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体积排阻色谱法测定低分子量肝素抗凝血因子 Xa 的活性

张倩倩， 康经武*

( 中国科学院上海有机化学研究所，上海 200032)

摘要: 发展了一种基于体积排阻色谱测定低分子量肝素( LMWH) 抗凝血活性的方法。利用肝素与抗凝血酶Ⅲ( AT
Ⅲ) 结合后可增强 ATⅢ对凝血因子 Xa( FXa) 抑制作用的原理，通过测定加入 LMWH 后 FXa 水解其生色底物产生

对硝基苯胺( pNA) 这一反应的抑制程度确定 LMWH 的活性。首先将含有一定浓度 LMWH 的缓冲溶液与 ATⅢ溶

液混合，然后依次加入 FXa 和生色底物，分别孵育一段时间。底物被 FXa 水解，产生游离的 pNA。体积排阻色谱可

将小分子产物 pNA 与其他大分子分离开，因而可以在 pNA 的最大吸收波长下得到高灵敏度的测定，并且不再受其

他成分的干扰。该方法重复性好，灵敏度高，极大地减少了样品的消耗量，降低了成本，并且还可进行各种复杂样

品( 如血浆) 中 LMWH 抗 FXa 活性的监测。
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An assay for anti-factor Xa activity of low molecular
weight heparins by high performance liquid size

exclusion chromatography
ZHANG Qianqian，KANG Jingwu*

( Shanghai Institute of Organic Chemistry，Chinese Academy of Sciences，Shanghai 200032，China)

Abstract: The“gold standard”assay for monitoring low molecular weight heparins ( LMWHs)
activity is the chromogenic-based anti-factor Xa assay． The methodology of an anti-factor Xa as-
say is that LMWH is added to a known amount of excess factor Xa and excess antithrombin． It
will bind to antithrombin and form a triplet complex with factor Xa，inhibiting the activity of fac-
tor Xa． However，the residual factor Xa can still hydrolyze chromogenic peptide substrate，relea-
sing the chromophore for photometric detection． The absorbance is inversely proportional to the
amount of heparin /LMWH． The results are given in anticoagulant concentration in units /mL of
anti-factor Xa，such that high values indicate high levels of anticoagulation and low values indi-
cate low levels of anticoagulation． Herein，a novel assay method for anti-FXa activity of LMWHs
using high performance liquid size exclusion chromatography ( SEC) is reported，in which an-
tithrombin Ⅲ ( ATⅢ) was diluted by the buffer solution contained LMWHs． Subsequently，exog-
enous FXa and p-nitroaniline coupled peptide substrate were added and incubated for a period，

separately． The resulting mixture was separated based on size by SEC，and the free chromophore
p-nitroaniline can be detected at an absorption maximum of 385 nm without interference from the
absorbance of p-nitroanilide substrates． Moreover，the measurements are not influenced by sam-
ple opacity or turbidity，so it is possible to test various complex samples，such as plasma． The as-
say is robust，sensitive，and cost effective．
Key words: size exclusion chromatography ( SEC) ; anti-factor Xa activity; low molecular weight
heparins
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低分子量肝素( LMWHs) 是一类抗凝血药物，广

泛用于血栓栓塞性疾病的预防及治疗［1］。其抗凝

作用是通过与血液中的抗凝血酶Ⅲ( ATⅢ) 发生相

互作用完成的。高负电荷密度的肝素能与 ATⅢ上

带正电的赖氨酸结合，使 ATⅢ的分子结构发生变

化，暴露出活性部位的精氨酸，从而大大增加了 AT
Ⅲ与凝血因子中丝氨酸接触的概率，可使其抗凝血

活性增强 1 000 倍左右［2］。与普通肝素相比，LM-
WHs 增强了对凝血因子 Xa( FXa) 活性的抑制，但降

低了对凝血酶活性的抑制，同时减少了它与内皮细

胞、巨噬细胞及其他非特异性血浆蛋白的结合，因而

具有出血副作用小、生物利用率高、皮下注射吸收

好、半衰期长等优点［1，2］。
经典的肝素活性的检测方法是凝血实验，如活

化部分凝血活酶时间( activated partial thromboplastin
time，APTT ) 和 活 化 凝 血 时 间 ( activated clotting
time，ACT) ［3 － 5］。这些方法易受实验室、试剂、仪器

设备等条件变化的影响，并且灵敏度低，通常只能得

到半定量的结果［3］。由于 LMWHs 能够非常显著地

抑制 FXa 的活性，因此，测定 LMWHs 对 FXa 活性的

抑制 作 用 被 认 为 是 检 测 LMWHs 活 性 的 黄 金 标

准［6］。目前，最广泛使用的测定肝素抗 FXa 活性的

方法是底物生色法［7］。其测试原理为: LMWH 与过

量的 ATⅢ、FXa 混合，形成三元复合物 LWMH·AT
Ⅲ·FXa; 形成复合物的 FXa 不再具有凝血活性，而

剩余的未形成复合物的 FXa 仍能够水解其标记有

发色团( 常用发色团为对硝基苯胺，pNA) 的肽底物，

释放出可以被光度计定量测定的对硝基苯胺［8］。
在 405 nm 波 长 下 检 测 到 的 吸 光 度 值 与 样 品 中

LWMH 的活性成反比，这样就可以间接获得 LM-
WHs 的活性。尽管测定抗 FXa 活性的分光光度测

试比传统的凝血测试具有更高的检测灵敏度和准确

度，但仍然存在一些缺点: 分光光度法要求样品足够

清澈透明，而 ATⅢ和 FXa 都有紫外吸收，复杂样品

如血浆还有一定的浊度，因而在测定 LMWHs 活性

时会引起一定的误差; 此外，分光光度法所需要的样

品量较大，尤其是 ATⅢ和 FXa，这些试剂价格昂贵，

使得测试成本较高［9］。最近 Harris 等［9 － 11］发展了

基于荧光分析的抗 FXa 测试方法，虽然可以避开样

品背景吸收的干扰，但荧光底物的背景荧光对检测

仍有较明显的干扰。
体积排阻色谱( SEC) 采用化学惰性的多孔物质

为固定相，按样品中各个组分相对分子质量大小实

现分离。另外，熵驱动的 SEC 分离机制，最大限度

地降低了分析物与固定相间的直接作用，大大简化

了分离条件，仅使用温和的流动相和简单的洗脱条

件就可以实现分离［12］。目前 SEC 已被广泛应用于

大分子甚至是血浆蛋白的分离［12］。采用 SEC 色谱

分离的方法排除复杂样品基质的干扰，就可以实现

更准确的测量。
依诺肝素是当前使用最广泛的一种 LMWH。

用本文发展的基于体积排阻色谱的方法对依诺肝素

抗 FXa 的活性进行了测试。方法以液相色谱自动

进样器作为微量的酶反应器，依诺肝素、ATⅢ、FXa
和生色底物的溶液依次进样，在进样器中混合、孵

育，反应一段时间后，注入体积排阻色谱中进行分离

检测。自动进样器大大减少了样品的消耗量。将酶

反应产生的 pNA 与样品中的其他物质分离后在其

最大吸收波长( 385 nm) 下测定，提高了测试的灵敏

度。通过方法的验证，证明了该方法具有较好的准

确性和精密度。这种基于体积排阻色谱-液相色谱

的方法还可以用于血浆中依诺肝素抗 FXa 活性的

监测。

1 实验部分

1． 1 仪器、试剂与材料

Agilent 1260 高效液相色谱仪，配置有二元泵、
紫外检测器、柱温箱和高性能自动进样器; TSKgel
MP( PW) -M 预柱( 35 mm ×4. 6 mm) 。

ATⅢ( 25 IU /支) 和 FXa( 71 nkat /支) 购自意

大利 Chromogenix 公 司。FXa 发 色 肽 底 物 ( chro-
mogenic peptide substrate，CPS，序列: CH3OCO-D-
CHA-Gly-Arg-pNA·AcOH) 、对硝基苯胺、人混合

血浆购 自 Sigma 公 司。欧 洲 药 典 LMWH 标 准 品

( 美国 USP 公司) 。两批 LMWH( 依诺肝素钠) 注

射液( 克 赛) 200806 和 200912 购 自 法 国 赛 诺 菲

·安万特( Sanofi Aventis) 公司; 供试品依诺肝素

钠( 固 体) 20110401 和 20110402 由 杭 州 九 源 基

因工程有限公司提供。
1． 2 溶液配制

分别配制 0. 50 mol /L Tris，1 mol /L NaCl，1
mol /L HCl 和 0. 5 mol /L EDTA 储备液各 500 mL。
pH 8. 4 缓冲液的配制: 分别量取一定量的 Tris、NaCl
和 EDTA 储备液，用 1 mol /L HCl 调至 pH 8. 4，定容

后溶液中含 50 mmol /L Tris，175 mmol /L NaCl 和

7. 5 mmol /L EDTA。pH 7. 4 缓冲液的配制: 分别量

取一定量的 Tris、NaCl，用 1 mol /L HCl 调至 pH 7. 4，

定容 后 溶 液 中 含 50 mmol /L Tris 和 150 mmol /L
NaCl。FXa 生色肽底物用超纯水配制成 3 mmol /L
的储 备 液，使 用 前 用 pH 8. 4 缓 冲 液 稀 释 至 0. 5
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mmol /L。
依诺肝素钠标准品溶液( S) : 按 0. 78 的剂间

比，用 pH 7. 4 缓 冲 液 分 别 稀 释，得 到 0. 087
IU /mL ( S1 ) 、0. 111 IU /mL ( S2 ) 、0. 143 IU /mL
( S3 ) 、0. 183 IU /mL( S4 ) 的工作溶液。依诺肝素

钠供 试 品 溶 液 ( TA ) : 克 赛 预 估 效 价 为 10 000
IU /mL，按剂间比 0. 78，用 pH 7. 4 缓冲液分别稀

释，得到 0. 087 IU /mL ( T1 ) 、0. 111 IU /mL ( T2 ) 、
0. 143 IU /mL ( T3 ) 、0. 183 IU /mL ( T4 ) 的 工 作 溶

液; 供试品溶液( TB ) : 杭州九源提供的依诺肝素

钠预估 效 价 为 110 IU /mg，按 照 剂 间 比 0. 78，用

pH 7. 4 缓冲液配制 20 mg /mL 的溶液，再分别稀

释，得到 0. 087 IU /mL ( T1 ) 、0. 111 IU /mL ( T2 ) 、
0. 143 IU /mL ( T3 ) 、0. 183 IU /mL ( T4 ) 的 工 作 溶

液。抗凝血酶 ATⅢ溶液: 25 mL 水溶解得 1 IU /mL
的溶液。凝血因子 FXa 溶液: 10 mL 水溶解得 7. 1
nkat /mL 的溶液。所有溶液由超纯水配制( Millipore
UV 超纯水系统，美国 Millipore 公司) ，缓冲液在使

用前用 0. 45 μm 的滤膜过滤。
1． 3 SEC 色谱分离条件

色谱柱: TSKgel MP( PW) -M 预柱( 35 mm × 4. 6
mm) ，工作范围为 DNA 500 ～ 5 000 bp; 流动相 A 为

H2O; 流 动 相 B 为 乙 腈 和 50 mmol /L NaH2PO4-
H3PO4 混合溶液( 20 ∶ 80，v /v) ，pH 3. 0，使用前用

0. 45 μm 的微孔过滤膜过滤。洗脱条件为: 0 ～ 1
min 保持 100%A; 1 ～ 1. 5 min 从 100% A 线性过渡

到 100%B; 1. 5 ～ 8. 5 min 保持 100%B; 8. 5 ～ 9 min
线性梯度回到 100% A; 9 ～ 13. 5 min 保持 100% A。
检测波长 385 nm; 流速 0. 6 mL /min; 柱温 25 ℃ ; 进

样量 5 μL。
1． 4 低分子量肝素的活性测定

将液相色谱自动进样器作为自动的微酶反应

器。LMWH、ATⅢ、FXa 和底物 CPS 依次进样，在进

样器内混合孵育反应，然后用体积排阻色谱分离酶

解产物。通过定量测定生成的 pNA，实现 LMWH 活

性的测定。在设定的自动进样程序中，样品瓶放置

次序为: 1#，水( 清洗瓶) ; 2#，LMWH 样品; 3#，AT
Ⅲ; 4#，FXa; 5#，底物 CPS。进样程序为: 从 2#和 3#

瓶中分别抽取 1 μL，混合 3 次，静置 1 min; 从 4#瓶

中抽取 2 μL，混合进样针内的 4 μL 溶液 3 次，静置

1 min; 从 5#瓶中抽取 5 μL，混合针内的 9 μL 溶液 3
次，静置 4 min; 最后进样。按照优化的色谱分离条

件分离分析产物。
按照已经优化好的方法，变换 LMWH 的浓度，

按照 S1、S2、S3、S4、T1、T2、T3、T4、T1、T2、T3、T4、S1、

S2、S3、S4 的排列顺序测试 16 次，记录下每次反应产

生的 pNA 的峰面积。以 pNA 的峰面积为纵坐标，

LMWHs 标准品( 或供试品) 溶液浓度的对数值为横

坐标分别做线性回归曲线，并按照生物活性测定的

统计方法( 中国药典 2005 年版第二部附录 XIV) 计

算效价和实验误差［13，14］。
1． 5 血浆中低分子量肝素抗 FXa 活性的测定

测试血浆样品中依诺肝素活性时未用自动进样

器。首先用 pH 8. 4 的缓冲液分别配制 0、0. 1、0. 2、
1 IU /mL 的依诺肝素钠溶液。取 20 μL 某一浓度的

依诺肝素钠溶液与 20 μL 血浆混合，30 ℃水浴孵育

2 min 后加入 40 μL FXa，混匀孵育 2 min; 加入 40
μL CPS，混匀后置于 30 ℃ 水浴孵育，计时; 分别在

孵育 5、10、15、20、30、45、60 min 时间节点取 9 μL
反应液，用 6 μL 20% ( 体积分数) 乙酸溶液淬灭酶

反应; 取 10 μL 反应液注入 SEC 分离，其他色谱条

件与自动进样分析相同。根据对硝基苯胺的峰面积

随时间变化曲线，并由每条曲线的斜率绘制血浆中

依诺肝素的剂量反应曲线［15］。

2 结果与讨论

2． 1 SEC 方法的建立

样品中主要含有 ATⅢ、FXa、人血清白蛋白、
LMWHs、生色底物肽 CPS 和 pNA。ATⅢ、FXa 和人

血清白蛋白的相对分子质量分别为 62 ～ 67 kDa，43
kDa 和 67 kDa; 依诺肝素钠的平均相对分子质量为

4. 5 kDa，底物 CPS 的相对分子质量 622. 7 Da，pNA
的相对分子质量为 138 Da。分离时，蛋白质在柱内

无保留，首先洗脱出来，相对分子质量越小的组分保

留越强，洗脱时间越长，从而实现各组分的分离。结

果 发 现，在 TSKgel MP ( PW ) -M 预 柱 上 以 150
mmol /L NaH2PO4-NaOH ( pH 7. 4 ) 缓冲液作为流动

相，流速为 0. 35 mL /min 时 pNA 在 20. 2 min 时可以

被洗脱出来，但 CPS 不能被洗脱出来，这是由于碱

性的精氨酸使得肽吸附在色谱柱上。将缓冲液由中

性调为酸性( pH 3. 0) ，CPS 能够较快地洗脱出来，

但是 却 很 难 洗 脱 出 pNA。推 测 由 于 TSKgel MP
( PW) -M 柱填料的亲水性差，使得疏水性的 pNA 吸

附在填料上。为了增强缓冲液对疏水性物质的洗脱

强度，在流动相中加入一定量乙腈，同时也将流动相

中盐的浓度降为 50 mmol /L。如图 1 所示，当乙腈

从 10% 增加到 20% 时，pNA 的洗脱时间变短，柱效

也大大提高。考虑到色谱柱对有机溶剂的承受力和

分离效率，我们选用了含 20% ACN 的 50 mmol /L
NaH2PO4-H3PO4 ( pH 3. 0) 作为流动相。
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图 1 流动相中有机溶剂浓度对 pNA 洗脱时间的影响
Fig． 1 Effect of organic composition in mobile phase

on the elution time of pNA

尽管上述色谱条件可以满足分离度和效率的要

求，但 pH 3. 0 的酸性缓冲液和乙腈都有可能引起蛋

白的沉淀，所以采用两种流动相接力洗脱的方式。
流动相 A 为 50 mmol /L NaH2PO4-H3PO4 缓冲液( pH
7. 4) ; 流 动 相 B 为 含 20% ACN 的 50 mmol /L
NaH2PO4-H3PO4 缓冲液( pH 3. 0 ) 。先用流动相 A
将蛋白等大分子洗脱出柱，再用流动相 B 将 CPS 和

pNA 洗脱出来。但两种 pH 值差异较大的洗脱液交

替洗脱时产生大量的气泡，分离效果差。所以将流

动相 A 改为纯水，避免了气泡的产生。最终选择

1． 3节所述色谱洗脱条件。
在经过优化的洗脱条件下，血浆样品中的蛋白、

CPS、pNA 被分离开，结果如图 2 所示。传统的分光

光度法中，为了避免发色肽底物的干扰，只能选择在

405 nm 的波长下检测，降低了检测的灵敏度［8］。而

在我们的方法中，由于 pNA 能与酶反应液中其他成

分分开，因此可以在其最大吸收波长 385 nm 下检

测，获得最佳的检测灵敏度。如图 2 所示，考察了不

同检测波长下对硝基苯胺的峰面积，在 385 nm 下得

到的峰面积( 1 288 ) 比在 405 nm 下得到的峰面积

( 895) 高 40%。
2． 2 方法验证

在优化的色谱条件下考察了方法的重复性。

图 2 不同吸收波长下标准品混合物分离的色谱图
Fig． 2 Chromatograms obtained at different

detection wavelengths
Peaks: 1． plasma + heparin; 2． CPS; 3． pNA．

pNA 的洗脱时间和峰面积在日内和日间的重复性

列于表 1 中，该方法日间和日内重复性的 RSD 均小

于 1%，具有优良的方法重现性。

表 1 对硝基苯胺的洗脱时间和峰面积在日内与日间的重复性
Table 1 Intraday and interday repeatabilities in terms

of the retention time and peak area of pNA

Item
Intraday ( n = 8)

Mean RSD /%
Interday ( n = 3)

Mean RSD /%
Retention time /min 8． 636 0． 21 8． 65 0． 71

Peak area 1620 0． 41 1622 0． 57

随后，我们对 pNA 的浓度与峰面积关系的线性

范围进行了考察，在 0. 05 ～ 1 mmol /L 的浓度范围

内，r2 为 0. 999 8，线性关系良好。
2． 3 LMHWs 抗 FXa 的活性测定

2． 3． 1 在线酶反应条件的选择

首先考察了酶 FXa 在测试过程中的稳定性。
将 FXa 从 4 ℃冰箱中取出，室温下至少放置 20 min
后恢复活力［15］，用自动进样器取 FXa 溶液 2 μL 和

CPS 溶液 5 μL 混合 3 次，静置 4 min 后进样分离。
酶活性随测试时间变化的趋势如图 3 所示。
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图 3 室温下 FXa 活性随测试时间变化趋势图
Fig． 3 Time course of the FXa activity at

room temperature

从图 3 中可以看出，FXa 在室温下放置 200 min
以内，其活性基本保持不变，实验前后 10 个点的

RSD 为 2. 1%。200 min 之后，酶活性衰减明显。随

后考察了酶 ATⅢ在室温下的稳定性，测试时先抽取

1 μL 的依诺肝素钠溶液和 1 μL 的 ATⅢ溶液，混合

后静置 1 min，再抽取 2 μL FXa 混合并静置 1 min，

最后抽取 5 μL CPS 混合后静置 4 min，进样分离。
发现在室温下放置 40 min 的 FXa 活力保持不变，再

延长放置时间，其活力会明显衰减。因此在进行肝

素活性 测 试 时 每 分 析 8 次 后，更 换 一 次 FXa，每

次 使用前在室温下放置20 min恢复活力。ATⅢ每

图 4 供试品和标准品的峰面积与浓度对数值的线性回归曲线
Fig． 4 Regression curves of the peak areas against the log concentrations of the test samples and a standard sample

Lot No． : a． 200806; b． 200912; c． 20110401; d． 20110402．

次分析更换一次，每次使用前在室温下放置 20 min
恢复酶活力。
2． 3． 2 LMWHs 抗 FXa 的效价测定

将依诺肝素钠标准品按照 1∶ 0. 78 的剂间比配

制一组梯度效价溶液( 即 S1、S2、S3、S4 ) 。对于供试

品依诺肝素钠，首先预估一个效价，再根据预估效价

配制出与标准品效价浓度相同的梯度溶液，分别标

记为 T1、T2、T3、T4。由于使用的是分离分析的方法，

不需要扣除空白，所以省去了空白对照组。
用已经优化好的方法，按照以下顺序: S1、S2、

S3、S4，T1、T2、T3、T4，T1、T2、T3、T4，S1、S2、S3、S4 测

试 16 次，记录下 每 次 反 应 中 pNA 的 峰 面 积。以

pNA 的峰面积为纵坐标，标准品( 或供试品) 效价浓

度的对数值为横坐标分别做线性回归曲线，并按照

中国药典 2005 年版第二部附录 XIV 中生物检定统

计方法计算效价和实验误差，平均可信限率( FL) 不

得大于 15%，剂间、回归需显著，偏离平行、二次曲

线、反向二次曲线需不显著。
测试了克赛的两批依诺肝素钠试剂，以及由杭

州九源公司提供的依诺肝素钠。以标准品( 或供试

品) 溶液浓度的对数值为横坐标的线性回归曲线都

表现出良好的线性和双平行线性质( 见图 4) 。实验

数据用 4 × 4 量平行统计方法进行了统计( 见表 2) 。
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本实验测得的结果与标示值结果接近，FL 小于

15%，可靠性检测全部通过，剂间、回归显著，偏离平

行、二次曲线、反向二次曲线不显著。基于 SEC 测

得的 4 批依诺肝素钠的效价与它们由分光光度法测

定的标示效价一致。

表 2 实验测得样品效价
Table 2 Determined potency of enoxaparin

Lot No．
Labeled
potency

Predicted
potency

Determined
potency

FL /%

200806 10000 IU /mL 10000 IU /mL 10783 IU /mL 4． 0882
200912 10000 IU /mL 10000 IU /mL 10346 IU /mL 2． 5263
20110401 123． 1 IU /mg 110 IU /mg 115． 98 IU /mg 3． 9407
20110402 122． 6 IU /mg 110 IU /mg 121． 96 IU /mg 4． 9248

FL: fiducial limit．

2． 4 血浆中低分子量肝素抗 FXa 活性研究

依诺肝素具有较好的药物动力学可预测性，因

此对绝大部分病人而言不需要进行血药浓度的监

测。然而，对于一些特殊的受药群体，如肥胖病患

者、肾功能缺陷患者、孕妇、老人、儿童等，由于他们

药代动力学的改变，国际血栓和止血协会( Interna-
tional Society of Thrombosis and Haemostasis) 建议对

依诺肝素的血药浓度进行监测［16，17］。本文考察了

血浆中依诺肝素在 0 ～ 1 IU /mL 范围内抗 FXa 活性

的动力学变化。图 5a 为 pNA 紫外吸收强度随时间

变化的曲线。当依诺肝素为 0 时，只需反应 5 min
紫外吸光度值便可达 1 000 mAU 以上; 当依诺肝素

超过 0. 1 IU /mL 时，紫外吸收强度随反应时间的增

加缓慢增加。剂量反应曲线是由紫外吸光强度曲线

的线性区域计算出的斜率( 反应速率) 与剂量关系

的曲线( 图 5b) 。剂量反应曲线中，反应速率随着

LWMH 的增加而减小。当血浆中依诺肝素超过 0. 2
IU /mL 时斜率值变化很小，即抗凝血效果显著。通

过测定血液中依诺肝素的抗凝血活性，由图 5b 即可

反推出依诺肝素在血液中的浓度。

3 结论

本文发展了一种基于 SEC 测试低分子量肝素

抗 FXa 活性的方法，为低分子量肝素效价的测定提

供了一个简单、高效、自动化的方法，有助于低分子

量肝素生产过程中的质量控制。在自动进样器上完

成溶液的混合、反应，大大简化了手工操作程序。只

需使用一根长 30 mm 的体积排阻色谱柱即可实现

复杂酶反应液中的生色底物、游离发色团和各种蛋

白的分离。因此对游离发色团的定量不再受血浆中

其他成分的干扰，拓展了样品的应用范围。同时也

可以在对硝基苯胺的最大吸收波长下检测而不用担

图 5 SEC 测量的抗 FXa 活性的动力学变化曲线
Fig． 5 Pharmacokinetic profiles of SEC-based

anti-FXa assay in the presence of
enoxaparin ( 0 －1 IU /mL)

a． absorbance profiles of the anti-FXa assay; b． dose-response
curve．

心受到底物在此波长下的吸收干扰。并且该方法极

大地减少了样品的消耗量，大大地降低了成本。因

此有可能用于各种复杂样品中依诺肝素抗 FXa 活

性的监测，对肝素临床治疗和疗效评价有着重要的

意义。
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