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［摘　 要］ 　 建立了ＨＰＬＣ 法测定注射用三氮脒中三氮脒含量的方法。 采用 Ｃ１８ 色谱柱，以 ０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ
磷酸溶液－乙腈（９５ ∶ ５，Ｖ ／ Ｖ）为流动相，流速为 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为 ３７０ ｎｍ，柱温为 ３０ ℃。 结

果三氮脒在 １ ～ １００ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内线性关系良好，相关系数 ｒ ＝ ０．９９９８。 建立的方法操作简便、
准确、可靠，可用于三氮脒的质量控制。
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Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｄｉｍｉｎａｚｅｎｅ ａｃｅｔｕｒａｔｅ；ＨＰＬＣ；ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

　 　 三氮脒为兽医专用抗原虫药［１］，别名贝尔尼、
血虫净，为重氮胺苯眯乙酞甘氨酸盐水合物，对家

畜的锥虫、梨形虫及边虫均有作用［２－４］，用药后血药

浓度高，维持时间短，治疗效果好，预防效果差［５］。
三氮脒对家畜的毒性较大［６］，安全范围较小，可引

起副交感神经兴奋样反应，过量使用可引起死

亡［７］。 三氮脒的质量标准收载于《中华人民共和国

兽药典》２０１５ 年版一部［８］，采用永定滴定法测定含

量，专属性较差，对于符合规定的样品能够准确检

测，但对于不纯的样品往往无法准确测定，滴定时

不能显示终点无法检测或者终点显示不准确。 对

三氮脒的研究主要有残留检测［９－１０］ 和有关物

质［１１］，但未见高效液相色谱法测定三氮脒含量的

报道。 因此，研究高效液相色谱法测定三氮脒的含
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量，对完善兽药质量标准有重要的现实意义。

１　 材料与方法

１．１　 仪器设备　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪，配

ＤＡＤ 检测器（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）；ＡＧ－２８５ 电子天

平（Ｍｅｔｔｌｅｒ 公司）；ＳＬ５０２Ｎ 电子天平（上海民桥精

密科学仪器有限公司）；ＫＱ－５００Ｅ 型超声波清洗器

（昆山市超声仪器有限公司）；ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ

３２０ 酸度计（Ｍｅｔｔｌｅｒ 公司）；ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ Ｔ５０

全自动滴定仪（Ｍｅｔｔｌｅｒ 公司）。

１．２　 试剂与药品　 乙腈、甲醇均为色谱纯，德国默

克公司；磷酸、三乙胺、盐酸、过氧化氢和氢氧化钠

均为分析纯；水为超纯水。 三氮脒对照品来源为

Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ ＧｍｂＨ，批号 Ｇ１２５９５２，含量 ８８．９％。

注射用三氮脒来源为成都中牧生物药业有限公司，

批号为 ２０１５０９０１，２０１５０９０２，２０１５０９０３，规格为 １ ｇ；

Ａ 企业，批号为 １６０４０１，规格为 １ ｇ。

１．３　 对照品溶液和供试品溶液的配制　 分别取三

氮脒对照品和供试品适量，精密称定，用 ５％乙腈溶

液超声溶解并定量稀释制成每 １ ｍＬ 中约含 ２０ μｇ

的溶液，摇匀，作为对照品溶液。

１．４　 标准曲线系列溶液的配制　 取三氮脒对照品

适量，用 ５％乙腈溶液超声溶解并稀释制成每 １ ｍＬ

中含三氮脒 １００ μｇ 的溶液，摇匀，作为对照品溶

液。 取对照品溶液适量，用 ５％乙腈溶液稀释成浓

度分别为 １、２、５、１０、２０、５０ 和 １００ μｇ ／ ｍＬ 的溶液。

１．５　 高效液相色谱条件和系统适应性试验　 色谱

柱：Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＸＤＢ Ｃ１８ 内径 ４． ６ ｍｍ， 柱长

２５０ ｍｍ，粒径 ５ μｍ； 检测波长： ３７０ ｎｍ； 流速：

１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：１０ μＬ；柱温：３０ ℃；流动相为

０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸溶液（用三乙胺调节 ｐＨ 值至 ３．０）－

乙腈（９５ ∶ ５，Ｖ ／ Ｖ）。

１．６　 永停法滴定的方法　 取本品 １ ｇ，精密称定，加

水 ２０ ｍＬ 使溶解，加盐酸溶液（１→２）４０ ｍＬ，搅拌使

溶解，再加溴化钾 ２ ｇ，用亚硝酸钠滴定液（０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ）

迅速滴定。 每 １ ｍＬ 亚硝酸钠滴定液（０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ）

相当于 ５１．５５ ｍｇ 的 Ｃ１４Ｈ１５Ｎ７·２Ｃ４Ｈ７ＮＯ３。

２　 结果与分析

２．１　 标准曲线及线性关系考察　 取 １．４ 项下溶液，

按照建立的色谱条件进样检测，得到三氮脒对照品

溶液色谱图见图 １。 以系列对照品溶液浓度为横坐

标，峰面积为纵坐标绘制标准曲线， 三氮脒在

１～１００ μｇ ／ ｍＬ浓度范围内线性关系良好，线性方程

Ｙ＝ １０２．１２Ｘ－１．４７０６，相关系数 ｒ ＝ ０．９９９８，标准曲线

图见图 ２。

图 １　 三氮脒对照品溶液（１．三氮脒）

Ｆｉｇ １　 Ｄｉｍｉｎａｚｅｎｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （１．ｄｉｍｉｎａｚｅｎｅ）

图 ２　 三氮脒标准曲线图

Ｆｉｇ ２　 Ｄｉｍｉｎａｚｅｎｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｈａｒｔ

２．２　 稳定性试验　 取批号为 ２０１５０９０１ 的三氮脒供

试品溶液，分别于 ０、２、４、６、１２ 和 ２４ ｈ 进行测定，测

得三氮脒峰面积分别为 ２０４８． １５６４５、２０４６． １３６５４、

２０４１．５６８７１、２０３２． ５６２２５、２０１０． １１２３６ 和 ２０３５． ６６７８５，

表明供试品溶液稳定性良好。

２．３　 ＨＰＬＣ 法和永停法比较 　 分别用 ＨＰＬＣ 法和

永停法对实际样品进行测定，数据见表 １。 对成都
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中牧生物药业有限公司提供的注射用三氮脒进行

检测，批号为 ２０１５０９０１，２０１５０９０２，２０１５０９０３，三氮

脒的含量与永停法一致，相对偏差在 ０． ５％以内。

同时对 Ａ 企业产品，批号为 １６０４０１，规格为 １ ｇ 的

注射用三氮脒进行了含量测定，ＨＰＬＣ 法测定结果

为 １８．４％，峰形良好没有干扰。 而永停法无法显示

终点，含量无法测定。 根据后续初步研究，判断该

注射用三氮脒中含有大量多西环素，怀疑多西环素

对永停法测定三氮脒产生干扰，导致无法测定的现

象发生。

表 １　 ＨＰＬＣ 法与永停法测定含量结果比较（ｎ＝３）

Ｔａｂ １　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｂｙ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｐｅｒｍａｎｅｎｔ ｓｔｏｐ ｍｅｔｈｏｄ（ｎ＝３）
批号 ２０１５０９０１ ２０１５０９０２ ２０１５０９０３ １６０４０１

ＨＰＬＣ 法 ／ ％ ９７．９ ９７．８ ９７．７ １８．４

永停法 ／ ％ ９８．０ ９８．０ ９８．１ 无法显示终点

ＨＰＬＣ 法和永停法相对偏差 ／ ％ ０．１ ０．１ ０．２ ／

３　 讨论和小结

取标准曲线系列溶液中 ２０ μｇ ／ ｍＬ 对照品溶

液，在 ２００－４００ ｎｍ 波长范围内进行 ＤＡＤ 扫描。 结

果三氮脒在 ３７０ ｎｍ 的波长处有最大吸收，见图 ３。
因此，选择 ３７０ ｎｍ 作为检测波长。

图 ３　 三氮脒 ＤＡＤ 扫描图谱

Ｆｉｇ ３　 Ｄｉｍｉｎａｚｅｎｅ ＤＡＤ ｓｃａｎｎｉｎｇ ｐａｔｔｅｒｎ

　 　 用乙腈－水作为流动相时，三氮脒色谱峰拖尾

较为严重。 在流动相中加入三乙胺、磷酸等改进剂

能够抑制解离，改善峰形。 研究考察了 ０．０１、０．０２５
和 ０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 等不同浓度的磷酸溶液，添加三乙胺

调节 ｐＨ 值为 ２．０、２．５、３．０ 和 ３．５。 结果磷酸浓度

低，峰形拖尾较严重，磷酸浓度提高，色谱峰拖尾得

到改善；ｐＨ 值对色谱峰影响较小，和金录胜［１１］ 的

研究一致；考察了乙腈的比例对保留时间的影响，
乙腈的量 ５％的时候，保留时间约为 １０．６ 分钟，比

较合适。
三氮脒为黄色或橙黄色结晶性粉末，无臭，遇

光、遇热外观变为橙红色，但含量保持不变。 对三

氮脒的稳定性进行了研究，取三氮脒 ０．１ ｇ，分别加

１ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液、１ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液和 ５％过

氧化氢溶液各 １ ｍＬ，放置 １ ｈ，依法测定。 结果三氮

脒在 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液中的放置 １ ｈ 后，溶液无色，
含量下降明显，９０％以上已降解；在氢氧化钠溶液

和过氧化氢溶液中溶液颜色橙红色，含量稳定。 其

降解产生的杂质均不干扰三氮脒色谱峰。
对含量较低或者存在非法添加物干扰的注射

用三氮脒，永停滴定法多数无法准确测定其含量，
而高效液相色谱法具有良好的专属性，能够准确测

定三氮脒的含量，具有明显的优势。 因此，建立的

方法可用于三氮脒的质量控制。
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