
　２０１６，５０（３）：４５～４８／王静文，等 中国兽药杂志

鱼腥草注射液中非法添加甲氧氯普胺的

ＨＰＬＣ－ＰＤＡ检测方法的建立

王静文，范 强，龚旭昊，董玲玲，杨 星，万仁玲，顾进华

（中国兽医药品监察所，北京１０００８１）

［收稿日期］２０１５－１１－１６　［文献标识码］Ａ　［文章编号］１００２－１２８０（２０１６）０３－００４５－０４　［中图分类号］Ｓ８５３．７

［摘　要］　为检测鱼腥草注射液中非法添加的甲氧氯普胺，以十八烷基键合硅胶为填充剂，

０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸溶液（用三乙胺调剂ｐＨ值至４．０）－乙腈（８１：１９）为流动相，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，波长

扫描范围为２００～４００ｎｍ，柱温２５℃，建立了ＨＰＬＣ－ＰＡＤ检测方法，并采用峰纯度检查和光谱相似度

检查辅助对照品比对方法，对非法添加药物进行确证。结果显示，甲氧氯普胺回收率为９８．８％，ＲＳＤ为

０．３％；线性方程为ｙ＝４３５４２０７０ｘ＋３６６９５，Ｒ２＝１；检测限为６μｇ／ｍＬ；定量限为９μｇ／ｍＬ。本方法快速、

灵敏、可靠，可对鱼腥草注射液中非法添加的甲氧氯普胺违禁药物进行定性和定量检测。
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　　鱼腥草注射液为鱼腥草经水蒸气蒸馏制成的

灭菌水溶液。临床中主要功能为清热解毒，消肿排

脓，利尿通淋，主治肺痈，痢疾，乳痈，淋浊［１］。甲氧

氯普胺又称胃复安、灭吐灵，为有机合成的普鲁卡
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因酰胺衍生物，系中枢性和外周性多巴胺 Ｄ２受体

阻断剂，抑制中枢催吐化学感受区中的多巴胺受体

而调高该感受区的阈值，同时可以促进上消化道运

动而不刺激胃液、胆汁和胰腺分泌。临床上常用于

治疗慢性消化性不良引起胃肠运动障碍，改善恶

心、呕吐等症状、癌症放、化疗和手术后的呕吐［２］。

由于该药物价格低廉，应用广泛，有关其不良反应

的报道也日渐增多。甲氧氯普胺半衰期短，个体间

的药动学特征差异大，长期或高剂量使用容易造成

严重的锥体外系反应［３］。在鱼腥草注射液中添加

甲氧氯普胺，不仅违反了《兽药管理条例》，也为动

物源性食品安全埋下了隐患。

国内外文献已报道的用于甲氧氯普胺检测的

方法有：高效液相色谱法［４］、高效液相色谱串联质

谱法［５］、气相色谱 －质谱检测法及分光光度法［６］，

但目前尚未有检测非法添加甲氧氯普胺的方法报

道，因此有必要建立快速、准确、灵敏的方法检测鱼

腥草注射液中非法添加的甲氧氯普胺。参考以上

文献结合中兽药中非法添加化学药品的特点［７－８］，

本文建立了快速、准确、可靠的定性定量方法，以期

广泛应用于非法添加的检测工作。

１　仪器与材料

１．１　仪器　Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５液相系统、２９９８ＰＤＡ二极

管阵列检测器、Ｅｍｐｏｗｅｒ３色谱工作站软件（美国Ｗａ

ｔｅｒｓ公司）、ＭｅｔｔｌｅｒＸＳ２０５型十万分之一天平（美国

ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）、ＭｉｌｉＱ纯水机、雷磁ＰＨＳＪ－４Ａ

型ｐＨ计。

１．２　试药与试剂　甲氧氯普胺对照品（含量：

９９．８％，批号：１００８３２－２０１４０４，中国食品药品

检定研究院），供试品：鱼腥草注射液空白样品

（批号：２０１４０９０１）；鱼腥草注射液阳性样品（批

号：２０１４０６０１），乙腈（德国 Ｍｅｒｃｋ公司，色谱纯，

批号：１７４７１３０４３３），甲醇（德国 Ｍｅｒｃｋ公司，色

谱纯，批号：１７４８００７４３３），三乙胺（美国 Ｆｉｓｈｅｒ

Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，色谱纯，批号：１１１４３５），磷酸（国

药集团化学 试 剂 有 限 公 司，优 级 纯，批 号：

２０１４０８１９），去离子水（ＭｉｌｉＱ纯化系统制备的去

离子水）。

２　方法与结果

２．１　色谱条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＡｔｌａｎｔｉｓＴ３（４．６ｍｍ

×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相：０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸溶液

（三乙胺调节ｐＨ值至４．０）－乙腈（８１∶１９），流速：

１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温：２５℃，进样量：２０μＬ，二极管阵

列检测器（ＰＤＡ，检测波长：２００～４００ｎｍ，记录

２７５ｎｍ波长处的色谱图）。

２．２　溶液制备

２．２．１　鱼腥草注射液空白溶液　取已测得不含甲

氧氯普胺的鱼腥草注射液１０ｍＬ，置１００ｍＬ容量瓶

中，加甲醇稀释并定容至刻度，摇匀，过滤，作为空

白对照溶液。

２．２．２　甲氧氯普胺对照品储备液　取甲氧氯普胺

对照品１５ｍｇ，精密称定，置５０ｍＬ容量瓶中，加甲

醇溶解并稀释至刻度，摇匀，配制成０．３ｍｇ／ｍＬ的

对照品储备液。

２．３　方法学考察

２．３．１　样品本底及干扰　精密量取对照品溶液

（０．００６ｍｇ／ｍＬ）和鱼腥草注射液空白溶液各

２０μＬ，注入高效液相色谱仪，记录色谱图和光谱指

数图，检测鱼腥草注射液中成分对测定结果是否产

生干扰。结果见图１、图２，鱼腥草注射液本底对甲

氧氯普胺的检测不产生干扰。

图１　鱼腥草注射液空白溶液色谱图、光谱图

２．３．２　线性关系考察　精密量取甲氧氯普胺对照

品储备液１、３、５、７、９ｍＬ置５０ｍＬ容量瓶中，加甲

醇稀释至刻度，摇匀，得浓度为 ０．００６、０．０１８、

０．０３０、０．０４２、０．０５４ｍｇ／ｍＬ的标准曲线溶液，测

定。按甲氧氯普胺峰面积与对应的浓度作标准曲

线，并计算回归方程和相关系数。甲氧氯普胺回归

方程为ｙ＝４３５４２０７０ｘ＋３６６９５，Ｒ２＝１。表明甲氧氯
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图２　甲氧氯普胺对照品（０．００６ｍｇ／ｍＬ）色谱图、光谱图

普胺在６～５４μｇ／ｍＬ浓度范围内，峰面积与浓度呈

良好的线性关系。

２．３．３　检测限与定量限　检测限溶液制备：取已

测得不含甲氧氯普胺的鱼腥草注射液 １ｍＬ，置

１０ｍＬ容量瓶中，精密加入甲氧氯普胺对照品溶液

（０．００６ｍｇ／ｍＬ）适量（０．５、１、１．５、２ｍＬ），用甲醇稀

释至刻度。以光谱图（图３）失真的最大浓度作为

方法的检出限，Ｓ／Ｎ≥１０的浓度为定量限。该色谱

条件下甲氧氯普胺在鱼腥草注射液样品中的检出

限为６μｇ／ｍＬ；定量限为９μｇ／ｍＬ。

图３　甲氧氯普胺检出限色谱图、光谱图

２．３．４　准确度　以空白鱼腥草注射液加甲氧氯普

胺对照品做回收率试验来考察方法的准确度。回

收率试验溶液配制：取已测得不含甲氧氯普胺的鱼

腥草注射液５ｍＬ，置５０ｍＬ容量瓶中，精密加入甲

氧氯普胺对照品储备液（０．３ｇ／ｍＬ）１ｍＬ，用甲醇稀

释至刻度，摇匀，即得。平行配制６份，结果见表１，

甲氧氯普胺回收率为９８．８％，ＲＳＤ为０．３％。
表１　甲氧氯普胺回收率结果

加入量／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

１４．６４ ９７．５４
１４．８９ ９８．５６
１４．９３ ９８．６９
１５．０６ ９９．５１
１５．１３ ９９．５７
１４．８４ ９９．３１

９８．８ ０．３

２．３．５　耐用性　从柱温、流动相 ｐＨ值、色谱柱三
个方面考察方法的耐用性。调节柱温为 ２０℃、
２５℃、３０℃，结果显示：随着柱温升高，保留时间略
提前，但差异小于 ０．４ｍｉｎ；调节流动相 ｐＨ值为
３．０、４．０和５．０，结果显示：随着 ｐＨ值的降低，甲
氧氯普胺的保留时间缩短；选择三款不同品牌色谱

柱，以甲氧氯普胺对照品溶液（０．００６ｍｇ／ｍＬ）作为
供试品溶液，考察不同色谱柱对测定的影响，结果

如表２所示：三种品牌色谱柱均可用于该检查，方
法耐用性较好。

表２　三种色谱柱耐用性考察结果表
色谱柱型号 保留时间／ｍｉｎ 理论塔板数 对称因子

ＷａｔｅｒｓＡｔｌａｎｔｉｓＴ３，
４．６×２５０ｍｍ，５μｍ

８．７４９ ＞９０００ ＜１．１

ＧＲＡＣＥＡｌｌｔｉｍａＣ１８，
４．６×２５０ｍｍ，５μｍ

８．６２２ ＞９０００ ＜１．１

资生堂ＭＧⅡＣ１８，
４．６×１５０ｍｍ，５μｍ

４．５５９ ＞５０００ ＜１．２

２．４　样品测定结果　取该批阳性鱼腥草注射液
０．５ｍＬ，置５０ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释并定容至
刻度，用建立的ＨＰＬＣ－ＰＤＡ法对该样品进行甲氧
氯普胺含量测定，结果为３．２３ｍｇ／ｍＬ，样品中甲氧
氯普胺的色谱光谱图、纯度图和光谱匹配图见

图４－图６，纯度角度为０．１１，纯度阈值为 ０．３８５，
纯度角度小于纯度阈值，为单一物质峰；匹配角度

为０．５６７，匹配阈值为１．１７３，匹配角度小于匹配阈
值，光谱相似。

图４　鱼腥草注射液阳性样品中甲氧氯
普胺色谱图、光谱图

３　讨论与小结
３．１　流动相的选择　甲氧氯普胺为对氨基苯甲酰
胺类药物，碱性较强，参考文献资料［３－５］，考察了其

在０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸溶液（用三乙胺调剂 ｐＨ值至
４．０）－乙腈（８１∶１９）、乙腈 －０．０２５ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵
（０．２％三乙胺，冰醋酸调节ｐＨ至５．７）（２０∶８０）、
甲醇 －乙睛 －醋酸盐缓冲液（ｐＨ４．０）－三乙胺
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图５　鱼腥草注射液阳性样品中甲氧氯普胺纯度图

图６　鱼腥草注射液阳性样品中甲氧氯普胺光谱匹配图

（７∶１８∶１５∶０．１）和磷酸二氢钾溶液（ｐＨ４．０）－乙
睛（１００∶２５）作为流动相时的分离情况，结果表明
以０．０２ｍｏｌ／Ｌ磷酸溶液（用三乙胺调剂 ｐＨ值至
４．０）－乙腈（８１∶１９）作为流动相时，甲氧氯普胺保
留时间适宜，峰形良好。

３．２　测定用溶剂的选择　鱼腥草注射液为鱼腥草
经水蒸气蒸馏制成的灭菌水溶液［１］，可与甲醇任意

比例混溶；对甲氧氯普胺在甲醇中的溶解性进行考

察，发现在本方法浓度范围内，甲氧氯普胺在甲醇

中的溶解性良好。考虑到在非法添加高通量筛查

工作中以甲醇作为溶剂具有普适性，选取甲醇作为

检测用溶剂。

３．３　提取波长的选择　鱼腥草注射液中主要有效
成分为挥发油，包括癸酰乙醛、甲基正壬酮、α－松
油醇、４－萜品醇、乙酸龙脑酯、月桂醛等，通常用气
相色谱法进行检测［１０］，在２００～４００ｎｍ波长范围
内无明显紫外吸收。甲氧氯普胺对照品在 ２００～
４００ｎｍ波长范围最大吸收波长为 ２１３、２７５、
３１０ｎｍ，为避免测定溶剂及流动相对紫外吸收的干
扰，选择２７５ｎｍ作为提取波长。

３．４　峰纯度和光谱相似度　通过与对照品建立的
标准物质谱库比较，ＷａｔｅｒｓＥｍｐｏｗｅｒ工作站可以对
峰纯度和光谱匹配度进行计算，当纯度角度小于纯

度阈值时，可以判定为单一物质峰，当匹配角度小

于匹配阈值时，可以判定光谱相似。通常作为判断

峰纯度和光谱相似度的重要依据。

由于具有疗效显著价格低廉等特点，鱼腥草注

射液一直广泛应用于临床治疗。本文所建立的鱼

腥草注射液中非法添加甲氧氯普胺的 ＨＰＬＣ－ＰＤＡ
检测方法，简便、快捷、重复性好，适用于鱼腥草注

射液中非法添加甲氧氯普胺的检测。
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