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高效液相色谱在生物医药研究中的应用

第四讲 高效液相色谱法在糖类研究中应用

方积年 魏远安
（中国科学院上海药物研究所，200031）

随着科学技术的迅速发展和人们对单糖、双

糖、寡糖、尤其是多糖的功能的不断深入了解，

糖的研究已成为当今化学家和生物学家的研究“热

点”。例如肿瘤的发生与细胞表面的糖类的变化有

着密切的关系；人类血型的不同主要由于血红细

胞中糖基的不同；以及最近发现的糖链在分子生

物学中具有决定性的作用〔1〕。所有这些发现和

发明均有赖于糖类方法学的突飞猛进。高效液相

色谱 (HPLC)就是糖类研究方法学中的重要组

成部分。在糖类的分离和分析中，HPLC具有快

速、方便、分辨率高、分离效果好、重现性好和

不破坏样品等优点，并且特别适用于某些热敏糖

类的测定。现就这方面的应用按单糖，寡糖和多

糖分述之。

§4-1单 糖

采用HPLC分离或分析单糖混合物，常用二

种类型的柱即离子交换型柱，和吸附 （分配）型

柱。离子交换型柱中最常用的固定相为季铵硼酸

型阴离子交换树脂。当单糖与硼酸络合后，单糖

由中性转变成酸性，因此可进行离子交换〔2〕

流动相常为硼砂缓冲液。其分辨率与流动相的浓

度，温度和pH值有关。离子交换型柱的最大优

点是柱不需要每次再生。分配型柱的固定相有许

多类型，如氨丙基阴离子交换树脂，H+型阳离子

交换树脂〔3及粒径为510μ蘭m衍生化硅胶，这

种衍生化硅胶较为理想的是烷胺基或长链烷基与

硅胶之羟基以硅醚键结合而成的硅胶衍生

物4c 动相常是不同比例的乙腈水溶液。其峰

之保留时间随流动相含水量的增加而缩短〔〕。

由于许多还原糖能与固定相中胺基形成共价键，

导致柱的分辨率下降，以及这种硅胶支持的固定

相能溶于流动相中而产生空隙，使分辫率 下降，

这些问题可以通过控制pH，低流速的流动相及

减少进样而得到克服。单糖衍生化后，还可用正

相或反相的硅胶柱。为了延缓柱的退化，流动相

必须先经过孔径小于0.5m过滤器过滤，并去除

溶解之气体，去除气饱的方法有加热，减压或高

强度的振荡波处理。以水溶液作流动相时，加入

0.01%(W / V)叠�氮钠防腐剂是可取的。通常在

柱前装置一短小保护柱以延长柱的使用期。糖类

在HPLC上直接检测比较困难。因为糖类在正常

的紫外区域和可见光范围没有吸收，也无荧光。

但单糖在远紫外 188nm有最大吸收值。通常小于

190nm处噪音很大，所以常用检测波长为 192—

200nm。示差折射检测常用于糖的直接检测上，

但它的灵敏度较远紫外为差，并易受温度及溶液

浓度变化的影响，不能应用于梯度洗脱中。为了

解决单糖的检测问题，发展了柱前〔6，柱后〔7〕

衍生化的方法，就是说样品在柱前或柱后制备成

各种衍生物，而这些衍生物或对紫外敏感，或具

荧光。当然这时的层析性质已经改变了。如单糖

与氨基吡啶反应生成具荧光的衍生物，然后于C18

反相柱上层析，以乙腈柠檬酸缓冲液作流动相，

洗脱液即可用荧光检测〔8，敏感度较示差折射

检测提高二倍。异氰酸苯酯与各种单糖反应生成

具紫外吸收的衍生物，然后在C18反相柱上用乙

腈磷酸缓冲液展层，其敏感度也较非衍生物提高

了三倍 9 柱后衍生化检测法可能是更值得推

荐的方法，原因是适合于各种单糖，灵敏度高，

操作较简单，可直接根据峰面积进行定量计算。

如流出液与硫酸铜试剂反应〔1〕，立即可用紫外

于285或310nm检测。表1推荐了几种单糖常用
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的柱型及操作条件。

§4-2寡 糖

虽然HPLC的吸附色谱或正相色谱在中性寡

糖中用得不多，但它适合于低聚合的寡糖衍生物

的分析。如White等 20，将寡糖苯二甲基硅醚

化后进行吸附色谱，固定相为硅胶，流动相为正

己烷-乙酸乙 (193:1)，取得了满意结果。反相色

谱的载体常是骨架表面键合不同链长的烷基，如

C18的甲硅烷基硅胶和C8的甲硅烷基硅胶。流动

相常为水溶液或中等极性的溶剂 21。上述二种

色谱法在寡糖中一般用得不多。最常用的当推化

学键合相色谱，其重要的二种柱型是氨基丙基键

合相〔22-25和氰基及氨基衍生物的混合键合

相〔26它们可以分辨出相差一个糖残基的寡糖以

及连接位置不同的匀寡糖的异构体〔24,27。如采

用化学键合相的Spherisorb S5NH柱，流动相

为含水35 40％的乙腈溶液，可在20分钟内分

离聚合度10以下的各种寡糖。如流动相中水的含

量增加到 45%，则可分离聚合度为 15以下的各

种寡糖。用二胺或多胺代替胺基，键合于硅胶

上，在流动相中加入0.01%(/ V)的二胺或多胺

如1,4-二氨基丁烷的乙腈水溶液，可使硅胶支持

体的表面的胺基键合与流动相达到动态平衡，其

分离寡糖的聚合度可增加至25。寡糖的极性很

大，中性条件下又不容易离子化，所以过去离子

交换色谱应用不多，Mark等〔28根据在碱性条

件下(pH =13)糖类也能电离，应用高效阴离子交

换色谱分离寡糖，其分辨率取决于两个因素，一

是糖环上羟基的相对酸性大小，环上不同位置的

羟基酸性强弱的顺序是：1-OH ＞ 2-O >

6-OH�3-OH＞4OH。６二是寡糖的烷氧基负离

子与固定相的官能团的相互作用的大小。结果证



明高效阴离子交换色谱其分辨率较反相色谱及氨

基键 合相 色谱 大大提 高 。其所 用之柱 为

Dionex CarboPac PA-1薄膜阴离子交换柱(4.6
×250mm),流动相为 A.0.1 mol / L之 NaOH,

B．含 0.15mol / L NaAc 之 .1mol / L 的

NaOH,梯度淋洗，检测器为电化学检测 （三重

脉冲安培计29〕场。在HPLLC中寡糖的检测确实

是一个难题。由于它的洗脱常是梯度洗脱，所以

示差折射不能使用。寡糖在低波长的紫外区

(＜ 20nm)涿舾校��肷�螅�⑶倚枰3�慷鹊

溶剂，这样也限制了它的应用。目前常用的为柱

前衍生化方法。用生色基团〔3〕萤光基团〔31〕

和放射性同位素标记〔32使寡糖衍生化，然后分

别用紫外，荧光和放射检测。如采用氨基键合相

柱，则制备成具紫外吸收的O-苄基和O-(4-硝

基苄基)衍生物〔33或具荧光的2-吡啶衍生物

34。前已述及，采用电化学检测即三重脉冲安

培计是寡糖检测的新发展〔28，它的分辨率较前

几种方法为高，可检测10-9mol / L的未衍生化的

寡糖。Chapman还采用质谱检测即所谓超敏感

HPLC检测器 35。近年来寡糖的制备性HPLC

有较快发展。如麦芽寡聚糖是α-1, 4葡萄寡聚

糖，用通常的纯化方法很难得到纯品，采用制备

性HPLC方法分离麦芽寡聚糖混合物，它具有快

速，高效，低价，分离量大 （可达克级）等优

点〔〕常用的制备性柱(30�220cm)的载体有四
种：(Ⅰ�))H+脱衾胱咏换皇髦��((Ⅱ�))Ag+脱衾胱

交换树脂。(Ⅱ�))氨丙基硅胶。(Ⅳ�))十八烷硅胶。制

备性HPLC的流速(Fp)2-12ml / min。Fp可按

下列方程式计算：

Fp=Fa[IDp／IDa]2Lp / La

其中Fa为分析型柱之流速，IDp及IDa分

别为制备型柱和分析型柱之内径，LP及La分别

为制备型柱及分析型柱之高度。

以阳离子交换树脂为载体的HPLC分离寡糖，

它主要根据分子大小排阻和配合基交换机理〔37〕

常用4%或8%涣6鹊氖髦��g+型头直媛矢哂�

H＋型树脂，其分离样品量每次可达1g。反相十八

烷硅胶每次样品分离量仅1mg，但纯度很高。

§4- 多 糖

多糖的研究，首要问题是分离纯化及其纯度

的检测和分子量测定。过去常用的检测和测定方

法有超速离心法，高压电泳法，渗透压法，粘度

法和光散射法等 38。这些方法测定比较麻烦且

误差很大。七十年代以后，由于耐高压合成凝胶

的出现，HPLC已应用于测定多糖的纯度和分子

量以及制备性的分离多糖。多糖中所用的HPLC

多是高效体积排阻色谱 (HPSEC)或称高效凝胶

渗透色谱 (HPGPC)。它具有快速，高分辨和重

现性好的优点。这种方法，样品分子与固定相表

面之间无相互作用，完全是按分子筛原理分离，

目前最常用的商品柱是μBondagel柱系和TSK

柱系，如表2所示。常用水〔39,40，缓冲液 41,42和

含水的有机溶剂〔43，如二甲亚砜作流动相。如单

糖与寡糖中所述一样，流动相也必须经过过滤和

去气体。样品如含较多盐类或蛋白质则必须首先

除去。

表 2 藼Bondagel商品柱（Waters Assoc.）

表 3 TSK商品柱（Bio-Rad）

多糖检测不像单糖和寡糖采用柱前，柱后衍

生法，大多采用直接检测，常用示差折射仪

(RI。RI具中等灵敏度，其线性关系的最低敏感

量为20g，也就是说如果进样20μ，则样品浓度

必匦须大于0.1%, RI的最大敏感量为400g,如

果是酸性多糖还可用紫外检测，但多数是紫外检



测与示差折射检测联用。Yu等 [45]采用小角激光

散射检测多糖分子量，分子量配布和多糖分枝

度，它可以直接从图上得到每一点的绝对分子

量，而不需要像 RI预先用已知多糖制作标准曲

线。

Superose 6和Superose 12(Pharmacia)是交联

氯甲代环氧丙烷的琼酯糖，具有一定孔径，耐压

和较高理论塔板数的新型凝胶。分离分子量范围

为5000 1000000. Praznik46]采用Superose 6

柱(300�110 I.D.)，进样量50l的水解淀粉，水作

流动相，RI检测，流速0.6ml / min，得到满意

结果。必须指出，多糖在 HPLC上的表现，易受

其本身结构影响。操作时最好用相似结构的已知

多糖校正柱子。Firoz等[47]认为高温时HPLC

可以提高分离速度，增加效率，虽然在高温时会

发生一级柱上不可逆反应，但因分离速度很快，

不利反应可以忽略不计。为了获得较好的分辨

率，流动相的离子强度一般维持在 0—

0.6mol / L, pH为3-7。但如采用亲水基团丙三

基丙基甲基硅烷与多孔球型硅胶共价，商品为

SynChropak柱，用较高离子强度(0.7mol / L,

PH3.7)缓冲液作流动相，发现使用了较高离子强

度的缓冲液不但可以减少离子基团在大分子链上

的化学不均一性，而且可以大大减少进样溶液的

粘度，从而减少了层析粘度效应[48]。下面以

HPGPC测定多糖分子量着重说明之：

多糖的分子量与其在柱上的洗脱体积Ve，分

配系数Kav存在如下关系[]：
Kav=k1-k 2logM (1)

Kav = (Ve-V) / (Vt-V) (2)

其中k1和k2为常数，V为柱的空体积，即

不能透过所有凝胶孔的大分子的洗脱体积。Vt为

柱的总体积，即能透过所有凝胶孔的小分子的洗

脱体积。对于分子量M小于1000000的样品，通

常以兰色葡萄糖(M�2000000)和推咸烟堑牧鞒鎏�

积作为V和Vt，先以已知分子量的标准多糖测

得Ve及Kav，以Kav对logm进行线性回归，

求得k1和K2及回归系数，然后测定样品之Vt,

按式 （2）求得Kav，再按式 (1)得到样品的分

子量。HPGPC方法在多糖上的应用也有一些引

起误差的因素，如标准品与样品结构之差异，凝

胶柱对多糖大分子可能产生的吸附作用，大分子

在柱上扩散，标准多糖与样品之间浓度，粘度，

温度的微小差异等，Kav的引入就是为了尽量减

少这些因素引起的误差。
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Argon Discharge Detector YeFenLin CongjingLuo

ChunrongLian JiyoLin Bingcheng and Zhang Yukui,

Dalian Institute of Chemical PhysisAcademia Sinica,

116012.

The composition and specifications of a

home-made argon discharge detector has been

examinedIt has been proved that this detector is suita-

ble for the estimatin of impurities in argon: H2O2,

CH4 and COThe detectivity is 10 ppb (based on CH ．

The noise-signal ratio is 10-13g/s (based on CH4 or

H).


