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Abstract

Here we report on an alternative high-performance liquid 

chromatography tandem mass spectrometry (HPLC-MS/MS) 

method for measurement of chondroitin sulfate and dermatan 

sulfate. This method describes the quantification of derivatized 

dimers chemically derived from DS and CS. Dried urine samples are 

derivatized using methanolic HCl. These products are dried and 

mixed with internal standards that are deuterio-labeled dimers 

prepared by deuteriomethanolysis of CS standards. The CS and DS 

-derived dimers are individually quantified by comparing the signals 

of the GAG-specific dimer products with the internal standard, 

and conversion to concentration by means of calibration curves. 

The accuracy and precision values for all QC samples of DS and CS 

-derived dimers met the acceptance criteria. This validated HPLC-MS/

MS method was successfully applied to the quantitation of DS and 

CS.  

引言

糖胺聚糖（GAGs）是一类广泛存在于细胞表面和细胞基质

中带负电荷的长链多糖，主要由重复二糖单元组成。硫酸软骨素

（CS）是由葡萄糖醛酸（G1cA）和乙酰氨基半乳糖（GalNAc）通
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过βl→3糖苷键交替连结而成的二糖聚合物，分子量在50～140 

kDa之间。硫酸皮肤素（DS）是硫酸软骨素（CS）中的部分己糖

醛酸（GlcA）被差向异构化为艾杜糖醛酸（IdoA）以后形成。粘多

糖蓄积症（MPS）是一组罕见的遗传性疾病，其原因是降解糖胺

聚糖（GAG）所需的一种或多种溶酶体酶缺乏[1]。GAG在患者体液

和组织中的逐渐累积最终导致严重的神经和生理损伤[2]。因此，人

们越来越感兴趣地对新生儿和老年患者进行筛查，作出诊断，尽

早治疗[3]。

因为GAG的极性很高，GAG很容易被排出体外，可以通过尿液

中GAG的分析筛选MPS患者。目前临床上通常采用分光光度法测

定患者的总GAG，而后采用凝胶电泳进行分离，以确定哪种GAG代

谢异常。虽然这些方法成本低、简单易行，但缺乏敏感性和特异

性，无法检测未受疾病影响的单独GAG，因此难以确定参考范围。

本试验建立一种LC-MS/MS分别测定DS和CS浓度，并考查准确

性和精密度, 该法操作简单，专一性强，灵敏度高，以期用于临床

粘多糖蓄积症筛查。

实验部分

1、样品前处理办法

参照Zhang et al.[4]的方法，取25 μL样品，30℃氮气吹干，依

次加入200 μL 3N盐酸甲醇溶液，封膜，65℃反应60min。室温冷却

（不超过5min），30℃氮气吹干，用200 μL初始流动相复溶，加入

5 μL内标工作液[2H]6CS二聚体100 μg/mL，混匀，进样量1 μL，LC-

MS/MS分析。
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2、检测方法

色谱条件：色谱柱使用飞诺美Kinetix C8 Column (2.1×100mm, 

2.6  μm)进行分离，流动相选用5mM乙酸铵水溶液作为A相，和甲

醇作为B相，柱温设为40 ℃，进样量1 μL，进行梯度洗脱，总液相

时间3.5 min。

质谱条件：采用电喷雾离子源（Electrospray Ionization, ESI）

和多反应监测（Multiple Reaction Monitoring，MRM）模式质谱

检测。离子源参数：加热气（GS1）和辅助加热气（GS2）分别

为50和55 psi，脱溶剂气温度为500 ℃；气帘气（Curtain Gas，

CUR）为30 psi，碰撞气（Collision Gas, CAD）为9 psi；喷雾针

（Ionspray, IS）正模式电压为+ 5500V。为了获取较好的稳定

性和灵敏度，各化合物监测离子对的去簇电压（Declustering 

Potential, DP）和碰撞电压（Collision Energy, CE），目标物定量

离子对、定性离子对以及内标物监测离子对等参数均经过系统优

化，离子对信息见表1。

为了考察方法的重现性及准确性，分别进行CS和DS-二聚体精

密度(RSD)和准确度方法验证。从表3可以看出，低质控和高质控

的精密度（RSD）均在9.12%以内，回收率均在87.37%~101.86 %之

内。

表1.  DS-二聚体和 CS-二聚体及内标物MRM离子通道参数

Q1 Mass 
(Da)

Q3 Mass 
(Da)

Dwell
(msec) ID DP

(V) 
CE
(V) 

426 236.1 50 CS-1 84 13

426 394.1 50 CS-2 84 15

426.1 236 50 DS-1 83 13

426.1 204 50 DS-2 83 22

432.1 239 50 CS-IS 83 13

结果与讨论

  

图1. DS-二聚体和 CS-二聚体提取色谱图

DS-二聚体和 CS-二聚体回归方程和线性范围（见表2和图2）

见表4，r均大于0.995，DS-二聚体和 CS-二聚体在5~500 μg/ml浓度

范围内线性良好。

表2.  CS和DS-二聚体回归方程和线性范围

测定项目 线性范围
 (μg/mL) 回归方程(相关系数r) 

CS-二聚体 5~500 Y=0.79929X +0.35495( r=0.99962) 

DS-二聚体 5~500 Y=0.02271 X +0.00350 ( r=0.99779) 

 

图2. DS-二聚体和 CS-二聚体回归方程

Component 
Name 

Actual 
Concentration 

(μg/mL)  

Mean
(μg/mL) 

Percent 
CV% 

Accuracy
% 

CS -二聚体
15 15.279 9.12 101.86

250 232.988 5.46 93.2

DS-二聚体
15 15.157 5.54 101.05

250 218.415 2.21 87.37

表3.  CS和DS-二聚体精密度(RSD)和准确度(n=6)

总结
本方法使用SCIEX Triple Quad™ 液相色谱串联质谱系统为高灵

敏度和高稳定性的三重四极杆质谱系统。本方法采用ESI+电喷雾离

子源和MRM多反应监测模式，可对CS和DS-二聚体进行快速的定量

分析。该方法具有、特异性高、线性好、准确度高等优点，以期

用于临床粘多糖蓄积症筛查检测。
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