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摘要 目的: 建立 HPLC － ESI － IT － MSn
方法，研究硫酸西索米星的杂质谱。方法:采用 Agilent 1100 LC /MSD Trap 液质联用

仪，采用 Gemini NX C18 ( 4． 6 mm × 150 mm，5 μm) 色谱柱，以水 － 氨水 － 冰醋酸( 96∶ 3． 6∶ 0． 4) 为流动相 A，甲醇为流动相 B，梯

度洗脱，流速 1 mL·min －1 ; 质谱检测器采用 ESI 离子源，正离子检测，离子源温度为 350 ℃，雾化室压力为 275． 8 kPa，干燥气

流速为 9 L·min －1 ; 检出杂质结构的鉴定方法根据有无杂质对照品而异: 对于有对照品的杂质，通过比较其与对照品的色谱

和质谱行为来确定结构; 对于无对照品的未知杂质，则以已知结构物质如西索米星、奈替米星等为模型，通过分析已知物与未

知杂质多级质谱行为的异同性推定其结构。结果:硫酸西索米星原料中检出 16 个有关物质，其中 14 个物质的结构得到归属。
结论:本文建立的 HPLC － ESI － IT － MSn

方法及研究结果对硫酸西索米星的质量控制和工艺评价具有参考意义。
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Abstract Objective: To establish an HPLC － ESI － IT － MSn method for the study of impurity profile of sisomicin
sulfate．Methods:The analysis was performed by an LC － Ion Trap MSn system of Agilent 1100 LC /MSD，using a
Gemini NX C18 ( 4． 6 mm ×150 mm，5 μm) column as stationery phase，a mixture solution of water － ammonia － gla-
cial acetic acid( 96∶ 3． 6∶ 0． 4) as mobile phase A and methanol as mobile phase B，the gradient elution was done
with a flow rate of 1． 0 mL·min －1 ． Electrospray ionization( ESI) source was used at positive ion detection model，
the temperature of ESI source was 350 ℃，nebulizing pressure was 275． 8 kPa，dry gas flow was 9 L·min －1 ． The
impurities which their reference substances were available were identified by comparing the chromatographic and
mass spectrometric behaviors with that of reference substances，the others which reference substances were unavaila-
ble were deduced using the collision － induced dissociation( CID) spectra of sisomicin and netilmicin as templates．
Results:A total of 16 compounds were characterized in commercial samples，among which 14 impurities were de-
duced． Conclusions: This work provides very useful information for quality control of sisomicin sulfate and evalua-
tion of its fermentation and purification process．
Key words: antibiotic; aminoglycoside; sisomicin sulfate; related substance; HPLC; ESI; IT; MS; sturcture; identify
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西索米星( sisomicin) 是 20 世纪 60 年代开发的

由小单孢菌产生的首个含双键的氨基糖苷类抗生

素
［1 ，2］，也是奈替米星的合成用母体

［3］，具有疗效

好、价格较低等特点，其硫酸盐制剂在临床上仍被广

泛应用。国外西索米星多由伊尼奥氏小单孢菌发酵

产生; 国产西索米星是由伊尼奥氏小单孢菌澄江变

种产生
［2］。国家食品药品监督管理局网站上显示，

目前我国硫酸西索米星原料有 5 个厂家生产，注射

液、注射用粉针等不同剂型有 47 个生产批文，质量

—8821— 药物分析杂志 Chin J Pharm Anal 2011，31( 7)



标准中国药典、日本药局方及美国药典收载
［4 ～ 6］，

但英国药典及国际药典未收载。
由微生物发酵的西索米星样品为对组分样品，

范明琦等
［1］

曾从西索米星中分离出 6 个极性小组

分，测定硫酸西索米星中有关物质的方法有薄层色

谱
［2，3］、HPLC － ELSD［6 ，7］

等方法，王建等
［7］

曾采用

HPLC － MSn
方法探讨硫酸西索米星中有关物质结

构，可能因流动相中三氟乙酸( 0． 05 mol·L －1 ) 对电

喷雾有较强的离子抑制作用，检测灵敏度很低，从硫

酸西索米星样品中只检出 1 个杂质，Li 等
［8］

通过在

流动相中添加部分氨水，改善了检测灵敏度，但从硫

酸西索米星中也只检出 6 个杂质，但对硫酸西索米

星杂质谱的系统研究报道国内外未见，为此，作者在

阿米卡星含量测定用的 HPLC － ELSD 色谱条件基

础上
［9］，建立了灵敏度高，操作简单，适合硫酸西索

米星 LC － MS 分析的碱性流动相色谱系统，对硫酸

西索米星原料的主要杂质的结构进行推定，推定方

法根据有无杂质对照品情况而异: 有对照品的杂质，

通过比较其与对照品的色谱和质谱行为来确定结

构; 无对照品的杂质，通过分析西索米星、奈替米星

等类似结构的多级质谱行为，总结出同类物质的质

谱裂解规律，再通过分析未知杂质多级质谱，实现对

其结构的推定
［10］，作者曾采用本思路，对硫酸奈替

米星中主要杂质的结构进行了推定
［11］。

图 1 西索米星和奈替米星的结构

Fig 1 Chemical structures of netilmicin and sisomicin

1 仪器与材料

Agilent 1100 LC /MSD Trap 液质联用仪 ( 美国

Agilent 公司) 。
西索米星粗品、硫酸西索米星原料分别由江苏

省不同的生产企业提供( 具体名称略) ，奈替米星、
西索米星对照品均由中国药品生物制品检定所提

供，甲醇为色谱纯试剂，其余均为分析纯试剂。
2 实验方法

2. 1 色谱条件 色谱柱: Gemini NX C18 ( 4． 6 mm ×

150 mm，5 μm，美国 Phenomnex 公司) ; 以水 － 氨水

－ 冰醋酸( 96∶ 3. 6∶ 0. 4) 为流动相 A，甲醇为流动相

B，进行梯度洗脱 0 ～ 15 min，5% B; 15 ～ 16 min，5%
→15% B; 16 ～ 25 min，15% B; 26 ～ 27 min，15%→
30%B; 28 ～ 40 min，30% B; 40 ～ 41 min，30%→40%
B; 41 ～ 50 min，40%B; 50 ～ 51 min，40%→50% B; 51
～ 60 min，50% B; 60 ～ 61 min，50%→5% B; 61 ～ 70
min，5%B; 流速: 1 mL·min －1 ; 柱温: 35 ℃ ; 进样量:

20 μL。
2. 2 质谱条件 ESI 离子源; 离子源温度: 350 ℃ ;

雾化室压力: 275． 8 kPa; 干燥气流速: 9 L·min －1 ;

离子扫描范围: 100 ～ 900 m/z; 正离子方式检测，分

流模式进样( 分流比为 3∶ 2) ，采用全扫描一级质谱、
自动全离子扫描二级质谱、手动多级质谱 3 种方式

采集奈替米星及有关物质的质谱信息。
3 结果

3． 1 西索米星、奈替米星对照品的质谱行为 对电

喷雾正离子模式下奈替米星和西索米星的一级和二

级质谱行为，已有较多的报道，详细裂解过程可参考

文献
［11］。

3． 2 硫酸西索米星粗品中有关物质质谱信息的采

集 取硫酸西索米星粗品适量，用水溶解并稀释制

成含西索米星约 3 mg·mL －1
的溶液，分别进行一级

质谱全扫描和二级质谱离子全扫描，图 2 为 LC /MS
的总离子流图，有关物质测定结果见表 1。

表 1 有关物质的 LC － ESI － IT －MSn
的测定结果

Tab 1 Related substances elucidated by LC － ESI － IT －MSn determination

物质代号

( code of compounds)
峰号

( peak No． )
tR /min

［M + H］+

m /z
［M + H］+ 主要子离子

( fragmentations) ( m /z)

可能的结构

( proposed structures
of the related
substances)

1A

1B
1 2． 8

469 434，366，348，324，308，289，205，187，169，163，155，146，145 图 3( Fig 3)

308 273，205，187，163，146 图 4( Fig 4)

2 2 3． 3 469 434，366，348，324，308，289，205，187，169，163，155，146，145 图 3( Fig 3)

3 3 3． 8 469 434，366，348，324，308，289，205，187，169，163，155，146，145 图 3( Fig 3)
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续表 1

物质代号

( code of compounds)
峰号

( peak No． )
tR /min

［M + H］+

m /z
［M + H］+ 主要子离子

( fragmentations) ( m /z)

可能的结构

( proposed structures
of the related
substances)

4 4 4． 2 322 205，163，160，142，118，112
加洛糖胺

( garamine)

5 5 5． 2 289 271，254，237，173，163，145，127，110 图 6( Fig 6)

6 6 7． 4 483 366，349，324，322，307，294，236，205，187，163，160，145
庆大霉素 B

( gentamicn B)

7 7 8． 3 482 365，347，323，322，205，203，187，163，160，145 图 8( Fig 8)

8 8 18． 8 434 416，399，382，308，295，271，254，205，187，163，146 图 9( Fig 9)

9 9 24． 6 434 416，399，382，308，296，254，205，187，163，146 图 9( Fig 9)

10 10 26． 1 462 444，427，345，327，303，285，268，251，233，215，186，173，163，145
威大米星

( verdmicin)

11 11 29． 1 447 429，412，330，322，312，288，270，253，227，199，173，163，160，143 图 10( Fig 10)

西索米星

( sisomicin)

西索米星

sisomicin
30． 2 448 430，413，322，313，295，271，254，243，205，189，173，163，160，142

12 12 31． 9 448 430，413，322，313，296，271，254，226，205，163，160，142
西索米星的同分

异构体( isomer of
sisomicin)

13A

13B

13 38． 1
448 430，413，322，313，296，271，254，226，205，163，160，142

西索米星的同分

异构体( isomer
of sisomicin)

554 428，413，377，360，322，311，293，269，254
未解析( no
deduced)

14 14 43． 7 554 536，413，394，360，322，295，254，233，197，155
未解析( no
deduced)

注( note) : 有关物质的代号与图 3 中的色谱峰代号对应( number of reference substances is same as peak no．

图 2 硫酸西索米星的 LC /MS( TIC) 图

Fig 2 Typical TIC chromatogram of the sisomicin sulfate sample by LC/MS

3． 3 有关物质结构推定

物质 1A、物质 2 及物质 3 的［M + H］+ m /z 均

为 469，其二级质谱一致，均为 m /z 452，434，366，

348，324，308，289，205，187，169，163，155，146，

145。文献［12］报道过庆大霉素 A、A1、A3 的［M +
H］+ m /z 为 469，它们的结构如图 4 所示，范明琦

等
［1］

曾从西索米星原料药中分离得到庆大霉素 A1

及庆大霉素 A 组分，这三组分的结构均能合理解

释各碎片离子，裂解途径如图 3 所示，对结构进一

步的确认可能需要采用高分辨质谱或制备杂质对

照品等其他方法。

物质 1B 的 ［M + H］+ m/z 308，与上述几庆大

霉素 A 组分脱去 A 环降解产物的加氢离子吻合; 其

二级质谱为［M + H］+ m/z 273，205，187，163，146，

用庆大霉素 A 组分脱 A 环降解物各碎片离子均能

得到合理解释，裂解途径如图 4 所示，测定庆大霉素

A 组分二级质谱碎片离子 m/z 308 的三级质谱，也

与物质 1B 的二级质谱一致，证明推测合理，即可将

物质 B 归属为庆大霉素 A 的降解物。
物质 4 的 ［M + H］+ m/z 322，与西索米星脱去

A 得到的降解产物 B + C 环的加氢离子吻合，提示

该组分为西索米星失去 A 环的降解物，即加洛糖胺

( garamine) ，其 二 级 质 谱 为［M + H］+ m /z 205，

187，163，160，142，118，112 各碎片离子均能得到

合理解释，裂解途径如图 5 所示，测定西索米星二

级质谱碎片离子 m / z 322 的三级质谱，也与物质 3
的二级质谱一致，证明推测合理，即有关物质 4 为

加洛糖胺。
物质 5 的 ［M + H］+ m/z 289，与西索米星脱去

C 得到的降解产物 A + B 环的加氢离子吻合，提示

该组分为西索米星失去 C 的降解物，其二级质谱为
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图 3 物质 1A、物质 2 及物质 3 可能的结构及二级质谱裂解途径

Fig 3 The possible chemical structures of compound 1A，compound 2，compound 3 and their possible fragmentation pathways of MS2

图 4 物质 1B 可能的结构及二级质谱裂解途径

Fig 4 The possible chemical structure of compound 1B and its possible

fragmentation pathway of MS2

［M +H］+ m/z 271，254，237，173，163，145，127，109，各

碎片离子均能得到合理解释，裂解途径如图 6 所示，

测定西索米星二级质谱碎片离子 m / z 289 的三级

质谱，也 与 物 质 4 的 二 级 质 谱 一 致，证 明 推 测 合

理，证明物质 5 为西索米星脱去 C 环得到的降解

产物。
物质 6 的 ［M + H］+ m/z 483，与庆大霉素 B 的

相对分子质量吻合，其二级质谱为［M + H］+ m/z
366，349，324，322，307，294，236，205，187，163，160，

145，各碎片离子均能得到合理解释，裂解途径如图

7 所示，方金瑞等
［1 3］

发现小单孢菌可以产生庆大

霉素 B，旁证该结构推定的合理性，即有关物质 6
为庆大霉素 B。

物质 7 的 ［M +H］+ m/z 482，与文献报道的 JI －
20A 的相对分子质量吻合，其二级质谱为［M + H］+

m/z 365，347，323，322，205，203，187，163，160，145，各

碎片离子均能得到合理解释，裂解途径如图 8 所示，

有关物质 7 为 JI －20A，其结构与庆大霉素 B 相似，差

图 5 物质 4( 加洛糖胺) 的二级质谱裂解途径

Fig 5 The possible fragmentation pathway of MS2 of compound 4( garamine)
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图 6 物质 5 的二级质谱裂解途径

Fig 6 The possible fragmentation pathway of MS2 of compound 5

别在于庆大霉素 B 的 A 环 2 位上为羟基，而 JI －
20A 的 A 环 2 位上为氨基。

物质 8( tR =18． 8 min) 和物质 9( tR =24． 6 min) 均

为［M +H］+ m / z 434，比西索米星的［M +H］+ m / z

448 小 14，提示结构中比西索米星少 1 个亚甲基。
两物质的二级质谱主要碎片一致。碎片离子 m / z
163 为西索米星 B 环特征离子，m/z 271 及 254 为西

索米星 A + B 环分别脱水、脱氨的特征离子，可见，

物质 8、物质 9 的 A 环和 B 环与西索米星相同，由此

推断，物质 8、物质 9 的 C 环上比西索米星的 C 环少

1 个亚甲基，西索米星的 C 环的3″、4″位上均有可能脱

去甲基，但只从二级质谱信息无法指定这两物质的结

构归属，为此，分别对 C 环的特征离子 m / z 146 进行 3
级质谱扫描，结果显示，物质7 的m / z 146 的3 级质谱

中有明显的脱氨基峰 m / z 129，而物质 8 的 m / z 146
的 3 级质谱中基峰为 m / z 128，由此可以确定物质 8
和物质 9 的结构，如图 9 所示，即物质 8 为 3″ － 氮 －
去甲基西索米星，物质 9 为 4 －去甲基西索米星。

图 7 有关物质 6( 庆大霉素 B) 的二级质谱裂解途径

Fig 7 The possible fragmentation pathway of MS2 of compound 6( gentamicin B)

图 8 有关物质 7( JI － 20A) 的二级质谱裂解途径

Fig 8 The possible fragmentation pathway of MS2 of compound 7( JI － 20A)
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图 9 物质 8 和物质 9 的二级、三级质谱裂解途径

Fig 9 The possible fragmentation pathway of MS2 and MS3 of compound 8 and compound 9

物质 10 的［M + H］+ m/z 462，比小诺霉素的

［M + H］+ m/z 464 小 2，推测其为小诺霉素某个环

中含有双键，其二级质谱为［M + H］+ m/z 444，427，

345，327，303，285，268，251，215，186，173，163，160，

其中 m / z 163 为小诺霉素的 B 环特征离子，m / z 303

比小诺霉素对应的脱去 C 环特征离子 m/z 305 小

2，推测该双键应在 A 环上，由西索米星的结构推测

该双键可能在 4，5 位之间，可能的结构如图 10 所

示，按该结构能解释二级质谱中所有碎片离子，表明

该结构推测合理。

图 10 物质 10( 威大米星) 的二级质谱裂解途径

Fig 10 The possible fragmentation pathway of MS2 of compound 10( verdamicin)

文献报道西索米星产生菌橄榄星小单孢菌可产

生威替米星的结构吻合，进一步用威大米星对照品

进行验证，物质 10 一级质谱、二级质谱及色谱保留

时间与威大米星完全一致，表明推测合理，即物质

10 为威大米星。
物质 11 的 ［M + H］+ m / z 447，比西索米星的

［M + H］+ m / z 448 小 1，推测其为西 索 米 星 类 似

物，其二级质谱为 ［M + H］+ m / z 429，412，330，

322，312，288，270，253，227，186，173，163，160，

142，其中 m / z 163 为西索米星的 B 环特征离子，

m / z 322 为西索米星 B + C 环的特征离子，推测物

质 11 的 A 环 上 比 西 索 米 星 的 A 环 少 1，提 示 其

环上的氧原子为氮取代，即西索米星的 A 环上唯

一的连接糖苷的氧原子可能被氮原子取代，物质

11 可能的结构如图 11 所示，该结构能解释二级

质谱中主要碎片离子，表明该结构推测合理。
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图 11 物质 11 的结构及二级质谱裂解途径

Fig 11 The possible chemical structure of compound 11 and its possible fragmentation pathway of MS2

物质 12 及物质 13A 的 ［M + H］+ m / z 448，与

西索米星相同，二级质谱裂解途径也相同，可见它们

为与西索米星结构极其相似的同分异构体。
物质 13B 及物质 14 的一级质谱均为［M + H］+

m / z 544，但二级质谱完全不同，对其裂解规律进行

分析，与现在能查阅到的氨基糖苷类抗生素无相似

之处，为新发现的结构。
3. 4 硫酸西索米星对照品及不同企业原料杂质谱

差异性考察 分别取西索米星对照品、2 批硫酸西

索米星原料适量，用水溶解并稀释制成含西索米星

约 3 mg·mL －1
的溶液，应用建立的 HPLC － ESI － IT

－ MSn
分析它们的杂质谱，图 12 为它们的 LC － MS

总离子流图( TIC) ，结果显示，西索米星对照品品中

仅检出西索米星脱去 A 环的加洛糖胺，纯度较高，1
批硫酸西索米星中检出 7 个杂质，另外 1 批硫酸西

索米星原料检出 16 个杂质，采用上述结构分析的思

路，各检出杂质的结构均得到归属 ( 详细结果略) 。
这些分析结果对生产企业改进发酵、精制工艺和储

存条件等方面有重要的指导意义。

图 12 不同企业硫酸西索米星原料的 LC /MS 总离子流图( TIC)

Fig 12 Typical TIC chromatograms of sisomicinsulfate samples from dif-

ferent manufactures by LC /MS

A． 原料 1( bulk 1) B． 原料 2 ( bulk 2 ) C． 西索米星对照品( refer-

ence substance)

4 讨论

4． 1 因氨基糖苷类抗生素结构中有很多的氨基和

羟基，其在反相色谱柱中几乎不保留，很多文献报道

通过在流动相添加全氟酸( 三氟乙酸、五氟丙酸、七
氟丁酸等) 改善这类物质的色谱分离，因流动相中

的全氟酸对质谱检测特别是正离子有强抑制，使得

质谱中几乎无信号，有人建议
［1 4］

在柱后添加含丙酸

或丁酸的丙醇溶液，即所谓的“TFA fix”技术解决三

氟乙酸对质谱灵敏度抑制问题，后因其操作复杂，人

们在应用过程中逐渐演变为在流动相中直接添加部

分丙酸或丁酸
［15］，也有学者通过在含全氟酸流动相

中增加氨水的方法改善灵敏度
［16］，在选择硫酸西索

米星杂质谱分析的方法时，对上述方法均进行了尝

试，结果显示，上述 4 种方法均适用于硫酸西索米星

LC /MS 分析，并有足够的灵敏度，但含全氟酸的流

动相对质谱仪的污染严重，实验结束后需要对质谱

仪进行全面清洗，否则严重影响后面品种的质谱检

测灵敏度，而作者也曾利用氨基糖苷类抗生素是两

性化合物的特点，采用 pH 10 的碱性流动相，通过

LC － MS 成功地实现了对研究依替米星
［17］、小诺霉

素
［18］

等原料中杂质谱的研究，而碱性流动相可以同

时解决分离和检测的问题，而且对仪器没有污染，优

于全氟酸的检测条件。
4． 2 本研究选用电喷雾离子化方法，分别用正、负
离子模式扫描西索米星溶液，结果显示，正离子模式

下检测灵敏度超乎想象地远远大于负离子检测模

式，可能是流动相中氨水的挥发性远远大于冰醋酸，

电喷雾形成的液滴在去溶剂时氨水部分先挥发去

除，使残存液滴由原先的碱性转变为酸性，提供氢离

子，西索米星及其有关物质经库仑爆炸后呈现为加

氢离子。
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4． 3 用建立的方法对不同来源的硫酸西索米星原

料及中检所提供的西索米星对照品的杂质谱进行了

研究，检测结果显示不同来源原料的杂质谱差异很

大，预示新建方法作为硫酸西索米星工艺优化、质量

监督以及应急检验等方面的“眼睛”，具有良好的应

用前景。
4． 4 因样品来源问题，本文未比较国内外不同菌种

发酵产生的西索米星的杂质谱的差异，有待于进一

步研究。
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