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摘要!肝素*硫酸乙酰肝素!
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$寡糖结构多样"且与生物学&病理学功能息息相关"表征这些结构对

解析它们的功能具有重要意义%本实验以市售猪肠肝素钠为原料"制备了
F

种肝素四糖"并用二糖组分

分析方法结合反相离子对试剂色谱
E

串联离子阱飞行时间质谱!

SQeQER0

*

S>E>?@56

$进行结构解析%

结果表明(

F

种肝素四糖中有两组同分异构体"且含己胺离子对试剂的
eQER0

*

56

能够成功分离肝素寡

糖及其同分异构体#采用
R0E56

*

56

方法可以鉴定其中一组同分异构体的结构%该方法可为
W6

*

W3

7

寡糖的研究提供标准品"并为解析
W6

*

W3

7

同分异构体结构提供一种简单有效的方法"进而为更好地理

解生物体内
W6
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W3

7

结构和生理生化功能的关系提供帮助%
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肝素!

W3

7

$和硫酸乙酰肝素!

W6

$是糖胺

聚糖家族中一类复杂的高度硫酸化粘多糖%研

究发现"

W3

7

*

W6

利用自身的结构特异性和序

列"可与许多活性蛋白质相互作用"调控许多重

要的生物功能"如细胞粘附,

"E(

-

&细胞生长和增

殖,

<E!

-

&抗凝,

BEA

-

&炎症,

C

-

&神经发育和再生,

=

-等%

它们的生物学意义使
W3

7

*

W6

成为新型药物

!如抗肿瘤抗病毒药物等$开发的重要靶标%

肝素是由己糖醛酸!

W3LD

$和
7E

葡糖胺

!

P%8'

$残基重复的二糖单元"通过
"E!

糖苷键

F(

第
"

期
!!
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连接在一起形成具有一系列链长!多分散性$的

线性多糖链,

F

-

%己糖醛酸可以是
7E

葡糖醛酸

或
HE

艾杜糖醛酸"而葡糖胺可以是
QE

乙酰化

或
QE

磺酸化%肝素的分子质量在
<

"

!)]c.

之间"平均分子质量为
"B]c.

!一条链大约有

!B

个单糖$

,

")

-

%已知
W6

种类在其二糖组成方

面比高度硫酸化的肝素在结构上更不均匀%对

W6

链组织的详细分析表明"各种二糖成分不

是随机分布的"其链中含有
<

种不同硫酸化程

度的区域"即高硫酸化区域!

6EK$:.2-

$&低硫酸

化区域 !

'D

*

'6K$:.2-

$和无硫区域 !

'D

K$:.2-

$

,

""E"(

-

%

'D

结构域主要是由未修饰的片

段"即
*

UDEP%8'D8

二糖组成#而
6E

结构域是高

度硫酸化区域"主要由
*

UD

!

(6

$

EP%8'6

和

*

UD

!

(6

$

EP%8'6

!

A6

$二糖组成#

'D

*

'6

结构

域主要是
6E

和
'DE

结构域之间的过渡结构

域,

"<

-

"即存在
QE

乙酰化和
QE

硫酸化二糖的交

替%

6E

和
'D

*

'6E

结构域中硫酸化模式的变化

决定了其与多种蛋白质相互作用的特异性"这

些蛋白质影响着多种重要的生物学功能,

"(

-

%

肝素酶解法和化学裂解法已被用来分析肝

素的结构"通过降解肝素长链为二糖或寡糖"随

后采用专门的分析仪器和技术进行分析,

"!E"B

-

"

但该方法仅提供二糖组分信息%限制结构表征

的障碍主要归因于
W3

7

*

W6

的化学异质性和

结构复杂性%核磁共振!

'5e

$波谱法是
W3

7

*

W6

结构解析的最有效工具之一,

"AE"=

-

"它可以

提供单糖组成"糖苷键和硫酸化模式等有价值

的结构信息"但需要大量且纯度高的样品"达不

到微量分析的要求%质谱法具有检测灵敏度

高"能够准确测定物质的分子质量等优点"现已

成为分析
W3

7

*

W6

寡糖结构的有力工具,

"FE()

-

%

与其他检测分析和鉴定
W3

7

*

W6

寡糖技术相

比"质谱法具有样品用量低!皮摩尔$&分析时间

短!几分钟$等优点%随着电喷雾电离!

I6S

$

,

"!

-

和基质辅助激光解吸*电离!

5DRcS

$

,

"!

-等软

电离方法的发展"

56

已越来越多地应用于

W3

7

*

W6

寡糖的表征%强阴离子交换色谱

!

6DdEWQR0

$分离机制是基于电荷密度差

异,

("E((

-

"是分离
W3

7

*

W6

寡糖的理想选择"但

由于使用高浓度非挥发性物质作为流动相"

6DdEWQR0

难以直接串联
56

%其他适用于

在线
I6SE56

分析的色谱技术包括尺寸排阻色

谱!

6I0

$

,

(<

-

&亲水作用色谱!

WSRS0

$

,

(!

-和离子

对反相色谱!

SQeQ

$

,

(BE(=

-

%

离子对反相色谱!

SQeQER0

$与
56

联用是

分析
W3

7

*

W6

寡糖很有应用前景的技术%在

传统反相色谱柱上!例如
0"=

$"流动相中加入

具有疏水烷基链的胺类离子对试剂"

SQeQER0

能根据
W3

7

*

W6

寡糖的大小&硫酸化含量和寡

糖异构化程度,

(BE(A

"

(FE<)

-对其进行分离检测%

多级质谱!

56

#

$分析
W3

7

*

W6

能获得丰

富的糖苷键断裂以及环内裂解的碎片信息"通

过这些信息可推断寡糖的二糖序列组成,

<"

-

"也

可用来确定硫酸化和乙酰化的作用位点"并依

此判断寡糖的一级序列结构,

<(

-

%目前已有报

道根据离子碎片信息"初步探讨
"(

种
W6

二

糖,

<<

-以及含
QE

非取代葡萄胺残基!

P%8'W

<

_

$

肝素四糖,

<!

-和六糖,

<B

-的
56

*

56

裂解规律%

近年来"特别是运用计算机算法处理复杂质谱

数据以来,

<AE<C

-

"

R0E56

*

56

对
W3

7

*

W6

寡糖

测序成为可能%

R0E56

*

56

也可结合化学修

饰方法对复杂
W6

四糖同分异构体进行结构系

列测定,

<=

-

%

本实验拟以市售肝素钠为原料"制备
F

种

肝素四糖"并用二糖组分分析法和高效液相色

谱
E

离子阱
E

飞行时间质谱法!

R0

*

S>E>?@56

$

对其结构进行分析"并利用多级质谱法确定肝

素四糖同分异构体的结构序列%希望能为

W6

*

W3

7

寡糖的研究提供标准品"为解析
W6

*

W3

7

同分异构体结构提供一种简单有效的方

法"进而为更好地理解生物体内
W6

*

W3

7

结构

和生理生化功能的关系提供帮助%

?

!

实验部分

?O?

!

主要仪器与装置

色谱柱(

Q,$Q.8

,

QDE"

!分析柱
!a)::g

(B)::

"保护柱
!a)::gB)::

$#

D0HUS>G

UQR0

,

TIW0"=

柱!

(a"::g"B)::g"aC

)

:

$%

R0

*

S>E>?@56

(日本岛津公司产品"配

有二元泵!

R0E()Dc

$&脱气装置!

cPUE()D<

$&

自动进样系统!

6SRE()D0

$&光敏二极管阵列

!

QcD

$&检测器!

6QcE5()D

$&基本通信模块

!

0T5E()D

$和柱温箱!

0>?E()D0

$#

"())

型高

效液相色谱仪(美国
D

J

2%3-9

公司产品#

52%%2EH

)<
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!!

第
!"

卷



4

;

-913424

超纯水机(美国
52%%2

7

$,3

公司产品#

T>((!6

型电子分析天平(北京赛多利斯科学

仪器有限公司产品#

cXE6(!

型电热恒温水浴

锅(上海精宏实验设备有限公司产品#

0>)(E

B)6e

恒温真空冷冻浓缩仪&

DRQWD"E!RKE

7

%+4

真空冷冻干燥机(德国
01,249

公司产品#

<X"B

型台式离心机(德国
62

J

:.

公司产品#

6WVEc

循环水式真空泵(巩义市予华仪器产

品#

6PEB!))D

磁力搅拌器(上海硕光电子科技

产品#

QTE")

7

W

计(德国
6.,9$,2+4

公司产品%

?OB

!

主要材料与试剂

肝素钠(国药集团化学试剂有限公司产品#

"(

种硫酸类肝素二糖标样(英国
SK+,$-

公司

产品#聚 丙 烯 酰 胺 凝 胶
T2$EP3%QE")

!

/2-3

J

,.K3

$(英国
T2$Ee.K

公司产品#碳酸氢铵!分

析纯$&肝素酶
#

&肝素酶
(

&肝素酶
$

!

")U'

/,$: @%.Z$N.893,2+: 13

7

.,2-+:

$(均为美国

62

J

:.ED%K,281

公司产品#

)a!B

)

:

微孔滤膜(

天津市津腾实验设备有限公司产品#

5\0?

B))

透析膜(上海索莱宝生物技术有限公司产

品#三!羟甲基$氨基甲烷!

>,24

$&氯化钙&醋酸

钠&醋酸钙和醋酸&甲酸铵和氯化钠(均为分析

纯"国药集团化学试剂有限公司产品#无水乙醇

!分析纯$(上海三鹰化学试剂有限公司产品#

<Ab

!

W0%

分析纯$(汕头市西陇化工厂产品#

FAb

牛血清蛋白(上海
D%.KK2-

生化科技股份

有限公司产品#乙腈&己胺&甲酸胺(均为分析

纯"上海三鹰化学试剂有限公司产品%

?OE

!

实验方法

?OEO?

!

肝素四糖的制备与纯化
!

肝素四糖

!

K

7

!

$的制备参考文献,

<F

-"主要由
<

个步骤组

成(

"

$利用肝素酶
S

酶解肝素钠!

W3

7

$"并用

T2$EP3%QE")

分离
W3

7

酶解产物"收集肝素

K

7

!

对应的洗脱峰"获得
K

7

!

混合物#

(

$用强

阴离子交换高效液相色谱!

6DdEWQR0

$分析

分离
K

7

!

混合物"并收集各个
K

7

!

对应的色谱

峰"将收集到的肝素
K

7

!

装入截留分子质量为

B))c.

的透析膜于超纯水中透析
<

天"冷冻干

燥得到肝素
K

7

!

样品#

<

$用尺寸排阻色谱柱法

!

6I0EWQR0

$进一步分析纯化肝素
K

7

!

样品"

分别收集
K

7

!

对应的色谱峰"于
BBl

烘箱中放

置
C(1

挥发
'W

!

W0?

<

"获得各肝素
K

7

!

纯样%

?OEOB

!

6DdEWQR0

分析
!

强阴离子分析柱

Q,$Q.8QDE"

!

!a)::g(B)::

$#流动相
D

为

超纯水!用
W0%

调至
7

W<aB

$"流动相
T

为

(:$%

*

R'.0%

!用
W0%

调至
7

W<aB

$#线性梯

度洗脱(

(a"

"

Ca":2-

!

)

"

)a=:$%

*

R'.0%

$"

Ca"

"

!Ca":2-

!

)a=

"

"aB:$%

*

R'.0%

$#流速

":R

*

:2-

#柱温为室温#

U#(<(-:

检测%

?OEOE

!

6I0EWQR0

分析
!

6+

7

3,K3L

>5

Q3

7

E

92K3")

*

<))PR

尺寸排阻色谱柱#流动相为
)a(

:$%

*

R'W

!

W0?

<

#流速
)a!:R

*

:2-

#柱温为

室温#

U#(<(-:

检测%

?OEOF

!

肝素四糖的二糖组分分析
!

取
B

)

J

肝

素
K

7

!

纯品"分别加入
":SU

肝素酶
#

&肝素

酶
(

和肝素酶
$

"于
<Cl

水浴反应
(!1

"完全

酶解%反应体系为
B)

)

R

醋酸钠缓冲液!

)a"

:$%

*

R

醋酸钠&

)a"::$%

*

R

醋酸钙和
")):

J

*

R

牛血清蛋白"

7

WCa)

$"

"))l

灭活
B:2-

终止

反应"以
"())),

*

:2-

离心
"):2-

"取上清液%

酶解产物用反相离子对试剂!

SQeQ

$

R0

*

S>E

>?@56

分析"通过比对检测图谱和标样二糖

图谱确定二糖组分%根据它们对应的经过校正

的提取离子流!

IS0

$峰面积比较计算各二糖组

分的相对百分含量"具体方法参考文献,

!)

-%

简单地说"

SQeQER0

*

56

分析硫酸类肝素标样

二糖"比较对应的
IS0

峰面积"计算得到每个

标样二糖的校正因子%计算实际样品的二糖组

分相对百分含量时"二糖
IS0

峰面积要先乘以

对应的校正因子"以忽略质谱离子化效率和硫

酸根丢失造成的系统误差%

?OEOH

!

R0

*

S>E>?@ 56

分析
!

色谱条件(

D0HUS>G UQR0

,

TIW 0"=

柱!

(a"::g

"B)::g"aC

)

:

$#流动相(

D

为
52%%2EH

水"

T

为
=)b

乙腈"均含有
<)::$%

*

R

己胺"用甲

酸调至
7

W=a=A

#流速
)a":R

*

:2-

#上样量
")

)

R

#柱温
!Bl

#检测器为光电二极管阵列#检

测波长
"F)

"

=))-:

%二糖线性梯度洗脱条

件(

)

"

<)a):2-

!

(b

"

"BbT

$"

<)a)

"

B)a):2-

!

"Bb

"

(BbT

$"

B)a)

"

A)a):2-

!

(Bb

"

ABbT

$"

A)a)

"

C)a):2-

!

ABbT

$#四糖线性梯度洗脱条

件(

)a"

"

(a":2-

!

(b

"

<)bT

$"

(a"

"

A):2-

!

<)b

"

!BbT

$"

A)

"

A<:2-

!

!Bb

"

"))bT

$"

A<

"

C):2-

!

"))bT

$%

质谱条件(电喷雾离子源!

I6S

$"负离子

模式#质量扫描范围
6

*

J())

"

"B))

#喷雾

"<

第
"

期
!!
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气体为氮气"流速
"aBR

*

:2-

#曲形脱溶剂管

!

8+,Z3KK34$%Z.92$-%2-3

"

0cR

$和加热模块

!

W3.9T%$8]

$温度设置为
"))l

#锥孔电压设置

为
<̀aB]#

#检测电压
"aA=]#

#

S>

和
>?@

真空

范围分别为
"aFg")

(̀

Q.

和
"aAg")

!̀

Q.

%

?OEOI

!

肝素四糖
R0E56

*

56

条件
!

色谱条

件(流动相
D

为
52%%2EH

水"

T

为乙腈#洗脱程

序(

)a"

"

<a):2-

!

(bT

$"

<a)

"

"!:2-

!

(b

"

"))bT

$"

"!

"

((:2-

!

"))bT

$%其他色谱条

件同
"a<aB

节%

56

*

56

条件(设置质谱系统自动选择强

度高于
")

B 的产物离子作为
56

( 分析的母离

子#

0cR

和
W3.9T%$8]

温度设置为
())l

#碰

撞气体为氩气#碰撞诱导解离!

0Sc

$的碰撞能

量设置为
B)b

"离子累积时间设为
")):4

#其

他质谱参数同
"a<aB

节%手动匹配解析二级

谱图%

B

!

结果与讨论

BO?

!

肝素四糖的分析

肝素钠是广泛使用的抗凝血药"经过肝素

酶
S

酶解后"在己糖醛酸非还原端
0!

和
0B

位

置会生成
"

个不饱和双键%以
)a( :$%

*

R

'W

!

W0?

<

为流动相"

T2$P3%QE")

可以把不

同聚合度的肝素寡糖分开"得到的肝素四糖

!

K

7

!

$用
Q,$Q.8

柱和
6DdEWQR0

方法进一步

分离纯化"其色谱图示于图
"

%结果表明"

K

7

!

有
<

个主峰和
A

个小峰"分别命名为
K

7

!D

&

K

7

!T

&

K

7

!0

和
K

7

!E"

&

K

7

!E(

&

K

7

!E<

&

K

7

!E!

&

K

7

!EB

&

K

7

!EA

%

6DdEWQR0

分析方法表明(通常样品

带的电荷越多"在
Q,$Q.8

柱上的保留时间越

长,

<B

-

%

K

7

!0

具有最长的保留时间"表明其可

能含有最多的亚硫酸基团%

二糖组分分析表明"

K

7

!0

只含有
.

W3LD

!

(6

$

EP%8'6

!

A6

$"表明
K

7

!0

含有
(

个高硫的

二糖"其结构为
.

W3LD

!

(6

$

EP%8'6

!

A6

$

E

W3LD

!

(6

$

EP%8'6

!

A6

$%其他
K

7

!4

二糖组分

分析同样使用肝素酶
#

&肝素酶
(

和肝素酶
$

完全酶解"酶解产物用
R0

*

S>E>?@ 56

分析"

根据相对应的
IS0

面积计算它们的相对百分含

量%

K

7

!D

和
K

7

!T

的酶解产物
R0

*

56

的
IS0

图示于图
(

%可以看出"

K

7

!D

和
K

7

!T

都含有

二糖
.

W3LD

!

(6

$

EP%8'6

!

A6

$"出峰时间为

A<a(:2-

%不同的是"

K

7

!D

含有
.

W3LD

!

(6

$

E

P%8'6

!出峰时间
B!a" :2-

$"而
K

7

!T

含有

.

W3LDEP%8'6

!

A6

$!出峰时间
B<aB:2-

$"它

们的二糖组成相对百分含量列于表
"

%从二糖

组分结果可以看出"

K

7

!E!

和
K

7

!D

的主要组

成一样"是由
.

W3LD

!

(6

$

EP%8'6

和
.

W3LD

!

(6

$

EP%8'6

!

A6

$组成"且二糖的相对百分含量

相似"大约为
!)b

"

B)b

"但在
6DdEWQR0

中

的洗脱时间不一致"说明它们是同分异构体%

图
?

!

经
X#"Y'/$,?M

分离后的

肝素四糖
4;Z,8$[:

的分离色谱图

.#

&

@?

!

4'

5

3%31#")60%"+31"

&

%3

5

0

7

"-0'

5

3%#)!

5

F

-%361#")"<13#)'!-%"+X#"Y'/$,?M<

7

4;Z,8$[:

图
B

!

!

5

F;

"

3

#和
!

5

FX

"

<

#的

[:

(

24,N*,*A.

提取离子流图

.#

&

@B

!

[:

(

24,N*,*A.'P1%361'!#")

60%"+31"

&

%3+("-!

5

F;

"

3

#

3)!!

5

FX

"

<

#

(<
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表
?

!

肝素
!

5

F

寡糖的二糖组成

*3</'?

!

Q#(36603%#!'6"+

5

"(#1#")("-0'

5

3%#)!

5

F("/#

&

"(36603%#!'(

二糖结构

c244.81.,2K349,+89+,34

二糖含量
c24.881.,2K38$:

7

$4292$-

*

b

K

7

!E" K

7

!E( K

7

!E< K

7

!D K

7

!E! K

7

!EB K

7

!EA K

7

!T K

7

!0

*

W3LDEP%8'6

!

A6

$

(CaA !Aa( !(aB (aA !a) BFa( BAaB B=a" )

*

W3LD

!

(6

$

EP%8'6 A(aA (=a) <"a( B(aC B<a" !a! Ba) !aA )

*

W3LD

!

(6

$

EP%8'6

!

A6

$

Fa= (Ba= (Aa< !!aC !(aF <Aa! <=aB <Ca< "))

同样"

K

7

!EB

&

K

7

!EA

和
K

7

!T

也是同分异构体"

主要由
.

W3LDEP%8'6

!

A6

$和
.

W3LD

!

(6

$

E

P%8'6

!

A6

$组成%

K

7

!E"

&

K

7

!E(

和
K

7

!E<

的二糖

组分分析结果表明"它们含有
.

W3LDEP%8'6

!

A6

$&

.

W3LD

!

(6

$

EP%8'6

和
.

W3LD

!

(6

$

E

P%8'6

!

A6

$"二糖相对百分含量从约
")b

到
A)b

不等%为进一步分析确定它们的结构组成"将其

用
6I0EWQR0

分析纯化后进行
SQeQER0

*

S>E

>?@56

分析%

BOB

!

N$C$,[:

(

N*,*A.24

分析

SQeQER0

*

56

法可以有效地分析分离肝

素寡糖%

0.9.%2-

等,

!"

-运用线性和支链脂肪族

胺"包括戊胺&己胺&三丁胺等准确地测量了肝

素寡糖的分子质量%本课题组用己胺离子对试

剂"采用
SQeQER0

*

56

法成功地分离了
"(

个

硫酸类肝素标样二糖"并对牛肾&猪动脉和人类

血清的
W6

二糖组分进行定量分析,

!)

-

%本实

验借助于
<)::$%

*

R

己胺和
TIW 0"=

反向

柱"采用
SQeQER0

*

56

法分别对
6DdEWQR0

分离收集的
<

个主峰!

K

7

!D

&

K

7

!T

和
K

7

!0

$和

A

个小峰!

K

7

!E"

&

K

7

!E(

&

K

7

!E<

&

K

7

!E!

&

K

7

!EB

&

K

7

!EA

$做进一步结构分析%结果表明"它们都

带
(

个负电荷且
6

*

J

数值相近"均检测到系列

亚硫酸基团的丢失%代表性的
K

7

!E"

&

K

7

!E<

&

K

7

!EB

和
K

7

!EA

总离子流图示于图
<

%

K

7

!E"

的
>S0

图示于图
<.

"图中有
"

个主

要的峰!保留时间
()aA:2-

$和
(

个小峰!保留

时间
()a(

&

(<a=:2-

$%主峰对应的质谱图示

于图
!.

"其中
6

*

JB<BaF=B

为含
B

个亚硫酸根

的肝素
K

7

!

!

K

7

!_B6

$分子离子,

5

'

(W

-

(̀

!理论值
6

*

JB<BaF=A

$#

6

*

JB=AaB!"

为
K

7

!_

B6

加合
"

个己胺的分子离子,

5_0

A

W

"B

'

'

(W

-

(̀

!理论值
6

*

JB=AaB!<

$#还检测到了
K

7

!

_B6

丢 失 硫 酸 根 的 分 子 离 子 峰"即
6

*

J

!FAa))F

,

5

'

6?

<

'

(W

-

(̀

&

6

*

J !BAa)(=

图
E

!

!

5

F,?

"

3

#$

!

5

F,E

"

<

#$

!

5

F,H

"

6

#

和
!

5

F,I

"

!

#的
[:

(

24,N*,*A.

总离子流图

.#

&

@E

!

[:

(

24,N*,*A.1"13/#")60%"+31"

&

%3+(

"-!

5

F,?

"

3

#%

!

5

F,E

"

<

#%

!

5

F,H

"

6

#

3)!!

5

F,I

"

!

#

,

5

'

(6?

<

'

(W

-

(̀ 和
6

*

J !"Aa)B)

,

5

'

<6?

<

'

(W

-

(̀

%另外"

6

*

JBBBa!A)

!

J^(

$和同

时含
"

个乙酰基&

B

个亚硫酸基团的肝素四糖

!

K

7

!_ D8_B6

$的 理 论 值 相 近"即
6

*

J

BBAa)F"

!

J (̂

$%以上分析表明"

K

7

!E"

主要是

由
B

个亚硫酸根的肝素
K

7

!

!

K

7

!_B6

$组成"结

构示于图
!N

%保留时间
()a(:2-

小峰检测到

<<

第
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的分子离子峰与保留时间
()aA:2-

的一致"说

明
K

7

!E"

里可能含有
K

7

!_B6

的同分异构体%

另外"保留时间
(<a=:2-

小峰检测到的分子离

子峰
6

*

JB=<aF!!

&

B!!aF==

&

B)Ba)"(

!图
B

$分

别与肝素六糖含
(

个亚硫酸根!

K

7

A_(6

$&含
"

个亚硫酸根!

K

7

A_6

$和不含亚硫酸根!

K

7

A

$的理

论值一致"结果列于表
(

#

6

*

JBFBaB!F

!

Ĵ (

$为

图
F

!

图
E3BMOI+#)

峰对应的质谱图"

3

#和含有

H

个亚硫酸根肝素四糖的结构图"

<

#

.#

&

@F

!

24(

5

'61%G+"-!

5

F,?#)1"13/#")

60%"+31"

&

%3+(

5

'3\/3<'/'!>#10BMOI+#)

#).#

&

OE3

"

3

#

3)!10'(1%G61G%'"-0'

5

3%#)

1'1%3(6603%#!'>#10-#D'(G/-31'

&

%"G

5

(

"

<

#

K

7

A_6

加合
"

个己胺的分子离子,

5_0

A

W

"B

'

'

(W

-

(̀

!理论值
6

*

JBFBaBB(

$#另外
6

*

JBABaFAC

!

Ĵ (

$与同时含
"

个乙酰基&

"

个亚硫酸基团的

肝素六糖!

K

7

A_D8_6

$的理论值
6

*

JBABaA(=

!

Ĵ (

$相似#

6

*

JA)!aC=)

!

J (̂

$与
K

7

A_D8_

(6

的理论值
6

*

JA)BaA)A(

!

J (̂

$相近%表明

K

7

!E"

里混有少量肝素
K

7

A

"可能是
T2$P3%QE")

分离收集肝素
K

7

!4

时混入了少量的
K

7

A4

%

图
H

!

图
E3BEOK+#)

峰对应的质谱图"

3

#和含有

B

个亚硫酸根肝素六糖的结构"

<

#

.#

&

@H

!

24(

5

'61%G+"-!

5

F,?#)1"13/#")

60%"+31"

&

%3+(

5

'3\/3<'/'!>#10BEOK+#)

#).#

&

OE3

"

3

#

3)!10'(1%G61G%'"-0'

5

3%#)

0'P3(6603%#!'>#101>"(G/-31'

&

%"G

5

(

"

<

#

表
B

!

肝素
!

5

F,?

图谱中出现的主要分子离子峰

*3</'B

!

23

U

"%+"/'6G/3%#")(10313

55

'3%'!#)10'24(

5

'61%G+"-!

5

F,?

肝素寡糖

W3

7

.,2-

$%2

J

$4.881.,2K34

分子式

5$%38+%.,

/$,:+%.

检测到的离子

5.

M

$,2$-4

$N43,Z3K

理论值

0.%8+%.93K

Z.%+3

!

6

*

J

$

检测值

?N43,Z3K

Z.%+3

!

6

*

J

$

相对误差

I,,$,

K

7

!

,

5

'

<6?

<

'

(W

-

(̀

!"Aa)<A !"Aa)B) )̀a)"!

,

5

'

(6?

<

'

(W

-

(̀

!BAa)(= !BAa)(= )a)))

0

(!

W

<=

'

(

?

<B

6

B

,

5

'

6?

<

'

(W

-

(̀

!FAa))C !FAa))F )̀a))(

,

5

'

(W

-

(̀

B<BaF=A B<BaF=B )a))"

,

5_0

A

W

"B

'

'

(W

-

(̀

B=AaB!< B=AaB!" )a))(

K

7

A 0

<A

W

BC

'

<

?

<)

,

5

'

(W

-

(̀

B)!aA!! B)Ba)"( )̀a<A=

0

<A

W

BC

'

<

?

<<

6

,

5

'

(W

-

(̀

B!!aA(< B!!aF== )̀a<AB

,

5_0

A

W

"B

'

'

(W

-

(̀

BFBaBB( BFBaB!F )a))<

0

<A

W

BC

'

<

?

<A

6

(

,

5

'

(W

-

(̀

B=!aA)" B=<aF!! )aABC

!<
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!!

K

7

!E<

的
>S0

图示于图
<N

"有
(

个峰%主

峰!保留时间
()aB :2-

$和
K

7

!E"

!保留时间

()aA:2-

$检测到的分子离子峰一致"表明
K

7

!E<

主要是由
B

个亚硫酸根的肝素
K

7

!

!

K

7

!_B6

$组

成%小峰!保留时间
(<aF:2-

$的质谱数据与

K

7

!E"

!保留时间
(<a=:2-

$一致"表明
K

7

!E<

里

也混有少量
K

7

A4

%

K

7

!EB

的
>S0

有
"

个主峰!保留时间
(!aB

:2-

$"示于图
<8

%

K

7

!E!

&

K

7

!D

和
K

7

!T

的
>S0

图与
K

7

!EB

相似"都有
"

个主峰"且出峰时间相

似%而
K

7

!EA

有明显的
(

个峰"保留时间为

(<aF

&

(!aB:2-

"示于图
<K

%它们检测到的离

子峰都与肝素
K

7

!_B6

的理论值一致"并且没

有检测到
K

7

A

的分子离子峰"表明
K

7

!E!

&

K

7

!EB

&

K

7

!EA

&

K

7

!D

和
K

7

!T

主要是由含
B

个亚硫酸根

的肝素
K

7

!

!

K

7

!_B6

$组成#

K

7

!EA

组分本身可

能含有
(

个
K

7

!_B6

同分异构体%这些与二糖

组分的分析结果一致"即
K

7

!E!

和
K

7

!D

都含

有
B

个亚硫酸根"互为同分异构体"主要由

.

W3LD

!

(6

$

EP%8'6

和
.

W3LD

!

(6

$

EP%8'6

!

A6

$组成#

K

7

!EB

&

K

7

!EA

和
K

7

!T

互为同分异构

体"主 要 由
.

W3LDEP%8'6

!

A6

$和
.

W3LD

!

(6

$

EP%8'6

!

A6

$组成%为进一步解析这些同

分异构体的结构"继续用
56

*

56

方法分析这

些样品%

BOE

!

24

(

24

分析肝素四糖同分异构体

采用串联质谱法分析
W3

7

*

W6

的结构"能

提供丰富的糖苷键断裂以及环内裂解的碎片信

息"这些信息可以确定硫酸化和乙酰化的作用

位点,

<(

-

"确定区分同分异构体,

<=

-

%本实验采用

56

*

56

法分析同分异构体
K

7

!D

和
K

7

!E!

%

56

*

56

产物离子的表述采用
c$:$-

和
0$493%%$

命名规则,

!(

-

%

二糖组分和
R0

*

56

分析表明"

K

7

!D

和

K

7

!E!

是 由
.

W3LD

!

(6

$

EP%8'6

和
.

W3LD

!

(6

$

EP%8'6

!

A6

$组成的同分异构体%采用
R0E

56

*

56

法分析相同浓度的
K

7

!D

和
K

7

!E!

"进样

量
")

)

R

!约
"a<)

)

J

$"自动选择离子峰强度大

于
")

B 的产物离子为母离子做
56

*

56

分析"

比较
0Sc

碰撞能量为
B)b

和
=)b

的结果%结

果表明"不同母离子
0ScB)b

和
=)b

产生的碎

片离子数目不同"但检测到的离子
6

*

J

数值和

带电情况相似%

K

7

!D

和
K

7

!E!

代表性的母离子 ,

5

'

<W

-

<̀

!

6

*

J<BAaFFB

"理论值
6

*

J<BAaFF"

$在

整个分析时间段的
56

*

56

结果分别示于

图
A

&图
C

"均检测到了糖苷键断裂产生的碎

片离子,

G

"

'

W

-

`

"即
K

7

!D

的
6

*

J<<Ca)!B

!理论值
6

*

J<<AaF=B

$!图
A.

$和
K

7

!E!

的
6

*

J

图
I

!

!

5

F;

的
24

(

24

图"

3

#及结构"

<

#

.#

&

@I

!

24

(

24(

5

'61%G+

"

3

#

3)!

(1%G61G%'

"

<

#

"-!

5

F;

图
J

!

!

5

F,F

的
24

(

24

图"

3

#及结构"

<

#

.#

&

@J

!

24

(

24(

5

'61%G+

"

3

#

3)!

(1%G61G%'

"

<

#

"-!

5

F,F
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(B=a)(=

!理论值
6

*

J(B=a)<A

$!图
C.

$%同时

检测到了环内裂解生成的碎片离子(

K

7

!D

的

6

*

J<(=aB(A

与碎片离子,

)

"

<

D

(

`W

-

`

!理论

值
6

*

J<(=a)!(

$对 应"

6

*

J<B=a)BF

与 碎

片)

"

(

D

(

!理论值
6

*

J<B=a(CA

$对应#同样"

K

7

!E!

的
6

*

J(!CaFB=

&

(A=a!FF

&

<(AaB)F

分

别对应碎片,

)

"

<

D

(

`(6?

<

`W

-

`

!理论值
6

*

J

(!=a)B<

$&,

"

"

B

d

!

T

(

`W

-

`

!理论值
6

*

J(A=a)("

$&

,

"

"

!

D

(

`6?

<

`W

-

`

!理论值
6

*

J<(Aa)(A

$%

综上所述"通过
56

*

56

碎片离子可以判

断同分异构体
K

7

!D

和
K

7

!E!

的结构序列分别

为
.

W3LD

!

(6

$

EP%8'6EW3LD

!

(6

$

EP%8'6

!

A6

$

和
.

W3LD

!

(6

$

EP%8'6

!

A6

$

EW3LD

!

(6

$

EP%8E

'6

"示于图
AN

&图
CN

%

E

!

结论

以市售猪肠肝素钠为原料"制备系列
W6

*

W3

7

四糖同分异构体"并用二糖组分分析方法

结合多级质谱成功地鉴定了其中一组
W6

*

W3

7

四糖同分异构体的结构序列%该结果对今后

W6

*

W3

7

寡糖的研究具有重要意义"可为解析

W6

*

W3

7

同分异构体的结构提供一种简单有效

的方法"进而为更好地理解生物体内
W6

*

W3

7

结构和生理生化功能的关系提供帮助%另外"

SQeQER0

*

S>E>?@ 56

对系列
W6

*

W3

7

四糖

同分异构体分析检测结果表明"含己胺离子对

试剂的
eQER0

*

56

能够成功地分离肝素寡糖

及其同分异构体"这可为分离检测复杂的
W6

*

W3

7

寡糖同分异构体提供帮助%
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