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摘要

目的：建立超高效亲水性液相色谱与电喷雾四级杆飞行时间串联质谱联

用法（UPLC -DAD-QTOF-MS）对硫酸庆大霉素注射液中非法添加的乙二胺四

乙酸二钠进行分析。方法：以FeCl3作为络合剂，色谱柱为Waters® XBridge® 
HILIC柱（4.6 mm×250 mm，5 µm），A流动相为乙腈，B流动相为0.02 mol·L-1

乙酸铵水溶液（pH=3.0），采用梯度洗脱（0→5 min，95 %A→70 %A；5→15 
min，70 %A；15→20 min，70 %A→50 %A；20→30 min, 50 %A；30→31min；

50 %A →95 %A；31→40 min，95 %A），检测波长为270 nm，柱温30 ℃。ESI离
子源，负离子检测模式，离子源温度120 ℃。结果：EDTA-Fe络合物峰能与

相邻未知组分峰很好地分离，乙二胺四乙酸二钠在1.671～80.198 μg·mL-1

范围内线性关系良好（r=0.9999）。高效液相色谱-质谱图中，Ⅰ厂和Ⅱ

厂供试品出现与对照品主峰保留时间一致的色谱峰，其质谱图中与对照

品也完全一致，证明Ⅰ厂和Ⅱ厂非法添加了乙二胺四乙酸二钠。结论：

本法解决了乙二胺四乙酸二钠极性大，无紫外吸收，且常规反相色谱柱

填料无法保留的难题。优化得到的色谱条件可以同时应用于LC-DAD和LC-
MS，可以同时进行定性和定量测定。为今后乙二胺四乙酸二钠的非法添加

检查工作提供了可靠的参考依据。

Objective: To develop a new method for determination of disodium edetate Illegally Added in Gentamycin 

Sulfate injection by ultra performance hydrophilic interaction liquid chromatography-diode array detector-

electrospray ionization-quadrupole time of flight/mass spectrometry(UPLC-DAD-QTOF-MS). Methods: 

The complexing agent was trichloride ferric.The separation was performed on a Waters® XBridge® HILIC 

(4.6mm×250mm, 5µm) column and the mobile phase consisted of acetonitrile(A) and 0.02mol·L-1 

ammonium acetate solution(pH=3.0)(B), gradient elution(changed from 0-5min with 95%A→70%A; 

5-15min with 70%A; 15-20min with 70%A→50%A; 20-30min with 50%A; 30-31min with 

50%A→95%A; 31-40min with 95%A), The detection wavelength was set at 270 nm and the column 

oven was maintained at 30℃.The mass spectrometry detector was equipped with an ESI source with 

a temperature of 120℃, and set at negative ion monitoring model. Results: Disodium edetate was 

completely separated from the impurities.The calibration curve of disodium edetate was linear in the range 

of 1.671～80.198µg·mL-1 (r=0.9999). The characteristics of sampleⅠand Ⅱ were equal with reference 

substance in high performance liquid chromatogram and mass spectrogram, which indicated that disodium 

edetate was illegally added in sampleⅠand Ⅱ. Conclusions: The disodium edetate has high polarity, 

no UV absorption and difficult to retain in the conventional reversed phase column. The method to solve 

the above problem. The optimized chromatographic conditions can be applied to the LC-DAD and LC-MS, 

qualitative and quantitative determination. A reliable reference for future disodium edetate illegally added 

detection can be provided.
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乙二胺四乙酸二钠是一种常用的稳定剂，常作为注射剂的辅料使用，由于其可与钙离子结合成

可溶的络合物引起钙的减少，静脉制剂中使用乙二胺四乙酸二钠(EDTA-2Na)会导致血钙下降，因

此，需密切关注和严格控制静脉给药制剂中乙二胺四乙酸二钠的用量。根据国家食品药品监督

管理局2006年关于药品说明书和标签管理规定（局令第24号）文第二章第十一条规定，注射剂

和非处方药应当列出所用的全部辅料名称。硫酸庆大霉素注射液收载于《中国药典》2010年版

二部[1]，目前大多市售样品的说明书处方中均未标注使用EDTA-2Na，现行检验标准中无乙二胺四

乙酸二钠检查项，但实际生产过程中，部分企业为提高样品中主成分的稳定性，会非法添加一

定量的EDTA-2Na。为了进一步加强监管，需要建立可以同时进行定性和定量测定EDTA-2Na的非标

方法，理想的模式是建立一套色谱系统，可以满足LC-UV的定量分析，同时可以用于LC-MS的定性

分析。

乙二胺四乙酸二钠的定量测定的方法报道较多，主要以HPLC方法为主，大多液相色谱条件采用

C18或C8柱，由于乙二胺四乙酸二钠极性大，无紫外吸收，一般均采用在流动相中添加离子对试

剂解决色谱保留弱的问题，采用金属离子络合解决了紫外吸收的问题[2-7]。由于流动相中离子对

试剂的存在，这类色谱条件无法应用于LC-MS。有文献报道 [8]采用苯己基柱、“10%甲醇水溶液

（含1 mmol·L-1三正丁胺和1 mmol·L-1乙酸）-95 %甲醇水溶液（含1 mmol·L-1三正丁胺和1 mmol·L-1乙

酸）梯度洗脱”为流动相进行乙二胺四乙酸铁络合物的LC-MS分析，但流动相中的三正丁胺会

残留在质谱仪中，影响仪器的后续使用，在重复该实验过程中还发现，该色谱系统的分离能力

差，无法使目标化合物与相邻杂质有效分离，该系统不适合于LC-UV的定量分析。

近年来，随着色谱柱填料技术的发展，用于分离强极性化合物的HILIC色谱柱技术越来越成熟，

HILIC色谱柱技术为采用极性固定相、高含量极性有机溶剂-水相缓冲液为流动相的一种分离技

术，特别适合强极性和亲水性化合物的分离[9]；同时由于流动相组成简单，解决了离子对试剂

与检测器不兼容的缺点，这样的流动相组成尤其有利于提高ESI-MS的灵敏度。为此，作者通过实

验，优化得到了使乙二胺四乙酸铁络合物色谱峰与相邻杂质达到基线分离的色谱条件，可以同

时应用于LC-DAD和LC-MS，实现定性和定量测定。建立的方法灵敏度高，重复性好，可以用于测

定硫酸庆大霉素注射液中非法添加的乙二胺四乙酸二钠含量和定性鉴别，该方法优于目前所有

文献报道的方法。用建立的方法对药品说明书中未标示乙二胺四乙酸二钠的Ⅰ、Ⅱ厂进行该项

目的检测，发现均非法添加了乙二胺四乙酸二钠。

1. 仪器与试药

Waters 2695-2996高效液相色谱仪（美国Waters公司）； Waters UPLC® Xevo® G2 QTof液质联用仪（美

国Waters公司）；Mettler Toledo AG135电子天平（梅特勒-托利多仪器有限公司）；Mettler Toledo 

SevenEasy pH计（梅特勒-托利多仪器有限公司）。

硫酸庆大霉素注射液(Ⅰ厂：规格为2mL:8万单位，批号：10091502；Ⅱ厂：规格为2mL:8万单

位，批号：0908032)；乙二胺四乙酸二钠（中国计量科学研究院，批号：GBW(E)060025c，纯

度：99.97%）；乙腈为色谱纯；水为超纯水；其他试剂均为分析纯。
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2. 溶液的制备

■ 2.1 对照品溶液 取乙二胺四乙酸二钠对照品约50 mg，精密称定，置50 mL棕色量瓶中，加水溶

解，并稀释至刻度，摇匀。精密量取上述溶液5 mL，置50 mL棕色量瓶中，加水稀释至刻度，

摇匀，精密量取2 mL，置10 mL棕色量瓶中，加10 mg·mL-1的三氯化铁溶液0.1 mL，加水稀释至刻

度，摇匀，静置30分钟，滤过，即得。   
■ 2.2 三氯化铁溶液的制备 取10 mg·mL-1的三氯化铁溶液0.1 mL，置10 mL棕色量瓶中，加水溶解，

并稀释至刻度，摇匀，滤过，即得。

■ 2.3 供试品溶液 精密量取供试品2 mL，置10 mL棕色量瓶中，加10 mg·mL-1的三氯化铁溶液0.1 mL，

加水稀释至刻度，摇匀，静置30分钟，滤过，取续滤液，即得。

■ 2.4 阴性对照溶液的制备 取庆大霉素标准品适量，按硫酸庆大霉素处方工艺配制阴性对照样

品，按供试品溶液制备方法制备，即得。

3. 定性鉴别方法与结果

■ 3.1 优化得到的色谱条件 色谱柱：Waters XBridge HILIC柱（4.6 mm×250 mm，5 μm）；流动相：乙

腈（A）-0.02 mol·L-1乙酸铵（用冰醋酸调节pH值至3.0）（B），梯度洗脱（0→5 min，95 %A→70 %A；

5→15 min，70 %A；15→20 min，70 %A→50 %A；20→30 min，50 %A；30→31 min；50 %A →95 %A；

31→40 min，95 %A）；柱温：30 ℃；流速：1.0 mL·min-1；进样量：5 μL。

■ 3.2 质谱条件 离子源为ESI源；负离子检测方式；源压：3.5 KV；一级锥孔电压：35 V；二级锥

孔电压：4.0 V；源温：120 ℃；脱溶剂温度：450 ℃；脱溶剂气流速：850 L·h-1；一级质谱全

扫描，扫描范围：290～600 m/z；二级质谱母离子m/z343.9943，扫描范围：50～600 m/z。

■ 3.3 实验结果 在全离子扫描方式下，供试品在提取的一级质谱图中出现与对照品相同的准分

子离子峰[ FeEDTA-4H]－（m/z343.9943），在全扫描二级质谱图中，以m/z343.9943作为母离

子，解离出特征碎片离子峰：m/z300.0042的峰为[M-CO2]－、m/z256.0132的峰为[M-2CO2]－、

m/z212.0243的峰为[M-3CO2]－，供试品表现均与对照品一致，阴性对照未检出。结果见图1。

EDTA-Fe络合物裂解过程推导如下：
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理论分子式：C10H12N2O8Fe
质量精度误差：0.0mDa

理论分子式：C8H12N2O4Fe
质量精度误差：-1.4mDa

理论分子式：C9H12N2O6Fe
质量精度误差：-0.3mDa

理论分子式：C7H12N2O2Fe
质量精度误差：-0.5mDa
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图1. 对照品及样品的MS、MS2全扫描图谱

Fig1. Full scan MS and MS2 of reference substances and samples
A.对照品（reference substances） B.Ⅰ厂样品（sampleⅠ）  C.Ⅱ厂样品（sample Ⅱ）

A

B

C
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4. 含量测定

■ 4.1 色谱条件 同“3.1”项下，检测波长：270 nm，进样量：20 μL。

■ 4.2 系统适用性试验及方法专属性考察  分别精密吸取溶液的制备项下的供试品溶液、对照品

溶液、阴性对照溶液和三氯化铁溶液各20 μL，注入液相色谱仪，记录色谱图，结果显示，供

试品溶液在与对照品溶液主峰保留时间处有相应的色谱峰，阴性对照溶液和三氯化铁溶液无

干扰；乙二胺四乙酸铁络合物色谱峰与其他组分峰能达到基线分离，结果见图2。

■ 4.3 线性关系考察  取乙二胺四乙酸二钠46.26 mg，置50 mL棕色量瓶中，加水适量使溶解，并

稀释至刻度，摇匀。精密吸取上述溶液10 mL，置100 mL棕色量瓶中，加水稀释至刻度，摇

匀,作为对照品贮备液(浓度为83.54 μg·mL-1)。分别量取上述对照品贮备液0.5、1.0、3.0、5.0、

10.0、24.0 mL，置25 mL棕色量瓶中，分别加10 mg·mL-1的三氯化铁溶液0.25 mL，加水稀释至刻

度，摇匀，静置30分钟，制成1.671、3.342、10.025、16.708、33.416、80.198 μg·mL-1的系列标

准溶液。分别取上述各溶液20 μL进样，记录色谱图，以峰面积为纵坐标（Y），以乙二胺四乙

酸二钠对照浓度为横坐标(X, μg·mL-1)，进行线性回归。线性方程为Y=28696X-16087，r=0.9999。

表明乙二胺四乙酸二钠在1.671～80.198 μg·mL-1范围内峰面积与浓度呈良好线性关系。

■ 4.4 精密度试验  精密吸取16.708 μg·mL-1的乙二胺四乙酸二钠对照溶液20 μL，连续进样6次，记录

乙二胺四乙酸铁络合物色谱峰,保留时间RSD为0.1 %，峰面积RSD为0.4 %，表明仪器精密度良好。

  

  

图2. HPLC色谱图

Fig2. HPLC chromatograms
A.对照品溶液（reference substance solution） B.供试品溶液（sample solution） 
C.阴性样品溶液（negative sample solution）  D.三氯化铁溶液（trichloride ferric solution）

A

C

B

D
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■ 4.5 重复性试验 精密取上述同一样品共6份，按“2.3”项下的方法制备供试品溶液，同法测定， 

Ⅰ厂样品乙二胺四乙酸二钠含量分别为80.82 μg·mL-1、81.82 μg·mL-1、81.76 μg·mL-1、81.75 μg·mL-1、

81.17 μg·mL-1、81.91 μg·mL-1，平均含量为81.54 μg·mL-1，RSD为0.6 %；Ⅱ厂样品乙二胺四乙酸二钠

含量分别为84.60 μg·mL-1、83.66 μg·mL-1、84.17 μg·mL-1、83.76 μg·mL-1、83.70 μg·mL-1、84.35 μg·mL-1，

平均含量为84.04 μg·mL-1，RSD为0.5 %，表明该方法重现性良好。

■ 4.6 稳定性试验 取“2.3”项下的供试品溶液1份，按上述色谱条件分别于0、2、6、12h测定，

记录乙二胺四乙酸铁络合物色谱峰面积，Ⅰ厂峰面积RSD为0.5 %，Ⅱ厂峰面积RSD为0.9 %，结

果表明供试品溶液在12h内稳定性良好。

■ 4.7 加样回收率试验 精密量取上述同一样品1mL，共9份，置10 mL棕色量瓶中，分别精密加入

“4.3”项下对照品贮备液（含乙二胺四乙酸二钠83.54 μg·mL-1）0.8、1.0、1.2 mL，每个浓度3

份，按供试品溶液制备方法制备，依法测定，计算低、中、高3组浓度下的回收率，结果见表1、

表2。试验结果表明，本法具有良好的回收率。

表1.Ⅰ厂加样回收率试验结果

Tab1. Results of recovery test of factoryⅠ

取样量

sample volume
/mL

供试品含有量

sample content
/μg

加标量

added
/μg

测得量

found
/μg

回收率

recovery
/%

平均回收率

average recovery
/%

RSD
/%

1 81.54 66.83 149.13 101.14

100.2 0.8

1 81.54 66.83 148.63 100.39

1 81.54 66.83 148.46 100.13

1 81.54 83.54 164.37 99.15

1 81.54 83.54 166.12 101.24

1 81.54 83.54 164.56 99.38

1 81.54 100.25 181.42 99.63

1 81.54 100.25 182.07 100.28

1 81.54 100.25 181.97 100.18
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表2.Ⅱ厂加样回收率试验结果

 Tab2. Results of recovery test of factory Ⅱ

取样量

sample volume
/mL

供试品含有量

sample content
/μg

加标量

added
/μg

测得量

found
/μg

回收率

recovery
/%

平均回收率

average recovery
/%

RSD
/%

1 84.04 66.83 150.70 99.75

100.4 1.0

1 84.04 66.83 152.04 101.75

1 84.04 66.83 151.25 100.57

1 84.04 83.54 167.97 100.47

1 84.04 83.54 167.90 100.38

1 84.04 83.54 169.09 101.81

1 84.04 100.25 184.35 100.06

1 84.04 100.25 183.09 98.80

1 84.04 100.25 184.31 100.02

■ 4.8 检测限和定量限 以信噪比分别为3:1和10:1测得本法的检测限和定量限分别为1.9 ng和6.5 ng。

■ 4.9 样品测定 分别精密吸取对照品溶液和供试品溶液各20 μL，按“4.1”项下色谱条件进行测

定，记录色谱峰面积，并用外标法计算其含量，测得Ⅰ厂和Ⅱ厂样品中乙二胺四乙酸二钠含

量分别为81.32 μg·mL-1、83.95 μg·mL-1 (折算成浓度分别为0.008 %、0.008 %)。

5. 讨论

■ 5.1 流动相和色谱柱的选择 参考相关文献[2-7]，使用反相色谱柱，试验采用了0.006 mol·L-1 四丁

基氢氧化铵溶液（pH为6.5±0.1）-乙睛（75:25）（取四丁基氢氧化铵6.0 mL置195 mL水中，

用1 mol·L-1磷酸溶液调节pH至6.5±0.1，加乙睛250 mL，加水至1000 mL，摇匀，即得），在此色

谱系统中，对照品能较好的出峰，但样品在与对照品保留时间相应位置处出现信号较强的倒

峰；又试验了乙腈-0.025 mol·L-1硫酸铵（用稀硫酸调节pH至3.0）流动相梯度洗脱，此色谱系

统中即使用100 %的水相，EDTA-Fe络合物仍然保留很弱，与相邻峰未能达到基线分离。当采用

含12.5 %（体积分数）甲醇和0.052 %（体积分数）甲酸的水溶液（用四丁基氢氧化铵调节pH

值至3.5）流动相洗脱时，高效液相色谱图中，主峰峰形好，且与相邻峰能达到分离度要求，

但却存在离子对试剂不能应用于质谱分析的问题。本文采用近年来色谱领域研究的亲水作用

色谱（HILIC）进行分析，选用乙腈-0.02 mol·L-1乙酸铵的色谱系统，同时试验了pH6.5、4.0、3.0

三个条件，结果显示，在pH6.5和4.0的条件下，EDTA-Fe络合物出峰均很差，当用冰醋酸将pH值

调至3.0时，EDTA-Fe络合物获得了适当的保留和满意的峰形、分离度、拖尾因子，结合梯度洗

脱，使注射液中其他组分不残留于色谱柱中，保持了柱效。该条件可以同时应用于LC-DAD和

LC-MS。
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■ 5.2 络合剂的确定 已有的文献报道多采用Cu2+和Fe3+作为络合反应的金属离子，乙二胺四乙酸二

钠与Cu2+形成螯合物的稳定常数为1018.7，而与Fe3+可形成更为稳定的螯合物，稳定常数为1024.2 [10]，

故本方法选用FeCl3作为络合反应剂。同时对三氯化铁的用量进行考察，参考相关文献[4]，试验

了8 mg·mL-1、10 mg·mL-1、12 mg·mL-1三个浓度，结果显示，三份样品中测得的乙二胺四乙酸铁

络合物的峰面积无显著差异，又考察了10 mg·mL-1的三氯化铁溶液0.08、0.10、0.12 mL三个量，

结果显示，三份样品中测得的乙二胺四乙酸铁络合物的峰面积也无显著差异，说明采用本文

所用的加10 mg·mL-1三氯化铁溶液0.1 mL，乙二胺四乙酸二钠能完全络合。 
■ 5.3 检测波长的选择 在200～400 nm波长范围内进行全扫描，EDTA-Fe络合物有紫外吸收，最大吸

收波长为259.2 nm。选用259 nm作为检测波长时，梯度洗脱过程中基线波动较大，270 nm下的基

线波动明显小于259 nm，在不影响定量检测的情况下，本文选用吸光度较大的270 nm作为测定

波长。

■ 5.4 对静置时间的考察 试验考察了静置5、10、20、30分钟四个时间点，结果显示，静置20分

钟后测定结果明显高于静置5分钟和10分钟，而与静置30分钟无明显差异，为使反应能够充分

进行，故选用静置30分钟。

■ 5.5 本研究采用近年来色谱领域研究的HILIC技术进行分析 并在此基础上建立液质联用方法进行

定性，所建立的方法准确、新颖、易操作，将为后期食品药品中乙二胺四乙酸二钠质量控制

方法的建立提供可靠的参考依据。

图3. EDTA-Fe络合物的紫外吸收光谱图

Fig3. UV scan figure of EDTA-Fe complex
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