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依托红霉素片有关物质分析

辛洁 1，2，李玮 1，2*

（1. 安徽中医药大学，合肥 230038；2. 安徽省食品药品检验研究院，合肥 230051）

摘要　目的：研究依托红霉素片中的有关物质分布情况。方法：收集 14 个厂家 130 批依托红霉素片样

品，建立 HPLC 方法考察有关物质，对主要组分进行定性定量；色谱条件：采用 CAPCELLPAK-MGII C18 

（4.6 mm×250 mm，5 μm）色 谱 柱，以 0.05 mol·L-1 磷 酸 氢 二 钾（用 20% 磷 酸 调 节 pH 至 8.2）- 乙 腈

（40∶60）为流动相，检测波长 205 nm。未知组分经制备后，采用质谱技术对结构进行初步鉴定；质谱条件：

质谱离子源为 ESI，模式为负离子扫描，碰撞能量 10~30 eV，毛细管电压 4.5 kV。通过破坏实验确定有关物

质产生的途径，分析样品中有关物质的主要来源。结果：依托红霉素片除主成分峰外，还检测出 20 个有关

物质，其中已知有关物质有 7 个，分别为 N- 去甲基红霉素 A、红霉素 C、红霉素 A、脱水红霉素 A、表红霉素

A 烯醇醚、红霉素 B、红霉素 A 烯醇醚；未知的主要有关物质结构推断为红霉素 A 丙酸酯烯醇醚。制剂中 2
个主要已知有关物质（红霉素 A、脱水红霉素 A）含量与原料来源密切相关。结论：依托红霉素片稳定性较

好，其有关物质的控制应从原料着手，以保证制剂的质量。
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Analysis of related substances in erythromycin estolate tablets

XIN Jie1，2，LI Wei1，2*

（1．Anhui University of Chinese Medicine，Hefei 230038，China； 

2．Anhui Institute for Food and Drug Control，Hefei 230051，China）

Abstract　Objective：To study the distribution of related substances in erythromycin estolate tablets． 
Methods：Erythromycin estolate tablets with 130 batches were collected from 14 manufacturers．An HPLC 
method was established to determine the related substances in erythromycin estolate tablets and to locate the 
main components．Chromatographic conditions: CAPCELLPAK-MGII C18column（4.6 mm×250 mm，5 μm） 
was used with isocratic elution of a mobile phase consisting of 0.05 mol·L-1 dipotassium hydrogen phosphate 
solution （adjusted to pH 8.2 with 20% phosphoric acid）-acetonitrile（40∶60）．The UV detection wavelength 
was 205 nm．MS analysis technique was used to identify the structure of the unknown components after collection．
MSD parameters: Data were collected in negative ion modes with ESI as the ion resource，collision energy 10-
30 eV，and capillary voltage 4.5 kV．The producing pathways of the related substances were proposed with stress 
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destruction experiments and the main sources of the related substances in the sample were analyzed．Results： 20 
related substances were detected，including 7 known substances （N-demethyl erythromycin A，erythromycin C，
erythromycin A，dehydrated erythromycin A，erythromycin A enol ether，erythromycin B，erythromycin A enol 
ether）．The main unknown related substance was inferred to be erythromycin A propionate enol ether．The source 
of 2 known related substances（erythromycin A and dehydrated erythromycin A） was closely related to the bulk 
sample．Conclusion: Erythromycin estolate tablets are relative stable．Contents of various related substances 
should be controlled in bulk manufacturing process to ensure the quality of preparations．
Key words：erythromycin estolate tablets；erythromycin estolate； macrolide antibiotics；erythromycin propionate 
dodecyl sulfate； impurity substance analysis； quality control

依托红霉素（erythromycin estolate）又名无味红

霉素，属大环内酯类抗生素，为红霉素丙酸酯的十二

烷基硫酸盐，在肠道中以酯化物的形式被吸收，进而

部分水解为活性成分红霉素［1］。其作用机制与红霉

素相同，可透过细菌细胞膜，与细菌核糖体的 50S 亚

基成可逆性结合，阻断了转肽作用和信使核糖核酸

（t-RNA）的位移，抑制细菌蛋白质合成。中国药典

2015 年版［2］、美国药典［3］均收载依托红霉素片剂，但

均未设立有关物质检查项。关于依托红霉素有关物

质研究的报道较少，仅见依托红霉素含量及有关物

质分析方法的研究［4-6］，未见对依托红霉素片剂主要

有关物质及有关物质含量分布的报道。本文参照相

关文献中红霉素类原料及其制剂的分析方法［7-9］，建

立 HPLC 法测定 14 家生产企业 130 批样品中有关物

质；另采用质谱技术［10-15］对样品中的未知主要有关

物质进行了分析，并通过破坏实验、原料考察等手段

对有关物质进行溯源。

1　仪器与试药

1.1　仪器

岛津公司 LC-20A 高效液相色谱仪；资生堂株式

会社 CAPCELLPAK MGⅡC18 色谱柱（4.6 mm×250 mm，

5 μm；填料：十八烷基硅烷键合硅胶，有机硅聚合物包

被填料）；AB Sciex triple quad 5500 质谱仪；Waters 公司

Xevo G2QTOF 质谱仪；梅特勒 - 托利多公司 METTLER 
TOLEDO XP-205 分析天平（d=0.000 01 g）；Elma 公司

E300H Elmasonic 超声仪。

1.2　试药及对照品

乙腈、乙醇、乙酸铵为色谱纯，磷酸氢二钾、磷酸

为分析纯，实验用水为 Milli-Q 纯化水。红霉素 B 对

照品（美国药典对照品，批号 1242010）；脱水红霉

素 A 对照品（依据欧洲药典［16］条件制备）；表红霉

素 A 烯醇醚对照品，红霉素 A 烯醇醚对照品（依据

欧洲药典条件制备）；N- 去甲基红霉素 A 对照品（美

国药典对准品，批号 1242032）；红霉素对照品（美国

药典对照品，批号 1242000）；红霉素 C 对照品（美

国药典对照品，批号 1242021）；依托红霉素对照品

（美国药典对照品，批号 1243002）；红霉素系统适用

性对照品（中国食品药品检定研究院，批号 130670- 
201501）。
1.3　样品

依托红霉素原料药来自台山市化学制药有限公

司（厂家Ⅰ）和黄石世星药业有限责任公司（厂家

Ⅱ）。130 批依托红霉素片样品，分别来自福建汇天

生物药业有限公司、江苏平光制药有限责任公司、广

东台城制药股份有限公司、台山市化学制药有限公

司、靖宇天池制药有限公司、西安利君制药有限责任

公司、上海信谊药厂有限公司、湖北绿金子药业有限

责任公司、上海玉瑞生物科技（安阳）药业有限公司、

岳阳同联药业有限公司、国药集团广东环球制药有限

公司、上海新亚药业闵行有限公司、上海腾瑞制药有

限公司、山西远景康业制药有限公司 14 家生产企业。

2　方法

2.1　色谱、质谱条件

色谱条件：采用 CAPCELLPAK MGⅡC18 色谱柱

（4.6 mm×250 mm，5 μm），以磷酸氢二钾溶液（称

取磷酸氢二钾 8.7 g，加水 1 000 mL 溶解，用 20% 磷

酸调节 pH 至 8.2）- 乙腈（40∶60）为流动相，流速

1.5 mL·min-1，柱温 35 ℃，检测波长 205 nm，进样量 
20 μL。

质谱条件：将上述色谱条件中的流动相磷酸氢

二钾溶液替换成 0.02 mol·L-1 乙酸铵溶液进行杂质

制备后，直接进样，离子化方式为 ESI（-），质量采集
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范围 m/z 500~1 200，干燥气温度 350 ℃，碰撞能量

10~30 eV，毛细管电压 4.5 kV。

2.2　供试品溶液的制备

取样品研细，取细粉适量（约相当于依托红霉素

125 mg），置 25 mL 量瓶中，加乙腈溶解并稀释至刻

度，滤过，取续滤液即得。

3　结果

3.1　HPLC 方法学验证

3.1.1　专属性　曾试用更高比例的乙腈加入流动相，

样品中并未检出新的有关物质，且当流动相中乙腈比

例超过 70% 时，缓冲盐会析出而发生浑浊，故未采用

更高有机相比例的梯度洗脱方法。取处方量空白辅

料适量，置 25 mL 量瓶中，加乙腈溶解并稀释至刻度，

摇匀，过滤后取续滤液作为空白辅料溶液，精密量取

20 μL 注入液相色谱仪，记录色谱图。空白辅料无干

扰。将已知有关物质对照品制成 0.2 mg·mL-1 的混

合溶液后进样，各峰分离度良好。

3.1.2　线性与范围　精密称取红霉素 A 对照品适

量，用乙腈配制成 0.010、0.050、0.10、0.20、0.40、0.80 
mg·mL-1 的系列溶液，进样测定，以质量浓度 X 为横

坐标，以峰面积 Y 作纵坐标，绘制线性关系图，得出

回归方程：

Y=1.505×106X-8.051×103　r=0.999 9
结果表明，红霉素 A 质量浓度在 0.01~0.80 mg·mL-1

范围内线性关系良好。

3.1.3　重复性及精密度　取同一批次样品 6 份，分别

按“2.2”项下方法制备供试品溶液，按“2.1”项下条

件进样测定，结果 6 份样品中红霉素 A 的含量分别

为 3.05%、3.04%、3.07%、3.01%、3.11%、3.06%，平均

值为 3.06%，RSD 为 1.1%，说明方法重复性良好。精

密量取 1 mg·mL-1 红霉素 A 对照品溶液 20 μL 注入

液相色谱仪，连续进样 6 次，依法测定峰面积，RSD
为 0.80%，说明进样精密度良好。

3.1.4　供试品溶液的稳定性　取依托红霉素原料

（厂家Ⅰ）制备成质量浓度为 5 mg·mL-1 的供试品

溶液，分别在 0、5、10、15、20、30 min 进样 20 μL，红
霉素 A 峰面积值分别为 444 029、442 094、440 406、 
434 312、433 377、416 811，红霉素 A 烯醇醚峰面积

值分别为 82 150、88 765、89 492、91 225、91 473、92 655，
有关物质 19 峰面积值分别为 32 385、117 498、202 427、
415 484、477 562、819 204；说明供试品溶液不稳定，

随着供试品溶液放置时间的延长，红霉素 A 的峰面

积逐渐减少，红霉素 A 烯醇醚逐渐增加，有关物质 19
迅速增加，故供试品溶液应临用现配，立即进样。

3.1.5　检测限和定量限　将红霉素 A 对照品溶液

逐级稀释，进行测定，当信噪比 S/N=3 和 S/N=10 时

计算红霉素 A 检测限和定量限，分别为 0.005 mg 和 
0.015 mg。
3.2　依托红霉素片有关物质含量分布

不同生产企业的产品，各有关物质的大小有明显

不同。依据最小峰纯度系数法（从峰中的每一检测

到的点的相似度指数减去相应的阈值，计算峰纯度指

数）计算 DAD 检测器（二极管阵列检测器）获得的

数据，峰纯度指数为 1.000 0，单点阈值为 0.996 4，最
小峰纯度指数为 362，表明主成分峰纯度较高。按其

出峰时间的先后顺序对其编号，典型色谱图如图 1，
主要检出 20 个有关物质。其中已知的有关物质有：

1 号，N- 去甲基红霉素 A；2 号，红霉素 C；5 号，红霉

素 A；6 号，脱水红霉素 A；8 号，表红霉素 A 烯醇醚；

9 号，红霉素 B；14 号，红霉素 A 烯醇醚。

图 1　依托红霉素片有关物质典型色谱图

Fig. 1　Typical chromatogram of related substances in erythromycin 
estolate tablets

将样品中各有关物质峰面积与主成分峰面积

比较，计算相对含量。20 个有关物质中，有关物

质 5、14、19 为主要有关物质（其含量分布分别为

0.122%~10.351%，0~5.611%，0~9.827%），检出的批

数均占总批数的 93.8% 以上，不同企业生产的样品

中上述有关物质含量值离散度较大，有关物质含量及

方差分布图见图 2。有关物质 19 在 130 批样品中几

乎都有检出且含量较高，本文“3.4”项对该成分进行

了结构分析。

3.3　已知有关物质来源分析

取依托红霉素原料（厂家Ⅰ、Ⅱ），分别进行酸破

坏、碱破坏、高温破坏及氧化破坏。取依托红霉素样
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图 2　样品中 20 个有关物质含量分布图

Fig. 2　Distribution of 20 related substances in samples

品（约相当于依托红霉素 125 mg），置 25 mL 量瓶中，

分别加乙醇 2 mL 使溶解（高温破坏的直接置 130 
℃放置 3 h 后测定），再加入 0.1 mol·L-1 盐酸溶液 1 
mL，或 0.1 mol·L-1 氢氧化钠溶液 1 mL，或 5% 双氧

水溶液 1 mL，放置 30 min 后，酸破坏的样品加入 0.1 
mol·L-1 的氢氧化钠溶液 1 mL 中和，碱破坏的样品

加入 0.1 mol·L-1 的盐酸溶液 1 mL 中和；上述酸、碱、

及氧化破坏的溶液再分别加乙醇 10 mL，加水解液

（20 g·L-1 磷酸氢二钾，20% 磷酸调节 pH 至 8.0）10 
mL，24 h 后用水解液定容，过滤后测定。破坏后有关

物质的变化情况见表 1。

表 1 　依托红霉素破坏后有关物质的含量变化

Tab. 1　Content changes of related substances in erythromycin estolate after destruction

项目（item）
N －去甲红霉素 A
（N-demethylery- 

thromycin A）

红霉素 C
（erythro- 
mycin C）

红霉素 A
（erythro- 
mycin A）

脱水红霉素 A
（anhydroery- 
thromycin A）

表红霉素 A 烯醇醚
（pseudoerythromycin 

A enol ether）

红霉素 B
（erythro- 
mycin B）

红霉素 A 烯醇醚
（erythromycin A 

enol ether）

酸破坏
（acid destruction）

○ + - ++ + + +

碱破坏
（alkaline destruction）

○ + ++ + + + +

氧化破坏
（oxidative destruction）

○ + ++ ○ ○ + -

高温破坏（high-
temperature destruction）

○ + - + ++ + ++

　注（note）：+，增加（increased）；++，较大增加（sharply increased）；-，减少（decreased）；○，无变化（unchanged）

厂家Ⅰ、Ⅱ的依托红霉素原料在酸、碱、高温、氧

化破坏加速破坏条件下的降解产物基本相同，其中酸

破坏产物主要有脱水红霉素 A，碱破坏及氧化破坏产

物主要是红霉素 A，高温破坏产物主要为红霉素 A 烯

醇醚、表红霉素 A 烯醇醚。N- 去甲基红霉素 A 的含

量虽然在加速破坏试验过程中无变化，但在多数样品

中均有检出，其主要来源于合成反应产生的副产物。

3.4　主要未知有关物质结构分析

将高效液相色谱系统的流动相磷酸氢二钾溶液

（称取磷酸氢二钾 8.7 g，加水 1 000 mL 溶解，用 20% 磷

酸调节 pH 至 8.2）- 乙腈（40∶60）变换为 0.02 mol·L-1

乙酸铵溶液 - 乙腈（40∶60）后，对有关物质 19 溶

液进行制备，测定质谱数据；同时对比依托红霉素主

成分的质谱裂解规律，推测了有关物质 19 的可能结

构为红霉素 A 丙酸酯烯醇醚。已知依托红霉素的

主成分红霉素 A 丙酸酯相对分子质量 789.5，负离

子扫描模式下的准分子离子峰为 m/z 848.5，二级质

谱碎片主要有 m/z 788.2、612.4 和 554.4，由于流动

相中含有醋酸铵，推断负离子扫描模式下的准分子

离子峰为主成分结合流动相中的醋酸根离子形成；

而有关物质 19 在负离子扫描模式下的分子离子峰

为 m/z 830.4，二级质谱碎片主要有 m/z 770.4、594.4、
463.3，推断有关物质 19 在负离子扫描模式下，准分

子离子峰的形成方式与红霉素 A 丙酸酯相同，其结

构式及裂解途径如图 3 所示。采用高分辨率的飞行

时间质谱测定有关物质 19 的精确分子量，质谱条件

为离子化方式为 ESI（-），干燥气温度 350 ℃，毛细

管电压 2.05 kV，得到的分子离子峰为 m/z 830.483 5、 
m/z 770.461 4，与理论值相吻合，证明推测相对合理。

4　讨论

在 130 批药品中，红霉素 A 的含量平均值最高，

红霉素 A 烯醇醚（EP 中的杂质 E）的含量较高，且数

据离散程度较大，该成分与 8 号有关物质表红霉素 A
烯醇醚（EP 中的杂质 F）同为高温条件下的产物。6
号有关物质为脱水红霉素 A（EP 中的杂质 D），为酸

解产物，在 130 批药品中，有 18.5% 的产品中检测不

到该有关物质，在不同企业产品中的差异较大，表明

这些有关物质应在生产过程中注意控制。
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图 3　有关物质 19 可能裂解途径

Fig. 3　Possible fragmentation pathway of the related substance 19

将 130 批样品的 20 个有关物质含量数据，运用

SPSS 21.0 统计分析软件，选用组间联结法（between-
groups linkage）、Pearson 相关性法进行聚类分析，结

果见图 4。可见，14 个厂家的 130 批依托红霉素片

样品大致可分为 2 类。

图 4　聚类分析图

Fig. 4　Clustering analysis diagram
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将 130 批样品的 20 个有关物质含量数据，用

SPSS 21.0 统计分析软件进行主成分分析。对因子

进行提取后，发现前 3 个公共因子的累积贡献率达

94.089%，因此提取 3 个公共因子分别作为 X、Y、Z
坐标轴作图，其进行分类的结果见图 5。

图 5　主成分分析图

Fig. 5　Principal component analysis

聚类分析与主成分分析的结果基本一致，可以将

130 批依托红霉素片样品分为 2 类，分析这 2 类样品

之间的差异发现，所有 130 批制剂生产所用的依托红

霉素原料均来自于厂家Ⅰ和Ⅱ，而这 2 类制剂样品所

用的原料来源恰好不同。说明使用不同的原料，生产

出的制剂产品的有关物质很可能存在差异。

对制剂生产企业提供的原料进行有关物质考察，

将含量平均值与对应制剂样品（使用原料分别来源

于这 2 家企业）中 3、5、6、14、19 号这 5 个主要有关

物质的含量平均值进行了比较，结果见表 2。
直观上看，制剂中的红霉素 A、脱水红霉素 A 和

有关物质 19 与原料中对应的红霉素 A、脱水红霉素

A 和有关物质 19 的含量可能有关。进一步分别以有

关物质 3、红霉素 A、脱水红霉素 A、红霉素 A 烯醇醚

和有关物质 19 为指标，将分别以厂家Ⅰ和Ⅱ原料生

产的 2 类制剂的检测结果进行独立样本 t 检验的统计

表 2　不同原料来源的制剂产品、不同原料中的 5 个主要有关物质含量平均值（%）

Tab. 2　Average content of the five main impurities in different drug products and bulk samples

样品

（sample）

有关物质 3
（related 

substance 3）

红霉素 A
（erythromycin A）

脱水红霉素 A
（anhydro erythromycin A）

红霉素 A 烯醇醚

（erythromycin A 
enol ether）

有关物质 19
（related 

substance 19）

厂家Ⅰ原料（bulk sample from manufacturer Ⅰ） 0.480 7.448 0.284 1.625 1.541

厂家Ⅱ原料（bulk sample from manufacturer Ⅱ） 0.442 1.648 0.824 1.499 3.303

用厂家Ⅰ原料生产的制剂（preparations produced 
with bulk sample from manufacturer Ⅰ） 

0.742 5.976 0.201 3.147 1.946

用厂家Ⅱ原料生产的制剂（preparations produced 
with bulk sample from manufacturer Ⅱ）

0.699 1.816 0.856 2.168 3.458

学分析，结果显示：有关物质 3，P=0.401>0.05；红霉素 A，

P=0.000 <0.05；脱水红霉素 A，P=0.000<0.05；红霉素 A
烯醇醚，P=0.001<0.05；有关物质 19，P=0.000<0.05。说

明 130 批依托红霉素片剂中，原料来源不同的 2 类制剂

样品中，有关物质 3 的含量差异并不显著，但含有的红

霉素 A、脱水红霉素 A、红霉素 A 烯醇醚、有关物质 19
有显著性差异。结合表 2 中的有关物质数据分析，说

明依托红霉素片剂中的 2 个已知有关物质（红霉素 A、

脱水红霉素 A）及有关物质 19（推断为红霉素 A 丙酸

酯烯醇醚）的含量与原料来源密切相关。

将 14 个不同厂家的依托红霉素片置于温度 60 ℃、

相对湿度 80% 的恒温恒湿箱内，放置 3 个月后依法

测定，杂质个数无明显增加，杂质总量平均值增加

2.36%，单个杂质平均值最大增加 0.60%。样品在高

温、高湿的强力破坏试验中变化并不十分剧烈，说明

该样品在流通领域过程中质量指标变化可能相对较

小，而控制原料有关物质含量是降低制剂有关物质含

量的关键。
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