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寡糖的分离和结构分析方法
*

韩丽君 袁兆慧 范 晓 王 剑

(中国科学院海洋研究所
,

青岛 26 60 7 1)

核酸
、

蛋白质
、

糖类是生命系统中的主要大分子物质
。

随着生物化学和分子生物学

的发展
,

科学家们对核酸和蛋白质的研究逐渐深人
,

对其在决定生命规律方面的作用己

有了初步的了解
。

但相比之下对生物多糖的研究较滞后
,

尽管糖类的生理意义同样至关

重要
。

在生物体中生物多糖 (p o ly s a e e h a ir d e )多是以糖缀合物 ( g l y e o e o
nj

u g a t e s ,

即多糖与

非糖 物质如脂类或蛋 白质共价结合而成 的糖 复合 物 ) 的形式存在
,

如糖蛋 白

(g ly e o p or te i n s )
,

糖脂 (g l y e o li p id s )和蛋白聚糖 (p r o t e o g l y e a n
,

即由蛋白质和糖胺聚糖通过

共价键相连的化合物 )
。

许多糖缀合物中由比较少数分子的单糖 (2一 14 个 )缩合形成的寡糖

ol( ig os ac hc 硕 de )部分具有惊人的多样性
、

复杂性和微不均一性
,

而使它与许多重要生理

过程紧密相关并具有许多重要的生理功能
。

目前已知的一些重要功能有
:
糖蛋白的寡糖组

分影响多肤链的正确折叠
,

防止蛋白水解
,

提高蛋白的稳定性和溶解性
,

决定它们在血

液中的清除速率
,

在细胞中作为信息分子调节它们的分泌
。

糖缀合物中的糖链作为信息

分子涉及多细胞生物生命的许多识别过程
,

如细胞一细胞间的相互作用
,

细胞的生长
、

分化
,

荷尔蒙一受体和抗原一抗体的相互作用等 ( Shc ac ht er
,

19 9 ;2 P au l s on
,

1 9 89 )
。

糖缀合物已

成为生命科学研究领域的科学前沿
。

糖的生物学正在受到越来越广泛的重视
。

糖链结构

的阐明对深人理解糖缀合物的功能和结构的相关性具有重要意义
。

一
、

寡糖的分离和检测

寡糖混合物的性质和分离研究是糖类研究中的难点之一
,

其主要原因是
: ①寡糖具

有相似的化学组成
,

有多种可能的异构体
,

存在多种连接方式和分支形式
,

结构异常复

杂
,

分离难度很大 ; (亘)糖分子缺乏生色团或荧光团
,

直接且高灵敏度地检测 比较困难
,

而

偏偏参与调节许多重要生理过程的糖缀合物中的寡糖组分结构复杂且可得量又小
,

这些

因素造成寡糖的分离分析相当困难
。

虽然未衍生的糖分子可以用灵敏度和选择性都较差
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的示差法检测
,

但不能满足糖缀合物中的微量至痕量的寡糖组分的分析和分离的要求
,

就需要高灵敏度和高选择性的分离和分析方法
。

1
.

高效液相色谱法 (h ig h P e
for

rm a n e e Iiq u id e h or m a t o g ra Ph y
,

H P L C )

HPL c 是 20 世纪 70 年代初开始迅速发展起来的液相色谱技术
。

H PL C 和柱色谱的

原理相同
,

因其采用了高压泵
、

高效固定相和高灵敏度的检测器
,

故使其分析速度
、

分

离效率
、

自动化程度都大大提高
。

高效液相色谱法分析糖类有很大潜力
,

已有多种形式

的 H P L c 法应用于复杂糖的分析
,

其中包括正相
、

反相和离子交换高效液相色谱均已用

于已标记和未标记的糖的分析
。

由于糖一般无可见光吸收
,

紫外区仅在 19 0一 2 10 n m 处

有微弱吸收
,

所以未经衍生的糖分子只能用灵敏度很差
,

非选择性的示差法检测
,

这样

达不到一些极少的糖缀合物分析灵敏度的要求
。

近来已有许多关于柱前衍生化的报道 (M att he w
,

1 9 9 6)
,

结果都能获得高产率的带荧

光或紫外吸收基团的衍生物
,

经过标记后使得分析灵敏度大为提高
,

并且亦便于通过紫外

或荧光检测器进行在线检测
,

如苯甲酞化法 (eF i iz
,

19 8 7) 是通过糖分子中的经基与衍生

化试剂反应而引人生色基团
,

但是此法对于还原性糖常有差向异构体产生
:
丹酞踪

(D an sy ht y dar oz on e)( w an g
,

19 84 )衍生物标记法则存在顺反异构体的间题 ; 与以上这两种

方法相比还原化标记法则反应完全
,

且没有异构体产生的问题
。

该方法是通过糖的还原末

端的醛基与带有伯胺基和荧光或紫外生色团的试剂反应生成席夫碱
,

由于此反应是可逆

的
,

加人 N a C N B H 3
进一步还原

,

使反应向正 向进行得到高产率的还原胺化衍生物
。

由

于这种方法仅涉及糖链的还原端
,

因而对糖链的专一性影响较小
,

检测灵敏度提高
,

是

目前应用广泛且比较成功的一类衍生化标记方法
。

已经使用的紫外可见标记试剂有
:
对

胺基苯甲酸已醋 ( A B E E ) (W
a n g

,

19 8 4 )
、

l
一

苯基
一

3
一

甲基
一

5
一

毗哩酮 ( p M P ) (K a z u a k i
,

19 9 1)
、

4
一

N 二甲基胺基
一

4
一

胺基偶氮苯 (D A A )B
。

荧光标记试剂有
: a 一

蔡胺
、

2
一

胺基毗陡 ( Jun
,

1 99 2) 7
一

胺基
一

4
一

甲基香豆素 (A M )C 1
一

二甲基 (P ar k as h
,

19 8 3 )胺基蔡
一

5
一

磺酞氯等
。

经过标

记的寡糖通过适当的高效液相色谱法可以使分析灵敏度达到 p m ol L/ 水平
。

其中
,

对

胺基苯甲酸乙醋 ( A B EE )衍生物通过西佛碱反应很容易制备
,

另外 A B E E 是一个憎水

的生色基团
,

它可 以改善糖在极性基质中较差的表面活度
,

正是由于表面活度差 而

限制离子喷雾技术如 F A B
一

M S 在糖分析中应用
,

因此还原端上具有此紫外吸收的

(A B E )E 基团不仅极大地提高了紫外检测灵敏度
,

而且还使该衍生物在质谱分析中可

以给出更好的碎片峰
。

虽然没有放射性标记法灵敏度高
,

但却避免了放射性处理及

测量的麻烦
,

是一种切实可行的方法
。

王维通等 ( 1 9 8 4) 采用廉价易得
、

量子产率较高

的 Q
一

蔡胺为荧光标记物将其标记在异麦芽糖寡糖的还原端
。

用高效液相色谱法
,

使

含有 2一 9 个糖残基的寡糖链得到完全地分离
,

并用快原子轰击质谱等方法鉴定了它

们的链的结构
。

2
.

高效阴离子交换色谱法 ( h ig h
一

p e
for

rm a n e e a n io n
一
e x c h a n g e e h or m a ot g r a P h y

,

HP A EC )

H P A E C 的分离原理
,

在 HPA E C 中通常以强碱性溶液N( a 0 )H作洗脱液
,

在这种条

件下糖分子的轻基转变成氧负离子从而使糖在未经硼酸的络和下
,

以阴离子的形式用于
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色谱
。

不同糖分子中的经基的 p K( a 电离常数) 有细微的差别
,

这种差别使得氧负离子与

阴离子交换树脂的相互作用产生的差异并表现在 H P A E C 中的不同洗脱位置
,

而达到分

离的 目的
。

H P A E C 是一种有效且灵敏的糖分析技术
,

但是由于技术上的原因
,

对洗脱

液泵送系统和分离柱有特殊的要求
,

要求分离柱可以长期耐受 N a O H 的腐蚀性
。

高效阴

离子交换色谱主要包括两方面
,

其一是分离系统
,

二是检测系统
。

1959 年 arF hn 曾经指

出糖分子的经基在强碱性条件下可阴离子化
。

利用强阴离子交换树脂以氢氧化物的形式

进行色谱分离还原性单糖和寡糖的方法
,

因为需要大量的洗脱体积而受到限制
,

树脂的

强碱性也可使糖发生异构化和降解
。

由于一种有效的薄膜型阴离子交换树脂的出现使糖

阴离子交换色谱技术发生了巨大的变化
,

还原性的单糖和寡糖可以在足够短的时间内被

分离
,

从而使糖的异构化和降解可以忽略不计
。

随着实用的 HPA CE 仪器的商品化
,

HPA CE 成为糖研究的有力工具
。

以往在糖分析检测方法中
,

地灰酚
一
硫酸用作糖的显色

剂可达到灵敏度 1on m o

比
。

用精氨酸一硼酸盐作荧乡日式剂则可使灵敏度提高 10 倍
,

因为

H以E C 是在碱性条件下进行的
,

所以检测的方法要和此条件相适应
。

脉冲安培检测 (P A D )

的出现
,

目前已广泛地应用于 H PA CE 中
,

检测限大幅度地降低
,

甚至适用于那些没有还

原基的糖
。

其检测灵敏度达到 10P mo 比
,

而不需要进行柱前或柱后衍生化
。

其他的检测

方法
,

如柱后荧光标记法
,

虽然此方法的灵敏度较 P A D 低
,

但与 P A D 法相比具有较好

的选择性 (如一个还原性基团 )
。

当寡糖经荧光或紫外吸收试剂标记后
,

荧光检测或紫外

吸收检测都可用于 H p ACE 中
。

当然放射性标记的化合物也不需要用队D 检测
。

M att he w

等 ( 19 9 6) 利用 H PA E C 分离并测定了由组织型血纤维蛋白溶酶原活化因子突变体得到的

各寡糖的浓度 ; 并通过 M A LDI / T O F / M (S 激光解析电离 /发光时间质谱 )确定了中性

寡糖的结构
。

3
.

电泳法 (e le ot or Ph o er s is
,

简称 EP )

前两种传统的色谱法
,

存在分离效力有限或非专一响应等问题
。

对于大分子化合物

因其分子大
,

扩散系数小
,

故在两相之间的传质慢
,

从而使分离效率降低
。

而电泳技术

不含有传质过程
,

扩散系数越小
,

反而可使分辨效率提高
。

在色谱学发展的基础上
,

色

谱学家们于 20 世纪 60 年代后期将毛细管引人电泳
,

形成毛细管电泳技术
。

因此
,

电泳法

是糖分离中应用最广泛的方法
。

毛细管电泳 (c 叩 ill 脚 el ec otr p h o er s is
,

C )E 或高效毛细管电

泳h( igh eP for nn an ce c
ap ill ayr el ee otr pho er iss

,

PH C )E 是以毛细管为分离室
、

以高压电场为

驱动力的一类新型现代电泳技术
。

在色谱法中采用毛细管柱是为了消除涡流扩散和缩短

在流动相中传质的路程
,

而电泳采用毛细管是为了有效地散热
,

并且使径向温度剃度更

小
。

毛细管电泳具有很多优点
:

①高效 l( s0
一 10 7

理论塔板数加 ) ; ②快速 (数十秒至数十

分钟 ;) ③分离模式多
,

选择自由度大 ; ④分析对象广
,

从无机离子到整个细胞 ; ⑤高

度自动化 ; ⑥样品需量小
,

运行成本低
,

无环境污染等
。

( 1) 毛细管电泳法

具有高分离能力
、

高灵敏度
、

快速和简便等特点
。

在糖类分析中已显示出优越性
。

以下几种 C E 分离后的柱上检测方法
,

寡糖的硼酸复合物 (H o
fst ett er

,

19 91 )可使 195n m 的

紫外吸收信号增大 2一20 倍
,

使检测达~ 比水平 ;用唾液酸间接光检测 (lK co ko w
,

19 84)
,
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可以达到微摩尔 (0 1一0 1
一s

o m比)
,

报道的安培电流检测法 (C ol on
,

19 9 3) 可以选择性地检

测还原性的或非还原性的糖且检测最低浓度限达到 10
一6 m o

llL
。

这与毛细管电泳分析糖

中示差法检测 ( lA fer do
,

1 9 9 1) 的灵敏度相近
。

柱前衍生化是目前最有希望的高灵敏地检测

糖的方法
。

因为糖通常是中性的
,

不带有电荷和发色基团
,

所以 C E 分析不能直接应用
,

在使用紫外光或荧光在线检测的毛细管电泳分析糖类时
,

需要将糖预衍生
。

目前
,

已有

数种适于 U V 和荧光检测的衍生方法和若干种相应衍生试剂被应用于毛细管电泳柱前衍

生
。

对于还原性糖
,

最常用的方法是一个含有伯胺基的发色团或荧光团将糖还原胺化
,

如 2
一

胺基毗陡 (H o n d a ,

19 8 9 )
,

对胺基苯甲酸和 4
一

胺基苯基氰
。

H o n d a
等 ( 1 9 8 9 )在碱催化下

使还原性的糖与 3
一

甲基
一

1
一

苯基
一

5
一

氧代
一

2
一

毗哇琳酮 (M P )P 的活泼氢进行缩合反应
。

用 U V

检测 2
一

胺基毗陡
,

对胺基苯甲酸或 M PP 标记的糖
,

检测 限浓度是 (4一 8) x or
一 6m o

比

(H on da
,

198 9 )即使纯化
,

降解和标记等分析过程都按理论水平计算
,

以上几种 U V 检测

方法的最低检测浓度也不能满足糖蛋白的寡糖的检测要求
。

采用激光诱导荧光 (L )IF 检

测 3
一

(4
一

梭基苯甲酞基 )2
一

醛基哇琳梭酸 (C B Q c A )标记的糖检测最低浓度限是 10
一 gm ol 几

。

此方法经过两步标记
,

首先是糖与氨气进行还原氨化形成氨基糖
,

然后 C B o C A 与氨基

糖反应
。

这样在标记物稍过量的条件下就可以得到最高产率的糖标记
。

但是 IL F 检测只

有在适当的标记物和最佳的标记条件下
,

才有可能达到微摩尔的检测限 (即分析糖蛋白

的寡糖组分的要求 )
。

电泳分离是依赖于电荷和尺寸的差异
。

大多数糖缺乏易于离子化

的官能团
,

故而电泳法分离糖是困难的
。

一个常用的可以克服此困难的方法是糖在高 p H

条件下使糖与硼酸形成其带负电的醋化合物
。

H on da ( 19 8 9) 等将还原性单糖衍生为 N
一

2
-

毗陡基糖胺
,

然后用 C Z E 分离它们的带负电菏的硼酸盐复合物
,

用 U V 进行在线检测

并达到 1OP m ol 几水平
。

因为正离子倾向于被吸附于未被修饰的带负心荷的灌注的硅胶

毛细管壁上
,

使电渗流较小
,

因此
,

形成带负心荷的标记物较好
。

一些芳香的磺酸衍生

物如 l
,

3
一

二磺酸基
一

7
一

胺基蔡 (A N D )S 和 1
,

3, 6
一

3
一

磺酸基
一

8
一

胺基蔡 ( A N T )S可以作为负电荷

标记物
,

它们的相应衍生物即使在较低的 p H 下就可以形成高电荷阴离子
,

即糖的 A N T s

衍生物在较广的 pH 范围内
,

均使糖增加 3 个负电荷
,

电迁移率的差异主要决定于分子

的有效表面的差异
,

这一点对决定最优化分离条件方面很重要
。

也因此可以根据电迁移

率 比较糖链 的长短
。

其 中 8
一

胺 基蔡基
一

1
,

3
,

6
一

三磺酸 (8
一 a

而on
n
ap hht al en

e 一 1
,

3
,

6
一

itr s u i fo n a et
,

A N T S ) 应用较多
,

并首先被 Ja e k s o n ( 19 9 0 )用在荧光辅助糖 电泳

(fl u o or hP
o er

一
a s s i s et d c

abr
o h y d ar t e e l e e

otr hP oer
s i s

,

FA C E )中分析寡糖
。

A N T s 衍生糖分子

不仅为其提供了生色 (荧光 )基团
,

还提供了 3 个负电荷
,

使原来为中性的糖分子能在各

种 p H 的缓冲液中
,

在电场力作用下产生电迁移
,

比较适合于寡糖的分离
。

lK oc ko w 等

分别将数个中性寡糖标准
、

数个唾液酸化寡糖标准
、

鸡卵清蛋白寡糖库和牛胎球蛋白寡

糖库用 A N T S 胺化还原衍生
,

各衍生物在毛细管电泳中得到很好分离
,

并采用 3 2 5 n m

的 H e 一 C d 激光器进行了激光诱导的荧光检测
。

车发云等将葡萄糖 (d ex t r en )部分水解成

寡糖混合物
,

然后用 A N T S 氨化还原衍生
,

经毛细管电泳分离在线检测
,

得到 D IP
一

21

的葡聚糖 A N T S 衍生物电泳剃度图
。

并发现同类寡糖衍生物相对迁移时间 (T M )
,

与聚

合度 N 均呈线性关系
。
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(2 ) 非水毛细管电泳法 ( n n oq au eu s o e
叩111脚

el e et o rp h o r esi s,

N A C E )

N A C E 是一种较新的分析技术
。

由于采用的是非水介质
,

具有较低的传导性
,

可以

减小由于焦耳热引起的谱带展宽
,

从而使分离效率得到提高
,

另外还可提高检测灵敏度
。

L ee ( 19 92) 等通过在优化的条件下 (即适当的电压和缓冲溶液浓度 )
,

以减少由于焦耳热和

电渗流引起的谱带展宽
,

分别在水介质和非水介质中
,

对麦芽糖寡糖 A N T S 标记衍生物

进行 C E 分析
,

来对比非水毛细管电冰和水介质毛细管电泳的分离效率
,

并得出结论
:

在优化的实验条件下
,

采用非水介质可使分离效率提高 1
.

5倍
。

(3 ) 聚丙烯酞胺凝胶电泳法 ( P o l y a c即 la而 d e g e l e l e e tr o p h oer
s i s )

l ) 荧 光标 记 糖 的 聚丙 烯 酞胺 凝 胶 电泳 (J ac k s o n ,

19 9 0 )(p o i y ac yr l a m i d e g e l

e le c

otr ph o er iss of flu
o or ph o er

一

l a be le d s ac hc 面de s)队G E F S 或 (助 oor hP oer
一

as iss edt
c a r b o h y dr

a t e

el ec t or hP or es is) FA C E
,

此方法是利用适当的试剂如 A N T S 和 2
一

胺基叮陡酮 (A M A )C 通

过还原胺化反应在糖的还原端引一个荧光基团
,

所得糖荧光标记产物用高密度 PA G E 凝

胶可达到高分辨率的分离
,

在适当的波长下经荧光检测器检测
,

用灵敏的摄像系统如数

码相机成像
,

灵敏度可达到亚 p mo 比 水平的糖分析方法
,

具有快速
、

灵敏且较价廉
,

可以对多个样品平行地进行定量分析
,

技术上易操作等优点
。

2) 一种高分辨率的聚丙烯酞胺凝胶电泳方法
,

此方法是利用一种有色的染料
,

4
-

胺基
一

l
,

1
一

偶氮苯
一

3
,

4
一

二磺酸 (A A B )A 通过还原胺化反应标记寡糖得到有色的产物
,

其

最大吸收波长为 4 89n m
,

摩尔消光系数是 37
.

6 15
。

然后再在碱性条件下用聚丙烯酞胺凝

胶电泳分离
,

用光密度仪扫描凝胶来定量
,

电迁移率用于定性
。

这种方法的优点是价廉

且易于操作
,

对仪器的要求也不高
。

4
.

凝集素亲和电泳法 (le e t i n a州 n iVt e ! e c t rO Ph o er s jS )

L A E c 是根据凝集素与糖可产生生物特异性相互作用这一特点与电泳的驱动力结合

起来的一种新方法
。

凝集素是一类动物或植物中所含有的蛋白质或糖蛋白
,

它们以特定

的顺序和低分子量的糖或寡糖结合
。

因此
,

凝集素作为一种细胞生物学的生化工具被广

泛地应用于含糖分子如糖蛋白
、

蛋白聚糖
、

糖脂的定位和纯化
。

该方法主要用于分析糖

蛋白来进行有关的癌症和炎症情况的诊断以及它在骨骼和肝胆管疾病诊断中的应用
。

因

为对于大多数寡糖而言
,

由于缺少运用电泳进行分离所需的固定电荷和灵敏的检测方

法
,

凝集素亲和 电泳一直未被用于寡糖的分析
,

直到 eL e( 1 992 )等将降凝集素刀豆球阮 A

并人凝胶基质中
,

利用电泳来分离带荧光标记的具有相同分子量的寡糖的衍生物
。

将梯

度聚丙酞胺凝胶电泳和毛细管区带电泳用于中性糖带电荷和荧光基团的衍生物的分析

和测序已有文献报道
。

梯度聚丙酞胺凝胶电泳分离这些糖衍生物的原理和用十二烷基硫

酸钠一聚丙酸胺凝胶电泳分离蛋白质一样
,

是基于寡糖链的分子大小进行分离的
。

尽管

梯度聚丙酞胺凝胶电泳具有高分辨率
,

荧光标记寡糖后使得检测灵敏度进一步提高
,

但

这种方法受到一定的限制
,

不能清楚地分辨具有相同分子大小的荧光寡糖衍生物
,

故如

用糖外切酶和梯度聚丙酞胺凝胶电泳 ( G ar id e nt P A G E )对含荧光基团的糖衍生物进行序

列测定
,

则须在确保没有其他的分子大小相似结构不同的糖的衍生物存在的条件下
。

而

凝集素亲和电泳这种新方法可以弥补这一局限性
,

对于从糖蛋白中水解出的具有相似结
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构的寡糖的纯化和分离这一方法值得注意
,

并且也可能代表用电泳技术分析复杂寡糖的

又一方向
。

二
、

结构分析方法

寡糖结构的确定通常需要以下几个步骤
: ①纯度鉴定

,

常用的经典鉴定方法有
:

功能团分析的摩尔比恒定 ; 比旋光度不再改变 ; 水解后分析糖组成恒定 ; 示差折射法

检测不变 ;柱层上呈现一个峰等
。

②分子量的测定
,

目前多采用质谱法
。

常通过化学电

离 (C D
、

场解吸 (F D )
、

快原子轰击 (F A B) 等方法获得分子离子峰
。

③单糖的鉴定
,

首先

要了解链全甲基化
,

然后水解贰键
,

鉴定所有获得的甲基化单糖
,

其中游离 O H
一

的部

位就是连接位置
。

从不同类型甲基化单糖的相对比例
,

可以推测 出糖链重复单位中各

种单糖的数目
,

末端糖的性质及分支点的位置
。

目前常使用
’ 3c N M R 方法来确定糖连

接位置主要是通过归属各碳信号
,

以确定产生贰化位移的碳
。

④连接顺序的确定
,

早

期主要是通过缓和水解法
,

即用稀酸水解
、

酶解
、

乙酞解
、

碱水解等方法
,

将糖链水

解成较小的片段
,

然后分析这些小片段的连接顺序
。

从而推测整个糖链的结构
。

质谱

分析也已用于低聚糖的结构研究
,

是根据质谱的裂片规律推测低聚糖和贰的糖链的连

接顺序
。

⑤贰键构型的确定
,

通过质谱
、

甲基化分析
、

酶降解和核磁共振等方法
。

至

今
,

已经建立的寡糖结构分析方法可概括为化学法
、

物理方法和生物学法
。

其中化学

法中比较经典的如甲基化法
,

需要经过全甲基化
、

水解
、

还原和全乙酞化等步骤
,

然

后再用 G C 或 G C舰S 分析来确定糖基间的连接方式
,

这种方法通常较耗时且需要样品

量较大 ;物理方法主要是质谱和核磁共振分析 ; 生物学法主要是酶解分析法
。

这里主要

介绍物理方法
。

1
.

质谱 (m a s s s Pe e tor s e o Py
,

M S )

在糖类结构分析的众多方法中
,

质谱被认为是很有前途的手段之一
。

它灵敏度高
、

结构信息直观
、

需要的样品量较少
,

尤其是将其与一些软离子化的方法如快原子轰击 (fa st

at o m bo mb adr ~ en t
,

F A )B 等结合起来
,

使得高极性
、

难挥发且热不稳定的糖及其缀和

物的直接分析成为可能
。

(卫F A B 法广泛应用于寡糖的分析
,

样品用量少且可以回收而不

影响原来的生物活性
,

灵敏度高
,

能实现高分辨率测试
,

操作方便
,

对样品没有气化的要

求
,

并能提供 (M+H )准分子离子信息
,

但是在低质量区域的峰会受底物峰的干扰
。

②电喷

雾电离质谱 (e l e e

otr
s p r a y i o n i z at i o n 一

m a s s s p e e

otr
s c o v y

,

E s x
一

M s )是将溶液中的分子转变成

气相离子的分场有效的手段
。

这样产生的分子离子往往带有多个电荷
,

这些离子是靠吸

附或失去若干个氢而形成的
,

所以在正离子或负离子上会看到 (M +n )H
” 十

或 (M
一 n

)H
” 一

的

峰
,

因此它可以测定的分子质量范围便大大扩展
。

③基质辅助的激光解吸电离质谱

(m a tir x 一
a s s i s t e d l a s e r d e s o印 t io n i o n i z a ti o n 一m a s s s p e e

otr
s e o p y

,

M A DL I
一

M S )也是一种软电

离方式
,

产生的分子离子稳定不易裂解
,

由于技术上的特点
,

这种离子化方式电离出的

离子常用飞行时间 (T O )F 检测器来检测
,

所以 M A L D 常与 T O F 连在一起称为基质辅助

的激光解吸飞行时间质谱仪
,

M A L D I 不受样品中缓冲溶液或盐类的影响
,

且其灵敏度



3 12 海 洋 科 学 集 刊

也是各类电离方式中最高的
。

2
.

核磁共振法( ne ula e rma ge n tie e ra a e e n n n o s s Pe e to re so Py
,

N M R )

N M R 与 M s 相比需要的样品量较多
,

灵敏度较差
,

但其提供的结构信息较多
。

这

种方法对仪器设备的精密度和谱图的解析要求相当高
,

高分辨率的
`H N M R 能准确测定

结构表征基团的化学位移和峰宽
,

糖链的各种结构特征
,

均可由这些结构表征基团的微

小位移变化表现出来
。

此外
,

ZD
一

N M R
、

N o E 和
’ 3c N M R 数据对糖链的一级结构及其溶

液构象的分析
,

也是必不可少的
。

三
、

展 望

由于糖几乎参与了生命的全部过程
,

因此对生命过程中糖功能的研究
,

揭示 了糖类

药物对治疗各种疾病的巨大前景
。

同时
,

糖化学的研究也是当今一个重要 的研究领域
。

随着糖生物学的高速发展和新技术的大力推动
,

使寡糖的分离与结构分析变得更为高

效
、

准确
、

快速和灵敏
,

可以更为直接和有效地探索生命现象的无穷奥秘
。
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n er q u i er d ht e i r i s o la it o n ,
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