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摘要

庆⼤霉素是⼀种不含发⾊团的氨基糖苷类化合物，常⽤作⼴谱抗⽣素治疗⾰兰⽒阴性菌及部分⾰兰⽒阳性菌感染

。它由甲基化和毒性存在差异的不同相关组分组成。因此，分析和定量各种组分对于患者的安全性以及遵守监管

机构的要求尤为重要。在本研究中，我们开发出⼀种基于亲⽔作⽤⾊谱(HILIC)的⽅法，使⽤配备Atlantis™ 

Premier BEH™ Z-HILIC⾊谱柱和ACQUITY QDa™质谱检测器的ACQUITY™超⾼效液相⾊谱™ H-Class系统快速分

离庆⼤霉素C1、C1a、C2、C2a。利⽤眼⽤庆⼤霉素药物制剂对该⽅法进⾏了测试，并考察了Z-HILIC⾊谱柱填料

的差异。与⽂献中报道的许多当前⽅法不同，本⽅法⽆需衍⽣化或氟化配对试剂。分离使⽤10 min等度洗脱，这

缩短了样品之间的重新平衡时间，并且快速、准确且可重现地分离了庆⼤霉素组分。 

优势

采⽤简便易⽤的紧凑型ACQUITY QDa检测器■

⽆需衍⽣化或氟化配对试剂■

等度分离可缩短平衡时间，从⽽更快速地分析样品■

相同的仪器及类似⽅法可⽤于分离多种氨基糖苷类(AMG)抗⽣素■
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简介

庆⼤霉素是⼀种⼴谱氨基糖苷类抗⽣素，由庆⼤霉素C1、C1a、C2、C2a四种主要组分以及⼀种次要组分C2b混合

⽽成，其结构如图1所⽰。庆⼤霉素通过绛红⼩单孢菌发酵制得。然⽽发酵⾯临着⼀个问题，即不同制造商在⽣物

合成中选择的菌株不同，因此可能会获得不同组成的化合物。庆⼤霉素的不同“C”化合物在结构上只有甲基化程

度的细微差异，但它们具有不同的毒性⽔平（尤其是⽿毒性和肾毒性）。再加上药物的治疗指数狭窄，因此分离

构成化合物变得尤为重要1。 1998年发⽣了⼏起因服⽤庆⼤霉素⽽导致的死亡事件，这再次反映了分离化合物的

重要性；尽管未得到完全证实，但推测这些死亡是由相关化合物紫苏霉素和前体组胺引起的2。

图1.庆⼤霉素化合物的结构。
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本⽅法使⽤Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱，⼀种填充两性离⼦（磺基甜菜碱）固定相并采⽤MaxPeak™ 

HPS技术的⾊谱柱；在HILIC模式下运⾏。这种两性离⼦固定相能够很好地保留强极性化学物质，因此可以很好地

分离类似的化合物，如庆⼤霉素混合物中的化合物3。 已经开发出⼏种使⽤C18和HILIC⾊谱柱的⽅法，这些⽅法使

⽤氟化配对试剂或衍⽣化来辅助分离化合物4-6。 这些⽅法往往耗时较⻓且需要⾼离⼦强度6。华东理⼯⼤学的研究

⼈员已经采⽤不同的⾊谱柱填料（例如两性离⼦Click TE-Cys）取得了成功。他们的⽅法需要较⻓的时间，并且需

要离⼦强度较⾼的流动相以及蒸发光散射检测器，这可能会导致离⼦型化合物的积累6。

本应⽤纪要中概述的⽅法旨在将庆⼤霉素分离为它的四种主要组分，同时避免使⽤氟化配对试剂和衍⽣化。这是

此⽅法的优势之⼀，因为当氟化配对试剂与质谱仪配合使⽤时，它们会导致离⼦抑制和仪器污染3。 避免衍⽣化也

很有帮助，因为它可以缩短样品制备时间并从整体⻆度上简化⽅法。本⽂介绍了沃特世所开发的⼀种类似⽅法

，这种⽅法的额外优势在于能够分离和定量⼀组AMG，两种⽅法使⽤的仪器配置相同，仅在甲酸铵浓度和⽅法参

数⽅⾯存在差异7。 以下是使⽤Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱搭配AQCUITY QDa质谱检测器来分离和定量

庆⼤霉素组分的⽅法。

实验

⾊谱柱的重现性

准备三根Atlantis Premier BEH Z-HILIC 1.7 μm 2.1 × 100 mm⾊谱柱，每根⾊谱柱填充不同批次（批号101、

102、104）的填料；另外，准备第四根⾊谱柱，⽤来填充批号101的填料并且使⽤不锈钢2.1 × 100 mm⾊谱柱硬

件。

样品描述

两个硫酸庆⼤霉素样品购⾃Sigma Aldrich (G1914, PHR0177)。在聚丙烯(PP)容器中使⽤LCMS级⽔(Burdick & 

Jackson)制备储备液，将储备液⽤PP容器储存于冰箱中。制备100 μg/mL硫酸庆⼤霉素样品并储存于10 °C下。

庆⼤霉素药物制剂样品

样品购⾃位于美国⻢萨诸塞州雅芳的Asaman，使⽤由Bausch & Lomb和Greenstone/Pacific Pharma制造的5 

mL 0.3%庆⼤霉素滴眼液。使⽤MS级⽔将样品稀释⾄100 μg/mL。

⽅法条件
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本⽅法使⽤250 μL混合器替换100 μL储备液混合器（部件号：205000719 <

https://www.waters.com/nextgen/global/shop/service-parts--kits/205000719-mixer-assembly-250-l-

zirconia.html> ）。

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： ACQUITY Ultra Performance LC H-Class 

Plus（250 µL混合器）

检测： ACQUITY QDa质谱检测器(Performance)

样品瓶： 2 mL聚丙烯样品瓶

⾊谱柱： Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱, 1.7 μm, 2.1 

mm × 100 mm

柱温： 55 °C

样品温度： 5 °C

进样体积： 3 μL

流速： 0.8 mL/min

流动相A： 溶于MS级⽔中的80 mmol甲酸铵(Burdick & 

Jackson)（未经调节的pH：约6.3）

流动相B： 溶于MS级ACN中的0.1% (v/v)甲酸(Burdick & 

Jackson)

流动相百分⽐： A：48% B：52%

质谱条件
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质谱系统： ACQUITY QDa

电离模式： 正

采集范围： 300⾄630 Da

⽑细管电压： 0.8 kV

探头温度： 600 °C

锥孔电压： 12 V

数据管理

⾊谱软件： Empower™ 3

结果与讨论

研究⼈员在另⼀个项⽬中分析⼀组氨基糖苷类化合物时注意到庆⼤霉素的分离7。 庆⼤霉素峰分离为两个清晰的峰

。尽管这两个峰未得到完全分离，但是这些分离条件已被⽤于单因素轮换试验⽅法开发⽅案的起点。

⾸先考察流动相组成的影响。最初考察了从低于50%的⽔相开始到以85%结束的梯度⽅法。就梯度⽅法⽽⾔，⾮

常平缓的梯度可实现良好的分离，因此本研究在等度洗脱条件下进⾏。检查了从85%⽔相降⾄40%的等度洗脱。

研究发现，在48%的⽔相百分⽐条件下可以很好地保留良好峰形的峰。在对较低的⽔相百分⽐进⾏测试时，发现

峰的锐度会降低，导致更难以积分。由于峰得到良好保留，因此将柱温从50 °C提⾼⾄55 °C以缩短保留时间，同时

保持峰形。本研究评估的下⼀个变量是缓冲液浓度。使⽤8、25、40和80 mM甲酸铵。结果表明，甲酸铵浓度也

会显著影响分离。从表1中可以看出，浓度越⾼，导致峰越窄且锐度越⾼。研究还表明，更⾼的甲酸铵浓度能够缩

短运⾏时间，同时保持或改善分离，如图2所⽰。如⽂献所提出的，浓度越⾼越好，但过⾼的浓度会增加基线噪⾳

并导致其他灵敏度问题，从⽽对QDa性能产⽣不利影响。⼀般⽽⾔，与QDa配合使⽤的甲酸铵浓度保持在10 

mmol左右，但在本⽅法中始终保持为80 mmol8。 采⽤80 mmol所获得的⼀致性可能是由于混合器尺⼨从储备液
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混合器的100 μL增加到了250 μL。其他⽂献指出，更低的pH值（约4）较为理想2‒4；在本⽅法中，发现未经调节

的pH（约6.3）能够更好地产⽣更尖锐的峰，获得更⾼的响应和更⼀致的结果。发现较⾼的MS探头温度(600 °C)可

提供更出⾊的灵敏度。  
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图2.甲酸铵浓度对⽅法的影响。使⽤该百分⽐的⽔性流动相时，较低的浓度不会在该时段内洗脱。A：80 

mmol；B：40 mmol；C：25 mmol。所有⾊谱图均通过9个⽔平的平均值进⾏了平滑处理。
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表1.在不同甲酸铵浓度下得到的半⾼峰宽。

所开发的⽅法能够成功分离庆⼤霉素混合物的4种主要组分：C1、C1a、C2和C2a。在所有进样中，每个峰的分离

度均⼤于1.390，且发现某些峰的分离度⾼达1.873，如图3所⽰。 

图3.分离庆⼤霉素取代基的最终⽅法结果。基于七次进样平均值的分离度分别为1.489±0.099、1.869±0.088、

1.783±0.090（95%置信区间）。

处理⽅法（更具体⽽⾔，积分参数）基本上是最⼤的偏差点，尤其是C1a峰结束点的确定。表4显⽰了六次不同进

样的平均保留时间和标准偏差。由于相对标准偏差低于1%，因此可以得出结论，本⽅法具有良好的重现性。即便

最后⼀个峰难以积分，本⽅法仍然使积分⾯积的相对标准偏差保持在⼩于5%。这些确切的值可参⻅表2和表3。 
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表2.庆⼤霉素四个峰的⾯积百分⽐。可以看到C1a峰的RSTD最低，这不是因为峰形不⼀致，更主要是由于峰积分不

⼀致。

表3.由4个庆⼤霉素峰积分得到的峰⾯积。

表4.四个庆⼤霉素峰的保留时间。

请注意，使⽤不同流动相组成进⾏⾊谱柱平衡可能需要⻓达30 min，否则保留时间可能会不⼀致。考虑使⽤SIR分

析化合物，但是由于离⼦强度⾼，许多甲酸铵加合物形成了多种质量数，使SIR响应降低。利⽤TIC，以避免出现

在SIR中观察到的低响应。这些化合物也⾮常相似，因此交叉⼲扰也是⼀个需要考虑的问题，并且有必要使⽤单四

极质谱法分离化合物。 

⾊谱柱填料批次重现性
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本⽂考察了柱间重现性，以确保该⽅法兼容不同批次的填料。对本⽂开发的⽅法以及之前氨基糖苷类研究⽅法的

重现性进⾏了测试。还检查了MaxPeak HPS技术与未键合的⾦属不锈钢⾊谱柱的影响，结果峰⾯积未⻅明显差异

。HPS增加了氨基糖苷类化合物组的保留时间。采⽤HPS时，庆⼤霉素样品的相对标准偏差略有下降，如表5所⽰

。发现两种⽅法的重现性均为可接受⽔平。由不同批次的填料所得到的保留时间和峰形有⼩幅变化。在六次不同

的进样中，由各⾊谱柱得到的峰⾯积相对标准偏差均⼩于10%。各⾊谱柱的保留时间RSTD均低于1%，且在所有

⾊谱柱和所有进样中所得到的保留时间RSTD均低于5%。因此，本⽅法在⾊谱柱填料的正常波动下可重现。

表5.四根⾊谱柱所得到的庆⼤霉素峰的相对保留时间，以及相对标准偏差百分⽐。

庆⼤霉素滴眼液制剂购⾃Greenstone/Pacific Pharma和Bausch & Lomb。滴眼液的浓度为3 mg/mL，因此必须

进⾏稀释以免检测器过载。将样品⽤MS级⽔稀释⾄最终浓度为100 μg/mL。Bausch & Lomb提供的样品包含

0.01%苯扎氯铵（⼀种防腐剂），⽽Greenstone提供的样品浓度未知。每个制造商所提供的样品含有不同的⾮活

性成分混合物，两者均包含磷酸盐缓冲液（pH调节⾄6.5~7.5）。Greenstone所提供的样品额外包含由依地酸⼆

钠和聚⼄烯醇组成的添加剂。

尽管滴眼液的成分有所不同，但本⽅法能够将庆⼤霉素分离为其构成化合物。苯扎铵不保留在⾊谱柱上，⽽是在

接近死体积时间处洗脱，Greenstone样品和Bausch & Lomb样品的洗脱时间分别为0.245 min和0.244 min。这

种不同的模式确认了苯扎铵峰的鉴定结果。Greenstone样品未报告苯扎氯铵的浓度，但峰⾯积是Bausch & Lomb

样品的两倍以上，表明浓度存在差异。所有四个庆⼤霉素峰均已分离，如图4和图5所⽰。  
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图4.浓度稀释⾄100 μg/mL的Greenstone庆⼤霉素滴眼液。由于苯扎铵峰增加了图表的y轴数据，因此峰看起来不

太尖锐。

图5.浓度稀释⾄100 μg/mL的Bausch & Lomb庆⼤霉素滴眼液。

结论

本⽂介绍了新开发的⼀种分离庆⼤霉素的快速等度⽅法，通过将新型Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱与配备

ACQUITY QDa检测器的Waters ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统结合使⽤，能够在多个批次填料中产⽣⼀致且

可重现的结果。这种简单的⽅法可快速分离庆⼤霉素的四种主要组分（C1、C1a、C2和C2a），同时避免了其他
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庆⼤霉素分离⽅法的缺点，例如需要氟化配对试剂、复杂的分析前衍⽣化或较⻓的运⾏时间。 
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特⾊产品

ACQUITY UPLC H-Class PLUS系统 <https://www.waters.com/10138533>

ACQUITY QDa质谱检测器 <https://www.waters.com/134761404>

Empower⾊谱数据系统 <https://www.waters.com/10190669>
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