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文献综述
糖类的毛细管电泳及芯片毛细管电泳

毛秀丽， 林炳承
（中国科学院大连化学物理研究所，辽宁 大连 ##6"!%）

摘要：糖类化合物在生物体内发挥多方面的作用。糖研究的复杂性在于其结构的复杂多变。高效毛细管电泳作为

一种快速、高效的分离分析手段已广泛应用于糖的研究。芯片毛细管电泳是近几年来发展起来的新的分析技术，

并已经在生命科学的研究中得到较广泛的应用。就各种糖类化合物的毛细管电泳的分析策略、检测条件及糖类化

合物的芯片毛细管电泳进行了阐述，共引用文献 78 篇。
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! 引言

糖类化合物是生物体的组成物质，从细菌到高

等动物的机体内都含有糖。早在 #"" 年前德国著名

的科学家 ;,2/<=> 就开始对糖进行研究。一个世纪

过去了，糖类的研究尽管有了较大的进展，但与蛋白

质、核酸研究的飞跃式发展相比较，仍显得很落后。

之所以如此，有两方面的原因，一是糖类的结构比蛋

白质和核酸要复杂得多，对它们的研究受分析、检测

技术的限制难以深入；二是早年发现的糖类的功能

比较单调，仅认为糖类是提供能量的物质。近 %" 年

来，随着分离、检测技术的发展，糖类化合物再度引

起人们的兴趣，特别是糖类的代谢产物的分析、糖蛋

白中寡糖链的结构和功能的研究、糖蛋白的微观不

均一性都有非常重要的意义，因此，以糖类为研究重

点的糖工程被认为是继基因工程、蛋白质工程后生

物化学和分子生物学中重要的研究领域［#］。!""#
年《?/,=0/=》（!&# 卷）上发表的关于糖类研究的专辑

具体地体现了学术界的这一认识。

各种色谱技术及传统电泳技术均可用于糖的分

析［! @ 7］。对于较复杂的寡糖，较多采用离子交换色

谱脉冲安培检测，但该法存在分离效率低及非专一

性响应、需要梯度淋洗等问题，而传统的电泳则仅能

分离少数带电荷的寡糖和糖蛋白，存在操作繁琐、无

法准确定量及分离效果差等问题。

毛细管电泳（A)）技术是 !" 世纪 8" 年代发展

起来的一种新的分离手段。将 A) 最早应用于糖的

分析是 BC04+ 研究小组于 #&8& 年提出的。A) 所

具有的高分离能力、高灵敏度、快速和简便等特点，

在糖的分析中已显示出它的优越性。我们也曾分别

就糖类毛细管电泳的分析原理、检测和糖蛋白的分

析 作了综述［(，6］。本文就糖类化合物的毛细管电

泳分析策略以及目前用芯片毛细管电泳分析糖类的

最新进展进行阐述。

" 各种糖类化合物的毛细管电泳分析

" # ! 糖类化合物的分离

" # ! # ! 单糖和聚糖

一般来讲简单的单糖是中性糖，需要将其转化

成带电荷的形式进行电泳。由于单糖的 5! + 值一

般大于 ##，故需选用强碱性的缓冲液（5B D ##），使

糖基上的羟基去质子而带负电，直接进行电泳分离，

用紫外（#&( 0*）检测。也可以选用硼酸盐缓冲液，

硼酸盐与糖基络合形成带负电的络合物以进行电泳

分离，用紫外检测。另外，采用紫外或荧光衍生试

剂，如 !$氨基吡啶、!$氨基喹啉、8$氨基萘$#，%，6$三
磺酸（:EF?）等对单糖进行标记，既可以使糖带上

一定的电荷，也可以增加检测的灵敏度。

聚糖包括寡糖和多糖。简单单糖的分析方法也

适于简单寡糖的分析。

多糖一般利用酸解或酶解的方法将其转化为寡

糖后进行分析。BC0G 等［’］利用毛细管凝胶电泳分

析了用超声波降解或酶解后的透明质酸的片段。多

糖也可以直接在合适的条件下进行电泳，?H=I+022C0
等［8］用毛细管电泳分析了以 %$（7$羧基苯甲酰基）$
!$喹啉羧基醛（AJKA:）标记的纤维素和肝素，但这

方面的报道不多。

" # ! # " 复合多糖

糖蛋白及其糖型：糖蛋白是糖链与蛋白质通过

共价键连接形成的化合物，其连接方式有两种，一种

是糖链和天冬氨酸连接，称为 E$连接糖蛋白；另一

种是糖链和丝氨酸或苏氨酸连接，称为 9$连接糖蛋

白。糖蛋白的毛细管电泳分析方法有两种，一种

是用酶解或酸解的方法将糖链从糖复合物上解离下
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来，对其糖链进行电泳［! " ##］；另一种是分析糖蛋白

的糖肽。

将糖链从糖蛋白上解离后得到的是糖与肽的混

合物，肽链可以用乙醇沉淀法或凝胶排阻色谱除去，

以消除其影响；然后对寡糖混合物进行标记、电泳分

离。若欲将 $%连接糖蛋白上的糖链用酶解或化学

方法解离下来，使用的酶一般是缩氨酸核苷酶 &
（’$()*+ &）；,%连接糖蛋白上的糖链可以在碱性硼

酸盐缓冲液中于 -. / " 0. /的条件下释放下来，

但释放下来的糖链是糖醇，不易用半缩醛化学方法

进行标记。1)2+34 等［#5］报道了一种在 #60 78 波

长下直接检测牛下颌粘液素和燕窝中的还原 ,%连
接的多糖，检测限可达 . 9 6 :8;<。

糖蛋白经蛋白酶酶解后生成糖肽，糖肽的图谱

被认为是糖蛋白的指纹图谱。糖肽的分离主要是基

于其 :! ) 值的不同而进行 => 分离，并不是基于糖

链结构的不同，因此所选用的缓冲液的组成及其 :?
值的选择尤为重要，其检测也是基于蛋白质的检测。

以庚烷基磺酸为缓冲液添加剂，用胶束电动毛细管

色谱（@>1=）分离红细胞生成素经胰蛋白酶消化后

生成的糖肽，得到了高的分离效率［#A］。

对于具有相同的聚肽核心，而糖链的结合位点、

数目、结构不相同的一类糖蛋白，我们称其为同一种

糖蛋白的不同糖型。由于糖型之间结构相差较小，

它们的分离对于毛细管电泳来说是一个挑战。但选

择合适的条件仍然可以将一些糖 型 分 开。B)8+*
等［#-］在高离子强度的情况下用 @>1= 分离再结合

干扰 素%! 糖 型，得 到 了 很 好 的 分 离 效 果。C48
等［#0］在用磷酸盐缓冲液（:? 5 9 0）分离再连接人骨

生成素蛋白 5 中的糖型时得到了 ! 个峰。再连接人

骨生成素蛋白中各个糖型的差别只是糖链中含有的

甘露糖单元数不同。=3+ 等［#D］用 => 比较了两种商

业火鸡蛋卵清蛋白中的糖型，在 #.. 88;< E F 硼砂，

# 9 6 88;< E F 的 #，-%二氨基丁烷，:? 6 9 D 的缓冲液

体系中发现两种蛋白含的糖型相同，但有 - 个糖型

的含量不同；用同样的条件比较了火鸡蛋卵清蛋白

和鸡蛋卵清蛋白中的糖型，发现两种蛋白含的糖型

有很大的不同。在缓冲液中加入不同的添加剂可以

提高糖型的分离效果。这类添加剂主要有聚胺、二

氨基丁烷%硼酸、二氨基丙烷%硼酸、二氨基丁烷%磷酸

和季铵盐等。

糖脂：糖脂既可以直接用 => 分离，也可以用神

经酰胺聚糖酶将糖链释放出来后进行分析。如神经

节苷脂是一种典型的含酸性糖的糖脂，但在生物条

件下能形成胶束混合物。C;; 等［#G］用含"%环糊精

的硼酸%磷酸盐缓冲液在 D 847 内将哺乳动物脑中

的神 经 节 苷 脂 (@#，(H#)，(H#I 和 (J#I 分 开。 BK
等［#6］将环糊精修饰的毛细管电泳与质谱联用，对神

经节苷脂进行分析。@+L3M+N 等［#!，5.］不仅采用乙腈

或环糊精作缓冲液添加剂对神经节苷脂的 G%氨基

萘%#，A%二磺酸（O$HP）衍生物进行分析，还用同样

的方法分析了从神经节苷脂中释放下的酸性糖。

蛋 白 聚 糖：蛋 白 聚 糖 的 糖 基 为 糖 胺 聚 糖

（(O(），这类糖基的聚糖部分有透明质酸、硫酸软

骨素、硫酸角质素和肝素等。(O( 是一些直链的羧

酸化或硫酸化的聚糖，在人体组织内普遍存在，其相

对分子质量分散、变化范围较大，通常难以测定。但

(O( 一般都含有重复的二糖单元，而且可用裂解酶

降解成糖醛酸化酸性寡糖，这些寡糖既带电荷又有

紫外吸收（5A5 78），因此很适合用 => 进行分析。

?;7Q 等［G］将透明质酸经酶解或超声波降解后的寡

糖混合物用 6%氨基芘%#，A，D%三磺酸（O’JP）标记，

经电泳分离后，用激光诱导荧光检测。1)2+34 等［5#］

用聚乙烯醇作为缓冲液添加剂，研究了透明质酸和

" %乙酰神经氨酸的降解产物的迁移时间和相对分

子质量的关系。也可以用毛细管电泳直接对 (O(
进行分析，如 ?)R)*+ 等［55］报道了一种分离大分子

的透明质酸的方法，他们将支链淀粉加入缓冲液中

形成动态微孔，从而进行分离分析。(M48*3)S［5A］

曾综述过关于糖胺聚糖的毛细管电泳的方法 。

! " # " $ 糖的衍生物

糖的衍生物是指糖的氧化产物、还原产物、氨基

取代物以及糖苷化合物。糖的衍生物的毛细管电泳

可以根据功能基的不同选择合适的条件进行，本文

不再展开讨论。

! " ! 糖的检测

大部分的糖类化合物的检测是基于糖链的检

测，因此本文仅阐述糖链的检测。紫外、荧光、电化

学、质谱、差热等都可以用于糖的检测，但由于糖缺

乏生色基团和荧光基团，除少数糖在短波长时有吸

收可以直接进行紫外检测外，大部分糖在进行紫外

或荧光检测前都需要进行衍生。

! " ! " # 紫外检测

间接紫外检测：间接紫外检测是以某些有紫外

吸收的物质做为背景电解质，使无吸收的物质产生

负吸收而进行检测的一种方法。F++ 等［5-］考察了 D
种不同的背景电解质在糖分析中的效果，认为用 #%
萘基乙酸作背景电解质可以提高分离效果和检测

限。以山梨酸为背景电解质，三乙胺或硼酸盐作为

电解质添加剂，可以将一些 :! ) 值非常相近的单糖

或二、三糖分离［50］。=4M47Q3 等［5D］以山梨酸钾为背

景电解质，考察了不同缓冲液和不同 :? 值对磷酸

化的糖及相关化合物分离的影响，认为 D 88;< E F
的山梨酸钾、:? 0 9 6 的缓冲液对其分离效果最好。

但这种方法的选择性较差，灵敏度低，而且不易得到
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稳定的背景，因此其应用受到限制。

直接紫外检测：在单糖或寡糖的溶液中加入硼

酸盐，糖与硼酸盐会形成络合阴离子，并导致糖在

!"# $% 处的吸光度提高 &’ 倍，因此不用衍生，可直

接在此波长下对糖进行 () 分离、紫外检测，但检出

限只能达到 $%*+ 的水平。最近 ,-.$ 等［&/］在对人

乳中的酸性寡糖进行分析时，利用 0)1(，在 2/3
%%*+ 4 5 的 6789%: ; 缓 冲 液（<; / = "）中，用 !#’
%%*+ 4 5 十二烷基磺酸钠（,>,）和 3?的甲醇做添

加剂，在 &’# $% 处检测，检测限可以达到 @%*+ 级。

但大部分的糖在进行紫外检测前需要进行衍生以引

入生色基团。

衍生：糖的紫外衍生方法大致分 2 种［&A］，一种

是衍 生 试 剂 具 有 产 生 电 荷 的 作 用，如 氨 基 吡 啶、

BC6, 等还原胺类常用于还原糖的衍生；第二种是

用红氨糖与 !，&D二氯芳香化合物反应生成异吲哚，

如 (EF(B 等；另外一种是用 2D甲基D!D苯基D&D吡唑

喹啉酮（G0G）或醛酮进行醛糖反应。通过第一种

方法衍生可以将单糖、寡糖和糖蛋白的寡糖链转变

成 ! D&D吡啶基糖胺，用在线 HI 检测（&J’ $%）可以

检测出这些糖的衍生物。但是这种方法只能用于还

原糖的衍生，不能用于酮糖的衍生，具有一定的局限

性。醛糖的芴甲氧羰基肼（KL0(D;MN7:98$.）衍生

物和氨基糖的芴甲氧羰基氯（KL0(D(+）衍生物可

在 &32 $% 处测定。用 G0G 对一些单糖（醛糖和酮

糖）进行衍生，得到的衍生物有较强的紫外吸收。以

对氨基苯甲酸乙酯为衍生试剂，酮糖、醛糖和糖醛酸

均可以在 2’# $% 处被测定。最近 (-:7+O**N 等［&"］

合成了一种用于寡糖多种检测方法的探针 &D氨
基呀啶酮（&DB0B(），可以用于紫外检测。G+*P.Q
等［2’］先用一种高电荷的紫外衍生剂 ! DJD氨基苯甲

酰D5D谷氨酸（BER）对糖进行衍生，再对这些衍生物

进行检测，可以得到较高的灵敏度。

糖的 &D氨基吡啶衍生物可以在硼酸盐缓冲液

和磷酸盐缓冲液中进行电泳，就是说在酸性和碱性

条件下都可以进行分离检测，而其他的几种衍生物

只能在硼酸盐缓冲液中进行电泳。

从检出限来看，芴甲氧羰基肼和芴甲氧羰基氯D
糖衍生物可达 @%*+ 级，对氨基苯甲酸乙酯和 2D甲基

D!D苯基D&D吡唑喹啉酮D糖的衍生物为 !’ @%*+，!D萘
氨D糖的衍生物为 !’’ @%*+，&D氨基吡啶的衍生物只

能达到 <%*+ 水平，BERD糖的衍生物可达低于 <%*+
的水平。

除了以上所述的柱前衍生方法，还有一种动态

衍生方法。它是利用糖与某些离子的螯合作用，在

缓冲液中添加一些离子，使其与糖形成的螯合物在

紫外区有吸收。E:99:$.++: 等［2!］在缓冲液中加入硫

酸铜，使得铜（!）与糖形成的螯合物在 &J# $% 处

有吸收，并发现糖的迁移时间随着铜（!）浓度的增

大而增加，故用此方法可改善中性糖的分离效果。

! " ! " ! 激光诱导荧光

随着生物化学和分子生物学的发展，人们不仅

对分离技术的要求越来越高，而且对检测手段的要

求也越来越高。由于激光诱导荧光检测（5SK）的灵

敏度高、检出限趋近于单分子水平，因而被广泛应用

在毛细管电泳的研究中，已成为糖蛋白、糖脂、单糖

和寡糖等糖化合物研究的重要技术之一。但由于糖

分子缺乏荧光基团，因此利用柱前衍生，引入荧光基

团和电荷是实现糖的 ()D5SK 分析的理想途径。当

然也可以进行间接荧光检测，但缓冲液的 <; 值要

达到 !&，以保证糖的迁移。用间接荧光检测，其检

测限可达 <%*+ 级［&A］，但使用间接荧光检测的报道

尚少。

常用的荧光衍生剂有 2D（JD羰基苯甲酰基）D&D
喹啉羰醛、&D氨基吡啶（BG）、3D氨基喹啉（BF）、芴甲

氧羰基肼和芴甲氧羰基氯，前面提到的合成的探针

&D氨基呀啶酮及其改进的探针（BBDB(）也可以用于

荧光标记［&"］，长激发波长的 #D羧基四甲基若丹明琥

珀酰亚胺酯（#DP:7T*UMV.V7:%.V-M+7-*N:%8$.，WXPP8$D
8%8NM+ .WV.7）主要可以用于氨基化糖的标记［2&］。但

最常用的是 BC6,［22］，BC>,［!"］和 BG6,［!’，2J］。

糖的 BG6, 及 BC6, 的衍生物可以在酸性和

碱性的硼酸盐和磷酸盐缓冲液中进行电泳，但聚合

度较大的 BC6, 衍生物不适宜在碱性缓冲液中分

离。而糖类的 B0B( 衍生物，由于其在一般的酸、

碱缓冲液中均不带电荷，故须在碱性的硼酸盐缓冲

液中与硼酸根形成带负电荷的络合物才能进行电迁

移。一般而言，糖类的 BG6, 衍生物的最大吸收在

J## $%，因此可以采用氩离子激光器提供的 JAA $%
的波长进行检测；糖类的 BC6, 衍生物最大吸收波

长是 23’ $%，可以采用氦D镉激光器提供的 2&# $%
波长进行检测。BG6,D糖衍生物的检出限可以达到

:%*+ 级［2J］，而 BC6,D糖衍生物可达 $%*+ 4 5 级。#D
羧基四甲基若丹明琥珀酰亚胺酯主要用于氨基糖的

标记，17M+*Y 等［2#］用其作荧光标记物研究了单细胞

中寡糖的合成。

! " ! " # 质谱

质谱（0,）主要用于糖的结构分析，是进行糖序

测定的理想方法，特别是在糖蛋白上的糖链的分析

中非 常 有 用。经 常 采 用 的 方 法 除 普 通 的 四 极 质

谱［23］外，还有电喷雾离子捕获D质谱（),SD0,）［2/］、

基体辅助激光解吸 4离子化D飞行时间质谱（0B5>SD
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!"#$%&）［’(］和 基 体 辅 助 激 光 解 吸 )离 子 化$质 谱

（%*+,-$%&）［’.］。

/01 等［’2］用毛细管电泳$电喷雾离子捕获质谱

对葡聚糖进行了分析。葡聚糖水解后的寡糖混合物

用 ($氨基芘$3，’，2$三磺酸标记后，在乙酸$氨缓冲

液 中 进 行 毛 细 管 电 泳 分 离，用 质 谱 进 行 检 测。

456178 等［’9］对昆虫的 &:$. 细胞中糖蛋白上的糖链

进行分析，糖蛋白上的糖链经酶解释放下来，用 9$
氨基$3，’$萘二磺酸（*;*）衍生后，在磷酸缓冲液中

进行毛细管电泳，用电喷雾离子捕获$质谱进行检

测。<=07 等［>?］用电喷雾$质谱测定未经衍生的中性

糖，检测限可达 =@5A ) + 的水平。

! " ! " # 电化学检测

电化 学 检 测 采 用 的 主 要 方 法 是 脉 冲 安 培 法

（B*,）。/5A5C 等在 3?? @@5A ) + 的 D="E 溶液中，

用铜电极（F:!@ GH I H）做工作电极，*J ) *J/A 电极

做参比电极，测定了 3: 种标准糖，得到的线性范围

为 3!@5A ) + K 3 @@5A ) +［>3］。用金电极做工作电

极，*J ) *J/A 电极做参比电极，在 3? @5A ) + 的碳酸

钠溶液中测葡萄糖，得到的线性范围为 3?!@5A ) +
K 3 @@5A ) +［>F］。L51J1A 等［>’］报道了一种较方便的

制作电极的方法，即将一层金膜镀在毛细管的顶端

制成工作电极，可得到较好的结果。

虽然电化学检测的灵敏度较高、方法较简单，但

电化学检测对不同的糖不能产生一致的响应，这样

每一种糖都要求有自己的定量标准，而且存在重复

性差、毛细管与电极联用不方便、通常只能用于毛细

管区带电泳的检测等问题，因此在使用上受到限制。

$ 糖类化合物的芯片毛细管电泳

芯片毛细管电泳（/0GM /N）是近年来发展起来

的一 种 新 的 分 离 分 析 技 术，是 微 全 分 析 系 统（!$
!*&）的重要组成部分。/0GM /N 是在常规的毛细

管电泳理论和技术的基础上，利用微芯片制造技术

在几平方厘米的芯片上刻蚀出扁平的通道和其他的

功能单元，通过不同的管道网络、反应器、检测单元

的设计和布局，实现样品的进样、反应、分离和检测

的一种多功能化、高通量、快速、高效和低耗的微型

实验平台［>>］。/0GM /N 与传统的 /N 相比有许多优

点，如进样量小（M+）、散热性能好，因此允许采用较

高的电场，可以大大提高分离速度等；通过多通道设

计及通道设计的任意性实现了芯片的高通量、集成

化。/0GM /N 已经在核酸和蛋白质的分析中得到较

广泛的应用［>:］。最近 /0GM /N 已开始应用于糖类

的分析。O=CJ 等［>2］利用酶解和毛细管电泳技术在

/0GM /N 上分离葡萄糖、尿酸、抗坏血酸、乙酰氨基

苯以用于糖尿病的诊断，采用化学检测法，葡萄糖的

检测限可达 2!@5A ) +。!P1CJ 等［>9］用 /0GM /N 对

!$环糊精进行分离，用 %*+,-$%& 检测，得到较好

的分离效果和高的信噪比。O=CJ 等［>(］将酶解反应

和 /N 集成于芯片上，利用电化学检测对酒中的葡

萄糖和乙醇进行分析。

/0GM /N 在糖类化合物分析中的应用刚刚开

始，但由于其所具有的多通道、集成化的设计，必将

成为复杂的糖类分析的有力工具。我们相信，随着

/0GM /N 技术的发展和完善，随着糖类化合物研究

工作的深入，/0GM /N 会越来越广泛的应用于糖类

化合物的分析工作中。

# 展望

毛细管电泳已经应用于单糖、寡糖、多糖的分离

分析、糖蛋白中糖型的分析鉴定，对糖生物学的研究

和发展起到了推动作用。毛细管电泳以及迅速发展

起来的芯片毛细管电泳技术必将更广泛的应用于糖

类化合物的研究，也必将对当今糖生物学研究的热

点 糖库的建立、糖药物的发现及糖与凝集素的

相互作用的研究继续发挥作用。
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