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摘　要　以新合成的 12萘基 232甲基 252吡唑啉酮 (NMP)为柱前衍生试剂 ,采用毛细管区带电泳模式考察并优

化了糖类衍生物的分离条件。实验采用 58. 5 cm ×50μm i. d.毛细管 (有效柱长 50 cm) , 55 mmol/L硼酸盐缓

冲溶液 (pH 9. 46) ,柱温 20 ℃,分离电压 22 kV,进样 10 s,在不加任何添加剂的情况下 ,高效、快速地实现了 9

种糖的基线分离 ,并在最优化条件下进行了唐古特白刺实际样品的分离分析 ,结果令人满意。
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1　引　言

糖是自然界和生物体中广泛存在的物质。长期以来 ,人们认为糖的主要功能是提供能量 ,而新兴的

糖生物化学研究发现 ,糖类物质除了提供能量外还有其它多方面的生物活性与功能 ,诸如抗癌、抗菌、抗

病毒、控制细胞分裂 ,调节细胞生长和人体免疫功能等作用 [ 1 ]。多糖及其衍生物还被用作分离对映异

构体的手性选择剂 [ 2、3 ]
,所以糖类的研究受到人们越来越多的关注。但多糖的结构复杂 ,具有很高的微

观不均一性。因此 ,对其分离分析相当困难。毛细管电泳以快速、高效和灵敏度高、所需样品少等优点

被广泛应用于各个领域。用毛细管电泳分析糖类物质在 20世纪 90年代发展迅速 ,目前毛细管电泳对

糖的分析主要集中在单糖和寡糖的分离检测方面 ,对多糖的分离分析还不多见。Suzuki等 [ 4 ]提出了一

种不同于还原氨化类型的新的衍生方法 ,以 12苯基 232甲基 252吡唑啉酮 ( PMP) 作衍生试剂 ,利用活泼碳

(C24) 和还原糖的还原端之间的一种新的缩合反应。在温和条件下缩合反应快速定量 ,不需要酸催化

剂。赵燕等 [ 5 ]以 PMP作为衍生试剂分离了 8种单糖 ,并将该方法用于中药大黄多糖 (RTP)的单糖组成

及其摩尔比率的测定。本研究采用新合成的衍生试剂 12萘基 232甲基 252吡唑啉酮 (NMP)对糖类进行柱

前衍生 ,在毛细管区带电泳模式下实现了 9种糖类的快速基线分离 ,并用于唐古特白刺实际样品的分离

分析 ,效果令人满意。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

HP23D毛细管电泳仪 (美国 Agilent公司 ) ;毛细管 (河北省永年锐沣色谱器件有限公司 ) ,总长度

58. 5 cm,有效柱长为 50 cm ,内径为 50μm。单糖 (美国 Sigma公司 ) ;硼砂 (分析纯 ,徐州试剂二厂 ) ;水

为 M illi2Q超纯水。其它试剂均为分析纯。
2. 2　实验方法

以不同浓度的硼酸缓冲溶液 ,在不同 pH、电压和温度下 ,采用 254 nm二极管阵列检测 (DAD) ,分别

对糖类衍生物进行分离。实验前对缓冲溶液进行超声脱气 5 m in,每次进样之前 ,分别用 0. 1 mol/L

NaOH溶液、超纯水、硼酸盐缓冲液冲洗毛细管柱 5 m in,更换缓冲液时 ,需要分别冲洗 10 m in。

2. 3　样品的合成和衍生化

2. 3. 1　β2萘胺的制备　将 19. 45 gβ2萘胺盐酸盐悬浮在 500 mL水中 ,迅速加热至沸 ,趁热过滤除去杂

质后小心地用 100 mL 5. 0% (w /w ) NaOH溶液中和。滤液放置 4 h后过滤 ,所得晶体在氮气环境下用

P2 O5干燥后用于合成。

2. 3. 2　12( 22萘基 ) 232甲基 252吡咯烷酮 ( NM P)的合成　圆底烧瓶中分别加 10 gβ2萘胺 , 50 mL无水乙
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醇 ,混合后加热至 60 ℃,在 1. 5 h内小心地滴加 30 mL乙酰乙酸乙酯 ,并于 60 ℃保温搅拌 7 h。反应完

全后旋转蒸出大部分溶剂 ,常温放置 24 h后 ,过滤所得沉淀于室温干燥 24 h。粗产物用 100 mL甲醇重

结晶 3次 ,得白色晶体 NMP 10 g (产率 68% )。熔点 (m. p. ) 195. 1～197. 5 ℃。元素分析 (测定值 ) :

C 75. 2, H 5. 40, N 12. 47; 计算值 , C 75. 0, H 5. 36, N 12. 5。红外光谱 IR ( KB r) : 3121. 4 ( C H ) ;

3055. 20 ( C H ) ; 1722. 1 ( C O ) ; 1562. 1 ( ph H ) ; 1511. 6 ( ph H ) ; 1469. 44 ( C H ) ;

1390. 7, 1363. 8 ( C H ) ; 1027. 3, 895. 2, 858. 6, 748. 3。质谱 ( ESI/MS) : m / z 225 [M + H ]
+。

2. 3. 3　糖的衍生化　依次将 30μL糖溶液 , 200μL NMP溶液 (0. 05 mol/L )和 20μL氨水加入安培瓶

中 ,密闭后于 70 ℃保温 30 m in。氮气吹干加 500μL乙腈溶解。衍生化过程见图 1。

图 1　糖类的衍生化过程

Fig. 1　Scheme of carbohydrate derivatization

3　结果与讨论

3. 1　缓冲溶液的选择

分离体系缓冲溶液的选择对于减小溶质与管壁的相互作用 ,克服峰型畸变 ,提高分离度都是十分重

要的。对于糖类来说 ,由于其分子中具有较多的疏水基团 ,因此克服溶质与管壁的吸附尤为重要。在利

用光学检测器时应用最多的缓冲溶液是硼酸盐体系 , pH值一般在 8～10 ,实际起作用的是 B (OH ) -
4 ,

它能与糖形成带电络合物 ,其反应如下 [ 6 ]
:

缓冲溶液中常用的除硼酸盐外还有磷酸盐 ,它们可以单独使用 ,也可联合使用。本研究在比较了硼

酸盐缓冲体系和磷酸盐缓冲体系之后 ,发现在硼酸盐缓冲体系下糖类衍生物的分离效果更佳 ,因此实验

选择硼酸盐缓冲体系。

3. 1. 1　硼酸盐浓度对分离的影响　缓冲溶液浓度的变化会造成电导的变化 ,从而引起峰型的前伸和拖

尾 ,所以选择合适的硼酸盐浓度对提高分离效果具有十分重要的作用。实验在固定其它条件的前提下 ,

考察了硼酸盐浓度在 40～65 mmol/L范围内对糖类衍生物分离的影响 ,如图 2 ( a、b、c)所示。由图 2可

以看出 ,硼酸盐浓度为 55 mmol/L时分离效率较高 ,迁移时间较短。虽然随着浓度的改变分离度的变化

趋势不很明显 ,但对于分离度最小的葡萄糖而言 ,硼酸盐浓度为 55 mmol/L时 ,其分离度达到最高。因

此实验选择硼酸盐浓度为 55 mmol/L。

3. 1. 2　pH值对分离的影响 　溶液 pH值的调节对于溶质的分离具有较大的影响 , pH的高低会引起溶

质所带电荷的改变 [ 7 ] ,从而影响溶质的迁移行为。此外 , pH的改变还伴随着电渗流的变化 ,引起分离
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图 2　硼酸盐浓度对分离度 ( a)、理论塔板数 ( b)和迁移时间 ( c)的影响

Fig. 2　Effect of borate concentration on resolution ( a) , theory p lates( b) and m igration time ( c)

1. 半乳糖 ( galactose, Gal) 2葡萄糖醛酸 ( glucuronic acid, GlcUA) ; 2. 鼠李糖 ( rhamnose, Rha) 2甘露糖 (mannose, Man) ;

3. 木糖 ( xylose, Xyl) 2阿拉伯糖 ( arabinose, A ra) ; 4. 甘露糖 (Man) 2岩澡糖 ( fucose, Fuc) ; 5. 阿拉伯糖 (A ra) 2葡萄糖
( glucose, Glc)。条件 ( conditions) : pH = 9. 46,温度 ( temperature) 20 ℃,电压 ( voltage) 22 kV。

情况的变化 ,所以 pH值的优化对于分离的影响很大。实验考察了不同 pH值的缓冲溶液对分离的影

响 ,从而确定了最佳的 pH值。图 3 ( a、b、c)分别为 pH值对分离度、理论塔板数、迁移时间的影响 ,由图

3可以看出 , pH 9. 46时分离效率最高 ,分离时间最短 ,分离度较高 ,综合这 3方面因素 ,实验选择

pH = 9. 46。

图 3　pH值对分离度 ( a)、理论塔板数 ( b)和迁移时间 ( c)的影响

Fig. 3　Effect of buffer pH on resolution ( a) , theory p lates( b) and m igration time ( c)

a21. 半乳糖 ( Gal) 2葡萄糖醛酸 ( GlcUA) ; a22. 鼠李糖 (Rha) 2甘露糖 (Man) ; a23. 木糖 (Xyl) 2阿拉伯 (A ra) ; a24. 甘露

糖 (Man) 2岩澡糖 ( Fuc) ; a25. 阿拉伯糖 (A ra) 2葡萄糖 ( Glc)。b, c21. 阿拉伯糖 (A ra) ; b, c22. 葡萄糖醛酸 ( GlcUA ) ;

b, c23. 甘露糖 (Man) ; b, c24. 葡萄糖 ( Glc) ; b, c25. 岩澡糖 ( Fuc)。条件 ( conditions) : 55 mmol/L硼酸盐 ( borate) ,

温度 ( temperature) 20 ℃,电压 ( voltage) 22 kV。

3. 2　温度和电压对分离的影响

毛细管电泳分离过程中维持恒定毛细管温度 , 对于散逸分离过程中产生的焦耳热及改善分离都有

一定的作用。在 10 ℃～30 ℃之间 ,比较了不同温度下糖类的分离情况。结果发现 ,温度的变化对实验

中糖类分离影响不大。为防止温度过高产生较大的焦耳热而影响分离效果 ,实验选择 20 ℃作为毛细管

的分离温度。分离电压对迁移时间和分离度也有一定的影响。但升高电压 ,由于受焦耳热的限制 ,对分

离度的贡献相对有限。当电压过高时 ,电流增大 ,产生较大的焦耳热 ,导致毛细管的温度梯度和溶质局

部粘度的改变 ,从而引起区带变形。尽管缩短了分析时间 ,但各组分间的分离度相应变差。从整体分离

情况看 ,实验选用分离电压 22 kV , 9种糖类衍生物均在 18 m in内出峰完毕 ,分析简单快速。

3. 3　添加剂对分离的影响

在电泳过程中 ,在缓冲溶液中加入有机溶剂可以影响介质粘度、介电常数及双电层结构等 ,进而影

响电渗流及迁移行为 ,达到调节选择性、改善分离度的目的 [ 8 ]。实验中考察了异丙醇、乙腈、甲醇 3种有

机添加剂对糖类衍生物分离的影响 ,结果发现 ,异丙醇、乙腈、甲醇的加入均不能明显改善分离度 ,所以

在实际分离过程中未加入任何有机添加剂。
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3. 4　糖类的分离

按照上述优化条件 , 50 kPa压力进样 ,进样 10 s,硼酸盐浓度 55 mmol/L , pH = 9. 46, 柱温 20 ℃,分

离电压 22 kV,对 9种糖类 NMP衍生物进行了分离 ,并在此最佳条件下对唐古特白刺实际样品进行了分

离分析 ,结果见图 4和表 1。

图 4　9种糖类衍生物 ( a)和唐古特白刺实际样品 ( b)的毛细管区带电泳分离图

Fig. 4　Chromatogram s of nine derivatized carbohydrates ( a) and Tangufican N itratia samp le ( b) by

cap illary zone electrophoresis

1. 木糖 (Xyl) ; 2.阿拉伯糖 (A ra) ; 3.葡萄糖 ( Glc) ; 4.鼠李糖 ( Rha) ; 5. 甘露糖 (Man) ; 6. 岩澡糖 ( Fuc) ;

7.半乳糖 ( Gal) ; 8. 葡萄糖醛酸 ( GlcUA) ; 9. 半乳糖醛酸 ( GalUA)。

表 1　单糖标准品衍生物的分离参数
Table 1　Separation parameters of carbohydrate derivatives

单糖
Carbohydrates

迁移时间 t (m im)
M igration time

理论塔板数 N
Theory p lates

分离度 R s
Resolution

选择性α
Selectivity

木糖 Xyl 12. 8 3. 24 ×105 3. 02 1. 05

阿拉伯糖 A ra 13. 2 2. 84 ×105 4. 22 1. 03

葡萄糖 Glc 13. 3 3. 02 ×105 1. 34 1. 01

鼠李糖 Rha 13. 6 2. 32 ×105 2. 96 1. 02

甘露糖 Man 14. 5 2. 75 ×105 7. 44 1. 06

岩澡糖 Fuc 14. 7 1. 69 ×105 1. 79 1. 02

半乳糖 Gal 15. 2 2. 76 ×105 4. 13 1. 04

葡萄糖醛酸 GlcUA 16. 8 2. 72 ×105 12. 7 1. 10

半乳糖醛酸 GalUA 17. 9 2. 57 ×105 8. 94 1. 07

　条件 ( conditions) : 55 mmol/L硼酸盐 ( borate) , pH = 9. 46, 温度 ( temperature) 20 ℃, 电压 ( voltage) 22 kV, 进样 ( injection) 10 s,毛细
管长 ( cap illary length) 58. 5 cm, 内径 ( interio diameter) 50μm, 有效长度 ( effective length) 50 cm,波长 (wavelength) 254 nm。

　　结果发现 ,唐古特白刺实际样品中 9种糖类物质均含有。其中阿拉伯糖 (A ra)、半乳糖 ( Gal)、半乳

糖醛酸 ( GalUA) 3种单糖含量较高 ;木糖 (Xyl)、葡萄糖 ( Glc)、鼠李糖 (Rha)含量居中 ;甘露糖 (Man)、岩

澡糖 ( Fuc)、葡萄糖醛酸 ( GlcUA)含量相对较低。
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Separa tion of D er iva tized Carbohydra tes by

Cap illary Zone Electrophoresis

Sheng Xiao2 , D ing Chen2Xu1 , L iu L ing2Jun2 , Suo You2Rui1 , Sun Zhi2W ei2 , You J in2Mao3 1, 2

1 (N orthw est P lateau Institu te of B iology, Chinese A cadem y of Sciences, X ining 810001)
2 (College of Chem istry Science, Q ufu N orm al U niversity, Q ufu 273165)

Abstract　A simp le and rap id method was developed for the separation of derivatized carbohydrates using

12naphthyl232methyl252pyrazolone (NMP ) as derivatization reagent by cap illary zone electrophoresis. The

detection was performed with diode array at 254 nm. A 58. 5 cm ×50μm i. d. ( 50 cm effective length)

untreated fused2silica cap illary was used. To op tim ize the conditions, the background electrolyte concentra2
tion, buffer pH, column temperature, voltage and other factors were studied. It was found that the buffer con2
centration and pH value have a greater impact on the separation, but the influences of temperature, voltage

and additives on resolution were not obvious. On the basis of the op tim ization, the op timum conditions are as

follows: 55 mmol/L borate buffer (pH 9. 46) , voltage 22 kV , column temperature at 20 ℃ and detection at

254 nm. The samp les were atmospherically introduced with an injection time of 10 s. The results indicate that

9 NMP2derivatized carbohydrates achieve baseline resolution within 18 m in under the p roposed conditions. The

Tangufican N itratia samp le was also analyzed under the op timum conditions.

Keywords　Carbohydrates, cap illary zone electrophoresis, 12naphthyl232methyl252pyrazolone
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