
毛细管区带电泳 －间接紫外检测氨基糖苷类抗生素中硫酸根
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摘要 目的:用毛细管区带电泳 －间接紫外检测技术检测氨基糖苷类抗生素中硫酸根。方法:采用非涂层弹性石英毛细管;
背景电解质为含 0. 2 mmol·L －1

十六烷基三甲基溴化铵的 15 mmol·L －1
铬酸水溶液( 用三羟甲基氨基甲烷调节 pH 至 8. 1) ;

操作电压: － 20 kV;检测波长: 276 nm( 间接检测) ;电泳过程中在进样端始终外加适当的压力使基线稳定。结果:本文方法的
线性范围为 45 ～ 150 μg·mL －1 ;定量限约为 6 μg·mL －1 ;硫酸根与内标峰面积比的 RSD为 0. 6% ( n = 10) ;测定结果与采用
英国药典方法的测定结果一致。结论:本方法适用于对氨基糖苷类抗生素中的硫酸根的测定。
关键词:毛细管区带电泳;间接紫外检测;硫酸根;氨基糖苷类;抗生素

中图分类号:R917 文献标识码:A 文章编号:0254 － 1793(2011)10 － 1965 － 05

Determination of sulfate in aminoglycoside antibiotics by
capillary zone electrophoresis with indirect UV detection

XU Wei － dong，LIU Hao*

( Shanghai Institute for Food and Drug Control，Shanghai 201203，China)

Abstract Objective: To establish a capillary zone electrophoresis with indirect UV detection method for determi-
nation sulfate in aminoglycoside antibiotics．Method: Best results were achieved with the background electrolyte pre-
pared by titrating of 15 mmol·L －1 chromic acid with tris( hydroxymethyl) methylamine to pH 8. 1 and 0. 2 mmol·
L －1 cetyltrimethylammonium bromide was added finally and an applied voltage of － 20 kV in a bare fused － silica
capillary． Indirect UV detection was performed at a wavelength of 276 nm． The application of a small amount of inlet
pressure during the separation assisted the attainment of a stable baseline． Result: The linear range for sulfate was
45 － 150 μg·mL －1 ． The limit of quantitation was around 6 μg·mL －1 ． The RSD for peak area ratio ( the area of
sulfate peak，divided by the area of the internal standard peak) was 0. 6% ( n = 10) ． The results were agreed with
those obtained with the method of British Pharmacopoeia． Conclusion: The proposed method is suitable for determi-
nation of sulfate in aminoglycoside; antibiotics．
Key words: capillary zone electrophoresis; indirect UV detection; sulfate; aminoglycoside antibiotics

氨基糖苷类抗生素通常以硫酸( 反离子) 盐的

形式应用于临床，且硫酸根的含量与药品溶液的澄

清度相关。现行英国药典和中国药典分别采用容量
法和反相离子对 － HPLC －蒸发光散射检测法测定
氨基糖苷类抗生素中的硫酸根

［1，2］。采用英国药典
方法，实验中所用氨水对实验人员刺激性较大，滴定

终点突跃不明显，且方法缺乏专属性;采用中国药典

方法，硫酸根在死时间之前洗脱并与可能共存的其

他离子之间分离较差。
从 20 世纪 90 年代早期开始，具有专属性强、柱

效高、峰容量大、操作简单、样品量少和分析成本低
等优点的毛细管区带电泳( CZE) 技术在环境和水分
析、化工和电镀工艺控制、临床检验和诊断以及农业
和食品分析等领域的应用日趋广泛，并在很多应用

方面替代了原先的 IC技术［5 ～ 7］;近年来，随着 IC 仪
器的改进、新型填料的研制和毛细管 IC 的开发，IC
再次引起相关研究者的关注

［3，4，8，9］，IC 在药物分析
方面的应用不断增加并为各国药典所收载，中国药

典( 2010) 首次在附录中收载 IC 并有了具体应用的
品种;但应用 IC 分析药物中的小分子杂质和反离
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子，一般多用于结构和组成相对简单、稳定较性好的
药物
［8 ～ 11］，而对于多组分、稳定性较差的药物则因

IC的色谱选择性稍差和柱效较低而不易操作［12］，
此外，IC检测小离子通常采用的电导检测器的稳定
性较差，蒸发光散射检测器和电喷雾检测器因检测

的是小离子与流动相中的反离子形成的盐颗粒，故

不可避免地受到这类检测器固有缺陷的影响
［3，8，9］。

硫酸根离子不具备光吸收特征，故选用 CZE 法
时通常与间接光度检测技术联用

［3 ～ 7］。背景电解质
中最常用的探针离子为铬酸根，十六烷基三甲基溴

化铵或十四烷基三甲基溴化铵一般作为电渗流调节

剂加入到背景电解质中
［13］。选用未涂布的熔融石

英毛细管，被分析离子以与电渗流相同的迁移方向

向阳极迁移。
Altria等以含 5 mmol·L －1

铬酸钠和 0. 5 mmol
·L －1
十四烷基三甲基溴化铵的水溶液为背景电解

质，测定了药品中的氯离子和硫酸根离子［14］。该背
景电解质的不足之处在于缓冲容量极低。有研究表
明，没有缓冲容量的背景电解质在电泳过程中其 pH
可改变几个单位

［15］。因此，具有较高缓冲容量的背
景电解质可稳定电渗流并显著改善组分迁移时间的

重现性。Doble 等以具有一定缓冲容量的含 0. 5
mmol·L －1

十四烷基三甲基溴化铵、5 mmol·L －1
铬

酸和 20 mmol·L －1
三羟甲基氨基甲烷的水溶液为

背景电解质，显著改善了组分迁移时间和峰面积的

重现性
［16］。但实验结果显示，亚硝酸根和硫酸根在

该系统中几乎同时迁移。此外，样品离子浓度较高
时，在氯离子后迁移的离子( 包括硫酸根离子) 均呈

拖尾的三角尺形状，显示存在较严重的电迁移扩散

( electro － migration dispersion) 现象。其原因在于样
品离子和同离子 ( 铬酸根) 之间较大的淌度差异。
而为了得到较好的分析结果精密度，采用较高的样

品离子浓度是必须的。本文采用一种改进的 CZE －
间接紫外检测检测技术对氨基糖苷类抗生素中的硫

酸根进行测定。
1 仪器与试药
1. 1 仪器 德国 Agilent G1600AX 型毛细管电泳
仪。
1. 2 试药 硫酸盐对照品:取在 110 ℃干燥至恒重
的硫酸钾，按照中国药典 2005 年版的方法( Supple-
ment 1) 测定其中的 SO2 －

4 含量，结果为 54. 13% ( 以
干品计) ，RSD =0. 1% ( n = 10 ) ; 再用经典的重量法

验证，SO2 －
4 含量为 54. 39% ( 以干品计 ) ，RSD =

0. 2% ( n = 4 ) 。硫酸卡那霉素、硫酸新霉素和硫酸
庆大霉素( 上海新先锋药业有限公司) ，硫酸多粘菌

素 B ( 丹麦 Dumex － Alpharma 公司 ) 。铬酸 ( ≥
99. 0% ) 和三羟甲基氨基甲烷 ( ≥99. 8% ) ( 均英国
BDH公司) ，十六烷基三甲基溴化铵 ( 95. 0%，澳大
利亚 Ajax公司) ，其他试剂均为国产分析纯，水为美
国 Millipore Milli － Q Gradient A10 纯水仪制备。
2 电泳条件
非涂层弹性石英毛细管 ( 50 μm × 64. 5 cm，有

效柱长为 56 cm，德国 Agilent 公司) ;每日使用前用
0. 1 mol·L －1

氢氧化钠溶液冲洗 10 min; 背景电解
质:含 0. 2 mmol·L －1

十六烷基三甲基溴化铵的 15
mmol·L －1

铬酸水溶液( 用三羟甲基氨基甲烷调节

pH至 8. 1) ;操作电压: － 20 kV;毛细管温度: 25 ℃ ;
检测波长: 276 nm( 间接检测) ; 进样方法: 进样端加
压，5 kPa，4 s。分析过程中在毛细管进样端( 阴极)
持续施加 1. 5 kPa 的压力。新毛细管依次用 1 mol
·L －1
氢氧化钠溶液、1 mol·L －1

盐酸溶液、乙腈和
水分别冲洗处理 5 min。2 次进样中间用背景电解
质冲洗毛细管 2 min。用水标记电渗流。
3 溶液制备
3. 1 内标溶液 取硝酸钠适量，用水溶解并定量稀
释制成每 1 mL中约含 0. 2 mg的溶液
3. 2 对照品溶液 取在 110 ℃干燥至恒重的硫酸
盐对照品约 20 mg，精密称定，置 100 mL 量瓶中，用
内标溶液溶解并稀释至刻度，摇匀。
3. 3 供试品溶液 取供试品适量，精密称定，置
100 mL 量瓶中，加内标溶液溶解并稀释至刻度，摇
匀。供试品溶液每 1 mL中约含硫酸根 0. 1 mg。典
型电泳图如图 1 所示。

图 1 硫酸卡那霉素样品溶液的电泳图

Fig 1 Electropherogram of kanamycin sulfate sample solution

1． NO －
3 2． SO2 －

4
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4 方法与结果
4. 1 线性关系试验 精密称取在 110 ℃干燥至恒
重的硫酸盐对照品约 28 mg，用内标溶液溶解并定
量稀释制成分别含硫酸根约 150，120，105，75，60，
45 μg·mL －1

的 6 份溶液。取 6 份溶液在上述电泳
条件下分别进样分析。以浓度( C) 为纵坐标，硫酸
根与内标物的峰面积比( R) 为横坐标回归，回归方
程为:

C = 102. 5R + 0. 63 r = 0. 9999
表明硫酸根在 45 ～ 150 μg·mL －1

范围内呈良好的

线性关系。
4. 2 精密度试验 取对照品溶液连续进样分析，硫
酸根和硝酸根迁移时间的 RSD 均为 0. 7% ( n = 10)
或 1. 5% ( n = 30) ;硫酸根与硝酸根峰面积比的 RSD
为 0. 6% ( n = 10) ，硫酸根峰面积的 RSD则为 1. 3%
( n = 10) 。取定量限溶液连续进样分析，硫酸根与
内标物的峰面积比的 RSD为 3. 5% ( n = 10) 。
4. 3 检测限和定量限 精密量取对照品溶液适量，
用内标溶液稀释后进样，检测限按信噪比 3∶ 1 计为
2 μg·mL －1，定量限按信噪比 10 ∶ 1 计为 6 μg·
mL －1。
4. 4 重复性试验 取同一批硫酸卡那霉素供试品，
配制成 6 份溶液，分别进样分析，硫酸根含量的平均
值为 15. 84% ( RSD =0. 2%，n = 6) ;在第 2 d 和第 3
d分别再次进样分析这 6 份溶液，结果分别为
15. 65%和 15. 71%。
4. 5 回收率试验 精密称取已知硫酸根含量的硫
酸卡那霉素供试品 9 份，每份分别精密加入硫酸盐
对照品 1126 mg( n = 3) 、2252 mg( n = 3) 和 3378 mg
( n = 3) ，用内标溶液溶解并稀释至刻度，摇匀。测
得回收率的平均值为 100. 5% ( RSD = 1. 3%，n =
9) 。
4. 6 样品测定 取硫酸卡那霉素和硫酸新霉素分
别测定，硫酸根含量分别为 15. 84% ( n = 6 ) 和
28. 22% ( n = 4 ) ; 采用英国药典容量法对同一批供
试品进行测定，相应的测定结果分别为 16. 05% ( n
= 4) 和 28. 59% ( n = 4 ) 。显然，2 种方法的测定结
果基本一致。
5 讨论
5. 1 采用中国药典 2010 年版方法［2］，以三氟醋酸
作离子对试剂，可使荷正电的氨基糖苷类抗生素在

色谱柱上保留，但固定相表面因吸附了三氟醋酸根

而荷负电，产生的静电排斥力可使荷负电的硫酸根

在死时间之前洗脱，硫酸根与供试品溶液中可能共

存的其他离子尤其是无机阴离子等的分离较差( 图

2) ，故测定时宜降低供试品溶液的浓度以增加硫酸
根与其他离子之间的分离度，增加测定结果的准确

性。

图 2 添加 KCl和 NaH2PO4 的硫酸庆大霉素样品溶液的色谱图

Fig 2 Chromatogram of gentamicin sulfate sample solution spiked with

KCl and NaH2PO4

1． SO2 －
4 2． H2PO －

4 3． K + + Na + 4． 庆大霉素 C1a ( gentamicin

C1a ) 5．庆大霉素 C2 ( gentamicin C2 ) 6．小诺霉素( micronomicin)

7．庆大霉素 C2a ( gentamicin C2a ) 8．庆大霉素 C1 ( gentamicin C1 )

5. 2 采用文献［16］的背景电解质，以 0. 2 mmol·
L －1
十六烷基三甲基溴化铵代替 0. 5 mmol·L －1

十

四烷基三甲基溴化铵，亚硝酸根和硫酸根在该系统

中仍然几乎同时迁移。进一步的研究结果显示，与
文献［17］所示一致，离子强度和 pH 8 ～ 9 对这些完
全解离的阴离子的分离选择性影响较小。与其他文
献［18］报道不同的是，随着十六烷基三甲基溴化铵
浓度的增加 ( 0. 1 ～ 0. 5 mmol·L －1 ) ，电渗流增加，

阴离子的迁移时间相应地减少，阴离子之间的分离

度降低。但电渗流调节剂也不宜过低，因其浓度较
高时可加速系统的平衡和稳定。为此，本文中十六
烷基三甲基溴化铵的浓度选择为 0. 2 mmol·L －1。
5. 3 背景电解质中的铬酸浓度可显著影响分离选
择性。随着铬酸和三羟甲基氨基甲烷浓度 ( pH
8. 5) 的降低，毛细管表面的硅羟基在碱性水溶液中
逐渐水解而荷负电，致使荷正电的电渗流调节剂因

静电相互作用而在毛细管表面的吸附量增加，电渗

流增强，所有阴离子因迁移方向与电渗流相同而导

致迁移时间相应地减少，但亚硝酸根和硫酸根之间

的分离改善。铬酸浓度在 2. 0 ～ 2. 2 mmol·L －1
之

间时，两者之间基线分离且均在氯离子之后迁移，但

除氯离子因与同离子( 铬酸根) 的淌度几乎相同而

峰形较为对称外，其他阴离子的峰形均展宽且硫酸
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根和亚硝酸根的峰形均拖尾; 铬酸的浓度大于 10
mmol·L －1

时，硫酸根在硝酸根之后迁移且与其他

阴离子均几乎基线分离。
5. 4 已知探针离子浓度较高时，电迁移扩散减少，
进样高浓度样品溶液仍可得到较好的峰形和重现

性
［19］。背景吸收在检测器的线性范围内时，探针离
子的浓度应尽可能的高，以便得到较宽的线性范围，

这样也有利于进样时样品的堆积效应
［20］。如以含

0. 2 mmol·L －1
十六烷基三甲基溴化铵的 15 mmol·

L －1
铬酸水溶液 ( 用三羟甲基氨基甲烷调节 pH 至

8. 1，三羟甲基氨基甲烷的 pKa 值在 25 ℃时为 8. 1)
为背景电解质，则所有具有相似淌度的阴离子均与

硫酸根基线分离且所有离子的峰形均对称( 阴离子

浓度为 0. 05 ～ 0. 2 mmol·L －1 ) ，均具有较高的理论

板数，显示较高的样品堆积效应。在该系统中，叠氮
离子在硫酸根和草酸根之间迁移且与硫酸根基线分

离，氟离子与氯离子同时迁移，亚硫酸根在钨酸根之

后迁移，枸橼酸根和硼酸根同时迁移且均在钨酸根

之后迁移。虽然与文献报道的迁移顺序 ( 溴离子、
氯离子、硫酸根、亚硝酸根、硝酸根、草酸根、钼酸根，
叠氮离子、钨酸根、枸橼酸根和氟离子) 稍有差异，
但没有任何离子干扰硫酸根和硝酸根的检测 ( 图

3) 。

图 3 系统适用性试验电泳图

Fig 3 Electropherogram for the system suitability test

1． Br － 2． Cl － 3． NO －
2 4． NO －

3 5． SO2 －
4 6．草酸根( oxalate)

7．钼酸根( molybdate) 8．钨酸根( tungstate)

5. 5 氨基糖苷类抗生素在该系统中均荷正电并与
阴离子的迁移方向相反，故不干扰阴离子的分析。
分别进样分析水、背景电解质、0. 2 mg·mL －1

硝酸

钠溶液、0. 2 mg·mL －1
硫酸钾对照品溶液以及硫酸

卡那霉素溶液、硫酸庆大霉素溶液、硫酸新霉素溶液
( 均分别含 0. 1 mg·mL －1

硫酸根，不含硝酸根) 。
所有电泳图均显示，本方法不存在干扰。进样分析
硫酸根浓度高达 0. 5 mg·mL －1

的 2 mg·mL －1
硫酸

庆大霉素溶液，硫酸根的峰形仍对称、尖锐，且仍与
硝酸根基线分离。故可采用较高的样品进样量以改
善精密度。
5. 6 采用间接紫外检测技术对探针试剂的纯度要
求较高，否则基线噪音和波动均较大，探针试剂浓度

高时尤其明显，故必要时须用重结晶等技术纯化探

针试剂。有研究表明，在 CZE －间接紫外检测过程
中于毛细管进样端加压有时可显著改善基线漂移，

且对于每一个特定的系统均存在所需最小压

力
［19，21］。本系统中，于毛细管进样端加压 1 kPa 以
上时，可得较为平稳的基线，且压力越大，基线越平

稳。此外，与文献一致，压力增加，峰高降低，柱效降
低，组分之间的分离度相应降低［19］，故压力不宜过

大，最终选择为 1. 5 kPa。方法的验证结果显示，在
CZE过程中于毛细管进样端加压仍可获得满意的分
析精密度。
5. 7 虽然选用铬酸作探针离子时通常在 254 nm处
检测
［13］，但铬酸在本系统的背景电解质中的最大吸

收波长约为 276 nm。采用间接紫外检测时，通常把
检测波长和参比波长对调以便得到正的峰形

［22］。
但选用高波长如 480 nm作为参比波长时，基线会因
氘灯在可见光区域的光强度较低而噪音增加，故宜

关闭参比波长以降低检测噪音。事实上，在本系统
中参比波长选择为 480 nm时，基线噪音至少增加 1
倍且基线的重现性较差。
5. 8 虽然该背景电解质在室温避光可贮存 1 周以
上，但随着贮存时间的延长，阴离子的迁移时间逐渐

增加。其原因可能在于十六烷基三甲基的氧化。因
此，建议该背景电解质在 3 日内使用。因该背景电
解质具有较高的缓冲容量，使用同一瓶( 0. 6 mL) 背
景电解质可分析多达 20 份样品溶液，而组分的迁移
时间和峰面积无显著变化。
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