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HPLC-MS 法鉴定制霉素和制霉菌素中成分及其潜在毒性预测 

常格，牛霞，李桂玲* 

中国医学科学院 北京协和医学院 医药生物技术研究所 制剂室，北京  100050 

摘  要：目的  采用 HPLC-MS 法鉴定制霉素和制霉菌素中组分，并对其潜在毒性进行预测。方法  采用 HPLC-MS 法测

定，Sepax Bio-C18 色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：[0.38%乙酸铵溶液–乙腈（71∶29）]–[0.38%乙酸铵溶液–

乙腈（40∶60）]，梯度洗脱；检测波长 305 nm；体积流量 1.0 mL/min；柱温 30 ℃；进样量 20 μL。采用电喷雾正离子化

（ESI），扫描范围 m/z 100～1 700，碎裂电压 100 V，毛细管电压 3 500 V，雾化气压 45 psi，干燥气流速 10 psi，干燥气温度

325 ℃；无二级质谱。结果  制霉素中主要成分为制霉菌素 A3、多真菌素 B、制霉菌素 A1 和白诺菌素，制霉菌素 A3、多真

菌素 B 分子中具有 L-洋地黄毒糖结构，白诺菌素分子中具有 2,5-二酮哌嗪结构。制霉菌素以制霉菌素 A1 为主要成分，制霉

菌素 A1 分子中无洋地黄毒糖或 2,5-二酮哌嗪结构。结论  制霉素、制霉菌素中主要成分和含量均不相同，制霉素组分中的

L-洋地黄毒糖结构和 2,5-二酮哌嗪结构可能分别导致心脏毒性和生殖毒性。 
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Determination of components in nysfungin and nystatin by HPLC-MS and 

prediction of potential toxicity 
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Abstract: Objective  To identify constituents in nysfungin and nystatin by HPLC-MS and prediction of their potential toxicity. 

Methods  HPLC-MS method was used. The determination was carried out on Sepax Bio-C18 column (250 mm × 4.6 mm, 5 μm). The 

mobile phase consisted of 0.38% ammonium acetate solution-acetonitrile (71:29) and 0.38% ammonium acetate solution-acetonitrile 

(40:60) with gradient elution. The flow rate was 1.0 mL/min, the column temperature was 30 ℃, the injection volume was 20 μL, and 

the detection wavelength was 305 nm. The detector was TOF Mass Spectrometer equipped with an ESI ion source and its scanning 

range was between m/z 100 — 1 700. Fragmentation voltage was 100 V. Capillary voltage was 3 500 V with atomizing air pressure of 

45 psi. The dry gas flow and dryer temperature were 10 psi and 325 ℃, respectively. Results  The main compositions of nysfungin 

were nystatin A3, polyfungin B, nystatin A1, and albonoursin. Nystatin A3 and polyfungin B had structure of L-digitoxose. Albonoursin 

had structure of 2,5-diketopiperazine. Nystatin was mainly composed of nystatin A1 which had no L-digitoxose or 2, 5-diketopiperazine 

structure. Conclusion  The main compositions and contents in nysfungin and nystatin are different. The L-digitoxose structure and the 

2,5-diketopiperazine structure in the compositions in nysfungin may lead to cardiotoxicity and reproductive toxicity, respectively. 
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制霉菌素是一种共轭多烯大环内酯类抗真菌

药物，可通过菌株发酵后分离纯化获得，临床上通

常用于皮肤、口腔念珠菌感染的治疗[1-2]。制霉菌素

通常为多组分混合物，可能包含制霉菌素 A1、A2、

A3 等多种成分[3-4]，于 1959 年由 Hazen、Brown 首

次从链霉菌中分离得到，随后蔡润生通过从土壤中

分离发酵放线菌首次成功提取国产制霉菌素。已有

研究表明，国产制霉菌素与国外制霉菌素在成分组

成、生物效价方面均存在差异，因此后来将国产制

霉菌素名称改为制霉素以作区分[5-6]。本研究采用 
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HPLC-MS 法对制霉素和制霉菌素进行组分分离和

结构鉴定，探究组分差异的同时对组分的结构进行

分析，进一步通过构效关系预测其潜在毒性。结果

表明，制霉素、制霉菌素中组成成分及其含量均不

相同。制霉素中主要成分为制霉菌素 A3、多真菌素

B、制霉菌素 A1和白诺菌素，制霉菌素以制霉菌素

A1 为主要成分。制霉菌素 A3、多真菌素 B 分子中

具有 L-洋地黄毒糖结构，白诺菌素分子中具有 2,5-

二酮哌嗪结构；制霉菌素 A1 分子中无洋地黄毒糖

或 2,5-二酮哌嗪结构。制霉素组分中的 L-洋地黄毒

糖结构和 2,5-二酮哌嗪结构可能分别导致心脏毒性

和生殖毒性[7-8]，因此应对此进行深入研究并引起临

床重视，保证患者用药安全。 

1  仪器与材料 

Agilent 6520 Accurate-Mass Q-TOF LC/MS 仪

（美国安捷伦公司）；Waters e2695 型高效液相色谱

仪、Waters 2996 PDA 检测器、Waters Empower3 色

谱工作站（美国沃特世公司）；AR 1530 电子天平

（美国奥豪斯公司）；ES 225SM-DR 电子天平（瑞士

普利赛斯公司）。 

乙酸铵、盐酸（南京化学试剂股份有限公司，

批号 200807495E、12072030339）；乙腈、甲醇

（Honeywell 公司，批号 T40A1H、UBZG1H）；二甲

基亚砜（DMSO）（国药集团化学试剂有限公司，批

号 T20110520）；怡宝纯化水（华润怡宝饮料有限公

司，批号 202101141858BP10K）。 

制霉菌素 N1（罗马尼亚 S.C.ANTIBIOTICE S.A

公司，批号 4011080，含量 6 245 U/mg）、制霉菌素

N2（意大利 Capua BioServices S.P.A 公司，批号

C114387，含量 6 230 U/mg）、制霉素 N3（浙江震

元制药有限公司，批号 01-060-200716，含量 6 059 

U/mg）、制霉菌素对照品（中国食品药品检定研究

院，批号 130375-201802，含量 5 900 U/mg）。 

2  方法与结果 

2.1  色谱条件 

Sepax Bio-C18色谱柱（250 mm×4.6 mm，5 μm）；

流动相：[0.38%乙酸铵溶液–乙腈（71∶29）]（A）– 

[0.38%乙酸铵溶液–乙腈（40∶60）]（B），梯度洗

脱（0～35 min 为 100% A，35～50 min 线性转变为

100% B，50～60 min 维持 100% B，60～65 min 线

性恢复为 100% A，维持至 70 min）；检测波长 305 

nm；体积流量 1.0 mL/min；柱温 30 ℃；进样量为

20 μL。 

2.2  质谱条件 

采用电喷雾正离子化（ESI），扫描范围 m/z 

100～1 700，碎裂电压 100 V，毛细管电压 3 500 V，

雾化气压 45 psi（1 psi＝6 895 Pa），干燥气流速 10 

psi，干燥气温度 325 ℃；无二级质谱。 

2.3  溶液制备 

2.3.1  对照品溶液的制备  精密称取制霉菌素对

照品 20 mg，置于 50 mL 量瓶中，加入 DMSO 溶

解，并稀释至刻度，摇匀，滤过，即得质量浓度为

0.4 mg/mL 的对照品溶液。 

2.3.2  供试品溶液的制备  精密称取制霉菌素 N1、

N2 和制霉素 N3 样品各 20 mg，分别置于 3 个不同

的 50 mL 量瓶中，各加入 DMSO 溶解并稀释至刻

度，摇匀，即得。 

2.4  系统适用性试验 

取制霉菌素对照品 20 mg，精密称定，置于 50 

mL 量瓶中，加 25 mL 甲醇溶解后，用水稀释至刻

度，摇匀。取该溶液 10 mL，加入 2 mL 稀盐酸稀

释，室温放置 1 h 后，滤过，取 20 μL 注入色谱仪

中，记录色谱图，见图 1。制霉菌素 A1保留时间为

29.096 min，与其在盐酸作用下分解产生的保留时

间为 22.947、36.370 min 的杂质峰之间分离良好，

分离度均不小于 3.5，符合进口标准（JX20050133）

要求[9]。 

 

*-制霉菌素 A1 

*-nystatin A1 

图 1  系统适用性色谱图 

Fig. 1  Liquid chromatogram of system suitability 

2.5  成分鉴定 

取制霉菌素 N1、N2 和制霉素 N3 供试品溶液

各 20 μL，滤过后进行测定，记录谱图，结果各供试

品溶液均可实现组分间的有效分离。 

2.5.1  色谱图分析   将制霉菌素 N1、N2 和制霉素

N3 供试品溶液的高效液相色谱图进行对比，色谱
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图见图 2。可知 3 种供试品均为多组分混合物。制

霉菌素 N1、N2 的色谱图大致相似，最大的主峰保

留时间均在 29 min 左右（28.898、30.367 min，制

霉菌素 N1、N2 中该成分面积归一化百分比分别为

97.57%、97.59%），次主峰保留时间均在 44 min 左

右（44.987、43.027 min）。判定制霉菌素 N1、N2 中

成分相似，且最主要成分的保留时间约为 29 min。

制霉素 N3 的高效液相色谱图显示，其组分峰保留

时间分别为 21.093、28.773、42.553 min，后 2 个峰

的保留时间与制霉菌素 N1、N2 相似，推测为相同

成分，但其含量不同。可见，制霉素 N3 中主要成

分与制霉菌素 N1、N2 不同。此外，制霉素 N3 在

保留时间 21.093 min 处的色谱峰提示其中含有制霉

菌素 N1、N2 中不存在的成分。 

 

图 2  制霉菌素 N1、N2 和制霉素 N3 的 HPLC 图谱 

Fig. 2  HPLC chromatograms of nystatin N1, nystatin N2, 

and nysfungin N3 

2.5.2  质谱图分析  在上述质谱条件下，各供试品

在正离子模式中质谱响应均灵敏。对其谱图进行分

析比较，质谱图见图 3，结果制霉菌素 N1、N2 分

子离子峰均为 m/z 926[M＋H]
＋
，且均为基峰，提示

相对分子质量为 925 的物质为制霉菌素 N1、N2 中

主要成分。制霉菌素 A1 分子式为 C47H75NO17，相

对分子质量为 925，可见制霉菌素 A1 可能为制霉菌

素 N1、N2 中主要成分。 

 

图 3  制霉菌素 N1、N2 和制霉素 N3（包括白诺菌素、多

真菌素 B、制霉菌素 A1和制霉菌素 A3）的质谱图 

Fig. 3  Mass spectrums of nystatin N1, nystatin N2, and 

nysfungin N3 (including albonoursin, polyfungin 

B, nystatin A1, and nystatin A3) 

制霉素 N3 质谱图中分子离子峰 m/z 257 [M＋

H]
＋
，其相对分子质量为 256，分析可知其结构为
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C15H16N2O2，即白诺菌素。制霉素 N3 质谱图中 m/z 

1 040 [M＋H]
＋
，其相对分子质量为 1 039，分析可

知其为多真菌素 B。m/z 926 提示制霉素 N3 中含有

制霉菌素 A1，但并非其主要成分。此外，m/z 1 056

为制霉菌素 A3，分子式 C53H85NO20。根据结构可

知，制霉菌素 A3 分子中含有 L-洋地黄毒糖。制霉

菌素 A1、A3的 m/z 相差 130，即相对分子质量相差

130，该差异由制霉菌素 A3 结构中 L-洋地黄毒糖导

致。多真菌素 B 与制霉菌素 A3结构极其相似，均含

有 L-洋地黄毒糖，两者结构中仅存在 1 个基团差异，

前者为-H，后者为-OH，导致相对分子质量相差 16。

综上可见，与制霉菌素 N1、N2 相比，制霉素 N3 中

组分更复杂，含制霉菌素 A1、制霉菌素 A3、多真菌

素 B 和白诺菌素。各成分的化学结构式见图 4。 

 

 

图 4  各成分的化学结构式 

Fig. 4  Structural formulas of components 

3  潜在毒性 

不同来源的制霉菌素、制霉素中组分分离、结

构鉴定结果可见国产制霉素 N3 与进口制霉菌素

N1、N2 中组成成分和含量均存在较大差异。 

制霉素 N3 中组分较制霉菌素 N1、N2 更复杂，

其中主要成分制霉菌素 A3、多真菌素 B 分子中均

含有 L-洋地黄毒糖结构。洋地黄毒糖结构为洋地黄

类药物的药效基团，该类药物可通过抑制心肌细胞

Na
＋

,K
＋

-ATP 酶增强心肌收缩力，产生正性肌力作

用。此外，其负性频率和负性传导作用可减慢心率，

并降低房室传导速度，已广泛应用于充血性心力衰

竭的治疗[10]。常见的洋地黄类药物有地高辛、洋地

黄毒苷和去乙酰毛花苷等。尽管洋地黄类药物在心

血管疾病中疗效显著，但其安全治疗窗窄，个体差

异大，需要进行血药浓度监测，否则易出现洋地黄

中毒的不良反应，诱发心律失常，如室性早搏、房

室传导阻滞、室颤等，威胁患者生命健康[11-15]。制

霉素 N3 中主要成分结构中存在 L-洋地黄毒糖结

构，该结构的存在使制霉素 N3 可能具有洋地黄相

关的潜在心脏毒性，可能引发心律失常等不良反

应。但该观点仅作为推测，尚未被相关研究确证，

为保证患者用药的安全性，需要对此潜在毒性的存

在与否进行进一步的探索。在目前临床使用中仍应

加以重视，尤其对于洋地黄中毒高风险人群，在使

用含有制霉素 N3 的药物时应加以警惕，防患于未

然，并做好及时处理心脏不良反应的准备，保证患

者用药安全。制霉菌素 N1、N2 中主要成分为制霉

菌素 A1，其结构中无洋地黄毒糖结构，不具有洋地

黄结构相关的心脏毒性，因此使用时发生心脏不良

反应应较制霉素 N3 更低，更适合洋地黄中毒高风

险人群。 

此外，白诺菌素也是制霉素 N3 中组分之一，

是从白色链霉菌 KO-23 中分离得到的一种具有抗

菌、抗肿瘤作用的脱氢环二肽类化合物，属于 2,5-

二酮哌嗪类衍生物[16-17]。有研究表明 2,5-二酮哌嗪

类衍生物对于微管蛋白的形成具有抑制作用，可影

响细胞正常分裂，从而产生细胞毒性，且可能涉及

慢性杀灭细胞，导致细胞增殖活跃，甚至可能与恶

性肿瘤的发生具有一定关联[18-19]。此外，已有研究

使用海胆受精卵证明白诺菌素可影响受精卵原核
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制霉菌素 A1                白诺菌素              L-洋地黄毒糖 

制霉菌素 A3                       多真菌素 B  
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融合过程，抑制卵裂，产生一定的生殖毒性[20-21]。

该研究进一步表明，白诺菌素因其结构中两个氨基

酸残基 α、β 位均存在脱氢，相比单个氨基酸残基脱

氢的 2,5-二酮哌嗪类化合物具有更强细胞毒性[22]。

因此，白诺菌素可能对人胚胎细胞也具有一定影

响，但尚未有研究表明其在人体是否具有毒性，其

对人体的生殖毒性仍有待进一步研究验证。但在临

床治疗中，对处于备孕阶段或妊娠期的患者应谨慎

使用含有白诺菌素成分的药物，防止相关生殖毒性

的发生，确保患者用药安全。 

4  讨论 

本研究通过对不同来源的制霉素和制霉菌素

进行 HPLC-MS 法的成分分离和结构鉴定，得知其

均为多组分混合物。进口制霉菌素 N1、N2 以制霉

菌素 A1为主要成分，而国产制霉素 N3 中组分更加

复杂，其主要成分为制霉菌素 A3、多真菌素 B、制

霉菌素 A1 和白诺菌素。制霉素 N3 与制霉菌素 N1、

N2 中主要成分和含量均不相同，这种组分差异可

能与发酵菌株种类、发酵、提取条件等有关。制霉

素 N3 中主要组分结构中包含 L-洋地黄毒糖结构，

可能具有类似洋地黄类药物的心脏毒性；制霉素 N3

中的白诺菌素因其分子结构中的 2,5-二酮哌嗪结

构，可能具有潜在生殖毒性。尽管上述假设仍需进

一步研究，但在目前临床使用中仍应加以警惕，防

范潜在毒性的发生，做好及时处理不良反应的准

备，保证患者用药安全。 
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