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=摘  要>  目的: 应用高效液相色谱-蒸发光散射检测法( HPLC/ ELSD)分析大观霉素的有关物质并检测其

发酵液的含量。方法:色谱柱 : Diamonsil C18( 250 mm@ 416 mm, 5Lm) ; 流动相: 0104 mol/ L 三氟醋酸水溶液;漂移管

温度: 50 e , 雾化气体(空气)压力: 310 @ 10
5
Pa。结果: 本法可满足大观霉素有关物质检测的需要, 方法专属性

高,检测限为 50 ng; 对大观霉素发酵液的测定结果与微生物法结果相关性良好( r= 01 999 9) ; 大观霉素进样量在

4125~ 16199Lg 范围内,其峰面积对数与进样量对数线性相关( r = 01999 7)。结论: 本方法操作简单, 准确性、重

现性好,灵敏度高, 不但可用于大观霉素成品的质量控制, 而且可满足大观霉素的生产在线监测。
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  大观霉素是临床上一类常用的抗菌药物[ 1] , 其

含量测定的方法,中国药典 2000年版采用微生物效

价法
[ 2]

,USP 26版、EP 2002版采用衍生化气相色谱

法[ 3, 4] ;对其有关物质的检查, 中国药典 2000年版、

EP 2002版均采用薄层色谱法[ 2, 3] , USP 26版未收载

该药物的有关物质检查方法。成盐的大观霉素易溶

于水,极性强, 在反相高效液相色谱系统 ODS 柱上

保留差,而且大观霉素仅在紫外区末端 200 nm附近

有吸收,使用紫外检测器检测较困难,因此 HPLC-UV

法在大观霉素质量分析中的应用受到限制。本文参

考有关文献, 引入蒸发光散射检测器作为检测手

段[ 5-9] ,同时在流动相中添加离子对试剂, 建立了大

观霉素有关物质检测的 HPLC/ ELSD法。该方法简

便、易行,准确度高, 并在在线生产的监测中达到了

质控的目的,具有一定的应用价值。

1  仪器与材料

岛津 LC-10A高效液相色谱系统; Sedex 75 型

蒸发光散射检测器; XWK-A小型无油空气泵; 三氟

醋酸(Tedia公司) ;水为自制重蒸水; 大观霉素标准

品(中国药品生物制品检定所) ; 盐酸大观霉素、硫

酸壮观霉素样品、大观霉素发酵液(山东鲁抗医药

集团有限公司)。

2  方法与结果

211  大观霉素样品有关物质测定

21111  色谱条件  色谱柱: Diamonsil C18柱 ( 250

mm @ 416 mm, 5 Lm) ;流动相: 0104 mol/ L 三氟醋酸

水溶液;漂移管温度: 50 e ,雾化气体(空气)压力:

310 @ 10
5
Pa,灵敏度: 6。

21112  自身对照溶液的制备  精密称定盐酸大观

霉素样品适量, 加水稀释成浓度分别为 0101,
01025, 0105, 0110, 0120 mg/ ml的溶液,摇匀, 即得。

21113  供试品溶液的制备  精密称定大观霉素样
品适量, 加水制成 5 mg/ ml 溶液, 摇匀即得。按

/ 211110项下条件进样 20 Ll分析(见图 1)。

Fig 11Chromatogram of related substrances by HPLC

A1spectinomycin hydrochloride; B1 spect inomycin sulfate; 11spectinomycin

21114  专属性试验  对样品进行以下处理后按

/ 211110项下条件,分别测定(图 2~ 图 5)。

( 1) 取样品适量,加1 mol/ L 硫酸 1ml, 放置1 h
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后,加水稀释成 5 mg/ ml溶液;

( 2) 取样品适量, 加1mol/ L 氨水1 ml,放置1 h

后,加水稀释成 5 mg/ ml溶液;

( 3) 取样品适量,加 20%双氧水 1 ml,放置 1 h

后,加水稀释成 5 mg/ ml溶液;

( 4) 取样品适量,于烤箱中 120 e 加热 1 h,取

出后,加水稀释成 5 mg/ml溶液。

样品在上述破坏条件下产生各类降解产物与

主峰均可得到良好分离, 该色谱条件可用于样品的

有关物质分析。

Fig 21Chromatogram of acid degradation sample

11SO4
2- ; 21 spect inomycin

Fig 31Chromatogram of alkali degradation sample

11SO4
2- ; 21 spect inomycin

Fig 41Chromatogram of oxidation degradation sample

11SO4
2- ; 21 spect inomycin

21115  线性试验  分别精密量取浓度为0101, 01025,
0105, 0110, 0125 mg/ ml的自身对照溶液, 按/ 211110项
下条件,进样 20 Ll分析。进样量在 01202~ 51062 Lg
范围内,大观霉素峰面积对数( x )与其进样量对数( y )

回归方程为: y= 01732 4x- 31856, r= 01998 4。

Fig 51Chromatogram of thermo-degradation sample

11SO4
2- ; 21spectinomycin

21116  溶液稳定性试验  取盐酸大观霉素样品(批

号: 020701) ,制成浓度约为 510 mg/ ml溶液, 0, 1, 3, 8,

10, 26 h 测定有关物质总量( %)分别为 4141, 4147,
4156, 6117, 6146, 9110。其中, tR 为 0165~ 0175的有
关物质在水溶液中室温放置不稳定, 其含量有逐渐

增加的趋势。tR 为 0135~ 0160和 0195~ 1160的有
关物质的含量基本变化不大。总体来看,有关物质

测定供试品溶液不宜室温长久放置, 供试液室温下

6 h内基本稳定。

21117  检测限试验  以信噪比 3为限, 该色谱条

件下大观霉素有关物质检查检测限为 50 ng。

21118  样品有关物质测定  分别取各批样品适

量,参照/ 211130项制备供试品溶液, 按/ 211110项
下条件进行分析,依随行标准曲线法计算样品中有

关物质的含量,以质量百分比计(见表 1)。

212  大观霉素发酵液含量测定

21211  色谱条件  同大观霉素有关物质检测的色
谱条件(见/ 2. 1. 10项)。

21212  标准品溶液的制备  精密称定大观霉素标

准品(批号: 0354-200001, 657 Lg/ mg )适量, 加水制

成1 mg/ ml溶液, 作为标准品贮备液。分别精密量

取此溶液适量, 加水稀释成浓度分别为 012, 014,
015, 016, 018 mg/ ml的溶液,摇匀, 即得。

21213  样品溶液的制备  精密量取供试品(发酵

液、放罐液、解吸液) 10 ml, 置于 15 ml具塞离心管

中;精密加入三氟醋酸 011 ml, 混合均匀, 3 000

r/ min离心 5 min;精密量取上清液适量, 加水稀释

成浓度约为 200~ 400 Lg/ ml溶液, 0145 Lm 滤膜滤
过,取续滤液分析,依随行标准曲线法计算供试品

中大观霉素的含量(Lg/ ml)。

21214  线性试验  分别取标准品溶液, 按/ 212110
项下条件进样 20 Ll 分析。大观霉素进样量在

( 4125~ 16199 Lg )范围内, 其峰面积对数( x )与进
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样量对数( y )回归方程: y = 01781 2x - 11311, r=

01999 7。
Tab 11 Results of related substances analysis

Drug Batch

tR
< 0140
( % )

tR
0158~ 0173

( % )

tR
> 0190
( %)

Sum

( % )

Spectinomycin 221-1a 4131 2194 3131 10156

hydrochloride

221-2a 4133 2174 3129 10136

057a 0132 2136 2162 5130

175-2a 5199 2142 2166 11107

030212b 0128 1121 1185 3134

020701b 0158 1174 2178 5110

010404b 0160 1159 3122 5141

011201b 0172 1194 3123 5189

Spectinomycin 047a 2149 4103 2182 9134

sulfate

048a 2191 2187 3104 8182

049a 3176 3105 2169 9150

0108002a 4189 2183 5158 13128

0205088a 3141 2118 2151 8110

0206092a 2169 2110 2163 7142

0302007a 2110 2158 1194 6162

abulk material; bpreparation

21215  溶液稳定性试验  由放罐液与解吸液分别

制备的含量测定供试液(浓度约 300 Lg/ ml )室温放

置,分别于 0, 2, 4, 6, 8 h 测定含量分别为: 放罐液

1 563, 1 564, 1 603, 1 593, 1 605 Lg/ml; 解吸液 12

219, 12 131, 12 137, 12 411, 12 254 Lg/ ml, 供试液均

在8 h内基本稳定。

21216  重复性试验  日内精密度:于 1日内对 73

h发酵液(制成浓度约 300 Lg/ ml供试液)连续测定

5次,结果分别为: 1 265, 1 274, 1 302, 1 243, 1 332

Lg/ ml,RSD 2169%。
日间精密度:连续 3日内对 57 h 发酵液(制成

浓度约 300 Lg/ml供试液)测定 5 次, 结果分别为:

1 223, 1 206 Lg/ ml(第1天) ; 1 185, 1 141 Lg/ ml(第2

天) ; 1 192 Lg/ ml(第 3天) , RSD 2156%;连续2日内

分别对放罐液、解吸液(浓度均约 300 Lg/ ml )各测

定4 次, 结果为: 放罐液 1 585, 1 561 Lg/ml (第 1

天) , 1 602, 1 580 Lg/ ml(第 2天) ,RSD 1107%; 解吸

液19 599, 20 619 Lg/ ml(第 1天) , 19 554, 19 628 Lg/

ml(第 2天) , RSD 2159%。说明该方法重复性好。
21217 回收率试验  精密量取 73 h 发酵液样品

5 ml,共 11份,分别置于 15 ml具塞离心管中; 分别

加入浓度为1, 115, 210 mg/ ml的大观霉素标准品溶

液5 ml于离心管中,分别作为回收液 1( n = 5) ,回

收率 2( n = 3) , 回收率 3( n = 3) ; 于离心管中均加

入TFA 011 ml, 3 000 r/ min离心 5 min; 分别精密量

取上清液 3 ml置于 10 ml量瓶中,加水定容, 0145
Lm滤膜滤过, 按/ 213110项下条件取续滤液 20 Ll

在进样分析(见表 2)。
Tab 2. Recovery of spect inomycin from test solut ion

Added

(mg)

Found

( mg)

Recovery

( % )

Mean

( % )

5127 5128 100103 100164

5127 5141 102154

5127 5126 99175

5127 5120 98163

5127 5139 102125

7151 7150 99138 98136

7151 7140 98144

7151 7131 97127

10101 9172 97123 96147

10101 9161 96110
10101 9161 96108

21218  样品测定  按/ 212110项下条件, 分别测定

由山东鲁抗医药集团有限公司提供的大观霉素在

线生产中 41, 57, 73 h发酵液、放罐液、解吸液 5个

样品, 并与中国药典( 2000年版)微生物效价方法

测定结果相比较(见表 3)。
Tab 3. Comparision of results of HPLC/ ELSD and pharmacopeia method

Sample
Pharmacopeia method

(Lg/ ml)

HPLC/ ELSD

(Lg/ml)

Fermented solut ion( 41 h) 733 695

Fermented solut ion( 57 h) 1 471 1 224

Fermented solut ion( 73 h) 1 890 1 444

Ou-t jar solution 2 100 1 660

Unbond solut ion 22 000 20 146

21219  相关性比较  以微生物效价法测定结果为

x 轴, HPLC/ ELSD法测定结果为 y 轴, 建立线性方

程为: y= 01922 9x- 170115, r= 01999 9,表明两种

方法相关性好。

3  讨  论

1)本文选用三氟醋酸( TFA)水溶液作为流动

相,一方面酸性流动相有利于样品的离子化, 另一

方面TFA提供的三氟醋酸根阴离子与药物阳离子

形成的离子对可有效延长药物在色谱柱中的保留

时间,有利于样品中有关物质的分析。试验中发

现,随着流动相中TFA 浓度增加, 药物的保留时间

增大, 当到达一定值后,再提高 TFA 浓度, 则保留

时间趋于恒定; 同时流动相中 TFA 的浓度直接影
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响了有关物质分离的个数与分离度。

2)HPLC/ ELSD法和微生物效价法测定发酵液

的含量, 两者测定结果之间相关性较好( r = 01999
9) ,但前者测定结果普遍偏低。色谱法由于将有关

物质与大观霉素主峰良好分离,测定结果反映发酵

液中大观霉素的真实含量;而效价法表明发酵液总

体的抑菌力,测定结果偏高表明样品中部分有关物

质也具有一定的生物活性。因此用 HPLC/ ELSD法

替代微生物效价法不但可测定发酵液中大观霉素的

准确含量,掌握放罐时间, 而且该方法简便快速, 克

服了微生物法试验周期长、结果波动性大的不足。

3)在对大观霉素有关物质的检测中发现, 制剂

样品中有关物质总量随着贮存期的延长有增加趋

势,其中硫酸壮观霉素个别批次样品甚至含有新的

有关物质。虽然对有关物质尚未定性, 对其抗菌活

性尚不了解,在解释有关物质与样品质量的对应关

系上证据不足, 但对大观霉素中的有关物质有了初

步数量上的感性认识,这是微生物效价法和气相色

谱法所不能解决的问题。

4)试验中发现,在样品有关物质的分析中,对主

峰峰纯度的检查仍缺乏有力的证据,而这也是ELSD

所不能解决的。今后有望通过使用 LC/ MS 联用仪,

对峰纯度及有关物质的性质作进一步考察。
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Quality Control of Spectinomycin Hydrochloride By

HPLC/ ELSD
WU Yan1,GUO Cheng-Ming1, Zhang Sheng-Qiang2

(
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Department of Pharmaceutical Analysis , China Pharmaceutical University , Nanjing 210009, China)

=ABSTRACT>  AIM:To establish an HPLC and evaporative ligh-t scattering detection( ELSD) method for the related

substance analysis of spectinomycin and content determination of spectinomycin fermented solution1METHOD: The

Diamonsil C18 column ( 250 mm @ 416 mm, 5 Lm) was used and the mobile phase consisted of 0104 mol/L trifluo-

roacetic acid solution1The temperature of the drift tube was 50 e and the gas pressure was 310 @ 105 Pa1RESULT:

The chromatography system met the need of related substances analysis of spectinomycin with limit of detect ion of 50

ng;There was a good relationship between the method of HPLC/ ELSD and biological method in content determination

of fermentation solution of spect inomycin( r= 01999 9) . Within the range of 4125~ 16199 Lg, there was a good linear

relationship between the log value of the spect inomycin inject quant ities and the log value of the peak areas( r= 01999
7) 1CONCLUSION:The method is simple, accurate and reproducible1It is suitable for the quality control of spectino-

mycin preparations and the on- line analysis of the product1
=KEY WORDS>  Spect inomycin; HPLC; Evaporative ligh-t scattering detection; Content determination; Related sub-

stance
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