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	五、过碘酸裂解反应法（Smith降解法）

1、特点：

① 反应条件温和、易得到原苷元（除酶解法外，其它方法可能得到的是次级苷元）；

② 通过反应产物可推测糖的种类；

③ 通过反应产物可推测糖与糖的连接方式以及氧环的大小。

2、反应试剂：过碘酸钠（NaIO4）与四氢硼钠（NaBH4）

3、反应过程：分为三步，①先将样品溶于水或稀醇溶液中，加入过碘酸钠，在室温下将糖氧化开裂成二醛；②然后用NaBH4将醛还原成伯醇；③最后调节pH=2左右，室温下放置即可让其水解。
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4、举例：人参皂苷Rb1使用各种方法均得不到原苷元，只有采用smith降解法后才得到了人参皂苷Rb1的“真正”原苷元—20-S-原人参二醇。

 ※  20-S-原人参二醇实际上含有三个羟基，期所以称为原人参二醇，是因为该苷元与以前采用其他方法使人参皂苷Rb1水解后得出的所谓“原苷元”有区别。人参皂苷Rb1所谓的“原苷元”，其结构中含两个羟基—被称为人参二醇，它过去一直被人们误认为是人参皂苷Rb1的原苷元，其实这个人参二醇是一个人工产物，并非真正的原苷元。人参皂苷Rb1真正的原苷元应该是对人参皂苷Rb1采用smith降解法后所得出的产物（含三个羟基！）。为了与误认的产物相区别，我们现在将人参皂苷Rb1真正的原苷元命名为原人参二醇，加了一个“原”字。

5、C-苷类是很难用酸催化水解的，如用smith降解法将获得连有一个醛基的苷元。

  ※ C-苷类尚可用FeCl3氧化法开裂苷键，但所得游离糖往往在C1-C2间开裂。例如葡萄糖C-苷用FeCl3氧化法开裂苷键后，得到的糖是阿拉伯糖。

6、smith降解法的适用范围：

  ① 特别适合于那些苷元不稳定的苷与C-苷的裂解。

  ② 对于那些苷元上有邻二醇羟基以及有易被氧化基团的苷，本法不能应用（因为过碘酸在氧化糖的同时会将它们一起氧化）。

7、说明：

① smith降解法中第二步是为了防止新生成的醛与醇进一步缩合，故将醛还原成伯醇。

② smith降解法中第三步其所以能在非常弱的酸性条件下进行水解，是因为第二步中生成的醇中间体具有真正的缩醛结构，比苷的环状缩醛更容易被稀酸水解。
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※ 人参皂苷Rb1在不同条件下的水解产物 
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※ C苷Smith裂解过程 

六、糖醛酸苷的选择性水解反应

1、糖醛酸苷的存在：许多苷与聚糖中都含有糖醛酸，特别是皂苷与生物体内肝脏的代谢产物中糖醛酸苷更为常见。

2、糖醛酸苷键：很难被普通裂解方法开裂，需要采用特殊的选择性水解反应，例如：紫外光照射法、四醋酸铅分解法、醋酐-吡啶分解法、微生物培养法等。

3、值得注意的是：有些苷键极不稳定，在较弱的酸性或在水或稀醇液中稍长时间加热即能水解。而有些苷键则很难开裂。因此，在保存苷时，要注意环境，防止水解。
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	第五节  糖的核磁共振性质

概述：核磁共振在解决糖及其苷类化合物的苷键构型、氧环大小、优势构象、糖的种类、糖与糖的连接位置以及糖与糖的连接顺序等方面具有重要的作用。

一、糖的1HNMR性质

1、在糖的1HNMR谱中，糖的端基质子信号在δ5.0ppm附近，多数呈现特征性的双峰，少数呈现宽单峰，由于端基质子区信号较少，故糖的端基质子信号容易辨认和解析。

2、糖环质子信号在δ3.5—δ4.5ppm之间。

3、甲基五碳糖（如鼠李糖）的甲基质子信号在δ1.0 ppm附近.

4、糖的C1-H与C2-H的偶合常数，被广泛应用于端基碳原子构型的判断。

  ① 对于绝大多数的D-吡喃糖（如葡萄糖），当C1-OH处于横键上（代表β-苷键），C1-H与C2-H的偶合常数J=6—8Hz; 当C1-OH处于竖键上（代表α-苷键），C1-H与C2-H的偶合常数J=2—4Hz。如此可区别α-异构体与β-异构体。

  ② 原因分析：质子的偶合常数与两面角有关，对于β-异构体，在吡喃环的优势构象C1式中，C1-H与C2-H两个质子均处于竖键上，其两面角为180°，偶合常数J=6—8Hz。相反，对于α-异构体，在吡喃环的优势构象C1式中，C1-H处于横键上，C2-H依然处于竖键上，其两面角为60°，偶合常数J=2—4Hz。

※  C2-H始终处于竖键上是进行以上判断的前提。
  ③ 对于甘露糖与鼠李糖，虽然具有吡喃环结构，但是其C2-H都处于横键上，故无法采用葡萄糖类似方法来判断它们的苷键构型。

5、通常，α-苷键端基质子信号的化学位移 > 5.0ppm; 

β-苷键端基质子信号的化学位移 < 5.0ppm.

6、低聚糖与多糖的1HNMR谱通常在D2O中测定，故不必考虑-OH峰。如果存在HDO的残峰，也可以通过改变温度的方法解决此问题（温度升高，HDO的化学位移向高场移动）。
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7、对于呋喃型糖，无论其端基质子和C2-H是处于反式还是顺式，其质子间的偶合常数变化都不大，所以无法利用端基质子的偶合常数来判断它们的苷键构型。

二、糖的13CNMR性质

  因为化学位移范围宽，信号清楚，因此碳谱不但能确认多糖中各种碳核，也能分辨分子的构型与构象，它是研究糖类结构的一种很有效的谱学方法

（一）化学位移与偶合常数

1、D-吡喃糖的化学位移值

①通常情况 C1—α型97~101 ppm ；β型103~106 ppm（端基碳—δ97~106 ppm）

           CH-OH (C2、C3、C4)   70~78 ppm（参见p88表2-1葡萄糖及苷数据）
           CH2-OH (C6)          62 ppm左右       

           CH3 （糖的甲基C）   18ppm左右（参见p88表2-1鼠李糖及其苷类）
② 一般在13C-NMR谱中：
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2、D-呋喃糖的化学位移值

          CH2-OH (C1)          64 ppm左右

          CH-OH（C3、C5）     >80ppm（明显偏大！）
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	3、13C谱化学位移数据的应用

① 依据95~105ppm区域13C信号的个数可判断低聚糖及其苷中所含糖的个数（因为在全氢去偶碳谱中，每一个不等性的端基13C原子都是一个独立的单峰）。

② 若95~105ppm区域端基13C信号在大于100ppm区域，则苷键构型为β-D或α-L；

   若95~105ppm区域端基13C信号在小于100ppm区域，则苷键构型为α-D或β-L；

 因此，依据95~105ppm区域13C信号又可判断低聚糖及其苷中所含苷键的构型。

③ 因为吡喃糖与呋喃糖的C3或C5信号的化学位移有明显差异（前者多大于80ppm,

后者多小于78ppm）, 所以依据13C谱数据尚可判断氧环的大小。

4、吡喃糖中端基碳的C-H偶合常数（1JC1-H1）可用于苷键构型的确定

1 对于D-吡喃糖： α苷键JC-H≈170Hz ；β-苷键JC-H≈160Hz。

例如：α-D-甘露糖  1JC1-H1=166ppm; β-D-甘露糖  1JC1-H1=156ppm

2 对于L-吡喃糖： β苷键JC-H≈170Hz ；α-苷键JC-H≈160Hz。

· 鼠李糖的优势构象是1C式，其1JC1-H1值与常规L-吡喃糖不同，分别为：

α-L-鼠李糖1JC1-H1=168ppm; β-L-甘露糖  1JC1-H1=156ppm
5、呋喃型糖苷无法用端基碳与端基质子的偶合常数来判断其苷键构型（除非采用门控去偶技术）。

（二）苷化位移（glycosidation shift，GS）
1、定义：糖苷化后，糖的端基碳和苷元的α-C、β-C的化学位移值均发生了改变，这种苷化前后的化学位移的变化现象，称为苷化位移。
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2、苷化位移一般规律

① 端基碳、苷元α碳的化学位移值向低场方向移动5～6ppm（+5～+6）单位；
② 苷元β-碳的化学位移值向高场方向移动3～4ppm（-3～-4）单位；
③ 苷元β位有取代基时的苷化位移规律：

◆ 苷元α-碳和糖端基碳绝对构型都为R（或S）时，苷化位移规律同①、②。

◆ 苷元α-碳和糖端基碳绝对构型不同时，端基碳和α-碳的苷化位移值比苷元β-位无取代者苷化位移值大约高为3.5ppm单位。
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3、酯苷、酚苷的苷化位移：

当糖与-OH形成酯苷键或酚苷键时，其苷化位移值较特殊，端基碳与羰基碳（即苷元α-碳）均向高场位移，β-C向低场位移

例如：从下面两个示例，可以看出醇苷、酯苷和酚苷在成苷后有关碳原子的化学位移变化
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4、说明：

① 苷化位移值与苷元的结构有关，与糖的种类无关。

② 如苷元为链状结构，端基碳的苷化位移值随着苷元为伯、仲、叔基而递减，苷元的α-C和β-C变化不大。

3 在被苷化的糖中，通常α-C的位移较大，β-C稍有影响，其他碳则影响不大。

三、IR

1、以IR谱图来识别糖的结构，由于区别较小，各峰较集中，多有重叠，故是很困难的。但也能提供糖的各个官能团、推断糖苷键的构型方面的信息。

2、3700～3100cm-1间有明显的O-H伸缩振动峰。

3、如糖分子中含羧基、酰基等，则相应官能团的IR吸收峰可见。

4、多糖在1500～960cm-1有许多吸收峰，其中970～730cm-1间的峰对判断端基碳的构形有用。

  例如：840cm-1为α-L-吡喃糖苷；890cm-1为β-D-吡喃糖苷

四、质谱

1、糖类难挥发，且热不稳定，需要制成挥发性的衍生物才能进行质谱分析。

2、糖的立体异构体往往出现几乎相同的质谱，仅在碎片丰度稍有区别，所以不能用质谱来区别糖的构型。

3、糖和苷的分子量可用CI（化学电离）、FD-MS、FAB-MS等方法获得分子离子峰后测出（EI-MS常得不到分子离子峰），这些软电离方式得到的碎片峰很少，但有可能从分子离子顺序失去一个个糖基碎片离子峰，在了解了糖的组成之后，根据质谱的碎片

信息来推断糖链的连接顺序
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	第六节  糖链的结构测定

概述：主要解决四个问题

①单糖的组成；②糖的氧环；③糖与糖之间的连接位置和顺序；④苷键构型

一、糖链结构的测定

（一）纯度测定

1、多糖是高分子化合物，其纯度与小分子化合物的标准判断不同。即使是一种多糖纯品，其微观也不均一。

2、多糖纯品实质上是一定分子量范围的均一组分。

3、多糖纯度常用的测定方法

①高压电泳法：最常用

 ※ 原理：由于中性多糖导电性差、分子量大、在电场中的移动速度慢，常将其制成硼酸络合物进行高压电泳。

※ 电泳支持体：玻璃纤维丝、纯丝绸布等。

※ 缓冲液：pH=9-12的硼砂溶液。

※ 电压：30-50V/cm

· 时间：30-120min

· 显色剂：p-甲氧基苯胺-硫酸。

· 注意：必须使用冷却系统，将温度维持在0℃,以免烧坏支持体。

② 超离心法

※ 原理：由于微粒在离心场中移动的速度与微粒的密度、大小与形状有关，故将多糖

溶液进行密度梯度离心时，如果是组成均一的多糖，则应呈现单峰。

※ 具体做法：将多糖样品制成1%-5%的氯化钠或tris-盐溶液，接着进行密度梯度离心，待转速达到恒定后（6000转/min），采用间隔照明法检测其是否单峰。

③ 旋光光度法

   在多糖溶液中加入乙醇使其浓度达到10%左右，离心得沉淀。上清液再用乙醇使其浓度达到20%-25%左右，离心得二次沉淀。比较两次沉淀的比旋度，如果比旋度相同则为纯品，否则为混合物。

④其他方法，如凝胶柱色谱、官能团摩尔比恒定法等（自阅）

4、注意：要确定一种多糖的均一性，至少要有两种以上的方法才能确定。

（二）分子量测定

1、多糖的分子量从几万到几百万不等，虽然多糖经过提纯，但是多糖实际上仍然是大小分子不同的混合物，故所测定的分子量是一种统计平均值。
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	2、测定多糖分子量物理方法，包括沉降法、光散射法、黏度法和渗透压法等。凝胶过滤法在实验室内最常用。

※ 凝胶过滤法介绍：它是根据在凝胶柱上不同分子量的多糖与洗脱体积成一定关系的特性，以一系列结构相似的已知分子量的多糖做标准曲线，从而测定样品多糖的分子量。该法用量小、操作较简便。

3、MS-目前最常用于单糖、低聚糖及其苷的分子量测定的方法

① FD-MS、FAB-MS与电喷雾-MS最常用；

② 使用EI-MS则需要将糖类物质制备成衍生物（前已叙及）。

4、多糖分子量的测定方法

  目前常采用近年发展起来的基质辅助激光解析电离质谱（matrixasisted laser desorption ionization,MALDI-MS）或基质辅助激光解析飞行时间质谱(matrixasisted laser desorption ionization/time of flight,MALDI-TOF-MS).

（三）单糖的鉴定 

概述：在中草药成分分离工作中，或在苷和多糖的水解产物中，常常会得到一些单糖成分，须要加以证明。目前发现新单糖须要进行结构决定的机会较少，多数工作为进行糖的印证。

糖的水溶性很大，且不易获得结晶，有些物理常数不易测定，给印证工作带来困难，以往用化学方法制成衍生物，再作分离鉴定，手续繁复。现多采用各种色谱技术，对糖类进行鉴定。

1．纸层析

① 展开系统：常用水饱和的有机溶剂展开，如：

            正丁醇：醋酸：水（4：1：5上层）BAW

正丁醇：乙醇：水（4：1：2.2）BEW

② 展开方式：上行、下行等

③ 显色剂：可利用糖的还原性或形成糠醛后引起的一些呈色反应，如：

※ 邻苯二甲酸苯胺

※ 硝酸银试剂（使还原糖显棕黑色）

※ 三苯四氮唑盐试剂（单糖和还原性低聚糖呈红色）

※ 3,5-二羟基甲苯盐酸试剂（酮糖呈红色）

※ 过碘酸-联苯胺（糖、苷和多元醇中有邻二-OH结构显兰底白斑）。
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	2．薄层层析

① 可采用—（硼酸液 + 无机盐）+ 硅胶 → 制板

② 吸附剂：硅胶（用0.03M硼酸液或无机盐的水液代水制板）

※ 常用的无机盐—0.3M磷酸氢二钠或磷酸二氢钠、0.02M乙酸钠、0.1M亚硫酸氢钠/H2O等

③ 显色剂：除纸层析应用的以外，还有H2SO4/H2O或乙醇液、茴香醛-硫酸试剂、苯胺-二苯胺磷酸试剂等。

3．气相层析

① 将糖制备成三甲基硅醚（增加其挥发性）

② 醛糖用NaBH4还原成多元醇，制成乙酰化物或三氟乙酰化物（避免形成端基异构体）。

4．离子交换层析

① 原理：糖的硼酸络合物可进行离子交换层析

② 优点：不必制成衍生物，而直接用水溶液进行分离（与气相比较）

③ 需要仪器—糖自动分析仪（automatic carbohydrate analyzer）

5．液相色谱

① 填充材料——化学修饰的硅胶

② 优点：不必制备成衍生物。适合分析对热不稳定的、不挥发的低聚糖和多糖。

③ 缺点：分析单糖和低聚糖，其灵敏度不及气相层析。

◆ 多糖组成的鉴定

1、必要性：低聚糖、多糖的结构分析，首先要了解由哪些单糖所组成，各种单糖之间的比例如何。

2、多糖组成鉴定过程：

一般是将苷键全水解，用PC检出单糖的种类，经显色后用薄层扫描仪求得各种糖的分子比。也可用GC或HPLC对单糖定性定量（GC常以甘露醇或肌醇为内标，用已知单糖作标准）。


	


医学全在线
www.med126.com 

bbs.med126.com 

国内大型医学考试网站。致力于为中国医务工作者提供动力，专注于医学考试培训、医学人文发展、医药数据标准建设。
联系：http://www.med126.com/ 

邮箱： med126@163.com







HOAc








20（R）次皂苷





� EMBED ISISServer  ���








� EMBED ISISServer  ���














� EMBED ISISServer  ���











①IO4-


②BH4-


③H+





� EMBED ISISServer  ���





20（S）原人参二醇











� EMBED ISISServer  ���





� EMBED ISISServer  ���





� EMBED ISISServer  ���





� EMBED ISISServer  ���





①HCl


②t-BuO-


③H+





� EMBED ISISServer  ���





20（S）人参二醇或


20（R）人参二醇











PAGE  
www.med126.com

[image: image18.wmf]O

O

R

S

+ 7.6

+10.6

+ 0.2

- 1.7

相应增加约

3.5 ppm

R-S

[image: image19.wmf]O

O

H

O

H

O

H

O

H

-D-Glc

¦Â

C1= 101.1

- 0.7

- 0.9

+ 1.6

+ 0.8

酚苷键

[image: image20.wmf]O

H

C

O

O

H

-D-Glc

¦Â

-D-Glc

¦Â

C1= 106.9

C1=95.7

+0.3

- 0.8

- 0.2

- 3.9

- 1.2

+ 10.3

+ 0.3

3

4

17

22

15

酯苷键

醇苷键

齐墩果酸

_1081945495

_1236086023

_1236087284

_1236260015

_1081946915

_1081947228

_1081945540

_1081941639

_1081944083

_1081922578

_1081940745

