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摘要!作为微生物次级代谢产物衍生物"克拉霉素产品存在大量杂质"需要对部分微量杂质进行进一步

的结构分析'本研究采用电喷雾串联质谱!
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$技术与量化计算相结合"系统地研究了克拉霉

素
9

及其杂质
9K

和
9C

的质谱碎裂规律'发现其质子化离子在串联质谱中主要发生一系列涉及侧链

基团的碎裂反应"在高质量区存在丢失
0S

!

G

&

0

L

S

#"

G

<

和!

0

L

S

#"

G

<

c0S

!

G

$"在低质量区存在丢失大

环内酯单元产生特征离子
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$"或发生脱氧氨基糖苷的开环产生特征

离子
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$'本研究通过总结克拉霉素及其杂质的质谱碎裂规律"为克拉霉素其他杂质及其

代谢产物的结构分析提供参考'
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克拉霉素又称
H@B@

甲基红霉素
K

"学名为

I@

!

!@

二甲胺四氢
@<@

羟基
@H@

甲基
@"@

吡喃氧基$

@

H@

甲氧基
@##

"

#"

"

#<@

三羟基
@"

"

!

"

H

"

L

"

#)
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六

甲基
@=@

氧代
@<@

!四氢
@I@

羟基
@!@

甲氧基
@!

"

H@

二

甲基
@"@

吡喃氧基$十五烷酸
@

"

@

内酯"属于
#!

元

环大环内酯类抗生素+

#@"

,

'克拉霉素适用于鼻

咽感染&下呼吸道感染&皮肤软组织感染&急性

中耳炎&肺炎&尿道炎及宫颈炎等感染症状的治

疗"对链球菌属&肺炎球菌&葡萄球菌等革兰阳

性菌的抗菌作用略优于红霉素"对诱导产生的

红霉素耐药菌株也具有一定的抗菌活性+

<@I

,

'

克拉霉素属于微生物类次级代谢产物衍

生物"其存在大量杂质"即使是全球最大的大

环内酯类原料药生产商!浙江国邦药业有限

公司$所生产的克拉霉素药品也存在需进一

步分析个别微量杂质结构'电喷雾串联质谱

技术具有快速&灵敏以及直接分析混合物等

优点"在杂质结构分析中受到重视+

H@L

,

'

本工作拟对克拉霉素及其杂质
9K

和
9C

进行电喷雾串联质谱研究"总结质谱碎裂规律"

以期为相关的杂质结构推导提供参考'
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仪器与装置

K

Q

2&3-9#"H)

系列高效液相色谱仪)美国

K

Q

2&3-9

公司产品#

:28,%EGF@b>>

电喷雾四极

杆
@

飞行时间质谱仪)德国
B,+Z3,

公司产品'

<>?

!

样品和试剂

克拉霉素!

9

$及其杂质
9K

&

9C

)浙江国邦

药业有限公司产品"化学结构示于图
#

'甲醇&

甲酸)色谱纯"美国
62

Q

:.@K&R,281

公司产品#

水为去离子水"电阻率大于
#L_"5

$

2

8:

#用

于准确质量校正的
DAW#)))

溶液由本实验室

制备'

=

第
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期
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图
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克拉霉素"

%

#及其杂质
9K

"

8

#&

9C

"

0

#的结构式
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7(#-#+&9K
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8
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9C

"

0

#

<>@

!

实验条件

使用甲醇
@

水溶液!

#f#

"

G

%

G

$将待测物溶

解并稀释至
#):

Q

%

\

"通过注射泵以
<

"

\

%

:2-

注入电喷雾离子源"在正离子模式下离子化"以

DAW#)))

为外标溶液对仪器进行准确质量轴校

正'仪器操作参数)雾化气为氮气"压力
")ZD.

#

干燥气为氮气"流速
"\

%

:2-

#干燥气温度

"I)e

#毛细管电压
d!_IZ$

#在二级质谱实验

中"碰撞气体为氩气"目标离子的质量选择窗口

!+

"碰撞诱导解离!

0>?

$碰撞能量
#L3$

'使用

K-.&

;

424Y3,42%-!

软件进行数据处理'

<>F

!

量化计算

量化计算软件为
W.+442.-)<

程序+

=

,

"采

用半经验理论
5D<

基组进行结构优化和频率

计算'完成结构优化后"进行反应物&中间物和

产物的结构频率计算时不存在虚频#而过渡态

结构存在唯一的振动虚频和合理的振动模式"

并且通过内禀反应坐标!

>g0

$计算确认'本工

作研究对象的结构非常复杂"存在许多构象"

为获得相对最优结构"采用分子动力学软件对

某一优化结构进行动力学模拟"获得若干个初

始优化结构"并将能量最低的结构作为相对最

优结构'本文采用电子和热自由能的总和进行

能量讨论"所优化的结构由
W.+44Y23X

软件

!
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版本$显示'
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结果与讨论
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克拉霉素的质谱碎裂研究

克拉霉素原样的液相色谱图示于图
"

"

9

及其杂质
9K

和
9C

的出峰时间分别为

#"_J#

&

=_="

&

#J_#J:2-

'经
A6>

电离"

9

&

9K

和
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均容易产生+

5cS

,

c

"即
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&

JH<_!=!#

&

JJJ_I#))

"确定其化学式分别为
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'

采用高分辨
b@EGF

技术对+

5cS

,

c离子进

行二级质谱分析"结果示于图
<

"相关离子的质

荷比&丰度以及元素组成等信息列于表
#

'

以
9

为例解析质谱碎裂规律'克拉霉素

质子化离子的质谱碎裂类似于多肽的流动质子

模式碎裂"带电质子可以在其柔性结构中各碱

图
?

!

克拉霉素原样的液相色谱图
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注)碰撞能量
#L3$

图
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克拉霉素"

%

#及其杂质
9K

"

8

#&

9C

"

0

#的'

$NM

(

N离子高分辨串联质谱图

'#

)

=@

!

5007(%-+$A

$

$A&

3

+0-(%"106%(#-/("*

:

0#,

"

%

#

%,!#-&#*

3

7(#-#+&9K

"

8

#

%,!9C

"

0

#

性位点间迁移"当带电质子迁移到解离质子化

位点时"会诱导相应的碎裂反应+

#)@#"

,

'克拉霉

素结构中存在许多碱性位点"包括氨基
(

&羰基

G

&醚键
G

和羟基
G

'其中"氨基
(

和羰基
G

的气相碱度明显大于醚键
G

和羟基
G

"量化计

算结果示于图
!

'克拉霉素氨基
(

质子化所形

成的离子
9J0

的自由能比酮羰基
G

质子化离

子
9<

和酯羰基
G

质子化离子
9O

的自由能分

别低
!#_L

&

I#_HZ*

%

:%&

"表明克拉霉素的最优

质子化位点在氨基
(

上'因此"克拉霉素经

A6>

电离后"带电质子主要结合在氨基
(

上"

形成质子化离子
9J0

'经碰撞活化后"克拉霉

素质子化离子中带电质子开始从氨基
(

向各

解离质子化位点迁移"并引发相应碎裂'

开环碎裂至少涉及
"

个化学键的断裂"克

拉霉素的大环内脂骨架上只有
#

个解离质子化

位点!

G

原子$"故其不容易发生骨架开环碎裂"

质谱碎裂优先发生在侧链上"如大环骨架的
H

&

I

&

<

号位上的醚键
G

'

由于带电质子主要结合在大环骨架
I

号位

吡喃环的氨基
(

上"故先从
I

号位侧链基团碎

裂入手研究克拉霉素质子化离子
9J0

的碎裂

规律'克拉霉素骨架上
I

号位侧链脱氧氨基糖

苷基团的质谱断裂存在
"

种途径"示于图
I

'

在
7

.91@#

中"

9J0

克服
=<_=Z*

%

:%&

的能垒使

其带电质子从氨基
(

迁移到
I.

位
G

原子上"形

成异构离子
9J%

"同时自由能增加
L"_"Z*

%

:%&

'

9J%

只需跨越
HZ*

%

:%&

的能垒就可以发生
2@

断

裂"并通过丢失大环内酯单元产生含吡喃环结

构的碎片离子
9J%D2

!

+

%

F#IL_#

$'在
7

.91@"

中"

9J0

需克服
#)H_HZ*

%

:%&

的能垒使带电质

子迁移到
IO

位
G

原子上"形成异构离子
9J8

"

同时自由能增加
=!_HZ*

%

:%&

'

9J8

继续克服

#J_"Z*

%

:%&

的能垒发生电荷诱导的
0

(

G

键

断裂"从而产生异构离子
9J8?

'

9J8?

继续克

服
I!_=Z*

%

:%&

的能垒发生
2@

断裂"引发脱氧

氨基糖苷单元开环反应"产生亚胺结构碎片离

子
9J8D2

!

+

%

F##H_#

$"克拉霉素大环
I

号侧链

质谱碎裂的反应势能面示于图
H

'

D.91@#

碎裂

途径的累积能垒为
=<_=Z*

%

:%&

"远小于
7

.91@"

的
#I=_LZ*

%

:%&

"表明
7

.91@#

碎裂途径更易发

生"即碎片离子
9J%D2

丰度为
#))̀

"而
9J8D2

丰

度仅为
=_H̀

"与表
#

的实验结果相符合'

克拉霉素及其杂质大环
H

号侧链发生的质

谱碎裂途径示于图
J

'当带电质子迁移到
H.

位的
G

原子上"形成异构离子
9P%

'

9P%

发生

电荷诱导的丢失甲醇反应"产生碎片离子
+

%

F

J#H_I

"其途径为)

#

$直接丢失形成碎片离子

9P%D2<

#

"

$邻基参与反应"即
I

号位上吡喃环

的邻位羟基亲核进攻
H

号位
0

发生闭环反应

并丢失甲醇分子"产生碎片离子
9P%D2?

'在

9P%D2<

离子结构中"正电荷定域在
H

号
0

上"

而在
9P%D2?

离子结构中"正电荷以带电质子

的形式迁移到碱性位点上"其自由能比
9P%D2<
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表
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!

克拉霉素及其杂质的高分辨串联质谱图中碎片离子信息
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Q
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!

+

%

F
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;
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#H

(G
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0

H

S

#!

(G

##H_#)J) d)_I 9CJ0D2 ##_H
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注)

$

碎片离子相应的结构式列于图
!

#

L

中

图
F

!

克拉霉素氨基
Q

"

%

#和酮羰基
C

"

8

#&酯羰基
C

"

0

#质子化离子的优化结构

'#

)

=F

!

C

3

-#*#4+!&-(70-7(+&"1-/+!D

3

("-",%-+!%,!-/+0%(8",

:

6"D

3

("-",%-+!06%(#-/("*

:

0#,

"#
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图
J

!

克拉霉素及其杂质大环
J

号侧链发生的质谱碎裂途径

'#

)

=J

!

'(%

)

*+,-%-#",

3

%-/;%

:

&"1

3

("-",%-+!9

%

9K%,!9C%--/+Q">J&#!+0/%#,

)

("7

3

图
P

!

克拉霉素大环
J

号侧链质谱碎裂的反应势能面

'#

)

=P

!

2"-+,-#%6+,+(

):

&7(1%0+

1"(1(%

)

*+,-%-#","1

3

("-",%-+!06%(#-/("*

:

0#,

%--/+Q">J&#!+0/%#,

)

("7

3

低
J)_HZ*

%

:%&

"即碎片离子
+

%

FJ#H_I

主要

以
9P%D2?

结构存在'由此可见"

I

号位吡喃环

上的邻位羟基对克拉霉素的质谱碎裂反应影响

较大'

克拉霉素及其杂质大环发生在
<

号侧链上

的质谱碎裂途径示于图
L

'当带电质子迁移到

<.

位
G

原子上"形成异构离子
9@%

"存在
"

种

碎裂途径)

#

$

I

号位侧链糖基上的羟基
G

IR

原

子亲核进攻
9@%

的
<

号位侧链糖基
0

<O

原子"

并发生
G

<.

(

0

<O

键断裂"从而实现了
<

号位侧

链上糖基基团的迁移"形成异构体
9@%?

"

9@%?

上的带电质子迁移到
G

I.

原子后发生
2@

断裂"

通过丢失大环内酯单元产生碎片离子
9@%D<2

图
R

!

克拉霉素及其杂质大环
P

号侧链发生的质谱碎裂途径

'#

)

=R

!

'(%

)

*+,-%-#",

3
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图
S

!

克拉霉素及其杂质大环
@

号侧链发生的质谱碎裂途径

'#

)

=S

!

'(%

)

*+,-%-#",

3

%-/;%

:

&"1

3

("-",%-+!9

%

9K%,!9C%--/+Q">@&#!+0/%#,

)

("7

3

!

+

%

F<#H_"

$#

"

$

<

号位侧链糖基上的对位羟

基
G

<8

原子亲核进攻
0

<O

原子"发生
G

<.

(

0

<O

键

断裂"产生离子
@

中性复合物
9DHQ.

"其是由丢失

<

号侧链糖基的克拉霉素!

9@%D?2

$与带双环结

构的脱水吡喃糖类质子化离子!

@2

$两部分组

成'

9@%D?2

结构中含有叔胺
(

"其质子亲和势

高于
@2

"所以在
9DHQ.

分离之前"

@2

的带电质子

迁移到
9@%D?2

的叔胺
(

上"然后产生碎片离子

9@%D?2

!

+

%

FI=)_!

$'

9@%D?2

与
9J0

结构相似"也

能发生丢失甲醇的碎裂反应"产生碎片离子
9@%D

?2D2

!

+

%

FIIL_!

$'

?>?

!

克拉霉素杂质
9K

和
9C

的质谱碎裂反应

杂质
9K

和
9C

是克拉霉素分别与羟胺

或甲氧基胺缩合反应产生的"二者与克拉霉

素具有非常相似的碎裂途径)在高质量区存

在相同的特征中性丢失"如丢失
0S

!

G

!

<"+

$&

0

L

S

#"

G

<

!

#IL+

$&!

0

L

S

#"

G

<

c0S

!

G

$!

#=)+

$#

在低质量区存在相同的碎片离子"如
+

%

F

<#H_"

&

#IL_#

&

##H_#

等'

此外"由于杂质
9K

和
9C

大环结构中肟

基上的
G

是一个碱性位点"可以促进带电质子

在整个离子结构中的迁移"并引发相应的碎裂

反应"所以会产生更多的碎片离子'比如"杂质

9K

质子化离子在丢失
<

号侧链基团!

9K@%D

?2

$后"还会继续丢失
I

号侧链基团产生碎片

离子
+

%

F!!L_<

!

#"_Ì

$#杂质
9C

质子化离

子会连续丢失
<

号和
I

号侧链基团"产生碎片

离子
+

%

F!H"_<

!

#_!̀

$'

@

!

结论

本研究将串联质谱技术和量化计算相结

合"系统地研究了克拉霉素及其杂质
9K

和
9C

的质谱碎裂规律'量化计算结果表明"克拉霉

素结构中的最优质子化位点为
I

号侧链单元氨

基
(

原子"其质子化离子经碰撞活化后发生一

系列质子迁移和侧链基团的碎裂反应)

#

$带电

质子分别迁移到
I

号侧链基团
G

I.

和
G

IO

上"引

发丢失大环内酯单元或脱氧氨基糖苷开环反

应"产生特征离子
J%D2

!

+

%

F#IL_#

$和
J0D2

!

+

%

F##H_#

$#

"

$带电质子迁移到
H

号侧链基

团
G

H

"并引发丢失甲醇"产生碎片离子
P%D2

#

<

$带电质子迁移到
<

号侧链基团
G

<.

"引发由

I

号侧链单元
G

IR

亲核取代而导致吡喃糖单元

迁移"并丢失大环内酯单元产生特征离子
@%D<2

!

+

%

F<#H_"

$"也可发生由对位羟基
G

<8

亲核取

代引发的吡喃糖单元丢失碎裂"产生特征离子

@%D?2

"并继续丢失甲醇分子产生特征离子
@%D

?2D2

'本研究可为相关大环内酯类抗生素的

杂质结构推导提供参考'

!#

质 谱 学 报
!!

第
!"

卷



参考文献!

+

#

,

!

尤启东
'

药物化学+

5

,

'

北京)化学工业出版社"

"))J'

+

"

,

!

6>\$Ag \\

"

BG6E>K( ] K'?248%Y3,

;

.-R

R3Y3&%

7

:3-9%/-3X.-92O2%9284

)

913

7

,%O&3:%/

.-92O2%928,34249.-83

+

*

,

'K-92:28,%OK

Q

3-94013@

:%913,

"

#==<

"

<J

!

<

$)

<JJ@<L<'

+

<

,

!

孙淑娟
'

大环内酯类抗生素的临床应用进展+

*

,

'

中国执业药师"

")##

"

L

!

H

$)

#=@"#

"

<L'

6T(61+

[

+.-'E13

7

,%

Q

,344%/8&2-28.&.

77

&28.@

92%-%/:.8,%&2R34

+

*

,

'012-.\283-43RD1.,:.@

8249

"

")##

"

L

!

H

$)

#=@"#

"

<L

!

2-012-343

$

'

+

!

,

!

5KgE>(AC*K

"

SGg0K*K?K*D

"

K\5A\K

5

"

5Kg0G F'KRR292%-%/. :.8,%&2R39%.

!

@&.89.:@O.43R3:

7

2,28.&.-92O2%928,3

Q

2:3-24.4@

4%82.93RX291&%X3,2-@1%4

7

29.&:%,9.&29

;

/%,

7

.@

923-94X291O.893,3:28

7

-3+:%8%88.&

7

-3+:%-2.

+

*

,

'0&2->-/389?24

"

"))<

"

<H

!

!

$)

<L=@<=I'

+

I

,

!

6AA5T(WK\ E K

"

V>\]>(6G( E 5

"

STg6E*g

"

DAgAgK V'\%-

Q

@93,:3,

;

91,%@

:

;

82-913,.

7;

24.44%82.93RX291R38,3.43R81,%-@

28%O49,+892Y3

7

+&:%-.,

;

R243.433N.83,O.92%-4

+

*

,

'K:*g34

7

0,290.,353R

"

"))L

"

#JL

!

##

$)

##<=@##!J'

+

H

,

!

]>(?E

"

S>gG6S>E6TWKVKS

"

0K*]KE

"

5K P

"

\K>C

"

5ASEK 6 6

"

VGS\WA@

5TES W

"

BKgTDK\?]

"

6SGVK\EAg 5

g

"

Kg>EK5

"

F>AS(G'>R3-92/28.92%-%/4:.&&

:%&38+&34+42-

Q

.88+,.93 :.44 56

%

5643.,81

+

*

,

'5.446

7

38g3Y

"

")#J

"

<J

)

I#<@I<"'

+

J

,

!

郭天洋"李杨"董益阳"白桦"马强
'

基于特征性子

离子和中性丢失快速筛查和识别食品中唑类和有

机磷类农药+

*

,

'

质谱学报"

")#=

"

!)

!

#

$)

#<@")'

WTGE2.-

;

.-

Q

"

\>P.-

Q

"

?G(W P2

;

.-

Q

"

BK>

S+.

"

5Kb2.-

Q

'g.

7

2R48,33-2-

Q

.-R2R3-92/28.@

92%-%/KM%&3.-R%,

Q

.-%

7

1%4

7

1%,%+4

7

349282R34

2-/%%RO.43R%-81.,.893,24928

7

,%R+892%-4.-R

-3+9,.&&%4434

+

*

,

'*%+,-.&%/012-3435.446

7

38@

9,%:39,

;

6%8239

;

"

")#=

"

!)

!

#

$)

#<@")

!

2-012@

-343

$

'

+

L

,

!

刘丹"李亮"刘彩"陈笑艳"钟大放
'

甲磺酸多黏

菌素
A

"

组分的色谱分离及质谱裂解规律研究

+

*

,

'

质谱学报"

")#L

"

<=

!

H

$)

HI<@HH"'

\>T?.-

"

\>\2.-

Q

"

\>T0.2

"

0SA(U2.%

;

.-

"

CSG(W?./.-

Q

'01,%:.9%

Q

,

7

12843

7

.,.92%-.-R

/,.

Q

:3-9.92%-:381.-24:2-3&389,%4

7

,.

;

2%-2M.@

92%-:.444

7

389,%:39,

;

/%,8%&2492-B:391.-34+&@

/%-.93

+

*

,

'*%+,-.&%/012-3435.446

7

389,%:39,

;

6%8239

;

"

")#L

"

<=

!

H

$)

HI<@HH"

!

2-012-343

$

'

+

=

,

!

Fg>60S 5*

"

EgT0]6W V

"

60S\AWA\ S

B

"

60T6Ag>K W A

"

gGBB 5 K

"

0SAA6A@

5K(*g

"

5G(EWG5AgP*K

"

$gA$A(E

"

]T?>(](

"

BTgK(E*0'W.+442.-)<

+

5

,

'

W.+442.->-8

"

D2994O+,

Q

1

"

DK

"

"))<'

+

#)

,

?G(WgiK g

"

*G(A6* \

"

6G5GWP> k

"

VP6G0]>$ S'>-/&+3-83%/

7

3

7

92R38%:

7

%42@

92%-

"

Q

.4@

7

1.43O.42829

;

"

.-R813:28.&:%R2/28.@

92%-%-/,.

Q

:3-9.92%-3//2823-8

;

)

3Y2R3-83/%,913

:%O2&3

7

,%9%-:%R3&

+

*

,

'*K:013:6%8

"

#==H

"

##L

!

<I

$)

L<HI@L<J!'

+

##

,

gG?g>bTAC 0 F

"

0T(*A K

"

6SGA>B E

"

0ST>]

"

SGD]>(6G( K 0

"

6>T ] V 5'

D,%9%-:2

Q

,.92%-.-R9.+9%:3,24:2-

7

,%9%-.93R

9,2

Q

&

;

82-3

+

*

,

'*K:013:6%8

"

"))#

"

#"<

!

#<

$)

<))H@<)#"'

+

#"

,

ST(

"

ET PD

"

\>T P

"

*>K(W]

"

DK( P'

?244%82.92Y3

7

,%9%-.92%- .-R

7

,%9%-9,.-4/3,4

)

/,.

Q

:3-9.92%-%/

"

"

!

@+-4.9+,.93R.,%:.928Z3@

9%-342- :.444

7

389,%:39,

;

+

*

,

'* G,

Q

013:

"

")#)

"

J<

)

<<H=@<<JH'

I#

第
#

期
!!

蒋可志等)克拉霉素及其杂质
]\

和
]G

的电喷雾串联质谱分析




