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摘要

对氨基糖苷类抗⽣素进⾏⾊谱分析和检测可能⼗分棘⼿并且耗时。这是因为这种分析物具有很强的极性，不挥发

，并且不含发⾊团。本⽂将介绍如何开发⽤于分析氨基糖苷类抗⽣素的快速、简单且直接的液相⾊谱/质谱法。最

终⽅法为使⽤Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱在配备ACQUITY QDa质谱检测器的ACQUITY UPLC系统上分

析。本研究开发出的⽅法在定量氨基糖苷类抗⽣素中表现出良好的线性，对于所有分析物，在⽐较⼤的浓度范围

内，线性回归相关系数⼤于0.99。此⽅法能够⾮常灵敏地检测氨基糖苷类抗⽣素，检测限有时可低⾄0.5 µg/mL。

优势

此单⼀HILIC检测法将Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱与ACQUITY QDa质谱检测器进⾏了结合，可以替

代多种传统检测法分析多种氨基糖苷类抗⽣素，并且可显著减少时间和成本

■

该⽅法⽆需进⾏任何衍⽣化或⽆需使⽤氟化离⼦对试剂■

通过ACQUITY QDa检测器可以轻松、快速地分离和定量氨基糖苷类抗⽣素■

使⽤QDa的选择离⼦监测(SIR)功能定量氨基糖苷类抗⽣素■
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简介

氨基糖苷类抗⽣素是⼀种治疗⾰兰⽒阴性细菌感染的抗⽣素1-3。 这种化合物具有很强的极性，不挥发，并且不含

吸收性⽐较强的发⾊团。因此，对此类化合物进⾏定量分析颇为棘⼿，通常需要进⾏衍⽣化，以及使⽤专⽤检测

器和/或氟化离⼦对试剂4,5。 反相液相⾊谱已成功⽤于分析氨基糖苷类抗⽣素。然⽽，该⽅法并没有被⼴泛使⽤

，因为它需要使⽤离⼦对试剂，⽽这可能会对分离产⽣负⾯影响，例如延⻓平衡时间。为了解决该问题，业内也

使⽤亲⽔作⽤⾊谱(HILIC)搭配氨丙基HILIC固定相对氨基糖苷类抗⽣素进⾏分析6。 虽然这种固定相已证明能够成

功分离⼀些氨基糖苷类抗⽣素，但选择性有限。最近，Waters报告称可以使⽤全新两性离⼦磺烷基甜菜碱固定相

（Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱）通过电喷雾串联质谱法(ESI-MS/MS)分析氨基糖苷类抗⽣素7。 虽然该

⽅法很有⽤，并且能够⾮常准确、灵敏地测定多种氨基糖苷类抗⽣素，但由于MS设备难以维护、操作复杂并且需

要进⾏冗杂的数据分析，因此它并未在制药企业质量控制(QC)实验室中得到⼴泛使⽤。另外，⾼端质谱仪⾮常昂

贵，很难在全球QC应⽤中得到普及。因此，检查我们能否使⽤稳定、易⽤的⼩型质谱检测器分析⾮发⾊化合物

（如氨基糖苷类抗⽣素）不仅很有趣，⽽且也很重要。

本应⽤纪要介绍了使⽤ACQUITY QDa分析和定量混标中的氨基糖苷类抗⽣素的⽅法。ACQUITY QDa是⼀种带有电

喷雾电离源的单四极杆质谱检测器。与传统⾼端质谱仪相⽐，QDa可有效节省成本且⾮常易于操作和维护。本研究

采⽤UPLC⽅法，将新推出的Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱与ACQUITY QDa质谱检测器进⾏了结合，以证

明该系统对氨基糖苷类抗⽣素进⾏常规分析的适⽤性和动态范围。图1显⽰了在本研究中检测的氨基糖苷类抗⽣素

的化学结构。
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图1.在本研究中检测的16种氨基糖苷类抗⽣素的化学结构。 

实验

参⽐物质和标准品制备

阿⽶卡星、潮霉素B、硫酸核糖霉素、硫酸西索⽶星、硫酸庆⼤霉素、新霉素三硫酸盐⽔合物、硫酸妥布霉素和硫

酸卡那霉素购⾃Sigma-Aldrich（美国宾⼣法尼亚州阿伦敦）。盐酸新霉胺（或新霉素A）、硫酸安普霉素、盐酸

春雷霉素、硫酸链霉素、硫酸巴⻰霉素、硫酸双氢链霉素和⼤观霉素⼆盐酸盐⽔合物购⾃Cayman Chemical（美

国密歇根州安娜堡）。准确称量所需量的各标准品并将其溶于去离⼦⽔中，制备上述化合物的储备液。然后，使

⽤储备液制备包含所有氨基糖苷类抗⽣素的测试混合物。使⽤去离⼦⽔(>18.2 Mohm∙cm)作为样品溶剂稀释各种

标准品的储备液，制备测试混合物。测试混合物中每种分析物的最终浓度约为0.01 mg mL-1。混合各标准储备液

并⽤去离⼦⽔稀释，制得混合标准⼯作溶液。所有溶液均盛装于PP容器中并储存在冷冻柜(-20 °C)中。

液相⾊谱条件
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液相⾊谱系统： ACQUITY UPLC H-Class系统，配备四元溶

剂管理器(rQSM)、样品管理器(rFTN)、⾊谱

柱管理器、⼀台CM Aux、PDA检测器、QDa

质谱检测器

检测： PDA和QDa

⾊谱柱： 1.7 µm, 2.1 x 100 mm Atlantis Premier 

BEH Z-HILIC⾊谱柱（pH值范围：2‒10）

柱温： 50 °C

样品温度： 5 °C

进样体积： 3 µL

流速： 0.5

流动相A： 0.1% (v/v)甲酸铵⽔溶液（未调整pH值，pH

值：~7.3）

流动相B： 0.1% (v/v)甲酸的⼄腈溶液

质谱条件

质谱系统： ACQUITY QDa质谱检测器

电离模式： ESI+

采集范围： 300-630 Da

⽑细管电压： 0.8 kV

4使⽤液相⾊谱-质谱联⽤技术同时分离和定量氨基糖苷类抗⽣素



离⼦源温度： 400 °C

锥孔电压： 15 V

数据管理

⾊谱软件： Empower™ 3⾊谱数据系统

结果与讨论

基于QDa的⽅法开发

在这部分研究中，⽬标是优化⾊谱条件和QDa MS设置，以准确分离和检测氨基糖苷类抗⽣素。如前所述，关于这

些氨基糖苷类抗⽣素的分离先前已有报道7。 该⽅法使⽤的是Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱(2.1 x 2.5 µm 

x 15 cm)，其pH值为3.0、缓冲液浓度为20 mM（甲酸铵）、柱温为50 °C、流速为0.7 mL/min-1、梯度时间为

10分钟。使⽤Empower中的⽅法转换计算器⼯具根据我们的仪器和⾊谱柱尺⼨调整梯度配置后，将这些条件作为

起始条件进⾏了检查。表1详细描述了起始条件和调整后条件。

表1.报告的⽅法（参考资料7）与基于仪器及⾊谱柱尺⼨和形状调整后的⽅法。
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对ACQUITY QDa质谱检测器的设置也进⾏了优化，以提⾼灵敏度。⽐如，对各种ESI探头温度和锥孔电压进⾏了

筛选，以减少其对信号和峰强度的影响。在探头温度为400 °C以及锥孔电压为15 V的条件下获得了最佳信号。该

实验结果表明，在这些条件下，可以对混合物中所有16种氨基糖苷类抗⽣素进⾏分离和检测，如图2所⽰。然⽽

，由于其中某些分析物的信号不是很强，因此我们决定只对ACQUITY QDa检测器上显⽰响应信号⽐较强的分析物

做进⼀步实验。这些分析物包括盐酸⼤观霉素、硫酸链霉素、阿⽶卡星、硫酸卡那霉素、新霉胺和硫酸西索⽶星

。

图2.图1所⽰16种氨基糖苷类抗⽣素各标准品的总离⼦流⾊谱图(TIC)。⾊谱条件为：pH值为7.3，缓

冲液浓度为20 mM（甲酸铵），柱温为50 °C，流速为0.5 mL/min，梯度时间为10分钟，使⽤Atlantis 

Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱(2.1 x 2.5 µm x 10 cm)。 

选择离⼦监测(SIR)

为了提⾼灵敏度并直接输出结果，使⽤QDa的SIR功能对特定峰进⾏了监测和定量。在该检测模式下，⽤⼾可以在

⾊谱图中的每个时间点记录单个⽤⼾定义质荷⽐(m/z)值，⽽所有其他离⼦均被排除。此功能很有⽤，它能提⾼分

析灵敏度和特异性。图3A显⽰了从先前实验中选择的六种氨基糖苷类抗⽣素SIR图的重叠图，图3B显⽰了这六种

化合物的总离⼦流⾊谱图(TIC)。TIC⾊谱图显⽰这六种氨基糖苷类抗⽣素分离得很⼲净且效果出⾊，SIR则提供了

更清晰的峰外形。另外，由于⼤幅减弱了背景信号，提⾼了信噪⽐，因此SIR的灵敏度也得到了显著提升。需要在
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此提及的是，将甲酸铵缓冲液浓度从20 mM调整为了8 mM，以便更灵敏地检测所有分析物，同时在⽔性流动相中

添加了甲酸，将其pH值降到了3.0。

图3A.基于QDa的氨基糖苷类抗⽣素分析：A表⽰六种氨基糖苷类抗⽣素混合物的单独SIR图的重叠图

，以及 

图3B.表⽰这6种氨基糖苷类抗⽣素组成的相同混合物的TIC⾊谱图。根据洗脱顺序，⾊谱图中的峰依

次为⼤观霉素峰、链霉素峰、阿⽶卡星峰、卡那霉素峰和西索⽶星峰。

要进⼀步推动基于QDa的LC⽅法在QC环境中的应⽤，重要的是评估该⽅法定量氨基糖苷类抗⽣素的效果。为此

，对所开发⽅法的线性、检测限(LOD)和定量限 (LOQ)进⾏了全⾯评估。针对0.5‒250 µg/mL范围内的8个浓度

，评估了该⽅法定量六种氨基糖苷类抗⽣素的线性。所有分析物校准曲线的R2均⼤于0.99，这表明线性回归拟合

良好。分别根据信噪⽐3和10计算LOQ和LOD。表2汇总了所开发⽅法的性能表征。
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表2.仪器线性、范围、检测限(LOD)和定量限(LOQ)结果汇总。 

结论

本⽂介绍了⼀种基于QDa的简单、快速的氨基糖苷类抗⽣素分析⽅法3。■

Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱能够很好地分离和保留⾼极性氨基糖苷类抗⽣素。■

使⽤单⼀LC-MS⽅法同时分析各种氨基糖苷类抗⽣素2。■

QDa的SIR功能可准确、灵敏地定量氨基糖苷类抗⽣素。 ■
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