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［摘　要］　为建立鱼腥草注射液中非法添加水杨酸和氧氟沙星的测定方法，采用十八烷基键合硅

胶为填充剂，磷酸二氢钠溶液（取磷酸二氢钠３．０ｇ，加１０００ｍＬ水使溶解，加三乙胺０．５ｍＬ，用氢氧

化钠饱和溶液调节ｐＨ值至７．０）－甲醇为流动相，梯度洗脱，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，二极管阵列检测

器，提取波长为２９３ｎｍ。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。在此液相色谱条件下，水杨酸、氧氟沙星与其他物质峰分离良好。按外标法以峰面积计

算，水杨酸和氧氟沙星的平均回收率分别为９９．３％和９８．８％，ＲＳＤ分别为０．６％和０．８％。结果表

明该检测方法简便、准确、可靠，可用于同时测定鱼腥草注射液中非法添加的水杨酸和氧氟沙星。
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　　鱼腥草注射液是鱼腥草经水蒸气蒸馏制成的

灭菌水溶液，具有清热解毒、消肿排脓、利尿通淋等

功效［１］，素有“中药抗生素”之称，在兽医临床上应

用较为广泛。近年来，发现有不法厂家利用中药成

分复杂，质量标准相对落后的特点，为使产品达到

迅速起效等目的，在中兽药制剂中非法添加处方外

成分，给动物源性食品安全埋下了隐患［２－３］。水杨

酸是一种脂溶性的有机酸，具有抗真菌和止痒作

用［４］。氧氟沙星是一种第三代喹诺酮类抗菌药，主

要用于革兰氏阴性菌引起的急慢性感染［５］。而一

些不法厂家正是利用这些药物具有抗菌谱广、杀菌

力强、吸收快、体内分布广泛等特点［６］，通过非法添

加手段，以使产品在短时间内起到明显效果，达到

不正当竞争的目的。

因洛美沙星、培氟沙星、氧氟沙星、诺氟沙星４

种原料药的各种盐、酯及其各种制剂可能对养殖

业、人体健康造成潜在风险或危害，农业部发布第

２２９２号公告决定在食品动物中停止使用这４种兽

药，并撤销相关批准文号［７］。而在检验工作中，通

过筛查发现送检的某批鱼腥草注射液样品中非法

添加了水杨酸和氧氟沙星，但目前尚没有现行的标

准和方法可用于该项检测。因此，参考已建立的相

关检测方法［８］，选择水杨酸、氧氟沙星为测试药物，

鱼腥草注射液为目标制剂，建立了鱼腥草注射液中

非法添加水杨酸、氧氟沙星的检查方法。

１　仪器与试药

１．１　仪器与试剂　高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ

ｅ２６９５，ＰＤＡ，Ｅｍｐｏｗｅｒ３色谱工作站软件）；分析天平

（十万分之一）；三乙胺、甲醇为色谱纯。

１．２　试药　水杨酸对照品（批号：１００１０６－

２０１１０４，中国食品药品检定研究院，９９．９％），氧

氟沙星对照品（批号：Ｈ００９１２１０，中国兽医药品

监察所，９９．５％）；供试品空白：经检测合格的鱼

腥草注射液监督抽检样品；供试品：某企业生产

的经检测含有水杨酸及氧氟沙星非法添加的鱼

腥草注射液。

２　方法与结果

２．１　色谱条件与系统适用性试验　用十八烷基硅

烷键合硅胶为填充剂，以磷酸二氢钠溶液（取磷酸

二氢钠 ３．０ｇ，加 １０００ｍＬ水使溶解，加三乙胺

０．５ｍＬ，用氢氧化钠饱和溶液调节ｐＨ值至７．０）为

流动相Ａ，甲醇为流动相 Ｂ，按表１进行梯度洗脱；

二极管阵列检测器，采集波长范围为２１０～４００ｎｍ，

分辨率为１．２ｎｍ，记录２９３ｎｍ波长处的色谱图。

各色谱峰之间的分离度均应符合要求。

表１　流动相梯度洗脱表
时间／ｍｉｎ 流动相Ａ／％ 流动相Ｂ／％

０ ７０ ３０

８ ７０ ３０

９ ４０ ６０

１６ ４０ ６０

１７ ７０ ３０

２２ ７０ ３０

２．２　溶液配制
２．２．１　供试品溶液和对照品溶液　取供试品
１．０ｍＬ，置５０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀；
取１．０ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，作
为供试品溶液。另取水杨酸对照品和氧氟沙星对照

品适量，加甲醇制成每１ｍＬ中含水杨酸０．１ｍｇ、氧
氟沙星０．０５ｍｇ的溶液，作为对照品溶液。
２．２．２　系统适用性溶液　取水杨酸、氧氟沙星对
照品适量，加甲醇使溶解，制成含上述两种对照品

分别为０．１、０．０５ｍｇ／ｍＬ的混合溶液，按２．１方法
测定，结果见图１，显示水杨酸色谱峰与氧氟沙星峰
分离度良好，两者间无干扰。

图１　系统适用性色谱光谱图

２．２．３　鱼腥草注射液空白溶液　取供试品空白
１．０ｍＬ，照２．２．１项下操作制备成供试品空白溶
液，按２．１方法进行测定，结果见图２，表明供试品
基质对待测物水杨酸和氧氟沙星没有干扰。
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图２　供试品空白溶液色谱图

２．２．４　建立光谱数据库的溶液　以水杨酸、氧氟
沙星对照品溶液作为建立光谱数据库的溶液。

２．３　峰纯度检查　取供试品溶液１０μＬ，注入液相
色谱仪，按２．１色谱条件测定。对供试品溶液色谱
图中水杨酸和氧氟沙星色谱峰进行峰纯度检查，结

果见表２，显示水杨酸峰与氧氟沙星峰的纯度角度
均小于纯度阈值，表明在此色谱条件下，水杨酸和

氧氟沙星的出峰处均无其他干扰峰，为单一物质

峰，方法可行。

２．４　光谱相似度检查　对供试品溶液中水杨酸和
氧氟沙星峰的色谱行为及光谱图与对照品溶液进

行匹配，结果见表２－表３与图３－图５。数据显
示，供试品溶液中保留时间５．３６０ｍｉｎ的色谱图与
水杨酸对照品保留时间一致，１４．８０４ｍｉｎ的色谱图
与氧氟沙星对照品保留时间一致，且均与各自对照

品的光谱图及最大吸收波长一致，匹配角度均小于

匹配阈值。表明供试品溶液中相应色谱峰的色谱、

光谱与水杨酸、氧氟沙星对照品的色谱、光谱一致，

为同一物质。

表２　供试品峰纯度及光谱相似度检查结果表
色谱峰 纯度角度 纯度阈值 结果 匹配角度 匹配阈值 结果

供试品中水杨酸色谱峰 ０．１０９ １．０３４ 单一物质峰 ０．２４１ １．０３６ 光谱相似

供试品中氧氟沙星色谱峰 ０．１４２ １．０３８ 单一物质峰 ０．０２６ １．０２４ 光谱相似

表３　供试品与对照品保留时间及紫外光谱结果表
结果 水杨酸对照品 氧氟沙星对照品 供试品

保留时间／ｍｉｎ ５．３７２ １４．８１９ ５．３６０ １４．８０４

最大吸收波长／ｎｍ ２９５．８ ２２７．０、２９１．０、３３１．６ ２９５．８ ２２７．０、２９１．０、３３１．６

图３　供试品溶液色谱光谱图

图４　水杨酸对照品色谱光谱图

图５　氧氟沙星对照品色谱光谱图

２．５　方法学考察
２．５．１　专属性　通过供试品空白试验排除样品基
质对于水杨酸和氧氟沙星的干扰。同时，峰纯度检

查结果也显示在此色谱条件下二者均为单一物质

峰。

２．５．２　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℃和３０℃，结果显示：水杨酸、氧氟沙星保留时

·９３·



中国兽药杂志 ２０１６，５０（２）：３７～４０／龚旭昊，等　

间受柱温影响较小，随柱温升高，保留时间略提前；

调节流动相ｐＨ值为６．８、７．０和７．２，结果显示：随
流动相ｐＨ值的增大，水杨酸和氧氟沙星保留时间
基本不变，且三种ｐＨ值下分离度均大于１．５；选择
３款不同品牌色谱柱，以系统适用性溶液作为供试
溶液，考察不同色谱柱对测定的影响，结果显示３
种品牌色谱柱均可用于该检查，方法耐用性较好。

表４　３种色谱柱耐用性考察结果表
色谱柱型号（４．６×２５０ｍｍ，５μｍ） 理论塔板数 分离度（最小）

ＷａｔｅｒｓＡｔｌａｎｔｉｓＴ３Ｃ１８ ＞６０００ ＞２４

ＧＲＡＣＥＡｌｌｔｉｍａＣ１８ ＞４０００ ＞２５

ＳｈｉｓｅｉｄｏＭＧⅡ Ｃ１８ ＞４０００ ＞２５

２．５．３　检出限　检出限溶液配制：取供试品空白
１．０ｍＬ，置５０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇
匀；取１．０ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，分别精密加入水杨
酸对照品溶液（０．１ｍｇ／ｍＬ）或氧氟沙星对照品溶
液（０．０５ｍｇ／ｍＬ）适量（０．２、０．５、１ｍＬ），加甲醇稀
释至刻度，摇匀，即得。以色谱峰纯度阈值大于纯

度角度为方法的检出限，水杨酸和氧氟沙星检出限

均为２．５ｍｇ／ｍＬ。
２．５．４　准确度　以供试品空白中添加被测物对照
品做回收率试验来考察方法的准确度。

回收率试验溶液的配制：取供试品空白

１．０ｍＬ，置５０ｍＬ量瓶中，取水杨酸对照品２５ｍｇ、
氧氟沙星对照品１２．５ｍｇ，分别精密称定，置上述量
瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀；精密量取

１．０ｍＬ，置１０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇
匀，即得。重复制备６份，分别测定。以２．２．１中
的对照品溶液作为对照进样，以外标法按峰面积计

算回收率。结果显示水杨酸回收率为９９．３％，ＲＳＤ
为 ０．６％；氧氟沙星回收率为 ９８．８％，ＲＳＤ为
０．８％。
３　讨论与小结
３．１　波长的选择及色谱条件的优化　在 ２１０～
４００ｎｍ波长范围内对水杨酸和氧氟沙星对照品进
行扫描，结果显示二者在２９３ｎｍ均有较强吸收，因
此选择该波长作为检测波长。此外，由于氧氟沙星

分子结构中存在羧基和哌嗪基，为两性化合物，极

性很强［９］。向流动相中添加三乙胺，不但可以调节

ｐＨ值，而且可以增强保留，同时作为扫尾剂还可以
起到减少拖尾、改善峰形的作用，进而使色谱分析

条件得到进一步的优化。

３．２　检查方法的扩充使用　除鱼腥草注射液外，
其他兽药制剂亦可能非法添加水杨酸或氧氟沙星。

当采用该检查方法用于此类兽药制剂的检查时，一

方面要注意目标分析物以外的成分是否会对测定

产生干扰，需进行空白试验和系统适用性试验，确

保供试品溶液中水杨酸色谱峰、氧氟沙星色谱峰与

相邻色谱峰的分离度应符合要求；另一方面要注意

调整供试品溶液或对照品溶液的浓度，使两者目标

分析物的峰面积尽量接近，以便于检测和确认。

本检测方法通过供试品峰与对照品峰的保留

时间、峰纯度及光谱特征的对比来确定鱼腥草注射

液中是否添加了水杨酸或氧氟沙星，方法简便、快

速、准确、高效，能为兽药市场的安全监管提供了一

定的技术支撑。
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