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提要  介绍一种用 1- 甲基咪唑为溶剂和催化剂、盐酸羟胺和乙酸酐为肟化和乙酰化试剂，对植物样品中海藻糖等糖类
物质进行乙酰化衍生化后的气相色谱分离、质谱鉴定的分析方法。以核糖醇为内标，通过校准曲线对植物组织中的海藻
糖进行定量分析。此法测定海藻糖的最低量可达 8.17×10-11 g，适于植物样品中微量海藻糖的分析测定。
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海藻糖是一种还原性双糖，由 2 个葡萄糖分

子通过半缩醛基结合而成，在藻类、细菌、真

菌、昆虫、脊椎动物、高等植物中广泛存在。

其分子式为C12H22O11，相对分子量为 342.33，通

常可以几种固体形式存在，最常见的是二水化合

物，熔点为 97℃，加热至 130℃时失去结晶水而

成为无水结晶体，此时熔点为 214~216℃[1]。海

藻糖理化性质稳定，对生物大分子有特殊保护作

用[2]，广泛应用于食品加工、医药卫生等行业。

近年来，众多研究发现，微生物和植物体内的海

藻糖具有渗透调节作用[2,3]，因而能提高植物抗逆

性。利用海藻糖这一特性进行作物和林木基因工

程定向改良已成为植物基因工程研究中的热点之

一，因而如何快速而准确地检测植物体中海藻糖

含量就成了这类研究得以进行的关键问题之一。

一般海藻糖分析的方法有纸层析法、薄层层

析法、高效液相色谱法和气相色谱及气相色谱-质

谱联用(气质联用，GC-MS)分析法[4~6]。前 2种方

法属定性方法，也可以用于海藻糖的半定量分

析，但定量效果不理想，低于 mg 量级就难以检

测。在分析植物组织中海藻糖含量时，因其含量

极低，这些方法无法准确定量。高效液相色谱法

是较理想的海藻糖定量分析方法，但当样品中糖

类组分较多时，其分离效果往往不如人意。气相

色谱法分析虽然具有速度快、灵敏度高等优点，

但要有两个前提：一是要有合适的衍生化方

法，二是要有较高的理论塔板数和良好的柱

效。本文建立了以 1- 甲基咪唑为溶剂和催化

剂，以盐酸羟胺和乙酸酐为肟化和乙酰化试

剂，对植物组织中的微量糖类物质进行衍生

化，以核糖醇为内标，通过毛细管气相色谱

法，对样品中各糖类组分和海藻糖衍生化产物

进行分离定量检测和气质联用技术定性的分析方

法。此法操作简便，灵敏度高，对糖类物质分

析专一性较好，干扰较小，适用于少量植物样

品中微量海藻糖的定性、定量分析。

材料与方法

1  材料和仪器

试剂：1-甲基咪唑(Sigma公司)、盐酸羟胺、

乙酸酐、无水硫酸钠(R.A); 糖和糖醇标准物：核

技术与方法Techniques and Methods
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糖醇(Rib)、甘露醇(Man)、D-山梨醇(Sor)、D-葡

萄糖(Glu)、蔗糖(Suc)、海藻糖(Tre)。以上标准

物均为分析纯。

标准溶液：Rib 40 mg·mL-1、Man 40 mg·mL-1、

Sor 40 mg·mL-1、Glu 40 mg·mL-1、Suc 8 mg·mL-1、Tre

25 mg·mL-1、盐酸羟胺 100 mg·mL-1，均以 1- 甲

基咪唑为溶剂。

仪器：Varian CP-3800型气相色谱仪、VOY-

A G E R 气相色谱 - 质谱仪、真空浓缩仪等。

2  方法

2.1  毛细管气相色谱和GC-MS分析与检测条件  美

国 Varian公司 CP-3800型气相色谱仪，FID检测

器，检测器温度为300℃，进样器温度250℃，BP-

15柱( 30 m×0.25 mm×0.25 mm)，N2、H2、空气。

柱箱温度条件：初始温度50℃，15℃·min-1升温到

220℃，保留3 min；25℃·min-1升温到280℃，

保留10 min。

VOYAGER GC/MS 仪，TRACE GC 仪，检

测器温度为300℃，进样器温度为250℃，BP-15

柱(30 m×0.25 mm×0.25 mm)，载气He 0.8 mL·min-1。

柱箱温度条件：初始温度50℃，20℃·min-1 升温

到200℃，10℃·min-1升温到280℃，保留10 min。

2.2  海藻糖等糖类物质的乙酰化及校准曲线制作   分

别取2.5 mL甘露醇、2.5 mL山梨醇、4 mL葡萄

糖、20 mL蔗糖、8 mL海藻糖母液放入同一反应

管中后，加入 50 mL 盐酸羟胺母液，充分混匀，

置于80℃水浴中反应5 min，取出后加入40 mL乙
酸酐，混匀，于室温反应 5 min 后加入 1 mL 氯

仿萃取衍生化产物，以 2 mL 水洗 3~4 遍，除去

水相后用无水硫酸钠吸收残余水分。同法对2 mL

核糖醇母液进行衍生化。将糖与糖醇混合衍生物

用氯仿逐级稀释成 5 个梯度浓度，分别封装于毛

细管中，加入核糖醇乙酰化衍生物作为内标，内

标终浓度为0.01 mg·mL-1。将制备好的标准样品用

于毛细管气相色谱分析，为对各组分进行准确定

性，将其中一个样品用于气质联用分析。最后借

助Agilent公司提供的分析软件，处理毛细管气相

色谱分析结果，得到海藻糖的校准曲线，用作样

品中海藻糖的定量分析。

2.3  植物组织中海藻糖的提取与分析  取0.02~0.5 g

毛白杨、刺槐等组培苗鲜样(分根、茎、叶)，加

入20 mg(5 mL 4 mg·mL-1 Rib水溶液)内标，液氮下

研磨成细碎粉末或加少许石英砂，研磨至匀浆，

加入1~4 mL 碳水化合物抽提液(甲醇∶氯仿∶水=

12∶5∶3) [7,8]，随后加入等体积水，混匀，静

置片刻，将上清液过滤转入浓缩瓶中，于70~80℃

下抽真空浓缩至干。待其冷却后加少许1-甲基咪

唑溶解浓缩物，加入 0.1 mL 盐酸羟胺溶液，混

匀后置于80℃水浴中反应5 min；取出加入0.15

mL 乙酸酐，混匀后于室温下反应5 min，再加入

1 mL氯仿萃取衍生化产物，然后用2倍体积水洗

3~4 遍，以无水硫酸钠吸去残余水分后，转移封

存于毛细管中，准备用于毛细管气相色谱分离检

测和 GC-M S 结构鉴定分析。结合内标、校准曲

线和植物样品的毛细管气相色谱结果，对样品中

海藻糖进行定量分析。

实验结果

1  质谱鉴定和毛细管气相色谱分离

用于气质联用的气相色谱条件与毛细管气相

色谱分析条件相近，但是二者升温程序稍有出

入，故其保留时间有一定偏差。图 1 是糖和糖醇

标准物总离子流图。从各标准物的保留时间和对

应的质谱图及其结构鉴定结果可知，图 1 中各峰

依保留时间分别为核糖醇、葡萄糖、甘露醇、山

梨醇、蔗糖和海藻糖的乙酰化产物。海藻糖 GC-

MS 保留时间为19.40 min。图 2为海藻糖乙酯质

谱鉴定图谱。依据各糖和糖醇乙酰基衍生物在

GC-MS 总离子流中的出峰顺序和毛细管气相色谱

的分离色谱图，可以确定各糖和糖醇乙酰衍生化

产物在毛细管气相色谱分离结果中各物质的保留时

间(图 3)。其中海藻糖乙酯保留时间为 23.093

min。GC- MS 及毛细管气相色谱分析结果表明，

在所用分析条件下，海藻糖等糖类物质的乙酰化

产物能很好地得到分离。甘露醇与山梨醇互为同

分异构体，尽管结构上只有细微的差别，但二者

仍能完全分离。据此认为，应用此法对海藻糖等

糖类物质进行定性分析是准确可靠的。

2  海藻糖的校准曲线

将5 个梯度浓度标准样品混合物用于毛细管

气相色谱分析，调出 5 个气相色谱图，输入相应

的海藻糖浓度和内标量，借助相应的分析软件，

即可自动生成所要的校准曲线(图4)。所得海藻糖

校准曲线相关系数为0.994，可依据该曲线对样品
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图2  19.40 min处检出物的质谱图与海藻糖乙酯的标准质谱(A)及其结构图(B)

图1  糖与糖醇标准物乙酰化产物总离子流

中的海藻糖进行定量分析。

3  植物样品中海藻糖的定量分析

植物体内海藻糖的积累与海藻糖合成酶和海

藻糖酶有密切关系，海藻糖合成酶负责海藻糖的

合成，海藻糖酶降解植物体内的海藻糖。有证据

表明，大多数植物体内存在这两类酶的相应基

因[9,10]，但往往由于海藻糖酶的存在，以致植物

体内最终没有海藻糖的积累或者只有微量的海藻糖

积累，而且同一种植物可能还会因生长环境不同

和季节不同或是组织部位不同，海藻糖含量有一

定差异[10,11]。在我们所测定的毛白杨和刺槐样品

中，只含有少量海藻糖。图 5 是毛白杨组培苗根

中碳水化合物乙酰化衍生物毛细管气相色谱图，

其中海藻糖含量为0.0083 mg·g-1 (FW)。实验所用

的气相色谱仪噪音峰高为14 mV，系统确认3倍峰

高为各物质最小检测量。根据最佳衍生化条件下

海藻糖所出峰高和样品浓度、进样量和分流比计

算出海藻糖的最低检测量为8.17×10-11 g。此法可

对植物样品中的微量海藻糖准确定量。
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图4  海藻糖的校准曲线

图5  毛白杨组培苗根中糖与糖醇毛细管气相色谱分析

图3  糖与糖醇标准物乙酰化产物毛细管气相色谱分析

讨　　论

以1-甲基咪唑为溶剂和催化剂对糖醇类物质

进行乙酰化具有速度快、衍生化产物单一等优

点，气质联用技术能对其快速定性。在合适的分

析条件下，用毛细管气相色谱能得到糖与糖醇乙

酰化衍生物理想的分离和定量结果。

已有许多试验证实植物体内积累的海藻糖有

利于植物抵御诸如干旱、高盐、寒冷等恶劣环

境[3,12]。但目前对其作用机制的研究仍处于探索阶

段。植物体内海藻糖与植物抗逆性的关系是一个

值得研究的问题，除了少数几种更苏植物组织中

海藻糖含量相对较高以外，大多数植物体内含量

均非常低微[13]，要得到准确的海藻糖含量必须慎

重对待从海藻糖的抽提到最后的进样分析整个过程

中的每一步操作。加入内标后，研磨时应尽量避

免样品损失。虽然内标法可以降低由于损失引起

的误差，但研磨时样品和内标损失的比例往往不

同，这样就无法保证其定量的准确性。糖醇类物
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质抽提完毕后，我们采取过滤方法获得糖醇类物

质的混合溶液(也可在1 000×g离心5 min后取上清

液)，直接浓缩、衍生化，最后上机分析。对于

柱效好的色谱分析来说，这样做可以得到理想的

分离结果。如果用一般的填充柱或理论塔板数低

的色谱柱，有些物质可能会无法完全分离。有人

采用增加纯化操作的方法来解决这一问题[7]，虽

然繁琐一些，但也是可取的。

本法应用气相色谱专用分析软件得到海藻糖

校准曲线，也可通过这一分析系统直接得到海藻

糖的定量结果。如果这些条件不具备，根据内

标、内标峰面积、海藻糖的梯度浓度和不同浓度

海藻糖对应的峰面积，通过常用的分析软件也一

样可以得到理想的校准曲线和定量结果。

总之，本法操作简单，衍生化反应迅速，最

低检测量达到了ng量级，适于植物组织中微量海

藻糖的分析，也适于食品营养、医药卫生等行业

中海藻糖的定性、定量分析。
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