
Jan. 2023 Vol. 25 No. 12023 年 1 月 第 25 卷 第 1 期 中国现代中药 Mod Chin Med

液相色谱质谱联用技术在中药多糖类
成分分析中的应用
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[摘要]  综述了液相色谱-质谱法 （LC-MS） 在中药多糖一级结构分析中的研究进展，主要介绍了 LC-MS 在单

糖组成、相对分子质量测定、糖连接位置及糖谱方面的应用。在此基础上初步归纳了质谱应用于多糖测定的优势及

局限性，以期为进一步探索 LC-MS 在中药多糖中的分析中的应用提供参考。
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[Abstract] This paper reviewed the recent studies about the application of liquid chromatography-mass spectrometry 

(LC-MS) in analyzing the primary structure of polysaccharides from Chinese herbal medicine. Specifically, it introduced the 

application of LC-MS in identifying monosaccharide composition, measuring molecular weight, and determining sugar 

linkage manner and sugar spectrum. On this basis, the advantages and limitations of MS in the determination of 

polysaccharides were summarized. This review aims to provide reference for further applying LC-MS in the study of 

polysaccharides in Chinese herbal medicine.
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多糖广泛存在于中药中，人参、灵芝、黄芪、

枸杞子、香菇、刺五加等中药都含有大量的多糖成

分，多糖亦是中药发挥功效的重要活性成分。现代

药理学研究表明，中药多糖具有抗肿瘤、促进免疫、

抗氧化、抗炎、抗病毒、保护神经、降血糖、调血

脂、调节肠道菌群等活性[1-2]。随着中药多糖研究的

不断深入，多糖成分已成为中药的重要质量控制指

标。《中华人民共和国药典》 2020 年版收录的铁皮

石斛、枸杞子、灵芝、昆布等 9 个中药将多糖作为

质量控制指标之一，对其中的多糖或总糖含量进行

测 定[3]。 已 有 学 者 提 出 将 多 糖 作 为 中 药 的 质 量 标

志物[4]。

多糖结构的研究是多糖产品开发及质量控制的

基础与关键。然而，多糖结构的复杂性使得现有技

术还未能对其进行全方位解析。多糖包括四级结构，

一级结构即初级结构，二、三、四级结构属于高级

结构[5]。高级结构较为复杂，测定难度较大，目前大

部分研究主要聚焦于多糖一级结构的测定[6]。多糖的

一级结构研究包含相对分子质量大小及分布、单糖

组成及摩尔比、糖苷键连接方式、重复结构单元和

分支度等[7]。多糖结构的复杂性使得在对其进行结构

分析时，不能只依靠单一的方法，需要多种方法联

合使用[8]。同时，采用新技术获取更多和更准确的多

糖结构信息是亟待开展的工作。

· 综述 ·

△ ［基金项目］   国家自然科学基金项目 （81973476）
 * ［通信作者］   王莹，副研究员，研究方向：中药质量控制及安全检测；Tel：010-53852484，E-mail：wayi_1986@163.com

马双成，研究员，研究方向：中药质量控制及安全检测；Tel：010-53852076，Email：masc@nifdc.org.cn

··210



Jan. 2023 Vol. 25 No. 12023 年 1 月 第 25 卷 第 1 期 中国现代中药 Mod Chin Med

近年来，随着质谱技术的发展，如电喷雾离子

源 （ESI）、基质辅助激光解吸电离源 （MALDI） 及

快原子轰击电离源等新型离子源的出现，加快了质

谱与各种分离技术的联用，进而为化合物结构分析

提供了新的技术手段[9]。多糖类成分作为一种多羟基

化合物，极性较大，故多认为其离子化效率不高，

采用液相色谱-质谱法 （LC-MS） 对其进行分析难度

较大。但近年来，部分学者通过衍生化、酶解等手

段结合不同的离子源探索了质谱技术在中药糖类分

析中的应用，取得了一定进展。本文总结了近 10 年

LC-MS 在中药多糖结构分析中的应用，以期为进一

步探索 LC-MS 在中药多糖分析中的应用提供参考。

1　在单糖组成方面的应用

传 统 单 糖 组 成 的 测 定 方 法 有 薄 层 色 谱 法

（TLC）、 气 相 色 谱 法 （GC） [10]、 高 效 液 相 色 谱 法

（HPLC）、高效阴离子交换色谱安培检测法、毛细管

电泳法等[11]。但进行色谱分析时，由于存在立体异

构体 （如葡萄糖与半乳糖均为六碳糖，分子式均为

C6H12O6；木糖与阿拉伯糖均为五碳糖，分子式均为

C5H10O5） 或其他化合物的共洗脱问题，通常会使得

分离难度较大。相比于色谱分析，采用 LC-MS 检测

降低了色谱分离的难度，且由于其高灵敏度、稳定

性、可选择性和易操作性，在单糖组成上的应用越

来越广泛。

在采用 LC-MS 测定单糖组成时，为使其易于离

子化，提高检测灵敏度，常对其进行柱前衍生[12]。

现 有 报 道 中 多 采 用 1- 苯 基 -3- 甲 基 -5- 吡 唑 啉 酮

（PMP） 进行柱前衍生。例如，Xia 等[13]采用 LC-MS

分析麻黄多糖的单糖组成，首先将麻黄多糖经特异

性 酶 水 解 后 用 PMP 衍 生 ， 通 过 超 高 效 液 相 色 谱

（UPLC） -ESI-三重四级杆线性离子阱质谱法同时分

析其中的 21 个糖成分，此方法有效区分了麻黄不同

部位的多糖成分。张亚丽等[14]将黄连多糖经三氟乙

酸水解、PMP 衍生化后，采用 HPLC-线性离子阱串

联静电轨道场高分辨质谱法 （LTQ-Orbitrap） 对其单

糖组成进行测定。结果得出黄连多糖中含有甘露糖、

核糖、鼠李糖、半乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖、阿

拉伯糖、木糖、岩藻糖，其中核糖、岩藻糖为首次

在黄连多糖中报道的单糖成分。张维冰等[15]将仙草

多糖经三氟乙酸水解、PMP 衍生后，采用 UPLC-

ESI-MS/MS 测定其单糖组成及含量。结果表明，仙

草多糖由甘露糖、鼠李糖、核糖、葡萄糖醛酸、半

乳糖醛酸、葡萄糖、半乳糖和木糖 8 个单糖组成，

其摩尔百分比分别为 7. 4%、5. 7%、4. 2%、0. 9%、

28. 4%、 26. 5%、 16. 4% 和 10. 6%。 徐 瑾[16] 采 用

HPLC-ESI-离子阱质谱技术分析了芦荟多糖的单糖

组成。芦荟多糖经三氟乙酸水解、PMP 衍生后对其

进行测定，该衍生化产物在 ESI-MS 上响应值较高。

最后通过与单糖标准品数据库比较得出：芦荟多糖

主要由甘露糖和葡萄糖组成。Xu 等[17] 采用 UPLC-

ESI-三重四级杆线性离子阱质谱测定了枸杞多糖的

单糖组成，通过盐酸水解、PMP 衍生后，上样分析

得出枸杞多糖主要由 7 个单糖组成，分别为半乳糖、

阿拉伯糖、甘露糖、鼠李糖、木糖、核糖、葡萄糖。

不同于上述其他文献报道，该研究使用盐酸代替三

氟乙酸水解多糖样本，水解时间由 12 h 缩短为 2 h。

Zhang 等[18] 将岩藻多糖经盐酸水解、PMP 衍生后，

采 用 HPLC-串 联 四 级 杆 飞 行 时 间 质 谱 法 （QTOF-

MS） 技术对其单糖组成进行分析，结果表明岩藻多

糖由岩藻糖、半乳糖、葡萄糖、N-乙酰葡糖胺和木糖

组成，其摩尔比为 0. 45∶1. 00∶0. 12∶0. 04∶0. 02。

除了采用 PMP 衍生化结合质谱技术分析单糖组

成外，也有研究采用乙酰化衍生方法，如 Li 等[19]利

用 UPLC-ESI-MS/MS 测定 4 种中药多糖的单糖组成。

将水解后的多糖进行醋酸醛糖腈衍生化 （AND），

随后进行检测。该研究将 AND 与盐酸甲醇反应相结

合，提高了糖醛酸检测的灵敏度，同时利用多反应

监测模式消除了 AND 副产物对检测的干扰。该方法

可同时测定植物多糖中的醛糖、酮糖、醛醇、氨基

糖和糖醛酸，并成功应用于川芎、何首乌、山茱萸、

石菖蒲芽多糖的单糖组成分析。Li 等[20]采用 UPLC-

ESI-MS/MS 结合单标记方法测定麻黄多糖的单糖组

成及含量。将麻黄多糖经三氟乙酸水解、乙酰化后

进行检测，最终得出麻黄多糖由阿拉伯糖、木糖、

果糖、鼠李糖、葡萄糖、半乳糖、甘露糖和半乳糖

醛 酸 组 成 ， 其 摩 尔 比 为 1. 000∶ 0. 130∶ 0. 960∶
0. 690∶0. 290∶1. 000∶0. 034∶19. 240。该研究将

乙酰化衍生方法结合质谱法来测定单糖组成，通过

优化反应条件，可达到同时测定酸性和中性糖的

目的。

上述方法均是先对多糖水解后进行衍生化，进

而进行 LC-MS 分析，但亦有研究采用直接水解测定

的方法。例如，Zhao 等[21] 采用亲水色谱结合 ESI-
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QTOF-MS 对灵芝多糖酸降解产物的单糖组成进行分

析，将灵芝多糖经三氟乙酸降解后进行检测，在正、

负离子模式下与标准品的保留时间和相对分子质量

进行比较，由此鉴定出灵芝多糖酸水解产物中共包

括 14 种单糖和寡糖。该方法无需衍生化，易于操

作，同时可以在等度洗脱条件下实现与蒸发光散射

检测器的联合使用。梁军等[22]采用直接水解法结合

UPLC-ESI-四级杆复合线性离子阱（QTRAP） 分析了

麻黄根多糖的单糖组成，最终得出麻黄根多糖的单

糖组成为鼠李糖、阿拉伯糖、甘露糖、半乳糖、半

乳糖醛酸。

2　在相对分子质量测定方面的应用

相对分子质量是研究多糖结构特征的基础，也

是质量控制的重要指标之一[23]。目前常用的相对分

子质量测定方法有高效凝胶渗透色谱法、动静态激

光散射法、多角度激光散射法、黏度法及质谱法

等[7,11]。其中 MALDI-飞行时间质谱法是一种相对分

子质量测定方法，具有灵敏、快速、成本低、无需

对照品、对杂质的包容性强、能产生稳定的分子离

子等优势[23]。基质的作用为稀释样品、吸收激光能

量和解离样品。MALDI-QTOF-MS 分析多糖时，常

用的基质为 2,5-二羟基苯甲酸 （DHB） [24]。胡坪等[25]

以 DHB 为基质，采用 MALDI-QTOF-MS 技术分析了

麦冬多糖的相对分子质量，最终得出麦冬多糖的重

均相对分子质量为 721 g·mol–1，分散度为 1. 49。王

莹等[26]以 DHB 为基质，采用 MALDI-QTOF-MS 对注

射用黄芪多糖相对分子质量进行测定，结果显示，

样 品 在 18 940、 155 000 g·mol–1 附 近 出 现 较 强 信

号峰。

3　在糖连接位置分析方面的应用

在糖连接位置方面传统的分析方法包括红外光谱

法、高碘酸氧化和 Smith 降解、GC-MS、核磁共振波

谱法及质谱法等[11]。近年来，LC-MS逐渐应用于糖连

接位置的分析，其主要是对纯化后的多糖进行酶解或

酸解，得到的产物采用 LC-MS 进行分析，结合碎片

离子裂解规律及质谱数据库推断糖的连接位置。采用

LC-MS 分析糖连接位置不仅灵敏度高，而且通过结

合计算软件可缩短质谱结果分析时间，提高糖链结构

解析的效率[11]。喻思淼[27]采用 UPLC-ESI-MS/MS 对黄

芪多糖的酸水解产物进行分析，通过与二糖和多糖

标准品的断裂碎片比较，得出黄芪多糖共有 24 个多

糖聚体，其主要结构为线性→6Hex1→6Hex1→连接，

并结合单糖组成实验结果得出，主要的己糖共聚物

可能都是葡萄糖基低聚糖。高涛[28]采用 LC-ESI-MS/

MS 对川明参多糖的酶解产物进行分析，首先采用

LC-ESI-MS/MS 对均一化川明参多糖的 α-淀粉酶解

产物进行分析，最后结合酶解特性、甲基化及核磁

分析结果得出，川明参多糖主要成分 （CVPs-1-G）

主要由α-1,4 葡萄糖苷键构成，并含有一定量的α-1,

6 葡萄糖苷键，支链通过→4)-α-D-Glcp-(1→与→3,

6) -α -D-Glcp- (1→ 的 O-3 位 或 O-6 位 相 连 。 石 丽 霞

等[29]采用 UPLC-ESI-QTOF-MS 对由三氟乙酸水解得

到的黄芪寡糖进行分析，通过结合相关文献及葡聚

糖标准品质谱图，得出黄芪寡糖含有主链 1→4 连接

的六碳醛聚糖结构。该课题组前期研究发现，黄芪

多糖 APS-Ⅱ的主要单糖组成为半乳糖和葡萄糖，其

中葡萄糖含量是半乳糖的 2. 5 倍，二级质谱数据与

该结果相呼应。

此外，有报道采用 HPLC-ESI-QTOF-MS对人参、

夏枯草、冬虫夏草 3 种中药中寡糖的糖苷键的连接位

点进行分析[30-31]。多糖样品经部分酸水解后，在负离子

模式下进行一级和二级质谱分析，依据标准品的 MS/

MS 裂解规律得出，人参多糖中主要为 1,4-吡喃己糖

链，并含有1,6-吡喃己糖链；夏枯草中含有1,4-戊糖链

和1,4-吡喃己糖链；冬虫夏草中含有为1,4-吡喃己糖链

和 1,6-吡喃己糖链，并可能含有 4Hex1→6Hex1→单位

结构的己糖链。该法无需样品衍生、灵敏度高、准

确度好、样品需求量少。Xie 等[32]采用高效阴离子交

换色谱结合 ESI-QTOF-MS 分析猴头菌子实体 β-葡聚

糖的糖连接位置，用内切-1,6-β-D-葡聚糖酶消化β-葡

聚糖后使用仪器检测，根据质谱数据得出该葡聚糖为

具有 1→3和 1→6连接的β-葡聚糖且 1→3和 1→6连接

的 Glc 残基的比例为 1∶6。梁图等[33]采用 HPLC-ESI-

QTRAP-MS/MS 分析黄芪多糖的糖连接位置。首先

用三氟乙酸将黄芪多糖水解，得到特征性的寡糖片

段，然后使用亲水作用色谱-离子阱质谱法对黄芪寡

糖进行分离和结构表征，最终根据正离子模式下一

级和二级质谱数据得出黄芪多糖主要为 1→4 连接线

性葡聚糖。

随着质谱技术的发展，有研究者将第二代“三

合一”质谱仪应用于糖连接位置的分析，该质谱仪

将 3 种质量分析器 （四级杆、静电场轨道阱、线性
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离子阱） 集为一体，具有高灵敏度和超高分辨率。

相关研究采用 HPLC 结合该质谱对由盐酸水解得到

的铁皮石斛寡糖进行分离和鉴定，根据准确的质量

值和碎片离子推测出铁皮石斛寡糖的糖连接位置[34-35]。

Li等[36]采用亲水作用色谱结合该质谱对五味子和南五

味子多糖水解产物的糖苷键连接方式进行分析，将多

糖用微波辅助弱酸水解后进行检测，利用 18O 标记的

参考二糖总结出裂解途径，以确定不同的糖苷键，

最终得出在五味子中，中性→(4Hex1)n→的数量大于

酸 性 → (4HexA1)n→ ， 而 在 南 五 味 子 中 ， 酸 性 →
(4HexA1)n→ 的 数 量 似 乎 大 于 中 性 → (4Hex1)n→ 的 结

论 ， 进 而 实 现 了 五 味 子 和 南 五 味 子 的 快 速 鉴 别 。

Xia 等[37]采用亲水作用色谱结合该技术分析天麻根

皮多糖 （AER-A3） 的糖连接位置，将多糖用微波

辅助弱酸水解后进行检测，最终根据质谱数据和裂

解规律预测 AER-A3 是 1 种果胶型多糖，其骨架由

毛 状 区 （ →4GalA1→2Rha1→ ， RG-I） 和 光 滑 区

（→4GalA1→4GalA1→，HG） 组成。

4　在指纹图谱和糖谱方面的应用

对多糖结构的表征，除了常用的传统分析方法

外，近年来有学者提出多元指纹图谱和糖谱法的概

念。所谓多元指纹图谱是指利用多种分析手段获得

反映不同理化特征的指纹图谱[6]。糖谱法是指通过系

列定位酶切技术联用各种色谱分析，结合多糖活性

评价，可实现基于活性结构特征的多糖定性、定量

分析[38]，并已成功应用于多种中药多糖及其产品的

质量控制中[39]。糖谱法多采用 TLC、电泳、HPLC 等

分析手段，对糖片段进行检测。近年来，有研究采

用 LC-MS 对中药多糖的指纹图谱及糖谱进行研究，

如 Yu 等[40]建立了基于葡聚糖酶酶切的猴头菇多糖

（HEP） 指纹图谱。采用 UPLC-Orbitrap-MS 对 HEP

的酶解产物进行分析，推断了主要糖连接方式，发

现 HEP 的主要结构骨架为→6(Hex)1→，并有多种可

能的取代基：末端 GalA、Fuc、乙酰基、→4Hex1→
和→3Hex1→等。同时采用 UPLC-ESI-MS/MS 结合多

离子监测模式建立了 HEP 的指纹图谱，并用于区分

5 个不同品种食用菌中的多糖成分。Xia 等[41] 采用

HPLC-ESI-QTOF-MS 得到黑木耳多糖的寡糖指纹图

谱，结合主成分分析可以有效地区分野生和培养的黑

木耳多糖。此外，有研究采用 HPLC-ESI-QTOF-MS

对人参、夏枯草、冬虫夏草 3 种中药多糖部分酸水解

产物进行分析，获得不同产地和等级中药中多糖成

分的特征糖谱，并结合化学计量学方法分析糖谱信

息[30-31]，该方法可靠，具有一定的准确性和适用性。

5　结语

多糖的结构与其功能活性密切相关，故深入研

究多糖的结构对于其产品开发和质量控制有重要的

意义。然而，中药多糖结构复杂，目前尚未有单一

技术能全面地对其结构进行表征，并且缺乏可以对

大部分多糖进行结构解析的普遍适用的方法，很难

实现对多糖结构的快速准确解析[19]。LC-MS 作为一

种重要的分析技术，近年来逐渐应用于多糖的结构

分析。相比于传统的分析方法，LC-MS 在多糖结构

测定方面具备一定的优势，在单糖组成测定中通过

衍生化后采用 LC-MS 进行分析，具有较好的准确度

和灵敏度。且相比于常规方法，可以在一定程度上

避免立体异构体的干扰；在糖连接位置分析方面，

LC-MS 样品预处理简单，采用高分辨质谱所得到的

一级质谱数据可以获得糖片段的质量数，通过二级

质谱数据可以推断糖链的线性结构，糖链结构的解

析则需要采集多级质谱数据[42-44]。在这个过程中，碎

片离子的解析及与其他分析技术数据的整合是推断

糖链结构的关键步骤，除了依靠文献报道、裂解规

律外，也有研究结合质谱数据库对连接位置进行分

析[45]。LC-MS 已逐渐应用于多糖分析，作为多糖结

构解析的重要补充，但此技术还存在部分局限性，

尤其在高级结构解析方面[11]，如何提高 LC-MS 结构

解析的自动化及高通量化还需要进一步探索。相信

随着离子源及质谱联用技术的不断发展、谱库的进

一步完善，LC-MS 将在多糖结构研究方面发挥更大

的作用。
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