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摘要:在多糖结构分析的诸多方法中，质谱技术被认为是一个重要的不可缺少的手段，其中快原子轰击、电喷雾离子化、基质

辅助激光解吸、串联质谱等质谱技术已在多糖结构的分析中有许多成功的应用。
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Abstract: In many structural analysis methods of polysaccharides，mass spectrometry technology is considered as an
important，indispensable way，there are many successful application of fast atom bombardment，electro － spray ioni-
zation，matrix － assisted laser desorption ionization and tandem mass spectrometry et al． in the structural analysis of
polysaccharides．
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多糖作为药物应用是在 20 世纪 40 年代，自 20
世纪 60 年代以来，人们陆续发现多糖具有更多的生

物活性。但是相对于几种生物大分子的结构分析方

法来说，多糖的结构研究方法一直落后于核酸、蛋白

质和脂类，并且多糖结构分析的方法近十几年来尚

无重大的突破，从而使与糖化学相关学科的发展受

到一定的限制
［1］。

质谱 ( mass spectrometry，MS) 不仅能够提供大

量可靠的样品结构信息和较高的检测灵敏度，而且

也具有快速定性的能力，对于复杂样品中的未知组

分可以提供精确的分子量及大量的分子结构信息，

因此受到了化学家的青睐。特别是电喷雾 ( ESI) 、
快原子轰击电离( FAB) 及基质辅助激光解吸离子化

( MALDI) 等新型离子源的相继问世，将质谱与各种

分离技术在线联接起来，成为既具有高分辨能力，又

能提供分析物的结构信息的一体化分离分析系统。
在糖类的结构分析中，MS 技术显示了不可替代的作

用。其中，飞行时间质谱( TOF － MS) 和离子阱质谱

( IT － MS) 是测定大分子多糖分子量的最佳选择，特

别是在和液相色谱( LC) 或气相色谱( GC) 联用分析

糖复合物或多糖降解后的化合物，对其中的单糖和

寡糖残基进行鉴定和序列测定时具有很高的精密

度
［2］。

1 电子轰击质谱(electron impact mass spectrome-
try，EI －MS)

EI － MS 具有重现性好、灵敏度高，所得碎片离

子多，质谱图复杂，获得有关分子结构的信息量大，

有丰富的碎片离子信息和成熟的离子开裂理论，有

利于物质的结构分析和鉴别等优点。但是 EI 离子

化的方式能量高，对分子量较大或稳定性差的试样，

常常得不到分子离子峰，故不利于确定分子量; 式样

需要加热气化后进行离子化，故不适合直接用于难

挥发的糖类化合物的分析。目前，EI － MS 分析多糖

主要用于气质联用。
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2 快原子轰击质谱( fast atom bombardment mass
spectrometry，FAB －MS)

该技术由 Barber 等于 1981 年首先报道。它对

于热不稳定或难挥发化合物能给出强的准分子离

子，由此可推测其分子量。FAB － MS 已被证明是分

析糖类结构的一种有力的方法，他不仅可以测定寡

糖及其衍生物的分子量，而且可测定聚合度高于 30
的糖的分子量

［3］。在 FAB 谱中，强度大的碎片离子

往往是糖链断裂后的各残基离子，据此还可以对糖

链进行序列分析及糖残基连接位点的确定
［4］。结

构中含有负电荷基团如 N － 乙酰神经氨酸基、磷酸

基或硫酸基等的酸性多糖或寡糖，尤其适合于阴离

子 FAB － MS 测定。Li 等研究在阴离子模式下，FAB
－ MS 谱图能够提供硫酸化和唾液酸化的 Le － 糖鞘

脂中硫酸化和唾液酸化糖链序列，特别是通过硫酸

化和唾液酸化的 Le － 糖鞘脂非还原末端的三糖母

离子来区别 Lea － 寡糖( 图 1) 和 Lex － 寡糖( 图 2) 两

种异构体
［5］，其中图 3 和 4 分别为 Lea － 寡糖和 Lex

－ 寡糖两种异构体在 FAB CID MS － MS 阴离子模式

下的裂解方式。

图 1 硫酸化的 Lea － 糖鞘脂非还原末端的三糖母离子［C2］
－ 的阴

离子模式 FAB CID － MS /MS 图

Fig 1 Negative － ion FAB CID － MS /MS of sulfated Lea － glycosphingo-

lipids having the fragment ions that correspond to the［C2］
－ － type ions

as theprecursor ion

虽然 FAB － MS 可以显示碎片离子，但有时检测不

到分子离子峰
［6］，在糖类结构分析中，他逐渐被其

他灵敏度更高的质谱技术所代替。
3 电 喷 雾 电 离 质 谱 ( electro － spray ionization
mass spectrometry，ESI －MS)

电喷雾电离( ESI) 是样品在处于大气压的离子

化室内完成，得到的分子离子一般带有多个电荷，故

在正离子或负离子谱上会看到［M + nH］n +
或［M －

nH］n －
峰。质谱以质荷比来分离不同的离子，如果

一个分子能带有多个电荷，则可测的分子量会增加，

图 2 硫酸化的 Lex － 糖鞘脂非还原末端的三糖母离子［C2］
－ 的阴

离子模式 FAB CID － MS /MS 图

Fig 2 Negative － ion FAB CID － MS /MS of sulfated Lex － glycosphingo-

lipids having the fragment ions that correspond to the［C2］
－ － type ions

as theprecursor ion

图 3 硫酸化的 Lea － 糖鞘脂非还原末端的三糖母离子［C2］
－ 的阴

离子模式 FAB CID － MS /MS 的裂解方式

Fig 3 The fragmentations of the negative － ion FAB CID － MS /MS of

sulfated Lea － glycosphingdlipids having the fragment ions that correspond

to the［C2］
－ － type ions as theprecursor ion

图 4 硫酸化的 Lex － 糖鞘脂非还原末端的三糖母离子［C2］
－ 的阴

离子模式 FAB CID － MS /MS 的裂解方式

Fig 4 The fragmentations of the negative － ion FAB CID － MS /MS of

sulfated Lex － glycosphingdlipids having the fragment ions that correspond

to the［C2］
－ － type ions as theprecursor ion

所以 ESI － MS 可测定的最大质量数可达到十万。
对糖而言，ESI － MS 甚至可以分析 25 个甚至更多单

糖残基组成的含羧基或硫酸根等官能团的多糖，而

FAB － MS 则无法分析
［7］。ESI － MS 能检测非衍生

化 pmol 量级的糖，且灵敏度高，因而无需衍生化就

能区分寡糖是 O － 还是 N － 连接的，确定寡糖的结
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构、聚合度及组成，并能精确测定糖蛋白的分子量及

其中寡 糖 的 序 列 及 结 构 均 一 性
［8］

以 及 海 藻 多 糖

( Laminadn) 结构不均一性。如张真庆
［9］

应用 ESI －
CID － MS /MS 对外源性系列褐藻酸寡糖进行了序列

分析，根据褐藻酸寡糖所产生的跨环断裂碎片的不

同可以区分甘露糖醛酸和古罗糖醛酸残基在糖链中

的位置，从而确定寡糖的序列; 同时，应用 ESI － MS
对糖蛋白上 O，N － 糖链释放方法进行探索及对所

所释放寡糖本身进行描述和比较进行了初步的研

究。ESI － MS 也可以用于衍生化糖
［10］

和糖型的测

定，在其分析前于溶液中加入 NaAc 或 NH4Ac 也可

以获得很好的正离子图谱。
Cmelík 等采用 ESI － IT － MS 的方法，确定淀粉

寡糖的单糖顺序。碎片离子［M － H］－
和［M + Cl］－

在［M － H － 90］－
和［M － H － 78］－

鉴定的基础之

上，明确的给出了糖苷键 α － ( 1→4 ) 和 β 莲 － ( 1→
6) 的细微差别，如图 5 为潘糖的质谱图，在阴离子

模式的图中，m / z 425 为判定糖苷键 α － ( 1→4 ) ，而

m / z 251 为 β － ( 1→6) 糖苷键的特征碎片离子。对

于一蔗糖为端基的非还原的糖类，碎片离子从果糖

单元开始，接着是剩余糖环的断裂。另外，还原和非

还原糖类碎片可以通过其碎片特征来区分
［11］。

图 5 潘糖的质谱图: e 为［M － H］－ 的 MS2 － ，f 为［M + Cl］－ 的 MS2 －

Fig 5 Mass spectra of panose: MS2 － of［M － H］－ ( e) ，and［M + Cl］－ ( f)

目前，ESI － MS 在多糖结构鉴定中的应用，更多

的是对于非共价键的鉴定，即使是很弱的非共价键

均可以被检测出，包括静电作用结合的非共价键。
ESI － MS 通过质谱提供的碎片离子，可以给出非共

价键结合的化学计量数，且在一些情况下，非共价键

的结合 常 数 可 以 通 过 改 变 外 加 电 压 的 大 小 来 获

得
［12］。

另有包括电喷雾电离( ESI) 和大气压化学电离

( APCI) 的大气压电离( API) 。APCI 是最软的电离

方式之一，只产生单电荷峰，适合于分析分子量略小

或极性较小的化合物，在多糖中的应用较少。而用

API 源分析糖类化合物具有明显的优势，它无需对

糖类化合物进行衍生，可以得到明显的准分子离子

峰，通过诱导碰撞裂解( CID) 技术或串联质谱技术

( MSn ) 获得的分子离子的碎片峰能提供许多结构信

息
［13］。

4 基质辅助激光解吸离子化质谱(matrix － assis-
ted laser desorption ionization mass spectrometry，

MALDI －MS)

基质辅助激光解吸电离 － 飞行时间质谱( MAL-
DI － TOF － MS) 的原理是用激光照射样品与基质形

成共结晶，基质从激光中吸收能量传递给生物分子，

使生物分子电离，离子在电场作用下飞过飞行管道，

根据到达检测器的飞行时间不同而被检测，测定离

子的质荷比与离子的飞行时间成正比
［14］。

MALDI 质谱被证明是分析碳水化合物以及与

蛋白质或脂类结合物的重要手段之一。和其他质谱

方法相比，MALDI 无需衍生化。图谱可以准确的给

出样 品 的 组 成，而 且 还 可 以 和 其 他 方 法 联 用，如

HPLC，GC /MS 或外切糖苷酶消化以分析得到碳水

化合物结构的详细信息
［15］。

MALDI － TOF － MS 可准确、快速和灵敏 ( 可检

测到 10 －15 mol 级) 的测定大分子多糖的分子量。然

而，多糖分子量的分散性是影响 MALDI － TOF － MS
检测多糖样品中高聚合度多糖分子和导致质谱图高

质量区域不出现样品质谱峰的一个主要原因。常用

的解决方法是先对多糖进行分级处理，再对各级分

别作 MALDI － TOF － MS 测定分析
［16］。但是若能寻

找合适的基体、测试方法和测试条件，实现 MALDI
－ TOF － MS 对多糖样品的直接测定，能够省去耗时

间和耗费用的分级以及衍生化等预备步骤，可以大

大减少样品用量，缩短分析时间，提高测试效率和效
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益。由于糖类物质种类的多样性和结构的复杂性，

目前还没有非常通用有效的基质，不同组成和结构

的样品需要寻找和选择一种或几种合适的基质。所

以 MALDI － TOF － MS 分析糖类时，基质的寻找显得

更为重要。
张珍英等

［17］
将几种香豆素类新基质( 香豆素、3

－ 羟基香豆素( 3 － HC) 、3 － 氨基香豆素( 3 － AC) 、3
－ 羧基香豆素( 3 － CC) 和 4 － 甲基 － 7 － 羟基香豆

素( 4 － M － 7 － HC) 分别应用于基质辅助激光解吸 /
电离飞行时间质谱 ( MALDI － TOF － MS) 测定葡聚

糖和 3 种糖蛋白的研究。香豆素和 3 － 羟基香豆素

分别与 2，5 － 二羟基苯甲酸( DHB) 混合组成 2 种二

元基质，极大地改善了基质和葡聚糖样品的共结晶

状况，使样品的分布更加均匀。同时使得葡聚糖样

品更易解吸 /电离，每个激光点照射样品均能产生较

强的质谱信号，且谱图重现性更好，得到了理想的

MALDI － TOF － MS 谱图( 如图 6) 。因此，这些香豆

素类化合物将为 MALDI － TOF － MS 分析多糖物质

提供更多新基质选择。

图 6 葡聚糖的 MALDI TOF － MS 线性正离子模式质谱图，基质:

DHB /3 － HC( M/M =3∶ 1)

Fig 6 MALDI TOF － MS mass spectrum of dextran sample，matrix di-

hydroxybenzoic acid( DHB) /3 － hydroxycoumarin( 3 － HC) ( molar ratio

is 3∶ 1) ，in linear and posive mode

Bultel 等
［18］

采用亚硝酸降解，高效阴离子交换

色谱分离，以及 UV － MALDI － TOF 进行分析，鉴定

了肝素的六个硫酸化寡糖的结构。同时也发现采用

复合基质的方法是一种快速有效的分析肝素硫酸化

寡糖的方法，对于分析由二糖组成的重复单元多糖

也很有用。酸性基团的钠盐比较稳定，因此可以从

完整的分子得到离子的种类。而且丁基甲酸铵的使

用，使样品有更好的解吸作用，可能是因为基质改变

了硫酸寡糖类的共结晶结构。
5 气质联用(GC －MS)

国内外学者目前对于多糖的单糖组成多用 GC、
HPLC 或 HPCE 进行定性定量分析。在定量方面，

GC、HPLC、HPCE 拥有强大优势，但在定性方面却存

在着不足，因单纯依靠保留时间定性不够准确。而

GC － MS 在定性方面具有特效、快速的特点。但 GC
－ MS 要求样品经过气化后才可进入色谱柱，只适合

分析小分子( 分子量 ＜ 1000 ) 、易挥发和热稳定的化

合物
［19］。对于多糖，需先将其降解为结构简单的单

糖或寡糖，再衍生成易挥发、热稳定的衍生物，通过

对降解糖的衍生物的定性、定量测定，可得到多糖的

基本结构
［20］。

例如，多糖样品全甲基化保护羟基，水解得到部

分甲基化的单糖混合物后，用硼氢化钠还原，再乙酰

化得到部分甲基化链状多羟基醇的乙酰衍生物，应

用气相色谱和电子轰击质谱联用( GC － EI － MS) 测

定混合物，不仅可以了解单糖组成及其大致的分布

情况，还能确定连接方式。Ke［21］
等运用 GC － EI －

MS 得到茯苓多糖由核糖、阿拉伯糖、木糖、甘露糖、
葡萄糖和半乳糖组成及其单糖间的连接方式。白日

霞等
［22］

将海胆内容物硫酸多糖 XB － 3 进行脱硫得

到多糖 XB － 3D，分别对 XB － 3 和 XB － 3D 进行甲

基化，对脱硫前后的部分甲基化糖进行 GC － MS 测

定，通过 MS 分析得出 XB － 3 和 XB － 3D 的结构信

息，包括其主链和支链的构成、连接方式、硫酸基取

代位置和结构模型。
6 液质联用(LC －MS)

LC － MS 是 20 世纪 80 年代出现的新型联用技

术，近 10 年来，随着质谱技术的快速发展，液质联用

越来越多地被用于糖类的结构测定和研究之中，而

且由于液质联用技术仅需要微量的样品，并且短时

间内就可以给出低聚糖的结构和相对分子质量信

息。它适合于易挥发、半挥发性弱的有机物，热不稳

定化 合 物 及 生 物 大 分 子
［23］。如 李 波 等

［24］
利 用

HPLC 先将羊栖菜褐藻糖胶 DSF32 部分酸水解得到

的寡糖进行分离，然后进行质谱分析，得到了寡糖的

结构信息; 再对寡糖进行甲基化分析，获知糖苷键的

结构信息，这样基本可以完成这个多糖的结构解析。
ESI － MS 与 HPLC 联用，其灵敏度和精确度远

远优于现在运用比较广泛的 FAB － MS，可分析寡糖

及其衍生物，确定糖化位点及一般性质。透明质酸 /
硫酸软骨质素 /硫酸皮肤素属于葡糖氨基聚糖类，而

葡糖氨基聚糖类是天然的带负电荷的线性杂多糖，

且在不同的生命体中，其结构有一定的差异，Vol-
pi［25］

采用 HPLC － ESI － MS 在线分离以及对 2 － 氨

基吖啶酮衍生化后的透明质酸 /硫酸软骨质素 /硫酸

皮肤素二糖类先采用荧光检测再用 ESI － MS 检测，

通过这种方法证实了几种经过酶消化的生物样品所
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得到的特有的低聚物。梁达清
［26］

等采用 HPLC －
ESI － IT － MS 方法，以低聚果糖为对照品，测定了巴

戟天低聚糖的总含量和各种低聚糖的含量，通过解

析质谱图，确定巴戟天中 4 种低聚糖的结构，并且首

次在巴戟天中发现相对分子质量为 342 的二聚糖和

相对分子质量为 504 的三聚糖，而在此之前还未有

巴戟天低聚糖含量测定的报道。
7 质谱串联技术(MSn)

使用单一质谱时，由于生物样品的复杂性以及

不同的离子化方式可能导致样品基质复杂或样品自

身降解，造成谱图的复杂化，难以辨别信号和噪音。
而串联质谱则可以提供一种更丰富的质谱解析方

法，通常使用前级质谱获取前体离子 ( 母离子) 信

息，经过特定的裂解过程，由后级质谱对二次离子

( 子离子) 进行鉴别，有分离、结构分析同时完成的

特点，能直接分析混合物组分，有高度的选择性和可

靠性。目前，糖类化合物的分析方法有很多种，但都

需要大量纯度高的样品，且结果有时很难解析，而

MSn
分析过程中仅消耗 1 × 10 －12 mol 量的样品，对

样品纯度要求较低，是一种灵敏度高的更适合糖类

化合物结构分析的方法。而且 MSn
可以与 FAB、

ESI、MALDI 等技术联用成为糖类化合物细微结构

分析的有效手段。
Gonalves 等

［27］
利用 MS － MS 和 MSn

报道了仅

有葡萄糖和鼠李糖残基取代的四糖凝胶糖单元。
MS － MS 联用技术也可用于糖胺聚糖类的结构细节

的分析，糖胺聚糖类位置异构体比较多，如硫酸根位

置的不同，糖醛酸的差向异构，以及氨基己糖的非对

映异构体，这些均可以通过 MS － MS 联用获得
［28］。

ESI － MS /MS 是最常用的一种串联质谱，它能

成功的确定复杂混合物中未经衍生化的寡糖序列及

精细结构。杨波等
［29］

将 ι － 卡拉胶水解得到的寡糖

混合物，经过分离纯化得到 10 个寡糖单体，用电喷

雾碰撞诱导串联质谱( ESI － CID － MS /MS) 对其进

行序列分析，得到它们分别还原端为 2 － 硫酸 － 3，6
－ 内醚半乳糖和非还原端为 4 － 硫酸 － 半乳糖的 ι
－ 卡拉胶二至二十糖。Robbe 等

［30］
应用 ESI － MS /

MS 确定了 O － 葡聚糖中未衍生化的寡糖序列，阴离

子模式可以区分异构分子，分析硫酸化或唾液酸化

的葡聚糖。另外，ESI － IT － TOF － MS 综合了离子

阱质谱与飞行时间质谱的特点，可提供高分辨率、高
精度的多级 ( MSn，n ＞ 2 ) 质谱数据。董静等采用

HPLC /ESI － IT － TOF MS 获得了虎杖化学成分的高

精度多级质谱( MS1 ～ MS6 ) 数据，高效、准确地鉴别

了相关组分
［31］。

糖类的结构与其功能密切相关，糖的结构研究

直接影响着糖药物学的发展，所以糖类化合物结构

的研究，无论是对高活性糖的寻求与开发，还是对糖

药物学中构效关系的研究，都具有至关重要的意义。
随着质谱仪器的进一步完善，对机理进一步的了解，

谱图解析工作的进一步深入，如建立较完整的谱库，

质谱联用技术的进一步发展，相信质谱技术将成为

糖分析的有力工具，完成糖的分子量、序列、组成及

连接的测定。
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