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摘　要　采用高效制备液相色谱法从盐酸多西环素中分离制备高纯度杂质 Ｃ，同时考察其毒性及体外抗菌活性。盐酸多
西环素溶液首先经加热处理，然后采用ＳａｐｐｈｉｒｅＣ１８柱（２１２ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）分离，流动相为０１％乙酸乙腈（８３∶１７），
流速为２０ｍＬ／ｍｉｎ，收集８４ｍｉｎ出峰的组分，再通过旋转蒸发、调节旋蒸后溶液ｐＨ、冷冻干燥等步骤制得目标物。采用高
效液相色谱法测定目标物纯度，运用紫外光谱、红外光谱、质谱及核磁共振等手段确证其结构，比较盐酸多西环素杂质Ｃ与
多西环素、美他环素、β多西环素等相关物质对中国仓鼠肺（ＣＨＬ）细胞的细胞毒性和遗传毒性、斑马鱼胚胎发育毒性以及
体外抗菌活性。结果发现：制备产物经结构确证为盐酸多西环素杂质 Ｃ，其纯度达到９０１％，为目前文献报道最高。在对
ＣＨＬ细胞的细胞毒性和遗传毒性研究实验中，盐酸多西环素杂质Ｃ、多西环素、美他环素、β多西环素对ＣＨＬ细胞均有一定
的细胞毒性，畸变率均小于５％，但未见明显的遗传毒性；在斑马鱼胚胎发育毒性实验中，盐酸多西环素杂质 Ｃ致畸性与致
死性最强；在体外抗菌活性实验中，盐酸多西环素杂质Ｃ抗菌活性较弱，其他相关物质抗菌活性由强到弱的顺序为：美他环
素、多西环素、盐酸多西环素杂质Ｃ、β多西环素。安全性和有效性试验提示盐酸多西环素杂质 Ｃ属于毒性大且无效的杂
质，需要在质量标准中进行单独控制，建议修订现行《中华人民共和国药典》中盐酸多西环素及其制剂的质量标准。

关键词　盐酸多西环素杂质Ｃ；制备型液相色谱；毒性；体外抗菌活性
中图分类号　Ｒ９１７　　文献标志码　Ａ　　文章编号　１０００－５０４８（２０１６）０４－０４６３－０６

ｄｏｉ：１０．１１６６５／ｊ．ｉｓｓｎ．１０００－５０４８．２０１６０４１２

引用本文　张娅，张锦琳，赵述强，等盐酸多西环素杂质Ｃ的制备及体外抗菌活性与毒性研究［Ｊ］．中国药科大学学报，２０１６，４７（４）：４６３
－４６８
Ｃｉｔｅｔｈｉｓａｒｔｉｃｌｅａｓ：ＺＨＡＮＧＹａ，ＺＨＡＮＧＪｉｎｌｉｎ，ＺＨＡＯＳｈｕｑｉａｎｇ，ｅｔａｌＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＣｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅａｎｄｉｔｓｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｉｎ
ｖｉｔｒｏａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｔｏｘｉｃｉｔｙ［Ｊ］．ＪＣｈｉｎａＰｈａｒｍＵｎｉｖ，２０１６，４７（４）：４６３－４６８

ＰｒｅｐａｒａｔｉｏｎｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＣｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅａｎｄｉｔｓｅｖａｌｕａｔｉｏｎｏｆｉｎｖｉｔｒｏ
ａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙａｎｄｔｏｘｉｃｉｔｙ
ＺＨＡＮＧ Ｙａ１牞２＃牞ＺＨＡＮＧ Ｊｉｎｌｉｎ１＃牞ＺＨＡＯ Ｓｈｕｑｉａｎｇ１牞ＹＵＡＮ Ｙａｏｚｕｏ１牞ＺＨＡＮＧ Ｍｅｉ１牞ＦＡＮ Ｘｉａｌｅｉ１牞
ＷＡＮＧＹａｌｏｕ２
１ＪｉａｎｇｓｕＩｎｓｔｉｔｕｔｅｆｏｒＦｏｏｄａｎｄＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ牞Ｎａｎｊｉｎｇ２１０００８牷
２ＤｅｐａｒｔｍｅｎｔｏｆＭｅｄｉｃｉｎａｌＣｈｅｍｉｓｔｒｙ牞ＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ牞Ｎａｎｊｉｎｇ２１０００９牞Ｃｈｉｎａ

Ａｂｓｔｒａｃｔ　ＴｈｉｓｓｔｕｄｙａｉｍｅｄｔｏｉｓｏｌａｔｅａｎｄｐｒｅｐａｒｅｈｉｇｈｌｙｐｕｒｉｆｉｅｄｉｍｐｕｒｉｔｙＣｆｒｏｍｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅｂｙａｐｒｅ
ｐａｒａｔｉｖｅＨＰＬＣｍｅｔｈｏｄａｎｄｔｏｉｎｓｐｅｃｔｔｈｅｔｏｘｉｃｉｔｙａｎｄｉｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｏｆｔｈｅｉｍｐｕｒｉｔｙＣｏｆｄｏｘｙｃｙｃ
ｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅＴｈｅｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅｔｒｅａｔｅｄｗｉｔｈｈｅａｔｐｒｏｄｕｃｅｄａｓｏｌｕｔｉｏｎｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ１０％ ｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙ
ＣｗｈｉｃｈｗａｓｆｉｒｓｔｌｙｓｅｐａｒａｔｅｄｂｙｔｈｅＳａｐｐｈｉｒｅＣ１８牗２１２ｍｍ×２５０ｍｍ牞５μｍ牘ｃｏｌｕｍｎｗｉｔｈ０１％ ａｃｅｔｉｃａｃｉｄ
ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ牗８３∶１７牘ａｓｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅａｔ２０ｍＬ／ｍｉｎＳｅｃｏｎｄｌｙ牞ｒｏｔａｒｙｅｖａｐｏｒａｔｉｏｎｏｆｔｈｅｅｌｕｔｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎａｔｔｈｅ
ｔｉｍｅｏｆ８４ｍｉｎｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄａｔ５０°ＣｔｏｒｅｍｏｖｅｏｒｇａｎｉｃｓｏｌｖｅｎｔＴｈｅｎｔｈｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｄｕｃｔｗａｓｐｒｅｐａｒｅｄａｆｔｅｒ
ｆｒｅｅｚｅｄｒｙｉｎｇｏｆｅｖａｐｏｒａｔｅｄｓｏｌｕｔｉｏｎａｄｊｕｓｔｉｎｇｐＨｔｏ１８ｗｉｔｈｆｏｒｍｉｃａｃｉｄＴｈｅｔａｒｇｅｔｐｒｏｄｕｃｔｗａｓｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｗｉｔｈ
ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔａｂｓｏｒｂａｎｃｅ牗ＵＶ牘牞ｉｎｆｒａｒｅｄ牗ＩＲ牘牞ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ牗ＭＳ牘ａｎｄｎｕｃｌｅａｒｍａｇｎｅｔｉｃｒｅｓｏｎａｎｃｅ牗ＮＭＲ牘牞

３６４



学 报　ＪｏｕｒｎａｌｏｆＣｈｉｎａＰｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌＵｎｉｖｅｒｓｉｔｙ　２０１６，４７（４）：４６３－４６８ 第４７卷

ａｎｄｉｔｓｐｕｒｉｔｙｗａｓｂｅｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄｂｙＨＰＬＣＭｅａｎｗｈｉｌｅ牞ｃｙｔｏｔｏｘｉｃｉｔｙａｎｄｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙｉｎｔｈｅＣｈｉｎｅｓｅｈａｍｓｔｅｒｌｕｎｇ
ｃｅｌｌｓ牞ｔｏｘｉｃｉｔｙｏｎｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈｅｍｂｒｙｏｓａｎｄｉｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙｗｅｒｅｃｏｍｐａｒｅｄａｍｏｎｇ
ｉｍｐｕｒｉｔｙＣｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅ牞ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ牞ｍｅｔａｃｙｃｌｉｎｅａｎｄβｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅＲｅｓｕｌｔｓｓｈｏｗｅｄｔｈａｔｐｒｅｐａｒｅｄ
ｐｒｏｄｕｃｔｗａｓｃｏｎｆｉｒｍｅｄｔｏｂｅｔｈｅｉｍｐｕｒｉｔｙＣｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅＩｔｓｐｕｒｉｔｙｗａｓ９０１％牞ｗｈｉｃｈｈａｄｂｅｅｎｔｈｅ
ｈｉｇｈｅｓｔｓｏｆａｒＩｎｔｈｅｃｅｌｌｕｌａｒｔｏｘｉｃｔｅｓｔｓａｎｄｇｅｎｅｔｉｃｔｏｘｉｃｔｅｓｔｓｏｆＣｈｉｎｅｓｅｈａｍｓｔｅｒｌｕｎｇｃｅｌｌｓ牞ｉｍｐｕｒｉｔｙＣｏｆｄｏｘｙ
ｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅ牞ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ牞ｍｅｔａｃｙｃｌｉｎｅａｎｄβｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｗｅｒｅｓｏｍｅｗｈａｔｔｏｘｉｃｔｏＣｈｉｎｅｓｅｈａｍｓｔｅｒｌｕｎｇ
ｃｅｌｌｓＴｏｘｉｃｉｔｙｇｒａｄｕａｌｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｆｒｏｍｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ牞ｉｍｐｕｒｉｔｙＣｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅ牞βｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｔｏｍｅｔａｃｙ
ｃｌｉｎｅｆｒｏｍ －Ｓ９ｍｉｘｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ牷ｔｏｘｉｃｉｔｙｇｒａｄｕａｌｌｙｄｅｃｒｅａｓｅｄｆｒｏｍｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ牞βｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ牞ｉｍｐｕｒｉｔｙＣｏｆｄｏｘｙ
ｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅｔｏｍｅｔａｃｙｃｌｉｎｅｆｒｏｍ ＋Ｓ９ｍｉｘｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓ牷ｔｈｅａｂｅｒｒａｔｉｏｎｒａｔｅｏｆａｌｌｔｈｅｔｅｓｔｅｄｒｅｌａｔｅｄｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ
ｗａｓｌｅｓｓｔｈａｎ５％牞ａｎｄｎｏｏｂｖｉｏｕｓｇｅｎｏｔｏｘｉｃｉｔｙｗａｓｆｏｕｎｄＡｃｃｏｒｄｉｎｇｔｏｔｅｓｔｒｅｓｕｌｔｓｏｆｔｈｅｄｅｖｅｌｏｐｍｅｎｔｏｆｚｅｂｒａｆｉｓｈ
ｅｍｂｒｙｏｓ牞ｉｍｐｕｒｉｔｙＣｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅｓｈｏｗｅｄｔｈｅｓｔｒｏｎｇｅｓｔｔｅｒａｔｏｇｅｎｉｃｉｔｙａｎｄｌｅｔｈａｌｉｔｙＩｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ｔｅｓｔｓｒｅｖｅａｌｅｄｔｈａｔｉｍｐｕｒｉｔｙＣｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅｈａｄａｗｅａｋｅｒａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌａｃｔｉｖｉｔｙ牞ａｎｄｉｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉａｌ
ａｃｔｉｖｉｔｙｐｏｔｅｎｔｉａｌｏｆｔｈｅｔｅｓｔｅｄｃｏｍｐｏｕｎｄｓｆｏｌｌｏｗｅｄｔｈｅｏｒｄｅｒ牶ｍｅｔａｃｙｃｌｉｎｅ牞ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ牞ｉｍｐｕｒｉｔｙＣｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ
ｈｙｃｌａｔｅ牞βｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅＳｔｕｄｉｅｓｏｎｓａｆｅｔｙａｎｄｅｆｆｅｃｔｉｖｅｎｅｓｓｉｎｄｉｃａｔｅｄｔｈａｔｉｍｐｕｒｉｔｙＣｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅ
ｂｅｌｏｎｇｅｄｔｏｔｏｘｉｃａｎｄｉｎｅｆｆｅｃｔｉｖｅｉｍｐｕｒｉｔｙａｎｄｎｅｅｄｔｏｂｅｃｏｎｔｒｏｌｌｅｄｉｎｄｉｖｉｄｕａｌｌｙｉｎｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄＡｕｓｅｆｕｌｓｕｇ
ｇｅｓｔｉｏｎｗａｓｇｉｖｅｎｔｏｒｅｖｉｓｅｔｈｅｑｕａｌｉｔｙｓｔａｎｄａｒｄｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅａｎｄｉｔｓｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｉｎｔｈｅｃｕｒｒｅｎｔＰｈａｒｍａ
ｃｏｐｏｅｉａｏｆｔｈｅＰｅｏｐｌｅ′ｓＲｅｐｕｂｌｉｃｏｆＣｈｉｎａ
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ　ｉｍｐｕｒｉｔｙＣｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅ牷牷ｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ牷ｔｏｘｉｃｉｔｙ牷ｉｎｖｉｔｒｏａｎｔｉｍｉｃｒｏｂｉ

ａｌａｃｔｉｖｉｔｙ
＃ＺＨＡＮＧＹａａｎｄＺＨＡＮＧＪｉｎｌｉｎｃｏｎｔｒｉｂｕｔｅｄｅｑｕａｌｌｙｔｏｔｈｉｓｗｏｒｋ

　　盐酸多西环素（ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅ）为半合成
四环素类抗生素，具有广谱抗菌作用，主要应用于

牙周炎、社会获得性肺炎、莱姆关节炎、布鲁氏菌

病、恙虫病、支原体与衣原体感染等［１－４］。自

“９·１１”事件后，世界各国特别是美国高度重视生
物恐怖性疾病［５］，而炭疽杆菌为生物恐怖性疾病

病原体之一，盐酸多西环素作为次选药物对治疗炭

疽有显著疗效，因此，对其质量的深入研究也随之

得到重视。在２０１４年国家评价性抽验品种盐酸多
西环素片的探索性研究过程中，从来源于不同企业

的盐酸多西环素片中检出盐酸多西环素杂质Ｃ、美
他环素、β多西环素、２乙酰６脱碳酰胺多西环素
４种含量大于０１％的共性杂质，有必要对这４种
杂质进行定性与定量研究。其中，美他环素、β多
西环素对照品可从中国生物制品检定研究院购买；

２乙酰６脱碳酰胺多西环素目前无市售杂质对照
品，本课题组也对其进行了制备和鉴定（另文发

表）；市售的盐酸多西环素杂质 Ｃ的纯度仅７０％，
且价格昂贵。因此本文拟对盐酸多西环素杂质 Ｃ
进行进一步研究，即制备高纯度盐酸多西环素杂质

Ｃ，测定其紫外光谱、红外光谱、核磁共振、质谱以
确证其结构；另外，比较盐酸多西环素杂质 Ｃ与多
西环素、美他环素、β多西环素等相关物质的毒性

及抗菌活性，为制定盐酸多西环素的质量标准提供

理论参考。

!

　材　料

１１　药品与试剂
盐酸多西环素原料药（批号：ＹＤ２０１４００２２ＣＰ，

江苏联环药业股份有限公司）；多西环素（批号：

１３０４８５２０１２０２）、美 他 环 素 （批 号：１３０４９９
２００８０２）、β多西环素（批号：１３０４０５２００９０７，中国
生物制品检定研究院）；乙腈、三氟乙酸为色谱纯；

其余试剂均为市售分析纯。

１２　仪　器
ＬＣ２０ＡＰ制备型全自动高效液相色谱仪、

ＨＰＬＣ色谱仪、ＬＣ／ＭＳＩＴＴＯＦ质谱仪、ＵＶ２５５０紫
外分光光度计（日本岛津公司）；Ｎｉｃｏｌｅｔ５７００型傅
里叶变换红外光谱仪（美国 Ｎｉｃｏｌｅｔ公司）；Ｂｒｕｋｅｒ
Ａｖａｎｃｅ４００核磁共振仪（德国 Ｂｒｕｋｅｒ公司）；比浊
仪（法国生物梅里埃公司）；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ纯水仪（美国
Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）。

"

　方法与结果

２１　盐酸多西环素杂质Ｃ的制备
２１１　制备液相色谱条件　色谱柱：ＳａｐｐｈｉｒｅＣ１８
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（２１２ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）；流动相：０１％乙酸乙
腈（８３∶１７）；流速：２０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：室温；进样体
积：５ｍＬ；检测波长：２８０ｎｍ。
２１２　制备样品溶液　精密称取盐酸多西环素原
料药适量，加水溶解并稀释制成１０ｍｇ／ｍＬ的盐酸
多西环素水溶液，并在１００℃水浴破坏２ｈ（含盐
酸多西环素杂质Ｃ约１０％），即得。
２１３　制备杂质　精密量取制备样品溶液５ｍＬ
注入制备型全自动高效液相色谱仪，色谱图见图

１。收集８４８６ｍｉｎ的流出组分，然后在５０℃旋转
蒸发去除有机溶剂，用甲酸将旋蒸后的溶液的 ｐＨ
调节至１８，最后采用冷冻干燥制得目标杂质。

Ｆｉｇｕｒｅ１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｐｒｅｐａｒａｔｉｖｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

２２　制备获得杂质的纯度测定
按文献［６］方法测定，采用面积归一化法计算

制备获得杂质的纯度为９０１％（图２）。

Ｆｉｇｕｒｅ２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆｔｈｅｉｍｐｕｒｉｔｙｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅ．Ｃｏｌ
ｕｍｎ：ＳａｐｐｈｉｒｅＣ１８（２５０ｍｍ×４６ｍｍ，５μｍ），ｍａｉｎｔａｉｎｅｄａｔ３５°Ｃ．
Ｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅ：ａｍｉｘｔｕｒｅｏｆａｂｕｆｆｅｒｓｏｌｕｔｉｏｎ（０２５ｍｏｌ／Ｌａｍｍｏｎｉｕｍ
ａｃｅｔａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎ：０１ｍｏｌ／Ｌｅｔｈｙｌｄｉａｍｉｎｅｔｅｔｒａａｃｅｔｉｃａｃｉｄｄｉｓｏｄｉｕｍ：ｔｒｉ
ｅｔｈｙａｍｉｎｅ＝１００∶１０∶１）ａｄｊｕｓｔｅｄｔｏｐＨ８８ｗｉｔｈｇｌａｃｉａｌａｃｅｔｉｃａｃｉｄａｎｄ
ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（８５∶１５）ＵＶｄｅｔｅｃｔｉｏｎ：２８０ｎｍ

２３　制备获得杂质的结构确证
２３１　紫外吸收光谱　制备获得杂质与多西环素
紫外吸收光谱见图３。两者图谱对比发现：制备获

得杂质与多西环素紫外吸收光谱趋势基本相同，可

见制备获得杂质与多西环素有相似的共轭结构。

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｓｐｅｃｔｒａｏｆｔｈｅｉｍｐｕｒｉｔｙｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅ
（Ａ）ａｎｄｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ（Ｂ）

２３２　红外吸收光谱　采用ＫＢｒ压片方式测得制
备获得杂质有νＯＨ与νＮＨ混合叠加峰（３３６９ｃｍ

－１）、

νＣ＝Ｏ（１６５２ｃｍ
－１）、不饱和苯环骨架振动（１６０５

ｃｍ－１、１５８２ｃｍ－１、１４５６ｃｍ－１）、δＮＨ（１５２１ｃｍ
－１）、

δＯＨ（１３８５～１３００ｃｍ
－１）、νＣＣ（１２４３ｃｍ

－１）、νＣＮ
（１２１６、１１７０ｃｍ－１）、νＣＯ（１１１５ｃｍ

－１）、δＣＨ（１０００～
９００ｃｍ－１）、γＮＨ（８８３ｃｍ

－１、８５２ｃｍ－１）、γＣＨ（８２２
ｃｍ－１、８０７ｃｍ－１）、γＣ＝Ｃ（７１０ｃｍ

－１）、γＯＨ（６６３ｃｍ
－１、

６１９ｃｍ－１）和苯环骨架变形振动（５７９ｃｍ－１）等特征
吸收峰，表明化合物结构中含有不饱和苯环、酰胺、

叔胺、伯胺、芳香酮、酚、烯醇、饱和醇和三取代苯等

结构。

２３３　质　谱　制备获得杂质的准分子离子峰
［Ｍ＋Ｈ］＋为 ｍ／ｚ４４５１５９８，ＭＳ３、ＭＳ４、ＭＳ５、ＭＳ６

前体离子分别为 ｍ／ｚ４２８１３４５、３２１０７６０、
２６７０６３８、２５２０４１０。根据氢碳比、氮规则及多级
质谱信息，预测分子式为 Ｃ２２Ｈ２４Ｎ２Ｏ８，推断其可能
的质谱裂解途径（图４）与盐酸多西环素杂质 Ｃ的
分子结构相符。

２３４　核磁共振光谱　制备获得杂质与多西环
素１Ｈ谱见图 ５。测得制备获得杂质１Ｈ ＮＭＲ
（ＣＤ３ＯＤｄ４，４００ＭＨｚ）δ：６６６（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝７６Ｈｚ），
６１１（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７２Ｈｚ），６００（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７６Ｈｚ），
３９３（１Ｈ，ｍ），３３３～３２８（１Ｈ，ｍ），２２８（６Ｈ，ｍ），
２２１（１Ｈ，ｍ），２０４（１Ｈ，ｍ），１９５～１８９（１Ｈ，ｍ），
１７８～１６８（１Ｈ，ｍ），０７３（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝６４Ｈｚ）；测
得多西环素１ＨＮＭＲ（ＣＤ３ＯＤｄ４，４００ＭＨｚ）δ：７４９
（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝８４Ｈｚ），６９５（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝７６Ｈｚ），６８４
（１Ｈ，ｄ，Ｊ＝８４Ｈｚ），４４４（１Ｈ，ｓ），３６２～３５８
（１Ｈ，ｍ），３５７～３５３（１Ｈ，ｍ），２９８（３Ｈ，ｓ），２９１
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（３Ｈ，ｓ），２８４～２８１（１Ｈ，ｍ），２７８～２７３（１Ｈ，
ｍ），２６１～２５５（１Ｈ，ｍ），１５４（３Ｈ，ｄ，Ｊ＝７２

Ｈｚ），１１７（１Ｈ，ｔ，Ｊ＝６８Ｈｚ）。

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｐｌａｕｓｉｂｌｅｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎｐａｔｈｗａｙｏｆｔｈｅｉｍｐｕｒｉｔｙｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅ

Ｆｉｇｕｒｅ５　１ＨＮＭＲｓｐｅｃｔｒｕｍｏｆｔｈｅｉｍｐｕｒｉｔｙ（Ａ）ａｎｄｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ（Ｂ）
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　　两者氢谱数据对比发现：制备获得杂质与多
西环素全部 Ｈ的类型和耦合裂分关系基本一致，
都含有３个芳环 Ｈ、３种甲基、６个烷基 ＣＨ氢共
振峰，仅局部的化学位移和耦合裂分常数有明显

差异，因此与表异构体特征一致；制备获得杂质

的４位氢化学位移为３９３，而多西环素的４位氢
化学位移为４４４；制备获得杂质的４位氮上两个
甲基取代的化学位移为２２８（６Ｈ，ｍ），而多西环素
的４位氮上两个甲基取代的化学位移分别为２９８
（３Ｈ，ｓ）和２９１（３Ｈ，ｓ）。因此，推测制备获得杂质
为多西环素４位差向异构化化合物，即盐酸多西环
素杂质Ｃ。
２３５　结构确证　经 ＵＶ、ＩＲ、ＭＳ、ＮＭＲ等光谱分
析鉴定，确定本次分离制备的杂质为《欧洲药

典》［７］中的盐酸多西环素杂质 Ｃ［名称：（４Ｒ，４ａＲ，
５Ｓ，５ａＲ，６Ｒ，１２ａＳ）６甲基４（二甲氨基）３，５，１０，
１２，１２ａ五羟基１，１１二氧代１，４，４ａ，５，５ａ，６，１１，
１２ａ八氢２并四苯甲酰胺；４表多西环素，分子式
为Ｃ２２Ｈ２４Ｎ２Ｏ８］，其结构见图６。

Ｆｉｇｕｒｅ６　ＣｈｅｍｉｃａｌｓｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆｉｍｐｕｒｉｔｙＣｏｆｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅｈｙｃｌａｔｅ

２５　盐酸多西环素杂质 Ｃ对 ＣＨＬ细胞的细胞毒
性和遗传毒性

以梯度浓度的盐酸多西环素杂质 Ｃ与多西环
素、美他环素、β多西环素在无 Ｓ９ｍｉｘ（－Ｓ９ｍｉｘ）和
有Ｓ９ｍｉｘ（＋Ｓ９ｍｉｘ）作用下分别染毒 ＣＨＬ细胞２４
和４ｈ，ＭＴＴ比色法计算 ＩＣ５０以评估各药物的细胞
毒性大小；选取各药物近 ＩＣ５０作为受试浓度，在无
和有Ｓ９ｍｉｘ作用下分别染毒ＣＨＬ细胞２４和４ｈ，观
察各药物对染色体损伤效应。

２５１　ＣＨＬ细胞毒性的比较　实验结果显示，盐
酸多西环素杂质 Ｃ、多西环素、美他环素、β多西
环素对 ＣＨＬ细胞均有一定的细胞毒性，在
－Ｓ９ｍｉｘ试验中，其毒性水平与浓度呈正相关，根
据Ｂｌｉｓｓ法计算出ＩＣ５０分别为５７８４、１５１９、７００３
和６９０２μｇ／ｍＬ，毒性由大到小依次为多西环素、
盐酸多西环素杂质 Ｃ、β多西环素、美他环素；在
＋Ｓ９ｍｉｘ试验中，根据 Ｂｌｉｓｓ法计算出 ＩＣ５０分别为

１３３６５、４１２０、１４４５７和 ９６２９μｇ／ｍＬ，毒性由
大到小依次为多西环素、β多西环素、盐酸多西环
素杂质 Ｃ、美他环素。
２５２　ＣＨＬ细胞遗传毒性比较　盐酸多西环素
杂质Ｃ、多西环素、美他环素、β多西环素在无和有
Ｓ９ｍｉｘ作用下 ＣＨＬ细胞染色体畸变率均小于５％，
未见明显的遗传毒性。

２６　斑马鱼胚胎发育毒性考察
在饲养液中分别添加盐酸多西环素杂质 Ｃ、

多西环素、美他环素、β多西环素，在标准环境下
孵育，持续５ｄ，逐天观察斑马鱼胚胎发育情况，
统计发育第３天的畸形、死亡数占存活胚数的比
例，采用 Ｂｌｉｓｓ方法计算半数致畸浓度和半数致死
浓度。

２６１　致畸性与致死性的比较　实验结果显示，
多西环素和 β多西环素未见明显致畸性，而当畸
形率达９０％时美他环素与盐酸多西环素杂质Ｃ的
质量浓度分别为３００和１８０μｇ／ｍＬ，说明盐酸多西
环素杂质 Ｃ致畸性最强。多西环素质量浓度为
３００μｇ／ｍＬ时胚胎在７２ｈ全部死亡；β多西环素和
美他环素质量浓度在３００μｇ／ｍＬ时胚胎死亡率较
低；盐酸多西环素杂质Ｃ在质量浓度约３００μｇ／ｍＬ
时胚胎死亡率达到１００％，因此其致死性由强到弱
排序为盐酸多西环素杂质 Ｃ≥多西环素 ＞β多西
环素≈美他环素。
２６２　胚胎异常表型分析　当盐酸多西环素杂质
Ｃ和美他环素导致胚胎发育出现异常时，主要表现
为头和眼较小，体长变短而弯，腹部膨大等。两种

药物导致胚胎畸形类别相似，只是严重程度不同，

说明两者毒性机制可能相似。

２７　体外抗菌活性评价
采用纸片扩散法对盐酸多西环素杂质Ｃ、多西

环素、美他环素、β多西环素进行抗菌活性定性及
半定量研究，同时采用常量肉汤二倍稀释法检测各

药物的最低抑菌浓度。实验结果显示：盐酸多西环

素杂质Ｃ、多西环素、美他环素、β多西环素对革兰
阴性和阳性细菌均有不同程度的抗菌作用，其对大

肠杆菌ＡＴＣＣ２５９２２和金黄色葡萄球菌ＡＴＣＣ２９２１３
的抑菌浓度范围分别为 ８～１６、２～４、１～２、１６～
３２μｇ／ｍＬ，说明盐酸多西环素杂质 Ｃ抗菌活性较
弱，而美他环素、多西环素抑菌活力与已有报道一

致［８－９］，其由强到弱依次为：美他环素、多西环素、

７６４
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盐酸多西环素杂质Ｃ、β多西环素。

#

　讨　论

３１　盐酸多西环素杂质 Ｃ制备条件的选择与
优化

３１１　高效制备液相色谱条件的选择与优化　在
对盐酸多西环素杂质 Ｃ进行制备分离时曾分别采
用水乙腈体系、０１％乙酸乙腈体系、《中华人民
共和国药典》［６］盐酸多西环素有关物质项下的色

谱条件进行等度洗脱，结果发现中国药典条件下，

峰形最好，分离度大，但流动相所含有的醋酸铵和

乙二胺四醋酸二钠在后续分离纯化过程中不易除

去；以０１％乙酸乙腈体系为流动相时，峰形较好，
分离度较大，且乙酸在分离纯化过程中可除去；以

水乙腈体系为流动相时峰形较差，存在严重的拖
尾现象，因此本实验选择０１％乙酸乙腈体系作为
流动相，经进一步调整比例优化后确定０１％乙酸
乙腈（８３∶１７）为最优的色谱条件。
３１２　ｐＨ的选择　四环素类抗生素在不同的ｐＨ
条件下，降解途径和异构化情况不同，产生的杂质

各异。李伟明等［１０］曾报道四环素类抗生素溶液的

ｐＨ小于２或大于９时，差向化速度会很小。因此，
本实验采用甲酸调节盐酸多西环素杂质 Ｃ旋蒸后
溶液的 ｐＨ为１８，从而抑制盐酸多西环素杂质 Ｃ
向多西环素的转化。

３１３　干燥方式的选择　由于盐酸多西环素杂质
Ｃ与多西环素存在动态平衡，高温时会促进盐酸多
西环素杂质 Ｃ向多西环素转化，因此本实验选择
冷冻干燥方式制备盐酸多西环素杂质Ｃ。
３２　稳定性考察

将盐酸多西环素杂质 Ｃ贮存在４℃条件下，
１年后按《中华人民共和国药典》［６］方法测定其
纯度仅为６８５％。这主要是由于在贮存过程中
部分盐酸多西环素杂质 Ｃ转化为多西环素，致使
盐酸多西环素杂质 Ｃ纯度下降。因此，需进一步
探索研究盐酸多西环素杂质 Ｃ的贮存条件，提高
盐酸多西环素杂质 Ｃ的稳定性，延长其保存
时间。

３３　质量标准制定应注意的问题
毒性及体外抗菌活性试验表明，美他环素毒性

小、药效强，因此，在质量标准中无需再单独控制；

而盐酸多西环素杂质 Ｃ属于毒性大且无效的杂

质，需要进行单独控制。在２０１４年国家评价性抽
验样品盐酸多西环素片探索性研究过程中发现，

９０％检测样品中盐酸多西环素杂质 Ｃ含量均小于
０５％，而对盐酸多西环素杂质 Ｃ含量大于０５％
的样品调查发现，其制粒工艺中水分偏高，成品中

的水分也偏高，因此建议盐酸多西环素杂质 Ｃ的
控制限度设定为０５％，这也可客观地反映盐酸多
西环素及其制剂的工艺水平。本研究为制定盐酸

多西环素的新质量标准奠定理论基础。
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