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摘要　目的：比较盐酸多西环素与其主要有关物质体外抗菌活性及毒性，为制定该品种有关物质控制限度

提供参考依据。方法：采用纸片扩散法和常量肉汤二倍稀释法考察盐酸多西环素主要有关物质的抗菌活

性；采用中国仓鼠肺细胞（CHL）和斑马鱼动物模型评价其毒性。结果：多西环素主要有关物质的抗菌活

性由强至弱顺序为美他环素、4- 表多西环素（杂质 C）、β- 多西环素、2- 乙酰 -2 脱氨甲酰多西环素（杂质

F）；细胞毒性由大至小的顺序为杂质 F、β- 多西环素、杂质 C、美他环素；致斑马鱼胚胎死亡和发育畸形由

强至弱的顺序为杂质 C、美他环素、杂质 F、β- 多西环素。结论：盐酸多西环素中毒性较强且抗菌作用较弱

的杂质 C 及杂质 F 应单独的控制。
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Abstract　Objective：To compare the in vitro antibacterial activity and toxicity of doxycycline hydrochloride  
with that of its main related substance，and to provide the reference basis for developing the limit of related substance 
in doxycycline．Methods：The in vitro antibacterial activity was evaluated by the disc diffusion test and broth macro 
dilution antifungal susceptibility test．The toxicity of doxycycline’s substances was evaluated by Chinese hamper lung 
cell and zebrafish embryo model．Results：The order of main substances’ antibacterial activity from the strong to the 
weak was from metacycline，4-epidoxycycline（impurity C），β-epidoxycycline，to acetyl-2-decarbamoyldoxycycline
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（impurity F）．The related impurities’ cytotoxicity was in the order of impurity F，β-epidoxycycline，impurity C，

metacycline．The lethal and developmental toxicity order of main substances was from impurity C，metacycline，
impurity F，β-epidoxycycline．Conclusion：The related impurities of impurity C and impurity F in doxycycline 
hydrochloride showed strong toxicity and weak antibacterial，so they should be individually controlled．
Keywords：doxycycline hydrochloride；tetracyclines；impurity；β-epidoxycycline；metacycline；epidoxycycline；
oxytetracycline；acetyl-decarbamoyldoxycycline；in vitro antibacterial activity；zebrafish animal model

多西环素是以土霉素为原料研制成功的一种半

合成广谱四环类抗生素［1］。其临床应用于敏感的革

兰氏阳性球菌和革兰氏阴性杆菌所致的上呼吸道感

染、慢性前列腺炎、盆腔炎、痤疮、衣原体感染和立克

次体感染等［2-3］。其主要不良反应包括儿童牙齿变

黄、胃肠道疾病、颅内压增高及过敏反应等［4］。

随着人们对药物安全性认识和要求的提高，药

物杂质对临床用药安全性、疗效及产品质量的影响备

受大家关注，欧美等国家制订了相关的指导原则［5］，

我国近年来对有关物质的研究工作也提到前所未有

的高度。对于盐酸多西环素，尽管中国药典 2015 年

版二部对其原料药和制剂中的单个杂质及各杂质总

和有限度要求［6］，但对设定单独控制杂质及其限度的

合理性仍缺乏依据，更多的是统计学的层面进行。按

照“杂质谱控制（impurity profiles）”理念［7］，即“针对

药品中的每一个杂质，依据其生理活性制定相应的质

控限度”的要求，作者采用在线脱盐 LC-MS 技术对

代表性样品的杂质谱进行研究，发现制剂中既含有来

源于原料的 β- 多西环素、美他环素和 2- 乙酰 -2 脱

氨甲酰多西环素（杂质 F），还含有降解 4- 表多西环

素（杂质 C），相关结构见图 1。为研究这些杂质的体

外抗菌活性及对相关模型的活性，需要获得一定量杂

质，其中杂质 β- 多西环素和美他环素可以从中国食

品药品检定研究院购得，而杂质 C 和杂质 F 目前无

法从市场获得；为此，利用制备液相色谱，分别获得

一定量的多西环素杂质 C、杂质 F 以供进行深入研究

用［8-11］。本研究先采用纸片扩散法和常量肉汤二倍

稀释法考察盐酸多西环素及主要有关物质的抗菌活

性差异；采用中国仓鼠肺细胞（CHL）和斑马鱼动物

胚胎模型评价盐酸多西环素与主要有关物质之间的

相对毒性大小；依据上述结果，对现有质量标准中杂

质控制的合理性进行评价，为制定最严谨的标准提供

数据支撑。

化合物（compound） R1 R2 R3 R4 R5

多西环素（doxycycline） NH2 H N（CH3）2 H CH3

β- 多西环素（杂质 A）［β-epidoxycycline（impurity A）］ NH2 H N（CH3）2 CH3 H

美他环素（杂质 B）［metacycline（impurity B）］ NH2 H N（CH3）2 R4+R5=CH2

4- 表多西环素（杂质 C）［4-epidoxycycline（impurity C）］ NH2 N（CH3）2 H H CH3

4- 表 -6- 表 - 多西环素（杂质 D）［4-epi-6-epidoxycycline（impurity D）］ NH2 N（CH3）2 H CH3 H 

土霉素（杂质 E）［oxytetracycline（impurity E）］ NH2 H N（CH3）2 OH CH3

2- 乙酰 -2 脱氨甲酰多西环素（杂质 F）［acetyl-2-decarbamoyldoxycycline（impurity F）］ CH3 H N（CH3）2 H CH3

图 1　多西环素及各有关杂质的结构式［9］

Fig. 1　Chemical structures of doxycycline and related substances in doxycycline
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1　仪器与试药

生物安全柜（苏净集团安泰公司）；隔水式恒温

培养箱（上海一恒科技有限公司）；比浊仪（生物梅里

埃中国有限公司）；控温摇床（上海智诚有限公司）；

高压灭菌锅（SANYO 公司）；Millipore 纯化水仪（密

理博公司）；DP2-BSW 荧光显微镜（Olympus 公司），

ADMET Predictor 软件（上海凡默谷信息技术有限 
公司）。

盐酸多西环素原料药（批号 YD20140022CP），
江苏联环药业股份有限公司；对照品多西环素（批号

130485-201202）、美他环素（批号 130499-200802）、
β- 多 西 环 素（批 号 130405-200907），均 购 自 中

国食品药品检定研究院；盐酸多西环素原料药经 
100 ℃加热破坏后利用制备型液相色谱纯化自制杂

质 C（90.1%），盐酸多西环素原料药经减压浓缩后利

用制备型液相色谱纯化自制杂质 F（98.7%）。

中国仓鼠肺细胞，中国食品药品检定研究院；

斑马鱼野生型 AB 和 TU 品系，中国医学科学院北

京协和医学院医药生物技术研究所；水解酪蛋白

琼脂培养基（MHA）（批号 20140819），青岛海博生

物技术有限公司；水解酪蛋白培养基（MHB）（批

号 20140814），青岛海博生物技术有限公司；大肠杆

菌（ATCC25922，批号 20111201），广东环凯微生物

科技有限公司；金黄色葡萄球菌（ATCC29213，批号

A0246B），广东环凯微生物科技有限公司。

2　方法与结果

2.1　 盐酸多西环素及其主要有关物质的体外抗菌活

性考察

2.1.1　纸片扩散法　参考美国临床实验室标准化协

会（CLSI）推荐的药敏试验方法［12］及 Jennifer［13］等

报道的方法，用 MHB 培养基分别配制质量浓度为 
1 024 μg·mL-1 的美他环素、多西环素、土霉素、β-
多西环素、杂质 C 及杂质 F 的溶液，精取上述供试品

溶液 20 μL 分别浸润药敏纸片并晾干，将晾干后的

各药敏纸片放于含有敏感细菌的固体培养基表面，

37 ℃恒温培养箱培养 18 h（如图 2），测定抑菌圈直

径大小。除杂质 F 外，多西环素及其主要杂质“美

他环素、土霉素、β- 多西环素、杂质 C”对大肠杆菌

（ATCC25922）和金黄色葡萄球菌（ATCC29213）均

有不同程度的抗菌活性，在所选浓度下各物质的体外

抗菌活性由强至弱顺序为美他环素、多西环素、土霉

素、杂质 C。

图 2　多西环素各有关物质的 K-B 纸片扩散法结果

Fig. 2　The kirby-bauer disk diffusion results of related substances in 
doxycycline

2.1.2　常量肉汤二倍稀释法［14］　参照 CLSI 标准，

将“2.1.1”项中各供试品溶液按二倍稀释法制备样品

梯度组后分别加入敏感菌株，同时设立阳性对照（培

养基 + 菌液）和阴性对照（仅培养基），所有试管于 
37 ℃恒温培养 18 h。当阳性对照和阴性对照管均符

合规定时，肉眼观察各供试品溶液及其稀释液试管的

澄清情况，无细菌生长管对应的最低药物浓度即为最

低抑菌浓度（MIC），主要有关物质的抗菌性能如表 1
所示。进一步证实多西环素及主要有关物质的抗菌

活性由强至弱依次为美他环素、多西环素、土霉素、杂

质 C、β- 多西环素、杂质 F。
2.2　 中国仓鼠肺细胞（CHL）细胞毒性和遗传毒性

考察

参照国家食品药品监督管理局“药物遗传毒性

研究技术指导原则”［15］的相关要求试验。分别精密

称取多西环素、美他环素、土霉素、β- 多西环素、杂

质 C 及杂质 F，分别用适宜溶剂溶解（其中美他环

素、土霉素、β- 多西环素为二甲亚砜溶解，其余均为

氯化钠注射液溶解），制备梯度浓度（0、12.5、25、50、
100、200 μg·mL-1）的溶液，以梯度浓度的多西环

素及主要有关物质染毒 CHL 细胞，设立代谢活化组

［加 S9mix（代谢活化剂混合物），细胞与药物接触 4 
h］和非活化组［不加 S9mix，细胞与药物接触 24 h］，
观察细胞形态变化，根据活细胞线粒体中的琥珀酸脱

氢酶能使外源性 MTT 还原为水不溶性的蓝紫色结晶

甲瓒并沉积在细胞中，而死细胞无此功能的特性，测

定 540 nm 时的吸收度，一定细胞数范围内，MTT 结

晶形成的量与细胞数成正比，计算 IC50 以评估多西

环素及主要有关物质的细胞毒性大小，试验结果见 
表 2。
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表 1　主要有关物质的抗菌性能

Tab. 1　Antibacterial properties of main related substance
菌株

（strains）
稀释倍数

（dilution）
多西环素

（doxycycline）
美他环素

（metacycline）
土霉素

（oxytetracycline）
β 多西环素

（β-epidoxycycline）
杂质 C 

（impurity C）
杂质 F 

（impurity F）

大肠杆菌

ATCC25922
（Escherichia coli 

ATCC25922）

1∶4 - - - - - -

1∶8 - - - - - -

1∶16 - - - - - +

1∶32 - - - - - +

1∶64 - - - + - +

1∶128 - - - + + +

1∶256 - - + + + +

1∶512 + - + + + +

1∶1 024 + + + + + +

1∶2 048 + + + + + +

1∶4 096 + + + + + +

1∶8 192 + + + + + +

金黄色葡萄球菌

ATCC29213
（Staphylococcus 

aureus 
ATCC29213）

1∶4 - - - - - -

1∶8 - - - - - -

1∶16 - - - - - +

1∶32 - - - - - +

1∶64 - - - + - +

1∶128 - - + + + +

1∶256 - - + + + +

1∶512 + - + + + +

1∶1 024 + + + + + +

1∶2 048 + + + + + +

1∶4 096 + + + + + +

1∶8 192 + + + + + +

　注（note）：+ 有菌生长（bacterial growth）；- 无菌生长（no bacterial growth）

表 2　多西环素及主要有关物质对 CHL 的细胞毒性和遗传毒性结果

Tab. 2　The Cytotoxicity and genotoxicity of doxycycline and main related substance to Chinese hamster lung cells

分析物（analyte）
IC50/（μg·mL-1）

+S9 mix 试验（+S9 mix experiment） -S9 mix 试验（-S9mix experiment）

多西环素（doxycycline） 41.2 15.2

美他环素（metacycline） 144.6 70.0

土霉素（oxytetracycline） 94.6 57.7

杂质 C（impurity C） 133.6 57.8

杂质 F（impurity F） 72.9 29.2

β- 多西环素（β-epidoxycycline） 96.3 69.0

从表 2 结果可以看出，根据 IC50 值，其毒性由大

至小依次为多西环素、杂质 F、土霉素、杂质 C、β- 多

西环素、美他环素。

在上述试验结果的基础上，再选取多西环素及其

5 种杂质近 IC50 值作为受试浓度，在加与不加 S9mix
条件下分别染毒 CHL 细胞 4 h 和 24 h，观察这些药

物对染色体结构损伤的效应，结果显示：多西环素及

主要有关物质对 CHL 细胞均有一定的细胞毒性，畸

变率均小于 5%，未见明显遗传毒性。

2.3　斑马鱼胚胎发育毒性比较

斑马鱼动物模型对于药物毒性评价具有独特的

优势，在对药物微量杂质的毒性评价方面，国内利用
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模式生物斑马鱼已经建立了多种毒性评价模型，通过

评价杂质与药物活性成分（API）的相对毒性，评估

药物杂质的危害性［16］。本研究利用药物胚胎毒性评

价模型，评估多西环素及主要杂质之间的相对毒性。

通过饲养液添加药物的给药途径，在标准环境下孵

育，持续 5 d，逐天观察受试动物胚胎发育情况，统计

发育第 3 d 的畸形和死亡数 / 存活胚数。

如图 3-A 所示，斑马鱼胚胎经质量浓度为 300 
μg·mL-1 的多西环素作用 72 h 全部死亡；质量浓度

为 500 μg·mL-1 时，胚胎在发育到 48 h 已全部死亡，

所检测浓度范围内的毒性以致死为主。

如图 3-B 所示，斑马鱼胚胎经质量浓度为 300 
μg·mL-1 的 β- 多西环素作用 120 h 未见明显畸形，

只是表现为发育略滞后；质量浓度为 500 μg·mL-1

时，胚胎至 72 h 几乎全部死亡，毒性以致死为主。

如图 3-C 所示，斑马鱼胚胎经质量浓度为 500 
μg·mL-1 的土霉素作用 72 h 后畸形率和死亡率均显

著增加，至 120 h 几乎全部死亡。

如图 3-D 所示，斑马鱼胚胎经质量浓度为 
100 μg·mL-1 的美他环素作用后胚胎畸形率近 40%，

质量浓度为 300 μg·mL-1 时畸形率近 90%；质量浓

度为 500 μg·mL-1 时，胚胎 72 h 的死亡率近 100%。

如图 3-E 所示，斑马鱼胚胎经质量浓度为 59  
μg·mL-1 的杂质 C 作用后即出现一定程度的畸形

和死亡现象，畸形率与浓度正相关，质量浓度为 300  
μg·mL-1 时，胚胎在 72 h 的死亡率达到 100%。

如图 3-F 所示，斑马鱼胚胎经质量浓度为 100  
μg·mL-1 的杂质 F 作用后略有畸形，质量浓度为 500  
μg·mL-1 和 700 μg·mL-1 时的畸形率和致死率相当，表明

其致畸范围较宽，两浓度持续作用 120 h后均全部死亡。

综合图 3 知，多西环素和 β- 多西环素未见明

显致畸作用，杂质 C 致畸作用最强，美他环素次之，杂

质 F 与土霉素的致畸作用相当且弱于美他环素；杂

质 C 致死作用较强，其致死作用大于等于多西环素，

β- 多西环素与美他环素致死作用相当且弱于多西

环素，土霉素的致死作用大于等于杂质 F 且弱于美他 
环素。

各有关物质致胚胎畸形的表型相似，只是严重程

度略有差异，提示其毒性作用机理可能相似。致畸表

型包括身体变短和弯曲、体表颜色浅，头和眼小、腹部

大而圆、卵黄囊及其延伸结构变形、心脏缺陷及无正

常胚动等（如图 4）。

3　讨论

细菌对抗生素敏感性试验在控制细菌耐药性及

合理使用抗生素等方面发挥着重要作用。根据药敏

结果既可对抑菌效果进行定性，又可预测其临床效

果，进而实现个体化治疗等［17］。常量肉汤稀释结果

显示多西环素各有关物质对大肠杆菌（ATCC25922）
和金黄色葡萄球菌（ATCC29213）均有不同程度的抗

菌作用，纸片扩散法结果进一步证实各有关物质间的

抗菌活性差异，杂质 C（热降解杂质）、杂质 F 及 β-
多西环素的抗菌活性均明显低于主成分多西环素。

分析多西环素及有关物质结构，均具有相同的十二氢

化并四苯基本骨架结构，杂质 C 是多西环素的 4 位差

向异构体，β- 多西环素是多西环素的 6 位差向异构体，

杂质 F 是多西环素 2 位碳脱酰胺产物。杂质 C 活性降

低是由于 4 位碳上的二甲胺基形成空间位阻［18-19］，杂

质 F 活性降低是由于缺失与细菌核糖体蛋白 30S 亚基

结合所必需的酰胺基［20］，根据结构特点推测 β- 多西

环素活性降低亦有可能是空间位阻变化的原因。

斑马鱼是生命科学领域常用 3 种模式动物之一，

因具有饲养成本低，实验周期短，与哺乳动物相似的生

物结构及生理功能等优点而用于毒理学研究［21-22］。

国内已有专业机构利用斑马鱼胚胎毒性评价了多种

药物杂质［23］。在本研究中各有关物质的致畸性依

次为杂质 C、美他环素、杂质 F/ 土霉素；致死作用依次

为杂质 C、β- 多西环素 / 美他环素、杂质 F，该结果与

四环素差向异构体具有较强毒性的报道相呼应［24］。 
目前对四环类差向异构体的毒性机制研究甚少，

Mcfarland［25］报道认为化合物毒性的差异在于其

LogP、偶极性 - 极化性和给出质子能力的差异，遗憾

的是笔者采用 ADMET 预测软件未发现各有关物质

结构与毒性差异的规律，仍有待后续深入研究。

参考国内外现行药典对盐酸多西环素片有关

物质的规定（美他环素和 β- 多西环素均不得过

2.0%，其他单杂不得过 1.0%，各杂质总和不得过

5.0%），结合 2014 年度国家评价性抽验的 153 批次

国产盐酸多西环素片有关物质统计数据［美他环素

（0.06%~0.76%）、β- 多 西 环 素（0.45%~1.74%）、杂

质 F（0.30%~0.98%）及杂质 C（0.09%~0.96%），各杂

质总和 1.43%~3.43%］，根据斑马鱼毒性实验与定量

结构性质理论［26］以及本研究的抗菌活性和毒性结

果，建议在制定盐酸多西环素片质量标准时，美他环

素限度不得过 1.0%，β- 多西环素不得过 2.0%，杂



 Journal  of  Pharmaceutical  Analysiswww.ywfxzz.cn 药物分析杂志Chinese

药 物 分 析 杂 志 Chin J Pharm Anal 2017,37(12)        ·2207· 

A. 多西环素（doxycline）　B.β- 多西环素（β-epidoxycycline）　C. 土霉素（oxytetracycline）　D. 美他环素（metacycline）　E. 杂质 C（impurity C）  

F. 杂质 F（impurity F）

图 3　多西环素及主要有关物质致畸及致死结果

Fig. 3　The teratogenesis and lethality results of main related substances and doxycycline

杂质 F、美他环素、杂质 C 相对校正因子（n=3）分别

为 1.00、1.17、1.05、0.78、0.98，均在 0.8~1.2 之间，因

此均可采用不加校正因子主成分自身对照法，对于降

解杂质 C 采用溶液加热破坏的方式获得杂质进行定

位［10］，杂质 F 则可以根据相对保留时间［11］，其余几

个杂质则可以借助杂质对照品进行定位，一方面最大

程度地节约购买杂质对照品所需昂贵费用，另一方面

可避免因购买国外杂质对照品所需周期长乃至无相

应对照品提供而影响产品质量研究的尴尬局面。

致谢：江苏省食品药品监督检验研究院药理室

在细胞毒性实验过程中给予的帮助。
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