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摘　要　用紫外-可见光谱法研究肝素 ( Hep)对亚甲基蓝 ( MB)的褪色反应, 在 pH3. 0 的 Br itton

Robinson 缓冲溶液中, 肝素与亚甲基蓝形成离子缔合物时, 染料发生明显的褪色,体系吸光度的降低与肝

素钠浓度成正比。建立了一种简单、灵敏、选择性高的肝素测定方法。本法在 0—4. 0�g / mL 范围内呈现良

好的线性关系( r= 0. 9978) ,回收率范围为 98. 8%—101. 9%。用于肝素钠注射液的分析,结果令人满意。
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1　前言
肝素( Heparin,简称为 Hep)为葡糖胺聚糖,是一种广泛存在哺乳动物肝、脾、肾、胸腺、肠黏膜、

肌肉和血液等中的天然抗凝物质,具有广泛的生物学功能,如抗凝血、调血脂、抗血栓、免疫调节、抗

炎、抗过敏等,是预防血栓形成和治疗急性静脉血栓的重要药物[ 1]。对于不同的疾病应有不同的最

适剂量, 临床上需要控制, 目前肝素的测定方法有生物方法
[ 2]
、分光光度法

[ 3, 4]
、高效液相色谱

( HPLC)法
[ 5]
、毛细管电泳法

[ 6]
、质谱法

[ 7]
。分光光度法由于操作简便、快速、仪器价廉、灵敏度较高

等优点而得到广泛的应用。因此进一步研究灵敏度高、选择性好的新分光光度法具有重要的意义。

本文研究了亚甲基蓝( M B)与肝素的相互作用,根据其离子缔合物溶液在特定波长处吸光度值与肝

素的含量成比例的特点,建立了一种快速、简便、灵敏的测定肝素含量的分光光度法。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

日立 UV-3010型紫外可见分光光度计(日本日立公司) ; UV-760CRT 双光束紫外可见分光光

度计(上海精密科学仪器有限公司) ; pHS-3C 型数显酸度计(杭州东星仪器设备厂)。Hep(美国 sig-

ma 公司, 150IU/ mg )贮备液: 0. 1000g/ L, 于冰箱中 4℃保存; 亚甲基蓝(生物染色剂,上海三厂)贮

备液: 1. 00g / L ,于冰箱中 4℃保存; Britton-Robinson缓冲溶液: 用磷酸、冰乙酸和硼砂配制, 在酸度

计上用 NaOH 溶液调至所需pH 值。肝素钠注射液分别由常州千红制药厂及上海制药二厂生产。实

验用水均为二次去离子水, 所用其他试剂均为分析纯。

2. 2　实验方法

取一组 25mL 容量瓶, 加入一定量的亚甲基蓝溶液, 然后依次加入不同体积的 Hep 溶液,再加



入一定量的 BR缓冲溶液, 以二次去离子水稀释至刻度, 混合均匀。扫描 400—800nm 之间的吸收

曲线或测定特定波长下的吸光度值。全部实验均在室温条件下完成。

3　结果与讨论

3. 1　吸收光谱

按实验方法配制溶液后,于 UV-760CRT 紫外可见分光光度计上扫描 400—800nm 的吸收光

谱。图1为亚甲基蓝在水溶液中的吸收光谱, 当亚甲基蓝浓度较低时, 仅在 656nm 处有一个明显的

吸收峰,随着浓度的增加,在 611nm 处出现一个明显的吸收峰,为染料聚集体的吸收。

固定溶液 pH值和亚甲基蓝浓度,逐渐加入肝素后呈现褪色反应, 656nm 处的吸光度随肝素浓

度的增加而明显下降,而在 570nm 附近形成一个新的吸收峰,说明肝素和亚甲基蓝反应形成了复

合物,见图 2。选择 656nm 为测定波长,利用褪色法来测定肝素。

3. 2　酸度的影响

用一系列不同 pH 值的 Britton-Robinson缓冲溶液,试验了溶液 pH 值对复合物吸光度的影响,

结果表明, pH 为 2. 0—7. 0范围内影响不大,本实验选用 pH= 3. 0缓冲溶液, 用量为 5mL。

3. 3　显色稳定性

固定Hep和MB浓度,考察了时间对反应的影响。结果表明,室温下褪色反应在10min 达到完

全,此后吸光度值能稳定 4h以上。

3. 4　校准曲线和检出限

在选定的实验条件下,肝素的浓度在 0—4. 0�g/ mL - 1范围内呈现良好的线性关系,回归方程

为: A= 1. 12- 0. 800C, r= 0. 9978。

3. 5　共存物质的影响

3. 5. 1　乙醇用量的影响

固定亚甲基蓝和肝素的浓度,向体系中加入乙醇,结果当乙醇用量在 2mL 以上时使体系的吸

光度值降低。乙醇的影响说明在二者结合中,除了静电力之外还存在着其他作用。

3. 5. 2　其他共存物质的影响

为考察实验干扰因素对测定结果的影响,在 MB 和 Hep混合溶液中添加不同阴、阳离子、糖类

物质和氨基酸,观察其对复合物吸光度值的影响,结果见表 1。

225第 2期 杜美菊等:亚甲基蓝褪色光度法测定肝素



实验结果表明,共存物质的影响均在误差范围内,说明方法有很好的选择性。

3. 6　样品分析 表 1　干扰物质对亚甲基蓝和肝素反应的影响

共存物质 强度( % ) 共存物质 强度( % )

Fe3+ - 3. 20 葡萄糖 - 0. 90

Mg2+ 4. 10 蔗糖 4. 30

Ca2+ 1. 50 柠檬酸 3. 80

Pbw2+ 1. 20 L-亮氨酸 2. 60

Cu2+ 0. 45 L-谷氨酸 - 0. 11

M n2+ 0. 78 L-苯丙氨酸 3. 90

Hg2+ - 0. 43 L-赖氨酸 4. 70

Cd2+ 1. 10 L-精氨酸 1. 20

3. 6. 1　样品的制备

精密量取肝素钠注射液 1. 00mL 于 100mL 容量瓶中, 用二次水稀释至刻度,摇匀,并精密量取

此液 2. 00mL 于 100mL 容量瓶中,用二次水稀释到刻度,摇匀。

3. 6. 2　样品的测定

吸取上述制备好的样品二次稀释液 5. 00mL, 按 2. 2实验方法测定, 得到肝素钠注射液效价

( IU/ 2mL, 1mg= 160IU ) ,结果见表 2。对所分析样品进行标准加入回收实验,结果见表 3。
表 2　肝素钠注射液效价的测定结果

产地和批号
标示量

( 104IU/ 2mL)

测得效价值

( 104IU/ 2mL)

平均值

( 104IU / 2mL)

RSD

( % , n= 5)

常州 010322 1. 25 1. 23　1. 22　1. 25　1. 23　1. 20 1. 23 1. 52

常州 020801 1. 25 1. 22　1. 25　1. 26　1. 28　1. 24 1. 25 1. 79

上海 010604 1. 25 1. 20　1. 25　1. 29　1. 26　1. 21 1. 24 2. 99

　　实验结果表明,在 pH= 3. 0的 Britton Robin-

son缓冲溶液中, 亚甲基蓝与肝素发生缔合,使溶液

出现明显的褪色, 最大褪色波长为 656nm , 此处溶

液吸光度的降低与肝素钠浓度成正比,由此建立了

测定肝素的新分光光度法。方法的线性范围

表 3　回收率的测定结果

样品序号 加入量( �g) 测得量( �g) 回收率( % )

1 10. 00 9. 85±0. 186 98. 5±1. 9

2 10. 00 10. 09±0. 157 100. 9±1. 6

3 10. 00 10. 21±0. 135 102. 1±1. 4

在 0—4. 0�g/ mL
- 1。方法简便,具有较高的灵敏度,选择性良好。用于肝素钠注射液效价的测定,结

果令人满意。

参考文献
[ 1] 周自永.新编常用药手册[ M ] .北京:金盾出版社, 1987. 290.

[ 2] 中华人民共和国卫生部药典委员会编.中华人民共和国药典,二部[ M ] .北京:化学工业出版社, 1995. 307.

[ 3] J iao Q C, Liu Q, S un C et al . In vestigation on the Binding Site in Heparin by Spect rophomet ry[ J] . T alanta, 1999, 48( 5) : 1095—

1101.

[ 4] 徐红,刘绍璞,罗红群.甲基紫分光光度法测微量肝素[ J ] .贵阳医学院学报, 2003, 28( 1) : 25—27.

[ 5] 毛平,黄晓兰,李翠贞等.高效液相色谱法测定血浆肝素含量[ J ] .中华医学检验杂志, 1995, 18( 6) : 358—360.

[ 6] Amdofo S A, Wang H M ,Linh ardt R J. Disaccharide Composit ional Analysis of Heparin Suf fate Using Capillary Zone Electrophore-

sis[ J ] . A nal . Biochem, 1991, 199( 2) : 249—255.

[ 7 ] S chiller J, Arnh old J, Bensrd S et al. Cart ilaty Degradat ion by Hyaluronate Lyase and Chondroitin ABS Lycise: A MALDT-T OF

M ass Spect romet ric Study.Carbohyd rate Research[ J ] . 1999, 318( 1—4) : 116—112.

226 光谱实验室 第 23 卷



Spectrophotometric Determination of Trace Heparin with Methylene Blue

DU Mei-Ju　L ING Cui-Xia　MA Huai-Ling
( Department of Chemistry ,Shangqiu N or mal Univ ersity, Shangqiu, H enan 476000, P . R. China)

Abstract　A new spectrophotometric method for the determination of trace heparin w as devel-

oped based on the discolorat ion react ion of Hep to MB in the Brit ton-Robinson buffer solut ions of pH

3. 0. The reduct ion in absorbance w as directly proport ional to the concentrat ion in the linear range of

0—4. 0�g/ mL( r= 0. 9978) w ith the recovery of 98. 8%—101. 9%. T he method is sensit ive and selec-

tive, and w as applied to determine heparin in the injection w ith sat isfactory results.

Key words　Heparin, Spectrophotometry , Methylene Blue.
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( 5)化学计量学软件的研制、校正模型数据库的开发和网络技术;

( 6)近红外光谱校正模型建立规范、技巧与经验;

( 7)近红外光谱在农业、石化、烟草、食品、制药、纺织、医学和矿物等领域的应用;

( 8)近红外光谱分析方法的标准化。
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