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GC-MS 联合二维核磁对文蛤多糖 Fr.2A 组分结构的解析 

何永峰, 钱建瑛, 李  恒, 陆震鸣, 许正宏, 史劲松 

(糖化学与生物技术教育部重点实验室, 江南大学 药学院, 江苏 无锡 214122) 

摘要: 采用 GC-MS 联合二维核磁的方法, 对文蛤均多糖结构进行解析。运用双酶辅助水提的方法, 提

取文蛤粗多糖(MMPX), 分离纯化得到文蛤均多糖, 并通过气质联用技术(GC-MS)和核磁共振波谱(1D, 

2D NMR), 对文蛤均多糖的结构进行了分析。结果表明, 从文蛤中提取得到文蛤粗多糖(MMPX), 经分离纯

化得到高纯度文蛤均多糖 Fr.2A, 其单糖组成为葡萄糖(Glc)。GC-MS 分析发现, Fr.2A 存在三种残基单元 1, 

4-Glcp、T-Glcp 和 1, 4, 6-Glcp, 摩尔比为 5.58︰ 1.26︰ 1.0; 核磁共振波谱分析表明, Fr.2A 是以 α-(1→4)

与少量 α-(1→6)连接为主链, 并存在少量的 α-(1→6)和 β-(1→4)支链的新型水溶性 D 型吡喃葡聚糖。 
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多糖参与多种生物生理活动, 如细胞间的识别

及信息传递、生物体的生长发育和机体能量代谢等。

现代研究已证明 , 多糖具有多种生物活性 , 如降血

糖、抗凝血、抗肿瘤及免疫调节功能等[1-4], 在医药

开发领域具有广泛的应用前景。多糖的功能与其结

构密切相关, 多样性和特异性的结构是其生物功能

的基础[5-7]。通过对多糖结构的分析, 能够找到其生

物功能的依据, 也是深入了解多糖作用机制的前提。

由于多糖在糖基组成、连接方式、构型和支化度上

具有多样性 [8], 采用经典方法解析结构复杂的多糖

仍具有较高难度[9]。随着核磁共振技术的不断发展, 

尤其是高分辨率核磁图谱及二维核磁分析方法的普

遍应用, 为多糖结构的精细解析提供了强有力的技

术支持[10]。 

文蛤(Meretrix meretrix L.)是我国沿海潮间带常

见的蛤类 , 不仅肉质鲜美 , 而且还具有很高的药用

价值, 具有清肺化痰, 软坚散结, 利水消肿, 制酸止

痛, 敛疮收湿和抗疲劳之功效[11]。文蛤的组织提取液

对艾氏瘤型、肝癌腹水型和肝癌实体型有较高的抑

制率[12]。已有较多研究认为[12-15], 文蛤多糖是文蛤中

具有抑制肿瘤和免疫活性的一个重要成分。研究文

蛤多糖的方向主要集中在提取方法和药理活性评价, 

而结构方面相对较少。本实验在进行文蛤多糖提取

分离时, 发现不同提取方法所得的多糖组分的分子

质量和糖基的组成差异较大。为寻找更具活性价值

的多糖组分, 需要对获得的分离组分进行较为精细

的结构分析。本文以气质联用(GC-MS)结合二维核磁

为主要手段, 对文蛤均多糖组分 Fr.2A的结构进行鉴

定, 以期为多糖类化合物的结构表征及构效关系研

究提供参考。 

1  材料与实验方法 

1.1  材料 

文蛤软体 , 购于南通昌华水产食品有限公司 , 

–20℃下储存备用。 

1.2  试剂 

胰蛋白酶(2 500 U/mg), 木瓜蛋白酶(6 000 U/mg)

购自国药集团化学试剂有限公司; 右旋糖酐标准品

购自 sigma 公司; 其他化学试剂均为国药试剂公司

的分析纯。 

1.3  仪器 

SpectraMax 酶标仪(美国 Molecular Devices 公

司); 旋转蒸发仪(德国 Heidolph 公司); 冷冻干燥机

2.5 L Traid(美国 LABCONCO公司); AKTA purifier 
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900 蛋白纯化系统(美国 GE 集团); DEAE Sepharose 

Fast Flow阴离子交换柱和 Superdex G 75葡聚糖凝胶

柱 (美国 GE 集团 ); 高效凝胶渗透色谱仪 HLC- 

8320GPC EcoSEC(美国怀雅特技术公司); 三重四级

杆气质联用仪 GC-MS TSQ8000(美国赛默飞世尔科

技有限公司); 核磁共振波谱仪 NMR 600M(德国布

鲁克 AXS公司)。 

1.4  文蛤多糖的提取及纯化 

采用双酶法(胰蛋白酶和木瓜蛋白酶)辅助提取

文蛤粗多糖 [13]; 对文蛤粗多糖进行全波长扫描, 确

定最适检测波长; 采用两步层析策略 , 多糖进行分

离纯化 , 分别为弱离子交换层析(DEAE-FF)和分子

排阻层析(葡聚糖凝胶柱 G75), 得到了组分 Fr.2A。 

1.5  单糖组成分析 

采用离子色谱仪(ICS-5000型), 色谱柱为CarboPA20, 

脉冲安培检测器; 流动相分别采用水、250 nmol/L 

NaOH溶液、1 mol/L NaAc溶液, 流速 0.5 mL/min。 

1.6  分子质量及纯度检测 

高效凝胶渗透色谱法(HPGPC), 色谱仪为 HLC- 

8320 GPC EcoSEC, 色谱柱为 Ultrahydroge Linear 

(300 mm×7.8 mm ID×2), 采用 2410 示差折光检测

器。流动相为 0.1 mol/L NaNO3, 流速为 0.8 mL/min; 

采用 Epower 色谱工作站和 GPC 软件对多糖样品平

均分子质量进行计算, 以右旋糖酐标准品进行曲线

校正。 

1.7  红外光谱分析 

  取 2 mg Fr.2A与 KBr混合、研细、压片, 在

4 000~500 cm–1范围内进行扫描。 

1.8  GC-MS 分析 

1.8.1  样品预处理 

采用改良的 Hakomori法对样品甲基化[16]: 先称

取经 P2O5干燥的样品 50 mg, 加入 10 mL无水二甲

亚砜, 搅拌使多糖充分溶解; 再加入 200 mg 干燥的

NaOH粉末, 搅拌使之溶解, 反应 1 h; 然而加入 6 mL

碘甲烷, 搅拌反应 1 h, 最后加入 2 mL水终止反应。

反应全程通入氮气进行保护。将反应液减压蒸干去

除有机试剂, 再使用去离子水透析 24 h。将透析液浓

缩、冻干。重复上述步骤 3 次。样品采用红外光谱

检测, 当其 3 400 cm–1波长附近的羟基峰完全消失, 

表示甲基化完成。 

酸水解: 取 5 mg甲基化样品加入 2 mL 体积分

数 90% 甲酸, 100℃水解 6 h, 减压蒸干, 加入 3 mL

甲醇再减压蒸干, 重复 3次。溶解于 2 mL水中, 加

入 25 mg 硼氢化钠室温反应 2 h, 滴加乙酸至溶液

pH呈酸性, 减压浓缩蒸干, 加 3 mL甲醇和少量乙酸

减压蒸干, 重复此步骤 4次, 最后一次不加乙酸。 

乙酰化: 干燥后样品加 2 mL乙酸酐, 100℃衍生

化 1 h, 减压蒸干, 反复加甲苯(3 mL)减压蒸干, 重

复 3 次; 再溶于氯仿中, 加 3 mL 水洗涤 3 次, 最后

收集氯仿层用无水硫酸钠干燥, 浓缩至 0.3 mL, 得

到了部分甲基化糖醇乙酸酯衍生物。 

1.8.2  GC-MS检测 

采用毛细管色谱柱(HP-5, 0.25 mm×30 m); MSD

检测器; 色谱条件: 柱温从 140℃升至 250℃, 2℃/min; 

进口温度: 250℃; 载气: 氦气; 载气流速: 1.0 mL/min; 

上样量: 1 μL。 

1.9  核磁共振分析 

称取干燥样品 80 mg, 用D2O(99.96%)溶解样品, 

冻干, 重复 3 次, 使样品中的氢完全被氘氢置换; 再

用 500 μL D2O溶解, 转移至核磁管中进行检测, 在

室温下记录一维 NMR(1H-NMR、13C-NMR)和二维

NMR(1H-1H COSY、HSQC、HMBC)图谱[17-20]。 

2  结果与讨论 

2.1  文蛤多糖的提取、分离纯化及理化性

质分析 

胰蛋白酶和木瓜蛋白酶双酶法联合水解文蛤软

体, 提取文蛤多糖[13], 得到文蛤粗多糖 MMPX; 经

全波长扫描发现, MMPX在 215 nm处有吸收, 并经

苯酚硫酸法验证为多糖组分, 因而采用该波长作为

检测波长。经阴离子交换(DEAE-FF)柱初步分离, 并

以 0~0.4 mol/L浓度的NaCl溶液进行样品洗脱, 得到

了分离度良好的五个组分(图 1, Fr.1-5), 进一步对

Fr.2 组分进行凝胶色谱(Superdex G75)纯化, 得到峰

形对称性较好的多糖组分 Fr.2A(图 1, Fr.2A)。 

经高效凝胶过滤色谱法分析, Fr.2A 平均分子质

量为 882 kDa, 纯度达到 100%; 离子色谱法对其单

糖组成分析表明, 主要由葡萄糖组成。因此, 可对

Fr.2A进行结构分析。 

2.2  Fr.2A 的 FT-IR 分析 

Fr.2A 在 3406.43 cm–1处吸收为-OH 伸缩振动;  
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图 1  文蛤多糖(Fr.2A)纯化洗脱曲线 

Fig.1  Eluted curves of purified polysaccharide Fr.2A 

 

 

图 2  Fr.2A的 FT-IR谱图 

Fig.2  FT-IR spectrum of Fr.2A 

 
1 153.41、1 079.83、1 023.84 cm–1处吸收是糖环 C—

O—C的特征骨架振动; 在 2 926.06 cm–1和 1 373.26 cm–1

的吸收是 C—H 的伸缩振动和变角振动; 在 929.21 cm–1

处有吸收, 为 D型吡喃环的伸缩振动; 849.53 cm–1处

吸收, 是 α异头端基的特征吸收。根据红外光谱的上

述特征吸收, 可以初步推测 Fr.2A 是主要由 α-D-吡

喃糖组成的多糖。 

2.3  Fr.2A 的 GC-MS 分析 

多糖经甲基化、酸水解、乙酰化后, 可以得到甲

基化的糖醇乙酸酯衍生物, 再利用 GC-MS 分析, 可

以获得有关单糖残基的类型、糖环形式以及羟基的

取代情况等多种结构信息。Fr.2A 经上述衍生化, 其

碎片离子峰经由化学质谱库中检索和分析, 可确定

其由三种残基组成: 1, 4-Glc、1, 4, 6-Glc和 1-Glc, 三

者的摩尔比约为 5.58︰1︰1.26, 且都是吡喃型糖

(表 1)。1, 4-Glcp含有 2个连接点, 其相对百分含量

高, 是糖链的主体, 而 1, 4, 6-Glcp 也是位于主链结

构上的糖基, 且其 6位存在支化连接; T-Glcp包含了

主链的末端糖基, 也包含了大量与主链 6 位连接的

侧位糖基。由此可以大致推测出 Fr.2A是一条由 1, 4

糖苷键连接的线性多糖, 其主链存在 6 位修饰的葡

萄糖, 但也并不能完全排除其他支链修饰的可能。 
 

表 1  Fr.2A 的甲基化分析结果 
Tab.1  Result of Fr.2A methylation 

残基类型 相对比例(%) 质荷比(m/z) 

T-Glcp 13.66 71, 87, 101, 113, 117, 129, 145, 161, 205 

1, 4-Glcp 60.52 71, 87, 99, 101, 113, 117, 129, 131, 161, 173, 233 

1, 4, 6-Glcp 10.87 71, 85, 87, 101, 111, 117, 127, 159, 201, 261 

 

2.4  Fr.2A 的核磁分析 

由于 FT-IR 谱图在提供糖构型解析上还不够精

确 , 因此不能完全排除其他糖构型的存在 , 同时在

上述衍生化分析时, 可能存在衍生不完全、碎片结构

单元丢失等问题, 因此, 要精确推测 Fr.2A 的结构, 



 

 Marine Sciences / Vol. 41, No. 10 / 2017 53 

还需要借助核磁共振波谱进一步确认, 具体是确认

糖的 α与β构型。 

2.4.1  糖基的构型确定 

在 1H-NMR谱中, 大部分氢信号集中在 3.0×10–6~ 

4.0×10–6之间, 在此区域的谱峰重叠, 不易进行归属; 

但异头氢所在区域能够获得较好的分离度, 可作为

糖构型的重要判据。在 Fr.2A的 1H-NMR图谱(图 3) 

 

图 3  Fr.2A的 1H-NMR谱图 

Fig.3  1H-NMR spectrum of Fr.2A 

中可以看到 4 个端基氢信号 , 化学位移依次为 δ 

5.35(A)、5.17(B)、4.92(C)和 4.60(D), 其中 A 和 B

端基氢的化学位移>5.0×10–6, 可以确定其是来自 α-

构型的异头氢, 而 C、D端基氢的化学位移<5.0×10–6, 

通常属于 β-构型; 但在多糖等复杂构型的化合物中, 

也有可能是 α-端基氢的高频偏移, 需要通过二维核

磁的近程相关谱(HSQC)耦合常数 3JC, H 进一步判断, 

其判定依据为: α构型 3JC, H在 170 Hz, 而 β构型 3JC, H

在 160 Hz左右。 

HSQC 反映的是异核单量子近程相关, 可以确

定的是同一位点的H与 C的耦合关系, 根据从 1H-1H 

COSY 谱中已经识别的氢的化学位移, 在 HSQC 谱

找到与氢相连碳的化学位移。根据 Fr.2A 的 HSQC

谱图(图 4)从已经确定氢的化学位移推测出相连碳的

化学位移, 对 A(H1, C1)、B(H1, C1)、C(H1, C1)、

D(H1, C1)、⋯、D(H6, C6)进行归属。通过 HSQC图

谱中异头碳与对应异头氢的化学位移计算 3JC, H耦合

常数, 其中 C的 3JC, H=170 Hz, D的 3JC, H=160 Hz, 表

明 C为 α构型, D为 β构型。 

 

图 4  Fr.2A的 HSQC谱图 

Fig.4  HSQC spectrum of Fr.2A 

 
多糖分子的一维碳谱(13C-NMR)中, 异头碳的化学

位移集中在 90.00×10–6~112.00×10–6, 其中 80.00×10–6~ 

90.00×10–6 区间为呋喃型糖环信号, 80.00×10–6~ 55.00× 

10–6为 C2-C6的信号区, 一般情况下通过异头碳信号数

目来确定糖残基数目, 异头碳区域出现的信号为对应

的 α或 β构型。在 Fr.2A的 13C-NMR图谱(图 5)中, 同

样存在 4个异头碳信号, 化学位移依次为 99.59×10–6、

98.61× 10–6、95.74×10–6和 91.83× 10–6, 与一维氢谱中 4

个异头氢相符, 说明存在 4种糖残基, 且都为吡喃型糖

环(化学位移), 这与 FT-IR和 GC-MS结果相符。 
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图 5  Fr.2A的一维碳谱图 

Fig.5  1D and 2D NMR spectrum of Fr.2A 

 
2.4.2  连接方式确定 

GC-MS 的结果初步给出了 Fr.2A 的连接方式, 

主要包括 1, 4糖苷键连接和 1, 6糖苷键两种方式。

如果能够通过核磁图谱获得主要糖基 C、H的化学位

移, 就可以较为准确地推测出连接方式。 

由异头氢的化学位移出发, 在二维氢-氢相关谱

(1H-1H COSY)中找到与异头氢交叉的信号峰和相邻

氢的耦合关系 , 确定相邻氢的化学位移 , 依次可以

找到其余的氢的化学位移; 根据已经确定的氢的化

学位移, 可以在 HSQC 中找到与相应氢化学位移交

叉的信号峰, 确定与氢对应碳的化学位移。因此可对

所有的碳和氢的化学位移进行归属(图 6、表 2)。 

HMBC 反映的是异核远程相关信息, 可以确定

糖环之间的连接方式。根据 Fr.2A的 HMBC谱(图 7), 

并结合氢与碳化学位移归属表(表 2), 发现 A-H1 与

A-C4, A-H1与 C-C4, A-H1与 C-H6, B-H1与 C-H6, 

A-H4与 A-C1, C-H4与 A-C1, D-H1与 C-C4, C-H4

与 D-C1 具有相关耦合关系, 确定 A 与 A 之间通过

1→4连接, A与 C之间通过 1→4, 1→6连接, D与 C

之间通过 1→4连接, B与 C之间通过 1→6连接。 

 

图 6  Fr.2A的 1H-1H COSY谱图 

Fig.6  1H-1H COSY spectrum of Fr.2A 

 
表 2  Fr.2A 的 1H-NMR 和 13C-NMR 化学位移信号归属 
Tab. 2  1H-NMR and 13C-NMR chemical shifts in Fr.2A 

残基 H1/C1 H2/C2 H3/C3 H4/C4 H5/C5 H6/C6 残基单元 

A 5.35/99.59 3.62/76.80 3.93/73.24 3.59/71.29 3.67/72.69 3.77/60.41 →4)-α-D-Glc(1→

B 5.17/91.83 3.52/71.56 3.89/69.88 3.57/71.45 3.68/72.76 3.78/60.46 α-D-Glc(1→ 

C 4.91/98.44 3.51/71.83 3.78/76.12 3.61/76.78 3.68/72.69 3.89/69.87 →4, 6)-α-D-Glc(1→

D 4.60/95.74 3.22/73.95 3.90/73.22 3.35/69.28 3.55/71.45 3.81/60.44 β-D-Glc(1→ 

 
糖残基异头氢信号峰面积大小, 反映的是该残基在

多糖中含量的多少。对残基异头氢峰面积进行积分, 得到

A︰(B+D)︰C=5.54︰1.21︰1.0, 这与 GC-MS 分析残基

比例相吻合, 其中 B与 D的峰面积比为 1︰1。因此, 可

以进一步确定残基 A 为 1, 4)-α-D-Glc, 残基 B 为 1)-α- 

D-Glc, 残基C为 1, 4, 6)-α- D-Glc, 残基D为 1)-β-D-Glc, 

并可推断出残基A, B, C, D的最简摩尔比为11︰1︰2︰1。

因此, 多糖 Fr.2A可能的结构单元如图 8所示。 
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图 7  Fr.2A的 HMBC谱 

Fig.7  HMBC spectrum of Fr.2A 

 

 

图 8  Fr.2A 的结构单元 

Fig.8  Structure of the repeating unit in Fr.2A 

 

3  结论 

本实验采用 GC-MS 联合二维核磁共振波谱

(1H-1H COSY、HSQC、HMBC)的方法, 对文蛤多糖

Fr.2A 结构进行解析, 发现 Fr.2A 是一种以 α-(1→4), 

以及少量 α-(1→6)连接为主链, 并伴随着少量 α-(1→ 

6)和 β-(1→4)支链的新型水溶性 D型吡喃葡聚糖。 

动物体内的以 α-(1→4)连接为主的多糖大多由

糖原衍生而来, 其修饰方式通常 α-(1→6)葡聚糖的

侧链修饰, Fr.2A 也属这种类型, 但本文通过二维核

磁图谱的精确分析, 发现在侧链糖基上还存在少量

的 β-(1→4)葡聚糖进一步修饰, 使其结构更为复杂。

关于 β-(1→4)-D-Glcp 支链结构的存在, 在海蛏、河

蚌等来源的多糖中也有报道 [20-21], 但之前研究并没

有明确。 
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The structure of Meretrix meretrix Linnaeus polysaccharide 
Fr.2A characterized by GC-MS and 2D NMR 
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Abstract: In this study, the structure of a polysaccharide is analyzed using GC-MS combined with two-dimensional 

NMR. A polysaccharide from the clam Meretrix meretrix Linnaeus (MMPX) was prepared using double enzyme- 

assisted water extraction, and its purity was analyzed and characterized using GC-MS and 1D and 2D NMR. The 

result showed that Fr.2A, extracted and purified from M. meretrix Linnaeus, is a type of highly purified polysaccha-

ride. The GC-MS analysis demonstrated that Fr.2A had three types of residue: 1, 4-Glc), T-Glc), and (1, 4, 6-Glc, 

and that the molar ratio of these residues was 5.58︰1.26︰1.0. The NMR spectrum results demonstrated that the 

main chain in Fr.2A was α-(1→4) with a small amount of α-(1→6) included, and that the branch was linked with 

less α-(1→6) and β-(1→4), which is a novel water-soluble D-glucan. 
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