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国家标准《硫酸软骨素酶活性的测定》编制说明

（一）工作简况 

1、任务来源 

本标准根据国标委公布的2023年国家标准计划项目，本项目计划编号为 

20231640-T-469，名称为《硫酸软骨素酶活性的测定》。 

本标准由全国生化检测标准化技术委员会（SAC/TC 387）提出并归口。 

2、目的和意义 

硫酸软骨素酶可以通过β-消除的方式将硫酸软骨素和硫酸皮肤素类多糖裂

解为二糖或者寡糖，在肝素行业、硫酸软骨素相关保健品及医药行业，以及临床

运用方面具有重要的应用价值，硫酸软骨素酶AC和硫酸软骨素酶B是主要的商品

化硫酸软骨素酶。 

硫酸软骨素酶的酶活性是其质量的重要指标之一，鉴于目前我国并无统一的

硫酸软骨素酶活性测定的方法标准，产品的实际酶活性和包装标识的酶活性是否

一致还缺乏相关的标准进行规范约束和验证，因此研制硫酸软骨素酶活性的测定

标准将为硫酸软骨素酶的生产、流通及监管提供依据，促进我国肝素行业以及硫

酸软骨素相关保健品及医药行业的健康发展，具有非常重要的现实意义。 

3、主要参加单位及工作组成员所做的工作 

本标准由清华大学、中国测试技术研究院、河北省食品检验研究院等单位共

同起草。 

4、标准编制过程和主要工作过程 

（1）2022 年 05 月至 11 月，标准起草单位组织相关技术人员对《硫酸软骨

素酶活性的测定》标准项目进行了预研，起草组成员查阅资料，广泛收集国内外

近百余篇标准、文献，了解了国内外相关技术动态，并且明确了工作思路和进程

安排。 

（2）2022 年 12 月，标准起草单位在收到全国生化检测标准化技术委员会

项目征集通知后，提交了项目申报书以及国家标准草案工作组讨论稿。 

（3）2023 年 12 月，收到全国生化检测标准化技术委员会文件《关于下达

2023 年推荐性国家标准计划的通知》（生检标[2023] 41 号），《硫酸软骨素酶

活性的测定》标准项目立项，计划编号：20231640-T-469。 
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（4）2024 年 1 月至 2024 年 12 月，进行标准的起草研制工作。完成了《硫

酸软骨素酶活性的测定》标准（征求意见稿）及其编制说明，并对全国生化检测

标准化技术委员会汇报了标准（征求意见稿）的研制及修改情况，向全国生化检

测标准化技术委员会提交了标准（征求意见稿）和编制说明。 

 

5、国家标准主要修订人及其所做的工作 

 

（二）国家标准编制原则和确定国家标准主要内容 

1、标准编制原则 

本标准的编制依据GB/T 1.1-2020《标准化工作导则 第1部分：标准化文件的

结构和起草规则》，并参照GB/T 6379.1-2004《测量方法与结果的准确度（正确

度与精密度）第1部分 总则与定义》、GB/T 6379.2-2004《测量方法与结果的准

确度（正确度与精密度）第2部分 确定标准测量方法重复性与再现性的基本方法》

和GB/T 35538-2017《工业酶制剂测定技术导则》。 

2、确定国家标准主要内容 

本标准描述了硫酸软骨素酶活性的测定方法。 

本标准适用于生化试剂硫酸软骨素酶AC和硫酸软骨素酶B活性的测定。 

（三）主要试验（或验证）的分析、综述报告，技术经济论证，预期的经济效果； 

1、原理 

硫酸软骨素钠与硫酸皮肤素分别为硫酸软骨素酶AC与硫酸软骨素裂解酶B

的特异性底物。硫酸软骨素裂解酶能催化底物裂解，生成4,5不饱和糖醛酸。4,5

不饱和糖醛酸在232 nm波长下有特征吸收（图1）。通过测定232 nm下的吸光度

的变化，结合4,5不饱和糖醛酸的摩尔消光系数，计算酶活性。 
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图 1  硫酸软骨素酶催化生成的 4,5 不饱和糖醛酸的全波长扫描图 

2、硫酸软骨素酶活性测定方法的确立 

由于酶的活性会受到温度、pH以及离子添加剂等多种参数的影响，因此选

取不同温度、不同pH、不同CaCl2及不同NaCl浓度条件对硫酸软骨素酶AC、B的

活性进行测定，以确定酶的活性测定方法中的各项重要参数。此外，反应时间也

会影响酶活性测定的结果，因此该参数也需在方法中确立。 

2.1 反应温度的确定 

硫酸软骨素酶等酶的催化作用受温度的影响很大，一方面提高温度可以增加

酶促反应的速度，另一方面酶的化学本质是蛋白质，温度过高可引起蛋白质变性，

导致酶的失活。 

不同温度对硫酸软骨素酶AC、B的活性的影响如图2所示。在30℃-55℃的温

度范围内，硫酸软骨素酶AC、B的酶活性随温度逐渐提高。但对于酶活性测定温

度的确立还需综合考虑硫酸软骨素酶AC和B的热稳定性，硫酸软骨素酶AC在

35℃的半衰期仅有2.2 h，而硫酸软骨素酶B在37℃的半衰期为5 h。硫酸软骨素酶

活性测定时间为20 min，如果选取较高温度作为标准中的酶活性测定温度，将会

造成较大的误差。因此，选取30℃为硫酸软骨素酶AC和硫酸软骨素酶B的活性测

定温度。 
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图 2  硫酸软骨素酶的酶活性随温度的变化 

2.2 反应 pH 的确定 

反应体系pH值对于硫酸软骨素酶等酶的活性影响很大，pH的改变能影响酶

活性中心上必须基团的解离程度，同时也能影响底物的解离程度，从而影响酶分

子对底物分子的结合和催化。而当pH过小（过酸）或者过大（过碱）都有可能

使蛋白变性而失活。 

不同pH对硫酸软骨素酶AC、B的活性的影响如图3所示。硫酸软骨素酶AC

和B的最适pH均为7.5，因此选取pH7.5为活性测定的pH。 

 

图 3  硫酸软骨素裂解酶的酶活性随 pH 的变化 

2.3 离子添加剂 CaCl2浓度的确立 

CaCl2浓度对两种硫酸软骨素酶的活性影响如图4所示，其中两种硫酸软骨素
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酶在CaCl2浓度为0时的活性分别设为100%。对于硫酸软骨素酶AC，在CaCl2浓度

为0-15 mM的范围内，其活性随钙离子的浓度增加而缓慢提高，在CaCl2浓度为

15-30 mM的范围内，其活性保持不变。对于硫酸软骨素酶B，在CaCl2浓度为0-15 

mM的范围内，其活性随着钙离子浓度的增加而显著提高，在CaCl2浓度为15-30 

mM的范围内，其活性随着钙离子浓度的增加而缓慢提高。因此选取20 mM为硫

酸软骨素酶AC、B的活性测定时的CaCl2浓度。 

 

图 4  硫酸软骨素酶的酶活性随 CaCl2 浓度的变化 

2.4 离子添加剂 NaCl 浓度的确立 

NaCl浓度对硫酸软骨素酶活性的影响如图5所示。其中两种硫酸软骨素酶在

NaCl浓度为0时的活性分别设为100%。当NaCl的浓度低于100 mM时，NaCl的加

入使得硫酸软骨素酶AC、B的活性均较未加入NaCl时有所提高，而当NaCl的浓

度达到200 mM后, NaCl对硫酸软骨素酶AC、B的活性显示出抑制作用。如图5所

示，硫酸软骨素酶AC与硫酸软骨素酶B在NaCl浓度为50-100 mM的范围内具有较

高活性。因此选取50 mM为硫酸软骨素酶AC、B的活性测定时的NaCl浓度。 
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图 5  硫酸软骨素裂解酶的酶活性随 NaCl 浓度的变化 

2.5 反应时间的确立 

硫酸软骨素酶活性测定过程中吸光度随时间的变化曲线如图6所示。为保证

酶活性测定的准确性，并且不遗漏活性测定过程中的重要数据，活性测定时间为

20 min，在此时间范围内，两种硫酸软骨素酶催化生成的底物吸光度呈线性增加

的趋势。应选取曲线平滑且线性的60 s区段，通过线性回归方程计算斜率从而计

算酶活性。 

 
图6 硫酸软骨素酶活性测定过程中的吸光度变化 

2.6 摩尔消光系数的确定 

收集到自1981-2024年4,5不饱和糖醛酸测定的相关文献37篇，其摩尔消光系

数均设置为3.8 mM-1cm-1，已成为行业内认可的标准数值，因此我们仍然选择了

3.8 mM-1cm-1。 
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3、试剂和仪器设备 

本标准给出了硫酸软骨素酶活性的测定方法中所使用的试剂的清单，包括盐

酸溶液、硫酸软骨素酶AC的反应底物溶液以及硫酸软骨素酶B的反应底物溶液。

描述了试剂的主要特性，并给出了溶液的制备方法。 

对于硫酸软骨素酶AC活性的测定，底物溶液含50 mmol/L三羟基甲基氨基甲

烷（Tris）、20 mmol/L氯化钙（CaCl2）、50 mmol/L氯化钠（NaCl）及1 g/L硫

酸软骨素钠，pH 7.5；对于硫酸软骨素酶B活性的测定，底物溶液含50 mmol/L Tris、

20 mmol/L CaCl2、50 mmol/L NaCl及1 g/L硫酸皮肤素，pH 7.5。 

本标准给出了硫酸软骨素酶活性的测定方法中所使用的仪器设备的清单，并

描述了主要特性。仪器设备包括分析天平、pH计、紫外-可见分光光度计、磁力

搅拌器、石英比色皿、容量瓶、烧杯、量筒以及移液器。 

4、试样制备和试验步骤 

由于市售的硫酸软骨素酶包含液体样品和固体样品两种形态，因此在试样酶

液的制备中分为液体样品待测酶液制备和固体样品待测酶液制备两部分。 

酶活性的测定步骤为：准确移取1000 μL反应底物溶液于石英比色皿中，置

于分光光度计的温控比色皿槽内，待温度稳定于30℃后，迅速加入10 μL待测酶

液，加盖颠倒混匀后立即放入分光光度计，在232 nm下扫描20 min，保存吸光度

曲线。选取曲线平滑且线性的60 s区段，通过线性回归方程计算斜率。 

5、试验数据处理 

分为液体样品和固体样品两部分。 

5.1 液体样品 

试样中硫酸软骨素酶活性按式（1）计算： 

  ·········································· (1) 

式中： 

X1 ——硫酸软骨素酶活性，单位为酶活性单位每毫升（U/mL） 

V1 ——反应底物溶液的体积，单位为微升（μL）； 

V2 ——酶活性测定中加入酶液的体积，单位为微升（μL）； 

k ——酶活性测定中吸光度曲线斜率，单位为吸光度每分钟（Abs/min）； 

D ——稀释倍数； 
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ε ——吸光系数，单位为mM-1cm-1（取值为3.8 mM-1cm-1）。 

计算结果保留三位有效数字。 

5.2 固体样品 

试样中硫酸软骨素酶活性按式（2）计算： 

  (2) 

式中： 

X2 ——硫酸软骨素酶活性，单位为酶活性单位每克（U/g） 

V1 ——反应底物溶液的体积，单位为微升（μL）； 

V2 ——酶活性测定中加入酶液的体积，单位为微升（μL）； 

k ——酶活性测定中吸光度曲线斜率，单位为吸光度每分钟（Abs/min）； 

ε ——吸光系数，单位为mM-1cm-1（取值为3.8 mM-1cm-1）； 

V0 ——溶解酶粉的液体体积，单位为毫升（mL）； 

m ——称取酶粉的质量，质量为克（g）。 

计算结果保留三位有效数字。 

6、精密度 

取同一样品，相同条件下连续测定3次，结果如表1所示。重复性满足要求。 

表1  重复性条件下的酶活性测定数据 

酶 
酶活性 1

（U/mL） 

酶活性 2 

（U/mL） 

酶活性 3 

（U/mL） 

平均酶活性 

（U/mL） 

RSD 

（%） 

硫酸软骨素酶 AC 11.7 12.3 11.8 11.9 2.69 

硫酸软骨素酶 B 5.17 4.92 4.99 5.03 2.57 

7、主要试验（验证）的分析 

为了进一步完善和确定检验方法，标准起草工作组委托了五家单位对标准方

法进行了实验室间验证。选用硫酸软骨素酶AC为验证样品，验证设置了3个浓度，

分别为1.50、3.00和9.00 U/mL。结果详见验证结果报告单。 

表2 不同实验室间盲样检测结果 

序号 
检测结果（U/mL）、回收率（%） 

平均值 RSD（%） 
机构A 机构B 机构C 机构D 机构E 

A 1.55/103.3 1.53/102.0 1.56/104.0 1.49/99.3 1.51/100.7 1.53/102.0 1.87 

B 2.92/97.3 2.95/98.3 2.93/97.7 3.02/100.7 3.06/102.0 2.98/99.3 2.05 

C 8.94/99.3 9.29/103.2 9.10/101.1 9.03/100.3 9.25/102.8 9.12/101.3 1.61 
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起草组依据标准草案中拟定的硫酸软骨素酶活性检测方法开展了验证实验。

收集了市场上三个不同厂家的硫酸软骨素酶AC及两个厂家的硫酸软骨素酶B，按

照本标准的方法对其酶活性进行了测定，所得结果如表3所示。结果表明，所有

的硫酸软骨素酶均能测出活性，表明该方法具有较强的适用性。因为不同厂家检

测条件不尽相同，各厂家生产的硫酸软骨素酶学特性存在差异，因此标识与本标

准检测结果也会存在差异。这也进一步说明建立统一的硫酸软骨素酶活性测定方

法具有重要意义。 

表3 不同厂家的三种硫酸软骨素酶的活性测定 

酶 厂家 
标称酶活性

（U/mL） 

测得酶活性

（U/mL） 

测得酶活性/标

称酶活性（%） 

硫酸软骨素酶AC a 100 111 111 

硫酸软骨素酶AC b 100 128 128 

硫酸软骨素酶AC c 100 27 27 

硫酸软骨素酶 B a 150 140 93 

硫酸软骨素酶 B b 150 220 147 

 

8、技术经济评估 

本标准主要描述了硫酸软骨素酶活性的测定方法，这将填补我国在硫酸软骨

素酶活性的测定方法标准的空白，为行业检测硫酸软骨素酶活性提供一个切实可

行的参考依据和评判标准。本标准的贯彻实施将规范行业的技术应用，提升产品

质量管理水平，将产生良好的社会效益与经济效益。 

（四）采用国际标准和国外先进标准的程度； 

本标准在制定过程中未采用国际标准或国外文件。 

（五）与有关的现行法律、法规和强制性国家标准的关系； 

本标准不得与现有法律、法规和强制性国家标准相抵触。 

（六）重大分歧意见的处理经过和依据； 

无 

（七）国家标准作为强制性国家标准或推荐性国家标准的建议； 

无 

（八）贯彻国家标准的要求和措施建议（包括组织措施、技术措施、过渡办法等

内容）； 

1、组织措施 
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在全国生化检测标准化技术委员会的组织协调下，以标准起草组成员为主，

成立标准宣贯小组。 

2、技术措施 

组织撰写标准宣贯材料，组织标准宣贯培训，争取标准颁布实施后尽快推广。 

（九）废止现行有关标准的建议； 

无 

（十）其他应予说明的事项。 

无  

                                  

 

 

《硫酸软骨素酶活性的测定》标准起草组 

           2025 年 1 月                      


