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一种快速测定透明质酸浓度

的分光光度法

刘 杰 周心怡 张华英 张 添

�食品科学与工程系�

摘要 阿利新蓝染料和透 明质酸 形成复合物后
,

其吸 收程度发 生 了差异
,

这种变化

与透明质酸浓 度 �一 �� �拼� 范围 内有 良好的 线性关系
。

本 法操作 简便
、

快速
、

重现性

好
,

准确度和回 收 率分别 为 �
�

� � 和 ��
�

�� 一 � �� �
�
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·

� � �

� 前 言

透 明质酸 �� � � �盯� �� 。 � � �� � � �是酸性粘多糖类物质
,

它是 由 �
一

乙酞基
一

�
一

葡萄糖胺

和 �
一

葡萄糖醛酸以 月
一

�
,

� 键结合起来的双糖单元
,

以 月
一

�
,

� 键聚合而成 的一种直链粘多

糖
,

普遍存在于动物和人体内
,

如皮肤
、

肌肉
、

键和软骨等
。

�
�

� � ��� 和 �
�

�
�

� �� � �� � �  �

年首先从牛眼玻璃体中分离出〔’〕
,

几十年来
,

不论在 � � 的分布和化学结构方面
,

还是在生

理功能和临床应用研究均取得不断进展
仁, �

,

特别在眼科
、

骨科和烧伤外科等手术中收到了良

好的效果
。

随着生化制药工业的发展
,

� � 具有独特的生理活性和卓越的保湿功能
,

日益受到 日用

化妆 品行业的重视 �� 
‘〕

。

国内外一般从脐带和雄鸡冠中提取 � �
,

作者则研究出从猪皮中提

取化妆品用 � � 的工艺
,

成本低廉
。

为了更好地控制生产过程和保证成品质量
,

作者又研究

出一种快速
、

简便
、

重现性好的测定 � � 的方法
。

� � 的定量方法常采用咔哇法等
,

但这种方法选择性不强
,

操作繁琐
,

且会受样品中其

它粘多糖的干扰
。

�
�

� �� ��
�」用阿利新蓝染料法 比色测定人尿和血清中的氨基葡聚糖 �� ��

�

�� � � � � �
�� �� �� � � � �

�

本法是基于阿利新蓝染料和透明质酸中的氨基葡聚糖形成复合物

后
,

其吸收程度发生差异
,

这种变化与透 明质酸在一定浓度范围内呈线性关系
,

符合比耳定

律
。

为此
,

作者据此法用于测定猪皮中的 � � 含量
。
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� 仪器和试剂

�
�

� 仪器 � �� 型分光光度计 上海第三分析仪器厂

� �� 型恒温水浴 上海实验仪器总厂

�
�

� 试剂

�
�

�� � �� � � �
�
� � � � � 溶液 称取 � �� 无水 � �

�
�� � � � ��

�

�
�

�溶解于 �� � � � �水中
。

阿利新蓝染料 �� �� � � �� �� �� � �溶液 上海化学试剂采购供应站分装 称取 �
�

� �� 阿

利新蓝染料
,

溶于 � �� � � �
�

�� �� � � � �
�

�� � � �
溶液中

,

干过滤
,

每天需新鲜配置
。

透明质酸 中科院上海生化所 准确称取 �
�

� � �娘 � � 溶于适量水
,

转移到 �� � � �容

量瓶中
,

以水定容至刻度
,

摇匀
,

此溶液浓度为 �
�

� � � � � �
,

作贮备液
,

贮存在冰箱中
。

工作液需每天新鲜配置
。

� 实验方法

分别在 �� � � 比色管中加入一定量 ��� �拼� � � �� � � 的标准工作液
,

加 �� � � 阿利新蓝染

料溶液
,

稀释至刻度
,

作为标准样液管
�另加与 � � 标准液 同体积的水

,

加 �� � �阿利新蓝染

料溶 液
,

稀释至 刻 度
,

作 为显色 试剂 管
� 再 另加与 � � 标准工 作液 同体积 的水

,

加 �� ��

�
�

�� � � � � �
�
� � � � �

溶液
,

稀释至刻度
,

作为参比溶液管
。

上述三种溶液均在 �� 士 � �条

件下恒温 �� � �� 后
,

在最佳吸收波长 � � �� � 处
,

用 �� � 比色皿测其吸光度
。

� 实验条件的选择

�
�

� 吸收曲线

按试验方法
,

在 � � � � � 至 � � �� � 波长范围内分别测定其吸光度
,

绘制阿利新蓝染料和

� �
一

阿利新蓝染料复合物的吸收曲线
,

见图 �
�

�������侧奋架侧米彭

�� � � � � � � ��

浓度 � � � �

� �

时间

� � � � 叨 � � � ��� � �

� � � �

���,��

�
��

图 � 吸收曲线
� � �

一

阿利新蓝 染料试剂 � 阿 利新蓝染料试剂

图 � 稳定性试验 � � � � �

�
� �

一

阿利新蓝染料复合物 � 阿利新蓝染料试剂
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由图 � 可看出
,

阿利新蓝染料试剂在 � � � � � 处表现为吸收最小
,

而 � �
一

阿利新蓝染料

复合物却在 � �  � � 处吸收最小
,

在 � � �九� 处两者对 比度较大
,

故选择 � � �� � 作为最佳吸收

波长
。

�
�

� 稳定性试验

按试验方法
,

在 � � �� � 处测定其放置一定时间后吸光度的变化
,

见图 �
�

由图 � 所示
,

在 �� 士 � � 放置 �� � �� 后至 �� 内
,

� �
一

阿利新蓝染料复合物和阿利新蓝

染料本身吸光度变化很小
,

故选择恒温 ��
’

� 放置 �� � � 后进行测定
。

�
�

� 温度的影响

� �
一

阿利新蓝染料复合物的存在与温度关系较大标样按试验方法测定温度对吸光度的

影响
,

见图 ��

从图 � 可见
,

随温度上升
,

� �
一

阿利新蓝染料复合物吸光度发生变化
,

因此必须选择 ��

士 �
‘

� 条件下恒温 �� � � 后才能测定
,

所以在不同批次实验时
,

工作曲线需进行斜率校正
。

�
�

� 工作曲线的绘制

准确称取标样 �
�

� �  ! �
,

用水溶解后
,

稀释至 � �� � �容量瓶内定容
,

得贮备液
。

吸取 � � �贮备液
,

再在 �� � �容量瓶中稀释定容
,

得工作液
。

取一定量工作液按试验方

法测得吸光度
,

绘制工作曲线
,

线性关系良好
,

见图 �
�

回归线方程
�

夕 � �
�

� � 又 � � 一 �
� �

�

� � 只 � � 一 ,
�
� �

� � �
�

� � � �

����
八���

娜积留侧嗽督

。
匕飞一一一百一一一万一一一万一

温度 �
。

� �

�� � � � � �! � � � � � � � �  �

� �浓度 �户� � � �

图 � 温度的影响 图 � � � 的工作曲线

�
�

� 干扰试验

酶解液或成品中由于分离不完全
,

可能会含有水不溶性蛋 白质
,

产生浑浊
,

影响 吸光度

数值
,

所以必须进行干扰试验
。

精确称取 � � � 明胶
�

用水温热溶解后
,

稀释至 � � �� �
,

干过滤
,

取滤液备用
。

分别吸取上述 明胶溶液 �
,

�
�

��
,

�
�

��
,

�
�

��
,

�
�

��
,

�
�

�� � � 放入试验方法所述之参比液

管内
,

测得吸光度 � , ,

另将上述同体积的明胶溶液则放入标准样液管中
,

测得 吸光度 A
: ,

然

后求出它们之 间的差值 △A 一 A Z 一 A , ,

见表 1
.
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表 1 蛋白质干扰试验

加入 明胶溶液体积 (n:l) 0 0
.
20 0

.
40 0

.
50 0

·

6 0 0

·

7 0

参 比液管吸光度 (A l) 0 0
.
025 0

.
040 0

.
055 0

.
068 0

.
090

标准吸光度 (八2) 0 0
.
0 9 0 0

.
1 0 2 0

.
1 2 2 0

.
1 3 5 0

.
1 5 4

吸光度差值 △A 一 八 : 一 魂 () 0
.
0 6 5 0

.
0 6 2 0

.
0 6 7 0

.
0 6 7 0

.
0 6 4

由 A
Z
可看出

,

随着明胶加入量增多
,

浓度变大
,

浑浊度随之也增大
,

造成吸光度数值上

升
,

但从吸光度差值 △A 一 A : 一 A ,

表明
,

在扣除了明胶浊度造成的影响后
,

吸光度差值基

本上保持稳定
,

数值在 0
.
06 5士 。

.
0 03 左右

,

从而也可说明蛋 白质不会与阿利新蓝染料发生

作用
,

也不影响 H A
一

阿利新蓝染料复合物的形成
,

因此
,

用差减法可以扣除未除净的蛋白质

造成的浑浊对吸光度影响
。

3

.

6 重复性试验

吸取样品酶解液 sm l
,

在 10 m l容量瓶中稀释定容
,

摇匀
。

然后
,

再吸取 lm l 稀释液按试

验方法进行吸光度测定
。

数据见表 2.

表 2 重复性试验

测定次数 (
, ,

) 1 2 3 4 5 6 7 8 平均值 5 C V (% )

吸光度 A 0
.
194 0

,

2
0 0 0

.

1 9 5 0

.

2 9 2 0

.

1
9

2 0

.

2 0 0 0

.

1 9 8 0

,

2 0 0 0

.

1 9
6 3

.

6
x l o

一 “
1

.

8

4 样品测定

本法既可以作为猪皮提取 H A 酶解 条件时的质量控制
,

又可作为猪皮 H A 成品的含量

测定
。

4

.

1 酶解条件时的质量控制

4
.
1
.
1 酶解液 H A 的测 定 称取一定量猪皮样

,

在特定的工艺条件下进行酶解
,

得酶解液

50 Om l左右
。

精确吸取 Zm l酶解液
,

稀释至 IO m !定容
,

得样品稀释液
,

再按试验方法进行

H A 的测定
,

注意斜率校正因子
,

见表 3
.

表 3 酶解液 H A 的测定

测定次 数

(7于)

样品液

吸光 度 A
空 白液

吸光度 A
。

斜率 校正

因子 人

酶解液 H A

浓度(胖g / n、l )
平均值
(拜g / n ,

l )

C V

( % )

0

.

1 6 8

1 7 4

1 7 8 0

.

0 0 4 0

.

8 4 8

5 2 2

5 4 0

5 5 5

5 3 0

5 3 0

5 3 5 1 2

.

7 2

.

0

.

1 7 0

0

.

1 7 0

4. L 2 回 收率试验 吸取酶解液 Zm l
,

稀至 10m l定容
,

根据试验方法进行 回收率试验
,

结

果见表 4.

表 4 酶解液 H A 的回收率试验

测定次数

(争汉)
样品液
H A (拜g )

加标量
H A (拜g )

测得 H A 量 C V

(% )

282 411

282 411

98
.0

96
.
3
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续表 4

测定次数
(一: )

样品液

H A (拌g )

加标量
H A (“g )

测得 H A 量

(拜g )

C V

( % )

9 9
.
0

1 0 2

1 0 1

4
.
2 成品中 H A 含t 测定

猪皮 H A 液经浓缩和真空干燥
、

灭菌后

得无臭
、

无味灰白色无定形粉末
,

按试验方法

进行不同批次产品分析
,

结果见表 5
.

表 5 成品中H A 的含t 测定

测定次数

(, 2
)

H A 含量 H A 含量平均值
(% ) (% )

C V

(写 )

1 41
.
9

42
.0

5 结 论
。 4 2

.
。 4 1

.
。 。

.
3 7 。

.
9

采用阿利新蓝染料分光光度法测定透明
4 41. 5

质酸含量
,

操作简便
,

每份样品在 lh 以内就
5 4L 7

可以完成测定
,

干扰因素少
,

数据的重复性
、

一一J 一一一止三二一一一一一一一一一一

精密度也高
,

变异系数为 2
.
4%

,

回收率 96
.
3写一10 2 %

,

可以认为是一种准确测定 H A 的好

方法
。
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