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摘要 目的:建立咔唑法同时测定玻璃酸钠 ( SH )和硫酸软骨素 ( CS)含量的方法。方法:通过醋酸钠调节样

品的酸碱度和离子强度,氯化十六烷基吡啶 ( CPC )可选择性地沉淀 CS,而 SH不沉淀,从而将 SH和 CS进行

分离。结果:样品预处理条件为: 精密量取 SH和 CS的混合溶液 10 mL, 加入醋酸钠 1. 6 g, 12. 5 mmo l/L

CPC10mL,充分搅拌后,静置 1 h, 20 m滤膜过滤; 滤液用于测定 SH的含量;滤饼经 1. 4mo l/L氯化钠溶液

超声解离后,用于测定 CS的含量; SH和 CS的平均回收率分别为 101. 2%和 99. 4% , RSD分别为 1. 05%和

0. 96%。结论:本法可同时测定 SH和 CS的含量, 相互之间无干扰。
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ABSTRACT Objective: To estab lish a carbazo le m ethod for the sim ultaneous determ ination o f sodium hya luronate ( SH ) and chon

droitin sulfa te ( CS). M ethods: By regulating acidity or alka linity and ionic streng th w ith sodium aceta te, CS w as selectiv ely prec ipita

ted w ith cety lpyr idinium ch lor ide ( CPC) , whereas SH was not. So SH and CS w ere separated. R esults: The samp le pretrea tm en t cond i

tions we re as fo llow s: M easuring 10 mL m ix ture o f SH and CS accurate ly, add ing 1. 6 g sodium ace tate and 10 mL CPC o f 12. 5 mmo l/

L, stand ing fo r 1 h a fter stirring tho rough ly, then, the so lution w as filte red w ith 20 m filterm em brane and the filtratew as used to dete r

m ine the content of SH; the precipitates on the filterm em brane w ere resolved w ith 1. 4 mo l/L NaC l so lution by u ltrason ic treatment fo r

the determ ination o f CS. The average recove ries of SH and CS w ere 101. 2% and 99. 4% w ith RSD o f 1. 05% and 0. 96% , respective

ly. Conc lusion: Th ism e thod can be used for the simu ltaneous de term ination of SH and CS w ithout in terferencew ith each othe r.

KEY WORDS carbazo lem ethod; sodium hya luronate; chondro itin su lfate; ce tylpy rid in ium chloride; de term ina tion

玻璃酸钠 ( sod ium hyaluronate, SH )和硫酸软骨

素 ( chondro itin sulfate, CS)均为生物体内存在的酸

性黏多糖,其化学性质相近。近年来,两者在临床中

的应用很广泛,同时含有 SH和 CS两种成分的制剂

亦逐渐被研制开发。但当两者共存于制剂中时,其

含量测定相互干扰。国外曾报道
[ 1]
, 在 pH 9. 1的缓

冲溶液中,硫酸软骨素酶 ABC可选择性地将 CS降

解为双糖,而 SH不被降解,采用 HPLC法可同时测

定 SH和 CS的含量。但上述方法所用硫酸软骨素

酶 ABC和双糖对照品在国内较难得到。

本法通过醋酸钠调节样品的 pH 和离子强度,

氯化十六烷基吡啶 ( CPC )可选择性地沉淀 CS, 而

SH不沉淀,从而将两者进行分离,采用咔唑法
[ 2]
同

时测定 SH和 CS的含量。

1 仪器与试剂

8435紫外可见分光光度计 (美国 Ag ilen t公

司 ) ; R160P电子分析天平 (精度 0. 01 mg, 德国

Sartorius公司 )。

D葡萄糖醛酸对照品 (中国药品生物制品检定

所 ); SH (山东福瑞达生物化工有限公司 ) ; CS(烟台东

诚生化有限公司 ); CPC (国药集团化学试剂有限公

司,进口分装 ) ;其它测定用试剂均为国产分析纯。

2 方法与结果

2. 1 SH与 CS分离条件的选择 SH和 CS的水溶液

均能与 CPC形成沉淀。采用醋酸钠调节样品的酸碱
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度和离子强度,按 2. 2所示操作,加醋酸钠 1. 6 g时,

CS可选择性地与 CPC形成沉淀,而 SH不沉淀。

固定醋酸钠的用量和 CPC溶液的浓度 ( 12. 5

mmo l/L ),按 2. 2和 2. 3所示操作,改变 CPC溶液的

体积, SH和 CS的回收率变化分别见图 1和图 2。

由图 1和图 2可见, 本实验条件下, 加入 12. 5

mmo l /L的 CPC溶液 10 mL时, SH 和 CS可完全分

离,其含量测定互不干扰。

2. 2 SH与 CS的分离 精密量取 SH和 CS的混合

溶液 10mL置小烧杯中, 加入醋酸钠 1. 6 g,搅拌,使

醋酸钠溶解后,精密加入 12. 5 mmo l /L的 CPC溶液

10 mL, 充分搅拌, 静置 1 h, 20 m微孔滤膜滤过,滤

液和滤饼备用。

2. 3 供试品溶液的制备

2. 3. 1 SH供试品溶液 2. 2项下制备的滤液, 用

水定量稀释制成每 1mL中约含 SH 0. 1mg的溶液。

2. 3. 2 CS供试品溶液 2. 2项下制备的滤饼,置

小烧杯内, 加 1. 4mo l/L氯化钠溶液约 30 mL, 超声

处理,将溶液定量转移至量瓶中,重复处理 3次。用

1. 4mol /L氯化钠溶液定量稀释制成每 1mL中约含

CS 0. 1mg的溶液。

2. 4 对照品溶液的制备

2. 4. 1 测定 SH对照品溶液 取经 105  干燥至恒

重的葡萄糖醛酸对照品, 加水制成每 1 mL中约含

0. 1 mg的溶液,即得。

2. 4. 2 测定 CS对照品溶液 取经 105  干燥至恒

重的葡萄糖醛酸对照品,加 1. 4 mol /L氯化钠溶液

制成每 1mL中约含 0. 1mg的溶液,即得。

2. 5 供试品溶液的测定 精密量取供试品溶液 1

mL,置 25mL具塞试管中,冷却至 4  以下, 在振摇
下缓缓滴加 0. 025mo l/L硼砂硫酸溶液 5. 0 mL, 置

沸水浴中加热 10 m in,放冷, 精密加入咔唑试液 (咔

唑 0. 25 g,加无水乙醇 200 mL) 0. 2 mL, 摇匀, 置沸

水浴中加热 15m in, 放冷, 在 524 nm波长处测定吸

光度 (波长的选择见 2. 6)。对照品溶液按供试品溶

液的操作, 自 !冷却至 4  以下 ∀起, 同法操作, 计
算, 即得。

2. 6 最大吸收波长的选择 取 2. 3项制备的 SH

和 CS供试品溶液和 2. 4项制备的 SH和 CS对照品

溶液,按 2. 5项下的方法经咔唑显色后, 在 500 ~

600 nm区间进行扫描。结果 SH和 CS的对照品溶

液和供试品溶液在 524 nm波长处均有最大吸收。

2. 7 方法回收率

2. 7. 1 SH的回收率 取 SH原料适量,精密称定,加 1

mg /mL的 CS溶液制成每 1mL约含 SH 0 80, 1 0和

1 2mg的溶液,分别按 2. 3. 1和 2. 4. 1项制备 SH供试

品和对照品溶液,照 2. 5项测定 SH的含量,结果 SH的

平均回收率为 101 2%, RSD为 1 05%。

2. 7. 2 CS的回收率 取 CS原料适量,精密称定,加 1

mg /mL的 SH溶液制成每 1mL约含 CS 0 80, 1 0和

1 2mg的溶液,分别按 2. 3. 2和 2. 4. 2项制备 CS供试

品和对照品溶液,照 2. 5项测定 CS的含量,结果 CS的

平均回收率为 99 4%, RSD为 0 96%。

2. 8 干扰物质实验 选用液体制剂中常用辅料三

氯叔丁醇等作为干扰因素进行实验, 各干扰物质在

溶液中的用量及其影响结果见表 1。

表 1 各干扰物质对 SH和 CS含量的影响

干扰物质
质量浓度

(% )

RSD (% )

CS SH

三氯叔丁醇 0. 30 1. 04 0. 94

苯扎溴铵 0. 03 0. 87 1. 16

羟苯乙酯 0. 03 1. 21 1. 02

硼酸盐缓冲液 ( pH 5. 8) 等渗浓度 0. 68 1. 27

磷酸盐缓冲液 ( pH 5. 8) 等渗浓度 0. 65 0. 99

3 讨论

3. 1 SH与 CS不同浓度比对本方法的影响 在已

知浓度为 1mg /mLCS溶液中 , 分别加入不同浓度

(下转第 293页 )
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HPLC UV方法, 但是由于人参皂苷 R e较弱的紫外

吸收, 只能选择末端吸收作为检测波长,势必带来较

大的测定误差
[ 9~ 12]

。本实验结果表明, 采用 HPLC

ELSD方法测定人参茎叶总皂苷中人参皂苷 R e的

含量, 简便、准确、可靠,可用于人参茎叶总皂苷的质

量控制。
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的 SH (从 0增加至 1 mg /mL, 因 SH 溶液的黏度较

大,未对更高浓度的 SH进行相关实验 ), 测定 CS的

含量,测定结果均在本方法的误差范围内。同样在

已知浓度为 1mg /mL SH溶液中加入不同浓度的 CS

(从 0增加至 5 mg /mL) ,测定 SH的含量,结果也均

在本方法的误差范围内。可见, 本实验条件下 SH

和 CS浓度的不同比例对本方法无影响。

3. 2 不同批次的 SH 对本方法的影响 在已知浓

度为 1mg /mL CS溶液中,分别加入 3个不同批次的

SH (浓度均为 1mg /mL), 分别测定 CS的含量,测定

结果均在本方法的误差范围内。这表明, 本实验条

件下, 不同批次的 SH对本方法无影响。

3. 3 不同批次的 CS对本方法的影响 在已知浓

度为 1 mg /mL SH溶液中, 分别加入 3个不同批次

的 CS(浓度均为 1 mg /mL) ,分别测定 SH 的含量,

测定结果均在本方法的误差范围内。这表明, 本实

验条件下,不同批次的 CS对本方法无影响。
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发表的方法相比
[ 4, 5]
, 流动相简单, 可节约成本, 减

少污染。由于采用梯度洗脱,分离效果好,简化了样

品的预处理步骤,使测定方法更加快捷简便。

3种菊花中木樨草素含量的测定结果显示, 毫

菊中含量最高,如从预防癌症和心血管病的角度出

发,在选择食用菊花品种时应更多考虑毫菊。
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