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亲水作用液相色谱法测定注射液中
泰地罗新含量
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２.北京化工大学生命科学与技术学院ꎬ北京市生物加工过程重点实验室ꎬ北京 １０００２９ꎻ
３.北京化工大学分析测试中心ꎬ北京 １０００２９)

摘要:采用 ＸＢｒｉｄｇｅ－ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ(１５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍꎬ５ μｍ)亲水作用色谱柱ꎬ建立了泰地罗新的检测方法ꎮ 确定了检测波长ꎬ
考察了流动相 ｐＨ、流动相盐体系、流动相洗脱方式对保留时间、对称因子和理论塔板数的影响ꎮ 结果表明ꎬ采用亲水作用色谱
柱分离ꎬ以乙腈(含 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 甲酸铵、０􀆰 １２５％甲酸、５％水)－０􀆰 １２５％甲酸水溶液(含 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 甲酸铵)为流动相梯度洗脱ꎬ流
速为 １􀆰 ０ ｍＬ / ｍｉｎꎬ柱温为 ３０℃ꎬ紫外检测波长为 ２８０ ｎｍꎬ在此条件下泰地罗新可以获得良好的分离效果ꎮ 泰地罗新药物质量浓
度与峰面积在 ６􀆰 ２５~１００ μｇ / ｍＬ 范围内线性关系良好ꎬ相关系数 Ｒ ＝ ０􀆰 ９９９ ９ꎬ检出限为 ０􀆰 ０５ μｇ / ｍＬꎬ定量限为 ０􀆰 １４ μｇ / ｍＬꎬ批
内添加回收率在 ９７􀆰 ８％~１０２􀆰 １％之间ꎬ批内变异系数为 １􀆰 ６９％~３􀆰 １２％ꎻ批间添加回收率在 ９６􀆰 ９％ ~ １０４􀆰 ３％之间ꎬ批间变异系
数为 ３􀆰 ３９％~４􀆰 ０５％ꎮ 该方法能够快速、准确地检测泰地罗新含量ꎬ且成本低廉ꎬ可应用于药物生产中泰地罗新的质量控制ꎮ
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ｐｒｏｄｕｃｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓ.
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　 　 泰地罗新(Ｔｉｌｉｐｉｒｏｓｉｎ)是一种半合成类 １６ 元环

大环内酯类抗生素ꎬ为泰乐菌素的衍生物ꎬ其结构特

点为在大环内酯环上的 Ｃ２０ 和 Ｃ２３ 位置的哌啶基

团以及 Ｃ５ 位置的碳霉糖糖基[１－２]ꎮ 目前商品名为

Ｚｕｐｒｅｖｏ 的泰地罗新无菌注射液被批准在欧盟国家

上市[３]ꎮ

近年来ꎬ呼吸系统疾病的高发病率和死亡率是

全球猪、牛养殖业面临的重要问题[４－７]ꎮ 泰地罗新

可用于预防与治疗猪、牛等敏感菌引起的呼吸系统

疾病[１－３ꎬ８]ꎬ其作用机理与其他大环内酯类抗生素相

同ꎬ通过与敏感菌的核糖体 ５０Ｓ 亚基结合ꎬ抑制敏感

菌的蛋白质合成[１０]ꎮ 泰地罗新的给药方式主要为

􀅰１３２􀅰
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注射给药(猪为肌肉注射给药ꎬ牛为颈部皮下注射

给药)ꎬ这种给药方式既可以减轻操作压力ꎬ又可以

提供最好的治疗效果[１－２]ꎮ 通过注射给药泰地罗新

具有吸收迅速、达峰时间短、消除半衰期长、生物利

用度高的特点ꎬ而且泰地罗新对支气管和肺具有较

高的亲和力ꎬ实验证明ꎬ在各组织中ꎬ肺组织的药物

浓度最高且作用持久[１－２]ꎮ 与替米考星和泰拉霉素

２ 种大环内酯类抗生素相比ꎬ泰地罗新对呼吸系统

疾病具有更好的疗效[３]ꎮ
目前ꎬ泰地罗新的检测方法主要采用 ＨＰＬＣ－

ＭＳ / ＭＳ 法[１０－１１]ꎮ 也有文献报道用 Ｃ１８ 色谱柱进行

泰地罗新检测[１２]ꎮ 亲水作用色谱是近年发展起来

的新技术[１３]ꎬ该技术可以实现对极性化合物的强保

留ꎬ与反相液相色谱具有良好的互补性[１４－１５]ꎮ 笔者

建立了一种利用亲水作用色谱检测泰地罗新的新方

法ꎮ 该方法能够快速、准确地检测泰地罗新含量ꎬ且
成本低廉ꎬ对药物生产中泰地罗新的质量控制具有

重要意义ꎮ

１　 材料与方法

１􀆰 １　 仪器与试剂

液相色谱为 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ꎬ配备二元梯度泵、真
空在线脱气机和自动进样器ꎮ 仪器控制、数据采集

软件 及 数 据 分 析 软 件 采 用 Ａｇｉｌｅｎｔ 公 司 的

ＣｈｅｍＳｔａｔｉｏｎ 系统ꎮ
泰地罗新工作对照品ꎬ中牧实业股份有限公司

自制(已通过核磁及质谱确认其结构ꎬ化学纯度为

９８􀆰 ０％)ꎻ泰地罗新注射剂 Ｚｕｐｒｅｖｏ(质量浓度为 １８０
ｍｇ / ｍＬ)规格分别为 ５０、１００ ｍＬ 和 ２５０ ｍＬꎬ默沙东

动物保健品公司生产ꎻ甲酸ꎬ色谱纯ꎬＦｉｓｈｅｒ 公司生

产ꎻ乙酸ꎬ分析纯ꎬ北京化工厂生产ꎻ甲酸铵ꎬ色谱纯ꎬ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司生产ꎻ乙酸铵ꎬ色谱纯ꎬＦｉｓｈｅｒ 公司生产ꎻ
氨水ꎬ分析纯ꎬ北京化工厂生产ꎻ乙腈ꎬ色谱纯ꎬＦｉｓｈｅｒ
公司生产ꎻ所有用水均为去离子水ꎮ
１􀆰 ２　 溶液配制

泰地罗新样品溶液:取适量泰地罗新注射液ꎬ利
用甲醇溶解并定容至适当的浓度ꎻ泰地罗新对照品

溶液:取适量泰地罗新工作对照品ꎬ利用甲醇溶解并

定容至适当的浓度ꎮ
１􀆰 ３　 色谱条件

色谱柱为 ＸＢｒｉｄｇｅ－ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ 氨基柱(１５０ ｍｍ×
４􀆰 ６ ｍｍꎬ５ μｍ)ꎬ柱温为 ３０℃ꎬ紫外吸收波长为 ２８０
ｎｍꎮ 流动相:Ａ 相为乙腈(含 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 甲酸铵、
０􀆰 １２５％甲酸和 ５％水)ꎻＢ 相为 ０􀆰 １２５％甲酸水溶液

(含 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 甲酸铵)ꎻ流速为 １ ｍＬ / ｍｉｎꎻ进样体

积为 １０ μＬꎮ
梯度洗脱程序:０􀆰 ００→５􀆰 ００ ｍｉｎꎬ９０％→３０％ Ａ

相流动相ꎻ５􀆰 ００→５􀆰 １０ ｍｉｎꎬ３０％→９０％ Ａ 相流动

相ꎻ５􀆰 １０→８􀆰 ００ ｍｉｎꎬ９０％→９０％ Ａ 相流动相ꎮ

２　 结果与分析

２􀆰 １　 泰地罗新紫外检测波长的确定

以甲醇为参比ꎬ用甲醇配置泰地罗新标准溶液

(质量浓度为 １０ μｇ / ｍＬ)ꎬ在 ２００~６００ ｎｍ 区间内进

行紫外扫描ꎬ结果如图 １ 所示ꎮ 由图 １ 可以看出ꎬ其
最大吸收波长为 ２８７ ｎｍꎮ 泰地罗新在主体结构上

与泰乐菌素类似ꎬ其结构发光基团没有发生改变ꎬ中
国兽药典(２０１０ 版)规定:高效液相色谱法检测泰乐

菌素的紫外检测波长为 ２８０ ｎｍꎮ 综合以上两方面的

数据ꎬ选择 ２８０ ｎｍ 作为泰地罗新的紫外检测波长ꎮ
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图 １　 泰地罗新的紫外全波长扫描

２􀆰 ２　 流动相 ｐＨ、缓冲体系和洗脱方法对分离效果

的影响

亲水作用色谱(ＨＩＬＩＣ)在分离强极性和亲水性

化合物方面具有较好的分离性能[１６]ꎮ 因此选择

ＨＩＬＩＣ 色谱柱进行泰地罗新的色谱分析ꎮ 考虑到泰

地罗新是一种极性化合物ꎬ且为碱性[１４]ꎬ因此 ｐＨ
对其色谱分析具有较大影响ꎮ 通过考察 ｐＨ 为 ３􀆰 ５、
５􀆰 ３ 和 ９􀆰 ０ 时的分离效果发现ꎬ随着 ｐＨ 的不断增

大ꎬ对称因子逐渐偏离 １􀆰 ０ꎬ理论塔板数也随之降

低ꎬ如表 １ 所示ꎮ 通过比较可知ꎬｐＨ 为 ３􀆰 ５ 条件下

泰地罗新的对称因子最接近于 １􀆰 ００ꎬ理论塔板数也

最大ꎬ说明 ３􀆰 ５ 是最适 ｐＨꎮ 在 ＨＩＬＩＣ 工作条件下ꎬ
固定相表面会首先建立一个富集水的液体层ꎬ待分

析物在流动相和该亲水层之间进行分配ꎬ从而实现

分离[１７]ꎮ 泰地罗新在中性和碱性条件下不溶于水ꎬ
在酸性条件下溶于水ꎬ因此使用酸性流动相可以使

泰地罗新更容易进入水层ꎬ增强保留ꎬ所以强化了色

谱柱的分离效果ꎬ改善了峰型ꎮ
利用 ｐＨ 为 ３􀆰 ５ 磷酸盐的无机盐缓冲体系进行

梯度洗脱ꎬ其对称因子及理论塔板数都有所降低ꎬ因
此ꎬ用甲酸铵体系能够达到更好的分离效果ꎮ 而且

磷酸盐在乙腈中的溶解性较差ꎬ容易析出ꎬ所以在该

检测方案中也不宜采用ꎮ
通常流动相由几种不同极性的溶剂组成ꎬ通过

改变流动相中各溶剂组成的比例改变流动相的极

性ꎬ使每个流出的组分都有合适的容量因子ꎬ并使样

品中的所有组分在最短时间内实现最佳分离ꎮ 梯度

洗脱可以缩短分析时间、提高分离能力、使峰型得到

改善、减少拖尾现象、增加灵敏度ꎬ在高效液相色谱

检测中有广泛的应用[１８]ꎮ 梯度洗脱的方案为:流速

为 １ ｍＬ / ｍｉｎꎬ梯度洗脱程序:０􀆰 ００→５􀆰 ００ ｍｉｎꎬ９０％
→３０％ Ａꎻ５􀆰 ００→８􀆰 ００ꎬ３０％→９０％ Ａꎻ等度洗脱方案

为:流速为 １ ｍＬ / ｍｉｎꎬＡ / Ｂ 两相比例为 ５０ / ５０ꎮ 等度

洗脱方法不能将泰地罗新进行有效分离ꎬ保留时间

接近死体积时间ꎬ而且对称因子与理论塔板数都要

远逊于梯度洗脱方法ꎮ 因此ꎬ梯度洗脱方案优于等

度洗脱方案ꎮ
流动相 ｐＨ、缓冲体系和洗脱方法对泰地罗新分

离效果影响的试验结果如表 １ 和图 ２ 所示ꎮ
表 １　 流动相 ｐＨ、缓冲体系和洗脱方法对分离效果的影响

ｐＨ
洗脱
方式

缓冲体系
对称
因子

保留
时间 /
ｍｉｎ

理论
塔板数

３􀆰 ５ 梯度
洗脱

Ａ:乙腈(含 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 甲酸铵、
０􀆰 １２５％甲酸、５％水)

Ｂ:水(含 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 甲酸铵、
０􀆰 １２５％甲酸)

０􀆰 ９８ ４􀆰 ５００ １７９４９

５􀆰 ３ 梯度
洗脱

Ａ:乙腈(含 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵、
０􀆰 ０２％乙酸、５％水)

Ｂ:水(含 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵、
０􀆰 ０２％乙酸)

０􀆰 ８２ ４􀆰 ２７８ １２９５２

９􀆰 ０ 梯度
洗脱

Ａ:乙腈(含 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵、
０􀆰 ０４％乙酸、５％水)

Ｂ:水(含 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵、
０􀆰 ０４％乙酸)

０􀆰 ６１ ３􀆰 ９４３ １１２１１

３􀆰 ５ 梯度
洗脱

Ａ:乙腈
Ｂ:水(含 １０ ｍｍｏＬ / Ｌ 磷酸氢

二铵)

０􀆰 ９２ ２􀆰 ９８６ ２１５６

３􀆰 ５ 等度
洗脱

Ａ:乙腈(含 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 甲酸铵、
０􀆰 １２５％甲酸、５％水)

Ｂ:水(含 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ 甲酸铵、
０􀆰 １２５％甲酸)

０􀆰 ３４ １􀆰 ９１９ ６４８２

(ａ)ｐＨ ３􀆰 ５ (ｂ)ｐＨ ５􀆰 ３

(ｃ)ｐＨ ９􀆰 ０ (ｄ)磷酸盐缓冲体系

(ｅ)等度洗脱

图 ２　 流动相体系对泰地罗新分离效果的影响
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２􀆰 ３　 线性关系、检测限与定量限

分别配置 ６􀆰 ２５、１２􀆰 ５、２５、５０、１００ μｇ / ｍＬ 的标准

溶液ꎬ进样 １０ μＬꎬ进行色谱分析ꎬ结果表明ꎬ泰地罗

新在 ６􀆰 ２５ ~ １００ μｇ / ｍＬ 范围内ꎬ峰面积(Ａ)与其质

量浓度(ρꎬμｇ / ｍＬ)呈线性关系ꎬ其回归方程为 Ａ ＝
１８􀆰 ４２３ρ＋０􀆰 ０８９ ４ꎬＲ＝ ０􀆰 ９９９ ９ꎮ 当色谱峰峰高为噪

音 ３ 倍时ꎬ测得泰地罗新的检出限为 ０􀆰 ０５ μｇ / ｍＬꎬ
当色谱峰峰高为噪音 １０ 倍时ꎬ测得泰地罗新的定量

限为 ０􀆰 １４ μｇ / ｍＬꎮ
２􀆰 ４　 添加回收率、准确度与精密度

设定 ２５、５０、１００ μｇ / ｍＬ ３ 个添加水平ꎬ并分别

将泰地罗新对照品添加于甲醇中ꎬ进行添加回收试

验ꎬ每个水平进行 ３ 次检测ꎬ连续检测 ３ 批不同样

品ꎬ计算平均回收率、批内变异系数和批间变异系

数ꎬ实验结果如表 ２ 所示ꎮ 由表 ２ 可以看出ꎬ批内添

加回收率为 ９７􀆰 ８％ ~ １０２􀆰 １％ꎬ 批内变异系数为

１􀆰 ６９％ ~ ３􀆰 １２％ꎬ 批 间 添 加 回 收 率 为 ９６􀆰 ９％ ~
１０４􀆰 ３％ꎬ批间变异系数为 ３􀆰 ３９％ ~ ４􀆰 ０５％ꎮ 结果表

明ꎬ该方法具有重复性好、准确度高的特点ꎮ
表 ２　 批内、批间添加回收率及变异系数

添加水平 /

(μｇ􀅰Ｌ－１)

回收率 / ％ 变异系数 / ％

批内(ｎ＝ ３) 批间(ｎ＝ ３) 批内(ｎ＝ ３) 批间(ｎ＝ ３)

２５ １０２􀆰 １ ９６􀆰 ９ ３􀆰 １２ ４􀆰 ０５
５０ ９７􀆰 ８ １０１􀆰 ２ １􀆰 ６９ ３􀆰 ３９
１００ ９８􀆰 １ １０４􀆰 ３ ２􀆰 ７２ ３􀆰 ５８

２􀆰 ５　 样品质量浓度的检测

以同样方法测定 ３ 种不同规格的泰地罗新注射

液ꎬ平行测定 ３ 次ꎬ结果如表 ３ 所示ꎮ
表 ３　 实际注射液样品检测结果(Ｎ＝３)

样品规格 / ｍＬ ５０ １００ ２５０

质量浓度 / (ｍｇ􀅰ｍＬ－１) １７９􀆰 １５ １７８􀆰 ６１ １８０􀆰 ９０
相对标准偏差 / ％ １􀆰 ９７ １􀆰 ７５ １􀆰 ３２

由表 ３ 可以看出ꎬ检测结果良好ꎮ

３　 结论

建立了通过亲水作用色谱检测泰地罗新的分析

方法ꎬ通过条件优化确定了最佳实验条件ꎬ并进行了

方法学验证ꎮ 结果表明ꎬ该方法能够快速、准确地检

测泰地罗新质量浓度ꎬ且成本低廉ꎬ可应用于药物生

产中泰地罗新的质量控制ꎮ
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