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庆大霉素发酵液薄层色谱(TLC)分析方法研究
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摘要：通过对庆大霉素(GM)薄层色谱(TLC)检测体系进行优化，得出了最佳的制板条件，最佳

展开剂系统以及显色系统，并对该检测方法的重复性以及检测限进行了考察。最终将得到的最佳

检测体系应用到庆大霉素发酵液的检测中，成功实现了对发酵液主组分C，，Ch，C。(C。。+C2)的有

效分离检测，分离度及Rt值均达到要求。并且，通过对发酵液进行简单的纯化浓缩后，运用该检测

体系成功实现对10个组分的有效检测。另外，将该TLC体系与微生物效价检定法结合，可以较准

确地得到各组分的含量比，通过与HPLC检测结果进行比较，发现结果基本一致。该方法简单快

速，结果可靠，能满足发酵试验与生产中对成份需要快速检测的要求。
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Studies on Determination of Gentamicin Fermentation Broth by TLC
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Abstract：The optimum condition for the operation of TLC for gentamycin(GM)was obtained．

The detection limit，reproducib订ity were also investigated．Base on the optimized system，the

main components of GM(C1，Cl。and C2)were successfully separated．Both the resolution and

Rf were acceptable．The system was also used for the detection of components ratio combining

with titer test．The result was highly according to that of the HPLC．The method described here

was simple，rapid and reliable，and could further facilitate the GM research．
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庆大霉素(GM)是由绛红小单孢菌、棘孢小单

孢菌等发酵产生的多组分氨基糖苷类抗生素，由于

价廉，疗效可靠，目前已经成为氨基糖苷类抗生素

中的首选药。庆大霉素各组分在结构上很相近，根

据分子结构的差异可以分为庆大霉素C(包括C。。，

C。，C：。，C，等)、庆大霉素A(包括A，A，～A。)，庆大

霉素B，庆大霉素B。和庆大霉素X等。其中庆大

霉素C组为主组分，在发酵液中占60％～80％，是

杀菌力较强的广谱抗生素，目前在临床上被广泛使

用。而庆大霉素A、B、B。和X等抗菌活性相对较
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弱，但对原虫、蠕虫却有很好的效果[1]。由于组分

较多且结构相似，这给庆大霉素的检测带来了很大

的困难。目前的检测方法一般是针对C组分，而微

量组分的研究也越来越受到关注。主要检测方法

有HPLC、NMR、HPLC-ELSD等，而这些检测方法

通常用于如硫酸庆大霉素粉剂、针剂以及片剂等较

纯物质的分析，而且步骤烦琐，检测成本较高。在

发酵实验以及生产过程中，对发酵液的组分分析一

般要求快速，而且需要多次的重复检测，上述检测

方法无法满足。薄层色谱(TLC)是最早被开发用

于分析庆大霉素C组分的方法[3]，该方法操作简

便，检测成本低，主要问题在于色谱系统不稳定，展

开剂系统不成熟。针对这些问题，作者对TLC体

系进行了优化，对TLC体系的稳定性进行了考察，

成功实现对庆大霉素发酵液C组分的有效分离和

检测。将发酵液进行简单的纯化浓缩后还可以实

现对微量组分的有效检测，从而为全面研究庆大霉

素提供了便利。另外，通过对显色斑点的大小及颜

色等的综合考察，可以快速估算出组分比，结合微

生物检定法，则可以较准确地得到各组分的效价，

从而为筛选产高效低毒抗生素的高产菌株提供很

好的检测方法。由于C。与Cz。很难分开，一般合记

作C。，本文中均用C。代指C。+C。。。

1材料与方法

1．1材料与试剂

庆大霉素标准品：Sigma公司产品；庆大霉素发

酵液：作者所在实验室发酵所得；检验菌：短小芽孢

杆菌：无锡市药品检验所提供；薄层玻璃板，厚度

0．25 mm，规格10 cm×20 cm；微量进样器；牛津

杯；游标卡尺；硅胶G：化学纯，青岛海洋化工集团

出品；磷酸二氢钠、乙二胺四醋酸二钠、羧甲基纤维

素钠、碘、氯仿、甲醇、氨水：分析纯，均为国药集团

化学试剂有限公司产品。

1．2样品和标准品溶液的制备

TLC检测体系标准品液：精密称取标准品40

mg，加水2 mL，振荡使其溶解，制成20 mg／mL

的标准品溶液；HPLC检测体系标准品液：将标准

品溶液1适当稀释，制成2 mg／mL的标准品溶液；

样品溶液：将实验室所得发酵液进行预处理后，分

别取原液以及经离交纯化后的浓缩液作为样品溶液。

1．3薄层板的制备

取硅胶G适量，按照1：3的体积比例加入到

选择的溶液中，混合研磨调成糊状后，均匀分布在

玻璃板上，室温下放置晾干备用，临用前在105℃

条件下活化2 hc引。、

1．4展开系统配制

精确量取氯仿，甲醇，氨水(体积分数25％)，

按照不同的比例混合摇匀后，根据实验设计分取上

相。下相或混合液作为展开剂。

1．5显色剂的配制

显色剂1：碘蒸气；显色剂2：茚三酮溶液(1 g

茚三酮溶于体积分数95％乙醇50 mL和冰醋酸10

mL的混合溶剂)

1．6 TLC操作步骤

1．6．1 点样将标准液和样品溶液按一定顺序分

别点样在薄层板上。点样量按照实验计划从1灶L

到10弘L不等，点样量大时采取分次滴加，保证点

样扩散后其直径不超过3 mm。点样过程中用吹风

机使样品干燥。

1．6．2展层将点好样品的薄层板置于层析缸内

预饱和0．5 h，然后迅速放置展开剂中，上行法于

室温下展开，待展距约为15 cm的时候，取出在流

通空气中吹干或用电吹风在自然风档吹干。

1．6．3显色 碘蒸气显色：将展开完毕的板晾干

后，置碘蒸气中显色10～15 min。此时在层析板上

可见明显的棕色斑点；茚三酮显色：将展开完毕的

板在135℃下烘干20 min后放冷至室温，均匀地喷

洒10 mL新配的茚三酮溶液，再于135℃下加热15

min即可在白色的薄层板背景上显现清晰的鲜红

斑点。

1．7组分比测定

显色完毕后，以斑点中心为圆心，沿斑点边缘

做圆，然后用游标卡尺测量每个斑点的直径，结合

斑点的颜色深浅，估算出各组分的含量比。

1．8 HPLC分析

1．8．1 HPI。C系统 Beckman 118型HPLC仪，

色谱柱：20RBAX SB C18，5 pm 4．6 mm×250 mml

体积流量：1．0 mL／min，波长：330 nm，进样量：10

pL。

1．8．27方法 样品经邻苯二醛试剂衍生化，以V

(甲醇)：V(水)：V(甲酸)=74 t 21；5配制庚烷

磺酸钠溶液(4．0 g／L)为流动相。

1．9各组分效价检测

将显色完毕的薄板置于120℃烘箱中烘烤20

min，使碘挥发充分，用刀片轻轻地将标记好的斑点

区域刮下，分别移入已经编号的离心管中，加入5

mL 0．1 mol／L的硫酸溶液40℃水浴保温30 min，

后3 000 r／min离心10 min，吸取上清液用氢氧化

钠调至中性，最后加入pH 7．0的磷酸盐缓冲液10
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mL制成待测液，用微生物检定法测定效价。 中最终的R，值绘制成图2，进行对比分析。

2结果与讨论

2．1薄层板制备实验对比分析

为减少铺板操作对TLC结果的影响，笔者设

计以下几组对比实验，展距均为15 cm，实验结果见

表1，对各组实验中标准品C组分的展开结果见图

1。实验中展距均为15 cm。

表1 薄层制备实验的检测结果

Tab．1 Results of TIC preparation

结果表明，软板易粉化，给实验带来不便，而将

薄板制作成为径向板虽然可以改善分离效果，但点

样量少且斑点不规则，只能作为辅助手段。而当

CMC质量分数2％时操作及分离效果最好，且通过

添加磷酸二氢钠和乙二胺四醋酸二钠可以进一步

改善分离效果。所以确定最佳的铺板溶液组成(质

量分数／％)：羧甲基纤维素钠0．2；磷酸二氢钠5；

乙二胺四醋酸二钠0．1。

2．2展开系统及其分离效果

根据文献资料¨．10]，设计了如下10组试实验，

分析得到最佳的展开剂比例。每组标准品及样品

做3个平行，取平均值进行分析，实验中展距均为

15cm，结果见表2，将标准品C组分在各展开系统

O．3

掣O．2

0．1

0
A B C D E F G H

制板实验编号

图1制板实验中标准品的分离效果分析

Fig．1 Separation effect of different preparation methods

袭2不同展开系统的TLC结果

Tab．2 TLC results of different solvents
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续表2

O．7

O．6

O．5

寸O·4

O．3

O．2

O．1

由实验结果可以看出，在药典所采用的展开系

统(A系统)基础上，采用该系统的上相或混合液作

为展开剂，可以显著提高组分的R，值，但是分离情

况变得很差，组分连接为一个散大的斑点，说明B

或C展开系统仅适用于单一组分的快速定性检测。

从对比图上，还可以看出，在A展开系统的基础上，

同步提高或降低甲醇与氨水的含量均可以改善分

离效果，同时提高R，值，而在氯仿和甲醇的比例不

变时，提高氨水比例，虽然一定程度上会降低R，值，

但可以明显改善斑点散大的问题，这主要是因为，

当采用两种强溶剂与一种弱溶剂组成的三元混合

流动相时，溶剂强度由弱溶剂控制，而溶剂选择性

则由两强溶剂控制。

综合分析实验结果，作者认为F展开系统为最

佳的展开系统。

2．3显色剂的比较

通过对碘蒸气和茚三酮两个显色系统的对比，

发现采用碘蒸气显色，操作方便，时间短，显色效果

好，相比之下，茚三酮显色的操作较为复杂，烘干时

间以及喷洒的均匀程度不好掌握，从而影响显色结

果。所以，碘蒸气为最佳显色系统。

2．4重现性及最低检测限

2．4．1重现性取上述各供试品溶液，经个人和

不同人员按上述操作步骤多次试验，结果重现性很

好。取不同批次的发酵液进行试验，结果重现性也

很好。结果见图2(a)、(b)。

2．4．2 最低检测限 分别点样1．0，5．0，10．0，

15．0，20．0，25．0，30．0 pg的标准品溶液于同一薄

层板上，分别用l，2，⋯，7标记。同条件同法操作，

结果如图3(c)。

l 2 3

1为标准品；2，3为浓缩样品

(a)浓缩后的发酵液分析图

l 2 3 4

1，2为标准品；3。4为发酵液样品

(b)发酵液分析图

(c)检测限测定结果

图3 TLC检测结果

Fig．3 Analysis results of samples detecting by TLC
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由图可以看出，点样量1．0肛g时，斑点模糊，

肉眼辨别困难，而且在空气中很快退色，所以认为

该方法的最低检测限为1．0 tzg，但以点样量20．0

肛g的薄层展开效果最佳。

2．5对发酵液的检测分析

2．5．1 对发酵液原液的检测 采用出发菌株发

酵，对所得发酵液进行TLC检测，结果如图3(b)。

从图中可以看出，发酵液组分斑点与标准品有很好

的一致性，分离效果较好，而且还可以较清楚地看到

各组分的含量，为筛选优良出发菌株提供了方便。

2．5．2经离交浓缩后发酵液的检测 为了有效检

测庆大霉素发酵液中的微量组分，通过离交浓缩的

方法，将发酵液进行了适当的浓缩，然后再进行

TLC检测，结果如图3(a)。从图上可以看出，浓缩

后再用TLC进行检测，可以清楚地分出10个左右

的组分，斑点明显且分离效果好。这样，就为庆大

霉素微量组分的检测研究提供了方便。

2．6快速检测各组分比及效价

2．6．1 目测 在选育低毒高效优良菌株的过程

中，采用最佳TLC体系对发酵液进行分析，其检测

结果为C，，C，。，Q班点直径平方分别为15．5，9．1，

12．5；各组分比为C1：Cl。：C2=5；3；4。从结果

可以看出，综合考虑斑点直径和颜色，可以估算出

组分的含量比，从而为进一步的选育提供依据。

2．6．2 HPLC分析为了对2．6．1的检测进行验

证，又进行了HPLC检测，结果见图4和图5。

采用“面积归一法”计算庆大霉素的含量及组

分比。TLC检测结果为：C，，C，。，C2质量分数为

45．95％，18．34％，35．72％，C1 l Cl。l C2=5：3：

4。与HPLC检测结果具有很好的一致性，由于庆

大霉素在HPLC分析前，必须进行衍生化处理，操

作相对繁琐，所以，采用TLC检测更显方便实用，

尤其在发酵试验与工业生产中，在不要求精确定量

的情况下更是如此。

5

O 5 10 15 20 25 30 35 40 45

时问／min

图4 标准品HPLC分析图

Fie,．4 ItPLC profile for standard

趟
隔
靛
罂

图5发酵液的HPLC分析图

Fig．5 HPLC profile for culture broth

2．6．3各组分的效价检测 使用二剂量法生物效

价测定软件对数据进行处理，结果为TLC斑点洗

脱液中C。，C。。，C2效价分别为184．9037，

142．2853，279．2711 U／mL。从结果可以看出，虽

然C。组分的相对含量得到了提高，但效价还是没有

C：高，这主要是因为，虽然C。组分毒副作用小，不易

产生耐药性，但疗效不如C，。和C：组分疗效高，与文

献报道一致。由此看出，TLC结合生物检测法可以

较为简单准确地检测出各组分的生物效价，为GM

组分的研究提供了便利。

3 结 语

1)对各铺板体系最终的展层效果从分离度及

比移值等方面进行综合分析比较，含羧甲基纤维素

钠质量分数0．2％，磷酸二氢钠质量分数5％，和乙

二胺四醋酸二钠质量分数0．1％的溶液，与硅胶粉

按照3：1的比例混合研磨0．5 h后铺板，适合GM

组分的分离检测。

2)对各展开体系的检测结果进行分析发现，采

用F：V(氯仿)：V(甲醇)：V(质量分数25％的氨

水)一5：4：3，静置分层，上相饱和，下相展开，斑

点明显且圆整，比移值较大，分离效果好。

3)通过对两种显色剂的比较，碘蒸气显色操作

简单，斑点颜色明显，整体优于茚三酮显色。

4)确定最佳体系下，该试验方法的检测限为

1．0弘g。

5)用最佳体系对发酵液进行检测分析，可以实

现对GM主组分的分离检测，效果较好。通过将发

酵液进行离交浓缩后，在最佳体系下进行检测，可

以分离检测到10个左右的组分，分离效果较好。

6)在最佳体系下进行TLC检测，综合考虑斑点

直径与颜色，可以快速估算出GM C的组分比，与
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HPLC检测结果存在较好的一致性。同时，结合生物 效价检定法，可以较准确地得到主组分的效价。
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