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高效液相色谱⁃串联质谱法同时测定发酵液中
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摘要：建立了高效液相色谱⁃串联质谱（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）同时测定发酵液中喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷含量的

方法。 发酵液经高速离心、水溶液稀释、微孔过滤后进行 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 分析测定。 选用 Ｗａｔｅｒｓ Ａｔｌａｎｔｉｓ® Ｔ３ 色谱

柱（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ５ μｍ）及其保护柱（５ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ５ μｍ）进行分离，选择 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵（含 ０􀆰 １％ 甲

酸） ⁃甲醇（含 ０􀆰 ０２％ 甲酸）溶液为流动相进行梯度洗脱，流速为 ０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为 ２５ ℃，进样量为 １０ μＬ。 在电

喷雾电离、正离子模式下收集数据，对目标化合物进行定性定量分析。 喷司他丁定量离子对为 ｍ／ ｚ ２６９􀆰 １７＞
１５３􀆰 ２０，碰撞能为 １１ Ｖ， ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷定量离子对为 ｍ／ ｚ ２６７􀆰 ００＞１３６􀆰 １０，碰撞能为 １８ Ｖ。 采用外标法对喷

司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷定量分析。 结果表明，喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷在 １􀆰 ０ ～ ２５０ μｇ ／ Ｌ 范围内呈

现出良好的线性关系，相关系数（Ｒ２）为 ０􀆰 ９９６ ９～ ０􀆰 ９９９ ６，相对标准偏差（ＲＳＤ）为 ６􀆰 ５１％ ～ ８􀆰 ３５％ （ｎ＝ ８）。 在发酵

液样品中进行加标水平为 １􀆰 ０、５􀆰 ０ 和 ２５ μｇ ／ Ｌ 的添加回收试验（ｎ ＝ ６），喷司他丁的回收率为 ９７􀆰 ９４％ ～ １０４􀆰 ４６％，
ＲＳＤ 为 ３􀆰 ７４％ ～４􀆰 ８８％； ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷回收率为 ８９􀆰 ９６％ ～ １０７􀆰 ２１％， ＲＳＤ 为 ４􀆰 ８１％ ～ １３􀆰 ２９％。 喷司他丁和

２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷的检出限为 ０􀆰 ００３ ～ ０􀆰 ０６０ μｇ ／ Ｌ，定量限为 ０􀆰 ０１０ ～ ０􀆰 ２００ μｇ ／ Ｌ。 该文系统性地建立了基于

ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测定发酵液中喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷的方法，在实际样品检测中，操作简便，准确度高，灵
敏快速，有效克服了基质效应对目标化合物的影响，改善了目标化合物的峰形和稳定性，为从微生物发酵液中检测

喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷提供了方法学基础和借鉴。
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ｔｏｓｔａｔｉｎ⁃ｐｒｏｄｕｃｉｎｇ ｍｕｔａｇｅｎｉｃ ｓｔｒａｉｎｓ ｉｎ ｏｕｒ ｌａｂｏｒａｔｏｒｙ． Ｔｈｅ ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒ⁃
ｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｎｔｏｓｔａｔｉｎ ａｎｄ ２′⁃ａｍｉｎｏ⁃２′⁃ｄｅｏｘｙａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｏｆｆｅｒｅｄ ｔｈｅ
ａｄｖａｎｔａｇｅｓ ｏｆ ｓｍａｌｌ ｓａｍｐｌｉｎｇ ｖｏｌｕｍｅ， ｓｔｒｏｎｇ ｍａｎｅｕｖｅｒａｂｉｌｉｔｙ， ｇｏｏｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ ｈｉｇｈ ｓｅｎｓｉｔｉｖ⁃
ｉｔｙ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ ｗｉｔｈ ｐｒｅｖｉｏｕｓｌｙ ｐｕｂｌｉｓｈｅｄ ｍｅｔｈｏｄｓ， ｔｈｉｓ ｓｙｓｔｅｍａｔｉｃａｌｌｙ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ａｎｄ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ
ｍｅｔｈｏｄ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔｌｙ ｒｅｄｕｃｅｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅ， ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ｗｅｒｅ ｗｅｌｌ ｓｕｐｐｒｅｓｓｅｄ．
Ｍｏｒｅｏｖｅｒ， ｔｈｅ ｐｅａｋ ｓｈａｐｅ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ ｗｅｒｅ ｇｒｅａｔｌｙ ｉｍｐｒｏｖｅｄ． Ｔｈｉｓ
ｍｅｔｈｏｄ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｉｃａｌ ｂａｓｉｓ ａｎｄ ｍｅａｎｉｎｇｆｕｌ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｎ⁃
ｔｏｓｔａｔｉｎ ａｎｄ ２′⁃ａｍｉｎｏ⁃２′⁃ｄｅｏｘｙａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ．

引用本文：赵敏敏，张宏宇，娄婷婷，赵孔祥，王素英． 高效液相色谱⁃串联质谱法同时测定发酵液中喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷．
色谱，２０２１，３９（７）：７４４－７４９．
ＺＨＡＯ Ｍｉｎｍｉｎ， ＺＨＡＮＧ Ｈｏｎｇｙｕ， ＬＯＵ Ｔｉｎｇｔｉｎｇ， ＺＨＡＯ Ｋｏｎｇｘｉａｎｇ， ＷＡＮＧ Ｓｕｙｉｎｇ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｅｎｔｏｓｔａｔｉｎ ａｎｄ
２′⁃ａｍｉｎｏ⁃２′⁃ｄｅｏｘｙａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｉｎ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｃｈｉｎｅｓｅ
Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，２０２１，３９（７）：７４４－７４９．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ⁃ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ）； ｐｅｎｔｏｓｔａｔｉｎ； ２′⁃ａｍｉｎｏ⁃２′⁃ｄｅｏｘｙａｄｅｎｏｓｉｎｅ； ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ

　 　 喷司他丁（ｐｅｎｔｏｓｔａｔｉｎ）是一种嘌呤核苷类抗生

素，在临床上主要治疗急性 Ｔ 细胞型淋巴细胞白血

病［１，２］、毛细胞白血病［３，４］ 及慢性淋巴细胞白血

病［５，６］。 喷司他丁在人体中主要作为腺苷脱氨酶抑

制剂［７－９］，可明显抑制腺苷脱氨酶的活性，使癌变细

胞中的脱氧腺苷大量积累，抑制癌细胞的核酸合成，
从而起到治疗作用。 １９７４ 年，Ｐｅｔｅｒ 等［１０，１１］从链霉菌

（Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｅｓ ａｎｔｉｂｏｔｉｃｕｓ）的发酵液中首次分离到

喷司他丁，美国食品药品监督管理局（ＦＤＡ）于 １９９１
年正式批准其作为注射剂上市，药品名为 Ｎｉｐｅｎｔ［１２］。
目前，主要通过微生物发酵法获得喷司他丁，而针对

发酵液中喷司他丁的检测方法主要包括高效液相色

谱法 （ＨＰＬＣ） ［１３－１５］ 和高效液相色谱⁃串联质谱法

（ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ） ［１６－１９］。 李晓辉［１５］ 采用 ＨＰＬＣ 的方
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法，以乙酸铵⁃甲醇作为流动相，使用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢ⁃Ｃ１８ 色谱柱（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）对发酵

液中喷司他丁的检测条件进行了优化，但整个洗脱程

序耗时较长（２５ ｍｉｎ），喷司他丁保留时间为 １０􀆰 １
ｍｉｎ，不利于快速检测，而且检测过程伴随着杂质的干

扰，分离度低，需要进一步优化。 杨鹏等［１６］ 采用

ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ，以乙酸铵⁃甲醇⁃乙腈为流动相，使用

Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＯＤＳ２ 色谱柱（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ），
使得喷司他丁保留时间缩短到 ６ ｍｉｎ，但使用该方法

连续大量测样后，喷司他丁保留时间出现偏移，峰形

变形，色谱柱柱效严重降低。 巫攀等［１７－１９］ 应用

ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 对喷司他丁进行检测，选择含 ０􀆰 １５％
三氟乙酸的甲醇为流动相，采用 Ｓｈｉｍａｄｚｕ Ｉｎｅｒｔｓｉｌ
ＯＤＳ⁃３ 反相色谱柱（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）进行

分离，但分析时间仍需 ３０ ｍｉｎ 以上。 以上方法均没

有实现喷司他丁的高效检测。 随着 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ
技术的愈加成熟，近年来在食品［２０，２１］、药品［２２，２３］ 等

领域被广泛应用，相较 ＨＰＬＣ 技术，其分离速度、灵
敏度等各方面都有显著提升。 基于此，本研究主要

通过优化色谱柱、流动相及洗脱程序，充分发挥

ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 的检测优势，以缩短喷司他丁的检测

时间，增强其分离度和检测精确度，同时实现了喷司

他丁伴生产物 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷含量的准确检

测。 该方法快速、灵敏，准确度高，重复性好，为从微

生物发酵液中检测喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷

提供了方法学基础和借鉴。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 Ｔｒａｎｓｃｅｎｄ 高效液相色谱⁃串联 ＴＳＱ Ｑｕａｎｔｕｍ
Ｕｌｔｒａ 质谱装置（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司）； Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ
超纯水制备仪（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；分析天平（瑞士

Ｐｒｅｃｉｓａ 公司）； Ｈ１８５０Ｒ 高速冷冻离心机（长沙湘仪

仪器公司）；漩涡振荡器（海门仪器制造公司）。
　 　 喷司他丁标准品（纯度≥９８％）、２′⁃氨基⁃２′⁃脱
氧腺苷标准品（纯度≥９８％）、甲酸铵（纯度≥９９％）
（上海阿拉丁生化科技股份有限公司）；甲醇（色谱

纯，瑞典 Ｏｃｅａｎｐａｋ 公司）；本实验所有用水均为

Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水。
１．２　 标准溶液的配制

　 　 分别精确称取 ０􀆰 ２５１ ０ ｍｇ 喷司他丁和 ０􀆰 ２５３ ０
ｍｇ ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷标准品，用超纯水溶解并定

容至 ５０ ｍＬ，配制成 ５ ｍｇ ／ Ｌ 的标准储备液，分装至

１􀆰 ５ ｍＬ 离心管中，于－８０ ℃保存。 准确吸取适量喷

司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺标准储备液，配制成

５００ μｇ ／ Ｌ 的混合标准溶液，于－８０ ℃保存，备用。
１．３　 样品前处理

　 　 取 ５ ｍＬ 发酵液，于 ４ ℃以 １０ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎ，取 １００ μＬ 上清液，用水稀释 ５００ 倍，经 ０􀆰 ２２
μｍ 水系滤膜过滤后，进行 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 检测。
１．４　 色谱条件

　 　 色谱柱：保护柱（５ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ５ μｍ，美国

Ｗａｔｅｒｓ 公司）， Ａｔｌａｎｔｉｓ® Ｔ３ 液相色谱柱（１００ ｍｍ×
２􀆰 １ ｍｍ， ５ μｍ，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；柱温：２５ ℃；流
动相 Ａ： １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵（含 ０􀆰 １％ 甲酸），流动相

Ｂ：甲醇（含 ０􀆰 ０２％ 甲酸）；流速：０􀆰 ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样

体积：１０ μＬ。 梯度洗脱程序见表 １。
表 １　 喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷的梯度洗脱程序

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｎｔｏｓｔａｔｉｎ
ａｎｄ ２′⁃ａｍｉｎｏ⁃２′⁃ｄｅｏｘｙａｄｅｎｏｓｉｎｅ

Ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ／ （ｍＬ ／ ｍｉｎ） φ（Ａ） ／ ％ φ（Ｂ） ／ ％
０ ０．３ ９５ ５
２ ０．３ ９５ ５

１０ ０．３ ５ ９５
１３ ０．３ ０ １００
１６ ０．３ ９５ ５

　 Ａ． １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｆｏｒｍａｔｅ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０􀆰 １％ ｆｏｒｍｉｃ
ａｃｉｄ； Ｂ． ｍｅｔｈａｎｏｌ ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ ０􀆰 ０２％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ．

１．５　 质谱条件

　 　 离子源：电喷雾离子（ＥＳＩ）源；离子源温度：３５０
℃；多反应监测（ＭＲＭ）、正离子扫描模式；喷雾电

压：３􀆰 ５ ｋＶ；辅助气压力： １０３􀆰 ４ ｋＰａ；鞘气压力：
３１０􀆰 ３ ｋＰａ；毛细管温度：３００ ℃。 母离子、定量离

子、离子聚焦透镜电压（ ｔｕｂｅ ｌｅｎｓ ｏｆｆｓｅｔ）及碰撞能

（ＣＥ）见表 ２。
表 ２　 喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷的监测离子对、

离子聚焦透镜电压和碰撞能
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ ｉｏｎ ｐａｉｒｓ， ｔｕｂｅ ｌｅｎｓ ｏｆｆｓｅｔｓ ａｎｄ

ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｉｅｓ （ＣＥｓ） ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｎｔｏｓｔａｔｉｎ
ａｎｄ ２′⁃ａｍｉｎｏ⁃２′⁃ｄｅｏｘｙａｄｅｎｏｓｉｎｅ

　

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ　
Ｐａｒｅｎｔ ｉｏｎ
（ｍ／ ｚ）

Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ
（ｍ／ ｚ）

Ｔｕｂｅ ｌｅｎｓ
ｏｆｆｓｅｔ ／ Ｖ

ＣＥ ／
Ｖ

Ｐｅｎｔｏｓｔａｔｉｎ ２６９．１７ １３５．１０ ７８．８４ ２６
２６９．１７ １５３．２０∗ ７８．８４ １１

２′⁃Ａｍｉｎｏ⁃２′⁃ ２６７．００ １１４．１０ ７７．７８ １９
ｄｅｏｘｙａｄｅｎｏｓｉｎｅ ２６７．００ １３６．１０∗ ７７．７８ １８
∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

２　 结果与讨论

２．１　 质谱条件的优化

　 　 实验采用注射泵直接进样的方式将 ５ ｍｇ ／ Ｌ 的
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２ 种标准品依次注入质谱仪器中，分别在 ＥＳＩ＋ 和
ＥＳＩ－模式下，进行全扫描，从而确定合适的电离方

式，并选择响应较高的离子作为母离子。 结果显示，
２ 种标准品均在 ＥＳＩ＋模式下响应值较高。 然后对其

离子聚焦透镜电压进行优化。 在此基础上，对各母

离子进行子离子扫描，选择质谱丰度响应值高且信

号稳定的碎片离子作为定量离子，随后对其碰撞能

进行优化，以获得更具特异性的质谱方法。 优化后

得到的喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷的质谱参数

见表 ２。 仪器自动优化功能得到的其他质谱参数详

见 １􀆰 ５ 节。
２．２　 色谱柱的选择

　 　 本实验比较了 Ｗａｔｅｒｓ 公司的 Ａｔｌａｎｔｉｓ® ｄＣ１８
色谱柱（１５０ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ５ μｍ）、Ａｔｌａｎｔｉｓ® Ｃ１８
色谱柱（２５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）和 Ａｔｌａｎｔｉｓ® Ｔ３
色谱柱（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ５ μｍ）。 在相同的流动

相洗脱条件下，观察标准品的峰形和出峰时间。 结

果显示，当选择 Ａｔｌａｎｔｉｓ® Ｃ１８ 色谱柱检测时，喷司

他丁保留时间在 ６ ｍｉｎ 左右，半峰宽略宽，而且随着

长时间连续测样后，保留时间出现一定偏移，有严重

的拖尾现象，柱效明显降低；当选择 Ａｔｌａｎｔｉｓ® ｄＣ１８
色谱柱和 Ａｔｌａｎｔｉｓ® Ｔ３ 色谱柱时，喷司他丁在保留

时间上相差不大，均在 ２ ｍｉｎ 左右，但 Ａｔｌａｎｔｉｓ® Ｔ３
色谱柱在保留和分离强极性化合物上较 Ａｔｌａｎｔｉｓ®

ｄＣ１８ 色谱柱更加优越，而且 ｐＨ 值耐受范围更宽。
考虑到发酵液中基质的复杂性，以及实现快速检测

的目的，实验最终选用 Ａｔｌａｎｔｉｓ® Ｔ３ 色谱柱，并且添

加了 Ｗａｔｅｒｓ 公司对应的保护柱（５ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ５
μｍ）以更好地维护色谱柱柱效及寿命。
２．３　 流动相的选择

　 　 本研究在选用 Ａｔｌａｎｔｉｓ ｄＣ１８ 色谱柱（１５０ ｍｍ×
２􀆰 １ ｍｍ， ５ μｍ） 的条件下， 分别考察了以 １０
ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵（含 ０􀆰 １％ 甲酸） ⁃甲醇（含 ０􀆰 ０２％ 甲

酸）、１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵（含 ０􀆰 １％ 甲酸） ⁃乙腈⁃甲醇

（含 ０􀆰 ０２％ 甲酸）作为流动相时，喷司他丁和 ２′⁃氨
基⁃２′⁃脱氧腺苷的保留时间、峰形和响应强度。 结果

显示，当选择 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵（含 ０􀆰 １％ 甲酸） ⁃乙
腈⁃甲醇（含 ０􀆰 ０２％ 甲酸）为流动相时，喷司他丁和

２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷的峰形不对称，分离度差，均有

严重的拖尾现象（见图 １ａ）。 当选择 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲

酸铵（含 ０􀆰 １％ 甲酸） ⁃甲醇（含 ０􀆰 ０２％ 甲酸）为流动

相时，喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺可与干扰峰分

开，峰宽较小，峰形更好（见图 １ｂ）。 因此，实验选择

１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵（含 ０􀆰 １％ 甲酸） ⁃甲醇（含 ０􀆰 ０２％
甲酸）作为流动相。

图 １　 不同色谱条件下喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷混合
标准溶液的色谱图

Ｆｉｇ． １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｎｔｏｓｔａｔｉｎ ａｎｄ ２′⁃ａｍｉｎｏ⁃
２′⁃ｄｅｏｘｙａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｉｎ ｍｉｘｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ
ｕｓｉｎｇ ｔｈｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

　

　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ： （ ａ） １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｆｏｒｍａｔｅ （ ０􀆰 １％
ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ） ⁃ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ⁃ｍｅｔｈａｎｏｌ （０􀆰 ０２％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ）； （ｂ，
ｃ） １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｆｏｒｍａｔｅ （０􀆰 １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ） ⁃ｍｅｔｈａ⁃
ｎｏｌ （０􀆰 ０２％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ） ． Ｃｏｌｕｍｎ： （ａ， ｂ） Ａｔｌａｎｔｉｓ® ｄＣ１８ ｃｏｌ⁃
ｕｍｎ （ １５０ ｍｍ × ２􀆰 １ ｍｍ， ５ μｍ）； （ ｃ） Ａｔｌａｎｔｉｓ® Ｔ３ ｃｏｌｕｍｎ
（１００ ｍｍ×２􀆰 １ ｍｍ， ５ μｍ） ．

　 　 基于 Ａｔｌａｎｔｉｓ® Ｔ３ 色谱柱在保留和分离强极性

化合物上的优势，采用 Ａｔｌａｎｔｉｓ® Ｔ３ 色谱柱和优化

后的流动相 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵（含 ０􀆰 １％ 甲酸） ⁃甲
醇（含 ０􀆰 ０２％ 甲酸），对 ５􀆰 ０ μｇ ／ Ｌ 的混合标准溶液

进行 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测定。 结果显示，喷司他丁和

２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷均被有效分离，出峰时间稳定，
且响应值与峰形良好（见图 １ｃ）。
２．４　 基质效应

　 　 基质效应（ＭＥ）是指样品中除分析物以外的组

分对分析过程存在一定的干扰，从而影响分析结果

的准确性。 本实验首先采用 １􀆰 ３ 节样品前处理方法

·７４７·



色 谱 第 ３９ 卷

制备空白基质溶液，然后分别以超纯水和空白基质

溶液为溶剂，配制质量浓度为 １００ μｇ ／ Ｌ 的喷司他丁

和 ２⁃氨基⁃２⁃脱氧腺苷混合标准溶液，每个样品各 ６
份，进行 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 检测，以考察本方法的基质

效应（基质效应＝基质标准溶液中目标物含量 ／溶剂

标准溶液中目标物含量×１００％） ［２４］。
　 　 研究表明，喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷的

基质 效 应 分 别 为 １０３􀆰 ６５％ （ ＲＳＤ 为 ２􀆰 ０１％） 和

１０７􀆰 ７２％ （ＲＳＤ 为 ２􀆰 １４％），发酵液中的其他组分会

引起一定的基质增强现象，但总体上基质影响较小，
比值均接近 １００％，说明本方法可有效避免基质效应

的影响。
２．５　 方法学考察

２．５．１　 线性关系、检出限和定量限

　 　 准确吸取 ５００ μｇ ／ Ｌ 喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱
氧腺苷标准储备液，将其配制成 １􀆰 ０、５􀆰 ０、１０、２５、
５０、１００、２００ 和 ２５０ μｇ ／ Ｌ 的混合标准溶液。 在优化

后的色谱和质谱条件下制作标准曲线，其中，纵坐标

是喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷的峰面积（ｙ），
横坐标是与之相对应的质量浓度（ｘ， μｇ ／ Ｌ）。 结果

显示，２ 种化合物在 １􀆰 ０～２５０ μｇ ／ Ｌ 范围内呈现出良

好的线性，相关系数（Ｒ２）均大于 ０􀆰 ９９。 将 １０ μｇ ／ Ｌ
的混合标准溶液重复进样 ８ 次，得出峰面积的相对

标准偏差（ＲＳＤ）为 ６􀆰 ５１％ ～８􀆰 ３５％ （见表 ３）。

表 ３　 喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷的线性范围、线性方程、
相关系数、检出限及定量限

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅｓ， ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （Ｒ２ ）， ＬＯＤｓ ａｎｄ ＬＯＱｓ ｏｆ ｔｈｅ
ｐｅｎｔｏｓｔａｔｉｎ ａｎｄ ２′⁃ａｍｉｎｏ⁃２′⁃ｄｅｏｘｙａｄｅｎｏｓｉｎｅ

　

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｌｉｎｅａｒ
ｒａｎｇｅ ／
（μｇ ／ Ｌ）

Ｌｉｎｅａｒ
ｅｑｕａｔｉｏｎ Ｒ２ ＬＯＤ ／

（μｇ ／ Ｌ）
ＬＯＱ ／

（μｇ ／ Ｌ）

Ｐｅｎｔｏｓｔａｔｉｎ １．０－２５０ ｙ＝ ５１８０６．７ｘ ０．９９９６ ０．０６０ ０．２００
２′⁃Ａｍｉｎｏ⁃２′⁃ １．０－２５０ ｙ＝ ３０５４１．２ｘ ０．９９６９ ０．００３ ０．０１０
ｄｅｏｘｙａｄｅｎｏｓｉｎｅ
　 ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ； ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， μｇ ／ Ｌ．

　 　 本实验分别以 ３ 倍和 １０ 倍信噪比（Ｓ ／ Ｎ）的响

应值作为喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷的检出限

（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ）。 检测结果表明，喷司他丁

和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷的检出限为 ０􀆰 ００３ ～ ０􀆰 ０６０
μｇ ／ Ｌ，定量限为 ０􀆰 ０１０～０􀆰 ２００ μｇ ／ Ｌ。
２．５．２　 准确度及精密度

　 　 为了验证该方法的准确度和精密度，综合考虑

标准曲线的线性范围和实际检测中喷司他丁和 ２′⁃
氨基⁃２′⁃脱氧腺苷的含量范围，向发酵液样品中添加

了 ３ 个水平（１􀆰 ０、５􀆰 ０ 和 ２５ μｇ ／ Ｌ）的混合标准溶

液，进行加标回收率试验，每个加标水平做 ６ 次重复

试验，结果见表 ４。 喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺

苷的 加 标 回 收 率 分 别 为 ９７􀆰 ９４％ ～ １０４􀆰 ４６％ 和

８９􀆰 ９６％ ～ １０７􀆰 ２１％。 表明该方法重复性良好，准确

度可达到分析要求。
表 ４　 发酵液样品中喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷的

加标回收率和相对标准偏差（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｓｐｉｋｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ＲＳＤｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｎｔｏｓｔａｔｉｎ

ａｎｄ ２′⁃ａｍｉｎｏ⁃２′⁃ｄｅｏｘｙａｄｅｎｏｓｉｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｆｅｒｍｅｎ⁃
ｔａｔｉｏｎ ｂｒｏｔｈ ｓａｍｐｌｅｓ （ｎ＝６）

　

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ／

（μｇ ／ Ｌ）
Ａｄｄｅｄ ／
（μｇ ／ Ｌ）

Ｆｏｕｎｄ ／
（μｇ ／ Ｌ）

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／
％

ＲＳＤ ／
％

Ｐｅｎｔｏｓｔａｔｉｎ １０１．７６９ １．０ １０２．８１３ １０４．４６ ３．７４
９８．６６９ ５．０ １０３．８１８ １０２．９８ ９．６５
９３．６４９ ２５ １１８．１３４ ９７．９４ ４．８８

２′⁃Ａｍｉｎｏ⁃２′⁃ ２２９．００１ １．０ ２２９．９２１ ９２．００ １３．２９
ｄｅｏｘｙａｄｅｎｏｓｉｎｅ ２１５．７７６ ５．０ ２２１．１３６ １０７．２１ ４．８１

２１３．２６４ ２５ ２３５．７５４ ８９．９６ ８．０８

２．６　 实际样品检测

　 　 从本实验室中随机抽取一株产喷司他丁的突变

株，摇瓶发酵后，按照 １􀆰 ３ 节前处理方法处理发酵

液，利用所建立的分析方法对发酵液进行检测。 得

出该突变株喷司他丁的产量为 ７１􀆰 ３２ ｍｇ ／ Ｌ， ２′⁃氨
基⁃２′⁃脱氧腺苷的产量为 １６８􀆰 ６０ ｍｇ ／ Ｌ（见图 ２）。
从实际样品的色谱图中可明显看出，检测的化合物

得到了高效分离，响应高，峰形较好。

图 ２　 实际样品中喷司他丁（７１􀆰 ３２ ｍｇ ／ Ｌ）和 ２′⁃氨基⁃２′⁃
脱氧腺苷（１６８􀆰 ６０ ｍｇ ／ Ｌ）的色谱图

Ｆｉｇ． ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｐｅｎｔｏｓｔａｔｉｎ （７１􀆰 ３２ ｍｇ ／ Ｌ）
ａｎｄ ２′⁃ａｍｉｎｏ⁃２′⁃ｄｅｏｘｙａｄｅｎｏｓｉｎｅ （１６８􀆰 ６０ ｍｇ ／ Ｌ）
ｉｎ ａｃｔｕａｌ ｓａｍｐｌｅ

　

３　 结论

　 　 本文建立了高效液相色谱⁃串联质谱检测发酵

液中喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃脱氧腺苷的分析方法，
并进行了一系列的方法学验证。 该方法可操作性

·８４７·
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强，稳定性高，检测快速，极大地缩短了上机检测时

间，有效避免了基质效应对目标化合物的影响，并且

为其他发酵液或相似基质中喷司他丁和 ２′⁃氨基⁃２′⁃
脱氧腺苷的定性和定量检测提供了借鉴。
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