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摘要　研制了海藻糖国家标准样品。以食品级海藻糖粗品为原料，纯化制备海藻糖，采用红外光谱 (IR)、质谱和

核磁共振谱 (NMR)以及单晶衍射等方法进行结构确证。样品分装成 400 瓶后，采用离子色谱法进行均匀性、稳定性

检验和定值分析。从样品中随机抽取 15 瓶进行均匀性检验，经 F检验表明，在 95%的置信区间范围内，样品均匀性

良好。在 40℃下，经过 24个月稳定性考察，结果表明样品稳定性良好。标准样品经国内 8家具有分析资质的实验室

进行协同定值，并评定了定值结果的不确定度，海藻糖标准样品定值结果为 99.72%，扩展不确定度为 0.26%(k=1.96)。

该标准样品达到国家标准样品的技术要求，可用于有关海藻糖的方法校正和质量控制。
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Development of Trehalose Certifi ed Reference Material
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Abstract　Trehalose certifi ed reference material was developed.Trehalose was purifi ed from the crude product.
The structure of trehalose certifi ed reference material was comfi rmed by infrared spectroscopy (IR)，mass spectrometry，
NRM and XRD.Trehalose was divided into 400 bottles.The homogeneity and stability testing and quantitative analysis 
were evaluated by ion chromatography method.According to analysis procedure of homogeneity，15 bottles of sample 
were randomly taken from 400 bottles，and the results were validated by F-test statistical methods.The stability inspec-
tion was carried on the long-term(24 months)，and the results indicated that the period for trehalose storage was 24 
months at 40℃ .A cooperative certifi cation was conducted by 8 qualifi ed laboratories.The certifi ed purity value of the 
reference material of trehalose was 99.72%with relative expaned uncertainty of 0.26%(k=1.96).The reference material 
can conform to the technical requirement of the certifi ed reference material，and it can be used for validation and quality 
control regarding trehalose.
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海藻糖是一种分子结构明确的天然二糖，由两

个葡萄糖分子通过半缩醛羟基以 α–1，1糖苷键结
合，其二水合物分子式为 C12H22O11 · 2H2O，相对分
子质量为 378.33。海藻糖无毒性，水溶性好，结构稳
定。近年来，国内外的众多研究表明海藻糖具有保

存生物活力的特殊功能，国际上用它作为生物活性

物质的稳定剂和保护剂，在保护基因工程酶类、各种

病毒、疫苗、抗体、蛋白质因子、核酸等方面都取得了

很好的结果，在食品、保健品、化妆品、医药、分子生

物化学和农业等领域显示了广阔的应用前景［1］。

目前国内外高度重视海藻糖在食品、生物医药

等领域的开发利用，已有食用级海藻糖和药用辅料

级海藻糖在市场上销售使用，但是国内未见海藻糖

国家标准样品研制的报道及销售，使得国内对海藻

糖产品的质量控制及药理药效学研究完全依赖于昂

贵的进口标准样品［2］，限制了对海藻糖的深入研究。

笔者以食品级海藻糖粗品为原料，纯化制备了海藻

糖标准样品，解决了海洋天然活性物质中结构近似

的糖类化合物难以分离的共性技术问题，对加速海
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藻糖活性的理论研究与应用基础研究、促进海洋生

物医药的发展具有积极的推动作用。

1　实验部分
1.1　主要仪器与试剂

离 子 色 谱 仪：ICS 3000 型，美 国 Thermo 
Scientifi c公司；

红外光谱仪：VERTEX 70型，美国 Bruker公司；
质谱仪：3100型，美国Waters公司；
核磁共振仪：400 MHz，美国 Bruker公司；
单晶衍射仪：SuperNova型，美国 Agilent公司；
天平：AL／104型，瑞士Mettler Toledo公司；
纯水机：Milli-Q型，美国Milli-pore公司；
氢氧化钠溶液：质量分数为 50%，美国 Thermo 

Scientifi c公司。
1.2　海藻糖标准样品的制备

以食品级海藻糖粗品为原料，经热溶冷析结

晶、乙醇结晶、减压干燥等方式获得纯度不低于 99%
的海藻糖。

1.3　定性分析
采用红外吸收光谱、质谱、核磁共振谱、单晶衍

射等对海藻糖标准样品进行定性分析。

1.4　定值分析
海藻糖标准样品含量采用高灵敏度的离子色

谱法［3］进行测定。

1.4.1　色谱条件
色谱柱：CarboPac PA–10柱 (250 mm×4 mm，

美国 Thermo Scientifi c)；流动相：30 mol／L NaOH 
溶液；流量：0.8 mL／min；积分安培检测器，标准 4
电位检测；进样体积：25 μL；柱温：30℃。
1.4.2　样品配制

精密称取海藻糖标准样品 0.150 g，用水溶解
并定容于 100 mL容量瓶中，摇匀后精密移取 1 mL
至 250 mL容量瓶中，定容，摇匀，用 0.2 μm微孔滤
膜过滤，按照 1.4.1色谱条件进行纯度检测，进样 25 
μL。每个样品重复进样测定 3 次。
1.5　均匀性检验

对同一批制备的海藻糖样品进行分装，每瓶净

重为 1 g，共 400瓶。按照 GB／T 15000.3–2008 ［4］

规定，确定抽样数目为 15个，采用单因素多水平试
验方差分析法对海藻糖样品进行纯度均匀性检验，

测定方法采用离子色谱法，每个样品重复测定 3次。
检测数据用方差分析法进行分析以判断标准样品的

均匀性是否合格。

1.6　稳定性检验
取海藻糖样品模拟上市包装，在 (40±2)℃，相

对湿度为 (75±5)%的条件下进行24个月长期试验，
分别于 0，3，6，9，12，18，24个月取样，采用离子色谱
法进行检测，考察其样品纯度的变化。

2　结果与讨论
2.1　海藻糖标准样品的定性分析

利用红外吸收光谱、质谱、核磁共振谱以及单

晶衍射对海藻糖标准样品进行定性分析。

图 1、图 2分别是海藻糖标准样品的红外光谱、
质谱图。海藻糖标准样品的核磁解析数据见表 1。
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图 1　海藻糖标准样品的红外光谱图
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图 2　海藻糖标准样品的质谱图

表 1　海藻糖标准样品的核磁共振数据归属 (D2O介质 )

序号
δC (100 MHz)
文献值 1)／实验值

δH (multiplicity，JH／H Hz，
400 MHz)2)

文献值／实验值

主要
COSY谱

1 94.2／93.2 4.88／5.08，d，J=4.0 Hz 3.58
2 70.8／71.0 3.24／3.58，dd，J=10.0，3.6 Hz 5.08
3 73.6／72.5 3.24／3.76，t，J=9.2 Hz
4 70.8／69.7 3.13／3.39，t，J=9.2 Hz 3.76，3.79
5 73.2／72.1 3.64／3.79，m

6 61.6／60.5 3.58／3.80，d，J=10.0 Hz
3.47／3.70，dd，J=11.6，4.8 Hz

注：1)文献数据来自 Spectral Database for Organic Compounds 
(SDBS)；2)氢谱数据来源于 HMQC的对应关系。

由图 1可知，海藻糖结构中存在羟基 (—OH)、
亚甲基 (—CH2)、碳与氧的单键连接。样品质谱图
中，在负离子电喷雾状态下测得准分子离子峰为 m
／z 341［M–H］+，与其相对分子质量 (342)相符。此
外，在该质谱图中还可见到 m／z 179(C6H11O6)和 m
／z 163(C6H11O5)的少量碎片，与该化合物为两个六
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碳糖相连而成的结构相符。

由表 1可知，该化合物的各质子、各碳的化学
位移与文献数据基本一致，且质子数、碳原子数与海

藻糖的分子式一致。其中，端基质子 δ5.08 (d，J=4.0 
Hz)为耦合常数 4.0 Hz的二重峰，属于 D–葡萄糖的
1位质子与 2位质子呈 e-a立体关系，表明为 α立体
构型。由于该分子呈完全对称的氢谱和碳谱数据，

表明两个葡萄糖之间以 α，α键相连而成［5］。

通过培养获得海藻糖单晶，选择大小适度、晶

质良好的单晶体，利用 X–衍射技术进行晶体的测
定和数据分析，结果表明该化合物为 2水合 α，α–
海藻糖，2分子椅式吡喃型 D–葡萄糖均通过端基的
α构型连接而成，与 Liu W等［6］报道一致。

确定海藻糖的结构式 (如图 2所示 )及晶体结
构。

图 2　海藻糖的结构式

2.2　均匀性检验
在对海藻糖标准样品进行分装后，进行纯度均

匀性检验，均匀性检验结果见表 2、表 3。
　　　　表 2　海藻糖标准样品纯度均匀性检验结果　　　　%

瓶号 测定值 平均值

65 99.85，99.83，99.85 99.84
87 99.85，99.87，99.84 99.85
98 99.85，99.84，99.86 99.85
110 99.87，99.81，99.84 99.84
129 99.79，99.82，99.81 99.81
143 99.8，99.83，99.83 99.82
161 99.78，99.79，99.78 99.78
179 99.79，99.74，99.77 99.77
197 99.83，99.85，99.85 99.84
215 99.84，99.86，99.86 99.85
233 99.82，99.83，99.86 99.84
251 99.86，99.86，99.85 99.86
269 99.88，99.88，99.86 99.87
287 99.88，99.8，99.83 99.84
305 99.86，99.87，99.86 99.86

表 3　均匀性检验方差分析结果

变差源 SS 自由度 MS
组间 0.025 880 14 0.001 849
组内 0.030 200 30 0.001 007
总和 0.056 080 44

由表 3可知，F=MS组间／MS组内 ≈ 1.84，F(0.05，14，

30)=2.04，F<F(0.05，14，30)，说明在 95%的置信区间，海藻

糖标准样品均匀性良好。

2.3　稳定性检验
因为海藻糖性质稳定，所以选择在高温条件下

加速样品的化学或物理变化，模拟出样品在长期储

存条件下的变化，考察样品的稳定性，为样品的包

装、运输、存储提供资料。在 40℃条件下 24个月内
海藻糖标准样品测定结果见表 4。

表 4　海藻糖标准样品稳定性检验结果

时间／月 性状 纯度／%
0 白色粉末 99.66
3 白色粉末 99.73
6 白色粉末 99.77
9 白色粉末 99.63

12 白色粉末 99.52
18 白色粉末 99.58
24 白色粉末 99.60

采用直线模型作为经验模型，对海藻糖长期

稳定性获得的数据进行分析［7–8］，计算可得斜率 |a|
＜ t0.95，n-2s(a)，故斜率不显著，因而未观测到不稳定
性，说明在该存储条件下，海藻糖标准样品稳定性良

好。参照中国药典 (2010版 )［9］的相关说明，可以

将海藻糖标准样品的有效期暂定为 2年。
2.4　定值结果及其不确定度评定
2.4.1　定值结果

按照 GB／T 15000.3–2008标准要求，采用多个
实验室协作定值，选择获得国家或部门认可、具备

资质的 8家实验室对研制的海藻糖标准样品进行定
值。随机抽取 8瓶样品，每个定值实验室送 1瓶，采
用离子色谱法进行测定，应用面积归一法进行定量，

定值结果见表 5。
                         表 5　海藻糖标准样品定值结果汇总                    %

实验室
编号

检测结果 平均值
标准
偏差

1 99.84，99.86，99.87，99.88，99.90，99.90 99.88 0.03
2 99.63，99.76，99.79，99.84，99.96，100.00 99.83 0.14
3 99.80，99.80，99.81，99.83，99.84，99.85 99.82 0.03
4 99.42，99.44，99.45，99.46，99.47，99.48 99.45 0.03
5 99.86，99.87，99.88，99.88，99.90，99.91 99.88 0.02
6 99.53，99.54，99.56，99.58，99.61，99.65 99.58 0.05
7 99.61，99.63，99.64，99.68，99.68，99.72 99.66 0.05
8 99.30，99.32，99.33，99.34，99.34，99.36 99.33 0.03

汇集各家实验室的检测数据后，对每家实验室

的数据按大小顺序排列，用 Grubb’s法和峰度法正
态性检验组内数据的异常值，结果没有异常值，则所

有数据进行下一步统计［10］。再用 Grubb’s法对每
家实验室的平均值进行检验，将其看成一组测定值

进行异常值检验，结果无异常值。因此将各家实验

室测得的数据作为无偏估计值，计算 8家实验室测
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定结果的平均值及标准偏差。然后对各实验室测定

结果的标准偏差 s进行 Cochran检验，按式 (1)计算
统计量 C：

( )C
s

s
1

max

i

i

n
2

1

2

=

=

/

式中：si——各实验室测定结果的标准偏差；

smax——si中的最大值。

计算得 C=0.685，查表得 C8，6(0.05)=0.360，C＞
C8，6(0.05)，表明各实验室间的测量不属于等精度测量，

因此计算加权平均值作为最佳值得到海藻糖标准样

品的定值结果 (总平均值 X=99.72%)。
2.4.2　定值结果的不确定度评定

根据 GB／T 15000.3–2008标准规定，定值结果
由标准值和不确定度组成。标准样品特性标准值

的测量不确定度 u由标准值定值试验的不确定度
u(X)、均匀性检验的不确定度 ubb和稳定性检验的不

确定度 ults组成。依据全部测定结果，计算海藻糖

样品的特性标准值和不确定度。

(1)标准值定值试验引入的不确定度 u(X)。
按照加权法计算得到标准样品定值的不确定度

u(X)=0.08%。
(2)均匀性检验引入的不确定度 ubb。该项用瓶

间方差表示，计算得 ubb=0.02%。
(3)稳定性检验引入的不确定度 ults。由 2.3稳

定性试验可以计算得 ults=s(a)t=0.09%。
则标准样品定值的不确定度：

( ) . %u u x u u 013bb lts
2 2 2= + + =

取包含因子 k=1.96，则扩展不确定度：
U95=ku=1.96×0.13%=0.26%
海藻糖标准样品定值结果为 (99.72±0.26)%，

k=1.96。
3　结语

研制的海藻糖标准样品经实验考察其均匀性、

稳定性均符合要求，该标准样品对食品安全、生物医

药等方面的测量和科学研究提供了技术支撑和量值

溯源保证。
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福建厦门政企联合实验室开启检测机构发展新模式
福建省厦门市计量检定测试院与海克斯康测量技术 (青

岛 )有限公司建立的联合实验室正式揭牌成立并对外开放，
这是该省计量技术机构与国际知名测量技术供应商的首次

“联姻”，将为厦门乃至海西计量检测领域提供一种全新的服

务模式和合作平台。

通过联合实验室的创新建设模式，不断深化完善政企联

合实验室的共建机制，将对厦门机械装备和平板显示等千亿

产业提供几何量的精密测量和全面计量解决方案，为复杂形

状零部件等高精度计量检测提供准确、可靠的技术保障，并

不断输出技术服务咨询、人才培养等增值服务。

有关专家认为，随着联合实验室的启动，推行开放运行

的管理机制，融合吸纳先进的检验检测技术，突破产业关键

技术瓶颈，将对加快科技服务经济发展产生重大的推动意

义。　　　　　　　　　　　　　　　　　　               （李）

浙江省质监局“四着力”加强认证市场监管
(1)着力开展强制性产品认证监管。组织开展强制性产

品认证获证产品监督抽查。

(2)着力开展食品农产品认证监管。开展了有机产品等
食品农产品认证监督检查。联合浙江检验检疫局开展有机

产品认证监督检查，检查范围覆盖省内 20%以上的有机产
品生产加工获证企业、认证机构以及销售有机产品的商场、

超市、专卖店等，针对抽检结果不合格的获证企业，追溯认证

机构进行后处理。

(3)着力开展管理体系认证监管。积极配合国家认监委
检查组对 11家质量管理体系认证企业开展现场检查。

(4)着力开展投诉举报后核查。针对认证机构认证行为
不规范的举报投诉，从数据库中随机抽取 4家强制性产品、
质量管理体系认证企业进行了现场核查，并根据核查情况依

法进行处置。　　　　　　　　　　　　       （仪器信息网）


