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碱性去活柱反相高效液相色谱法分析红霉素肟及相关化合物

曹志凌，, 梁建华，, 姚国伟，, 杨新林
（北京理工大学生命科学与技术学院，北京 $"""+$）

摘要：采用碱性去活（:<=）>$+柱分离测定了红霉素肟及相关化合物。以 "- "! %") ? @ 磷酸氢二钾（用磷酸调 AB
#- !）+乙腈 +甲醇（体积比为 %". (". $"）为流动相，检测波长为 !$" 1%，柱温为 /% C。红霉素肟 !、" 异构体及相关
化合物红霉素 D、红霉素 D +，’ +脱水 +&，’ +半缩酮和红霉素 D &，’ +’，$! +螺缩酮五种组分分离完全，检测限（# $ % 0 /）
为 &- " ) !(- " 12，线性关系良好，方法准确可靠，用于实际样品分析时取得较好的效果。
关键词：反相高效液相色谱法（EF+BF@>）；红霉素肟（$’480’"%43.1 D "G.%$）；相关化合物（ ’$)-8.#$ 3"%A"619H）；
碱性去活柱（&-H$+9$-38.#-8$9 3")6%1）
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, , 红霉素肟（ $’480’"%43.1 D "G.%$，,DI）是合
成新型红霉素类抗生素如克拉霉素、阿奇霉素、罗红

霉素和地红霉素等的共性前体，由红霉素和盐酸羟

胺反应得到［$，!］。红霉素肟的合成产物主要为红霉

素肟 !、" 异构体，还有未进行反应的红霉素 D
（$’480’"%43.1 D，,D）及其降解产物红霉素 D +，’ +
脱水 +&，’ + 半缩酮（ $’480’"%43.1 D +，’ + 9$049’"
+&，’ +0$%.J$8-)，,DB）和红霉素 D &，’ +’，$! +螺缩酮
（$’480’"%43.1 D &，’ +’，$! +HA.’"J$8-)，,D=）等相关
物质［/］。红霉素肟中其他组分均可以继续衍生化

为相关杂质，影响抗生素产品质量，因此需要建立有

效分离测定红霉素肟的分析方法。

, , 文献报道用高效液相色谱法分析红霉素
肟［( 1 &］，这些方法均采用普通 >$+柱和酸性或中性流

动相，色谱峰常表现为拖尾，分离不完全，特别是

,D 与 ,DI 两种异构体无法分离，不能对 ,D 组分
进行测定。红霉素肟及相关化合物的分子结构非常

相近，而且有叔胺基团，显碱性，这些因素使得它们

在传统硅胶柱上的分离效果不够理想。针对上述问

题，本文采用 B4A$’H.) 碱性去活（:<=）>$+反相柱，

建立了红霉素肟的高效液相色谱分析方法，可以分

离包括 ,D 在内的上述 % 种组分，峰形对称，方法简
便并已用于红霉素肟样品分析。

!" 实验部分

! ! !" 仪器及试剂
, , 高效液相色谱仪：岛津 @>+$" D5 (F 泵、=F<+
$" D (F 检测器；!!""" 色谱工作站（浙江大学）；乙
腈、甲醇为色谱纯，磷酸氢二钾、磷酸为分析纯；水为

娃哈哈公司纯净水。红霉素 D 购于西安制药厂，其

余标样均为自制，并经过分析鉴定；红霉素肟合成样

品为自制。

! ! #" 色谱条件
, , 色谱柱：B4A$’H.) :<= >$+（!%" %% 2 (- & %%，
% !%）。流动相："- "! %") ? @ 磷酸氢二钾（用磷酸
调 AB #- !）+乙腈+甲醇（体积比为 %" . (" . $"），流速
$- " %@ ? %.1；检测波长：!$" 1%；柱温：/% C；进样
量：!" !@。
! ! $" 样品制备
, , 精密称取 ,DI+! 异构体、,DI+" 异构体和
,D、,DB、,D= 标样适量，用流动相溶解并稀释制成
质量浓度分别为 %- "，$- "，/- "，"- !，!- % 2 ? @ 的标准
样品混合溶液。取红霉素肟合成样品适量，同法制

成 % 2 ? @ 的溶液。

#" 结果与讨论

# ! !" 色谱条件的选择
, , 在同等条件下，用 :<= 柱分析红霉素肟较普通
硅胶柱时间短，分离度好，原因是 :<= 反相硅胶填
料经过碱钝化处理，减少了硅胶上残余基团与碱性

分析物之间的相互作用。

, , 提高流动相的 AB 值，可以抑制组分的碱性解
离，使得保留值增加，分离度和峰对称性得到改善。

考虑色谱柱的 AB 使用范围，选定 AB 为 #- !，此条
件下峰形对称，分离完全。

, , 乙腈作为有机相的整体效果比甲醇好，但加入
少量的甲醇可以提高 ,D= 和 ,DB 的分离程度。通
过用不同配比的流动相进行分析，发现磷酸氢二钾

缓冲液、乙腈和甲醇的最佳配比为 %" . (" . $"。结果
显示，在 $% %.1 内，上述 % 种被测组分均能被完全
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分离，峰形对称，其色谱图见图 #。

图 !" 红霉素肟及相关化合物的色谱分离图
# ! 红霉素肟 "! 异构体（#$%"!）；$ ! 红霉素 $（#$）；% ! 红

霉素肟 "" 异构体（ #$%""）；& ! 红霉素 $ "，’ "’，#$ "螺缩酮
（#$&）；( ! 红霉素 $ )，’ "脱水 ""，’ "半缩酮（#$’）!

! ! 实验表明，提高柱温，则各组分保留时间增加，
分离度和峰形均得到改善；但柱温超过 &* ( 时，
#$%"" 异构体和 #$& 的保留值逐渐趋近，且柱温
过高也会影响色谱柱寿命，因此柱温选择在 %( (较
适宜。另因红霉素肟及相关化合物的紫外吸收区都

在紫外光区的末端，故选择 $#* )* 作为检测波长。
# ! #" 标准曲线及检测限
! ! 取红霉素肟及相关化合物标样，按照选定的色
谱条件进行分析，以峰面积 # 对进样量 $（!+）回
归，得到回归方程（见表 #）。取标准样品混合溶液，
逐步稀释进样，以 % 倍信噪比计算检测限。如表 #
所示，该法线性关系良好，线性范围和检测限均满足

分析要求。各组分重复进样测定峰面积的相对标准

偏差（,&-）为 *+ #’. , *+ -).。

表 !" 回归分析及检测限

组分
线性范围 /

!+
回归方程 %$

检测限 /
)+

#$%"! * ! $ . "* ! * # / - ! %"( 0 #*&$ . &*" * ! ’’’- $* ! *
#$ * ! $ . "* ! * # / & ! )#" 0 #*&$ 1 )%’ * ! ’’)- $& ! *
#$& * ! $ . "* ! * # / $ ! -’" 0 #*&$ 1 (#’ * ! ’’’" #( ! *
#$’ * ! # . "* ! * # / & ! -(& 0 #*($ 1 $#*$ * ! ’’’% " ! *
#$%"" * ! $ . #** ! * # / # ! &*- 0 #*($ . #"(’ * ! ’’’( #* ! *

#：峰面积；$：进样量，!+!

# ! $" 红霉素肟样品测试
! ! 取不同工艺条件下合成的红霉素肟样品进行测
定，分析结果见表 $。数据表明，红霉素肟样品中均
有未反应完全的 #$ 存在，不同工艺条件下各组分
含量差异较大。通过准确分析相关化合物，可为提

高抗生素产品质量提供信息和依据。

表 #" 红霉素肟样品中各相关化合物的质量分数 .

01! #$%"! #$ #$& #$’ #$%""
# & ! "# * ! $- # ! #- % ! &% )’ ! -$
$ #* ! #* $ ! #& % ! $- #( ! #( -# ! %"
% $ ! $) # ! $( * ! )) * ! ’& ’$ ! $’
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