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摘要 脂多糖是大多数革兰氏阴性细菌细胞壁的主要成分，能诱发宿主细胞固有免疫反应，在细菌的识别、黏附、转移、致

病等过程中发挥非常重要的作用．其结构组成与细菌的血清型和致病能力息息相关，因而对其结构进行精准分析，有助于研

究其结构与生物效应间的关系，便于鉴别菌种和研发相关的抗生素及疫苗．由于脂多糖具有两亲性、多电荷且结构复杂等特

点，为研究分析带来很多难题．本文全面归纳了细菌脂多糖分析技术的相关研究成果，阐述脂多糖及其寡糖链的提取、分离

纯化及鉴定方法．
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脂多糖(lipopolysaccharide，LPS)又名内毒素，
是大多数革兰氏阴性细菌细胞壁的主要成分，也存

在于梳状菌属(Pectinatus)等少数革兰氏阳性细菌中
[1].LPS的分子质量为 2～20 ku，能够提高细菌质膜
负电性，增加质膜稳定性，保护质膜免受外界攻

击，在细菌的生存及其与外界环境及宿主细胞的相

互作用，如细菌的识别、黏附、转移、致病等过程

中发挥重要作用．据细菌糖结构数据库(http://csdb.
glycoscience.ru/bacterial/)记载，已有 4 000 余刊物
报道了 6 000多微生物中的 10 000余个糖化合物的
结构，其中多数为脂多糖寡糖结构片段．

构成脂多糖的结构单元如图 1所示，主要有 3
部 分 ： 类 脂 A (lipid A)、 核 心 寡 糖 (core
oligosaccharide) 以 及 O- 抗 原 (O-antigen 或

O-specific polysaccharide)．类脂 A是脂多糖中最保
守的部分，同一菌种的类脂 A结构基本保持一致，
它是一种磷酸糖脂(phosphoglycolipid)，其骨架结构
是被磷酸基团修饰、脂肪酸链取代的 茁-1, 6连接的
D-氨基葡萄糖(GlcN)二糖．核心寡糖是由 9～10个
糖基组成的分枝寡糖链，又可被进一步划分为内核

心寡糖与外核心寡糖．内核心寡糖主要含 2种不常
见的糖———七碳糖(L- 甘油 -D- 甘露型庚糖，Hep)

和八碳糖酸 (3- 脱氧 -D- 甘露型 - 辛酮糖酸，
KDO)．外核心寡糖主要由葡萄糖 (Glc)、半乳糖
(Gal)、N-乙酰葡萄糖胺(GlcNAc)、N-乙酰半乳糖
胺(GalNAc)等己糖组成．O-抗原是抗原决定因子，
一般含有多个重复单元，是脂多糖中最善变的部

分，其糖基组成和结构在不同菌种之间以及在同一

菌种不同血清型间都会有所差别，是细菌免疫学分

类的基础．根据脂多糖中是否含有 O-抗原，可将
脂多糖分为 S- 型脂多糖 (S-LPS)和 R- 型脂多糖
(R-LPS，LOS)，当脂多糖 O-抗原重复单元数 n为
1 时，也被称作半 R- 型脂多糖 (semi-rough LPS，
SR-LPS)．

脂多糖可介导固有免疫反应，是生物医药学研

究领域中的关键分子．高剂量时，可引起发热、微

循环障碍、内毒素休克及播散性血管内凝血等疾

病；低剂量时，能够导致肿瘤坏死因子 TNF-琢及
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白介素 IL-6 等细胞因子生成、激发 Toll- 样受体
TLR4(少量 R-型 LPS可拮抗 TLR4，如五日热巴尔
通体 Bartonella quintana的脂多糖 [2])，帮助宿主抵
御感染(如肠道菌群)，可作为疫苗及佐剂的有效成
分[3]．已有研究表明，其结构组成变化与细菌的血

清型及致病能力息息相关，因而对细菌脂多糖结

构的快速准确解析有利于迅速判断细菌种属及血清

型 [4-6]、了解其结构与生物学功能之间的关系 [7-8]，

从而有助于细菌种属的快速甄别及研发针对特异性

菌种的抗生素及疫苗等药物[9-11]．

脂多糖既含有亲脂的低极性类脂 A，又含有亲
水的高极性寡糖链，这导致两亲性的脂多糖分子在

检测过程中易处于聚集状态，为完整脂多糖的直接

解析带来了不便．因此，研究者也会采用将类脂 A
与寡糖链分开分析的方法对脂多糖的结构进行鉴

定．类脂 A结构相对简单，对其研究较为成熟[12-14],
但寡糖链变化多端，单糖组成及连接方式各不相

同，这就为脂多糖寡糖链的快速准确分析设置了障

碍，也成为当前细菌糖生物学研究的热点．本文将

对脂多糖及其寡糖链的提取、分离纯化及鉴定方法

进行综述．

1 完整脂多糖的分析方法

1援1 完整脂多糖的提取与纯化方法

脂多糖中含有较多的磷酸及乙醇胺等易丢失修

饰基团，因而在提取过程中要注意保证脂多糖结构

的完整性，最为经典的脂多糖提取方法是酚 -水提
取法 (phenol-water extraction)和醚提取法 (ether
extraction)，为提高提取率及提取纯度，可联合使
用几种方法或连续使用同种方法进行提取 [15]．在

此基础上，人们对传统的提取方法进行改良、简

化，并开发出了适用于少量细菌的脂多糖微提取试

剂盒．

酚 -水提取法主要适用于 S-型脂多糖，当温
度高于 65℃时，酚 - 水溶液混为一相；冷却后，
两相分开，蛋白溶于酚相，脂多糖和核酸溶于水

相，利用核糖核酸酶、脱氧核糖核酸酶及蛋白酶 K
降解核酸及残余蛋白质即可从水相获取脂多糖[16]．

最近，Ahamad等[17]在酚 -水提取法的基础上构建
了高产量、高纯度、安全、低成本的两步提取的方

法：首先利用乙二胺四乙酸(EDTA)释放混有氯化
钙(CaCl2)的细菌培养物中的脂多糖，再利用改良的

O-抗原外核心寡糖内核心寡糖类脂 A

核心寡糖

S-LPS(n=2, 3...)

SR-LPS(n=1)

R-LPS(n=0)

n

Fig. 1 General architecture of an intact LPS
图 1 脂多糖结构示意图

: GlcN; : GlcNAc; : GlcNAc; : Gal; : Glc; :脂肪酸链; : KDO; : Hep; P :磷酸修饰; PEtn :磷酸乙醇

胺修饰; PPEtn :焦磷酸乙醇胺修饰.
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酚 -水提取法对脂多糖进行提取．
醚提取法则更适用于 R-型脂多糖的提取，主

要是因为 R-型脂多糖缺乏亲水的 O-抗原，其极性
较 S-型脂多糖小．利用酚 -水提取法提取容易被
萃取到酚相，而利用液态酚、氯仿及石油醚混合单

相溶液(PCP)则可将 R-型脂多糖全溶于提取液，而
S-型脂多糖、蛋白质、核酸及多糖则不溶于提取
液，从而实现 R-型脂多糖的提取[18]．

提取得到的脂多糖中可能混有磷脂、核酸、蛋

白质等杂质，因而在进行后续分析之前需要确定样

品中是否含有杂质并予以去除：可通过薄层层析

(TLC)检测是否含有磷脂，利用氯仿 -甲醇溶液去
除磷脂；通过检测 260 nm及 280 nm紫外吸收强度
确定是否含有核酸与蛋白质，利用相应的核酸酶与

蛋白酶予以去除．此外，凝胶过滤色谱法也是一种

常用的脂多糖纯化方法，可依据分子质量的差异实

现不同脂多糖的分离(详见 2.2.1)．
1援2 完整脂多糖的鉴定方法

对完整脂多糖直接进行结构鉴定，不仅可以节

省耗材、节约时间，也可以避免脂多糖在处理过程

中的结构变化．但是，具有两亲性的脂多糖在溶液

中容易聚集，其上带负电荷的基团也会通过二价阳

离子交联，为脂多糖结构鉴定设下了羁绊．目前，

常用的完整脂多糖鉴定方法有质谱法、凝胶电泳

法、凝集素检测法、酶联免疫吸附实验(ELISA)法、
免疫印迹法等．

1援2援1 质谱法

利用质谱法对完整脂多糖进行鉴定，主要适用

于 R- 型脂多糖．早在 20 世纪 90 年代初，Caroff
等[19]利用 252Cf等离子体解吸质谱(252Cf-PDMS)对寡
糖链所含单糖数不超过 5个的 R-型脂多糖进行鉴
定；随后，电喷雾电离傅立叶变换离子回旋共振质

谱(ESI FT-ICR MS)也被用于鉴定 R-型脂多糖[20-21]；

随着质谱技术的发展，在克服脂多糖的两亲性、低

溶解度及高电荷等特性的样品制备方法建立的基础

上，基质辅助激光解吸质谱 [22-23](MALDI-MS)也可
实现微量完整脂多糖的高效、快速的分子质量及组

成检测．

Sturiale等[22]利用反射基质辅助激光解吸 -飞行
时间质谱(reflectron MALDI-TOF MS)在负离子模式
下对完整 R-型脂多糖进行鉴定．在样品制备过程
中利用乙二胺四乙酸(EDTA)增加脂多糖的溶解能
力，通过阳离子交换树脂去除溶液中的金属离子，

选用三羟基苯乙酮和硝化纤维素做基质捕获盐离子

等杂质、为 R-型脂多糖的解离提供非导电界面．
通过 MALDI-TOF-MS解析，在高分子质量区，由
于脂肪链数量及长度的不同，可获取分子质量相差

14(亚甲基)的多个 R-型脂多糖分子的[M-H]-离子峰
簇 [24]，在低分子质量区，由于源内裂解(ISD)，类
脂 A末端与 KDO残基间不稳定糖苷键断裂，依次
呈现 B型核心寡糖离子和 Y型类脂 A离子．
1援2援2 凝胶电泳法

凝胶电泳法所需设备简单、操作简便、易于观

察，是一种在电场作用下按带电物质在凝胶中泳动

的速度不同将物质分离的鉴定方法，聚丙烯酰胺凝

胶 [25-27]和琼脂糖凝胶[28]是常用的凝胶介质．S-型脂
多糖电泳图呈阶梯状，由此可通过凝胶电泳区分脂

多糖是 R型还是 S型[29-30]；再者，不同菌种、不同

血清型来源的脂多糖所得电泳图条带分布不同，从

而可以粗略鉴定脂多糖的种属来源[31]．

脂多糖凝胶电泳有多种显色方法，最常用的是

银染法，脂多糖的邻二羟基被高碘酸氧化为醛基，

与银离子结合后在凝胶上显现棕色或黑色的条带．

咪唑锌负染色法[27]灵敏度高于银染法，其染液中重

金属锌盐在凝胶表面作用后形成不溶性复合沉淀

物，但在含脂多糖的部位形成与脂多糖结合的较高

浓度的可溶性复合物，且抑制了不溶性复合沉淀物

的形成，从而在半透明背景上反衬出透明的脂多糖

带．Zhu等 [26]利用伊红 B(eosin B)为染料对脂多糖
进行负染色，可在电泳后 30 min内完成显色，且
该方法灵敏度高出银染法 4倍，能检测出 20～40 ng
的脂多糖．Wang 等 [31]选用荧光染料酰肼衍生物

UGF202为染料，可在 45 min内完成显色，其灵敏
度大大提高，能检测出 0.5～1 ng的脂多糖．
1援2援3 凝集素检测法

凝集素是一类非免疫来源的天然蛋白或糖蛋

白，能与细胞表面特定糖蛋白或糖脂的寡糖链结

合，具备使细胞凝集或糖复合物沉淀的能力．凝集

素能专一地识别某一特定单糖或寡糖片段，如伴刀

豆凝集素 (Con A)可识别甘露糖、麦胚凝集素
(WGA)识别 N-乙酰葡糖胺、雪莲花凝集素(GNA)
能识别高甘露糖型糖链等．凝集素不仅可分离纯化

糖蛋白，也可通过识别糖链的类型、单糖及寡糖组

成来分析糖链大致结构[32]．

单一的凝集素反应难以定量且耗时长，往往不

作为检测精细糖结构变化的工具，但同时含有几十

种凝集素的凝集素芯片技术能够高通量地获取数据

信息，识别菌株上脂多糖等糖缀合物的糖型差异，
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从而实现菌种的鉴别．Kilcoyne等[33]利用凝集素芯

片 对 在 37℃ 和 42℃ 培 养 的 空 肠 弯 曲 杆 菌
Campylobacter jejuni 81116 和 81-176 菌株进行鉴
定，同时发现温度升高会导致 81116菌株中脂多糖
样的寡糖含量减少，81-176菌株中 R-型脂多糖与
荚膜多糖的分布发生变化．

1援2援4 酶联免疫吸附实验法和免疫印迹法

酶联免疫吸附实验法和免疫印迹法是两种典型

的依托抗原与抗体特异性反应的血清型研究方法．

含有 O-抗原的脂多糖具备特异性结合抗体的能力，
不同脂多糖的共同抗原表位也可能出现交叉反应，

因而酶联免疫吸附实验法和免疫印迹法是判断脂多

糖免疫化学特性、通过已知抗原表位推测未知抗原

表位所对应的寡糖片段的有效手段．通常选用经特

定菌种免疫兔或鼠所得的抗血清为一抗，过氧化氢

酶或碱性磷酸酶标记的抗兔或鼠免疫球蛋白 G
(IgG)为二抗．Siwinska等[34]利用酶联免疫吸附实验

法、免疫印迹法与核磁共振法相结合的手段，证明

了羽状变形菌 Proteus penneri Br 114的脂多糖隶属
于与 Proteus O1～O79均不同的新血清型 O80，其
重复五糖单元中含有部分 O-乙酰化、被丝氨酸修
饰的葡萄糖醛酸．

2 脂多糖寡糖链的分析方法

2援1 脂多糖寡糖链的释放方法

由于脂多糖同时具备亲脂的类脂 A和亲水的
寡糖链，最常见的分析策略是将类脂 A与寡糖链
分开鉴定．KDO是一种辛酮糖酸，它与类脂 A的
氨基葡萄糖间形成的酮糖苷键较醛糖苷键更不稳

定，易于在弱酸(1%～2%乙酸或 0.01 mol/L 柠檬
酸)条件下于 100℃作用 1 h左右断裂，将类脂 A与
寡糖链分离开，类脂 A可通过离心去除，寡糖链
溶于水相．酸解过程中加入十二烷基磺酸钠(SDS)
和构建缓冲体系能促进脂多糖解聚、提高酸解效

率、避免脂多糖上磷酸等取代基的丢失 [35-36]．此

外，也可对无水肼或液氨 37℃温和水解获取的脱
O-酰基的脂多糖，或在 4 mol/L氢氧化钾(KOH)中
于 120℃反应获取的脱 N-酰基的脂多糖寡糖链进
行结构鉴定．

2援2 脂多糖寡糖链的纯化方法

脂多糖的寡糖链(去乙酰化或脱类脂 A的寡糖
链)的分离纯化可以由凝胶过滤色谱法、高效液相
色谱法及毛细管电泳法等完成．

2援2援1 凝胶过滤色谱法

最常用的脂多糖纯化方法是凝胶过滤色谱法．

该方法简单常见，能分离不同的脂多糖，尤其适用

于大量(至少几十毫克，通常为几百毫克)脂多糖寡
糖链的分离．样品经过色谱柱与洗脱液淋洗，利用

示差检测器检测，根据分子大小及形状的不同分离

物质．

葡聚糖与环氧氯丙烷偶联的 Sephadex[37-39]、聚

丙烯酰胺凝胶 Bio-Gel[40-43]、乙烯醇和甲基丙烯酸酯

共聚而成的 TSK HW[44-46]等是常用的分子筛材质．

其洗脱液一般选用水或低浓度的缓冲盐溶液，为避

免脂多糖的聚集效应，在洗脱液中可加入十二烷基

磺酸钠(SDS)、脱氧胆酸(DOC)、聚乙二醇辛基苯
基醚(Triton X-100)等解聚试剂．
2援2援2 高效液相色谱法

相比常压及低中压柱层析，高效液相色谱

(HPLC)上样量少、高效、快速且样品处理简单，
是常用的样品分离纯化方法．脂多糖的亲水糖链在

含 C18、氨基、氰基及苯基的反相硅胶柱上都难以

保留，因而可利用脂多糖核心寡糖骨架上，存在能

影响脂多糖分子静电平衡的非化学计量数目各异的

磷酸、乙醇胺、KDO取代基，通过离子交换色谱
法、反相离子对色谱法、亲水相互作用色谱法将脂

多糖寡糖链分离．

Kojima等[47]发现，含季胺基的强碱性阴离子交

换色谱柱 HiTrap Q HP，以磷酸钠 -氯化钠为流动
相，利用牛磺酸 -高碘酸钠柱后衍生、荧光检测器
检测的方法，可将含带电基团数目不同的脂多糖寡

糖链有效分开；为实现液质联用，Kojima等[48]又利

用反相离子对色谱法，以三乙胺为离子对试剂、乙

酸铵为流动相、乙腈为有机调节剂，通过梯度洗脱

的方法，将脂多糖寡糖链分离，实现了色谱分离与

质谱鉴定的兼容，构建了准确鉴定含不同带电基团

的脂多糖寡糖链的方法．

此外，亲水相互作用色谱(HILIC)作为一种对
中性聚糖、酸性聚糖、糖肽等分离的有效手段，也

被用于脂多糖的分离．Man-Kupisinska等[49]用两性

离子型 HILIC柱，实现了对大肠杆菌 Escherichia coli
R1 R-型脂多糖的不同核心寡糖链及来源于蜂房哈
夫尼菌 Hafnia alvei PCM 1200脂多糖核心寡糖链，
其含特征序列的不同寡糖片段的分离．

2援2援3 毛细管电泳法

毛细管电泳(CE)是以毛细管作为分离管、以电
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渗作为分离的主要动力，利用样品在导电介质中通

过电场的迁移率不同分离的一种技术，依靠脂多糖

分子所带电荷、大小、形状的不同将其分离，其

最大优势是能与质谱联用，实现脂多糖的高灵敏

分析[50-51]．

Kojima等[48]尝试用毛细管区域电泳法(CZE)对
取代基不同的脂多糖寡糖链进行分离，但由于骨架

结构相同的脂多糖寡糖链拥有相似的水合半径，导

致该方法分辨率较 HPLC低．不过，通过优化鞘液
组成，CZE与MS联用能实现微量样品的高灵敏度
分析．

随后，Wang等[52]报道，毛细管电泳法能够分

离含 KDO和磷酸基团数目不同的去酰基化脂多糖,
分离条件的选择主要取决于脂多糖去酰基化的程度,
以 50%甲醇为鞘液、10 mmol/L乙酸铵(pH 9.0)为
电解质溶液、电势 30 kV是最佳的分离条件．
2援3 脂多糖寡糖链的鉴定方法

脂多糖寡糖链化学结构的确定需要考虑很多因

素，包括糖残基的排列顺序、连接方式、异头碳的

构型、糖链分支情况及糖残基上磷酸等取代基的取

代情况等，通常的鉴定方法有化学分析法、质谱

法和核磁共振法，在实际应用中通常联合使用几种

方法．

2援3援1 化学分析法

随着质谱、核磁等尖端仪器的开发，寡糖结构

鉴定愈发快速、高效、灵敏．传统化学分析法并没

有淡出历史舞台，常与质谱、核磁共振法联用，在

解析寡糖单糖组成、构象及连接方式中依旧发挥着

重要作用．完全酸解法、甲基化分析、Smith降解
法等是常用的脂多糖寡糖链结构化学分析法．

完全酸解法主要用于获取脂多糖糖链中糖基的

组成及比例，将脂多糖寡糖链置于酸中(如 2 mol/L
三氟乙酸 )，加热 (120℃左右 )彻底水解 [53]，或在

2 mol/L盐酸 -无水甲醇(85℃左右)进行甲醇解[54]，

生成的糖基混合物或糖基甲基糖苷混合物用气液色

谱(GLC)等方法进行定性定量分析．
甲基化分析主要用于确定寡糖中糖基间的连接

位点．通常利用二甲基亚砜(DMSO)和氢氧化钠
(NaOH)制备二甲基亚磺酰阴离子，碘甲烷(CH3I)为
甲基化试剂，将糖链中的游离羟基转变为甲氧基．

接着通过酸解释放甲基化单糖或衍生物，经硼氢化

钠(NaBH4)还原为糖醇、乙酸化水解生成羟基，用
气质联用(GC-MS)方法分析获得的甲基化糖醇 -乙
酰衍生混合物，获取糖基类型及糖苷键连接位点[55].

Smith 降解主要用于确定糖苷键的连接方式，
将糖链经高碘酸氧化、硼氢化钠还原，再用乙酸等

弱酸部分水解，获取特征性的糖连接重复单元，经

凝胶过滤色谱纯化后，利用核磁共振法进行分析，

获取糖基的构象及连接方式[38, 45]．

2援3援2 质谱法

生物质谱因具有软电离、相对分子质量检测范

围大、高灵敏度、高通量、高分辨率等优点，可很

好地解决寡糖等生物大分子难挥发、高极性、热不

稳定等难题，是糖链研究的重要手段，同样适用于

脂多糖寡糖链的研究．现阶段，质谱主要用于判断

构成寡糖的单糖及取代基的种类和数量，也可利用

二级质谱判断部分典型的连接方式．快原子轰击质

谱(FAB-MS) [56]、电喷雾电离质谱(ESI-MS)和基质
辅助激光解吸质谱(MALDI-MS)都曾被报道用于脂
多 糖 寡 糖 链 结 构 的 鉴 定 ． 其 中 ESI-MS 和
MALDI-MS是最为常用的质谱分析方法．

ESI-MS适用于脂多糖寡糖链分析的主要优势
有两点：一是能与 HPLC[49, 57]或 CE[58]联用，实现分

离与鉴定的一体化；二是能产生多电荷的分子离子

峰，从而使高分子质量的化合物出现在低质荷比

(m/z)区，大大增加了化合物的检测范围．Turska-
Szewczuk 等 [43]利用负离子模式下的电喷雾电离四

级离子阱质谱(ESI-QTRAP-MS)对豆科植物根瘤菌
Rhizobium leguminosarum bv. Trifolii 外核心四糖进
行鉴定，通过两高丰度[M-H]-峰对应的 m/z 值及差
值，确定其寡糖链中同时含有被 O-乙酰化修饰和
不被 O-乙酰化修饰的化合物，并确定其单糖组成，
又通过碰撞诱导解析串联质谱(CID MS/MS)获得相
应的 A型、B型、C型及 X型、Y型、Z型碎片离
子，根据其分子质量及相对丰度判断糖的连接方

式．Knirel等[59]利用正离子模式下的电喷雾电离高

分辨质谱 (ESI-HR-MS)对酸解后的大肠杆菌
Escherichia coli O84a O-抗原进行一级及二级质谱
鉴定，证明了其 O-抗原重复单元中存在磷酸吡喃
岩藻糖和二 -O- 乙酰基 -6- 脱氧 - 塔罗糖．此外，
ESI FT-ICR MS[60]也常用于鉴定脂多糖寡糖链的分

子质量及单糖组成．

MALDI-MS鉴定脂多糖寡糖链较 ESI-MS的主
要优势：一方面，质谱鉴定受样品中缓冲盐等添加

剂的干扰小，因而样品处理相对简单；另一方面，

产生的碎片离子少且图谱中无多电荷离子，因而易

于解析．Pieretti等[40]利用反射 MALDI-TOF MS对
变形菌 Halomonas alkaliantarctica的核心多糖进行
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鉴定，确定了两种糖型的存在，并比较两种糖型的

源后裂解(PSD)图谱，证明了分支的庚糖上的取代
基为非化学计量取代基．Kaszowska等[41]利用正离

子模式 MALDI-TOF MS确定了类志贺毗邻单胞菌
Plesiomonas shigelloides CNCTC 80/89 核心九糖的
单糖组成，并利用二级质谱 MALDI-TOF MS/MS
确定了甘氨酸的连接位点．

2援3援3 核磁共振法

核磁共振法(NMR)是脂多糖糖链解析应用最广
泛的方法，它不损坏样品，利用化学位移、耦合常

数、积分面积、空间偶极耦合(NOE)及弛豫时间等
的不同，实现糖链构型和连接方式的精确解析．通

常利用一维及二维核磁共振法联用的手段对糖链进

行解析[44-45, 61-62]．

一维核磁共振法(1H NMR 和 13C NMR)通过碳
谱及氢谱中化学位移特征判断异头质子或异头碳的

构型、单糖组成、分支位点及化合物中的重要官能

团．二维核磁共振法(1H, 1H-TOCSY、1H, 1H-COSY、
1H, 1H-ROESY、1H, 13C-HSQC、1H, 13C-HMBC、1H,
13C-HSQC-TOCSY等)将一维的参数展开于二维的
平面上，减少了谱线的拥挤与重叠，更加清晰地展

现了 C-C、C-H、H-H原子间的空间作用及耦合作
用，更适用于判断单糖之间的连接位点与连接方

式．当核磁共振信号归属遇到困难、无法解析时，

可通过查阅细菌糖数据库(http://csdb.glycoscience.
ru/bacterial/)，获取相似菌种的结构及核磁共振信
息作为对照与参考，同时也可结合相应的化学分析

及质谱数据，以便准确解析脂多糖寡糖链的结构．

3 总结与展望

脂多糖作为大多数革兰氏阴性菌细胞壁的主要

成分，能诱发宿主细胞固有免疫反应，其结构组成

与细菌致病能力息息相关，是生物医药学研究领域

中的关键靶标分子，其结构鉴定在传染病的预防与

治疗中起到重要作用，有助于研发针对特异性菌种

的抗生素及疫苗等医药产品．脂多糖是由类脂 A
和寡糖链组成的两亲性分子，其复杂的理化性质使

得脂多糖结构分析并非简单易行，目前已经使用的

色谱、电泳、质谱、核磁等多种技术可以进行脂多

糖的结构鉴定，但也面临着同样的挑战，例如：脂

多糖的鉴定往往需要多种分析技术共同完成，样品

消耗大、实验步骤繁琐、分析通量低等．因此，科

研人员一直致力于发展新型分析技术与思路，包

括：研发适用于细菌脂多糖微量提取的试剂盒，或

直接针对细胞及其裂解产物中脂多糖进行检测；选

用与液相色谱填料相对应的固相萃取小柱、离子交

换树脂或芯片技术等提高检测灵敏度；在鉴定方

面，重点从优化样品前处理过程、合理选用与开发

不同种质谱或者核磁等仪器、科学自动化地解析数

据谱图等环节不断探索，寻求鉴定细菌脂多糖及其

寡糖链的规律与方法．

其中，在脂多糖结构研究的众多分析方法中，

质谱技术由于灵敏度高、特异性强，是脂多糖分析

发展潜力极大的一种技术．质谱技术的进一步发展

主要包括以下两个方面：首先可以通过细菌脂多糖

的质谱图快速识别细菌种类与亚型，该方法类似微

生物质谱鉴定方法；其次，质谱特征谱图的分析可

以实现脂多糖的结构鉴定．由于脂多糖寡糖链分支

结构的复杂性，一级与二级质谱谱图往往不能给出

寡糖链精细结构分析需要的全部信息，例如，寡糖

链连接位点信息通常需要单糖残基发生环内碎裂时

才能获得，然而，二级质谱提供的多是单糖之间碎

裂的片段，缺乏进一步碎裂的有效片段，仅仅使用

一级与二级质谱谱图，往往无法提供寡糖链分支与

连接位点的结构信息．因此，多级质谱作为可以深

入研究分子结构的新型技术，可以将二级质谱离子

进一步碎裂成为三级甚至多级离子碎片，直到离子

碎片足够提供具体的结构信息为止．离子碎片越

小，其可能的结构越少，有利于获得唯一碎片结

构，这些碎片结构与多级碎裂关系为寡糖链提供了

更多精细结构信息．结合生物信息学技术，多级质

谱技术通过解析多级质谱谱图可获得寡糖链结构信

息．随着技术的不断发展，建立适用于微量脂多糖

高通量鉴定的新型技术方法，将为细菌菌种的快速

鉴别、脂多糖的结构及生物效力、毒理间关系的研

究，以及抗生素及疫苗的研发开辟新的道路．
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Abstract Lipopolysaccharide (LPS), the main component of the cell wall of most gram-negative bacteria, can
activate the innate immune response of host cells, and play important roles during the process of recognition,
adhesion, metastasis and pathopoiesis of bacteria. Importantly, the structure of LPS determines both the serotype
and the pathogenicity of a bacterial infection. Therefore, accurate analysis of its structure is essential for a better
understanding of the relationship between LPS structure and its biological effects. Furthermore, reliable
determination of its structure might assist in identification of hitherto unknown strains, as well as in the
development of novel antibiotic compounds and vaccines. However, the amphiphilic, multi-charged and structural
complicated nature of LPS presents a major challenge for its structural analysis. In this review, we summarize
recently developed tools for the analysis of bacterial LPS, covering the latest approaches to extracting, separating,
purifying and identifying LPS & its oligosaccharide chains.
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