
液质联用方法测定白色念珠菌中海藻糖的含量

董玲玲
a
,曹颖瑛

b
, 柴逸峰

a
(第二军医大学药学院, a.物分析教研室, b. 生化药学教研室; 上海 200433)

[作者简介 ] � 董玲玲 ( 1985�) ,女,硕士研究生 �E�m ai:l lingl ingdong85

@ yahoo. com. cn�
[通讯作者 ] � 柴逸峰 �E�m a i:l yfcha@i smmu. edu. cn�

� � [摘要 ] � 目的 � 采用液质联用方法测定白色念珠菌中海藻糖的含量,考察白色念珠菌在感应分子法尼醇作用后海藻糖

的变化。方法 � 色谱柱: Sh ishe ido CAPCELL NH2 ( 150 mm � 4. 6 mm, 5�m ), 柱温: 25  ,流动相: 乙腈�水溶液 ( 75� 25, V /V ),

流速: 1 m l/m in,分流比 3� 1。质谱检测器, ES I( �)模式,选择离子检测, 碎片电压 120 V。结果 � 海藻糖和内标峰形均良好,海

藻糖含量在 0. 05~ 50 �g /m l范围内线性关系良好, r= 0. 999 3。日内日间精密度 RSD值分别为 1. 8%和 2. 1%。结论 � 该方

法简便易行, 选择内标之后含量测定更精确, 灵敏度提高。
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Determ ination of trehalose in Candida albicans by HPLC�MS
DONG L ing�ling, CAO Y ing�y ing, CHAIY i�feng ( Schoo l of Pharm acy, SecondM ilitaryM ed ica lUniversity, Shangha i 200433, China)

[ Abstract] � Objective� To establish a high perform ance liquid chrom atography�m ass spectrum ( H PLC�M S) m e thod to dete r�

m ine treha lose in the b io film ofCand ida alb icans. Methods� Shisheido CAPCELL NH
2
( 150 mm � 4. 6 mm, 5�m ) was used in this

m ethod and them obile phase is 75% ace ton itr ile and 25% purew ater. M S detectorw ith an ESI ion source in negativ emodew as used.

R esu lts � It has a good separation of trehalose and interna l standard, and there is no interference of endogenous impur ity. L inearw as

from 0. 05~ 50 �g /m l ( r= 0. 999 3), recoveryw as in the range of 81. 50% to 96. 29% and theRSD o f precision is less than 2. 1% .

Conc lu sion� Th is m ethod is a s imp le m ethod for quantification of treha lose in fungus.

[ Key words] � treha lose; LC�ESI�M S; Cand ida alb icans; quantification

� � 海藻糖是细胞中的一种应急代谢物, 在细胞处

于应激时可大量合成,恢复平常状态下又迅速降解。

海藻糖含量的变化从某种程度上反映了机体对外界

环境的响应。研究表明在培养基中外加感应分子法

尼醇可以抑制白色念珠菌生物被膜的形成。本研究

正是建立了一种简便快速准确的测定海藻糖的方

法,以测定法尼醇干扰下白色念珠菌中海藻糖的含

量变化,为进一步研究海藻糖在白色念珠菌中的代

谢途径提供参考。

文献报道海藻糖的含量测定常用 HPLC�ELSD

或者 GC�FID等方法
[ 1~ 3]

, 但是 ELSD的动态量程相

对较小,稳定性较弱; GC�FID测糖类物质需要经过

衍生化, 操作相当繁琐; 因此, 本实验选用 HPLC�
ESI�MS来测定白色念珠菌中海藻糖的含量, 能够快

速、灵敏、准确的实现定量的要求。

1� 实验材料

1. 1� 仪器 Ag ilent 1100 SL � 液相色谱 �质谱联用仪
(含双高压泵、自动进样器、柱温箱、电喷雾离子化

接口、四极杆质谱检测器 ) ; 色谱工作站为 Ag ilent

ChemS tation。 BP211D分析电子天平。Eppendorf公

司离心机,型号为 Centrifuge 5415; 宁波新芝生物科

技股份有限公司超声细胞粉碎机。

1. 2� 试剂 � 海藻糖对照品及蔗糖 (内标 )对照品均

购自 S igma公司; 试验用水为去离子; 所用乙腈为

Merck公司的色谱纯乙腈。

1. 3� 菌株与培养基 � SC5314国际标准株, 由 W il�
liam A. Fonzi ( Department ofM icrobio logy and Immu�
no logy, Georgetow nU niversity, W ashington, D. C. )提

供。改良型 RPM I�1640培养液,含 2. 05 mmo l谷氨

酰胺,购自 Thermo公司。

2� 实验方法

2. 1� 被膜型白色念珠菌的培养 � 从平板上挑取白

色念珠菌单克隆, 接种至 1 m l YPD培养液, 于 30

 , 200 r /m in振荡培养至对数生长后期, 收集细胞,

新鲜 RPM I�1640培养液洗涤 3次, 重悬于 RPM I�
1640培养液中, 各培养瓶中加入 5m l 1640培养液,

约 20 �l菌液,以血细胞计数板计数,调整菌液浓度

至 1 � 10
6
个 / m ,l于 37  静置培养 2 h后,更换新

鲜 RPM I�1640培养液。一份加入法尼醇的甲醇溶
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液 ( 40 mmo l/L ) 作为给药组,另外一份不加作为对

照组, 平行培养 3批, 于 60 h收集被膜。

2. 2� 样品制备 � 收集样品,弃去上清, 再用纯水清洗

2次, 刮下被膜, 纯水重悬, 于 13 200 r /m in离心 3

m in,收集沉淀,加 2m l甲醇水 ( 60� 40, V�V)于 - 70

 冷冻 15 m in,然后于 0  融解,重复一次,超声破碎

( 800W, 15 s间歇, 90 m in ), 13 200 r/m in离心 5

m in,收集上清, - 80  冻存样品。

2. 3� 海藻糖及蔗糖储备液的配制 � 精密称取海藻

糖对照品 0. 010 36 g,置 10 m l容量瓶中,加水定容

备用。精密称取蔗糖 0. 009 30 g, 置于 10m l容量瓶

中,加水定容备用。

2. 4� 色谱条件 � 色谱柱: Sh ishe ido CAPCELL NH2

( 150mm � 4. 6 mm, 5 �m); 流动相: 乙腈 �水溶液
( 75� 25, V /V ); 流速: 1 m l /m in;柱温: 25  。

2. 5� 质谱条件 � 离子检测方式: 选择性离子检测

( SIM ) ; 离子极性: 负离子检测 ( N egative ); 离子化

方式: 气动辅助电喷雾离子化 ( ESI) ; 检测对象:海

藻糖 [ M �H ]
�
离子 m /z� 341. 1; 蔗糖 [M �H ]

�
离子

m /z � 341. 1; 传输区电压: 120 V; 干燥气流速: 10

l/m in; 雾化室压力: 40 psig; 干燥气温度: 350  。

2. 6� 方法学确证

2. 6. 1� 线性关系 � 取上述储备液, 以纯水稀释至

0. 051 80、0. 103 6、0. 518 0、2. 072、5. 180、10. 36、

20. 72、51. 80 �g /m ,l得到一系列标准溶液,分别向

等量标准溶液中加入等量的蔗糖储备液作为内标,

记录色谱图,计算海藻糖峰面积和内标峰面积的比

值 ( f ), 以峰面积比值对海藻糖浓度与内标浓度的比

值 ( x )作权重回归计算,得权重回归方程, f = 0. 040

4 + 1. 762 0 x (权重系数 w = 1 /x ) , 相关系数 r=

0�999 3,表明海藻糖在 0. 051 80~ 51. 80 �g /mL范

围内线性关系较好。

2. 6. 2� 精密度考察 � 制备浓度为 25. 90 �g /m l的

海藻糖标准含内标溶液,连续 3 d, 每天测定 6次,记

录色谱图,计算海藻糖峰面积和内标峰面积的比值

,f代入当天的标准曲线求得实测浓度, 计算日内日

间 RSD值分别为 1. 8%和 2. 3%。

2. 6. 3� 回收率考察 � 将已知浓度样品均分为 3份,

分别加入对照品, 使加入浓度为 0. 103 6、25. 90、

41�44 �g /m ,l记录色谱图,计算海藻糖峰面积和内

标峰面积的比值,将该比值代入当天随行标准曲线

方程算出测定浓度后再计算加样回收率, 低中高三

浓度的加样回收率分别为 81. 50%、96. 29%、

93�89%, RSD值分别为 4. 5%、0. 2%、0. 9%。

2. 6. 4� 样品稳定性考察 � 取同一样品均分为 9份,

3份立即测定, 3份于室温放置 12 h后分析; 3份于

配制好后放入冰箱于 - 20  冰冻后取出化冻,如此

反复冻融各 3次后分析。记录色谱图,计算海藻糖

峰面积和内标峰面积的比值, 其响应值 RSD 为

0�6% ,表明样品在 12 h内稳定, 且反复冻融对样品

无明显影响。但是,生物样品稳定性较一般样品比

较差,还是应该尽早测量。

3� 样品中海藻糖含量的测定

按 2. 1和 2. 2项制备样品后, 向样品中加入蔗

糖溶液作为内标, 记录色谱图。对照品及样品色谱

图见图 1。

图 1� 海藻糖对照品 ( A )及样品 ( B )色谱图

1�内标 (蔗糖 )色谱峰; 2�海藻糖色谱峰

经过 60 h的培养后, 被膜已经成熟, 给药组海

藻糖含量明显高于对照组, 结果如下表所示,测定 3

批样品,趋势一致, 这说明为了应对外加感应分子的

刺激,海藻糖在细胞体内积聚。

表 1� 海藻糖含量变化结果表

序号 对照组 ( �g /m g) 给药组 ( �g /m g)

1 1. 04 16. 47

2 2. 21 17. 56

3 1. 42 16. 50

4� 讨论

4. 1� 白色念珠菌中海藻糖提取方法的选择 � 比较

微波破碎法、超声提取法及冻融提取法,发现超声法

效果较好,提取完全。经过超声波法得到的样品提

取液中,待测物的含量高于反复冻融法得到的样品

提取液,而且将反复冻融处理后剩下的残渣再进行

超声处理,同样能检测到一定浓度的待测物, 因此,

本试验采取冻融法与超声法相结合的方法来提高白

色念珠菌中海藻糖的提取效率。提取溶剂的选择按

照文献报道, 使用甲醇�水 ( 60� 40)提取效率最

高
[ 4]
。

4. 2� 色谱柱的选择 � 由于待测物质海藻糖极性较

大, 在一般的反相色谱柱上保留效果差,待测物和内
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标不能分离,所以选择氨基柱进行实验,得到了良好

的分离效果。

4. 3� 质谱条件的选择 � 试验过程中,尝试在不同的

裂解电压,干燥气流速及温度条件下检测,发现在裂

解电压为 120V、干燥气温度为 350  、流速为 10 l/

m in条件下,海藻糖有最大的响应。
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