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同时测定软骨酶解物中硫酸软骨素及透明质酸 
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摘要：为了准确快速同时测定软骨酶解物中硫酸软骨素和透明质酸含量，以半乳糖胺和葡萄糖胺为测定目标物，通过优化色谱

条件和方法性试验，建立了一种高效液相色谱的测定方法。使用 ZORBAX C18 柱分离，用乙腈和乙酸铵溶液为流动相进行梯度洗脱，

流速为 1.00 mL/min，在波长 250 nm 下测定。方法性试验表明，硫酸软骨素和透明质酸的质量浓度在 100~500 mg/L 范围与峰面积线

性关系良好，其中硫酸软骨素的检出限为 0.948 mg/L，重复性偏差 0.089%，平均回收率 99.71%，相对偏差 0.35%；透明质酸的检出

限为 0.027 mg/L，重复性偏差 0.045%，平均回收率 97.74%，相对偏差 0.92%。与传统方法相比，该法具有受杂质干扰影响小，准确

度高，重复性优异，回收率以及精确度高的优势，可以实现准确快速同时测定软骨酶解物中硫酸软骨素和透明质酸的含量。 
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Abstract: To accurately and rapidly determine the contents of chondroitin sulfate and hyaluronic acid in cartilage hydrolysate, 

galactosamine and glucosamine were used as the target substances. A determination method based on high-performance liquid chromatography 

was developed by optimizing the chromatographic conditions and methodological tests. The ZORBAX C18 column was used for separation, 

with acetonitrile and ammonium acetate solution as the mobile phase for gradient elution. The flow rate was 1.00 mL/min, and the measurement 

wavelength was 250 nm. Methodological tests showed that the mass concentration of chondroitin sulfate and hyaluronic acid followed a good 

linear relationship with the peak area in the range of 100~500 mg/L. The limit of detection of chondroitin sulfate was 0.948 mg/L, its 

repeatability deviation was 0.089%, average recovery rate was 99.71%, and relative deviation was 0.35%. Meanwhile, the limit of detection of 

hyaluronic acid was 0.027 mg/L, its repeatability deviation was 0.045%, average recovery rate was 97.74%, and relative deviation was 0.92%. 

Compared with the conventional method, the proposed method offers the advantages of being less affected by interference from impurities and 

having high accuracy, excellent repeatability, high recovery rate, and high precision. Using this method, the contents of chondroitin sulfate and 

hyaluronic acid in cartilage hydrolysate can be detected rapidly and accurately. 
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我国作为当今世界上人口最多的国家，对肉类的 

需求与日俱增。其中，家禽养殖加工业不仅可生产出

高营养价值的肉类，还有诸如骨、血、内脏等大量副

产物。通过对副产物进行进一步加工，可获得如骨泥、

骨胶、饲料、添加剂等下游产品，能有效提升副产物

的利用价值[1]。软骨作为一种结缔组织在动物体内广

泛分布，主要由骨内细胞和细胞间质构成，含有极为

丰富的蛋白质、矿物质、胶原蛋白和粘多糖等活性成

分，是骨类副产物中加工附加值较高的产品[2]。因此，

对家禽软骨进行精深加工，开发高价值产品，对促进

软骨加工产业链的高效、稳定发展意义重大。 

当前对软骨的加工与利用主要集中在糖胺聚糖类

物质（GAG）以及功能肽类物质的提取与利用。糖胺

聚糖又名粘多糖，泛指构成蛋白聚糖的多糖成分，结

构复杂，具有极性和负电荷，参与许多生物过程，例

如酶调节和细胞黏附、生长、迁移或分化[3]。由于糖

醛酸类型、数量与连接方式的差异，可构成不同类型

的糖胺聚糖，包括透明质酸（HA）、硫酸软骨素（CS）、

硫酸肝素（HS）、硫酸皮肤素（DS）、硫酸角蛋白（KS）

和肝素（Hep）等[4]，其中应用较为广泛的糖胺聚糖主

要为 HA 和 CS。已有大量研究表明，从各种动物软骨

组织中分离得到的 GAG 具有诸多生理功能，例如降

血脂、抗肿瘤、抗炎活性、加速伤口愈合、防皱抗皱

等[5-7]，可广泛运用于临床医疗、保健食品、护肤彩妆

等行业[8-10]。 

硫酸软骨素是由 D-葡糖醛酸和 N-乙酰氨基半乳

糖以 β-1,4-糖苷键连接而成的重复二糖单位组成的多

糖，在动物结缔组织中发挥着极为重要的作用，于

2010 年被收录于《药典》中，可用于预防及治疗人体

内心血管及骨节等疾病，具有抗凝血、抗炎症、修复

与保护神经元等生理功能。此外，在食品及化妆品中，

还具有改善口感、润滑度、吸湿性等作用[11,12]。透明

质酸是由 D-葡糖醛酸和 N-乙酰氨基葡糖为双糖单位

组成的直链高分子多糖，被称为天然保湿因子，越来

越广泛应用于医疗、化妆品和制药等行业[13]。因此，

同时测定 CS 和 HA 含量的分析方法对于保健食品和

药品原料以及成品销售产品的质量控制是必要的。目

前测定 CS 和 HA 含量的方法主要有显色法[14-16]、高

效液相法[17-19]，毛细管电泳法[20-22]等。显色法主要是

通过二糖单位在特定条件下和试剂反应生成有色物质

或沉淀，继而利用分光光度仪测定。此法虽然方便，

但由于糖胺聚糖的结构相似度高，且软骨中富含多种

粘多糖，专属性差，影响因素多，导致重现性差[23]，

并且试剂具有较强毒性，容易造成安全问题。毛细管

电泳法是利用不同物质在电场中移动速度不同从而达

到分离效果，但操作繁琐，且实验过程中存在较多干

扰因素，基线噪声强，对操作人员实验素质要求高，

结果重复性差[24]。高效液相法主要是将多糖分解后进

入色谱柱，利用各组分间极性差异导致吸引力不同这

一性质进行分离后再检测。目前已有国标方法（GB/T 

20365-2006）测定 CS，主要是用液相色谱测定硫酸软

骨素和盐酸氨基葡萄糖含量的方法，此法对于测定仅

含有硫酸软骨素类粘多糖的原料是有效的，但对于测

定品中含有其他粘多糖，如透明质酸、肝素等的原料，

则存在较大的误差。另外，行标（QB-T 4576-2013）

中测定透明质酸的方法仅适用于 HA 纯度较高的原

料。由于软骨酶解物中除了含有大量的 CS 外，还含

有一定量的 HA，测定时会有较大干扰。因此，有必

要建立可快速准确同时测定软骨酶解物中硫酸软骨素

和透明质酸含量的方法。 

本研究以软骨酶解物为测试品，利用高效液相色

谱仪，通过优化色谱柱柱温、流动相流速等色谱条件

建立同时测定软骨酶解物中 CS 和 HA 含量的方法，

并完成方法学验证，为软骨酶解物中硫酸软骨素和透

明质酸纯度鉴定及其在健康食品中应用提供方法保障。 

1  材料与方法   

1.1  材料与试剂 

软骨酶解物，商品名为软骨提取物，是以鸡胸软

骨为原料，经生物酶解、分离、脱色、浓缩、灭菌及

喷雾干燥制成的粉末状产品，其蛋白含量 63.7%、灰

分 7.8%、水分 5.1%，由广东华肽生物科技有限公司

提供。 

硫酸软骨素、透明质酸、葡萄糖胺、半乳糖胺、

葡萄糖醛酸、1-苯基-3-甲基-5-吡唑啉酮（PMP）、乙

腈、三氯甲烷均为色谱级，购自美国 Sigma 公司；其

余试剂为分析纯，购自广州化学试剂厂。 

1.2  仪器与设备 

紫外可见分光光度计，上海仪电分析仪器有限公

司；Waters 600 高效液相色谱仪，美国 Waters 公司；

Ultimate 3000 高效液相色谱仪，赛默飞世尔科技（中

国）有限公司。 

1.3  方法 
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1.3.1  酸水解鸡胸软骨酶解物 

精密称取 100.00 mg 鸡胸软骨酶解物样品置于 

10 mL 安瓿瓶中，加入 1 mL 的 2 mol/L 盐酸溶液，混

匀后，酒精灯封管，置于烘箱中 121 ℃下分别水解 0.5、

1.0、1.5、2.0、2.5、3.0 h，取出冷却后，将安瓿瓶中

溶液转移至 10 mL 容量瓶中，用 2 mol/L 氢氧化钠溶

液调节 pH 值至 7.0，用超纯水定容，于-20 ℃保存备用。 

1.3.2  混合标准溶液配制 

分别取 50 mg 硫酸软骨素和透明质酸标品于   

10 mL 安瓿瓶中，加入 1 mL 浓度为 2 mol/L 的盐酸溶

液，混匀封管，按照 1.3.1 样品进行酸解，-20 ℃下保

存备用。 

1.3.3  PMP 衍生化[25]
 

分别取样品和混合标准品溶液 400 μL 置于 5 mL

具塞试管中，依次加入 0.5 mol/L PMP-甲醇溶液   

400 μL，0.3 mol/L氢氧化钠溶液400 μL，混匀，于70 ℃

水浴反应 100 min。反应结束后，分别加入 0.3 mol/L

盐酸溶液 500 μL 调节 pH 至中性，震荡摇匀，冷却至

室温，加入 1 mL 三氯甲烷，涡旋均匀，以 9 000 r/min

离心 5 min，弃去三氯甲烷层，收集上清液，重复以

上操作 5 次，最后取上清液过 0.45 μm 水系膜，-20 ℃

保存备用。 

1.3.4  色谱条件的探究 

1.3.4.1  色谱柱选择 

C18 柱又称反向色谱柱，作为长链烷基键合相，

具有较高碳含量，疏水性良好，常用于生物大分子分

离。分别选取 Kromasil 100-5-C18（250 mm×4.6 mm， 

5 μm），Agilent ZORBAX SB-C18（150 mm×4.6 mm，

5 μm）和 Agilent Eclipse XDB-C18（250 mm×4.6 mm，

5 μm）三种作为待筛选色谱柱。 

1.3.4.2  流动相 

分别选择乙腈-乙酸铵、乙腈-水、乙腈-磷酸盐、

乙腈-甲醇和乙腈-甲醇-磷酸盐五种作为流动相，探究

不同流动相的分离效果。 

1.3.4.3  流动相配比 

根据 1.3.4.2 中选择的流动相，研究流动性中不同

溶液最佳洗脱浓度配比。预实验发现所有流动相    

30 min 内均出峰完毕，故在 30 min 内不断改变乙腈浓

度，根据峰形效果来确定洗脱浓度配比。A 为乙腈，

0~10 min 时 A 为 20%；10~20 min 时，A 由 20%升至

80%；20~25 min 时，A 由 80%升至 90%；25~27 min

时，A 由 90%降至 20%，保持 5 min。 

1.3.4.4  流速的优化 

分别探究 0.6、0.8 和 1.0 mL/min 三种不同流速对

分离效果的影响。 

1.3.4.5  色谱柱柱温的优化 

分别在色谱柱的柱温为 25、30、35、40 ℃时进

行检测，比较不同柱温下分离效果。 

1.3.4.6  检测波长的优化 

经过酸水解后，CS 被分解为葡萄糖醛酸和 N-乙

酰半乳糖胺，HA 则被分解为 D-葡萄糖醛酸和 N-乙酰

葡糖胺。而其中的 N-乙酰半乳糖胺和 N-乙酰葡萄糖

胺两个单糖分离度差，因此半乳糖胺和葡萄糖胺正是

同时测定 CS 和 HA 的关键。用紫外可见光检测器在

200~500 nm 进行波长扫描，以确定 CS 中 N-乙酰半乳

糖胺和 HA 中 N-乙酰葡萄糖胺最大吸收峰的波长。 

1.3.5  方法性试验 

依据美国 FDA 关于生物制品方法验证的指导原

则，主要包括以下几个方面的测定。 

1.3.5.1  系统性试验测定 

色谱系统性实验通常包括理论塔板数、分离度和

拖尾因子三个指标，主要是对分析方法和该色谱条件

下的色谱系统适用性进行考察，是对整个系统进行评

估的指标。取 1.3.3 中衍生后所得的混合标准品溶液按

优化后的色谱条件测定，并计算理论塔板数、分离度

及拖尾因子。 

1.3.5.2  标准曲线测定 

精密称取 25 mg 经 105 ℃干燥 4 h 的硫酸软骨素

标准品，加入 200 μL 乙腈，涡旋使其分散均匀，加

35 mL 超纯水，室温超声溶解后，用超纯水定容至   

50 mL，-20 ℃保存，作为储备液。 

取适量储备液，加入超纯水配制成 100、150、200、

250、300、400、500 mg/L 的标准工作溶液，进行酸

解和衍生后，0.45 μm 有机系滤膜过滤，并将滤液转

至液相小瓶中，采用优化后的色谱条件测定，以峰面

积对浓度绘制回归曲线。 

1.3.5.3  重复性试验 

同一操作人员、同一时间段、相同仪器，对该样

品进行 6 次平行测定，检验该方法的重复性。 

1.3.5.4  中间精密度试验 

分别由不同人员、不同时间按优化的色谱方法对

该样品溶液中 CS 和 HA 进行含量测定。 

1.3.5.5  稳定性试验 

取 1.3.3 项中酸解衍生后的样品溶液，分别于 0、

2、6、12 h 进样 10 μL，比较不同时间样品的峰面积

及相对标准偏差 RSD。 

1.3.5.6  专属性试验 

以超纯水作为空白试剂，已知 CS 和 HA 含量的

混合标品溶液作为阳性样品，通过测定空白试剂、空

白试剂加 CS/HA 标品、样品、样品加 CS/HA 标品做
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专属性实验。 

1.3.5.7  回收率试验 

精密称取已知含量的CS和HA样品分别进行低，

中，高三个浓度水平加标，每个水平浓度做 3 次平行，

依据重复性试验结果作为样品均值含量计算回收率。 

1.3.5.8  检出限和定量限 

（1）检出限（LOD） 

利用校准曲线参数进行评估，按照下列公式计算： 

3.3 /LOD S                          （1） 

式中： 

LOD——检出限， 

δ——响应值偏差，即测定空白值的标准偏差； 

S——标准曲线斜率。 

（2）定量限（LOQ） 

基于响应值偏差和标准曲线斜率计算定量限，按

照下列公式计算： 

10 /LOQ S                         （2） 

式中： 

LOQ——定量限； 

δ——响应值偏差，即测定空白值的标准偏差； 

S——标准曲线斜率。 

1.4  数据统计分析  

数据采用 SPSS 23.0 进行相关数据的方差分析和

显著性检验，每组实验重复 3 次取平均值，采用 Origin 

2021 制图。 

2  结果与讨论 

2.1  水解时间的优化 

盐酸能将CS 分解为葡萄糖醛酸和 N-乙酰半乳糖

胺，HA 则被盐酸分解为 D-葡萄糖醛酸和 N-乙酰葡糖

胺，而酸解程度不同会直接影响水解体系中各单糖的

浓度。实验中发现软骨酶解物样品中CS 和HA 的含量

随酸解时间的增长呈现先上升后下降的趋势，在 1.5 h

峰面积达到峰值，因此选择最佳水解时间为 1.5 h，这

与黄芳等[13]在测定面膜化妆品中透明质酸的研究中

水解条件的选择结果一致。酸水解位点通常在于氨基

酸和糖醛酸之间 β1-4 糖苷键，这是因为 β1-3 糖苷键

比 β1-4 糖苷键更加稳定，据相关报道[26]，酸水解位点

和软骨裂解酶的位点相同。据祝贺报道[27]，多糖在酸

解过程中，首先断裂多糖的 β1-4 糖苷键并生成二糖

（还原端为糖醛酸），第二阶段二糖受高温强酸作用

进一步水解为氨基糖和糖醛酸，最后其他剩余的二糖

相继水解。经过酸水解后，CS 将分解为 D-葡萄糖醛

酸和 N-乙酰半乳糖胺，HA 则分解为 D-葡萄糖醛酸和

N-乙酰葡糖胺。在前期实验中，发现软骨酶解物酸解

后的半乳糖胺和葡萄糖胺单糖分离度差，而这两种单

糖正是鉴定 CS 和 HA 的关键。因此，后续的高效液

相色谱条件优化以分离半乳糖胺和葡萄糖胺为方向。 

2.2  色谱条件的建立 

2.2.1  色谱柱的选择 

C18 柱常用于生物大分子分离，其中 XDB 柱选

择性范围比较广，pH 值在 2~9 范围内均有很高的性

能，对酸性、碱性和中性化合物都具有很好的峰型。

而 SB-C18 柱适合分析碱性、酸性和中性化合物，特

别适合低 pH 值的化合物，高温条件下也比较稳定，

可使用甲酸、乙酸或三氟乙酸的流动相，如使用含三

氟乙酸的流动相分离蛋白质和肽。鉴于软骨酶解物中

含有多肽和多糖物质，根据不同文献报道的用高效液

相法测定 CS 和 HA 含量的方法[25,28,29]，各色谱柱分离

度如表 1 所示，结果表明，使用 Agilent ZORBAX 

SB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱可将半乳糖

胺和葡萄糖胺较好分离，色谱峰峰形尖锐，因此使用

该色谱柱进行后续的实验。 

表 1 不同色谱柱分离度结果 

Table 1 The result of different column resolution  

色谱柱 硫酸软骨素峰分离度 透明质酸峰分离度 

Agilent ZORBAX SB-C18 5.17 2.33 

Kromasil 100-5-C18 4.23 2.47 

Agilent Eclipse XDB-C18 4.56 3.81 

2.2.2  流动相的选择 

实验分别探究了乙腈-乙酸铵、乙腈-水、乙腈-磷

酸盐、乙腈-甲醇和乙腈-甲醇-磷酸盐等不同流动相对

样品的分离程度影响，结果表明含甲醇的流动体系对

于多糖分离效果较差，多糖峰分离度低且峰形不好。

乙腈-水体系只出现一个峰，没有达到分离出不同单糖

的效果，乙腈-磷酸盐流动相体系峰形拖尾严重。而乙

腈-乙酸铵体系分离较好，能成功分离出两个不同的单

糖，这与 Biskup 等[30]在测定 CS 含量时使用的流动相

一致。此外，张莉等[31]在探究眼用粘弹剂中 HA 和 CS

的含量中使用磷酸盐作为流动相，成功分离出两个峰

且峰型对称，这与其样品中辅料有关，使用磷酸盐可
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以减少谱图中的溶剂峰。 

2.2.3  流动相配比及流速 

根据 2.1.2 的结果选取乙腈-乙酸铵作为流动相，

探讨不同比例乙酸铵对分离效果的影响。实验表明乙

酸铵为 0.025 mol/L 时，半乳糖胺、葡萄糖胺、乙酰葡

糖胺分离效果较好。流动相比例通过反复实验，最终

确定洗脱顺序按照以下梯度：A 为乙腈，0~10 min 时

A 为 20%；10~20 min 时，A 由 20%升至 80%；20~    

25 min 时，A 由 80%升至 90%；25~27 min 时，A 由

90%降至 20%，保持 5 min，这与前人研究结果一致[13]。

确定配比后，继续探究 0.6 mL/min，0.8 mL/min，    

1.0 mL/min 三种不同的流速对分离效果的影响，结果

表明当流速为 1.0 mL/min 时，峰分离效果好，无拖尾

和前移现象，峰形良好。 

2.2.4  柱温、检测波长的选择 

分别在 25、30、35、40 ℃不同柱温下进行测定，

发现当柱温为 40 ℃时单糖分离度较好，色谱峰峰形

尖锐。对 CS 标准品和 HA 标准品预混剂用紫外可见

光检测器在 200~500 nm 进行波长扫描，结果表明在

250 nm 处吸收值最大，杂峰较少，且基线平稳，故采

取 250 nm 为液相检测紫外波长。CS 和 HA 均为多糖

物质，由于糖类物质极性大，缺乏光学吸收基团，无

法满足高灵敏度分析手段的检测要求，而衍生化可使

糖链带上紫外或荧光基团，能够在高灵敏度光学检测

下同时使离子化效率提高[25]，从而在特定波长产生吸

收峰。 

 
图 1 鸡胸软骨酶解物色图谱 

Fig.1 Chromatogram of enzymatic hydrolysate of chicken 

breast cartilage 

综上所述，优化后的色谱条件为：以 Agilent 

ZORBAX SB-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）为分离

柱；流速 1.00 mL/min；测定波长 250 nm；进样体积

10 μL。流动相：A 为乙腈，B 为 0.025 mol/L 乙酸铵

溶液。梯度洗脱程序：0~10 min 时，A 为 20%；10~    

20 min 时，A 由 20%升至 80%；20~25 min 时，A 由

80%升至 90%；25~27 min 时，A 由 90%降至 20%，

保持 5 min。最终的样品色谱图如图 1 所示，GlcA 代

表葡萄糖醛酸，GlcN 代表葡萄糖胺，GalN 代表半乳

糖胺，图中 CS 和 HA 对应的特征峰形尖锐无拖尾，

且分离良好。 

2.3  系统性实验结果 

理论塔板数，分离度和拖尾因子结果如表 2 所示，

两种糖的理论踏板数较高，表明色谱柱的效率高；分

离度均大于 1.5，表明两个峰完全分离；拖尾因子分别

为 1.02 和 1.03，符合《中国药典》中对于峰高法定量

时拖尾因子的规定（范围：0.95~1.05）。说明该液相

色谱条件能准确清晰的将半乳糖胺和葡萄糖胺分离，

且峰形良好。 

表 2 系统性实验结果 

Table 2 Systematic experimental results of the liquid phase 

method 

种类 理论塔板数 分离度 拖尾因子 

半乳糖胺 14591 5.17 1.02 

葡萄糖胺 17113 2.33 1.03 

2.4  标准曲线 

 

 
图 2 硫酸软骨素和透明质酸标品标准曲线 

Fig.2 Standard curves of chondroitin sulfate and hyaluronic 

acid 

以峰面积为横坐标（X），含量为纵坐标（Y），

进行线性回归分析，结果如图 2 所示。CS 的线性回归

方程为 y=3.362 6x-9.837 6，相关系数为 0.998 2，HA
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的线性回归方程为 y=20.132x-40.37，相关系数为 

0.994 8，线性回归关系良好，说明 CS 和 HA 酸解后

的单峰液相峰面积与标品浓度均成正比，可通过该标

准曲线对鸡胸软骨酶解物中CS和HA进行定量测定。 

2.5  重复性实验 

重复性试验结果如表 3 所示，样品中 CS 和 HA

的测定重复性试验结果均值分别为 30.07%和 5.04%，

RSD 分别为 0.089%和 0.045%，均小于 1.5%，表明测

定系统和方法重复性良好，符合方法要求。相比之下，

传统的咔唑法在显色反应过程中对实验温度和反应时

间要求较高，反复连续两次的沸水浴和冰浴的实验要

求使得该方法的重复性较差[32]。 

表 3 重复性实验测定结果 

Table 3 The test results of repeatability  

测定目标 测定次数 称样量/g 定容体积/mL 测定浓度/(mg/L) 含量/% 含量均值/% RSD/% 

硫酸软骨素 

1 0.150 3 50.00 87.75 30.06 

30.07 0.089 

2 0.149 8 50.00 86.88 29.96 

3 0.150 4 50.00 87.23 30.08 

4 0.150 6 50.00 87.46 30.12 

5 0.151 0 50.00 89.36 30.20 

6 0.150 2 50.00 87.75 30.06 

透明质酸 

1 0.490 3 50.00 197.12 4.97 

5.04 0.045 

2 0.498 4 50.00 198.35 5.03 

3 0.504 3 50.00 199.57 5.05 

4 0.506 4 50.00 199.35 5.08 

5 0.510 2 50.00 200.54 5.09 

表 4 精密度与回收率结果 

Table 4 Test results of the precision and recovery rate 

检测项目 加标量/(mg/mL) 样品量/(mg/mL) 测定量/(mg/mL) 回收率/% 平均回收率/% RSD/% 

硫酸软骨素 

0.5 0.062 4 0.553 214 1 98.16 

98.19 0.19 0.5 0.062 4 0.554 343 5 98.39 

0.5 0.062 4 0.552 445 1 98.01 

1 0.062 4 1.057 232 99.48 

99.52 0.49 1 0.062 4 1.063 235 100.08 

1 0.062 4 1.053 425 99.10 

1.5 0.062 4 1.559 572 3 99.81 

99.82 0.37 1.5 0.062 4 1.565 351 7 100.20 

1.5 0.062 4 1.554 125 2 99.45 

透明质酸 

0.5 0.060 8 0.554 562 5 98.75 

98.94 1.40 0.5 0.060 8 0.548 742 4 97.59 

0.5 0.0608 0.563 273 4 100.49 

1 0.060 8 0.956 424 4 97.56 

98.10 1.08 1 0.060 8 1.034 673 5 97.39 

1 0.060 8 1.054 254 9 99.35 

1.5 0.060 8 1.498 623 6 95.85 

96.19 0.28 1.5 0.060 8 1.506 366 3 96.37 

1.5 0.060 8 1.505 861 3 96.34 

2.6  精密度与回收率 

对软骨酶解物样品进行精密度试验和加标回收率

试验，计算得到的平均回收率和相对标准偏差如表 4

所示，分别对低（0.5 mg/L）、中（1.0 mg/L）、高 

（1.5 mg/L）三个浓度水平加标回收率试验，其中 CS
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的回收率范围为 98.16%~100.20%，RSD 范围为

0.19%~0.49%；HA 的回收率范围为 95.85%~100.49%，

RSD 范围为 0.28%~1.40%，均小于 1.5%，符合方法

要求且精密度良好，表明高效液相色谱法较传统的

Elson-Morgan 法和咔唑法对样品检测更加准确。

Elson-Morgan 法和咔唑法测定样品中硫酸软骨素含量

偏高，原因可能是 Elson-Morgan 法和咔唑法均是多糖

中特定单糖和试剂结合产生颜色[33]，而鸡胸软骨酶解

物样品中除了硫酸软骨素外，还含有木糖等其他中性

糖以及透明质酸等多糖，Elson-Morgan 法中性糖对结

果影响较明显[34]。而咔唑法中透明质酸中的糖醛酸和

硫酸软骨素中的糖醛酸一样会和咔唑试剂结合，这些

类似物质会产生干扰，导致结果偏大[35]。据报道，咔

唑法中硼酸试剂会和糖醛酸生成糠醛，继而与咔唑试

剂反应，其中溶液中存在的盐以及磷酸缓冲液会使得

整体值偏高[36]。 

2.7  稳定性试验 

取供试品溶液，4 ℃条件下放置 8 h，分别于 2、6、

12 h 进样，记录色谱图，观察主峰的峰面积变化情况，

计算 RSD 值。结果如表 5 所示，同一样品不同进样时

间，CS 特征峰面积 RSD 为 1.49%，HA 特征峰面积

RSD 为 1.23%，说明该液相方法稳定性良好，样品进

样时间对结果准确度影响不大。 

表 5 稳定性试验测定结果 

Table 5 The test results of the stability on the method 

检测项目 
峰面积/AU 

均值/AU RSD/% 
2 h 6 h 12 h 

硫酸软骨素 149.735 3 150.525 1 152.627 1 150.962 5 1.49 

透明质酸 26.151 5 28.546 6 26.869 6 27.189 2 1.23 

2.8  专属性试验 

 

 

 

 

 

图 3 专属性实验测定结果 

Fig.3 The test results of the specificity on the method 

注：a 表示葡萄糖胺峰，由透明质酸酸解后得到；b 表示

硫酸软骨素酸解后的半乳糖胺特征峰。A 空白试剂；B 透明质

酸标品+硫酸软骨素标品；C鸡胸软骨酶解物样品+硫酸软骨素；

D 鸡胸软骨酶解物样品+透明质酸；E 鸡胸软骨酶解物样品。 

专属性实验是指在可能存在其他成分下，采用的

方法能正确测定出被测物的特性，专属性强特指被测

物的特性明显。结果如图 5 所示，CS 和 HA 标品加标

分别与鸡软骨酶解物样品加标出峰与目标物保留时间

一致，且图 5A 中表明空白试剂在目标物保留时间附

近无干扰，专属性符合方法要求。 

2.9  定量限与检出限 

现代检测分析方法检出限（LOD）通常分为方法

检出限（MDL）和仪器检出限（IDL）。MDL 指能在

可靠范围内将分析物测定信号区别于特定基体背景

（噪音）的最低浓度或量。作为仪器性能评价指标之

一的 IDL，是指能在一定置信度范围内，仪器能将目

标物与设备背景相区分开或可靠检测的最低检测量因 
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此能评价仪器对分析物的检出能力，仪器灵敏度越高，

仪器噪音越低，IDL 就越低。定量限（LOQ）可分为

方法定量限（MQL）和仪器定量限（IQL）两个部分。

对标准曲线最低点浓度 100 mg/L 平行测定 10 次，评

估检测限与定量限，结果见表 6，CS 和 HA 的 IDL 分

别为 0.948 和 0.027 mg/L，MDL 分别为 0.191%和

0.005%，IQL 分别为 3.160 和 0.090 mg/L，MQL 分别

为 0.632%和 0.018%。 

表 6 检出限和定量限测定结果 

Table 6 Test results of the limit of detection and Limit of 

quantification  

测定次数 
硫酸软骨素 

响应值 

透明质酸 

响应值 

1 32.358 9 6.254 5 

2 31.235 6 6.305 3 

3 32.634 3 6.264 3 

4 33.254 3 6.765 5 

5 32.524 5 6.223 3 

6 31.952 2 6.445 3 

7 34.354 2 6.649 4 

8 32.653 2 6.239 4 

9 33.325 6 6.252 3 

10 30.342 4 6.473 3 

平均值 32.463 5 6.387 3 

标准偏差 δ 1.062 6 0.181 4 

δ/S 0.316 0.009 

仪器检出限(3.3δ/S)/(mg/L) 0.948 0.027 

仪器定量限(10δ/S)/(mg/L) 3.160 0.090 

方法检出限/% 0.191 0.005 

方法定量限/% 0.632 0.018 

3  结论 

通过对色谱柱和流动相的筛选，以及色谱柱温、

流动相流速、配比和检测波长等条件的优化，得出最

佳高效液相色谱条件为：Agilent ZORBAX SB-C18

（250 mm×4.6 mm，5 μm）色谱柱，进样体积 10.0 μL，

流速 1.00 mL/min，测定波长 250 nm，柱温 40 ℃，流

动相：A 为乙腈，B 为 0.025 mol/L 乙酸铵溶液。梯度

洗脱程序：0~10 min 时，A 为 20%；10~20 min 时，A

由 20%升至 80%；20~25 min 时，A 由 80%升至 90%；

25~27 min 时，A 由 90%降至 20%，保持 5 min。硫酸

软骨素和透明质酸在 100~500 mg/L 范围内线性关系

均为良好，该法重复性好，定量结果准确，稳定性好

回收率高，方法性试验验证了同时测定软骨酶解物中

硫酸软骨素和透明质酸含量方法的成功建立。此外，

前处理方法较为简单，样品易批量检测，操作较为安

全，在实际生产中可以满足快速检测的要求。 
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