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药物分析和鉴定
·

高效液相色谱法在体液成分糖质分析中的应用

解放军总后医学专科学校 张 惠

提要
�

本文介绍 了近年来用高效液相 色谱法 分析体液成分中糖质的离子 交换法
,

分 配 色

谱法
,

凝胶过滤 色谱法
,

高效亲和色谱法等
。

糖质 中除 单糖
、

寡糖
、

多糖等单由糖分

子 �
一

单纯糖质 � 所组成成分外
,

尚有糖分子

与各种试元所组成的贰
。

�丈及糖与蛋 白质或

脂质的结合体
,

所谓糖 蛋白质和糖脂质的复

合糖质
。

在自然界和体内分布很广泛
。

糖质

在化学结构上有很多类似
,

又有很多的异构

体
,

并且在体内或天然界常以几种糖共同存

在
。

所以在糖质分析 中有很多的干扰
。

使用

基质特异性高的酶
,

作为目的的 糖 成
·

分 可

以进行特异分析
,

但这样方法有一定限制
,

所 以近年来报道甚少
。

因此
,

在定量前需要

分离
,

其分离技术就要利用各种色谱法
。

� �  �年以来在美国化学 文 摘 ��  � ��
��

收载的糖质分析文献
,

用 � � ! ∀ � 检索
,

高

效液相色谱法 �� � � � � 文献约为� �� 篇
,

为

其他色谱法篇数的总和
。

卞文搜集了 � �  �年

以来的� �� �法分析糖质文献
,

必要时也参

照了以前的文 献
,

现分类评述如下
。

一
、

离子交换树脂法及柱后标记技术

� �年代就有人用离子交换树脂进行糖质

分析
,

由于当时离子交换 树脂性能差
,

柱后

标记试剂反应慢且有干 扰的副产物产生
。

以

后经过多次的改进
,

在分 离效率等方面有很

大提高 �当时为常压柱 色谱法 �
。

� � �
�� 等

使用交联度低的球形季钱型阳离子交换树脂

�日立 � � ���
,

以二段梯度洗脱
,

天然存在

的全部醛糖约�� � �
� 钟即

‘

丁分离成功
,

并分

离了糖醇
,

糖醛酸
,

唾液酸等
。

又用磺酸型阳

离子交换树胎 �日立 � � � �� �
将糖衍生为硼

酸络
一

合体
,

分离了氨基糖
。

作为硼 酸 络 合

体
,

利用糖的经基配位的不同
,

所以对异构

体的分离也很适台
。

还原糖 由�
一

氰基乙酞胺 柱 后 标 记
,

利

用紫外吸收 �� �� � � �
,

荧光 � 激 发 波 长

�� � �
,

荧光波长� � � 二 �
”
�检测

。

另外
,

标

记物在石墨炭电极上由电解电流 �附加电压

� � � � � � � � � � �� 也可检测 �� �
。

紫外吸收
,

荧光及电化学的检出下限分

另��为� �
一 “
� � �

, � � 一 ‘ 。
� � �

, �� 一 “ � � �
。

用乙二

胺代替 �
一

氰基乙酞胺在高温下标记
,

进行电

化学检测
,

检出下限还可降低
。

此法在现在

糖分析中可算得是最灵敏的方法
。

糖的柱后标记法除上述外
,

尚有吸光法

的 � 一 �
一

二辛可宁酸法
,

四哩金翁兰法
,

对氨

毯安 自
、

香酸肪 �“ �等
。

另外
,

荧光检侧法有用

乙醇胺法
,
乙二胺法

,

牛磺酸法
,

精氨酸法
,

苯 甲酞眯法
,

日
一

氨基丙基乙睛法
。

电化学检

测用的标记法除 �
一

氰基乙酸胺和 乙二胺外
,

尚有二氮杂菲
一
� � ��� 络合法

,

其灵敏度与

乙二胺法几乎相等
。

二
、

分配色谱法和柱前标记法

分配色谱法是分析糖的另一个 重 要 分

文
,

它的保留时间比阳离子交换树脂色谱法

短
。

将硅胶上所有的硅醇基用烷基或氨基烷

基取代作为 固定相
。

分配色谱法成功的分离

了寡糖
,

用脐或硼氢化物在碱性条件下
,

将

糖从糖蛋 白质中释放出来
,

在 � �内分离
。

但

这种方法事先要用凝胶渗透色谱
,

或电泳以
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旦旦

���、, ,�嘀
�

��月洲

及纸色谱纯化寡糖
,

所以不适用于 常 规 分

析
。

近年来因离子交换树脂有很大改进
,

木

田等用分配型再上典型的离子交换型树脂
,

确定了在糖蛋白质 中醛糖
,

氨基糖
,

唾液 酸

等的分析条件
,

柱填充以质子型磺化茉乙烯
�

二乙烯苯聚合物
,

检测在� � �
� � ,

以 后用 �
�

氰基乙酞胺柱后标记
。

另外
,

�
一

匕多孔结构树

脂也可起到分子筛的作用
,

用于分离分子量

大小不同的寡糖
。

将硅胶烷基化或氨墓烷基化
,

用含水乙

睛作流动相
,

用差示折光检测器检测
,

此系

统主要以 中性糖为对象
,

利用分配型进行分

离
。

此分离型本来是根据样品极性差异
,

适

合于碳原子数不同的单糖间
,

脱氧 糖 不���
�

酞化氨基糖和醛糖以 及酮糖间
,

以及聚合度

不同的糖种间等分离
。

但对立体异构体和位

置异构体的分离效果不佳
。

��
� � � � � 等用烷

基氨基化硅胶柱研究 了� �种 业糖及寡糖的洗

脱时间与糖结钩间的关系
。

小泉等的关干寡

糖分离报告 引起人们的注视
,

他们对具有各

种结合样式的同族 系列寡糖的分离进行了讨

论
,

同系列聚合度在�� 一�� 的寡糖分离获得

成功
。

氨基烷基化系统的缺点是洗脱液的酸

碱性柱效率易发生变化
,

再现性不佳
。

特别

是对体液样品连续分析时此倾向性更强
,

柱

老化快
。

用烷基化硅胶柱一般比氨基烷基化

硅胶柱更易老化
,

但在洗脱液 中脂肪族胺作

为改性剂
,

可使分离效率改进
。

这些系统在检测方面
,

都 专用 差 示 折

光
,

检测灵敏度都不高
,

检出下限为 ��
‘ ”

一

� �
一 � � � � �

。

因此
,

这些系统适合于食品
,

衣料品
,

药品中单糖或寡糖
,

对糖
一

可分析的 种 类 较

少
,

样品用量较多
。

下适用于常规分析
,

仅

适用于试验研究用
。

柱前标记法因难于 自动化
,

衍生化技术

需由操作者自己动手处理
,

大量常规分析就

显得花费时间
。

但标记的衍生物比原样解
, 的

疏水性增强
,

所以也适用于在硅 胶 上 正 相

分配方式
。

为此也开发了一些方法
。

茉二甲

基硅烷化是用正相分配紫外检测系统
,

丹酞

讲化
,

还原的毗吮氨基化等 得 到 好 评
。

此

二者是用反相分配荧光检测系统
。

一般伴随

衍生化沂
,

还原糖的端基异构体的 互 变 消

失
,

各还原糖出现复峰
,

所 以对含有多种糖

成分的样品分析很困难
。

丹酸胁化不是端基

异构体的消失
,

而是有正 �反异构体的问题
。

�

�二述方法中只有还原的毗咤氨基化法有一个

峰
,

使分析单纯化
,

但环结构消失分子刚性

�� �� �� �� �� 减少
,

单糖的相互 分 离 不 容

易
。

三
�

凝胶过滤色谱法

将磺化苯乙 烯一二乙烯苯聚合物的 树 脂

细孔大小加以 调节
,

可利用为凝胶过滤色谱
。

使用� 型
,

有分析聚合度」一 �麦芽寡糖的例

子
。

又有使用这些树脂的�
�
型和� � 型

,

在

这些金属配位的水分子和糖分子的经基之间

发生配位交换
,

所以可以分离糖
,

此型为糖

分析所特有
,

用水就可洗脱所 以很方便
。

但

是
,

端基异构体和异构体 间的分离只有某种

程度的可能性
,

可分离糖的种类并不太多
。

磺化苯乙烯
一

二 乙烯苯基聚合物因具 有 磺酞

丛
,

可以将氨基糖等碱性糖
,

直接用 阳离子

交换型分离
,

用含酸的洗脱液洗脱时
,

因离

子筛析效果可以分离酸性糖
。

本型 �习均可将水或比较稀的缓冲液作为

流动相
,

容 易采用各种柱后标记法
。

用水或

含水乙腊的流动相均可使用差示折光检测
,

如果样品用量不受限制时可采用本法
。

但用

磺化苯乙烯
一

二乙烯苯聚合物进行分析
,

不论

那种类型可以分离糖的种类均受到限制
。

四
、

高效亲和色谱法

高效亲和色谱法是有希望分析临床样品

的糖 蛋白质
,

现在用空心柱
,

�
� �� � �和 �

�

。 � � � � �� 等采用了高效亲和色谱 法 用 于 临

床分析糖样品
。

典型的亲和色谱法以 琼脂糖

主要作为不 溶性载体
,

然而硅胶经化学修饰

也可使用
。
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� � � � � � � � �等作 了研究报道
,

他们将亲

和色谱 法结合以筛析色谱法
,

用 多孔 硅 胶

�� �件� � 作亲和色谱的固定相
,

连接 到�
�

� � �
一

� � � � �� 柱
,

作为筛析色谱用此 复 合

往
,

于 � 小时内完成了血浆 � � 川� 中 � 种

糖蛋白质 的分离
。

五
、

其他方法

阴离子交换 树脂 �碱性溶液一电化 学 检

出
。

� � � � �� � 等
“ “�将金电极浸于糖的碱性溶

液
,

产生正 电位
,

使糖被氧化
,

用 � 个电位

交互附加脉冲
,

一面 电极表面不断净化
,

一

面进行电解电流的模拟 �� �� � �� � �� ��
,

一

可

以显现将糖以高灵敏度检出
。

由阴离子交换

树脂与强碱性的阴离子交换型 �此时糖变为

酸而分离�分离糖
,

适用于此检出法的装置 已

有市售
,

但分离糖的种类仍受限制
。

此外
,

一般的阴离子交换树脂长期与强碱性溶液相

接触则发生分解
,

分解产物对糖的检出有干

扰
,

所以必需用耐腐蚀性树脂
。

用 此 系 统

检测法选择性低
,

对糖以外的物质也有检出

的可能性
,

不仅还原糖连糖醇等非还原糖也

可检出
,

此方法 的检 出 下 限 为 � �� “ �
‘“

� � �
。

上述用金 电极脉冲电流滴定而代之利用

以镍电极上的氧化检出法也被人重视
。

其机

理如下
,

但 电极的耐久性等的研究尚有待探

讨
。

��
�

� �乡
� � ��� �

� � �� � � � � � �
�

一
� �� �� � � � �

�
�

� � �

� �� �� � � � � �
�� � � , � � ���  �

� � �
·

�
·

一
被氧化产物

�
�
十 � �� �� � �

一
进一步被氧化产

物 � � � �� � �
�

七
、

结 语

搪的种类和各种异构体众多
, ,

所以精

细分析是很必要的
。

�习前
,

在糖分析及与蛋

自质和核酸的有关化合物的分析
,

不能说近

于完成
。

关于用气相色谱法
,

电泳法
,

薄层

法来分析糖质仍有一些好的方法
,

因篇幅所

限将另行介绍
。

因与糖质有关的领域非常广

泛
,

很多疾病也与糖及其代谢产物有关
,

期

待更好的新方法问世
。

�参考文献共 �� 篇略�

用快速比色法测定复方新诺明小儿片溶出度和含量均匀度

蒋雪 涛

忘鸣鹤

君良棣正郁柳
第二军医大学

复方新诺明制剂中�� �和� � �帅测定
,

已有多种方法报道
� 如永停滴定法 �’� ,

紫外

光谱法 �� 》 ,

气相色谱法 �“�液相色谱法 “
‘ “》

比色法 �。 �和示波极谱法 �� �等
。

为了考 察 复

方新诺明小儿片的溶出度相均匀度
,

我们对

各种侧定方法进行了比较
,

综合考 虑 了 快

速
,

简便
,

不需昂贵仪器设备 又有足够的灵

敏度和精密度等因素
,

参照� � � � �� � �
�

和

�� �� � �
�

�� 的快速直接比色法
,

对其中的

某些操作 条件进行了考察
,

较满意地完成了

小儿用复方新诺明片剂的溶出度和均匀度的

测定
。

实验部分

一
、

仪器与试药

�� �分光光度计 �上海分析仪 器 �一 �
,

� �一 � 型药物释放度测定仪 �江苏武迸精密

仪器厂�
,

旋涡混合器
,

�
�

仁海第一医学院

� �
一 �。型� � 嗅酚蓝试液 ��

�

� � � � � 的 拘

株酸一磷酸盐缓冲液
, � � �

�

� ,

��
�

�� ��
�

�

�构株酸与� �
�

� � � �
�

� � 磷 酸氢 二 的 混


