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发酵液中透明质酸含量检测方法的优化与比较
*
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摘要:对透明质酸含量检测方法CTAB比浊法和Bitter-Muir法进行了优化,并用于发酵液中透明质酸含量的检测。优化结果

为:CTAB比浊法最佳检测波长为400nm,CTAB溶液质量浓度为5g/L,反应温度为室温,络合时间为3min,回归线性方程

y=0灡0071x-0灡1018,R=0灡9999,发酵液中加标平均回收率101灡29%,平均RSD值为0灡70%;Bitter-Muir法最佳检测波

长为540nm,水浴时间为10min,线性回归方程y=0灡0058-0灡1993x,R=0灡9965,发酵液中加标平均回收率83灡87%,平

均 RSD值为2灡70%。结果表明,用于发酵液中透明质酸含量的检测,CTAB比浊法更准确、更精确、更高效。
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Abstract:TheBitter-MuirmethodandCTABturbidimetricmethodwereoptimizedtoassaytheconcen灢
trationofhyaluronicacidinfermentationbroth.TheoptimumconditionsofCTABmethodarewavelength
400nm,5g/LCTAB,roomtemperature,andreactiontime3min.Theregressionequationisy=0灡0071x
-0灡1018,R=0灡9999.Theprecisionandrecoveryofthismethodarewithin0灡70%and101灡29%,re灢
spectively.TheoptimumconditionsofBitter-Muirmethodarewavelength540nm,reactiontime10min.
Theregressionequationisy=0灡0058-0灡1993x,R=0灡9965.Theprecisionandrecoveryofthismethod
arewithin2灡70%and83灡87%,respectively.TheresultsshowedthatCTABmethodissuperiortoBitter
-Muirmethodintermsofaccuracy,precisionandefficiency.
Keywords:hyaluronicacid;quantitativeanalysis;CTABturbidimetricmethod;Bitter-Muirmethod;

fermentationbroth

暋暋透明质酸 (Hyaluronicacid,简称 HA),是

由 (1-毬-4)D-葡糖醛酸 (1-毬-3)N-乙酰

基-D-氨基葡糖的双糖重复单位所组成的一种线

性聚阴离子电解质,为高分子酸性粘多糖[1]。作为

人体所必须的生理活性物质,HA广泛分布在机体

的各种组织中,与 正 常 生 理 活 动 密 切 相 关。自

1934年 Meyer和Palmer首次从牛眼的玻璃体中分

离出 HA 以后,由于它具有良好的亲水性、黏弹
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性、应变性、渗透性以及生物相容性,目前已被广

泛地应用于化妆品、保健食品、临床医学和药物载

体等方面[2]。从公鸡冠、人脐带、动物眼球中可以

提取 HA,但原料有限,成本高。随着 HA应用范

围不断扩大,提取法生产的 HA 已不能满足医药

和化妆品生产的需求,目前 HA 主要来源于产量

较高的发酵法生产[3,4]。
高效快速地测定发酵液中 HA 的含量不仅能

提高筛选透明质酸高产菌株的效率,而且对发酵条

件的优化及工艺控制有非常重要的意义。目前最常

用的测定发酵液中 HA含量的方法是Bitter-Muir
法[5],其原理是用强酸将 HA 裂解成单糖单位,
通过葡糖醛酸与咔唑显色反应间接测定 HA 含量。
最近有报道采用更简便的 CTAB比浊法[6-8],其

原理 是 HA 在 溶 液 中 可 与 十 六 烷 基 溴 化 铵

(CTAB)等阳离子表面活性剂发生络合反应,产

生混浊现象,并在一定浓度范围内遵循朗伯-比尔

定律。本研究对上述两种方法分别进行优化,并比

较二者用于检测发酵液中 HA含量的优劣。

1暋材料与方法

1灡1暋主要仪器与试剂

主要仪器:G53紫外可见分光光度计。
试剂:透明质酸标准品 (医用级);发酵液

(12灡5g/L蛋白胨,12灡5g/L 酵母粉,12灡5g/L 葡

萄糖,2g/LNaCl,0灡4g/LNa2HPO4);CTAB溶

液 (2灡5g或0灡5gCTAB溶于100mL2%NaOH 溶

液中,2灡5gCTAB溶于100mL2%NaCl溶液中);
咔唑试液 (25mg咔唑溶于20mL无水乙醇中)。

1灡2暋方暋法

HA的初步纯化:将发酵液与0灡1%十二烷基

磺酸钠 (SDS)等体积混合,室温温浴10min以释

放细 胞 外 壁 附 着 的 HA。经 4500r/min 离 心

10min,去除菌体,取上清液,加入2灡5倍体积无

水乙醇,在4曟静置1h,12000r/min离心取沉

淀,加入与发酵液等体积的去离子水溶解[9]。取上

述初步纯化的 HA 溶液1mL,分别采用 CTAB比

浊法[7]和改良 Bitter-Muir法[5]进行 HA 含量测

定。

2暋结果与分析

2灡1暋CTAB比浊法

2灡1灡1暋缓冲溶液对反应体系的影响

文献 [6]采用乙酸缓冲液配制 HA 标准液,
文献 [7]则直接用去离子水配制 HA 标准液。为

考察不同缓冲溶液对 HA-CTAB反应体系吸光度

的影响,本实验分别称取9mgHA 标准品溶解于

100mL乙酸缓冲液、磷酸缓冲液、Tris-HCl缓

冲液和去离子水中,配制成浓度均为90毺g/mL的

HA标准液。并分别与25g/L的 CTAB溶液反应

10min,在200-800nm 波长范围内进行扫描。实

时谱图显示不同缓冲溶液对 HA-CTAB反应体系

的吸光度值基本无影响。因此,为了节约试剂,简

化实验步骤,后续实验采用去离子水配制 HA 标

准液。

2灡1灡2暋CTAB溶液配制对反应体系的影响

文献 [7]将 CTAB溶于 NaCl溶液中,而文

献 [6]则将 CTAB溶于 NaOH 溶液中。本实验

考察了 CTAB溶液的配制对 HA-CTAB反应体

系吸光度的影响。将90毺g/mL的 HA 标准溶液分

别与25g/LCTAB (NaCl)溶液和25g/LCTAB
(NaOH)溶液反应10min,在200-800nm 波长

范围 内 进 行 扫 描。由 图 1 可 知,HA-CTAB
(NaCl)反应体系的吸光度非常小,接近于 CTAB
溶液的吸光值,基本观察不到混浊现象;而 HA-
CTAB (NaOH)反应体系的吸光度较大,混浊现

象明显。说明在碱性条件下,HA 与 CTAB的络

合反应较充分。另外,吸光度太小,实验误差对测

量结果的影响较大。因此,后续实验采用将CTAB
溶于 NaOH 溶液。

图1暋不同CTAB溶液与 HA反应体系的扫描光谱

Fig灡1暋ThespectralcurvesoftheHA-CTABcomplexwithdifferent

CTABconcentrations

2灡1灡3暋不同浓度反应体系的全波长扫描图谱

为选择合适的检测波长范围,将浓度分别为
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30、60、90、120和150毺g/mL 的 HA 标准液与

25g/LCTAB溶液反应10min后,在200-800nm
波长范围内进行扫描,结果如图2。

图2暋不同浓度的 HA标准液与CTAB反应体系的扫描光谱

Fig灡2暋ThespectralcurvesoftheHA-CTABcomplexwithdifferent

HAconcentrations

暋暋透明质酸是一种酸性粘多糖,没有紫外吸收,
但在250nm 附近出现吸收峰,这是反应体系中过

量的CTAB的特征吸收峰。在一个较宽的波长范

围 (350-800nm)内,各种浓度 HA 标准液的反

应液光谱曲线分布都较均匀。

2灡1灡4暋最佳波长的确定

为确定最佳检测波长,分别在400、500、600
和700nm 处测定30-150毺g/mL标准液反应体系

的吸光度,并回归方程。由表1可知,在上述波长

处,吸光度与 HA 标准液浓度均有较好的线性相

关性,但400nm 处R 值 (0灡9998)最高。因此本

实验选择400nm 为最佳检测波长。
表1暋基于不同波长的回归方程

Table1暋Theregressionequationsbasedondifferentwavelengths

波长/nm 回归方程 R
400 y=0灡0074x-0灡0342 0灡9998
500 y=0灡0051x-0灡0334 0灡9987
600 y=0灡0045x-0灡0657 0灡9912
700 y=0灡0035x-0灡0500 0灡9954

2灡1灡5暋CTAB溶液浓度的优化

当温度低于 25曟 时,质量浓度为 25g/L 的

CTAB溶液中有固体析出,给检测带来不便。为适

应常温检测 HA 含量的要求,经计算将 CTAB降

为5g/L,并考察两种不同质量浓度CTAB溶液体

系对标准曲线建立的影响。由图3可知,将反应体

系中CTAB降低至5g/L时,标准曲线具有更好的

线性相关性。因此,后续实验采用5g/LCTAB溶

液作为反应体系。

2灡1灡6暋反应时间的优化

将30-150毺g/mL的 HA 标准溶液与 CTAB

溶液反应不同时间后,测定 400nm 处的吸光度

(A400),每个质量浓度3个平行样,绘制标准曲

线。由 图 4 可 知,在 3min 时,R 值 已 经 达 到

0灡9998,符合绘制标准曲线的要求。因此,为了

建立更加快速并且准确的 HA 检测方法,实验采

用反应时间为3min。

图3暋不同CTAB浓度下的标准曲线

Fig灡3暋StandardcurvesunderthedifferentCTABconcentrations

图4暋HA-CTAB反应时间对标准的影响曲线

Fig灡4暋ImpactofHA-CTABcomplexreactiontime

2灡1灡7暋反应温度的确定

将30-150毺g/mL的 HA 标准液与 CTAB溶

液分别在20、25、30和35曟温度下反应3min后,
在400nm 下测定吸光度 (A400),并绘制标准曲

线。由图5可知,温度对较低浓度的 HA 标准液

反应体系的吸光度基本没有影响,对高浓度的 HA
标准液反应体系的吸光度有一定影响。但温度对标

准曲线的线性相关性基本没有影响。因此为简化实

验步骤,确定选择室温作为反应温度。

2灡1灡8暋CTAB浊度法标准曲线

将为30-150毺g/mL的 HA 标准溶液与5g/L
CTAB溶液在室温下反应3min后,测定400nm 处

的吸光度值,绘制标准曲线如图6。

2灡2暋Bitter-Muir法
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2灡2灡1暋最佳波长的确定

通过对透明质酸和硫酸咔唑反应体系进行全波

长扫描,选择最大吸收峰处的波长作为最佳测量波

长。由图7可知,该反应体系的最佳测量波长为

540nm。

图5暋温度对CTAB法的影响

Fig灡5暋ImpactoftempertureonCTABmethod

图6暋CTAB浊度法标准曲线

Fig灡6暋ThestandardcurveofCTABmethod

图7暋HA-咔唑吸收曲线图

Fig灡7暋HA-carbazoleabsorptioncurve

2灡2灡2暋最佳反应时间的确定

配制90毺g/mL的 HA 标准溶液,取1mL 标

准液加入3mL 浓硫酸,在沸水浴中加热10min,
在冰浴中不断冷却至室温,加入0灡2mL咔唑试液,
在40曟水浴中分别反应2-12min,测定各反应时

间的吸光值 (A540)。由图8可知,随着显色反应

的时间增加,吸光值逐渐变大,反应10min左右

趋于稳定,因此选择10min作为最佳显色反应时

间。

图8暋HA-咔唑反应体系吸光度随时间的变化

Fig灡8暋OpticalabsorbancechangesoftheHA-carbazolecomplexwith

reactiontime

2灡2灡3暋Bitter-Muir法标准曲线的建立

配制30-180毺g/mL的 HA 标准溶液,采用

Bitter-Muir法测定A540,并绘制标准曲线。由图

9可知,在没有杂质干扰的情况下,Bitter-Muir
法能够准确地测定透明质酸的含量。

图9暋Bitter-Muir法标准曲线

Fig灡9暋ThestandardcurveofBitter-Muirmethod

2灡3暋两种方法准确性比较

取2mL发酵液,用1灡2灡1的方法进行预处理,
上清液各取0灡5mL加入6个离心管中,再各加入

0灡5mL 质 量 浓 度 为 0、60、90、120、150 和

180毺g/mL的 HA标准溶液,混合均匀后进行乙醇

沉淀和去离子水重溶。分别用优化的 CTAB比浊

法和Bitter-Muir法测定 HA 含量,并计算加标

回收率。由表2可知,两种方法相比,CTAB比浊

法平均加标回收率更接近100%,表明CTAB比浊

法比Bitter-Muir法更准确。
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表2暋两种测定方法准确性比较

Table2暋Theaccuracycomparisonoftwomethods

样品
加标样量/

(毺g·mL-1)
CTAB比浊法

回收标样量/ (毺g·mL-1) 平均回收率/%
Bitter-Muir法

回收标样量/ (毺g·mL-1) 平均回收率/%
1 30 28灡82 28灡12 29灡33 95灡86 27灡80 26灡22 27灡80 90灡91
2 45 45灡00 44灡86 45灡78 100灡47 38灡82 35灡57 35灡60 81灡74
3 60 62灡34 60灡12 63灡22 103灡16 46灡72 48灡38 50灡21 80灡73
4 75 74灡38 78灡76 77灡04 102灡30 58灡86 56灡18 60灡72 78灡12
5 90 94灡06 94灡29 94灡29 104灡68 79灡57 78灡72 79灡67 88灡13

2灡4暋两种方法精确性比较

3份发酵液经预处理后分别采用CTAB比浊法

和Bitter-Muir法测定 HA 含量,同一份发酵液

重复测定5次,计算平均值。由表3可知,CTAB
比浊法的RSD值比Bitter-Muir法小得多,表明

CTAB比浊法比 Bitter-Muir法更精确,在科研

分析与 HA的生产实践中更具有指导意义。
表3暋两种方法精确性比较

Table3暋Theprecisioncomparisonoftwomethods

样品
CTAB比浊法

均值 Rs,d/%
Bitter-Muir

均值 Rs,d/%
1 368灡66 1灡67 319灡58 2灡33
2 423灡13 0灡22 377灡62 3灡09
3 547灡32 0灡21 503灡94 2灡67

2灡5暋两种方法直接测定发酵液 HA含量

为了比较发酵液中的杂质对两种检测方法的影

响,用 HA 标准品配制浓度为90毺g/mL的发酵液

(12灡5g/L蛋白胨,12灡5g/L 酵母粉,12灡5g/L 葡

萄糖,2g/LNaCl,0灡4g/LNa2HPO4)溶液,采

用CTAB法和 Bitter-Muir法分别直接测量 HA
含量。CTAB法测定结果为98毺g/mL,相对误差

为8灡89%。Bitter-Muir法测定结果为52毺g/mL,
相对误差为42灡22%,测定结果明显偏低。

表明发酵液成分对 CTAB法影响较小,而对

Bitter-Muir法影响很大。故经优化的 CTAB法

可直接用于发酵液中 HA 的含量检测,对发酵液

的预处理只需去除菌体即可;Bitter-Muir法由于

误差极大无法直接应用于发酵液中 HA的测定。

3暋结暋论

本研究在 CTAB比浊法基础上,通过简化实

验步骤与优化条件,去除了水浴步骤,缩短了反应

时间,优化了 CTAB溶液浓度和配制方法,并省

略了用缓冲溶液配制 HA 标准液的步骤,建立了

更加简便、高效、快速、准确的改良 CTAB 法。
改良CTAB法和 Bitter-Muir法在没有杂质干扰

的情况下都能比较准确地测定 HA 含量。Bitter-
Muir法需要在控制温度的条件下进行,在处理大

批量发酵液样品时不如改良 CTAB 法简便快捷。

Bitter-Muir法测定发酵液中 HA含量时必须经过

预处理,否则误差很大;而改良 CTAB法可直接

测定发酵液中 HA 含量,且数值接近于真实值。
改良CTAB法所用试剂温和,反应在常温下进行,
相对于Bitter-Muir法使用的浓硫酸咔唑试液和

沸水 浴,安 全 性 好,成 本 低。两 者 比 较,改 良

CTAB法具有更高的精确性和准确性,在科研工作

和 HA生产实践中更有指导意义。
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