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摘要：建立了一种测定鲨鱼翅中透明质酸的酶解#高效液相色谱方法。在$)=，"7!26,／>*?3@#AB,缓冲溶液中，鱼
翅中的透明质酸被硫酸软骨素酶CDB酶解成透明质酸二糖。色谱条件为：EFGDCH糖分析柱（<7(2237I7J!%"
22，%"2）色谱柱；紫外检测波长!!(82；流动相为乙腈#"7%K磷酸（体积比为!L’-），流速&2>／238；进样量&"

">。透明质酸二糖的线性范围为!%M／>#(""M／>。将此法应用到鱼翅的实际样品检测中，取得了良好的结果，透
明质酸在鱼翅样品中的质量分数为"7-(K#&7’(K。
关键词：高效液相色谱法；软骨素酶CDB；酶解；透明质酸；鱼翅
中图分类号：F(%- 文献标识码：C 文章编号：&"""#-)&$（!""!）"(#"%%)#"$

%&’()&*+(,&-.-/.0)#)(1*+(.0.12-3!"#21*4.5)63+7(+’21839.:;.*
#)+(’20(5+2<)&=-3*7(+0)3>303+’.120.(1

(74&2,;+(1.8!8.*.1?)2+@A.1
DCF>N8#4N8&，OCPQR3/8#ST+8M!，A1ET+8#TN/!，OCPQH3/6#UN8$，>VCPQW+3#I/&，
（!"#$%&’()*$+,-./+&.012&3456.-*&%&78$%0%&.-&59$05%$，#$%&’()*$:!;<=>，?)-&%；

="#$%&’()*$+,-./+&.012&3456.-*&%&78$%0%&.-&59$05%$，@-%&’A5&:=B;:!，?)-&%；

>"?*CC5’5*DE53*$065%&7+&F-0*&A5&.，G*$.)?)-&%H’0-6$C.$05I&-F503-.1，#$%&’()*$:!;<J;，?)-&%）

!B-0+280：C2+9T6IX6?9T+I+9+?238/93686XTU/,N?683S/S3I38@T/?YX385UT3MTZ+?X6?2/8S+,3[N3I
ST?62/96M?/ZTU（A\>B）3@I+@S?35+I:C9$)=，]39T"7!26,／>*?3@#AB,5NXX+?@6,N9368，TU/,N?683S
/S3I]/@S68̂+?9+I969T+TU/,N?683S/S3II3@/SST/?3I+5U_U26TUI?6,U@3@]39TST68I?63938/@+CDB:
*T+ST?62/96M?/ZT3SS68I39368@]+?+/@X6,,6]@：EFGDCHS/?56TUI?/9+/8/,U@3@S6,N28（<7(22
37I7J!%"22，%"2）；?6629+2Z+?/9N?+；‘a#aVbI+9+S96?@+9/9!!(82；2653,+ZT/@+K（/S+9683#
9?3,+）LK（"7%KZT6@ZT6?3S/S3I）c!L’-；"7<%"2X3,9+?2+25?/8+，ZN2Z38MX3,9+?；384+S9368̂ 6,N2+
&"">；X,6]?/9+&2>／238:*T+S/,35?/9368SN?̂+X6?9T+TU/,N?683S/S3II3@/SST/?3I+]/@,38+/?6̂+?
9T+?/8M+6X!%M／>d(""M／>:*T3@2+9T6I]/@/ZZ,3+I969T+/8/,U@3@6X@T/?YX38]39T@/93@X/S96?U
?+@N,9@:*T+TU/,N?683S/S3IS689+89@38I3XX+?+89@T/?YX38@]+?+X?62"7-(K96&7’(K:
C3& /(+*-：T3MT Z+?X6?2/8S+,3[N3IST?62/96M?/ZTU；ST68I?63938/@+ CDB；_U26TUI?6,U@3@；

TU/,N?683S/S3I；@T/?YX38

透明质酸（TU/,N?683S/S3I，AC）又名玻璃酸，是
一种大分子酸性粘多糖，广泛地存在于生物体的结

缔组织中，AC具有许多重要的生理功能，如润滑作
用、保水作用，它还可以改变物质在皮肤中的扩散速

率，参与水和电解质等的运输。AC是以葡糖醛酸#
L#乙酰氨基葡糖为双糖重复单元所组成的直链多
聚糖，AC分子链的长度及相对分子质量是不均一
的，相对分子质量范围一般为!J&"%#)J&"(，双糖
单元数为$""#&&""对，属于生物大分子［&，!］。鱼

翅是一种高档营养品，它是由各种鲨鱼的鳍加工而

成的淡干品，除含丰富的氨基酸和人体必需的矿物

质外，还含有少量的AC。由于不同相对分子质量
的AC都可被硫酸软骨素酶CDB定量酶解成相同
的透明质酸二糖［$，<］，因此可据此来测定AC的含
量。本文正是利用AC的这一性质通过高效液相色
谱法对鱼翅中的AC进行了测定。本方法测定对象
单一，其他物质对测定不构成干扰，准确度和精密度

都较好，通过分析’种具有代表性的鱼翅产品，所得
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结果令人满意，测得其!"的质量分数为#$%&’!
($)&’。

! 实验部分

!"! 仪器与试剂
配置紫外可见检测器的!*+((##型高效液相

色谱仪（美国惠普公司）；,-+&##型紫外扫描仪（瑞
士./01234公司）；透明质酸、透明质酸二糖、三羟
甲基氨基甲烷（5678）、胶原酶、木瓜蛋白酶、软骨素
酶".9均为:7;23产品；乙腈为色谱纯；二次蒸馏
水；其他所用试剂均为分析纯。

!"# 色谱条件
色谱柱：";7</4=>?@."A糖分析柱（B$&22

7$C$DEF#22，F"2）；检测器及检测波长：紫外可
见检测器，EE&42；流动相!（乙腈）G!（#$F’磷
酸）HEG)%；用#$BF"2滤膜抽吸过滤；进样量(#

"I；流速(2I／274；室温下分析。

!"$ 溶液的配制
透明质酸二糖标准储备液的配制：准确称取标

准品，用#$E2J<／I5678+!9<（K!%$#）缓冲溶液溶
解，稀释定容为(;／I的标准贮备液，于冰箱中存
放。实验时，其他浓度的标准液均由此溶液用#$E
2J<／I5678+!9<（K!%$#）稀释而成。其他所用溶液

图! 透明质酸二糖标样（%）和样品（&）的色谱图
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均按常规方法配制而成。

!"; 鱼翅中透明质酸的提取
取鱼翅样品F克，剪碎，用玛瑙研钵研成粉末，

加入丙酮P#2I，摇匀浸泡F274，倾出丙酮，经乙醚
洗涤后抽空干燥。准确称取干燥后的样品(##2;
放入F2I(2J<／IQ3?!中浸泡并在BR下过夜。
浸泡过夜后的样品用(2J<／I!9<中和后，水浴煮
沸约F274，冷却定容至(#2I，从中取出(2I和

#$E2I含(#;／I胶原酶的#$#F2J<／I5678+!"0
混合，PSR下保温PM。加入#$E2I含(#;／I木瓜
蛋白酶的#$#(2J<／I5678+"0，BFR下再保温(EM。

然后加入($F2I的F#22J<／I乙酸（含(F#;／I
Q39<），再将溶液煮沸F274。以PF##6／274的速率
离心(F274，上清液用#$EF2J<／IQ3?!中和，然
后加入)2I无水乙醇并将溶液置于BR下过夜。
第二天取出溶液，以PF##6／274的速率离心(F274，
所得沉淀用丙酮约P2I洗涤摇荡，再离心沉淀(#
274，倾出丙酮，沉淀用氮气吹干，得透明质酸粗品。

!"< 透明质酸的酶解
把“(LB”节处理所得透明质酸粗品用(2I#$E

2J<／I5678+!9<（K!%$#）溶液溶解，然后和#$F2I
EF#;／I软骨素酶".9溶液混合，PSR下放置PM，
过滤后按上述色谱条件分析，外标法定量。

# 结果与讨论

#"! 检测波长的确定
取透明质酸二糖标准贮备液适量，以#$E

2J<／I5678+!9<（K!%$#）缓冲液为参比，用(02的
比色皿扫描测定(%#42!&##42的紫外可见吸收
曲线，得到化合物的紫外可见光谱。透明质酸二糖

的最大吸收在EE&42，因此本实验选择EE&42为
透明质酸二糖的检测波长。

#"# 流动相的选择
采用>?@."A糖分析柱试验了不同组成的甲

醇+水（或体积分数不同的磷酸溶液）和乙腈+水流动
相对样品中透明质酸二糖的分离及峰形的影响，结

果以乙腈+#$F’磷酸（体积比为EG)%）作流动相效
果最好，不仅峰形对称，而且和其他组分完全分离，

因此以乙腈和#$F’磷酸作为最佳流动相。图(是
透明质酸二糖标准品和样品的色谱图。

#"$ 透明质酸二糖的线性关系分析
将(###;／I透明质酸二糖标准溶液稀释为&##

;／I，F##;／I，B##;／I，P##;／I，E##;／I，(##;／I，

F#;／I和EF;／I，在选定的色谱条件下，由低浓度向
高浓度分别进样分析（"HP），测得其峰面积与峰
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高。将峰面积（!）与标样的质量浓度（"，!／"）作线
性回归，得回归方程为! #$%&$’"(%&)*，线性相
关系数为)&++++，可见透明质酸二糖的质量浓度为

$,!／"!*))!／"时与对应峰面积成良好线性关系；
而透明质酸二糖的质量浓度与对应峰高的线性关系

不太好，因此只宜用峰面积进行定量分析。

!"# 透明质酸的含量与其酶解处理后透明质酸二
糖含量的关系分析

取透明质酸标准品按“%&-”节方法进行处理再
检测其中的透明质酸二糖，得出透明质酸的质量#
（.!）与透明质酸二糖的质量$（.!）有如下关系，
即##%&)$$，因此通过测定样品中的透明质酸二
糖的质量便可计算出透明质酸的质量。

!"$ 精密度和回收率
在选定的检测条件下，分别对透明质酸二糖标

样和样品平行测定*次，测得透明质酸二糖标样峰
面积的相对标准偏差为$&,/，样品峰面积的相对
标准偏差为0&$/，结果令人满意。在测定样品中
加入已知量的透明质酸二糖标样，测得添加,)
!／"，%$,!／"和$,)!／"的回收率分别为+0&1/，

+*&+/和+’&,/。

!"% 鱼翅样品分析结果
按本方法对广东江门地区加工生产的+种鱼翅

产品进行了透明质酸所占质量分数的分析，结果分

别为 %&$0/，%&)$/，)&+$/，%&*$/，)&1*/，

)&+,/，%&+*/，%&%,/和%&%$/。
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《第十四次全国色谱学术报告会暨仪器展览会》

第一轮通知 征文通知

中国化学会色谱专业委员会、中国分析测试协会色谱学会和中国色谱学会一致商定，《第十四次全国色

谱学术报告会暨仪器展览会》将于$))0年-月$)!$-日在江苏无锡市举行。凡反映近年来包括气相色谱、
液相色谱、薄层色谱、凝胶色谱、裂解色谱、离子色谱、毛细管电泳等在基础研究、新方法新技术发展、分析应

用、仪器及其部件研制等方面水平较高的论文均可应征。本次会议将特设以下几个专题：（%）蛋白组学和代
谢组学等组学研究的新进展；（$）生命科学中的分离分析新方法；（0）色谱在食品安全中的应用；（-）环境和人
类可持续发展中的色谱技术；（,）多维分离和联用技术。并特邀国外著名学者做大会报告。
应征的论文要求如下：（%）内容应简明扼要，能反映工作特色，要写成含图表和参考文献不超过两页

（4-纸）的摘要。参考文献格式请按照GR／>0%’+9+$的规定书写（见《色谱》%++1年第%期第1+页《征稿简
则》）；（$）摘要一律打字，不要手写；（0）必须附有作者单位的推荐信及未在中外学术会议上宣读或公开刊物
上发表过的证明；（-）作者姓名下面要写明具体单位（至科、室、系）、邮编、详细地址和电话号码，以便联系。
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