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·研究论文· 

荧光辅助糖电泳用于果胶水解产物中寡糖的分析研究 

孙  静 a    李健军 a,b    黄琳娟 a    王仲孚*,a 
(a西北大学生命科学学院 西部资源生物与现代生物技术省部共建教育部重点实验室  

西北大学糖生物学与糖工程研究中心  西安 710069) 
(b西安交通大学理学院化学系  西安 710049) 

摘要  荧光辅助糖电泳(FACE)是首先用荧光衍生化试剂对糖类分子的还原端进行衍生化标记, 然后在一定浓度的聚丙

烯酰胺凝胶上进行分离的分析方法, 可同时分析中性糖与酸性糖. 将该方法用于果胶寡糖的分离分析, 对影响 FACE
的诸多因素如荧光试剂的种类、用量, 荧光衍生化时间、温度, 分离胶浓度及盐、酸等进行了考察, 对果胶寡糖的 FACE
条件进行了优化, 结果显示: 每 1.2 mg 无酸且不含盐的果胶寡糖中, 加入 0.2 mol/L 的 ANTS 溶液 3.75 µL, 1.0 mol/L 的

NaBH3CN 溶液 5 µL, 40 ℃衍生化反应 16 h 后, 在浓度为 38%的分离胶上电泳分离, 取得良好的分离效果. 在该实验条

件下, 果胶多糖酸水解后得到聚合度为 2～16 的果胶寡糖混合物, 与质谱分析结果基本一致. 该方法快速、简捷、灵敏、

分辨率高, 费用低, 为果胶多糖可控性降解的监测和果胶寡糖的分离分析提供了技术手段.  
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Abstract  Fluorophore-assisted carbohydrate electrophoresis (FACE) was used to analyse pectic oligosac-
charides. The influence of different factors on the separation of oligosaccharides by FACE was investigated. 
The condition including the type and the content of fluorescent reagent, labelling time and temperature, salt, 
acid and the concentration of resolving gel was optimized as follows: 1.2 mg of salty-free and acid-free pec-
tic oligosaccharides were labeled by 3.75 µL of 0.2 mol/L ANTS solution and 5 µL of 1.0 mol/L NaBH3CN 
solution. The derivative reaction was accomplished at 40  after 16 h, and the concentration of resol℃ ving 
gel was 38%. In this condition, a pectic oligosaccharide mixture was obtained with the range of DP 2～16. 
The FACE result was accordant with that of MS analysis. So the FACE procedure described is useful for the 
rapid monitoring of pectic polysaccharide depolymerization and acdic oligosaccharide analysis. 
Keywords  pectin; oligosaccharide derivative; fluorophore-assisted carbohydrate electrophoresis; 
8-aminonaphthalene-1,3,6-trisulfonate; 2-aminoacridone

果胶多糖是一种酸性杂多糖, 是植物细胞壁重要的

结构成分, 多存在于高等植物细胞初生壁和细胞间层, 
在初生壁中与不同含量的纤维素、半纤维素、木质素的

微纤丝以及某些伸展蛋白相互交联, 对细胞组织起着软
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化和粘合作用[1]. 其降解产物果胶寡糖具有多种生物活

性, 如促进双歧杆菌增殖、抑菌、诱抗等, 在食品、医

药、农业等领域具有广阔的开发应用前景[2].  
虽然高灵敏度的气相色谱、液相色谱、质谱和核磁

共振谱在糖类分析中已显示出优越性, 但是上述分析方

法需要昂贵的仪器和操作熟练的技术人员, 而且对酸性

寡糖的分析具有一定的局限性 . 荧光辅助糖电泳 [3] 
(fluorophore-assisted carbohydrate electrophoresis, 
FACE), 也称为荧光标记的聚丙烯酰胺凝胶电泳

(polyacrylamide gel electrophoresis of fluorophe-labeled 
saccharides, PAGEFS)是近年来发展起来的一种简单、快

捷的糖类物质的分离分析方法, 可以同时对多个中性和

酸性寡糖样品进行简单、快速、灵敏和高分辨率的分离

分析. 它首先用荧光衍生化试剂对糖类分子的还原端衍

生化标记, 然后在一定浓度的聚丙烯酰胺凝胶上进行电

泳分离分析. 衍生化反应既为糖类分子提供了生色(荧
光)基团, 又使通常呈中性的糖类分子带上电荷, 可以

在电场力作用下进行电泳分离. 常用的荧光衍生化试剂

主要有[4,5]: 8-氨基萘-1,3,6-三磺酸(ANTS)和 2-氨基吖啶

酮(AMAC).  
本研究将FACE用于果胶水解产物中寡糖的分离分

析, 考察了不同条件对果胶寡糖电泳效果的影响, 对电

泳条件进行了优化, 为发展果胶多糖可控性降解技术及

果胶寡糖的分离分析提供了实验手段.  

1  实验部分 

1.1  主要试剂和仪器 

果胶(From Citrus Fruits)、三羟甲基氨基甲烷(Tris)、
甘氨酸(glycine)、丙烯酰胺(acrylamide)、甲叉双丙烯酰

胺 (bisacrylamide)、四甲基乙二胺 (N,N,N,′N′-tetrame- 
thylethylenediamine, TEMED)、过硫酸铵 (ammonium 
persulfate)、硼氰氢化钠 (NaBH3CN)、2-氨基吖啶酮

(AMAC)和 8-氨基萘-1,3,6-三磺酸(ANTS), 以上试剂均

购于 Sigma 公司. 其它试剂均为分析纯, 所用水为超纯

水.  
DYC-28C 型电泳槽为北京六一电泳仪厂生产

AXIMA CFR 型基质辅助激光解析电离质谱仪为岛津公

司生产. 

1.2  果胶寡糖的制备 

称取 0.6 g 果胶多糖, 加 0.5 mol/L 的 TFA 水溶液

60 mL, 于 80 ℃油浴中搅拌反应 5 h. 反应完成后把反

应溶液平均分成三份, 其中一份加氨水中和, 浓缩至 10 
mL, 记为样品 1; 第二份加水旋转蒸发, 反复多次以除

去多余的TFA, 浓缩至 10 mL, 记为样品 2; 第三份直接

浓缩至 10 mL, 记为样品 3. 以上三个样品置于 4 ℃冰

箱中保存备用.  

1.3  荧光衍生化反应 

ANTS 衍生化反应[5,6]: 取果胶寡糖 60 µL, 加入 0.2 
mol/L ANTS 的 HAc-H2O (3∶17, V/V)溶液 3.75 µL, 1.0 
mol/L NaBH3CN 的 DMSO 溶液 5 µL, 混匀, 封管, 40 ℃
水浴反应 16 h, 置于－20 ℃冰箱中备用.  

AMAC衍生化反应[5,7]: 取果胶寡糖60 µL, 加入0.2 
mol/L AMAC 的 HAc-DMSO (3∶37, V/V)溶液 3.75 µL, 
1.0 mol/L 的 NaBH3CN 水溶液 5 µL, 混匀, 封管, 40 ℃
水浴反应 16 h, 置于－20 ℃冰箱中保存备用.  

1.4  电泳[6,7] 

分离胶由丙烯酰胺(0.32 g/mL)、甲叉双丙烯酰胺

(0.024 g/mL)和Tris (0.0509 g/mL)组成. 每10 mL分离胶

中加入 10%的过硫酸铵水溶液 214 µL, TEMED 21.4 µL. 
浓缩胶由丙烯酰胺(0.08 g/mL)、甲叉双丙烯酰胺(0.006 
g/mL)和 Tris (0.0076 g/mL)组成. 每 3 mL 分离胶中加入

10%的过硫酸铵水溶液 25 µL, TEMED 2.5 µL. 电极缓

冲液由 Tris (0.6057 g/L)和甘氨酸(2.8827 g/L)组成, pH
＝8.4. 15 mA 恒定电流下电泳 5～8 h.  

1.5  成像 

将电泳后的凝胶用凝胶图像分析仪拍照, 保存.  

1.6  MALDI-TOF MS 测定 

正离子检测方式, N2激光波长为 337 nm, 加速电压

为 80 keV, 基质为 2,5-二羟基苯甲酸水溶液(DHB, 10 
mg/mL), 用标准混合肽作质量校正.  

2  结果与讨论 

2.1  FACE 分析 

2.1.1  糖类物质的 ANTS/AMAC 衍生化反应 

ANTS/AMAC 的结构如图 1 所示. ANTS 的衍生化

反应不仅为糖分子提供了荧光基团, 还提供了 3 个负电

荷, 使原来呈电中性的糖分子可以在一定 pH 值的缓冲

液中, 在电场力作用下能够产生电迁移.  

 

图 1  AMAC 和 ANTS 结构 
Figure 1  Structural formulas of AMAC and ANTS 

ANTS/AMAC 衍生化反应原理如图 2 所示. 和其它
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胺化还原反应相同, ANTS/AMAC 的氨基首先与糖的还

原端(醛基)发生亲核反应, 消去一分子水, 形成席夫碱; 
席夫碱不稳定, 还原剂 NaBH3CN 迅速将其还原成稳定

的二级胺. 由于第一步反应是可逆反应, 为使反应向右

进行, 可通过加入过量的衍生化试剂, 或改变反应的条

件如反应的时间、温度、pH 和溶剂使其反应完全 .  

 

图 2  ANTS/AMAC 对糖链进行标记的原理 
Figure 2  Principle of ANTS/AMAC-label to saccharide-chain 

2.1.2  荧光衍生化试剂的选择 

本实验考察了 AMAC 与 ANTS 对果胶寡糖(样品 1)
的衍生效果, 结果见图 3.    

 

图 3  不同荧光试剂对果胶寡糖的衍生化分析 
Figure 3  Analysis of different fluorescent reagents-labeled 
pectic oligosaccharides 

A—AMAC-label; B—ANTS-label 

结果显示, B 组条带明显比 A 组条带清晰, 说明

ANTS 对果胶寡糖的衍生效果比 AMAC 的衍生效果好, 
故本实验中选取 ANTS 作为果胶寡糖的衍生化试剂.  
2.1.3  ANTS 用量的优化 

在 FACE 中, 荧光试剂的用量对衍生效果有较大影

响. 用量不足, 对糖的衍生不完全; 用量太多, 会影响

电泳分离效果, 而且浪费试剂. 本实验考察了不同用量

的 ANTS 对果胶寡糖(样品 1)的衍生效果, 结果见图 4.  

 

图 4  不同用量的 ANTS 对果胶寡糖的衍生化分析 
Figure 4  Analysis of different content of ANTS-labeled pectic 
oligosaccharides 
A—1.88 µL of ANTS solution, 2.5 µL of NaBH3CN solution; B—3.75 µL of 
ANTS solution, 5 µL of NaBH3CN solution; C—7.5 µL of ANTS solution, 10 
µL of NaBH3CN solution 

结果显示, 随着 ANTS 用量的增加, 衍生产物的荧

光强度逐渐增强. 1.2 mg 果胶寡糖中, 加入 0.2 mol/L 的

ANTS 溶液 3.75 µL, 1.0 mol/L 的 NaBH3CN 溶液 5 µL (B
组条带 )进行标记时荧光强度达到最强 , 继续增加

ANTS 用量, 荧光强度未见有明显增强. 故本实验中, 
1.2 mg 果胶寡糖中, 加入 0.2 mol/L 的 ANTS 溶液 3.75 
µL, 1.0 mol/L 的 NaBH3CN 溶液 5 µL 对其进行衍生.  
2.1.4  衍生化反应温度的优化 

分别在 30, 40, 50 ℃水浴中对果胶寡糖(样品 1)进行

衍生化反应, 然后进行电泳分析, 结果见图 5.  
结果显示, 随着衍生化温度的升高, 衍生产物的荧

光强度逐渐增强. 40 ℃下反应的条带荧光达到最强, 50 
℃时未见有明显增强. 故选择衍生化反应温度为 40 ℃.  
2.1.5  盐对 FACE 的影响 

据文献报道[8], 电泳样品中含盐会直接影响电泳效

果. 本实验考察了盐对果胶寡糖的衍生反应及电泳效果

的影响, 用 ANTS 分别对样品 1 和样品 2 衍生后进行电

泳分析, 结果见图 6.  
结果显示, 当样品中不含盐时, 电泳条带平滑整齐, 

相邻条带界线清晰; 而含盐样品电泳条带呈波浪状, 影
响电泳对糖的分离分析效果. 引起这种现象的原因可能

是, 盐增加了溶液的离子强度, 降低了分子的泳动速度, 
所以影响电泳的分离效果, 故在 FACE 前, 对样品进行

脱盐处理是非常必要的.  
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图 5  ANTS 在不同温度下对果胶寡糖的衍生化分析 
Figure 5  Analysis of ANTS-labeled (at different temperatures) 
pectic oligosaccharides 

A－30 ; B℃ －40 ; C℃ －50 ℃ 

 

图 6  ANTS 对含盐和不含盐的果胶寡糖的衍生化分析 
Figure 6  Analysis of ANTS-labeled salty and salty-free pectic 
oligosaccharides 

A—salty-free pectic oligosaccharides; B—salty pectic oligosaccharides 

2.1.6  酸对 FACE 的影响 

在 FACE 中 , 弱酸环境有利于衍生化反应中

NaBH3CN 对中间产物席夫碱的还原, 但较强的酸性环

境可能不利于衍生化反应的进行. 本实验考察了酸对果

胶寡糖的衍生化反应及电泳效果的影响, 用 ANTS 分别

对样品 2 和样品 3 衍生后进行电泳分析, 结果见图 7.  
结果显示, ANTS 对不含酸的样品衍生后的荧光比

对含酸的样品衍生后的荧光强. 引起这种现象的原因可

能是, 过强的酸性环境会降低 NaBH3CN 的还原力, 从
而降低 ANTS 对糖的衍生效果, 所以, 在 FACE 中, 应
尽量避免待衍生样品中酸的存在.  
2.1.7  衍生化反应时间的优化 

衍生化反应时间是影响 FACE 效果的因素之一. 若
反应时间太短, 反应不完全; 时间太长, 则会大大减慢  

 

图 7  ANTS 对含酸和不含酸的果胶寡糖的衍生化分析 
Figure 7  Analysis of ANTS-labeled acidiferous and acidifer-
ous-free pectic oligosaccharides 
A—acidiferous pectic oligosaccharides; B—acidiferous-free pectic oligosac-
charides 

实验进程. 本实验对果胶寡糖(样品 2)分别衍生 12, 16, 
20, 24 h 后进行电泳分析, 结果见图 8.  

 

图 8  ANTS 对果胶寡糖衍生不同时间后的电泳分析 
Figure 8  Analysis of ANTS-labeled (for different times) pectic 
oligosaccharides 

A—12 h; B—16 h; C—20 h; D—24 h 

结果显示, 随着衍生化时间的增长, 衍生产物的荧

光强度逐渐增强. 衍生 16 h 时的条带荧光达到最强, 继
续延长衍生化时间, 荧光未见有明显增强. 故选择衍生

反应时间为 16 h.  
2.1.8  分离胶浓度的优化 

相对于蛋白质和 DNA 这些大分子而言, 寡糖是较

小的分子, 浓度较大的聚丙烯酰胺凝胶的交联孔隙较

小, 可以有效地分离寡糖. 本实验考察了果胶寡糖(样
品 2)衍生物在不同浓度分离胶上的的分离效果, 结果见

图 9.  
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图 9  ANTS 对果胶寡糖衍生后在不同浓度分离胶上的分离 
Figure 9  Separation of ANTS-labeled pectic oligosaccharides 
on polyacrylamide gel of different concentration 

The concentration of resolving gel: A—28%; B—32%; C—38% 

结果显示, 随着分离胶浓度的增大, 分离效果明显

改善, 用浓度为 38%的分离胶可以使果胶寡糖得到很好

的分离. 故采用浓度为 38%的分离胶对果胶寡糖衍生物

进行分析.  
综合以上实验结果, 我们得到优化的 FACE 条件

为: 每 1.2 mg 无酸且不含盐的果胶寡糖中, 加入 0.2 
mol/L ANTS的HAc-H2O (3∶17, V∶V)溶液 3.75 µL, 1.0 
mol/L NaBH3CN 的 DMSO 溶液 5 µL, 40 ℃水浴反应 16 
h 后, 在浓度为 38%的分离胶上进行电泳分析, 如图 10. 

可以看出有 16 个条带, 代表不同聚合度的果胶寡糖.  

 

图 10  优化条件下果胶寡糖的 FACE 分析 
Figure 10  FACE analysis on pectic oligosaccharides at opti-
mum condition 

2.2  MALDI-TOF MS 分析 

基质辅助激光解析电离飞行时间质谱 (MALDI- 
TOF MS)是近年发展起来的一种对多组分混合物进行

快速、便捷分析的新方法, 已被广泛用于糖类物质的结

构分析. 对以上果胶寡糖(样品 2)进行 MALDI-TOF MS
分析, 结果见图 11.  

 

图 11  果胶寡糖的 MALDI-TOF MS 分析 
Figure 11  MALDI-TOF MS analysis of pectic oligosaccharides 
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从 MALDI-TOF MS 图中可以看出, 果胶寡糖混合

物中含有 2～16 个聚合度的寡糖. 优化后 FACE 的分析

结果(如图 10)与 MALDI-TOF MS 分析结果基本一致, 
说明 FACE 可以准确地对寡糖进行分析检测.  

使用优化后的 FACE 条件对果胶寡糖多次重复测

定, 结果重现性良好, 表明该方法稳定、可靠, 可以对果

胶多糖的降解过程进行有效的监控, 为果胶寡糖的分离

和分析提供了实验依据. 虽然气相色谱、液相色谱、质

谱和核磁共振谱等也能灵敏地分析糖类物质, 但需要昂

贵的仪器和操作熟练的技术人员, 而且对酸性寡糖的分

析具有一定的局限性. FACE 可以同时对多个中性和酸

性寡糖样品进行简单、快速、灵敏和高分辨率的分离分

析, 而且操作简单, 电泳可以使用常用的蛋白质凝胶电

泳设备和缓冲液体系(只要把沉淀剂 SDS 省去即可). 因
此, FACE 可以作为实验室研究果胶寡糖的常规方法. 
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