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摘要!肝素和硫酸乙酰肝素由重复的二糖单元组成"其组分和结构与重要的生物病理&生理作用息息相

关%这些二糖单元包括含量较高的
=?

硫酸化葡萄糖胺&

=?

乙酰化葡萄糖胺和含量较低的
=?

非取代葡

萄糖胺残基%本研究采用
)?

氨基吖啶酮标记二糖"结合反相液相色谱
?

电喷雾
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$分析肝素'硫酸乙酰肝素中
=?

非取代二糖%通过优化检测条件"实现了
*)

种

肝素'硫酸乙酰肝素二糖的基线分离"并采用外标法相对定量分析各二糖组分%该方法适用于分析含有

=?

非取代二糖的肝素衍生物"可为进一步研究
=?

非取代葡萄糖胺的结构与功能提供检测方法"有助于

更好地理解
=?

非取代葡萄糖胺残基在人类健康与疾病管理中的重要作用%
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$和硫酸乙酰肝素
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1/107.&21<6

"

H9

$是带有负电荷的线性糖

胺聚糖"参与了众多生物活动过程"如血管形

成&血液凝固&细胞粘附及增生和肿瘤转移

等*

*?E

+

%它们的结构是影响糖胺聚糖与蛋白质

结合的关键因素*

R?+

+

"它们与蛋白质的相互作用

与其生物功能息息相关%肝素和硫酸乙酰肝素

均由重复的二糖单元组成"二糖单元是由己糖

醛酸 !

46[./%05;1;5X

"

H6[S

$和 葡 萄 糖 胺

!

V

&.;%71=506

"

]&;(

$以
*?!

糖苷键连接而成"

含有较多的
=?

硫酸化葡萄糖胺!

=?7.&21<6X

]&.;%71=506
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]&;(9
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乙酰化葡萄糖胺!
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&1<6X
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$和较少的
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非取代葡萄

糖 胺 !
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$残基%其中"己糖醛酸以葡糖醛酸和艾

杜糖醛酸两种差向异构体形式存在"具有
3?)

位氧硫酸化%葡萄糖胺上的修饰方式具有
3?E

位氧硫酸化&

=

位硫酸化&

=

位乙酰化以及罕

见的
=

位非取代和
3?#

位氧硫酸化*

*"?**

+

%在

肝素'硫酸乙酰肝素的生物合成途径中"葡糖醛

酸和
=?

乙酰化葡萄糖胺首先以
*?!

糖苷键交

替连接的方式合成无硫酸化的前体*

*)?*!

+

"该前

体中的
=?

乙酰化葡萄糖胺残基在
=?

脱乙酰'

=?

磺基转移酶的作用下生成
=?

非取代葡萄糖

胺中间体"然后该中间体发生
=?

硫酸化修饰"

生成
=?

硫酸化葡萄糖胺%随后发生的修饰主

要有葡糖醛酸的
3J,

位差向异构化与
3?)

位

氧硫酸化"

=?

硫酸化葡萄糖胺的
3?E

位与
3?#

位氧硫酸化和
=?

乙酰化葡萄糖胺的
3?E

位氧

硫酸化%多种修饰作用模式和不同修饰程度的

组合"导致肝素'硫酸乙酰肝素的结构具有多样

性且高度复杂%

在
=?

脱乙酰化和随后的
=?

硫酸化过程

中"

=?

脱乙酰'
=?

磺基转移酶的活性受到限制"

产生含量较低的
=?

非取代葡萄糖胺%在不同

来源的生物体中"

=?

非取代葡萄糖胺的含量存

在差异%除了在牛肾硫酸乙酰肝素中"

=?

非取

代葡萄糖胺的含量高达
*)b

*

**

+外"在其他硫酸

乙酰肝素中其含量都普遍较低"通常占
"K)b

!

!b

*

*,?*F

+

%虽然
=?

非取代葡萄糖胺在硫酸乙

酰肝素中的含量较低"但其与一些重要的细胞

生物学和病理生理学现象关系紧密*

*)

"

*+

"

)"?))

+

%

H6/50

V

等*

#

+研究表明"

=?

非取代葡萄糖胺残基

可能影响到生物体对损伤组织的再生应答%在

肿瘤发生和转移的相关研究领域中"

=?

非取代

葡萄糖胺残基同样引起了极大关注%有报

道*

)#

+指出"乳腺癌细胞中存在含高浓度
=?

非

取代葡萄糖胺残基的硫酸乙酰肝素"抑制了乙

酰肝素酶的活性%利用人工化学合成含有

=?

非取代葡萄糖胺残基的四糖进行体外实验"

发现可以通过抑制乙酰肝素酶的活性从而抑制

乳腺癌细胞的转移%因此"通过建立和表征含

=?

非取代葡萄糖胺残基的糖库*

)!?)E

+

"可以为阐

明含
=?

非取代葡萄糖胺残基的糖胺聚糖与蛋

白质间的相互作用提供重要的体外实验来源%

但由于其含量少"检测难度大"

=?

非取代葡萄

糖胺残基的组分分析和结构表征仍然是一个难

题%在天然的肝素'硫酸乙酰肝素或人工合成

的衍生物中"构建
=?

非取代葡萄糖胺残基的分

离和分析方法都具有极大挑战和重要意义"是

更好地理解
=?

非取代葡萄糖胺残基生物功能

的基础%

分析肝素和硫酸乙酰肝素的组分含量时"

通常使用肝素裂解酶酶解产生
*)

种肝素'硫酸

乙酰肝素二糖"再对二糖进行分析测定%目前"

分析肝素'硫酸乙酰肝素二糖的方法主要有高

效液相色谱法*

**

+

&毛细管电泳法*

)R

+

&凝胶色谱

法*

)F

+和液相色谱
?

质谱联用法等%其中"液相

色谱
?

质谱联用法使用的液相色谱包括排阻色

谱*

)"

"

)+

+

&亲水作用色谱*

#"?#*

+和反相离子对色

谱*

#)?#!

+等%另外"可利用
)?

氨基吖啶酮!

)?1=5?

0%1;/5X%06

"

S8S3

$与肝素'硫酸乙酰肝素二

糖的还原胺化反应"结合反相液相色谱
?

质谱联

用技术分析肝素'硫酸乙酰肝素二糖*

#,?#F

+

%

本研究基于反相液相色谱
?

电喷雾
?

离子阱
?

飞行时间质谱法!

cA?T3?D9@?@C?CQG89

$"拟

采用
S8S3

标记二糖"建立高分辨&高重现性

的定性和定量体系来分析
*)

种不同的肝素'硫

酸乙酰肝素二糖"其中包括
!

种低含量的
=?

非

取代二糖%希望能够更好地理解
=?

非取代葡

萄糖胺残基的生理和病理作用%

=

!

实验部分

=>=

!

主要仪器与装置

液相色谱
?

电喷雾
?

离子阱
?

飞行时间质谱仪)

日本岛津公司产品"配有
T3?)"Sf

二元泵&

f]B?

!))
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!!
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)"S#c

脱气装置&

9@T?)"S3

自动进样器&

3O8?

)"S

基本通信模块&

AfS

光敏检测器&

3CQ?)"S

柱温箱&

9Af?8)"S

二极管阵列检测器#

3C")?

,"9c

型恒温真空冷冻浓缩仪)德国
34/57<

公司

产品#

Qf9?)HiADc9@T3*F

色谱柱!

,

%

=g

),"==g!KE==

$)美国
C46/=%

公司产品%

=>?

!

主要材料与试剂

肝素钠)中国国药集团化学试剂有限公司

产 品#

*)

种 肝 素'硫 酸 类 肝 素 标 准 二 糖

!

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(S;

!

E9

$&

(

H6[S?]&;(S;

!

E9

$&

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(S;

&

(

H6[S?]&;(S;

&

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9

!

E9

$&

(

H6[S?]&;(9

!

E9

$&

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9

&

(

H6[S?]&;(9

&

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

!

E9

$&

(

H6[S?]&;(H

#

h

!

E9

$&

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

&

(

H6[S?]&;(H

#

h

$)

英国
@X./%0

公司产品#肝素裂解酶
)

!肝素酶

D3!K)K)KR

$&肝素裂解酶
&

!无
D3

号$&肝素裂解

酶
*

!肝素酶
D3!K)K)KF

$)中国北京
SfHQ3

公

司产品#乙酸铵&

)?

氨基吖啶酮&氰基硼氢化钠&

乙酸)美国
95

V

=1?S&X/5;4

公司产品#甲醇!色谱

纯$)美国
-KCKO1Y6/

公司产品#其他试剂均为

国产分析纯%

=>B

!

实验方法

=>B>=

!

含
=?

非取代葡萄糖胺残基的肝素衍生

物的制备
!

本实验选择
#

种含
=?

非取代葡萄糖

胺残基的肝素衍生物"制备方法参照文献*

)E?

)R

+"简述如下)

*

$将肝素钠溶液通过
H

型阳离

子交换树脂"收集流出液"用吡啶中和后"冷冻干

燥得肝素吡啶%将肝素吡啶溶于一定比例的二

甲亚砜中"反应液透析后冷冻干燥得脱
=?

硫酸

化肝素!

)9

"

E9

"

(H

#

h

?HA

$#

)

$将肝素吡啶溶于

一定比例的
*?

甲基
?)

吡咯烷酮中反应"用
(1QH

溶液调至
:

HF

!

+

后进行透析"反应液冷冻干燥

得脱
E

"

=?

硫酸化肝素!

)9

"

(H

#

h

?HA

$#

#

$将脱

E

"

=?

硫酸化肝素!

)9

"

(H

#

h

?HA

$溶于
(1QH

溶

液中反应"用乙酸中和"透析后冷冻干燥得全脱

)

"

E

"

=?

硫酸化肝素!

(H

#

h

?HA

$%

=>B>?

!

肝素衍生物的肝素酶酶解
!

取
)"

%

V

脱
)

"

E

"

=?

硫酸化肝素溶于
#"

%

T"K*=%&

'

T

的乙酸钠缓冲溶液!含
"K*==%&

'

T

乙酸钙"

:

HRK"

$中"加入肝素裂解酶
)

&肝素裂解酶
&

和肝素裂解酶
*

各
,=@B

"于
#Re

酶解
)!4

"

于
*""e

水浴
)=50

终止反应%以
*""""/

'

=50

离心
*"=50

"取上清液"浓缩至干%脱
E

"

=?

硫

酸化肝素和脱
=?

硫酸化肝素均采用上述步骤

操作"得到浓缩干燥的酶解产物%

=>B>B

!

肝素二糖的
S8S3

标记和标准溶液

的配制
!

称取
*)

种标准肝素'硫酸类肝素二糖

各
,

%

V

"混合均匀"加入
*"

%

T"K*=%&

'

T

的

S8S3

溶液!

S8S3

溶解于乙酸
?

二甲亚砜

!

-

'

-

"

#k*R

$$"涡旋振荡
)"=50

%在上述反应

溶液中加入
*"

%

T*K"=%&

'

T

的氰基硼氢化钠

溶液"于
!,e

反应
!4

*

#+

+

%最后"用
,"b

二甲

亚砜将上述
S8S3

标记的二糖混合物稀释"

分别配制成浓度为
)"

&

))

&

),

&

#"

&

!"=

V

'

T

的系

列混合标准溶液"用于建立液相色谱
?

质谱分析

的标准曲线%

肝素衍生物的
S8S3

标记)采用上述标

准肝素'硫酸类肝素二糖的
S8S3

标记方法

对肝素衍生物的干燥样品进行标记"最后用

,"b

二甲亚砜将
S8S3

标记后的肝素衍生物

混合液的浓度稀释到
"K!=

V

'

T

"用于后续的液

相色谱
?

质谱分析%

=>B>E

!

cA?T3?D9@?@C?CQG 89

分析
!

色谱

条件)

Qf9?)HiADc9@T3*F

色谱柱!

,

%

=g

),"==g!KE==

$#流动相)

S

为乙酸铵溶液

!

)"

&

!"

&

E"

&

F"==%&

'

T

"

:

H,KE

$"

O

为甲醇#线

性梯度洗脱程序)

"

!

*""=50

!

)b

!

)"bO

$"

*""

!

*)"=50

!

)"b

!

,"bO

$#流速
"K#=T

'

=50

#

柱温
!,e

#进样量
*"

%

T

%

质谱条件)电喷雾离子源!

D9@

$负离子模

式#喷雾电压
J#K,Y$

#雾化气!氮气$流速

*K,"=T

'

=50

#质量扫描范围
8

'

H)""

!

*"""

#

检测器电压
*KFY$

#加热模块!

OH

$和曲形脱

溶剂管!

3fT

$温度
)""e

%

标准曲线的建立)测定上述
S8S3

标记

后的肝素'硫酸类肝素二糖混合物的系列混合

标准溶液"以
S8S3

标记后各二糖的母离子

响应峰面积!

%

$对进样的肝素'硫酸类肝素二

糖质量!

I

$绘制标准曲线%

?

!

结果与讨论

?>=

!

分离
;!;"

标记的肝素"硫酸类肝素二

糖的
R%T"#!&#$((VK

方法

据文献报道"

S;

U

.5<

>

BAT3 ODH 3*F

柱*

#,

+和
Qf9?)HiADc9@T3*F

柱*

#F

+已经成

,))

第
#

期
!!

杜佳燕等)反相液相色谱
?

电喷雾
?

离子阱
?

飞行时间质谱法定量分析
=?

非取代肝素'硫酸乙酰肝素



功用于定量分析
46

:

1/50

'

H9

中含量较高的
=?

取代二糖%

]1&6%<<5

等*

#R

+和
S0<51

等*

#F

+建立

了分析
*)

种肝素'硫酸类肝素二糖的方法"但

由于
=?

非取代二糖与其他二糖的保留时间过

于接近"该方法无法实现
*)

种肝素'硫酸类肝

素二糖的基线分离%

*)

种
S8S3

标记的肝素'硫酸类肝素标

准二糖的详细信息列于表
*

%本研究选择多种

反向柱"分别对其进行分离分析"结果表明"使

用
Qf9?)HiADc9@T3*F

柱分析二糖时"既

能够对
F

种常规二糖!

=?

硫酸化二糖和
=?

乙

酰化二糖$实现基线分离"也可以对另外
!

种

=?

非取代二糖达到基线分离%因此选择
Qf9?)

HiADc9@T3*F

柱进行下一步实验%

表
=

!

肝素"硫酸类肝素二糖的结构和
;!;"

标记后的相对分子质量

(27:1=

!

&.430.341-+A)1

/

24,6

"

Q&*,-200)24,*1-26*41:2.,O15+:103:2452--+A;!;"#:271:1**,-200)24,*1-

肝素'硫酸类肝素二糖

H6

:

1/50

'

H6

:

1/107.&21<6

X571;;41/5X67

c

)

i

c

E

S8S3

标记的二糖的理论相对分子质量

c6&1<5a6=%&6;.&1/=177

%2S8S3?&1\6&6XX571;;41/5X67

母离子

A1/60<5%07

!

8

'

H

$

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9

!

E9

$

9Q

#

J

9Q

#

J

9Q

#

J

RR*K",,R RR"K"!F,

(

H6[S?]&;(9

!

E9

$

H 9Q

#

J

9Q

#

J

E+*K"+F+ E+"K"+*E

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9 9Q

#

J

9Q

#

J

H E+*K"+F+ E+"K"+*E

(

H6[S?]&;(9 H 9Q

#

J

H E**K*!)* E*"K*#!F

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(S;

!

E9

$

9Q

#

J

S; 9Q

#

J

R##K*"+, R#)K*"))

(

H6[S?]&;(S;

!

E9

$

H S; 9Q

#

J

E,#K*,#) E,)K*!,!

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(S; 9Q

#

J

S; H E,#K*,#) E,)K*!,!

(

H6[S?]&;(S; H S; H ,R#K*+,+ ,R)K*FFE

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

!

E9

$

9Q

#

J

H 9Q

#

J

E+*K"+F+ E+"K"+*E

(

H6[S?]&;(H

#

h

!

E9

$

H H 9Q

#

J

E**K*!)* E*"K*#!F

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

9Q

#

J

H H E**K*!)* E*"K*#!F

(

H6[S?]&;(H

#

h

H H H ,#*K*F,# ,#"K*RF

!!

首先"分别使用
)"

&

!"

&

E"

和
F"==%&

'

T

的乙酸铵溶液!

:

H,KE

$作为分离检测的流动

相体系"考察乙酸铵浓度对
*)

种肝素'硫酸类

肝素二糖分离效率的影响"结果示于图
*

%结

果表 明"当 乙酸铵浓度为
)" ==%&

'

T

时"

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

!

E9

$和
(

H6[S

!

)9

$

?

]&;(S;

!

E9

$&

(

H6[S?]&;(H

#

h

!

E9

$和
(

H6[S?

]&;(S;

!

E9

$&

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h 和
(

H6[S

!

)9

$

?]&;(S;

这
#

对含有相同亚硫酸根个数的

二糖在提取离子流色谱图中的出峰位置基本一

致"糖峰重叠"无法分开%当乙酸铵浓度为
!"

==%&

'

T

时"

*)

种二糖都能实现基线分离"且

峰形较窄"分离效果良好%与图
*1

相比"其保

留时间明显增加%在
=?

硫酸化二糖中"首先被

洗脱出来的二糖为
(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9

!

E9

$"然后

为含有
)

个亚硫酸根的
(

H6[S?]&;(9

!

E9

$与

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9

"最后为
(

H6[S?]&;(9

%这可

能是因为
(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9

!

E9

$的疏水性最

弱*

#F

+

%同样"在
=?

乙酰化和
=?

非取代二糖中"首

先被洗脱出来的分别是
(

H6[S

!

)9

$

?]&;(S;

!

E9

$

和
(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

!

E9

$%当流动相
S

中乙酸铵溶液浓度进一步提高时"分离效果和

保留时间几乎不受影响!图
*;

和
*X

$%在质谱

分析过程中"使用的流动相盐浓度越低"对质谱

的损伤越小%因此"在保证
*)

种肝素'硫酸类

肝素二糖具有良好分离效果的情况下"选择

!"==%&

'

T

作为乙酸铵的最佳分离浓度"尽可

能降低对仪器的损伤%

基于该分离方法实现了
*)

种二糖的基线

分离"不仅可以在液相色谱
?

质谱联用中使用各

二糖各自的
8

'

H

分离和分析
S8S3

标记的肝

素'硫酸类肝素二糖"还可以在常规液相色谱中

利用二糖特征的紫外吸收检测或
S8S3

的荧

光吸收检测完成定性分析%
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注)图
1

&

\

&

;

&

X

中流动相
S

中乙酸铵的浓度分别为
)"

&

!"

&

E"

和
F"==%&

'

T

#

*K

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9

!

E9

$#

)K

(

H6[S?]&;(9

!

E9

$#

#K

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9

#

!K

(

H6[S?]&;(9

#

,K

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

h

#

!

E9

$#

EK

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(S;

!

E9

$#

RK

(

H6[S?]&;(H

#

h

!

E9

$#

FK

(

H6[S?]&;(S;

!

E9

$#

+K

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

#

*"K

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(S;

#

**K

(

H6[S?]&;(H

#

h

#

*)K

(

H6[S?]&;(S;

#含有
)

个或
#

个亚硫酸基团的

二糖峰下有重叠峰"为质谱离子源上的亚硫酸根丢失

图
=

!

乙酸铵浓度对肝素"硫酸类肝素二糖

在色谱分离中的影响

K,

C

L=

!

$6A:31601+A.)10+6016.42.,+6

+A255+6,35201.2.1+6.)1T"-1

/

242.,+6

+A)1

/

24,6

"

Q&*,-200)24,*1-

检测器电压&加热模块和曲形脱溶剂管温

度在
S8S3

标记的肝素'硫酸类肝素二糖的

检测灵敏度上也起着关键性作用%因此"实验

对这些参数进行了系列调控%结果表明"检测

电压过低会导致二糖的灵敏度下降%当电压为

*KEY$

时"无法检测到
(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9

!

E9

$二糖#当电压为
*KRY$

时"

(

H6[S

!

)9

$

?

]&;(9

!

E9

$的检测灵敏度只有电压为
*KFY$

时的
Fb

%经实验优化"选择
*KFY$

为最佳检

测电压%此外"加热模块和曲形脱溶剂管温度

升高"二糖的检测灵敏度也会提高%当温度从

*""e

提高至
)""e

时"二糖在质谱中的检测

灵敏度提高了
F*b

!

*""b

%因此"在后续分

析
S8S3

标记的肝素'硫酸类肝素二糖的实

验中"选择检测电压为
*KFY$

"加热模块和曲

形脱溶剂管的温度为
)""e

%

上述质谱分析中"均采用负离子模式"每种

=?

非取代二糖的质谱图示于图
)

%由图
)

可

见"

(

H6[S?]&;(H

#

h二糖产生碎片离子
8

'

H

,#"K*F

#

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h和
(

H6[S?]&;?

(H

#

h

!

E9

$属于同分异构体"均出现了碎片离

子
8

'

HE*"K*#

#

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

!

E9

$产

生了碎片离子
8

'

HE+"K"F

"在
8

'

HE*"K*#"

处

的小峰可能是含有单个亚硫酸根的
=?

非取代

二糖!

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h 或
(

H6[S?]&;?

(H

#

h

!

E9

$$"这是由于
(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

!

E9

$在
89

离子源中脱掉
*

个亚硫酸根所致%

注)

1K

(

H6[S?]&;(H

#

h

#

\K

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

#

;K

(

H6[S?]&;(H

#

h

!

E9

$#

XK

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

!

E9

$#

这些二糖分别对应图
*\

中的
**

&

+

&

R

&

,

二糖峰

图
?

!

;!;"

标记的
!#

非取代

硫酸类肝素二糖的质谱图

K,

C

L?

!

!2---

/

10.42+A;!;"#:271:1*

!#36-37-.,.3.1*Q&*,-200)24,*1-

?>?

!

肝素"硫酸类肝素标准二糖的定量分析

每个二糖在质谱中具有不同的离子化效

率"含有
)

个或
#

个亚硫酸根的二糖"在
89

离

子源中会丢失亚硫酸根%因此"为了校正每个

二糖的离子化效率和在质谱离子源上由亚硫酸

根丢失引起的质量偏差"采用
)K*

节中优化的

cA?T3?D9@?@C?CQG 89

分析方法对
S8S3

标记后的肝素'硫酸类肝素二糖混合物的系列

R))

第
#

期
!!

杜佳燕等)反相液相色谱
?

电喷雾
?

离子阱
?

飞行时间质谱法定量分析
=?

非取代肝素'硫酸乙酰肝素



混合标准溶液进行分析%以
S8S3

标记后的

肝素'硫酸类肝素二糖各自的母离子响应峰面

积!

%

$对相应的质量!

I

"

)""

!

!""0

V

$做线性回

归"标准曲线示于图
#

"线性方程和相关系数列

于表
)

%从表
)

的相关系数
C

) 可以发现"除

(

H6[S?]&;(9

!

E9

$&

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9

和

(

H6[S?]&;(H

#

h的
C

) 为
"K+F

以外"其余二糖

的
C

) 均不小于
"K++

"呈现良好的线性关系%以

*"

倍信噪比
<

'

=

确定定量限"

(

H6[S

!

)9

$

?]&;?

(9

!

E9

$的定量限为
*R"0

V

"

(

H6[S

!

)9

$

?]&;?

(H

#

h和
(

H6[S?]&;(H

#

h的定量限为
,"0

V

"其

余二糖的定量限均小于
,"0

V

%

注)

1K=?

硫酸化二糖#

\K=?

乙酰化二糖#

;K=?

非取代二糖#各二糖序号标识同图
*

图
B

!

;!;"

标记的
=?

种二糖的标准曲线

K,

C

LB

!

"34O1-+A=?;!;"#:271:1**,-200)24,*1-

表
?

!

;!;"

标记的
=?

种二糖的线性方程

(27:1?

!

T,61241

D

32.,+6-

+A=?;!;"#:271:1**,-200)24,*1-

肝素'硫酸类肝素二糖

H6

:

1/50

'

H6

:

1/10

7.&21<6X571;;41/5X67

线性方程

T5061/

6

U

.1<5%07

相关系数

3%//6&1<5%0

;%6225;560<7

!

C

)

$

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9

!

E9

$

%

N"K"#*IJ!K++R "K++"

(

H6[S?]&;(9

!

E9

$

%

N"K#))Ih*KR!) "K+F#

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9

%

N"K#,)IJ+K!F, "K+FE

(

H6[S?]&;(9

%

N"KR,"IJ*RKE,F "K++)

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(S;

!

E9

$

%

N"K*+)IJEK,#+ "K++)

(

H6[S?]&;(S;

!

E9

$

%

N*K""FIJ)FK+)" "K++"

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(S;

%

N*KE,!IJ*!!K*,) "K++)

(

H6[?]&;(S;

%

N)KR*,IJ*RFK*"E "K++#

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

!

E9

$

%

N"K"R)IJ+K,!+ "K+++

(

H6[S?]&;(H

#

h

!

E9

$

%

N"K*E"IJRK)ER "K++F

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

%

N"K*"FIJFK")R "K++R

(

H6[S?]&;(H

#

h

%

N"K)*+IJRKR*R "K+F#

为评估该方法的准确度和精密度"采用已

知组分的
S8S3

标记的二糖混合物进行验

证%结合各二糖的线性方程"通过
#

组平行实

验重复测量得到各二糖的含量"列于表
#

%结

果表明"利用本方法得到的混合物中每种二糖

的组分含量与实际组分含量基本一致%因此"

对含有
=?

非取代二糖的肝素'硫酸类肝素二糖

组分进行定性和相对定量分析时"采用
S8S3

标记与
cAT3?89?@C?CQG 89

相结合的方法

具有高分辨&高重现性%

?>B

!

肝素衍生物样品的二糖分析

含
=?

非取代葡萄糖胺残基的硫酸类肝素

具有多种生化功能"特别是其抗肿瘤活性的

研究越来越受到关注*

)#

+

%因此"在天然的肝

素'硫酸类肝素或人工合成的衍生物中"定性

与定量检测
=?

非取代二糖均具有重要意义%

本实验室已制备出多种
=?

非取代肝素衍生物"

选择脱
=?

硫酸化肝素!

)9

"

E9

"

(H

#

h

?HA

$&脱

E

"

=?

硫 酸 化 肝 素 !

)9

"

(H

#

h

?HA

$和 全 脱

)

"

E

"

=?

硫酸化肝素!

(H

#

h

?HA

$作为测试样

品"采用本研究建立的分析方法对以上
#

种测

试样品的
=?

非取代二糖组分进行定性和相对

定量分析%每种
=?

非取代肝素衍生物均取两

F))

质 谱 学 报
!!

第
!"

卷



份进行平行实验"用肝素裂解酶
)

&

&

和
*

的混

合物完全酶解后进行
S8S3

标记"然后进行

cAT3?89?@C?CQG89

分析%三种
=?

非取代

肝素衍生物的提取离子流色谱图示于图
!

%通

过表
)

的线性方程计算得到样品中每个二糖的

组分含量"列于表
!

%

表
B

!

已知组分的
;!;"

标记的

二糖混合物的相对定量分析

(27:1B

!

R1:2.,O1

D

326.,A,02.,+6262:

8

-,-

+A;!;"#:271:1**,-200)24,*15,W.341-0+6.2,6,6

C

X6+960+5

/

+-,.,+6+A*,-200)24,*1-

肝素'硫酸类肝素二糖

H6

:

1/50

'

H6

:

1/10

7.&21<6X571;;41/5X67

已知的组分含量

P0%I0

;%=

:

%75<5%0

'

b

计算的组分含量

31&;.&1<6X

;%=

:

%75<5%0

'

b

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9

!

E9

$

FK## FK+*L*K"E

(

H6[S?]&;(9

!

E9

$

FK## FK),L"KF#

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9 FK## FK*!L"K#!

(

H6[S?]&;(9 FK## FK#EL"K#F

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(S;

!

E9

$

FK## FK!"L"K#E

(

H6[S?]&;(S;

!

E9

$

FK## FK!FL"K!*

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(S; FK## FK#RL"K!*

(

H6[?]&;(S; FK## FK#RL"K#)

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

!

E9

$

FK## FK"EL"KF+

(

H6[S?]&;(H

#

h

!

E9

$

FK## FK*RL"K#)

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

FK## FK#)L"K!!

(

H6[S?]&;(H

#

h

FK## FK*+L"K"!

市售肝素样品中只含有
!

种
=?

硫酸化二

糖和
!

种
=?

乙酰化二糖%在本实验选取的
#

种
=?

非取代肝素衍生物中"检测到
!

种
=?

乙

酰化二糖!

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(S;

!

E9

$&

(

H6[S?]&;?

(S;

!

E9

$&

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(S;

和
(

H6[S?]&;?

(S;

和
!

种
=?

非取代二糖!

(

H6[S

!

)9

$

?]&;?

(H

#

h

!

E9

$&

(

H6[S?]&;(H

#

h

!

E9

$&

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h和
(

H6[S?]&;(H

#

h

$"但是没有

检测到
(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9

!

E9

$&

(

H6[S?]&;(9

!

E9

$&

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9

和
(

H6[S?]&;(9

这

几种
=?

硫酸化二糖%表明利用各种脱硫酸化

反应已成功将
=?

硫酸化基团转化为
=?

非取代

基团%

在脱
=?

硫酸化肝素!

)9

"

E9

"

(H

#

h

?HA

$中含

量最丰富的二糖为
(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

!

E9

$"占

注)

1K

全脱
)

"

E

"

=?

硫酸化肝素!

(H

#

h

?HA

$#

\K

脱
E

"

=?

硫酸化肝素!

)9

"

(H

#

h

?HA

$#

;K

脱
=?

硫酸化肝素!

)9

"

E9

"

(H

#

h

?HA

$#

二糖序号标识同图
*

图
E

!

;!;"

标记的
!#

非取代肝素衍生物

二糖的提取离子流色谱图

K,

C

LE

!

NW.420.1*,+60)4+52.+

C

425-

+A;!;"#:271:1**,-200)24,*1-

+A!#36-37-.,.3.1*)1

/

24,6#*14,O2.,O1

二糖总量的
#+KR"b

#其余
#

种
=?

非取代二糖

(

H6[S?]&;(H

#

h

!

E9

$&

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h 和

(

H6[S?]&;(H

#

h的组分含量分别为
*!K+*b

&

+K+Fb

和
#KF"b

%

!

种
=?

非取代二糖的组分差

异较大%脱
E

"

=?

硫酸化肝素!

)9

"

(H

#

h

?HA

$

中
(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h占总糖量的
!*K+"b

"

(

H6[S?]&;(H

#

h为
*+K)Fb

"

(

H6[S?]&;(H

#

h

!

E9

$为
EK)!b

"没有检测到
(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

!

E9

$%全脱
)

"

E

"

=?

硫酸化肝素!

(H

#

h

?HA

$中

最丰富的二糖是
(

H6[S?]&;(H

#

h

"占二糖总

量的
!)K,"b

%脱
=?

硫酸化肝素!

)9

"

E9

"

(H

#

h

?

HA

$&脱
E

"

=?

硫酸化肝素!

)9

"

(H

#

h

?HA

$和全脱

)

"

E

"

=?

硫酸化肝素!

(H

#

h

?HA

$中
=?

非取代二糖

的总产率分别高达
E"K,*b

&

ERK!#b

和
EFK#+b

%

+))

第
#

期
!!

杜佳燕等)反相液相色谱
?
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?
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?
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=?

非取代肝素'硫酸乙酰肝素



表
E

!

B

种
!#

非取代肝素衍生物的二糖组分分析

(27:1E

!

M,-200)24,*10+5

/

+-,.,+6262:

8

-,-+AB!#36-37-.,.3.1*)1

/

24,6#*14,O2.,O1

肝素'硫酸类肝素二糖

H6

:

1/50

'

H6

:

1/10

7.&21<6X571;;41/5X67

组分
!

3%=

:

%75<5%0

'

b

全脱
)

"

E

"

=?

硫酸化肝素

!

(H

#

h

?HA

$

脱
E

"

=?

硫酸化肝素

!

)9

"

(H

#

h

?HA

$

脱
=?

硫酸化肝素

!

)9

"

E9

"

(H

#

h

?HA

$

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9

!

E9

$

"K"" "K"" "K""

(

H6[S?]&;(9

!

E9

$

"K"" "K"" "K""

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(9 "K"" "K"" "K""

(

H6[S?]&;(9 "K"" "K"" "K""

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(S;

!

E9

$

"K"" "K"" #+KR"

(

H6[S?]&;(S;

!

E9

$

"K"" "K"" )K++

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(S; EK+E EK)! *!K+*

(

H6[?]&;(S; EKE+ ,K+* *)K)E

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

!

E9

$

**K"E !*K+" +K+F

(

H6[S?]&;(H

#

h

!

E9

$

*"K*, +KF, RK#*

(

H6[S

!

)9

$

?]&;(H

#

h

!)K," *+K)F #KF"

(

H6[S?]&;(H

#

h

))KE! *EKF) +K",

3?)

位氧硫酸化二糖
)*K)* ,*KR, ,+K+F

3?E

位氧硫酸化二糖
*#KE, *)K*E E+KFE

=?

硫酸化二糖
"K"" "K"" "K""

=?

乙酰化二糖
#+K!+ #)K,R #*KE*

=?

非取代二糖
E"K,* ERK!# EFK#+

!!

以上结果表明"该方法适用于分析
=?

非取

代二糖存在较大差异的人工合成的肝素衍

生物%

B

!

结论

本研究将
S8S3

标记与
cAT3?89?@C?

CQG89

结合"为肝素'硫酸类肝素二糖分析

提供了良好的分离和相对定量效果"能够实现

在同一系统内分离和分析
*)

种肝素'硫酸类肝

素二糖"尤其适用于分析少量
=?

非取代二糖%

在肝素衍生物中"不同的
=?

非取代二糖的含量

明显不同%该方法可以定性&定量分析生物样

品中含有的
=?

非取代葡萄糖胺的二糖"为进一

步研究
=?

非取代葡萄糖胺的结构与功能提供

了可行的检测方法"有助于更好地理解
=?

非取

代葡萄糖胺残基在人类健康与疾病管理中的重

要作用%
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Ŝ@S-'@=

:

/%a6XI%/Y.

:

2%/

V

&

>

?

;%71=50%

V

&

>

;10 X571;;41/5X6 101&

>

757 .750

V

;6

I5<4&52X6<6;<5%0

*

-

+

'D&6;</%

:

4%/6757

"

)""F

"

)+

!

))

$)

!,#F?!,!F'

*

)F

+

3HBS(] d T

"

83STT@9CDc H

"

cSOD(?

9CD@(T'34/%=1<%

V

/1

:

45;=6<4%X72%/

:

/%X?

.;<?

:

/%25&6101&

>

75710X57%&1<5%0%2%&5

V

%71;;41?

/5X67

:

/%X.;6X\

>

46

:

1/50176?;1<1&

>

Z6XX6

:

%&

>

=6?

/5Z1<5%0%246

:

1/50

*

-

+

'-%./01&%234/%=1<%

V

/1?

:

4

>

S

"

)""*

"

+#)

!

*

$)

E,?R!'

*

)+

+

9HSQ3

"

9H@_G

"

dH@CD 8

"

HBS(] i

"

HScC9HQc( P

"
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