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［摘　 要］ 　 建立了高效液相色谱法测定饲料原料葡萄糖胺盐酸盐含量。 采用 ＯＤＳＣ１８ 柱（１５０ ｍｍ
×４． ６ ｍｍ，５ μｍ），以磷酸盐缓冲液（ｐＨ ＝７． ３ ～ ７． ７） － 乙腈（３０ ＋ ７０，Ｖ１ ＋ Ｖ２）为流动相，进样量 １０
μＬ，流速 ０． ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长 １９５ ｎｍ，柱温 ３５ ℃。 在此色谱条件下，葡萄糖胺盐酸盐在 ３． ００ ～
５． ００ ｍｇ ／ ｍＬ 浓度范围内呈良好线性关系，ｒ ＝ ０． ９９９５１，方法平均回收率为 ９９． １％ ，相对标准偏差

（ＲＳＤ）为 ０． ６％ （ｎ ＝ ９），以信噪比（Ｓ ／ Ｎ）≥３ 为检测限，信噪比（Ｓ ／ Ｎ）≥１０ 为定量限，检测限和定量

限分别为 ０． ０３２ ｍｇ ／ ｍＬ 和 ０． １２ ｍｇ ／ ｍＬ。 本法操作简便、快速、结果准确，应用于实际样品检测，结
果满意，可作为葡萄糖胺盐酸盐含量测定的质控方法。
［关键词］ 　 高效液相色谱；饲料原料；葡萄糖胺盐酸盐
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Ｔｈｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ＯＤＳ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ（１５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５μｍ） ｗｉｔｈ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ
ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｐＨ ＝ ７． ３ ～ ７． ７ ） － ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ （３０ ＋ ７０， Ｖ１ ＋ Ｖ２ ） ａｎｄ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ ０． ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ． Ｔｈｅ
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ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｆｏｒ ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｗａｓ ｌｉｎｅａｒ ｉｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ ３． ００ ～ ５． ００
ｍｇ ／ ｍＬ（ ｒ ＝ ０． ９９９５１）． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｗａｓ ９９． １％ （ｎ ＝ ９， ＲＳＤ ＝ ０． ６％ ）． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ＬＯＤ）
ｗａｓ ０． ０３２ ｍｇ ／ ｍＬ（Ｓ ／ Ｎ≥３）， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ（ＬＯＱ） ｗａｓ ０． １２ ｍｇ ／ ｍＬ（Ｓ ／ Ｎ≥１０）． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎ ｆｅｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌ ｗｉｔｈ ｓａｔｉｓｆａｃｔｏｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ：ＨＰＬＣ； ｆｅｅｄ ｍａｔｅｒｉａｌ； ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

　 　 葡萄糖胺盐酸盐是一种天然的氨基单糖，可以 刺激软骨细胞产生正常多聚体结构的蛋白多糖，提
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高软骨细胞的修复能力，抑制产生损伤软骨的酶，
促进软骨基质的修复和重建，可延缓骨关节疼痛的

病理过程和疾病的进程［１］。 现代工业生产中主要

采用甲壳类动物和其他节肢动物的外骨骼为原料，
经盐酸水解，再经活性炭脱色和干燥步骤得到其成

品［２］，葡萄糖胺盐酸盐已被收录于中华人民共和国

农业部公告第 １７７３ 号《饲料原料目录》中，其不仅

广泛应用于医药及保健食品领域，而且也已在畜禽

养殖业和宠物保健中得到了应用［３］。
目前医药及保健食品领域葡萄糖胺盐酸盐含

量测定的国内外文献报道主要有以下几种方法：分
光光度法［４］、高效液相色谱（ＨＰＬＣ） － 紫外检测

法［５ － ６］、ＨＰＬＣ －蒸发光散射检测法［７ － ８］、ＨＰＬＣ － 示

差折光检测法［９］ 和 ＨＰＬＣ － 荧光光度检测法［１０］，
其中分光光度法操作繁琐费时、人为操作误差较

大；采用 ＨＰＬＣ － 蒸发光散射检测法，ＥＬＳＤ 的响

应值与葡萄糖胺盐酸盐浓度的关系曲线，在较高浓

度范围内大致呈线性，而在低浓度范围内呈指数关

系；采用 ＨＰＬＣ － 示差折光检测法，示差折光检测

器的灵敏度低，不能实现梯度洗脱，对有干扰峰的

样品不适用；采用 ＨＰＬＣ －荧光光度检测法，需要衍

生，操作相对复杂，消耗时间长，上述检测法的稳定

性和重复性，均不如 ＨＰＬＣ － 紫外检测法。 目前，
标准收载的葡萄糖胺盐酸盐原料含量测定方法主

要有电位滴定法（欧洲药典 ９． ０ 版） ［１１］、高效液相

色谱法（美国药典 ４０ 版） ［１２］，国内尚无国家和行业

标准，而质量控制的重要指标之一含量测定就非常

重要，为此，本方法参考美国药典 ４０ 版，进一步优

化相关条件，建立高效液相色谱法测定不同来源和

批次的葡萄糖胺盐酸盐原料含量，并与电位滴定法

进行了对比研究，结果表明，建立的方法具有准确、
简便、专属性强的特点，可以作为饲料原料葡萄糖

胺盐酸盐含量测定的质量控制方法。
１　 仪器与试药

１． １　 仪器　 高效液相色谱仪（分离系统 ｅ２６９５，二
极管阵列检测器 ＰＤＡ２９９８，紫外检测器 ２４８７，美国

Ｗａｔｅｒｓ 公司，配 Ｅｍｐｏｗｅｒ ３ 软件）；电位滴定仪（９０４
Ｔｉｔｒａｎｄｏ，瑞士万通公司）；电子天平（ＡＢ１３５ － Ｓ，瑞

士 ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ 公司，精度为 ０． ０１ ｍｇ）；纯
水机（Ｍｏｌａｔｏｍ １８１０Ａ，中国重庆摩尔水处理设备有

限公司）。
１． ２　 试药　 葡萄糖胺盐酸盐对照品（中国食品药

品检定研究院，批号为 １４０６４９ ～ ２０１３０４，含量为

１００％ ）；磷酸氢二钾（分析纯）；磷酸（分析纯）；乙
腈（色谱纯）；磷酸盐缓冲溶液（ｐＨ ７． ５，称取磷酸

氢二钾 ３． ５ ｇ，精确至 ０． ０１ ｇ，置 １０００ ｍＬ 容量瓶

中，加水适量使溶解，加入 ０． ２５ ｍＬ 氨水，用水稀释

至刻度，摇匀；用磷酸调节 ｐＨ 值至 ７． ５ ± ０． ２）；０． １
ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠标准滴定溶液；实验用水（电阻率

＞ １８ ＭΩ·ｃｍ，符合 ＧＢ ／ Ｔ６６８２ 一级用水的规定）。
饲料原料葡萄糖胺盐酸盐由国内 ４ 家典型的生产

企业各提供 ３ 批 （企业 １ 的批号为 ２０１８０２１７３、
２０１８０３１２２、２０１８０５２１５；企业 ２ 的批号为 Ｙ１７１００１５、
Ｙ１７１００２３、Ｙ１８０３００１；企业 ３ 的批号为 ２０１７１１０２、
２０１８０１１６、２０１８０４２９；企业 ４ 的批号为 Ｍ１８１１００１、
Ｍ１８１１００２、Ｍ１８１１００３）。
２　 方法与结果

２． １　 色谱条件 　 色谱柱：Ｃ１８ 柱（长：１５０ ｍｍ，内
径：４． ６ ｍｍ，粒径：４ ～ ５ μｍ）；流动相：乙腈 － 磷酸

盐缓冲溶液（７０ ＋ ３０，Ｖ１ ＋ Ｖ２）；流速：０． ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
柱温：３５ ℃；检测波长：１９５ ｎｍ；进样量：１０ μＬ。 在

上述色谱条件下，葡萄糖胺盐酸盐对照品溶液

（４． ００ｍｇ ／ ｍＬ）和葡萄糖胺盐酸盐供试品溶液（４． ００
ｍｇ ／ ｍＬ）的典型色谱图见图 １，保留时间约为 ２． ５ ～
２． ６ ｍｉｎ，分离度大于 １． ５。
２． ２　 溶液制备

２． ２． １　 对照品溶液制备　 称取葡萄糖胺盐酸盐对

照品约 ０． ２ ｇ，精确至 ０． １ ｍｇ，置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，
加 ５０％乙腈溶液（Ｖ１ ∶ Ｖ２）适量使溶解，用 ５０％乙腈

溶液稀释至刻度，摇匀；经 ０． ４５ μｍ 滤膜滤过，滤液

作为对照品溶液。
２． ２． ２　 供试品溶液制备　 称取供试品约 ０． ２ ｇ，精
确至 ０． １ ｍｇ，置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加 ５０％乙腈溶液

（Ｖ１ ∶ Ｖ２ ）适量使溶解，用 ５０％ 乙腈溶液稀释至刻

度，摇匀；经 ０． ４５ μｍ 滤膜滤过，滤液作为供试品

溶液。
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图 １　 葡萄糖胺盐酸盐对照品溶液和供试品

溶液的 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

２． ３　 供试品测定　 分别取对照品溶液和供试品溶

液，按 ２． １ 项的色谱条件操作，分别注入液相色谱

仪，得对照品和供试品溶液中葡萄糖胺盐酸盐的峰

面积，按外标法计算供试品中葡萄糖胺盐酸盐含量。
２． ４　 线性关系考察　 分别称取葡萄糖胺盐酸盐对

照品 ０． １５、０． １７５、０． ２、０． ２２５、０． ２５ ｇ，精确至 ０． １
ｍｇ，分别置 ５０ ｍＬ 棕色容量瓶中，加 ５０％乙腈溶液

（Ｖ１ ∶ Ｖ２）至刻度，摇匀，制成葡萄糖胺盐酸盐浓度

分别为 ３． ００、３． ５０、４． ００、４． ５０ 和 ５． ００ ｍｇ ／ ｍＬ 的对

照品曲线溶液。 取 １０ μＬ 注入液相色谱仪，按 ２． １
项的色谱条件操作，记录色谱峰面积，以对照品溶

液的浓度（Ｃ）为横坐标，峰面积（Ａ）为纵坐标，绘制

对照品曲线，结果见表 １。 实验结果表明，在 ３． ００
～ ５． ００ ｍｇ ／ ｍＬ 浓度范围内，线性关系良好。

表 １　 葡萄糖胺盐酸盐的线性关系（ｎ ＝３）

Ｔａｂ １　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｇｌｕｃｏｓａｍｉｎｅ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ （ｎ ＝３）
Ｃ ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） 峰面积 ／ ＡＵ 线性回归方程

３． ００ ２０３９８６１７

３． ５０ ２２９６２９８２

４． ００ ２５５６８９４７

４． ５０ ２８２２４１９３

５． ００ ３０５７４９２６

Ａ ＝ ５． １２２７７ × １０６Ｃ ＋ ５． ０５４８７ × １０６

ｒ ＝ ０． ９９９５１

２． ５　 精密度试验

２． ５． １　 重复性实验　 分别取 ２． ２． １ 项的葡萄糖胺

盐酸盐对照品溶液（４． ００ ｍｇ ／ ｍＬ）１ 份，按 ２． １ 项的

色谱条件重复进样 ５ 次，检验系统测定的重复性；
取 ２０１８０２１７３ 一批供试品，按 ２． ２． ２ 项的供试品溶

液制备，分别制备成供试品溶液 ５ 份，按 ２． １ 项的

色谱条件进样，检验供试品测定的重复性，结果见

表 ２。 实验结果表明，葡萄糖胺盐酸盐对照品峰面

积的相对标准偏差（ＲＳＤ）为 ０． ０２％ ，保留时间的相

对标准偏差（ＲＳＤ）为 ０． ３％ ；５ 份葡萄糖胺盐酸盐

供试品峰面积的相对标准偏差（ＲＳＤ）为 ０． １％ ，系
统和供试品测定重复性均良好。
２． ５． ２　 中间精密度实验　 取 ２０１８０２１７３ 一批供试

品，分别于不同日期、不同人员和不同仪器，按 ２． ３
项的供试品测定对该批供试品含量进行双样测定，
结果见表 ３。 实验结果表明，不同日期、不同人员和

不同仪器对批号 ２０１８０２１７３ 葡萄糖胺盐酸盐含量

测定结果的 ＲＳＤ 为 ０． ０９％ 。 精密度较好。
２． ６　 稳定性试验 　 取 ２． ５． １ 项的重复性试验中

２０１８０２１７３ 一批供试品溶液，分别于 ０、２、４、６、８、
１０、１２、１６、２４、３０、３６ ｈ 进样 １０ μＬ，在 ０ ～ １２ ｈ，测得

峰面积的 ＲＳＤ 为 ０． ７％ ；在 １６ ｈ 后峰面积有显著下

降，说明供试品有部分降解。 实验结果表明，供试

品溶液在 １２ ｈ 内稳定。
２． ７　 回收率试验　 分别称取已知含量的供试品约

０． １ ｇ，精确至 ０． １ ｍｇ，共 ９ 份，分别置 ５０ ｍＬ 容量

瓶中，另分别称取葡萄糖胺盐酸盐对照品 ０． ０８ ｇ、
０． １ ｇ 和 ０． １２ ｇ 各 ３ 份，精确至 ０． １ ｍｇ，依低、中、高
分别置上述 ９ 个 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加 ５０％乙腈溶液

（Ｖ１ ∶ Ｖ２ ）适量使溶解，用 ５０％ 乙腈溶液稀释至刻

度，摇匀；经 ０． ４５ μｍ 滤膜滤过，滤液作为供试品溶

液；另取葡萄糖胺盐酸盐对照品，按 ２． ２． １ 项的对

照品溶液制备操作，制备成对照品溶液。 分别取 １０
μＬ 注入液相色谱仪，按 ２． １ 项的色谱条件操作，记
录色谱图，按外标法计算测定结果，结果见表 ４。 实

验结果表明，供试品不同量的葡萄糖胺盐酸盐平均

回收率为 ９９． １％ ，标准偏差（ＳＤ）为 ０． ６％ ，ＲＳＤ 为

０． ６％ ，方法的准确度较好。
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表 ２　 方法的重复性试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ

序号
系统重复性 供试品测定重复性

峰面积 ／ ＡＵ ＲＳＤ ／ ％ 保留时间 ／ ｍｉｎ ＲＳＤ ／ ％ 峰面积 ／ ＡＵ ＲＳＤ ／ ％

１ ２５５６８７６９

２ ２５５７２２５１

３ ２５５６７９２４

４ ２５５８３１６２

５ ２５５６９５２６

０． ０２

２． ５６５

２． ５６３

２． ５７２

２． ５８１

２． ５７９

０． ３

２５３７６８２３

２５４１６７７２

２５３８６９１７

２５４３６２９７

２５３７２９２６

０． １

表 ３　 方法的中间精密度试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ％

日期 分析人员 仪器
含量

Ⅰ Ⅱ
平均含量 ＲＳＤ

１ Ａ Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ － ２９９８ ９９． ４６ ９９． ６４

２ Ｂ Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ － ２４８７ ９９． ６１ ９９． ５２

３ Ｃ Ａｇｉｌｅｎｔ １１００ ９９． ３７ ９９． ４８

９９． ５ ０． ０９

表 ４　 回收率试验测定结果

Ｔａｂ ４　 Ｍｅｔｈｏｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
添加量 ／ ｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ± ＳＤ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

０． ０８１３ ９８． ４６

０． ０８２４ ９９． ２１

０． ０８４６ ９８． ４０

０． １０１３ ９９． １３

０． １０２４ １００． １３

０． １００５ ９８． ７９

０． １２０４ １００． ０７

０． １２１１ ９９． ０７

０． １２０２ ９８． ５６

９９． １ ± ０． ６ ０． ６

２． ８　 检测限与定量限　 精密称取葡萄糖胺盐酸盐

对照品 ０． ０３０２８ ｇ，置 １０ ｍＬ 容量瓶中，用 ５０％乙腈

溶液（Ｖ１ ∶ Ｖ２）溶解稀释至刻度，摇匀。 精密量取 １

ｍＬ，用 ５０％ 乙腈溶液（Ｖ１ ∶ Ｖ２ ）逐级稀释成系列浓

度，吸取 １０ μＬ 注入液相色谱仪，记录色谱图。 以

信噪比（Ｓ ／ Ｎ）≥３ 计算为检测限，以信噪比（Ｓ ／ Ｎ）

≥１０ 计算为定量限。 检测限为 ０． ０３２ ｍｇ ／ ｍＬ，定量

限为 ０． １２ ｍｇ ／ ｍＬ。
２． ９　 本法与电位滴定法测定含量的比较　 取批号

为Ｍ１８１１００１ 和 Ｙ１７１００１５ 的供试品，分别按欧洲药

典 ９． ０ 版的电位滴定法和本法的 ＨＰＬＣ 法进行测

定，测定的结果采用双样本 Ｔ 进行检验，由表 ５ 和

图 ２ 可知，两法测定供试品批号为 Ｍ１８１１００１ 和

Ｙ１７１００１５ 葡萄糖胺盐酸盐含量的结果均无显著差

异（Ｐ ＞ ０． ０５）。

表 ５　 本法与电位滴定法测定结果比较（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ

ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｔｉｔｒａｔｉｏｎ （ｎ ＝６）

批号
平均值 ± ＳＤ ／ ％

本法 电位滴定法
Ｔ 值 Ｐ

Ｍ１８１１００１ ９９． ４３ ± ０． ２５ ９９． ５０ ± ０． １７ － ０． ５９ ０． ３６１

Ｙ１７１００１５ ９９． ５６ ± ０． ２４ ９９． ４５ ± ０． ０６ １． ００ ０． ５７１

２． １０　 不同实验室比较测定结果　 分别取 ４ 家生

产企业提供的饲料原料葡萄糖胺盐酸盐各 ３ 批，按
本法由本实验室（Ⅰ）与 ４ 家生产企业实验室（Ⅱ）
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图 ２　 本法与电位滴定法含量测定结果的分布比较图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｉｓ

ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｐｏｔｅｎｔｉｏｍｅｔｒｉｃ ｔｉｔｒａｔｉｏｎ

测定同批供试品中葡萄糖胺盐酸盐含量，结果见表

６。 实验结果表明，按本法测定饲料原料葡萄糖胺

盐酸盐含量，本实验室与生产企业实验室测定的结

果基本一致。

表 ６　 供试品比较测定结果（ｎ ＝３）

Ｔａｂ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

ｒｅｓｕｌｔｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｌａｂｏｒａｔｏｒｉｅｓ （ｎ ＝３） ％

来源 批号
平均值 ± ＳＤ

Ⅰ Ⅱ
差值

企业 １

２０１８０２１７３ ９９． １７ ± ０． １３ ９９． １６ ± ０． ３１ ０． ０１

２０１８０３１２２ ９９． ３５ ± ０． １６ ９９． ４８ ± ０． ２２ － ０． １３

２０１８０５２１５ ９９． ４７ ± ０． ２１ ９９． ２５ ± ０． １８ ０． ２２

企业 ２

Ｙ１７１００１５ ９９． ５６ ± ０． ２４ ９９． ２６ ± ０． ３３ ０． ３０

Ｙ１７１００２３ ９９． ２３ ± ０． ２２ ９９． ３４ ± ０． １４ － ０． １１

Ｙ１８０３００１ ９９． ２３ ± ０． ２２ ９９． ２１ ± ０． ２４ － ０． ０９

企业 ３

２０１７１１０２ ９８． ８９ ± ０． １１ ９８． ５６ ± ０． ２２ ０． ３３

２０１８０１１６ ９８． ７９ ± ０． １４ ９８． ８６ ± ０． ２３ － ０． ０７

２０１８０４２９ ９８． ６６ ± ０． １５ ９８． ５０ ± ０． ２７ ０． １６

企业 ４

Ｍ１８１１００１ ９９． ４３ ± ０． ２５ ９９． ２９ ± ０． １５ ０． １４

Ｍ１８１１００２ ９９． ５１ ± ０． １９ ９９． ５１ ± ０． ２４ ０

Ｍ１８１１００３ ９９． ４９ ± ０． １８ ９９． ３９ ± ０． ２４ ０． １０

３　 讨论与结论

３． １　 检测波长的选择　 由于葡萄糖胺盐酸盐分子

结构中无共轭双键，基本无紫外吸收，在 １９５ ｎｍ 和

２０５ ｎｍ 波长处具有较强的末端吸收，美国药典（４０
版） ［１２］和相关文献报道［６，１３］ 对原料药的测定检测

波长均采用 １９５ ｎｍ，故本实验选择 １９５ ｎｍ 为本品

的检测波长。
３． ２　 流动相与流速的优化　 目前，从高效液相色

谱法测定葡萄糖胺盐酸盐含量的文献报道来看，流
动相组成主要有乙腈与磷酸盐缓冲液［６，１２］、乙腈与

乙酸铵溶液［１３ － １４］。 本研究参考了美国药典 （４０
版），采用乙腈与磷酸盐缓冲液为组成的流动相，并
优化了流动相的比例和磷酸盐缓冲液的 ｐＨ 值，优
化结果表明，乙腈比例在 ６５％ ～７５％范围及磷酸盐

缓冲液 ｐＨ 值在 ７． ２ ～ ７． ７ 范围时保留时间和分离

效果均较好，为确保方法的耐用性，选择了乙腈比

例为 ７０％ ，磷酸盐缓冲液 ｐＨ 值为 ７． ５ ± ０． ２，优化

结果见图 ３ 和图 ４。 美国药典（４０ 版）采用 ＮＨ２色

谱柱进行分离测定，由于该型柱对葡萄糖胺盐酸盐

的保留行为较强，故流速为 １． ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，保留时间

约为 ２５ ｍｉｎ，随着测定的进行，保留时间的重复性

变化较大。 为此本实验采用了 Ｃ１８ 柱进行分离测

定，并对流速进行了优化，优化结果表明，当流速为

０． ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ 时，葡萄糖胺盐酸盐色谱峰与供试品

中的基质峰能完全分离，保留时间约为 ２． ５ ～ ２． ６
ｍｉｎ，大大缩短了分析时间，且保留时间的重复性

较好。

图 ３　 流动相中乙腈比例对保留时间和分离度的影响

Ｆｉｇ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｒａｔｉｏ ｏｎ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ

ｔｉｍｅ ａｎｄ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ

·７４·



中国兽药杂志 ２０１９ 年 １１ 月第 ５３ 卷第 １１ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

图 ４　 磷酸盐缓冲液 ｐＨ 对保留时间和分离度的影响

Ｆｉｇ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｆ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ｏｎ

ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

　 　 采用高效液相色谱法测定葡萄糖胺盐酸盐含

量，该方法操作简便易行、快速，方法的准确性、重
复性均较好，可用于饲料原料葡萄糖胺盐酸盐含量

测定的质量控制。
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