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摘要!高效液相色谱法因操作简单%高效和灵敏度高成为单

糖分析的重要方法之一!文章介绍几种常用单糖分析的高

效液相色谱方法$即液相色谱示差折光检测法%液相色谱蒸

发光散射检测法%

$W$

柱前衍生化检测法%对氨基苯甲酸柱

前衍生法%邻氨苯甲酸衍生法%柱后衍生法$指出它们的优缺

点$并从灵敏度%操作方法%精确度等方面进行分析比较!

关键词!高效液相色谱法&柱前衍生&柱后衍生&单糖
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糖类又称碳水化合物'是生物体维持生命正常活动所需

能量的主要来源'分布于自然界%

'

&

(糖类主要是以单糖+双

糖+低聚糖和多糖
=

种形式存在(多糖具有降血糖血脂+抗

病毒+抗肿瘤+抗感染+抑菌及美白保湿等多种生物活性%

%

&

(

多糖的生物活性与其化学结构密切相关'因此研究多糖的单

糖组分对研究其生物活性具有重要意义(目前'测定单糖的

方法较多'如毛细管电泳法%

<

&

+高效液相色谱法%

=

&

+气相色谱

法%

;

&和高效阴离子交换色谱法%

)

&等'其中高效液相色谱法应

用最为广泛%

(

&

(

单糖极性较强'结构相近'且缺乏光学活性'为了改善其

分离选择性和提高检测灵敏度需要在检测前对其进行衍生'

本文介绍并比较几种常用单糖分析的高效液相色谱方法'以

期为单糖研究提供一定帮助(

'

!

样品前处理方法

'9'

!

柱前衍生

由于糖链没有紫外或者荧光基团'无法用紫外检测器和

荧光检测器直接检测'单糖的结构限制了检测模式(折射率

检测等相关方法往往不能满足现代的要求关于灵敏度或选

择性的痕量水平分析'化学衍生技术是规避这个问题至关重

要的工具(所以检测前需要对糖进行衍生化处理'使糖链带

上紫外或者荧光基团'极性发生改变'将难分离的几种单糖

分开'从而更好地检测出单糖%

+̀ ,

&

(柱前衍生化的优点是能

选择反应条件+衍生化的副产物能消除其干扰'不需要特定

的仪器'成本低'可以选择多种柱前衍生剂'缺点是产生的副

产物可能对色谱分离造成困扰'衍生过程中会引入一些

杂质%

'&

&

(

;+'



柱前衍生法的原理是分析前使分析物与衍生剂反应'反

应产物在分析柱上进行分离'实际上分离检测的为衍生产

物(目 前 常 用 的 柱 前 衍 生 剂 有 对 氨 基 苯 甲 酸 !

E

*

/.04:A@47:02/20K

'

$Q]Q

#+邻 氨 基 苯 甲 酸 !

-*/.04:*

A@47:02/20K
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苯基
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甲基
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吡唑啉酮!
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$W$

#+异氰酸苯酯!

Q]--

#等(
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!

对氨基苯甲酸衍生法
!

对氨基苯甲酸是苯甲酸的苯

环上的对位被氨基取代后形成的化合物'具有中等毒性(对

氨基苯甲酸与单糖反应后产生能够被检测的物质'该方法操

作比较简便'灵敏度较高'可以准确+快速地检测出待测样

品'但因对氨基苯甲酸具有毒性'应用较少%

''

&

(葡萄糖与对

氨基苯甲酸的反应式见图
'

(

图
'

!

葡萄糖和对氨基苯甲酸的反应示意图
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郝桂堂等%

'%

&采用
%

种检测器分析了
,

种单糖'并优化衍

生条件'比较了荧光检测法和紫外检测法'发现采用优化的

衍生条件处理后
;'3

内'单糖的衍生化产物的峰面积基本

不变'测得
,

种单糖的
DEX

均
'

=B

'

?

%

"

&9,,(

'线性关系良

好'但几种单糖分离度不好$梁军等%

'<

&建立了
c$UC*#FX

法

检测酸浆多糖中的单糖成分'进行梯度洗脱'几种单糖的分

离效果良好'精密度+稳定性+重现性也都良好'用此方法检

测单糖'操作简单'灵敏度较高'但是操作步骤比较麻烦$

#/4

5

等%

'=

&用
c$UC*T>

法检测植物细胞壁上的单糖含量'

线性关系良好'精密度和准确度较高(

'9'9%

!

'*

苯基
*<*

甲基
*;*

吡唑啉酮!

$W$

#

!

柱前衍生化
$W$

是目前比较常用的衍生剂'其由苯肼和乙酰乙酸乙酯缩合而

成'易溶于甲醇(

$W$

在碱性条件下与还原糖进行反应'

'

个糖分子还原端可与
%

分子
$W$

形成稳定的衍生物'反应

结束后可以用酸中和%

';

&

$衍生产物无立体异构体+分离度

高+检测限低(

$W$

对糖链进行标记的条件很温和'唾液酸

不丢失'对紫外吸收很强'不容易发生去糖基化现象%

')

&

(

]/0

等%

'(

&以
$W$

作为衍生剂测了单糖与寡糖'回收率

为
,<9'<B

&

'&%9&+B

'优点是此衍生可以在温和条件下成

功地完成'而不需要高温和长的衍生时间'成本较低'适用于

普通实验室检测$李卫燕等%

'+

&建立了柱前衍生化高效液相

色谱分析当归酸性多糖中的
'&

种单糖的方法'该检测方法

简单+高效+准确+可靠+稳定'适合测定多种单糖'但
N

c

+流

动相的比例影响这几种单糖的分离度$王媛媛等%

',

&建立了

$W$

柱前衍生化
c$UC

分析
,

种多糖中单糖的成分'对色

谱条件进行优化'筛选出最优的色谱条件'对
,

种单糖进行

分离'分离效果良好'

?

%

"

&9,,,

'此方法在分析多种单糖中

具有显著的优势'弥补了示差折光检测器和蒸发光散射检测

器灵敏度较低的不足$汪名春等%

%&

&分析了莴苣茎水溶性多

糖中的
+

种单糖'其中半乳糖醛酸+半乳糖和阿拉伯糖是主

要成分'摩尔比为
%%9)&

$

<&9=%

$

'(9++

'并进行了免疫调节

活性试验'发现多糖具有免疫调节活性$宋叶涵等%

%'

&用气相

色谱法+高效液相色谱法+薄层色谱法分析了鲍鱼生殖腺多

糖的组成'并进行比较'结果表明高效液相色谱法灵敏度较

高'分离效果最好'弥补了气相色谱法和薄层色谱法分析单

糖的缺点$段月等%

%%

&检测了不同生长期的枸杞多糖中单糖

的组成'不同生长期单糖的成分有些差异'其中半乳糖醛酸

的含量最高'该方法有效地分离出了几种单糖'但分离时间

较长(

$W$

与葡萄糖的反应式见图
%

(

'9'9<

!

邻氨基苯甲酸衍生法
!

由于邻氨基苯甲酸具有毒性

和刺激性'对环境和人体具有一定的危害'因此其应用较少(

国外学者经常以邻氨基苯甲酸作为单糖的衍生试剂(此试

剂具有简单+易得和灵敏度高的特点%

%<

&

(半乳糖与邻氨基

苯甲酸的反应式见图
<

(

图
%

!

$W$

与葡萄糖的衍生化反应
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图
<

!

半乳糖与邻氨基苯甲酸的衍生化反应
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程宾等%

%=

&以邻氨基苯甲酸作为衍生剂'用高效液相色谱

法检测重组人促卵泡激素中的单糖'采用酸水解的方法将各

糖分离'邻氨基苯甲酸衍生化'用荧光法检测'结果表明'精密

度试验中
=

种单糖的峰面积
DEX

分别为
&9,)B

'

'9&&B

'

&9+<B

'

&9=&B

'稳定性试验中
=

种单糖的峰面积
DEX

分别为

'9+&B

'

&9+<B

'

&9'+B

'

'9(&B

'加样回收率为
,+B

&

'&=B

'此

方法重复性和回收率高(但是对流动相的要求比较高'由于

衍生剂有毒性'使用范围较窄'衍生过程中需要严格操作(

'9%

!

柱后衍生法

柱后衍生化是分离物在分析柱中分离后在衍生池内与

衍生剂发生反应'在检测处检测衍生产物'在柱子内分离出

来的是目的物(目前关于柱后衍生高效液相色谱检测单糖

的文献不多(赵鑫等%

%;

&采用柱后衍生的方法'用高效液相

色谱荧光法检测了
=

种单糖(结果表明
I*

葡萄糖+

I*

果糖+

I*

阿拉伯糖+山梨醇
=

种单糖的检出限分别为
=)9++&

'

'9<+'

'

<9+;)

'

&9,%'

#

5

*

.U

(测定的饮料和蜂蜜样品的回收

率分别为
++B

&

,)B

'

(+B

&

'&<B

'相对标准偏差!

DEX

#均

低于
<B

!

)h)

#(此方法具有较高的灵敏度'但因
'*

萘硼酸

具有毒性且衍生方法比较复杂限制了其应用范围(

柱前衍生成本低'但是衍生过程中会引入一些杂质'影

响色谱分离'试验结果有一定的误差(柱后衍生法的优点是

副产物的产生不会影响试验结果'不需要高的稳定性'缺点

是需要额外的设备'成本高'反应条件有限(柱前衍生法与

柱后衍生法的不同点见表
'

(

对
$W$

+

E

&QW]Q

+

-*/.04:A@47:02/20K<

种衍生剂的

反应条件进行了总结'见表
%

(

!!

由表
'

+

%

可知'柱前衍生相对于柱后衍生简单'但是柱

前衍生在衍生过程中会带入杂质'产生误差(柱后衍生法需

要的成本较高(衍生剂中
$W$

是最理想的衍生剂'没有毒

性'比较安全(

%

!

液相色谱检测在单糖分析中的应用
%9'

!

液相色谱示差折光检测法

示差折光检测器是根据流通池内的化合物折射率不同

的原理而对样品进行检测(此法是中国测定单糖的现行国

家标准方法 !标准号"

!];&&,9+

)

%&')

#(示差折光检测器

是一种高度稳定的通用性检测器%

%)

&

'凡是与流动相折光率

不同的样品组分都有响应'因此检测前无需要衍生处理'简

化了操作'提高了效率且能有效分离各种组分'使用范围也

更广泛%

%(

&

(但该方法易受温度+流动相及流速等因素的影

响'不可梯度洗脱'灵敏度低%

%+

&

(

刘泰然等%

%,

&用高效液相色谱
*

示差折光检测法检测了保

健品中的低聚木糖'被检样品浓度为
&9<&

&

=9;&.

5

*

.U

'浓

度与峰面积线性关系良好'精密度+精确度高且排除了干扰

试验结果的因素'但加标回收率较低(于雷等%

<&

&建立了同

时检测怀地黄中反相液相色谱示差折光检测法'并优化了检

测条件'比较了鲜地黄与生地黄中糖类成分和不同品种不同

表
'

!

柱前衍生与柱后衍生比较

Z/A1@'

!

C:.

N

/M08:4:J

N

M@*2:1I.4K@M0O/G07/G0:4/4K

N

:8G*2:1I.4K@M0O/G07/G0:4

衍生方法 衍生方式 分离物 检测对象 主要的衍生试剂 检测器

柱前衍生高效液相

色谱法

柱前分析物与衍生

剂反应
衍生产物 衍生产物

$W$

+

E

*QW]

+

-*/.0*

4:A@47:02/20K

紫外检测器+荧

光检测器

柱后衍生高效液相

色谱法

柱后分析物与衍生

剂反应
分析物 衍生产物

'*

萘硼酸 荧光检测器

表
%

!

<

种衍生剂的特点比较

Z/A1@%

!

C:.

N

/M08:4:JG3@23/M/2G@M08G028:J<K@M0O/G0O@8

衍生剂 毒性 反应温度*
\

水浴时间*
.04

检测器 色谱柱 波长*
4.

柱温*
\

$W$

无
!!!

(& '&&

紫外
C

'+ /

h%;& <&

E

&QW]Q

低毒
!!

+& )&

荧光
C

'+

/

@Rh%<&

/

@.h=%;

<&

-*/.04:A@47:02

/20K

中等毒性
(& =&

紫外+荧光

E04:23M:.

bXE*]$

柱+

C

'+

/

h<&<

/

@Rh<'<

/

@.h<;+

<&

(+'

第
<=
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%
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产地的地黄中单糖和低聚糖含量'结果表明鲜地黄和生地

黄中糖类的分布情况有所差异'品种因素和环境因素对地

黄中糖类含量有所影响'该方法不需要对单糖进行柱前衍

生且分离效果良好$欧阳华学等%

<'

&用液相色谱示差折光检

测法同时检测了枸杞中
<

种单糖和
%

种低聚木糖'测得这

几种糖浓度为
'&9&

&

=&&9&.

5

*

U

'与峰面积有良好的线性

关系'相对标准偏差均在
;B

以下'加标回收率为
,%9%(B

&

'&'9,<B

'但此方法中流动相的比例对试验结果有一定

的影响'需要进行优化$刘潇潇等%

<%

&建立了参芪扶正注射

液中葡萄糖+果糖和蔗糖的检测方法'优化色谱条件'流速

为
'.U

*

.04

'温度为
=&\

'在该条件下'这几种糖的分离

效果较好'精密度+稳定性+回收率良好'但此方法中柱子温

度超过室温'不好控制'而且温度太高容易出现基线漂移的

现象$郑秀春等%

<<

&采用莱茵
*

埃农氏法和高效液相色谱
*

示

差折光检测法检测了奶粉中乳糖和蔗糖'结果表明
c$UC*

DFX

法较为准确'分析时间短'回收率高'但示差折光检测

器对温度比较敏感'影响试验结果$张建杰等%

<=

&采用液相

色谱示差折光检测法检测了水产品中的几种糖'核糖+葡萄

糖+果糖等分离效果良好'这几个单糖的回收率在
(&9%B

&

,+9;B

'此方法不需要衍生'简单'分离效果好'但是加标回

收率较低'出现倒峰(

%9%

!

液相色谱蒸发光散射检测法

蒸发光散射检测器是通用型检测器之一'是示差折光检

测器的升级(蒸发光散射检测器的原理为"检测器中高速氮

气将待测物喷成雾状液滴'流动相挥发后形成微小颗粒'载

气把这些颗粒带到检测器的散射室'从而检测出散射光的强

度%

<;

&

(液相色谱蒸发光散射检测法不仅弥补了示差折光检

测法不能梯度洗脱等不足之处'也弥补了紫外检测不能检测

无紫外吸收或只有紫外末端吸收物质的缺陷%

<)

&

(该方法可

以进行梯度洗脱'同时也消除了流动相及温度变化带来的基

线漂移问题'而且具有较高的灵敏度+重现性和稳定性$但不

能使用非挥发性缓冲盐作为流动相且较高的检测成本也制

约其应用范围%

<(̀ <+

&

(

X04

5

c

等%

<,

&用高效液相色谱
*

蒸发光散射检测法同时

检测了食品中的
'<

种糖'测得这
'<

种糖的检出限为
&9'

&

;9&

5

*

.U

'加标回收率为
,)9'B

&

'&;9%B

'相对偏差较低'

此方法高效+简单+准确'为
c$UC*-UEX

提供了良好的试验

基础和方法$沈少林等%

=&

&检测了
'&

种蜂蜜中的果糖+葡萄

糖+蔗糖+麦芽糖的含量'对色谱条件和检测器参数进行优

化'发现
%

种单糖的检出限为
'&.

5

*

U

'是示差折光检测法高

'&

倍以上'弥补了示差折光检测法的缺点$尚姝等%

='

&建立了

c$UC*-UEX

法检测保健食品中的几种单糖和双糖的方法'

检测时发现这几种糖的分离度都大于
%9&

'比较适合检测多

种单糖'但是对温度比较敏感'需要严格控制$刘倩等%

=%

&用

c$UC*-UEX

法分离和定量检测了啤酒中的糖类化合物'两

种单糖浓度为
&9&;

&

;9&&

5

*

U

'它验证该方法的回收率为

,=

&

,+9=B

'果糖和葡萄糖的
DEX

分别为
%9(+

&

%9+,B

'

<9&%

&

<9''B

'此方法不需要衍生处理'简单+准确'适合测定

啤酒中的单糖'但检测过程中出现了杂峰(

蒸发光散射检测器!

cUEX

#相对于示差折光检测器

!

DFX

#灵敏度高'不受其他因素的影响'这
%

种检测器的优缺

点比较见表
<

(

表
<

!

-UEX

与
DFX

的比较

Z/A1@<

!

C:.

N

/M08:4:J-UEX/4KDFX

检测器 适用范围 灵敏度 对温度的敏感性 未知物 流动相 梯度洗脱 基线稳定性

-UEX

通用 高 很敏感 能检测 不影响 否 好

DFX

通用 低 不敏感 能检测 影响
!

是 差

%9<

!

质谱法

近年来'液相色谱串联质谱!

UC*WE

*

WE

#已经成为一种

适用于大量分析微量有机混合物的创新分析技术(与气相

色谱
*

质谱!

!C*WE

#的,传统-技术相比'

UC*WE

*

WE

更易于

使用'适用于相当多的相关分析物(液相色谱
*

质谱法在检

测单糖过程中也广泛使用(天然糖由于具有高亲水性不能

保留在烷基键合硅胶柱如
C

'+

上'因此它们的分离不可能使

用反相液相色谱(在另一方面'已经提出了各种色谱方法来

分离糖类和寡糖'包括配体交换层析%

=<

&

+尺寸排阻层析%

==

&

'

以及在二氧化硅基粘合极性固定相上广泛使用的亲水色谱

法%

=;

&

(未衍生碳水化合物的分离需要特定类型的色谱柱'如

烷基化硅胶%

=)

&或各种离子交换媒体%

=(

&

'其中特定的抗衡离子

的添加影响分离(但是'大多数都有问题'尤其是在柱稳定

性'寿命和分离重现性方面(因此'在此工作中使用
T$UC

酰

胺
]-c

柱分离单糖和寡糖而无需预先衍生化(

Q

6

./4Q

等%

=+

&用此方法检测了单糖和二糖'使用乙腈
*

水在
]-c

酰胺

柱上进行梯度洗脱'使用选择离子记录!

EFD

#采集模式进行

采集检测'检出限分别为
&9%;

'

&9),

'

&9+%

'

<9;+1

5

.U

`'

'有良

好的线性关系(该方法比较快速'对
N

c

不敏感'有良好的

效率和重现性'能分离各种各样的高度极性化合物'但仪器

成本高'对试剂的要求也很高(

<

!

展望
近年来'高效液相色谱法在单糖的分析中使用比较广

泛'结合国内外现状看'单糖的分析情况与未来研究方向是"

!

'

#直接检测法中液相色谱示差折光检测法是通用性

的检测器'但是灵敏度较低+不能梯度洗脱$液相色谱蒸发光

散射检测法无需衍生'灵敏度较高(这
%

种方法分离度较

差'提高分离度是以后研究的方向(

!

%

#柱前衍生中'对氨基苯甲酸和邻氨基苯甲酸是有毒

的衍生剂'其中
$W$

柱前衍生化使用范围最广泛且无毒'但

是柱前衍生过程中衍生剂的添加'会引入一些杂质'对试验

结果会造成误差'怎样减少误差是要解决的问题之一(

++'

研究进展
!

%&'+

年第
%
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