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ＨＰＬＣＲＩＤ法测定氨糖美辛肠溶片中盐酸氨基葡萄糖含量

袁进烨，陈琦，薛巧如，陈华
（广东省药品检验所，广州 ５１０６６３）

摘要　目的：建立高效液相色谱示差折光检测器法测定氨糖美辛肠溶片中盐酸氨基葡萄糖含量。方法：使
用ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅＡｍｉｄｅ（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，３５μｍ）色谱柱，流动相：８０％乙腈溶液（１０００ｍＬ中含１ｍＬ
氨水），流速：１２ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温：４０℃；进样量：２０μＬ，示差折光检测器（ＲＩＤ）检测。结果：盐酸氨基葡萄
糖检测限为００３ｍｇ·ｍＬ－１，定量限为０１２５ｍｇ·ｍＬ－１，其在０７２～７５６ｍｇ·ｍＬ－１质量浓度范围内呈良好
的线性关系。平均回收率为９９３６％ （ＲＳＤ＝０８５％，ｎ＝９）。测定氨糖美辛肠溶片７批，盐酸氨基葡萄糖的
含量在９３％～１０７％范围内。结论：所建方法检测快速准确、专属性强、耐用性较好，可用于盐酸氨基葡萄糖
含量的测定，为有效控制氨糖美辛肠溶片的质量提供参考。

关键词：高效液相色谱法；示差折光检测器；氨糖美辛肠溶片；盐酸氨基葡萄糖；含量测定
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Ａｂｓｔｒａｃｔ　Ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ：Ｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈａｍｅｔｈｏｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｃｏｎｔｅｎｔｉｎａｍｉｎ
ｏｇｌｙｃｉｎｅｅｎｔｅｒｉｃｃｏａｔｅｄｔａｂｌｅｔｓｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｒｅｆｒａｃｔｉｖｅｄｅｔｅｃｔｏｒ
Ｍｅｔｈｏｄｓ：ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅＡｍｉｄｅ（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，３５μｍ）ｃｏｌｕｍｎｗａｓｕｓｅｄＴｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｗａｓ８０％
ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（１０００ｍＬｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１ｍＬａｍｍｏｎｉａ）ａｔｔｈｅｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ１２ｍＬ·ｍｉｎ－１Ｃｏｌｕｍｎｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
ｗａｓｓｅｔｏｎ４０℃；Ｉｎｊｅｃｔｉｎｇｖｏｌｕｍｅｗａｓ２０μＬｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌｒｅｆｒａｃｔｉｏｎｄｅｔｅｃｔｏｒ（ＲＩＤ）ｄｅｔｅｃｔｉｏｎＲｅｓｕｌｔｓ：Ｔｈｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎｌｉｍｉｔｏｆｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｗａｓ００３ｍｇ·ｍＬ－１，ａｎｄｔｈｅｌｉｍｉｔｏｆｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎｗａｓ０１２５ｍｇ·
ｍＬ－１Ｉｔｓｈｏｗｅｄａｇｏｏｄｌｉｎｅａｒｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｉｎｔｈｅｍａｓｓｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｒａｎｇｅｏｆ０７２－７５６ｍｇ·ｍＬ－１Ｔｈｅａｖｅｒ
ａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙｗａｓ９９４％ （ＲＳＤ＝０８５％，ｎ＝９）Ｔｈｅｃｏｎｔｅｎｔｏｆｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｉｎ７ｂａｔｃｈｅｓｏｆａｍｉｎ
ｏｓａｍｉｎｅｅｎｔｅｒｉｃｃｏａｔｅｄｔａｂｌｅｔｓｗａｓｍｅａｓｕｒｅｄｉｎｔｈｅｒａｎｇｅｏｆ９３％ －１０７％Ｃｏｎｃｌｕｓｉｏｎ：Ｔｈｅｐｒｏｐｏｓｅｄｍｅｔｈｏｄｉｓ
ｆａｓｔ，ａｃｃｕｒａｔｅ，ｓｐｅｃｉｆｉｃａｎｄｄｕｒａｂｌｅ，ａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｆｏｒｔｈｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，ｗｈｉｃｈ
ｐｒｏｖｉｄｅｓａｒｅｆｅｒｅｎｃｅｆｏｒｅｆｆｅｃｔｉｖｅｌｙｃｏｎｔｒｏｌｌｉｎｇｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｏｆａｍｉｎｏｘｙｍｅｔａｃｉｎｅｎｔｅｒｉｃｃｏａｔｅｄｔａｂｌｅｔｓ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ＨＰＬＣ；ＲＩＤ；ｅｎｔｅｒｉｃｃｏａｔｅｄｔａｂｌｅｔｓｏｆａｓｐａｒｔａｍｅ；ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ；ｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

　　骨关节炎的发病率在全球逐年增加，临床上
年轻群体占比也在逐渐增加，有越来越年轻化的

趋势［１］。氨糖美辛肠溶片作为新型复方消炎镇痛

药物，其中主要的成分是盐酸氨基葡萄糖。盐酸
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氨基葡萄糖是甲壳素经盐酸水解得到的一种还原

糖，氨基葡萄糖是一种广泛存在于自然界的单糖，

主要作用就是抑制软骨面的破坏，参与软骨的合

成，抑制由于无菌性炎症对于软骨面的破坏，临床

上预防和治疗各种关节的骨关节炎疾病［２４］。氨

糖美辛肠溶片含量测定法有 ＨＰＬＣＣＡＤ法、ＨＰＬＣ
法等［５６］。

《中华人民共和国药典》（简称《中国药典》）

２０２０年版（二部）采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ），
以氨基硅烷键合硅胶为色谱柱填充剂、磷酸盐缓

冲溶液（ｐＨ７５）乙腈（２５∶７５）为流动相对氨糖美
辛肠溶片中盐酸氨基葡萄糖含量进行测定。笔者

在试验中发现，在该色谱条件下，柱效容易下降，

主峰拖尾严重，检测波长１９５ｎｍ处于乙腈末端吸
收，影响测定结果，流动相相对复杂。因此，本研

究参考相关文献以８０％乙腈溶液（１０００ｍＬ中含
１ｍＬ氨水）为流动相、示差折光检测器测定盐酸氨
基葡萄糖含量，为有效控制氨糖美辛肠溶片的质

量提供参考。

１　材料
１１　仪器设备

ＳＨＩＭＡＤＺＵＬＣ２０ＡＴ日本岛津公司高效液相色
谱仪，ＣＰＡ２２５Ｄ型十万分之一电子天平（赛多利斯
科学仪器北京有限公司），ＭｉｌｌｉＱ超纯水发生器（美
国Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。
１２　药品与试剂

氨糖美辛肠溶片（广东逸舒，批号２２０２０１；河南
天方，批号２１０７０４；山西振东，批号２０２１０３０１；浙江
惠松，批号２０１１０１；华夏国药，批号２０２２０４０５；江西
制药，批号２０１２１２３；石药欧意，批号２０７２１０６２２）；盐
酸氨基葡萄糖对照品（中国食品药品检定研究院，

批号１４０６４９２０２００７，含量９９９９％）；乙腈（广州化
学试剂厂，批号２０２１０７１４２９；９９５％）；水为超纯水。

２　方法与结果
２１　色谱条件

色谱柱为ＷａｔｅｒｓＸＢｒｉｄｇｅＡｍｉｄｅ（４６ｍｍ×２５０
ｍｍ，３５μｍ）；流动相为８０％乙腈溶液（１０００ｍＬ中
含１ｍＬ氨水）；流速为 １２ｍＬ·ｍｉｎ－１；柱温为
４０℃；进样量为２０μＬ。
２２　溶液制备
２２１　系统适用性试验溶液　精密称取氨糖美辛
肠溶片（山西振东，批号：２０２１０３０１）适量，用５０％乙

腈溶液稀释制成每１ｍＬ中含３ｍｇ的溶液。
２２２　对照品溶液　精密称取盐酸氨基葡萄糖对
照品适量，用５０％乙腈溶液溶解制成每１ｍＬ中含盐
酸氨基葡萄糖３ｍｇ的溶液。
２２３　供试品溶液　精密称取氨糖美辛肠溶片
（山西振东，批号：２０２１０３０１）适量，用５０％乙腈溶
液溶解制成每１ｍＬ中含盐酸氨基葡萄糖３ｍｇ的
溶液。

２２４　阴性空白溶液　精密称取Ａ企业辅料和吲
哚美辛对照品适量，用５０％乙腈溶液溶解并稀释至
刻度，作为阴性空白溶液。

２３　系统适用性试验
取“２２”项下系统适用性溶液、对照品溶液、供

试品溶液和阴性空白溶液各适量，按“２１”项下色
谱条件进样测定，记录色谱图。详见图１。结果表
明阴性空白溶液对主成分的检出无干扰。七家企业

中氨糖美辛肠溶片剂的辅料包含蔗糖、淀粉等物质，

在“２１”项下色谱条件中会出峰的辅料只有蔗糖，
主成分峰与蔗糖峰之间的分离度为７６。
２４　专属性试验
２４１　未破坏供试品溶液　取供试品（山西振东，
批号：２０２１０３０１）约０２ｇ，置２５ｍＬ量瓶中，加５０％
乙腈溶液溶解并稀释至刻度，摇匀，依法测定。

２４２　酸破坏供试品溶液　称取供试品（山西振
东，批号２０２１０３０１）约０２ｇ，置２５ｍＬ量瓶中，加１
ｍｏｌ·Ｌ－１盐酸溶液１ｍＬ，放置６０ｍｉｎ后，加１ｍｏｌ·
Ｌ－１氢氧化钠溶液１ｍＬ中和，用５０％乙腈溶液稀释
至刻度，摇匀，依法测定。

２４３　碱破坏供试品溶液　取供试品（山西振东，
批号２０２１０３０１）约０２ｇ，置２５ｍＬ量瓶中，加１ｍｏｌ·
Ｌ－１氢氧化钠溶液１ｍＬ，放置６０ｍｉｎ后，加１ｍｏｌ·
Ｌ－１盐酸溶液１ｍＬ中和，用５０％乙腈溶液稀释至刻
度，摇匀，依法测定。

２４４　氧化破坏供试品溶液　取供试品（山西振
东，批号 ２０２１０３０１）约 ０２ｇ，置 ２５ｍＬ量瓶中，加
３０％过氧化氢溶液１００μＬ，放置６０ｍｉｎ后，用５０％
乙腈溶液稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液。

２４５　热破坏供试品溶液　取样品（山西振东，批
号：２０２１０３０１）（１００℃放置６０ｍｉｎ）０２ｇ，置２５ｍＬ
量瓶中，用５０％乙腈溶液溶解并稀释至刻度，摇匀，
依法测定。

取上述各溶液２０μＬ，按“２１”项下色谱条件进
样测定，记录色谱图，详见图２。结果表明供试品在
酸、碱、氧化和加热破坏下均稳定。
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ａ．盐酸氨基葡萄糖（ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）　ｂ．蔗糖（ｓｕｃｒｏｓｅ）

图１　系统适用性溶液（Ａ）、对照品溶液（Ｂ）、供试品溶液（Ｃ）、阴性空白溶液（Ｄ）色谱图
Ｆｉｇ１　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ａ），ｒｅｆｅｒｅｎｃｅｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｂ），ｔｅｓｔｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｃ）ｎｅｇａｔｉｖｅｂｌａｎｋｓｏｌｕｔｉｏｎ（Ｄ）

２５　线性关系
取盐酸氨基葡萄糖对照品适量，精密称定，加

５０％乙腈溶液溶解并定量稀释制成不同浓度的溶
液，以质量浓度Ｘ为横坐标、峰面积 Ｙ为纵坐标，得

线性方程：

Ｙ＝１３０７７Ｘ－２９７２　ｒ＝０９９９８
盐酸氨基葡萄糖的质量浓度０７２～７５６ｍｇ·

ｍＬ与峰面积呈良好线性关系。
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Ａ．未破坏样品（ｕｎｄａｍａｇｅｄｓａｍｐｌｅ）　Ｂ．酸破坏（ａｃｉｄｄａｍａｇｅ）　Ｃ．碱破坏（ａｌｋａｌｉｄａｍａｇｅ）　Ｄ．氧化破坏（ｏｘｉｄａｔｉｖｅｄａｍａｇｅ）　Ｅ．热破坏（ｔｈｅｒｍａｌ
ｄａｍａｇｅ）　ａ．盐酸氨基葡萄糖（ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）　ｂ．蔗糖（ｓｕｃｒｏｓｅ）

图２　专属性试验ＨＰＬＣ色谱图
Ｆｉｇ２　 ＨＰＬＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙｔｅｓｔ
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２６　定量限与检测限

精密量取“２２２”项下对照品溶液，逐级稀
释后进样测定，以盐酸氨基葡萄糖峰信噪比 ３倍
和１０倍时的量作为检测限和定量限，结果盐酸
氨基葡萄糖检测限为 ００３ｍｇ·ｍＬ－１，定量限为
０１２５ｍｇ·ｍＬ－１。
２７　精密度与重复性试验

取“２２２”项下的对照品溶液，连续进样６次，
峰面积ＲＳＤ（ｎ＝６）为０８％，仪器精密度良好；取同
一批号供试品（批号 ２０７００００００）６份，平均含量为
标示量的９６８８％，ＲＳＤ（ｎ＝６）为０７６％，表明重复

性良好。

２８　稳定性试验
取同一供试品溶液（批号：２０７００００００），分别于

０、２、４、６、８、１２和２４ｈ进样测定，记录峰面积，ＲＳＤ
为０３５％，表明配制溶液在２４ｈ内稳定。
２９　回收率试验

精密称取盐酸氨基葡萄糖对照品适量，辅料４０
ｍｇ，吲哚美辛１０ｍｇ，共取９份，分３组，分别精密加
入对照品 ２４、３０、３６ｍｇ，分别置 １０ｍＬ量瓶中，用
５０％乙腈溶液溶解并稀释至刻度，摇匀，依法测定。
计算回收率，结果见表１。

表１　回收试验结果
Ｔａｂ１　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ

组别

（ｇｒｏｕｐ）

加入量

（ａｄｄｅｄ）／

ｍｇ

辅料

（ａｄｄｅｄｏｆｅｘｃｉｐｉｅｎｔ）／

ｍｇ

吲哚美辛

（ａｄｄｅｄｏｆｉｎｄｏｍｅｔｈａｃｉｎ）／

ｍｇ

测得量

（ｍｅａｓｕｒｅｄ）／

ｍｇ

回收率

（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）／

％

平均回收率

（ａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｙ）／

％

ＲＳＤ／

％

１ ２４９９ ４０５２ １０２３ ２３７２ ９８９２ ９９３６ ０８５

２ ２４４７ ４０４９ １０２７ ２４２０ ９８９２

３ ２４５５ ４０７８ １０６３ ２４４６ ９９６４

４ ３０２７ ４０５３ １０３４ ３００４ ９９２４

５ ３０１６ ４０３８ １０７９ ２９８５ ９８９８

６ ３０６３ ４０１２ １０５３ ３０１４ ９８４１

７ ３６５１ ４０４９ １０６１ ３６５８ １００１８

８ ３６３８ ４０５３ １０７４ ３５９５ ９８８３

９ ３６９３ ４０６４ １０７１ ３７３５ １０１１４

２１０　样品测定
取不同批次的氨糖美辛肠溶片，按“２１”项下

色谱条件测定。结果见表２。从表２样品测定结果
可知，盐酸氨基葡萄糖的含量在９３％ ～１０７％范围
内，均符合规定。

表２　样品含量测定结果
Ｔａｂ２　Ｓａｍｐｌｅｃｏｎｔｅｎｔｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｒｅｓｕｌｔｓ

厂家

（ｃｏｍｐａｎｙ）

批号　

（ｌｏｔＮｏ．）　

含量

（ｃｏｎｔｅｎｔ）／％

广东逸舒 ２２０２０１ ９７３５

河南天方 ２１０７０４ ９６３６

山西振东 ２０２１０３０１ ９８９８

浙江惠松 ２０１１０１ ９７４５

华夏国药 ２０２２０４０５ ９５２５

江西制药 ２０１２１２３ ９５５５

石药欧意 ２０７２１０６２２ ９５６５

３　讨论
３１　检测器的选择

紫外检测器只能检测出具有紫外吸收的物质，

盐酸氨基葡萄糖的结构中没有发色基团，在检测波

长１９５ｎｍ处于乙腈末端吸收，所以在该低波长处检
测的盐酸氨基葡萄糖灵敏度较低，吸收值小。相比

之下，示差检测器具有广泛的使用范围，是一种高度

稳定灵敏的通用型检测器，也是浓度型检测器，能够

检测没有特征紫外吸收的物质或者用于无法选择其

他检测器检测的样品。只要样品组分与流动相有足

够的差别，即可用示差检测器检测。结果显示，采用

示差检测器测定盐酸氨基葡萄糖含量的色谱图基线

稳定，峰型保持良好，因此本实验采用了示差检

测器。

３２　溶剂的选择
方法学验证前对不同溶剂（８０％乙腈溶液、

５０％乙腈溶液）进行了考察，以获得最佳的溶解效
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率和较优的峰型。结果发现采用８０％乙腈溶液作
为溶剂时，部分厂家的氨糖美辛肠溶片未完全溶解，

其测定结果盐酸氨基葡萄糖含量较低，查阅其处方

组成，含有羧甲基淀粉钠、羟丙纤维素和聚维酮Ｋ３０
等辅料不易溶于有机溶剂，且肠溶衣膜的种类和加

入增塑剂影响肠溶衣的溶解速率；采用５０％乙腈溶
液作为溶剂时，样品完全溶解，且峰型较好，盐酸氨

基葡萄糖含量稳定均一。综上所述，为了避免氨糖

美辛肠溶片中盐酸氨基葡萄糖溶解较低，本实验选

用５０％乙腈溶液作为样品溶剂。
３３　样品前处理方法的考察

《中国药典》２０２０年版氨糖美辛肠溶片的质量
标准中，供试品溶液进行了超声处理，本研究对不同

的超声时间进行了考察，考察其超声时间对氨糖美

辛肠溶片中盐酸氨基葡萄糖的含量测定有无影响。

将其样品于５０％乙腈溶液溶解后，分别超声 ０、５、
１０、１５、２０、２５、３０ｍｉｎ，依法测定，结果发现其不同超
声时间处理的盐酸氨基葡萄糖含量基本一致，是否

超声，及超声时间长短对氨糖美辛肠溶片中盐酸氨

基葡萄糖含量测定无影响。因此，本研究供试品溶

液采用直接溶解的方式，未做超声处理。

３４　色谱柱的选择
本次试验，采用酰胺基键合亚乙基桥杂化颗粒

色谱柱，设计用于亲水作用色谱，保留与分离强极性

分离物，与硅胶氨基柱和硅胶酰胺基柱相比，柱寿命

大大增强，适合用于糖、糖醇、高级性有机酸、肽、糖

肽等的检测分析，盐酸氨基葡萄糖结构中含有醛糖，

能与酰胺基键合亚乙基桥杂化颗粒色谱柱发生反

应，所以本实验选用酰胺基键合亚乙基桥杂化颗粒

色谱柱作为液相色谱分析柱。

３５　小结
本文建立ＨＰＬＣＲＩＤ法测定氨糖美辛肠溶片中

盐酸氨基葡萄糖含量的方法，方法分析时间短、灵敏

度高，准确性好，样品前处理操作简单、成本低，很好

的解决了目前药典方法存在柱效容易下降，主峰拖

尾严重的问题。
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