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玻璃酸钠 ｄｎ／ｄｃ值测定方法研究

张丽容１，２，宋玉娟２，李京２，范慧红２，王悦２，刘博２
（１．烟台大学药学院，山东 烟台２６４００３；２．中国食品药品检定研究院，

国家药品监督管理局化学药品质量研究与评价重点实验室，北京１０２６２９）

摘要：目的　建立玻璃酸钠（ｓｏｄｉｕｍｈｙａｌｕｒｏｎａｔｅ，ＳＨ）折光指数增量（ｄｎ／ｄｃ值）的通用测定方法，为实现ＳＨ相对分子质量与相
对分子质量分布的准确测定奠定基础。方法　采用不同仪器、流动相和样品对 ＳＨ的 ｄｎ／ｄｃ值进行研究。结果　ＳＨ在
０１ｍｏｌ·Ｌ－１硝酸钠溶液中更稳定，ｄｎ／ｄｃ值的相对标准偏差（ＲＳＤ）均小于１０％（ｎ＝３），建立了 ｄｎ／ｄｃ值的准确测定方法。
结论　新建测定方法简便、快速、准确，解决了ＳＨ的ｄｎ／ｄｃ值测定困难的问题，也为其他高分子物质相对分子质量与相对分
子质量分布的精准测定提供了新的方法。
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　　玻璃酸钠（ｓｏｄｉｕｍｈｙａｌｕｒｏｎａｔｅ，ＳＨ），也称为玻
尿酸钠或透明质酸钠，系从鸡冠或微生物发酵液中

提取的酸性黏多糖，由 Ｄ葡萄糖醛酸和 Ｎ乙酰Ｄ
氨基葡萄糖双糖单位构成的糖胺聚糖钠盐［１］。因

具有黏弹性高、生物相容性强及无毒副作用等优

点［２］，被广泛用于眼科、关节疾病、软组织修复、药

物递送系统与组织工程支架等临床医药领域，近年

来，在靶向治疗方面的应用也越来越多［３１５］。

不同相对分子质量 ＳＨ的生物活性存在较大
差异，甚至与同一受体结合会表现出完全相反的

生物效应［１６１９］。在医药领域，为保证 ＳＨ的安全有
效性，欧洲药典１１０（ＥＰ１１０）［２０］、日本药局方１８
版（ＪＰ１８）［２１］及我国的国家药品标准 ＷＳ１（ｘ０７２）
２０１１Ｚ［１］均收录了不同用途 ＳＨ相对分子质量与相
对分子质量分布检查项，方法主要为黏度法和体

积 排 阻 色 谱 法 （ｓｉｚｅｅｘｃｌｕｓｉｏｎｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＳＥＣ），但上述方法都存在一定的局限。黏度法专
属性差，不能给出相对分子质量分布信息；ＳＥＣ法
没有对照品，不同品牌市售对照品会导致测定误

差较大［２２２３］。

分子排阻色谱多角度激光光散射联用法（ＳＥＣ
ＭＡＬＬＳ）不需要对照品，能同时获得相对分子质量
与相对分子质量分布、分子尺寸、构造形态、高分子

支化度等信息［２４２５］，是一种能够全面掌握 ＳＨ关键
质量属性的方法。该方法的关键是准确测定折光指

数增量（ｄｎ／ｄｃ值）后计算高分子摩尔质量［２６］。而

ＳＨ的 ｄｎ／ｄｃ值测定操作烦琐，不易找到平台峰，重
现性差，导致目前国内外相对分子质量标准一直无

法统一和提高。

本研究通过优化获得了可准确测定国内外多种
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不同相对分子质量范围的ＳＨｄｎ／ｄｃ值的溶液体系；
并通过比较 ＳＨ在不同流动相、方法和仪器的结果
差异，建立了采用梯度混合仪自动化测定 ｄｎ／ｄｃ值
的方法，能快速、准确地测定其相对分子质量与相对

分子质量分布，为标准提高奠定基础，为国内外产品

的安全有效性提供数据支持。

１　材　料
１１　仪器

高效液相色谱仪（ＬＣ２０ＡＤ泵，ＤＧＵ２０Ａ３脱气
装置，ＳＩＬ２０ＡＣ自动进样器，日本岛津公司）；Ｃａｌｙｐｓｏ
Ⅱ梯度混合仪、多角度激光光散射仪（ＤＡＷＮＨＥＬＬＯＳ
Ⅱ）、ＤＮＤＣ仪（ＯｐｔｉｌａｂＴｒＥＸ）（美国怀雅特公司）；
ＭｉｔｔｌｅｒＸＰＥ２０５电子天平（美国梅特勒集团）；ＣＡＬＹＰ
ＳＯ２４１６和ＡＳＴＲＡ８１０１４采集及处理软件。
１２　试药、试剂

国内外不同相对分子质量范围的 ＳＨ样品
１０个，见表１（Ａ１，Ｂ２～Ｂ６，Ｃ７～Ｃ８，Ｄ９～Ｄ１０）；硝酸
钠、硫酸钠、氯化钠为分析纯；屈臣氏纯净水；Ｐｒｏｃｌｉｎ
３００（色谱纯）；归一化样品右旋糖酐（ＳＩＧＭＡ公司）。

表１　１０种不同相对分子质量范围的玻璃酸钠（ＳＨ）样品

Ｔａｂ１　Ｔｅｎｓｏｄｉｕｍｈｙａｌｕｒｏｎａｔｅ（ＳＨ）ｓａｍｐｌｅｓｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓｒａｎｇｅｓ

Ｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ Ｒｅｌａｔｉｖｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｍａｓｓ／×１０３

Ａ１ １０００

Ｂ２ ４００

Ｂ３ １０００

Ｂ４ １０００

Ｂ５ １６００

Ｂ６ ２０００

Ｃ７ １１００

Ｃ８ １４００

Ｄ９ １８００

Ｄ１０ １８００

２　方　法
２１　流动相的选择Ｚｉｍｍ图法测定第二维里系
数（Ａ２）

流动相：０２ｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠溶液（称取氯化钠
１１９ｇ，加屈臣氏水溶解至１０００ｍＬ，双层０２２μｍ
滤膜过滤，再加０２ｍＬＰｒｏｃｌｉｎ３００，超声１０ｍｉｎ，即
得）、０１ｍｏｌ· Ｌ－１硫酸钠溶液 （另取硫酸钠
１４２ｇ，同０２ｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠溶液方法制备）、
０１ｍｏｌ·Ｌ－１硝酸钠溶液（另取硝酸钠 ８５ｇ，同
０２ｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠溶液方法制备）。

供试品溶液制备：精密称取 Ａ１样品约 ２５ｍｇ
（按干燥品计），置５０ｍＬ量瓶中，分别加上述３种
流动相５ｍＬ，手动振荡使样品漂浮，再次加约４０ｍＬ
流动相静置过夜，使样品充分溶胀，定容至刻度，混

匀。用移液枪分别取该溶液０、１、２、３、４、５、６ｍＬ，流
动相６、５、４、３、２、１、０ｍＬ，配成７个浓度梯度，依次
注入已用归一化对照品校正的 ＤＡＷＮＨＥＬＬＯＳⅡ，
连接ＯｐｔｉｌａｂＴｒＥＸ作为浓度源，平行进样２次，通
过ＡＳＴＲＡ软件计算其结果。
２２　不同方法及仪器测ｄｎ／ｄｃ值
２２１　称重法 供试品溶液制备　精密称取ＳＨ（按
干燥品计）各 ２０ｍｇ，置 ５０ｍＬ量瓶中，分别加
０１ｍｏｌ·Ｌ－１硫酸钠溶液、０１ｍｏｌ·Ｌ－１硝酸钠溶液
５ｍＬ，手动振荡使样品漂浮，再次加约４０ｍＬ流动
相静置过夜，使样品充分溶胀，定容至刻度，混匀。

分别称取该溶液０、１、２、３、４、５、６ｍＬ，流动相６、５、４、
３、２、１、０ｍＬ，配成７个浓度梯度，依次注入 Ｏｐｔｉｌａｂ
ＴｒＥＸ，通过ＡＳＴＲＡ软件计算其结果。
２２２　ＣａｌｙｐｓｏⅡ梯度混合法　供试品溶液制备同
“２２１”项，流动相为０１ｍｏｌ·Ｌ－１硝酸钠溶液。

色谱条件及采集方法：ｐｕｍｐ１接供试品溶液，
ｐｕｍｐ３接流动相，分 ６个线性梯度，进样体积为
２ｍＬ，流速为１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，延迟时间６０ｓ，Ｏｐｔｉｌａｂ
ＴｒＥＸ检测温度为 ３５℃，平行测定 ３次；同时用
ＣＡＬＹＰＳＯ和ＡＳＴＲＡ软件进行数据的采集与处理，
其中ＣＡＬＹＰＳＯ软件直接用ＯｐｔｉｌａｂＴｒＥＸ作为浓度
源进行计算，ＡＳＴＲＡ软件采用理论浓度代入进行计
算得到ｄｎ／ｄｃ值。

３　结果与讨论
３１　溶剂的选择

为评估 ＳＨ在不同流动相中的溶解状态，本研
究引入了第二维里系数（Ａ２）对 ＳＨ在溶液中的状
态进行表征。Ａ２表征了高分子“链段”与溶剂分子
之间的相互作用，是检验溶剂良性程度的指标，Ａ２
越大，“链段”与溶剂分子间的扩张作用越强，“链

段”越舒展，证明当前溶剂为更良溶剂［２７］。本研

究采用 Ｚｉｍｍ图法测定了０５ｍｇ·ｍＬ－１的 ＳＨ在
０２ｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠溶液、０１ｍｏｌ·Ｌ－１硫酸钠溶
液和 ０１ｍｏｌ·Ｌ－１硝酸钠溶液中的 Ａ２，结果
见表２和图１。所测 ＳＨ在０１ｍｏｌ·Ｌ－１硝酸钠溶
液中的 Ａ２最大，可见 ０１ｍｏｌ·Ｌ

－１硝酸钠溶液为

更适合 ＳＨ的良溶剂。
国内外法定标准中均使用０２ｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠
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　　　　　表２　不同溶剂下ＳＨ的第二维里系数（Ａ２）
Ｔａｂ２　Ｓｅｃｏｎｄｖｉｒｉａｌｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ（Ａ２）ｏｆＳＨｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｖｅｎｔｓ

　　　Ｓｏｌｖｅｎｔ Ａ２／ｍｏｌ·ｍＬ·ｇ－２

０２ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＣｌ ４４３１×１０－３（±１２２７％）
４２５１×１０－３（±３０９７％）

０１ｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２ＳＯ４ ４３６２×１０－３（±３５２２％）
４２５５×１０－３（±２３１６％）

０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＮＯ３ ６０４７×１０－３（±１４２０％）
５８３８×１０－３（±１８５４％）

溶液做溶剂。研究团队之前已经采用“２２１”项下
的方法测定了ＳＨ在０２ｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠溶液中的

ｄｎ／ｄｃ值，实验发现进口企业不同批次间结果一致，
企业之间甚至同一国产企业不同批次间差异较

大［２２］。为证明０１ｍｏｌ·Ｌ－１硝酸钠溶液为ＳＨ的更
良溶 剂，采 取 称 重 法 测 定 ＳＨ 样 品 分 别 在
０１ｍｏｌ·Ｌ－１硫酸钠溶液、０１ｍｏｌ·Ｌ－１硝酸钠溶液
中的ｄｎ／ｄｃ值，结果见表３。结果发现，１０种样品测
得结果差异大小与表２中各溶剂的 Ａ２大小相互验
证，说明溶剂的良性程度与 ＳＨ在溶液中 ｄｎ／ｄｃ值
的稳定性程度一致，所以选择０１ｍｏｌ·Ｌ－１硝酸钠
溶液作为后续实验的流动相。

Ａ－０２ｍｏｌ·Ｌ－１氯化钠溶液；Ｂ－０１ｍｏｌ·Ｌ－１硫酸钠溶液；Ｃ－０１ｍｏｌ·Ｌ－１硝酸钠溶液。

Ａ－０２ｍｏｌ·Ｌ－１ｓｏｄｉｕｍｃｈｌｏｒｉｄｅｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｂ－０１ｍｏｌ·Ｌ－１ｓｏｄｉｕｍｓｕｌｆａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｃ－０１ｍｏｌ·Ｌ－１ｓｏｄｉｕｍｎｉｔｒａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎ．

图１　不同溶剂中ＳＨ测定的Ｚｉｍｍ图
Ｆｉｇ１　ＺｉｍｍｐｌｏｔｏｆｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆＳＨｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓｏｌｖｅｎｔｓ

表３　不同流动相下ＳＨ的折光指数增量（ｄｎ／ｄｃ值）

Ｔａｂ３　Ｒｅｆｒａｃｔｉｖｅｉｎｄｅｘｉｎｃｒｅｍｅｎｔ（ｄｎ／ｄｃ）ｏｆＳＨｉｎｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｓ

Ｓａｍｐｌｅ

ｎｕｍｂｅｒ

ｄｎ／ｄｃ／ｍＬ·ｇ－１

０１ｍｏｌ·Ｌ－１Ｎａ２ＳＯ４ ０１ｍｏｌ·Ｌ－１ＮａＮＯ３

Ａ１ ０１７７６ ０１５６１

Ｂ２ ０１６５５ ０１６１３

Ｂ３ ０１６９３ ０１５７７

Ｂ４ ０１７５０ ０１５８２

Ｂ５ ０１５５５ ０１６０５

Ｂ６ ０１５６７ ０１６１１

Ｃ７ ０１６３６ ０１５７６

Ｃ８ ０１７３６ ０１６０６

Ｄ９ ０１７９７ ０１５６３

Ｄ１０ ０１９２８ ０１５８２

３２　使用ＣａｌｙｐｓｏⅡ测定ｄｎ／ｄｃ值结果分析
３２１　重复性　分别称取２份Ａ１样品连续测定５
次结果的相对标准偏差（ＲＳＤ）＜１０％，该方法重复
性良好。重复性测定结果见表４。
３２２　线性范围　线性结果见图２，拟合度ｒ均大于
０９９９０，ＡＳＴＲＡ和 ＣＡＬＹＰＳＯ软件分别为 ０９９９５、
０９９９６，表明ＳＨ在００２５９～０４９２３ｍｇ·ｍＬ－１内
线性良好。

表４　ＳＨ的重复性测定结果
Ｔａｂ４　ＲｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆＳＨ

　Ｐａｒａｍｅｔｅｒ ＡＳＴＲＡ８１０１４ ＣＡＬＹＰＳＯ２４１６

ｄｎ／ｄｃ／ｍＬ·ｇ－１ ０１５３４ ０１５４０ ０１５２５ ０１５５０

０１５２１ ０１５２９ ０１５３１ ０１５４３

０１５２２ ０１５３６ ０１５２７ ０１５４５

０１５２０ ０１５４２ ０１５２４ ０１５４５

０１５２７ ０１５４６ ０１５２７ ０１５５０

Ａｖｅｒａｇｅ ０１５２５ ０１５３９ ０１５２７ ０１５４６

ＲＳＤ／％ ０４ ０４ ０２ ０２

３２３　不同采集软件测定结果比较　ＣａｌｙｐｓｏⅡ测
定结果见表５，同一样品平行测定３次 ＲＳＤ均小于
１０％，理论浓度和示差折光检测器作为浓度源所得
结果误差小于１２％，１０种样品间的ＲＳＤ为１４％，
证明ＣａｌｙｐｓｏⅡ梯度混合法在０１ｍｏｌ·Ｌ－１硝酸钠
溶液中准确性和重复性良好，与称重法所得结果相

互印证，可以替代称重法测定ＳＨ的ｄｎ／ｄｃ值。
实验采用的ＣａｌｙｐｓｏⅡ梯度混合仪可以自动制

备浓度梯度进样，无需称重计算即可获得准确的溶

液浓度，国内外暂无使用该仪器进行 ＳＨ的 ｄｎ／ｄｃ
值测定的相关报道。对比称重法需最少称重配制６
个浓度溶液后手动进样的烦琐操作，新建方法实现

了自 动 化 分 析，仅 需 配 制 １个 原 浓 度 为
·９０４·

中国药学杂志２０２５年２月第６０卷第４期　　　　　　　　　　 ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２５Ｆｅｂｒｕａｒｙ，Ｖｏｌ６０Ｎｏ４



　　　　　　

Ａ－色谱图；Ｂ－线性拟合图。

Ａ－ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ；Ｂ－ｌｉｎｅａｒｆｉｔｔｉｎｇｇｒａｐｈ．

图２　ＳＨ线性范围结果图（ＣＡＬＹＰＳＯ２４１６）
Ｆｉｇ２　ＬｉｎｅａｒｒａｎｇｅｏｆＳＨ（ＣＡＬＹＰＳＯ２４１６）

表５　ＳＨ的ｄｎ／ｄｃ值测定结果。ｎ＝３，ｍＬ·ｇ－１

Ｔａｂ５　Ｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｄｎ／ｄｃｏｆＳＨｎ＝３，ｍＬ·ｇ－１

Ｓａｍｐｌｅｎｕｍｂｅｒ ＡＳＴＲＡ８１０１４ ＣＡＬＹＰＳＯ２４１６ Ａｖｅｒａｇｅ

Ａ１ ０１５４２ ０１５４６ ０１５３９ ０１５４５ ０１５５０ ０１５４６ ０１５４５
Ｂ２ ０１６０７ ０１５９９ ０１５９３ ０１５８８ ０１６１０ ０１６０８ ０１６０１
Ｂ３ ０１５６３ ０１５５５ ０１５６０ ０１５６６ ０１５６９ ０１５６４ ０１５６３
Ｂ４ ０１６００ ０１６０５ ０１６０５ ０１５９０ ０１６１６ ０１６０６ ０１６０３
Ｂ５ ０１５７６ ０１５７１ ０１５６５ ０１５８３ ０１５９５ ０１５９７ ０１５８１
Ｂ６ ０１５５０ ０１５６０ ０１５５８ ０１５９２ ０１５９３ ０１５８８ ０１５７４
Ｃ７ ０１５４５ ０１５６４ ０１５６０ ０１５５１ ０１５５８ ０１５６５ ０１５５７
Ｃ８ ０１５５４ ０１５４４ ０１５７０ ０１５５７ ０１５５０ ０１５６２ ０１５５６
Ｄ９ ０１５４５ ０１５４６ ０１５５２ ０１５６８ ０１５６４ ０１５６７ ０１５５７
Ｄ１０ ０１５３８ ０１５６３ ０１５６６ ０１５５４ ０１５８３ ０１５７５ ０１５６３

０４ｍｇ·ｍＬ－１的ＳＨ溶液，就能通过ＣａｌｙｐｓｏⅡ梯度
混合仪获得 ｄｎ／ｄｃ值，简便、准确、重复性良好，见

图３。但该方法对测定交联 ＳＨｄｎ／ｄｃ值的适用性还
有待考察。

Ａ－ＡＳＴＲＡ梯度色谱图；Ｂ－ＡＳＴＲＡ拟合图；Ｃ－ＣＡＬＹＰＳＯ梯度色谱图；Ｄ－ＣＡＬＹＰＳＯ拟合图。

Ａ－ＡＳＴＲＡｇｒａｄｉｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ；Ｂ－ＡＳＴＲＡｆｉｔｔｉｎｇｃｈａｒｔ；Ｃ－ＣＡＬＹＰＳＯｇｒａｄｉｅｎｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ；Ｄ－ＣＡＬＹＰＳＯｆｉｔｔｉｎｇｃｈａｒｔ．

图３　ＳＨ的ｄｎ／ｄｃ值色谱图
Ｆｉｇ３　ＣｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＳＨｄｎ／ｄｃ

·０１４· ＣｈｉｎＰｈａｒｍＪ，２０２５Ｆｅｂｒｕａｒｙ，Ｖｏｌ６０Ｎｏ４　　　　　　 　 　 　 　　 中国药学杂志２０２５年２月第６０卷第４期



４　小　结
本研究通过测定３种流动相中ＳＨ的Ａ２大小和

ｄｎ／ｄｃ值在不同流动相中的稳定性数据相互佐证，
确定０１ｍｏｌ·Ｌ－１硝酸钠溶液做流动相，获得了可
稳定测定ｄｎ／ｄｃ值的溶液体系；新建ＣａｌｙｐｓｏⅡ梯度
混合仪自动化测定方法简便、快速、准确，重复性良

好，解决了 ＳＨ的 ｄｎ／ｄｃ值测定繁琐的问题。目前
国内外对ＳＨｄｎ／ｄｃ值的研究较少，通过测定Ａ２来挑
选合适溶解体系的相关研究尚属空白。通过本研究

和所建方法能为高分子药物的相对分子质量测定和

产品的标准提高提供新的依据。
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