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［摘　 要］ 　 建立了加米霉素对照品的标定方法。 采用紫外光谱、红外光谱、核磁共振波谱、质谱和

Ｘ 射线单晶衍射进行结构确认，高效液相色谱法进行纯度检查，质量平衡法进行定量分析，并采用定

量核磁技术对赋值结果进行验证。 结果显示，加米霉素对照品原料纯度为 ９９．９％；质量平衡法赋值

结果为 ９８．８％，定量核磁共振法验证结果为 ９８．３％。 加米霉素对照品原料定量赋值结果准确、可靠，
能够用于加米霉素原料及制剂的鉴别和含量测定。
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ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｍｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ｗａｓ ９９． ９％． Ｔｈｅ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｖａｌｕｅ ｂｙ ｍａｓｓ ｂａｌａｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ９８． ８％， ｉｎ
ａｃｃｏｒｄａｎｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈａｔ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ＮＭＲ（９８． ３％）． Ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｇａｍｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ
ｍａｔｅｒｉａｌ ｍｅｔ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ＣＲＳ ｆｏｒ ａｓｓａｙ． Ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ ｏｆ ｔｈｅ ａｓｓｉｇｎｅｄ ｖａｌｕｅ ｏｂｔａｉｎｅｄ ｂｙ ｍａｓｓ ｂａｌａｎｃｅ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ． Ｔｈｕｓ ｔｈｅ ｇａｍｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ｍａｔｅｒｉａｌ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｇａｍｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ； ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ； ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ； ｍａｓｓ ｂａｌａｎｃｅ ｍｅｔｈｏｄ； ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ
ＮＭＲ

　 　 加米霉素是法国梅里亚公司开发研制的新一

代半合成十五元氮杂环大环内酯类抗菌药物，其注

射液于 ２０１７ 年通过农业部进口兽药注册在我国上

市销售，用于治疗和预防由溶血性曼氏杆菌、多杀

性巴氏杆菌、睡眠嗜组织菌等主要病原菌引起的牛

呼吸系统疾病［１］。 目前国内有多家单位开展加米
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霉素及注射液的仿制研究［２－４］，但加米霉素法定对

照品在国际和国内并无单位提供，困扰了加米霉素

原料及其注射液的质量控制，本文研究建立了加米

霉素对照品的标定方法，为其对照品的标定提供技

术依据。
１　 仪器与试药

１．１ 　 仪器与试剂 　 高效液相色谱系统 （Ｗａｔｅｒｓ
ｅ２６９５ 型 ＨＰＬＣ；２９９８ 型 ＰＤＡ 检测器；Ｅｍｐｏｗｅｒ ３ 色

谱工作站软件），美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司；ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８ 柱

（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ），美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司；ＡＢ２６５
－Ｓ 电子分析天平，梅特勒托利多公司；Ｓｅｖｅｎ ｅａｓｙ
型酸度计，梅特勒托利多公司；ＧＺＸ－９０７０ＭＢＥ 型电

热鼓风干燥箱，ＳＸ２－２．５－１０ 型箱式电阻炉，上海博

迅实业有限公司医疗设备厂；磷酸氢二钠、磷酸为

分析纯；甲醇、乙腈为色谱纯；水为超纯水。
１．２　 试药 　 加米霉素对照品原料，由洛阳惠中兽

药有限公司制备。
２　 方法与结果

２．１　 结构确证

２．１．１　 采用紫外光谱（ＵＶ）、红外光谱（ ＩＲ）、质谱

（ＭＳ）、核磁共振波谱（ＮＭＲ）对加米霉素原料进行

结构确认　 测试方法及条件：ＵＶ 测定，供试品用乙

醇溶解，浓度为 ０．０１１ ｍｇ ／ ｍＬ，扫描范围 １９０～４００ ｎｍ；
ＩＲ 测定，采用 ＫＢｒ 压片法，供试品与 ＫＢｒ 的比例约

为 １ ∶ ２００；１Ｈ－ＮＭＲ 测定为 ５００ ＭＨｚ，１３Ｃ－ＮＭＲ 测

定为 ５００ ＭＨｚ，供试品采用 ＣＤＣｌ３ 溶解；ＭＳ 测定，

离子化方式为 ＥＳＩ＋。
结构确认结果如下：ＵＶ λｍａｘ：２０４ ｎｍ；ＩＲ ｖ：

３５３４、 ２９６９、 ２９３７、 ２８７６、 ２８３１、 ２７９５、 １７３５、 １６３７、
１４５８、 １４２１、 １３８０、 １３４９、 １２９５、 １２７９、 １２４９、 １１６６、
１１３５、１１０９、１０９４、１０７５、１０５８、１０１６、１００４、９８３ ｃｍ－１；
ＥＳＩ－ＭＳ ｍ ／ ｚ：７７７．５４ ［Ｍ＋Ｈ］ ＋；１Ｈ ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３）：δ
０．８９， ０．９８， ０．９９， １．０８， １．２２， １．３０， １．５４， １．７０， １．
９１， ２．０１， ２．３０， ２．７４， ３．０１， ３．１４， ３．２９ ３．５５， ３．６２，
４．０８， ４．２３， ４．３８， ５．００。１３Ｃ ＮＭＲ（ＣＤＣｌ３）：δ１７７．６０，
１０５．０９， ９６．４７， ７７．９２， ７７．３０， ７．０５， ７６．７９， ７５．３１，
７４．２７， ７２．７９， ７０．３９， ６９．２３， ６５．６０， ６４．９７， ５９．２７，
４９．３７， ４６．８７， ４２．４８， ４０．３７， ３４．９７， ３２．５３， ２８．９５，
２２．０６， ２１．５５， ２１．１６， １７．８２， １６．０２， １５．２３， １４．５４，
１２．９２， １２．０９， １１．３５。 以上数据与文献［３，５］ 报道数

据一致，表明对照品原料化学结构与加米霉素

相同。
２．１．２　 采用 Ｘ 射线单晶衍射法对加米霉素原料进

行结构确认　 单晶培养条件：取对照品原料 ０．１ ｇ，
置洁净容器内，加乙腈溶解，室温放置，缓慢挥发溶

剂至晶体长成。
对照品原料 Ｘ 射线单晶衍射测定结构单元见

图 １，绝对构型与加米霉素相同。

ａ 含溶剂的结构单元 ｂ 去除氢的结构单元

ａ Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ Ｕｎｉｔ Ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ Ｓｏｌｖｅｎｔｓ ｂ Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｕｎｉｔ ｆｏｒ ｈｙｄｒｏｇｅｎ ｒｅｍｏｖａｌ

图 １　 对照品原料结构单元

Ｆｉｇ １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ Ｕｎｉｔ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ
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２．２　 ＨＰＬＣ 纯度检查

２．２．１　 色谱条件　 参考欧洲药典 ＥＰ８．０ 版阿奇霉

素有关物质检查方法［６］ 并进行优化，采用 Ｗａｔｅｒｓ
ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ ５ μｍ）色谱柱；流动

相 Ａ 为 ０．０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸氢二钠溶液（稀磷酸调 ｐＨ
值至 ８．９）－甲醇－乙腈（９０ ∶ ２．５ ∶ ７．５），流动相 Ｂ 为

０．０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸氢二钠溶液（稀磷酸调 ｐＨ 值至

８．９）－甲醇－乙腈（２８ ∶ １８ ∶ ５４），线性梯度洗脱，柱

温 ３０ ℃；流速为 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为 ２０５ ｎｍ。
２．２．２　 供试品测定　 称取对照品原料适量，加稀释

液［１． ７３ ｇ ／ Ｌ 磷酸二氢铵溶液 （氨水调 ｐＨ 值至

１０．０）－甲醇－乙腈（３５ ∶ ３５ ∶ ３０）］溶解并稀释制成

每 １ ｍＬ 中约含 １０ ｍｇ 的溶液，作为供试品溶液。
精密量取供试品溶液 ２０ μＬ，注入液相色谱仪，记录

色谱图。 扣除保留时间 ４ ｍｉｎ 前的溶剂色谱峰，按
峰面积归一化法计算纯度，结果见图 ２ 和表 １。

表 １　 纯度测定结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ
编号
Ｎｏ． １ ２ ３ ４ ５ ６ 平均值

ｍｅａｎ ＲＳＤ ／ ％

纯度 ／ ％
Ｐｕｒｉｔｙ ９９．９３ ９９．９３ ９９．９４ ９９．９４ ９９．９３ ９９．９３ ９９．９３ ０．０１

图 ２　 对照品原料纯度测定色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ Ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ

２．３　 干燥失重　 按《中国兽药典》２０１５ 年版一部［７］

干燥失重测定法（附录 ０８３１）测定，结果见表 ２。
２．４　 炽灼残渣　 按《中国兽药典》２０１５ 年版一部［７］

炽灼残渣测定法（附录 ０８４１）测定，结果见表 ３。

表 ２　 干燥失重测定结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｌｏｓｓ ｏｎ ｄｒｙｉｎｇ
编号
Ｎｏ． １ ２ 平均值

ｍｅａｎ

结果
Ｒｅｓｕｌｔ １．０６％ １．０４％ １．０５％

表 ３　 炽灼残渣测定结果

Ｔａｂｌｅ ３ Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｓｉｄｕｅ ｏｎ ｉｇｎｉｔｉｏｎ
编号
Ｎｏ． １ ２ 平均值

ｍｅａｎ

结果
Ｒｅｓｕｌｔ ０．０９５％ ０．０９８％ ０．１０％

２．５　 定量赋值　 加米霉素对照品原料定值采用国

际通用的质量平衡法确定含量，同时采用定量

ＮＭＲ 技术对质量平衡法赋值准确性进行验证。
２．５．１　 质量平衡法赋值结果 　 含量（％） ＝ 纯度×

·９６·
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（１－干燥失重－炽灼残渣） ×１００％，结果为 ９９．９３％×

（１－１．０５％－０．１０％）×１００％ ＝ ９８．８％。
２．５．２　 定量 ＮＭＲ 法验证结果 　 依据《中国药典》
２０１５ 年版四部［８］ 通则 ０４４１ 核磁共振波谱法，试验

采用内标法，以马来酸作为内标，样品用氘代乙醇

溶解后，以加米霉素 １Ｈ 谱中的 ２．６６（３Ｈ）信号峰与

内标物 １Ｈ 谱中的 ６．２６（１Ｈ）信号峰（图 ３）计算供

试品的含量，定量 ＮＭＲ 法含量测定结果为 ９８．３％。

图 ３　 加米霉素定量核磁共振光谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｎｕｃｌｅａｒ ｍａｇｎｅｔｉｃ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ

２．６　 对照品原料稳定性考察　 加米霉素对照品原

料，用安瓿瓶分装，５０ ｍｇ ／瓶，放入药品稳定性试验

箱中，在（４０±２）℃、相对湿度 ７５％±５％条件下放置

６ 个月，分别于第 １、２、３、６ 月取样，对样品性状、熔
点、纯度进行检查，结果见表 ４。

表 ４　 稳定性考察结果

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ
考察项目
Ｉｎｓｐｅｃｔ ｉｔｅｍ ０ 月 １ 月 ２ 月 ３ 月 ６ 月

性状
Ｃｈａｒａｃｔｅｒ 白色结晶性粉末 白色结晶性粉末 白色结晶性粉末 白色结晶性粉末 白色结晶性粉末

熔点 ／ ℃
Ｍｅｌｔｉｎｇ ｐｏｉｎｔ １７４．８～１７６．２ １７５．３～１７６．５ １７４．４～１７６．３ １７５．１～１７６．４ １７５．０～１７６．３

纯度 ／ ％
Ｐｕｒｉｔｙ ９９．９３ ９９．９２ ９９．９２ ９９．９２ ９９．９２

·０７·
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３　 讨论与结论

３．１　 加米霉素结构确证　 加米霉素为十五元氮杂

环大环内酯类化合物，化学结构中具有较多的手型

碳原子，因此，单纯采用核磁共振方法难以确定每

个手型中心的绝对构型，本研究通过溶剂结晶方法

培养得到加米霉素单晶，采用 Ｘ－射线单晶衍射方

法对加米霉素的绝对构型进行了测定。
３．２　 质量平衡法赋值　 本研究按质量平衡法对本

批加米霉素对照品原料进行了含量定值［９］。 根据

质量平衡法原理，标准品含量（％）＝ ［１００％－水分

（％）－残留溶剂（％） －无机杂质（％）］ ×纯度（％），
当用干燥失重方法可将标准品中的水分和残留溶

剂全部挥发出来并使供试品达到恒重时，本公式中

的水分和残留溶剂的测定结果可用干燥失重结果

代替［１０］。 加米霉素对照品原料最后采用丙酮－水
系统进行精制，在 １０５ ℃能全部挥发出去，试验证

明加米霉素对照品原料在该温度能很快干燥至恒

重，说明水分和有机溶剂能完全挥发，可用干燥失

重结果代替水分和残留溶剂的测定。
３．３　 含量定值　 为了准确标定加米霉素对照品原

料的含量，采用了两种不同原理的方法进行测定。
由于原研公司加米霉素质量标准并未公开，根据其

结构特征，参考泰拉霉素质量标准［１１］ 及各国家阿

奇霉素药典标准［６，１２］，本研究建立了加米霉素

ＨＰＬＣ 纯度检测方法，并对采用的方法进行了方法

学验证，以确保纯度检测结果的准确性。 结果表明

质量平衡法结果与定量 ＮＭＲ 法结果相对偏差为

０．３％，两种方法标定结果一致。
本批加米霉素对照品原料的结构鉴定结果与

其结构相符合，纯度大于 ９９％（ＨＰＬＣ 法），证明该

批原料可以用于加米霉素对照品的制备。 采用质

量平衡法测得的加米霉素对照品原料含量为

９８．８％，用定量 ＮＭＲ 法测得的结果为 ９８．３％，两种

方法测定结果差异较小，说明本批加米霉素对照品

原料赋值结果准确，可作为加米霉素原料及其制剂

研制过程中对照品使用。
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