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摘要   目的：综述各国药典中离子色谱法分析氨基糖苷类抗菌药物的质量标准进展情况。方法：介绍了

氨基糖苷类抗菌药物的发展历程及离子色谱原理，概述了各国药典中氨基糖苷类抗菌药物的质量标准变

迁，分析了各国药典离子色谱法在该类药物中的应用与质量标准沿革，并探讨了离子色谱法测定该类药

物的发展趋势。结果与结论：氨基糖苷类抗菌药物的分析方法逐渐从薄层色谱法、高效液相色谱衍生化

法、高效液相色谱 - 蒸发光散射法向离子色谱法发展，并日益成为该类抗菌药物较理想的质量控制方

法，为今后氨基糖苷类抗菌药物的标准提高及质量控制提供了参考。
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Abstract   Objective:   To make a literature review of the research progress in the quality standards of 
aminoglycoside antibiotics by ion chromatography in pharmacopoeias of various countries. Methods: 
The development history and the principle of ion chromatography were introduced. The changes of the 
quality standards of aminoglycoside antibiotics in pharmacopoeias of various countries were summarized. 
The applications of ion chromatography in pharmacopoeias of various countries and the development of 
quality standards of aminoglycoside antibiotics were also analyzed. Moreover, the development trend of ion 
chromatography used to determine such drugs was discussed. Results and Conclusion: The analytical methods 
of aminoglycoside antibiotics have gradually developed from TLC, HPLC derived method and HPLC-ELSD 
method to ion chromatography. Ion chromatography has gradually become an ideal quality control method for 
aminoglycoside antibiotics, which provides references for the standard improvement and quality control of 
aminoglycoside antibiotics in the future.
Keywords： aminoglycoside; antibiotics; ion chromatography; standards of pharmacopoeia; quality control

作者简介：李茜，副主任药师；研究方向：药品质量分析与控制；Tel：（0371）65566261；E-mail：1056376144@qq.com

通信作者：刘英，主任药师；研究方向：药品质量分析与控制；Tel：（0371）65566621；E-mail：ying_leaf@263.net

离子色谱法分析氨基糖苷类抗菌药物的质量标准
研究进展
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·研究进展·

氨 基 糖 苷 类 抗 菌 药 物 （ A m i n o g l y c o s i d e 

Antibiotics）具有相似的化学结构，都是以碱性环

己多元醇为苷元，与氨基糖缩合而成的苷，可用于

治疗革兰氏阴性杆菌严重感染，是临床应用较早的

一类广谱抗菌药物[1]。品种主要有链霉素、庆大霉

素、妥布霉素、阿米卡星、大观霉素、巴龙霉素、



中国药事  2019 年 7 月  第 33 卷  第 7 期820

CHINESE PHARMACEUTICAL AFFAIRS zhgysh

卡那霉素、奈替米星、依替米星、新霉素、核糖霉

素等，它们的抗菌谱及理化性质都存在共同之处。

本文对氨基糖苷类抗菌药物的结构组成、发展历

程、测定方法等进行概述，并在此基础上对各国药

典中离子色谱法控制该类抗菌药物的质量标准进行

综述。

1   氨基糖苷类抗菌药物的发展历程
根据氨基糖苷类的结构特点及抗菌特性，其

发展可分为3个阶段[2]。第1阶段以卡那霉素为代

表，其结构特点为完全羟基化的氨基糖与氨基环醇

相结合，不抗绿脓杆菌，主要品种还有新霉素、

巴龙霉素、链霉素及核糖霉素等；第2阶段以庆大

霉素为代表，其结构中均含有脱氧氨基糖，抗绿脓

杆菌，主要品种还有妥布霉素、西索米星及小诺霉

素等；第3阶段为氨基环醇上1-N位取代的半合成

衍生物，特点是保留了母体的抗菌活性，耳肾毒性

较小，抗耐药性等，主要品种有阿米卡星、阿贝卡

星、奈替米星及我国创新的一类新药依替米星等。

根据来源分类，氨基糖苷类抗菌药物分为发

酵的和半合成的2种，其中发酵来源主要为链霉菌

和小单孢菌[3]。来源于链霉菌的有链霉素、新霉

素、卡那霉素、巴龙霉素、妥布霉素、核糖霉素及

大观霉素等；来源于小单孢菌的有庆大霉素、西索

米星等。半合成的氨基糖苷类抗菌药物是以发酵来

源的抗菌药物为前体，再进行结构改造而得到[4]。

首个半合成的该类抗菌药物阿米卡星是卡那霉素A

的1-N-4-氨基-2-羟丁酸的衍生物，其活性更强、

酶稳定性更好。此外，由西索米星结构修饰得到的

奈替米星、庆大霉素B的1-N-HABA衍生物异帕米

星及我国自主研发的新药依替米星等均为半合成类

氨基糖苷类抗菌药物，具有更强的抗菌活性、低耐

药性、更小的毒副作用及良好的抗菌药物后效应。

1970年之前，各国药典主要采用微生物检定

法控制氨基糖苷类抗菌药物的含量，随后各国药典

采用半定量法控制组分及杂质限度，如薄层色谱法

（TLC）。1990年之后，高效液相色谱（HPLC）

衍生化方法成为了该类药物组分及有关物质的主要

控制手段。2002年后，离子色谱脉冲安培检测新技

术开始用于新霉素中有关物质的测定，随后该方法

陆续用于妥布霉素、庆大霉素、卡那霉素、大观霉

素及阿米卡星等，至今离子色谱仍是氨基糖苷类抗

菌药物的主要检测技术。

2   离子色谱概述
离子色谱（Ion Chromatography）是高效液相色

谱的一种，目前已成为分析化学领域中发展最快的

分析方法之一，它已被广泛地用于无机阴离子、无

机阳离子、有机酸、糖醇类、氨基糖类、氨基酸、

蛋白质、糖蛋白等物质的测定。它具有快速、方

便、灵敏度高、选择性好、可同时分析多种化合

物、分离柱的稳定性好、容量高、样品用量少和易

实现自动化等优点，已在能源、环境、地质、食品

等领域得到了广泛的应用。

离子色谱由流动相传送部分、分离柱、检测

器和数据处理4个部分组成。主要特别之处是其所

有与流动相及供试品接触的管道、阀门、泵、接头

等器件均宜使用能耐酸碱腐蚀及在与水互溶的有机

溶剂中不溶胀的惰性材料，如聚醚醚酮（PEEK）

等。分离柱是离子色谱的关键部件之一，新型的有

机聚合物离子交换柱填料一般为苯乙烯-二乙烯基

苯共聚物、乙基乙烯基苯-二乙烯基苯共聚物等，

可在pH 0～14酸碱范围及与水互溶的有机溶剂中稳

定，可用强酸或强碱作为流动相，还可在流动相中

加入有机溶剂以改善分离的选择性、缩短分析时间

及改善峰形，试验结束后可用有机溶剂清洗色谱柱

以除去有机污染物等[5]。当然，在采用离子色谱-

安培检测器分析氨糖类等有机化合物时，也可用

HPLC常规使用的C8或C18色谱柱。

离子色谱的检测器分为电化学检测器和光学

检测器。电化学检测器主要有电导和安培检测器，

而光学检测器主要是紫外检测器、荧光检测器等。

电导检测器主要用于测定无机阴离子、无机阳离子

及部分极性有机物如羧酸等；安培检测器又分为直

流安培和积分安培（包括脉冲安培），直流安培主

要用于测量在外加电压下能在工作电极上发生氧

化还原反应的物质如碘离子（I-）、硫氰酸根离子

（SCN-）和各种酚类化合物等；积分安培和脉冲

安培检测器则主要用于测量糖类和氨基酸类有机化

合物。

氨基糖苷类抗菌药物结构中含有多个氨基

（-NH2）、羟基（-OH），在强碱性溶液中易解

离成阴离子，在一定电压下，可在金电极表面发生

氧化反应，从而实现该类抗菌药物脉冲安培检测。

脉冲安培检测器有3种电极，分别是工作电极、参

比电极及对电极。工作电极通常为金电极；参比电
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极一般为Ag/AgCl电极，主要用于反馈溶液的电位

信息；对电极通常为钛或不锈钢材料，具有保持电

位稳定的作用，同时，还可防止大电流对参比电极

的破坏。当在工作电极和参比电极之间施加工作电

位时，该类抗菌药物在氧化过程中产生的电子即

转移到工作电极表面，使工作电极和对电极之间

产生电流，可通过一段时间的积分来测量，检测信

号的单位为纳库（nC），离子色谱脉冲安培检测

器已成为氨基糖苷类抗菌药物比较理想的质量控制

方法[6]。

3   各国药典中离子色谱法分析氨基糖苷类
抗菌药物的进展

氨基糖苷类抗菌药物极性大、无特征紫外吸

收，难以直接用常规的高效液相色谱法紫外检测

器或荧光检测器检测。早期的各国药典多采用TLC

控制其有关物质，如新霉素中新霉胺的控制[7]，链

霉素中链霉素B的控制[8-9]，但薄层色谱法灵敏度

低、专属性差、定量较困难而无法有效控制其有关

物质。

随后，一些药典开始采用HPLC衍生化法测定

此类抗菌药物的有关物质及组分，如庆大霉素C组

分测定[10]、阿米卡星有关物质的测定[11-12]。衍生化

技术虽然能部分解决质量分析中的难题，但衍生化

方法的试验结果受反应温度、反应时间、反应完全

性、衍生化试剂引入额外杂质峰、衍生化试剂的质

量等因素影响，无法明确判断该法检测到的杂质来

源，且衍生化产物间紫外吸收系数的差异，影响了

多组分药物测定结果的准确性。

高效液相色谱蒸发光散射检测器（HPLC-

ELSD）也常被用于测定氨基糖苷类抗菌药物的有

关物质及组分，《中华人民共和国药典》（以下

简称《中国药典》）2010年版[13]收载的氨基糖苷

类抗菌药物中，有9个品种采用HPLC-ELSD法测

定有关物质，2个品种采用其测定含量。ELSD为

通用型质量检测器，不同的物质在ELSD中响应因

子几乎一致，但灵敏度较低、漂移管易被污染，

且该检测器的响应值与待测样品的浓度呈对数关

系，测定时需制备随行标准曲线，计算过程相对

复杂。

氨基糖苷类抗菌药物的含量测定大部分都采

用微生物检定法。微生物检定法虽然灵敏度高、测

定原理与临床应用的要求一致，但该法测定的是总

效价，不能分别测定主成分与有关物质的含量，且

操作烦琐、误差较大等。

离子色谱技术的快速发展使离子色谱法成为

氨基糖苷类抗菌药物较理想的检测方法，其适合检

测能溶于水、有一定解离度、无特征紫外吸收的有

机化合物，可直接测定其有关物质、组分及含量。

氨基糖苷类抗菌药物含有多个醇羟基，能在强碱性

溶液中离子化，因此，可在强碱条件下采用阴离

子交换色谱柱进行分离；此外，还可通过加入离

子对试剂如辛烷磺酸钠等与氨基糖苷类化合物形成

离子对，增强其在反相色谱中的保留而进行分析，

也可加入适量的有机改性剂，用于减少保留时间、

改进分离的选择性及增加有机化合物的溶解度。使

用电化学检测器时，在外加电压下，氨基糖苷类抗

菌药物可在金电极上发生氧化反应，产生电流而被

检测。安培检测器为选择性检测器，对于被测物质

有特定的氧化还原电位，而许多干扰物质可能不是

电活性物质，在电极上不发生氧化还原反应，具有

良好的选择性，且该方法准确、灵敏度高、重现性

好、线性范围宽及淋洗液配制简单等，为氨基糖苷

类抗菌药物的质量控制提供了较好的方法。下面对

各国药典中离子色谱法控制氨基糖苷类抗菌药物的

发展进行分析综述。

各国药典中采用离子色谱法控制氨基糖苷类

抗菌药物的收载情况见表1。早期的国外药典如美

国药典USP25-NF20[14]采用高容量的三乙胺阴离子

交换色谱柱，以氢氧化钠为淋洗液测定阿米卡星及

卡那霉素的含量。高容量的离子交换色谱柱必须使

用高离子强度的淋洗液才可以将被测物质完全洗脱

下来，而高离子强度的氢氧化钠淋洗液容易吸收

空气中的二氧化碳且无法使用淋洗液在线发生器制

备，方法重复性、分离度及灵敏度均不佳，这在一

定程度上限制了其应用。之后，各国药典采用耐强

酸、强碱和高浓度盐的苯乙烯-二乙烯基苯共聚物

填料色谱柱代替传统的阴离子交换柱，流动相换成

不同链长的烷基磺酸盐离子对试剂以增加待测物的

色谱保留，及较高浓度的硫酸盐以缩短分析时间，

柱后加碱以适应脉冲安培检测器检测，测定了妥布

霉素、庆大霉素、奈替米星、阿米卡星及大观霉

素。方法虽然较之前的方法重复性好，但这类色谱

柱的柱效较低，色谱峰形状及分离效果均欠佳，特

别是高浓度的硫酸盐易析出结晶导致检测信号不稳
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定、仪器泄露等情况，需要经常清理系统。

随着离子色谱技术的不断进步与发展，各国

药典的离子色谱方法也在不断改善。近期的各国药

典采用广泛应用的十八烷基键合硅胶色谱柱代替

了苯乙烯-二乙烯基苯共聚物色谱柱，流动相采用

烷基化有机酸如三氟乙酸、五氟丙酸或七氟丁酸

等作为离子对试剂，对庆大霉素及阿米卡星进行了

测定。改进后的方法，色谱柱可缩短分析时间，具

有较高灵敏度，流动相配制较简单，最主要的是流

动相不易析出结晶，增加了工作电极的稳定性，提

高了方法的重复性、分离度、响应信号及检测灵敏

度，更适合该类抗菌药物的分析。

目前，离子色谱仪器因价格昂贵而未普及，

实验影响因素较多而限制其广泛应用，如使用的所

有容器及管路应用去离子水冲洗干净，流动相应用

去离子水配制且需超声脱气、流动相过滤时应使用

尼龙膜，柱后碱液配制时应先加入高浓度碱液再在

氮气或氦气保护下混匀，洗针剂、洗泵溶液需每天

更换，工作电极在适用前后均需拆下用去离子水冲

洗干净，如被污染响应降低则需要打磨电极，参比

电极使用前需校正，使用后需取下保存于氯化钾溶

液中，仪器使用后应用去离子水冲洗整个管路并保

存于80%乙腈中等。若实验操作过程中不注意则会

导致检测器信号不稳定、重现性降低、背景噪音增

加等问题而影响检测。但随着时间的推移，离子色

谱技术的不断普及，将会有更多的检测及研究机构

使用离子色谱仪并不断解决出现的各种问题，相信

不久的将来，离子色谱技术将会被大规模应用并成

为氨基糖苷类抗菌药物质量控制的主要工具。

《中国药典》2015年版[15]在吸取各国药典经验

的基础上，首次将离子色谱引入正文中，采用三氟

乙酸及五氟丙酸体系测定依替米星及其制剂的含量

及有关物质，四电位波形。该方法专属性强、重复

性好、信号响应稳定、分离度好及灵敏度高[16]。

表 1   各国药典中离子色谱法分析氨基糖苷类抗菌药物的收载情况

品种 药典 色谱柱 流动相 柱后加碱 电位波形 检测项目

阿米卡星 USP25-NF20 ～至今 三乙胺离子交换柱 氢氧化钠溶液 否 三电位 鉴别 / 含量

硫酸阿米卡星 USP25-NF20 ～至今 三乙胺离子交换柱 氢氧化钠溶液 否 三电位 鉴别 / 含量

硫酸阿米卡星

注射液

USP25-NF20 ～至今 三乙胺离子交换柱 氢氧化钠溶液 否 三电位 鉴别 / 含量

硫酸卡那霉素 USP25-NF20 ～至今 三乙胺离子交换柱 氢氧化钠溶液 否 三电位 鉴别 / 含量

硫酸新霉素 BP 2002 ～至今 C18 三氟乙酸 -

五氟丙酸

是 三电位 鉴别 /

有关物质

新霉素 B BP2003/EP 4.0 ～至今 C18 三氟乙酸 -

五氟丙酸

是 三电位 鉴别 /

有关物质

硫酸奈替米星 BP2003/EP 4.0 ～至今 聚苯乙烯 -

二乙烯苯

辛烷磺酸钠 -

无水硫酸钠

是 三电位 鉴别 /

有关物质

妥布霉素 BP2003/EP 5.0 ～至今 聚苯乙烯 -

二乙烯苯

辛烷磺酸钠 -

无水硫酸钠

是 三电位 有关物质 /

含量

硫酸庆大霉素 BP2003/EP 5.0 ～

BP2011/EP 7.0

聚苯乙烯 -

二乙烯苯

辛烷磺酸钠 -

无水硫酸钠

是 三电位 有关物质 /

组分

硫酸链霉素 USP27-NF22 ～至今 聚苯乙烯 -

二乙烯苯

氢氧化钠溶液 否 四电位 含量

注射用链霉素 USP27-NF22 ～至今 聚苯乙烯 -

二乙烯苯

氢氧化钠溶液 否 四电位 含量



中国药事  2019 年 7 月  第 33 卷  第 7 期 823

CHINESE PHARMACEUTICAL AFFAIRSzhgysh

品种 药典 色谱柱 流动相 柱后加碱 电位波形 检测项目

链霉素注射液 USP27-NF22 ～至今 聚苯乙烯 -

二乙烯苯

氢氧化钠溶液 否 四电位 含量

硫酸庆大霉素 BP2012/EP 7.5 ～至今 C18 三氟乙酸 - 五氟丙

酸

是 三电位 有关物质 /

组分

盐酸大观霉素 BP2007/EP 6.0 ～至今 C8 草酸 - 七氟丁酸 是 三电位 有关物质 /

含量

阿米卡星 BP2013/EP 8.0 ～至今 C18 辛烷磺酸钠 - 无水

硫酸钠，梯度洗脱

是 三电位 有关物质 /

含量

硫酸阿米卡星 BP2013/EP 8.0 ～至今 C18 辛烷磺酸钠 - 无水

硫酸钠，梯度洗脱

是 三电位 有关物质 /

含量

硫酸阿米卡星

注射液

BP2013/EP 8.0 ～至今 C18 辛烷磺酸钠 - 无水

硫酸钠，梯度洗脱

是 三电位 有关物质 /

含量

硫酸庆大霉素 USP37-NF23 ～至今 C18 三氟乙酸 - 五氟丙

酸

是 三电位 组分

依替米星 《中国药典》2015 C18 三氟乙酸 - 五氟丙

酸 - 无水硫酸钠

是 四电位 有关物质 /

含量

续表1

3.1   英国药典与欧洲药典中离子色谱分析氨基糖

苷类抗菌药物

英国药典2002年版[8]最先采用离子色谱测定的

品种为硫酸新霉素。新霉素是从新霉素链霉菌代

谢产物中分离得到的水溶性复合物，主要成分为

新霉素B和新霉素C。英国药典从2002年版开始、

欧洲药典从4.0版[9]开始均采用离子色谱法脉冲安培

检测器测定硫酸新霉素原料的有关物质。方法为

采用碱处理过的C18色谱柱，柱温25 ℃，流动相为

1000 mL无二氧化碳的去离子水中加入20.0 mL三氟

乙酸及6.0 mL氢氧化钠溶液，流速为0.7 mL·min-1；

柱后加碱（50%氢氧化钠溶液1→25），柱后流速

为0.5 mL·min-1，三电位波形检测；方法规定杂质

C峰与新霉素B峰分离度不得小于2.0，控制了杂质

A、杂质C、其他单个杂质及其他总杂质限度。

新霉素B也称弗式菌丝素，是新霉素复合物中

含量最高、活性最强的成分。英国药典2003年版[17]

及欧洲药典4.0版[9]起均采用与硫酸新霉素同样的方

法控制其有关物质。

随后，英国药典2003年版、欧洲药典5.0版及

之后的版本陆续将离子色谱柱后加碱方法应用于奈

替米星、妥布霉素、庆大霉素、大观霉素及阿米卡

星等品种。方法的共同特点为使用的色谱柱为耐强

酸碱的聚苯乙烯-二乙烯基苯柱或耐酸的C18柱，

流动相中多采用烷基磺酸钠作为离子对试剂，与在

酸性条件下解离的氨基糖苷类抗菌药物形成离子

对，增强其在色谱柱中的保留，再加入较高浓度的

硫酸钠盐以缩短分析时间，最后加入少量的有机改

进剂改善分离；脉冲安培检测器，检测电位均为三

电位波形。

奈替米星又称乙基西索米星，是西索米星

1-N-乙基化产物，为半合成的氨基糖苷类抗菌药

物，抗菌谱广、毒性较低、对钝化酶较稳定。英国

药典2003年版[17]至目前版本[18]及欧洲药典4.0版[9]至

目前版本[19]均采用离子色谱法测定了硫酸奈替米星

原料的有关物质，方法均一致。色谱柱为聚苯乙

烯-二乙烯基苯，柱温50 ℃，流动相为无二氧化碳

的去离子水中含有35 g·L-1无水硫酸钠，0.5 g·L-1

辛烷磺酸钠、10 mL·L-1四氢呋喃及50 mL·L-1

浓度为0.2 mol·L-1的磷酸二氢钾溶液（预先用
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22.5 g·L -1的磷酸调节pH为3.0），流速为1.0 

mL·min-1；柱后溶液为20 g·L-1的氢氧化钠，柱

后流速为0.3 mL·min-1；系统适用性规定杂质A峰

与杂质B峰分离度不得小于2.0、奈替米星峰与杂质

A峰分离度不得小于3.0，方法分别对奈替米星的杂

质A、杂质B、其他单个杂质及其他总杂质限度进

行控制。

妥布霉素为黑暗链霉菌产生的氨基糖苷类抗

菌药物，主要对革兰氏阴性菌特别是绿脓杆菌有

效，但具有一定的耳肾毒性。英国药典2003年版[17]

至目前版本[18]及欧洲药典5.0版[20]至目前版本[19]

均采用离子色谱法测定其有关物质及含量。色

谱柱为聚苯乙烯-二乙烯基苯，柱温55 ℃，流动

相为无二氧化碳的去离子水中含有52 g·L-1无水

硫酸钠，1.5 g·L-1辛烷磺酸钠、3 mL·L-1四氢

呋喃及50 mL·L-1浓度为0.2 mol·L-1的磷酸二氢

钾溶液（预先用稀磷酸调节pH值为3.0），流速

为1.0 mL·min-1；柱后加碱（50%氢氧化钠溶液

1→25），柱后流速为0.3 mL·min-1；脉冲安培检

测器，检测电位为三电位波形。标准规定杂质A峰

与妥布霉素峰分离度不得小于3.0，方法对单个杂

质及总杂质限度进行控制。

庆大霉素是由绛红小单孢菌属、棘孢小单孢

菌属等发酵产生的一组结构相近的多组分氨基糖

苷类抗菌药物，并以C族复合物为主，包括C1a、

C2、C2a、C1等，为杀菌力较强的广谱抗生素，尤

其对于金葡菌、多数革兰氏阴性杆菌包括一般抗

菌药物不易控制的变形杆菌、沙雷氏菌及绿脓杆

菌均具良好作用[21]。英国药典从2003年版[17]、欧

洲药典从5.0版[20]开始采用离子色谱法对硫酸庆大

霉素原料进行有关物质及组分的测定。方法采用

聚苯乙烯-二乙烯基苯色谱柱，柱温55 ℃，流动

相为无二氧化碳的去离子水中含有60 g·L-1无水

硫酸钠，1.75 g·L-1辛烷磺酸钠、8 mL·L-1四氢

呋喃及50 mL·L-1浓度为0.2 mol·L-1的磷酸二氢

钾溶液（预先用稀磷酸调节pH值为3.0），流速

为1.0 mL·min-1；柱后加碱（50%氢氧化钠溶液

1→25），柱后流速为0.3 mL·min-1；脉冲安培检

测器，三电位波形。有关物质采用主成分自身对照

法，对任何单个杂质及总杂限度进行控制。组分项

下规定庆大霉素C1含量范围为20.0%～40.0%，庆

大霉素C1a为10.0%～30.0%，庆大霉素C2+C2a+C2b为

40.0%～60.0%。该方法虽然采用有机聚合物色谱

柱，离子对试剂流动相及柱后加碱检测模式，但该

方法有关物质的分离度与灵敏度不理想。

上述方法持续至英国药典2011年版[22]及欧洲药

典7.0版[12]，之后的英国药典2012年版[11]至目前版

本[18]及欧洲药典7.5版[23]至目前版本[19]对上述方法

进行了修订，采用更为普及的十八烷基键合硅胶

色谱柱及常规柱温，用易挥发的酸代替原流动相

中的盐，减少了盐在电极表面沉积并使检测信号

更稳定；有关物质增加了杂质A、B的限度控制，

组分方面庆大霉素C1及庆大霉素C2+C2a+C2b含量范

围均有变化。具体方法：C18色谱柱，柱温35℃，

900 mL无二氧化碳的去离子水中加7 mL三氟乙

酸，加250 μL五氟丙酸，加4 mL的12.5 mol·L-1

氢氧化钠，混匀后用0.5 mol·L-1的氢氧化钠调

pH2.6，加乙腈37 mL，最后加无二氧化碳的去离

子水至1000 mL作为流动相，流速1.0 mL·min-1；

柱后加碱（50%氢氧化钠溶液1→25），柱后流速

为0.3 mL·min-1；脉冲安培检测器，检测电位为

三电位波形。方法要求杂质A峰（西索米星）与庆

大霉素C1a峰分离度应不小于1.2，庆大霉素C2峰与

庆大霉素C2b峰分离度应不小于1.5；有关物质测定

中，以西索米星对照品溶液为对照溶液，对杂质A

（西索米星）、杂质B（小诺霉素）限度进行单独

控制，对其他单个杂质及总杂质限度也分别进行

控制；组分测定中，规定庆大霉素C1含量范围为

25.0%～45.0%，庆大霉素C1a为10.0%～30.0%，庆

大霉素C2、C2a、C2b之和为35.0%～55.0%。该方法

采用三氟乙酸和五氟丙酸混合离子对试剂，增加了

庆大霉素各组分在色谱柱上的保留，提高了分离度

及检测灵敏度，可分离出30多种有关物质，对有关

物质的测定更为准确。但该方法仍然采用三电位波

形，电极容易被氧化产物污染需要经常打磨以维持

其响应稳定性。

大观霉素是从链霉菌Streptomycts spectabilis
NRRL2792的发酵液中分离出的抗菌药物，对革兰

氏阳性菌和阴性菌均有作用，尤其对奈瑟氏淋球

菌作用最强。大观霉素可形成硫酸盐或盐酸盐，

但盐酸盐溶解性更好，目前药用的为盐酸盐[24]。

英国药典从2007年版[25]、欧洲药典从6.0版[26]开始

运用离子色谱测定盐酸/硫酸大观霉素原料的有关

物质及含量。色谱柱为C8柱，柱温为室温，流动
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相为1000 mL无二氧化碳的去离子水中加入4.2 g草

酸及2.0 mL的七氟丁酸，用氢氧化钠溶液调节pH值

为3.2，最后加入105 mL的乙腈，混匀，过滤后脱

气，流速为1.0 mL·min-1；21 g·L-1的氢氧化钠溶

液为柱后溶液，柱后流速为0.5 mL·min-1；脉冲安

培检测器，检测电位为三电位波形。系统适用性规

定杂质E峰与大观霉素峰分离度不得小于1.5，方法

对杂质A、C、D、E、F、G、其他单个杂质及总杂

质限度分别进行控制，另外规定在测定杂质A含量

时，采用加校正因子的主成分自身对照法，将杂质

A峰面积乘以校正因子0.4后计算其含量。

阿米卡星是卡那霉素的半合成衍生物，对许

多肠道革兰阴性杆菌所产生的氨基糖苷类钝化酶

稳定，适用于治疗革兰阴性杆菌对卡那霉素、庆

大霉素或妥布霉素耐药菌株所致的严重感染[27]。

英国药典从2013年版[28]、欧洲药典从8.0版[29]开始

采用离子色谱法测定阿米卡星、硫酸阿米卡星原

料的有关物质及含量，并首次使用了梯度洗脱程

序（改变流动相中无水硫酸钠盐的浓度），提高

了分离效率。色谱柱为C18柱，柱温40 ℃，流动

相A为无二氧化碳的去离子水中含有20 g·L-1无水

硫酸钠、1.8 g·L-1辛烷磺酸钠、1.4%（V/V）四

氢呋喃及5%（V/V）浓度为0.2 mol·L-1的磷酸二

氢钾溶液（预先用稀磷酸调节pH值为3.0），流动

相B为无二氧化碳的去离子水中含有28 g·L-1无水

硫酸钠、1.8 g·L-1辛烷磺酸钠、1.4%（V/V）四

氢呋喃及5%（V/V）浓度为0.2 mol·L-1的磷酸二

氢钾溶液（预先用稀磷酸调节pH值为3.0），流速

为1.0 mL·min-1；柱后加碱（50%氢氧化钠溶液

1→25），柱后流速为0.3 mL·min-1；脉冲安培检

测器，检测电位为三电位波形。有关物质采用梯

度洗脱，除杂质I采用杂质I对照品溶液外标法定量

外，其余杂质均采用主成分自身对照法定量，规定

杂质A、B、F、H、I不得过0.5%，其他单个杂质不

得过0.5%，总杂不得过1.5%；含量测定仅用流动

相A等度运行，采用外标法测定。

3.2   美国药典中离子色谱分析氨基糖苷类抗菌药物

美国药典USP25-NF20[14]首次采用离子色谱法

脉冲安培检测器测定了阿米卡星（包括硫酸阿米卡

星及阿米卡星注射液）、卡那霉素（包括硫酸卡那

霉素、卡那霉素注射液及硫酸卡那霉素胶囊）的含

量，方法均一样。色谱柱为高容量三乙胺离子交换

柱（4.0 mm×250 mm，7.5 μm），淋洗液为0.115 

mol·L-1的氢氧化钠溶液，流速为0.5 mL·min-1，

工作电极金电极，pH/Ag/AgCl复核参比电极，三电

位波形。该方法采用单一的氢氧化钠溶液作为淋洗

液，不需要柱后加碱，简单易操作，但氢氧化钠淋

洗液在配制和使用过程中易吸收二氧化碳，使淋洗

液的强度改变基线漂移，影响方法的重复性，且该

方法未对有关物质进行控制。

随后，USP27-NF22[30]及之后的版本采用聚苯

乙烯-二乙烯基苯色谱柱（4.0 mm×250 mm），

70 mmol·L-1氢氧化钠溶液为淋洗液，流速为0.5 

mL·min-1，积分安培检测器检测，并首次使用四

电位波形测定了硫酸链霉素原料、硫酸链霉素注射

液及注射用硫酸链霉素的含量。

目前，用于氨基糖苷类抗菌药物的电位波形

主要为三电位波形及四电位波形，波形的不同可影

响检测灵敏度、重复性、背景噪声、信号响应及信

号稳定性。三电位波形采用3种不同的工作电位即

E1、E2及E3，其中E1为工作电位，E2为清洗正电

位，E3为清洗负电位。氨基糖苷类抗菌药物因在

工作电极表面发生氧化反应而产生电流变化可被检

测，但其反应产物会沉淀于电极的表面从而抑制被

测物质进一步氧化以干扰测定。三电位波形最初是

为避免氧化反应的产物毒化电极表面而使用的，各

国药典中大多采用该波形，但该波形中使用较高的

正电位来氧化清洗电极，过度的清洗降低了电极的

使用寿命，同时更容易污染及腐蚀电极，因此，使

用三电位波形时为获得较高的灵敏度需要经常打磨

电极[31]。四电位波形是后期发展的，其还原清洗电

位清除了工作电极表面的氧化物及污染物，可减少

电极的损耗，延长电极的使用寿命，增加电极的稳

定性，具有较高的灵敏度及耐用性，四电位波形将

会逐渐取代三电位波形，成为分析氨基糖苷类抗菌

药物的主要检测波形[32]。

美国药典运用离子色谱法测定此类抗菌药物

多采用离子交换柱，以氢氧化钠作为淋洗液进行

分析。氨基糖苷类抗菌药物在强碱性条件下可解

离成阴离子，使用阴离子交换柱进行分析；同时，

该类药物中含有较多的脂肪氨基（-NH2）和羟基

（-OH），在高pH值的淋洗液中可在金电极上发

生氧化还原反应，不需要柱后加碱就能采用安培检

测器检测。采用氢氧化钠作为淋洗液可降低背景噪
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音，增加灵敏度，但氢氧化钠配制及使用过程中极

易吸收空气中的二氧化碳，产生洗脱能力较强的

CO3
2-，会导致淋洗液的组成和浓度改变而引起基

线不稳、保留时间改变、重现性不佳等，还会由于

CO3
2-的强洗脱能力将强保留组分洗脱下来而出现

鬼峰[6]。虽然目前在线淋洗液发生器运用普遍，可

改善基线漂移及提高重现性，但在线淋洗液发生器

无法产生浓度高于100 mmol·L-1的淋洗液，除非

采用毛细管离子色谱。

为改善方法的分离效率，USP37-NF32[33]及

之后的版本采用与阿米卡星等不同的离子色谱柱

后加碱方法测定了庆大霉素原料的组分。方法为

以900 mL无二氧化碳的去离子水中加7 mL三氟乙

酸，加250 μL五氟丙酸，加4 mL的12.5 mol·L-1

氢氧化钠，混匀后用0.5 mol·L-1的氢氧化钠调

pH2.6，加乙腈37 mL，最后加无二氧化碳的去离

子水至1000 mL作为流动相，流速1.0 mL·min-1；

20 g·L-1的氢氧化钠溶液为柱后溶液，柱后流速为

0.3 mL·min-1，脉冲安培电化学检测器，三电位波

形检测。方法要求庆大霉素C2峰与庆大霉素C2b峰

分离度应不小于1.5；并规定庆大霉素C1a含量范围

为10%～35%，庆大霉素C2+C2a为25%～55%，庆大

霉素C2b+C1为25%～50%。方法采用柱后加碱的模

式，操作较单一淋洗液模式复杂，但该方法受空气

中二氧化碳影响较小，整个分析系统较稳定，分

离度较高，灵敏度较好，更适合此类抗菌药物的

检测。

3.3   中国药典中离子色谱分析氨基糖苷类抗菌药物

《中国药典》2005年版[34]在附录V D 高效液相

色谱法检测器项下提到了电化学检测器，从2010年

版开始在附录中单独列出了离子色谱法，对离子色

谱的色谱柱、洗脱液、检测器、测定法均进行了详

细说明，但直到2015年版[15]才首次将该法收录至正

文中，测定的品种为硫酸依替米星，采用了稳定性

及灵敏度均更好的四电位波形，并采用了加校正因

子的主成分自身对照法测定奈替米星杂质的含量。

硫酸依替米星是我国自主研发的一种半合成

氨基糖苷类抗菌药物，抗菌谱广，毒性较低，对

革兰氏阴性菌及革兰氏阳性菌均有效。该药是以

庆大霉素C1a为原料，通过络合催化保护氨基、硅

烷化保护羟基、缩合还原型N-乙基化等一系列反

应，在庆大霉素C1a的1-N位上引入乙基而得。方

法采用C18色谱柱（4.6 mm×250 mm，5 μm），

以0.2 mol·L-1三氟醋酸溶液[含0.05%五氟丙酸、

1.5 g·L-1无水硫酸钠、0.8%（V/V）的50%氢氧化

钠溶液、用50%氢氧化钠溶液调节pH值至3.5-乙腈

（96∶4）为流动相，流速为1.0 mL·min-1；脉冲

安培检测器检测，工作电极为金电极，参比电极

为Ag/AgCl复核电极，四电位，柱后加碱（50%氢

氧化钠溶液1→25），柱后流速为0.5 mL·min-1；

系统适用性要求依替米星峰与杂质奈替米星峰分

离度应大于4.0，有关物质标准规定杂质奈替米星

含量不得大于2.5%，其他单个杂质含量不得大于

2.5%，总杂质含量不得大于5.0%。方法测定了硫

酸依替米星原料的有关物质及含量，这也是中国药

典唯一一个采用离子色谱法控制的品种。

4   展望
分析各国药典收载的氨基糖苷类抗菌药物质

量标准变迁，氨基糖苷类抗菌药物的测定方法正逐

渐从经典的TLC法、HPLC衍生化法、HPLC-ELSD

法向灵敏度更高、选择性更强的离子色谱方法发

展。近年来，离子色谱法已在抗菌药物分析领域得

到了日益广泛的应用，其能解决气相色谱及高效液

相色谱难以分析的问题，适合检测一些能溶于水，

并有一定离解度的化合物，特别对不易挥发，又无

紫外吸收的药物，是比较理想的分析方法。但实际

运用中离子色谱电化学检测器有时难以满足需要，

如难以进行痕量分析，但随着仪器与色谱技术的发

展，与灵敏度更高的检测器联用将成为未来发展的

趋势。 

质谱作为一种理想的结构分析与痕量分析手

段，与离子色谱联用后，可以在药物及其杂质分

析方面发挥重要作用。氨基糖苷类抗菌药物在结

构和理化性质上非常相似，均含有多个伯胺或仲

胺基团显弱碱性，采用常规的检测手段进行鉴别

及杂质分析存在一定困难。但此类抗菌药物在质

谱上具有较强的正离子响应，运用质谱可快速准

确地获得其组分或杂质的多级质谱信息，通过归

纳裂解规律可推测组分及杂质的结构，为氨基糖

苷类抗菌药物的定性定量分析及有关物质检测提

供可靠的理论依据。目前，质谱已成功运用于庆

大霉素、小诺霉素、依替米星、奈替米星、阿米

卡星、妥布霉素、巴龙霉素等氨基糖苷类抗菌药

物的检测。周茂金等[35]采用电喷雾离子阱质谱对
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庆大霉素、小诺霉素、依替米星、奈替米星等8种

氨基糖苷类抗菌药物进行多级质谱分析，获得了

丰富的结构信息。杨利红等[36]运用质谱法分析了

阿米卡星、妥布霉素、新霉素、巴龙霉素等14种

氨基糖苷类抗菌药物的裂解规律并获得了结构信

息。袁耀佐等[37]以水-氨水-冰醋酸-甲醇为流动

相采用HPLC-ESI-MS推定了硫酸小诺霉素中14个

杂质的结构并进行归属，解决了过去该品种流动

相中的全氟酸（三氟乙酸、五氟丙酸、七氟丁酸

等）对质谱仪的污染问题。随后，袁耀佐等[38-40]又

采用同样的方法分别解析了硫酸依替米星中13个

杂质结构、硫酸奈替米星中7个杂质结构及硫酸西

索米星中14个杂质结构。于敏等[41]采用HPLC-MS

以甲酸-甲醇为流动相体系测定了庆大霉素C组分

含量及各组分响应因子。

虽然运用质谱分析氨基糖苷类抗菌药物及其

杂质的结构方法比较成熟，但离子色谱-质谱联用

测定此类药物却才刚刚起步。ZoltanSzabo[42]等报道

了离子色谱-脉冲安培检测器-轨道阱高分辨率质

谱联用技术应用于糖及糖蛋白中释放的原生聚糖的

分析。该方法的流动相中含有无机盐、一定比例的

有机相及强碱，其在离子色谱与质谱的雾化器间加

入抑制器来实现在线除盐，消除流动相中盐及强碱

对质谱离子源的影响及质谱部件的损害，并通过柱

后分流装置，降低进入质谱中流动相的流速，以适

合于质谱分析。此外，离子色谱-质谱联用仪原理

比较复杂、操作技术要求较高、价格昂贵、日常维

护保养成本高，一定程度上限制了其在各国药典领

域的普及应用。

目前，一些机构正在研究离子色谱-质谱联用

测定氨基糖苷类抗菌药物，相信随着这项技术的不

断发展及研究人员的不懈努力，不久将会有这方面

的研究成果，该技术将会对我国的药物分析研究起

着较大的推动作用。
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