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毛细管气相色谱法测定海带提取多糖中的 L- 褐藻糖含量
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摘要:建立快速而准确灵敏的方法测定海带( Laminaria japonica )提取多糖 ) ) ) 褐藻多糖硫酸

酯中的 L- 褐藻糖含量。海带多糖经酸解后, 转化成糖腈乙酸酯衍生物。采用 SGE AC 225毛

细管柱进行分离, 实验中以肌醇为内标物。从青岛产海带提取的褐藻多糖硫酸酯中仅含有

L-褐藻糖和 D-半乳糖 2种单糖, 样品 10-1, 10-2, 10-3, 10-4中的 L- 褐藻糖的平均含量分别为

32. 907 2% , 32. 314 7% , 31. 292 4% , 32. 357 1% , 回收率为 97. 1%~ 99. 9% , 变异系数为

0. 23%~ 0. 60%。采用气相色谱法测定海带多糖中的 L- 褐藻糖含量准确、可靠。
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L- 褐藻糖 ( L- fucose , L- 岩藻糖) 又名 6-脱氧半乳

糖,是一种以L型异构体形态天然存在的稀有糖类
[ 1 ]
。

国内外大量研究发现 L- 褐藻糖具有多种生物学功

能, 如可抑制白血细胞形成 (即消炎作用)、治疗风湿

性关节炎及合成某些免疫抗原等等。在生物体内, L-

褐藻糖主要存在于大多糖蛋白和糖酯等糖复合物糖

苷链的非还原端及分子量较大的糖酯及血型抗原 [ 2 ]

中。此外, 还存在于某些微生物的胞外多糖( EPS)中。

但其更主要来源于褐藻多糖硫酸酯 ( fucoidan)。褐藻

多糖硫酸酯是一种水溶性多糖, 存在于褐藻的胞间组

织中,分子质量大且结构复杂 [3- 5]。其组成因褐藻的种

类而有所不同, 但其主要成分都是 L-褐藻糖- 4-硫

酸酯,其次还伴随有少量的半乳糖、糖醛酸等。目前,

关于褐藻多糖硫酸酯的分离、纯化、结构组成以及其

活性等方面的研究有大量报道 , 但采用气相色谱法

( GC) 来测定其中的 L-褐藻糖含量尚未见报道。气相

色谱法测定单糖具有选择性好、样品用量少、分辨率

高、灵敏快速等优点, 近年来, 在国内外已被广泛应

用, 但由于糖类本身没有足够的挥发性, 所以在分析

前必须进行衍生化处理,使其转化成易挥发和热稳定

的物质
[ 6 ]
。

作者采用糖腈乙酸酯衍生化方法对从海带

( Laminaria japonica)中提取到的褐藻多糖硫酸酯样品

进行了分析测定, 得到了样品中各组成单糖的色谱

峰, 并依据色谱图提供的数据对其中的 L- 褐藻糖进

行了定量分析, 以期能为从褐藻多糖硫酸酯中制备此

种单糖提供一些理论依据。

1 实验部分

1. 1 仪器、材料与试剂

所用仪器为HP5890 Ò 气相色谱仪 (美国惠普公

司) , 氢火焰离子化检测器 ( FID) ; 无水吡啶 ( AR) ; 乙

酸酐 ( AR) ; 硫酸 ( AR) ; 盐酸羟胺 ( AR) ; 三氟乙酸

( AR) ; 蒸馏水; L- 褐藻糖、D-半乳糖、D-木糖、D-甘露

糖、L-鼠李糖均为标准单糖 ( sigma公司) ; 肌醇 (无锡

默克尔精细化学品有限公司) ;海带 (青岛产, 洗净, 烘

干,粉碎)

1. 2 色谱条件

色谱柱 : SGE AC225 2. 5 mm @ 30 m弹性石英

毛细管柱; 柱温 : 215 e ; 进样口温度: 250 e ; 检测

器温度 : 250 e ; 分流比 : 100 B1; 高纯氮气为载气 ,

流速1 mL/ min。
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1. 3 褐藻多糖硫酸酯的提取

1. 4 褐藻多糖硫酸酯的水解

称取编号为 10-1, 10-2, 10-3, 10-4的褐藻多糖硫酸

酯各 1份, 分别置于 10 mL水解管中, 加 10mL 2 mol/ L

的三氟乙酸 ( TFA)溶液溶解,封管, 100 e 水浴中水解
4 h, 减压浓缩至干。

1. 5 衍生物的制备

1. 5. 1 标准糖样衍生物的制备

分别称取 4~ 6 mg的 L- 褐藻糖、D-半乳糖、D-木

糖、D-甘露糖、L-鼠李糖以及 1 mg的肌醇置于 1 mL

的离心管中, 加入 10 mg盐酸羟胺和 0. 5 mL的吡啶,

在 90e 水浴中加热反应 30 min, 并不时振荡, 取出后

冷却至室温,加入 0. 8mL的乙酸酐,于 90 e 水浴中继
续进行乙酰化反应 30 min, 并不时振荡, 冷却后即得

适于气相色谱分析的标准单糖衍生物。

1. 5. 2 褐藻糖的衍生化

分别称取编号为 10-1, 10-2, 10-3, 10-4的褐藻多糖

硫酸酯的水解样一定量, 按 1. 5. 1中的方法进行衍生

化处理,得到的样品液即可按气相色谱内标法定量。

2 结果与分析

2. 1 混合标准单糖衍生物色谱分析

按文献[ 7]记载方法进行衍生化反应, 使各种标

准单糖转化成糖腈乙酸酯衍生物。以标准单糖糖腈乙

酸酯对各色谱峰进行定性和分离度的测定, 色谱分析

结果见图 1。

2. 2 各种单糖相对质量因子的测定

相对质量因子按下式计算:

F i= ( A s @ Wi) / ( A i @ Ws)

式中 F i为单糖的校正因子; A i, Wi分别为对应

单糖的峰面积和质量; A s , Ws分别为内标物的峰面积

和质量。

5种单糖的相对质量校正因子见表 1。

2. 3 样品分析

样品的衍生化反应同标准单糖在同样色谱条件

下进行, 样品 10- 1, 10- 2, 10- 3, 10- 4的色谱分析

结果见图 2,各样品的 L-褐藻糖含量见表 2,每个样品

平行测量 5次。

2. 4 回收率的测定

为了检验单糖在样品预处理过程中的损失, 在同

样的实验条件下, 向样品 10-1中加入一定量的 L-褐

藻糖标准品,平行测定 5次, 结果见表 3。

3 讨 论

褐藻多糖硫酸酯是一类主要由褐藻糖组成的不

均一硫酸多糖, 是褐藻细胞壁的组成成分, 它的分子

质量变化很大, 从数 ku到数千 ku不等, 其组成因褐

藻的种类而有所不同, 但都含有褐藻糖、硫酸基等。作

者实验室前期薄层层析法表明, 从青岛产海带提取到

的褐藻多糖硫酸酯中, 主要含有 L-褐藻糖和 D-半乳

糖这两种单糖。作者此次的气相色谱分析结果也验证

了这一点。

色谱峰: 1. 鼠李糖; 2. L-褐藻糖; 3. 木糖; 4. 甘露糖;

5. 半乳糖; 6. 肌醇

Peak: 1. L-Rhamnose; 2. L-Fucose; 3. D-Xylose; 4. D-Mannose;

5. D-Galactose; 6. Myo-inositol

图 1 混合标准单糖的糖腈乙酸脂衍生物色谱分离

Fig. 1 Separation of the aldonitrile acetate of a mixture

of standard sugars , Myo- inos itol was used as

an internal standard
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图 2 多糖样品的气相色谱图

Fig. 2 Gasic chromatographic results of the selected polysaccharide samples

A. 10-1; B. 10-2; C. 10-3; D. 10-4; 峰号同图 1

A. 10- 1; B. 10-2; C. 10- 3; D. 10-4; peak No. as Fig. 1

L- 褐藻糖和 D- 半乳糖作为六碳糖以来一直皆采

用苯酚- 半胱氨酸- 硫酸法进行比色定量测定, 但由

于共存糖基间可能发生干扰, 对 L-褐藻糖的定量带

来一定的误差。Djurdjic
[ 6 ]的研究表明, 高含量的褐藻

糖的存在 (褐藻糖量 10倍于半乳糖)并不影响半乳糖

的测定结果; 相反, 高含量的半乳糖会造成褐藻糖/表
观含量0偏高。因此,采用比色法难以准确地测定褐藻

多糖硫酸酯中的 L-褐藻糖含量。
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就高效液相色谱而言, 虽然它能有效地同时测

定样品中的多个单糖
[8 ]
, 但通常采用的糖分析专用

柱, 价格昂贵, 分析成本甚高, 是国内许多生产部门

和科研单位难以承受的, 并且由于示差折光检测器

灵敏度低而受限制。虽然可通过制备糖的紫外标记衍

生物, 从而采用紫外检测器检测以提高灵敏度, 但操

作繁琐。

鉴于气相色谱的选择性好、分辨率高等优点, 作

者采用高分辨率、高灵敏度的毛细管柱和衍生化技

术, 使得从青岛产海带提取的多糖 ) ) ) 褐藻多糖硫酸

酯中的 L-褐藻糖和 D-半乳糖两种单糖得以分离, 该

方法重现性好、精密度高, 达到了分离目的, 并且较

准确地进行了定量分析。
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Abstract: To establish a better method for determining the content of L-fucose in fucoidan samples, a polysaccharide

was extracted from Laminaria japonica. Hydrolysis of the polysaccharides was carried out with 2mol/L CF3COOH. Hydrolyzates

were derivatized to the aldononitrile acetates and analyzed by GC using a capillary column on aHP 5890 Ò gas chromatography

equiped with a flameionization detector ( FID) . Myo-inositol was used as internal standard. Nitrogen was used as thecarrier gas

with a flow rate of 1 mL/ min and a split ratio of 100B 1. Chromatography runs at isothermal 215e , while the injector and

detector were set at 250 e . The polysaccharide was composed of L-fucose and D-galactose. The contents of L-fucose in the

selected fucoidan samples were about 32% with the recovery from 97. 1% to 99. 9% and the coefficient of variaton from

0. 23% to 0. 60% . The results showed that the gas chromatographic method for determining the content of L-fucose in fucoidan

is convenient and reliable.
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