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谱峰拖尾，理论板数较低。调整流动相比例为甲醇
水（６０∶４０）、甲醇水（５０∶５０）、甲醇水（４５∶５５），结
果仍不够理想。鉴于等度洗脱的效果不理想，因此

采用梯度洗脱，经反复摸索采用本文所述的梯度，不

仅分离效果良好且有效地缩短了分析时间。
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氨基葡萄糖３种含量测定方法的比较
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摘要：目的　比较了ＵＳＰ法、ＨＰＬＣ衍生化法和紫外分光光度法测定氨基葡萄糖含量的准确性和可靠性。方法　①ＵＳＰ法参
照ＵＳＰ２８，采用Ｃ８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），以乙腈０．０５％磷酸溶液（调 ｐＨ３．０）（４０∶６０）为流动相，检测波长１９５
ｎｍ，柱温：３０℃；②ＨＰＬＣ衍生化法采用Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），以乙腈０．０５％磷酸溶液（调ｐＨ３．０）为流动相进
行梯度洗脱，检测波长２６５ｎｍ，柱温：３０℃，氨基葡萄糖与芴甲氧羰酰琥珀酰亚胺（ＦＭＯＣＯＳｕ）溶液反应的衍生物在上述条件
下检测；③紫外分光光度法采用在碳酸钠溶液环境下铁氰化钾与氨基葡萄糖反应后在４２０ｎｍ处测定吸收值。结果　３种方
法的线性均较好，ＨＰＬＣ衍生化法和ＵＶ法测定原料药的精密度和回收率均比ＵＳＰ方法好。ＵＳＰ法测定氨基葡萄糖硫酸盐及
其制剂的含量偏低。结论　ＵＳＰ方法测定结果不理想，ＨＰＬＣ衍生化法和ＵＶ法均适合氨基葡萄糖原料的测定，而ＨＰＬＣ衍生
化法更适合制剂的含量测定。
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　　氨基葡萄糖是一种氨基单糖，是天然存在于结
缔组织和胃肠道粘膜中糖蛋白的一种成分。很多临

床试验表明氨基葡萄糖和硫酸软骨素对于人体和动

物体内的骨关节炎具有很好的疗效［１］，氨基葡萄糖

具有构建软骨结构、上行调节软骨细胞的作用，还可

减少软骨细胞降解的程度等功能［２］。近年来国内

相继地研制成功，并作为原料药大量出口，但其质量

研究在国内外已经开展多年，有关氨基葡萄糖的检

测方法文献报道有如高效液相色谱法［３５］、紫外分光

光度法［６７］测定Ｄ氨基葡萄糖盐酸盐原料含量。笔
者采用高效液相色谱衍生化法测定 Ｄ氨基葡萄糖
盐酸盐、硫酸盐的含量，方法具有准确、简便、精密度

好、专属性强等特点，并对３种方法进行了比较。
１　仪器与试药

高效液相色谱仪包括 Ｗａｔｅｒｓ２６９５泵、２９９６检
测器及 Ｅｍｐｏｗｅｒ色谱工作站（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司），
ＵＶ２６５ＦＷ紫外分光光度计（日本岛津公司）。氨基
葡萄糖盐酸盐对照品（ＵＳＰ标准品，批号：ＦＯＣ３６３，
纯度：１００％），氨基葡萄糖硫酸盐及氨基葡萄糖盐
酸盐原料（台州市丰润生物化学有限公司，批号分

别为２００６０８１１２２、２００５Ｋ０６０３７），氨基葡萄糖盐酸盐
片（江苏清江药业有限公司，批号：０６０８１０）和氨基
葡萄糖硫酸盐胶囊（爱尔兰罗达药厂，批号：

Ｃ０４０９０Ａ）。乙腈为色谱纯，水为注射用水，其余试
剂均为分析纯。

２　方法与结果
２．１　测定方法
２．１．１　ＵＳＰ方法　参照 ＵＳＰ２８，色谱柱 Ａｇｉｌｅｎｔ
ＺｏｒｂａｘＣ８柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为乙
腈０．０５％磷酸溶液（用氢氧化钾溶液调ｐＨ至３．０）
（４０∶６０），检测波长１９５ｎｍ，流速１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱
温３０℃。分别称取对照品和氨基葡萄糖硫酸盐供
试品适量加水超声溶解，配制对照品溶液和供试品

溶液 （约 相 当 于 含 氨 基 葡 萄 糖 盐 酸 盐 １．０
ｍｇ·ｍＬ－１），经滤膜过滤后直接进样分析。
２．１．２　ＨＰＬＣ衍生化法　岛津 ＶＰＯＤＳＣ１８（２５０
ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相：Ａ乙腈，Ｂ０．０５％磷
酸溶液（用ＫＯＨ溶液调ｐＨ至２．５），比例为４０∶６０，
梯度洗脱程序如下：０～４ｍｉｎ，Ａ∶Ｂ（４０∶６０）等度洗
脱；４～９ｍｉｎ，变化到Ａ∶Ｂ（９０∶１０）；接着等度洗脱１
ｍｉｎ；９～１４ｍｉｎ，变化到Ａ∶Ｂ（４０∶６０），检测波长：２６５
ｎｍ，流速１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，柱温：３０℃。分别称取对
照品和氨基葡萄糖硫酸盐供试品适量加水超声溶

解，配制对照品溶液和供试品溶液（约相当于含氨

基葡萄糖盐酸盐２．０ｍｇ·ｍＬ－１），精密量取此对照
品溶液或样品溶液１．０ｍＬ置５０ｍＬ量瓶中，加入
０．２％的三乙胺溶液１ｍＬ和０．４％的 ＦＭＯＣＯＳｕ乙
腈溶液５ｍＬ，摇匀，置６０℃水浴中加热３０ｍｉｎ，再
立即加入冷的乙腈磷酸盐缓冲液（４０∶６０）的流动相
使反应停止，并稀释至刻度，摇匀，用０．４５μｍ微孔
滤膜过滤后进样分析。

２．１．３　紫外分光光度法（ＵＶ法）　分别精密称取
对照品和供试品适量加水超声溶解，并稀释至约５０
μｇ·ｍＬ－１。在洁净的具塞刻度试管中，先加入供试
品溶液３．０ｍＬ，再加入１ｍｇ·ｍＬ－１铁氰化钾溶液
２．０ｍＬ、０．７５ｍｏｌ·Ｌ－１碳酸钠溶液２．０ｍＬ，加塞摇
匀，沸水浴１５ｍｉｎ，取出试管，用冷水冷却至室温，在
紫外分光光度计上４２０ｎｍ波长处测吸光度，同法取
水作空白试验。

２．２　专属性试验
ＵＳＰ法、ＨＰＬＣ衍生化法在上述各自的色谱条

件下，氨基葡萄糖的分离出峰良好，理论板数均较

好，见图１。氨基葡萄糖盐酸盐及氨基葡萄糖硫酸
盐在水溶液中具有变旋现象［８］，故在 ＨＰＬＣ衍生化
法色谱图中出现的两个峰是氨基葡萄糖的两个异构

体峰，所以本文按两个峰的总峰面积进行定量分析。

图１　ＵＳＰ方法及ＨＰＬＣ衍生化法色谱图
Ａ－ＵＳＰ方法（１－氨基葡萄糖）；Ｂ－ＨＰＬＣ衍生化法（１－氨基葡萄

糖异构体１；２－氨基葡萄糖异构体２）

Ｆｉｇ１　 ＴｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆＵＳＰ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ＨＰＬＣ
ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ
Ａ－ＵＳＰｍｅｔｈｏｄ（１－ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ）；Ｂ－ＨＰＬＣｄｅｒｉｖｉｔｉｚａｔｉｏｎｍｅｔｈｏｄ（１－

ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｉｓｏｍｅｒ１；２－ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｉｓｏｍｅｒ２）

２．３　线性关系考察
分别配制对照品系列溶液，按上述３种方法进

行线性试验，结果ＵＳＰ方法、ＨＰＬＣ衍生化法和紫外
分光光度法３种方法的线性曲线如下：ＵＳＰ法：Ｙ＝
９２６１２７Ｘ＋２３１４１，ｒ＝０．９９９４；ＨＰＬＣ衍生化法：Ｙ＝
１．９８０×１０６Ｘ－５．９４１，ｒ＝０．９９９７；紫外分光光度法：
Ｙ＝１．０３７９Ｘ－０．００３４，ｒ＝０．９９９４。氨基葡萄糖盐
酸盐对照品溶液浓度分别在０．５～２．０，０．４～３．０，
０．２～０．８ｍｇ·ｍＬ－１内，３种方法的线性关系良好。
２．４　精密度考察
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按上述方法操作进行重复性和中间精密度试

验，分别配制６份氨基葡萄糖硫酸盐供试品溶液考
察各方法重复性，由两人连续３ｄ分别配制氨基葡
萄糖硫酸盐供试品溶液进行分析，考察中间精密度，

上述３种测定方法的精密度，结果见表１。
表１　精密度试验结果（ｎ＝６）
Ｔａｂ１　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｐｒｅｃｉｓｉｏｎｔｅｓｔ（ｎ＝６）

方法 重复性／％ 中间精密度／％

ＵＳＰ法 ５．６ ６．７

ＨＰＬＣ衍生化法 ０．８ １．６

ＵＶ法 １．５ １．９

２．５　准确度考察
精密称取氨基葡萄糖盐酸盐标准品适量，按标

示量的５０％，１００％，１５０％加入到氨基葡萄糖硫酸
盐样品中，分别采用３种方法进行回收率测定，结果
表明ＨＰＬＣ衍生化法和 ＵＶ法的回收率较好，结果
见表２。
表２　回收率试验结果（ｎ＝９）
Ｔａｂ２　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔ（ｎ＝９）

方法 回收率／％ ＲＳＤ／％

ＵＳＰ法 １０４．２ ３．４

ＨＰＬＣ衍生化法 １００．３ ０．８

ＵＶ法 ９９．８ １．３

２．６　样品含量测定
按上述方法对氨基葡萄糖硫酸盐、氨基葡萄糖

盐酸盐、氨基葡萄糖硫酸盐胶囊、氨基葡萄糖片４种
样品的含量进行测定，结果见表３。
表３　４种样品的含量测定结果（ｎ＝３）
Ｔａｂ３　Ｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓｏｆｆｏｕｒｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝３）

方法
氨基葡萄糖

硫酸盐

氨基葡萄糖

盐酸盐

氨基葡萄糖

硫酸盐胶囊

氨基葡萄糖

盐酸盐片

ＵＳＰ法 １０３．９ ９８．９ １０５．８ １０３．１

ＨＰＬＣ衍生化法 ９９．９ １００．８ ９９．７ １０２．６

ＵＶ法 １００．２ １００．５ １０１．０ １０３．４

３　讨论
ＨＰＬＣ衍生化法中氨基葡萄糖的衍生化步骤至

关重要，笔者对衍生化反应条件都进行了考察，如衍

生化试剂加入量、三乙胺的浓度的影响以及衍生化

反应的时间和温度等，试验表明，在“２．１．２”项下的
衍生化条件下，衍生化反应效果最好，测的衍生化产

物的峰面积最大。该方法不采用甲醇配制流动相主

要是因为衍生化试剂在甲醇中的溶解性差，而采用

梯度洗脱的方式是因为可以使未反应的衍生化试剂

早点出峰，缩短分析时间。衍生化反应的产物经二

极管阵列检测器扫描，最大波长为２６５ｎｍ，故选择

该波长为检测波长。

氨基葡萄糖原料及制剂法定的含量测定方法采

用ＵＳＰ方法的较多，如文献［４５］，但经笔者试验，采

用ＵＳＰ方法进行氨基葡萄糖硫酸盐的含量测定时
会出现含量结果经常超过限度要求的现象，因此笔

者采用新的方法———ＨＰＬＣ衍生化法对氨基葡萄糖
硫酸盐进行测定，并将该方法与 ＵＶ法和 ＵＳＰ法一
起进行了比较。试验结果显示 ＨＰＬＣ衍生化法和
ＵＶ法测定氨基葡萄糖硫酸盐的精密度、回收率都
要优于ＵＳＰ法，同时样品的含量测定结果也表明
ＵＳＰ法测定氨基葡萄糖硫酸盐及其胶囊的含量均比
ＨＰＬＣ衍生化法和ＵＶ法测得结果偏高，而对于氨基
葡萄糖盐酸盐及其片剂的测定结果影响不大，上述

试验结果也符合笔者前面提到的采用 ＵＳＰ方法进
行氨基葡萄糖硫酸盐的含量测定时会出现含量结果

超出限度要求的现象，说明法定的 ＵＳＰ方法存在一
些问题，不适合用于测定氨基葡萄糖原料及制剂的

含量，其原因有待于进一步研究。

本文中ＨＰＬＣ衍生化法和 ＵＶ法均适合氨基葡
萄糖原料的测定，而 ＨＰＬＣ衍生化法更适合制剂的
含量测定，相对而言，ＵＶ法需要的仪器设备简单，
更适合于基层单位使用。

ＲＥＦＥＲＥＮＣＥＳ
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