
n 综述n

肝素钠中多硫酸软骨素的测定技术进展
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  肝素钠自被发现以来已有 90多年的历史,是从

猪小肠内膜中提取分离得到的一种糖胺聚糖类化合

物。 1935年, M urray进行了肝素钠的第一例临床试

验, 从此, 肝素钠作为抗凝药物得到广泛运用
[ 1]
。

除此之外,肝素钠还具有调血脂、抗炎、抗过敏以及

免疫调节等功能。其类似物质包括硫酸软骨素

( CS)、硫酸皮肤素 ( DS)、硫酸乙酰肝素 ( HS)和多

硫酸软骨素 ( oversu lfated chondrointin sulfate, OSCS)

等。作为肝素钠的一种类似物
[ 1~ 5]

,对其中的 OSCS

进行测定具有一定的难度, 因此总结其测定方法具

有重要的学术价值。本文即对测定肝素钠中 OSCS

的方法进行了综述。

1 肝素、OSCS的相关理化性质
肝素主要组成部分是 L -艾杜糖醛酸和 D -

葡糖胺构成的三硫酸双糖单位 (图 1) ,未分级肝素

的相对分子量分布为 3000~ 30000,平均为 12000~

15000。OSCS是指 CS经过硫酸化后的半合成产

物, CS主要由 D -葡糖醛酸和N -乙酰氨基 - D -

半乳糖构成的双糖组成 (图 2) , 相对分子质量分布

为 10000~ 50000,双糖单位中有 3个羟基 (图 2中

的 R)可被硫酸化, 完全硫酸化后即为 FSCS( fu ll-

su lfated CS)。OSCS的抗凝活性高于 CS
[ 6 ]
,但不具

备肝素钠所具有的抗 X a因子活性
[ 7]
。OSCS具有

和肝素相似的结构、相对分子量范围,因此在肝素钠

中发现 OSCS较为不易。

图 1 肝素的双糖单位

F ig 1 D isacch arid es un it of h eparin

2 测定肝素钠中 OSCS的方法

FDA曾经报道了筛查肝素钠中 OSCS活性的 2

种检查技术, 即
1
H NMR和毛细管电泳分离技术。

目前报道的肝素钠中 OSCS的测定方法, 除对 FDA

的 2种方法进行了改进和优化之外, 还包含了其他

的技术,总的来说可以分为电泳技术、红外光谱分析

技术、核磁共振技术和高效液相技术。这些方法也

可以对肝素钠中其他糖胺聚糖类物质进行分析。
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图 2 CS的双糖单位

Fig 2 D isaccharides un it of CS

211  醋酸纤维薄膜 /平板 ( ce llulose acetate p late

membrane /plate, CAM /P)电泳技术  CAM /P电泳技

术用于糖胺聚糖类物质的分离和纯度测定已有很久

的历史
[ 8]
, 常用的缓冲系统有 T ris-盐酸缓冲液、醋

酸钡缓冲液、硼酸盐缓冲液等,染色液有阿利新蓝和

甲苯胺蓝染色液等。其分离原理是: 各种糖胺聚糖

的组成、相对分子量、等电点以及形状各不相同, 在

电场中的荷质比不同。这种电泳技术操作简便, 可

通过与对照品的迁移位置进行比较, 对样品做出定

性判断。

Doman ig等
[ 9]
运用一维 CAP电泳技术分离了

药用肝素钠中的糖胺聚糖类物质 ) ) ) DS、CS以及

OSCS, 并针对肝素钠中的 DS进行了定量分析。在

样品制备以及点样之后,将 CAP浸于亚硝酸钠溶液

中以降解其中的肝素钠,然后在 pH为 5的醋酸钡

-异丙醇缓冲溶液中电泳,经过阿利新蓝染色显示,

肝素钠中的物质 DS、CS和 OSCS得到较好的分离。

其中, CS电泳迁移率大于 DS, OSCS没有发生电泳

迁移,依然保留在点样点。运用吸光度扫描仪对含

标准 DS样品的斑点进行扫描, 测得其吸光度值, 和

DS的浓度关联做标准曲线, 在 014% ~ 418%的范
围内, r为 019997。在 014% ~ 018% 的浓度范围

内, DS的最低测定限度 ( lim it of determ ination, LOD )

为 014%, 最低定量测定限度 ( lim it of quantitation,

LOQ )为 015%。
212 毛细管电泳 ( capillary electrophoresis, CE )技术

CE已广泛用于单一糖胺聚糖的纯度鉴定和糖

胺聚糖混合物的分离和定量分析
[ 8, 10]
。该技术具有

分离效率高、分析时间短、样品和缓冲液用量少、可

与质谱技术联用、可以在线分析等特点
[ 11]
。其分离

原理是:毛细管柱在 pH > 3的情况下, 内表面带负

电, 和溶液形成双电层, 在高压电作用下,双电层中

的水合离子引起流体整体朝向负极方向移动, 表面

带负电荷的糖胺聚糖在毛细管柱中向正极移动, 不

同的糖胺聚糖因电泳速度不同而得以分离。

FDA公布的测定肝素钠中的 OSCS的 CE方法,

所用磷酸盐缓冲液的浓度为 36mmo l# L
- 1
, LOD为

1% ~ 5%。但此法不具备足够的分辨率用于 DS以

及 HS的定量分析,并且 LOD较高。W ie lgos等
[ 12]

对 CE的实验条件 ) ) ) 缓冲液浓度、pH以及缓冲液

种类进行优化,分离了肝素钠中的 OSCS、DS和 HS,

并对这 3种物质进行了定量分析, UV测定波长为

200 nm,毛细管柱的内径为 25 Lm。结果证明, 在

600mmo l# L
- 1
的缓冲液浓度和 315的 pH下, 肝素

钠中 OSCS、DS和 HS的分离效果比 FDA公布的结

果更好。通过配制系列标准溶液,制得 OSCS含量

和峰面积关联的标准曲线, r可达 019994, OSCS的
LOD低于 011%。同样制得了 DS和 HS的校正曲

线,线性良好。DS的 LOD为 015%, HS为 2%。此

外,选用具有更大水合作用面积的锂盐缓冲液代替

钠盐缓冲液,使得缓冲液移动性进一步降低,场强得

到提升,分离效果更好,分离时间也明显降低。Vo-l

pi等
[ 13]
对肝素钠和 OSCS进行化学降解, 并对肝素

钠的葡糖残基和 OSCS的N -乙酰氨基半乳糖残基

进行邻氨基苯甲酸衍生, 之后运用 CE技术对两者

进行分离和定量分析, 进而通过计算得到 OSCS的

含量, UV测定波长为 214 nm。Somsen等
[ 14]
通过对

不同电解质液种类和浓度、毛细管温度、样品浓度以

及进样量等条件下的实验结果进行对比, 确立了 CE

技术分离并定量分析肝素钠中 OSCS和 DS的优化

条件。结果显示定量分析 OSCS 的 LOD 小于

011%。
213 红外 ( IR)光谱分析技术  IR技术是分析糖胺

聚糖结构的重要工具, 通过和标准品的红外光谱对

照,可对样品进行定性判别。可是, 肝素钠和 OSCS

的红外吸收峰重叠在一起,单靠肉眼很难分辨出来。

N orw ig等
[ 15]
将多变量数据分析和 IR技术结合,建

立了衰减全反射红外 ( attenuated total reflectance in-

frared, ATR - IR )分析技术, 使得辨认肝素钠中的

OSCS成为可能。

214 近红外 (N IR) 光谱分析技术  N IR技术是利

用物质在近红外谱区的信息,依靠化学计量学和计

算机技术对物质进行定量和定性分析的物理分析技

术。因其快速无损、无污染、无需样品预处理, 使其

在在线质量控制方面显示出优势。 2008年, Spercer

等
[ 16]
采用 N IR光谱分析技术对肝素钠中 OSCS的

含量进行了测定, 通过偏最小二乘法将样品的 N IR

光谱和 CE方法得到的相对峰面积关联, 用 28个样

品建立模型,对 41个样品进行了成功的预测, 证明
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了 N IRS用于测定肝素钠中 OSCS的可行性。

215 核磁共振 ( NMR )技术  NMR常用于测定肝

素钠的精细结构
[ 17, 18]

和肝素钠中的物质, 如

CS
[ 19, 20]

。简便的样品处理、直接的光谱判断是该技

术的优点。肝素钠不良反应事件后, FDA的 NMR

实验证明在N -乙酰基信号区域 2115 ppm处存在
OSCS的特征吸收峰,可用于 OSCS的定性判别。在

Ca
2 +
(肝素钙 )存在的情况下, OSCS的特征吸收峰

则位移至 2118 ppm处 [ 21]
。 Sitkow sk i等

[ 22]
运用扩

散排序谱
1
H NMR ( diffusion ordered spectroscopy

1
H

NMR, DOSY
1
H NMR )技术在 N -乙酰基信号区域

鉴定了肝素钠中的 OSCS。Beyer等
[ 23 ]
使用

1
H NMR

技术在 N - 乙酰基信号区域分别对肝素钠中的

OSCS和 DS进行了辨认以及定量分析, 其中 OSCS

的 LOD为 011%。同时对从国际市场中搜集的 100

多份肝素钠样品进行了主成分分析 ( PCA ), 结果显

示样品在 PCA得分分布图上分成了含少量 DS、含

大量 DS、含大量 DS和少量 OSCS、含大量 OSCS和

少量 DS这 4大类。B ig ler等
[ 24]
运用二维核奥弗豪

泽增强谱 NMR ( 2D nuclear overhauser enhancement

spectroscopy NMR, 2D NOESY NMR)技术测定肝素

钠中潜在的物质, 分别获取含有 CSA、CSB和 OSCS

的肝素钠的二维氢谱,并抽提出一维氢谱,一方面和

物质纯品的图谱对比,对物质进行确认,另一方面和

普通的一维氢谱进行比较, 评价两者的专一性。以

OSCS为例,含有 OSCS的肝素钠的二维氢谱图中抽

提出的一维氢谱图中,也可以看到肝素钠的一些弱

峰, 但是通过和纯 OSCS的共振信号比较, 根据它一

些显著的共振信息, 可以确认物质的种类。同时可

以看出从二维图谱中提取的一维氢谱比普通的一维

氢谱更具有专属性和特征性,因此 2D NOESY NMR

技术能够可靠地识别和确认物质。

216 高效液相色谱 (HPLC )分析技术  HPLC已被
广泛应用于肝素钠的分离和测定

[ 25]
。T rehy等

[ 26]

采用梯度洗脱的方式, 使用强阴离子交换柱结合

HPLC成功分离了肝素钠样品中的 OSCS和 DS, 并

对它们进行了定量分析。液相色谱柱为 AS11- HC

柱, 流动相为水 - NaC l- Tr is盐酸缓冲液, UV测定

波长为 215 nm。结果显示, 在测定范围内 OSCS和

DS定量分析的标准曲线线性关系良好, r均达到了

019999,测定 OSCS的 LOD和 LOQ分别为 0103%和
011% ,测定 DS的两者则分别为 011%和 018%。同
时指出, HPLC也可在粗品肝素钠精制之前测定其

中的 OSCS,将 HPLC技术同 CE和 NMR测定技术

相结合,能够为患者提供更为有效的保护。

3 结语

以上几类技术可对肝素钠中潜在的 OSCS进行

定性或定量测定, 不难看出,在测定肝素钠中 OSCS

的分析技术中, CE和 NMR得到了广泛的研究, 对

OSCS进行的所有定量分析中, HPLC技术得到的

LOD最小。

肝素钠具有重要的临床价值和经济效益, 为确

保肝素钠的质量,保证患者用药安全,并能实现更好

的经济效益,对肝素钠中的 OSCS等相似物质进行

准确的确认和测定十分重要,因此得到了越来越多

的深入分析与研究。然而只对肝素钠进行已知相似

物质的测定是不够的,随着研究的不断深入,全面而

有效的分析应该能够测定肝素钠中任何已知的和未

知的相似物质,使肝素钠生产过程得到更加安全、调

控措施更好的质量控制。
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