
2023���02���17 发布－ － 2023���06���01－ － 实施

动物骨中多糖含量的测定
液相色谱法

04

中华人民共和国农业行业标准

备案号：XXXX-XXXX

ＩＣＳ 67.050
CCS X

4311—2023

Content determination of polysaccharide in animal bones—
Liquid chromatography method

ＮＹ ／Ｔ

中华人民共和国农业农村部 发 布





NY/T４３１１—２０２３

前　　言

本文件按照 GB/T１􀆰１—２０２０«标准化工作导则　第１部分:标准化文件的结构和起草规则»的规定

起草.
请注意本文件的某些内容可能涉及专利.本文件的发布机构不承担识别专利的责任.
本文件由农业农村部乡村产业发展司提出.
本文件由农业农村部农产品加工标准化技术委员会归口.
本文件起草单位:中国农业科学院农产品加工研究所、山东海钰生物技术股份有限公司.
本文件主要起草人:张春晖、郭玉杰、张鸿儒、沈青山、李侠、韩东、许雄、刘成江、成晓瑜、张志强.
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动物骨中多糖含量的测定　液相色谱法

１　范围

本文件规定了动物骨中多糖含量的液相色谱测定方法的原理、材料试剂、仪器设备、分析步骤、结果计

算、精密度、检出限和定量限要求.
本文件适用于猪、牛、鸡等动物骨中多糖含量的测定.

２　规范性引用文件

下列文件中的内容通过文中的规范性引用而构成本文件必不可少的条款.其中,注日期的引用文件,
仅该日期对应的版本适用于本文件;不注日期的引用文件,其最新版本(包括所有的修改单)适用于本

文件.

GB/T６６８２　分析实验室用水规格和试验方法

３　术语和定义

本文件没有需要界定的术语和定义.

４　原理

试样经热压液化、酶解和膜分离得到骨多糖样品.骨多糖样品经硫酸软骨素ABC酶解后液相色谱分

离,２３２nm 波长进行定性检测;骨多糖样品液相色谱分离,１９２nm 波长检测,外标法定量.

５　材料和试剂

除另有规定外,所有试剂均为分析纯,水为符合 GB/T６６８２规定的一级水.

５􀆰１　材料

５􀆰１􀆰１　纱布.

５􀆰１􀆰２　有机相微孔滤膜:０􀆰２２μm.

５􀆰２　试剂

５􀆰２􀆰１　盐酸Ｇ乙酸钠缓冲溶液(０􀆰０５mol/L):称取０􀆰４１０g乙酸钠(CH３COONa,CAS号:１２７Ｇ０９Ｇ３),溶于

５０mL水中,用１％盐酸溶液调节pH 至６􀆰２,定容至１００mL,摇匀.

５􀆰２􀆰２　１０％乙腈溶液:量取１０mL乙腈(C２H３N,CAS号:７５Ｇ０５Ｇ８,色谱纯)至１００mL容量瓶中,用水定

容,摇匀.

５􀆰２􀆰３　硫酸软骨素 ABC酶母液(２０U/mL):准确称取１０g硫酸软骨素 ABC酶(纯度≥９０％)用２０mL
盐酸Ｇ乙酸钠缓冲溶液(５􀆰２􀆰１)溶解后,定容至１００mL,摇匀.

５􀆰２􀆰４　戊烷磺酸钠溶液(１０mmol/L):称取１􀆰７４g戊烷磺酸钠(C５H１１NaO３S,CAS号:２２７６７Ｇ４９Ｇ３,优级

纯),溶于１００mL水中,定容至１０００mL,摇匀.

５􀆰２􀆰５　骨多糖标准储备溶液(０􀆰５mg/mL):准确称取５０􀆰０mg的骨多糖标准品(纯度≥９８％,其中 A 型

硫酸软骨素含量＞７０％),溶解于２０􀆰０mL乙腈溶液(５􀆰２􀆰２),用水定容至１００mL,摇匀.

５􀆰２􀆰６　骨多糖标准工作溶液:分别量取 ５􀆰０ mL、１０􀆰０ mL、２０􀆰０ mL、５０􀆰０ mL 骨多糖标准储备溶

液(５􀆰２􀆰５)于 相 应 的 １００ mL 容 量 瓶 中,用 １０ ％ 乙 腈 溶 液 稀 释 定 容,得 到 浓 度 为 ０􀆰０２５ mg/mL、

０􀆰０５０mg/mL、０􀆰１００mg/mL、０􀆰２５０mg/mL的标准工作液,现用现配.

５􀆰２􀆰７　糖胺聚糖二糖标准品混合溶液(５００μg/mL):分别称取软骨素不饱和二糖(ΔDi０S)、A 型硫酸软
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骨素不饱和二糖(ΔDi４S)、B型硫酸软骨素不饱和二糖(ΔDi２,４diS)、C型硫酸软骨素不饱和二糖(ΔDi６
S)、D 型硫酸软骨素不饱和二糖(ΔDi２,６diS)、二硫酸基团酯化 E 型硫酸软骨素不饱和二糖(ΔDi４,

６diS)、三硫酸基团酯化E型硫酸软骨素不饱和二糖(ΔDi２,４,６triS)各１２５􀆰０mg于２５mL容量瓶中,混
合均匀后加水定容,涡旋振荡充分溶解配制成５mg/mL的母液;吸取１００μL母液加入９００μL水进行稀

释,配成５００μg/mL的混合溶液.

６　仪器设备

６􀆰１　高压灭菌锅.

６􀆰２　高效液相色谱仪:配有紫外或二极管阵列检测器.

６􀆰３　分析天平:感量０􀆰０００１g和０􀆰０１g.

６􀆰４　离心机:转速≥５０００r/min.

６􀆰５　pH 计:感量０􀆰０１.

６􀆰６　糖度计.

６􀆰７　涡旋振荡器.

６􀆰８　抽滤装置.

６􀆰９　高速均质机:转速≥１５００r/min.

６􀆰１０　色谱柱:Spherisorb５ＧSAX(１５０mm×４􀆰６mm,５μm),C１８色谱柱(２５０mm×４􀆰６mm,５μm).
注:非商业声明,此处列出的色谱柱仅供参考,不涉及商业目的,允许本文件使用者尝试不同厂家的色谱柱.

７　分析步骤

７􀆰１　试样制备

对代表性动物骨(软骨)样品进行随机取样,剔除附着的肉及筋膜,分割成小于２cm×２cm 小块,

－２０℃冻存.

７􀆰２　试样处理

称取５０􀆰０g试样(精确到０􀆰１g)于５００mL玻璃烧杯中,加入１２５mL水后搅拌均匀;１２０℃条件下热

压处理１􀆰５h,１５００r/min均质２０s,用６层纱布过滤得到软骨液化液,加水稀释至１０g/L.准确量取

５０mL的软骨液化液(１０g/L),加入４５mg胰蛋白酶(≥２５０U/mg),５６℃酶解２h;再加入５mg木瓜蛋

白酶(≥８００U/mg)６０℃继续酶解２h,煮沸５min使酶失活,得到软骨酶解液.用０􀆰２２μm 滤膜抽滤后,
经截留相对分子量为１００００滤膜分离得到骨多糖待测溶液,４℃保存用于后续检测分析.

７􀆰３　测定条件

７􀆰３􀆰１　定性测定

取１００μL骨多糖溶液加入２􀆰５μL(２０U/mL)硫酸软骨素 ABC酶,３８℃孵育８h充分酶解;待酶解

结束后,沸水浴处理２min使酶失活,５０００r/min离心５min后取上清,得到骨多糖酶解液;经高效液相

色谱进行骨多糖定性测定.详细条件如下:

a)　色谱柱:Spherisorb５ＧSAX(１５０mm×４􀆰６mm,５μm)或相当者;

b)　流动相:A和B分别为５０mmol/L和１mol/L的氯化钠溶液,梯度洗脱程序见表１;

c)　流速:１􀆰０mL/min;

d)　柱温:３０℃;

e)　检测波长:２３２nm;

f)　进样量:１０μL.

表１　流动相梯度洗脱程序

时间,min 流动相 A,％ 流动相B,％

０􀆰０ １００􀆰０ ０􀆰０

２
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表１ (续)

时间,min 流动相 A,％ 流动相B,％

５􀆰０ １００􀆰０ ０􀆰０
２０􀆰０ ０􀆰０ １００􀆰０

７􀆰３􀆰２　定量测定

详细条件如下:

a)　色谱柱:C１８色谱柱(２５０mm×４􀆰６mm,５μm);

b)　流动相:乙腈＋１０mmol/L戊烷磺酸钠溶液,比例为１∶９(V/V);

c)　流速:０􀆰８mL/min;

d)　柱温:３０℃;

e)　检测波长:１９２nm;

f)　进样量:１０μL.

７􀆰４　高效液相色谱测定

７􀆰４􀆰１　定性测定

动物骨多糖水解物经高效液相色谱分离,记录骨多糖水解物样品中二糖分子的保留时间和峰面积,与
糖胺聚糖二糖标准品混合溶液的色谱峰保留时间相比较,保留时间变化范围应在±２􀆰５％,统计计算骨多

糖水解物中二糖分子的组成和分布情况(见附录 A).糖胺聚糖二糖标准品混合溶液色谱图见附录B.

７􀆰４􀆰２　定量测定

以骨多糖标准工作溶液(５􀆰２􀆰６)中骨多糖浓度为横坐标,以峰面积(响应值)为纵坐标,绘制标准曲线,
按照外标法进行定量.将试样溶液经高效液相色谱测定,保留时间１􀆰８min时得到相应的响应值,根据标

准曲线计算试样中骨多糖浓度.待测试样溶液的响应值应在标准曲线范围内,超过线性范围则应重新分

析.重新分析时,根据超出线性范围倍数估算稀释倍数,用１０％乙腈溶液(５􀆰２􀆰２)稀释使其浓度处于线性

范围内.骨多糖特征色谱图见附录C.

７􀆰５　空白实验

除不加试样外,采用７􀆰２~７􀆰４的步骤进行平行操作.

８　结果计算

试样中骨多糖含量按公式(１)计算.

X ＝n×
C×V
m

(１)􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺􀆺

式中:

X ———试样中骨多糖含量的数值,单位为毫克每克(mg/g);

n ———待测试样溶液稀释倍数;

c ———根据标准曲线上计算得出的试样溶液中骨多糖浓度,单位为毫克每毫升(mg/mL);

V ———试样溶液体积的数值,单位为毫升(mL);

m ———试样质量的数值,单位为克(g).
计算结果应减去空白值,测定结果用平行测定的算术平均值表示,计算结果保留２位有效数字.

９　精密度

在重复性条件下获得的２次独立测定结果的绝对差值不应超过算术平均值的１０％.

１０　检出限和定量限

本方法检出限为０􀆰３mg/g,定量限为１􀆰８mg/g.

３
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附　录　A
(资料性)

不同畜禽骨多糖中二糖组成与含量

　
不同畜禽骨多糖中二糖组成与含量参考值见表 A􀆰１.

表A􀆰１　不同畜禽骨多糖中二糖组成与含量参考值

序号 来源 ΔDi０S ΔDi６S ΔDi４S ΔDi２,６diS ΔDi４,６diS ΔDi２,４diS ΔDi２,４,６triS

１ 猪骨 ６􀆰８７±０􀆰０９ １９􀆰３５±０􀆰０３ ７３􀆰７８±０􀆰０８ ND ND ND ND
２ 牛骨 ８􀆰１３±０􀆰１１ １９􀆰９３±０􀆰４２ ７１􀆰９４±０􀆰２７ ND ND ND ND
３ 鸡骨 １０􀆰５５±０􀆰３５ ２２􀆰６８±１􀆰００ ６６􀆰５６±０􀆰６１ ND ND ０􀆰２１±０􀆰０９ ND

　　注:S表示硫酸基团;ND表示未检测到.表中结果表示为平均值±标准差(N＝３).

４
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附　录　B
(资料性)

糖胺聚糖二糖标准品混合溶液色谱图

　
糖胺聚糖二糖标准品混合溶液色谱图见图B􀆰１.

标引序号说明:

１———软骨素不饱和二糖(ΔDi０S)吸收峰;

２———C型硫酸软骨素不饱和二糖(ΔDi６S)吸收峰;

３———A型硫酸软骨素不饱和二糖(ΔDi４S)吸收峰;

４———D型硫酸软骨素不饱和二糖(ΔDi２,６diS)吸收峰;

５———二硫酸基团酯化E型硫酸软骨素不饱和二糖(ΔDi４,６diS)吸收峰;

６———B型硫酸软骨素不饱和二糖(ΔDi２,４diS)吸收峰;

７———三硫酸基团酯化E型硫酸软骨素不饱和二糖(ΔDi２,４,６triS)吸收峰.

图B􀆰１　糖胺聚糖二糖标准品混合溶液色谱图
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附　录　C
(资料性)

骨多糖(以硫酸软骨素计)标准工作溶液色谱图

　
骨多糖(以硫酸软骨素计)标准工作溶液(０􀆰１１５mg/mL)色谱图见图 C􀆰１.

图C􀆰１　骨多糖(以硫酸软骨素计)标准工作溶液色谱图
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