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标准研讨

2D-LC-QTOF MS 识别氨基葡萄糖液相含量测定方法中可疑色谱峰

徐明明 1，郑璐侠 1，汪泓 1，邵泓 1，刘国强 2，陈钢 1*

（1. 上海市食品药品检验所，上海 201203；2. 安捷伦科（中国）有限公司，上海 200085）

摘要　目的：采用在线二维液相色谱 - 四极杆飞行时间质谱法（2D-LC-QTOF MS）对进口药品注册标准

JX20030178 中氨基葡萄糖液相含量测定法测定的 3 个可疑色谱峰进行结构分析。方法：第一维色谱采用

Inertsil C8-3 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm），流动相为磷酸盐缓冲液（pH 2.5）- 乙腈（80∶20），流速 0.5 
mL·min-1，检测波长 195 nm，柱温 30 ℃ ；第二维色谱采用 Poroshell120 EC-C18 色谱柱（100 mm×3.0 mm，

2.7 μm），0.1%（v/v）甲酸水溶液和 0.1%（v/v）甲酸乙腈溶液梯度洗脱，流速 0.3 mL·min-1，柱温 30 ℃。当

第一维 HPLC 目标组分出峰时，通过阀切换将目标组分准确切割并捕获在 40 µL 定量环中，之后第二维

HPLC 泵将捕获的组分洗脱进行质谱检测。采用正负离子模式采集数据，对第一维谱图中 3 个色谱峰进行

了结构分析。结果：第一维氨基葡萄糖液相含量测定法测定的 3 个色谱峰分别为氨基葡萄糖、硫酸根离子

和氯离子，其中主峰为氯离子，而非活性组分氨基葡萄糖。结论：本实验建立的 2D-LC-QTOF MS 能用于氨

基葡萄糖液相含量测定法测定的 3 个可疑色谱峰的结构分析。进口药品注册标准 JX20030178 中氨基葡萄

糖液相含量测定法专属性差，该标准亟需改进和提高。
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Detection of suspicious peaks in HPLC of the content of  
glucosamine with 2D-LC-QTOF MS

XU Ming-ming1，ZHENG Lu-xia1，WANG Hong1，SHAO Hong1， 
LIU Guo-qiang2，CHEN Gang1*

（1．Shanghai Institute for Food and Drug Control，Shanghai 201203，China；

2．Agilent Scientific Company，Shanghai 200085，China）

Abstract　Objective：To develop a two-dimensional liquid chromatography-quadrupole time-of-flight mass 
spectrometry（2D-LC-QTOF MS）method for detecting three peaks in HPLC of the content of glucosamine，which 
follows the drug registration standards JX20030178．Methods：An Inertsil C8-3 column（250 mm×4.6 mm，5 mm）

was used in the first dimensional chromatography，using phosphate buffer（pH 2.5）and acetonitrile（80∶20）as 
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the mobile phase with a flow rate at 0.5 mL·min-1．The column temperature was maintained at 30 ℃ with a detection 
wavelength of 195 nm．A Poroshell 120 EC-C18 column（100 mm×3.0 mm，2.7 µm）was used in the second 
dimensional chromatography．Gradient elution was applied using water containing 0.1%（v/v）formic acid and 
acetonitrile containing 0.1%（v/v）formic acid as the mobile phase，and the flow rate was 0.3 mL·min-1．The 
column temperature was maintained at 30 ℃．The target component from the first dimensional LC was trapped in a 40 
µL loop via switching valve，and then was eluted using an MS compatible mobile phase with a pump at the second 
dimensional HPLC for MS detection．The data was collected in positive and negative ion mode．The molecular 
formulas were determined by their exact masses and isotope distributions．And the structures in 3 peaks at the 
first dimensional chromatography were studied．Results：Three chromatographic peaks in the first dimensional 
HPLC of glucosamine were glucosamine，SO2

4
- and Cl- ，and the main peak was Cl- instead of the active component

（glucosamine）．Conclusion：The established 2D-LC-QTOF MS method can be used for profiling three suspicious 
peaks in HPLC of glucosamine．The specificity of glucosamine HPLC method（the drug registration standards 
JX20030178）is poor，which needs to be improved．

Keywords：two-dimensional liquid chromatography-quadrupole time-of-flight mass spectrometry（2D-LC-QTOF 
MS）；glucosamine；chloride ion；sulfate ion

氨基葡萄糖能刺激软骨细胞中胶原蛋白的生长，

从而帮助修复和维护软骨，在临床上主要用于预防

和治疗各种类型的骨性关节炎。氨基葡萄糖结构式

见图 1，是葡萄糖的 1 个羟基被 1 个氨基取代的化合

物，存在 α 和 β 2 种异构体。由于氨基葡萄糖不稳

定，被制成盐酸盐或者硫酸盐复盐以延长其稳定性，

国内外市场上主要有盐酸氨基葡萄糖、硫酸氨基葡萄

糖氯化钠和硫酸氨基葡萄糖氯化钾，剂型包括片剂、

胶囊、颗粒、散剂和泡腾片等。

图 1　氨基葡萄糖的结构式

Fig. 1　Structure of glucosamine

文献报道氨基葡萄糖含量测定的方法主要包

括：乙酰丙酮比色法［1］、衍生 -HPLC［2-8］、HPLC- 蒸

发 光 散 射 检 测 器 法［9］、HPLC- 示 差 检 测 器 法［10］、

离 子 色 谱 法［11-13］、毛 细 管 电 泳 法［14］、HPLC- 紫 外

检测器法［15-19］等。目前国内外药典和标准中收载

的氨基葡萄糖含量测定方法，国家药品标准 WS1-
XG-028-2001 采用乙酰丙酮比色法测定；进口药品

注 册 标 准 JX20030178、JX20050101、JX20130277 和

国家食品药品监督管理局标准 YBH11442006 均采用

HPLC- 紫外检测器法测定，C8/C18 色谱柱，磷酸盐缓

冲液 - 乙腈为流动相；USP39［20］中盐酸氨基葡萄糖、

盐酸氨基葡萄糖片、硫酸氨基葡萄糖氯化钾、硫酸氨

基葡萄糖氯化钠品种项下均为高效液相 - 紫外检测

器法测定，氨基柱，磷酸盐缓冲液 - 乙腈为流动相；

进口药品注册标准 JX20090053 和 USP39［20］中氨基

葡萄糖硫酸钠软骨素品种项下采用邻苯二醛柱前衍

生 -HPLC 测定。

日常工作中发现，进口药品注册标准 JX20030178
采用 HPLC- 紫外检测器法测定氨基葡萄糖含量，

C8 色谱柱，磷酸盐缓冲液（pH 3.0）- 乙腈（80∶20， 

v/v）为流动相，主峰约在 6 分钟出峰（0.5 mL·min-1），

在 25 cm 长的 C8 色谱柱上几乎无保留，通过与等摩

尔浓度的氯化钠溶液的色谱图比对，发现该色谱主

峰可能为氯离子峰。查阅文献发现该推测已有类似

报道［4，16-17，21］，但晓梦［21］在其硕士研究论文中对氨

基葡萄糖类药物的含量测定方法进行了详尽的研

究，认为国内现行标准中分离模式和检测器选择不

当，导致误将氨基葡萄糖的成盐离子错当活性基团

进行测定，该方法存在严重缺陷，不具专属性。文 
献［4，16-17，21］主要通过相对保留时间定位推测氨基葡

萄糖液相色谱测定的主峰为氯离子，认为氨基葡萄糖

没有吸收或出峰位置与主峰重叠，但是实验结果有

待质谱［22-23］来进一步确认。目前尚无文献采用质谱
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对氨基葡萄糖峰和氯离子峰的出峰位置和结构进行 
确认。

由于氨基葡萄糖液相含量测定方法中采用磷

酸盐为流动相，不适用于直接进行 LC-MS 分析。二

维液相色谱 - 质谱联用技术通过在线联用的自动

化操作，可在第一维 HPLC 体系中使用质谱不兼容

流动相（如磷酸盐系统）对药品进行分析，通过柱

切换技术实现对组分的捕集和脱盐，并转移至第二

维 HPLC 中，进质谱仪，使用合适的流动相进行组

分的结构分析［24］。本研究采用在线 2D-LC-QTOF 
MS 对进口药品注册标准 JX20030178 的含量测定

方法中 3 个色谱峰进行了结构分析，解决了该色谱

体系中使用质谱不兼容流动相从而不适用于直接进

行 MS 分析的难题，同时确定了氨基葡萄糖液相色

谱测定的主峰为氯离子，确定了氨基葡萄糖的出峰 
位置。

1　仪器与试药

Agilent 公司 1290 Infinity 2D-LCQ-TOF 液 - 质联用

仪；梅特勒 - 托多利公司 XS205 型电子天平；岛津公

司 Inertsil C8-3（辛烷基硅烷键合硅胶；250 mm×4.6 
mm，5 μm）色 谱 柱，Agilent 公 司 Poroshell120 EC-
C18（十八烷基硅烷键合硅胶；3.0 mm×100 mm，2.7 
μm）色谱柱。质谱数据软件为 MassHunter（软件版

本 B07）。

硫酸氨基葡萄糖氯化钠（批号：1400294，含量

100%，干燥失重 0.2%，Rottapharm 公司）；盐酸氨基

葡 萄 糖（批 号：CRS160106A，含 量 100%，Bioiberica
公司）；乙腈和甲酸为色谱级，氯化钠、硫酸钠、氢氧

化钾和磷酸为分析纯，水为去离子水。

2　方法与结果

2.1　溶液配制

2.1.1　供试品溶液　分别称取硫酸氨基葡萄糖氯化

钠约 62 mg、盐酸氨基葡萄糖约 46 mg、硫酸钠约 31 
mg 和氯化钠约 12 mg，各置于 10 mL 量瓶中，加水溶

解并稀释至刻度，摇匀，即得。

2.1.2　氢氧化钾试液　取氢氧化钾 6.5 g，加水溶解

并稀释至 100 mL。

2.1.3　磷酸盐缓冲液（pH 3.0）　取磷酸 1 mL，加水

至 2 000 mL，用氢氧化钾试液调节 pH 至 3.0。

2.2　色谱与质谱条件

一维色谱条件：采用 Inertsil C8-3（250 mm×4.6 
mm，5 μm）色谱柱，以磷酸盐缓冲液（pH 3.0）- 乙

腈（80∶20，v/v）为流动相，流速 0.5 mL·min-1，检测

波长为 195 nm，柱温 30 ℃，进样量 20 μL。二维色谱

条 件：采 用 Poroshell120 EC-C18（100 mm×3.0 mm，

2.7 mm）色谱柱，以 0.1%（v/v）甲酸水溶液为流动相

A，以 0.1%（v/v）甲酸乙腈溶液为流动相 B，流速 0.3  
mL·min-1。质谱检测采用 Dual AJS ESI 电离源，毛细

管电压 3.0 kV，干燥气温度 300 ℃，鞘气温度 350 ℃，

干燥气流速 10 L·min-1，鞘气流速 12 L·min-1，雾化

气压力 241 kPa。

第一维 HPLC 紫外色谱图中观测到组分的出峰

位置后，分别对每个组分进行中心切割，通过设置阀

切换时间，将组分捕集至 40 μL 定量环中。再通过

阀切换将组分从样品环上反冲至第二维 HPLC 色谱

柱上分离，最后进入质谱进行分析。四极杆 - 飞行

时间质谱仪采用 MS Scan 采集模式，得到一级质谱。

使用软件通过精确分子量和同位素分布进行元素组

成分析，确定分子式，并结合第一维 HPLC 保留时间

定位和配制梯度浓度的溶液，共同确定 3 个组分的 
结构。

2.3　第一维 HPLC 分析

第一维色谱图见图 2，含有基本相同摩尔浓度氯

离子的硫酸氨基葡萄糖氯化钠溶液、盐酸氨基葡萄糖

溶液和氯化钠溶液中均在 5.8~5.9 min 出现 1 个色谱

峰，且峰面积大小基本相同，该色谱峰可能为氯离子。

含有基本相同摩尔浓度硫酸根离子的硫酸氨基葡萄

糖氯化钠溶液和硫酸钠溶液中均在 5.6 min 出现 1 个

色谱峰，该色谱峰可能为硫酸根离子。含有基本相

同摩尔浓度的氨基葡萄糖的硫酸氨基葡萄糖氯化钠

溶液和盐酸氨基葡萄糖溶液，均在 4.3~4.4 min 出现

1 个色谱峰，该色谱峰可能为氨基葡萄糖。分别将图

2 中 3 个色谱峰（分别为峰 1、峰 3、峰 4）从第一维

HPLC 色谱系统中切入第二维 HPLC 色谱，进行 MS
分析。

2.4　组分结构确认

图 3 为 峰 1（原 位 于 图 2-A 两 虚 线 所 示 位 置）

进行中心切割后得到的提取离子流图。图 4 为峰

1 测得的质谱精确质量数，分别与氨基葡萄糖阳离

子［M+H］+ 的理论精确质量数（m/z 180.086 7）及氨

基葡萄糖阳离子脱水后碎片［M+H-H2O］+ 的理论

精确质量数（m/z 162.076 1）相基本一致，可知其分

子式为 C6H13NO5，即峰 1 为氨基葡萄糖，结构如图 1 
所示。
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A. 硫酸氨基葡萄糖氯化钠溶液（glucosamine sulfate sodium chloride solution）

B. 盐酸氨基葡萄糖溶液（glucosamine hydrochloride solution）　C. 硫酸钠

溶液（sodium sulfate solution）　D. 氯化钠溶液（sodium chloride solution）

图 2　第一维液相色谱图

Fig. 2　The first dimensional chromatography spectra

图 3　峰 1 切入第二维 HPLC 色谱后的提取总离子流图

Fig. 3　The extract total ion chromatogram of peak 1 in second dimensional 
HPLC.

图 5 为峰 4（原位于图 2-A 两实线所示位置）进

行中心切割后得到的提取离子流图。图 6 为峰 4 测

得的质谱精确质量数，分别与氯离子同位素的理论精

确质量数（34.968 9 和 36.965 9）基本一致，可知峰 
4 为氯离子。同理确定峰 3 为硫酸根。

图 4　峰 1 的一级质谱图

Fig. 4　MS spectrum of peak 1

图 5　峰 4 切入第二维 HPLC 色谱后的提取总离子流图

Fig. 5　The extract total ion chromatogram of peak 4 in second dimensional 
HPLC

图 6　峰 4 的一级质谱图

Fig. 6　MS spectrum of peak 4

组分结构确认结果表明，第一维 HPLC 测定的主

峰为氯离子，氯离子峰前面为硫酸根离子，且两峰有

一定的重叠，氨基葡萄糖出峰时间在两离子之前，且

在 195 nm 波长下的吸光度值较低，检测灵敏度低，

按照标准 JX20030178 方法样品浓度为 0.5 mg·mL-1

时，该色谱系统中几乎不能检出，本文使用样品中氨

基葡萄糖浓度 3.8 mg·mL-1，参考了 USP39 版［20］。

3　讨论

3.1　2D-LC-QTOF MS 方法的选择和构建

当 HPLC 中使用了不挥发盐而不适用于直接进

行 MS 分析时，传统的解决方案为收集 HPLC 色谱馏

分，对馏分进行脱盐处理后质谱分析。该方法操作烦

琐，且对于低含量组分需要进行多次收集，大大增加
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了工作量，同时收集馏分和脱盐等处理过程组分容易

损失或被破坏，实验结果不确定性增加。而二维液相

色谱 - 质谱联用技术可回避上述缺陷，通过在线联用

的自动化操作，可在第一维 HPLC 色谱体系中使用质

谱不兼容流动相（如磷酸盐系统）对药品进行分析，

通过阀切换技术实现对组分的捕集和脱盐，并转移至

第二维 HPLC 色谱体系中，进质谱仪，使用合适的流

动相进行组分结构分析［24］。

本文在原有液相色谱仪的基础上增加了另一个

四元泵、一个质谱检测器和一个内置了 2 位 -6 通阀

的柱温箱，实现了在线 2D-LC-QTOF MS。第一维

HPLC 和第二维 HPLC 均为反相液相色谱（RPLC），

不 需 要 进 行 分 离 模 式 之 间 的 转 换。 实 现 第 一 维

HPLC 组分的捕集和脱盐，并在第二维 HPLC 使用与

质谱兼容的流动相的关键在于阀切换技术。由于不

需要对色谱峰进行定量，因此选取色谱峰中间一点进

行中心切割，用小体积样品环进行捕集，然后再通过

阀切换将色谱峰冲洗至第二维反相柱进行质谱分析。

3.2　氨基葡萄糖含量测定方法

进 口 药 品 注 册 标 准 JX20030178、JX20050101、

JX20130277 和 国 家 食 品 药 品 监 督 管 理 局 标 准

YBH11442006 均采用 HPLC- 紫外检测器法测定氨

基葡萄糖含量，主要区别在于采用 C8 或 C18 色谱柱，

以及流动相缓冲液和有机相的比例稍有差异，但是

HPLC 的分离原理基本相同。因此与进口药品注册

标准 JX20030178 类似，以上进口药品注册标准和国

家药品标准的含量测定方法测定的主峰均为氯离子，

而非其活性组分氨基葡萄糖，方法不具有专属性。且

标准中针对氨基葡萄糖的特征鉴别反应为液相色谱

法，测定的主峰为氯离子，也就是说整个标准中完全

没有针对氨基葡萄糖的控制项目，完全不能控制药品

的有效性，存在极大掺伪可能，这些标准均亟需改进

和提高。关于氨基葡萄糖液相含量测定方法，可以参

考 USP39 版［20］和文献［16］方法采用的氨基柱同时

加大供试品溶液的浓度，氨基酸的固定相能保留极性

小分子，因此增加了氨基葡萄糖在色谱柱上的保留。

也可以参考进口药品注册标准 JX20090053 和文献

柱前衍生高效液相色谱法［2-8］对氨基葡萄糖进行含

量测定，随着自动衍生化方法的发展，衍生化前处理

越来越简便且精密度良好，但是采用该方法需要注意

一点，由于氨基葡萄糖存在 α 和 β 2 种异构体经衍

生后 HPLC 法分离出现 2 个色谱峰，计算时应采用两

峰峰面积之和。

4　结论

本研究采用二维液相色谱 - 质谱联用技术有效

地解决了氨基葡萄糖液相含量测定方法中采用不挥

发性磷酸盐而不适用于进行 LC-MS 分析组分结构的

难题，确定了进口药品注册标准 JX20030178 含量测

定方法测定的主峰结构以及文献［4，16-17，21］关于氨基

葡萄糖 HPLC 测定的主峰为氯离子的推断结果，并且

找到了氨基葡萄糖的出峰位置，文献［16，21］关于氨基

葡萄糖峰与主峰氯离子重合的推断有误，且发现当样

品中含有硫酸根离子时，硫酸根离子紧邻氯离子出峰

有部分重叠。
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