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AEC柱前衍生-高压液相色谱-质谱联用法 

分析混合植物浓缩液中多糖 
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摘  要: 目的 建立多糖的高压液相色谱串联质谱检测方法, 以提高多糖检测的特异性和准确性。方法 以 3-

氨基-9-乙基咔唑(AEC)为柱前衍生试剂, 反相 C18色谱柱为分离柱, 乙腈和乙酸铵水溶液为流动相, 在波长 254 

nm 处, 用 LC-MS/MS 同时分析植物及其提取物中多糖。结果 AEC 对多糖的衍生效果好, 无副产物产生; 经过

衍生化反应的多糖在高压液相色谱中得到了很好的分离; 并用质谱仪对其相对分子量和结构进行了确定。结论 

该方法操作简单, 灵敏度和准确度高, 样品的污染和损失风险低, 在植物多糖的结构分析、构效关系等研究上

具有重要应用意义。 
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ABSTRACT: Objective  In order to improve the detection specificity and accuracy of polysaccharide, a high 

pressure liquid chromatography-tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) method was developed for detec-

tion of polysaccharides in plants concentrate. Methods  Samples were derivatized using 3-amino-9- ethylcar-

bazole, separated by reverse phase C18 column using acetonitrile and ammonium acetate aqueous solution as 

mobile phase and detected by LC-MS/MS under the wavelength of 254 nm. Results  3-amino-9- ethylcarba-

zole(AEC)was good for the derivatization of polysaccharides, without side products and the polysaccharide 

molecules with the derived group were separated by mass spectrometry to determine the relative molecular 

weight and structure. Conclusion  the method is simple, sensitive and accurate and has  lower risk of pollu-

tion and loss. It has significance for structure analysis, structure-activity relationship of the plant polysaccha-

ride. 
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1  引  言 

糖类物质广泛存在于自然界中, 其中植物多糖

包括淀粉、纤维素、葡聚糖(如香菇多糖)、果聚糖、

树胶、粘液质、粘胶脂(如琼脂)等。随着科技的进步, 

植物多糖的多种生物活性逐渐被人们认知, 如植物

多糖具有免疫调节活性, 抗肿瘤活性, 可以防治糖尿

病, 促进胃溃疡愈合和修复, 抗辐射、降血脂等[1-4]。

多糖因此成为近年来天然药物的研究热点之一, 而

多糖结构信息分析的研究则具有极其重要的意义。 

目前广泛采用的多糖检测方法是蒽酮-硫酸法或

苯酚-硫酸法, 方法的原理是硫酸与样品相互作用后, 

将样品中多糖水解成单糖, 单糖脱水生成糠醛衍生

物后再与苯酚或蒽酮缩合成有色化合物, 在适当的

波长下通过比色法进行含量测定[5]。这两种方法均使

用葡萄糖为标准品进行定量, 若酸水解程度不完全

则会产生无法被检测定量的寡聚糖, 导致检测结果

偏低, 此外方法受样品颜色影响大[6], 操作繁琐, 耗

时长, 所得结果为样品中总糖含量, 未能对所检糖类

物质进行结构分析, 特异性差。 

将分离技术与质谱法相结合是分离方法中的一

项突破性进展[7], 质谱因其独特的选择性、灵敏度、

相对分子量及结构信息等优点, 逐渐成为糖链结构

分析的核心技术。由于多糖在紫外区没有吸收, 所以

需将其进行衍生, 让待检多糖结合可在紫外波长下

有吸收的稳定基团。但目前常用的伯氨基衍生化方法

反应过程复杂, 耗时长, 需要酸催化, 且会引起质谱

灵敏度降低[8]。基于还原氨化反应机制, 本研究选取

3-氨基-9-乙基咔唑(3-amino-9-ethylcarbazole, AEC)为

衍生试剂, 对多糖进行衍生化, 并成功应用 HPLC 对

多糖进行分离, 然后用质谱对多糖结构进行分析, 相

对于常规方法而言, 本方法的操作简单, 能对样品中

多糖进行特异分析, 分析效率和准确度高。 

2  材料与方法 

2.1  材料与试剂 

混合植物浓缩液 , 由无限极 (中国 )有限公司   

提供。 

葡萄糖标准品(德国 Dr.Ehrenstorfer GmbH 公

司); 标准混合多糖 DXT1K Mw1200(美国 Dextran 

Standard 公司); 3-氨基-9-乙基咔唑(AEC)、氰基硼氢

化钠(阿拉丁试剂(上海)有限公司); 色谱纯乙腈(安

徽时联公司); 氯仿、乙酸铵、冰醋酸(广州化学试剂

厂)。 

2.2  仪器 

API2000质谱仪(美国AB Science公司); 高压液相

色谱(1200)-紫外检测器(美国安捷伦公司); 冷冻高速

离心机(湘仪仪器公司); 恒温水浴箱、氮吹仪(诺基仪

器公司); 超纯水系统(富勒姆公司)。 

2.3  实验方法 

2.3.1  混合植物浓缩液样品前处理 

固体试样: 将试样与超纯水按 10 mg: 1 mL 混合, 

充分摇匀, 制成待检样液[9]。 

液体试样: 将试样充分混匀后得到待检样液。 

2.3.2  试样的衍生化处理 

将待检样液充分摇匀, 取 200 μL 于 15 mL EP 管

中, 依次加入 200 μL 0.04 mol/L AEC 的甲醇溶液, 

200 μL 0.2 mol/L 氰基硼氢化钠溶液, 60 μL 冰醋酸, 

充分摇匀后于 70 ℃水浴加热 1 h, 取出冷却至室温, 

加入 500 μL 的超纯水, 充分摇匀后加入 1.5 mL 的氯

仿, 振荡摇匀, 以 5000 r/min 转速离心 5 min, 取出静

置, 吸取上层水相于另一干净的 EP 管中, 用 1.5 mL

氯仿重复洗涤 2 次。洗涤干净的水相过 0.45 μm 的滤

膜, 10 倍稀释后进行液相和质谱分析[10]。 

2.4  HPLC 条件 

流动相: (A)0.1 mol/L 0.45 μm 水相滤膜过滤的

乙酸铵水溶液 : (B)纯乙腈=70:30 (v/v); 色谱柱为

Waters C18(250 mm×4.6 mm, 5 μm); 流速: 0.4 mL/min; 

柱温为 40℃; 进样量为 5~20 μL; 紫外检测波长(UV): 

254 nm;   

2.5  质谱分析条件 

用氮气(N2)作为雾化气体; ESI(+)离子源; 扫描

模式为正离子Q1全扫描; 离子扫描范围为m/z 350～

1500。  
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3  结果与讨论 

3.1  样品衍生化和 HPLC 分离 

本实验选用 3-氨基-9-乙基咔唑(AEC)为衍生化

试剂, 对试样进行柱前衍生。AEC 与糖类物质的反应

机制如图 1 所示。该反应原理是糖类物质的还原端在

酸性条件下与 AEC 的伯氨反应生成烯胺, 然后在氰

基硼氢化钠(NaBH3CN)的还原作用下生成稳定的二

级胺, 从而使糖类物质被 AEC 标记。 

按 2.3节所述的方法对葡萄糖标准品和混合多糖

DXT1K Mw1200 进行 AEC 衍生 , 所得衍生物经

HPLC 分离分析, 结果如图 2、图 3 所示。从图 2 可

以看出葡萄糖标准品衍生物的色谱峰相互对称, 没

出现拖尾现象, 这说明葡萄糖与 AEC 的反应专一, 

无副产物产生; 从图 3可看到不同聚合度的混合多糖

得到了很好地分离, 说明 AEC 衍生化过程使样品的

极性发生改变, 衍生产物的疏水性增强, 使糖在反相

HPLC 下的分离变得更加容易, 无需专用的糖分离柱, 

在一般的反相 C18 柱上即可获得满意的分离效果。此

外还说明 AEC 不仅可与单糖及二糖进行衍生反应, 

同时也可与聚合度较大的多糖发生衍生反应[11]。 
 

 

图 1  葡萄糖(Glu)与 AEC 的反应原理 

Fig. 1  Reaction principle of glucose with 
3-amino-9-ethylcarbazole(AEC) 

 

 

图 2  葡萄糖标准品衍生物的 HPLC 图谱 

Fig. 2  HPLC chromatogram of the AEC derivative of Glu  

 

图 3  标准混合多糖 DXT1K Mw1200 AEC 衍生物的 HPLC

图谱 

Fig. 3  HPLC chromatogram of the AEC derivative of poly-
saccharide mixture DXT1K Mw1200 

(1.十一聚糖; 2.十聚糖; 3.九聚糖; 4.八聚糖; 5.七聚糖; 6.六

聚糖; 7.三聚糖) 
 

3.2  标准葡萄糖和混合多糖分析 

AEC 衍生后的葡萄糖和混合多糖 DXT1K 

Mw1200 进行 HPLC 分析后, 直接进行 LC-MS/MS 分

离分析, 结果见图 4 及图 5。两图中分子离子峰皆为

正离子峰, 图 4是葡萄糖标准品衍生物的质谱离子峰, 

AEC 的分子量为 211, 信号最强的分子离子峰为 m/z 

375.0, 正好与 1 mol 葡萄糖结合一分子 AEC 脱去 1 

mol 水分子后被还原加上 2 个氢离子的分子量相同, 

经解析得知其为葡萄糖标准品衍生物的[M+H]+分子

离子峰。 

高聚合度的多糖在 LC-MS/MS 分析中主要碎片

方式呈 162 递减排列, 经分析确认为逐渐丢失 m/z 为

162 的糖基团。图 5 是从标准混合多糖 DXT1K 

Mw1200 AEC 衍生物的质谱全扫描图中提取的聚合

度为 1 到 11 的多糖离子碎片峰, 从图 5 中可以看出

混合多糖 DXT1K Mw1200 中含有 11、10、9、8、7、

6、3 碳的聚合多糖, m/z 值分别为 1995、1833、1671、

1509、1347、1185、699, 且保留时间与液相的检测

结果相互对应。 
 

 
 

图 4  葡萄糖标准品衍生物的质谱离子峰图 

Fig. 4  Mass spectra of glueose-AEC derivative 
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图 5  标准混合多糖 DXT1K Mw1200 AEC 衍生物的质谱

离子提取图谱 

Fig. 5  Mass spectra of polysaccharide mixture DXT1K 
Mw1200-AEC derivative 

(1.十一聚糖; 2.十聚糖; 3.九聚糖; 4.八聚糖; 5.七聚糖; 6.六

聚糖; 7.三聚糖) 

 

此方法不需对试样进行脱盐处理, 不但可以减

少样品的损失, 而且检测信号很强, 质谱检测灵敏度

高, 可准确对试样中多糖类物质进行定性检测。 

3.3  混合植物浓缩液中活性多糖分析 

将混合植物提取液充分摇匀, 按 2.3 节所述的

方法进行柱前衍生处理, 所得试样溶液无需进行脱

盐处理, 直接进行 LC-MS/MS 分离分析, 结果见图 6, 

保留时间为 10.84 min 时, 分析得出样品中含有四聚

糖, 三聚糖, 二聚糖, 单糖醛酸。糖醛酸相对于相同

糖聚合物, 保留时间更长, 结合 GPC 标准品(见图 5), 

判断此处为九聚糖醛酸; 保留时间为 12.09 min 时, 

分析样品中多糖峰含有四聚糖, 三聚糖, 二聚糖, 单

糖, 结合图 5 的保留时间, 判断为七聚糖; 在七聚糖

后, 六聚糖含量少, 在 13 min 到 19 min, 广泛分布着

戊聚糖, 四聚糖, 三聚糖, 二聚糖, 其中三聚糖含量

最高。 

 

 

图 6  混合植物提取液 AEC 衍生物的质谱离子提取图谱 

Fig. 6  Mass spectra ion extraction patterns of the AEC de-
rivatives of mixing plant extract 

(1.葡萄糖; 2.戊糖; 3.二聚糖; 4.三聚糖; 5.四聚糖; 6.七聚糖; 

7.九聚糖醛酸) 

4  结  论 

液相色谱-质谱联用(LC-MS/MS)技术集液相色

谱对复杂基体化合物的高分离能力和质谱独特的选

择性、灵敏度、相对分子量及结构信息于一体的优点, 

对糖链的确定及其糖肽的相对分子质量、糖链及肽链

的顺序及连接位点等检测具有独特优势。本研究以

AEC 为衍生试剂, 对待检试样进行柱前衍生, 建立

了 AEC 衍生多糖的 HPLC 分离分析方法, 在优化的

HPLC 分析条件下, 结合质谱检测手段为糖链的分离

分析及结构确定奠定了基础。该方法对植物及其提取

物中多糖链的分离和结构解析具有一定的应用价值。 
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近年来，食品安全得到了国家越来越多的重视，但我国的食品安全问题仍较严重。2011 年出现的“染色”

馒头、“瘦肉精”、“特仑苏”牛奶 OMP 物质等多个食品安全事件，引起了公众对食品安全问题的恐慌。鉴

于此，学报特别策划了“食品添加剂”专题，围绕不良食品添加剂的检测、食品添加剂的滥用、误用等问题

展开讨论，计划在 2013 年下半年出版。编辑部特向各位专家诚征惠稿，综述、研究论文均可，以期进一步提

升该专题的学术质量和影响力。请在 2013 年 6 月 30 日前通过网站或 Email 投稿。我们将快速处理并优先发

表专题论文。 

  
投稿方式： 

网站：www.chinafoodj.com 

Email：tougao@chinafoodj.com 
 

《食品安全质量检测学报》编辑部     

 


