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寡糖提取分离与质谱结构解析研究进展
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摘要: 寡糖具有广泛的生物活性, 有巨大的药用潜力, 寡糖的结构解析是研究其构效关系的重要基础, 但糖类化

合物的结构多样性和复杂性限制了对寡糖活性的研究, 本文重点将近年来寡糖结构解析的方法特点与研究状况进

行了总结归纳, 对酸性寡糖、中性寡糖、糖肽在质谱分析中的电离方式、裂解规律进行了阐述, 并介绍了不同类型寡

糖提取纯化方法, 适合的质谱分析手段, 以及不同质谱方法的优缺点, 希望此综述能为寡糖的进一步研究提供参考。
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Abstract: Oligosaccharides play important roles in many biological processes and have great medicinal

potential. The structure-activity study of oligosaccharides is complicated by the diversity and complexity of their

structures. This review summarizes the state of oligosaccharide structural analysis in recent years. The ionization

methods and dissociation rule of acid oligosaccharides, neutral oligosaccharides and glycopeptides in mass spec‐

trometry are discussed and the methods of extraction and purification of oligosaccharides, the suitable mass spec‐

trometry models for different types of oligosaccharides, and the advantages and disadvantages of different mass

spectrometry models are introduced. We believe that this review will be helpful for the further investigation of

these important biological substances.
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寡糖为 2～10个单糖通过 α-或 β-糖苷键连接组成

的直链或支链天然碳水化合物, 广泛存在于动植物体

内, 游离寡糖在自然界中含量相对较少, 多以混合物和

糖缀合物的形式存在。糖类化合物体内合成是由多个

单糖在相关酶作用下通过糖苷键脱水缩合而成, 没有

系统的生物合成途径, 生成的糖链具有各种不规则分

支和空间排列方式, 此外在糖基转移酶作用下还可能

在蛋白质、脂质表面加上不同类型的糖分子, 形成结构

各异的寡糖链, 因此糖类化合物结构复杂多样。游离

寡糖、寡糖混合物和寡糖缀合物在研究中显示出多种

生物活性, 如抗菌、抗病毒、抗凝血、抗氧化和抑制癌细

胞转移等[1]。大量研究表明糖类化合物结构和生物活
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性密切相关, 由异构或手性引起的细微差异可能导致

寡糖活性巨大差异[2]。目前糖类化合物构效关系研究

发展缓慢, 对其结构进行快速有效解析成为当前糖生

物学研究的重难点。

自然界中已发现的寡糖大部分为中性寡糖, 这类

分子不带电荷呈中性, 如中性人乳寡糖、低聚果糖、低

聚木糖等; 少数为酸性寡糖, 因糖链中含有酸性基团

(硫酸基团或羧基等) 而带大量负电荷, 如硫酸半乳聚

糖、低聚半乳糖醛酸、肝素等, 中性和酸性寡糖具有较

好的生物活性, 如中性人乳寡糖具有良好的抗病毒、免

疫调节功效[3], Li等[4]研究发现低聚半乳糖醛酸具有抑

菌、抗肿瘤及清除自由基活性; 自然界唯一的碱性寡糖

为壳寡糖, 结构中因含有氨基而带正电, 可以与带负电

荷有害物质结合清除毒质, 调节机体内环境; 寡糖链与

蛋白质、脂质等生物大分子以共价键相连形成糖缀合

物, 其中寡糖链作为撮合这些大分子的辅基, 其复杂结

构可随着环境变化而变化, 并表现出强大的调节功能,

在细胞识别、黏附、传导信息等生物学功能中起到重要

作用[5], 常见的糖缀合物有N-连接寡糖、O-连接寡糖和

糖脂, 这些糖缀合物因寡糖链的存在而表现出广泛的

生物活性, 如特定细胞表面糖肽具有的特异性结构可

作为导向治疗药物的定向载体, 糖肽还具有抗感染及

抗肿瘤转移活性。为了进一步揭示寡糖及糖缀合物的

生物学作用规律, 了解寡糖结构以及和活性位点至关

重要, 需要通过合适的方法分离纯化解析这些寡糖结

构, 随着先进分析技术的发展, 快速有效分离鉴定某一

寡糖组分成为可能。

1 寡糖结构

寡糖的基本构成单元有葡萄糖 (Glc)、阿拉伯糖

(Ara)、半乳糖 (Gal)、鼠李糖 (Rha)、木糖 (Xly)、甘露糖

(Man)、岩藻糖 (Fuc) 和半乳糖醛酸 (GalA) 等, 寡糖结

构中含有较多的羟基, 为亲水性物质, 常有多个同分异

构体。结构多样性使寡糖有多种生物活性, 这些活性

的产生可能是单一成分的寡糖的功效, 也可能是多种

寡糖混合物的协同功效, 因此确定活性寡糖成分与结

构成为寡糖药效研究中不可或缺的一环。寡糖结构经

典表示方式为树形的分枝结构, 如图 1所示, 聚糖从还

原端向非还原端延伸, 其中一种糖的异头碳与另一种

糖的多个羟基之一连接形成不同分支结构。寡糖链中

单糖组成、糖基构型、连接顺序和连接位点的不同, 导

致树形分支结构的复杂性和寡糖结构多样[6]。

要完全解析清楚寡糖结构, 需要依次测定: 寡糖纯

度, 寡糖分子量, 组成单糖数目、种类, 单糖间连接位点

与顺序, 糖苷键构型和空间构象。化学分析结合光谱

学检测方法成为目前解析寡糖结构的主要手段, 但因

寡糖自身微观不均一性, 存在多种异构体和衍生化产

物, 导致结构异常复杂, 且糖分子缺乏生色团或荧光

团, 检测方法有限, 难以快速准确解析寡糖结构。

2 寡糖提取分离技术

目前获取寡糖的方法主要有 3种, 第一种为从动

植物中直接提取, 实验中常用寡糖提取方法为溶剂提

取法, 利用相似相溶原理, 选择一定比例甲醇或乙醇溶

剂反复抽提, 为保证寡糖提取率与寡糖纯度, 提取时间

一般较长, 该方法适用范围广, 寡糖溶出完全, 如Zhou

等[7]采用 95%乙醇为溶剂提取桂花寡糖, 寡糖提取率

达 90.29%; 此外还有超声波提取法和微波提取法, 超

声波法提取寡糖利用空化作用破坏细胞, 无需加热, 寡

糖提取速度快, 但需定期维护, 如Liu等[8]使用超声波

辅助提取山药低聚糖得率比传统方法提高了 3.91%;

微波提取法利用低温穿透性加热, 获得的寡糖收率高,

提取速度快, 但成本较高, 如Wang等[9]通过微波提取

大豆寡糖显著提高了寡糖含量; 第二种为先从植物中

提取多糖, 后降解为目标寡糖, 这种提取方法操作简

单, 适用范围广, 提取效率高, 为目前获取寡糖的主要

手段, 但降解过程随机性较强, 降解产物组成及结构复

杂多样, 无法精准控制降解工艺[10], 常用降解条件有酸

降解法和酶降解法, 二者都能获得含量较高的目标寡

糖, 本课题组用三氟乙酸将黄芪多糖降解后得到聚合

度为 3～11的寡糖组分[11], 模拟人工胃酸液降解黄芪

多糖, 获得双糖至八糖[12], Xie等[13]研究确定了酸降解

琼胶多糖和琼胶酶降解多糖制备琼胶寡糖的最佳工艺

条件, 降解度均达到 90%左右; 第三种为寡糖化学合

成, 有机合成可精准制备不同结构寡糖, 但难度较大,

合成过程中单糖分子上的多个羟基可以与另一个单糖

分子的羟基形成糖苷键, 因此寡糖合成形成过程中需

要频繁地保护与脱保护, 此外合成具有生物活性的寡

糖往往还得保持一定的空间结构, 这些因素大大增加

了寡糖合成的难度, 目前化学合成法大致分为两类: 一

Figure 1 Oligosaccharide structure
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类是用未被保护的糖基受体与被保护的糖基供体进行

反应, 另一类是用被保护的糖基受体与被保护的糖基

供体进行反应, 不同的保护与脱保护策略则构成了不

同合成方法, 如模块化合成和“一锅法”合成使制备结

构确定且多样化的肝素寡糖成为可能[14]。

寡糖结构中含有较多的羟基, 极性较大, 且由于携

带不同取代基而显示出不同的化学性质, 寡糖通常由

提取到的多糖降解后得到。而多糖的获得可根据多糖

性质不同选择提取方法, 中性糖提取用条件温和的水

提法, 可保持中性糖的结构特征不被破坏; 酸性糖提取

用酸提法, 该法不适用于中性糖, 中性糖的支链糖苷键

在酸性环境中易发生断裂; 弱碱可用于提取结构稳定

的糖, 碱性较高易使糖分子发生 β­消除反应而结构改

变 , 适宜的碱性环境可以去除糖分子中碱不溶性杂

质[15]。多糖降解得到多种寡糖混合物, 常用方法为通

过用不同浓度的三氟乙酸 (TFA) 或盐酸 (HCl) 对多糖

水解, 通过控制酸浓度、反应温度和反应时间进行可控

降解, 或者通过特异性酶在一定 pH、酶解温度、底物浓

度下可控降解。根据寡糖性质选择合适的分离方法,

可分离纯化得到纯度较高的寡糖单体。寡糖混合物分

离主要存在以下问题: ① 寡糖分支多、异构体多, 结构

相似的寡糖难以分离; ② 寡糖结构缺乏生色团或荧光

团, 难以被检测, 未衍生寡糖只能用蒸发光检测器或灵

敏度较低的示差检测器检测; ③ 从生物中提取的寡糖

缀合物含量一般较少, 分离从这些糖缀合物中释放的

寡糖链, 往往需要较高灵敏度检测, 通常需要结合柱前

衍生化方法以提高检测灵敏度[16]。目前常用寡糖分离

纯化方法有两种, 一种为使用合适填料柱色谱分离, 另

一种为将寡糖衍生化后通过液相色谱分离制备。

2.1 柱色谱分离

色谱法是分离纯化寡糖传统方法, 常见有凝胶柱

色谱、纤维素柱色谱等。凝胶柱色谱根据寡糖分子量

大小分离寡糖, 洗脱液通常为水, 操作简单。凝胶填料

有葡聚糖凝胶和聚丙烯酰胺凝胶, 葡聚糖凝胶有不同

粒度, 超细级葡聚糖凝胶用于高分辨分离, 粗级和中级

凝胶用于制备型分离, 但葡聚糖凝胶易被污染, 分辨率

高的细颗粒流速较慢, 难以进行快速高效分离; 聚丙烯

酰胺凝胶是丙烯酰胺与甲叉双丙烯酰胺交联而成, 聚

丙烯酰胺凝胶亲水性好, 基本不带电荷, 吸附效应较

小, 洗脱液 pH范围在 1～10, 选择不同孔径聚丙烯酰

胺凝胶 , 可较好分离聚合度 25 以内的各种寡糖 , 如

Peng等[17]利用聚丙烯酰胺凝胶柱分离制备纤维低聚

糖得到纯度为 98.45%、98.65%和 98.12%的纤维五糖、

四糖和三糖组分。纤维素柱色谱可用于分离酸性寡

糖, 中性寡糖, 甲基化寡糖, 洗脱液易通过, 洗脱速度较

快, 聚合度小的寡糖先流出, 聚合度大的后流出, 应用

范围较广, 如用水、乙醇-水等分离中性寡糖, 正丁醇-

乙酸-水等分离酸性寡糖[18]。Akpinar等[19]用纤维素柱

色谱经乙醇-水洗脱, 成功分离纤维二糖到纤维五糖混

合物, 在分离过程中聚合度高纤维寡糖溶解度较低且

保留时间较长。

2.2 高效液相色谱分离 (HPLC)

高效液相色谱法常用于不同寡糖组分的分离分

析, 常用的色谱柱为: 亲水作用色谱柱 (HILIC)、反相

C18柱、高效离子交换色谱柱、凝胶柱等。分离纯化时

根据纯化条件选择相应填料可保证寡糖分离效果。未

衍生化寡糖混合物的分离分析可使用 HPLC-RID 法,

其优点为稳定性好, 操作方便, 但只能进行等度洗脱,

对寡糖混合物分离效果较差; HILIC-HPLC-ELSD法广

泛用于糖类化合物分离检测, 其灵敏度比示差检测器

高, 基线稳定, 适合梯度洗脱, 但要求流动相及缓冲盐

必须具有挥发性, 且样品在检测器中无法保留, 操作复

杂, 价格昂贵; 通过柱前衍生化方法, 使糖链带上紫外

或荧光基团, 可通过HPLC-UV法分离分析寡糖, 大大

提高检测灵敏度和分离效率, 但分离纯化后的衍生物

通常需经过还原处理获得寡糖单体 , 样品损耗较大 ,

常见柱前衍生化方法有: ① 糖链还原端衍生化, 通过

还原胺化法在糖链还原端引入发色基团 , 常用衍生

化试剂有: 1-苯基-3-甲基-5-吡唑酮 (PMP), 对氨基苯

甲酸乙酯 (ABEE), 2-氨基吡啶 (AP), 3-氨基-9-乙基咔

唑 (AEC) 等 , 这种衍生化方法仅作用于糖链还原端 ,

适用于大部分糖链, 应用广泛; ② 糖链非还原端衍生

化 , 氨基糖可利用其具有胺的性质进行氨基衍生化 ,

寡糖上的羟基也可衍生化带上苯甲酰基, 酸性糖中羧

基通过与对氨基苯磺酸 (SA) 或 7-氨基萘-1,3-二磺酸

(ANDSA) 中的氨基形成酰胺键, 上述方法均可在不同

程度上提高寡糖检测分离效率[16], Wang 等[20]用 PMP

为衍生化试剂对寡糖链进行标记, 聚合度为 1～16的

葡聚糖得到很好分离, 并用MALDI-TOF-MS质谱分析

了它们的结构。

2.3 高效液相阴离子交换色谱分离 (HPAEC)

HPAEC利用糖链上的羟基在碱性条件下可生成

氧负离子, 不同糖分子中羟基的电离常数有细微的差

别, 这种差别使得氧负离子与阴离子交换树脂相互作

用产生差异并表现在不同的洗脱位置, 从而达到分离

目的, 通常洗脱液为强碱 (NaOH), 洗脱体积较大, 这使

HPAEC 应用受到一定限制 , 强碱性洗脱液要求分离

与检测系统具有耐碱性, 脉冲电流检测技术 (PAD) 所

用金电极是糖类分析的理想电极 , 检测灵敏度可达

1×10-12 mol·L-1, 且 HPAEC-PAD 分离检测寡糖不需要
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衍生化, 目前应用最为广泛[21]。强碱容易使糖发生异构

化和降解, 可通过缩短分离时间减少影响, 如能在足够

短时间内分离还原性单糖和寡糖, 异构化和降解可以

忽略不计。Ding等[22]使用HPAEC-PAD分离巴戟天系

列寡糖得到不同寡糖专属性较强的特有峰, 且在短时

间内使各个寡糖达到较好的分离度。但HPAEC分离

得到的样品需经过脱盐分离步骤, 才能进行质谱分析。

2.4 多孔石墨化碳色谱分离 (PGC)

石墨化碳柱分离原理为根据分子空间结构和分子

极性分离, 分子结构越平和石墨化碳结合越紧密, 保留

更强, 带有羟基、羧基、氨基的大极性寡糖分子可引起

石墨化碳表面极化, 寡糖分子和石墨化碳之间作用加

强, 这种作用可以很好保留寡糖分子, 提高分离效率,

还可以很好地分离复杂寡糖异构体。PGC柱容量大,

适合于寡糖的制备性操作, PGC柱分离不需要对寡糖

分子进行柱前衍生化, 可以很好地分离非衍生化的寡

糖和带有少量氨基酸残基的糖肽[23]。Lang等[24]采用

PGC联合离线ESI-MSn技术对唾液酸化人乳寡糖混合

物进行了分离分析, 得到不同分子量的单体寡糖, 且较

好地分离了两个单唾液酸化二糖异构体和两个单唾液

酸化四糖异构体。

2.5 高效毛细管电泳 (HPCE)

毛细管电泳利用电介质中带电粒子在电场中的迁

移作用分离纯化化学组分, 高效毛细管电泳分离能力

强、灵敏度高、快速简便、样品需量少。大多数寡糖为

中性糖, 不带电荷, 极性很大而且没有发色基团或荧光

基团, HPCE分离分析这些寡糖时常需衍生化或形成

络合物使之带上发色基团、荧光基团或电荷。常用紫

外衍生试剂有: α-萘胺、对肼基苯磺酸、1-苯基-3-甲基-

5-吡唑酮 (PMP) 等, 既有紫外吸收又是荧光衍生剂: 2-

氨基吡啶、6-氨基喹啉、8-氨基萘基 -1, 3, 6-三磺酸

(ANTS) 等, Sun等[25]用ANTS还原氨化 κ-卡拉胶寡糖,

使其带上紫外吸收基团, 高效分离了不同聚合度的 κ-

卡拉胶寡糖。

3 寡糖结构分析

寡糖结构鉴定的传统方法为, 通过亲水色谱柱等

方法分离后的寡糖单体经示差折光检测、蒸发光检

测达到一定纯度后, 采用质谱法获得分子离子峰确定

寡糖分子量 , 然后通过制备部分甲基化乙酰化样品

(PMAA), 进行GC-MS分析确定单糖连接位点, 推测出

糖链中各单糖的数目、分支位点和末端糖种类, 最后

通过 13C NMR 归属碳信号 , 确定产生苷化位移的碳 ,
13H NMR结合 2D NMR确定糖苷键构型、糖链构象、连

接顺序、结构特征等, 综合以上分析结果得到寡糖结

构。核磁共振对仪器精密度和图谱解析能力要求较

高, 传统方法通常较耗时且需要样品量较大。质谱分

析也是分析寡糖结构的一种手段, 具有高灵敏度, 耐受

混合物的特点, 质谱图中结构信息直观、需要的样品量

较少, 且对样品纯度要求低, 此外还可大大减少分析时

间及工作量, 质谱分析法是目前分析糖类结构的有效

手段。质谱法表征糖类结构依赖于从质谱中获得全部

结构细节, 随着分析技术不断发展和改进, 分离分析寡

糖时选择合适的寡糖分离方法、电离方法、离子激活方

法、串联质谱和数据收集处理软件, 可对寡糖结构进行

精确解析。

寡糖通过串联质谱解析方法大致流程为: 首先进

行寡糖样品分离制备纯化, 然后选择合适的电离方式,

电离产生形成母离子, 选择合适的离子碎裂方式将寡

糖母离子碎裂成碎片离子, 收集并统计碎片离子对应

的质荷比信息和数量信息, 得到质谱图, 最后通过对质

谱数据的分析, 得到寡糖结构详细信息。

3.1 寡糖质谱电离方式

寡糖电离方法有基质辅助激光解吸电离 (MALDI)、

电喷雾电离 (ESI) 和快速原子轰击电离 (FAB)。其中

FAB常用于酸性寡糖的电离[26], 但因 FAB测量中性与

碱性寡糖灵敏度较低, 样品常需要衍生化提高灵敏度,

也不能区分质量相同的单糖和连接方式, 且测定寡糖

混合物时存在压制信号等缺点, 在测定寡糖结构方面

逐渐被更好的电离方式所代替[27]。目前最广泛使用的

寡糖电离方法是基质辅助激光解吸电离 (MALDI) 和

电喷雾电离 (ESI), 与快速原子轰击电离 (FAB) 相比,

它们电离能量小, 电离过程中产生较少的碎裂, 电离后

主要产生分子离子, 可提供分子量信息。不同电离方

式都有正负离子模式两种, 含有酸性基团 (磺酸基或

磷酸基) 的寡糖用负离子模式分析效果较好; 含有碱

性基团 (氨基) 的寡糖用正离子模式分析效果好; 正负

离子两种电离模式都适用于天然中性寡糖电离。寡糖

电离前大多数情况下需要全甲基化或全乙酰化以降低

其极性来改善电离效果, 且衍生化寡糖与未衍生化寡

糖的裂解模式不同。

3.1.1 电喷雾电离 (ESI) ESI是目前分析寡糖结构

常用方法之一, 是一种将样品溶液以喷雾形式在高电

场中电离产生气相离子的电离方法, 电离后的质谱图

通常会出现[M+nH]n+或[M−nH]n-峰, 这使得ESI-MS可

测定的分子量范围大大增加, 目前可测定聚合度达 25

的聚糖, 但由于电离能量低, 灵敏度随糖分子量增加而

降低。酸性寡糖常用负离子模式电离产生[M−nH]n-

峰, 中性寡糖一般产生[M+nH]n+或[M+Na]+峰, ESI-MS

可得到寡糖的单糖组成、连接方式及分支和聚合度等

信息[28]。研究表明ESI电离灵敏度与样品溶液的表面
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活性有关, 寡糖溶液亲水性限制了喷雾液滴表面活性,

可通过减小液滴大小或衍生化降低寡糖溶液亲水性来

提高液滴表面活性 , 提高电离效率[29], 如传统 ESI 接

口处液滴通常较大, 对未衍生化寡糖的结构分析效果

较差 , 采用静态或流动纳米电喷雾可减小液滴尺寸 ,

灵敏度显著增加。样品的酸碱度和盐的存在对分子离

子的形成有重要影响, 如ESI-MS分析前于样品中加入

NaAc 或 NH4Ac, 可获得满意的正离子图谱 , 待测样

品中含有高浓度盐时, ESI-MS灵敏度将显著降低[30]。

ESI-MS可分析含有羧基或硫酸根的寡糖链, 全甲基化

的酸性寡糖能在正离子模式下形成丰度较高的金属加

合离子, 用以准确判断寡糖分子量。ESI电离不同异

构体寡糖产生的母离子进一步裂解后产生不同的碎片

离子, 可以此来区分寡糖异构体[27]。ESI-MS可检测区

分非衍生化的寡糖 O-聚糖和 N-聚糖 , 并确定其分子

量、单糖组成及聚合度及组成[31]。ESI可与在线分离

技术, 如高效液相色谱 (HPLC) 或毛细管电泳 (CE) 结

合分析寡糖混合物, 中性和酸性寡糖的衍生化后有利

于液相分离并可提高检测灵敏度, 如Walker等[32]用疏

水性试剂将N-聚糖衍生化形成腙, 提高了N-聚糖混合

物的色谱分离效率, 增加了ESI电离检测灵敏度, Guo

等[33]用 3-氨基-9-乙基咔唑 (AEC) 衍生壳寡糖混合物,

可以检测到聚合度为 1-8的寡糖, 未衍生化寡糖混合

物只能检测到聚合度2～6的寡糖。

3.1.2 基质辅助激光解吸电离 (MALDI) MALDI是

指用脉冲式激光照射样品与基质形成的共晶体薄膜,

基质吸收激光能量及解吸样品, 气化并电离得到质谱

图。MALDI电离对糖类化合物有更高的灵敏度, 电离

质量范围广 (1×102～1×106 Da), 杂质干扰小。MALDI

质谱图比 ESI质谱图简单, 因为在正负两种电离模式

下, 大多数离子可通过质子化或去质子化形成带正电

或负电的单电荷离子, 与碱金属或碱土金属形成加合

物也可以形成单电荷离子。MALDI电离对寡糖结构

分析主要是进行多级质谱, 可根据碎片离子峰的类型

和强度, 精确测定混合物中寡糖的详细结构, 区分同分

异构糖苷键。与ESI不同, MALDI电离效率随着分子

量的增加而保持恒定, MALDI电离产生的分子离子稳

定不易裂解, 电离糖缀合物主要产生[M+H]+峰及少量

多电荷离子峰, 电离中性寡糖只产生[M+Na]+离子峰,

因此对中性寡糖分析优于 ESI, 特别是对于从糖蛋白

释放的中性寡糖混合物[34]。MALDI比 ESI电离能量

高, 可导致不稳定基团 (如磺酸基、磷酸基、硅酸基) 碎

裂产生相应碎片离子, 使图谱分析变得复杂, 完全甲基

化能使寡糖和糖肽中的不稳定基团变得稳定, 减少不

稳定基团碎片离子干扰。MALDI与在线分离技术结

合较为困难, 通常将寡糖离线分离后通过 MALDI分

析, 寡糖样品加入含有阴离子的盐 (如NO3-和Cl-) 形成

配合物, 可以改善中性寡糖在负离子模式中的电离, 在

串联质谱产生具有结构特征碎片离子[35,36]。基质的选

择对MALDI产生的离子类型有较大影响, 如阴离子掺

杂的液体基质可提高N-聚糖结构解析时的灵敏度[37]。

3.2 质谱中寡糖裂解方式

寡糖电离后的分子离子进一步裂解, 可得到与寡

糖精细结构相关的碎片离子, 碎裂方式及命名规则[38]

如图 2 所示 , 含有非还原末端的片段离子记为 Ai, Bi,

Ci, 含有糖苷配基 (苷元) 或还原糖单元的还原末端离

子记为Xj, Yj, Zj, 下标表示相对于末端的位置。A和X

表示跨环断裂离子, 非还原端第一个糖环跨环断裂后,

非还原端到断裂部位的碎片离子为 A1, 依次为 A2到

Ai, 还原端第一个糖环跨环断裂后, 还原端到断裂部位

的碎片离子为X0, 依次为X1到Xj; 同理, 糖环糖苷键的

O左键断裂, 非还原端到断裂部位的碎片离子依次记

为B1, B2至Bi, 还原端到断裂部位的碎片离子记为Y0,

Y1至Yj; 糖环糖苷键的O右键断裂, 非还原端到断裂

部位的碎片离子依次记为 C1, C2至 Ci, 还原端到断裂

部位的碎片离子记为 Z0, Z1至 Zj; 糖环中 O 和糖环 C1

位相连的键记为 0, 顺时针依次为1到5, 例如跨环断裂

位置为第一个糖环的 0键和 2键, 记为 0,2A1; 支链碎片

Figure 2 Nomenclature of oligosaccharides fragments generated by tandem MS
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记为 α、β、λ, α为最大支链, 如B1α表示糖链中最大支链

从非还原端开始第一个糖苷键O左键断裂后所形成的

非还原端寡糖链离子碎片。其中Bi、Yj和Ci、Zj糖苷键

断裂碎片可提供寡糖序列和分支信息, Ai、Xj跨环断裂

碎片可提供糖苷键类型和连接方式信息, 遵循上述裂

解规律, 可大大简便寡糖序列分析过程。

3.3 寡糖多级质谱分析

普通一级质谱只能得到的分子量等少量结构信

息, 一级质谱根据组分质量分离不同混合物, 选择分子

离子在串联质谱中进一步激活裂解, 形成离子碎片质

谱图, 根据碎片离子可推断寡糖精确的结构信息, 目前

ESI-MSn 和 MALDI-MSn 是分析糖类结构主要方法。

影响质谱图因素主要有寡糖衍生物类型和母离子的类

型, 分析结构时可选择寡糖天然结构、全甲基化寡糖和

寡糖还原端衍生物 , 电离产生母离子有质子化离子

[M+nH]n+、去质子化离子 [M−nH]n- 和金属加合离子

[M+Na]+ (电荷由质子携带表示为[M(X)+H]+, 电子由

金属阳离子携带表示为[M+mX]m+)[39]。串联质量分析

器可选择特定母离子进行分析, 因此可直接对未分离

纯化的寡糖混合物进行分析。母离子类型有多种, 天

然寡糖结构可电离形成母离子[M+nH]n+、[M−nH]n-和

[M+Na]+; 全甲基化寡糖和寡糖乙酰化衍生物电离形

成的母离子有, MALDI电离产生的[M+H]+、[M+Na]+,

或ESI电离产生的多电荷离子[40]。根据寡糖分子离子

活化裂解的子离子碎片, 可获得寡糖序列、单糖组成、

连接方式及结构修饰等信息, 而且串联质谱可以区分

结构相近的同分异构体[41]。

已应用于寡糖结构分析的两大类裂解分子离子方

法[2]: 第一种是能量激活法, 主要有低能碰撞诱导解离

(CID) 和红外多光子解离 (IRMPD), 它们将母离子裂

解后主要产生糖苷键断裂碎片离子, 其中低能CID可

提供较多碎片离子, 目前应用最广泛, CID和 IRMPD

在解离时可破坏糖链中的不稳定键, 对糖肽和含不稳

定修饰基团的寡糖分析时, 得到的谱图复杂, 难以解

析, 通过改进ESI喷雾溶液、甲基化、乙酰化、衍生化以

及将不稳定基团与金属结合等方法提高寡糖稳定性可

改善这一状况。此外还有高能 CID 和真空紫外光解

离 (VUVPD), 它们裂解母离子主要发生跨环裂解, 但

目前应用尚不广泛。金属加合物母离子经CID裂解不

会重排, 可产生较多糖苷键断裂离子和少量跨环断裂

离子, 能够为结构鉴定提供更详细的信息[42]; 未衍生化

的中性寡糖及糖脂类化合物 (神经节苷脂) 电离后, 带

正电和带负电的母离子经CID裂解后都能得到大量的

结构信息碎片, 并互相补充[43]。负离子模式下电离的

酸性寡糖母离子经CID裂解后也可产生大量结构信息

碎片, 如糖胺聚糖和含唾液酸的酸性寡糖[44]; 带正电母

离子经CID裂解, 糖苷键容易断裂并引起残基重排导

致结构序列错乱, 如天然N-聚糖电离产生带正电分子

离子经CID裂解后, 发生重排导致子离子碎片错乱。

第二种是通过电子转移, 将电子转入多电荷分子

离子或从多电荷分子离子转出电子, 产生自由基离子,

然后裂解成碎片离子, 这种方法不仅可以得到寡糖的

详细结构信息, 还可产生保留不稳定修饰基团的寡糖

骨架碎片。目前主要有电子捕获解离 (ECD)、电子转

移解离 (ETD)、电子分离解离 (EDD)、负电子转移解离

(NETD) 和负电子捕获解离 (niECD)。ECD和ETD适

用于解离多电荷正离子, 跨环裂解是ECD中的主要裂

解途径, 常用于中性寡糖结构表征, 并且可根据糖肽产

生的碎片来判断糖基化位点 , 并保留糖链主链[45];

EDD和NETD适用于解离多电荷负离子, 如酸性寡糖

和糖肽[46]; niECD适用于解离带负电寡糖离子, 解离过

程中可产生骨架断裂, 如糖胺聚糖[47]。

3.3.1 质子化母离子裂解 寡糖缀合物或中性寡糖分

子经电离后加合一个或多个质子形成质子化母离子。大

小和支链不同寡糖的质子化母离子经CID裂解后, 产

生的碎片离子不同, 可用于区分寡糖链中细微的结构差

异, 例如唾液酸糖缀合物 (N-聚糖) 的母离子[M+H]+,

经 CID 活化后产生丰富的 Bi和 Yj离子片段 , 这些信

息可确定寡糖序列[48], 中性糖缀合物 (神经节苷脂)

的母离子[M+H]+, 经CID活化后产生丰富的Bi和Yj离

子片段, 且得到离子丰度较低的跨环碎裂离子峰[49]。

CID活化小分子量寡糖母离子时, 糖苷键断裂和跨环

断裂均发生, 可以获得更精细的结构信息, 而大分子

量寡糖质子化母离子活化后大部分为糖苷键断裂, 所

得到的支化结构信息较少。衍生化寡糖乙酰己糖胺

(HexNAc) 经ESI电离产生质子化母离子, 经CID裂解

后还原端断裂产生一系列子离子, 可用于区分N-连接

寡糖的类别, 如对 α-2,3-和 α-2,6-连接的唾液酸寡糖异

构体的区分[50]。对于中性寡糖, 可通过改变分离条件

来控制不同前体离子的产生, 如在低浓度乙酸钠存在

下电离寡糖产生加钠前体离子, 在乙酸铵存在下电离

寡糖产生容易裂解为质子化离子的氨化前体离子, 相

比而言, 在高能CID裂解条件下, 质子化母离子能比加

钠母离子产生更多的糖苷键碎片离子, 提供更丰富的

结构信息[51]。

3.3.2 去质子化母离子碎裂 在ESI-MS负离子模式

下电离寡糖生成去质子化母离子, 经CID裂解产生丰

富的糖苷键裂解离子和跨环裂解离子, 已被广泛应用

于中性或酸性寡糖结构分析。天然寡糖母离子[M−H]-

经CID活化后, 游离羟基上的活泼氢存在, 有利于糖苷
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键裂解, 抑制跨环裂解, 因此全甲基化寡糖质谱图中观

察到的某些跨环裂解离子信息在天然寡糖质谱图中不

存在[52]。对比去质子化和质子化母离子的子离子, 可

以发现质子转移在寡糖碎裂模式中具有重要作用, 如

中性寡糖麦芽七糖 (一种线性多糖) 母离子[M+H]-经

CID裂解后, 主要产生糖苷键碎裂离子, 而其去质子化

母离子[M−H]-裂解后仅产生跨环碎裂 2,4Am离子[53]; 一

种有支链的中性壳寡糖母离子[M+H]-经裂解后, 主要

产生糖苷键碎裂离子, 而其去质子化母离子[M−H]-主

要产生 2,4A3离子碎片, 和少量糖苷键碎裂离子[39]。

3.3.3 碱金属和碱土金属加合母离子裂解 天然寡糖

钠离子加合物通过CID能量活化, 然后发生离子碎裂,

这种碎裂模式与形成质子化母离子后的碎裂模式不

同, 如图 3所示[39], 质子化离子的碎裂机制是电荷诱导

裂解使糖苷键更易发生断裂, 而对于金属加合离子碎

裂机制可能是电荷远程影响的, 电荷远程影响比电荷

诱导的寡糖母离子结构稳定, 经CID裂解后, 金属加合

离子有 3种可能的碎裂途径[54], 第一种为失去金属阳

离子碎裂路径, 得到寡糖中性碎片, 无详细的结构信息

碎片, 第二种为糖苷键裂解路径, 碱金属阳离子加合的

寡糖主要为糖苷键断裂; 第三种为跨环裂解途径, 碱金

属阳离子加合的寡糖主要为跨环断裂。若金属离子与

糖苷键氧原子缔合, 主要发生糖苷键断裂, 裂解所需能

量低, 若金属离子与糖环上多个氧原子缔合, 母离子糖

苷键结构变得稳定, 更易发生跨环断裂, 所需裂解能量

也越高, 并且金属阳离子越大这种远程影响越强结构

越稳定[55,56], 如低能量 CID分析二糖的单锂离子加合

物, 显示出丰富的糖苷键裂解碎片离子, 但不能区分寡

糖连接异构体, 高能量CID分析二糖的双锂离子加合

物, 产生的跨环断裂离子碎片信息可容易地区分连接

异构体[57]。

寡糖碱金属加合离子裂解与分支度相关, 寡糖分

支度低碱金属加合离子更稳定, 跨环断裂离子碎片较

多, 分支度高糖苷键不稳定, 主要发生糖苷键断裂, 如

ESI-Q-TOF-MS 分析质子化和钠加合的N-连接寡糖母

离子, 后者产生更多结构信息离子碎片, 包含还原末端

乙酰葡糖胺 (GlcNAc) 残基跨环断裂碎片 0,2A和 2,4A片

段峰和低丰度的支链上糖残基峰 , 而且随着支链上

HexNAc残基数量的增加, 跨环断裂离子峰减少[58]。

对于分子量较大的寡糖 (三糖以上), 形成金属阳

离子加合物所用到的金属阳离子数量更多或者携带电

荷数越多, 寡糖糖苷键结构更稳定, 加合离子相对丰度

较高, 产生更多的跨环断裂碎片[59], 如碱土金属Mg2+、

Ca2+等, 这是由于二价碱土金属离子带电荷能力强, 增

强了与寡糖结合能力, 对于这些大分子量寡糖, 一价碱

金属离子寡糖加合物碎裂方式仅发生糖苷键裂解。

3.3.4 全甲基化和全乙酰化寡糖的多级质谱 研究表

明, 无论使用何种电离技术, 通过衍生化降低寡糖极性

的方法都会提高质谱图中相关结构离子的信号强度。

两种最常见的衍生化方法为寡糖的全甲基化和全乙酰

化, 全甲基化通常优于全乙酰化, 因为它有增加较小质

量的同时增加较大挥发性的优势, 分析糖肽中的寡糖

Figure 3 Decomposition of protonated ions (A) and metal-cationized ions (B)
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成分时全甲基化法是首选方法, 如有游离氨基的己糖

胺寡糖, 全乙酰化后, 与肽结合的糖残基和乙酰化糖残

基难以区分, 而全甲基化后, 含游离氨基的糖残基形成

季铵阳离子与N-乙酰基己糖胺残基的质量不同, 并且

还产生独特的 CID 碎片离子。寡糖甲基化后极性降

低, 容易分离得到纯度很高的甲基化样品, 降低杂质干

扰信号。寡糖甲基化后样品与碱金属离子的亲和力增

加, 离子加合物产率增加, 且碱金属离子加合物能够产

生相对稳定的碎片离子, 增加质谱检测的灵敏度[27]。

全甲基化寡糖和全乙酰化寡糖的[M+H]+母离子很少

发生跨环裂解, 因此通过[M+H]+母离子裂解后得到碎

片离子峰可区分线性和支链寡糖[60]。

烷基化寡糖金属加合母离子经CID活化, 全烷基

化寡糖糖苷键断裂能力随烷基基团增大而增强, 即全

甲基化寡糖母离子活化后糖苷键较难断裂, 而全戊基

化寡糖母离子活化后糖苷键容易断裂, 原因是较小的

烷基可在糖苷键自由旋转, 缓解了寡糖糖苷键结构的

空间扭转, 从而使其相对稳定, 较大的烷基不可旋转增

加其空间扭转, 糖苷键容易断裂[61]。全烷基化 (1-4)-

连接寡糖的不同相对构型产生质子化母离子后, CID

活化裂解得到的子离子量不同, 这可用于区分 α、β构

型, 寡糖烷基化后, β-异构体的子离子量高于 α-异构

体, 原因是 β-糖苷键空间结构比α-糖苷键拥挤, 当寡糖

戊基化时, 子离子数量差距最明显, 这反映了寡糖构象

对寡糖裂解方式的影响, 但由于这种高级构象结构的

灵活性, (1-6)-连接寡糖的全烷基化后得到的质谱图无

法区分α-和β-糖苷键。

3.3.5 紫外和荧光试剂衍生寡糖的多级质谱 带有紫

外吸收或者荧光吸收的化合物也通常用于寡糖衍生,

这些衍生化试剂一般带有苯环, 衍生化后糖链极性降

低, 可显著改善寡糖混合物的分离与检测, 未知寡糖衍

生化后 , 通过衍生化寡糖多级质谱数据与标准品寡

糖质谱数据比较, 可以快速可靠地解析未知寡糖的结

构。常见衍生化类型有还原端衍生化法和非还原端衍

生化法, 糖链还原端衍生化试剂主要为带有胺基或氨

基的芳香族化合物, 如 2-氨基吡啶 (2-AP) 还原胺化中

性糖和氨基糖, 可分离得到较纯的寡糖避免杂质干扰,

增强质谱检测的灵敏度; 4-氨基苯甲酸乙酯 (ABEE)

可对所有类型糖链衍生化[16], 相比于其他衍生剂, 在

ESI和MALDI质谱中均有较高的灵敏度; 荧光试剂 2-

氨基吖啶 (2-AMAC) 用于单糖、中性寡糖衍生, 在ESI

和 MALDI质谱中灵敏度高[62]; 3-乙酰氨基-6-氨基吖

啶 (AA-AC) 用于N-连接糖链衍生在MALDI质谱中灵

敏度高[63]; 1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮 (PMP) 衍生化寡

糖操作简单, 在 MALDI-TOF中可明显提高寡糖检测

灵敏度; 碳酸氢胺结合酰氯化合物 (FMOC-Cl) 衍生糖

链还原端分离分析后可在酸性条件下回收得到还原性

糖; 肼和糖链还原端醛基生成腙可提高寡糖分离和检

测灵敏度; 此外氨基糖可根据糖链上胺的性质衍生化,

酸性糖可根据羧基进行衍生化, 如唾液酸化寡糖、神经

节苷脂、糖胺聚糖的衍生化。不同衍生化试剂都有它

的优点和不足, 选择衍生方式取决于糖的类型、样品复

杂性、样品量大小等, 如二糖的不同衍生化产物在多级

质谱中糖苷键断裂主要产生Y型及Z型离子, 单糖组

成和异头碳的构象不同的二糖, 糖苷键断裂产生的离

子类型不同[27]。

尽管衍生化具有优势, 但常规衍生化通常需要苛

刻的条件 (强碱) 和较长的反应时间, 大多数衍生化方

法需要清理方法去除非糖化学物质, 从而导致样品损

失。因此衍生化方法也在不断改进, 以满足低样本损

失和高效率的需求[64]。如通过MALDI-TOF MS对聚

糖的唾液酸残基进行固相甲基酯化以进行快速定量的

糖谱分析 , 可能适用于大规模糖组学研究[65]; Kang

等[66]使用固相微型化方法, 在不到一分钟的时间内完

成寡糖的定量全甲基化。

3.4 质谱图解析

数据分析是解析结构中最重要的一环, 现阶段

解析质谱图主要手段为通过计算机软件解析[6], 本文

总结了几种有效的糖结构质谱数据分析软件, 第一种

为利用寡糖结构质谱信息库, 输入待测寡糖质谱信息

搜索得到对应寡糖结构, 如FragLib数据库包含丰富

寡糖质谱信息, 且可区分同分异构体, Kameyama's

Method软件基于三级质谱数据, 可得到准确的寡糖

结构, B2离子库在已知分支情况下解析寡糖的连接

位点, 但无法确定结构, GlycosidIQ是糖类二级质谱

数据库, 可根据糖苷键裂解碎片离子, 得出寡糖结

构, GlycoFragment软件可得到寡糖结构所有离子碎

片质量, 并对离子峰进行解析, GlycoSearchMS软件

可根据离子碎片找到对应寡糖质谱图和对应结构,

GlycanMass可得到寡糖离子碎片质量[67]; 第二种为

通过谱峰间m/z差值, 推断寡糖组成单糖的种类与

结构特点, 将单糖模拟组装形成理论寡糖结构, 如

GlycoMod 根据离子碎片推单糖组成 , 该程序还可

以匹配 SWISS-PROT 或 TrEMBL 数据库中的候选

寡糖[68]; STAT软件可快速解析聚合度 10以内的寡

糖, GLYCH数据库主要分析二级质谱信息, 解析直

链型、分枝型寡糖和 O-连接寡糖结构 , Cartoonist

Two软件可分析寡糖的单糖组成和寡糖结构, OSCAR

基于多级质谱解析聚合度 20以内寡糖结构。此外
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UniCarbKB 是用于糖组学研究的在线信息存储和

搜索平台[69], 包含聚糖的结构、生物学起源和潜在功

能的信息, 并将每个存储聚糖结构与质谱, 色谱法和

其他技术的高质量实验数据联系起来; EUROCarbDB

基于高效液相色谱、质谱和核磁共振实验的分析数

据[70], 提供了各种基于网络的研究工具, 可加快聚糖

分析和结构解析速度, 并推荐用于编码糖类结构的

格式和术语; GlycReSoft通过对候选聚糖成分进行

分组来进行识别[71], 这些候选糖成分汇总了其离子

碎片, 加合物和洗脱时间等信息, 可以有效地进行

糖谱分析。

在寡糖结构解析过程中往往是多种技术联合使

用, 多个质谱解析软件结合使用获得寡糖基本结构, 佐

以 13C NMR、1H NMR图谱解析结果, 并结合寡糖三维

模型数据库, 所有结构信息整合起来, 获得精确的寡糖

结构。

4 前景与展望

质谱技术目前是寡糖结构解析的主要方法, 通过

分离技术与质谱技术的结合, 可以实现对寡糖结构组

成进行准确解析, 质谱中的电离活化方法对结构解析

具有重要影响, 更高维度串联质谱可以提供更多的寡

糖结构细节, 寡糖结构解析专用软件的开发是处理和

解释质谱数据的必需工具。总之, 近年来质谱技术的

进步促进了寡糖结构的精准分析, 随着更高分辨率和

更灵敏的仪器广泛使用, 使复杂寡糖混合物和糖缀合

物的结构分析成为可能, 同时寡糖结构上的细微差异

以及修饰基团的不稳定性对寡糖分析方法的严格需

求, 成为质谱技术进一步发展的动力。
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