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摘　要：糖类化合物一直被认为是生物结构的重要组成部分和能量来源。近年来的研究发现，糖类化合物

特别是寡糖具有细胞识别等多种生物功能，因此引起了人们日益广泛的关注。寡糖的色谱分离是糖生物学

中重要的研究领域之一，小型化和高通量制备可能会成为寡糖色谱分离的发展方向。对寡糖色谱分离方面

的最新进展进行综述。
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Recent progress in oligosaccharide separation by high-performance liquid 
chromatography
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Abstract: Carbohydrates play important roles as structural materials in plants and as energy sources in organism. 
Recently, carbohydrates, especially oligosaccharides attracted more and more attentions due to its biological 
function in the cellular interaction and recognition. Separation of oligosaccharides by high performance liquid 
chromatography (HPLC) is one of the most important and challenging research fields in glycobiology. In the present 
review, we would like to discuss the recent advances on oligosaccharides separation by HPLC. Miniaturization and 
high-throughput preparation are potential research directions in oligosaccharides separation.
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糖类化合物被认为是能量的来源，生物结构的

重要组成部分，同时具有多种生物功能。根据聚合

度不同，糖类物质可分为单糖、寡糖和多糖。寡糖

因分布于细胞表面，往往与细胞间的相互作用、识

别和防御等生物功能相关
[1-2]

。因此，寡糖的化学

表征是理解上述生物过程的关键步骤之一。此外，

各种植物多糖，如纤维素、淀粉、菊粉以及细菌多

糖等通常也通过酶解或化学降解至寡糖水平进行分

析。质谱和核磁谱技术常被用来对寡糖结构进行详

细的表征。由于寡糖样品的复杂性，在进行结构表

征前，通常需要对样品进行分离。寡糖的分离是糖

生物学研究中的难点之一，因为寡糖为典型的极性

分子，具有相似的化学组成，存在多种可能的异构

体、多种连接方式和分支结构。

目前，可用于寡糖分离的色谱技术包括反相色

谱
[3-4]

、石墨化碳液相色谱、阴离子交换色谱、亲

水作用色谱、毛细管电泳
[5-6]

以及凝集素亲和色谱
[7-8]

等。反相色谱的分离对象通常为衍生化的寡糖样品，

∙ 技术与应用∙
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因为寡糖分子中含有大量的羟基，非衍生的寡糖

很难在传统的反相固定相上有好的保留；高效毛细

管电泳已被证明可用于分离各种寡糖及其异构体，

各种电泳技术具体包括毛细管胶束电动色谱、毛细

管电色谱、毛细管凝胶电泳和毛细管区带电泳；凝

集素亲和色谱是利用凝集素与特异性糖基专一结合

的特性而实现寡糖的分离。石墨化碳液相色谱、阴

离子交换色谱和亲水作用色谱是寡糖分离中最常用

的色谱技术，本文综述了这三种色谱技术在寡糖分

离方面的最新进展，同时关注流动相组成、保留机

理、异构体分离和检测器选择等影响寡糖分离的重

要因素。

1　高效阴离子交换色谱(high performance 
anion exchange chromatography, HPAEC)

1.1　简介与应用

糖类化合物是一种多羟基醛或酮，在高 pH 值

的流动相中，会部分或全部以阴离子形式存在，从

而在阴离子交换柱上被保留并得到分离。HPAEC
的固定相是具有高强度和高稳定性的高效阴离子交

换树脂，常用的 HPAEC 色谱柱包括 CarboPac PA1、
CarboPac PA10 和 CarboPac PA100(Dionex)。HPAEC
与脉冲安培检测器 (pulsed amperometric detection, 
PAD) 联用，是寡糖色谱分析的有效手段之一。

HPAEC-PAD 可分析非衍生化的寡糖，具有高分辨

率、高选择性和低检测限的特点，该方法已被广泛

用于定性和定量分析不同样品中的寡糖成分，包括

食品、糖蛋白、植物、动物和合成样品中的各种中性、

酸性寡糖，线性、支链寡糖以及 N- 连接的寡糖等 ( 表
1)。
1.2　溶剂对寡糖色谱保留的影响

HPAEC 的流动相通常为非挥发性的高浓度钠

盐，在 NaOH 溶液中加入 NaOAc，可有效增加流

动相的洗脱能力；而 NaNO3 的洗脱能力更强，通

过在分析的后半段加入 NaNO3 的方式，可以达到

快速分析寡糖，特别是高聚合度寡糖的目的
[29]
。

Corradini 等 [10]
研究发现，流动相中添加固定的、

高浓度的 NaOH 溶液，可避免流动相 pH 值波动，

防止检测器背景信号的提高。Grey 等
[12]

系统研究

了流动相组成对分离中性和酸性寡糖的影响。流动

表1  HPAEC在寡糖分离中的应用

样品 寡糖种类 检测 文献

甜菜  支链阿拉伯寡糖 PAD, MALDI-TOF-MS (离线) [9]
发酵牛奶 菊粉类寡糖，果寡糖 PAD [10]
大豆糖类 葡萄糖，果糖，蔗糖，棉籽糖，水苏糖 PAD [11]
糖蛋白 18种中性和唾液酸化寡糖 PAD [12]
小麦粉 果聚糖 PAD [13]
蜂蜜，玉米糖浆 麦芽寡糖 PAD [14]
蜂蜜 单糖，寡糖 PAD [15]
大麦β-葡聚糖 3-O-β-cellobiosyl-D-glucse,  PAD [16]
 3-O-β-cellotriosyl-D-glucose
益生元半乳寡糖混合物 半乳寡糖 PAD, ESI-MS [17]
洋蓟菊粉酶解物 菊粉类寡糖(IOS) PAD [18]
根瘤菌荚膜多糖 酸性寡糖 PAD, ESI-MS [19]
黑麦木聚糖 短链阿拉伯木寡糖 PAD, MALDI-TOF-MS (离线) [20]
亚麻籽黏质物  阿拉伯木寡糖 PAD [21]
米糠 木寡糖 PAD [22]
小麦木聚糖 单取代/双取代阿拉伯木寡糖 PAD, MALDI-TOF-MS (离线) [23]
龙舌兰 果寡糖 PAD, ESI-MS (离线) [24]
尖吻蝮  降纤酶(N-连接寡糖) PAD [25]
酸奶 半乳寡糖 PAD [26]
合成 6′-galactosyl-lactulose PAD [27]
肝素 6种硫酸化寡糖 PAD, MALDI-TOF-MS (离线) [28]
发酵牛奶 果寡糖 (FOS, DP 6-7),  PAD [29]
 菊粉类寡糖 (IOS, DP 4-7) 
PAD，脉冲安培检测器；ESI-MS，电喷雾电离质谱；MALDI-TOF-MS，基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱；DP，聚合度。
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相中 NaOH 的浓度由 125 mmol/L 降低至 75 mmol/L
时，中性寡糖的保留时间增加近一倍；NaOAc 溶液

浓度由 2.5 mmol/L 增加至 10 mmol/L，中性寡糖的

保留时间迅速降低，即使 NaOH 溶液保持较低的浓

度 (﹤71 mmol/L) ；中性寡糖的最优分离条件是

NaOH 浓度为 55~71 mmol/L，NaOAc 溶液的浓度

为 2.5 或 0 mmol/L。酸性寡糖在 HPAEC 中的保留

强于中性寡糖，可在最后一个中性寡糖洗脱后，梯

度增加流动相中的 NaOAc 溶液浓度 (2.9 mmol/L 增至

123 mmol/L)，使得酸性寡糖洗脱，达到同时分离中

性和酸性寡糖的目的 ( 图 1)。

2　石墨化碳液相色谱(graphitized carbon 
liquid chromatography)

2.1　简介与应用

石墨化碳液相色谱的固定相为多孔石墨化碳填

料，其由六方形排列、共价结合的碳原子层构成，

层间由范德华力联系，具有均匀的表面结构，稳定

性高，适用的 pH 范围为 1~14。石墨化碳固定相分

离寡糖时，使用的流动相主要包括水、乙腈或甲醇，

同时添加挥发性酸 ( 甲酸、乙酸和三氟乙酸 ) 和挥

发性缓冲盐 ( 甲酸铵、乙酸铵和碳酸氢铵 )。自

1991 年 Koizumi 等 [30-31]
首次使用石墨化碳色谱柱

(Hypercarb) 分离单糖和二糖以来，石墨化碳固定相

已被广泛用于分离分析各种样品 ( 植物、组织、真菌、

饮料等 ) 中的寡糖，包括果寡糖、卡拉胶寡糖、甘

露寡糖和 N-/O- 连接寡糖等 ( 表 2)。
2.2　保留机理与保留行为

寡糖在石墨化碳固定相上的保留机理包括了疏

水作用、极性作用以及离子相互作用。Gruppen 等
[41]

系统研究了各种中性、酸性寡糖在石墨化碳固定相

上的保留行为。实验结果表明，中性寡糖 β-(1,4)-
葡寡糖和 β-(1,4)- 木寡糖的保留时间长于 β-(1,4)- 半
乳寡糖、β-(1,4)-甘露寡糖和 α-(1,4)-葡寡糖。β-(1,4)-
葡寡糖和 β-(1,4)- 木寡糖中的羟基都处于平伏键的

方向，β-(1,4)- 半乳寡糖和 β-(1,4)- 甘露寡糖中各有

一个羟基处于轴向方向，而 α-(1,4) 连接的方式导致

寡糖的分子结构为螺旋式。由此可以看出，中性寡

糖的保留取决于单糖的连接方式和空间结构，寡糖

的结构越接近平面，与石墨化碳表面的作用位点也

越多，保留也就越强。酸性寡糖 α-(1,4)- 半乳糖醛

酸 寡 糖 (DP 2-10) 随 着 梯 度 增 加 的 三 氟 乙 酸 
(0.002%/min) 依次洗脱，如果将其进行甲基酯化，

带电的羧基被有效屏蔽，α-(1,4)- 半乳糖醛酸寡糖

的保留时间明显降低。该结果证明了酸性寡糖在石

墨化碳固定相上的保留行为主要取决于其所带的净

电荷。

2.3　异构体分离与溶剂影响

石墨化碳固定相最大的优点在于对异构体能够

进行有效分离。Lebrilla 等
[44]

使用石墨化碳液相色

谱 -质谱联用分离人乳寡糖 (HMOs)，提取荷质比 (m/
z) 为 1221.5 的色谱图，可以得到至少 6 个色谱峰，

保留时间从 15.90 到 21.49 min，实验结果证明了寡

糖结构的复杂性和多变性，同时也说明了石墨化碳

固定相分离异构体的能力。Tanimoto 等
[40]

分别使

用氨基柱和石墨化碳柱分离酿酒酵母中的甘露寡

糖，甘露三糖 (M3) 在氨基柱上为 1 个峰，而在石

墨化碳柱上被分成 2 个峰，分别为异构体 M3-1 和

图1  梯度分离中性和酸性寡糖标准品
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M3-2。Whitelock 等
[38]

的研究结果也证明了石墨化

碳固定相可有效区分硫酸软骨素二糖异构体。流动

相组成不同，也会对石墨化碳分离异构体的能力产

生影响。Lafosse 等
[34]

分离 ι- 卡拉胶寡糖时，用甲

醇取代乙腈，可实现异构体的分离。该小组在分离 κ-
卡拉胶寡糖时发现，流动相中乙腈浓度降低，可有

效提高异构体分离的选择性；甲酸盐的选择性高于

乙酸盐，但这种差异会随着流动相中乙腈浓度的增

加而降低
[35]
。Altmann 和 Pabst[50]

系统研究了离子

强度、pH 值等因素对石墨化碳固定相分离酸性寡

糖的影响。对于唾液酸化的 N- 连接寡糖的分离，

作者提出了两个有效的溶剂系统 ：10 mmol/L 碳
酸氢铵 (pH 7.8~8.0)，具有最强的洗脱能力 ；30~ 
65 mmol/L 甲酸铵 (pH 2.6~3.0)，对异构体的分离具

有最好的选择性。

3　亲水作用色谱(hydrophilic interaction 
liquid chromatography, HILIC)

3.1　简介

HILIC 的 概 念 由 Alpert[51]
于 1990 年 提 出，

HILIC 可以看作是正相色谱 (normal-phase liquid 
chromatography, NPLC) 在水溶性流动相领域的延

伸。HILIC 模式下，流动相通常为水 (﹤40%) 和有

机溶剂 ( 一般为乙腈 )，固定相为亲水的极性材料。

HILIC 非常适用于分离极性化合物，如代谢产物
[52]
、

糖类
[53]
、药物

[54]
、天然产物

[55]
等，近年来受到了

持续而广泛的关注。与反相 C18 固定相不同，

HILIC 的固定相具有多样性的特点，除了传统的硅

胶、氨丙基键合硅胶外，还包括各种官能团修饰的

硅胶，如酰胺基、氰基、二醇基、两性离子、环糊

精等，以及聚合物固定相。

3.2　硅胶和氨基修饰硅胶固定相

硅胶固定相是一种典型的正相色谱固定相，在

HILIC 模式下也得到了广泛的应用，通常被用来分

离相对分子质量较小的极性化合物，特别是药物，

在分离大分子如糖类、肽类和蛋白质方面的应用较

少。氨基修饰硅胶固定相从 1975 年开始就被

Linden 等
[56]

用于单糖和寡糖的分离，在 20 世纪 90
年代末，其被广泛用来分离各种样品 ( 种子提取物、

合成样品、细胞、黏液素和人乳 ) 中不同类型的寡

糖
[57]
。由于氨基官能团和还原性糖可反应生成

Schiff 碱，造成不可逆吸附，导致样品丢失及固定

相表面官能团的改变，因此，近年来关于使用氨基

固定相分离寡糖的报道逐渐减少。Gilmore 等
[58]

使

用氨基制备柱 (1×25 cm) 和分析柱 (0.46×25 cm) 分
离得到脊椎动物组织和酵母中长醇连接的寡糖。

表2  石墨化碳液相色谱在寡糖分离中的应用

样品 寡糖种类 检测 文献

黑麦草，新西兰麻 果寡糖 (DP 3-49) ESI-MS [32]
人肺组织，支气管肺泡灌洗液 硫酸化二糖 ESI-MS [33]
ι-卡拉胶 ι-卡拉胶寡糖 ELSD [34]
κ-卡拉胶 κ-卡拉胶寡糖 ELSD [35]
血浆糖蛋白 聚糖 MALDI-FT-ICR-MS [36]
啤酒 麦芽寡糖 (MOSs) ESI-MS, MALDI-FT-ICR-MS [37]
牛关节软骨可聚蛋白多糖 硫酸软骨素寡糖 ESI-MS [38]
人乳寡糖 LNF-Ⅰ, LNF-Ⅱ, MFLNH-Ⅲ, LND-Ⅰ ESI-MS [39]
酿酒酵母 甘露寡糖 RI [40]
多种植物细胞壁多糖 中性、酸性寡糖 ELSD [41]
甜菜  线性/支链阿拉伯寡糖 ELSD, ESI-MS [42]
胎球蛋白，核糖核酸酶B，  糖肽中常见单糖 ESI-MS [43]
过氧化物酶，人α1酸性糖蛋白 
黏蛋白，人乳 O-连接寡糖，人乳寡糖 (HMOs) ESI-MS [44]
鼠脑 Thy-1 N-连接寡糖 ESI-MS [45]
核糖核酸酶B N-连接寡糖 UV, ESI-MS [46]
人血清 中性/酸性N-连接寡糖 MALDI-FT-MS [47]
拟南芥  蔗糖，麦芽糖，海藻糖，磷酸化糖 ESI-MS [48]
小麦杆 水溶性寡糖 (DP 2-20) ESI-MS [49]
DP，聚合度；ESI-MS，电喷雾电离质谱；ELSD，蒸发光散射检测器；MALDI-FT-MS，基质辅助激光解吸电离-傅里叶变换

离子回旋共振质谱；RI，示差折光检测器；UV，紫外检测器。
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Häusler 等 [59]
使用氨基柱与蒸发光散射检测器联用，

定量分析样品中的乳糖含量。氨基柱还用于纯化分

离乳果糖的衍生物
[27]
。

3.3　酰胺修饰硅胶固定相

酰胺修饰硅胶固定相是近年来应用最为广泛

的亲水作用色谱固定相之一 ( 表 3)，常见的酰胺色

谱柱包括 TSKgel Amide-80 色谱柱 (Tosoh, Tokyo, 
Japan) 和 GlycoSep N 色谱柱 (ProZyme, San Leandro, 
CA, USA)。酰胺固定相具有高的化学稳定性，低

活性，不易与样品发生不可逆吸附。Tolstikov 和

Fiehn[55]
比较了三种色谱柱 (Polyhydroxyethyl A, 

TSKgel Amide-80, Silica) 分离强极性化合物的能力。

实验结果证明使用酰胺色谱柱可以获得最佳的分离

效果，与质谱联用，可定量分析笋瓜叶中各种强极

性化合物。Deguchi 等 [60]
将离子交换柱与酰胺柱联

用，构建在线二维系统，用于同时分离分析人血清

蛋白中的中性和唾液酸化的N-连接寡糖。Zaia等 [61]

发展了芯片形式的亲水作用色谱 - 质谱联用技术

(HILIC/MS on chip)，其芯片整合了酰胺固定相捕集

柱、分析柱和电喷雾喷嘴等装置，可以达到低流速

下稳定的电喷雾状态。该技术已成功用于分析动物

组织中肝素寡糖。

3.4　两性离子固定相

两性离子 (zwitterion) 是指一个分子中同时存

在正电荷中心和负电荷中心。Irgum 等
[62-64]

发展两

性离子作为离子交换色谱固定相时，发现两性离子

具有良好的亲水性。随着近年来亲水作用色谱的

发展，两性离子固定相被用作亲水作用色谱固定

表3  HILIC模式下酰胺和两性离子固定相在寡糖分离中的应用

固定相 色谱柱 样品 寡糖种类 检测 文献

酰胺 TSKgel Amide-80 动物组织 肝素寡糖, 硫酸乙酰 ESI-MS [61]
   肝素寡糖

  笋瓜叶 寡糖, 糖苷, 氨基糖、 ESI-MS [55]
   氨基酸, 核苷

  肝素 肝素己糖混合物, 肝素- ESI-MS [66]
   抗凝血酶复合物

  蛋黄 唾液酸寡糖, 唾液酸 CAD [67]
  糖蛋白 (mAb, rhEPO) 2-氨基苯甲酰胺标记的 FL [68]
   N-连接寡糖

  胎牛血清 (FBS) N-连接寡糖 ESI-MS [69]
  血蓝蛋白 (KLH),  N-连接寡糖 ESI-MS [70]
  辣根过氧化酶 (HRP)   
   N-连接寡糖中常见单糖 ELSD [71]
  食品 单糖, 寡糖 FL [72]
  髯海豹, 冠海豹乳液 多支链寡糖 MALDI-TOF-MS [73]
  样品 
 GlycoSep N 卵清蛋白, 免疫球  2-氨基吖啶酮标记葡 FL, ESI-MS [74]
  蛋白, Fc融合蛋白 寡糖、N-连接寡糖  
  鼠尿液 2-氨基吖啶酮标记葡 FL, ESI-MS [75]
   寡糖, 唾液酸乳糖  
  人、牛免疫球蛋白及 3-(乙酰氨基)-6-氨 FL, MALDI-TOF-MS [76]
  单克隆抗体 基吖啶标记寡糖

两性离子 ZIC-HILIC 半乳寡糖混合物 半乳寡糖(DP 2-10) ESI-MS [77]
  拟南芥 糖类相关代谢物 ESI-MS [78]
  人血清免疫球蛋白  2-氨基吡啶标记的 FL,UV, ESI-MS [79]
  (IgG) N-连接寡糖

  糖蛋白 (AGP) 2-氨基吡啶标记的 FL, UV, ESI-MS [65]
   N-连接寡糖

酰胺、两性 TSKgel Amide-80,  人血清蛋白 2-氨基吡啶标记的中性,  FL, ESI-MS [60]
离子 ZIC-HILIC  唾液酸化N-连接寡糖

ESI-MS，电喷雾电离质谱；CAD，电雾式检测器；FL，荧光检测器； ELSD，蒸发光散射检测器；MALDI-TOF-MS，基质

辅助激光解吸电离飞行时间质谱；UV，紫外检测器；DP，聚合度。
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相，并以 ZIC-HILIC 的名字实现了商品化 ( 表 3)。
Deguchi 等 [65]

研究了中性和唾液酸化的寡糖在

ZIC-HILIC 色谱柱上的保留行为，当流动相中的

NH4OAc 浓度由 5 mmol/L 增加至 20 mmol/L 时，中

性寡糖的保留时间小幅度增加，唾液酸化的寡糖保

留时间则显著增加。作者推测，中性寡糖的保留行

为受亲水作用的影响，NH4OAc 浓度增加，固定相

上的富水层厚度增加，导致中性寡糖保留时间增加；

酸性寡糖的保留除了受亲水作用的影响外，很大程

度上受到静电作用的影响。这种静电作用来自唾液

酸中的羧基与固定相的磺酸基之间的静电排斥力，

会随着流动相中 NH4OAc 浓度的增加而迅速降低，

从而使酸性寡糖的保留时间大幅度增加。此外，作

者在 ZIC-HILIC 色谱柱上实现了中性 / 酸性寡糖异

构体的分离，证明了两性离子固定相具有良好的结

构识别能力。两性离子固定相也可与离子交换色谱

联用，构建二维分离系统，分离复杂样品中的中性

和酸性寡糖
[60]
。

除了上述已经商品化的 ZIC-HILIC 色谱柱，

Liang 等
[80]

发展了一种新型的两性离子固定相

Click CA，已成功的用于糖肽的选择性富集。Click 
CA 的合成步骤简单，具有高亲水性、高选择性的

特点，是一种新型的、有潜力的 HILIC 两性离子固

定相，其在寡糖分离方面的应用还需进一步的研究。

3.5　环糊精修饰硅胶固定相

根据葡萄糖单元的数量不同，环糊精 (cyclodex-
trins, CD) 可分为 α-、β- 和 γ-CD。CD 修饰硅胶固

定相被广泛用于手性分离
[81-83]

，也可作为亲水作用

色谱固定相用于寡糖的分离。Berthod 等
[84]

研究了

寡糖在 β-CD 固定相上的保留行为，认为分配作用

以及固定相与寡糖之间的氢键作用是分离的主要机

理。与质谱检测器联用，β-CD 色谱柱已成功用于

分离分析不同类型的寡糖，如纤维寡糖、葡寡糖、

甘露寡糖
[85]

和菊粉类寡糖
[86]
。

3.6　糖基修饰(Click saccharides)硅胶固定相

单糖、二糖和寡糖是典型的强极性分子，含有

大量的羟基官能团，具有独特的结构，是一种理想

的硅胶表面修饰基团。固体表面的糖基固载可以通

过 D-A(Diels-Alder) 反应
[87]

和硫醇加成
[88]

反应实

现，但上述反应存在反应效率低的缺点。2001 年，

Sharpless 等 [89]
提出“点击化学”(Click Chemistry)

的概念，该反应具有产率高、立体选择性强、反应

条件简单、副产物无害、产物易分离等特点，其代

表反应为铜催化的叠氮 - 炔基 Husigen 环加成反应

(copper-catalyzed azide-alkyne cycloaddition)。 基 于

点击化学原理，Liang 等
[90-94]

实现了糖基官能团

在硅胶表面的固载，合成了一系列糖基修饰的

HILIC 固定相，包括葡萄糖 (Click Glucose)、麦芽

糖 (Click Maltose)、β-CD(Click β-CD)、壳寡糖 (Click 
Chitooligosaccharide) 等色谱柱。糖基修饰的硅胶固

定相具有高柱效、高选择性和稳定性，适用于分离

各种强极性化合物，如单糖、寡糖、糖醇、核苷、

氨基酸等，是一类新型的 HILIC 固定相。

HILIC 模式下，流动相中乙腈的起始浓度较高，

样品可能会因为溶解度的问题而析出。当进样量较

大 ( 制备级 ) 时，此问题可能会更加突出。Liang
等

[95]
发展的 Click Maltose 色谱柱具有很好的亲水

性，可有效降低流动相中乙腈的起始浓度，从而解

决样品溶解度的问题；同时，Click Maltose 色谱柱

也表现出良好的选择性和稳定性。作为一种新型的

HILIC 固定相，Click Maltose 色谱柱已成功的用于

不同类型寡糖的分离 ( 分析级 ) 和纯化 ( 制备级 )，
包括中性 ( 半乳寡糖 )、碱性 ( 壳寡糖 )、酸性 ( 半
乳糖醛酸寡糖 ) 和强酸性寡糖 ( 卡拉胶寡糖 )，以及

大分子寡糖 ( 果寡糖，DP 5-50；壳寡糖，DP 5-25)( 图 
2) 和天然产物地黄 (Rehmannia glutinosa Libosch.)
中的寡糖

[95]
。

3.7　整体柱

整体柱固定相近年来也受到较多的关注，整体

柱材料具有高化学稳定性、低柱压、高传质速率等

特点。Que 和 Novotny[96]
合成氰基、氨基整体柱，

它们与质谱联用，可用于单糖、糖醇和寡糖的分离

分析。氰基整体柱分离了单糖、二糖的混合物以及

三种单糖 (fucose, N-acetylglucosamine, glucose) 的
异构体；氨基整体柱则有效分离了麦芽寡糖 (DP 
1-9)，同时也表现出对异构体的分离能力。Ikeggami
等

[53,97]
发展了聚丙烯酰胺 (polyacrylamide, PAAm)

修饰的硅胶整体柱。动力学分析表明，在保证相同

柱效下，整体柱的分析速度可以达到填充柱 (5 µm)
的 3 倍。与 ESI-MS 联用，PAAm- 硅胶整体柱可用

于分离分析非衍生的单糖和寡糖。

4　检测器

寡糖分析常用的检测器包括脉冲安培检测器

(PAD)、紫外检测器 (UV)、荧光检测器 (FL)、蒸发

光散射检测器 (ELSD)、电雾式检测器 (CAD) 和质

谱检测器 (MS) 等。

PAD 通常与 HPAEC 联用，具有高灵敏度、低
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检测限的优点，常用于寡糖的定性和定量分析。但

该检测手段也有一定的局限性：(1) 无法得到寡糖

聚合度、组成等详细的化学信息，往往需要使用尺

寸排阻色谱 (size exclusion chromatography, SEC) 对
寡糖样品进行预处理后再分析；(2) 缺少寡糖标准

品 ( 特别是聚合度大于 5 的寡糖标准品 )，较难绘

制标准曲线；(3) 检测信号易受寡糖结构和相对分

子质量变化的影响。

蒸发光散射检测器 (evaporative light scattering 
detection, ELSD) 是寡糖分析中常用的检测器之一，

其工作原理包括喷雾、流动相蒸发和检测三个步骤。

Beilmann 等
[59]

系统考察了各种因素对 ELSD 的影

响，实验中需要优化的参数包括取样器位置、雾化

气体流速、漂移管温度和样品溶液中的含水量。电

雾式检测器 (charged aerosol detection, CAD) 可检测

无紫外吸收的化合物，因此也可作为寡糖分析的检

测器。Inagaki 等 [67]
报道使用 CAD 检测唾液酸化

寡糖和唾液酸，其检测灵敏度高于紫外吸收检测，

低于荧光检测。

质谱检测器 (mass spectrometry, MS) 是寡糖结

构分析的重要工具，可获取寡糖相对分子质量、单

糖组成、连接方式等信息，结果精确，灵敏度高。

HPAEC 与 MS 联用时，必须使用离线
[98]

或在线
[17]

的方式除去流动相中高浓度的非挥发性钠盐；石墨

化碳液相色谱和亲水作用色谱使用的流动相与质谱

有好的兼容性，因此，在使用这两种色谱技术时，

越来越多的报道开始使用质谱检测器对寡糖进行定

性和定量分析。面对丰富的实验数据 ( 寡糖保留时

间、相对分子质量、多级质谱碎片等 )，需要使用

化学计量学的方法将这些信息有效整合。因此，寡

糖质谱数据库的构建将成为重要的研究方向。

Campbell 等 [99]
成功构建了 HILIC 模式下 2- 氨基苯

甲酰胺衍生寡糖的数据库。考虑到寡糖样品的复杂

性、液相色谱种类和质谱模式的多样性，寡糖质谱

数据库的构建必将是一个长期而复杂的工作。

5　展望

HPAEC-PAD 方法具有非常高的选择性和灵敏

度，是分析寡糖种类和含量的常规手段。由于

HPAEC 使用的是非挥发性、高浓度的钠盐，对系

统的要求较高，并且不能直接和质谱联用，限制了

HPAEC 的进一步发展。HILIC 和石墨化碳色谱都

在经历着小型化的过程，纳米级
[100]

和芯片上
[61]

的

HILIC(nano-HILIC and HILIC on chip) 以及 HILIC 整

体柱
[53]

的出现，都极大地提高了分析灵敏度；而纳

米级
[44,46-47]

石墨化碳液相色谱的出现，也有望在寡

糖异构体分离方面有更好的表现。

除了固定相的小型化，发展高选择性、高稳定

图2  大相对分子质量的果寡糖(a)和壳寡糖(b)在麦芽糖色谱柱上的分离色谱图
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性的制备级寡糖分离色谱柱也是寡糖研究的重要方

向。制备级色谱柱的使用，可实现寡糖样品的高通

量制备，获取高纯度的寡糖化合物，从而构建寡糖

标准品库。在此基础上，可进一步与生物学表征相

结合，从而实现糖类化合物的化学信息与生物信息

的融合，为探索糖类化合物的生理活性发挥重要作

用。
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