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摘要!甲磺酸多黏菌素
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是多黏菌素
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的前药"对多药耐药的革兰氏阴性菌引起的感染有效"临床

拟用于抗感染治疗&采用超高效液相色谱
B

四极杆
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飞行时间质谱!
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$联用技术"电喷

雾电离负离子!
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$模式"建立了色谱分离%质谱检测的方法"对不同数目甲磺酸基团取代的多黏菌

素
K
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进行碰撞诱导解离!
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$研究"推测其质谱裂解规律&结果表明(不同数目甲磺酸基团取代的多

黏菌素
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的准分子离子均为带双电荷的,
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"未发现酰胺键的断裂&该结果可为进一步研究甲磺酸多黏菌

素
K

)

及结构类似物的质谱裂解规律提供基础"同时也对甲磺酸多黏菌素
K

的定量分析和药动学研究

有参考作用&
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年被发现后

一直是多黏菌素类抗生素中重要的一种"但在

)*

世纪
H*

年代"由于其具有较高的肾毒性和

神经毒性而被撤市"随后发现其对革兰氏阴性

菌及泛耐药引起的感染有较强的作用&近年

来"随着抗菌药物%免疫抑制剂的广泛应用"细

菌的耐药性不断增强"多药耐药菌迅速增加"老

药多黏菌素成为抗多药耐药菌的最后防线"引

起了研究者的关注,
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&但有研究,
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-发现"带有
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基因的细菌也表现出了对多黏菌素的

耐药性"这提示我们要更加关注对多黏菌素类

抗生素的研究及使用&

目前市售的多黏菌素
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主要有硫酸多黏

菌素
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和甲磺酸多黏菌素
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两种"且均为多黏

菌素
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$和多黏菌素
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$的混合物,

!

-

&有文献,
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-报道"多黏菌素
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和多黏菌素
K

)

在抑菌活性上无明显差别"但二

者混合物比单一成分的活性低"主要是因为二

者会相互竞争血浆蛋白结合位点"影响游离药

物浓度"进而影响药动学性质"同时还发现多黏

菌素
K

+

对肾脏的毒性比多黏菌素
K

)

严重,
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基于此"正大天晴药业集团股份有限公司研制

开发了甲磺酸多黏菌素
K

!甲磺酸多黏菌素
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和甲磺酸多黏菌素
K

)

混合物$中的单一成分甲

磺酸多黏菌素
K

)

"即用甲磺酸基团取代多黏菌

素
K

)

的
@

个碱性氨基"二者结构示于图
+

&甲

磺酸多黏菌素
K

)

是多黏菌素
K

)

的非活性前

药"几乎不被胃肠道吸收"主要通过肌肉注射或

静脉注射给药"进入人体后能够代谢为多黏菌

素
K
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而发挥杀菌作用&
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目前"对多黏菌素
K

和甲磺酸多黏菌素
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的质谱定量研究已有报道,
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法同时测定人血

浆中的多黏菌素
K
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和多黏菌素
K

)

及其前药甲

磺酸多黏菌素
K
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和多黏菌素
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)

#

R41%

等,
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立了
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法测定人血浆及尿液中

的多黏菌素
K

及甲磺酸多黏菌素
K

等&但二

者对于甲磺酸多黏菌素
K

均是间接定量"分别

测得体内代谢产生多黏菌素
K

的浓度和体内

代谢加体外水解产生多黏菌素
K

的总浓度"即

可计算出体内的甲磺酸多黏菌素
K

的浓度,
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等,
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-在多黏菌素
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的定量研究中选择

K9V

^检测模式"分析了多黏菌素
K

的一级和二

级质谱片段"发现主要的断裂方式是肽键断裂&

甲磺酸多黏菌素
K

作为多黏菌素
K

的前药"研

究其体内代谢过程具有重要意义"但目前尚未见

对前药甲磺酸多黏菌素
K

进行直接测定或者对

其色谱保留和质谱裂解规律进行研究的报道&

本实验拟对甲磺酸多黏菌素
K

)

进行质谱
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e模式下的裂解分析"以获得丰富的碎片离

子结构信息"通过分析推测甲磺酸多黏菌素
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的质谱裂解规律"旨在为甲磺酸多黏菌素
K
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及

其类似物的快速结构解析%定量分析和药动学

研究提供支持&
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射用甲磺酸多黏菌素
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钠盐"加入一定体积纯

水定量转移"得
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的储备液#用纯水稀释
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的工作溶液作为测

试溶液&储备液及工作溶液均于
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保存&
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结果与讨论
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色谱分离

甲磺酸多黏菌素
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原料药为混合物"含有

不同数目甲磺酸基团以及不同位置修饰的多黏

菌素
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组分"各组分之间可通过极性不同或取

代基位置不同得以分离&本实验比较了乙腈
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醋酸铵水溶液!含
*a**+\

氨水$%甲醇
B@==%&

)

C

醋酸铵水溶液!含
*a**+\

氨水$体系作为流

动相时"对甲磺酸多黏菌素
K

)

混合物的色谱

分离行为和离子化响应的影响&结果表明"选

取乙腈
B@==%&

)

C

醋酸铵水溶液!含
*a**+\

氨

水$为流动相时"色谱峰的峰形尖锐对称"分

离度及离子化效果均较好&因此"本实验选

择该溶液作为流动相&各组分的保留时间随

着甲磺酸取代基数目的减少!极性减弱$而增

加"但具有相同甲磺酸取代基数目的位置异

构体较难实现完全分离&实验检测到的甲磺

酸多黏菌素
K

)

组分的色谱图示于图
)

"未检

测到单取代的甲磺酸多黏菌素
K

)

!因此后文

未对其分析$&

注(

1a

二甲磺酸多黏菌素
K

)

#

Ma

三甲磺酸多黏菌素
K

)

#

;a

四甲磺酸多黏菌素
K

)

#

Oa

五甲磺酸多黏菌素
K

)

#

6a

六甲磺酸多黏菌素
K

)

图
C

!

不同数目甲磺酸基团取代的多黏菌素
L

C

的色谱图

@#

6

AC

!

791"5+("

6

1+5,"-&"0#,(#'O<#(9!#--%1%'('B5:%1,"-5%(9+'%,B0-"'#&+&#!

6
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C>C

!

质谱裂解

本实验选择的电喷雾电离是一种软电离技

术"易于得到目标物的相对分子质量信息&通

过
K9V

一级质谱产生的准分子离子得到物质

的分子质量信息"碰撞诱导解离!

3Vb

$技术可

以使准分子离子发生碎裂"从而得到化合物的

结构信息,

+!

-

&

C>C>=

!

一级质谱全扫描分析
!

采用电喷雾离

子源"在负离子检测方式下对
@

种不同数目甲

磺酸基团取代的多黏菌素
K

)

进行质谱分析&

结果发现"均能检测到很强的双电荷准分子

离子峰,

8e)J

-

)e

"六甲磺酸%五甲磺酸%四

甲磺酸%三甲磺酸%二甲磺酸多黏菌素
K

)

的

,

8e)J

-

)e 分别为
(

)

E,@,a)"+

%

,++a)"#

%

H#Aa!+)

%

H+Ha!)H

%

#H*a!AA

&这可能是因为

甲磺酸多黏菌素
K

)

的分子质量较大"较大的

分子结构有利于电子分散"在负离子模式下"

化合物多个位点的电子亲和势较低"容易电

离多个氢产生多电荷离子&

C>C>C

!

二级质谱分析
!

为了研究分子结构与裂

解途径之间的关系"通过碰撞诱导解离对不同数

目甲磺酸基团取代的多黏菌素
K

)

的,

8e)J

-

)e

准分子离子峰进行二级质谱分析"所得碎片离

子信息列于表
+

"二级质谱图示于图
!

&

表
=

!

甲磺酸多黏菌素
L

C

组分的高分辨质谱数据

8+:0%=

!

)&&B1+(%5+,,!+(+"-&"0#,(#'O<#(9!#--%1%'('B5:%1,"-5%(9+'%,B0-"'#&+&#!

6

1"B

4

,

组分

3%=

:

%.0O

分子式

8%&6;.&1/2%/=.&1

,

8e)J

-

)e

!

(

)

E

$

误差

K//%/

)

+*

e#

碎片离子
F/1

U

=60<5%0

!

(

)

E

$

二甲磺酸多黏菌素
K

)

3

@A

J

+*)

(

+#

G

+"

9

)

#H*a!A!" @a@ #!,a!@!,

"

#)!a!@A)

"

#*+a!A))

"

@,@a!),,

"

@H"a!!*@

三甲磺酸多黏菌素
K

)

3

@@

J

+*A

(

+#

G

))

9

!

H+Ha!)#H *aA #,@a!A@#

"

#H#a!A+"

"

#H*a!!"*

四甲磺酸多黏菌素
K

)

3

@#

J

+*#

(

+#

G

)@

9

A

H#Aa!+)! e*aA H!)a!!+,

"

H)!a!)@*

"

H+Ha!)#+

"

#"+a!AA@

"

#,@a!A!+

"

#,)a!!,+

"

#H#a!!")

"

#H*a!!A,

"

#!@a!@!)

"

#)"a!@)*

五甲磺酸多黏菌素
K

)

3

@H

J

+*,

(

+#

G

),

9

@

,++a)"@# e!a" HH*a!+!)

"

H#Aa!+!+

"

H)"a!!+@

"

H)!a!!+A

"

#,,a!AAH

"

#,)a!@+)

六甲磺酸多黏菌素
K

)

3

@,

J

++*

(

+#

G

!+

9

#

,@,a)"+A Ha! ,+Ha!*AA

"

,++a!*##

"

H,@a!))@

"

HH#a!+"!

"

HH*a!+H!

"

H!@a!!*+

"

H)"a!)""

"

H*!a!A,!

"

#"Aa!A)#

"

#,,a!A)H

"

#,)a!AA)

!!

六甲磺酸多黏菌素
K

)

的准分子离子,

8e

)J

-

)e为
(

)

E,@,a)"+

"通过
3Vb

解离分析"得

到了
(

)

E,@,a)"+A

%

,+Ha!*AA

%

,++a!*##

%

H,@a!))@

%

HH#a!+"!

%

HH*a!+H!

%

H!@a!!*+

%

H)"a!)""

%

H*!a!A,!

%

#"Aa!A)#

%

#,,a!A)H

%

#,)a!AA)

一系列质谱峰!图
!6

$&其中
(

)

E

,@,a)"+A

与
(

)

E,+Ha!*AA

"

(

)

E,+Ha!*AA

与
(

)

EHH#a!+"!

"

(

)

EHH#a!+"!

与
(

)

E

H!@a!!*+

"

(

)

EH!@a!!*+

与
(

)

E#"Aa!A)#

相比均相差
A*a",@

!

h*a**!

$"考虑到碎片为

双电荷离子"即在结构上相差
,+a"H*

"推测是

甲磺酸基团上的
3

'

9

键断裂"中性丢失一分

子
J

)

9G

!

"此种断裂方式文献,

+A

-中已有报道"

主要是通过五元环过渡态发生重排反应形成了

亚胺结构&相似的裂解方式也存在于含有磺酸

基团的结构中"通过六元环过渡态发生重排反

应而断裂,

+@

-

#此外"发现
(

)

E,@,a)"+A

与
(

)

E

,++a!*##

"

(

)

E,+Ha!*AA

与
(

)

EHH*a!+H!

"

(

)

EHH#a!+"!

与
(

)

EH)"a!)""

"

(

)

EH!@a!!*+

与
(

)

E#,,a!A)H

"

(

)

EH)"a!)""

与
(

)

E#,)a!AA)

相比均相差
A#a",#

!

h*a**+

$"因为碎片为双

电荷离子"所以质量相差
"!a"H)

"推测是甲磺

酸基团上亚甲基与相连的仲胺发生
3

'

(

键断

裂"中性丢失
3J

)

9G

!

&该中性丢失可能是环

状结构"其形成的原因可能是亚甲基碳原子连

有
)

个吸电子基团"带有部分正电荷"容易被甲
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注(

1a

二甲磺酸多黏菌素
K

)

#

Ma

三甲磺酸多黏菌素
K

)

#

;a

四甲磺酸多黏菌素
K

)

#

Oa

五甲磺酸多黏菌素
K

)

#

6a

六甲磺酸多黏菌素
K

)

图
D

!

不同数目甲磺酸基团取代的多黏菌素
L

C

"

2PCQ

#

CP离子的
L3MH23

C 谱图

@#

6

AD

!

L3MH23

C

"-

"

2PCQ

#

CP
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磺酸羟基进攻而形成环氧结构&这种断裂方式

与
Z510;%

等,

+#

-报道的硫代葡萄糖苷的断裂方

式类似&除以上两种裂解方式外"还发现
(

)

E

,+Ha!*AA

与
(

)

EH,@a!))@

"

(

)

EH!@a!!*+

与
(

)

EH*!a!A,!

相比相差
!+a",*

!

h*a**+

$"

因为碎片为双电荷离子"所以质量相差
#!a"#*

"

推测为磺酸基上羟基迁移造成中性丢失一分子

9G

)

&

Z60BD/5

等,

+H

-在
)**@

年曾报道苯磺酸

类结构在
3Vb

中可以发生二氧化硫的丢失#

)**,

年"

9.0

等,

+,

-报道了芳基磺酸类结构在负

离子模式下可以通过重排发生二氧化硫的中性

丢失&因此"甲磺酸多黏菌素
K

)

中性丢失
9G

)

可能也是通过这种重排消除的方式发生的"其

裂解途径示于图
A

!断裂过程图只以分子离子

的其中一种可能取代情况发生断裂的过程示

意"后文相同$&

五甲磺酸多黏菌素
K

)

的准分子离子,

8e

)J

-

)e为
(

)

E,++a)"#

"通过
3Vb

解离分析"得

到了
(

)

E,++a)"@#

%

HH*a!+!)

%

H#Aa!+!+

%

H)"a!!+@

%

H)!a!!+A

%

#,,a!AAH

%

#,)a!@+)

一

系列碎片离子!图
!O

$&其中
(

)

E,++a)"@#

与

(

)

EHH*a!+!)

"

(

)

EHH*a!+!)

与
(

)

EH)"a!!+@

"

(

)

EH)"a!!+@

与
(

)

E#,,a!AAH

均相差
A*a",@

!

h*a**!

$"如前所述"推测五甲磺酸多黏菌素

K

)

是甲磺酸基团上的
3

'

9

键断裂"中性丢失

J

)

9G

!

#

(

)

E,++a)"@#

与
(

)

EH#Aa!+!+

"

(

)

E

HH*a!+!)

与
(

)

EH)!a!!+A

"

(

)

EH)"a!!+@

与
(

)

E#,)a!@+)

均相差
A#a",#

!

h*a**+

$"推

测是甲磺酸基团上亚甲基与相连的仲胺发生

3

'

(

键断裂"中性丢失
3J

)

9G

!

&

四甲磺酸多黏菌素
K

)

的准分子离子,

8e

)J

-

)e为
(

)

EH#Aa!+)

"通过
3Vb

解离分析"得

到了
(

)

EH#Aa!+)!

%

H!)a!!+,

%

H)!a!)@*

%

H+Ha!)#+

%

#"+a!AA@

%

#,@a!A!+

%

#,)a!!,+

%

#H#a!!")

%

#H*a!!A,

%

#!@a!@!)

%

#)"a!@)*

一

系列碎片离子!图
!;

$&其中
(

)

EH#Aa!+)!

与

(

)

EH)!a!)@*

"

(

)

EH!)a!!+,

与
(

)

E#"+a!AA@

"

(

)

EH)!a!)@*

与
(

)

E#,)a!!,+

"

(

)

E#H#a!!")

与
(

)

E#!@a!@!)

"

(

)

E#H*a!!A,

与
(

)

E#)"a!@)*

均相差
A*a",@

!

h*a**!

$"如前所述"推测是甲

磺酸基团上的
3

'

9

键断裂"中性丢失
J

)

9G

!

#

(

)

EH#Aa!+)!

与
(

)

EH+Ha!)#+

"

(

)

EH+Ha!)#+

与
(

)

E#H*a!!A,

"

(

)

E H!)a!!+ ,

与
(

)

E

#,@a!A!+

"

(

)

EH)!a!)@*

与
(

)

E#H#a!!")

均相

注(断裂图中质荷比!

(

)

E

$数值为理论值"以下同

图
E

!

六甲磺酸多黏菌素
L

C

的"

2PCQ

#

CP离子可能的
L3MH23

C 断裂方式

@#

6

AE

!

R1"

4

",%!-1+

6

5%'(+(#"'

4

+(9<+

.

,"-

"
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#
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差
A#a",#

!

h*a**+

$"与六甲磺酸多黏菌素
K

)

类似"推测是甲磺酸基团上亚甲基与相连的仲

胺发生
3

'

(

键断裂"中性丢失
3J

)

9G

!

#

(

)

EH#Aa!+)!

与
(

)

EH!)a!!+,

相差
!+a",*

!

h*a**+

$"推测为磺酸基上羟基迁移导致中性

丢失一分子
9G

)

"可能的裂解途径示于图
@

&

三甲磺酸多黏菌素
K

)

的准分子离子,

8e

)J

-

)e为
(

)

EH+Ha!)H

"通过
3Vb

解离产生的

碎片离子相对较少"得到了
(

)

EH+Ha!)#H

%

#,@a!A@#

%

#H#a!A+"

%

#H*a!!"*

碎片离子!图

!M

$&其中
(

)

EH+Ha!)#H

与
(

)

E#H#a!A+"

相

差
A*a",@

!

h*a**!

$"推测是甲磺酸基团上的

3

'

9

键断裂"中性丢失
J

)

9G

!

#

(

)

EH+Ha!)#H

与

(

)

E#H*a!!"*

相差
A#a",#

!

h*a**+

$"推测

是甲磺酸基团上亚甲基与相连的仲胺发生

3

'

(

键断裂"中性丢失
3J

)

9G

!

#

(

)

EH+Ha!)#H

与
(

)

E#,@a!A@#

相差
!+a",*

!

h*a**+

$"

推测为磺酸基上羟基迁移导致中性丢失一

分子
9G

)

&

二甲磺酸多黏菌素
K

)

的准分子离子,

8e

)J

-

)e为
(

)

E#H*a!AA

"通过
3Vb

解离分析"得

到了
(

)

E#H*a!A!"

%

#!,a!@,@

%

#)!a!@A)

%

#*+a!A))

%

@,@a!),,

%

@H"a!!*@

等碎片离子

!图
!1

$&其中"

(

)

E#H*a!A!"

与
(

)

E#)!a!@A)

相差
A#a",#

!

h*a**+

$"推测是甲磺酸基团上

亚甲基与相连的仲胺发生
3

'

(

键断裂"中性

丢失
3J

)

9G

!

#

(

)

E#H*a!A!"

与
(

)

E#!,a!@,@

相差
!+a",*

!

h*a**+

$"推测为磺酸基上羟基迁

移导致中性丢失一分子
9G

)

#

(

)

E#)!a!@A)

与

(

)

E#*+a!A))

"

(

)

E#*+a!A))

与
(

)

E@H"a!!*@

相差
))a*+!

!

h*a**+

$"双电荷情况下即分子

质量相差
AAa*)#

"推测为羟基
!

位
3

'

3

键断

裂导致中性丢失一分子
3J

!

3JG

#甲磺酸多黏

菌素
K

)

含有
)

个苏氨酸片段"在
3Vb

中也会

发生中性丢失乙醛"其消除机理是通过形成六

元环过渡态发生的"该机理在
S10

U

等,

+"B)*

-文

献中已报道&

(

)

E#H*a!A!"

与
(

)

E@,@a!),,

相差
,@a*+@

"推测为准分子离子,

8e)J

-

)e中

性丢失一分子
J

)

9G

!

和二分子
3J

!

3JG

产生

的碎片"可能的裂解途径示于图
#

&

图
S

!

四甲磺酸多黏菌素
L

C

的"

2PCQ

#

CP离子可能的
L3MH23

C 断裂方式
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6
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!
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图
T

!

二甲磺酸多黏菌素
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结论

本实验采用超高效液相色谱
B

串联四极杆

飞行时间质谱技术对不同数目甲磺酸基团取代

的多黏菌素
K

)

进行了色谱分离以及质谱分析"

对前药甲磺酸多黏菌素
K

)

的色谱和质谱行为

进行了研究&在
K9V

负离子模式下"不同数目

甲磺酸基团取代的多黏菌素
K

)

的一级质谱特

征信号均为,

8e)J
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)e

&通过分析其二级质

谱裂解途径"未发现酰胺键断裂的方式"主要为

中性丢失
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9G

!

%

9G
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3J
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3JG

"与

文献,
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-报道的
K9V

^质谱裂解明显不同&几种

不同数目甲磺酸基团取代的多黏菌素
K

)

的质

谱裂解方式基本类似"但中性丢失的分子略有

不同"这与甲磺酸基团取代数目有关&当甲磺

酸基团取代个数较多时"易发生
3

'
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键和
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键断裂"以中性丢失
J
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9G
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3J
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和
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主#当甲磺酸基团取代个数较少时"可发生
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3

键断裂"出现中性丢失
3J
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3JG

的情况"且以

中性丢失
9G

)

和
3J
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3JG

为主&此实验可为

进一步研究甲磺酸多黏菌素
K

)

及结构类似物

质的质谱裂解规律提供基础"对甲磺酸多黏菌

素
K

)

的快速筛选鉴别%定量分析和药动学研究
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