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[摘要 ] 硫酸软骨素的测定方法按其测定指标主要分为软骨素二糖 、 氨基己糖 、 葡萄糖醛酸 、 硫酸基

和阴性基团 5类.比较这 5种指标认为:软骨素二糖是硫酸软骨素的组成单位 , 与硫酸软骨素含量的相关

性最高;氨基己糖和葡萄糖醛酸是组成软骨素二糖的单糖 , 与硫酸软骨素含量的相关性较高;硫酸基受软

骨素二糖硫酸化程度影响大 , 与硫酸软骨素含量相关性低;阳离子染料对硫酸软骨素分子上阴性基团的选

择专一性不强 , 阴性基团与硫酸软骨素含量的相关性很低.从准确度看 , 以软骨素二糖为测定指标的高效液

相色谱法准确度最高 , 适于质量控制和微量分析;分别以氨基己糖和葡萄糖醛酸为测定基础的 Elson-Morgan

法和咔唑法准确度相对较高 , 适于一般分析;而以硫酸基和阴性基团为基础的方法准确度相对偏低.
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0　引言
硫酸软骨素 CS(ChondroitinSulfate)是广泛存在于高等动物结缔组织中的酸性粘多糖 , 是动物

蛋白聚糖的代表物质.因 CS药用效果良好且毒副作用小 , 在欧美等西方国家 , 常被用于防治关节

炎
[ 1、 2]
、高血脂

[ 3]
、肿瘤 、 心绞痛 、 偏头痛

[ 4]
、 抗动脉粥样硬化

[ 5]
等疾病.

在分子结构上 , CS由 D-葡萄糖醛酸和 N-乙酰 -D-

氨基己糖以 1, 3糖苷键连接形成重复二糖 , 二糖单位之间

以 β -1, 4糖苷键连接形成糖链 , 氨基己糖糖环的 4位 C

或 6位 C可硫酸化 (如图 1), 硫酸化后分别形成硫酸软骨

素 A(CS-A)和硫酸软骨素 C(CS-C).不同动物软骨

中 CS硫酸化差异较大 , 经不同工艺提取而得的产品差异更

大.在分子量大小上 , CS具有高度的分散性 , 同一提取产

品的分子间分子量差异可达 10倍以上.CS这些特点都在不

同程度上影响了各种测定方法的准确性 , 也会进一步影响到实际生产中 CS产量的确定.因此 , 如何

快速而准确地测定 CS的含量成为研究者们的研究目标.

自 1933年 Elson-Morgan法
[ 6]
面世后 , 出现了许多 CS的测定方法 , 各种方法都以 CS某一化学成

分作为测定指标 , 进而换算为 CS的含量.但 CS分子上各种成分与 CS二糖单位之间的相关性高低不

一 , 且各种方法的可操作性 、 耗时 、 准确度等也各不相同 , 为此 , 本文将逐一比较 CS各种测定方法
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的优缺点 , 为各研究单位和生产单位选择时提供参考.

1　测定硫酸软骨素的指标物质与方法
根据 CS的分子结构特点 , 研究出以 CS某一化学成分为测定指标的多种方法 , 这些指标包括软

骨素二糖 、 氨基己糖 、葡萄糖醛酸 、 硫酸基 、 阴性基团等 5类.以软骨素二糖为指标的方法是通过高

效液相色谱测定 CS降解后产生的软骨素二糖 , 以此确定 CS的含量;以氨基己糖 、 葡萄糖醛酸和硫

酸基为测定指标的方法原理相似 , 多是以强酸降解 CS的糖链 , 将其分子中的氨基己糖 、 葡萄糖醛酸

或硫酸基等基团与成色物质结合 , 测定溶液特征吸光值 , 再根据各基团与软骨素二糖单位的分子量之

比换算为 CS含量;而以阴性基团为基础的方法则利用阳性染料或乳化剂与 CS分子中羧基和硫酸基

等阴性基团反应 , 致使 CS溶液在特定波长处吸收值改变 , 从而测定 CS含量.

1.1　以软骨素二糖为指标

软骨素二糖的含量通常可采用高效液相色谱法
[ 7]
、酶解—高效液相色谱法

[ 8]
、反相离子对高效液相

色谱法
[ 9]
和反相高效液相色谱法测定

[ 10]
.在超声波作用下

[ 7, 9-10]
或在软骨素酶作用下

[ 8]
使 CS降解成软

骨素二糖单位 , 记录软骨素二糖溶液经过色谱柱的洗脱曲线 , 将样品的出峰时间和峰面积 (或峰高)与

标准品比较 , 以此确定其含量 (软骨素二糖是 CS的基本组成单位 , 理论上其含量与 CS相等).
[ 12]

1.2　以氨基己糖为指标

测定氨基己糖的经典方法是 Elson-Morgan法
[ 6]
, 该方法以盐酸氨基己糖作对照品 , 利用盐酸水解

CS释放出氨基己糖 , 而氨基己糖在碱性条件下先与乙酰丙酮缩合 , 其产物与对二甲氨基苯甲醛的醇

溶液结合后显红色 , 于特定波长处测定吸光值 , 计算样品中氨基己糖含量 , 再根据氨基己糖与软骨素

二糖单位之间的分子量之比换算成 CS含量.

1.3　以葡萄糖醛酸为指标

以葡萄糖醛酸为指标的 CS测定方法包括咔唑法
[ 13]
、 间苯三酚分光光度法

[ 14]
和 AHMT分光光度

法
[ 15]
等.在酸性条件下降解 CS, 生成与其软骨素二糖单位摩尔数相等的葡萄糖醛酸 , 再加入咔唑 、

间苯三酚和 4-氨基 -3-肼基 -5-巯基 -1, 2, 4, -三唑 (AHMT)等色原物质与葡萄糖醛酸显

色 , 最后测定反应液特定波长处吸收值 , 以葡萄糖醛酸
[ 13]
或 CS标准品

[ 14 -15]
为对照制作标准曲线 ,

转换为葡萄糖醛酸含量 , 根据葡萄糖醛酸与软骨素二糖之间的分子量之比换算成 CS含量.

1.4　以硫酸基为指标的测定方法

CS中硫酸基的测定方法主要有离子色谱法
[ 16]
和间接原子吸收法

[ 17]
等.这两种方法首先以强酸

降解 CS生成游离硫酸基 , 前者以离子色谱检测经分离的反应液中的硫酸基与软骨素二糖的分子量之

比计算 CS含量;后者以已知过量的钡离子与降解 CS产生的游离硫酸基反应 , 再通过原子吸收光谱

法测定过量的钡离子 , 换算出 CS样品中硫酸基含量 , 然后计算 CS含量.

1.5　以阴性基团为指标的方法

以阴性基团为测定指标的方法主要有碱性艳蓝 BO分光光度法
[ 18]
、 吖啶橙分光光度法

[ 19]
、 维

多利亚蓝 B分光光度法
[ 20]
、 中性红分光光度法

[ 21]
、 天青 A分光光度法

[ 22]
和噻唑衍生物法

[ 23]
等阳

离子染料法以及比浊法
[ 24-25]

.阳离子染料类方法利用 CS分子上携带的羧基和硫酸基与碱性艳蓝

BO、 吖啶橙 、 维多利亚蓝 B、 中性红 、 天青 A和溴化 1-乙基 -2-3- (1-乙萘酚 [ 1, 2] 噻唑

-2-甲基丙烯基)萘酚 - [ 1, 2] 噻唑等阳离子染料通过静电力和疏水作用结合生成离子复合

物 , 导致染料本身在特征吸收峰处吸光值改变 , 而吸光值改变程度与 CS含量相关 , 因此将测得的

吸光值带入由 CS标准品制作的标准曲线 , 可计算样品 CS含量.比浊法则利用乳化剂氯化十六烷

基吡啶可与 CS分子上阴性基团结合的特点形成乳浊液 , 该乳浊液在其特征吸收波长处吸光值与

CS含量相关 , 由此测定 CS含量.
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2　各种测定指标物质及其方法的优缺点
2.1　测定指标物质的比较

目前 , CS的含量测定方法均是以其分子上某一种特定化学成分为指标 , 进而转化为 CS含量 , 因

此指标选择得恰当与否将直接影响方法本身的准确性.

在软骨素二糖 、 氨基己糖 、葡萄糖醛酸 、 硫酸基和阴性基团等几类测定指标中 , 硫酸基与 CS的

相关性最低 , 通过硫酸基的含量转化为 CS含量所带来的误差也最大.而在其余 4种测定指标中 , 软

骨素二糖含量不需转化 , 实验测得值与 CS含量最为接近 , 软骨素二糖含量与 CS含量的相关性最高.

此外 , 至今尚未见有 CS分子中氨基己糖或葡萄糖醛酸残缺的报道 , 而这两种成分的分子量也远高于

硫酸基 , 所以氨基己糖和葡萄糖醛酸与 CS含量的相关性也较高.以阴性基团为测定指标的一类方法

通过阳离子染料或乳化剂可与 CS分子上的羧基和硫酸基结合致使染料或溶液发生变化来测定 CS含

量.但各种阳离子染料和乳化剂对 CS分子上的阴性基团选择的专一性不强 , 受溶液中其他阴离子和

CS分子大小的影响大.因此以阴性基团为指标测定 CS含量的方法准确度难以得到保证.

总的来说 , 在软骨素二糖 、氨基己糖 、葡萄糖醛酸 、硫酸基和阴性基团等几类测定指标中 , 以软

骨素二糖与 CS含量的相关性最高 , 氨基己糖和葡萄糖醛酸次之 , 硫酸基和阴性基团最差.

2.2　方法的优缺点比较

CS测定方法的优缺点比较可从其准确度高低 、 方法对仪器和试剂的要求是否高 、 操作是否烦琐

以及耗时长短等方面进行考察.为了更加清楚 、直观地比较 CS各种测定方法的优缺点 , 将各种方法

的测定原理和优缺点列于表 1.

表 1　硫酸软骨素主要测定方法的原理和优缺点

Tab.1　Theprinciple, advantageandshortcomingofmaindeterminationmethodofchondroitinsulfate

测定

指标
原　　理 方法名称 优　　点 缺　　点

软骨

素二

糖

超声溶解 [ 7 , 9-10] 或酶降解 [ 8]

的 CS溶液洗脱曲线的峰面积
(高)与 CS标准品比较 , 计
算样品 CS含量

高效液相色谱法

准确度高 , 操作简单 ,
耗时短

对仪器和试剂要求高 , 测
定需用高效液相色谱 , 试
剂均需分析纯或色谱纯

氨基

己糖

降解 CS生成氨基己糖与显色
剂反应 , 测特征吸光值 , 与
氨基己糖标准品比较 , 再换
算为 CS含量

Elson-Morgan法

对仪器要求低 、 准确度
较高

操作烦琐 、 耗时长 , 对试
剂要求高 , 所用试剂要求
临时配制

葡萄

糖醛

酸

降解 CS生成的葡萄糖醛酸与
显色剂反应 , 测定特征吸光

值 , 与 葡 萄 糖 醛 酸 [ 13] 或

CS[ 14-15]标准品比较 , 计算样
品 CS含量

咔唑法

间苯三酚法

AHMT分光光度法

对仪器要求低 、 准确度
较高

对仪器 、 试剂要求低
对仪器 、 试剂要求较低 ,
耗时短

测定用试剂要求临时配制

准确度低

准确度较低

硫酸

基

色谱法检测分离 CS降解产生
的硫酸基 , 再换算为 CS含量;
检测 吸收 CS降解产生 的
SO2-

4 过量的 Ba
2+, 再换算为

CS含量

离子色谱法

间接原子吸收法

操作简单

操作相对简单 、 对试剂
要求低

对仪器要求高 , 试剂需分
析纯或色谱纯 、 准确度低

对仪器要求高 , 耗时较长 ,
准确度低

阴性

基团

CS分子上阴性基团与阳离子
染料 [ 18-23] 或乳化剂 [ 24-25] 的

结合导致染料或乳化剂特定

波长处吸收值变化 , 测定该
吸光值 , 换算为 CS含量

碱性艳蓝 BO法
维多利亚蓝 B法
天青 A分光光度法
噻唑衍生物法

比浊法

对仪器 、 试剂要求低 ,
操作简单 , 耗时短

对仪器 、 试剂要求低

准确度低

操作较烦琐 , 准确度低

从准确度来看 , 以软骨素二糖为测定指标的色谱类方法最高 , 在色谱类方法中又以高效液相色谱
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法最高;分别以氨基己糖 、 己糖醛酸为指标的 Elson-Morgan法和咔唑法准确度相对较高;以硫酸基为

指标的方法中 , 离子色谱法测定对象单一 , 对硫酸基测定的准确度较高 , 但换算为 CS含量时 , 误差

很大;以阴性基团为指标的方法受溶液中其它阴性基团和杂质影响 , 其准确度普遍较低.

从各种方法对仪器和试剂的要求看 , 以高效液相色谱类方法 、 离子色谱法和间接原子吸收法最

高;而 Elson-Morgan法 、 咔唑法以及利用阳离子染料测定的方法对实验仪器要求较低 , 但 Elson-Mor-

gan法对实验试剂要求较高.从操作上看 , Elson-Morgan法和咔唑法等较色谱类方法和利用阳离子染

料测定的方法烦琐 , 其中 Elson-Morgan法最为烦琐 , 咔唑法次之.从耗时长短看 , 同样以 Elson-Mor-

gan法最长 , 咔唑法次之 , 而色谱类方法和阳离子染料法均耗时短.

谢继青等
[ 26]
、 李萍等

[ 27]
对 Elson-Morgan法进行优化后 , 测定时按乙酰化同时计时 , 而显色随加

随计时 , 结果精密度提高 、 重现性较好 , 沸水浴中水解 30 min, 50 ～ 70 ℃保温 30 min, 与部颁标准

分析法
[ 28]
的结果相近 , 但测定时间比原方法缩短一半以上.苏玉永等

[ 29]
优化了该法的测定条件 , 结

果表明在 520nm波长处反应液有最大吸收 , 沸水浴 20 min、 加入 0.3 mL显色剂时吸收度最大.这都

在一定程度上优化了 Elson-Morgan法和咔唑法 , 缩短了分析时间.

3　结束语
以 CS分子中阴性基团和硫酸基为指标的方法虽在操作上较 Elson-Morgan法和咔唑法简单 , 但测

定对象都不够明确 , 结果也不理想.Elson-Morgan法和咔唑法虽操作较烦琐 , 但在未来较长的一段时

间内 , 这两种方法仍是测定氨基己糖和葡萄糖醛酸含量的较好选择.随着 CS研究的越来越深入 , 精

确度和准确度俱佳的高效液相色谱法有望成为研究和生产单位测定 CS含量的首选.
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Abstract:Thedeterminationmethodsofchondroitinsulfatemainlyincludechondroitndisaccharid, glu-

cosamine, glucuronicacid, sulfateion, andnegativeionogenaccordingtothedeterminationindicatorsofthese

methods.Chondroitndisaccharideisthecompositionofchondroitinsulfate, andithasthehighestpertinenceto

chondroitinsulfate.Glucosamineandglucuronicacidaremonosaccharidesthatcomposechondroitndisaccha-

ride, andtheyhaveahigherpertinencetochondroitinsulfate.ThecontentofSulfateionisbadlyinfluencedby

thesulfationofchondroitinsulfate, anditspertinencetochondroitinsulfateislower.Thenegativeionalsohas

alowerpertinencetochondroitinsulfateforthepositiveiondyecantlinkagecharacteristicwithchondroitinsul-

fate.Asfarasaccuracyisconcerned, HPLCwhichdetermineschondroitndisaccharidehasthehighestaccura-

cy, anditcanapplytoqualitycontrolandmicroanalysis;Elson-Morganmethodandcarbazolemethodhavea

higheraccuracy, andtheycanapplytogenericanalysis;othermethodshavealoweraccuracy.

Keywords:chondroitinsulfate;chondroitndisaccharid;glucosamine;glucuronicacid;sulfateion;

contentdetermination
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