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!摘!要"!为了建立高效液相色谱法检测白龙散'三子散'四味穿心莲散中非法添加土霉素的检测

方法!实验采用十八烷基硅烷键合硅胶色谱柱%&,. <<6$2# <<!2

"

<&!以磷酸盐缓冲液p乙腈

%-& p$.&为流动相!检测波长 %2% 7<!流速 $,2 <̂ )<>7!进样量 $#

"

!̂柱温为室温" 结果表明土霉

素在 #,2 ($###

"

8)<̂ 范围内线性关系良好#检测限分别为白龙散 #,%

"

8)<̂ !三子散 $

"

8)<̂ !四

味穿心莲散 #,"

"

8)<̂ #回收率在 :-,%9 ($##,"9之间!R-J为 #,$.9 (#,'%9" 本方法准确'可

靠!可用于中药散剂中非法添加土霉素的含量检测"
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8)<̂ !WSO?><>WBGAOWODW>B7 BGH=>?B78

1=7 N=E#,%

"

8)<̂ ! WSO?><>WBGAOWODW>B7 BG1=7d>1=7 N=E$

"

8)<̂ =7A WSO?><>WBGAOWODW>B7 BG

1>NO>DSK=7F>7?>=7 1=7 N=E#,"

"

8)<̂ ,[SOZODB\OZYN=E:-,%9 ($##,"9! R-JN=E#,$.9 (#,'%9,IW
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!!土霉素"gFYWOWZ=DYD?>7O#!又名氧四环素!是四

环素类广谱抗生素!用于治疗大肠杆菌或沙门氏菌

引起的犊牛白痢)羔羊痢疾和仔猪黄痢等疾病!以

及支原体引起的牛肺炎)猪气喘病和鸡慢性呼吸道

等病 '$(

& 但目前存在一些在具有清热解毒)凉血

止痢功能的中药散剂中非法加入土霉素的现象!导

致畜禽疾病治疗过程中土霉素的使用对象和使用

剂量失去有效控制!这种做法会诱使畜禽耐药菌的

产生!造成畜产品药物残留等问题!最终给人类健

康造成巨大危害& 本文旨在研究建立 M3̂+法测

定中药散剂中非法添加土霉素的方法!一方面引起

业内对土霉素在中药散剂中滥用问题的重视!另一

方面为规范土霉素的使用)控制土霉素对动物性食

品及人类健康的威胁提供有力的依据&
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;<材料和方法

$,$!材料与仪器

$,$,$!药品与试剂!土霉素对照品!中国兽医药

品监察所提供"批号 R##%#'$"!含量 :",&9#& 供

试品白龙散"批号为 "#$"#%#$#)三子散"批号为

"#$"#&#$#)四味穿心莲散"批号为 "#$"#%#2#!由

山西省芮城县第二兽药厂提供& 试验用乙腈为色

谱纯!盐酸)磷酸二氢钠为分析纯& 盐酸溶液

"#,$ <B?)̂#作为对照品和供试品的稀释溶剂!磷

酸盐缓冲液"VM值 %,2#&

$,$,"!仪器!08>?O7W$".# 高效液相色谱仪!紫外

检测器! 1H/+$- 色谱柱 "&,. <<6$2# <<!

2

"

<#& 电子分析天平"型号 H3/"$$E#!VM计

"型号3H/$##!#,""

"

<滤膜&

$,"!样品制备

$,",$!供试品!取白龙散)三子散)四味穿心莲散

各 $,# 8作为供试品&

$,","!阳性添加供试品!根据土霉素和上述几种

中药散剂在畜禽疾病治疗过程中的使用量'"(

!将土

霉素的治疗量折算到中药散剂的使用量中来决定

土霉素在散剂中的添加量& 分别称取 $,# 8白龙

散)三子散)四味穿心莲散各 $2 份!每个品种添加土

霉素对照品三个浓度!每一浓度各添加 2 份& 白龙

散的添加量为$:)"#)%2 <8%三子散的添加量为$$%)

2#)$## <8%四味穿心莲的添加量为$$.)2#)$## <8&

将上述添加散剂分别充分混匀!作为阳性添加供

试品&

$,",%!供试品溶液及阳性添加供试品溶液的制备

取 $,",$ 供试品和 $,"," 阳性添加供试品!分别置

于 $## <̂ 容量瓶中!加 #,$ <B?)̂ 盐酸溶液

2# <̂ !超声提取 $2 <>7!用 #,$ <B?)̂盐酸溶液稀

释至刻度!摇匀!过滤!精密量取续滤液 2 <̂ !置

$## <̂ 容量瓶中!加 #,$ <B?)̂盐酸溶液稀释至刻

度!摇匀!得到供试品溶液及各自 % 个浓度的阳性

添加供试品溶液!分别为$白龙散阳性添加溶液"用

H[表示#H[$ (%"对应 &,2)$#)$',2

"

8)<̂ #%三子

散阳性添加溶液"用 1[表示# 1[$ (%"对应 .,2)

"2)2#

"

8)<̂ #%四味穿心莲散阳性添加溶液"用+[

表示#+[$ (%"对应 -)"2)2#

"

8)<̂ #&

$,",&!对照品溶液的制备!精密称取土霉素对照

品 2# <8置 2# <̂ 容量瓶中!用 #,$ <B?)̂盐酸溶

液溶解并稀释至刻度!摇匀!作为对照品溶液

$"$###

"

8)<̂ #& 从上述溶液中精密量取 $#)2 <̂

分别置 $## <̂ 容量瓶中!稀释摇匀!作为对照品溶

液 ""$##

"

8)<̂ #和对照品溶液 %"2#

"

8)<̂ #!从

对照品溶液 "中精密量取 "#)$# <̂ 分别置 $## <̂

容量瓶中!稀释摇匀!作为对照品溶液 &""#

"

8)<̂ #

和对照品溶液 2"$#

"

8)<̂ #!从对照品溶液 2 中精

密量取 $#)2 <̂ 分别置 $## <̂ 容量瓶中!稀释摇

匀!作为对照品溶液 . "$

"

8)<̂ #和对照品溶液

'"#,2

"

8)<̂ #&

$,%!色谱条件$%%

!以磷酸盐缓冲液p乙腈"-& p$.#

为流动相!流速为 $,2 <̂ )<>7%检测器为紫外检测

器!检测波长 %2% 7<%柱温为室温%进样量 $#

"

&̂

=<结<果

",$!系统适用性试验!取 $,",% 项下的 H[$)

1[$)+[$ 和 $,",& 项下的对照品溶液 2!在 $,% 色

谱条件下进行分析!图谱结果见图 $ /图 '& 土霉

素主峰的保留时间为 %,2 <>7 左右!理论塔板数大

于 2###!拖尾因子在 #,:' ($,#$ 之间!土霉素蜂能

够与供试品中其他成分色谱峰很好地分离&

图 ;<土霉素对照品溶液色谱图

图 =<白龙散色谱图

图 ><白龙散阳性添加色谱图

图 I<三子散色谱图

图 J<三子散阳性添加色谱图
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图 V<四味穿心莲散色谱图

图 W<四味穿心莲散阳性添加色谱图

","!线性范围!取 $,",& 项下的对照品溶液 $ ('

"浓度为 $### (#,2

"

8)<̂ #按 $,% 色谱条件进行

分析!结果表明在 #,2 ($###

"

8)<̂ 浓度范围内土

霉素峰面积和溶液浓度呈良好的线性关系& 回归

方程为$2i$!$#%-@k%!&%$$!R

"

i#!:::-&

",%!精密度试验!分别取 $,",% 项下的 H[$)

1[$)+[$ 阳性添加供试品溶液!按 $,% 项下色谱条

件连续进样 . 次!测定峰面积!相对标准偏差

"R-J#为白龙散 #,-%9!三子散 $,$&9!四味穿心

莲散 #,%& 9&

",&!检测限与定量限!分别取 $,",% 项下的

H[$)1[$)+[$ 阳性添加供试品溶液!用 #,$ <B?)̂

盐酸溶液逐步稀释!按 $,% 项下的色谱条件进行检

测!检测限和定量限结果见表 $&

表 ;<检测限和定量限测定结果

散剂名称 检测限)"

"

8*<̂

/$

# 定量限)"

"

8*<̂

/$

#

白龙散 #,% $,$

三子散 $,# %,"

四味穿心莲散 #," #,'

",2!准确度!分别取 $,",% 项下 H[$ (%)1[$ (

%)+[$ (%)三个浓度各 2 份平行样!与对照品平行

进样分析!按外标法!计算回收率和 *14值!结果

见表 "&

表 =<中药散剂中添加回收率实验结果#&UJ$

溶液编号
白龙散 三子散 四味穿心莲散

回收率)9 R-JTV 回收率TV R-JTV 回收率TV R-J)9

$ ::,. ($##,# #,$. :-,. (:-,: #,$% :-,. (::,. #,&%

" :-,2 (::,. #,&: :',: (::,% #,2' :-,& (::,2 #,&'

% :-,% (::,% #,&$ :-,2 ($##," #,'% :-,2 (::,% #,%$

",.!稳定性实验!分别取 $,",% 项下的 H[$)

1[$)+[$ 阳性添加供试品溶液!分别于放置 #)")&)

.)-)$")"& S进行测定!结果表明 "& S 内峰面积无

明显变化!*14分别为白龙散 #,":9!三子散

#,&$9!四味穿心莲散 #,.&9&

><讨<论

%,$!提取溶剂的选择!根据土霉素在乙醇中微

溶!在水中极微溶解!在氢氧化钠试液和稀盐酸中

溶解的特点'&(

!考虑到中药散剂用醇溶剂提取其中

的土霉素时!中药中的许多组分溶于醇类而干扰土

霉素的检测!因此!本实验的提取溶剂选用稀盐酸&

经试验研究证明!稀盐酸可以提取供试品中的土霉

素!且测定时中药散剂的组分峰与土霉素峰的分离

度符合要求!不影响土霉素的检测&

%,"!提取时间的考察!供试品中土霉素的提取以

超声处理 $2 <>7 为好!同时从散剂中提取出的组

分较少!不干扰土霉素的检测%提取时间延长至

"# <>7或更长时!土霉素峰面积无明显变化'2(

&

总之!本方法具有样品前处理简便快速!检测

时间短!灵敏度高!线性关系良好等优点& 结果表

明!高效液相色谱法可以作为中药散剂中非法添加

土霉素的测定方法&
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