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摘要!研究了高效液相色谱$串联质谱"SHL>$BC’BC#法 测 定 淀 粉 生 物 粘 附 材 料 与 糖 残 基 特 异 性 结 合 实 验

中$岩藻糖(半乳糖("$甲基甘露糖苷和’$乙酰葡萄糖胺%种糖类物质含量的分析方法%将反应后的样品直

接离心过滤后即可利用 SHL>$BC’BC进行定性定量分析%以I"乙腈#lI"水#\’"l!"的溶液作为液相

色谱流动相$质谱采用电喷雾负离子电离方式扫描$以多反应监测"BTB#模式进行定量分析%在添加 水 平

为#6"!%"6",3)L[#范围内$岩藻糖 的 回 收 率 为###6"Z$相 对 标 准 偏 差"TCO#为&6))Z!在 添 加 水 平 为

#6"!’"6",3)L[#范围内$半乳糖("$甲基甘露糖苷和’$乙酰葡萄糖胺的回收率分别为#"&6)Z(((6"Z和

(#6"Z$相对标准偏差分别为*6*’Z(&6&%Z和)6&’Z%%种 糖 类 物 质 的 方 法 检 出 限"C’F(7#分 别 为"6#

,3)L[#"岩藻糖#$#6",3)L[#"半乳糖#$"6#,3)L[#""$甲基甘露糖苷#和"6),3)L[#"’$乙酰葡萄糖

胺#%该方法可用于评价淀粉粘附材料 和 糖 类 物 质 的 特 异 性 结 合$为 其 他 领 域 中 糖 类 物 质 含 量 的 测 定 提 供

可借鉴的方法%

关键词!淀粉生物粘附材料!高效液相色谱$串联质谱"SHL>$BC’BC#!糖类物质

中图分类号!J&)*6&7!!文献标识码&K!!文章编号&#""%$!((*"!"#"#")$!(#$"&

!/426L"%"#%2($(+\.-#26"<4"#2+2#/..8M2$P2$)A2%1<%/’#1]2(/61"*27"
;/%"’2/.*?8S&M9=;<’;<

hGKFMS913#$RSN_.1#$bKFMh;@$2;!$LGNR-9!$LGh.-9$Y.!$hNh.1$<913#$>S+FL.13!

"#!>%&*:($,&*&%;A-4($%2"-%(-.$H)+(#"#$%&7%$G-.4$(:)6A-,#%)*)2:$9+&%2J#)+)#"&%#$"#$%&!

!!H,#))*)6D$2#("#-8$4(.:&%;K));H,$-%,-$H)+(#"#$%&7%$G-.4$(:)6A-,#%)*)2:$9+&%2J#)+)#"&%#$"#$%&#

3?*%’/#%&K,@D?9UW-AU@4@/95@U.1U@D@<,.1.13%c.1UA9=3/;8.U@AW?.8?W@<@=;89A@$3-$
/-8D9A@$"$,@D?2/,-119A.U@-1U’$-8@D2/3/;89A-,.1@$.1@Y5@<.,@1D9=-U?@A.4@5<95@<D2
X@DW@@1AD-<8?X.9-U?@A.4@,-D@<.-/A-1UA;3-<<@A.U;@AX2?.3?5@<=9<,-18@/.Q;.U8?<9,-$
D93<-5?2$D-1U@,,-AAA5@8D<9,@D<2"SHL>$BC’BC#6I?@A-,5/@W-A=./D<-D@U-1U-1-$
/2V@UX2SHL>$BC’BC6K1-/2D@W-AA@5-<-D@UX2/.Q;.U8?<9,-D93<-5?2W.D?-,9X./@
5?-A@891A.AD.139=I"-8@D91.D<./@#lI"W-D@<#\’"l!"6I?@,-AAA5@8D<9,@D@<W-A95@<-$



D@U-DD?@1@3-D.4@.91,9U@4.-@/@8D<9A5<-2.91.V-D.91!+CG"A9;<8@6I?@Q;-1D.D-D.4@-1-/$
2A.AW-AU@D@<,.1@UX2D?@,;/D.5/@<@-8D.91A,91.D9<.13!BTB"6L.1@-<<@/-D.91A?.5X@$
DW@@14-/;@A9=5@-c-<@-9=U@D@8D.91A.31-/A-1U8918@1D<-D.919==;89A@-<@9XD-.1@U.1D?@
<-13@A9=#6"#%"6",3$L[#%W?./@<@/-D.91A?.5A9=3-/-8D9A@%"$,@D?2/,-119A.U@-1U’$
-8@D2/3/;89A-,.1@-<@9XD-.1@U.1D?@<-13@9=D?@/.1@-<<-13@A#6"#’"6",3$L[#6I?@
<@894@<2<-D@9==;89A@.A###Z%-1UD?@TCO.A&6))Z6I?@<@894@<.@A<-D@A9=3-/-8D9A@%

"$,@D?2/,-119A.U@-1U’$-8@D2/3/;89A-,.1@-<@#"&6)Z%((6"Z-1U(#6"Z%D?@TCOA
-<@*6*’Z%&6&%Z-1U)6&’Z%<@A5@8D.4@/26L.,.DA9=U@D@8D.91!C&F(7"=9<=;89A@%3-$
/-8D9A@%"$,@D?2/,-119A.U@-1U’$-8@D2/3/;89A-,.1@-<@"6#%#6"%"]#-1U"6),3$L[#%

<@A5@8D.4@/26I?@,@D?9U.A5<94@UD9X@<-5.U%<@/.-X/@-1UA@1A.D.4@%W?.8?.AA;.D-X/@=9<
@AD.,-D.13D?@A5@8.=.8/.1c.13X@DW@@1AD-<8?X.9-U?@A.4@,-D@<.-/A-1U3/;8.U@A6I?@5<9$
59A@U,@D?9U.A-/A9A;.D-X/@=9<<-5.UU@D@<,.1-D.919=3/;8.U@A89,591@1DA.19D?@<89,$
5/@YA2AD@,6
@"8A(’6*’AD-<8?X.9-U?@A.4@,-D@<.-/A(?.3?5@<=9<,-18@/.Q;.U8?<9,-D93<-5?2$D-1U@,
,-AAA5@8D<9,@D<2!SHL>$BC&BC"(3/;8.U@A

!!生物粘附!X.9-U?@A.91"是指 天 然 或 合 成 的

高分子物质所具有的能够粘附到腔道粘液!,;$
8;A"或上 皮 细 胞 表 面 的 能 力)#*+在 淀 粉 生 物 粘

附材料中引入的糖蛋白侧链能特异性识别细胞

表面的糖残基并与之结合%如’$乙酰半乳糖胺,

’$乙酰葡萄 糖 胺,半 乳 糖,果 糖 及 唾 液 酸 等%在

细胞识 别 和 粘 附 反 应 中 起 着 重 要 作 用)!$7*+因

此%通过测定淀粉粘附材料上的糖蛋白与糖类物

质特异性结合后剩余的糖量%计算得到能与粘附

材料特异性结合的糖%从而可确定淀粉粘附材料

与人体胃肠道上皮细胞特异粘附部位+
目前%测定糖类物质含量的最常用方法有比

色法,气 相 色 谱 法 和 高 效 液 相 色 谱 法 等+比 色

法)%*易受到其他可与显色试剂反应的物 质 的 干

扰(气 相 色 谱 法 须 将 样 品 衍 生 化 才 能 进 行 分

析))*(液相色谱法不需要衍生化%但 是 测 定 糖 常

用的示差折光检测器灵敏度较低%需通过柱前衍

生%然后用紫外和荧光检测提高灵敏度%操作繁

杂 且 常 出 现 异 常 干 扰%影 响 分 析 的 准 确 性))*+
高效 液 相 色 谱$串 联 质 谱 法!?.3?5@<=9<,-18@
/.Q;.U8?<9,-D93<-5?2$D-1U@,,-AAA5@8D<9,@$
D<2%SHL>$BC&BC"分析物质具有灵敏度高%样

品一般不需衍生化处理的特点+目前国内采用

L>&BC法测定糖类物质的报道中%主 要 是 利 用

单级质谱或多级质谱法对糖类物质做定性研究+
徐瑾)&*使用柱前衍生法分别对芦荟多糖 样 品 和

其水解 产 物 进 行 衍 生%结 合L>&BC法 检 测%以

说明其-结构单元.单糖的组成+孙志 伟 等)**利

用在线串联质谱的电喷雾电离模式监测%获得了

油菜花粉多糖中各组分的质谱定性规律+>-5$
5.@//9等)’*利 用 亲 水 作 用 色 谱 和 电 喷 雾 质 谱 直

接研 究 海 洋 粘 胶 中 低 聚 糖 的 组 成 情 况+b-1
等)(*通过L>&BC法 研 究 大 气 气 溶 胶 中 三 糖 以

下糖类物质的含量%以)BiFS%*i 加合离子作

为目标物质的定性定量离子+胡强等)#"*建立了

L>$BC&BC法 测 定 人 尿 中 乳 果 糖,甘 露 醇 和 乳

糖含量%可 用 于 肠 通 透 性 评 价+而 利 用 SHL>$
BC&BC法直接 进 行 糖 类 物 质 定 量 分 析 的 报 道

较少+
用L>&BC法进行定量分析时%不采用总离

子色谱图%而是采用与待测组分相对应的特征离

子得到的质量色谱图或多离子监测色谱图+此

时%不相关的组分将不出峰%可以减少组份间的

互相干 扰+L>&BC定 量 的 最 好 方 法 是 采 用 串

联质谱!BC&BC"的 多 反 应 监 测!BTB"模 式+

BTB技术是基于已知信息或假定信息%设定质

谱检测规则%对符合规则的离子进行信号记录%
去除大量不符合规则的离子信号干扰%从而得到

质谱信息的一种数据获取方式+具体地说%即是

根据母离子质量数和特征碎片离子质量数%选择

母离子&特征碎片离子对%允许符合设定 的 母 离

子进入碰撞室%碰撞完成后%只记录设定特征碎

片离子信号+通过母离子和特征碎片离子的两

次选择%去 除 干 扰 离 子%降 低 化 学 背 景%提 高 灵

敏度)##*+
本工作选择%种细胞表面含有的糖类物质%
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岩藻糖!半乳糖!"$甲基甘露糖苷和’$乙酰葡萄

糖胺"利用SHL>$BC#BC的BTB模式作为定

量研究手段"直接测定未与淀粉粘附材料特异结

合的剩余糖量"可用于评价淀粉生物粘附材料和

细胞表面糖类物质的特异性结合$

B!材料与方法

BCB!试剂与仪器

乙腈%色谱纯&’德国 B@<c公司产品(水’超

纯水(岩藻 糖!半 乳 糖!"$甲 基 甘 露 糖 苷 和 ’$乙

酰葡 萄 糖 胺 标 准 品’美 国 E@8D9<L-X9<-D9<.@A
公司产品$

_<;c@<+AQ;.<@S>IHLNC大容量离子阱

质谱仪’德国_<;c@<公司产品"配有电喷雾离子

源%+CG&(##""系列高效液相色谱仪’美 国 K3.$
/@1D公司产品"配有四元泵!在线真空脱气机!柱

温箱和自动进样器$

BCD!标准溶液配制

准确 量 取 一 定 体 积 的 岩 藻 糖!半 乳 糖!"$甲

基甘露糖苷和’$乙酰 葡 萄 糖 胺 标 准 品"用 超 纯

水分别配制成 浓 度 为#3)L[#的 标 准 储 备 液"
摇匀"置于!!’j"保存备用$

BCK!样品处理

将一定质量的淀粉生物粘附材料分 别 与 已

配制成一定 浓 度 的 岩 藻 糖!半 乳 糖!"$甲 基 甘 露

糖苷和’$乙酰葡萄糖胺溶液反应!?"反应后将

反应液以’"""<),.1[#高速离心7,.1"取上

清液"用"6!#,滤膜过滤后"进行液相色谱$质

谱分离和检测$

BCJ!试验条件

BCJCB!色 谱 条 件!色 谱 柱’K3./@1DRJT_Kh
FS!%!)",,‘%6&,,‘)#,&(流动相’I%乙

腈&lI%水&\’"l!"的溶 液(流 速’"6&,L)

,.1[#(柱温’常温(进样量’#"#L$

B6J6D!质 谱 条 件!电 喷 雾 离 子 源 负 电 子 扫 描

%+CG[&"多反应监测模式%BTB&(毛细管电压’

%"""E(雾化气压力’"6#7’BH-(干燥气流量’

#"L),.1[#(干燥气温度’!)"j$

D!结果与讨论

DCB!质谱分析

取!",3)L[#的岩藻糖!半乳糖!"$甲基甘

露糖苷和’$乙酰葡萄 糖 胺 标 准 溶 液"分 别 将 其

标准溶液采用直接注射进样法注入离子源中"在

电喷雾负离子电离方式下进行母离子全扫描"对
质谱条件进行优化"质谱条件主要是扫描范围!
毛细 管 出 口 电 压 和 锥 孔 电 压"得 到 目 标 物 质 的

*B[S+[ 准分子离子峰"确定岩藻 糖!半 乳 糖!

"$甲基甘露糖苷和’$乙酰葡萄糖胺的准分子离

子峰分 别 是8#J#&7!#*(!#(7和!!"$分 别 以

上述离子为母离子进行二级质谱分析"采用全扫

描的二级离子质谱图得到碎片离子信息"然后再

对得到的目标物质的二级质谱碎裂电压进行优

化$为了增加检测的灵敏度"以BTB模式调谐

二级质谱碎裂电压"即 BTB 碰撞能量"使每种

糖类物质的母离子与特征碎片离子产生的离子

对相对强度 达 到 最 大 时 为 最 佳$%种 糖 类 物 质

的一级及 二 级 质 谱 图 示 于 图#"优 化 后 的 岩 藻

糖!半乳糖!"$甲基甘露糖苷和’$乙酰葡萄糖胺

的质谱分析条件列于表#$
由图#%-!&可见"岩藻糖二级质谱的主要特

征碎片离子是8#J#%)和8#J’("各 特 征 碎 片

离子归属如下’8#J#%)为岩藻糖分子离子的失

水峰*B[S!J[S+[(8#J’(为岩藻糖分子离

子裂解后所产生的丁二醇分子的碎片离子峰$
由图#%X!&可见"半乳糖二级质谱的主要特

征碎片离子是8#J#&#!#%7和’("各 特 征 碎 片

离子归属如下’8#J#&#为半乳糖分子离子的失

水峰*B[S!J[S+[(8#J#%7为 半 乳 糖 分 子

离子失去!个 水 的 离 子 峰*B[!S!J[S+[(

8#J’(为半乳糖分子裂解后所产生的丁二醇分

子的碎片离子峰$
由图#%8!&可见""$甲基甘 露 糖 苷 二 级 质 谱

的主要特征碎片离子是8#J#&#!#%)和#"#"各

特征碎片离子归属如下’8#J#&#为"$甲基甘露

糖苷分子 经 碰 撞 后 丢 失 甲 基 后 的 失 水 峰*B[
>S7[S!J+[(8#J#%)为"$甲基甘露糖苷分子

经碰撞后丢失甲氧基后的失水峰*B[J>S7[
S!J+[(8#J#"#为"$甲基甘露糖苷分子裂解后

所产生的戊烯二醇分子的碎片离子峰$
由图#%U!&可见"’$乙酰葡萄糖胺二级质谱

的主要特征碎片离子是8#J##(和#"#"各特征

碎片离子归属如下’8#J##(为"$甲基甘露糖苷

分子裂解后所产生的戊三醇分子的碎片离子峰(

8#J#"#为戊三醇分子离子进一步失水后 所 产

生的戊烯二醇分子的碎片离子峰$
由以上%种糖类物质二级质谱图碎 片 离 子

分析可知"糖类物质分子在二级电离过程中易丢
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失水分子形成失水峰!并且也较易获得稳定度较

高的多元醇分子或烯醇分子的碎片离子"岩藻

糖#半乳糖#"$甲基甘露糖苷和’$乙酰葡萄糖胺

二级质谱图中!离子强度最高的碎片离子分别为

8$J’(#’(##"#和##(!因 此 以8$J’(%#&7&!

8$J’(%#*(&!8$J#"#%#(7&和8$J##(%!!"&分
别作为对应糖类物质定量分析时的定量离子"

表B!岩藻糖!半乳糖!!=甲基甘露糖苷和!=乙酰葡萄糖胺的质谱分析条件

0/?."B!01"/$/.8*2*4/’/:"%"’*(+:/***4"#%’-:(++-#(*"")/./#%(*""!=:"%18.:/$$(*26"/$6!=/#"%8.).-#(*/:2$"

待测物 扫描范围$%8$J& 毛细管出口补偿电压$E 锥口电压$E BTB碰撞能量$E

岩藻糖 )"!!)" [#"76" [%"6" "6&

半乳糖 )"!!)" [#"%6) [%"6" "6*

"$甲基甘露糖苷 )"!!)" [#")6) [%"6" "6*

’$乙酰葡萄糖胺 )"!!)" [#"*6% [%"6" #6"

图B!J种糖类物质的一级和二级质谱图

%-#&#%-!&岩藻糖’%X#&#%X!&半乳糖’%8#&#%8!&"$甲基甘露糖苷’%U#&#%U!&’$乙酰葡萄糖胺

O2)CB!R<5#Y$=;</$6R<5#Y$=;<%;<4’(6-#%=2($:/***4"#%’/(+).-#26"
%-#&!%-!&=;89A@’%X#&!%X!&3-/-8D9A@’%8#&!%8!&"$,@D?2/,-119A.U@’%U#&!%U!&’$-8@D2/3/;89A-,.1@

%(! 质 谱 学 报!!!!!!!!!!!!!!!!!第7#卷!



DCD!液相分析

分离糖类物质所采用的色谱柱主要有两类!

即氨基柱和糖柱")#$糖柱采用的 是 水 作 为 流 动

相!在 质 谱 分 析 阶 段 纯 水 会 影 响 质 谱 的 离 子 强

度!而氨基柱使用了乙腈$水作为流动相!因此最

终采用氨基色谱柱$

流动相中乙腈含量的多少直接影响 分 离 效

果$增加有机相有利于%种糖类物质组分间的

分离%相反!增加水相比例有利于糖类的溶解!但

不利于各组分间的分离$经多次实验!最终确定

流动相为I&乙 腈’lI&水’\’"l!"的 溶 液$

岩藻糖(半乳糖("$甲基甘露糖苷和’$乙酰葡萄

糖胺标准物质的提取子离子色谱图示于图!!以

8)J’(&#&7’!8)J’(&#*(’!8)J#"#&#(7’和

8)J##(&!!"’分别作为%种糖类物质的提取离

子$从图!可以看出!%种糖类物质得到较好的

分离!各组分分析时间短!均可在’,.1内完成$

因此本方法可用于单独快速测定%类糖类物质

的特异性结合实验!同时也可满足混合样品的分

析!样品中各糖类物质的提取子离子色谱图示于

图7$

DCK!线性范围

取岩藻糖(半乳糖("$甲基甘露糖苷和’$乙

酰葡萄糖胺的标准储备液!分别用超纯水配制成

标准 工 作 溶 液!岩 藻 糖 标 准 工 作 溶 液 的 浓 度 为

#6"(#"6"(!"6"(7"6"和%"6",3*L[#!半 乳

糖("$甲基甘 露 糖 苷 和’$乙 酰 葡 萄 糖 胺 标 准 工

作溶液的浓度为#6"(#"6"(!"6"(%"6"(&"6"和

’"6",3*L[#$

以标准浓度为L轴!峰面积为:轴!进行回

归分析!经+#)F,权 重 可 得 回 归 方 程-岩 藻 糖 回

归方程为:\[7!!*‘#"7i%!7)‘#"7L!.\

"!((%)%半 乳 糖 回 归 方 程 为:\!!(&‘#"7i

#]!"‘#"7L!.\"!(((&%"Q甲基甘露糖苷回归方

程 为 : \ [#!"7‘#"! i#!#’‘#"7L!

.\"!((’*%FQ乙 酰 葡 萄 糖 胺 回 归 方 程 为:\

[#!"7‘#"%i%!&7‘#"7L!.\"!(((7$实 验

结果表明!在#]"!%"6",3*L[#范围内!岩藻

糖具有良好 的 线 性 关 系!半 乳 糖("$甲 基 甘 露 糖

苷和’$乙酰葡萄糖胺在#6"!’"6",3*L[#范

围内同样也具有良好的线性关系!它们都符合定

量的要求$

DCJ!回收率和精密度试验

用标准加入法进行回收率实验!对方法的准

确度和精密度进行考察$在空白样品中精密加

入岩藻糖(半乳糖("$甲基甘露糖苷和’$乙酰葡

萄糖胺的标样溶液进行加标回收试验!结果列于

表!$

DCQ!灵敏度

依据样品的处理方法和测试条件!采用质谱

进行定量 分 析 时!%种 糖 类 物 质 的 方 法 检 出 限

&C)F(7’分 别 为"6#,3*L[#&岩 藻 糖’(#6"

,3*L[#&半乳糖’("6#,3*L[#&"$甲基甘露糖

苷’和"6),3*L[#&’$乙酰葡萄糖胺’$

#6岩藻糖%!6’$乙酰葡萄糖胺%76半乳糖%%6"$甲基甘露糖苷

图D!J种糖类标准物质的提取子离子色谱图

O2)CD!01""X%’/#%"62($#1’(:/%()’/:

(+*%/$6/’6).-#26"

#6岩藻糖%!6’$乙酰葡萄糖胺%76半乳糖%%6"$甲基甘露糖苷

图K!样品中J种糖类物质的提取子离子色谱图

O2)CK!01""X%’/#%"62($#1’(:/%()’/:(+*/:4."*

)(!!第)期!!!向!弘等-SHL>$BC)BC法快速测定淀粉生物粘附材料特异性结合糖类物质的含量



表D!回收率与精密度测定结果!"UQ"

0/?."D!!"*-.%*(+%"*%*+(’’"#(7"’8/$64’"#2*2($(+%1":"%1(6!"UQ"

待测物
标准加入量!

",3#L[#$

测定值!",3#L[#$

# ! 7 % )

平均测定值!

",3#L[#$
回收率!Z TCO!Z

岩藻糖 !"6" !76! !"6( !"6’ !%6) !#6% !!6! ###6" &6))

半乳糖 !"6" !#6! #(67 !!6( !"6) !!6) !#67 #"&6) *6*’

"$甲基甘露糖苷 !"6" !"6) #*6* #’6! !"6( !#6* #(6’ ((6" &6&%

’$乙酰葡萄糖胺 !"6" #’6! #&6* #’6( #*6% #(6& #’6! (#6" )6&’

K!结!论

本工作建立了快速灵敏的检测与淀 粉 生 物

粘附材料特异性结合的%种细胞表面含有的糖

类物质含量的高效液相色谱$串联质谱的分析方

法%通过离子阱质谱的多级质谱功能对样品进行

定性及精确定量分析&本方法样品直接离心过

滤后即可进样%大大简化了样品处理步骤%提高

分析效率%而且灵敏度高%分析时间短%回收率为

###6"Z!(#6"Z%重现性好%能满足生物样品分

析方法的有关要求%为淀粉生物粘附材料与细胞

表面糖类物质的特异性结合评价提供了可靠的

分析方法%同时也为其他领域中糖类物质含量的

测定提供了可借鉴的方法&
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