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摘要：肝素（ｈｅｐａｒｉｎ， Ｈｐ）是目前临床应用最为广泛的抗凝剂，是由重复二糖单元组成的多硫酸化酸性直链多糖。
低分子量肝素（ＬＭＷＨｓ）是以肝素为原料，经过化学或酶降解获得的相对分子质量相对较小的肝素衍生物，相对肝

素，它们的出血副作用和免疫原性更小，皮下注射时生物利用度更高。 肝素及低分子量肝素具有一系列结构特点，
如相对分子质量偏大且有一定分布，多种糖残基同时存在，硫酸酯位置和数量呈现多样化，以及不同工艺产生的特

殊残基的种类和含量不一等。 该类药物结构的复杂性对分析方法提出了巨大的挑战，也限制了其质量控制提升、
工艺优化、临床用药安全和新适应证拓展等。 该文以色谱分析方法为中心，从结构分析的不同角度，包括单糖、二
糖、寡糖、多糖的识别、组成分析和不同层次，系统地梳理和阐述近年来肝素类药物在色谱分析方法上的进展，并对

这些方法的应用范畴、创新性、局限性等进行总结。 该文将为肝素类药物的结构分析、质量控制提供较系统的方法

学参考，为更多新方法开发提供思路，为更深入地研究肝素类药物结构、拓展其应用提供有力支撑。
关键词：色谱；单糖组成分析；二糖组成分析；寡糖分析；多糖分析；肝素；低分子量肝素；综述
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　 　 肝素（ｈｅｐａｒｉｎ， Ｈｐ）又称未分级肝素（ＵＦＨ），
作为抗凝剂使用已有近百年的历史，它是迄今为止

最古老但依然在临床上广泛应用的抗凝药物［１］。
肝素的主要临床适用症有动静脉血栓、肺栓塞、弥散

性血管凝血等，可用于外科手术、血液透析等过

程［２］。 它作为销售额居全球首位的生化药物，２００９
年被列入世界卫生组织基本药物标准清单中，被认

定为健康照护系统中最安全与最有效的药物之

一［３］。 可见，经过了近百年的发展历程，肝素在抗

凝领域的地位依然举足轻重［４］。 与此同时，肝素结

构的异质性使一些肝素糖链可与血浆中多种蛋白分

子结合。 因此，肝素除了具有抗凝活性还展现了其

他很多生物活性，如血脂调节、预防动脉粥样硬化、
调节血管生长、抗肿瘤、抗炎、抗病毒等活性［５－７］。
特别是在治疗新冠肺炎（ＣＯＶＩＤ⁃１９）的初步结果中，
肝素除了可以直接阻止病毒的侵袭外，还可以减轻

病发过程中高凝状态级联反应激活的凝血障碍、血
栓形成和器官损伤［８－１０］。
　 　 １９１６ 年约翰霍普金斯医学院的一名学生 Ｊａｙ
ＭｃＬｅａｎ 在促凝实验中意外从狗的肝脏中发现了具

有抗凝作用的化合物，并认为是“肝磷脂” ［１１］。 １９１８
年，其导师 Ｈｏｗｅｌｌ 确证该化合物为碳水化合物而非

磷脂类，随后改名为“肝素” ［１２］。 从牛肺组织中提取

的肝素在 ２０ 世纪 ３０ 年代进行了动物的体内抗凝血

实验，瑞典 Ｖｉｔｒｕｍ ＡＢ 药厂在 １９３６ 年首次完成了静

脉注射肝素制剂的生产［１１］， １９３７ 年经人体试验确定

为安全、有效且容易取得的抗凝血剂。 １９４９ 年，Ｐｅｔｅｒ
Ｍｏｌｏｎｅｙ 和 Ｅｄｉｔｈ Ｔａｙｌｏｒ 获得了低成本、高收率生产

肝素的专利，使这种药物被广泛使用，第一代的未分

级肝素产品就此诞生［１２］。
　 　 肝素属于糖胺聚糖（ＧＡＧｓ）家族。 它是由重复

的氨基葡萄糖（ＧｌｃＮ）和葡萄糖醛酸（ＧｌｃＡ）或艾杜

糖醛酸（ＩｄｏＡ）组成二糖单元通过 １，４ 连接而成的直

链多糖，其中 ＧｌｃＡ 与 ＩｄｏＡ 互为差向异构体；其重均

分子质量约 １６ ０００ Ｄａ，并有一定的相对分子质量分

布；肝素糖链中硫酸酯基的位置和数量表现为多样

性［１］，即肝素的结构呈现典型的微观不均一性，其基

本结构示意图如图 １ 所示［１３］，其中含 ３ 位 Ｏ⁃硫酸化

ＧｌｃＮ 的五糖序列是产生抗凝活性的关键结构，即与

抗凝血酶Ⅲ（ＡＴⅢ）的结合位点，该五糖序列为 Ｇｌｃ⁃
ＮＡｃ ／ ＮＳ６Ｓ （１→４） ＧｌｃＡ （１→４） ＧｌｃＮＳ３Ｓ， ６Ｓ （１→
４） ＩｄｏＡ２Ｓ （１→４） ＧｌｃＮＳ６Ｓ（见图 １） ［１３－１５］。
　 　 肝素结构的复杂性源于体内生物合成过程中参

与的酶体系庞大、合成过程复杂。 肝素的生物合成

首先发生在肥大细胞的内质网中，如图 １ 所示，在木

糖基转移酶、β⁃３ 半乳糖基转移酶、β⁃４ 半乳糖基转

移酶和 β⁃３ 葡萄糖醛酸基转移酶先后作用下生成与

核心蛋白端丝氨酸或苏氨酸连接的四糖连接域。 随

后以此四糖为起点在高尔基体中生成肝素，其中多

种生物酶参与该过程，包括在 α⁃Ｎ⁃乙酰氨基葡萄糖

（ＧｌｃＮＡｃ）转移酶和 β⁃葡萄糖醛酸转移酶作用下产

生由重复的 ＧｌｃＡ （１→４） ＧｌｃＮＡｃ 二糖单元组成的
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图 １　 肝素生物合成与结构［１３］

Ｆｉｇ． １　 Ｈｅｐａｒｉｎ ｂｉｏｓｙｎｔｈｅｓｉｓ ａｎｄ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ［１３］

糖链；在去 Ｎ⁃乙酰基⁃Ｎ⁃磺基转移酶、糖醛酸 Ｃ５ 异

构酶（由 ＧｌｃＡ 转化成 ＩｄｏＡ）、２ 位 ／ ６ 位 ／ ３ 位⁃Ｏ⁃磺
基转移酶等作用下产生不同程度硫酸化修饰的肝素

糖链［１６，１７］。 由于部分酶异构体的存在及酶反应的

不彻底性，生成的肝素具有以下几个结构特点：相对

分子质量大且呈分散性分布、多种糖基组成以及硫

酸酯基数量和位置多样［１７］。
　 　 由此还可以看出，不同动物、相同动物的不同组

织来源的肝素结构上可能存在差异，该推论近年来

获得了大量研究结果的支持和验证［１８－２２］。 肝素最

初被发现时的组织来源是狗的肝脏，但其并不适合

大规模生产［１１］。 ２０ 世纪 ３０ ～ ５０ 年代，牛肺以原料

充足、收益高的优点成为肝素生产的主要原料。 之

后肝素的提取源从牛肺转变为猪肠黏膜，原因有三：
一是在处理、贮藏和提取大量牛肺组织的过程出现

了肝素降解问题，产品质量受到影响［２３，２４］；二是随

着香肠加工产业的兴起，猪肠黏膜作为香肠肠衣制

作中的副产物，成为肝素制备的廉价原料来源［４］；
三是 ２０ 世纪 ８０ 年代后期爆发的疯牛病，以牛肺为

主的牛源肝素安全性受到质疑，美国市场上的牛源

肝素均被生产商召回［２３，２４］。 自此，全球主要药用肝

素几乎全部以猪肠黏膜为原料。
　 　 在后续对肝素的抗凝机制研究中，研究者们发

现了肝素发挥抗凝作用的关键：凝血蛋白酶 ＦＸａ

（Ｆａｃｔｏｒ Ｘａ，活化的 Ｘ 因子），它可以被肝素的核心

五 糖 （ ＧｌｃＮＡｃ ／ ＮＳ６Ｓ⁃ＧｌｃＡ⁃ＧｌｃＮＳ６Ｓ３Ｓ⁃Ｉｄｏ２Ｓ⁃Ｇｌｃ⁃
ＮＳ６Ｓ）与 ＡＴⅢ形成的复合物拮抗［２５－２９］。 进一步的

研究发现，１８ 个糖以上的肝素糖链与 ＡＴⅢ形成复

合物可以抑制凝血酶 ＦⅡａ（Ｆａｃｔｏｒ Ⅱａ，活化的Ⅱ因

子），与出血副作用有关。 于是研究者们试图在保

留肝素核心五糖的基础上减小肝素糖链的长度，提
高肝素的抗 ＦＸａ ／抗 ＦⅡａ 活性比率［３０，３１］。 由此，２０
世纪 ８０ 年代，通过酶解或者化学降解等方法获得了

不同的低分子量肝素（ＬＭＷＨｓ） ［３２］。 相比于未分级

肝素，ＬＭＷＨｓ 具有更加优越的药代动力学特征，血
浆半衰期更长，皮下注射后生物利用度更高，抗凝作

用更为稳定［３３－３５］。 １９９６ 年，大型随机临床试验证实

院外、不监测情况下，皮下注射 ＬＭＷＨ 与院内静脉

注射普通肝素治疗血栓性疾病的疗效和安全性相

当［３６］。 于是作为第二代的肝素产品，一系列 ＬＭ⁃
ＷＨｓ 产品，包括依诺肝素钠（ｅｎｏｘａｐａｒｉｎ ｓｏｄｉｕｍ）、
那 屈 肝 素 钙 （ ｎａｄｒｏｐａｒｉｎ ｃａｌｃｉｕｍ ）、 达 肝 素 钠

（ｄａｌｔｅｐａｒｉｎ ｓｏｄｉｕｍ）、亭扎肝素钠（ ｔｉｎｚａｐａｒｉｎ ｓｏｄｉ⁃
ｕｍ）等应运而生，正在逐步取代普通肝素用于血栓

性疾病的预防和治疗［３２，３７］。
　 　 这些 ＬＭＷＨｓ 在保留了肝素原有结构特点的基

础上，由于制备方法不同，出现了一系列相应的特征

结构。 如苄基化反应后，在碱性条件下降解制备的
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依诺肝素钠部分糖链还原端产生 １，６ 脱水葡萄糖胺

或甘露糖胺（１，６⁃ａｎ． Ａ ／ Ｍ），部分非还原端产生 ４，５
脱 水 糖 醛 酸 （ ４，５⁃ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ，
ΔＵＡ） ［３１］；通过亚硝酸降解制备的那屈肝素钙或达

肝素钠在还原端产生了２，５脱水甘露醇结构（２，５⁃
ａｎｈｙｄｒｏｍａｎｎｉｔｏｌ， ２，５⁃ＡＭ． ｏｌ） ［３８］。 这些特征残基

的产生，无疑进一步增大了 ＬＭＷＨｓ 糖链结构的复

杂性。
　 　 以肝素核心五糖为模板全合成的磺达肝癸钠是

肝素类药物第三代产品的代表，也是第一个单一结

构的肝素产品［３９］。 相较于第一代的未分级肝素和

第二代的低分子量肝素，磺达肝癸钠能通过皮下注

射吸收，具有更高的生物利用度，出血副作用更低。
然而，磺达肝癸钠也有着不可忽视的缺陷，首先是在

应用上磺达肝癸钠无法被鱼精蛋白拮抗，即缺少解

毒剂，且其肾毒性限制了肾功能障碍人群的使

用［４０］；其次，磺达肝癸钠作为化学合成的五糖，合成

路径很长，产率仅为 ０ １％，生产成本极高。 这些问

题导致该产品临床使用率远不及 ＬＭＷＨｓ。
　 　 百年肝素经历了几次里程碑式的发展，奠定了

今天全球以 ＬＭＷＨｓ 为主，未分级肝素和合成肝素

占一定份额的市场格局。 受饮食习惯和宗教因素的

影响，中国成为肝素原料药最大的出口国，全球超过

５０％ 的猪肠黏膜肝素原料药来自中国［４］。 近年来，
中国肝素科研投入巨大，多家企业已经成为 ＬＭ⁃
ＷＨｓ 原料药和制剂的全球供应商。 然而，肝素类产

品的发展并不是一帆风顺的。 ２００８ 年肝素污染事

件中，被肝素类似物过硫酸软骨素（ＯＳＣＳ）污染的

肝素产品，超出了当时的质控检测范畴，最终流入市

场，导 致 超 过 ２００ 名 使 用 相 关 产 品 的 患 者 死

亡［４１－４３］。 该事件就像一记警钟，提醒着我们肝素类

产品结构的复杂性、相关分析方法的局限性、质量控

制深入研究的紧迫性，只有不断深入发展和完善相

关研究，才能确保肝素药物临床应用的安全性以及

相关新产品开发的可靠性［４４］。
　 　 ２００８ 年肝素污染事件发生以后，巨大人力物力

投入到肝素类药物的结构、分析方法、质量控制等研

究中，大量的相关分析方法，特别是色谱分析方法应

运而生。 它们大多围绕着肝素类药物的糖基组成、
二糖组成、重要结构域组成、寡糖组成、多糖组成等

来建立，其中离子色谱检定肝素中半乳糖胺限量、强
阴离子色谱（ＳＡＸ）测定依诺肝素钠脱水还原端含

量等方法已经被收入药典中；用于低分子量肝素寡

糖谱分析的分子排阻色谱结合高分辨质谱联用技术

（ＳＥＣ⁃ＭＳ）、用于那屈肝素钙和达肝素钠中脱水还

原端含量分析的离子色谱⁃质谱联用技术（ ＩＣ⁃ＭＳ），
以及多中心切割二维液相色谱⁃质谱联用技术

（ＭＨＣ ２Ｄ⁃ＬＣ⁃ＭＳ）已成功应用到 ＬＭＷＨｓ 药物的一

致性研究中；ＳＡＸ 进行聚糖分析检测肝素中 ＯＳＣＳ、
硫酸皮肤素（ＤＳ）等不纯物含量的方法在产品工艺

和质量提升过程中得以应用［４５－４７］。
　 　 本文将从单糖、二糖、寡糖和多糖等多个维度，
对当前肝素结构分析中应用的色谱分离方法的优势

和不足进行梳理和对比，针对色谱技术在肝素类药

物质量控制中的应用做系统的总结，为肝素类药物

的质量控制方法提供参考，并为肝素类药物精细结

构的阐释提供线索，推动肝素类药物安全有效可控

地应用。

１　 单糖组成分析

　 　 肝素是由 ＧｌｃＮ 和 ＩｄｏＡ 或 ＧｌｃＡ 形成的重复二

糖组成。 肝素中常见的天然杂质 ＤＳ 和硫酸软骨素

（ＣＳ） 与肝素同属 ＧＡＧｓ，它们是由氨基半乳糖

（ＧａｌＮ）和 ＩｄｏＡ 或 ＧｌｃＡ 形成的重复二糖组成的硫

酸化直链多糖［１］。 ２００８ 年肝素污染事件中的

ＯＳＣＳ，是人工合成的 ＣＳ 的过硫酸化衍生物，单糖

组成同样为 ＧａｌＮ 和 ＧｌｃＡ。 据此，单糖组成分析可

以有效鉴别和定量检查肝素以及可能存在的 ＤＳ、
ＣＳ 或 ＯＳＣＳ。
　 　 进行多糖的单糖组成分析时，大多需要将单糖

释放，酸水解是其中主要的手段。 理想的水解条件

可以在完全释放糖基的同时，尽量减少单糖结构的

破坏。 多项针对肝素酸水解条件优化的研究包括：２
～４ ｍｏｌ ／ Ｌ 三氟乙酸（ＴＦＡ）在 １００ ～ １１０ ℃下降解 ８
～２４ ｈ［４８－５０］， ３ ～ ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸在 １００ ℃ 下降解 ６
ｈ［５１］，微波 １００ Ｗ １０ ｍｉｎ［５２］以及采用聚合酶链式反

应（ＰＣＲ）设备在 ３０ ｍｉｎ 内对多达 ９６ 个样品进行酸

解处理［５３］。 其中盐酸水解是被《美国药典》 （ＵＳＰ）
肝素钠半乳糖胺限量检查分析采纳的方法［５４］，该方

法稳定有效可控。
　 　 自然界中单糖的种类有数十种，它们均为多羟

基醛或酮或醛酸，亲水性强，无特征紫外吸收，大多

存在差向异构体。 这为综合性单糖分析方法提出了

不小的挑战。 最早出现的单糖分析方法为纸色谱

法［５５］，以及薄层色谱法［５６］，但它们的分辨率和灵敏

度均较低，已无法满足现代化综合分析的需求。 本
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文重点梳理了肝素类药物单糖现代化色谱分析方法

以及潜在可能用于肝素类药物单糖分析的方法。
１．１　 离子色谱结合脉冲安培检测法（ＩＣ⁃ＰＡＤ）
　 　 利用 ＩＣ⁃ＰＡＤ 的单糖分析过程中，碱性流动相使

单糖的羟基电离，并与阴离子色谱柱有不同程度的结

合和保留，在流动相洗脱下达到高效分离的目的，同
时，ＰＡＤ 检测器利用单糖半缩醛的氧化还原性成功

实现了高灵敏度和特异性检测。 ２０１２ 年，Ｚｈａｎｇ
等［４５］建立了一种 ＩＣ⁃ＰＡＤ 方法对 １６ 种单糖一次性系

统分析，包含多种中性糖、氨基糖和酸性糖等（见图

２）。 研究者利用该方法有效对比了肝素、ＣＳ、ＤＳ 等

ＧＡＧｓ 单糖组成的差异，同时，确定了较低的定量限

（１２ ５× １０－３ ｎｍｏｌ， ～ ２ ５ ｎｇ）和较宽的线性范围。
ＵＳＰ 收录了离子色谱结合脉冲安培检测方法用于肝

素的 ＧａｌＮ 限量检查（含量不超过所有氨基糖总量的

１％），确保肝素产品中只含有极低的 ＧａｌＮ 相关的

ＣＳ、ＤＳ，也包括 ＯＳＣＳ。 在此基础上，Ｙｉ 等［５７］ 应用该

方法成功实现了那屈肝素钙和达肝素钠糖链末端结

构 ２，５⁃ＡＭ． ｏｌ 的定性定量分析，成为该方法在肝素

类药物分析中又一个有意义的应用。

图 ２　 ＩＣ⁃ＰＡＤ 分析 １６ 种单糖的色谱图［４５］

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ １６ ｓｕｇａｒｓ ｂｙ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｗｉｔｈ ｐｕｌｓｅｄ ａｍｐｅｒｏｍｅｔｒｉｃ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＩＣ⁃ＰＡＤ） ［４５］

表 １　 单糖组成分析方法
Ｔａｂｌｅ １　 Ｍｏｎｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ ｍｅｔｈｏｄｓ

Ｎｏ．
Ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ

ｒｅａｇｅｎｔ
Ｍｅｔｈｏｄ Ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ Ａｎａｌｙｔｅｓ Ｒｅｆ．

Ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ
ｙｅａｒ

１ ＰＭＰ ＲＰＬＣ⁃ＵＶ ＬＯＤ： ０．０４－１．６ μｍｏｌ ／ Ｌ； ＬＯＱ： ０．１５－１．６ μｍｏｌ ／ Ｌ； ｍａｓｓ ｒｅ⁃
ｃｏｖｅｒｙ： ９２％－１００％； ＲＳＤ： ０．３％

１０ ｓｕｇａｒｓ ［５１］ ２０１６

２ ＰＭＰ ＲＰＬＣ⁃ＭＳ （ＭＲＭ） ＬＯＤ： ０．０５６－５．６ ｆｍｏｌ ／ Ｌ； ＬＯＱ： ０．５－１０ ｎｇ ／ ｍＬ； ＲＳＤ： ６．０％ １６ ｓｕｇａｒｓ ［５３］ ２０１７
３ ２⁃ＡＢ ａｎｄ ２⁃ＡＰ ＲＰＬＣ⁃ＵＶ ＬＯＤ： １．２－１１ ｎｍｏｌ ／ Ｌ； ＬＯＱ： ４－３６ ｎｍｏｌ ／ Ｌ； ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ：

２％－９％； ｉｎｔｅｒ⁃ｄａｙ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ： ３％－９％
１０ ｓｕｇａｒｓ ［５２］ ２０２１

４ ｄ３⁃４⁃ＭＯＢＨＡ·ＨＣｌ ＲＰＬＣ⁃ＭＳ （ＭＲＭ） ＬＯＤ： １．２－１１ ｎｍｏｌ ／ Ｌ； ＬＯＱ： ０．２５－３ ｆｍｏｌ ／ Ｌ； ｍａｓｓ ｒｅｃｏｖｅｒｙ：
８５％－１１０％

１２ ｓｕｇａｒｓ ［５８］ ２０２１

５ ｎｏ ＩＣ ＬＯＤ： １．０ ｎｇ； ＬＯＱ： ２．５ ｎｇ １６ ｓｕｇａｒｓ ［４５］ ２０１２
　 ＰＭＰ： １⁃ｐｈｅｎｙｌ⁃３⁃ｍｅｔｈｙｌ⁃５⁃ｐｙｒａｚｏｌｏｎｅ； ２⁃ＡＢ： ２⁃ａｍｉｎｏ ｂｅｎｚａｍｉｄｅ； ２⁃ＡＰ： ２⁃ａｍｉｎｏ ｐｙｒａｚｉｎｅ； ｄ３⁃４⁃ＭＯＢＨＡ·ＨＣｌ： Ｏ⁃（４⁃（ｍｅｔｈｏｘｙ⁃
ｄ３）ｂｅｎｚｙｌ）ｈｙｄｒｏｘｙｌａｍｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ．

１．２　 衍生化法

　 　 柱前衍生可以有效改变单糖的色谱行为，同时

衍生化后可以进行相应的紫外或荧光检测。 常用的

单糖 衍 生 化 试 剂 有 １⁃苯 基⁃３⁃甲 基⁃５⁃吡 唑 啉 酮

（ＰＭＰ）、２⁃氨基苯甲酰胺（２⁃ＡＢ）、２⁃氨基吡嗪（２⁃
ＡＰ）、４⁃氨基苯甲酸乙酯（ＡＢＥＥ）等［５１－５３］。 ２０２１ 年，
Ｗａｎｇ 等［５８］通过合成新的衍生物 Ｏ⁃（４⁃甲氧基⁃ｄ３
苄基） ⁃羟胺盐酸盐（４⁃ＭＯＢＨＡ·ＨＣｌ），使 １２ 种单

糖（包含肝素类药物含有的 ＧｌｃＮ、ＧｌｃＡ，以及相关

ＧａｌＮ）在 Ｃ１８ 色谱柱上基线分离，该衍生物还大大

提高 了 检 测 灵 敏 度， 定 量 限 低 至 ０ ２５ ～ ３ ００

ｆｍｏｌ ／ Ｌ，可以应用于各种生物样本的分析。 这些单

糖经过衍生化后的色谱分析方法，因仪器适配性和

色谱稳定性高，有着广泛的应用以及潜在的肝素类

药物单糖分析能力。 当然，衍生化过程相对复杂、反
应效率不同等问题可能会导致结构信息丢失或不准

确，一定程度上限制了其应用。
　 　 表 １ 汇总了用于或者可能用于肝素类药物单糖

分析的方法，包含样品前处理、色谱方法等。

２　 二糖分析

　 　 重复二糖是 ＧＡＧｓ 的特征性结构。 肝素类药物

·１１１·
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重复二糖单元中存在不同硫酸酯基位置和数量差

异，这些有着不同硫酸酯基位置和数量的二糖比例

可能随着动物来源、制备工艺、厂家甚至批次的不同

而不 同［５９］。 于 是， 彻 底 酶 解 后 的 二 糖 分 析 是

ＧＡＧｓ，特别是肝素类药物结构解析过程中不可或缺

的内容之一。 肝素糖链通过肝素裂解酶Ⅰ、Ⅱ和Ⅲ
彻底酶解可以产生常见二糖、糖链末端四糖连接域、
肝素酶不识别特殊结构等几十种产物［６０］。 裂解酶

降解释放的肝素类药物二糖或者寡糖的糖链非还原

端均带有 ４，５ 位双键，与糖醛酸的羧基形成共轭，在
约 ２３２ ｎｍ 处呈现特征吸收，结合不同分离机制和

适宜的检测手段完成它们的定性定量分析可以实现

肝素类药物基本单元组成的重要表征。
２．１　 强阴离子交换色谱⁃紫外法

　 　 ＳＡＸ 是一种以高浓度非挥发性盐为流动相，根
据肝素二糖或寡糖的离子强度进行分离的色谱方

法。 结合 ＵＶ 检测器，ＳＡＸ 体现出了分辨率高、稳定

性好、定量准确等特点。 ＵＳＰ［６１］ 和 《欧洲药典》
（ＥＰ） ［６２］在利用二糖分析检测依诺肝素钠糖链末端

１，６⁃ａｎ． Ａ ／ Ｍ 含量过程中均采用了 ＳＡＸ⁃ＵＶ 方法。
在该方法中，依诺肝素钠经过混合肝素裂解酶彻底

酶解产生十几种酶解产物，这些产物主要为酶解释

放出来的二糖结构，同时也包括依诺肝素钠糖链含

有 １，６⁃ａｎ． Ａ ／ Ｍ 的末端结构。 酶解释放出来的二糖

含有完整还原端，被硼氢化钠还原后色谱保留时间

系统性前移，而含有 １，６⁃ａｎ． Ａ ／ Ｍ 末端结构的酶解

产物无法被还原，色谱保留时间不变，通过这种差异

所有含有 １，６⁃ａｎ． Ａ ／ Ｍ 末端结构的酶解产物均被识

别并进行了归一化法定量测定。 该方法得益于

ＳＡＸ⁃ＵＶ 较高分辨率和较好稳定性。
　 　 ２０１５ 年 Ｍｏｕｒｉｅｒ 等［６３］利用 ＳＡＸ 方法对不同来

源和批次的肝素彻底酶解产物进行了定量的指纹图

谱研究，其中包含常规二糖、３⁃Ｏ 硫酸化的二糖和四

糖、糖链末端丝氨酸残基等二十几种酶解产物（见
图 ３ａ）。 在分析过程中，由于实际样品的复杂性以

及含量较小组分标准品的缺失，有些归属出现了不

明确和不准确的情况。
　 　 在线质谱是解析未知峰的有力手段，但 ＳＡＸ 以

非挥发性盐为流动相，无法实现与质谱的在线联用。
为了突破 ＳＡＸ 与质谱联用的技术壁垒，２０１６ 年

Ｍｉｌｌｅｒ 等［６４］开发了以挥发性盐（碳酸氢铵，ＶＳ）为流

动相，在十六烷基三甲基铵（ＣＴＡ）键合的 Ｃ１８ 色谱

柱上分离肝素二糖和寡糖的方法。 ＶＳ⁃ＣＴＡ⁃ＳＡＸ 方

法实现了 ＳＡＸ 与质谱兼容并初步完成了肝素二糖

及寡糖的分离，但整体分辨率有所下降，同时碳酸氢

铵的可分解性对该方法的稳定性提出了挑战。 ２０２１
～２０２２ 年 Ｃｈｅｎ 等［６５，６６］ 开发了多中心切割（ｍｕｌｔｉ⁃
ｐｌｅ ｈｅａｒｔ ｃｕｔ， ＭＨＣ） 二维液相色谱与质谱联用

（２Ｄ⁃ＬＣ⁃ＭＳ）的方法，ＳＡＸ⁃ＵＶ 作为第一维色谱对肝

素类药物彻底酶解产物进行有效分离，之后指定色

谱峰自动进入第二维分子排阻色谱（ｓｉｚｅ⁃ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＳＥＣ）在线脱盐后进入 ＭＳ 进行

定性分析（见图 ３ｂ 和 ３ｃ）。 利用该方法研究人员对

１７ 种肝素彻底酶解产物、１５ 种依诺肝素钠彻底酶解

产物、２０ 种那屈肝素钙彻底酶解产物进行了定性定

量分析。 该方法继承了传统 ＳＡＸ 的稳定性、准确度

和分辨率，同时实现了在线质谱定性分析，为肝素类

产品的质量控制和构效关系研究提供了有力的分析

工具。
２．２　 反相离子对色谱⁃质谱法（ＩＰＲＰ⁃ＭＳ）
　 　 肝素类药物的二糖及寡糖等由于具有极强的亲

水性，在常规的反相色谱柱中较难保留。 离子对试

剂的加入使这些被分析物在流动相中与正电性的有

机离子对试剂生成一定亲脂性的中性分子，从而增

强肝素二糖在色谱中的保留，改善分离效果［６７］。 离

子对试剂的空间体积和疏水性在肝素二糖或寡糖的

解析中发挥了复杂的分析物竞争作用，因此对于离

子对试剂的选择和浓度的确定需要优化［６８］。 在肝

素二糖或寡糖分析时，常用的离子对试剂有三丁胺

（ＴＢＡ） 和乙酸铵、 丁胺 （ ＢＴＡ） 和乙酸铵、 戊胺

（ＰＴＡ）和六氟异丙醇（ＨＦＩＰ）等［６７－７０］。 虽然离子对

试剂或者有机相本身的紫外吸收影响了酶解糖链紫

外检测，但挥发性流动相与 ＭＳ 有较好的兼容性，质
谱的检测既有较高灵敏度又可以实现定性分析的目

的。 ２００８ 年 Ｚｈａｎｇ 等［６７］使用微流液相以 ＴＢＡ 和乙

酸铵为离子对试剂，离子阱 ＭＳ 为检测器，并利用
１３Ｃ、１５Ｎ 标记后的二糖作为内标校正 ＭＳ 离子化效

率带来的差异，实现准确定量分析，定量限低至 ２
ｎｇ（见图 ４）。 ２０１５ 年 Ｘｕ 等［７１］ 利用 ＩＰＲＰ⁃ＭＳ 法对

依诺肝素钠和那屈肝素钙的部分酶解产物从二糖

（ｄｐ２）至十糖（ｄｐ１０）约两百多个寡糖组分进行定性

定量分析，其中离子对试剂为 ＰＴＡ 和 ＨＦＩＰ。 ＩＰＲＰ
对肝素类药物二糖和寡糖均有较好的分离效果，色谱

分辨率较高，同时较好的 ＭＳ 兼容性使该方法能对未

知或不常见的组分定性分析，是一种高效、便捷的肝

素类药物结构分析方法。 然而，离子对试剂的加入也

·２１１·
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图 ３　 强阴离子交换色谱法定量分析肝素彻底酶解产物［６３，６５］

Ｆｉｇ． ３　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｈｅｐａｒｉｎ ｄｅｐｏｌｙｍｅｒｉｚｅｄ ｂｙ ｈｅｐａｒｉｎａｓｅ ｍｉｘｔｕｒｅ ｂｙ ｓｔｒｏｎｇ ａｎｉｏｎ ｅｘｃｈａｎｇｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＳＡＸ） ［６３，６５］

　 ａ． ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＳＡＸ⁃ＵＶ， ｂｌａｃｋ ｌｉｎｅ： ２３２ ｎｍ， ｒｅｄ ｌｉｎｅ： ２０２－２４２ ｎｍ［６３］ ； ｂ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｈｅａｒｔ⁃ｃｕｔｔｉｎｇ ｔｗｏ ｄｉｍｅｎｓｉｏｎａｌ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｗｉｔｈ ＭＳ （ＭＨＣ ２Ｄ⁃ＬＣ⁃ＭＳ） ｓｙｓｔｅｍ［６５］ ； ｃ． ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＭＨＣ ２Ｄ⁃ＬＣ⁃ＭＳ （ １Ｄ⁃ＳＡＸ， ２３２ ｎｍ） ［６５］ ．

产生了一些弊端，如离子对试剂与被测化合物发生不

同程度的加合，产生多种加合产物，一定程度上增加

了质谱解析的难度［６８］；离子对试剂容易与色谱柱填

料发生不可逆结合，导致色谱柱效率降低，色谱柱使

用寿命缩短；离子对试剂还在 ＭＳ 中存在严重的残留

现象，随着使用次数的增加离子对试剂在 ＭＳ 中的响

·３１１·
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图 ４　 微流反相离子对色谱⁃质谱法（Ｍｆ⁃ＩＰＲＰ⁃ＭＳ）对 ８ 个
肝素二糖的定量分析结果［６７］

Ｆｉｇ． ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｉｇｈｔ ｈｅｐａｒｉｎ
ｄｉｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ ｂｙ ｍｉｃｒｏｆｌｏｗ ｉｏｎ ｐａｉｒ ｒｅｖｅｒｓｅｄ
ｐｈａｓｅ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ＭＳ （ＩＰＲＰ⁃ＭＳ） ｍｅｔｈｏｄ［６７］

　

应明显增加，对质谱的数据采集产生影响。 这些弊端

限制了该方法更为广泛的使用。
２．３　 亲水相互作用色谱⁃质谱法（ＨＩＬＩＣ⁃ＭＳ）
　 　 ＨＩＬＩＣ 也可称为“含水正相色谱”，是一种集正

相、离子交换等多种分离机制于一体的混合色谱模

式，适用于强极性化合物的分离。 该法通常以含水

流动相作为洗脱剂，被测物的亲水性越强，在色谱上

的保留越强，非常适合亲水性强的肝素类药物二糖

分析［７２］。 ＨＩＬＩＣ 的流动相是水相缓冲盐与有机相

混合，一般选用挥发性盐如甲酸铵、乙酸铵等，水相

的比例约 ３％ ～４０％，因此与 ＭＳ 具有较好的兼容性。
２０１６～ ２０１７ 年 Ｓｕｎ 等［６０，７３］ 利用 ＨＩＬＩＣ 分离并采用

多反应监测（ＭＲＭ）模式定性定量分析依诺肝素钠

和那屈肝素钙彻底酶解产物。 该方法的分离度有

限，但借助被测物在 ＭＳ 中质荷比（ｍ／ ｚ）以及碎片

离子的不同，实现了 ３０ 多种糖结构的分析（见表

２）。 ２０１２ 年 Ｇｉｌｌ 等［７４］利用 ＨＩＬＩＣ⁃ＭＳ 对 ＧＡＧ 酶解

产生的具有 Δ４，５ 不饱和糖醛酸的二糖和亚硝酸降

解产生的饱和二糖（含 ２，５⁃ＡＭ． ｏｌ）进行定量分析，
该方法实现了简单的 ＬＣ⁃ＭＳ 平台确定 ＧＡＧ 中的二

糖谱。 ＨＩＬＩＣ 的分辨率较差，ＵＶ 背景高且不稳定，
但与 ＭＳ 兼容性好，其与 ＭＳ 联用极大提高了该方

法的适用性，在肝素类药物结构解析过程中有良好

的应用。

２．４　 毛细管电泳法（ＣＥ）
　 　 面对肝素类药物二糖这种高电荷物质的分析，
ＣＥ 有着高分辨和高灵敏度的独特优势。 传统 ＣＥ
因电解质缓冲液多为磷酸缓冲盐等不挥发性盐，无
法直接和 ＭＳ 串联，因此传统 ＣＥ 常与紫外或荧光

检测器串联使用。 ２０１７ 年 Ｚｈａｎｇ 等［７５］采用 ＣＥ⁃ＵＶ
法对 ＬＭＷＨｓ 中具有不同 ＡＴⅢ结合活性组分进行

二糖分析（见图 ５ａ）。 该研究中，在峰归属的过程中

利用电泳迁移率和荷质比呈正比的原理对含 ３⁃Ｏ 硫

酸化的 ３ 个四糖进行归属，完成了高分辨率的定性

定量分析。 近些年随着 ＣＥ 与 ＭＳ 联用技术的发

展，ＣＥ 分离过程中的未知峰实现了在线结构解析。
２０１６ 年 Ｓｕｎ 等［７６］ 利用 ＣＥ⁃ＭＳ 联用技术对不同硫

酸化程度的肝素二糖进行定性定量分析，该方法线

性良好，定量限低至 ６ ｎｇ ／ ｍＬ。 方法中 ＣＥ 可以与

ＭＳ 串联是源于可挥发性背景电解质（ＮＨ４ＨＣＯ３）
和一款新颖的电动泵驱动的 ＣＥ⁃ＭＳ 离子源（ＣＭＰ
ＥＭＡＳＳ⁃ＩＩ ＣＥ⁃ＭＳ），该离子源提供低流速鞘流液

（５０％ ～７０％ 甲醇水溶液含 ０ １％ ～ １％ 甲酸）和雾化

电压，但可挥发性的电解质降低了 ＣＥ 对肝素二糖

的分辨率，导致该方法仅能对含有不同硫酸基团的

肝素二糖进行分离，一定程度上限制了该方法的应

用。 ２０１９ 年 Ｏｕｙａｎｇ 等［７７］ 利用等电点聚焦电泳

（ｃＩＥＦ）与 ＭＳ 联用对肝素二糖进行分离，这是首次

以等电点为分离依据分离酸性二糖，该研究中同样

使用了外加离子源（见图 ５ｂ）。 该方法对肝素二糖

分离的分辨率有所提高，但是目前还未能实现全部

二糖的基线分离，还有待新型填充毛细管的开发。
总之 ＣＥ 的超低流速、高灵敏度是该方法的优势，相
信随着毛细管技术的发展，更多应用将随之产生。
２．５　 衍生化方法

　 　 与单糖分析类似，通过柱前衍生可以改变肝素

类药物二糖的色谱行为，同时引入的发光基团使检

测手段多样化，检测灵敏度进一步提高［６９，７８－８０］。 肝

素、ＣＳ 和透明质酸（ｈｙａｌｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ， ＨＡ）的 １７ 种

二糖经过 ２⁃氨基吖啶酮（ＡＭＡＣ）衍生化后，可在

ＲＰ［７９］、ＨＩＬＩＣ［８０］色谱柱上以及 ＣＥ［８１，８２］ 上实现完全

分离，借助 ＦＩＤ 或 ＭＳ 实现准确、快速定性定量分

析。 ２０１４ 年 Ｕｃａｋｔｕｒｋ 等［８３］采用 ＣＥ⁃ＦＩＤ 实现了 ２⁃
氨基吖啶酮衍生化的硫酸乙酰肝素（ＨＳ）、ＣＳ、硫酸

角质素（ＫＳ）以及 ＨＡ 等 １９ 种 ＧＡＧ 二糖的基线分

离，在一次实验过程中对所有 ＧＡＧ 相关二糖进行

快速、准确、超高灵敏的定性定量分析。 ２０２１ 年
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图 ５　 ＣＥ⁃ＵＶ 法定量分析依诺肝素酶解产物［７５，７７］

Ｆｉｇ． ５　 Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｈａｕｓｔｉｖｅｌｙ ｄｉｇｅｓｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｏｘａｐａｒｉｎ ｂｙ ＣＥ⁃ＵＶ［７５，７７］

ａ． ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ２３２ ｎｍ［７５］ ； ｂ． ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｏｆ ｃａｐｉｌｌａｒｙ ｉｓｏｅｌｅｃｔｒｉｃ ｆｏｃｕｓｉｎｇ ｃｏｕｐｌｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ｃＩＥＦ⁃ＭＳ） ｓｙｓｔｅｍ［７７］ ．

Ｗａｎｇ 等［８４］利用 ６⁃氨基⁃Ｎ⁃（２⁃二乙氨基）乙基喹啉⁃
２⁃甲酰胺（ＡＭＱＣ）衍生，在 ＭＲＭ 质谱模式下定量

分析了肝素二糖，相较于 ＡＭＡＣ 衍生灵敏度增大了

２ ０ ～ ３２０倍。这些方法的灵敏度高，特异性强，是生

物样本如细胞、组织、体液中 ＧＡＧ 二糖定性定量分

析的常用方法。 表 ２ 系统地总结了不同二糖分析方

法下可以检测到的肝素类药物中的结构片段，一定

程度上体现了这些方法的灵敏度和分辨率。
表 ２　 不同分析方法获得的肝素或低分子量肝素的二糖组成

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｆｒｏｍ ｈｅｐａｒｉｎ ｏｒ ｌｏｗ ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｗｅｉｇｈｔ ｈｅｐａｒｉｎｓ （ＬＭＷＨｓ） ｂｙ ｖａｒｉｏｕｓ ｍｅｔｈｏｄｓ

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
ＳＡＸ⁃

ＵＶＨｅｐ［６３］
ＳＡＸ⁃

ＳＥＣＨｅｐ［６５］
ＳＡＸ⁃

ＳＥＣＥｎｏ［６６］
ＳＡＸ⁃

ＳＥＣＮａｄｒｏ［６６］
ＩＰＲＰ⁃

ＭＳＥｎｏ［７０］
ＨＩＬＩＣ⁃

ＭＳＮａｄｒｏ［７２］
ＨＩＬＩＣ⁃

ＭＳＥｎｏ［６０］

１ ΔＵ⁃ＧｌｃＮＡｃ １ １ １ １ １ １ １
２ ΔＵ⁃ＧｌｃＮＳ １ １ １ １ １ １ １
３ ΔＵ⁃ＧｌｃＮＡｃ，６Ｓ １ １ １ １ １ １ １
４ ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＡｃ １ １ １ １ １ １ １
５ ΔＵ⁃ＧｌｃＮＳ，６Ｓ １ １ １ １ １ １ １
６ ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ １ １ １ １ １ １ １
７ ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＡｃ，６Ｓ １ １ １ １ １ １ １
８ ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ，６Ｓ １ １ １ １ １ １ １
９ ΔＧａｌＡ⁃ＧｌｃＮＳ １ ０ ０ ０ ０ １ １

１０ ΔＧａｌＡ⁃ＧｌｃＮＳ，６Ｓ １ ０ ０ ０ ０ １ １
１２ ＩｄｏＡ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ １ ０ ０ ０ ０ １ １
１３ Ｕ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ ｏｒ Ｕ⁃ＧｌｃＮＳ，６Ｓ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０
１４ Ｕ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＡｃ ｏｒ Ｕ⁃ＧｌｃＮＡｃ，６Ｓ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０
１５ ＩｄｏＡ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ，６Ｓ １ ０ ０ ０ ０ １ １
１６ ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮ，６Ｓ ０ ０ ０ ０ ０ １ １
１７ ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮ ０ ０ ０ ０ ０ １ １
１８ ΔＵ⁃ＧｌｃＮ，６Ｓ ０ ０ ０ ０ ０ １ １
１９ ΔＵ⁃ＧｌｃＮ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １
２０ ΔＧｌｙｓｅｒ １ １ １ １ ０ １ １
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表 ２　 （续）
Ｔａｂｌｅ ２　 （Ｃｏｎｔｉｎｕｅｄ）

Ｎｏ． Ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎ
ＳＡＸ⁃

ＵＶＨｅｐ［６３］
ＳＡＸ⁃

ＳＥＣＨｅｐ［６５］
ＳＡＸ⁃

ＳＥＣＥｎｏ［６６］
ＳＡＸ⁃

ＳＥＣＮａｄｒｏ［６６］
ＩＰＲＰ⁃

ＭＳＥｎｏ［７０］
ＨＩＬＩＣ⁃

ＭＳＮａｄｒｏ［７２］
ＨＩＬＩＣ⁃

ＭＳＥｎｏ［６０］

２１ ΔＧｌｙｓｅｒｏｘ１ １ ０ ０ ０ ０ １ １
２２ ΔＧｌｙｓｅｒｏｘ２ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０
２３ Ｏｔｈｅｒ ｎｏｎ⁃ｅｎｄｏｇｅｎｏｕｓ ｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ ΔＩＳＯ３ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０
２４ Ｔｅｔｒａｓａｃｃｈａｒｉｄｅ Ａ ΔＩＳ ⁃Ｉ２ＳＯ３ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０
２５ Ｔｅｔｒａｓａｃｃｈａｒｉｄｅ Ｂ ΔＩ２ＳＯ３ ⁃Ｉｓｉｄ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０
２６ ΔＵ⁃ＧｌｃＮＡｃ，６Ｓ⁃ＧｌｃＡ⁃ＧｌｃＮＳ，３Ｓ １ ０ ０ ０ ０ ０ ０
２７ ΔＵ⁃ＧｌｃＮＡｃ，６Ｓ⁃ＧｌｃＡ⁃ＧｌｃＮＳ，３Ｓ，６Ｓ １ １ １ １ １ １ １
２８ ΔＵ⁃ＧｌｃＮＳ，６Ｓ⁃ＧｌｃＡ⁃ＧｌｃＮＳ，３Ｓ，６Ｓ １ １ １ ０ ０ １ １
２９ ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＡｃ，６Ｓ⁃ＧｌｃＡ⁃ＧｌｃＮＳ，３Ｓ，６Ｓ １ ０ ０ ０ ０ １ ０
３０ ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ，６Ｓ⁃ＧｌｃＡ⁃ＧｌｃＮＳ，３Ｓ，６Ｓ １ ０ ０ ０ ０ １ ０
３１ ＧｌｃＮＳ⁃ＩｄｏＡ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ，６Ｓ ｏｒ ＧｌｃＮＳ， ０ ０ １ ０ ０ ０ ０

６Ｓ⁃ＩｄｏＡ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ
３２ ＧｌｃＮＳ，６Ｓ⁃ＩｄｏＡ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ，６Ｓ １ ０ ０ ０ ０ １ １
３３ ΔＵ⁃ＧｌｃＮＳ，６Ｓ⁃ＨｅｘＡ ０ ０ ０ ０ ０ １ １
３４ ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＡｃ，６Ｓ⁃ＨｅｘＡ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １
３５ ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ，６Ｓ⁃ＨｅｘＡ ０ ０ ０ ０ ０ １ １
３６ ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ，６Ｓ⁃ＨｅｘＡ２Ｓ ０ ０ １ ０ ０ １ １
３７ ΔＵ２ＣＳ⁃ＧｌｃＮＳ，６Ｓ ０ ０ ０ ０ ０ １ １
３８ ＧｌｃＮＳ，６Ｓ⁃Ｕ２ＣＳ⁃ＧｌｃＮＳ ｏｒ ＧｌｃＮＳ⁃Ｕ２ＣＳ⁃ＧｌｃＮＳ，６Ｓ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０
３９ ΔＵＡ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ，６Ｓ⁃ＧｌｃＡ⁃２， ３⁃ａｎｈｙｄｒｏ⁃ＧｌｃＮＳ ０ ０ ０ ０ ０ １ １
４０ ΔＵＡ⁃ＧｌｃＮＳ⁃ＨｅｘＡ２Ｓ，３Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ ０ ０ ０ ０ ０ １ １
４１ ３⁃Ｏ⁃Ｓ Δｄｐ２ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０
４２ ３⁃Ｏ⁃Ｓ Δｄｐ４ （３Ｓ， １Ａｃ） ０ ０ ０ ０ ０ １ ０
４３ ３⁃Ｏ⁃Ｓ Δｄｐ４ （４Ｓ， ０Ａｃ） ０ １ １ ０ ０ １ ０
４４ ３⁃Ｏ⁃Ｓ Δｄｐ４ （４Ｓ， １Ａｃ） ０ ２ ０ ０ ０ ０ ０
４５ ３⁃Ｏ⁃Ｓ Δｄｐ４ （５Ｓ， ０Ａｃ） ０ ３ ０ ０ ０ ０ ０
４６ ΔＵ⁃ Ｍｎｔ６Ｓ ０ ０ ０ １ ０ １ ０
４７ ΔＵ２Ｓ⁃ Ｍｎｔ６Ｓ ０ ０ ０ １ ０ １ ０
４８ ＧｌｃＮＳ，６Ｓ⁃Ｕ２Ｓ⁃Ｍｎｔ６Ｓ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０
４９ ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ⁃Ｕ⁃Ｍｎｔ６Ｓ ０ ０ ０ ０ ０ １ ０
５０ ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＡｃ⁃Ｕ２Ｓ⁃Ｍｎｔ６Ｓ ０ ０ ０ １ ０ ０ ０
５１ ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ⁃Ｕ２Ｓ⁃Ｍｎｔ６Ｓ ０ ０ ０ １ ０ １ ０
５２ ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ， ６Ｓ⁃Ｕ２Ｓ⁃Ｍｎｔ６Ｓ ０ ０ ０ １ ０ １ ０
５３ ＭｎｔΔｄｐ５ （５Ｓ， １Ａｃ） ０ ０ ０ １ ０ ０ ０
５４ ＭｎｔΔｄｐ６ （６Ｓ， １Ａｃ） ０ ０ ０ １ ０ ０ ０
５５ ΔＵ⁃１，６⁃ａｎｈｙｄｒｏＧｌｃＮＳ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １
５６ ΔＵ⁃１，６⁃ａｎｈｙｄｒｏＭａｎＮＳ ０ ０ ０ ０ ０ ０ １
５７ ΔＵ２Ｓ⁃１，６⁃ａｎｈｙｄｒｏＨｅｘＮＳ ０ ０ ０ ０ ２ ０ １
５８ ＧｌｃＮＳ，６Ｓ⁃Ｕ２Ｓ⁃１，６⁃ａｎｈｙｄｒｏＨｅｘＮＳ ０ ０ １ ０ ０ ０ ０
５９ ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＳ，６Ｓ⁃Ｕ２Ｓ⁃１，６⁃ａｎｈｙｄｒｏＭａｎＮＳ ０ ０ ０ ０ １ ０ １
　 Ｈｅｐ： ｈｅｐａｒｉｎ ｓｏｄｉｕｍ； Ｅｎｏ： ｅｎｏｘａｐａｒｉｎ ｓｏｄｉｕｍ； Ｎａｄｒｏ： ｎａｄｒｏｐａｒｉｎ ｃａｌｃｉｕｍ； Ｍｎｔ： ２，５⁃ＡＭ． ｏｌ； ＳＥＣ： ｓｉｚｅ⁃ｅｘｃｌｕｓｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａ⁃
ｐｈｙ； ＨＩＬＩＣ： ｈｙｄｒｏｐｈｉｌｉｃ ｉｎｔｅｒａｃｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； ΔＵ２Ｓ⁃ＧｌｃＮＡｃ，６Ｓ： ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｄｉｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｗｉｔｈ ２⁃Ｏ⁃ｓｕｌｆａｔｅｄ ｕｒｏｎｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ Ｎ⁃
ａｃｅｔｙｌａｔｅｄ， ６⁃Ｏ⁃ｓｕｌｆａｔｅｄ ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ； ３⁃Ｏ⁃Ｓ Δｄｐ４ （３Ｓ， １Ａｃ）： ｕｎｓａｔｕｒａｔｅｄ ｔｅｔｒａｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ｗｉｔｈ ３⁃Ｏ⁃ｓｕｌｆａｔｅｄ ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ （ ｔｏｔａｌ ｔｈｒｅｅ
ｓｕｌｆｏ ｇｒｏｕｐｓ， ｏｎｅ ａｃｅｔｙｌ ｇｒｏｕｐ）； １： ｄｅｔｅｃｔｅｄ； ０： ｎｏ ｄｅｔｅｃｔｅｄ．

３　 寡糖分析

　 　 肝素类物质是一系列线性硫酸多糖和寡糖的组

合，它们的相对分子质量，即糖链聚合度，在一定范围

内分布，同时每一个聚合度下又存在糖基组成、硫酸

酯基数量或位置不同的糖链序列分布。 对未分级肝

素部分酶解所得寡糖以及对 ＬＭＷＨｓ 寡糖进行系统

分析是肝素类药物结构确认、构效关系研究以及结构

改造过程中重要的支撑性工作。 然而，鉴于上述提到

的糖类物质结构特点以及肝素类药物寡糖相对分子

质量分布和结构的微不均一性特点，针对这类物质的

分析难度要远大于单糖和二糖分析。 单独的色谱分

·６１１·
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析往往无法满足肝素类寡糖分析的要求［８５］，色谱⁃质
谱联用技术成为肝素类寡糖分析的主要手段，其中常

用的色谱方法有 ＩＰＲＰ、ＨＩＬＩＣ、ＳＥＣ、ＣＥ 等［８５－８８］。 近

些年随着多维色谱技术的不断发展，研究者已经开始

尝试将多维色谱技术应用于肝素类寡糖的分析当中，

图 ６　 ＬＭＷＨｓ 的寡糖分析［６８，８５，８６］

Ｆｉｇ． ６　 Ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ＬＭＷＨｓ［６８，８５，８６］

　 ａ． ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＬＭＷＨ （ ｔｉｎｚａｐａｒｉｎ） ｂｙ ＩＰＲＰ⁃ＭＳ［６８］ ； ｂ． ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ＬＭＷＨ （ ｅｎｏｘａｐａｒｉｎ） ｂｙ ＨＩＬＩＣ⁃
ＭＳ［８５］ ； ｃ． ＵＶ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ （２３２ ｎｍ） ｏｆ ＬＭＷＨ （ｅｎｏｘａｐａｒｉｎ） ｂｙ ＳＥＣ⁃ＭＳ［８６］ ．

呈现出了较好的效果。 同时针对肝素类寡糖的质谱

数据库以及自动化质谱归属软件也在不断发展，一
定程度上解决了该类物质色谱⁃质谱联用数据复杂、
人工解析繁复的问题。
３．１　 ＩＰＲＰ⁃ＭＳ
　 　 如二糖分析中所述，ＩＰＲＰ 对肝素类二糖有良好

分离效果，这些方法可以拓展到肝素类寡糖分析，但
分辨率相对降低。 ２００９ 年 Ｃａｔａｌｉｎ 等［６８］ 在利用

ＩＰＲＰ⁃ＭＳ 法分离肝素寡糖时，考察了离子对试剂丙

胺（ＰＰＡ）、三丙胺（ＴＰＡ）、ＢＴＡ、ＴＢＡ 和 ＰＴＡ 在不

同浓度下的离子对能力和分离性能等参数，其中

ＰＴＡ 展现出出色的色谱性能，结合 ＨＦＩＰ 增强了质

谱的响应。 该工作利用 ＩＰＲＰ⁃ＭＳ 对亭扎肝素（一种

酶解低分子量肝素） 进行分析，结果如图 ６ａ 所

示［６８］，较小聚合度寡糖有较好的色谱分辨率，随着

寡糖聚合度增加，色谱分辨率显著下降。 同时，较小

聚合度但高电荷寡糖与相邻较大聚合度但低电荷寡

糖有共洗脱现象，保留时间重叠，分离度较差。 在

ＭＳ 数据处理时，除了大量多价态分子离子峰出现

外，离子对试剂的加合物也大量出现，进一步增大了

质谱解析的难度。 整体数据呈现多价态、多加合的

形式，因此在建立质谱数据库时应考虑加合物以及

加合物存在下的多价态。
３．２　 ＨＩＬＩＣ⁃ＭＳ
　 　 ＨＩＬＩＣ 在分析肝素类药物寡糖的过程中由于流
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动相中盐和有机相梯度导致紫外检测有较高的背

景，大多以质谱为检测手段。 ２０１２ 年 Ｌｉ 等［８５］ 采用

ＨＩＬＩＣ⁃ＭＳ 对依诺肝素钠进行了系统分析，结果如图

６ｂ 所示。 从结果可以看出，该方法相对于 ＩＰＲＰ 分

辨率较低，稳定性较好，也没有离子对试剂残留的问

题。 该方法利用依诺肝素钠糖链组成的虚拟数据

库，完成了依诺肝素钠糖链的质谱数据检索和归属，
同时利用提取离子流对多个厂家的依诺肝素钠不同

聚合度寡糖的组成进行了对比研究。 ＨＩＬＩＣ⁃ＭＳ 以

较好的质谱兼容性将成为最有潜力的寡糖序列分析

方法之一。
３．３　 ＳＥＣ⁃ＭＳ
　 　 相对分子质量和相对分子质量分布是肝素类药

物重要的质量指标，ＳＥＣ 法作为测定肝素类药物相

对分子质量和相对分子质量分布的法定方法收录在

各国药典中［５４，６２］。 这些方法往往结合示差检测或

者多角度激光散射检测，前者需要一系列相对分子

质量已知的单分散性聚合物作为标准品，并根据保

留时间准确推断测试样品的相对分子质量；后者则

根据不同角度激光散射的强度直接计算相对分子质

量［８９］。 ２０１７ 年 Ｏｕｙａｎｇ 等［９０］ 在此基础上，进一步

探索了肝素类药物在 ＳＥＣ 中的色谱行为，特别是研

究者将 ＳＥＣ 与电感耦合等离子体质谱（ ＩＣＰ⁃ＭＳ）在
线连接，确定了肝素类药物中的阳离子在 ＳＥＣ 色谱

中被流动相中的阳离子替换，原有阳离子，如钠或者

钙以盐的形式在接近总保留体积（Ｖｔ）处流出。 因

此，以 ＳＥＣ 方法分析肝素类药物的相对分子质量和

含量时，阳离子的因素需要酌情考虑。
　 　 ＳＥＣ 有着极高的稳定性，同时按相对分子质量

大小或者聚合度分离，符合肝素类寡糖结构特点。
近年来，随着色谱材料的不断发展，超高分辨 ＳＥＣ
技术在肝素类寡糖分析中得到了很好的应用。 ２０１２
年康经武教授课题组［８６］ 发表了超高分辨 ＳＥＣ⁃ＭＳ
分析依诺肝素钠工作，如图 ６ｃ 所示，该方法使用了

较低浓度的挥发性无机盐，质谱兼容性较好，色谱结

果直观地体现了该低分子量肝素寡糖分布和组成比

例。 ２０１９ 年 Ｏｕｙａｎｇ 等［５９］ 利用该方法完成了依诺

肝素钠大样本量分析，区分了不同工艺、厂家、生产

时间、种属来源的 ４０ 余个样品。 随着超高分辨 ＳＥＣ
对低分子量肝素寡糖色谱分辨率的巨大提升，在线

质谱对这些寡糖定性分析也有了长足的进步，然而，
流动相中挥发性铵盐的多种加合物以及电喷雾电离

产生的多价态导致质谱数据自动解析出现大量假阳

性结果，无法摆脱大量繁复的人工解析工作。 ２０１６
年 Ｚａｉａ 教授［９１］ 在此基础上，引入了在线阳离子抑

制器，去除了阳离子加合物对质谱数据的影响；同时

建立了一个针对肝素类物质糖链同位素质谱数据

库，并以此数据库为基础，改善了肝素类物质糖链质

谱数据中多价态导致去卷积过程中同位素信号识别

错误引起的假阳性结果，实现了肝素类物质糖链的

自动化质谱解析和归属。 ２０２２ 年 Ｙａｎ 等［９２］ 从另一

个角度开发了一款基于色谱拟合和质谱归属校正的

新型糖谱分析软件 Ｇｌｙｃｏｍａｐｐｉｎｇ，这款软件首先通

过特有的色谱拟合方法极大提高了 ＳＥＣ 分离肝素

类物质糖链的分辨率，每个聚合度对应的色谱峰，包
括肩峰、隐藏峰均拟合成独立色谱峰，确定了准确的

起始和结束时间点。 之后，每个聚合度对应的色谱

峰的起始保留时间进一步规范了质谱的自动化归

属，过程中对于质谱去卷积错误导致的自动化归属

错误，通过色谱保留时间自行矫正，并重新尝试多种

价态去卷积并自动化归属，直至质谱自动解析与拟

合色谱保留时间相匹配。 该软件消除了去卷积错误

产生的假阳性，实现复杂硫酸化多糖液相色谱⁃质谱

联用数据的准确、自动化分析。
３．４　 ＭＨＣ ２Ｄ⁃ＬＣ⁃ＭＳ
　 　 目前传统的一维液相色谱在分析肝素类寡糖

时，依然无法实现所有寡糖的基线分离，无法更准确

地回答肝素类药物中糖链的数量、组成和结构序列。
２０１５ 年 Ｏｕｙａｎｇ 等［９３］首次将 ＭＨＣ ２Ｄ⁃ＬＣ⁃ＭＳ 应用

于 ＬＭＷＨｓ 寡糖指纹图谱分析中。 在该方法中，有
着出色稳定性的 ＳＥＣ 作为第一维色谱，实现不同聚

合度寡糖的分离，有着出色分辨率的 ＩＰＲＰ 作为第

二维色谱，实现相同聚合度下不同组成序列结构寡

糖的分离。 该方法是目前 ＬＭＷＨｓ 寡糖分析方法中

分辨率最高、组分结构解析最全面的方法，其中依诺

肝素钠有超过 １２０ 种寡糖被物理分离并根据相应

ＭＳ 信息进行了归属，那屈肝素钙有超过 ８０ 种寡糖

被物理分离并归属（见图 ７）。 该方法首次将二维液

相色谱技术应用于肝素寡糖的分析，得到二维液相

色谱领域资深科学家 Ｓｔｏｌｌ 的认可［９４］。 ＭＨＣ ２Ｄ⁃
ＬＣ⁃ＭＳ 为 ＬＭＷＨｓ 的结构组成研究、质量控制和肝

素相关糖组学研究提供有力分析工具。

４　 聚糖分析

　 　 肝素是相对分子质量较大的线性硫酸多糖，通
过色谱方法直接对肝素聚糖进行分析，是一种更直
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图 ７　 ＭＨＣ ２Ｄ⁃ＬＣ⁃ＭＳ 分析依诺肝素的寡糖图谱分析［９３］

Ｆｉｇ． ７　 Ｐｒｏｆｉｌｉｎｇ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｅｎｏｘａｐａｒｉｎ ｕｓｉｎｇ ＭＨＣ ２Ｄ⁃ＬＣ⁃ＭＳ［９３］

　 ａ．１Ｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｅｎｏｘａｐａｒｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｕｔｔｉｎｇ ｐｏｓｉｔｉｏｎ ｏｆ ｅａｃｈ ｄｐ ｆｒｏｍ ３ ｔｏ １２； ｂ．２Ｄ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｆｏｒ ｄｐ３
ｔｏ ｄｐ１２．

观的分析策略。 特别是 ２００８ 年肝素污染事件之后，
ＳＡＸ 作为法定方法对肝素中 ＯＳＣＳ 定性定量分析

图 ８　 ＳＡＸ⁃ＵＶ 法测定肝素类似聚糖的色谱图（２１５ ｎｍ） ［４７］

Ｆｉｇ． ８　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｈｅｐａｒｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓ
ｂｙ ＳＡＸ⁃ＵＶ （２１５ｎｍ） ［４７］

已被 ＵＳＰ 收录［６１］。 ２００９ 年 Ｔｒｅｈｙ 等［４７］ 通过建立

的 ＳＡＸ⁃ＵＶ 的方法将肝素、ＤＳ、ＯＳＣＳ 基线分离并完

成了定量分析，如图 ８ 所示，其中污染物 ＯＳＣＳ 的

ＬＯＤ 和 ＬＯＱ 分别是 ０ ０３％ 和 ０ １％， ＤＳ 的 ＬＯＤ 和

ＬＯＱ 分别是 ０ １％ 和 ０ ８％。

５　 结论

　 　 肝素类药物虽历经百年，但依然在临床上广泛

应用，同时它又有多种潜在应用，在抗炎、抗肿瘤乃

至抗病毒等领域都有着巨大的发展潜力。 然而，肝
素的结构异常复杂，结构解析、质量控制等相关的分

析策略和方法一直是该领域的难点。 多年来，肝素

类药物结构序列分析主要集中在单糖组成分析、二
糖组成分析、部分酶解寡糖产物序列结构分析、低分

子量肝素寡糖组成序列结构分析以及聚糖分析等几

个层次上。 其中，单糖组成分析方法有一定的通用

性，而其他方面的分析方法均相对独特，对仪器设备

要求较高，技术难度相对较大。
　 　 ＳＡＸ 方法的开发历史较长，有着较好的稳定

性，对 ＵＶ 检测适应性较好，有良好的拓展性，可以

应用到二糖、寡糖和多糖的定性定量分析中。 然而，
流动相中高浓度的不挥发性盐使其无法与质谱联
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用，限制了其在发现新结构、定性分析低含量或特殊

组分方面的应用。 随着现代技术的发展，多维色谱

技术使在线脱盐质谱联用得以实现，很大程度上推

动了 ＳＡＸ 在肝素分析应用上的发展。
　 　 ＩＰＲＰ 方法最初用于核酸类物质的分析，在肝素

类糖链分析中体现出了很好的色谱分辨率以及质谱

兼容性。 然而，ＩＰＲＰ 试剂残留问题，以及 ＵＶ 检测

的背景问题一定程度上限制了其应用范围，目前科

研领域是其主要的应用场景。
　 　 ＨＩＬＩＣ 方法色谱分辨率较好，围绕色谱填料的

修饰和改造有较大的拓展空间。 然而，该方法同样

有着 ＵＶ 检测背景高的问题，目前主要是依赖质谱

检测定性，应用场景主要集中在科研领域。
　 　 ＳＥＣ 方法有出色的色谱稳定性，更多的用在相

对分子质量和相对分子质量分布测定上，但随着更

加稳定的超高分辨色谱填料的出现，ＳＥＣ 方法在肝

素类药物的寡糖分析方面展现出了极高的应用价

值，具体体现在方法学稳定性好、色谱分辨率高、ＵＶ
检测稳定性强、质谱兼容性强等方面。 鉴于以上优

点，很多肝素类寡糖自动化解析软件都是在 ＳＥＣ 基

础上开发应用的，在一定程度上也反映了该方法的

优势和更广阔的应用前景。
　 　 ＣＥ 法对分析较小聚合度寡糖有着高灵敏和高

分辨率的特点。 虽然其稳定性比色谱略差，但已经

在科研和工业领域有着良好的应用。 近些年来随着

科技的发展，ＣＥ 与质谱的兼容得以实现，这是 ＣＥ
在肝素类糖链分析应用中的巨大进步。 然而，目前

ＣＥ 在与质谱兼容的过程中往往在一定程度上牺牲

了分辨率，所以 ＣＥ⁃ＭＳ 更广泛的应用还有待技术的

进一步发展。
　 　 以上不同的色谱分析方法都有各自的优势和弊

端，二维液相色谱，可以兼具两种色谱的机制优势，
实现肝素类药物结构序列更全面更细致的分析。 基

于二维液相色谱的肝素类糖链分析将是未来发展的

一个重要方向。
　 　 总之，本文围绕肝素类药物组成和结构序列分

析，从单糖、二糖、寡糖、聚糖 ４ 个维度介绍了不同色

谱法的应用，并分别总结了它们的最新进展，希望对

肝素类药物的质量控制以及结构序列分析有一定的

参考价值。 目前色谱技术正处于革新时代，相信随

着色谱分离技术日新月异的发展，更多的方法和分

析策略将应用于肝素类药物的组成和序列结构分析

中，助力肝素类药物安全可控良性发展。
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［６８］ 　 Ｄｏｎｅａｎｕ Ｃ Ｅ， Ｃｈｅｎ Ｗ， Ｇｅｂｌｅｒ Ｊ Ｃ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２００９， ８１

（９）： ３４８５
［６９］ 　 Ｙａｎｇ Ｂ， Ｗｅｙｅｒｓ Ａ， Ｂａｉｋ Ｊ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１１，

４１５（１）： ５９
［７０］ 　 Ｇａｌｅｏｔｔｉ Ｆ， Ｖｏｌｐｉ Ｎ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ， ２０１３， １２８４： １４１
［７１］ 　 Ｘｕ Ｘ， Ｌｉ Ｄ， Ｃｈｉ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｃａｒｂｏｈｙｄ Ｒｅｓ， ２０１５， ４０７： ２６
［７２］ 　 Ｓｕｎ Ｘ， Ｇｕｏ Ｚ， Ｙｕ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ， ２０１７， １４７９：

１２１
［７３］ 　 Ｇｉｌｌ Ｖ Ｌ， Ａｉｃｈ Ｕ， Ｒａｏ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１３， ８５（２）：

１１３８
［７４］ 　 Ｌｉ Ｇ， Ｓｔｅｐｐｉｃｈ Ｊ， Ｗａｎｇ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１４， ８６

（１３）： ６６２６
［７５］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｍ， Ｌｉ Ｇ， Ｚｈａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ｂ， ２０１７，

１０６８ ／ １０６９： ７８
［７６］ 　 Ｓｕｎ Ｘ， Ｌｉｎ Ｌ， Ｌｉｕ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１６， ８８（３）： １９３７
［７７］ 　 Ｏｕｙａｎｇ Ｙ， Ｈａｎ Ｘ， Ｘｉａ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１９， ９１（１）：

８４６
［７８］ 　 Ｃｈａｎｇ Ｙ， Ｃａｉ Ｃ， Ｌｉ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１３， ８５（１９）：

９３５６
［７９］ 　 Ｇａｌｅｏｔｔｉ Ｆ， Ｖｏｌｐｉ Ｎ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１１， ８３（１７）： ６７７０
［８０］ 　 Ｔａｋｅｇａｗａ Ｙ， Ａｒａｋｉ Ｋ， Ｆｕｊｉｔａｎｉ Ｎ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１１，

８３（２４）： ９４４３
［８１］ 　 Ｃｈａｎｇ Ｙ， Ｙａｎｇ Ｂ， Ｚｈａｏ Ｘ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｂｉｏｃｈｅｍ， ２０１２， ４２７

（１）： ９１
［８２］ 　 Ｃｈａｎｇ Ｙ， Ｙａｎｇ Ｂ， Ｗｅｙｅｒｓ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ｍｅｔｈｏｄｓ Ｍｏｌ Ｂｉｏｌ，

２０１３， ９８４： ６７
［８３］ 　 Ｕｃａｋｔｕｒｋ Ｅ， Ｃａｉ Ｃ， Ｌｉ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｂｉｏａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１４，

４０６（１９）： ４６１７
［８４］ 　 Ｗａｎｇ Ｚ， Ｄｈｕｒａｎｄｈａｒｅ Ｖ Ｍ， Ｍａｈｕｎｇ Ｃ Ａ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ

Ｃｈｅｍ， ２０２１， ９３（３２）： １１１９１
［８５］ 　 Ｌｉ Ｌ， Ｚｈａｎｇ Ｆ， Ｚａｉａ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１２， ８４（２０）：

８８２２
［８６］ 　 Ｚｈａｎｇ Ｑ， Ｃｈｅｎ Ｘ， Ｚｈｕ Ｚ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１３， ８５（３）：

１８１９
［８７］ 　 Ｈｅｎｒｉｋｓｅｎ Ｊ， Ｒｏｅｐｓｔｏｒｆｆ Ｐ， Ｒｉｎｇｂｏｒｇ Ｌ Ｈ． Ｃａｒｂｏｈｙｄ Ｒｅｓ，

２００６， ３４１（３）： ３８２
［８８］ 　 Ｇｕｎａｙ Ｎ Ｓ， Ｌｉｎｈａｒｄｔ Ｒ Ｊ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ， ２００３， １０１４： ２２５
［８９］ 　 Ｃｈｅｏｎｇ Ｋ Ｌ， Ｗｕ Ｄ Ｔ， Ｚｈａｏ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ，

２０１５， １４００： ９８
［９０］ 　 Ｏｕｙａｎｇ Ｙ， Ｚｅｎｇ Ｙ， Ｙｉ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｊ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒ Ａ， ２０１７，

１５２２： ５６
［９１］ 　 Ｚａｉａ Ｊ， Ｋｈａｔｒｉ Ｋ， Ｋｌｅｉｎ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１６， ８８（２１）：

１０６５４
［９２］ 　 Ｙａｎ Ｎ， Ｓｏｎｇ Ｆ， Ｏｕｙａｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０２２， ９４：

１３００００
［９３］ 　 Ｏｕｙａｎｇ Ｙ， Ｚｅｎｇ Ｙ， Ｒｏｎｇ Ｙ， ｅｔ ａｌ． Ａｎａｌ Ｃｈｅｍ， ２０１５， ８７

（１７）： ８９５７
［９４］ 　 Ｓｔｏｌｌ Ｄ Ｒ． Ｂｉｏａｎａｌｙｓｉｓ， ２０１５． ７（２４）： ３１２５

·１２１·


