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MALDI—TOF—MS测定天然白芨多糖相对分子质量的研究

程安媛，朱照静。，徐丹

(重庆医科大学药学院药剂教研室。重庆400016)

擒 要：目的考察基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱(MALDI—TOF—MS)用于检测天然多糖相对分子质量的

可行性及条件。方法 以2，5-二羟基苯甲酸(DHB)为基质对精制后的天然白芨多糖(未分级)相对分子质量进行测

定。条件采用DHB一白芨多糖为1．5：1，室温液滴自然干燥法；线性正离子谱模式．激光强度：1 500～2 500单位。结

果 白芨多糖相对分子质量分布在6X104～3×105，其分散性较大。结论采用DHB与白芨多糖样品比例为1．5：

1，直接液滴干燥法效果好，能获得较好的图谱效果。
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Determination of relative molecular weight of polysaccharides

in Bletilla striata by M ALDI—TOF—MS

CHENG An-yuan，ZHU Zhao—jing，XU Dan

(Pharmacy Faculty of Chongqing Medical University，Chongqing 40001 6．China)

Abstract：Objective To investigate the relative molecular weight of polysaccharides in Bletilla striata

by matrix—assisted laser desorption ionizatior／time—of—flight mass(MALDI—TOF—MS)．Methods 2．5一

Dihydroxybenzoic acid(DHB)as a matrix was used．By drop drying at room temperature the proportion of

the matrix and polysaccharide sample was 1．5：1．Baseline mode and laser intensity at 1 500一2 500 units

were carried out．Results The relative molecular weights of polysaccharides in B．stHata were 6×104—

3×1 05，whose distribution rang was wide．Conclusion The relative molecular weights of polysaccharides

in B．striata are obtained by MALDI—TOF-MS technique in the proportion of DHB—polysaccharides in B．7

striata 1．5：1，which is valuable for the preparation and good quality by the direct drop drying method．

Key words：polysaccharides in Bletilla striata(Thunb．)Reichb．f．；matrix—assisted laser desorption

ionizatior／time—of—flight mass(MALDI—TOF—MS)；matrix；relative molecular weight

白芨多糖为兰科植物白芨Bletilla striata

(Thunb．)Reichb．f．的干燥块茎经提取得到的一

种高分子黏性多糖。白芨作为传统的止血药，收敛止

血、消肿生肌功能良好，现代研究表明，白芨多糖具

有抗溃疡、抗消化道出血、预防肠粘连、人工栓塞、抗

肿瘤等广泛的药理作用i-1。。作为植物多糖，白芨多糖

具有多分散性，其相对分子质量大小及分布是影响

其生物活性的重要因素Ez]，准确测定其相对分子质

量具有重要的意义。基质辅助激光解吸电离飞行时

问质谱(MALDI—TOF—MS)简称飞行时间质谱，应

用脉冲式激光，是一种通过离子的飞行时间来测定

其荷质比的软电离生物质谱技术。MALDI—TOF—

MS适合于混合物及蛋白质等生物大分子的测定，

具有灵敏、快速，对杂质的包容性强，分析质量范围

大，较少或基本不产生电离碎片，尤其是能对未衍生

化糖类进行直接分析等优点[3]，其测定准确度高达

0．1 0A～o．01％，目前可测定生物大分子的相对分子

质量高达6×105，远远优于目前常规应用的SDS电

泳与高效凝胶色谱技术。自1987年Karas等[43首次

以MALDI—TOF—MS分析水苏糖以来，已用于游离

多糖、环糊精、糖肽、糖脂、糖蛋白、黏多糖、鞘脂等多

种糖类化合物的分析。本实验通过基质的选择及测

定条件的确定，对白芨多糖相对分子质量及其分布

进行测定分析，为天然高分子聚合相对分子质量的

测定提供参考，并为进一步的结构分析奠定基础。

1实验部分
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1．1仪器与试剂

1．1．1仪器：基质辅助激光解吸电离飞行时间质谱

仪[ABI Voyager DE—PRO(USA)]。

1．1．2 试剂：白芨多糖为本实验自制(由白芨块茎

水提醇沉并精制所得，未分级)；2，5一二羟基苯甲酸

(DHB)、乙腈(色谱纯，美国Sigma公司)；标准混合

多肽(美国Sigma公司)。

1．2溶液与样品配制：将乙腈一双蒸水按1：1的比

例混合制成饱和溶液作为溶剂待用；将基质和样品分

别溶于上述混合溶剂，配成浓度为100 pmol／／-L的溶

液，分别取上清液为A和B。将1．5 pL A液与1 pL B

液混合均匀，取0．5肛L点样；标准混合多肽以A稀

释，取0．5弘L点样；室温自然干燥后，将点样板放入

离子源中进行测定；最低有效浓度为10 pmol／pL。

1．3实验参数：线性正离子谱模式，N。激光源，波

长337 nm，真空度8x10～Torr，离子源加速电压25

kV，脉冲速度3 nm，延迟时间1 700 ns，叠加100，

Grid：93％，Guidewire：0．3％，激光强度：1 500～

2 500单位。

2结果与讨论

在测定中基质的选择及样品的制备方法等对获

得理想的质谱图非常关键，因此本实验对基质的选

择、样品的制备、检测方式以及参数对测定的影响进

行探讨。

2．1 基质的选择及样品的制备对测定的影响：在

MALDI—TOF—MS测定大分子物质相对分子质量的

研究中发现，最初用于蛋白质分析的基质DHB分析

多糖重复性好、灵敏度和信噪比高，较少产生基质相

关的低分子离子，适用于分析多糖口]。基质的作用是

稀释样品、吸收激光能量及解离样品。基质与样品的

响[6]。MALDI—ToF—MS测定大分子物质的相对分

子质量过程中，按其相对分子质量从小到大依次进

行检测，大量较小离子因飞行速度快而先行达到检

测器并使其饱和，会削弱检测器对较大离子的检测

能力，明显影响大分子物质测定结果的准确性，因此

在白芨多糖的精制过程中进行了透析(截留相对分

子质量为L 2×104)处理，除去较小分子物质，从而

减少对多糖测定的影响。样品制备时采用自然液滴

干燥法，基质与样品的比例针对所测的多糖的相对

分子质量大的原因适当增加了基质比例，采用DHB-

样品为1．5：1测定，在传递能量的过程中使电离产

生的碎片减少，能较理想的解离形成EM+H]+。

2．2 检测方式及参数对测定结果的影响口J]：

MALDI—TOF，MS在检测方式上有线式和反射式两

种，反射式测定模式受低分子的影响较大，其主要用

于测定相对分子质量较小的聚糖，针对白芨多糖相

对分子质量大，采用线性模式测定。这样样品所受电

离产生的碎片较少，产生的分子离子稳定，并能最大

程度地电离产生所需要的分子离子峰。

由于糖类不易离子化，所要测定的多糖相对分

子质量大，因此采用的激光强度在1 500～2 500单

位，使多糖更容易形成[M+H]+。

2．3测定结果：白芨多糖是由甘露糖和葡萄糖以

4：1比例聚合而成[9]。在设定条件下，所测得的样品

m／z在6×10‘～3×105分散分布。从图1的3个图可

以看出，白芨多糖相对分子质量大，分散性大，在

1．5×105～3×lOs区间峰较明显，可测定的最高相

对分子质量为298 863。测定结果表明由甘露糖和葡

萄糖组成的白芨多糖聚合度卯在70～330，测定结果

为绝对值，测定精度为0．1％。如需进一步确定其结

晶体形态、样品与基质比率等对谱图质量都有影 构组成，则需要对多糖进行进一步分级化处理。

A—m／z在6X10‘～1．5×105的峰

A—m／z is 6"X10‘一1．5X105

B

Imj

抗山■ IIJ-L 1．．JLJ 土．， 从』．。

m／z

B-m／z在1．5×105～2．2X10s的峰

B-m／z is 1．5×10s一2．2×105

C·m屈在2．2×105～3×105的峰

C．m／z is 2．2X10s一3×105

圈l 白芨多糖相对分子质量测定的部分质谱圈

Fig．1 Mass spectrogram of relative molecular weight for polysaccharides in B．striata by MALDI—TOF·MS
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2．4讨论：多糖类物质极性高、难挥发、热不稳定，

还具有相对分子质量分布发散的性质，其质谱表征

比较困难，而MALDI—TOF—MS灵敏、快速，对杂质

的包容性强、分析的质量范围大，能够对糖类尤其是

非衍生化糖进行直接分析。近年来，MALDI—TOF—

MS的发展已使糖类物质的分析达到一个新的水

平。以MALDI—TOF—MS测定多糖聚合物的相对分

子质量与传统方法的凝胶渗透色谱和黏滞法等方法

相比的优点是：(1)相对分子质量的测定时不依赖于

标准样品或Mark—Houwink常数；(2)它可以给出绝

对分子质量，而不是相对值；(3)它是对聚合物全部

分子质量分布的测定，而不是只给一个平均值；(4)

每一个多聚体的相对分子质量可以测定，可获得分

子结构的信息；(5)样品用量少，耗时短(15 min以

内)等。

此外对相对分子质量很大的多糖样品使用单一

基质时，由于基质与被分析物之间的相互作用太强

而不能得到理想的质谱信号时，混合基质的使用可

以弥补这一不足[10~12]。随着分析技术的发展，

MALDI—TOF—MS与HPLC、GC—MS等方法的联用

以及MALDI—TOF—MS对糖类物质研究分析的不断

深入，MALDI—TOF—MS对糖类的分析将取得更大

的进展[1 31。
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兴安白头翁根茎的化学成分研究

孙辉1，李 茜1，叶文才1’加，赵守训1，姚新生2‘

(1．中国药科大学天然药物化学教研室，江苏南京 210009；2．暨南大学中药及天然药物研究所，广东广州 510630)

摘要：目的研究毛莨科兴安白头翁Pulsatilla dahurica根茎的化学成分。方法采用硅胶和Sephadex LH一20凝

胶柱色谱、高效液相制备色谱对兴安白头翁化学成分进行分离，通过理化性质和波谱方法鉴定其结构。结果从兴

安白头翁根茎中分离得到11个化合物，分别是常春藤皂苷元28一O—a—L一吡喃鼠李糖(1—4)一pD一吡喃葡萄糖(1—6)一

pD-吡喃葡萄糖酯苷(I)、3-O-n—L一吡喃阿拉伯糖常春藤皂苷元28一O—a—L一吡喃鼠李糖(1—4)一p_D一吡喃葡萄糖(1—

6)一pD一吡喃葡萄糖酯苷(I)、ciwujianoside C，(II)、3-O—pD一吡喃葡萄糖(1—2)一a—L一吡喃阿拉伯糖常春藤皂苷元

28一O—a—L一吡喃鼠李糖(1—4)一pD一吡喃葡萄糖(1--"6)一p-D一吡喃葡萄糖酯苷(N)、3-O—pD一吡喃葡萄糖(1—4)-a—L一

吡喃阿拉伯糖常春藤皂苷元28一O—a—L一吡喃鼠李糖(1-,-4)一p_D一吡喃葡萄糖(1—6)一pD一吡喃葡萄糖酯苷(V)、3-O·

pD一吡喃葡萄糖(1—2)[pD一吡喃葡萄糖(1—4)]一a—L一吡喃阿拉伯糖常春藤皂苷元28一O—a—L一吡喃鼠李糖(1—4)一p
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