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核磁共振技术在氨基糖苷类抗生素结构研究中的应用
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摘要:综合运用1HNMR、13CNMR、DEPT、1H-1HCOSY、HSQC和HMBC一维和二维核磁共振技术,详细对比研

究了依替米星、1,3-二-N-乙基庆大霉素C1a和1,6'-二-N-乙基庆大霉素C1a的结构特点,尤其是乙基所处不同氨基

位点对于邻近碳氢化学位移的影响,建立了一种快速、准确分析氨基糖苷类抗生素结构的方法。
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Abstract:ThestructurecharacteristicsofETM,1,3-di-N-ethylGMC1aand1,6'-di-N-ethylGMC1ahave
beencomparativelystudiedindetailbymeansof1Dand2DNMRtechnologiesincluding1HNMR,13C
NMR,DEPT,1H-1HCOSY,HSQCandHMBC.Inparticular,theeffectsonthechemicalshiftofneigh-
boringcarbonandhydrogeninfluencedbyethylgrouplocatedondifferentaminogroupswereinvestigated.
Arapidlyandaccuratelystructuralanalysismethodforaminoglycosideantibioticswasestablished.
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氨基糖苷类抗生素是目前应用最为广泛的一类广谱抗菌抗生素[1],其典型代表为庆大霉素(GM)及其

衍生物[2],结构如表1所示。其中庆大霉素C1a(GMC1a)由3个氨基糖苷构成,A环为加洛糖胺,B环为2-脱
氧链霉胺,C环为绛红糖胺。而依替米星(ETM)是GMC1a组分经乙基化修饰后,获得的一种半合成氨基糖

苷类抗生素,即1-N-乙基GMC1a,并获得了国家一类新药证书[3]。它是治疗呼吸道感染、肾脏、泌尿系统感

染、皮肤软组织感染等不可或缺的一类药物[4]。药理、毒理显示ETM具有抗菌谱宽、抗菌活性强,对耳和肾

的毒副作用小等优点,对革兰氏阴性菌和多数肠杆菌均有良好的抗菌作用,且与多种抗生素均有协同作

用[5],其临床应用的主要形式为硫酸依替米星[6]。
抗生素药品因生产菌种不同、发酵工艺可变性大、可控性低以及分离纯化工艺多种多样等特点,从而致
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使其纯度较全合成的化学药品低。此外,由于同系物、异构体和降解产物较多,且活性组分稳定性较差,进一

步导致了抗生素杂质的多样性和未知性[7-8]。因此,抗生素杂质的结构研究和控制是药品质量控制的重点和

难点。氨基糖苷类抗生素在其生产过程中,环上5个氨基位点均可与试剂作用得到具有不同生理活性的类

似结构,因此迫切需要建立一种快速、准确地分析和鉴定该类化合物结构的方法。刘军等[9]用碘对GMC1a
的3″-N位进行脱甲基化,获得了3″-N-脱甲基GMC1a,利用质谱法(MS)和1DNMR对其结构进行了分析和

测定;袁耀佐[10]等利用高效液相色谱-电喷雾-离子阱质谱法(HPLC-ESI-IT-MSn)对ETM中含有的13种杂

质的结构进行了推定。目前,文献报道多采用高效液相色谱质谱联用技术(HPLC-MS)对氨基糖苷类抗生

素中有关物质进行结构推定[11-17],鲜有综合利用各种 NMR技术来分析鉴定该类化合物及其相关杂质的

结构。

表1 氨基糖苷类抗生素的结构

Comp. R1 R2 R3

GMC1a H H H

ETM 7CH28CH3 H H

1,3-二-N-乙基GMC1a 7CH28CH3 9CH210CH3 H

1,6'-二-N-乙基GMC1a 7CH28CH3 H 7'CH28'CH3

本文综合运用1HNMR、13CNMR、DEPT、1H-1HCOSY、HSQC和HMBC等多种NMR技术对ETM、

1,3-二-N-乙基GMC1a和1,6'-二-N-乙基GMC1a的结构进行了详细的对比研究,在此基础之上建立了一种快

速鉴定氨基糖苷类抗生素结构的分析方法。

1 实验部分

1.1 仪器与试剂

BrukerAVANCE Ⅲ 300MHz全数字化核磁共振谱仪;分 析 用 电 子 天 平(METTLER TOLEDO
XS205),感量0.01mg。

ETM(99.6%)、1,3-二-N-乙基GMC1a(97.6%)和1,6'-二-N-乙基GMC1a(98.8%)均由常州方圆制药

有限公司提供;氘水(青岛腾龙),99.9%氘代。

1.2 实验步骤

1HNMR实验条件:激发脉冲角度30°;时域64K;谱宽20,中心位移6.175;探头温度20℃;弛豫时间

1s;累计采样16次。
13CNMR实验条件:激发脉冲角度30°;时域64K;谱宽238,中心位移99.989;探头温度20℃;弛豫时间

2s;累计采样1024次。
样品制备:分别精确称取20mgETM、1,3-二-N-乙基GMC1a和1,6'-二-N-乙基GMC1a,并转移至核磁管

中,各加入0.5mLD2O,完全溶解,采集NMR数据并处理谱图。
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2 结果与讨论

2.1 ETM 的结构研究

首先,通过1HNMR和13CNMR谱等常规1DNMR可以确定ETM化学结构中的特征位点。如甲基碳

(C7″,C6″,C8)和甲基质子(H7″,H6″,H8)的具体化学位移较易确定;通过DEPT谱可以确定ETM中唯一

的季碳(C4″)和其余碳的类型;对于仲碳,C5″是唯一的连氧仲碳,化学位移最大容易确认,但其余各个仲碳和

叔碳由于相近的化学环境,使得各个碳氢相互之间不易区分。尽管通过DEPT谱可以帮助确认连氧的异头

碳,但无法精确区分C1″和 C1'及与其相连的 H1″和 H1'。因此,无法精确解析彼此孤立的1H NMR和
13CNMR谱,需要借助如1H-1HCOSY、HSQC、HMBC谱等2DNMR进行综合分析。

其次,由HMBC谱知,δ101.3叔碳与 H5″具有远程相关关系,故可确定为C1″,则C1'也可确定,再由

HSQC谱确定H1″和H1'。通过HMBC谱发现,δ83.2叔碳与 H1″具有远程相关关系,可确定为C6;δ75.6
叔碳与H1'具有远程相关关系,可确定为C4;根据ETM的化学结构,则δ74.2叔碳为C5,再由 HSQC谱确

定H6、H4、H5。
最后,根据ETM的三环结构特征,1H-1HCOSY谱将质子划分为3个自旋体系(A、B、C环)。以A环

质子自旋体系为例,δ4.23质子与H1″偶合,可确定为H2″,同时H2″与δ3.47质子偶合,可确定为H3″。同样

地,综合1H-1HCOSY、HSQC和HMBC谱可以归属B环和C环其余的碳氢。谱图数据的详细归属见表2。

表2 依替米星的核磁共振数据(D2O)

No.
HSQC

δ(H)(J/Hz) δ(C)
1H-1HCOSY HMBC DEPT/(°)

1 3.52m 55.8 3.88,2.58,2.07 3.88,3.28,3.09,2.58,2.07 90

2 2.58m,2.07m 25.5 3.50,3.52 3.52,3.50 135

3 3.50m 48.41) 4.04,2.58,2.07 4.04,3.79,2.58,2.07 90

4 4.04t(9.6) 75.6 3.79,3.50 5.85,3.79,3.50,2.58,2.07 90

5 3.79t(8.8) 74.2 4.04,3.88 4.04,3.88 90

6 3.88t(9.2) 83.2 3.79,3.52 5.10,3.79,3.52,2.58,2.07 90

7 3.28m,3.09m 40.8 1.28 3.52,1.28 135

8 1.28t(7.2) 10.8 3.28,3.09 3.28,3.09 45

1' 5.85d(3.4) 93.9 3.51 4.04,2.02 90

2' 3.51m 48.41) 5.85,2.02 5.85,2.02,1.90,1.54 90

3' 2.02m 20.3 3.51,1.90,1.54 5.85,3.51 135

4' 1.90m,1.54m 25.3 4.12,2.02 3.21,3.04,2.02 135

5' 4.12m 65.8 3.21,3.04,1.90,1.54 5.85,3.21,3.04 90

6' 3.21dd(2.8,13.7),3.04m 42.5 4.12 4.12 135

1″ 5.10d(3.8) 101.3 4.23 3.98,3.48,3.88,3.47 90

2″ 4.23dd(3.6,10.9) 66.4 5.10,3.47 3.47 90

3″ 3.47d(10.8) 63.4 4.23 5.10,4.23,3.98,3.48,2.89,1.31 90

4″ - 69.7 - 3.98,3.48,3.47,2.89,1.31 -

5″ 3.98d(12.9),3.48d(10.8) 67.6 - 5.10 135

6″ 1.31s 20.6 - 3.98,3.48,3.47 45

7″ 2.89s 34.6 - 3.47 45

  1)谱峰重叠。

2.2 1,3-二-N-乙基GMC1a的结构研究

1,3-二-N-乙基GMC1a在化学结构上仅比ETM多出一个乙基,但GMC1a具有多个氨基位点,因此,第2
个乙基位置的确定是谱图解析和结构鉴定的关键。1,3-二-N-乙基GMC1a的HMBC谱显示支链亚甲基质子

·25·



第1期 李正义,等:核磁共振技术在氨基糖苷类抗生素结构研究中的应用*

H9与叔碳C3具有远程相关关系,由此可确定第2个乙基接在B环上3-N位置。其余碳氢的归属可仿照

ETM进行。谱图数据的详细归属见表3。

表3 1,3-二-N-乙基GMC1a的核磁共振数据(D2O)

No.
HSQC

δ(H)(J/Hz) δ(C)
1H-1HCOSY HMBC DEPT/(°)

1 2.70m 56.9 3.27,2.28,0.92 3.27,2.46,2.28,0.92 90

2 2.28m,0.92m 28.6 2.70,2.67 3.38,3.27 135

3 2.67m 55.2 3.38,2.28,0.92 3.62,3.38,2.69,2.28,0.92 90

4 3.38t(9.4) 83.8 3.62,2.67 5.18,3.62,2.67,2.28,0.92 90

5 3.62t(9.2) 74.6 3.38,3.27 3.38,3.27 90

6 3.27t(9.4) 85.4 3.62,2.70 4.91,3.62 90

7 2.46m 40.2 1.04 2.70,1.04 135

8 1.04t(7.3) 13.9 2.46 2.46 45

9 2.69m 39.9 1.02 2.67,1.02 135

10 1.02t(7.2) 13.6 2.69 2.69 45

1' 5.18d(3.5) 100.5 2.87 3.38 90

2' 2.87m 49.5 5.18,1.73,1.59 1.73,1.59 90

3' 1.73m,1.59m 25.5 2.87,171,1.42 5.18,3.80,1.71,1.42 135

4' 1.71m,1.42m 26.9 3.80,1.73,159 2.71,1.73,1.59 135

5' 3.80m 69.7 2.71,1.71,1.42 5.18,2.71 90

6' 2.71m 44.3 3.80 3.80 135

1″ 4.91d(4.0) 101.1 3.77 3.96,3.26,3.27,2.54 90

2″ 3.77dd(3.8,11.1) 69.1 4.91,2.54 2.54 90

3″ 2.54d(10.7) 63.2 3.77 4.91,3.77,3.26,2.48,1.15 90

4″ - 72.2 - 3.96,3.26,1.15 -

5″ 3.96d(12.5),3.26d(12.7) 67.8 - 4.91,1.15 135

6″ 1.15s 21.4 - 3.26,2.54 45

7″ 2.48s 36.6 - 2.54 45

2.3 1,6'-二-N-乙基GMC1a的结构研究

1,6'-二-N-乙基GMC1a与1,3-二-N-乙基GMC1a是同分异构体,只有一个乙基所处的氨基位点不同。1,

6'-二-N-乙基GMC1a的HMBC谱显示支链亚甲基质子 H7'与仲碳C6'具有远程相关关系,由此可确定第2
个乙基接在C环上6'-N位置。其余碳氢的归属可仿照ETM进行。谱图数据的详细归属见表4。

2.4 氨基糖苷类抗生素的结构对比研究

对比1,3-二-N-乙基GMC1a与ETM的13CNMR和1HNMR谱(图1和图2),1,3-二-N-乙基GMC1a分
子中3-N位接上乙基后,C3向低场发生较大移动,这是由于3-N位接上乙基后,降低了C3的电子云密度;与
ETM相比,1,3-二-N-乙基GMC1a中C环上的碳均不同程度地向低场移动,且C环上的质子也不同程度地

向高场移动,这可能是由于3-N位接上乙基后,致使3-N原子上电子云密度增大,而3-N原子在空间位置上

与C环比较接近,导致环上各个质子和碳的电子云密度分别增大和减小。此外,受C3影响,与其直接相连的

C4和C2因电子云密度减小而向低场移动。
同样1,6'-二-N-乙基GMC1a分子中6'-N位接上乙基后,C6'也向低场发生了较大移动;但是,与1,3-二-

N-乙基GMC1a相比,其3个环上的碳氢均未发生明显化学位移变化。首先,6'-N原子与C环相隔一个亚甲

基,6'-N原子和乙基在空间位置上均与C环主体相距较远,因此,6'-N原子上取代基的变化对于C环上的

碳氢的影响较弱;其次,乙基处在C环的外侧支链,与A环和B环均相距较远,不会引起环上碳氢的化学位

移变化。
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表4 1,6'-二-N-乙基GMC1a的核磁共振数据(D2O)

No.
HSQC

δ(H)(J/Hz) δ(C)
1H-1HCOSY HMBC DEPT/(°)

1 3.42m 55.7 3.68,2.49,1.84 3.68,3.17,3.00,2.49,1.84 90

2 2.49m,1.84m 25.6 3.42,3.40 3.42,3.40 135

3 3.40m 48.3 3.84,2.49,1.84 3.84,2.49,1.84 90

4 3.84t(7.3) 76.5 3.65,3.40 5.68,3.65,2.49,1.84 90

5 3.65t(8.8) 74.2 3.84,3.68 3.84,3.68 90

6 3.68t(6.7) 83.2 3.65,3.42 4.94,3.65,3.42,2.49,1.84 90

7 3.17m,3.00m 40.8 1.16 3.42,1.16 135

8 1.16t(7.5) 10.6 3.17,3.00 3.17,3.00 45

1' 5.68d(3.6) 94.9 3.39 3.84 90

2' 3.39m 48.5 5.68,1.87 5.68,1.87 90

3' 1.87m 20.2 3.39,1.78,1.48 5.68,3.39,1.78,1.48 135

4' 1.78m,1.48m 25.5 4.04,1.87 3.11,3.01,1.87 135

5' 4.04m 65.5 3.11,3.01,1.78,1.48 5.68,2.98 90

6' 3.11d(2.8,13.7),3.01m 50.0 4.04 4.04,2.98 135

7' 2.98m 43.6 1.14 3.11,3.01,1.14 135

8' 1.14t(7.5) 10.1 2.98 2.98 45

1″ 4.94d(3.8) 101.5 4.13 3.68,3.83,3.37,3.30 90

2″ 4.13dd(3.5,10.7) 66.2 4.94,3.30 3.30 90

3″ 3.30d(10.7) 63.3 4.13 4.94,4.13,3.83,3.37,1.20,2.79 90

4″ - 69.7 - 3.83,3.37,1.20 -

5″ 3.83d(12.7),3.37d(12.7) 67.7 - 4.94,1.20 135

6″ 1.20s 20.6 - 3.30 45

7″ 2.79s 34.4 - 3.30 45

图1 1,3-二-N-乙基 GMC1a、1,6'-二-N-乙基 GMC1a和

ETM的13CNMR对比图

  
图2 1,3-二-N-乙基 GMC1a、1,6'-二-N-乙基 GMC1a和

ETM的1HNMR对比图

3 结 论

综合运用1HNMR、13CNMR、DEPT、1H-1HCOSY、HSQC和 HMBC一系列1D和2DNMR波谱技

术,实现了ETM、1,3-二-N-乙基GMC1a和1,6'-二-N-乙基GMC1a的碳氢化学位移的精确归属。通过对3个

化合物的结构对比研究,建立了一种快速、准确分析氨基糖苷类抗生素结构的方法:①3-N和6'-N氨基位点

连接有乙基,其相连的碳原子C3和C6'会向低场发生较大移动,由此根据与氨基相连碳原子化学位移的变化

可以初步推测乙基或其他类似取代基团所处的氨基;②C环上碳向低场移动,质子向高场移动,则乙基处在

3-N位氨基上;A环上碳向低场移动,质子向高场移动,则乙基处在1-N位氨基上;B环上碳向低场移动,质
子向高场移动,则乙基处在2'-N位氨基上;A、B、C环上碳氢均未发生明显化学位移变化,则乙基处在6'-N
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位氨基上。由此可以快速、准确定位出乙基或其他类似取代基团所处环上的氨基位点。
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