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肝素二糖检测报告 

液相方法条件 

检测波长：双波长检测 234nm 和 202nm。 

色 谱 柱：月旭 Ultimate XB-SAX （3.0×250mm，填料粒径 5µm）。 

流    速：0.45ml/min。 

柱    温：50℃。 

进 样 量：10µl。 

采集时间：0-60min 

流动相梯度： 

时间（min） A（%） B（%） 
0 97 3 
40 40 60 
60 20 80 

 

流动相及样品溶液的配制： 

流动相 A 的配制：称取 0.308g 的磷酸二氢钠置于 1000ml 容量瓶中，加入 950ml 的水溶

解，使用磷酸调节溶液 pH 至 2.9，最后用水定容至刻度线，使用前用 0.45 或 0.22µm 的膜过

滤并超声脱气。 

流动相 B 的配制：称取 122g 的高氯酸钠置于 1000ml 容量瓶中，加入 950ml 的流动相 A

溶解，使用磷酸调节溶液 pH 至 3.0，最后用流动相 A 定容至刻度线，使用前用 0.45 或 0.22µm

的膜过滤并超声脱气。 

pH 7.0 磷酸二氢钾缓冲液：称取 68.0mg 的磷酸二氢钾和 100mg 的 BSA 置于 50ml 的烧

杯中，加入 30ml 的水溶解，使用氢氧化钾溶液调节溶液 pH 至 7.0，将溶液转移至 50ml 的容

量瓶中，使用水定容至刻度线，最后用 0.45 或 0.22µm 的膜过滤。 

0.5IU/ml 的肝素酶 I、II 和 III 溶液:量取一定体积的肝素酶 I、II 和 III，使用 pH 7.0 磷酸

二氢钾缓冲液稀释，使得肝素酶 I、II 和 III 的浓度分别为 0.5IU/ml。 
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乙酸钙缓冲液：称取 31.6mg 的乙酸钙和 100mg 的 BSA 置于 100ml 的烧杯中，加入 60ml

的水溶解，向溶液中加入 580µl 的乙酸，使用 1M 的氢氧化钠溶液调节 pH 至 7.0，将溶液转

移到 100 ml 容量瓶中，用水定容至刻度线，最后用 0.45 或 0.22µm 的膜过滤。 

二糖标准品混合溶液：按照二糖标准品标识的质量，加适量的水溶解，配成浓度为

2.5mg/ml 的溶液，用移液枪分别量取 10μl 的 2.5mg/ml 的溶液混合，即得到二糖标准品混合

溶液。本次实验中使用的 13 种二糖标准品见表 1。 

20mg/ml 标准品溶液：称取 40mg 的中国药典肝素钠标准品，加入 2ml 的水溶解。该溶液

制备 2个。 

20mg/ml 样品溶液：称取 40mg 的肝素钠样品，加入 2ml 的水溶解。该溶液制备 3 个。 

标准溶液：量取50μl的20mg/ml标准品溶液，加入200μl的乙酸钙缓冲液和50μl的0.5IU/ml

的肝素酶 I、II 和 III 溶液混匀，在 25℃酶解 48h。该溶液制备 2 个。 

供试溶液：量取50μl的 20mg/ml样品溶液，加入 200μl的乙酸钙缓冲液和 50μl的 0.5IU/ml

的肝素酶 I、II 和 III 溶液混匀，在 25℃酶解 48h。该溶液制备 3个。 

谱图及数据 

图 1：13 种肝素二糖标准品 
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图 2：15 种肝素钠标准品 
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图 3 肝素钠样品 
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