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［摘　 要］ 　 建立并验证了高效液相色谱法测定马波沙星片中马波沙星氧化物含量的方法。 试验采

用十八烷基硅烷键合硅胶色谱柱（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ），以辛烷磺酸钠磷酸盐缓冲液－甲醇－四氢

呋喃（６５ ∶ ３２ ∶ ３）为流动相，流速 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温 ３０ ℃，检测波长为 ２１０ ～ ４００ ｎｍ。 试验结果表

明：马波沙星氧化物在 ０．５～１００ μｇ ／ ｍＬ 范国内线性良好，Ｒ２ ＝ ０．９９９７，平均回收率为 ９５．９％（ｎ ＝ ９），
ＲＳＤ≤１．５％。 方法检测限为 ０．２ μｇ ／ ｍＬ，专属性好，可用于马波沙星片的质量控制。
［关键词］ 　 马波沙星氧化物；高效液相色谱法
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ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｅｄ． Ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ａ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ ｕｍ） ｍｉｘｅｄ ｗｉｔｈ ３２
ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｍｅｔｈａｎｏｌ ａｎｄ ３ ｖｏｌｕｍｅｓ ｔｅｔｒａｈｙｄｒｏｆｕｒａｎ ｗｉｔｈ ６５ ｖｏｌｕｍｅｓ ｏｆ ｓｏｄｉｕｍ ｏｃｔａｎｅ ｓｕｌｆｏｎａｔｅ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ａｓ
ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ． Ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ３０ ℃， ａｎｄ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｗａｖｅ
ｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ２１０ ～ ４００ ｎｍ． Ｉｔ ｉｓ ｓｈｏｗｎ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗａｓ ａｃｃｅｐｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ５ ～
１００ μｇ ／ ｍＬ．（ ｒ２ ＝ ０．９９９７），ａｎｄ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｗａｓ ９５．９％（ｎ＝ ９） ｗｉｔｈ ＲＳＤ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ｏｒ ｅｑｕａｌ ｔｏ １．５％．Ｔｈｉｓ
ｍｅｔｈｏｄ ｈａｓ ｔｈｅ ｇｏｏｄ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ， ａｓ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ０．２ μｇ ／ ｍＬ． Ａｓ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ， ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ
ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｔａｂｌｅｔｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｏｘｉｄｅ；ＨＰＬＣ－ＤＡＤ

　 　 马波沙星是隶属于喹诺酮类抗菌药，目前已在

英国、法国、美国和欧洲上市并被列为动物专用药，
马波沙星对多数肠杆菌、多杀性巴斯德氏菌、绿脓

杆菌、金黄葡萄球菌、中间葡萄球菌的抑制和杀灭

作用与恩诺沙星和环丙沙星相当，对红霉素、林可

霉素、氯霉素、强力霉素、磺胺药的耐药病原菌依然

有效。 马波沙星组织渗透力强，在体内吸收迅速、
完全、分布广泛，消除半衰期长，安全剂量范围宽，
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无明显生殖和遗传毒性［１－３］。 无论是肌肉注射还是

口服给药，生物利用度都高［４］。 目前马波沙星已能

在国内大规模生产，具有广阔的应用前景。
药物杂质影响药物质量和疗效，有必要掌握药

物杂质的产生并采取一定的措施严格控制药品质

量。 药物的副作用与杂质有一定的相关关系，掌握

微量杂质的形成并避免药物副作用具有重要意

义［５］。 研究人员采用高效液相色谱［６－７］ 及高效液

相色谱串联质谱［８］ 的方法分析马波沙星及其代谢

产物，以期对马波沙星药物评价提供一定的支持。
马波沙星化学名为 ９－氟－２，３－二氢－３－甲基－１０－

（４－甲基－１－哌嗪基）－７－氧代－７Ｈ－吡啶－［３，２，１－

ｉｊ］ （ ４， １， ２ ） 苯并恶二嗪 － ６ － 羧酸， 分子式为

Ｃ１７Ｈ１９ＦＮ４Ｏ４，在贮藏过程中会产生杂质，其中以

氧化杂质最为明显，氧化产物为 １－氧－４－［９－氟－－

３－甲基－７－氧代 ２，３－二氢－７Ｈ－吡啶－－［３，２，１－ｉｊ］
（４，１，２）苯并恶嗪－１０－二甲基氨基］甲基哌嗪－６－

羧酸，因而通过对氧化杂质含量的检测，可以对产

品的质量稳定性做出判断。
１　 材料与方法

１．１　 仪器和试剂

１．１．１　 仪器　 安捷伦 １１００ 高效液相色谱仪，二极

管阵列检测器。 超声仪，昆山市超声仪器有限公

司，ＫＱ－２５０ 型。 水浴锅，德国 ＪＵＬＡＢＯ，ＴＷ１２ 型。
１．１．２　 对照品　 马波沙星对照品，含量为 １００．０％，
批号为 ＰＭＡＢ１６０３０１Ｂ，马波沙星氧化物对照品含

量为 ９９．９％，批号为 ＭＡＢＦ－ＹＸＭ－２０２８－００７，二者

均来源于海门慧聚药业有限公司。
１．１．３　 其他试剂　 甲醇为色谱纯试剂；其他试剂均

为分析纯试剂。
１．１．４　 ０．０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸盐缓冲液 　 取磷酸二氢钾

１．１９９８ ｇ，置 １０００ ｍＬ 量瓶中，加水 ９５０ ｍＬ 使溶解，
用磷酸调节 ｐＨ 值至 ２．６，用水稀释至刻度。
１．１．５　 辛烷磺酸钠磷酸盐缓冲液　 取辛烷磺酸钠

２ ｇ，置 １０００ ｍＬ 量瓶中，加 ０．０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸盐缓冲

液溶解并稀释至刻度。
１．１．６　 稀释溶剂［９］ 　 取 ０．０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 的磷酸盐缓冲

液 ６５０ ｍＬ，加甲醇 ３２０ ｍＬ，四氢呋喃 ３０ ｍＬ，搅拌摇

匀，过滤。
１．１．７　 硼酸－氯化钾缓冲液（ｐＨ ９．０） ［１０］ 　 取硼酸

３．０９ ｇ，加 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ 氯化钾溶液 ５００ ｍＬ 使溶解，再
加 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液 ２１０ ｍＬ，混匀。
１．１．８　 马波沙星片　 法国威隆制药股份有限公司

（ＶＥＴＯＱＵＩＮＯＬ Ｓ．Ａ．）生产，规格 ８０ ｍｇ。
１．２　 溶液的制备

１．２．１　 马波沙星氧化物对照品储备液的配制　 取

马波沙星氧化物对照品 ５０． ０５ ｍｇ，精密称定，置
５００ ｍＬ量瓶中，用水使溶解并稀释至刻度，摇匀，作
为氧化物对照品储备液。
１．２．２　 马波沙星对照品溶液的配制　 取马波沙星

对照 ８０ ｍｇ，精密称定，置 ２００ ｍＬ 量瓶中，用 １．１．６
项稀释溶剂稀释至刻度，摇匀，超声处理 ５ ｍｉｎ，置
６０ ℃水浴振荡 ３ ｍｉｎ 后，再超声处理 １０ ｍｉｎ，摇匀，
作为马波沙星对照品储备液。 取 ３．００ ｍＬ 储备液

置 １００ ｍＬ 容量瓶中，用稀释溶剂稀释至刻度，作为

马波沙星对照品溶液。
１．２．３　 马波沙星氧化物标准工作液的配制　 分别

精密量取氧化物对照品储备液 ５、３、５、１０、５、２、１、１
ｍＬ 置 １０、１０、２５、１００、１００、１００、１００、２００ ｍＬ 量瓶

中，用水稀释至刻度，摇匀，作为对照品工作液浓度

分别为 ５０、３０、２０、１０、５、２、１、０．５ μｇ ／ ｍＬ。
１．２．４ 　 供试品溶液的配制［９］ 　 取马波沙星片 １０
片，研细，精密称取适量，约相当于马波沙星 ０．１ ｇ，
置 １００ ｍＬ 量瓶中，用硼酸－氯化钾缓冲液（ｐＨ ９．０）
溶解并稀释至刻度，摇匀，超声处理 ５ ｍｉｎ，置 ６０ ℃
水浴振荡 ３ ｍｉｎ 后，再超声处理 １０ ｍｉｎ，摇匀，滤过，
精密量取续滤液 １０ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，用稀释溶

剂稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液。
１．２．５　 光照破坏样品溶液的配制　 取马波沙星片

１０ 片置玻璃平皿中，放在 ４５００ ｌｘ 的灯下照射 １ ｄ，
研细，精密称取适量（约相当于马波沙星 ０．１ ｇ）按
１．２．４ 项方法配制，作为光照破坏样品溶液。
１．２．６　 添加样品溶液的配制　 农业部 ２３２９ 号公告

中，马波沙星氧化物限量为不得过 ０．５％（Ｗ ／ Ｗ），
以此限度作为中间浓度，分别制备 ３ 个浓度的样

品。 取马波沙星片 ３０ 片，研细，精密称取 ９ 份样
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品，每份样品约相当于马波沙星 ０．２ ｇ，添加氧化物

对照品三个浓度，分别添加 ０．８、１、１．２ ｍｇ，每个浓

度添加三份。 完成添加后，置 ２００ ｍＬ 量瓶中，用硼

酸－氯化钾缓冲液（ｐＨ ９．０）溶解并稀释至刻度，摇
匀，超声处理 ５ ｍｉｎ，置 ６０ ℃水浴振荡 ３ ｍｉｎ 后，再
超声处理 １０ ｍｉｎ，摇匀，滤过，精密量取续滤液

１０ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，用稀释溶剂稀释至刻度，
摇匀，作为添加样品溶液。
１．２．７　 马波沙星与马波沙星氧化物混合溶液的配

制　 取 １．２．２ 项马波沙星对照品储备液 １５、２０、２５
ｍＬ 分别置 ５０ ｍＬ 容量瓶中；取 １．２．３ 项中浓度为 ５
μｇ ／ ｍＬ 的马波沙星标准工作液 １０、２０、３０ ｍＬ 分别

置上述 ３ 个容量瓶中，用稀释溶剂稀释至刻度，摇

匀，作为混合溶液 １～３。
１．３　 色谱条件　 色谱柱：十八烷基硅烷键合硅胶，
４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ。 柱温 ３０ ℃。 流动相：辛烷

磺酸钠磷酸盐缓冲液－甲醇－四氢呋喃（６５ ∶ ３２ ∶ ３）。
流速 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 检测波长 ２１０ ～ ４００ ｎｍ，分辨率

１．２ ｎｍ。 记录２９８ ｎｍ波长处的色谱图。 进样量 １０ μＬ。
２　 结果与分析

２．１　 准确度　 取 １．２．６ 项添加样品溶液按 １．３ 项色

谱条件检测，结果见表 １。
２．２　 重复性　 取 １．２．７ 项马波沙星与马波沙星氧

化物混合溶液 １～３，按 １．３ 项色谱条件检测，每份样

品测定 ３ 次，计算马波沙星及马波沙星氧化物的响

应因子，以响应因子作为评价依据，结果见表 ２。

表 １　 准确度测定结果

Ｔａｂ １　 Ａｃｃｕｒａｃｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
样品重 ／ ｇ

（约相当于马波沙星 ０．２ ｇ）
氧化物对照品
添加量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 平均回收率 ／ ％

２．５２７１ ０．８１ ０．８０ ９８．８

２．５２７０ ０．８４ ０．８１ ９６．４

２．５２６５ ０．８２ ０．７９ ９６．３

１．４

２．５２６１ １．０４ １．０１ ９７．１

２．５２６９ １．０３ ０．９８ ９５．１

２．５２７３ １．０２ ０．９９ ９７．１

１．２

２．５２６４ １．２３ １．１７ ９５．１

２．５２６６ １．２２ １．１３ ９２．６

２．５２７２ １．２０ １．１４ ９５．０

１．５

９５．９

表 ２　 重复性测定结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

溶液编号 成分名称 浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 峰面积
响应因子

（样品浓度 ／ 峰面积） 平均响应因子 ＲＳＤ ／ ％

１

２

３

马波沙星

１２０

３９５２７ ０．００３０

３９５５４ ０．００３０

３９６０１ ０．００３０

１６０

５２８７９ ０．００３０

５２７８３ ０．００３０

５２８０１ ０．００３０

２００

６６０９７ ０．００３０

６６１８６ ０．００３０

６６１０１ ０．００３０

０．００３０ ０．１５
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续表　

溶液编号 成分名称 浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 峰面积
响应因子

（样品浓度 ／ 峰面积） 平均响应因子 ＲＳＤ ／ ％

１

２

３

马波沙星氧化物

１

３２１ ０．００３１

３３４ ０．００３０

３２９ ０．００３０

２

６３３ ０．００３２

６４７ ０．００３１

６４１ ０．００３１

３

９６８ ０．００３１

９７９ ０．００３１

９６２ ０．００３１

０．００３１ １．６１

　 　 马波沙星氧化物相对于马波沙星的相对响应

因子为 １．０３。

２．３　 线性　 吸取 １．２．３ 项马波沙星氧化物标准工

作液和 １．２．１ 项氧化物对照品储备液，按照 １．３ 项

所述色谱条件测定，标准工作液色谱图见图 １，测定

结果见表 ３。 以峰面积为纵坐标，以马波沙星氧化

物质量浓度 Ｃ（μｇ ／ ｍＬ）为横坐标线性回归，得回归

方程为：Ｙ＝ ３２０．７４Ｘ＋５６．３８２ （ ｒ２ ＝ ０．９９９７），检测结

果表明，在 ０．５ ～ １００ μｇ ／ ｍＬ 范围内有良好的线性

关系。

表 ３　 线性测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｌｉｎｅａｒ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

溶液编号
氧化物对照品浓度

／ （μｇ·ｍＬ－１）
峰面积

１ ０．５ １６１

２ １ ３３６

３ ２ ６７１

４ ５ １５３９

５ １０ ３２１１

６ ２０ ６３７３

７ ３０ １００９８

８ ５０ １６２３４

９ １００ ３１９６７

２．４　 专属性 　 取 １．２．２ 项马波沙星对照品溶液及

１．２．５ 项光照破坏样品溶液，按照 １．３ 项色谱条件测

定，检测结果见图 １ ～图 ６，马波沙星与马波沙星氧

化物在检测过程中相互不干扰，马波沙星在光照条

件下不稳定，由光照破坏样品溶液检测结果来看，
马波沙星片产生的其他杂质与马波沙星氧化物峰

的分离度良好，试验中采用了 ＤＡＤ 检测器，在 ２９８
ｎｍ 的色谱图上，马波沙星氧化物的相对保留时间

为 １．５，光谱图中马波沙星氧化物的吸收峰值的位

置与马波沙星是相同的，用以上两点可以区分马波

沙星氧化物和其他杂质，说明本分析方法可以较好

地排除干扰，专属性强。
２．５　 检测限 　 将 １．２．６ 项中低浓度添加样品逐步

稀释检测，以信噪比为 ３ ∶ １ 时马波沙星氧化物的

浓度作为检测限（图 ７），检测限为 ０．２ μｇ ／ ｍＬ。
２．６　 定量限 　 将 １．２．６ 项中低浓度添加样品逐步

稀释检测，以信噪比为 １０ ∶ １ 时马波沙星氧化物的

浓度作为检测限，定量限为 ０．５ μｇ ／ ｍＬ。
２．７　 范围　 根据 ２．３、２．４、２．５、２．６ 项的结果分析，
马波沙星氧化物的浓度范围在 ０．２ ～ １００ μｇ ／ ｍＬ 范

围内均可获得可靠结果。 根据农业部 ２３２９ 号公告

该物质的限度为不得过 ０．５％（Ｗ／ Ｗ），按 １．２．４ 项方法

配制样品时，该限度在被测溶液中的浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ。
因而，检测限、定量限、限度均在检测范围之内。
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图 １　 马波沙星氧化物图谱（１ μｇ ／ ｍＬ）

Ｆｉｇ １　 Ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｏｘｉｄｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ（１ μｇ ／ ｍＬ）

图 ２　 马波沙星对照品图谱（１２ μｇ ／ ｍＬ）

Ｆｉｇ ２　 Ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ （１２ μｇ ／ ｍＬ）

图 ３　 马波沙星与马波沙星氧化物混合溶液图谱（马波沙星 １２０ μｇ ／ ｍＬ、马波沙星氧化物 １ μｇ ／ ｍＬ）

Ｆｉｇ ３　 Ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ａｎｄ Ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｏｘｉｄｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ（Ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ １２０ μｇ ／ ｍＬ、Ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｏｘｉｄｅ １ μｇ ／ ｍＬ）

图 ４　 光照破坏马波沙星片样品图谱

Ｆｉｇ ４　 Ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｔａｂｌｅｔｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ
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图 ５　 马波沙星氧化物光谱

Ｆｉｇ ５　 Ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｏｘｉｄｅ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ

图 ６　 马波沙星光谱

Ｆｉｇ ６　 Ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｏｘｉｄｅ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ

图 ７　 检测限图谱（０．２ μｇ ／ ｍＬ）

Ｆｉｇ ７　 ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ（０．２ μｇ ／ ｍＬ）

２．８　 耐用性　 对流动相组成、缓冲液 ｐＨ 值、柱温、
流速、色谱柱的品牌、柱长等因素进行考察，发现流

动相比例在±５％，缓冲液 ｐＨ 值在±０．２ ｐＨ 单位内，
检测结果较为稳定，流速、色谱柱的品牌、柱长对保

留时间影响明显，但马波沙星氧化物的相对保留时

间均在 １．５ 左右。 柱温在±２ ℃范围内，相对保留时

间较为稳定。
３　 讨　 论

任何影响药物纯度的物质均可能具有潜在的

生物活性，药品在临床使用中产生的不良反应除了

与药品本身的药理活性有关外，与药品中存在的杂

质也有很大关系。 因而在药品生产和贮存过程中

控制药品中杂质的含量是非常必要的。 在实际检

测工作中，要求杂质的检测方法既能保证药品质量

可控，又能方便快捷地完成检测工作。 尤其在新产

品、新剂型研发过程中根据每种药物独有的理化性

质及稳定性情况，研究制定适宜的杂质检测方法成

为质量标准研究的重要一环。 马波沙星经加速和

长期稳定性试验，在避光条件下保存具有较好的稳

定性［１１－１２］，但在光照条件下，会出现多种杂质，氧
化物是最明显的杂质，在查询到的相关文献中未见

专门就马波沙星氧化物与马波沙星含量用高效液
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相色谱二极管阵列检测器检测结果的论述。 本文

的方法，用色谱图中的保留时间，结合光谱图最大

吸收峰的位置，可以有效区分马波沙星氧化物与其

他杂质，因而用马波沙星氧化物可以作为马波沙星

片稳定性的标志物，通过控制马波沙星氧化物的含

量来控制马波沙星片的杂质水平。 由于马波沙星

氧化物与马波沙星的结构十分相近［５］，发色基团是

一致的，从本文的检测结果可以证实：二者光谱图

基本一致，均在 ２９８ ｎｍ 波长处有最大吸收，色谱图

中马波沙星氧化物相对于马波沙星的相对响应因

子为 １．０３。 所以分析后认为，在马波沙星片有关物

质的检测中可以采用自身对照的方法来检测并控

制马波沙星氧化物的含量，这样更方便，更快速，可
以避免马波沙星氧化物对照品的购置，线性溶液的

配制及繁琐的计算。 为避免在检测过程中产品受

光照的影响，建议在检测过程中最好使用棕色容量

瓶完成检测。
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