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柱前衍生高效液相色谱-质谱法测定
血浆中的氨基葡萄糖浓度

陈继涛,刘国柱,陈  波*

(化学生物学及中药分析教育部重点实验室 湖南师范大学化学化工学院,中国 长沙  410081)

摘  要  采用柱前衍生高效液相色谱-电喷雾质谱法 ( HPLC-ESI-MS)测定了人血浆中的氨基葡萄糖浓度.该方

法以氨基半乳糖为内标, 用丙酮沉淀蛋白后, 加入 5 LL三乙胺和 10LL异硫氰酸苯脂后,在 60 e 的恒温水浴中反

应 1 h,用氮气吹干、流动相溶解后于离心机上以 12 000 r /m in离心 5 m in后进样 20LL分析; 以甲醇与水作流动相,

经过 U ltim ate-XB C18柱 ( 4. 6 mm @ 250 mm, 5 Lm, W e lch M ater ia ls)在梯度模式下分离后 1B4分流, 以 0. 2 mL /m in

的流速进质谱分析. 实验结果表明: 氨基葡萄糖的回归方程为 Y= 6. 70 @ 10- 4X + 1. 11 @ 10- 2 ( r2 = 0. 996), 在 0. 10

~ 51 00 Lg /mL范围内线性关系良好;最低定量限为 0. 10 m g /L; 氨基葡萄糖和内标的萃取回收率分别为 88. 3% ~

9211%和 85. 2% ; 日内、日间精密度的 RSD值分别为 < 6. 0%、< 5. 0% , 稳定性的 RSD < 7. 5% .所建立的方法准确

度好、灵敏度高、稳定性好, 适合于血浆中的氨基葡萄糖的含量测定.
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Determ ination ofG lucosam ine in Human Plasma by

HPLC-ESI-M S w ith Pre-Column Derivatization

CHEN J i-tao, LIU Guo-zhu, CHEN Bo

( Key Laboratory of Chem ical B io logy and T rad itiona l ChineseM ed ic ine Research M in istry o f Education,

Hunan Norm a lUniversity, Changsha 410081, China)

Abstract A high performance liqu id chromatography-e lectrospray ion ization mass spectrometry ( HPLC-ESI-

M S) method w ith pre-co lumn derivatization w as established and validated for the determ ination o f g lucosam ine in

hum an plasma. In th is paperD ( + )-Ga lactosam inew as selected as internal standard ( I. S. ) for the quan tif ication

of target compound. P lasma samplew ere deproteinized by acetone, and the superna tantw as transferred into a c lean

po lyethy lene tube, then 5 LL tr iethylam ine and 10 LL pheny liso th iocyanatew as added, and a llow them to react for

1 h in the constan t temperaturew ater bath about 60 e . A fter derivatization, the samp le so lut ion w as dried by nitro-

gen, dissolved w ithmobile phase and centrifuged at 12 000 r /m in for 5 m in. The supernatantw as transferred into

separate v ials; sequentially 20 LL w as injected onto the co lumn for analysis. The chromatograph ic separation w as

performed on anU lt imate-XB C18 column( 4. 6mm @ 250mm, 5 Lm, W elchM aterials) w ith amob ile phase conta-i

n ingmethano l and w ater e lut ing on the grad ientmode. The ou tlet o f co lumnw as splited by the ratio o f 1B4 and only

0. 2mL /m in w as de livered into theM S. The resu lts show ed equation of linear regression w as Y= 6. 70 @ 10
- 4
X +

1. 11 @ 10
- 2

( r
2
= 0. 996)w h ich show ed a good linearity in the range of 0. 10~ 5. 00mg /L. The lim it of quant ifica-

t ion ( LOQ ) w as 0. 10 Lg /mL. Extract ion recoveries of glucosam ine and I. S in p lasm aw ere 88. 3% ~ 92. 1% and

*  收稿日期: 2010-03-10

 基金项目: 国家自然科学基金资助项目 ( 20875028) ;国家 / 9730资助项目 ( 2006CB504701); 湖南省科技计划资助项目

( 2008FJ3063)

* 通信作者, E-m a i:l dr-chenpo@ v ip. sina. com



85. 2% , respective ly. The coeffic ient variationsw ere less than 6. 0%, 5. 0%, and 7. 5% for the prec ision of intra-

day, inter-day and stab ility, respect ively. Theme thod w ith good accuracy, h igh sensitiv ity and good stability w as

app lied to the determ inat ion of g lucosam ine in human p lasm a.

Key words HPLC-ESI-M S; g lucosam ine; human plasma; pre-co lumn derivatization

骨关节炎 ( osteoarthritis, OA )是一种多发于老年人的慢性退行性骨关节疾病,以关节软骨退变和关节周

围骨质增生为主要病理特征,发病部位多为膝关节
[ 1]
. 根据流行病学调查, 65岁以上的人群中的 OA发病率

男性为 60%,女性为 70%,随着世界老龄化人口的增加, OA的发病率也呈现逐年上升趋势
[ 2]
.而目前抗炎和镇痛

药物是治疗骨关节炎最常使用的药物,但它们的主要作用是减轻疾病的疼痛,并不能减慢和阻止疾病的发展.

图 1 氨基葡萄糖 ( a)和氨基半乳糖 ( b)的结构式

氨基葡萄糖是一种天然的氨基单糖 (结构式见图 1), 同

时也是人体及动物体内关节组织中糖蛋白的天然成分,因此

当人体内的氨基葡萄糖合成能力减弱时, 则体内的蛋白多糖

合成不足,进而引发骨关节炎等疾病. 目前骨关节炎疾病尚

无比较有效的治疗药物,而氨基葡萄糖因为具有修复和维持

软骨及关节的作用,可以延缓骨性关节炎的病理过程而被开

发为治疗骨关节炎的各类药物及保健品. 近年来国内外已成

功地将其引入到全身骨关节炎的治疗和预防
[ 3-5]

.

作为治疗药物,氨基葡萄糖的质量研究国内外均有广泛的报道,但其药代动力学研究国内开展的较少.

文献报道的氨基葡萄糖的含量测定方法一般有 HPLC-UV, HPLC-ELSD
[ 6-7]
等,虽然这些方法已成功应用于氨

基葡萄糖的质量控制,但由于这些方法的检测限高, 为 Lg级别, 并且对生物样品的抗干扰能力差而不适用

于药代动力学研究.目前药代动力学研究中,文献报道较多的是采用 HPLC-M S对其血药浓度进行测定并评

价其药代动力学的相关参数,近几年来采用更多的是 HPLC-MS-M S方法
[ 8-12]

.虽然 HPLC-M S-M S法简便、灵

敏度高,但成本较高且一般的实验室不具备串联质谱. 本文作者采用柱前衍生高效液相色谱-质谱联用法

(HPLC-ESI-M S)测定了血浆中氨基葡萄糖的浓度, 采用的是简单、普遍的单四极杆质谱仪, 检测限为 30

Lg /L,明显高于文献中 HPLC-UV, HPLC-ELSD等方法. 尽管灵敏度不如 HPLC-MS-M S高, 但本文建立的

HPLC-ES I-M S方法同样具有较高的灵敏度, 可以满足药代动力学的研究要求.

1 实验部分

1. 1 仪器与试剂

W aters 2695-M icromass ZQ 2000液质联用系统 (美国W aters公司 ) ,含四元低压泵、自动进样器、单级四

极杆质谱检测器、M asslynx4. 0色谱工作站,离心机,氮吹仪, 快速涡旋仪.

氨基葡萄糖和氨基半乳糖标准品 (纯度大于 99%, 中国药品生物制品检定所生产 ) ,甲醇、乙腈为色谱纯

(江苏汉邦科技有限公司生产 ), 水为 m illipo re超纯水,异硫氰酸苯脂 (纯度大于 99%, 上海金山亭新化工试

剂厂生产 )、乙酸、丙酮、三乙胺 (长沙天恒科学仪器设备有限公司生产 )等其他试剂均为分析纯.

1. 2 实验条件

1. 2. 1 色谱条件  色谱柱: U ltimate-XB C18柱 ( 4. 6 mm @ 250 mm, 5 Lm, W elchM aterials). 流动相 w ( A ): 甲

醇,流动相 w ( B) : 0. 16%的乙酸水溶液, 0~ 8. 5 m in U(A ) : 31%, U( B ) : 69% ; 9. 5~ 15m in为 U(A ) : 95%,

U( B) : 5%; 15. 5~ 20 m in U(A ) : 31% , U( B ): 69%.流速为 1. 0mL /m in;柱温为 25 e ;进样量 20 LL,柱后分

流,质谱进样流速为 0. 2 mL /m in.

1. 2. 2 质谱条件  采用 ESI
+
选择离子模式进行监测,毛细管电压: 3. 5 kV,锥孔电压: 35 V,萃取电压: 4 V,

离子源温度: 105 e ,脱溶剂温度, 300 e ,锥孔气流速: 50 L /h,脱溶剂气流速: 300 L /h, 射频电压: 0. 5 V. 监

测氨基葡萄糖和氨基半乳糖的 m /z = 297的选择离子.
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1. 3 标准液的配制
内标溶液: 称取氨基半乳糖 12. 0mg,置于 50mL容量瓶中, 用 V (甲醇 ) BV (水 ) = 1B1的甲醇水溶解并定

容至刻度得 240100 mg /L的内标液,放于 4 e 的冰箱中备用.

氨基葡萄糖标准溶液:称取 0. 50 g氨基葡萄糖对照品,置于 50mL容量瓶中,用 V (甲醇 ) BV (水 ) = 1B1
的甲醇水溶解并定容至刻度,得 10. 00 g /L氨基葡萄糖的标准溶液;将氨基葡萄糖的标准溶液用空白血浆稀

释成一系列含氨基葡萄糖分别为 0. 10, 0. 20, 0. 50, 1. 00, 1. 50, 2. 00, 3. 00, 4. 00, 5. 00 mg /L的标准曲线血浆

样品, 放于 - 40 e 的冰箱备用.

1. 4 血浆样品的处理

取血浆 0. 50mL, 依次加入 10 LL内标氨基半乳糖 ( 120. 00 mg /L )和 0. 5 mL丙酮, 振荡混匀 2 m in,

12 000 r /m in离心 10m in,转移上清液 0. 8mL至另一 1. 5mL的 PV管中,依次加入 5 LL的三乙胺和 10 LL

的异硫氰酸苯酯,混匀,放于 60 e 的恒温水浴中衍生反应 1 h, 50 e 下氮气吹干, 再用 200 LL的流动相溶

解、离心并转移至进样瓶, 进样 20 LL分析.

1. 5 基质效应

用空白血浆按标准曲线的配制方法, 分别配制 0. 20, 1. 00, 3. 00mg /L 3种浓度水平的氨基葡萄糖样品,

按 / 1. 40样品处理方法处理;另配制 3种同样浓度水平的氨基葡萄糖水溶液, 处理方法同上,进样分析后, 以

血浆样品中的目标物响应面积与水溶液中响应面积的比值来衡量基质效应的影响,实验结果显示低、中、高

浓度的基质效应均小于 10%, 不影响实验测定.

2 结果与讨论

2. 1 色谱柱的选择及流动相的优化

试验中对色谱柱进行了考察,由于氨基葡萄糖在 C8、C18柱上基本无保留,所以我们首先选用了氨基柱,

用标准品优化时响应较好,但当其用于血浆中氨基葡萄糖的含量测定时, 由于氨基葡萄糖是小分子化合物,

相对分子质量只有 179, 血浆中有很多内源性物质干扰其测定,基于我们现有的实验条件根本不能测定, 故

我们选择了将其衍生后用 C18柱分析,用单极四极杆质谱作为检测器,实验结果令人满意.

我们比较了流动相甲醇、乙腈与水及不同的流动相添加剂,结果显示甲醇和 U(乙酸 ) 0. 16%的乙酸水作

流动相明显优于其他流动相.另外,因为血浆中有很多内源性的氨基酸均可以在此条件下与异硫氰酸苯脂反

应,故衍生产物十分复杂,内源性的干扰物会干扰测定.在分析时, 分析物及内标在 11 m in内全部出峰,但若

分析时间恰好定为 11m in,则前一样品 11m in后还有一些强保留物质滞留在色谱柱上,当进行下一样品分

析时, 前一样品滞留在色谱柱中的强保留物质会影响测定的准确性和重现性,所以本实验中采用了梯度洗脱

的方式避免各样品间的交叉干扰.

2. 2 衍生化实验条件的优化
因为氨基葡萄糖和内标氨基半乳糖的结构中都有一个氨基,均可与异硫氰酸苯脂 ( P ITC )衍生化试剂反

应.所以在实验中我们采用了 PITC作为衍生试剂,并对衍生反应时间、反应温度、衍生化试剂的浓度、碱化试

剂的浓度进行了考察.反应时间考察了从 0~ 120 m in, 反应温度考察了从 25~ 100 e ,衍生试剂和碱化试剂

的浓度考察均以固定的浓度,以不同的量来优化实验条件, 异硫氰酸苯脂的量从 5~ 60 LL, 三乙胺的量从 0

~ 60 LL.

影响因素的考察实验结果见图 2, 结果表明:衍生时间和反应温度对实验有较大的影响. 反应时间对衍

生反应的影响见图 2( a),随反应时间增加物质响应先增加后减小,当反应时间过长时,可能是因为血浆中更

多的其他内源性物质与衍生试剂反应使得干扰测定的物质增加; 如图 2( d)所示,目标物的质谱响应随着温

度的升高而增大,但当温度超过 60 e 后响应有所下降,其原因可能是因为过高温度会使体系中的有机溶剂

挥发而导致衍生结果变差;碱化试剂三乙胺的浓度对衍生反应影响不大,见图 2( b) ;衍生化试剂 PITC的浓

度增加对衍生反应影响见图 2( c),可能是因为 10 LL的 PITC量已经可以与目标物完全反应, 当 PITC的量

继续增加时,目标物的响应不再增加,但体系中的内源性物质会与 PITC反应而干扰检测. 综上所述,实验的

最佳衍生反应条件为:异硫氰酸苯脂 10 LL,三乙胺 5 LL, 60 e 下水浴反应 60 m in.
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图 2 衍生反应时间 ( a)、三乙胺的量 ( b)、衍生试剂 ( c) 及温度 ( d)对氨基葡萄糖衍生反应的影响

2. 3 衍生后离子化机理的探讨

氨基葡萄糖离子化效率不好,原因是因为 ESI电喷雾过程中氨基葡萄糖的分子是溶剂化的,倾向于位于

液滴内部,不易离子化.但当与异硫氰酸苯酯反应后,在其原有结构上增加了一个大的疏水结构基团,增加了

氨基葡萄糖的表面活性,进而增加了其从液滴内部向液滴表面转移的趋势, 使其更容易形成气相离子而被质

谱检测.另外,氨基葡萄糖在 C18上基本无保留, 但衍生后,增加了其疏水性, 根据 /相似相溶 0原理, 其在 C18

色谱柱上的容量因子变大,保留增强,使其可以用 C18分析检测.

2. 4 方法学验证

2. 4. 1 方法的专属性  按 / 1. 40样品处理方法和 / 1. 20检测条件,考察该方法对空白血浆和加标 (加入目标

物氨基葡萄糖和内标 )血浆样品的专属性.从图 3中可以看出在氨基葡萄糖出峰时间 9. 73 m in左右和内标

出峰时间 8. 35 m in左右没有杂质峰干扰且峰形较好,该方法具有良好的专属性.

A为空白血浆; B为加标血浆 (加了氨基葡萄糖和氨基半乳糖 ); C为实际血浆样品

图 3 H PLC-MS色谱图

2. 4. 2 标准曲线和线性范围  将储备液用血浆按梯度稀释成一系列含氨基葡萄糖浓度分别为 0. 10, 0. 20,
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0. 50, 1. 00, 1. 50, 2. 00, 3. 00, 4. 00, 5. 00 Lg /mL,按 1. 4样品处理方法处理后分析,分别以氨基葡萄糖的峰面

积与内标的峰面积比值 ( Y)为纵坐标, 以浓度 (X )为横坐标作加权 (1 /x )线性回归, 得氨基葡萄糖的线性方

程为: Y= 6. 70 @ 10
- 4
X + 1. 11 @ 10

- 2
( r

2
= 0. 996), 结果显示线性关系良好, 线性范围为 0. 10 ~ 5. 00 mg /L,

最低定量限为 0. 10 mg /L ( RSD= 8. 6% ).

2. 4. 3 提取回收率  在 0. 10~ 5. 00 mg /L范围内分别用空白血浆和水配制两组低、中、高 3种浓度水平

( 0120, 1. 00, 3. 00mg /L)的氨基葡萄糖,每种浓度平行制备 5份,按 / 1. 40操作, 将空白血浆组氨基葡萄糖和

内标的峰面积除以水组峰面积即得方法的萃取回收率, 氨基葡萄糖和内标的回收率分别为 88. 3% ~ 9211%
和 8512%.

2. 4. 4 方法的精密度与准确度  在 0. 10~ 5. 00 mg /L范围内, 配制低、中、高 3种浓度水平 ( 0. 20, 1. 00,

3100mg /L ) ,每个浓度水平下平行处理 6份, 按 / 1. 40操作,日内精密度将配制的低、中、高溶液连续进样分

析即得,而日间紧密度则要连续考察 3 d. 实验结果显示日内、日间精密度的 RSD分别为 1. 9% ~ 6. 0%和

414% ~ 415% ,精密度与准确度的实验结果见表 1.

表 1 H PLC-ESI-M S法测定血浆中氨基葡萄糖的精密度和准确度

质控样品浓度

/(Lg# L - 1 )

测定的浓度

/( Lg# L- 1 )

准确度

/%
RSD /%

日内精密度 200 212. 9 ? 12. 7 106. 5 ? 6. 4 6. 0

1 000 981. 8 ? 23. 7 98. 2 ? 2. 4 2. 4

3 000 2 717. 8 ? 51. 1 90. 6 ? 1. 7 1. 9

日间精密度 200 214. 0 ? 9. 4 107. 0 ? 4. 7 4. 4

1 000 1 022. 4 ? 45. 3 102. 2 ? 4. 5 4. 4

3 000 2 821. 2 ? 127. 7 94. 0 ? 4. 3 4. 5

  平行实验次数 n = 6.

2. 4. 5 稳定性考察  ( 1) 短期稳定性考察 ( 24 h) : 用空白血浆配制低、中、高 3种浓度水平 ( 0. 20, 1. 00,

3100mg /L )的氨基葡萄糖,平行制备 5份, 24 h后取样,按 / 1. 40操作,结果与 0 h的相比较,低、中、高浓度的

RSD值分别为 7. 3%, 4. 7% , 3. 3% .

( 2) 冻融稳定性考察 ( 3 c): 用空白血浆配制低、中、高 3种浓度水平 ( 0. 20, 1. 00, 3. 00 mg /L )的氨基葡

萄糖, 平行制备 5份, 放于 - 40 e 冰箱中冰冻后取出, 室温自然解冻后取样按 / 1. 40操作,如此反复冻溶 3

次.低、中、高浓度的 RSD值分别为 4. 9%, 3. 6%, 6. 0% .

( 3) 长期稳定性考察 ( 30 d): 用空白血浆配制低、中、高 3种浓度水平 ( 0. 20, 1. 00, 3. 00mg /L )的氨基葡

萄糖, 平行制备 5份, 于 - 40 e 放置 30 d后, 取样, 按 / 1. 40操作, 结果与第一天相比较, 低、中、高浓度的

RSD值分别为 6. 6%, 2. 9% , 4. 9% .

图 4 氨基葡萄糖的血药浓度-时间曲线

3 应用与结论

本文作者建立的柱前衍生 HPLC-

ESI-M S方法被应用到一个生物等效

性试验, 20名健康受试者服用了硫酸

氨基葡萄糖片剂 ( 1 500 mg用量 ) ,在

服药前 0 h与服药后 0. 25, 0. 5, 1,

115, 2, 2. 5, 3, 4, 6, 8, 10, 12, 24 h采取

肘静脉血 5mL,血样采集后于肝素化

离心管中, 015 h内离心分离血浆

( 3 000 r /m in) ,分离后的血浆保存于

- 40 e 的冰箱中.采用本文建立的方

法检测上述血浆中氨基葡萄糖的浓
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度,典型的血药浓度曲线见图 4.从整体来说,该方法在 0. 10~ 5. 0 mg /L范围内线性良好、准确度和精密度

高,同时简单、可行、灵敏度高, 符合美国 FDA ( Food and drug adm inistrat ion)准则,适用于血浆中氨基葡萄糖

的生物等效性实验及药代动力学研究.
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