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反应试剂和条件: a) TsCl (1.5 eq), Me2N(CH2)6NMe2 (1.5 eq), MeCN, -15 ℃ , 1 h, 再20 ~ 25 ℃; b) TsCl (1.5 eq), TMEDA (1.5 eq), LiCl (1.5 eq), 
MeCN, 0 ~ 5 ℃ , 1 h, 再20 ~ 25 ℃ , 1 h; c) PhMgBr (3 eq), ZnCl2 (3 eq), [Pd(dppb)Cl2] (2 mol%), MeCN/THF (2 : 3), 60 ~ 65 ℃, 2 h; d) PhMgBr 
(2 eq), ZnCl2 (2 eq), Pd(OAc)2 (1 mol%), dppb (2 mol%), THF, 60 ~ 65 ℃ , 2 h; e) p-(MeO)C6H4MgBr (2 eq), ZnCl2 (2 eq), Pd(OAc)2 (1 mol%), 
dppb (2 mol %), THF, 60 ~ 65 ℃ , 2 h; f) p-(MeO)C6H4MgBr (3 eq), ZnCl2 (3 eq), [Pd(dppb)Cl2] (2 mol %), MeCN/THF (2 : 3), 60 ~ 65 ℃, 2 h
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I therefore chose with much enthusiasm “Discovery and 
Development of New Organic Synthetic Reactions Catalyzed by 
Transition Metals” as the central topic of my life-long research 
projects.

---- Ei-ichi Negishi
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(Z)-Flupentixol (8) was separated via a new method with a purity of 99.9% and a yield of 29.6%,
and the separation method has been patented and authorized in 2009.
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Compound 4 was protected by acetic anhydride which can 
avoid the production of self-condensation impurities of 4.

Pemetrexed dialanine which has more stable property was 
obtained with a purity of 99.5% and an overall yield of 69% .
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According to the preparation idea that ester ligand was coordinated before the hydrolysis, the 
sonosensitizer DEG was firstly synthesized with a purity of 95.2% and an overall yield of 73.1%.
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Tircin was prepared by a new method with a total yield of 74.1%, and 
the method for preparing tircin from 4 has not yet been reported in literature.
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达托霉素 (daptomycin，1) 是自玫瑰孢链霉菌

(Streptomyces roseosporus) 发酵液中提取得到的一

收稿日期：2018-09-18
作者简介：郭朝江(1976—)，男，高级工程师，从事生物药的研究

与开发。

E-mail：guo_cj777@sina.com
通信联系人：张贵民(1969—)，男，研究员，从事药物的研究与开

发。

Tel：0539-5030319
E-mail：lunanzhangguimin@163.com

达托霉素的分离纯化工艺

郭朝江，王  蒙，刘  忠，李春利，张贵民*
(鲁南制药股份有限公司，山东临沂 273400)

摘要 ：联合应用反相色谱树脂和离子交换树脂分离纯化达托霉素，比较各树脂的载样量、累积洗脱回收率和纯化倍数确定树脂

型号。依次采用 LP20MM 反相色谱树脂、NM-Q 离子交换树脂和 XT-30 反相色谱树脂进行分离纯化，纯化工艺参数：将粗分

离发酵液上样于 LP20MM 反相色谱树脂柱，用 10％乙腈溶液洗脱，收集达托霉素纯度大于 80％的洗脱液，上样于 NM-Q 离

子交换树脂柱，用 10 g/L 氯化钠溶液洗脱，收集达托霉素纯度大于 90％的洗脱液，上样于 XT-30 反相色谱树脂柱，用 50％乙

醇 (含乙酸铵 40 mmol/L) 溶液洗脱，收集达托霉素纯度大于 99％的洗脱液，经纯化后达托霉素的纯度达到 99.3％，纯化收率

为 57.5％。

关键词：达托霉素；分离；纯化；反相色谱树脂；离子交换树脂

中图分类号：TQ465     文献标志码：A     文章编号：1001-8255(2019)04-0-05

DOI：10.16522/j.cnki.cjph.2019.04.008

Separation and Purification Process of Daptomycin

GUO Chaojiang, WANG Meng, LIU Zhong, LI Chunli, ZHANG Guimin*
(Lunan Pharmaceutical Co., Ltd., Linyi 273400)

ABSTRACT: The separation and purification of daptomycin was processed by the reversed-phase chromatographic 
resins in combination with ion-exchange resins. The parameters including loading capacity, cumulative elution recovery 
and purification fold was compared to confirm the optimal resins. The LP20MM reversed-phase chromatographic resin, 
NM-Q ion-exchange resin and XT-30 reversed-phase chromatographic resin were used respectively. The parameters of 
the purification process were listed as follows. The pre-treatment broth was loaded into the LP20mm reversed-phase 
chromatographic resin column and eluted with 10％ acetonitrile aqueous solution to collect the fractions with the purity 
more than 80％. The resulted elutes were purified by NM-Q ion-exchange resin column with 10 g/L NaCl aqueous 
solution as the eluent, then the fractions with the purity greater than 90％ were collected. The elutes were further purified 
by XT-30 reversed-phase chromatographic resin column and washed with 50％ ethanol aqueous solution(containing 
40 mmol/L ammonium acetate) to collect the fractions with purity over 99％. The final purity of daptomycin was 99.2％ 
with the total yield of 57.5％.

Key Words: daptomycin; separation; purification; reversed-phase chromatographic resin; ion-exchange resin

种环酯肽类抗生素 [1]。1 具有新颖的化学结构，能

在多个方面破坏细菌细胞膜的功能，迅速杀死革兰

阳性菌 [2]。1 在临床上表现出广谱、药效快、给药

量小和不良反应少等优点，被批准用于治疗革兰阳

性菌引起的复杂性皮肤和皮肤结构感染，以及由金

黄色葡萄球菌引起的菌血症及右路心内膜炎症 [3]。

此外，1 在体外对耐甲氧西林和利奈唑胺的菌株仍

具有较强活力 [4]。
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1 的分子结构中含有 4 个侧链羧酸 (3 个门冬氨

酸和 1 个甲基谷氨酸 )，这些残基的 pKa 值为 3 ～ 6，
1 的结构中又含有脂链和疏水性氨基酸，决定了 1
具有两亲性的生物学特性。1 在 pH=pI 条件下呈中

性分子，在其他 pH 值下呈不同的活性状态 [5]。本

研究根据 1 的特性联合应用反相色谱法和离子交换

色谱法分离纯化 1，确定了最佳树脂型号和工艺参

数，为制备高纯度的 1 提供技术参考。

1   仪器与试药

LC-20A 型高效液相色谱仪，含 SPD-20A 型紫外检测

器 (日本 Shimadzu 公司 )。

1 对照品 ( 含量 98.35％，批号 1-TAH-28-1，加拿大

TRC 公司 )；发酵液 ( 批号 180401，鲁南新时代生物技术

有限公司 )；乙腈为色谱纯，水为超纯水，其他试剂均为分

析纯。

LP20MM( 批号 5B101) 和 HP20SS( 批号 7E802) 反

相色谱树脂 ( 日本三菱化学株式会社 )；CG161( 批号

YY00EC40F9) 和 XT-30( 批号 YY00G6U092) 反相色谱

树脂 ( 上海罗门哈斯化工有限公司 )；UniPMM40( 批号

MB03M05)、UniPS20( 批号 MC07M09) 反相色谱树脂，

NM-Q( 批号 C06W24) 离子交换树脂 ( 苏州纳微生物科技

有限公司 )；D301 离子交换树脂 (批号 2017121002，安徽

三星树脂公司 )；HZD-9( 批号 2017050901) 和 D315( 批号

2017061103) 离子交换树脂 (上海华震公司 )。

2   方法与结果

2.1   色谱条件

色谱柱 Phenomenex IB-Sil C8 柱 (4.6 mm×
250 mm，5 μm)；流动相 0.45％磷酸二氢铵溶液 (用

磷酸调节 pH 值至 3.25) ∶乙腈 (67 ∶ 33) ；流速 
1.5 ml/min ；检测波长 214 nm ；柱温 25 ℃；进样量 
20 µl。
2.2   溶液配制

对照品溶液：精密称取 1 对照品 25 mg，置

25 ml 量瓶中，用流动相溶解并稀释至刻度，摇匀，

制成含 1 浓度为 1 mg/ml 的对照品溶液，于 4 ℃冰

箱内避光保存。

供试品溶液：用流动相将过柱液或洗脱液中的

1 稀释至约 1 mg/ml，用 0.22 µm 的微孔滤膜过滤，

取续滤液作为供试品溶液。

2.3   反相色谱树脂 (Ⅰ )的分离纯化

2.3.1   反相色谱树脂 (Ⅰ )载样量的考察

将粗分离发酵液用 2 mol/L 的乙酸调节 pH 值

至 7.0，以 0.8 BV/h 的流速上样于反相色谱树脂柱，

分批收集过柱液并准确记录其体积。按“2.1”项

下色谱条件分别测定粗分离发酵液和每份过柱液中

1 的浓度，按照峰面积归一化法计算 1 的纯度。当

过柱液和上样液中 1 的浓度相同时，说明反相色谱

树脂柱达到饱和，计算 LP20MM、CG161、XT-30

和 UniPMM40 反相色谱树脂的载样量分别为 25.2、
18.1、20.4 和 15.9 mg/ml，LP20MM 反相色谱树脂

对 1 的载样量最大，XT-30 反相色谱树脂的载药量

其次。

2.3.2   反相色谱树脂 (Ⅰ )累积洗脱回收率的考察

上样结束后，用 pH 7.0 的 10％乙腈溶液洗脱

载样后的反相色谱树脂柱，洗脱剂流速为 0.8 BV/h。
分别收集反相色谱树脂柱的洗脱液 (每份约 0.5 BV)

并准确记录其体积。按“2.1”项下色谱条件分别测

定每份洗脱液中 1 的浓度和纯度，计算不同洗脱液

体积时的 1 累积洗脱回收率。合并混匀 1 纯度大于

80％的反相色谱树脂柱洗脱液，测定其中 1 的纯度。

累积洗脱回收率 - 洗脱液体积曲线如图 1 所

示，4 种反相色谱树脂的最终累积洗脱回收率均可

达 90％以上。当洗脱液体积为 5 BV 时，LP20MM

反相色谱树脂柱的洗脱液中 1 的累积洗脱回收率达

90.7％，优于 CG161、XT-30 和 UniPMM40 反相色

谱树脂，表明 LP20MM 反相色谱树脂对 1 的纯化

作用最强。各个反相色谱树脂柱的洗脱液合并液中

1 的纯度结果见表 1，LP20MM 反相色谱树脂对 1
的纯化效果优于其他 3 种反相色谱树脂。综合考虑

树脂载样量、累积洗脱回收率和对 1 的纯化效果，

选择 LP20MM 作为第一步反相色谱树脂。

2.4   离子交换树脂的分离纯化

2.4.1   离子交换树脂载样量的考察

用 2 mol/L 的氢氧化钠溶液调节反相色谱树脂

( Ⅰ ) 洗脱合并液的 pH 值至 7.5，以 1 BV/h 的流

速上样于离子交换树脂柱，分批收集过柱液并准确

记录其体积。按“2.1”项下色谱条件分别测定每

份过柱液中 1 的浓度，按照峰面积归一化法计算 1
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的纯度。当过柱液和上样液中 1 的浓度相同时，说

明离子交换树脂柱达到饱和，计算 D301、NM-Q、

HZD-9 和 D315 离子交换树脂的载样量分别为 5.8、
9.9、6.5 和 4.8 mg/ml，NM-Q 离子交换树脂对 1 的

载样量最大，HZD-9 离子交换树脂的载样量其次。

2.4.2   离子交换树脂累积洗脱回收率的考察

上样结束后，用 10 g/L 的氯化钠溶液洗脱载样

后的离子交换树脂柱，洗脱剂流速为 1 BV/h。将离

子交换树脂柱的洗脱液分别收集 ( 每份约 0.5 BV)

并准确记录其体积。按“2.1”项下色谱条件分别测

定每份洗脱液中 1 的浓度和纯度，计算不同洗脱液

体积时的 1 累积洗脱回收率。合并混匀 1 纯度大于

90％的离子交换树脂柱洗脱液，测定其中 1 的纯度。

累积洗脱回收率 - 洗脱液体积曲线如图 2 所

示，4 种离子交换树脂柱的最终累积洗脱回收率均

可达 90％以上。当洗脱液体积为 3 BV 时，NM-Q

1-LP20MM ；2-CG161 ；3-XT-30 ；4-UnipMM40

图 1   不同反相色谱树脂柱 ( Ⅰ )1 的

累积洗脱回收率曲线的比较

Fig.1   Comparison of Cumulative Elution Recovery 
Curves of 1 among Different Reversed-phase 

Chromatographic Resin Columns( Ⅰ )

离子交换树脂柱的洗脱液中 1 的累积洗脱回收率达

90％，优于 D301、HZD-9 和 D315 离子交换树脂，

表明 NM-Q 离子交换树脂对 1 的纯化作用最强。各

个离子交换树脂柱的洗脱液合并液中 1 的纯度结果

见表 2，NM-Q 离子交换树脂对 1 的纯化效果优于

其他 3 种离子交换树脂。综合考虑树脂载样量、累

积洗脱回收率和对 1 的纯化效果，选择 NM-Q 作为

离子交换树脂。
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1-D301 ；2-NM-Q ；3-HZD-9 ；4-D315

图 2   不同离子交换树脂柱 1 的累积洗脱回收率曲线

的比较

Fig.2   Comparison of Cumulative Elution Recovery 
Curves of 1 among Different Ion-exchange Resin 

Columns

表 2   不同离子交换树脂柱洗脱液合并液中 1 的纯度

Tab.2   Purities of 1 in Combined Elution of
Different Ion-exchange Resin Columns
树脂型号 D301 NM-Q HZD-9 D315

上样液中1的纯度/％ 88.6
洗脱液合并液中1的纯度/％ 90.7 92.5 90.5 91.1

纯化倍数 1.02 1.04 1.02 1.03

2.5   反相色谱树脂 (Ⅱ )的分离纯化

2.5.1   反相色谱树脂 (Ⅱ )载样量的考察

用乙酸调节离子交换树脂洗脱合并液的 pH 值

至 4.0，以 0.5 BV/h 的流速上样于反相色谱树脂柱，

分批收集过柱液并准确记录其体积。按“2.1”项

下色谱条件分别测定每份过柱液中 1 的浓度，按

照峰面积归一化法计算 1 的纯度。当过柱液和上样

液中 1 的浓度相同时，说明反相色谱树脂柱达到

饱和，计算 HP20SS、CG161、XT-30 和 UniPS20

表 1   不同反相色谱树脂柱 ( Ⅰ )洗脱液合并液中

1 的纯度

Tab.1   Purities of 1 in Combined Elution of Different 
Reversed-phase Chromatographic Resin Columns( Ⅰ )

树脂型号 LP20MM CG161 XT-30 UniPMM40
粗分离发酵液中

1 的纯度/％
60.2

洗脱液合并液中

1 的纯度/％
88.6 84.7 87.5 85.8

纯化倍数 1.47 1.41 1.45 1.43
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反相色谱树脂的载样量分别为 21.6、16.1、23.4 和

19.8 mg/ml，XT-30 反相色谱树脂对 1 的载样量最大，

HP20SS 反相色谱树脂的载药量其次。

2.5.2   反相色谱树脂 (Ⅱ )累积洗脱回收率的考察

上样结束后，用 pH 4.0 的 20％乙醇溶液 ( 含

乙酸铵 40 mmol/L) 洗脱载样后的反相色谱树脂柱，

洗脱液体积为 3 BV。然后用 pH 4.0 的 50％乙醇溶

液 (含乙酸铵 40mmol/L) 进行洗脱，洗脱剂流速为

0.5 BV/h。将反相色谱树脂 ( Ⅱ ) 柱的洗脱液分别

收集 (每份约 0.5 BV) 并准确记录其体积。按“2.1”
项下色谱条件分别测定每份洗脱液中 1 的浓度和纯

度，计算不同洗脱液体积时的 1 累积洗脱回收率。

合并混匀 1 纯度大于 99％的反相色谱树脂 (Ⅱ )柱

洗脱液，测定其中 1 的纯度。

累积洗脱回收率 - 洗脱液体积曲线如图 3 所

示，4 种反相色谱树脂的最终累积洗脱回收率均可

达 90％以上，XT-30 反相色谱树脂的最终累积洗脱

回收率达 95.4％。当洗脱液体积为 4 BV 时，XT-30

反相色谱树脂柱的洗脱液中 1 的累积洗脱回收率

达 87.1％，优于 HP20SS、CG161 和 UniPS20 反相

色谱树脂，表明 XT-30 反相色谱树脂对 1 的纯化作

用最强。各个反相色谱树脂柱的洗脱液合并液中 1
的纯度结果见表 3，XT-30 反相色谱树脂对 1 的纯

化效果优于其他 3 种反相色谱树脂。综合考虑树脂

载样量、累积洗脱回收率和对 1 的纯化效果，选择

XT-30 作为第二步反相色谱树脂。

2.6   试验结果的验证

取发酵液 7 L( 含 20 g 的 1)，发酵液经粗分离

后 1 的纯度为 60.5％ ( 图 4A) ；经 LP20MM 反相

色谱树脂 ( Ⅰ ) 纯化后，可去除大部分杂质，纯化

后的 1 纯度为 87.1％ (图 4B) ；经 NM-Q 离子交换

树脂纯化后，相对保留时间为 0.88 的杂质含量明

显减少 ( 经鉴定该杂质为 1 的 β- 异构体 )，纯化后

的 1 纯度达到了 94.8％ (图 4C) ；经 XT-30 反相色

谱树脂 (Ⅱ )纯化后，相对保留时间为 0.88 和 1.32

的杂质含量显著降低 (经鉴定相对保留时间 1.32 的

杂质为脱水 1)，最终纯化后的 1 纯度达到了 99.3％
(图 4D)。将纯化液进行冷冻干燥，得到 11.5 g 的 1，
纯化总回收率为 57.5％。
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3   讨论

目前国外专利报道的 1 分离纯化方法主要是采

用丁醇浸提或交替使用阴离子交换色谱、疏水相互

作用色谱和阴离子交换色谱进行反复纯化，这些方

法操作复杂且生产成本高 [6]。国内报道的 1 分离纯

化方法主要采用阴离子和 C4 反相硅胶复合物作为

复合型反相硅胶柱进行纯化，或采用阴离子树脂进

行纯化，均取得了一定的纯化效果，但所得 1 的纯

度较低 [7—8]。

本研究确定了 1 的分离纯化工艺：依次采用

LP20MM 反相色谱树脂、NM-Q 离子交换树脂和

XT-30 反相色谱树脂进行分离纯化。最佳工艺参

数为：LP20MM 反相色谱树脂柱，上样液 pH 7.0，
流速为 0.8 BV/h，用 pH 7.0 的 10％乙腈溶液以

0.8 BV/h 的流速洗脱；NM-Q 离子交换树脂柱，上

样液 pH 7.5，流速为 1 BV/h，用 10 g/L 的氯化钠溶

1-LP20SS ；2-CG161 ；3-XT-30 ；4-UniPS20

图 3   不同反相色谱树脂柱 ( Ⅱ )1 的累积洗脱回收率

曲线的比较

Fig.1   Comparison of Cumulative Elution Recovery 
Curves of 1 among Different Reversed-phase 

Chromatographic Resin Columns( Ⅱ )

表 3   不同反相色谱树脂柱 ( Ⅱ )洗脱液合并液中

1 的纯度

Tab.3   Purities of 1 in Combined Elution of Different 
Reversed-phase Chromatographic Resin Columns( Ⅱ )

树脂型号 HP20SS CG161 XT-30 UniPS20
上样液中1的纯度/％ 92.5

洗脱液合并液中1的纯度/％ 99.1 99.1 99.7 99.4
纯化倍数 1.07 1.07 1.08 1.07
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液以 1 BV/h 的流速洗脱；XT-30 反相色谱树脂柱，

上样液 pH 4.8，流速 0.5 BV/h，用 pH 4.0 的 50％
乙醇溶液 (含乙酸铵 40mmol/L) 以 0.5 BV/h 的流

速洗脱。经过 3 步分离纯化工序，1 的纯度达到

99.3％，纯化总回收率为 57.5％。该纯化工艺操作

流程简单，洗脱质量好，显著提高了 1 的纯度，为

制备高纯度的 1 提供参考。
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