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摘　要　建立了利用简单流动相组成测定阿奇霉素及其相关化合物的反相高效液相色谱法 ,色谱柱为 Inertsil

ODS23 (150 mm ×4. 6 mm, 5μm) ,流动相为乙腈 2水 (90∶10, V /V ) ,流速 0. 8 mL /m in,柱温 30℃;紫外检测波长

为 205 nm。能够明确地分辨阿奇霉素粗品中 5种物质 :红霉素 6, 9亚胺醚、红霉素 9, 11亚胺醚、阿奇霉素前

体、甲基化硼酸酯和阿奇霉素。该方法简便快捷 ,线性关系良好 ,结果准确可靠 ,对阿奇霉素合成工艺优化和

成品的质量检测均具有指导作用。
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1　引　　言

作为“非典”时期首选抗生素药物的阿奇霉素 (Azityromycin, Azi)是由红霉素衍生的氮杂广谱抗生

素 ,具有优于母体化合物的生物和药理特性 [ 1 ]。因此 ,阿奇毒素与克拉霉素并称为新型红霉素的两个

最具代表的药物。阿奇霉素是以红霉素为原料 ,经过肟化、贝克曼重排、还原和甲基化反应合成的 [ 2, 3 ]。

随着阿奇霉素新疗效的不断发现 ,特别是“非典”时期的显著疗效 ,使人们对该药物高度关注 ,对其

成品及中间体含量检测方法和合成工艺的研究日益深入。目前已有几种定量检测阿奇霉素含量的高效

液相色谱方法 [ 4～6 ]
,其中美国药典中阿奇霉素含量测定是采用带有双玻璃碳电极的安培电化学检测器 ,

且对于流动相的 pH值要求高达 11,这无疑对固定相提出了更高的要求 ; Kobrehel等采用的是光二极管

阵列检测器 ,实验中对固定相的柱长和材质提出了特殊要求 ,流动相的 pH值为 9. 3～9. 5, 流动相组成

为 3种 ,较为复杂。这几种方法虽然分离效果较好 ,但对于一般的药物分析实验室 ,方法中所需的检测

设备是不易配备的。基于这种情况 ,人们期望开发出简单易行的阿奇霉素质量分析方法。Patricia等 [ 7 ]

报道了一种使用常规仪器的分析方法 ,但流动相的组成涉及了 5种化合物 ,且配制过程繁琐 ,操作不便 ,

应用前景不乐观。本研究立足于利用常规仪器、原料和试剂 ,建立了用于阿奇霉素合成监控和成品检测

的高效液相色谱分析方法。实验中采用的乙腈 2水流动相体系 ,达到了较好的分离效果 ,同时解决了阿

奇霉素在酸性流动相中易产生酸性降解产物的问题。该方法目前未见报道 ,且仪器易得 ,流动相组成简

单 ,分离效果好 ,快速准确。高效液相色谱给予的准确信息 ,及时地反馈在阿奇霉素的合成中 ,极大地促

进了阿奇霉素的合成进程 ,这也为阿奇霉素合成过程的工艺监控提供了一种实用的方法。

阿奇霉素及其相关物质结构式见图 1。5种化合物红霉素 A 6, 9亚胺醚 、红霉素 A 9, 11亚胺醚、阿

奇霉素前体、阿奇霉素硼酸酯和阿奇霉素分别用 A、B、C、D、E表示。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

高效液相色谱仪 (日本日立公司 ) , H ITACH I L27100、H ITACH I L27300柱温箱 ; L27420 UV2V IS检测器

(日本日立公司 ) ; T22000色谱工作站 ,精密天平 (美国 OHAUS公司 )。试剂为乙腈 (色谱纯 ) ;超纯水。

2. 2　色谱条件

采用 D IKMA公司的 Inertsil ODS23色谱柱 ,流动相为乙腈 2水 (V /V = 90 /10 ) ,超声排气 ,流速为

0. 8 mL /m in;检测波长 205 nm;柱温 30℃。样品溶于流动相 ,进样量 5μL。
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2. 3　样品的制备

阿奇霉素、阿奇霉素前体、阿奇霉素硼酸酯、红霉素 A 9, 11亚胺醚、红霉素 6, 9亚胺醚样品均为作者合

成提纯 ,样品经过硅胶 (HGF254) 0. 098～0. 05 mm粒径色谱柱或重结晶得到。所有纯品均通过 IR、
1
H NMR、13

C NMR、MS和元素分析检测。用 1 mL乙腈溶解相应化合物配制成的 10 g/L样品溶液待用。

3　结果与讨论

3. 1　色谱条件的优化

　图 1　阿奇霉素及其相关物质结构图

Fig. 1　Structure of the p roducts of azithromycin and related substances

A红霉素 6, 9亚胺醚 ( erythromycin 6, 92im inoether) ; B. 红霉素 9, 11亚胺醚 ( erythromycin 9, 112im inoether) ;

C. 阿奇霉素前体 ( azithromycin p recursor) ; D. 阿奇霉素硼酸酯 ( azithromycin hydrogen borate ) ; E. 阿奇霉素

( azithromycin)。

3. 1. 1　流动相配比的影响　流动相是改善分离度的重要参数。实验选择乙腈 2水为流动相 ,考察了乙

腈 2水配比分别为 100∶0、95∶5、90∶10、80∶20、70∶30、60∶40、50∶50 (V /V )的情况 ,乙腈比例提高 ,柱压降低 ,

保留时间缩短 ,峰形得到改善 ,有助于分离 ,但当配比低于 90∶10时 ,随着有机相的比例下降 ,主峰变宽 ,

分离效果下降 ;当配比高于 90∶10,峰形变窄 ,但杂峰数量下降 ,分离失真。故配比选择 90∶10 (V /V )。

3. 1. 2　柱温的影响　实验以 30℃、40℃和 50℃考察柱温对样品组分分离度的影响。随着柱温的升高 ,

柱压降低 ,保留时间缩短 ,分离度下降 ,因此 ,实验选择柱温 30℃。

3. 1. 3　流速的影响　实验选择 0. 6、0. 8、1. 0、1. 2和 1. 5 mL /m in流速 ,随着流速增加 ,柱压增高 ,保留

时间缩短 ,但分离度降低。综合考虑分离度、保留时间和峰形等因素 ,实验选择流速为 0. 8 mL /m in。

3. 2　分析方法的线性相关性

准确称取 0. 0737g阿奇霉素粗品 ,加入到 5 mL容量瓶 ,流动相定容。准确进样 14. 74、29. 48、

36185、58. 96、88. 44、95. 81和 110. 55μg,以乙腈 2水为 90∶10 (V /V )溶液洗脱。以峰面积积分值为纵坐

标 ,进样量为横坐标进行线性相关分析 ,结果显示阿奇粗品进样量在 15～110μg范围内与峰面积呈较

好的线性关系 ( YAZI = 159752X - 203947, r = 0. 9911)。

3. 3　分析方法精密度考察

准确称取阿奇霉素粗品 0. 0651 g,溶于 5 mL的流动相中 ,定容 ,在优化的色谱条件下 ,进样量为 5μL。

表 1　方法的精密度 ( n = 5)
Table 1　The p recision of the method ( n = 5)

物质 Compound No. 1 No. 2 No. 3 No. 4 No. 5 RSD ( % )

A 2. 24 2. 26 2. 17 2. 19 2. 11 0. 06
B 1. 96 1. 95 1. 83 1. 81 1. 70 0. 10
C 2. 25 2. 33 2. 15 2. 20 2. 14 0. 07

D 1. 94 1. 95 2. 16 2. 04 2. 07 0. 09
E 88. 89 89. 26 89. 07 89. 10 88. 84 0. 17

　A～E同图 1 (A～E are shown in Fig. 1)

3. 4　合成产物中各组分的测定

由反应条件可推测 ,在阿奇霉素粗品中含有未反应的阿奇霉素前体 (C)、未水解掉的甲基化硼酸酯

(D)以及杂质红霉素 6, 9亚胺醚 (A) 和红霉素 9, 11亚胺醚 (B )。在优选的色谱条件下 ,产物中各组分

保留时间分别为 : A 3. 03 m in, B 3. 39 m in, C 5. 96 m in, D 6. 95 m in和 E 7. 38 m in。因此 ,通过 HPLC
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　图 2　阿奇霉素粗品典型高效液相色谱图

Fig. 2　Typ ical high performance liquid chromato2
gram of Azithromycin and related substances

1. 红霉素 6, 9亚胺醚 ( erythromycin 6, 92im inoether) ;

2. 红霉素 9, 11 亚胺醚 ( erythromycin 9, 112im i2

noether) ; 3. 阿奇霉素前体 ( azithromycin p recursor) ;

4. 甲基化硼酸酯 ( azithromyci hydrogen borate) ; 5. 阿

奇霉素 ( azithromycin)。

对产物的分析 ,可以有针对性地改进工艺条件 ,提高产物的

内在质量。

3. 5　反应样品的测定

该方法应用在阿奇霉素的合成工艺监控中 ,达到了明

显的效果。按照优选的色谱条件 ,取 4种不同反应条件下

的阿奇霉素粗品进行测定 ,进样量 5μL。实验获得阿奇霉

素粗品典型谱图见图 2。

表 2　阿奇霉素粗品检测结果
Table 2　A ssay result of crude p roducts ( % )

No. A B C D E

1 2. 17 1. 83 2. 15 2. 16 89. 07

2 2. 06 2. 01 2. 10 5. 44 85. 67

3 2. 18 1. 97 1. 98 10. 55 80. 52

4 2. 16 1. 79 1. 96 14. 58 76. 31
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Abstract　A new validated liquid chromatographic method was developed for the determ ination of the azithro2
mycin and related compounds. The samp le was analyzed on a reversed phase ODS (150 mm ×4. 6 mm i. d)

column maintained at 30℃ with acetonitrile2water (V /V , 90 /10 ) as mobile phase at a flow rate of 0. 8

mL /m in and monitored by UV detector at a wavelength of 205 nm. The method can be used for the determ ina2
tion of five compounds : Azithromycin, Azithromycin p recursor, erythromycin 6, 92im inoether, azithromycin

hydrogen borate. It will p lay an important role in quality control of synthetic p rocess.

Keywords　Azithromycin, azithromycin p rocursor, azithromycin hydrogen borate, high performance liquid

chromatography
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