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摘　要　针对目前庆大霉素功能组分含量检测方法的成本昂贵和使用仪器的限制, 建立了一种快速
经济准确的薄层色谱结合比色法, 以甲醇2氯仿225% 氨水 (1∶1∶1) 为展开剂, 碘蒸汽一次显色, 收集斑点
以乙酰丙酮及甲醛为显色剂, 进行二次显色, 并建立 420nm 处的浓度2吸光度曲线。结果表明, 庆大霉素在
2—100m g 范围内线性关系良好 r= 0. 9986, 三组分含量测定误差分别为 0. 188%、0. 265%、3. 701%。本法
仅使用最简便宜得的仪器与药品就能够对庆大霉素各功能组分进行定量分析测定, 适合于工业分离中检
测应用。
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1　前言
庆大霉素 (Gen tam icin, GM ) 是由小单孢菌属发酵产生的一组结构相近的多组分抗生素[1 ] , 对

多种革兰氏阴性菌和阳性菌有较强的抗菌作用。其化学结构属于氨基糖苷类化合物, 其中以C 族
复合物 (C1、C2、C1a、C2a)为主, 以及一些小组分 (图 1)。起主要作用的C 族复合物由于在化学结构上
的差异, 生物活性和毒性也不相同。C1 组份毒副作用小, 不易耐药。但疗效不如C2 和C1a。而C2 和
C1a虽疗效高但毒性大且易耐药。这四种组分的含量也是国际上 GM 合格与否的检测标准, 并将这
四种组分称为GM 的功能组分。在生产过程中, GM 功能组分的组成及比例常因发酵菌种的变异及
纯化工艺的变化而变化, 因此对 GM 功能组分的控制成为其质控最重要的环节[2 ]。

常见 GM 的检测方法有紫外分光光度法、比色法、旋光法、间接原子吸收法等[3 ] , 但都是将 GM
作为一个整体来检测, 在用于不需要具体功能组分含量的方面, 如发酵液、药物制剂、血液等中GM
含量的测定是可以满足需要的。此外还有柱前衍生2H PL C 法[4 ]、薄层扫描仪[5 ]、电化学检测器[6, 7 ]、
蒸发光散射检测器[8, 9 ]、核磁共振 (NM R ) [10 ]等方法可用于 GM 功能组分的检测, 但是仪器的限制
和辅助检测试剂的昂贵, 如柱前衍生2H PL C 法中用到昂贵的流动相庚烷磺酸钠等, 又使得这些方
法不适用于工业生产中 GM 功能组分的检测应用。

R 1 R 2 R 3

庆大霉素C1 CH 3 H CH 3

庆大霉素C2 H H CH 3

庆大霉素C1a H H H

庆大霉素C2a H CH 3 H

图 1　庆大霉素C 族复合物结构示意图



　　近年来发现GM C1a组分可作为合成抗菌药物依替米星的前体药物。因此需要由GM 复合物中

分离出 GM C1a组分[11 ]。我国在 20 世纪 80 年代就开始了对 GM 组分分离的研究, 但是对各组分含

量的测定都是采用薄层色谱2目测法[12 ] , 通过薄层色谱一次显色后仅用观察法确定斑点面积大小

从而定量, 其误差达到 90% 以上。因此对其功能组分分离的过程中如何进行含量的测定显得非常

重要。

本文研究了一种检测 GM 功能组分含量的方法, 其特点是快速、准确、经济, 适合于工业分离

中应用。方法是将TL C 和比色法相结合, 采用TL C 进行定性分离, 碘蒸汽一次显色后收集斑点, 以

乙酰丙酮及甲醛为显色剂, 进行二次显色, 使 GM 各组分形成二氢吡啶衍生物, 此化合物的醋酸2醋
酸钠缓冲液 (pH = 3. 6)在 420nm 波长处有肩峰吸收[14 ] , 利用此吸收建立校准曲线, 进行定量测定。

通过二次显色解决了 GM 功能组分薄层色谱检测法只能定性不能定量的问题。

2　实验部分

2. 1　仪器与药品

棱光 752N 紫外可见分光光度计 (中国上海精密科学仪器有限公司) ; 玻璃点样毛细管 ( 华西医

科大学仪器厂) ; 薄层析硅胶 G (青岛海洋化工厂) ; 玻璃板 (10cm ×20cm ) 。

GM 标准品 (中国药品生物制品检定所, 批号: 1303262200314) ; GM 样品 (河南路德药业有限

责任公司提供) ; 羧甲基纤维素钠、氯仿、甲醇、氨水 (25% )、碘、醋酸钠、冰醋酸、乙酰丙酮、甲醛均为

分析纯。实验用水为去离子水。

2. 2　方法与结果

图 2　GM 的 TLC 分离结果

a——标准品; b——供试品。

2. 2. 1　TL C

薄层板采用硅胶 G 与 0. 1% 羟甲基纤维素钠 (CM C2N a) 溶液制

备 (使用前于 105℃下活化 2h) ; 展开剂为甲醇2氯仿225% 氨水 (1∶1

∶1,V öV öV ) ; 展开槽在使用前用展开剂饱和 1h; 点样量为点样毛细管

一管, 即 0. 2ΛL。供试品平行点样 4 次。薄层板展开 18cm 时从展开槽

中取出, 挥散氨的气味并放冷至室温。放入碘熏缸中熏 15—30m in, 即

可显现清晰的黄色斑点。结果见图 2。

2. 2. 2　比色法

(1) 醋酸2醋酸钠缓冲液 (pH = 3. 6)的配制

醋酸钠 5. 1g, 加冰醋酸 20mL , 再加去离子水稀释至 250mL , 备

用。

(2) 显色剂的配制

乙酰丙酮 0. 8mL , 36% 甲醛溶液 1. 7mL , 加醋酸2醋酸钠缓冲液至 30mL , 摇匀备用 (需临用前

配制)。

(3) 方法

将薄层色谱板上同一组分的斑点刮下于小型称量瓶中, 加 1mL 水搅拌溶解, 离心沉淀, 取上层

清液于 10mL 试管中, 加入显色剂 3mL , 摇匀, 沸水浴加热 20m in, 冷至室温后在 420nm 处测吸光

度。

0501 光谱实验室 第 24 卷



3　结果和讨论
3. 1　精密度实验

分别配制 2、5、10、15、20m gömL GM 标准溶液, 各浓度平行点样 3 次。无须展开, 每一个点作为

一个样品按 2. 2. 2 (3) 方法测定其吸光度, 各浓度平均R SD 分别为 1. 9%、1. 5%、1. 2%、0. 7%、

0. 6%。

3. 2　稳定性实验

取 20m gömL GM 标准溶液分别平行点样 1、2、3、4、5 次, 收集斑点制样, 待碘挥发完全后, 按

2. 2. 2 (3)方法进行测定, 结果其R SD 分别为 2. 3%、1. 9%、1. 5%、1. 1%、1. 3%。

图 3　庆大霉素校准曲线

3. 3　重复性实验

取 20m gömL GM 标准溶液点板层析后, 每张板平行点

样 4 次, 待碘挥发完全后, 按 2. 2. 2 中 (3) 方法测定 6 次, 结

果C1a、C2、C1 的相对标准偏差分别为 1. 9%、2. 3%、3. 3%。

3. 4　GM 检测浓度范围

分别配制 2—160m gömL GM 标准溶液, 按薄层色谱条

件点板, 无须展开, 分别将斑点刮下于小型称量瓶中, 再按

2. 2. 2中 (3) 方法进行吸光度测定, 得到 GM 校准曲线, 见图

3。求得回归方程 y = 0. 00892x - 0. 02393, r= 0. 9986, 线性范

围为 2—100m gömL。

3. 5　样品含量的测定

　　取 GM 样品溶液 20m gömL 点

板, 每张板平行点样 4 次, 按 2. 2. 1

下方法展开显色收集斑点, 待碘挥

发完全后 (即无黄色) , 按 2. 2. 2 中

(3)方法进行测定。将所得吸光度

表 1　实验结果与标准含量比较 (% )

实验结果 标准含量 相对误差

1 (C1a) 32. 962 32. 9 0. 188

2 (C2) 39. 304 39. 2 0. 265

3 (C1) 27. 734 28. 8 3. 701

代入回归方程中求得浓度, 并与药典法测定的标准含量进行对比, 得到R SD。结果见表 1。

4　结论
(1) 由实验结果可以看出, ① TL C 方法中C2 和C2a斑点重合, 因此只能将其合并计算。为使斑

点界限清晰, 准确收集, 展板高度选择 18cm。② 碘蒸汽显色时间对测定结果有较大影响。时间太短

则斑点边缘不清晰, 造成收集误差。时间太长又会使收集物颜色消退时间过长。因此碘蒸汽显色时

间选择 15—30m in 为宜。③ 斑点收集后, 尽量多放置一段时间确保碘挥发完全。④ 每张板上平行

点样量在 4—6 次为宜, 点样数量过多则斑点间距窄, 容易引起斑点边缘重叠, 造成测定误差。

(2) 本文将薄层色谱法和比色法相结合, 通过二次显色, 解决了 GM 功能组分薄层色谱一次显

色只能定性不能定量的问题。检测结果与药典法测定的标准含量基本吻合, 准确度高。本方法所使

用的仪器药品均普遍易得, 适合于工业生产中对 GM 功能组分分离过程的含量监测等。其不足之

处在于此方法中C2 和C2a组分未能分开, 因此工业分离中如果需要对C2 或C2a组分分别定量, 则还

需要进行进一步的研究。
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Study on Quan tita tive Ana lysisM ethods for Gen tam ic in
Functiona l Componen ts

FE I Sheng2H ua　PEN G Q i2Jun
(S chool of Chem ical and M aterial E ng ineering , S outhern Y ang tze U niversity ,W ux i, J iangsu 214122, P. R. China)

Abstract 　A rap id and low 2cost TL C2co lo rim etry p rocedure m ethod fo r determ ination of

gen tam icin functional componen tsw as developed. A m ix ture of m ethano l2ch lo rofo rm 225% ammonium

hydrox ide (1∶1∶1) w as used as a develop ing reagen t and iodine vapour as the first reveal reagen t.

Spo ts w ere co llected. A cetyl acetone and fo rm aldehyde w ere added as the second reveal reagen ts. T he

concen tration2abso rbance curve fo r gen tam icin at 420nm is in the range of 2—100m g ( r= 0. 9986)

w ith the R SD of 0. 188% , 0. 265% and 3. 701% for the th ree compounds, respectively. T h is TL C2
co lo rim etry techn ique w ith the cheapest and available apparatus is good fo r separation and detection of

functional componen ts. T h is m ethod is recomm endable fo r app lication in industry.

Key words　Gentam icin, Functional Componen ts, TL C2Colo rim etry.
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