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辅助生殖培养液是人类辅助生殖技术（ART）中胚

胎体外培养所必需的，其可为配子和受精卵提供生存

和发育的能量组分。不同阶段使用培养液的质量会直

接影响ART的成功率，故应密切关注该类产品中各组

分的质量安全［1］。庆大霉素为氨基苷类广谱抗菌药物，

对革兰阳性菌和革兰阴性菌都有效［2］，在辅助生殖培养

液中常用来避免细菌感染［3］。目前，已知庆大霉素临床

的毒性包括耳毒性［4 - 6］、肾毒性［7］、肾清除能力下降［8］
等。在胚胎毒性方面，也有研究发现高浓度庆大霉素会

导致斑马鱼的胚胎存活率和畸形率发生显著变化［9］。由
于辅助生殖培养液的组分复杂，基质效应影响较大，目

前尚无相关研究该类产品中庆大霉素含量的测定方

法。因此，建立一种准确、高效的检测方法对其进行质

量控制非常必要。庆大霉素是一种以C组分为主的多组

分混合物［10］，临床使用的庆大霉素主要由 C1，C1a，C2，
C2a 4种主要有效组分组成［11］，它们的差异主要表现在

绛红糖胺C - 6位上的甲基化程度不同［12 - 13］。目前，庆

大霉素的含量测定方法主要有微生物法［14 - 15］、酶联免

第一作者：赵丹妹，女，硕士，主管技师，研究方向为无源医疗器械和高分子生物材料的化学性能，（电子信箱）danmei_zhao@126. com。
△通信作者：柯林楠，女，硕士，主任技师，研究方向为无源医疗器械的化学性能和标准化，（电子信箱）kelinnan@sina. com。

反相离子对色谱法测定辅助生殖培养液中庆大霉素含量反相离子对色谱法测定辅助生殖培养液中庆大霉素含量
赵丹妹 1，李 柚 2，康海华 1，冷昕洋 3，刘振齐 1，柯林楠 1△

（1. 中国食品药品检定研究院，北京 102627； 2. 瑞士万通中国有限公司，北京 100101； 3. 中国人民解放军

联勤保障部队第九六二医院，黑龙江 哈尔滨 150001）
摘要摘要：：目的 建立测定辅助生殖培养液中庆大霉素含量的反相离子对色谱法。方法 辅助生殖培养液样品采用 WCX固相萃取小柱富

集、净化法进行前处理。色谱柱为 Apollo C18 柱（250 mm × 4. 6 mm，5 µm），淋洗液为水（含 0. 7% 三氟乙酸、0. 025% 五氟丙酸、

0. 2%NaOH，pH 为 2. 6）- 乙腈（50∶3，V / V），检测器为柱后加碱 - 脉冲安培检测器，以外标法定量。结果 庆大霉素 C1，C1a，C2，C2a的
质量浓度分别在 0. 550～10. 996 µg / mL、0. 526～10. 512 µg / mL、0. 584～11. 688 µg / mL、0. 356～7. 124 µg / mL 范围内与峰面积线

性关系良好（r > 0. 999 5，n = 6）；检测限为 0. 201 6 µg / mL，定量限为 0. 672 2 µg / mL；回收率为 92. 66%～99. 82%，RSD < 5%（n = 6）。

精子冷冻液中未检出庆大霉素，颗粒细胞去除液、玻璃化解冻液、全程培养液、精子密度梯度分离液、精子制动液中庆大霉素的含量分

别为 17. 54，12. 60，15. 08，9. 26，11. 12 µg / mL（n = 6）。结论 该方法前处理简单，无须衍生化处理，简便高效，灵敏度高，重复性好，

可用于多种辅助生殖培养液中庆大霉素的检测。
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AbstractAbstract：：Objective To establish a reversed phase ion pair chromatography method for the content determination of gentamicin in
the assisted reproductive culture medium. Methods The assisted reproductive culture medium samples were pre - treated by the
WCX solid - phase extraction column enrichment and purification method. The chromatographic column was Apollo C18 column
（250 mm × 4. 6 mm，5 µm），and the eluent was water（containing 0. 7% trifluoroacetic acid，0. 025% pentafluoropropionic acid，
0. 2% NaOH，pH 2. 6） - acetonitrile（50∶3，V / V），the detector was the post - column alkali - pulse amperometric detector，and it
was quantified by the external standard method. Results The linear ranges of gentamicin C1，C1a，C2，and C2a were 0. 550 - 10. 996 µg / mL，
0. 526 - 10. 512 µg / mL，0. 584 - 11. 688 µg / mL，and 0. 356 - 7. 124 µg / mL（r > 0. 999 5，n = 6），respectively. The limit of
detection was 0. 201 6 µg / mL，and the limit of quantification was 0. 672 2 µg / mL. The recoveries of gentamicin C1，C1a，C2，and C2a
were in the range of 92. 66% - 99. 82%，with RSDs < 5%（n = 6）. Gentamicin was not detected in the sperm cryopreservation
solution. The content of gentamicin in the granular cell removal solution，vitrification thawing solution，whole process culture solution，
sperm density gradient separation solution，and sperm braking solution was 17. 54，12. 60，15. 08，9. 26，and 11. 12 µg / mL（n = 6），

respectively. Conclusion The method is simple，efficient，highly sensitive，and reproducible with simple pre - treatment，and no need
for derivatization，which can be used for the content determination of gentamicin in various assisted reproductive culture media.
Key wordsKey words：：reversed phase ion pair chromatography；pulse amperometric detection；assisted reproductive culture medium；gentamicin；
content determination
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疫吸附试验（ELISA）法［16］、柱前衍生化 - 高效液相色

谱（HPLC）法、HPLC - 蒸发光散射检测器（ELSD）
法［17 - 18］、间接分光光度法［19］、旋光法［20］等。但这些方

法衍生化过程烦琐、测试样品要求受限制、不能获得各

主要组分的含量，不适用于辅助生殖培养液中庆大霉

素的含量测定。本研究中采用固相萃取技术处理辅助

生殖培养液样品，采用柱后加碱 - 反相离子对色谱 -
脉冲安培检测法测定颗粒细胞去除液、玻璃化解冻液、

全程培养液、精子冷冻液、精子制动液、精子密度梯度

分离液 6种样品中庆大霉素的含量，为辅助生殖培养液

产品在临床前的注册检验和上市后质控中庆大霉素的

定性定量提供参考。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

940 Professional IC Vario TWO / SeS / PP型离子色

谱仪（瑞士Metrohm公司，配有安培检测器）；CP225D型

电子天平（德国 Sartorius公司，精度为 0. 000 1 g）；pH计

（瑞士Mettler Toledo公司）；WCX固相萃取小柱（美国

Waters公司）。

1. 2 试药

三氟乙酸、乙腈（色谱纯，美国Honeywell公司）；氢

氧化钠（优级纯，德国Merck公司）；98%五氟丙酸（东京

化成工业株式会社）；水为超纯水（电阻 > 18. 2 MΩ·cm）；

庆大霉素对照品（批号为 130326 - 201716，637 U / mg，
分别含15. 9% C1、15. 2% C1a、16. 9% C2、10. 3% C2a），西索

米星对照品（批号为130635 - 202102，含量按C19H37N5O7
计为59. 8%），均购自中国食品药品检定研究院。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件与系统适用性试验

色谱柱：Apollo C18柱（250 mm × 4. 6 mm，5 µm）；

柱温：35 ℃；淋洗液：水 - 乙腈（50∶3，V / V，1 L纯化水

中 加 7 mL 三 氟 乙 酸 、0. 25 mL 五 氟 丙 酸 、4 mL
50%NaOH溶液调 pH至 2. 6，混匀，再加 60 mL乙腈）；淋

洗液流速：1. 0 mL / min；柱后加碱溶液：0. 5 mol / L
NaOH溶液；柱后加碱溶液流速：0. 3 mL / min；模式：积

分脉冲安培；范围：200 µA；检测器温度：35 ℃；进样量：

50 µL。在此色谱条件下，系统适用性溶液中庆大霉素

C1a，C2，C2a，C1的托尾因子为1. 049～1. 133，分离度大于

1. 5，保留时间和峰面积的 RSD均小于 2. 0%。色谱图

见图1。
2. 2 样品前处理与溶液制备

样品前处理：WCX固相萃取小柱使用前分别用3 mL
水和 3 mL甲醇活化，加 1 mL辅助生殖培养液，先用

3 mL水冲洗、弃去，之后用三氟乙酸 -甲醇 -水（1∶6∶
100，V / V / V）2 mL洗脱，收集洗脱液，经 0. 22 µm有机

滤膜滤过，待离子色谱仪分析。

对照品溶液：取庆大霉素对照品适量，精密称定，

加水溶解成系列浓度的对照品溶液，现用现配。每个组

分的含量按对照品标签中的百分含量进行计算。

系统适用性溶液：取庆大霉素对照品和西索米星

对照品各适量，加水溶解，制成庆大霉素、西索米星质

量浓度分别为50，10 µg / mL的系统适用性溶液。

2. 3 方法学考察

线性关系考察与检测限、定量限确定：取 2. 2项下

庆大霉素对照品溶液，加水制成系列标准工作溶液，以

标准工作溶液中每个组分的质量浓度（X，µg / mL）为横

坐标、该组分的定量离子峰面积（Y）为纵坐标进行线性

回归。结果见表 1，表明庆大霉素各组分的质量浓度与

峰面积线性关系良好。以庆大霉素C组分中含量最低的

C2a计，以确保其中各C组分均被检出，以C2a色谱峰信噪

比（S / N）分别为3和10时的质量浓度确定该方法的检测

限和定量限。结果庆大霉素的检测限为0. 201 6 µg / mL，
定 量 限 为 0. 672 2 µg / mL；C2a 组 分 的 检 测 限 为

0. 020 8 µg / mL，定量限为0. 069 2 µg / mL。
表1 线性关系考察结果（n = 6）

Tab. 1 Results of the linear relation test（n = 6）

庆大霉素组分

C1
C1a
C2
C2a

回归方程

Y = 1. 116 85 X - 7. 784 87
Y = 0. 878 349 X - 10. 964 8
Y = 0. 824 974 X - 7. 800 41
Y = 1. 075 98 X - 4. 917 77

r

0. 999 6
0. 999 9
0. 999 9
0. 999 8

线性范围（µg / mL）
0. 550～10. 996
0. 526～10. 512
0. 584～11. 688
0. 356～7. 124

加样回收试验与精密度试验：以精子制动液作为

研究对象，以外标法进行定量。向样品中分别加入质量

浓度为 8. 43，16. 47，24. 13 µg / mL的对照品溶液，每个

水平平行试验 6次，按 2. 1项下色谱条件进样测定。结

果见表2，表明仪器精密度和方法准确度均良好。

2. 4 样品含量测定

取 6种辅助生殖培养液（颗粒细胞去除液、玻璃化

解冻液、全程培养液、精子冷冻液、精子密度梯度分离

液、精子制动液），按 2. 2项下方法对样品进行前处理，

按 2. 1项下色谱条件进样测定 6次，按外标法计算含

量。结果见表 3。离子色谱图见图 2，可见，不同辅助生殖

I / nA
5 400
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5 000
4 800
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4 400
4 200
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1. 庆大霉素C1a 2. 庆大霉素C2 3. 庆大霉素C2a 4. 庆大霉素C1
图1 系统适用性溶液离子色谱图

1. Gentamicin C1a 2. Gentamicin C2 3. Gentamicin C2a 4. Gentamicin C1
Fig. 1 Ion chromatogram of the system suitability solution
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培养液中庆大霉素C1a，C2，C2a，C1的出峰时间有差异，这

是由于仪器状态、试验时间不一致所致，但均与标准品

比对，确认为同一成分。

3 讨论

3. 1 色谱条件选择

庆大霉素的结构中同时含有氨基和羟基，极性非

常强，在硅胶键合十八烷基色谱柱（简称C18柱）上的保

留较弱。而在适宜的 pH条件下，庆大霉素的各组分及

杂质分子和一些氟化试剂通过形成不同的疏水性离子

对化合物在 C18柱上被保留的强弱来实现分离［21 - 22］。
2023年版《美国药典》中采用反相离子对色谱 -脉冲安

培检测法测定庆大霉素中各组分的相对含量，该方法

无流动相约束，适用范围广，无须衍生化，仅对电化学

物质有响应，可避免其他干扰［23］。为此，建立 2. 1项下

色谱条件进行分析发现，该方法可满足辅助生殖培养

液中庆大霉素各组分的准确定量分析。

3. 2 样品前处理条件优化

前处理方法：辅助生殖培养液中含葡萄糖、蛋白质

等干扰物，净化不充分会严重影响目标物的检测效果，

甚至污染色谱柱和仪器。在前处理方法的选择中，分别

使用超滤离心法和WCX固相萃取小柱净化法对样品进

行前处理，比较目标物的检测效果。试验结果表明，前

者色谱图中待测物附近有干扰物质，影响目标物的定

量分析；后者待测物峰形良好且无干扰，可实现准确、

定量分析。WCX是以大孔PS / DVB为基质、经羧酸修饰

的混合型弱阳离子吸附剂，其苯环有较强的疏水作用，

羧基提供了弱阳离子交换的能力，可有效净化辅助生

殖培养液中蛋白质等物质。故本研究中采用WCX固相

萃取小柱对样品进行前处理。

洗脱液：为考察洗脱液配比对WCX固相萃取小柱

洗脱辅助生殖培养液中庆大霉素效果的影响，洗脱液
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G
1. 庆大霉素C1a 2. 庆大霉素C2 3. 庆大霉素C2a 4. 庆大霉素C1
A. 混合对照品溶液 B. 颗粒细胞去除液 C. 玻璃化解冻液

D. 全程培养液 E. 精子冷冻液 F. 精子密度梯度分离液

G. 精子制动液

图2 不同辅助生殖培养液的离子色谱图
1. Gentamicin C1a 2. Gentamicin C2 3. Gentamicin C2a 4. Gentamicin C1
A. Mixed reference solution B. Granular cell removal culture medium
C. Vitrification thawing solution D. Whole process culture medium

E. Sperm cryopreservation solution F. Sperm density gradient separation
solution G. Sperm braking solution

Fig. 2 Ion chromatograms of different assisted reproductive media

表2 精子制动液的加样回收试验和精密度试验结果（n = 6）
Tab. 2 Results of the recovery test and precision test（n = 6）

样品含量（µg / mL）
11. 12
11. 12
11. 12

加入量（µg / mL）
8. 43
16. 47
24. 13

测得量（µg / mL）
19. 12
27. 56
33. 48

回收率（%）

94. 90
99. 82
92. 66

RSD（%）

3. 96
2. 52
3. 10

表3 不同辅助生殖培养液中庆大霉素含量测定结果（n = 6）
Tab. 3 Results of the content determination of gentamicin in

different assisted reproductive culture media（n = 6）

辅助生殖培养液

颗粒细胞去除液

玻璃化解冻液

全程培养液

样品含量

（µg / mL）
17. 54
12. 60
15. 08

RSD
（%）

2. 84
2. 43
0. 81

辅助生殖培养液

精子冷冻液

精子密度梯度分离液

精子制动液

样品含量

（µg / mL）
-
9. 26
11. 12

RSD
（%）

-
1. 07
2. 52

注：- 为未检出。

Note：- refers to not detected.
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三氟乙酸 -甲醇 -水分别制备 2种不同配比（1∶6∶100，
1∶12∶100，V / V / V），按 2. 2项下方法处理精子制动液，

同时分别加入质量浓度为 8. 43，16. 47 µg / mL的对照

品溶液考察回收率；之后分别用 2种洗脱液再次洗脱处

理过精子制动液的WCX固相萃取小柱，考察对样品和

加标品的洗脱效果。结果2种洗脱液的洗脱效果相当，样

品和加标品中的庆大霉素在WCX固相萃取小柱中均有

微量残留（残留量 < 1. 2 µg / mL），但洗脱液为前者时的

加标品回收率在80%～120%范围内，准确度较好。故本研

究中洗脱液选择三氟乙酸 -甲醇 -水（1∶6∶100，V / V / V）。
洗脱液体积：WCX固相萃取小柱使用前分别用

3 mL水和 3 mL甲醇活化，加入 1 mL样品时先用 3 mL
水冲洗、弃去；之后使用三氟乙酸 - 甲醇 - 水（1∶6∶
100，V / V / V）洗脱，收集洗脱液，0. 22 µm有机滤膜滤

过后直接进样测定。针对未添加庆大霉素的空白基质

液、培养液和解冻液样品，分别尝试使用 1，2，3 mL洗脱

液洗脱小柱并做加标回收试验验证。结果 1 mL空白基

质中，庆大霉素加标至 40 µg / mL，均可用 1，2，3 mL洗
脱液完全洗脱；1 mL培养液样品中，庆大霉素需2 mL以
上洗脱液方可完全洗脱；解冻液样品与培养液中，庆大

霉素需 2倍样品量以上的洗脱液方可完全洗脱。解冻液

中葡萄糖和蛋白质的含量较高，推测基体中葡萄糖和

蛋白含量更高，庆大霉素的洗脱更难。可见，基体对样

品中庆大霉素的洗脱影响较大，空白基体中加标 1∶1可
完全洗脱，非空白基体中的庆大霉素需 2倍样品量以上

的洗脱液方可完全洗脱。

3. 3 方法评价

本研究中建立的方法操作简便、结果准确，可避免

辅助生殖培养液产品基质效应的干扰，能满足多种辅

助生殖培养液中庆大霉素含量测定的要求。
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