
应⽤纪要

COVID-19研究经验：使⽤亲⽔作⽤⾊谱配
合兼容LC-MS的流动相分析阿奇霉素

Kenneth D. Berthelette, Thomas H. Walter, Nicholas J. Zampa, Jonathan E. Turner

Waters Corporation

需要帮助？  如需详细了解沃特世如何为您抗击新型冠状病毒肺炎(COVID-19)提供助
⼒，请联系  新型冠状病毒肺炎(COVID-19)疫情创新响应团队

http://www.waters.com
mailto:COVID19Response@waters.com
mailto:COVID19Response@waters.com
mailto:COVID19Response@waters.com


这是⼀份应⽤简报，不包含详细的实验部分。

摘要

 阿奇霉素是⼀种应⽤⼴泛的抗⽣素，在治疗病毒性呼吸道疾病⽅⾯取得了⼀些成功。  由于出现COVID-19⼤流

⾏疫情，有关⼈员决定对阿奇霉素（联合或不联合其它药物）是否能治疗不同患者⼈群的COVID-19展开研究

。在早期临床研究的推动下，沃特世开始研究改进后的阿奇霉素分析⽅法。现⾏USP专论中针对阿奇霉素的分

析⽅法是采⽤含有磷酸钾缓冲液的流动相以及各种⾊谱柱填料（从典型的L1填料到更为特殊的固定相）。专论

中提供的起始条件⾮常有⽤，⽽使⽤兼容MS的流动相更能提⾼通⽤性。亲⽔作⽤⾊谱(HILIC)与反相分离条件

相辅相成，有助于获得出⾊的分离效果。

优势

与引⽤的反相分离相⽐，具有对称的窄峰■

⾼强度MS信号，得益于使⽤了有机溶剂浓度⾼的流动相■

简介

阿奇霉素（⼀种⼴泛使⽤的抗⽣素）和其它⼤环内酯类抗⽣素（例如克拉霉素）在治疗病毒性呼吸道疾病（包

括流感）⽅⾯取得了⼀些成功1,2。因此，相关组织启动临床研究，考察阿奇霉素（联合或不联合其它药物）作

为SARS-CoV-2感染患者的潜在治疗药物所发挥的效果3,4。⽬前虽然继续在某些COVID-19患者⼈群中进⾏⼀

些阿奇霉素试验，但已取消⾄少⼀项在住院患者中研究阿奇霉素与羟氯喹联合⽤药的试验5。

即便如此，虽然相关组织在COVID-19⼤流⾏疫情的早期阶段积极开展了阿奇霉素的临床研究，我们仍考察了

新的分析⽅法，以⽀持改善分析性能的潜在需求。我们考察了不同分析条件，以便对阿奇霉素进⾏最佳分离和

表征。在HILIC模式下，使⽤通⽤筛选条件和ACQUITY UPLC BEH Amide⾊谱柱成功完成了阿奇霉素分析。与

常⻅的反相LC条件相⽐，在HILIC条件下获得了更窄、更对称的峰形以及⾼强度MS信号6。在⽣物分析应⽤中

分析低浓度化合物时，这种性能⾮常有利。

⽆论阿奇霉素是否⽤于新型冠状病毒的治疗，这种新型分析⽅法总体上对于阿奇霉素均有⽤，在⽣物分析应⽤

中可进⾏部分转移，⽤于需要低浓度分析的类似治疗药物分⼦。



结果与讨论

阿奇霉素购⾃Sigma-Aldrich，使⽤95:5⼄腈/⽔稀释⾄5 μg/mL。使⽤ACQUITY UPLC BEH Amide⾊谱柱

(2.1 x 50 mm, 1.7 μm)与甲酸铵(10 mM pH 3.0)流动相在配备Xevo TQD质谱仪的ACQUITY UPLC H-Class系

统上进⾏分析。分离所采⽤的梯度⽅法如下。等度保持95:5⼄腈/⽔ 1 min，然后在7 min内以线性梯度将⽔的

⽐例提⾼⾄70%。之后将⾊谱柱重新平衡⾄起始条件供下⼀次进样使⽤。整个梯度过程中流动相pH和离⼦强

度保持不变。进样体积1 μL，流速0.5 mL/min。⾊谱柱温度设定为30 °C。采⽤正离⼦电喷雾电离法检测阿奇

霉素，并对以下m/z通道进⾏多重反应监测：749->591和749->1584。

下⽅⾊谱图展⽰了阿奇霉素的检测结果，获得了出⾊的对称窄峰。在所述的测试条件下，分析物在⽔性流动相

⽐例约为30%时流出，该⽅法可进⼀步优化。此外，由于保留性能好，分析物不会与未保留的基质化合物（常

引起MS灵敏度问题）共流出。相较于引⽤的反相⽅法，本⽅法获得了更清晰的峰形，有助于降低检测限，这

⼀点对于⽣物样品分析⾮常重要。此外，相较于反相分离⽅法，HILIC⽅法中使⽤的⾼有机溶剂浓度流动相还

能够提⾼MS灵敏度。



结论

⽆论阿奇霉素是否可⽤于治疗COVID-19，对其进⾏可靠、稳定的分析在⽣物分析应⽤中均很重要。反相LC虽

然已经能够成功分析阿奇霉素，但采⽤HILIC法仍具有多项优势。⾸先，HILIC能够很好地保留极性分析物，因

此有助于实现⽅法优化，⽽反相应⽤则主要局限于⽔性或弱极性流动相。此外，HILIC采⽤的⾼有机溶剂浓度

流动相还能够提⾼MS应⽤的灵敏度，从⽽更好地检测⽣物分析⼯作流程中常⻅的低浓度分析物。随着科学家

持续加深对阿奇霉素的研究，此类⽣物分析⼯作流程变得越来越重要。⽽HILIC是使分析⼈员拥有上述优势最

简单的途径。
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