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摘要：目的    评价硫酸新霉素软膏的质量现状并分析存在的问题。方法    按法定标准检验与探索性研究相结合，对原料

及国家计划抽验的 2批次制剂进行检验，通过对软膏及原料的粒径、晶型、有关物质、杂质谱、含量测定方法等的考察，分析

原料及制剂的质量状况及质量标准合理性。结果    按法定标准检验 2批次硫酸新霉素软膏，合格率为 100%。探索性研究显示

软膏含量均匀性欠佳，进一步分析原因，发现原料粒径大小及分布均欠均匀，且原料在存放及制剂过程中易发生转晶；针对质

量标准中缺失的有关物质检查项，建立了硫酸新霉素含量测定及有关物质检查的 HPLC-PAD 方法，并对杂质谱进行研究；初步

完成了 HPLC-PAD 法替代微生物检定法测定硫酸新霉素效价的量效一致性研究。结论    国内硫酸新霉素软膏质量总体良好；原

料粒径不均匀及易发生结晶形态的转变，可能导致制剂含量均匀性欠佳；建议原料及软膏现行标准中增订有关物质检查项，用

HPLC-PAD 法替代传统的效价测定；建议原料药企业对原料工艺进行优化，以进一步提高产品质量。
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硫 酸 新 霉 素 (neomycin sulfate) 是 1949 年

Waksman 等从新霉素链霉菌 (Streptomyces fradiae) 的
代谢产物中分离得到的混合物，含有 A、B、C 3个
成分，主要成分为新霉素 B 和 C，新霉素 A 仅微量
[1-2]。其作用机理主要与细菌核糖体 30S 亚单位结合，

抑制细菌蛋白质的合成 [3]。新霉素的耳、肾毒性较强，

但由于其局部应用很少引起毒性反应或过敏性反应，

常用于治疗皮肤感染性疾病 [4-5]；同时由于新霉素口

服极少吸收，在肠道内浓度很高，所以与其他抗生

素混合口服可用于对肠道微生物群系的控制，适合

于手术前的肠道消毒等。

经查询国家食品药品监督管理总局 (CFDA) 国产

药品批准文号数据库，硫酸新霉素有片剂、滴眼液

和软膏 3种剂型。目前，国内仅有宜昌三峡制药有

限公司和四川长征药业有限公司生产硫酸新霉素原

料药，其中宜昌三峡制药有限公司为全球最大的硫

酸新霉素原料生产企业。中国药典 (Chp2015)、日本

药典 (JP17)、国际药典 (Ph.Int 7th)、美国药典 (USP41)、
英国药典 (BP2018)、欧洲药典 (EP9.6)、韩国药典

(KP10) 和印度药典 (IP2018) 均收载了原料药 [6-13]；

USP41和《卫生部抗菌素标准》1972年版均收载了

软膏。国产硫酸新霉素软膏共有批准文号 2个，规

格为 1g:5000单位。

硫酸新霉素软膏为国家食品药品监督管理总局

的 2018年度国家药品计划抽验品种。本文在完成法

定标准检验的基础上，结合探索性研究对检验结果

进行进一步分析，进而对国产硫酸新霉素软膏及国

内原料的质量现状进行评价，并从安全性和有效性

角度对现行药品标准提出改进的建议。

1    仪器、试剂与试药

1.1     仪器

DionexICS-5000+ 离子色谱仪 ( 美国 Dionex 公

司 )；变色龙数据分析软件 (Chromeleon7.2 SR4)；
Shimadzu LC-30AD 高 效 液 相 色 谱 仪；Shimadzu 
LCMS-IT-TOF 质 谱 仪；Thermo Dionex CSRS 300 
4mm 在线膜抑制器；Shimadzu LC-8A 制备液相色

谱 仪；Alltech 2000ES ELSD 检 测 器；Nicolet 5700 
型傅里叶变换红外光谱仪 ( 美国 Nicolet 公司 )；
BrukerAvance-400核磁共振仪 ( 德国 Bruker 公司 )；
IKA RV10旋转蒸发仪；CAM-IIIB 智能型抑菌圈

测定仪 ( 上海波谱电脑系统工程有限公司 )；BHC-
1300IIA/B3型生物安全柜 ( 苏净集团安泰公司 )；
Olympus DP70正置荧光显微镜；Malvern Mastersizer 
2000型激光粒度分布测量仪 XS205电子天平 ( 瑞士

Mettler Toledo 公司 ) 及 Milli-Q IQ7000超纯水发生装

置 ( 美国 Millipore 公司 )。
1.2    标准品及菌株

新霉素 ( 中国食品药品检定研究院，批号：

130309-201512，含量：652u/mg)，巴龙霉素 ( 中国食

品药品检定研究院，批号：130371-200305)，新霉胺

( 中国食品药品检定研究院，批号：130411-200908)，
硫酸弗莱霉素 (EP，批号：F0450000)。

效价用菌株：金黄色葡萄球菌 (ATCC25923，广

东环凯生物技术有限公司，批号：A0246B)

ointment. Methods    According to the legal standard tests and exploratory studies, raw materials and two batches of 
preparations were tested. Through the investigation of the particle sizes, the crystal form, related substances, impurities 
spectrum, the content, the quality status of raw materials and preparations, and the rationality of quality standard were 
analyzed. Results    The pass rate of quality was 100% using the statutory methods in two batches of preparations. 
Exploratory research revealed that the content uniformity of the ointment was unsatisfactory. Further analysis of 
causes showed that the particle size and distribution of raw materials were not uniform. The raw materials were easy 
to be transgranular during storage and preparation. The HPLC-PAD method for the determination of neomycin sulfate 
and the detection of related substances was established, and the impurity spectrum was studied. The replacement of the 
microbial assay to the HPLC-PAD method for determining potency of neomycin sulfate was completed. Conclusion 
At present, the quality of neomycin sulfate ointment meets the requirements of the current statutory standard. The 
uneven particle size of raw materials and the change of crystal form are easy to occur, which might lead to the poor 
uniformity of preparation content. It was proposed that the related substances tests should be included in the statutory 
standard of raw material and preparation and the HPLC-PAD method for the determination of potency of neomycin 
sulfate should be added. The manufacturers should optimize the production processes in order to improve the quality 
of products.

Key words    Neomycin sulfate ointment; Particle size; Crystal type; Related substance; Impurities spectrum; 
Content; Evaluative testing; Quality evaluation

硫酸新霉素软膏的质量评价    黄敏文等



. 261 .

1.3    试剂与试药

五氟丙酸 (PFPA)(HPLC级，Sigma-Aldrich公司 )；
三氟乙酸 (TFA)(HPLC 级，J&K Scientific 公司 )；
50% 无二氧化碳氢氧化钠水溶液 (HPLC 级，Sigma-
Aldrich 公司 )；高纯氦气 ( 南京天泽气体有限责任公

司 )；大肠埃希菌 (ATCC25922，广东环凯生物技术

有限公司，批号：E0006B)；
2批次硫酸新霉素软膏均为 2018年国家药品评

价性抽验样品，涉及 1个生产企业 (A 企业 )；12批
次硫酸新霉素原料药 ( 来源于 B、C 两个生产企业各

6批 )。
2    试验方法

2.1    法定标准检验

按《卫生部抗菌素标准》1972年版硫酸新霉素

软膏标准进行检验。主要检验项目包括性状、化学

鉴别 (1)、化学鉴别 (2)、装量、微生物限度、含量测

定 ( 抗生素微生物检定法 )。
2.2    探索性研究

2.2.1    软膏均匀性考察

按软膏管长轴方向沿中心剪开，将内容物分成 3

等份 (管前部、管中部、管后部 )，每段精密称取适量，

依法配制成供试品溶液，利用建立的 HPLC-PAD 法

考察每段软膏的含量，并计算平均含量。

2.2.2    原料及软膏粒径的考察

采用 Malvern Mastersizer 2000型激光粒度分布测

量仪，测定原料与软膏的粒径分布。采用 Olympus 
DP70正置荧光显微镜及标定过的目镜测微尺，测定

测量视野内原料及软膏粒子的粒径。

2.2.3    原料及软膏多晶型的考察

采用 X 射线衍射仪 ( 岛津 6100)，2θ 角从 10° 扫
描到 90°，对原料及软膏进行研磨，再填充于铝上，

按照 2°/min 的步进速度进行扫描。

采用 Olympus DP70正置荧光显微镜，取原料及

软膏置载玻片上，加液状石蜡，在偏光显微镜下检视，

观察晶体光学性质。

2.2.4    HPLC-PAD 法测定含量及有关物质

本文新建立了测定硫酸新霉素含量及有关物质

的 HPLC-PAD 法。色谱条件如下：色谱柱：Thermo 
AcclaimTMAmG (4.6mm×150mm，3μm)； 以 2%(V/
V) 三氟乙酸溶液 [ 含 0.01%(V/V) 五氟丙酸 +0.6%(V/
V) 氢氧化钠 ] 为流动相；流速：0.8mL/min；柱温：

25℃；进样量：25μL。用积分脉冲安培电化学检测器

检测，检测电极为金电极 (3mm 直径 )，参比电极为

Ag/AgCl 复合电极，钛合金对电极，四波形检测电位，

柱后碱液：50%NaOH溶液 (1→ 25)，碱液流速：0.3mL/
min。该方法通过了系统的方法学验证 [14]。

2.2.5    硫酸新霉素杂质谱研究

采用在线膜抑制脱盐技术辅助 LC-IT-TOF 法，

即在分析柱后加装阳离子抑制器 [15]，样品经分析

柱分离后随流动相进入膜抑制器，通过阴离子交换

膜将离子对试剂的酸根用氢氧根替换，从而去除流

动相中的离子对试剂后进入质谱检测，对新建立的

HPLC-PAD 法检出的硫酸新霉素中的杂质结构进行

分析，研究硫酸新霉素杂质谱及来源。

2.2.6    含量测定的方法替代及量效一致性研究

采用高效液相色谱法替代传统的抗生素微生物

检定法测定抗生素的生物效价 [16-22]。首先结合杂质

谱研究及体外活性研究结果，确定硫酸新霉素的主

要活性组分；再通过半制备液相色谱 - 蒸发光散射检

测法，制备硫酸新霉素 B 及硫酸新霉素 C 单组分精

制品，对结构进行确证，并采用质量平衡法测定二

者的纯度；第三，采用三剂量抗生素微生物检定法

分别测定精制品组分 B、C 的效价值，推导公式计算

出硫酸新霉素的量效转换系数，最后通过交互作用

考察及实际样品对转换系数进行验证。

3    结果

3.1    法定检验及发现的问题

按现行质量标准检验，2批硫酸新霉素软膏均合

格，合格率为 100.0%。但现行法定质量标准检验项

目设置简单，缺少有关物质检查项及粒度检查项等，

无法满足现代药品质量控制的需要。

3.2    探索性研究

3.2.1    软膏均匀性考察

对硫酸新霉素软膏的含量均匀性进行了考察，

两个批次的硫酸新霉素软膏各平行做 3份样品，前中

末 3段的 B 组分、C 组分含量均差别较大，且含量

变化无明显规律 (B 组分含量 RSD% 为 2.2%~24.2%，

C 组分含量 RSD% 为 13.8%~17.3%)，提示产品的均

匀性欠佳。由于该软膏为混悬型软膏，主药与基质

互不相溶，含量均匀性对软膏的有效性有一定的影

响，有必要进一步分析产品均匀性欠佳的原因。

3.2.2    原料及软膏粒径分析

两批软膏的粒度经测定均小于 100μm。12批原料

样品中，有 2批最大粒径大于 150μm，其中 1批大于

180μm，均来源于原料药企业 A；镜下结果显示，原

料药存在粒径尺寸大小不一、分布不均的现象 ( 图 1)。
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原料偏正光视野图 原料代表性结晶偏正光视野图

软膏偏正光视野图 软膏代表性结晶偏正光视野图

图 3    硫酸新霉素原料及软膏的偏光显微镜视野图

Fig. 3    The polarization microscope images of raw materials 
and ointment

采用激光粒度仪分别对两个厂家来源的各 3个

批次原料进行粒度和粒度分布检查，结果显示，样

品的加权残差均＜ 3%，符合厂家推荐要求，各批

次样品粒度分布的 d(0.1) 在 8~12μm 区间、d(0.5) 在
30~47μm 区 间、d(0.9) 在 90~138μm 区 间， 均 小 于

180μm，各厂家样品粒度分布 d(0.1)、d(0.5)、d(0.9)
在相当水平。

中国药典对硫酸新霉素原料药的粒度未有要求，

但在调研过程中了解到，制剂生产企业 ( 上海通用药

业股份有限公司 ) 对原料药的粒度要求为不得大于

150μm，本次所检的 12批原料药样品中，有 2批最

大粒径大于 150μm，其中 1批大于 180μm。根据仪

器软件推算粒度详细分布数据结果显示，6个批次原

料均可见少量 (0.7%~4.2%) 大于 180μm 颗粒，其中

批号为 201804013(A 企业 )、20180801(B 企业 ) 的原

料药分别可见少量 (1.0%、1.3%) 大于 1000μm 颗粒。

提示国产对用于软膏剂的硫酸新霉素原料的粒度控

制缺乏重视。

3.2.3    原料及软膏多晶型的考察结果

X 射线衍射图显示，原料药总体上均为非晶

态，且宽峰的位置比较接近，2θ 角位于 25° 附近 ( 在
44°、65°、78°附近的3个晶体衍射峰来自于基底铝板 )，
不同厂家之间有细微的差别 ( 图 2)。

偏光显微镜法测定结果显示：不同企业来源的

硫酸新霉素原料绝大多数是以非晶态形式存在，虽

有不同粒径的结晶，但形态不固定。而硫酸新霉素

软膏中出现了大量的晶体 ( 图 3)，考虑到软膏中的

辅料主要为凡士林，不会形成晶体，故而软膏中出

现的结晶应来源于主成分。该结果表明无定型的硫

酸新霉素原料在制剂及放置过程，可能分由无定型

转变为结晶型。

3.2.4    HPLC-PAD 法测定含量及有关物质 [23-29]

在 EP9.0硫酸新霉素有关物质测定的 HPLC-PAD
法基础上，对流动相进行了优化，增加了微量五氟

丙酸，有效地改善了各杂质间的分离度，新霉胺 ( 新

图 1    A 企业原料药在不同视野的镜下照片

Fig. 1    Images of A enterprise raw materials in different field of microscope

A：A 企业原料；B：B 企业原料

图 2    硫酸新霉素原料的 XRD 图谱

Fig. 2    The XRD graph of raw material and ointment

硫酸新霉素软膏的质量评价    黄敏文等
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霉素 A)、新霉素 B 及新霉素 C 与前后相邻杂质均分

离良好，并且比欧洲药典方法多分离出新霉素 C 前

相邻杂质，分离检测能力明显改善。采用四电位检

测波形 (quadruple-potential waveform, QPW) 替代三

电位检测波形 (triple-potential waveform，TPW) 施加

电位的检测模式，使方法的耐用性有了极大的提高。

硫酸新霉素中共检出 12个杂质峰，典型色谱

图见图 4。两原料药生产企业产品中最大单个杂质

分布在 0.7%~1.9% 之间，且最大单个杂质相同，均

为乙酰新霉胺 I；软膏中的最大杂质亦为乙酰新霉

胺。结合杂质谱研究，推测乙酰新霉胺为工艺来源

( 表 1)，提示不同企业生产的硫酸新霉素软膏的原

料工艺差异不大。两生产企业产品杂质总量分布在

3.6%~6.8% 之间。

采用在线膜抑制脱盐技术辅助 LC-IT-TOF 法测

定了新霉素的杂质谱，除新霉素 B 和新霉素 C 外，

共有 12个相关杂质。通过一级二级质谱数据及对各

已知组分及已知杂质的裂解规律比对，推定出 12个

杂质的结构 [30-32]；根据有关物质强制降解试验、稳

定性试验相关资料及原料药中杂质的变化推测出各

杂质可能来源，其中主要降解杂质为新霉胺，为新

霉素 B 或新霉素 C 酸性降解杂质，其他杂质多为工

艺杂质，杂质来源见表 1。

3.2.5    含量测定的方法转移及量效一致性研究结果

图 4    新霉素有关物质典型色谱图

Fig. 4    Typical chromatogram of related substances for 
neomycin sulfate

表 1    各杂质峰保留时间、推定结构及来源分析

Tab. 1    Retention time, structure and source analysis of peaks of related substances
峰编号 保留时间 /min 名称 结构 来源分析

1 2.392
杂质 1(1-O 位乙醛基 -2- 脱氧

链霉胺 )

O
HO

NH2

NH2HO

O

工艺杂质、降解杂质

2 2.659 杂质 2(6- 羟基取代巴龙霉胺 )

HO
HO

NH2

NH
O

O
HO

H2N

HO

HOHO 工艺杂质

3 2.959 杂质 3( 巴龙霉胺 )

HO
HO

NH2

NH2O

O

H2N

HO
HO

HO

工艺杂质

4 3.925 杂质 4( 新霉胺 )

HO
HO

NH2

NH2O

O

H2N

HO
HO

H2N

工艺杂质、降解杂质
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峰编号 保留时间 /min 名称 结构 来源分析

5 4.142 杂质 5( 乙酰巴龙霉胺 ) 工艺杂质

6 4.242 杂质 6( 乙酰新霉胺 ) 工艺杂质

7 4.534 杂质 7( 核糖霉素 )

HO

O
O

OH

HO
NH2

NH2O

O

H2N

HO
HO

HO

H2N

工艺杂质

8 4.792 杂质 8(2- 羟基取代核糖霉素 )

HO

O
O

OH

HO
NH2

NH2O

O

H2N

HO
HO

HO

HO

工艺杂质

9 6.392 杂质 9( 巴龙霉素 I) O

O
H2N

HO
HO

O
O

OH

HO
NH2

NH2O

O

H2N

HO
HO

HO

HO

NH2
工艺杂质

10 7.542 杂质 10( 巴龙霉素 II) O

O
H2N

HO
HO

O
O

OH

HO
NH2

NH2O

O

H2N

HO
HO

HO

HO

H2N
工艺杂质

11 8.934
杂质 11( 乙酰新霉素 B 的同分

异构体 )
工艺杂质

12 10.084 杂质 12( 乙酰新霉素 B) 工艺杂质
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续表 1
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杂质谱研究结果表明，硫酸新霉素有 4个杂质

的含量约 1%，分别为巴龙霉胺、乙酰新霉胺、巴龙

霉素 I 及巴龙霉素 II。通过常量肉汤稀释法及抗生素

微生物检定法等体外活性测定，结合杂质的结构，

推测这 4个主要杂质均不是新霉素的主要活性组分，

因此将新霉素按新霉素 B 和新霉素 C 为主要活性组

分的双组分抗生素进行研究 [33]。

通过半制备液相色谱与蒸发光散射检测器串联，

首次制备获得新霉素 B 及新霉素 C 精制品，并进行

了结构确证。采用质量平衡法，测定新霉素 B、新

霉素 C 精制品的纯度分别为 66.007% 和 60.776%。采

用抗生素微生物检定法分别测定精制品 B、C 的效价

值，得到新霉素 B、C 组份的量效转换系数 ( 理论效

价 ) 分别为 1123.989和 640.764u/mg。
将 新 霉 素 B、 新 霉 素 C 精 制 品 分 别 按

90%:10%、50%:50%、10%:90% 3种比例混合，采用

微生物检定法分别测定 3种比例混合物的效价，将

3种混合物的测定效价与计算效价进行比较，P 均

>0.05，即两效价结果间无显著性差异，表明各组分

间无明显交互作用 ( 待发表 )。
采用 A、B 两个企业的 12批硫酸新霉素原料

药对组分的量效转换系数进行验证。对 HPLC-PAD
法和微生物检定法得到的效价值进行配对 t 检验，

P>0.05，测定结果没有显著性差异，即两个方法的效

价测定结果是等效的。

4    讨论

本次评价性抽验结果显示，硫酸新霉素软膏总

体质量较好，产品合格率 100%，但探索性研究表明，

软膏的含量均匀性有所欠缺。进而对含量均匀性欠

缺的原因进行分析，粒度可能是其较为关键的因素

之一，软膏剂生产企业应加强对原料粒度的控制，

必要时建议重视原料粉碎工艺的质量要求。此外，《新

注册分类的皮肤外用仿制药的技术评价要求 ( 征求意

见稿 )》中提出“应对仿制品的晶型、制备过程和稳

定性研究中的转晶现象加以深入研究，以阐明晶型

可能对药物的安全性和有效性的影响”。研究发现，

无定型的硫酸新霉素原料在制剂及放置过程，发生

了结晶形态的转变，部分由无定型转变为结晶型，

这同样也会影响软膏剂的均匀性。

现行质量标准应进一步完善。目前硫酸新霉素

原料及软膏的现行质量标准中均缺失有关物质检查

项，本文对硫酸新霉素的 12个杂质进行了结构推定

及来源分析，建议采用 HPLC-PAD 方法，对新霉胺

化了操作。
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