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［摘　 要］ 　 建立了超高效液相色谱结合亲水相互作用色谱法测定普鲁卡因青霉素注射液中的主成

分含量的方法。 精密量取 １． ００ ｍＬ 样品悬浊液置分液漏斗中，加入石油醚和甲醇震摇提取。 静置

分层后将下层提取液取出置容量瓶中以甲醇定容至刻度。 提取液经稀释至适当浓度后过 ０． ２２ μｍ
滤膜，上机测定。 目标物使用超高效液相色谱等度洗脱分离。 以亲水相互作用色谱柱为固定相，以
０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵溶液（ｐＨ ＝４． ００） ∶ 乙腈 ＝ １０∶ ９０ 为流动相。 紫外二级管阵列检测器检测 ２３５ ｎｍ
波长处吸收进行定量分析。 实验结果表明，该方法在青霉素含量 ４０ ～ ８００ ｍｇ ／ ｍＬ，普鲁卡因含量 ５０
～ １０００ ｍｇ ／ ｍＬ 内线性关系良好（ｒ ＞ ０． ９９９），其添加回收率在 ９２％ ～ １０５％ ，ＲＳＤ ＜ ３％ ，表明该方法

具有较好的准确度与精密度。 通过与《中国兽药典 ２０１５ 版一部》普鲁卡因青霉素注射液含量测定

项下方法所测得结果的比较，两者 ＲＳＤ ＜ ３％ ，表明结果一致。
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ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． １． ００ ｍＬ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ ａｃｃｕｒａｔｅｌｙ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｔｏ ａ ｓｅｐａｒａｔｉｎｇ ｆｕｎｎｅｌ， ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ ｅｔｈｅｒ ａｎｄ ｍｅｔｈａｎｏｌ ｗａｓ
ａｄｄｅｄ ｔｏ ｅｘｔｒａｃｔ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ． Ａｆｔｅｒ ｓｔａｎｄｉｎｇ ａｎｄ ｄｅｍｉｘｅｄ， ｔｈｅ ｌｏｗｅｒ ｌａｙｅｒ ｗａｓ ｔｒａｎｓｆｅｒｒｅｄ ｔｏ ａ ｖｏｌｕｍｅｔｒｉｃ ｆｌａｓｋ ａｎｄ
ｆｉｌｌｅｄ ｗｉｔｈ ｍｅｔｈａｎｏｌ ｔｏ ｓｃａｌｅ． Ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔ ｗａｓ ｄｉｌｕｔｅｄ ｔｏ ａ ｐｒｏｐｅｒ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｆｉｌｔｅｒｅｄ ｂｙ ０． ２２ μｍ ｆｉｌｍ， ｔｈｅｎ
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ｉｎｊｅｃｔｅｄ． Ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔｓ ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｂｙ ｉｓｏｃｒａｔｉｃ ｅｌｕｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ＵＰＬＣ． Ｔｈｅ ｓｔａｔｉｏｎａｒｙ ｐｈａｓｅ ｗａｓ ＨＩＬＩＣ ｃｏｌｕｍｎ， ａｎｄ
ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｗａｓ ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ｆｏｒｍａｔｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｐＨ ＝４． ００）∶ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ＝ ９０∶ １０． Ｔｈｅ ＵＶ ｄｉｏｄｅ
ａｒｒａｙ ｗａｓ ｓｅｔ ｔｏ ２３５ ｎｍ ｔｏ ａｃｈｉｅｖｅ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｗｉｔｈ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒｉｔｙ
（ ｒ ＞ ０． ９９９） ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ４０ ～ ８００ ｍｇ ／ ｍＬ ｗｉｔｈ ｂｅｎｚｙｌｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ａｎｄ ５０ ～ １０００ ｍｇ ／ ｍＬ ｗｉｔｈ ｐｒｏｃａｉｎｅ． Ｔｈｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｗｅｒｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ９２％ ａｎｄ １０５％ ａｎｄ ｔｈｅ ＲＳＤ ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ３％ ， ｗｈｉｃｈ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｇｏｏｄ ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ
ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｍｐａｒｅｄ ｔｏ ｔｈｏｓｅ ｍｅａｓｕｒｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｃａｉｎｅ
ｂｅｎｚｙｌｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ｆｏｒ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｃｈｉｎａ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｉｎ ａｇｒｅｅｍｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ＲＳＤ
ｗｅｒｅ ｌｏｗｅｒ ｔｈａｎ ３％ ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｒｏｃａｉｎｅ； ｂｅｎｚｙｌｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ； ＵＰＬＣ； ＨＩＬＩＣ

　 　 普鲁卡因青霉素，其化学名为对氨基苯甲酰基

２ － （二乙氨基）乙酯（６Ｒ） － ６ － （２ － 苯基乙酰氨

基） －青霉烷酸盐一水合物［１］，分子式为：Ｃ１３Ｈ２０Ｎ２

Ｏ２·Ｃ１６Ｈ１８Ｎ２Ｏ４ Ｓ·Ｈ２Ｏ，ＣＡＳ Ｎｏ：５４ － ３５ － ３。 其

属于内酰胺类抗生素，是在青霉素 Ｇ 的基础上研制

出来的下一代长效青霉素，其克服了青霉素 Ｇ 作用

时间短的缺点，主要用于革兰氏阳性菌感染，亦用

于放线菌及钩端螺旋体等感染。 在兽医临床领域，
普鲁卡因青霉素作为使用最广泛的治疗乳牛乳腺

炎、阴道炎和其他疾病的抗生素，获得了良好的疗

效［２ － ３］。 目前《中国兽药典》２０１５ 年版一部、《美国

药典》ＵＳＰ３６ － ＮＦ３１ 及《英国药典》２０１３ 年版兽药

卷收载了该产品［４ － ６］。 根据兽药典办［２０１２］９ 号

文件，按中国兽药典办的任务要求，曾于 ２０１５ 年对

拟收载于《中国兽药典》２０１５ 年版一部的普鲁卡因

青霉素注射液进行了质量标准复核工作，对其中有

关该产品各项目技术指标及检测方法进行了验证，
并作了进一步的修订［７］。 随着检测技术的进步，超
高效液相色谱（ＵＰＬＣ）正日益普及，其相比于传统

液相色谱具有分离效率高，分析速度快，溶剂消耗

小等优点［８ － １１］。 亲水相互作用色谱（ＨＩＬＩＣ）在分

析极性化合物时比传统反相色谱更高的保留能力，
可运用在强极性化合物的色谱分析中［１２ － １５］。 在实

际检测普鲁卡因青霉素注射液过程中发现一些问

题有待解决：①由于其剂型为无菌油混悬液，对含

量测定项下的精密量取一定体积较为不便； ②普

鲁卡因和青霉素为强极性化合物，两者保留差异较

大导致单针分析时间过长；③由于普鲁卡因方法所

使用流动相中含有高比例盐和离子对试剂，对色谱

柱损害较大。 上述这些问题可以通过 ＵＰＬＣ 结合

ＨＩＬＩＣ 方法解决。
１　 材料和方法

１． １ 　 仪器 　 ＵＰＬＣ Ｈ － Ｃｌａｓｓ 超高效液相色谱、
Ｅｍｐｏｗｅｒ２控制软件、ｅλ － ＰＤＡ 紫外二极管阵列检测

器等（Ｗａｔｅｒｓ， 美国）、高速冷冻离心机（Ａｌｌｅｇｒａ Ｘ －
２２Ｒ，ＢＥＣＫＭＡＮ ＣＯＵＬＴＥＲ）；电子天平（ＡＬ２０４，梅
特勒 －托利多仪器有限公司）。
１． ２　 材料、药品与试剂　 青霉素对照品（中国兽医

药品监察所，批号：Ｋ０２５１５０９，９３． ６％ ），普鲁卡因对

照品（中国食品药品检定研究院，批号：１００４２４ －
２０１１０２，９９． ８％ ），普鲁卡因青霉素注射液（某兽药

生产企业，规格：１０ ｍＬ：３００ 万单位，批号：１９０９０２ －
１，１９０９０２ － ２，１９０９０２ － ３，１９０９０２ － ４，１９０９０２ － ５）
甲酸铵（分析纯），甲酸、乙腈、甲醇、正己烷、乙酸乙

酯、丙酮、异丙醇、石油醚（色谱纯）；去离子水（电
阻率≥１８ ＭΩ·ｃｍ）。
１． ３ 　 色谱条件色谱柱 　 ＨＩＬＩＣ 分析柱 （ Ｔｈｅｒｍｏ
ＡｃｃｕｃｏｒｅＨＩＬＩＣ１００ × ２． １ｍｍ，２． ６ μｍ），柱温：３０ ℃，
流速：０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样量：５μＬ，流动相：Ａ 为 ０． ０５
ｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵（用甲酸调节 ｐＨ ＝ ４． ００），Ｂ 为乙腈，
Ａ∶ Ｂ ＝ １０∶ ９０ 等度洗脱，紫外二极管阵列检测器测

试 ２３５ ｎｍ 波长处吸收。
１． ４　 前处理条件精密量取 　 １． ００ ｍＬ 样品置于

１５０ ｍＬ 分液漏斗中，另准备 １０ ｍＬ 石油醚将移液

管上挂壁液体全部清洗转移至该分液漏斗，加入 １０
ｍＬ 甲醇，充分震摇 １ ｍｉｎ，静置分层后收集下层液
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于 ５０ ｍＬ 容量瓶中。 再次加入 １０ ｍＬ 甲醇重复上

述操作，将下层液体合并于 ５０ ｍＬ 容量瓶中，用甲

醇定容至刻度并摇匀。 精密量取 ５． ００ ｍＬ 瓶中溶

液置 １００ ｍＬ 容量瓶中，用乙腈定容至刻度，摇匀后

吸取适量过 ０． ２２ μｍ 尼龙滤膜后装入棕色进样瓶

上机测定。
２　 结果与分析

２． １ 　 色谱系统适用性结果 　 取含青霉素 １６０
μｇ ／ ｍＬ、普鲁卡因 ２００ μｇ ／ ｍＬ 的标准品溶液 ５ μＬ
上机测定 ２３５ ｎｍ 波长处吸收，所获色谱图如图 １
所示，其系统适应性参数如下表 １ 所示。 实验结果

表明，该色谱条件下青霉素与普鲁卡因均能满足

《中国兽药典》２０１５ 年版一部通则 ０５１２ 高效液相

色谱法系统适用性试验下相应要求。

表 １　 色谱系统适用性试验结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ

ｓｙｓｔｅｍ ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

保留时间
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
Ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

理论塔板数
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ

Ｐｌａｔｅ

拖尾因子
Ｔａｉｌｉｎｇ
Ｆａｃｔｏｒ

分离度
Ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ

青霉素
Ｂｅｎｚｙｌｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ １． ８４１ １０８７４ ０． ９５ ／

普鲁卡因
Ｐｒｏｃａｉｎｅ ３． ３０１ １４１０３ ０． ９８ １５． ３

２． ２　 线性定量范围　 取青霉素和普鲁卡因对照品

适量，用流动相溶解并稀释至每 １ ｍＬ 中分别含青

霉素 １６００ μｇ ／ ｍＬ 和普鲁卡因 ２１６０ μｇ ／ ｍＬ 的标准

品中间溶液，用流动相稀释至含青霉素 ４０、８０、１６０、
４００、８００ μｇ ／ ｍＬ 标准工作曲线溶液，其中含普鲁卡

因分别为 ５４、１０８、２１６、５４０、１０８０ μｇ ／ ｍＬ。 按 １． ３
项色谱条件进样检测，将所得色谱图积分面积以 Ｙ
表示，进样浓度以 Ｘ 表示，所得回归曲线如下表 ２
所示，其线性相关系数 ｒ 都大于 ０． ９９９。 实验结果

表明， 该 方 法 在 供 试 品 青 霉 素 含 量 ４０ ～ ８００
ｍｇ ／ ｍＬ，普鲁卡因含量 ５０ ～ １０００ ｍｇ ／ ｍＬ 内线性关

系良好（表 ２）。

（ａ） 对照品 Ｓｔａｎｄａｒｄ；（ｂ）样品 Ｓａｍｐｌｅ

图 １　 超高效液相色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｂｙ ＵＰＬＣ

表 ２　 普鲁卡因青霉素标准曲线

Ｔａｂ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｐｒｏｃａｉｎｅ ｂｅｎｚｙｌｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

线性范围
Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｒａｎｇｅ
／ （μｇ·ｍＬ － １）

斜率
Ｓｌｏｐｅ

截距
Ｙ － Ｉｎｔｅｒｃｅｐｔ ｒ

青霉素
Ｂｅｎｚｙｌｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ４０ ～ ８００ ３２２５ － ３１９０ ０． ９９９６

普鲁卡因
Ｐｒｏｃａｉｎｅ ５０ ～ １０００ １２０１３ ４８３１ ０． ９９９７

２． ３　 方法准确度与精密度　 精密量取供试样品 ２０
份，其中 ５ 份作为本底样品直接按 １． ３ 项和 １． ４ 项

方法进行检测获得样品的本底含量，剩余 １５ 份分

成 ３ 批，每一批为一个添加含量水平，进行添加回

收实验，其中一批添加青霉素 １２８ ｍｇ，普鲁卡因

８６． ４ ｍｇ；其中一批添加青霉素 １６０ ｍｇ，普鲁卡因

１０８ ｍｇ；剩余一批添加青霉素 １９２ ｍｇ，普鲁卡因

１２９． ６ ｍｇ，取 ５ 批样品进行上述实验。 分别按 １． ３
项和 １． ４ 项实验条件进行检测后将结果扣除本底

中的青霉素与普鲁卡因含量后计算回收率，所得结

果如表 ３ 所示。 实验结果表明，其添加回收率在

９２％ ～ １０５％ ，ＲＳＤ ＜ ３％ ，满足《中国兽药典》２０１５

·３４·
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年版一部通则 ９１０１ 兽药质量标准分析方法验证指 导原则中准确度与精密度项下相关要求。

表 ３　 方法准确度与精密度

Ｔａｂ ３　 Ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

添加量
Ａｄｄｅｄ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
／ （ｍｇ·ｍＬ － １）

含量
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
／ （ｍｇ·ｍＬ － １）

含量均值
Ａｖｅｒａｇｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
／ （ｍｇ·ｍＬ － １）

回收率
均值 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ％

批内
Ｉｎｔｅｒ －
ａｓｓａｙ

ＲＳＤ ／ ％

批间
Ｂｅｔｗｅｅｎ － ａｓｓａｙ

ＲＳＤ ／ ％

青霉素
Ｂｅｎｚｙｌ⁃
ｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ

０ １６７． ５３ １６８． ２０ １７０． ５６ １６６． ６９ １６８． ２０ １６８． ２４ ／ ０． ９ １． ６

１２８ ２９７． ９ ２９８． ５４ ２９３． ８１ ２９４． ３２ ２９３． ４２ ２９５． ６ ９９． ５ ０． ８ ２． ４

１６０ ３３２． ４ ３３４． ３２ ３２０． ４ ３３３． ６８ ３３５． ２８ ３３１． ２２ １０１． ９ １． ９ １． ２

１９２ ３６８． ８８ ３５９． ２８ ３５９． ８６ ３５４． ６７ ３５２． ７５ ３５９． ０９ ９９． ４ １． ７ １． ３

普鲁卡因
Ｐｒｏｃａｉｎｅ

０ １２１． ２９ １１５． ８９ １２３． １２ １１９． ６０ １２２． ５８ １２０． ５ ／ ２． ４ １． ３

８６． ４ １９９． ８６ ２０８． ６４ ２０３． ４２ ２０５． ０８ ２０５． ６７ ２０４． ５３ ９７． ３ １． ６ ２． ０

１０８ ２２８． ９３ ２２３． ９５ ２２５． ０２ ２２１． ９３ ２２３． ５９ ２２４． ６９ ９６． ５ １． ２ １． ６

１２９． ６ ２５３． ２６ ２４８． ４ ２５３． ８６ ２４４． ６ ２４９． ２３ ２４９． ８７ ９９． ８ １． ５ １． ５

２． ４　 溶解液与提取液的比较试验结果　 尝试了多

种不同极性溶解溶液，包括纯乙腈、乙酸乙酯、丙
酮、异丙醇、正己烷和石油醚溶解样品。 分别精密

量取 １． ００ ｍＬ 样品，以上述溶解液清洗移液管并转

移至分液漏斗中，分别添加青霉素 １６０ ｍｇ，普鲁卡

因 １０８ ｍｇ，之后采用 １． ４ 项中前处理条件进行净

化，测得结果如表 ４。 比较了水、甲醇、乙腈、异丙醇

的提取效率分别以上述 ４ 种提取液分次提取后稀

释定容，上机测定，测得结果如表 ５。 实验结果表

明，石油醚在进行溶解和转移样品时具有更好的溶

解性且回收率最高，因此，选择石油醚来溶解、转移

样品和除去助剂；甲醇在进行提取时回收率最高，
因此，选择甲醇作为提取剂。
２． ５　 与原药典方法比较结果　 以市售某公司实际

生产的普鲁卡因青霉素注射液产品（规格：１０ ｍＬ：
３００ 万单位，批号：１９０９０２ － １，１９０９０２ － ２，１９０９０２ －
３，１９０９０２ － ４，１９０９０２ － ５）为样品，分别使用本方法

与《中国兽药典》２０１５ 年版一部普鲁卡因青霉素注

射液含量测定项下方法进行 ５ 次重复检测后进行

比较，结果如表 ６ 所示，两种方法所获结果的 ＲＳＤ
＜ ３％ ，符合 ９１０１ 兽药质量标准分析方法验证指导

原则，结果一致。

表 ４　 溶解液比较

Ｔａｂ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

溶剂
Ｓｏｌｕｔｉｏｎ

现象
Ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎ

普鲁卡因回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｐｒｏｃａｉｎｅ ／ ％

青霉素回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｂｅｎｚｙｌｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ／ ％

乙腈 Ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ 无法彻底洗净移液管，与样品溶液分层 ２５． ３ ２２． １

异丙醇 Ｉｓｏｐｒｏｐａｎｏｌ 可彻底洗净移液管，与样品溶液分层 ６８． ４ ６８． ４

丙酮 Ａｃｅｔｏｎｅ 可彻底洗净移液管，与样品溶液互溶 ８９． １ ８９． ０

乙酸乙酯 Ｅｔｈｙｌ ａｃｅｔａｔｅ 可彻底洗净移液管，与样品溶液互溶 ８７． ３ ８４． ２

正己烷 Ｈｅｘａｎｅ 可彻底洗净移液管，与样品溶液互溶 ９３． ６ ９２． ９

石油醚 ｐｅｔｒｏｌｅｕｍ ｅｔｈｅｒ 可彻底洗净移液管，与样品溶液互溶 ９９． ８ ９９． ５

·４４·
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表 ５　 提取剂比较

Ｔａｂ ５　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔ

提取剂
Ｅｘｔｒａｃｔ

普鲁卡因回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｐｒｏｃａｉｎｅ ／ ％

青霉素回收率
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｂｅｎｚｙｌｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ ／ ％

水 ９４． ６ ３５． １

甲醇 ９９． ８ ９９． ５

乙腈 ９２． ８ ９３． １

异丙醇 ４４． ７ ４５． ２

表 ６　 方法比较（ｎ ＝５）

Ｔａｂ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄｓ （ｎ ＝５）

方法
Ｍｅｔｈｏｄｓ

普鲁卡因
占标示含量
Ｐｒｏｃａｉｎｅ

Ｌａｂｌｅｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％

批内
Ｉｎ － ｂａｔｃｈ
ＲＳＤ ／ ％

方法间
Ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

ＲＳＤ％

青霉素
占标示含量

Ｂｅｎｚｙｌｐｅｎｉｃｉｌｌｉｎ
Ｌａｂｌｅｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％

批内
Ｉｎ － ｂａｔｃｈ
ＲＳＤ ／ ％

方法间
Ｂｅｔｗｅｅｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

ＲＳＤ ／ ％

新建方法
Ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ９９． ４ １． ９

药典法
Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ ｍｅｔｈｏｄ
１０２． ３ ２． ２

１． ４

４０． ０ １． ４

４０． ２ ０． ９
０． ２

３　 讨论与结论

３． １　 溶解液与提取液的优化过程　 由于普鲁卡因

青霉素注射液为无菌油混悬液，其在常温下粘度较

高，移液管上的油液不易完全被转移，原方法用称

取一定重量后测算比重，最后换算成体积的方式进

行，该方式需要用到大量样品溶液，且由于液体黏

度大比重瓶不易清洗。 通过查阅相关资料可

知［５ － ６］，普鲁卡因（ＬｏｇＰ ＝ ２． １０）和青霉素（ＬｏｇＰ ＝

１． ４６）属于极性较大的化合物，在极性较小的溶解

液中几乎不溶，而在极性较大的有机试剂中溶解性

很好，故本方法拟用足量弱极性溶剂充分溶解油液

并将移液管上的油液完全清洗转移至分液漏斗中，

再用强极性提取液充分提取其中的普鲁卡因青霉

素后稀释定容来解决前述问题。 本研究尝试了多

种不同极性溶解溶液，包括纯乙腈、乙酸乙酯、丙

酮、异丙醇、正己烷和石油醚溶解样品，获得了 ２． ４

项中实验结果，证明石油醚在进行溶解和转移样品

时具有更好的溶解性且回收率最高，因此选择石油

醚来溶解、转移样品和除去助剂。 而普鲁卡因和青

霉素因极性较大，需用强极性溶剂提取后进行测

定，比较了水、甲醇、乙腈、异丙醇的提取效率，获得

了 ２． ４ 项中实验结果，证明甲醇在进行提取时回收

率最高，因此，选择甲醇作为提取剂。

３． ２　 亲水相互作用色谱法在分析普鲁卡因和青霉

素时的优势　 亲水相互作用色谱（ＨＩＬＩＣ）的保留机

制比较复杂，主要有分配机制和吸附机制（包括氢

键作用、偶极间作用等），还涉及静电作用和离子交

换等。 普鲁卡因（ＬｏｇＰ ＝ ２． １０）和青霉素（ＬｏｇＰ ＝

１． ４６）都属于极性较大的化合物，在反相色谱柱上

难以保留，因此，原药典方法选择氢氧化四丁基铵

作为离子对试剂以加强对目标化合物的保留，但使

用离子对试剂对色谱柱的使用寿命和方法的耐用

性具有负面影响，且不可作为液质联用检测使用的

流动相，不利于方法的拓展。 因此，在建立新方法

时考虑到这些因素改用 ＨＩＬＩＣ 方法，对普鲁卡因和

青霉素都具有良好的保留，色谱系统适应性参数也

符合药典相应要求［４］。 另外，ＨＩＬＩＣ 法进样溶剂一

般为高比例有机试剂，这和样品前处理中溶解液、

提取液和稀释液性质更接近，不必像反相色谱那样

再做溶剂置换，这降低了操作中引入的误差，有利

·５４·
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于方法的精密度。
本研究建立了 ＵＰＬＣ 结合 ＨＩＬＩＣ 法测定注射

液中普鲁卡因和青霉素含量的方法。 精密量取样

品，以石油醚充分洗涤转移和溶解样品，以甲醇提

取后经乙腈稀释后进样测定。 实验结果表明，该方

法在定量范围内线性关系良好（ ｒ ＞ ０． ９９９），其添加

回收率在 ９２％ ～ １０５％ ，ＲＳＤ ＜ ３％ ，表明该方法具

有较好的准确度与精密度。 通过与《中国兽药典》
２０１５ 年版一部普鲁卡因青霉素注射液含量测定项

下方法所测得结果的比较，结果一致。
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