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　　摘　要：　【目的】　探讨荧光高效液相色谱法测定血清中总唾液酸含量的最佳条件。　【方法】　按优化实验的原则，

将人体血清分别用三氟乙酸、硫酸、盐酸８０℃水解，酸化浓度分别为０．０５、０．１０、０．１５、０．２０ｍｏｌ／Ｌ，酸解时间分别为３０、６０、

９０、１２０ｍｉｎ，经５０℃避光衍生１５０ｍｉｎ后进行色谱分析。　【结果】　用０．１０ｍｏｌ／Ｌ　ＴＦＡ溶液８０℃水解６０ｍｉｎ测定的唾
液酸浓度最佳，唾液酸的最适宜浓度在０．６２５～８０μｍｏｌ／Ｌ范围内，其平均回收率为９４．０％，精密度、稳定性、重复性试验
的相对标准差分别为１．３％、１．１％和１．０％。Ｎｅｕ５Ａｃ的最低检出限为０．０２μｍｏｌ／Ｌ，１６～１９岁健康青少年血清中唾液酸
（Ｎｅｕ５Ａｃ）含量的平均值为（２．１２±０．１５）ｍｍｏｌ／Ｌ。　【结论】　荧光高效液相色谱法测定唾液酸简单、重复性好、灵敏度
高，可广泛用于人体血清唾液酸含量测定。
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　　唾液酸（ｓｉａｌｉｃ　ａｃｉｄ，ＳＡ）是一族带负电荷的九碳
糖神经氨酸（ｎｅｕｒａｍｉｎｉｃ　ａｃｉｄ）的衍生物的总称，即神
经氨酸的氨基被乙醛基或羟乙酰基取代后产生的衍

生物［１］，广泛分布于人体组织和体液中，包括唾液、
胃液、血清、尿液、眼泪、脑脊髓液和母乳等［２］。唾液
酸在血清中主要以糖蛋白和糖脂结合的形式存在，
唾液酸蛋白是细胞膜的重要组成部分，亦是大脑神
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经苷酸的重要组成成分，可修饰神经细胞粘附分子。
唾液酸糖蛋白参与神经细胞的迁移和神经细胞轴突
的生长，并具有多方面的神经功能，胚胎期中可调节
神经发育，调节神经元突起的生长，轴突联系和记忆
形成等过程。在恶性肿瘤或细胞恶性转化时，其细
胞膜合成的唾液酸蛋白增多，可更多地脱落或分泌
入血液，血清中唾液酸浓度在一定程度上可反应出
细胞的恶变、癌症转移及浸润，是临床上恶性肿瘤的
标记物之一［１］。但炎性疾病（如结核、肺炎、风湿活
动期等）、贫血、妊娠及手术创伤、动脉粥样硬化、糖
尿病和某些与细胞损伤相关的疾病均可使血清唾液
酸水平上升［２］，故测定血清中总唾液酸含量有重要
的临床意义。

１　材料和方法

１．１　标本收集　本资料共收集１６～１９岁健康青少
年１０人，其中男性６名、女性４名。按知情同意和
自愿参加的原则，在上午０８：００～１０：００时采集空腹
静脉血３ｍＬ，置于无抗凝剂的试管内，经１　０００ｒ／ｍｉｎ
离心１５ｍｉｎ，分离血清，供实验用。

１．２　主要实验试剂及溶液　Ｎ－乙酰神经氨酸（Ｎ－
ａｃｅｔｙｌｎｅｕｒａｍｉｎｉｃ　ａｃｉｄ，Ｎｅｕ５Ａｃ）标准品、Ｎ－羟乙酰
神经氨酸（Ｎ－ｇｌｙｃｏｌｙｌｎｅｕｒａｍｉｎｉｃ　ａｃｉｄ，Ｎｅｕ５Ｇｃ）标
准品和２－酮基－３－脱氧九酮糖酸（ｋｅｔｏｄｅｏｘｙｎｏｎｕ－
ｌｏｓｏｎｉｃ　ａｃｉｄ，ＫＤＮ）标准品，４，５－亚甲二氧基－１，２－邻
苯二胺盐酸盐（４，５－Ｍｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉｏｘｙ－１，２－ｐｈｅｎｙｌｅｎｅ－
ｄｉａｍｉｎｅ　ｄｉｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ＤＭＢ）（Ｓｉｇｍａ公司），甲醇
与乙腈均为色谱纯（ＳＫ　Ｃｈｅｍｉｃａｌ公司），硫酸（１．８４ｇ／

ｍＬ）、三氟乙酸（１．５３５ｇ／ｍＬ）、盐酸（１．１８ｇ／ｍＬ），冰
醋酸、亚硫酸钠、硫代硫酸钠、２－巯基乙醇等，均为分
析纯（国药集团化学试剂有限公司）；水为超纯水。

标准品混合母液：每１ｍＬ 混合母液含１００

μｍｏｌ／Ｌ的Ｎｅｕ５Ａｃ和２０μｍｏｌ／Ｌ的 Ｎｅｕ５Ｇｃ和２０

μｍｏｌ／Ｌ的ＫＤＮ组成。

ＤＭＢ衍生液（８ｍＭ　ＤＭＢ）：ＤＭＢ　１．８ｍｇ，１．５
Ｍ冰醋酸８０．４μＬ，０．２５Ｍ 硫代硫酸钠及０．２５Ｍ
亚硫酸钠７２μＬ，０．８ｍＭ　２－巯基乙醇５０．８μＬ，超
纯水７２４．８μＬ。

１．３　主要实验仪器　高效液相色谱仪－带荧光检测
器（Ａｇｉｌｅｎｔ－１２００型Ａｇｉｌｅｎｔ公司），色谱柱－Ａｇｉｌｅｎｔ
ＺＯＲＢＡＸ　ＥＣＬＩＰＳＥ　Ｃ１８柱（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５

μｍ），保护柱－Ａｇｉｌｅｎｔ　ＺＯＲＢＡＸ　ＥＣＬＩＰＳＥ　Ｃ１８（４．６
ｍｍ×１２．５ｍｍ，５μｍ），０．２２μｍ微孔滤膜（上海楚定
分析仪器有限公司），烘箱、振荡器、移液器、容量瓶等。

１．４　实验方法

１．４．１　 血清预处理 　 首先取 １００μＬ 血清于

２ｍＬＥＰ管中，加入９００μＬ超纯水，即可得到稀释

１０倍的血清稀释液；按照上述方法再依次将该稀释
液稀释１０倍即为稀释１００倍的血清稀释液，取该稀
释液５００μＬ，加入等体积０．１０ｍｏｌ／Ｌ　ＴＦＡ于８０℃
烘箱中水解１．０ｈ，０．２２μｍ滤器过膜。

１．４．２　唾液酸水解条件　１）酸解液的种类：三氟乙
酸（ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｉｃ　ａｃｉｄ，ＴＦＡ）、硫酸（Ｈ２ＳＯ４）、盐酸
（ＨＣｌ）；２）酸解液的浓度：上述各种酸化浓度分别为

０．０５、０．１０、０．１５、０．２０ｍｏｌ／Ｌ；３）酸解的时间：各种
酸解液的不同浓度的酸化时间分别为３０、６０、９０、

１２０ｍｉｎ；４）酸解温度：８０℃。按照上述三方面每次
唾液酸酸解的优化试验需要４８份不同条件的酸
解液。

１．４．３　ＤＭＢ衍生方法　９０μＬ样品或标准品中加
入１０μＬ　ＤＭＢ衍生液中，５０℃避光衍生１５０ｍｉｎ，冷
却至室温后进行液谱分析。

１．４．４　色谱检测条件　流动相为甲醇－乙腈－超纯
水（７∶８∶８５）；流速为０．９ｍＬ／ｍｉｎ；进样体积１０

μＬ；柱温３０℃；荧光检测器激发波长３７３ｎｍ，发射
波长４４８ｎｍ。每个样品均进样两次，于ＨＰＬＣ上检
测两次，取两次峰面积的平均值作为测定结果。

１．４．５　制备标准曲线的工作液　将标准品混合母
液依次等体积倍增稀释，配成七种不同浓度的溶液，
供验证标准曲线线性关系使用，混合液的唾液酸浓
度见表１。

表１　七种不同稀释液中的唾液酸浓度（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｔａｂｌｅ　１　Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｉａｌｉｃ　ａｃｉｄ　ｉｎ　ｔｈｅ

ｓｅｖｅｎ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｄｉｌｕｔｉｏｎ　ｂｕｆｆｅｒ（μｍｏｌ／Ｌ）

唾液酸种类 混合液１ 混合液２ 混合液３ 混合液４ 混合液５ 混合液６ 混合液７

Ｎｅｕ５Ａｃ　 ５０　 ２５　 １２．５　 ６．２５　 ３．１２５　 １．５６２　５　 ０．７８１　２５

Ｎｅｕ５Ｇｃ　 １０　 ５　 ２．５　 １．２５　 ０．６２５　 ０．３１２　５　 ０．１５６　２５

ＫＤＮ　 １０　 ５　 ２．５　 １．２５　 ０．６２５　 ０．３１２　５　 ０．１５６　２５

１．４．６　误差控制实验方法　将 Ｎｅｕ５Ａｃ标准品配
制成４２份的２０μｍｏｌ／Ｌ的Ｎｅｕ５Ａｃ工作溶液，供误
差控制实验用。

１）精密度实验：取２０μｍｏｌ／Ｌ的 Ｎｅｕ５Ａｃ工作
溶液，按照上述衍生方法衍生后，分别重复进样测定

６次，每次所测得的峰面积计算相对标准偏差（ｒｅｌａ－
ｔｉｖｅ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｄｅｖｉａｔｉｏｎ，ＲＳＤ），从而判断该试验精密
度。２）稳定性实验：取２０μｍｏｌ／Ｌ的 Ｎｅｕ５Ａｃ工作
溶液，按照上述方法衍生，分别于其衍生后０、１、２、

４、６、８、１０ｈ测定其峰面积，计算ＲＳＤ，从而判断该
样品衍生后在各时间段的稳定性。３）重复性实验：
取同一人的血清，经血清预处理、衍生处理６份后，
进机测定，所测得峰面积计算 ＲＳＤ，从而判断该实
验方法的重复性。
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１．４．７　回收率实验　取３份血清，加入Ｎｅｕ５Ａｃ标
准品溶液，按上述方法测定唾液酸总量。

１．４．８　最低检测限的测定　取 Ｎｅｕ５Ａｃ标准品溶
液，加水倍比稀释，按照标准品处理方法测定，直至
被测标准品浓度所对应信噪比为３，按公式 Ｄ１＝
３ＮＷ／Ａ计算最低检测限（Ｄ１为最低检测限，Ｎ为
噪音峰高，Ｗ 为进样摩尔浓度，Ａ为标准品峰高）。

２　结　果

２．１　唾液酸的衍生化　唾液酸在酸解后能与ＤＭＢ
衍生夜衍生生成ＤＭＢ衍生物，该衍生物经３７３ｎｍ
激发波激发后，在４８４ｎｍ能够产生可辨别可定量的
较强荧光信号，从而在色谱仪中被识别并产生清晰
的唾液酸图谱。

２．２　酸解的最佳条件　采用四种不同浓度酸解的
样品稀释液分别于８０℃水解３０、６０、９０、１２０ｍｉｎ于

ＨＰＬＣ进行峰面积测定，结果显示，０．１０ｍｏｌ／Ｌ
ＴＦＡ溶液８０℃水解６０ｍｉｎ测定的唾液酸峰面积最
大。见图１。

图１　血清中唾液酸水解的优化

Ｆｉｇ．１　Ｏｐｔｉｍｉｚｅ　ｔｈｅ　ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｓｉａｌｉｃ　ａｃｉｄ　ｒｅｌｅａｓｅｄ　ｆｒｏｍ　ｓｅｒｕｍ

２．３　唾液酸的色谱图及特点　测定样品采用ＴＦＡ
酸解后与 ＤＭＢ衍生液衍生，经 ＨＰＬＣ－ＦＬＤ检测，
可见不同唾液酸的色谱图。１）标准品混合母液的

Ｎｅｕ５Ａｃ、Ｎｅｕ５Ｇｃ和ＫＤＮ含量，在色谱图上可良好
分离。见图２。Ｎｅｕ５Ａｃ、Ｎｅｕ５Ｇｃ和ＫＤＮ显示的保
留时间分别为１１．８２２、９．２１０、８．４９２ｍｉｎ。２）血清中
检测到的唾液酸（ＳＡ）的色谱图有其特点，根据标准
品的保留时间可判定：１１．８９１ｍｉｎ的色谱峰对应的
是血清中游离的 Ｎｅｕ５Ａｃ的色谱峰，可见采用本方
法检测血清样品时未检测到Ｎｅｕ５Ｇｃ、ＫＤＮ。见图３。

图２　Ｎｅｕ５Ａｃ、Ｎｅｕ５Ｇｃ和ＫＤＮ的标准色谱图

Ｆｉｇ．２　Ｓｔａｎｄａｒｄ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　Ｎｅｕ５Ａｃ，Ｎｅｕ５Ｇｃ　ａｎｄ　ＫＤＮ

图３　血清中唾液酸（Ｎｅｕ５Ａｃ）色谱图

Ｆｉｇ．３　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｓｉａｌｉｃ　ａｃｉｄ（Ｎｅｕ５Ａｃ）ｉｎ　ｈｕｍａｎ　ｓｅｒｕｍ

２．４　浓度线性实验　以峰面积为横坐标，标准品的
浓度为纵坐标绘制标准曲线，计算标准曲线方程。

Ｎｅｕ５Ａｃ的标准曲线的线性函数为：Ｙ＝０．０１３　２Ｘ－
０．２８５　８，Ｒ２＝０．９９９　６，Ｐ＜０．０１，说明其在０．６２５～
８０μｍｏｌ／Ｌ浓度范围内线性关系良好。Ｎｅｕ５Ｇｃ的
标准曲线的线性函数为：Ｙ＝０．０５８　１Ｘ－０．１９９　３，Ｒ２

＝０．９９９　４，Ｐ＜０．０１，提示其在０．０１２　５～４０μｍｏｌ／Ｌ
浓度范围内线性关系良好。而 ＫＤＮ的标准曲线的
线性函数为：Ｙ＝０．０７０　６Ｘ－０．４００　４，Ｒ２＝０．９９８　５，

Ｐ＜０．０１，表明其在０．０１２　５～４０μｍｏｌ／Ｌ浓度范围
内线性关系良好。见图４。

图４　不同唾液酸的浓度－线性回归实验

Ｆｉｇ．４　Ｔｈｅ　ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ－ｌｉｎｅａｒ　ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ　ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ

ｏｆ　ｔｈｅ　ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ　ｓｉａｌｉｃ　ａｃｉｄ

２．５　误差控制实验

２．５．１　精密度实验　本实验中所测得６次峰面积
分别为１　２４０、１　２０１、１　２１６、１　１９８、１　２００和１　２２１，其

ＲＳＤ为１．３％。

２．５．２　稳定性实验　本实验中所测定得峰面积分
别为１　２４０、１　２０１、１　１９８、１　２１０、１　２２０、１　２１８和

１　２１３，其ＲＳＤ为１．１％。

２．５．３　重复性实验　本实验中所测得６个峰面积分
别为８４３、８２５、８０７、８１９、８５６和８２３，其ＲＳＤ为１．０％。

２．５．４　回收率实验　本实验的平均回收率为９４％。
见表２。表明样品处理过程中Ｎｅｕ５Ａｃ损失较少。
表２　血清唾液酸含量的回收率实验结果（μｍｏｌ／Ｌ）

Ｔａｂｌｅ　２　Ｒｅｓｕｌｔ　ｏｆ　ｔｅｓｔ　ｆｏｒ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ｉｎ　ｓｉａｌｉｃ　ａｃｉｄ

ｏｆ　ｈｕｍａｎ　ｓｅｒｕｍ（μｍｏｌ／Ｌ）

样品号 本底浓度 添加浓度 最后浓度 回收率（％）平均回收率（％）

１　 ２．２１　 ２．００　 ４．１０　 ９４．５

２　 ２．１５　 ２．００　 ４．０２　 ９３．５　 ９４．０

３　 ２．０８　 ２．００　 ３．９６　 ９４．０

２．６　 最低检出 限 实验 　 本 实验 中所 显示的
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Ｎｅｕ５Ａｃ的最低检出限为０．０２μｍｏｌ／Ｌ。

２．７　血清中唾液酸（Ｎｅｕ５Ａｃ）含量　本资料的１０
份血清样品经处理后，根据峰面积，按外标法计算其
含量，血清唾液酸（Ｎｅｕ５Ａｃ）的平均含量为２．１２
ｍｍｏｌ／Ｌ，标准差０．１５ｍｍｏｌ／Ｌ。

３　讨　论
目前已发现有５０多种唾液酸［１］，其中 Ｎｅｕ５Ａｃ

分布最广，是人体中存在的主要形式，当 Ｎ－乙酰基
被羟基化作用后，生成 Ｎｅｕ５Ｇｃ，主要表达于灵长类
即后口动物中，如马、狗的血清和大猩猩等动物体
内，但在正常人群中含量较少。唾液酸分子多个位
点的基团可被其他基团取代，若Ｃ５的氨基被羟基取
代，则转化为ＫＤＮ，鱼卵中富含有ＫＤＮ。

３．１　ＤＭＢ与唾液酸的特异反应良好　唾液酸是一
种糖蛋白，主要以多糖的形式相结合，是一种低聚糖
链。酸解后释放的唾液酸，容易和原液中的糖类物
质混合在一起，则难达到检测所要求的分离度［３］。

本方法可与ＤＭＢ衍生液衍生生成ＤＭＢ衍生物［４］，
消除血清中一些复杂物质对唾液酸检测的影响，因
而具有其特异性。同时并不需要像比色法和色谱光
度测量法等传统方法中用离子交换柱纯化唾液酸，
使得操作方便简单，同时又避免了唾液酸的损失和

Ｏ－乙酰基的异构化。

３．２　本方法的最佳水解条件是　０．１０ｍｏｌ／ＬＴＦＡ
溶液８０℃水解６０ｍｉｎ本实验选择ＴＦＡ、硫酸、盐酸
作为酸解液进行唾液酸水解优化，其酸离解常数
（ａｃｉｄ　ｄｉｓｓｏｃｉａｔｉｏｎ　ｃｏｎｓｔａｎｔ，ＰＫＡ）分别为０．５、－２．０、

－６．３，ＰＫＡ 越小酸性越强，Ｈ２ＳＯ４ 和 ＨＣｌ均为负
值，酸性远大于ＴＦＡ，在酸解过程中对唾液酸会有
一定的破坏性。ＴＦＡ酸性温和，适于酸解唾液酸以
最大程度的以游离形式释放出来。若水解的浓度过
低，则未能充分水解，若浓度过高，则可改变唾液酸
结构，本实验结果显示ＴＦＡ在浓度为０．１０ｍｏｌ／Ｌ时
表明水解最充分。酸解的温度［５］和时间也很重要，
若温度过低，或／和时间过短，则唾液酸未能充分水
解。若温度过高，或／和时间过长，游离形式的唾液
酸可部分挥发、降解或结构上的部分改变。本资料
结果表明，唾液酸水解的最适温度为８０℃、最适时
间为６０ｍｉｎ，可供临床检验参考。

３．３　荧光高效液相色谱法准确、快速　传统的有比
色法的间苯二酚显色的Ｊｏｕｒｄｉａｎ法或硫巴比妥酸显
色的 Ｗａｒｒｅｎ法以及改良的Ａｍｏｉｆｆ法［６］，其都耗时
耗力，成本较高，精密度低，而紫外高效液相色谱法
（Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ　Ｈｉｇｈ－Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　Ｌｉｑｕｉｄ　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇ－
ｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ－ＵＶ）灵敏度亦低。荧光高效液相色谱

法（Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ　ｈｉｇｈ　ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ　ｌｉｑｕｉｄ　ｃｈｒｏｍａ－
ｔｏｇｒａｐｈｙ，ＨＰＬＣ－ＦＬＤ）采用ＤＭＢ衍生化技术，避免
唾液酸受样品中其他碳水化物的干扰，实现较好的
分离，可准确快速的测定血清中唾液酸的含量。用
间苯二酚、硫巴比安酸和酶裂解这三种方法检测生
物组织中的唾液酸，其最低检出限分别是０．１２，

０．２０μｍｏｌ和 ０．０６μｍｏｌ，重复性 ＲＳＤ 分别为

４．５％，３．１％和４．０％［４］。而本方法中Ｎｅｕ５Ａｃ的最
低检出限为０．０２μｍｏｌ，精密度、重复性、稳定性

ＲＳＤ分别为１．３％、１．１％、１．０％，均小于３％，可见
本研究方法精密度高、重复性良好，唾液酸衍生后

１０ｈ内的稳定性较好。通过线性、精密度、稳定性、
重复性、最低检出限和样品的测定，充分验证了本方
法的可行性，可广泛用于血清、唾液、红细胞膜、奶
粉、牛奶及母乳中等唾液酸的含量测定。

本实验在人血清样品中，唾液酸（Ｎｅｕ５Ａｃ）的平
均含量为（２．１２±０．１５）ｍｍｏｌ／Ｌ，与国外研究相
似［１］。本实验仅检测到人血清中的Ｎｅｕ５Ａｃ，对于其
他种类的唾液酸，有待于进一步实验研究。
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