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摘 　要 　评述了高效阴离子交换色谱和脉冲电化学检测方法。内容包括 :色谱柱和流动相 ;糖和氨基酸在色

谱柱上的保留行为 ;脉冲安培法 ( PAD)和积分脉冲安培法 ( IPAD) ;方法在糖和氨基酸分析中的应用。
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1　引　　言

20世纪 80年代以前 ,糖类化合物在离子交换树脂中的分离主要以硼酸盐络合的方式进行 [ 1 ]
,高效阴

离子交换色谱法 (HPAEC)的出现为糖类物质的分离提供了简单和高效的手段。糖和多数氨基酸缺少紫外

吸收 ,不宜直接用紫外或荧光法检测。用 HPLC和 GC分析这些物质一般需要进行衍生化反应 ,增加了方

法的复杂性和难度。1986年 Johnson[ 2 ]采用脉冲电化学方法 ( PED)直接测定糖类物质 ,为糖的分析提供了

有力支持。当前 , HPAEC2PED已经成为糖类化合物分析的首选方法之一 ,并且逐渐进入氨基酸分析领域。

2　高效阴离子交换色谱

2. 1　分离柱

高效阴离子交换树脂是由具有高强度和稳定性的有机聚合材料制成。目前 D ionex公司可以提供以

下几种用于糖和氨基酸分离的色谱柱 [ 3, 4 ]。CarboPac PA1是由表面磺化薄壳型聚苯乙烯 /二乙烯基苯聚合

树脂和覆盖在树脂表面的键合季胺基团的乳胶微球组成 ,适于一般单糖、双糖和寡糖的分离。CarboPac

PA10与 CarboPac PA1类似专用于单糖和双糖的分离 ,由于其树脂具有更高的交联度和直径更小的乳胶微

球 ,这种色谱柱具有较强的有机溶剂兼容性和较高的柱效。CarboPac PA100是一种由乙烯基苯 /二乙烯基

苯聚合物为基质的薄壳型树脂 ,适于低聚糖的分析。CarboPac MA1是由氯乙烯苯 /二乙烯基苯聚合而成的

大孔型树脂 ,表面键和疏水性的烃基季胺基。它的交换容量是以上分离柱的十几倍 ,适合弱保留糖醇类化

合物的分析 ,但是不能和有机溶剂兼容。Am inoPac PA10是以乙烯基苯 /二乙烯基苯聚合形成的微孔树脂

和覆盖的疏水性烃基季胺基乳胶组成 ,用于氨基酸、氨基糖和糖的分离。

2. 2　流动相

在 HPAEC2PED中 ,流动相比较简单 ,一般采用 NaOH溶液和醋酸盐溶液。分离半乳糖、葡萄糖和

甘露糖等差向异构体和位置异构体时 ,流动相 NaOH浓度低于 20 mmol/L。以低浓度 NaOH为流动相的

缺点有 : (1)每次进样前色谱柱需要再生处理 ; (2)保留时间重现性差 ; (3)需要柱后加入浓碱以提高被

测物的灵敏度。也有人使用 5～20 mmol/L NaOH和 1～2 mmol/L Ba (OAc) 2 混合溶液为流动相 ,分离

了己醛糖、氨基六糖和一些双糖异构体 ,获得了较稳定的保留时间 [ 5 ]。分离寡糖和多聚糖时 ,流动相

NaOH浓度一般大于 100 mmol/L,同时在流动相中加入一些洗脱能力较强的离子 (如 CH3 COO
- ) ,可以

缩短化合物的保留时间 [ 6 ]。

2. 3　糖在阴离子交换色谱柱上的保留行为

2. 3. 1　单糖 　在碱性溶液中单糖在阴离子交换色谱柱上的保留行为主要与化合物的 pKa有关。保留
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强弱依次为酸性糖、中性糖和氨基糖。在单糖中不同位置羟基的酸度不同。Koizum i等 [ 7 ]对葡萄糖不同

位置的羟基进行甲基取代 ,得出羟基的离子化强弱顺序为 : 12OH > 22OH≥ 62OH > 32OH > 42OH,其中

吡喃环上的氧原子对 C21位半缩醛羟基的吸电子诱导效应 ,使得 C21羟基的酸性最强。由于各种单糖

相对应的环醇不具备半缩醛羟基 ,因此保留时间较短。随着羟基数目减少或者羟基被取代 ,保留时间会

缩短 (如鼠李糖、海藻糖和氨基糖 )。α差向异构体中六元环上的氧原子对竖直 C21羟基具有较强的吸

电子诱导效应 ,使得α差向异构体的酸性大于β差向异构体。甘露糖的保留时间大于半乳糖和葡萄糖 ,

就是由于甘露糖α差向异构体的比例大于β异构体 [ 8 ]。

2. 3. 2　寡糖和多聚糖 　寡糖和多聚糖在阴离子交换树脂上的保留行为主要与分子大小 (聚合度 )和形

状 (连结位置与构型 )有关。聚合度增加分子中羟基数目增多 ,保留越强。在寡糖和多聚糖中还原性末

端 C21羟基对酸性的影响降低 ,而苷键连结位置与构型成为影响化合物保留行为的主要因素。由一种

单糖组成的直链多聚糖的容量因子对数 ( logk′)与聚合度呈线性关系 ,多聚糖的聚合度越高其容量因子

越大。不同构型和连接位置形成的多聚糖的容量因子对数与其聚合度关系曲线的斜率也不同 ,其大小

顺序为 :α21, 3 >β21, 3 >α21, 4 >β21, 4 >β21, 6 >β21, 2 >α21, 6[ 9 ]。不同聚合单元的多聚糖之间的保留

行为差异等也较大。相同聚合度的木聚糖和甘聚糖的保留时间较葡聚糖的短许多 ,支链多聚糖的保留

时间也较直链多聚糖的短 [ 8 ]。

2. 4　氨基酸在阴离子交换色谱柱上的保留行为

氨基酸在阴离子交换柱上的保留时间主要由羧基和氨基的数目决定。氨基酸在阴离子交换柱上的

流出顺序为 :碱性氨基酸、中性氨基酸和酸性氨基酸。氨基酸侧链结构中疏水性碳链和芳香基π电子

也影响氨基酸在阴离子交换树脂上的保留。在 Am inoPac PA10分离柱上 ,具有较强疏水性的中性氨基

酸 (例如缬氨酸、亮氨酸和异亮氨酸 )的保留时间大于亲水性的中性氨基酸 (甘氨酸和苏氨酸 )。含有芳

香基的组氨酸、苯丙氨酸和酪氨酸与树脂具有一定的亲和力 ,保留时间也较长 [ 10 ]。

3　脉冲电化学检测

在施加恒定电位条件下 ,糖和氨基酸可以在贵金属电极 (Au和 Pt)表面被氧化。由于电极表面易

于被聚积的反应物所污染 ,使电极活性迅速降低。采用施加脉冲电位对电极表面进行在线清洗和活化 ,

可解决电极污染问题 ,脉冲电化学检测主要分为 :脉冲安培法和积分脉冲安培法两种检测方式 [ 11 ]。

3. 1　脉冲安培法 ( PAD )

脉冲安培法用于被测物氧化不需要电极表面氧化物催化的测定 ,适合于糖的测定。它由测定

( Edet )、氧化 ( Eoxd )和还原 ( Ered ) 3个不同的电位组成 (图 1a)。测定电位分为延迟和积分两部分。延迟

部分的作用是消除双电层充电电流以降低背景电流 ,积分部分为采集被测物的氧化电流信号。完成测

定之后电位跃迁到较高的氧化电位 ,通过电极表面的氧化将电极表面的附着物除去。持续一段时间电

位又降到较低的还原电位 ,将电极表面还原 ,同时吸附被测物 ,为下次测定做准备。多数糖类物质的测

定所采用电位波形的周期为 1 s。为了满足微孔色谱柱和毛细管电泳中对快速通过色谱峰信号的采集 ,

需要缩短脉冲周期 ,增加信号的采集频率。Lu等 [ 12 ]采用 2. 6 Hz的 PAD波形用于 60 cm ×10μm毛细

　图 1　电位 2时间波形图

Fig. 1　Potential2time waveform s

管柱上糖的测定。Jensen等 [ 13 ]采用较低的负电位为还原电位 ,将采集

频率提高到 6. 7 Hz。连续使用三电位波形时 ,工作电极会不断被氧化

溶解 ,影响信号值的重现性。Rocklin等 [ 14 ]设计优化了一种四电位的波

形 (图 1b) ,利用较低的负电位将电极表面的附着物除去 ,可以避免电极

的氧化溶解损失 ,结果获得较好重现性。

3. 2　积分脉冲安培测定 ( IPAD )

积分脉冲安培法是针对被测物的氧化需要电极表面金属氧化物催

化的测定 ,适合于含氮和硫物质的测定。它的电位时间波形与 PAD不

同 ,测定电位由恒定电位改为变化电位 ,对变化的测定电位进行积分。W elch等 [ 15 ]提出了一种三角形

电位连续变化的波形图 (图 1c)。在测定电位由低向高变化时电极自身氧化形成的阳极电流与测定电
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位由高向低变化时电极氧化物还原产生的阴极电流相互抵消 ,使得整个积分区间的背景电流显著下降 ,

使被测物信号增加。在此基础上 Clarke等 [ 16 ]提出了另一种波形图 (图 1d) ,将测定电位的积分区域由

三角形连续电位扫描变为在两个恒定的高、低电位之间跃迁 ,它有助于消除由 pH、流动相组成和电极表

面积的变化所引起的基线漂移。

4　HPAEC2PED的应用

4. 1　单糖和双糖

在高效阴离子交换色谱柱上 ,单糖和双糖最佳的分离条件是流动相 OH - 浓度小于 50 mmol/L。

Predolliet等 [ 17 ]使用水为流动相分析水溶性咖啡中 8种单糖 ,其中木糖和甘露糖是一对较难分离的单

糖 ,只有在纯水流动相或者 OH
- 浓度低于 2 mmol/L的流动相中才能够得到分离。用纯水作流动相时 ,

需要柱后加入浓碱 ,而且化合物的保留时间较长。Cataldi等 [ 18, 19 ]用 10 mmol/L NaOH和 1 mmol/L醋酸

钡的混合流动相分离了牛乳中的单糖和双糖以及葡萄酒中单糖和脯氨酸。Andersen等 [ 20 ]建立了 12种

糖醇、单糖和双糖测定方法 ,用于分析糖果类食品中的添加剂。Corradini等 [ 21 ]分析了食用糖中的山梨

醇、甘露醇和果糖。Salvador等 [ 22 ]测定甜薯、木薯和马铃薯中的阿拉伯糖、鼠李糖、木糖和甘露糖等单

糖。Cataldi等 [ 23 ]分析了橄榄树中的糖醇和糖代谢物。Hanko等 [ 24 ]分析了细胞培养液和发酵液中的糖

醇、乙二醇、甘油、乙醇等。Kaiser等 [ 25 ]使用 HPAEC2PAD和固相萃取样品前处理方法对高盐含量的海

水样品进行脱盐净化处理后 ,测定其中的氨基糖等化合物。Sm its等 [ 26 ]采用固相萃取分离 ( SPE)技术

和 HPAEC2PAD分析了 Saccharom yces cerevisiae提取液中的磷酸糖等化合物。Torto等 [ 27 ]采用在线微透

析装置和 HPAEC2PAD分析了象牙棕榈果实中的甘露糖等。

Yokota等 [ 28 ]测定了基因重组药物血纤维蛋白溶酶原激动因子 palm itep lase糖蛋白中的岩藻糖、葡萄

糖胺、半乳糖和甘露糖。Chusney等 [ 29 ]比较 HPAEC2PAD和微酶法测定血清中 12去氧葡萄糖 (1, 52anhydro2
D2glucitol, AG) ,用于糖尿病的临床诊断 ,结果表明 HPAEC2PAD具有较高的精密度和特异性。Zhou等 [ 30 ]

测定了重组溶酶体糖蛋白中的 62磷酸甘露糖含量 ,方法具有很好的特异性、灵敏度和重现性。

4. 2　寡糖和多聚糖分析

Quigley等 [ 31 ]对水果、蔬菜和谷类等食品中的非淀粉多聚糖胶质和甜菜中的糖醛 (羰 )酸的含量进

行了评估。Versari等 [ 32 ]通过测定草莓水解液中的低聚半乳糖醛酸 ,评价果胶酯酶的效力。Koch等 [ 33 ]

分析了不同酶水解的菊粉溶液中的低聚果糖、葡萄糖、果糖和蔗糖的含量 ,比较不同水解酶活性。

Hanashiro等 [ 34 ]分析了 11种植物中的支链淀粉中的多聚糖分布 ,寻找淀粉的组成特征与植物生长条件

之间的关系。Lu等 [ 35 ]分析了玉米在不同生长温度条件下淀粉中多聚糖的差别。Murray等 [ 36 ]使用

HPAEC2PAD方法对棉花纤维、木材和纸张水解后的多聚糖进行指纹分析 ,推测植物细胞壁中纤维素的

生物合成。Kotani等 [ 37 ]分析绵羊红细胞膜中糖蛋白的氧端寡糖醇。 Kunz等 [ 38 ]采用 HPAEC2PAD2
( FBA)MS分离和定性了乳汁中的中性和酸性乳聚寡糖 ,并给出了 28种相关化合物的摩尔响应因子。

W eston等 [ 39 ]针对一些新西兰蜂蜜的抗菌作用 ,对其中的低聚糖成分进行分析。Talaga等 [ 40, 41 ]分析抗肺

炎球菌疫苗中的多聚糖、多聚糖结合物以及多糖杂质 (C2polysaccharides)的浓度 ,对疫苗的质量进行检

验。Paula等 [ 42 ]测定了预防 B型血友病 ( Haemophilus influenzae type b, H ib)疫苗中的多聚磷酸核糖

(polyribosyl ribitol phosphate, PRP)与其它蛋白质 (如破伤风类毒素 )的结合率。

由于多聚糖的标准样品难于获取 ,定量分析比较困难。一般多根据多聚糖的聚合度与摩尔响应因

子的线性关系 ,采用内标法对聚合度较低的低聚糖进行定量分析。Koch等 [ 43 ]研究了玉米支链淀粉单

元中的麦芽多糖的聚合度与摩尔响应因子和质量响应因子的关系 ,分析样品中多聚糖的平均聚合度及

分布。B roberg等 [ 44 ]比较了 MALD I2TOF MS和 HPAEC2PAD两种方法分析淀粉中支链淀粉链长度分布 ,

HPAEC2PAD在重现性和较长支链淀粉的准确定量方面具有优势。最近 , Campa等 [ 45 ]比较了 HPAEC2
PAD、H1NMR、ESI2MS和 MEKC2UV方法测定不完全酸水解的均一多聚糖中低聚物的聚合度及其分布 ,

其中 HPAEC2PAD内标法可以对聚合度在 2～9之间的低聚糖进行准确定量。

4. 3　氨基酸及类似物分析
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HPAEC2PED氨基酸分析是该方法在应用方面的一个重要突破 ,它与传统氨基酸分析方法根本区别

在于氨基酸无需衍生化。Clarke等 [ 16 ]测定了蛋白水解液中的 20种氨基酸 ,检出限达到 pmol水平 ,结果

与茚三酮法一致。Hanko等 [ 46 ]在 12 m in内测定蛋白水解液和细胞培养液中的色氨酸 ,方法不受碱性水

解介质和高浓度糖的影响。Yu等 [ 47 ]同时测定酱油中的 17种氨基酸和 9种糖。Hanko等 [ 48 ]测定了细

胞培养液中的氨基酸和碳水化合物。Jandik等 [ 49 ]采用高低两种检测电位区别了不含羟基的氨基酸和

糖类化合物。在一些含有高浓度糖的样品中 ,氨基酸测定受到糖类化合物的严重干扰。Jandik等 [ 50 ]设

计了一种柱切换技术针对含糖多的样品 (葫萝卜汁 )中氨基酸分析 ,去除其中糖类物质的干扰。D ing

等 [ 51 ]采用较低 NaOH浓度为初始流动相将氨基酸和糖类在不同保留时间区域分离 ,避免两类物质的干

扰 ,用于测定绿茶中的氨基酸和糖。Thiele等 [ 52 ]和 D ing等 [ 53 ]分别利用固相萃取法建立了除糖方法 ,用

于含糖多的样品中氨基酸分析。Rohrer等 [ 54 ]测定了糖蛋白中 N2乙酰神经氨酸 (Neu5Ac)和 N2糖基神

经氨酸 (Neu5Gc)。Sato等 [ 55 ]测定了环境和生物样品中的除草剂 glufosinate、bialaphos和 glyphosate氨

基酸类似物。D raisci等 [ 56 ]分析了变质食物和蔬菜中的生物胺类物质。Fritsch等 [ 57 ]测定生物样品中胞

啶 5′2单磷酸 2N2乙酰神经氨酸 (CMP2Neu5Ac)及其代谢产物。

5　展　　望

HPAEC2PED是高效、灵敏和简便的糖和氨基酸分析方法。今后该方法在以下几方面会进一步发展 :

(1)对重要食品和医用原料样品中多聚糖指纹图谱的研究 ; (2)与 MS联用 ,解决多聚糖定性和定量方面的

问题 ; (3)生物样品和体液中的氨基酸分析 ; (4)其他缺少紫外或荧光的极性脂肪类化合物分析。
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Applica tion of H igh Performance An ion Exchange Chroma tography

w ith Pulsed Electrochem ica l D etection

D ing Yongsheng1, 2 , Mou Shifen3 1

1 (Research Center for Eco2environm enta l Sciences, Chinese A cadem y of Sciences, B eijing 100085)
2 (D epartm ent of Chem ical B iology, School of Pharm aceu tica l Sciences, Pek ing U niversity, B ejing 100083)

Abstract　 The method of high performance anion exchange chromatography with pulsed electrochem ical
detection ( HPAEC2PED ) was reviewed. The content includes: the column and eluent, retain behavior of
sugars and am ino acids on the anion2exchange column, pulsed amperometric detection and integrated pulsed
amperometric detection and the app lication in the analysis of sugars and am ino acids.
Keywords　H igh performance anion exchange chromatography, pulsed electrochem ical detection, sugars,
am ino acids, review
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