异。

经 =>? 衍生的葡寡糖可以检测到 #) 个 左 右 的 峰，

而未经衍生的样品只能检测到约 !! 个信号峰，表明

=>? 能显著地 提 高 葡 寡 糖 的 质 谱 检 测 灵 敏 度。这

是由于 =>? 标记后的寡糖更容易离子化，使得衍生

物的检测信号增强。

# / # / $ " 葡 寡 糖 衍 生 物 的 @AB? 分 离 产 物 的 "=B!
CD!3E0!"# 分析

" " 对“’* !* #”节收集的#+ , #-，#$ , %)，%! , %’，

%$ , .) /(& 的 馏 分 进 行 质 谱 分 析，结 果 如 图 - 所

示。图 - 中 ! " # ! /..* +) 和 ! +$#* ’$ 分 别 为 葡 聚

十糖 和 葡 聚 九 糖 衍 生 物 的［ " ( <+］( 离 子 峰，

! " # ! #%-* !!、! !/.* !’ 和 .#-* +$ 分 别 为 葡 聚 七

糖、葡聚六糖 和 葡 聚 二 糖 衍 生 物 的［" ( @］( 离 子

峰。通过对 @AB? 分 离 后 所 得 馏 分 的 质 谱 分 析 表

明：利用 @AB? 可实现样品中微量组分的分离纯化，

并可结合质谱分析对样品进行鉴定和结构分析。建

立的方法可用于生物样品中寡糖链的分离和结构解

析研究。

图 %" 图 $ 中部分馏分的正离子模式的 $!%&’()*+($, 谱图

+-./ %" $!%&’()*+($, 012345< 89 4@2 1<540 89 2=6<42 -? +-./ $ -? 180-4-;2 -8? 78:2
" " "# $%&’()(%&* +,- ).- *+/- +* (& 0(12 % 2
" " +2 ).- -7F+)- $%77-$)-’ (& #+ & #- /(&，/%7-$F7+, (%&* -84,-**-’ +*［" ( <+］( ；G2 ).- -7F+)- $%77-$)-’ (& #$ & %) /(&，/%7-$F7+, (!
%&* -84,-**-’ +*［" ( @］( ；$2 ).- -7F+)- $%77-$)-’ (& %! & %’ /(&，/%7-$F7+, (%&* -84,-**-’ +*［" ( @］( ；’2 ).- -7F+)- $%77-$)-’ (&
%$ & .) /(&，/%7-$F7+, (%&* -84,-**-’ +*［" ( @］( 2

·-’·



色 谱 第 !" 卷

!" 结论

# # 高效液相色谱与质谱相结合已经成为糖链结构

解析的强有力手段，质谱的优点是检测灵敏度高，在

确定糖链及其糖肽的相对分子质量、糖链及肽链的

顺序及连接位点等结构信息方面具有独特之处［$%］。

本文采用衍生化试剂 !"# 对寡糖进行柱前衍生化，

建立了 !"# 衍生寡糖的 $%&# 分离分析方法，在此

$%&# 分析条件 下，可 以 对 标 记 的 寡 糖 链 进 行 样 品

分离纯化；结合质谱手段为糖链的分离分析及结构

确定奠定了基础。该方法在微量生物寡糖链的分离

和结构解析中具有一定的应用价值。
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