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1. 简介 
 

糖类在工业应用中是非常重要的物质，可作为食品、造纸、

纸浆、纤维、酿造或发酵产品以及医疗产品的原料。近年来

发现复合碳水化合物的糖类和糖链结构域对生物机能发挥起

作用，因此它们作为重要生化物质受到越来越多的关注。因

此，工程、农业、科学、药学、医学等领域需要采取有效的

方法对糖类或糖链进行分析。 
 
有很多种采用高效液相色谱 (HPLC) 分离糖类的方法 1,2，
包括硼酸络合阴离子交换色谱法、反相色谱法、正相色谱
法、离子排阻色谱法、离子色谱法、凝胶过滤色谱法、配
位体交换色谱法、亲和色谱法以及强碱性条件下的阴离子
交换色谱法。 

 
在这些方法中，正相色谱法基于亲水性差异对糖类进行分

离。糖类的亲水性由其羟基的数量和方向决定。由于寡糖

分子量可以通过保留或容量因子推断出来，糖类分离也被

称为体积分离色谱 3。 
 
传统上，氨基键合硅胶 4-6

 常被用作糖类正相色谱法的填

料。然而，这些填料表现出较差的化学稳定性，且还原糖

的回收率较低。为了克服这些缺点，我们研发了一种采用

氨基甲酰基代替氨丙基来键合硅胶的填料 (TSKgel Amide-
80)，并使其商品化。这种新型的键合相旨在分析不饱和二

糖 7、糖苷 8 以及衍生化寡糖 9-15 等糖类。 
 
这种填料的基本性质及若干应用（使用乙腈/水为流动相

并通过示差折射仪检测）在 055 号分离报告“使用 TSKgel 
Amide-80 高效正相分配色谱填料分离糖类 1”中有所详

述。 
 
本报告对 TSKgel Amide-80 和其他硅型填料进行了比较，

并考察了流动相中有机溶剂和胺类的作用。 

2. 与三种不同的氨基键合硅胶填料比较 
 

2-1 化学稳定性 
 

海藻糖（一种非还原性糖）在 TSKgel Amide-80 柱和三种

氨基键合硅胶填料的容量因子 (k’) 如图 1 所示。此研究是

在等度流动相条件下进行，使用 75% 乙腈/25% 水作为洗

脱液。TSKgel Amide-80 柱的分析在 80℃ 下进行，以抑制

还原糖形成（和分离出）异构体。 
 
经过 200 小时连续洗脱后，海藻糖的容量因子 (k’) 在三种

氨基键合硅胶填料中大幅下降。相对初始测量值，柱 A 的
容量因子下降 34%，柱 C 下降 32.7%，柱 D 下降 
21.5%。对于 TSKgel Amide-80 柱 (B)，容量因子仅轻微

下降 3.8%，这表明酰胺固定相具备优越的化学稳定性。 
 
 

 
 

 
图 1  化学稳定性 
色谱柱： A：厂商 A 的氨基键合硅胶柱 

(4.6mm ID x 25cm) 
  B：TSKgel Amide-80 (4.6mm ID x 25cm) 
  C：厂商 B 的氨基键合硅胶柱 

  (4.6mm ID x 25cm) 
  D：厂商 C 的氨基键合硅胶柱 

(4.6mm ID x 25cm)  
 温度：  A, C, D:25℃, B:80℃ 
洗脱液： 乙腈/水 = 75/25 
流速： 1.0mL/min 
检测： RI 
样品： 海藻糖 (1g/L)，20μL 

洗脱时间（小时） 
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2-2 单糖的定量回收 
 

图 2 显示了三种糖类的载样量和峰面积之间的关系。对

于 TSKgel Amide-80 柱，一种非还原糖（甘露醇）和两

种还原糖（葡萄糖和木糖）在 1.25μg 至 10μg 范围内

的载样量呈线性关系。相反，对于三种不同的氨基键合

硅胶填料，葡萄糖低于 1.25μg 和木糖低于 10μg 时未

观察到线性，这表明其样本回收率较差。此处仅提供了

厂商 A 的色谱柱数据。据认为，回收率下降是由填料的

氨丙基与还原糖之间生成糖胺键造成的。由于 TSKgel 
Amide-80 采用氨甲酰基代替氨丙基，故不会形成糖胺

键。因此，TSKgel Amide-80 可对微量还原糖进行定量

回收。 
 

正如所见，相对于传统的氨基键合硅胶填料，TSKgel 
Amide-80 的化学稳定性和回收率更胜一筹，这使其成为

连续分析和微量分析的理想选择。 
 

 

 
图 2  单糖的定量回收 
色谱柱： O TSKgel Amide-80 (4.6mm ID x 25cm) 

☐ 厂商 A 的氨基键合硅胶柱  
(4.6mm ID x 25cm) 

洗脱液： 乙腈/水 = 75/25 
流速： 1.0mL/min 
检测： RI 

    温度： 0：80℃   ☐：25℃ 
样品： A：甘露醇 B：葡萄糖 C：木糖 

3. 流动相中有机溶剂的效应 
 

3-1 保留 
 

含有各种有机溶剂的流动相中 TSKgel Amide-80 对糖醇

的保留体积如图 3 所示。乙醇的保留体积很小，因此不

能用于单糖的分离，除非其浓度提高到 95%。在这些溶

剂中，乙腈和丙酮被视为最佳溶剂。 
 
 

 
 
 
 
图 3  TSKgel Amide-80 柱洗脱液组分和多元

醇保留体积的变化 
 

色谱柱： TSKgel Amide-80 (4.6mm ID x 25cm)  
洗脱液： A：乙腈/水 = 75/25 
                           B：丙酮/水 = 75/25 

C：1,4-二恶烷/水 = 75/25 
D：乙醇/水 = 95/5 

流速： 0.3mL/min 
温度： 25℃ 
检测： RI 
样品： a. 甘油 b. 赤藓糖醇 c. 木糖醇 d. 

甘露醇 e. 肌醇 
 
3-2 选择性 
 

表 1 显示了使用 TSKgel Amide-80 分析异构体时流动相

组成对于分离因子 (α) 的影响。此外，图 4 显示了使用

乙腈或丙酮作为洗脱液在 TSKgel Amide-80 柱上分离 β-
环糊精水解产物的结果。在丙酮溶剂系统中使用 TSKgel 
Amide-80 柱对三种环糊精的分离和糖类混合物的分离分

别如图 5 和图 6 所示。根据这些数据可以得出，丙酮溶

剂系统增强了异构体的分离能力（表 1 和图 4），乙腈溶

剂系统提供了更好的 α- 和 β-环糊精分离能力（图 5），
丙酮溶剂系统中麦芽糖和乳糖的分离能力更佳（图 6）。
显然，在分析时间几乎相同的情况下，乙腈和丙酮溶剂

系统的选择性存在差异。因此，建议根据分析目标来选

择溶剂。此外，由于丙酮溶剂系统毒性较低，故其更适

合用于必须清除成品的溶剂残留的情况，例如在纯化食

物组分时。 

载样量 (μg) 载样量 (μg) 

载样量 (μg) 
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表 1 流动相组成对异构体选择性因子 (α) 的影响 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

图 5： α, β, γ-环糊精的分离 
 
色谱柱： TSKgel Amide-80 (4.6mm ID x 25cm)  

A：乙腈/水 = 60/40 
B：丙酮/水 = 65/35 

流速： 1.0mL/min 
温度： 25℃ 
检测： RI 
样品： α, β, γ- 环糊精 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
图 4  β-环糊精水解产物的分离 

 

色谱柱： TSKgel Amide-80 (4.6mm ID x 25cm)  
洗脱液： A：乙腈/水 = 60/40 

B：丙酮/水 = 65/35 
流速： 1.0mL/min 
温度： 25℃ 
检测： RI 
样品： β-环糊精水解产物 

 

 
 
图 6  糖类混合物的分离 
 

色谱柱：  TSKgel Amide-80 (4.6mm ID x 25cm)  
洗脱液： 丙酮/水 = 82/18 
流速： 1.0mL/min 
温度： 80℃ 
检测： RI 
样品： 10mmol/L 单糖，5mmol/L 

双糖，20μL 
1. 鼠李糖 2. 核糖 
3. 木糖 4. 果糖 
5. 甘露糖 6. 葡萄糖 
7. 蔗糖 8. 麦芽糖 
9. 乳糖 10. 异麦芽糖 

流动相 分离因子 (α) 
葡萄糖 木糖 麦芽糖 乳糖 

乙腈/水 
80/20 

 
1.07 

 
1.15 

 
1.09 

 
1.05 

75/25 1.05 1.11 1.07 1.03 
70/30 1.03 1.10 1.04 — 
60/40 — 1.05 — — 
丙酮/水     
85/15 1.09 1.20 1.14 1.11 
75/25 1.03 1.11 1.08 1.04 

洗脱时间（分钟） 

洗脱时间（分钟） 
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4. 流动相中的含胺添加剂 
 

4-1 对理论塔板高度 (HETP) 的影响 
 

55 号分离报告介绍了在 80℃ 条件下使用乙腈/蒸馏水流

动相时，流速范围为 0.5 至 1.5mL/min 时，非还原糖的

效率最高；0.25mL/min 或更低时，还原糖的效率最高。

据认为，相对于非还原糖，还原糖的最佳流速较低，这

是因为其异构体转化率比色谱柱中流动相和固定相之间

溶质分布的速度更慢。 
 
表 2 总结了当五种浓度为 20mmol/L 的不同有机胺添加

到乙腈/水 (75/25) 流动相时，四种糖类在 TSKgel 
Amide-80 柱上的 HETP 值。均衡考虑对 HETP 的改善

程度与商业试剂的纯度时，三乙胺和二乙氨基乙醇是最

可行的胺修饰基团。 
 
图 7 显示了流动相中添加不同浓度的三乙胺时对 HETP 
的影响。如图所示，随着添加到流动相中的三乙胺浓度

的增加，糖类的 HETP 明显降低。HETP 的降低是由于

添加有机胺后，还原糖中异头物的转化率加快。 
 
图 8 显示了含 100mmol/L 三乙胺的流动相中十种糖类的

分离。虽然分析是在 25℃ 条件下进行，但并未观察到还

原糖异构体的分离。因此，在存在胺类添加剂的情况

下，还原糖的分离可以在室温下进行，作为在 80℃ 条件

下分离的替代方案。 

 
 
 
图 7  添加到流动相中的三乙胺浓度对 HETP 的影响 

 

 
 

 
图 8  糖类的分离 
洗脱液： 乙腈/水 = 75/25，含 100mmol/L 的

三乙胺 
温度： 25℃ 
其他条件： 同图 6。 

 
 
 
表 2  添加胺对 TSKgel Amide-80 中糖类分离的影响 

 
胺 (20mmol/L) 

 
25℃ 时的 HETP 

(μm) 
葡萄糖 半乳糖 麦芽糖 乳糖 

Tris* 88  532 142 无数据 ** 
乙醇胺 无数据 ** 无数据 ** 42 27 
三乙胺 无数据 ** 150 59 28 
三正丁胺 69 252 103 39 
二乙氨基乙醇 51 283 72 41 

  
*：三羧甲基氨基甲烷 
**：由于形成肩峰而无法计算 

三乙胺浓度 (mM) 

洗脱时间（分钟） 



5 
 

5. 高灵敏度分析 
 

5-1 预标记高灵敏度分析 
 

痕量组分分析需要高灵敏度。例如，采用吡啶标记衍生

物的方法具有以下优点： 
 

(1) 高灵敏度 
(2) 由于吡啶衍生物在化学反应中相对稳定，故可以进

行各种处理 
(3) 可以采用反相色谱分离 

 
图 9 显示了在葡聚糖水解产物与 2-氨基吡啶反应后 
对吡啶标记糖类进行分离的一个例子。从 5 聚体到 25 
聚体，糖类水解产物几乎是在基线处分离，与分子量
的增加成函数关系。 

 
不管吡啶标记糖类衍生物的量为 1pmol 或更少，荧光检

测的灵敏度都很高。可以合理地预计，糖类分析的应用范

围可扩展到高灵敏度痕量分析。 
 
对糖蛋白的糖骨干的结构研究如后所示。此应用通常被称
为二维映射或糖链映射 9-15，用于确定未知寡糖的糖链结
构。 

 

 图 9  葡聚糖水解产物吡啶标记衍生物的分离 
 

在这种方法中，在使用如图 9 所示的反相和正相色谱法进

行分析前，对葡聚糖水解产物标准样品采取了吡啶（PA）
标记。然后，对一个已知寡糖进行吡啶标记，用于比较其

洗脱位置和标准样品的洗脱位置，并估计葡萄糖低聚物单

位的数量。通过在二维图上绘制所估计的葡萄糖低聚物单

位的数量（洗脱位置），可以获得各个样本的特定点。对

未知样本进行吡啶标记，然后比较反相色谱法和正相色谱

法与二维图，从而确定未知样本的结构。 

  
色谱柱： TSKgel Amide-80 (4.6mm ID x 25cm) 
洗脱液： A：3% 醋酸-三乙胺 (pH7.3)/ 

乙腈 = 35/65 
B：3% 醋酸-三乙胺 (pH7.3)/ 

乙腈 = 50/50 
A→B（50 分钟线性梯度） 

流速： 1.0mL/min 
温度： 40℃ 
检测： FS (Ex.320nm, Em.400nm) 
样品： 葡 聚 糖 水 解 产 物 吡 啶 标 记 衍 生 物 

0.5g/1.1μL 
 
如此处所述，二维映射是一个很有价值的方法，其使得

采用吡啶标记寡糖对糖链大小和结构进行高灵敏度分析

成为可能。据认为，这种方法在微量糖链的结构分析中

很有用。此外，在使用高效液相色谱分析技术后还可以

使用结构分析方法（如核磁共振）来确定糖链的确切结

构。 
 
图 10 显示了使用反相和正相色谱法分离吡啶标记寡糖

的应用。此外，表 3显示了根据洗脱位置估计 6 种吡啶

标记寡糖的葡萄糖低聚物单位。 
 
 
 
 

洗脱时间（分钟） 
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图 10 使用 TSKgel ODS-80TM  和 TSKgel 

Amide-80 分析寡糖的吡啶标记衍生物 
 

色谱柱： A：TSKgel ODS-80TM   (4.6mm ID x 15cm) 
B：TSKgel Amide-80 (4.6mm ID x 25cm) 

洗脱液： A：a：10mmol/L 磷酸盐缓冲液 (pH3.8) 
b: a + 0.5% n-丁醇 
a/b (80/20) → (40/60) 线性梯度 
（80 分钟） 

B：条件同图 9 
流速： 1.0mL/min 
温度： A：55℃, B：40℃ 
检测： FS (Ex.320nm, Em.400nm) 
样品： 吡啶标记的寡糖 

吡啶标记寡糖的结构 
 

 
 
 
 
 
 
 
表 3  TSKgel Amide-80 和 TSKgel ODS-80TM 中吡啶标记寡糖的保留时间 

 

糖链 TSKgel Amide-80 TSKgel ODS-80TM 
 
 

1 
2 
3 
4 
5 
6 

保留时间 转换的葡萄糖单位 
(mL) 1)

 测量值
 2)

 文献值
 3) 

保留时间 转换的葡萄糖单位 
(mL) 1 测量值

 2 
13.7 6.9 7.0 
17.9 8.3 8.3 
17.5 8.2 8.2 
23.5 9.9 9.9 
20.6 9.1 9.0 
26.2 10.6 10.5 

15.3 9.6 
25.8 12.3 
26.7 12.6 
17.7 10.3 
24.4 11.9 
16.9 10.1 

 
1) 洗脱体积 
2) 葡萄糖单位计算值 
3) 葡萄糖单位文献报告值 9 

 
 

 
 

洗脱时间（分钟） 
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6. 结论 文献 
 

TSKgel Amide-80 是一种正相分配色谱柱，它克服

了传统氨基键合硅胶柱的弱点。TSKgel Amide-80 
具有优秀的单、双和寡糖分离性能。 
 
除了 TSKgel Amide-80 柱之外，还有许多其他 
TSKgel HPLC 产品可用于糖类分析，例如 TSKgel 
SugarAX 系列（使用硼酸作为反离子的离子交换

法）、TSKgel SCX（H+  型）（离子排阻色谱法）、

TSKgel PW 和 PWXL 系列（凝胶过滤法）以及 
TSKgel NH2-100（氨基键合正相分配色谱法）。关

于这些色谱柱的更多详情，请参阅东曹生命科学色

谱产品目录。  
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