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［摘　 要］ 　 开发建立了超高效液相色谱 －二极管阵列 －串联四级杆静电场轨道阱高分辨质谱联用

分析杆菌肽组分的方法。 采用（Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｃ１８１００ ｍｍ ×３． ０ ｍｍ，２． ６ μｍ）色谱柱，以 ０． １％甲酸溶

液 － ０． １％甲酸甲醇乙腈（７５ ＋ ２５）溶液为流动相，０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ 线性梯度洗脱分离，紫外吸收波长为

２５４ ｎｍ。 采集杆菌肽各组分质谱母离子及其对应子离子，并进行解析，推测组分的结构。 在所建立

的条件下，检测出 ９ 个组分，杆菌肽各组分之间分离良好。 利用紫外与质谱归一化法测定含量，两
种结果相对偏差在 ０． ０１％ ～３． ５３％之间。 建立的超高效液相色谱 －二极管阵列 － 串联四级杆静电

场轨道阱高分辨质谱法能有效分析多肽类药物杆菌肽各组成成分，为杆菌肽的质量控制和工艺优

化提供了参考。
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　 　 杆菌肽（ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ） 是由枯草杆菌和地衣芽孢

杆菌产生的一系列抗菌肽的混合物，是一种非核糖体

肽，由氨基酸和特殊的或修饰过的氨基酸通过“硫模

板多聚酶机制（ｔｈｉｏｔｅｍｐｌａｔｅｍｕｈｉｅｎｚｙｍｅｍｅｃｈａｎｉｓｍ）”的
多功能酶复合系统合成的一类肽类次级代谢产

物［１］。 杆菌肽具有特殊的抑菌机制，会干扰细菌细

胞壁的合成，同时在肽聚糖的合成中抑制磷脂受体

的再生［２］，使得其具有抗菌谱广、不易产生耐药性

等特性。 杆菌肽还是一个重要的饲料添加剂，５ ～
１００ ｍｇ ／ ｋｇ 浓度可促进家禽和牲畜对食物的利用以

增重，是目前国内外广泛用于饲料中的一种具有促

生长作用的理想抗生素［３］，但随着养殖业减抗，禁
抗的全面推进，从 ２０２０ 年 ７ 月起，杆菌肽已经禁止

用于饲料添加剂。 杆菌肽主要由 １２ 个氨基酸组

成［４］至少有 ７ 种同系物，包括杆菌肽 Ａ、Ｂ（Ｂ１、Ｂ２、
Ｂ３）、Ｃ（Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３）、Ｅ、Ｆ 等，其中杆菌肽 Ａ 为主要

活性组分［５ － ６］。 杆菌肽 Ａ 在碱性条件下可自发氧

化，形成没有抗菌活性的杆菌肽 Ｆ 组分［７］。 《中国

药典》（２０１５ 版） ［８］ 中杆菌肽含量的测定方法为微

生物检定法，药典法测定的是杆菌肽中的总活性成

分，未对各成分含量进行分别测定。 由于杆菌肽组

分多，对其分离具有较大的难度，国外药典［９ － １１］ 多

采用高效液相色谱分析杆菌肽的组分及有关物质。
由于是发酵产品，杆菌肽成分组成相似且非常复

杂，其组分分析是质量评价和质量控制的核心内

容，而复杂的多组分体系使得分析方法的开发十分

困难。 超高效液相色谱 － 二极管阵列 － 串联四级

杆 － 静电场轨道阱高分辨质谱，分离效率高，分辨

率高，灵敏度高，可同时精确地采集母离子质荷比

和碎片离子质量数，能够显著提高复杂体系中化学

成分的快速分析鉴定能力。 高分辨质谱技术因其

特有的优势在药物分析研究中发挥日益重要的作

用，在药物质量研究领域 得 到 越 来 越 多 的 应

用［１２ － １３］。 本文建立超高效液相色谱 － 二极管阵

列 －串联四级杆 － 静电场轨道阱高分辨质谱分析

杆菌肽中的组分，发挥高分辨质谱的优势准确地测

得杆菌肽各组分精确质荷比，计算出各组分的元素

组成，并能区分复杂背景中质量数接近的杂质及共

流出组分，结合二极管阵列检测器可以不经复杂的

分离和纯化步骤即可获得样品的色谱和质谱信息，
是一种可以针对目标或非目标多组分药物研究的

有力工具，为其质量控制和工艺优化提供参考。
１　 材料与方法

１． １ 　 仪器和试剂 　 Ｄｉｏｎｅｘ Ｕｌｔｉｍａｔｅ ３０００ ｄｉｏｄｅ
ａｒｒａｙ ｄｅｔｅｃｔｏｒ（ＤＡＤ） － Ｑ Ｅｘａｃｔｉｖｅ，Ｘｃａｌｉｂｕｒ ２． ２ 数

据处理系统 （美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司），Ｍａｓｓ
Ｆｒｏｎｔｉｅｒ软件（美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ 公司）

杆菌肽标准对照品，Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ Ｇｍｂｈ，批
号：９９１４３６，含量 ８１． ９％ ；杆菌肽供试品，批号 １ －
ＳＡＭ －１４４ － １。 乙腈、甲酸（色谱纯），水为超纯水

（Ｍｉｌｌｉ － Ｑ 仪制备）。
１． ２　 溶液配制　 精密称取杆菌肽标准对照品及供

试品 １０ ｍｇ，分别于 ５０ ｍＬ 棕色容量瓶中，加水溶解

并稀释至刻度。
１． ３　 方　 法

１． ３． １　 色谱条件　 色谱柱：Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｃ１８１００ ｍｍ ×
２． １ ｍｍ，粒径 ２． ６ μｍ 流动相： ０． １％ 甲酸溶液

（Ａ） － ０． １％ 甲酸甲醇乙腈（７５ ＋ ２５）溶液（Ｂ）；流
速 ０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，采用梯度洗脱程序（表 １）；柱温

３０ ℃，进样量 １０ μＬ；紫外吸收波长 ２５４ ｎｍ。
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表 １　 梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ
时间 ／ ｍｉｎ Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％

０ ６６ ３４
１５ ６６ ３４
３０ ５０ ５０
３２ ５０ ５０
３３ ６６ ３４

１． ３． ２ 　 质谱条件 　 离子源为 ＨＥＳＩ 源，雾化气

４０ ａｒｂ；辅助气 １０ ａｒｂ；喷雾电压 ３５００Ｖ（ ＋ ） ／ ３０００Ｖ
（ － ）；离子传输毛细管温度 ３２０ ℃；辅助气温度

３５０ ℃；扫描模式：正离子模式 Ｆｕｌｌ ＭＳ ／ ｄｄ － ＭＳ２，
Ｆｕｌｌ ＭＳ 分辨率 ７００００，ｄｄ － ＭＳ２分辨率 １７５００，扫描

范围ｍ ／ ｚ １５０ ～ １４５０。ＭＳ ／ ＭＳ模式时，归一化阶梯

碰撞能量：２０％ 、４０％和 ６０％ 。
２　 结果与分析

２． １　 定性结果

２． １． １　 杆菌肽 Ａ　 杆菌肽 Ａ 分子式 Ｃ６６Ｈ１０３Ｎ１７Ｏ１６Ｓ，
保留时间 ２０． ７１ ｍｉｎ。 杆菌肽是一种多肽类抗生

素，多肽类药物在质谱中会带有多个电荷，杆菌肽

Ａ 在质谱中除了有［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋ １４２２． ７５６２２ 峰外，同
时还有 ［ Ｍ ＋ ２Ｈ］ ２ ＋ ７１１． ８８１７５ 和 ［ Ｍ ＋ ３Ｈ］ ３ ＋

４７４ ９２３５９ 的加和离子峰，而且［Ｍ ＋ ２Ｈ］ ２ ＋ ［Ｍ ＋
３Ｈ］ ３ ＋ 在质谱中的响应值均优于 ［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋ ，见

图 １。 杆菌肽 Ａ 的主要碎片离子有 １１０． ０７１１２、
１９９ ０８９９６、 ２２７． ０８４８７、 ３５６ １２７４７、 ８６９． ４６２８１、
９８２． ５４６８８。

图 １　 杆菌肽 Ａ 质谱图（１）和紫外吸收光谱图（２）

Ｆｉｇ １　 Ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ Ａ Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ（１）ａｎｄ ＵＶ ｓｐｅｃｔｒｕｍ（２）

２． １． ２　 杆菌肽 Ｂ　 杆菌肽 Ｂ 分子式 Ｃ６５Ｈ１０１Ｎ１７Ｏ１６Ｓ

比杆菌肽 Ａ 少一个 ＣＨ２，母离子精确质量 ［Ｍ ＋

Ｈ］ ＋ 为 １４０８． ６６７。 杆菌肽 Ｂ 有 ３ 个同分异构体，分

别为 Ｂ１ （保留时间 １２． ４７ ｍｉｎ）、 Ｂ２ （保留时间

１４ ２９ ｍｉｎ）和 Ｂ３（保留时间 １９． ４４ ｍｉｎ）。 杆菌肽 Ｂ

在质谱中 ［Ｍ ＋ ２Ｈ］ ２ ＋ ７０４． ８７３９２ 和［Ｍ ＋ ３Ｈ］ ３ ＋

４７０． ２５１７１ 的加和离子峰响应更强，见图 ２。 主要

碎片离子有 １１０． ０７１１２、 １９９． ０８９９６、 ２２７． ０８４８７、

３５６． １２７４７、８６９． ４６８２１、８５２． ４３６２６。

２． １． ３　 杆菌肽 Ｃ　 杆菌肽 Ｃ 分子式 Ｃ６４Ｈ９９Ｎ１７Ｏ１６Ｓ，

比杆菌肽 Ａ 少两个 ＣＨ２，母离子精确质量 ［Ｍ ＋

Ｈ］ ＋ 为 １３９４． ７２４９２、 ［ Ｍ ＋ ２Ｈ］ ２ ＋ ６９７． ８６６１０ 和

［Ｍ ＋３Ｈ］ ３ ＋ ４６５． ５７９８２，其中［Ｍ ＋ ３Ｈ］ ３ ＋ 在质谱中

的响应最强，见图 ３。 杆菌肽 Ｃ 也存在 Ｃ１、Ｃ２ 和

Ｃ３ 三个同分异构体，保留时间分别为 ６． ９１ ｍｉｎ、

１０． １１ ｍｉｎ 和 １１． ６８ ｍｉｎ，见图 ３。 主要碎片离子有

１１０ ０７１１２、 １９９． ０８９９６、 ２２７． ０８４８７、 ３５６． １２７４７、

４００ １６１５５、８３８． ４２０６１。

·８４·
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图 ２　 杆菌肽 Ｂ 质谱图（１）和紫外吸收光谱图（２）

Ｆｉｇ ２　 Ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ Ｂ Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ（１）ａｎｄ ＵＶ ｓｐｅｃｔｒｕｍ（２）

图 ３　 杆菌肽 Ｃ 质谱图（１）和紫外吸收光谱图（２）

Ｆｉｇ ３　 Ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ Ｃ Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ（１）ａｎｄ ＵＶ ｓｐｅｃｔｒｕｍ（２）

２． １． ４　 杆菌肽 Ｅ　 杆菌肽 Ｅ 分子式 Ｃ６３Ｈ９７Ｎ１７Ｏ１６Ｓ，

比杆菌肽 Ａ 少三个 ＣＨ２，母离子精确质量 ［Ｍ ＋

Ｈ］ ＋ 为 １３８０． ７０９２７， ［ Ｍ ＋ ２Ｈ］ ２ ＋ ６９０． ８５８２７ 和

［Ｍ ＋３Ｈ］ ３ ＋ ４６０． ９０７９４，其中［Ｍ ＋ ３Ｈ］ ３ ＋ 在质谱中

的响应最强，由于含量较低，实际在样品中主要是

二价和三价质谱峰，见图 ４。 主要碎片离子有

１９９ ０８９９６、１１０． ０７１１２、２２７． ０８４８７。

２． １． ５　 杆菌肽 Ｆ　 杆菌肽 Ｆ 分子式 Ｃ６６Ｈ９８ Ｎ１６Ｏ１７Ｓ，

杆菌肽 Ａ 在碱性条件下可发生降解，Ｎ － 端噻唑结

构氧化成噻唑酮结构，形成没有抗菌活性，但是具

有肾毒性的杆菌肽 Ｆ［１４］。 杆菌肽 Ｆ 母离子精确质

量［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋ 为 １４１９． ９０８９３，［Ｍ ＋ ２Ｈ］ ２ ＋ ７１０． ３５８１０
和［Ｍ ＋３Ｈ］ ３ ＋ ４７３． ９０７８３，其中［Ｍ ＋ ２Ｈ］ ２ ＋ 在质谱

中 的 响 应 最 强， 见 图 ５。 主 要 碎 片 离 子 有

１１０ ０７１１２、２１４． ０５１９０、２８１． １３１８３。
２． １． ６　 定性结果汇总　 采用本方法共测到 ９ 个杆

菌肽组分，其中含有多个同分异构体，杆菌肽不同

结构间的差异主要是 Ｎ － 端噻唑结构部分 Ｒ 位点

的不同，以及 Ｘ 和 Ｙ 位置上接的是 Ｌ －异亮氨酸还

是 Ｌ －缬氨酸的差异［１４］，结构通式见图 ６。 各组分

结构组成不同在色谱保留行为上也有一定的差异，
见图 ７，同时结合高分辨质谱测得不同的母离子精

确质量，可对各组分进行准确定性（表 ２）。

·９４·
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图 ４　 杆菌肽 Ｅ 质谱图（１）和紫外吸收光谱图（２）

Ｆｉｇ ４　 Ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ Ｅ Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ（１）ａｎｄ ＵＶ ｓｐｅｃｔｒｕｍ（２）

图 ５　 杆菌肽 Ｆ 质谱图（１）和紫外吸收光谱图（２）

Ｆｉｇ ５　 Ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ Ｆ Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ（１）ａｎｄ ＵＶ ｓｐｅｃｔｒｕｍ（２）

表 ２　 杆菌肽各组分信息及一级精确质量

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｓ ｏｆ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎｄ ｐａｒｅｎｔ ｉｏｎｓ

药物 分子式 Ｘ Ｙ Ｒ ［Ｍ ＋３Ｈ］ ３ ＋

实测值 ｍ ／ ｚ
［Ｍ ＋３Ｈ］ ３ ＋

理论值 ｍ ／ ｚ
偏差
ｐｐｍ

［Ｍ ＋２Ｈ］ ２ ＋

实测值 ｍ ／ ｚ
［Ｍ ＋２Ｈ］ ２ ＋

理论值 ｍ ／ ｚ
偏差
ｐｐｍ

保留时间
／ ｍｉｎ

杆菌肽 Ａ Ｃ６６Ｈ１０３Ｎ１７Ｏ１６Ｓ Ｌ － Ｉｌｅ Ｌ － Ｉｌｅ ＣＨ３ ４７４． ９２４３２ ４７４． ９２３５９ １． ５ ７１１． ８８１７７ ７１１． ８８１７５ ０． ０３ ２０． ７１

杆菌肽 Ｂ１ Ｃ６５Ｈ１０１Ｎ１７Ｏ１６Ｓ Ｌ － Ｉｌｅ Ｌ － Ｉｌｅ Ｈ ４７０． ２５２２０ ４７０． ２５１７１ １． ０ ７０４． ８７４０８ ７０４． ８７３９２ ０． ２ １２． ４７

杆菌肽 Ｂ２ Ｃ６５Ｈ１０１Ｎ１７Ｏ１６Ｓ Ｌ － Ｖａｌ Ｌ － Ｉｌｅ ＣＨ３ ４７０． ２５２０１ ４７０． ２５１７１ ０． ６ ７０４． ８７４０２ ７０４． ８７３９２ ０． １ １４． ２９

杆菌肽 Ｂ３ Ｃ６５Ｈ１０１Ｎ１７Ｏ１６Ｓ Ｌ － Ｉｌｅ Ｌ － Ｖａｌ ＣＨ３ ４７０． ２５２０１ ４７０． ２５１７１ ０． ６ ７０４． ８７３９０ ７０４． ８７３９２ ０． ０３ １９． ４４

杆菌肽 Ｃ１ Ｃ６４Ｈ９９Ｎ１７Ｏ１６Ｓ Ｌ － Ｖａｌ Ｌ － Ｉｌｅ Ｈ ４６５． ５８００５ ４６５． ５７９８２ ０． ５ ６９７． ８６６２１ ６９７． ８６６１０ ０． ２ ６． ９１

杆菌肽 Ｃ２ Ｃ６４Ｈ９９Ｎ１７Ｏ１６Ｓ Ｌ － Ｉｌｅ Ｌ － Ｖａｌ Ｈ ４６５． ５８００２ ４６５． ５７９８２ ０． ４ ６９７． ８６６３９ ６９７． ８６６１０ ０． ４ １０． １１

杆菌肽 Ｃ３ Ｃ６４Ｈ９９Ｎ１７Ｏ１６Ｓ Ｌ － Ｖａｌ Ｌ － Ｖａｌ ＣＨ３ ４６５． ５８０１４ ４６５． ５７９８２ ０． ７ ６９７． ８６６３３ ６９７． ８６６１０ ０． ３ １１． ６８

杆菌肽 Ｅ Ｃ６３Ｈ９７Ｎ１７Ｏ１６Ｓ Ｌ － Ｖａｌ Ｌ － Ｖａｌ Ｈ ４６０． ９０７７８ ４６０． ９０７９４ ０． ３ ６９０． ８５８２８ ６９０． ８５８２７ ０． ０１ ５． ６１

杆菌肽 Ｆ Ｃ６６Ｈ９８Ｎ１６Ｏ１７Ｓ Ｌ － Ｉｌｅ Ｌ － Ｉｌｅ ＣＨ３ ４７３． ９０７６５ ４７３． ９０７８３ ０． ４ ７１０． ３５８２２ ７１０． ３５８１０ ０． ２ ３１． ８１

·０５·
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２． ２ 　 定量结果 　 按照兽药质量标准汇编（２０１３
年） ［１５］中杆菌肽预混剂的组分用液相色谱法测

定规定杆菌肽 Ａ 不小于 ３５％ ，杆菌肽（Ａ ＋ Ｂ１ ＋
Ｂ２ ＋ Ｂ３）不小于 ７０ ． ０％ ，杆菌肽（ Ｃ１ ＋ Ｃ２ ＋ Ｃ３）
不大于 ２０ ． ０％ ，杆菌肽 Ｆ 不大于 １３％ 。 本方法

通过紫外串联质谱检测器进行同时测定，通过紫

外归一化法计算各组分均符合兽药质量标准的

相关规定。 本方法以［Ｍ ＋ ３Ｈ］ ３ ＋ 测定各组分分

子离子的峰面积，尝试采用各组分的分子离子峰

面积与所有组分峰面积总和的占比进行质谱归

一化计算，结果表明与紫外归一化法测定结果较

一致，测定结果见表 ３。

图 ６　 杆菌肽 Ａ 结构通式

Ｆｉｇ ６　 Ｇｅｎｅｒａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ

·１５·



中国兽药杂志 ２０２２ 年 １ 月第 ５６ 卷第 １ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

图 ７　 杆菌肽各组分分子离子色谱峰（１）和紫外色谱峰（２）

Ｆｉｇ ７　 Ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ（１） ａｎｄ ＵＶ ｓｐｅｃｔｒｕｍ（２）

表 ３　 杆菌肽各组分质谱归一化与紫外归一化测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓａｕｌｔｓ ｏｆ ｎｏｒｍａｌｉｚａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｂｙ

ＤＡＤ ａｎｄ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

杆菌肽
组分

质谱峰
面积

紫外峰
面积

质谱归一
化法 ／ ％

紫外归一
化法 ／ ％

Ａ ３７５２４４６９７２２ ６３６０５ ５８． ２３ ６１． ７４

Ｂ１ ７５８９９１６６９８ ９６３５

Ｂ２ ６２７９８５１５７１ ９５５６

Ｂ３ ６０５０１９２０８３ １０４８２

３０． ９１ ２８． ８０

Ａ ＋ Ｂ ５７４４４４３００７４ ９３２７８ ８９． １４ ９０． ５４

Ｃ１ １２２７３３３６８６ １７５１

Ｃ２ １１５６８８４１０８ １５４９

Ｃ３ １０２２０８０２７６ １０１３

Ｃ ３４０００９０５８６ ５４３７

５． ２８ ５． ２８

Ｅ １９２９４３５０７ ／ ０． ３０ ０． ２１
Ｆ ４８６１０６ ／ ／ ／

组分总和 ６４４４４２４８３４３ １０３０２８ ／ ／

３　 讨　 论

３． １　 流动相的选择　 本方法比较了 ５０ ｍＭ 乙酸铵

溶液 －乙腈、含 ０． １％ 甲酸的水溶液 － 含 ０． １％ 甲

酸的乙腈溶液和含 ０． １％甲酸的水溶液 － 含 ０． １％
甲酸的甲醇 －乙腈（７５∶ ２５）溶液三种流动相体系，
发现在含有甲酸的流动相条件下，杆菌肽及其相关

物质的分离度更好，杆菌肽 Ｂ 在乙腈 － 乙酸铵体系

中分离率不高，见图 ８，因此，方法最终选用含

０ １％甲酸的水溶液 － 含 ０． １％ 甲酸的甲醇 － 乙腈

（７５∶ ２５）溶液的流动相体系。
３． ２　 多价态的选择　 杆菌肽是一种多肽类抗生素，
多肽类药物在质谱中会带有多个电荷，多价态加和离

子峰的存在是多肽类物质在质谱中呈现的一大特征。
杆菌肽各组分在质谱中除了有［Ｍ ＋Ｈ］ ＋ 峰，同时还有

［Ｍ ＋２Ｈ］２ ＋ 和［Ｍ ＋３Ｈ］３ ＋ 的加和离子峰，而且［Ｍ ＋

·２５·
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Ｈ］ ＋ 峰的质谱响应往往是最低的。 杆菌肽 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｅ
组分在质谱中以［Ｍ ＋３Ｈ］３ ＋ 分子离子峰的响应最强，
而杆菌肽 Ｆ 则以［Ｍ ＋２Ｈ］２ ＋ 分子离子峰的响应最强。
因为带多个电荷，因此多价态加和离子峰的同位素峰

也有一定的特征性。 通常情况下，目标化合物在质谱

中带 １ 个电荷，［Ｍ ＋Ｈ］ ＋ 就是质量数 ／电荷数即 ｍ／ ｚ，

杆菌肽会出现带２ 个电荷数，因此会出现（ｍ ＋２） ／ ２ 即

［Ｍ ＋２Ｈ］２ ＋ 的质荷比。 同样，带 ３ 个电荷的质荷比数

［Ｍ ＋３Ｈ］３ ＋ 就是（ｍ ＋３） ／ ３。 同位素峰的质荷比也是

同样的计算方法，因此，带 ２ 个电荷的同位素峰之间的

质荷比相差约 ０． ５ Ｄａ，带 ３ 个电荷的同位素峰之间的

质荷比相差约 ０． ３３ Ｄａ。

图 ８　 杆菌肽 Ｂ 在两种相体系中的分离效果（（１）：乙腈 －乙酸铵流动相体系；（２）：乙腈 －甲酸流动相体系；

（３）：甲醇乙腈 －甲酸流动相体系）

Ｆｉｇ ８　 Ｔｈｅ ｓｅｐｅｒａｔｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ Ｂ ｂｙ ｔｗｏ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ（（１）：Ａｃｎ － Ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ；

（２）：Ａｃｎ － Ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ；（３）：ＭｅＯＨ －Ａｃｎ － Ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ）

３． ３　 杆菌肽 Ｂ 杆菌肽 Ｃ 的结构验证　 杆菌肽组分

Ｂ 和 Ｃ 均存在同分异构体，对于 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３ 和 Ｃ１、
Ｃ２、Ｃ３ 的定位参考了张含智等［２］ 的报道，本方法结

合碎片分析对各同分异构体可进一步定性确证。
杆菌肽的结构通式见图 ６，不同的杆菌肽组分在 Ｘ
及 Ｙ 位点的氨基酸有所不同。 经质谱碎裂在 Ｙ 位

点的氨基酸肽键断裂产生氨基酸环的碎片，根据氨

基酸环 Ｘ 位点的不同，氨基酸区分出含 Ｌ － Ｉｌｅ 的碎

片 ８６９． ４６８２１ 和 ８５２． ４３６２６ 为 Ｂ１、Ｂ３ 和 Ｃ２，Ｘ 位点

上接 Ｌ － Ｖａｌ 的碎片 ８５５． ４４７１６ 和 ８３８． ４２０６１ 为

Ｃ１、Ｃ２ 和 Ｂ２。

杆菌肽结构中从左至右第一、第二个氨基酸分

别为 Ｌ － Ｌｅｕ 和 Ｌ － Ｇｌｕ，这两个氨基酸之间的肽键断

裂之后产生的碎片 １１１１． ５８９４７ 和 １０９７． ５７３８２，Ｌ －
Ｇｌｕ 与 Ｙ 位点氨基酸之间的肽键断裂进一步产生碎

片 ９８２． ５４６８８ 和 ９６８． ５３１２３ 均是带有 Ｙ 位点的特征

碎片，可用于区分 Ｂ１ 和 Ｂ２、Ｂ３。 同理杆菌肽 Ｃ 在这

两个肽键处断裂之后产生 １０９７． ５７３８２、１０８３． ５５８１７
和 ９６８． ５３１２３、９５４． ５１５５８ 的碎片，可以区分出 Ｃ３ 和

Ｃ１、Ｃ２。 通过这些实际产生的特征碎片结合碎裂机

理确证了 Ｂ 和 Ｃ 的同分异构体。 各同分异构体的特

征性碎片见表 ４，结构式见图 ９、图 １０、图 １１。

·３５·
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图 ９　 杆菌肽 Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３ 的特征碎片信息

（１）杆菌肽 Ｂ１ 特征碎片图；（２）杆菌肽 Ｂ２ 特征碎片图；（３）杆菌肽 Ｂ３ 特征碎片图；

Ｆｉｇ ９　 Ｔｈｅ ｄａｕｇｈｔｅｒ ｉｏｎｓ ｏｆ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ Ｂ１、Ｂ２ ａｎｄ Ｂ３

（１）Ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ Ｂ１ Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ；（２）Ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ Ｂ２ Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ；（３）Ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ Ｂ３ Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ

表 ４　 杆菌肽 Ｂ 和 Ｃ 的同分异构体产生的特征性碎片

Ｔａｂ ４　 Ｄａｕｇｈｔｅｒ ｉｏｎｓ ｐｒｏｄｕｃｅｄ ｂｙ ｉｓｏｍｅｒｓ ｏｆ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ

Ｂ ａｎｄ Ｃ

Ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ
ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ

Ｄａｕｇｈｔｅｒ ｉｏｎｓ

Ｋ Ｌ Ｍ Ｎ Ｐ１ Ｐ２ Ｑ１ Ｑ２ Ｇ Ｈ

Ｂ１ √ － √ √ － － － － － －

Ｂ２ － √ － － √ － √ － － －

Ｂ３ √ － － － － √ － √ － －

Ｃ１ － √ － － √ － √ － － －

Ｃ２ √ － － － － √ － √ － －

Ｃ３ － √ － － － － － － √ √

３． ４　 杆菌肽各组分在质谱中的响应　 本方法采用

二极管阵列检测器串联质谱检测器的形式对杆菌肽

各组分在质谱中的响应与紫外响应作了对比，通过

紫外归一化计算和质谱峰面积归一化计算发现，两

种计算结果偏差在 ０． ０１％ ～ ３． ５３％之间，表明杆菌

肽在二极管阵列检测器中的响应与在质谱检测器中

的响应成正比，且在质谱中的检测灵敏度更好，杂质

Ｅ 和 Ｆ 在紫外中几乎无响应，但在质谱中的响应仍

然明显。 《欧洲药典》９． ０ 版［９］、《英国药典》２０１７ 年

版［１０］及《美国药典》４０ 版［１１］中规定的主要成分为杆

菌肽 Ａ，有效活性成分为杆菌肽 Ａ、Ｂ１、Ｂ２、Ｂ３，杆菌

肽各组分在质谱中响应强度与活性程度成正比。
本研究表明，同时串联使用超高效液相色谱、

二极管阵列检测器与高分辨质谱检测器对复杂组

分原料药物分析具有十分重要的意义，可同时提供

光谱与质谱的定性定量数据，可在一定程度上减少

传统原料组分分析工作中所必须的分离纯化工作，
并能在已知化合物组分结构的前提下完成对各组

·４５·
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图 １０　 杆菌肽 Ｃ１、Ｃ２、Ｃ３ 的特征碎片信息

（１）杆菌肽 Ｃ１ 特征碎片图；（２）杆菌肽 Ｃ２ 特征碎片图；（３）杆菌肽 Ｃ３ 特征碎片图；

Ｆｉｇ １０　 Ｔｈｅ ｄａｕｇｈｔｅｒ ｉｏｎｓ ｏｆ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ Ｃ１、Ｃ２ ａｎｄ Ｃ３

（１）Ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ Ｃ１ Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ；（２）Ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ Ｃ２ Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ；（３）Ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ Ｃ３ Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｕｍ
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图 １１　 杆菌肽 Ｂ、Ｃ 碎片分子结构式（Ｋ：８６９． ４６８２１；Ｌ：８５５． ４４７１６；Ｍ：９８２． ５４６８８；Ｎ：１１１１． ５８９４７；Ｐ１、Ｐ２：９６８． ５３１２３；

Ｑ１、Ｑ２：１０９７． ５７３８２；Ｇ：９５４． ５１５５８；Ｈ：１０８３． ５５８１７）

Ｆｉｇ １１　 Ｄａｕｇｈｔｅｒ ｉｏｎｓ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅｓ ｏｆ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ Ｂ ａｎｄ Ｃ（Ｋ：８６９． ４６８２１；Ｌ：８５５． ４４７１６；Ｍ：９８２． ５４６８８；Ｎ：１１１１． ５８９４７；

Ｐ１、Ｐ２：９６８． ５３１２３；Ｑ１、Ｑ２：１０９７． ５７３８２；Ｇ：９５４． ５１５５８；Ｈ：１０８３． ５５８１７）
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分的归一化分析，而且从本研究结果看，质谱与紫

外所测定定量结果基本保持一致，验证了该方法的

合理性。
本方法建立了紫外串接四级杆 － 静电场轨道

阱高分辨质谱分析杆菌肽中的组分，检测灵敏度

高，特异性强，检测到杆菌肽中包括主成分在内的 ９
个组分。 根据母离子精确质量和二级碎片推测可

能的结构，并能确定组分中的同分异构体。 利用超

高效液相 －二极管阵列 － 串联四级杆静电场轨道

阱高分辨质谱检测和鉴定多组分药物的结构将会

有更广泛的应用。
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