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!摘!要"!对 "##% 年版(兽药质量标准)中收载的海南霉素钠质量标准部分检测项目进行修订研

究!用M18̀a液质联用仪确证了海南霉素钠的分子式为 ,
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L9$ 建立了海南霉素钠的高效

液相色谱 1蒸发光散射检测方法!其线性范围为 #4) (" AK*A>!相关系数 *为 #466'"!检测限为

#4#") AK*A>!定量限为 #4#) AK*A>$ 本试验可为完善海南霉素钠质量标准提供参考$
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!! 海南霉素钠是我国批准的第一个一类新兽

药!产品有原料药和预混剂% ,兽药质量标准-"##%

年版收载了海南霉素钠质量标准!但未给出分子

式!含量测定采用微生物效价测定法($)

% 为进一步

完善和提高海南霉素钠质量标准!满足检验检测工

作需要!本研究对原料药质量标准进行了修订

研究%

@A材料与方法

$4$!材料!海南霉素钠原料药和标准品"66&4%

单位*AK#!山东胜利股份有限公司提供&海南霉素

对照品"6"4)\#!中国兽医药品监察所% 枯草芽孢

杆菌 ,;,,5%)#$!中国食品药品检定研究院% 海

南霉素专用培养基!中国兽医药品监察所% 液质联

用仪M18FV"配电喷雾离子源#和高效液相色谱仪

"56)!P9UQTY公司&蒸发光散射检测器 "###@0!奥泰

公司&抑菌圈测定仪,G/1$&北京潮声技术开发公

司% 三羟甲基氨基甲烷1盐酸缓冲液"SGp'4$#!

中国兽医药品监察所&甲醇'甲酸!色谱纯&水为符
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合_/*8553" 规定的一级水%

$4"!海南霉素钠分子式的确证方法

$4"4$!IQZF_

"

M18FV液质联用仪分析方法!色

谱条件$流动相为#4$ \甲酸甲醇*水"363!6#d$##!流

动注射% 海南霉素工作溶液浓度为 "# <K*A>% 质

谱条件见表 $%

表 @A_L;&.液质联用仪质谱条件

质谱参数 参考数值

@0. 正离子模式

质量范围 )# ($### 2̂

毛细管电压 "4)b7

锥孔电压 %)7

萃取锥孔电压 &7

离子源温度 $##c

脱溶剂器温度 ")#c

锥空气流速 "#>*?

脱溶剂器流速 %##>*?

;0*;0扫描碰撞能 "# ())Q7

$4"4"!元素分析及核磁分析方法委托中国科学院

化学研究所进行检测%

$4%!用G+>,1@>0^方法测定海南霉素钠含量

$4%4$!色谱条件!用苯乙基键合硅胶为填充剂

"SG值适用范围 #43 (34##&以甲醇 1水 1三氟乙

酸"6#d$#d#4#)#为流动相(")

&流速为 $4# A>*AB<&

用蒸发光散射检测器"参考条件$漂移管温度 $$# c!

载气流量为 "4) >*AB<#检测% 理论板数按海南霉

素峰计算应不低于 %###!海南霉素峰与其他峰的分

离度应符合要求% 出峰顺序依次为钠和海南霉素%

$4%4"!方法的专属性!用含 #4#) \三氟乙酸流

动相'#4#) AFC*>氢氧化钠和 ) \的双氧水分别配

制浓度为 $ AK*A>海南霉素钠溶液!在破坏 & ? 后

分别测定%

$4%4%!线性范围考察!用甲醇d水"6#d$##配制浓

度分别为$"'$4)'$'#4')'#4) AK*A>的海南霉素

溶液!分别进样 $#

!

>!重复测定三次!计算海南霉

素浓度对数值与峰面积对数值的线性回归方程%

$4%4&!检测限和定量限!以信噪比 %d$ 作为方法

的检测限!$#d$ 作为方法的定量限! 测定海南霉素

的检测限和定量限%

$4%4)!精密度考察!配制浓度约为 $ AK*A>的海

南霉素溶液!进样量 $#

!

>!连续进样 5 次!计算峰

面积的4BN!应满足方法要求%

$4%45!方法的耐用性考察!考察漂移管温度'气

流量'柱温'流动相比例以及流速发生微小变化时!

对海南霉素分离度的影响%

$4&!海南霉素微生物检定法

$4&4$!菌悬液的制备!将接种于斜面的枯草芽孢

杆菌用 ) A>灭菌生理盐水洗下!取 $ A>!用 ) A>

灭菌生理盐水稀释!摇匀!备用%

$4&4"!平板的制备!底层$取 "# A>培养基铺于

培养皿作为底层&菌层$在培养基中添加 #4"\稀释

后的菌悬液!摇匀!取 ) A>铺于底层上%

$4&4%!工作溶液的配制!精密称定海南霉素对照

品'海南霉素标准品和 " 份海南霉素原料药各约 )#

AK!分别置 )# A>容量瓶中!加 %# A>无水乙醇并

用三羟甲基氨基甲烷 1盐酸缓冲液"SGp'4$#定

容至刻度!配制成 $### 单位*A>的工作溶液!分别

精密量取 )4# A>至 )# A>容量瓶中!用三羟甲基

氨基甲烷1盐酸缓冲液"SGp'4$#定容至刻度得

$## 单位*A>的工作溶液!精密量取 "4# A>分别置

)# A>和 $## A>容量瓶中!用三羟甲基氨基甲烷1

盐酸缓冲液"SGp'4$#定容至刻度得 " 单位*A>

和 & 单位*A>的工作溶液!作为二剂量法效价测定

的高低两个浓度%

$4&4&!微生物检定方法!依据 "#$# 年版,中国兽

药典-附录 $"$ 页抗生素微生物检定法(5)中的二剂

量法进行检定%

BA结 果

"4$!液质分析结果!相关资料中提供的海南霉素

钠的分子式为,
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L9!理论计算值为6#54)%$'%

液质联用仪M18FV分析得到的海南霉素钠分子量

为 6#54)%$3!解析得到分子式为,
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L9!与相

关资料提供的海南霉素钠分子式一致% 其质谱图

见图 $%

图 @A海南霉素一级质谱图
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"4"!元素分析!委托中国科学院化学研究所对海

南霉素钠进行元素分析!结果表明测定值和理论值

一致!结果见表 "%

表 BA海南霉素钠8和T元素理论值与测定值

元素分析值 ,百分含量*\ G的百分含量*\

理论值 5"4"% 34'3

$ 5"46" 3435

测定值 " 5"46) 3466

平均值 5"46& 346"

偏差值*\ #4'$ #4$&

"4%!核磁分析!对海南霉素钠原料药进行核磁分

析并与相关资料进行对照!结果一致%

"4&!G+>,1@>0^检测方法

"4&4$!方法的专属性在酸'碱和氧化破坏性试验

中!海南霉素钠均发生降解!和降解杂质峰均完全

分开!分离度分别为 )43'$4' 和 54)"图 " 1图 &#%

图 BAHWHGa三氟乙酸破坏 F (的色谱图

图 EAHWHG1&,bV氢氧化钠破坏 F (的色谱图

图 FAGa过氧化氢破坏 F (的色谱图

"4&4"!线性范围考察!结果表明!海南霉素浓度

在#4) (" AK*A>之间时!其对数值与峰面积呈良

好的线性关系!回归方程为/p#45&36L1&4)635!

*p#4663$%

"4&4%!检测限和定量限!以信噪比 %d$ 为检测

限!$#d$ 为定量限! 得到该方法检测限为 #4#")

AK*A>!定量限为 #4#) AK*A>%

"4&4&!精密度考察!5 次测定峰面积的平均 4BN

为 $4#\!可满足方法要求%

"4&4)!方法的耐用性考察!由表 % 实验数据可

知!漂移管温度'气流量'柱温'流动相比例以及流

速发生微小变化时!均不影响海南霉素的分离

效果%

表 EA方法耐用性试验结果统计表

测定色谱条件 保留时间*AB< 分离度

正常色谱条件 $545&% 34"6

漂移管温度*c

$#) $54$5' $&466

$$) $54$'' '4$6

气流量*">*AB<

1$

#

"4% $54$)5 '46&

"43 $54##5 '45"

柱温*c

%% $'4%5# 545$

%' $54#5) &45'

甲醇d水d三氟乙酸
33d$"d#4#) "&4)5% "&4'

6"d3d#4#) $$4&"5 34'#

流速*"A>*AB<

1$

#

#43 ""4"%& $"45#

$4" $&43&6 6463

"4)!微生物检定法效价测定结果!我所制备的海

南霉素对照品"效价值 6") 单位*AK#测定海南霉

素原料药的效价及山东胜利股份提供的海南霉素

标准品"66&4% 单位*AK#测定海南霉素原料药的效

价结果见表 &%

表 FA海南霉素原料药及对照品效价测定值 单位bAK

海南霉素
用中监所对照品

测定效价值

用厂家提供标准品

测定效价值
差值

原料药 $ 6#% 66# 3'

原料药 " 6%3 66) )'

对照品 6") 6'3 )%

由以上试验结果可知!我所制备海南霉素对照

品测定厂家提供的 " 批原料药效价值与厂家测定

结果差值的偏差小于 )\!且满足 "##% 年版质量标

准要求!所以我所制备海南霉素对照品"效价值

6") 单位*AK#可用于海南霉素效价测定%

EA讨 论

比较了,$3 柱和苯基色谱柱的分离效果$,$3
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柱在约 &' AB<分离出海南霉素!峰形平!拖尾因子

大于 3&苯基色谱柱在约 $5 AB< 分离出海南霉素!

峰形尖锐!拖尾因子小于 $4"!确定用苯基色谱柱进

行分离%

用液质联用仪M18FV得到的两个碎片基团虽

然从厂家和相关资料提供的结构式上能得到合理

解释!但不足以对分子结构式进行确证!并且厂家

和相关资料中提供的分子结构式在侧链结构上有

所不同!所以暂不能确定海南霉素钠的分子结

构式%

蒸发光散射检测器是一种通用型的质量检测

器!检测时基线稳定! 灵敏度'重现性均较好! 因此

中在中药'没有紫外吸收或紫外吸收较弱的药品检

测具有较广应用价值(% 1))

% 用 G+>,1@>0^方法

测定海南霉素钠可将各组分有效分离(5)

!提高了测

定方法的专属性!并且应用G+>,1@>0^方法测定

过程简单'快速!测定结果较抗生素微生物效价测

定法更为准确%

本研究对厂家工作标准品和中国兽医药品监

察所制备的海南霉素对照品的效价进行了对比研

究% 中国兽医药品监察所制备海南霉素对照品也

可赋值效价单位!用于海南霉素微生物检定法含量

测定%

在本试验中!还对海南霉素钠残留溶剂进行了

研究!通过气相色谱顶空进样测定!未检测到工艺

过程中使用的甲醇溶剂!但检测到几个含量较高的

杂质峰% 与进样石油醚样品进行比对!部分峰可比

对上!这可能和生产工艺中最后两步用石油醚提取

有关!建议对生产工艺进一步改进!提高产品质量%
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