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［摘　要］　为建立黄芪多糖注射液中非法添加林可霉素的检查方法，采用薄层色谱法初筛出黄芪

多糖注射液中非法添加林可霉素的样品，而后用 ＨＰＬＣ－ＰＤＡＤ法检测，液相色谱条件：采用

ＡｔｌａｎｔｉｓＴ３（十八烷基硅烷键合硅胶，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相为０．０２ｍｏｌ／Ｌ的磷酸氢二

铵－乙腈（７０∶３０），流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为１９４ｎｍ，最后用 ＬＣ－ＭＳ法进行确证。结合薄

层色谱、高效液相色谱光谱图以及质谱的分子离子峰等方面信息，证明该样品中确实非法添加了林

可霉素，其中ＨＰＬＣ－ＰＤＡＤ法平均回收率为９７．８％，ＲＳＤ为１．４％，检出限为６μｇ／ｍＬ。该检测方

法准确可靠，可用于黄芪多糖注射液中非法添加林可霉素的检测。

［关键词］　林可霉素；黄芪多糖注射液；薄层色谱；高效液相色谱；质谱

作者简介：刘自扬，硕士，从事中兽药检测研究和评审工作。

通讯作者：郝利华。Ｅ－ｍａｉｌ：ｈａｏｌｉｈｕａ＠ｉｖｄｃ．ｏｒｇ．ｃｎ

ＤｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎＭｅｔｈｏｄｓｏｆＬｉｎｃｏｍｙｃｉｎＩｌｌｅｇａｌｌｙＡｄｕｌｔｅｒａｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅ
ＡｓｔｒａｇａｌｕｓＰｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓＩｎｊｅｃｔｉｏｎ

ＬＩＵＺｉ－ｙａｎｇ，ＤＯＮＧＬｉｎｇ－ｌｉｎｇ，ＢＩＹａｎ－ｆｅｎｇ，ＧＵＯＧｕｉ－ｆａｎｇ，ＨＡＯＬｉ－ｈｕａ

（ＣｈｉｎａＩｎｓｔｉｔｕｔｅｏｆＶｅｔｅｒｉｎａｒｙＤｒｕｇＣｏｎｔｒｏｌ，Ｂｅｉｊｉｎｇ１０００８１，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ：ＴｈｅｓｔｕｄｙｗａｓａｉｍｅｄｔｏｅｓｔａｂｌｉｓｈＴＬＣａｎｄＨＰＬＣ－ＰＤＡＤｍｅｔｈｏｄｓｆｏｒｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎｏｆｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ
ｉｌｌｅｇａｌｌｙａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅａｓｔｒａｇａｌｕｓｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎ，ａｎｄｔｈｅｎｉｄｅｎｔｉｆｉｅｄｂｙＬＣ－ＭＳ．Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｏｆ
ＴＬＣｗａｓｕｓｅｄａｓａｐｒｅｔｅｓｔ，ｔｈｅｎｔｈｅｍｅｔｈｏｄｓｏｆＨＰＬＣ－ＰＤＡＤａｎｄＬＣ－ＭＳｗｅｒｅｕｓｅｄｔｏｉｄｅｎｔｉｆｙｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ
ｉｌｌｅｇａｌｌｙａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅａｓｔｒａｇａｌｕｓｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．ＨＰＬＣ－ＰＤＡＤｗａｓｐｅｒｆｏｒｍｅｄｏｎａｃｏｌｕｍｎｏｆ
Ａｔｌａｎｔｉｓ Ｔ３（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）ａｔ１９４ｎｍ．Ｔｈｅｍｏｂｉｌｅｐｈａｓｅｃｏｎｓｉｓｔｅｄｏｆａｍｉｘｔｕｒｅｏｆａｓｏｌｕｔｉｏｎｏｆ
０．０２ｍｏｌ／Ｌａｍｍｏｎｉｕｍｐｈｏｓｐｈａｔｅｄｉｂａｓｉｃａｎｄａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（７０：３０）ａｔａｆｌｏｗｒａｔｅｏｆ１．０ｍＬ／ｍｉｎ．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙｗａｓ９７．８％ ｗｉｔｈＲＳＤｗａｓ１．４％．Ｔｈｅｌｉｍｉｔｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎｏｆｔｈｅｍｅｔｈｏｄｗａｓ６μｇ／ｍＬ．Ｉｔｈａｓｂｅｅｎｐｒｏｖｅｄ
ｔｈａｔｔｈｅｒｅｗａｓｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎｉｌｌｅｇａｌｌｙａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅａｓｔｒａｇａｌｕｓｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎｂａｓｅｄｏｎｔｈｅｄａｔａｏｆｔｈｅ
ｓｐｏｔｓｉｎｔｈｅｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｏｆＴＬＣ，ｔｈｅｒｅｔｅｎｔｉｏｎｔｉｍｅｏｆＨＰＬＣｉｎｃｌｕｄｉｎｇｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔｓｐｅｃｔｒａａｎｄｔｈｅｍｏｌｅｃｕｌａｒｉｏｎ
ｍａｓｓｓｐｅｃｔｒａ．Ｔｈｅｍｅｔｈｏｄｉｓａｃｃｕｒａｔｅａｎｄｒｅｌｉａｂｌｅ，ａｎｄｃａｎｂｅｕｓｅｄｔｏｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎｉｌｌｅｇａｌｌｙａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄｉｎｔｏｔｈｅ
ａｓｔｒａｇａｌｕｓｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ；ｔｈｅａｓｔｒａｇａｌｕｓｐｏｌｙｓａｃｃｈａｒｉｄｅｓｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ＴＬＣ；ＨＰＬＣ；ＭＳ

·６５·



　２０１６，５０（３）：５６～５９／刘自扬，等 中国兽药杂志

　　林可霉素［Ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ，６－（１－甲基反－４－丙
基－Ｌ－２－吡咯烷甲酰氨基）－１－硫代－６，８－二
脱氧－Ｄ－赤式 －α－Ｄ－半乳辛吡喃糖苷，Ｃ１８Ｈ３４
Ｎ２Ｏ６Ｓ，分子量：４０６．５４］一般多以盐酸盐 －水合物
的形式出现，主要用于治疗革兰氏阳性菌感染，亦

可用于治疗支原体和猪密螺旋体等感染［１］，用作饲

料添加剂时，可促进肉鸡和育肥猪生长，提高饲料

利用率。过量使用能引起马、兔和其他草食动物严

重的或致死性腹泻，也可能产生神经肌肉阻断作

用［２］。黄芪多糖是黄芪的主要活性成分之一，具有

调节免疫、抗病毒、抗肿瘤、抗氧化和抗应激等作

用［３］，黄芪多糖注射液作为其最常用的制剂，具有

能诱导机体产生干扰素，调节机体免疫功能，促进

抗体形成等功效，在兽医临床应用广泛，用于鸡传

染性法氏囊等病毒性疾病的治疗［４］。

自２００７年以来，兽药检验系统多次在黄芪多糖
注射液等中兽药制剂中发现了非法添加物，初步判

定添加化学药物为林可霉素。因此，亟需建立检测

黄芪多糖注射液中非法添加林可霉素的检查方法，

为中兽药制剂中非法添加化学物质提供检测手段。

１　材料与方法
１．１　仪器与试剂　Ｗａｔｅｒｓ２６９５ｅ高效液相色谱仪，
配有Ｗａｔｅｒｓ２９９８二极管阵列检测器、自动进样器
和 Ｅｍｐｏｗｅｒ２工作站；ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ－
ＷａｔｅｒｓＨＤＭＳ液相色谱 －质谱联用仪；ＣＡＭＡＧ紫
外观测箱。硅胶 ＧＦ２５４，青岛海洋化工分厂；碘、乙
酸乙酯、乙醇为分析纯，磷酸氢二铵、甲酸、三乙胺、

甲醇、乙腈为色谱纯。

林可霉素对照品：中国兽医药品监察所，批号：

Ｋ０１０１００３；黄芪多糖提取物（２５％）：实验室自制；
样品（３个批次的黄芪多糖注射液分别编为１号、２
号和３号）均为市售产品。
１．２　方法
１．２．１　薄层色谱法　参照文献方法［１，５］，取供试品

１ｍＬ，加甲醇 －水（１∶１）至１０ｍＬ，作为供试品溶
液。另取林可霉素对照品，用甲醇 －水（１∶１）制成
每１ｍＬ中含５ｍｇ的溶液作为对照品溶液。再取
黄芪多糖提取物，加超纯水制成每１ｍＬ中含１０ｍｇ
黄芪多糖的溶液作为阴性对照溶液［５］。照薄层色

谱法，吸取上述三种溶液各３μＬ，点于硅胶ＧＦ２５４板
上，以乙酸乙酯－乙醇（１∶１）为展开剂，展开，晾干。
置紫外光灯（２５４ｎｍ）下检视，再经碘蒸气熏蒸后，
置紫外光灯（２５４ｎｍ）下检视。在与林可霉素对照

品斑点相应的位置上不得检出斑点，否则用１．２．２
方法验证。

１．２．２　高效液相色谱法
１．２．２．１　色谱条件与系统适用性试验　参照文献
方法［６－７］，所用色谱柱为 ＷａｔｅｒｓＡｔｌａｎｔｉｓ Ｔ３
４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，ｉｄ，５μｍ（十八烷基硅烷键合硅
胶）。０．０２ｍｏｌ／Ｌ的磷酸氢二铵 －乙腈（７０∶３０）为
流动相；采用二极管阵列检测器，采集波长范围为

１９０～４００ｎｍ，分辨率为１．２ｎｍ；记录１９４ｎｍ波长
处的色谱图及光谱图。

１．２．２．２　测定法　取供试品 １ｍＬ，加水 －乙腈
（７０∶３０）至１００ｍＬ，作为供试品溶液。取１．２．１阴
性对照溶液１ｍＬ，同法制成供试品阴性溶液，另取
林可霉素对照品６０ｍｇ于２５ｍＬ量瓶中，加水 －乙
腈（７０∶３０）溶解并稀释至刻度，摇匀，精密量取
５ｍＬ，置２５ｍＬ量瓶中，用水－乙腈（７０：３０）稀释至
刻度，作为对照品溶液。取供试品溶液和对照品溶

液各１０μＬ注入液相色谱仪，记录色谱图及光谱
图。供试品溶液中不得检出与林可霉素对照品溶

液主峰保留时间一致且光谱指数图及最大吸收波

长均一致的色谱峰，否则按１．２．３质谱进行确证。
１．２．２．３　回收率试验　取阴性对照溶液１ｍＬ，分
别精密添加林可霉素对照品４０、５０、６０ｍｇ，振摇使
溶解，加水－乙腈（７０∶３０）至１００ｍＬ。每个浓度各
制备３份平行样，各取１０μＬ注入液相色谱仪，同
时记录光谱图和１９４ｎｍ波长处的色谱图。
１．２．２．４　检出限试验　对照品工作溶液：林可霉
素对照品 １０ｍｇ，置 １００ｍＬ量瓶中，加水 －乙腈
（７０∶３０）溶解并稀释至刻度，摇匀（１００μｇ／ｍＬ）。
检出限测试溶液：分别量取 １．２．１阴性对照溶液
１ｍＬ、对照品工作溶液 ５．０、６．０、７．０、８．０、９．０、
１０．０ｍＬ置１００ｍＬ量瓶中，水 －乙腈（７０∶３０）稀释
至刻度，摇匀（林可霉素的浓度分别为５、６、７、８、９、
１０μｇ／ｍＬ）。取检出限测试溶液１０μＬ注入液相色
谱仪，同时记录光谱图和１９４ｎｍ波长处的色谱图。
以光谱图不失真的浓度作为检出限。

１．２．３　质谱方法确证　参考文献方法［８－９］，色谱

条件为ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ液相色谱仪；ＡＣＱＵ
ＩＴＹＣ１８色谱柱（１００ｍｍ×２．１ｍｍ，ｉｄ，１．７μｍ）；
流速０．３ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３５℃；流动相为０．１％甲酸
乙腈溶液，进样体积２μＬ。

质谱条件为ＷａｔｅｒｓＨＤＭＳ四级杆 －飞行时间
质谱仪（Ｑ－ＴＯＦＭＳ），离子源为电喷雾正电离模式
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（ＥＳＩ＋），毛细管电压３．０ｋＶ，锥孔电压２０Ｖ；离子
源及脱溶剂气温度分别为１２０℃和３５０℃；脱溶剂
化气体流速设为６５０Ｌ／ｈ。ＴＯＦＭＳ质量采集方式
为全扫描，范围为 ｍ／ｚ５０至５００Ｄａ，样品分析前用
甲酸钠溶液进行质量数校正。另外，采用亮氨酸 －
脑啡肽溶液（ＬＥ，ｍ／ｚ５６６．２７７１）为 Ｌｏｃｋｍａｓｓ实时
校正精确质量数。

通过对比对照品溶液和供试品溶液色谱峰的

保留时间及分子离子峰，来确证样品中是否含有林

可霉素。

２　结果与分析
２．１　薄层色谱法　结果见图１。紫外光灯（２５４ｎｍ）
下观察结果：１号样、林可霉素对照品和阴性对照均
未见斑点；２号样斑点较浅，３号样展开两个斑点。
碘蒸气熏蒸后置紫外光灯（２５４ｎｍ）下观察结果：１
号样中检出一个暗黑色主斑点，与林可霉素对照品

斑点一致；２号样斑点颜色加深，３号样斑点与碘蒸
气熏蒸前变化不明显。怀疑１号样为非法添加了
林可霉素的黄芪多糖注射液，用高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ－ＰＤＡＤ）进行进一步检测。

１：１号样；２：２号样；３：阴性对照；４：林可霉素对照品；５：３号样；ａ：２５４ｎｍ下检视结果；ｂ：碘蒸气熏蒸后２５４ｎｍ下检视结果

图１　薄层色谱结果图

２．２　高效液相色谱法　结果见图２－图３，１号样主峰
保留时间与林可霉素对照品峰的保留时间一致，且两

者光谱指数图及最大吸收波长均一致，确认１号样中
含有林可霉素。方法学研究结果见下表：平均回收率

为９７．８％，ＲＳＤ为１．４％（表１），检出限为６μｇ／ｍＬ，换
算为在黄芪多糖注射液中的含量为０．０６％。
２．３　质谱确证　结果见图５，１号样溶液（图中Ｂ）
与林可霉素对照品溶液（图中Ａ）的选择离子监测色
谱图中峰保留时间（ＲＴ）一致均为１．１４ｍｉｎ，１号样
中检出的 ｍ／ｚ为４０７．２成分与林可霉素对照品的
４０７．２一致，证明１号样中确实含有林可霉素。

图２　林可霉素对照品光谱指数图和色谱图

图３　１号样光谱指数图和色谱图

表１　回收率试验结果表

８０％ １００％ １２０％ 平均值 ＲＳＤ／％

１ ９８．７％ ９８．４％ ９５．４％

２ ９９．５％ ９７．５％ ９６．３％

３ ９９．１％ ９８．０％ ９７．６％

９７．８％ １．４

３　讨论与小结
结果表明，在薄层色谱、高效液相色谱光谱和质

谱中，１号样出现与林可霉素对照品一致结果，确证

·８５·
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ａ：光谱指数图；ｂ：色谱图

图４　供试品阴性光谱指数图和色谱图

图５　林可霉素对照品（Ａ）和１号样
（Ｂ）全扫描质谱图及色谱图

１号样中含有林可霉素。阴性对照未出现与林可霉
素相应的薄层色谱斑点、色谱峰和光谱图，对于本检

测方法无干扰，可用于判断黄芪多糖注射液中是否

非法添加林可霉素。质谱确证中，１号样溶液全扫描
质谱图中除质量数为４０７．２的峰外，还检出其他峰，
分析其为黄芪多糖注射液（含１％黄芪多糖）中的多
糖降解物（各种小分子糖为主）和其他杂质，另外林

可霉素在黄芪多糖注射液中添加量较少，故样品本

底成分在质谱中的响应也相对明显。

针对黄芪多糖注射液中非法添加林可霉素的

检查是一个常量分析（薄层色谱法即可检出），薄层

色谱法和 ＨＰＬＣ－ＰＤＡＤ法的无阴性干扰，考虑到
ＨＰＬＣ－ＰＤＡＤ法的灵敏度和可靠性明显优于薄层
色谱法，薄层色谱法又作为初筛方法，故在本试验

中只对 ＨＰＬＣ－ＰＤＡＤ法做进一步方法学研究，测
得平均回收率为９７．８％，ＲＳＤ为１．４％，检出限为
６μｇ／ｍＬ，换算为在黄芪多糖注射液中的含量为
０．０６％。

本试验以市售的黄芪多糖注射液样品为研究

对象，首先采用薄层色谱法对３批样品进行初筛，
阳性结果者采用高效液相色谱法（ＨＰＬＣ－ＰＤＡＤ）
进行检测，将供试品色谱峰与对照品色谱峰的保留

时间进行比对，并比较二者紫外最大吸收波长及设

定波长范围内光谱指数图的相似性。最终用液相

色谱－质谱联用技术（ＬＣ－ＭＳ）确证，结果确定样
品中有１批黄芪多糖注射液中非法添加了林可霉
素。该方法可快速检测黄芪多糖注射液中非法添

加林可霉素，同时质谱方法作为参考，在必要时可

对检测结果进行确证。
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