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基于杂化颗粒色谱柱技术对欧洲药典中螺旋霉素有关物质检验方法的

改进

姚远１，王倩１，２，张志伟３，袁耀佐１
（１．江苏省食品药品监督检验研究院，国家药品监督管理局化学药品杂质谱研究重点实验室，

南京２１００１９；２．中国药科大学，南京２１０００９；３．无锡福祈制药有限公司，江苏 无锡２１４１０１）

摘要：目的　建立并优化了螺旋霉素有关物质的分析方法，用于螺旋霉素有关物质的常规检验。方法　采用基于杂化颗粒技
术的ＷａｔｅｒｓＸｂｒｉｄｇｅｓｈｉｅｌｄＲＰＣ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，３５μｍ）色谱柱，色谱条件为：水０２ｍｏｌ·Ｌ

－１磷酸氢二钾溶液

（用１ｍｏｌ·Ｌ－１的ＫＯＨ溶液调节ｐＨ值至９５）乙腈甲醇（１０∶６０∶２８５∶１５）作为流动相Ａ，水０２ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸氢二钾溶液
（ｐＨ９５）乙腈甲醇（１０∶３０∶５７∶３）作为流动相Ｂ，梯度程序洗脱。检测波长２３２ｎｍ。结果　所建立的检验方法可以将螺旋霉
素各组分与其有关物质实现良好分离，螺旋霉素Ⅰ质量浓度在０７～１２００μｇ·ｍＬ－１范围内，其峰面积与浓度呈良好线性关
系（ｒ＝０９９９３），检测限（ＬＯＤ）为０２μｇ·ｍＬ－１，定量限为（ＬＯＱ）为０７μｇ·ｍＬ－１，重复性与精密度试验结果相对标准偏差
（ＲＳＤ）均＜２０％，供试品溶液在５℃下２４ｈ稳定。结论　与现行分析方法相比，该方法专属性强，灵敏度与稳定性均较好，
且有效缩短检验时间，提升检验效率，可用于螺旋霉素有关物质的日常检验工作。
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　　螺旋霉素是一种发酵来源的大环内酯类广谱抗
生素，主要包括３种有效成分，分别是螺旋霉素Ⅰ
（ＳＰＭⅠ）、螺旋霉素Ⅱ（ＳＰＭⅡ）和螺旋霉素Ⅲ
（ＳＰＭⅢ），其中 ＳＰＭⅠ为螺旋霉素的主要有效成
分，其在螺旋霉素中的含量一般高于９０％。螺旋霉

素在体内抗菌作用强大，性质稳定，对革兰阳性和阴

性菌（如支原体、衣原体和金黄色葡萄球菌）均具有

较高的敏感性［１］，且在大环内酯类抗生素中属于安

全性较好的一种［２］；因其广泛的抗菌效应和安全指

标，该药物依然在临床上有着大量的使用，集中应用
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于牙周炎［３］、弓形虫病［４］及上下呼吸道感染［５］等疾

病的治疗。由于螺旋霉素属于发酵类抗生素，发酵

产生的杂质有可能引起不良反应，因此有必要开发

出一种可靠稳定的方法用于螺旋霉素有关物质的常

规检验。

已有多篇文献报道了螺旋霉素有关物质检验的

方法，如Ｐｅｎｄｅｌａ等［６］建立了一种适用于液相色谱
质谱（ＬＣＭＳ）的分析方法，在柱温达到７０℃的同时
分析时间反而延长至１６０ｍｉｎ，无法应用于常规分析
和检测；Ｌｉｎ等［７］开发了一种全新的有关物质分析

方法，尽管大幅缩短了检验的时间，但是由于大环内

酯类抗生素为弱碱性化合物，容易产生峰拖尾的问

题，在该方法中螺旋霉素各主要成分峰型均较差，同

时一些杂质的分离仍有改进空间。螺旋霉素目前仅

在《欧洲药典》（ＥＰ）１１０版中收载，ＥＰ１１０收录的
方法［８］分析时间长达９０ｍｉｎ，柱温同样高达７０℃，
色谱条件较为苛刻，且杂质分离差，大部分杂质聚集

在５～１５ｍｉｎ，不利于有关物质检查及其杂质研究；
由于该检验方法无法满足 ＥＰ通则中关于对称因子
的一般要求（０８～１５之间），因此在１１０版本的
修订中特别规定主峰对称因子不低于０７即可。针
对上述问题，欧洲药典委员会委托我院对螺旋霉素

有关物质的检验方法进行改进。

通过文献研究发现，杂化颗粒色谱柱已经充

分应用于同为大环内酯类抗生素的罗红霉素［９］和

阿奇霉素［１０］的有关物质分析，而有机与无机颗粒

相结合的杂化颗粒在作为色谱柱填料时既具有硅

胶填料高柱效、高机械强度及保留稳定的特点，又

具有聚合物填料宽 ｐＨ范围和抑制硅醇基酸性的
特性，使其在碱性流动相以及在分析碱性化合物

时游刃有余［１１］，这为解决螺旋霉素有关物质分析

问题提供了清晰的思路。本研究有针对性地选择

了适合分离大环内酯类抗生素的杂化颗粒色谱

柱，开发了一种全新的螺旋霉素有关物质分析方

法，对色谱柱、流动相 ｐＨ、流动相组成及溶剂选择
等进行筛选，改善了各杂质的分离度，并对该方法

进行方法学验证，确认其具有良好的专属性、线性

范围、重复性、灵敏度及耐用性，满足有关物质常

规检验的需要。

１　仪器与试药
１１　仪器

ＬＣ２０ＡＤ型高效液相色谱仪（日本岛津公司）；
安捷伦ＬＣ１２６０型高效液相色谱仪（美国安捷伦公

司）；ＸＳＥ２０５十万分之一电子天平、Ｓ２２０ｐＨ计（美
国ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）；ＭｉｌｌｉＱ超纯水机（美国Ｍｉｌ
ｌｉｐｏｒｅ公司）。
１２　试药

螺旋霉素原料药（无锡福祈制药有限公司，批

号：ＡＡ２０１１１０Ａ、ＡＡ２０１１１１Ａ、ＡＡ２０１１１２Ａ）；螺旋霉
素对照品（欧洲药品质量管理局，批号：８０）；甲醇、
乙腈为色谱纯，其他试剂均为市售分析纯。

２　方法与溶液的制备
２１　色谱条件

采用 ＷａｔｅｒｓＸｂｒｉｄｇｅｓｈｉｅｌｄＲＰＣ１８（４６ｍｍ×
２５０ｍｍ，３５μｍ）色谱柱，水０２ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸氢二
钾（用１ｍｏｌ·Ｌ－１的 ＫＯＨ溶液调节 ｐＨ值至９５）
乙腈甲醇（１０∶６０∶２８５∶１５）作为流动相 Ａ，水０２
ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸氢二钾乙腈甲醇（１０∶３０∶５７∶３）作为
流动相Ｂ，流速１０ｍＬ·ｍｉｎ－１，梯度洗脱（表１），柱
温５５℃，检测波长２３２ｎｍ，进样量２０μＬ，溶剂为甲
醇水（３∶７）。

表１　基于杂化颗粒色谱柱技术的螺旋霉素有关物质分析
方法梯度洗脱程序

Ｔａｂ１　Ｇｒａｄｉｅｎｔｅｌｕｔｉｏｎｐｒｏｇｒａｍｆｏｒａｎａｌｙｓｉｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂ
ｓｔａｎｃｅｓｉｎｓｐｉｒａｍｙｃｉｎｂａｓｅｄｏｎｈｙｂｒｉｄｐａｒｔｉｃｌｅｃｏｌｕｍｎ

ｔ／ｍｉｎ ＭｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＡ／％ ＭｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＢ／％

０ ８０ ２０

５３ ８０ ２０

３０ １５ ８５

３３ ２５ ７５

３８ ２５ ７５

４０ ８０ ２０

６０ ８０ ２０

注：流动相Ａ－水０２ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸氢二钾（ｐＨ９５）乙腈甲醇 （１０∶６０∶

２８５∶１５）；流动相 Ｂ－水０２ｍｏｌ·Ｌ－１磷酸氢二钾（ｐＨ９５）乙腈甲醇

（１０∶３０∶５７∶３）。

Ｎｏｔｅ：ＭｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＡ－Ｈ２Ｏ－０２ｍｏｌ·Ｌ－１Ｋ２ＨＰＯ４（ｐＨ９５）ＣＨ３ＣＮＣＨ３ＯＨ

（１０∶６０∶２８５∶１５）；ＭｏｂｉｌｅｐｈａｓｅＢ－Ｈ２Ｏ－０２ｍｏｌ·Ｌ－１Ｋ２ＨＰＯ４（ｐＨ９５）

ＣＨ３ＣＮＣＨ３ＯＨ（１０∶３０∶５７∶３）．

２２　溶液的制备
２２１　系统适用性溶液　取螺旋霉素对照品约
１０ｍｇ，精密称定，用溶剂溶解并稀释成每１ｍＬ中含
有螺旋霉素０２ｍｇ的溶液，６０℃水浴加热５ｍｉｎ，
冷却至室温。

２２２　供试品溶液　取螺旋霉素约１０ｍｇ，精密称
定，用溶剂溶解并稀释成每１ｍＬ中含有螺旋霉素
１ｍｇ的溶液，摇匀，既得。
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２２３　自身对照溶液　精密量取供试品溶液
２ｍＬ，置于１００ｍＬ量瓶中，用溶剂稀释至刻度，摇
匀，既得。

３　结果与讨论
３１　色谱条件的选择与优化
３１１　色谱柱的选择　本研究使用基于亚乙基桥
杂化 颗 粒 技 术 的 ＷａｔｅｒｓＸｂｒｉｄｇｅｓｈｉｅｌｄ ＲＰ１８
（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，３５μｍ）色谱柱，与常规的硅
胶基质颗粒相比，杂化颗粒具有表面抗腐蚀性，在获

得更高柱容量的同时耐受碱性流动相与高柱温分析

条件，从而保证了色谱柱的寿命。杂化颗粒还能够控

制硅醇活性以获得更出色的重现性、峰形和柱效。由

于碱性物质在不封端的填料上，容易产生拖尾，

Ｘｂｒｉｄｇｅｓｈｉｅｌｄ采用三甲基硅封端，抑制硅醇基的活
性，拓宽了ｐＨ使用范围，提高色谱柱的使用寿命，有
助于获得优异的峰形［１２］。根据待测样品的相关特

性，本研究有针对性地选择了可用于碱性化合物分离

的另外３种色谱柱进行比对。结果见图１，色谱柱Ａ
为 ＷａｔｅｒｓＸｂｒｉｄｇｅｓｈｉｅｌｄＲＰ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，
３５μｍ），Ｂ为 ＰｈｅｎｏｍｅｎｅｘＴｉｔａｎｋＣ１８（４６ｍｍ×１５０
ｍｍ，３ μｍ），Ｃ 为 Ａｇｉｌｅｎｔｐｏｒｏｓｈｅｌｌ１２０ ＳＢＡｑ
（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，４μｍ）以及 Ｄ为 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ
ＫｉｎｅｔｅｘＥＶＯＣ１８（４６ｍｍ×１５０ｍｍ，２６μｍ）（分析条
件参考已发表的分析方法［７］，分析条件中流速更改

为０８ｍＬ·ｍＬ－１）；色谱柱 Ｃ的保留能力较弱，无
法满足检验的需要；色谱柱Ｂ和Ｄ的主峰存在明显

的前沿，峰形较差，可能会影响主峰附近相关杂质的

分离和检验。综合考虑上述问题，ＷａｔｅｒｓＸｂｒｉｄｇｅ
ｓｈｉｅｌｄＲＰ１８（４６ｍｍ×２５０ｍｍ，３５μｍ）具有最佳
的选择性被选用。

３１２　流动相的选择　由于 ＳＰＭⅠ、ＳＰＭⅡ和
ＳＰＭⅢ等主要成分在现有已知的检测方法中均
存在拖尾问题，且峰形与杂质分离情况均较差；

针对这一情况，首先考虑 ｐＨ对峰形和分离度的
影响。因此本研究将螺旋霉素各组分与已知杂

质的结构信息输入 ＡＣＤ／Ｌａｂｓ软件中，该软件可
以根据螺旋霉素及其杂质的结构得到疏水性

（ＬｏｇＤ）值，根据 ＬｏｇＤ推断出合适的 ｐＨ条件，
图２为在ｐＨ１～１４时螺旋霉素及其杂质的ＬｏｇＤ
变化曲线。

图１　不同色谱柱测定螺旋霉素样品色谱图比较
Ｆｉｇ１　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｄｆｆｅｒｅｎｔｃｏｌｕｍｎｓｆｏｒｔｈｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｓｐｉｒａｍｙｃｉｎｓａｍｐｌｅ

图２　ＡＣＤ／Ｌａｂｓ软件得到的螺旋霉素及其杂质疏水性（ＬｏｇＤ）值
Ｆｉｇ２　ＬｏｇＤｖａｌｕｅｓｏｆｓｐｉｒａｍｙｃｉｎａｎｄｉｔｓｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓｏｂｔａｉｎｅｄｂｙＡＣＤ／Ｌａｂｓｓｏｆｔｗａｒｅ

　　由于螺旋霉素及其相关杂质均含有碱性的脂肪
胺基团，ｐＫａ均在６５～８５之间，结合软件的拟合
结果，推测在 ｐＨ２５或 ｐＨ９０～１１５的条件下可

能会取得较好的杂质分离效果。而 Ｆｅｎｇ等［１３］研究

指出螺旋霉素在 ｐＨ为 ４～１０的水溶液中能够保
持稳定，在 ｐＨ＜４０或 ｐＨ＞１０，特别是 ｐＨ＜２８
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或 ｐＨ＞１２８的条件下，将发生严重的降解，最终
确定在碱性条件下即 ｐＨ９０～１００的条件下进
行实验。比较 ｐＨ９０、９５和１００条件下有关物
质的分离情况，见图 ３。从结果中可以看出，在碱
性条件下各组分呈现出最佳的分离度与峰形，这

是因为在碱性条件下对碱性化合物进行分析，流

动相 ｐＨ提高时，质子化受到抑制，此时化合物成
分子态，保留增强，更有利于得到优良的峰形；但

是在 ｐＨ值９０时该方法杂质分离情况明显较弱，
同时 ＳＰＭⅡ和 ＳＰＭⅢ峰拖尾因子仅有 ０６４和
０７２，峰形存在明显前延，影响了相关主要成分峰
附近杂质的分离；然而随着 ｐＨ的升高，各杂质分
离度的改善并没有显著的变化，且对各主要成分

峰形的修饰效果一般，因此考虑到碱性过强的流

动相会损害色谱柱的使用寿命，选择 ｐＨ９５作为
检验方法的最终条件。

图３　不同ｐＨ条件下螺旋霉素样品典型色谱图
Ｆｉｇ３　Ｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｐｉｒａｍｙｃｉｎｓａｍｐｌｅｆｏｒｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｐＨｏｆｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ

在ｐＨ９５条件下，一般的分析方法多采用铵盐溶液
作为流动相的缓冲溶液，但是文献［１４］报道显示，
大环内酯类抗生素采用钾盐作为缓冲溶液的流动相

体系进行分析时效果更好，因此本课题组针对上述

的情况进行实验，结果显示，以钾盐为缓冲溶液的流

动相体系对螺旋霉素有关物质分离度与峰形的修饰

更佳，因此，最终选择０２ｍｏｌ·Ｌ－１的磷酸二氢钾溶
液作为流动相。

通过在流动相体系中添加甲醇，可以进一步

改善杂质的分离情况。实验结果证明，向乙腈中

添加体积分数５％甲醇时，杂质的分离个数增多以
及各杂质间分离情况变好；但是进一步提高甲醇

在乙腈中的比例时，无明显的改善作用，同时各组

分的保留时间延后，反而会影响有关物质检验的

效率；因此最终确定在乙腈中添加体积分数５％的
甲醇作为流动相的组成之一。

３１３　溶剂的选择　由于方法中流动相中乙腈的
含量较高，为避免溶剂效应，曾考虑使用乙腈作为稀

释剂；但是根据文献［１５］报道，当乙腈作为溶剂时
会与ＳＰＭⅠ形成未知的组分，且该组分会出现在相
对ＳＰＭⅠ保留时间“１１”处，但使用甲醇作为溶剂
时，则不会出现上述问题。因此课题组参考已有检

测方法分别选择乙腈水（３∶７）和甲醇水（３∶７）作为
溶剂进行比对，均未在色谱图中发现该未知组分，且

两种溶剂对有关物质的检测均无影响。研究［１６］
指出该未知组分的出现与所用乙腈质量有关，因此

为规避因乙腈质量而产生的组分影响质量控制，本

研究最终选择甲醇水（３∶７）作为稀释剂。
３２　方法学验证
３２１　专属性　称取螺旋霉素样品１００ｍｇ，用溶剂
溶解并稀释至每１ｍＬ中含螺旋霉素１０ｍｇ的溶液，
作为专属性试验母液。精密量取１ｍＬ上述母液，置
于１０ｍＬ量瓶中，经酸破坏（加０１ｍｏｌ·Ｌ－１的盐酸
溶液１ｍＬ，摇匀后静置１ｈ，加入０１ｍｏｌ·Ｌ－１氢氧化
钠溶液１ｍＬ中和）、碱破坏（加０１ｍｏｌ·Ｌ－１的氢氧
化钠溶液１ｍＬ，摇匀后静置１ｈ，加入０１ｍｏｌ·Ｌ－１

盐酸溶液１ｍＬ中和）、氧化破坏（加３％过氧化氢溶
液１ｍＬ，摇匀后静置１ｈ）、高温（１０５℃烘箱放置４ｈ）
和光照（５０００ｌｘ下光照５ｄ）破坏处理，最后用溶剂稀
释至刻度，分别按“２１”项下色谱条件进样分析，记录
色谱图，由图４可知，经过酸、碱、氧化、高温和光照破
坏后，主峰与杂质峰分离均较好，说明该方法专属性

较好。

图４　螺旋霉素样品专属性色谱图
Ｆｉｇ４　Ｓｐｅｃｉｆｉｃｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｐｉｒａｍｙｃｉｎｓａｍｐｌｅ

３２２　线性与范围　取螺旋霉素对照品适量，精密
称定，加溶剂稀释并定容，制成２ｍｇ·ｍＬ－１的储备
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液，再用溶剂分别稀释成１２００、１０００、５００、１００、５０、
１０、５、１、０７μｇ·ｍＬ－１的系列对照品溶液，分别按
“２１”项下色谱条件进样分析，记录色谱图，以ＳＰＭⅠ
主峰面积（ｙ）对质量浓度（ｘ）进行线性回归，得出线
性回归方程：ｙ＝２９８９３ｘ＋１９８４０２，ｒ＝０９９９３。结果
表明，螺旋霉素Ⅰ在０７～１２００μｇ·ｍＬ－１的质量浓度
范围内与其峰面积呈良好的线性关系。

３２３　检测限与定量限　精密移取“３２２”项下
储备液，逐级稀释，进行测定，以色谱信号峰信噪比

（Ｓ／Ｎ）＞３时对应的溶液浓度为检测限，Ｓ／Ｎ＞１０
时对应的溶液浓度为定量限。ＳＰＭⅠ质量浓度为
０２μｇ·ｍＬ－１时，信噪比约为 ３；质量浓度为
０７μｇ·ｍＬ－１时，信噪比约为１０。按进样量２０μＬ
计算，方法的检测限为４ｎｇ，定量限为１４ｎｇ。
３２４　进样精密度　按“２２３”项下要求配制自身
对照溶液１份，取该溶液连续进样６次，主成分ＳＰＭⅠ
保留时间与峰面积相对标准偏差（ＲＳＤ）分别为
０１６％和０５４％（ｎ＝６），表明仪器精密度良好。
３２５　重复性考察　取同一批次螺旋霉素原料药按
“２２２”项下要求配制供试品溶液６份，分别按“２１”
项下色谱条件进样分析，记录色谱图。结果显示，６份
供试品溶液有关物质最大单杂平均值为１９６％，ＲＳＤ
为０８５％（ｎ＝６），杂质总量平均值为９１５％，ＲＳＤ为
０８４％（ｎ＝６），表明该方法重复性良好。
３２６　中间精密度　按“２２２”项下要求配制供试
品溶液，实验员１采用岛津 ＬＣ２０ＡＤ高效液相色谱
仪实验，实验员２采用安捷伦ＬＣ１２６０高效液相色谱
仪实验，在不同日期实验，每日平行配制６份供试品，
分别测定有关物质，１２份样品最大单杂以及总杂含
量接近，杂质含量最大差值为０１０％，ＲＳＤ分别为
１８２％和０３８（ｎ＝１２）证明该方法精密性良好。
３２７　溶液稳定性　按“２２２”项下要求配制供
试品溶液１份，分别在５和２５℃下于０、２、４、８、１２、
１６、１８、２４ｈ内进样，考察溶液稳定性。结果显示，在
５℃下有关物质总杂 ＲＳＤ为０８４％，而在２５℃下
有关物质总杂 ＲＳＤ为３６６％，说明溶液在５℃下
２４ｈ内稳定。
３３　方法应用与结果比较

各国现行药典中目前仅有ＥＰ１１０版收录了螺
旋霉素，为了比较该药典方法与本研究建立方法在

检验能力上的区别，选取相同批号的３批样品分别
按照上述两种方法进行了检验，结果见表２，典型色
谱图见图５。由结果可知，采用本研究建立方法检
验时，杂质检出种类更多，总杂含量明显增加，说明

该方法分离能力更强，灵敏度更高；同时新方法相较

于ＥＰ方法，检验时间明显缩短，有利于检验效率的
提高。

表２　螺旋霉素有关物质检验结果
Ｔａｂ３　Ｔｈｅｒｅｓｕｌｔｓｏｆｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓｏｆｓｐｉｒａｍｙｃｉｎ

Ｍｅｔｈｏｄ　　
Ｂａｔｃｈ

Ｎｏ．

Ｍａｘｉｍｕｍ

ｓｉｎｇｌｅｉｍｐｕｒｉｔｙ

／％

Ｔｏｔａｌ

ｉｍｐｕｒｉｔｙ

／％

Ｎｕｍｂｅｒｏｆ

ｉｍｐｕｒｉｔｉｅｓ

（Ｃｏｎｔｅｎｔ＞００５％）

Ｎｅｗｍｅｔｈｏｄ ＡＡ２０１１１０Ａ １４５ ９７７ ２４

ＡＡ２０１１１１Ａ １５１ ９３１ ２３

ＡＡ２０１１１２Ａ １３３ ９２８ ２５

ＥＰ１１０ ＡＡ２０１１１０Ａ １１８ ６８４ １３

ＡＡ２０１１１１Ａ １０５ ６９２ １４

ＡＡ２０１１１２Ａ １１４ ７０９ １５

Ａ－系统适用性溶液典型色谱图；Ｂ－本方法供试品溶液典型色谱图；

Ｃ－ＥＰ１１０收载方法供试品溶液典型色谱图。

Ａ－ｔｈｅｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｂ－ｔｈｅｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔ
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ｏｆｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｎＥＰ１１０．

图５　系统适用性溶液及螺旋霉素样品溶液典型色谱图
Ｆｉｇ５　Ｔｈｅｔｙｐｉｃａｌｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｓｙｓｔｅｍｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙｓｏｌｕｔｉｏｎ
ａｎｄｓｐｉｒａｍｙｃｉｎｓａｍｐｌｅｓｏｌｕｔｉｏｎ
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３４　螺旋霉素中杂质结构的推定
ＥＰ１１０中收录了螺旋霉素已知的 ８个杂质

（杂质Ａ～Ｈ）的结构［８］，为了进一步验证本方法杂

质检出情况，本研究采用了二维液相在线柱切换技

术进 行 在 线 脱 盐 后 与 高 分 辨 飞 行 质 谱 仪

（ＱＴＯＦ／ＭＳ）联用，去除了磷酸盐的干扰，采集了响
应杂质的质谱信息，并进行了结构推定，与 ＥＰ１１０
所载方法相比，本研究新建立的检验方法可以准确

检验出杂质Ｅ的含量（约０３％），同时其他已知杂
质的含量均有不同程度的提高（０１％ ～０４％），见
图５，这为两种检测方法结果差异提供了数据支持。
除已知杂质外，同时对剩余的２０个未知杂质的结构
进行了推定（详细结果待发表）。

４　总　结
本研究建立了一个可用于螺旋霉素有关物质检

验的高效液相色谱分析方法，优化了流动相的组成，

方法专属性好，灵敏度高。与 ＥＰ１１０版收载的方
法相比，相同批次样品结果总杂检出含量增高，杂质

分离种类增多，说明该方法杂质分离能力更强，灵敏

度更高，并且检验时间缩短，可用于螺旋霉素有关物

质的常规检验。
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