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HPLC-ELSD法在硫酸庆大霉素及其制剂质量控制中的影响因素考察

王立萍    姚永青    刘英*

(河南省食品药品检验所，郑州 450018)

摘要：目的    以硫酸庆大霉素片为研究对象，分析HPLC-ELSD法在质量控制中的影响因素，探讨氨基糖苷类抗生素质量

控制方法的发展趋势。方法    采用Apollo C18色谱柱(250mm×4.6mm, 5μm)，流动相为0.2mol/L三氟乙酸溶液:甲醇(96:4，V/V)，

柱温35℃。ELSD检测：漂移管温度110℃，载气流速2.5L/min，增益1。结果    方法存在溶剂效应，应优先选择流动相做溶剂；

溶液浓度超载从而使色谱峰平顶，对组分测定结果有影响；采用西索米星对照品外标法测定有关物质，对照品溶液浓度的高低

对测定结果无影响；采用随行标准曲线，色谱峰保留时间的改变对组分和有关物质测定无影响。结论    HPLC-ELSD法虽然影响

因素较多，但是实验过程注意这些影响因素，HPLC-ELSD法仍为一种简单、通用、价廉的控制硫酸庆大霉素等氨基糖苷类抗生

素质量的方法。
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The influencing factors of quality analysis of gentamycin sulfate and its 
preparations by HPLC-ELSD

Wang Li-ping, Yao Yong-qing and Liu Ying
(Henan Provincial Institute of Food and Drug Control, Zhengzhou 450018)

Abstract    Objective    Taking gentamicin sulfate tablets as the research object, the influencing factors of quality 
control by HPLC-ELSD were analyzed, and the development trend of quality control methods for aminoglycoside 
antibiotics was discussed. Methods    Apollo C18 column (250mm×4.6mm, 5μm) was used. The mobile phase was 
0.2mol/L trifluoroacetic acid solution: methanol (96:4, V/V), and the column temperature was 35℃. The ELSD 
detection conditions were: Drift tube temperature of 110℃, carrier gas velocity of 2.5L/min, and gain of 1. Results    
The solvent should be chosen as the mobile phase in the presence of solvent effect; the concentration overload 
of solution made the chromatographic peak flat and had an effect on the determination results of components; in 
the the determination of related substances by the external standard method of sisomicin reference, the substance 
concentration had no effects on the determination results; the change of retention time of chromatographic peak had 
no effects on the determination of components and related substances by the follow-up standard curve. Conclusion    
Although there are many factors affecting the detection of aminoglycoside antibiotics, attention should be paid to these 
factors in the experimental process. The method of HPLC-ELSD is still a simple, universal and inexpensive method to 
control the quality of aminoglycoside antibiotics such as gentamicin sulfate. 
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蒸发光散射检测器(evaporative light scattering 
detector, ELSD)是一种通用型检测器，主要由3部分

组成，即雾化器、加热漂移管和光散射池。它属于

质量检测器，理论上可以检测到挥发性低于流动相

的任何物质，常用于检测没有紫外吸收的物质。目

前ELSD有低温蒸发型和高温蒸发型两种。低温蒸发

模式，对半挥发性物质和热敏性化合物同样具有较

好的灵敏度。李文东等[1]的研究结果表明低温型蒸

发光检测器在测定硫酸卡那霉素及注射液有关物质

时，杂质检出量和分离效果均优于高温型。光源分

为两种：一种以激光作为光源；另一种以卤素灯作

为光源。早期为卤素灯，后逐渐被激光取代。卤素

灯的波长宽但寿命短，激光光源的寿命长，避免经

常更换，也能有较好的重现性[2]。ELSD操作简单、

成本较低，对于非挥发性及半挥发性的物质均可测

定，且不同的物质在ELSD中响应因子几乎一致[3]；

采用梯度洗脱时，流动相易挥发除去，因而基线平

稳[4]。但也存在灵敏度低、漂移管易被污染等缺点。

氨基糖苷类抗生素(aminoglycoside antibiotics)
具有相似的化学结构，都是以碱性环己多元醇为苷

元，与氨基糖缩合而成的苷，可用于治疗革兰阴性

菌严重感染，是临床应用较早的一类广谱抗生素[5]。

品种主要有链霉素、庆大霉素、妥布霉素、阿米卡

星、大观霉素、巴龙霉素、卡那霉素、奈替米星、

依替米星、新霉素、核糖霉素等。氨基糖苷类抗生

素极性强，多易溶于水，多无发色团，没有特征的

紫外吸收，难以直接用常规的高效液相色谱法紫外

检测器检测。在中国药典2015年版二部中，多采用

HPLC-ELSD法测定氨基糖苷类抗生素的有关物质或

组分或含量(表1)。

表1    中国药典2015年版氨基糖苷类抗生素收载情况

Tab. 1    Aminoglycoside antibiotics in Chinese Pharmacopoeia 2015 Edition
品种 流动相 检测项目

妥布霉素 0.2mol/L三氟乙酸溶液 有关物质

妥布霉素滴眼液 0.2mol/L三氟乙酸溶液 有关物质

盐酸大观霉素 0.1mol/L三氟乙酸溶液 有关物质/含量

注射用盐酸大观霉素 0.1mol/L三氟乙酸溶液 有关物质/含量

硫酸小诺霉素 0.2mol/L三氟乙酸溶液-甲醇(94:6) 小诺霉素组分

硫酸小诺霉素口服溶液 0.2mol/L三氟乙酸溶液-甲醇(94:6) 小诺霉素组分

硫酸小诺霉素片 0.2mol/L三氟乙酸溶液-甲醇(94:6) 小诺霉素组分

硫酸小诺霉素注射液 0.2mol/L三氟乙酸溶液-甲醇(94:6) 小诺霉素组分

硫酸巴龙霉素 0.2mol/L三氟乙酸溶液-乙腈(90:10) 巴龙霉素组分

硫酸卡那霉素 0.2mol/L三氟乙酸溶液-甲醇(95:5) 卡那霉素B/含量

硫酸卡那霉素注射液 0.2mol/L三氟乙酸溶液-甲醇(95:5) 卡那霉素B/含量

硫酸卡那霉素滴眼液 0.2mol/L三氟乙酸溶液-甲醇(95:5) 含量

注射用硫酸卡那霉素 0.2mol/L三氟乙酸溶液-甲醇(95:5) 卡那霉素B/含量

硫酸西索米星 0.3mol/L三氟乙酸溶液-甲醇-乙腈(96:3:1) 硫酸盐/有关物质

硫酸西索米星注射液 0.3mol/L三氟乙酸溶液-甲醇-乙腈(96:3:1) 有关物质

硫酸庆大霉素 0.2mol/L三氟乙酸溶液-甲醇(96:4) 有关物质/庆大霉素C组分

硫酸庆大霉素注射液 0.2mol/L三氟乙酸溶液-甲醇(96:4) 有关物质/庆大霉素C组分

硫酸异帕米星 0.2mol/L三氟乙酸溶液 有关物质/硫酸盐/含量

硫酸异帕米星注射液 0.2mol/L三氟乙酸溶液 有关物质/含量

硫酸奈替米星 0.2mol/L三氟乙酸溶液-甲醇(84:16) 硫酸盐/有关物质

硫酸奈替米星注射液 0.2mol/L三氟乙酸溶液-甲醇(84:16) 有关物质

硫酸依替米星 0.2mol/L三氟乙酸溶液-甲醇(84:16) 有关物质/硫酸盐/含量

硫酸依替米星注射液 0.2mol/L三氟乙酸溶液-甲醇(84:16) 有关物质/含量

注射用硫酸依替米星 0.2mol/L三氟乙酸溶液-甲醇(84:16) 有关物质/含量

硫酸卷曲霉素 0.2mol/L三氟乙酸溶液-甲醇(94:6) 硫酸盐

硫酸核糖霉素 0.11mol/L七氟丁酸酐混合溶液 有关物质

注射用硫酸核糖霉素 0.11mol/L七氟丁酸酐混合溶液 有关物质

硫酸链霉素 0.15mol/L三氟乙酸溶液 有关物质
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本文在试验中发现，采用HPLC-ELSD法控制氨

基糖苷类抗生素质量时，流动相多为低pH值的三氟

乙酸溶液，易造成色谱柱柱流失，使色谱峰保留时

间前移。本文以硫酸庆大霉素片为例，采用文献[6]
测定硫酸庆大霉素片组分及有关物质的HPLC-ELSD
方法，对该方法操作过程中的影响因素进行考察，

探讨氨基糖苷类抗生素质量控制方法的发展趋势。

1    仪器与试药

Waters 2695液相色谱仪，Empower色谱工作

站(美国Waters公司)，Alltech 2000ES ELSD检测器

(Alltech公司)。BP-211D分析天平(Mettler公司)。
庆大霉素标准品，批号：130326-201716，C1 

15.9%，C1a 15.2%，C2a 10.3%，C2 16.9%；小诺霉素

标准品，批号：130342-201404，563u/mg(51.8%)；
西索米星对照品，批号：130635-201301，56.0%，

标准物质均来源于中国食品药品检定研究院。三氟

乙酸为色谱纯(J&K 99.9%，L130Q156，供应商：

北京百灵威科技有限公司 )，甲醇为色谱纯 (德国

Merck)，水为Mill-Q去离子水。硫酸庆大霉素片，A
企业，批号：1605311。
2    方法

2.1    仪器方法

色谱柱GRACE Apollo C18(250mm×4.6mm, 5μm)。
流动相0.2mol/L三氟乙酸溶液:甲醇(96:4, V/V)，流速

0.6mL/min；柱温：35℃；进样量：25μL(庆大霉素C
组分)和50μL(有关物质)；ELSD漂移管温度110℃，载

气流速2.5L/min，增益1。
2.2    测定方法  

庆大霉素C组分：精密称取庆大霉素标准品适

量，加流动相溶解稀释成约含庆大霉素总C组分

0.4、1.0和2.0mg/mL的溶液，作为标准品溶液(1)、
(2)、(3)。精密量取上述3种溶液各25μL，分别注入

液相色谱仪，记录色谱图，计算标准品溶液各组分

浓度对数值与相应峰面积对数值的线性回归方程，

相关系数(r)应不小于0.99；另取本品10片，精密称

定，研细，精密称取适量(约相当于庆大霉素0.1g)，
加流动相溶解并定量稀释制成约含庆大霉素1.0mg/mL
的溶液，同法测定，用庆大霉素各组分的线性回归方

程分别计算供试品中对应组分的量(Ctcx)，并按下面公

式计算出各组分的含量(%, u/u)。
C x(%)=(C tcx×理论效价×平均片重 ) / (W×标示

量)×100%

式中Cx为庆大霉素各组分的含量(%, u/u)；Ctcx为

由回归方程计算出的各组分的含量(mg/mL)；V为供试

品溶液的体积(mL)；W为供试品称重(g)；标示量以u
计。理论效价[7]：C1：739.6u/mg，C1a：1287.0u/mg，
C2a：1079.5u/mg，C2：1095.7u/mg。

有关物质：精密称取西索米星对照品和小诺霉

素标准品各适量，加流动相溶解并定量稀释制成约

含西索米星和小诺霉素各10、20和40μg/mL的溶液，

作为标准品溶液(1)、(2)、(3)。按照庆大霉素C组分

项下的色谱条件试验，精密量取标准品溶液(1)、
(2)、(3)各50μL，分别注入液相色谱仪，记录色谱

图，计算标准品溶液浓度对数值与相应峰面积对数

值的线性回归方程，相关系数(r)应不小于0.99；另取

庆大霉素C组分项下供试品溶液，同法测定，记录色

谱图至庆大霉素C1峰保留时间的1.2倍，供试品溶液

色谱图中如有西索米星峰、小诺霉素峰，用相应的线

性回归方程计算西索米星、小诺霉素的含量。除硫酸

峰和辅料峰外，其他杂质峰按西索米星线性回归方程

计算。

3    结果与讨论

3.1    溶剂效应

连续进样流动相和水做溶剂配制的同一批次片

剂的供试品溶液，进样量为50μL(图1~2)。
同时连续进样流动相和水做溶剂配制的同一批

次注射液的供试品溶液，进样量为100μL(图3~4)。
由图1~2可知，两种溶剂的色谱图差异主要是

庆大霉素C1a峰前的有关物质色谱峰形状存在差异：

采用流动相做溶剂，其色谱图中有关物质峰的峰形

好，各峰间分离度较好；水做溶剂的色谱图中西索

米星峰和前后相邻峰的响应及分离度均变差，个别

色谱峰如峰4甚至分叉，如果降低进样体积，庆大霉

素C1a峰前的有关物质峰形和分离度会得到改善。分

图1    片剂色谱图-溶剂为流动相

Fig. 1    The chromatography of tablet-mobile phase as solvent
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析原因为溶剂效应，即水的洗脱性较强，导致水作

溶剂的样品溶液与流动相混合时，一部分样品随溶

剂水通过色谱柱，没有保留；另一部分样品混入流

动相，在色谱柱上有所保留，使色谱峰延展变宽、

分离度变差、响应降低。

另外，硫酸庆大霉素片剂在进样量为50μL时即

表现出明显的溶剂效应，而注射液在进样量为50μL
时无明显溶剂效应，当进样量增大至100μL时溶剂效

应才表现出来，见图3~4。表明片剂的辅料影响溶剂

效应的表现。

3.2    不同进样体积对色谱峰峰形的影响

采用流动相作溶剂，考察不同进样体积对色谱

峰峰形的影响(5、10、20、25、50和100μL)。分别

进样不同体积的供试品溶液(采用不同浓度使样品进

样量相同)，色谱图见图5~6。图5供试品溶液色谱图

(0.5mg/mL，进样100μL)
由图5~6可知，以流动相作溶剂，分别进样不同

浓度不同体积的供试品溶液(使样品进样量相同)，庆

大霉素C1a峰前的有关物质色谱峰形状存在差异。进

样体积为5μL时，庆大霉素C1a峰前的有关物质色谱

峰形更好。表明应优先选择较低的进样体积。

综上所述，水作溶剂时，改变进样体积，对有

关物质甚至组分的色谱峰峰形有影响，存在溶剂效

应。采用流动相作溶剂，进样体积大时对出峰较早

的色谱峰的峰形有影响。因此，优先采用流动相作

溶剂，并选择较低的进样体积。

3.3    组分溶液浓度超载对组分测定结果影响

执行中国药典2015版二部硫酸庆大霉素原料和

注射液的质量标准测定庆大霉素C组分时，因溶液浓

度超载，组分的色谱峰会出现平顶现象。因此，本

文以硫酸庆大霉素片为例，考察庆大霉素组分色谱

峰平顶是否会对组分的测定结果产生影响。

流动相作溶剂分别配制高、中、低3个浓度水平

庆大霉素标准品溶液和供试品溶液，采集其组分色

谱图。

图2    片剂色谱图-溶剂为水

Fig. 2    The chromatography of tablet-water as solvent
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图3    注射液色谱图-溶剂为流动相

Fig. 3    The chromatography of injection - mobile phase as solvent

图4    注射液色谱图-溶剂为水

Fig. 4    The chromatography of injection-water as solvent

0.5mg/mL，进样100μL
图5    供试品溶液色谱图

Fig. 5    The chromatography of tested solution

10mg/mL，进样5μL
图6    供试品溶液色谱图

Fig. 6    The chromatography of tested solution
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3.3.1    色谱峰

采集高浓度水平标准品溶液和供试品溶液的色谱

图，出峰较早的庆大霉素C1a峰和C2峰均有平顶现象，

而中、低浓度水平的溶液没有组分峰平顶现象。

3.3.2    双对数线性关系

分别在高、中、低3个浓度水平范围内作庆大霉

素标准品浓度对数和峰面积对数的线性关系，均线

性关系良好(表2)。
3.3.3    组分测定结果

将高、中、低3个浓度水平的供试品溶液，分别

采用对应其浓度所在范围内的标准品线性方程计算

各组分，结果见表3。
由表3可知，高浓度的供试品计算出来的总组分

结果为83%，较中浓度和低浓度的供试品结果99%和

表2    庆大霉素组分线性回归方程

Tab. 2    Linear regression equation of gentamicin components
组分名称 浓度范围/(mg/mL) 回归方程 回归系/r 高浓度水平/(mg/mL) 中浓度水平/(mg/mL) 低浓度水平/(mg/mL)

庆大霉素C1a 0.366~5.742 y=1.2712x+7.2749 0.997 4.306~5.742 2.153~3.589 0.366~1.435

庆大霉素C2 0.399~6.384 y=1.3386x+7.2145 0.998 4.788~6.384 2.394~3.990 0.399~1.596

庆大霉素C2a 0.243~3.891 y=1.3625x+7.3321 0.999 2.918~3.891 1.459~2.432 0.243~0.973

庆大霉素C1 0.375~6.006 y=1.3607x+7.2192 0.999 4.505~6.006 2.252~3.754 0.375~1.502

注：y为浓度对数值，x为峰面积对数值

表3    采用各自浓度范围的庆大霉素标准品计算供试品中4组
分含量(标示量/%)

Tab. 3    The contents of four components (labeled amount/%) in 
the samples calculated by using the standard gentamicin in their 

respective concentration ranges
组分 高浓度供试品 中浓度供试品 低浓度供试品

庆大霉素C1a 14.5 32.4 31.0

庆大霉素C2 30.2 28.5 28.3

庆大霉素C2a 19.5 19.3 19.4

庆大霉素C1 18.6 18.7 18.8 

总组分 83 99 98

峰形 平顶 不平顶 不平顶

表4    不同浓度水平的线性方程计算的有关物质结果(标示量/%)
Tab. 4    Related substance results calculated by linear equation at 

different concentration levels (labeled amount/%)

有关物质
第一次测定 第二次测定

高浓度 低浓度 高浓度 低浓度

西索米星 0.9 0.9 0.9 0.9

最大单杂 0.8 0.8 0.8 0.8

其他总杂 4.4 4.0 4.3 4.0

98%偏低。组分结果差异较大，分析原因为高浓度

供试品中色谱峰平顶，积分不准确，导致组分C1a结果

偏低，从而使总组分结果偏低。而中浓度和低浓度的

供试品无此现象。为使供试品中庆大霉素组分的测定

结果真实可靠，应使其浓度在合适的范围内，或改变

进样体积，使4组分峰的峰形良好，无平顶。

3.4    西索米星对照品溶液的浓度对有关物质测定的影响

目前庆大霉素及其制剂有关物质含量较低，多

数有关物质的峰面积均落在对照品线性最低浓度点

以下。配制5个不同浓度的西索米星对照品溶液：

2.256、4.513、9.025、18.051和36.101ng/mL，使其

线性范围涵盖大多数有关物质的峰面积。同时分别

采用高浓度范围水平(9.025~36.101ng/mL)的线性方

程和低浓度范围水平(2.256~9.025ng/mL)的线性方

程，对同一供试品溶液进行有关物质计算，平行测

定两次，结果见表4。
由表4可知，采用两种浓度范围水平的线性方程

计算的西索米星、最大单杂和其他总杂含量均无差

异，说明西索米星对照品浓度大小对有关物质测定

结果无影响。

3.5    色谱峰保留时间对组分和有关物质测定结果影响

本法的流动相为0.2mol/L三氟乙酸:甲醇(96:4,V/V)，
三氟乙酸溶液比例较大，其pH值低至约0.9，即使采

用耐酸的色谱柱，依然柱流失严重。随着使用时间

的延长，庆大霉素各组分峰的保留时间前移。采用

同一根色谱柱，不同时间重复进样组分和有关物质

测定溶液，考察峰保留时间改变对组分和有关物质

测定结果的影响。

3.5.1    保留时间对组分测定结果的影响

按进样时间的顺序，样品的最后一个组分峰C1

峰的保留时间从44.8min前移至37.7min，样品中4个
组分和总组分的含量均未发生明显变化(表5)。
3.5.2    保留时间对有关物质测定结果的影响

同样的，按进样时间的顺序，样品中小诺霉素

峰的保留时间从29.2min前移至26.4min，样品中西索

米星、小诺霉素、最大单杂和其它总杂的含量均未

发生明显变化(表6)。

中国抗生素杂志2020年5月第45卷第5期



. 453 .

上述试验结果表明，采用随行标准曲线，色谱

峰保留时间的改变对组分和有关物质测定无影响。

4     讨论

本文在考察溶剂时发现，溶剂效应在不同型号

的液相色谱仪上发生程度不同：相同的供试品溶液浓

度，进样50μL，采用Waters 2695测定，无溶剂效应，

而采用Waters e2695测定，存在明显的溶剂效应。原

因为Waters e2695管路的死体积较Waters 2695小，更

易感应到溶剂效应。而且辅料也会影响溶剂效应的表

现，硫酸庆大霉素片剂的溶剂效应比注射液显著。

庆大霉素组分溶液浓度超载时组分峰平顶，虽

然庆大霉素标准品浓度对数和峰面积对数的线性关

系依然良好，但是计算出的样品组分结果已经偏

低，不能真实反映样品的组分含量。

中国药典2015版二部中氨基糖苷类抗生素质量

标准中，流动相多采用低pH值的三氟乙酸溶液，易

造成色谱柱柱流失，使色谱峰保留时间前移，但若

采用随行标准曲线，色谱峰保留时间的改变对组分

和有关物质测定无影响。

目前氨基糖苷类抗生素的有关物质控制方法主

要有HPLC-衍生化法[8-9]、HPLC-ELSD法[10-12]和脉冲

安培电化学法[13-14]，其中衍生化法操作繁琐，实验

结果受反应温度、反应时间、反应完全性、衍生化

试剂引入额外杂质峰、衍生化试剂的质量等因素影

响，无法明确判断该法检测到的杂质来源，影响多

组分药物相对比例测定结果的准确性。目前脉冲安

培电化学法所用的离子色谱仪器因价格昂贵，未普

及。HPLC-ELSD法操作简单、成本较低，但存在

灵敏度低、漂移管易被污染等缺点，通过加大进样

量有时可以弥补检测灵敏度低的缺点。为减少漂移

管的污染，应选择高纯的无颗粒的试剂，流动相用

0.22μm的滤膜过滤，水采用Mill-Q去离子水，并在

试验前和试验结束后充分冲洗烘烤漂移管，避免外

界带入的颗粒干扰测定并污染漂移管。虽然ELSD有

诸多的影响因素，但是目前HPLC-ELSD法仍为一种

较简单、通用、价廉的控制氨基糖苷类抗生素质量

的方法。随着社会条件的发展和与国际接轨，脉冲

安培电化学法可能将更广泛应用于氨基糖苷类抗生

素质量的控制。
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