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摘要    采用气相色谱-质谱联用技术(GC-MS)分析均一茶多糖 TGC的单糖组成, 并与 NMR, 圆

二色谱、紫外扫描等其他分析方法结合, 对茶多糖 TGC 的一级结构及其在溶液中的构象加以探

讨. 结果表明: 茶多糖 TGC是由鼠李糖、阿拉伯糖、木糖、葡萄糖、甘露糖和半乳糖等 6种单糖

组成, 它在水溶液中应以有序的螺旋构象存在, 其一级结构为: 主链的骨架结构由鼠李糖、葡萄

糖和半乳糖构成, 这 3种单糖都有可能连接支链, 不接支链时其连接方式为β1→3, 支链主要由阿

拉伯糖构成, 其连接方式可为β1→2, β1→3, β2→3三种, 木糖以β1→存在于主链和支链的末端. 
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多糖是来自于自然界的天然大分子物质, 现已
证明其具备诸多的生物活性. 虽然对于糖类的研究
较核酸及蛋白质而言还处于落后状态[1], 但是近年来
仍然取得了巨大的进展, 主要表现在多糖的结构及
构效关系的研究方面. 生物大分子的空间构象最终
决定其生物活性, 因此多糖空间构象的研究对于解
析其在生命过程中的作用具有极为重要的意义. 随
着现代生物学手段及现代分析仪器在糖类研究中的

应用, 以精确三维结构知识为基础揭示重要生命活
动的规律已达到前所未有的广度和深度[2]. 原子力显

微镜(AFM)[3,4]、投射电子显微镜(TEM)、圆二色谱
(CD)、X 射线衍射[5~7]等手段目前已成功应用于多糖

的构象研究. 
利用酶的专一性和高效性, 酶学方法已成为糖

链结构分析中的一种重要手段. 试剂阵列分析方法
(reagent array analysis method, RAAM)[8]的发展, 使
酶解方法的操作简化, 结合计算机技术可直接得到
多糖的结构信息 . 气相色谱 (GC)[9~11]、液相色谱

(LC)[12,13]及毛细管电泳方法目前广泛用于分析单糖

及其衍生物的分离、鉴定和糖类纯度的检测. 气质联
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用(GC-MS)技术可以同时提供保留时间和荷质比信
息[11], 在分析多糖的全甲基化产物、Smith 降解产物
中具有独特的优势. 高效液相色谱-电喷雾电离质谱
(HPLC-ESI-MS)联用技术已被用于多糖分子量的测
定. 基质辅助激光解析电离质谱(MALDI-MS)具有极
高的质量上限, 能将极大的生物分子电离, 又不使分
子破裂分解[14,15], Garozzo等人[16]对 MALDI-MS与分
子排阻色谱的联用进行了尝试. 核磁共振(NMR)技
术已被用于探讨多糖结构中糖苷键的构型以及重复

结构中单糖的数目, 二维 NMR 技术也可用于鉴定多
糖的纯度, 计算机专用程序CASPER(computer assisted 
spectrum evaluation of regular)可以对采集的NMR数据
进行分析处理, 并可根据得到的信号进行搜索进而模
拟出多糖结构[17,18]. 平板电泳技术可用于糖链的纯度
和结构分析, 又可对糖的酶解产物进行定性定量分析. 
荧光基团标记的糖的聚丙烯酰胺凝胶电泳(PAGEFS)
技术[19]通过对糖类分子的还原端羰基进行荧光基团衍

生化标记后进行电泳分析, 可把电泳凝胶上的糖蛋白
定量地转移到聚偏氟乙烯薄膜上, 直接进行酸水解后
进一步分析其氨基酸和糖基组成.  
多糖结构和生物活性的研究是糖生物学的主要

内容之一. 通观茶多糖的文献报道, 其研究还基本停
留在提取、纯化、分子量及单糖组成等的研究阶段, 
茶多糖的一级结构及其在水溶液中的构象研究尚未见

报道. 从茶叶中提取的多糖TGC为含有 14%蛋白质的
均一糖蛋白, 研究表明其具有多种生物活性[20,21]. 本
文采用多种仪器分析手段, 结合化学方法对茶多糖
TGC 的单糖组成、一级结构及其在水溶液中的构象
加以系统研究. 由于茶多糖的一级结构、构象与其生
物活性密切相关, 因此, 本研究结果可用以指导茶多
糖功能食品的开发, 从而可创造良好的经济价值和
社会效益, 同时还可为茶多糖的生物学和医药学研
究奠定相关的理论基础. 

1  实验部分 

1.1 仪器、试剂和实验材料 

(1) 仪器及工作条件: 气相色谱仪为 Varian公司
的3400型, 联接Finnigan离子阱质谱检测器(GC-MS), 

采用尺寸为 30 m×0.32 mm×0.25 µm的石英毛细管
柱; 其工作条件为: (ⅰ) 以 30℃/min的升温速率将温
度从 50℃升至 140℃, 然后以 5℃/min的升温速率再
将温度从 140℃升至 190℃; (ⅱ) 所用载气为氦气; 
(ⅲ) 注射器温度维持在 250℃; (ⅳ) 气-质谱联接通
道温度为 250℃; (ⅴ) 离子化模式采用电子冲击; (ⅵ) 
电子倍增器电压为 1850 V; (ⅶ) 电子能量为 70 ev. 

J-180圆二色谱仪(CD)为日本 Jasco公司生产, 检
测温度为室温, 狭缝宽度为 1 nm, 扫描速度为 100 
nm/min, 扫描范围为 180~400 nm. UNTY＋500核磁共
振仪(NMR)为 Varian公司生产. DU 7400紫外可见分
光光度仪为 Beckman公司生产. HP-1100液相色谱仪
为惠普公司生产, 联接 G 1315B DAD二极管阵列检
测器. ZK-82A型烘箱为上海实验仪器厂生产. THZ-8
恒温水浴振荡器为嘉兴电热仪器厂生产. Milli-Q50超

纯水仪为Milli-Q公司生产. 
(2) 试剂及实验材料: 盐酸羟胺、乙酸酐、吡啶、

硫酸、碳酸钡、高碘酸钠、乙酸、乙二醇、氢氧化钠、

硼氢化钾、刚果红、丙三醇、丁四醇等试剂药品为国

产分析纯; 葡萄糖、甘露糖、半乳糖、鼠李糖、阿拉
伯糖、木糖标准品等生化试剂均由上海试剂公司提供. 
超纯水用Milli-Q50超纯水仪制得. 
茶多糖 TGC 用江西婺源粗老绿茶自制, 经凝胶

层析及 HPLC鉴定其为均一组分. 

1.2  试验方法 

(1) GC-MS 分析单糖组成: 茶多糖 TGC 的水解
及挥发性衍生物按文献[22]制备, 进行 GC-MS 分离
分析. 

(2) 高碘酸氧化和 Smith降解反应: TGC的高碘
酸氧化和 Smith 降解参照文献[23,24]进行. 采用盐酸
羟胺-乙酸酐将 Smith降解产物、单糖标样和丙三醇、
丁四醇标样衍生成具有挥发性的物质, 进行 GC-MS
分离分析. 

(3) 部分酸水解 : 部分酸水解方法参照文献
[25,26]进行. 经水解后得到沉淀和上清液, 上清液浓
缩干燥备用. 沉淀继续完全水解, 干燥备用. 上清固
体和沉淀水解固体样经衍生采用 GC-MS分析. 

(4) NMR 分析 : 用重水溶解 TGC, 浓度为 2 
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mg/mL, 然后采用核磁共振仪分析. 
(5) CD色谱分析: 取 10 mL TGC水溶液, 定容于

50 mL的容量瓶中; 另取 10 mL TGC水溶液, 加 4 mL 
0. 2 mmol/L的刚果红溶液, 再加 25 mL 0. 1 mol/L的
NaOH, 定容于50 mL的容量瓶中. 采用CD色谱分析. 

(6) 紫外光谱分析: 将刚果红和浓度为 0.1 mol/L
的 NaOH溶液加入 TGC溶液, 用 Beckman DU 7400
紫外可见分光光度仪自动扫描, 扫描范围为 200~800 
nm. 

2  结果与讨论 

2.1  茶多糖 TGC的单糖组成 

混合标准单糖衍生物和 TGC 水解产物衍生物的
GC-MS分析的总离子流谱图见图 1, 各色谱峰的保留
时间及荷质比列于表 1. 
从图 1及表 1实验数据可以看出, 图 1(b)中样品

峰的保留时间及质谱信号与对应的标准品的测试结

果完全吻合, 证明茶多糖 TGC 是由鼠李糖、阿拉伯 

糖、木糖、甘露糖、葡萄糖和半乳糖 6种单糖构成, 因
此, 茶多糖蛋白复合物 TGC的多糖部分系杂多糖. 

2.2  高碘酸氧化-Smith降解反应结果 

高碘酸氧化反应每间隔 24 h取样, 通过 DAD检
测器检测 223 nm 处的吸收强度(以峰面积表示), 说
明反应进行的程度, 结果显示, 高碘酸氧化在第 7 天
完成. 反应完成后在体系中加入乙二醇分解过量的
高碘酸, 取反应液, 超纯水稀释, 并以 0.1 mol/L 的
NaOH 滴定, 平行 3 次测定, 反应液消耗的碱量与空
白一致. 结果表明, 高碘酸氧化完成后, 体系的含酸
量并没有增加, 说明没有甲酸的释放, 由此证明 TGC
中不具备连三羟基的结构, 即在糖链中没有 1→6 连
接方式.  
为了对 Smith降解产物进行定性分析, 实验将丙

三醇、丁四醇和 6种单糖标准混合物同时衍生, 产物
经GC-MS分析, 结果如图 2(a). TGC经 Smith降解后, 
GC-MS分析出现 6个信号峰(图 2(b)), 图 3给出了图
中各峰对应的质谱分析结果. 

 

 
图 1  单糖标样及 TGC水解产物 GC-MS分析结果 

(a) 单糖标准混合物的 GC-MS分析; (b) 茶多糖 TGC完全水解产物的 GC-MS分析. 纵坐标 TOT示总离子流, 下同 
 

表 1  图 1中各峰的保留时间及质谱信号 

图 1(a)标准品峰 鼠李糖(Rha) 阿拉伯糖(Ara) 木糖(Xyl) 甘露糖(Man) 葡萄糖(Glu) 半乳糖(Gal) 

T/min 6.13 6.32 6.49 10.06 10.26 10.48 

m/z 270 256 256 328 328 328 

图 1(b)样品峰序号 1 2 3 4 5 6 

T/min 6.10 6.36 6.50 10.01 10.26 10.48 

m/z 270 256 256 328 328 328 
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图 2  TGC经 Smith降解其产物的 GC-MS分析结果及与标准品的对照 

(a) 混合标样(单糖及醇)的 GC-MS分析; (b) 茶多糖 Smith降解产物的 GC-MS分析 

 
图 3  图 2(b)中各峰的保留时间及质谱信号 
纵坐标 INT示离子碎片强度 
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TGC 经过高碘酸氧化-Smith 降解之后, 可以检
测到丙三醇、丁四醇及鼠李糖、阿拉伯糖、葡萄糖和

半乳糖. 鼠李糖、阿拉伯糖、葡萄糖和半乳糖的检出, 
说明在糖链中这 4 种糖苷以没有连羟基的形式存在. 
木糖及甘露糖没有被检测到, 说明这两种糖苷上存
在连二羟基. 综合上述分析结果, 进一步推断 TGC
中糖苷的可能连接方式如表 2所示. 

表 2  茶多糖 TGC中各单糖苷可能的连接方式 
糖苷 可能的连接方式 
鼠李糖 1→3或支链的连接位置 
阿拉伯糖 1→2, 1→3, 2→3 
木糖 1→, 1→5 
甘露糖 1→2, 1→4 
葡萄糖 1→3或支链的连接位置 
半乳糖 1→3或支链的连接位置 

2.3  部分酸水解反应结果 

对多糖进行部分水解可以把大分子裂解成较小

的片段. 适当控制实验条件, 可以使多糖的骨架结构
基本保持不变, 而使支链上或链末端的糖基水解下
来, 因此进行部分(弱条件)水解, 可用于推断多糖的
骨架结构及分支结构. TGC 经部分水解, 醇沉, 得上
清液和沉淀, 沉淀继续完全水解. 图 4和 5给出了上
清样和沉淀水解样的 GC-MS分析结果. 

 
图 4  沉淀完全水解后产物的 GC-MS分析 

1示 Rha; 2示 Ara; 3示Man; 4示 Glu; 5示 Gal 

从图 4和 5可以看出, TGC经部分酸水解后, 沉
淀部分主要含有鼠李糖、葡萄糖和半乳糖, 另外存在
微量的阿拉伯糖和甘露糖, 木糖没有检测到. 上清液
中的主要成分是阿拉伯糖, 另外检测到了少量的鼠
李糖, 由此推断 TGC 糖链的骨架结构由葡萄糖、半 

 
图 5  上清液中单糖的 GC-MS分析 

1示 Rha; 2示 Ara 

乳糖和鼠李糖组成, 大部分的阿拉伯糖位于侧链或
支链, 少量的鼠李糖在侧链上也存在. 进一步推断
TGC可能的糖链结构如图 6所示. 
主链中少量的 Glycoside1 为阿拉伯糖和甘露糖, 

阿拉伯糖的连接方式可能有 1→2, 1→3, 2→3 三种, 
甘露糖的连接方式有 1→2, 1→4两种, 主链中由鼠李
糖、葡萄糖、半乳糖构成的单元应为其骨架结构(基
本结构), 这 3种单糖都有可能连接支链, 不接支链时
它们的连接方式为 1→3. 支链主要由阿拉伯糖构成, 
连接方式可能同样有 1→2, 1→3, 2→3三种, 其中少
量的 Glycoside2为鼠李糖, 它的连接方式应该是 1→
3. 木糖以 1→存在于主链和支链的末端. 

2.4  1H NMR 
1H NMR可用于探讨多糖结构中糖苷键构型. 通

常 α 型糖苷C1质子的 δ 会超过5×10−6, 而 β 型则小

于 5×10－6. 图 7 为茶多糖 TGC 经重水交换后的   
1H NMR谱图. 
图中最左边的一簇峰是 TGC的异头碳(C1)信号, 

它们的化学位移 δ 小于 5×10−6, 说明 TGC中的糖苷
是以 β 型存在, C2~C6的信号出现在 4×10−6~3×10−6

位置, 互相交叉重叠. 

2.5  波谱扫描实验 

在碱性溶液中, 刚果红与具有螺旋构象的多糖
可以形成络合物, 络合物的最大吸收波长较刚果红 
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图 6  茶多糖 TGC的一级结构 

 

图 7  茶多糖 TGC的氢谱 
 

移向长波[27]. 对刚果红空白(含 0.1 mol/L的NaOH)及
TGC 和刚果红的混合物(含 0.1 mol/L的 NaOH)分别
进行紫外-可见光谱扫描, 扫描范围: 200~800 nm, 结
果如图 8所示. 
结果表明, 刚果红的最大吸收出现在 230 nm附

近, 当加入 TGC 后, 混合体系的最大吸收波长出现
在 490 nm附近, 说明刚果红与茶多糖 TGC发生了络
合反应, 暗示 TGC在溶液中呈现螺旋构象.  

2.6  圆二色谱(CD)分析 

圆二色谱(circular dichroism, CD)可以提供分子
的绝对构型、构象等信息, 是研究有机化合物分子(包
括生物大分子)三维结构的有效方法. 多糖, 特别是
中性多糖因缺乏在一般紫外区的光谱活性, 难以直
接测定得到由 CD分析提供的结构信息. 通常先将多
糖进行分子修饰或将多糖与刚果红络合后测定CD谱 
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图 8  刚果红及 TGC与刚果红混合物的紫外扫描波谱的比较 

 
来推测多糖的构象[28,29]. 图 9 和 10 分别给出了 TGC
和 TGC与刚果红络合物的 CD谱图. 

 

 
图 9  TGC水溶液的圆二色谱 

 

 
图 10  TGC在刚果红溶液中的圆二色谱 

分析图 9和 10 的结果表明, TGC 中的糖醛酸含
量很低(3%), 仍属于中性多糖, 其 CD 谱中缺乏明显
的 CD 信号(图 9). 当 TGC 与刚果红络合后, 此络合
物的CD谱(图 10)在 270 nm附近有正Cotton效应, 说
明TGC确以有序的结构与刚果红形成络合物; 在226 
nm 处有负的 Cotton 效应, 结合第 2.5 小节的实验结
果, 进一步证实[30]TGC 在水溶液中以有序的螺旋结
构存在. 

3  结论 

本文采用气相色谱-质谱联用技术(GC-MS)分析
了均一茶多糖 TGC 的单糖组成, 并与 NMR, 圆二色
谱, 紫外扫描等其他现代分析技术相结合, 对茶多糖
TGC 的一级结构及其在溶液中的构象加以探讨. 经
上述实验及结果分析可得出如下结论: (ⅰ) 均一组
分茶多糖 TGC 是一种由鼠李糖、阿拉伯糖、木糖、 
葡萄糖、甘露糖和半乳糖组成的杂多糖. (ⅱ) TGC的
一级结构为: 主链中由鼠李糖、葡萄糖、半乳糖构成
的单元应为其骨架结构(基本结构), 这 3 种单糖都有
可能连接支链, 不接支链时它们的连接方式为β1→3. 
支链主要由阿拉伯糖构成, 连接方式可能有β1→2, 
β1→3, β2→3三种. 木糖以β1→的连接方式存在于主
链和支链的末端. (ⅲ) 茶多糖 TGC 在水溶液中以有
序的螺旋构象存在. 
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