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［摘　 要］ 　 建立了四环素片中四环素含量的高效液相色谱测定法。 色谱条件： ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８（５ μｍ，
４． ６ ｍｍ × １５０ ｍｍ）色谱柱，流动相为甲醇 － ０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶液（磷酸调 ｐＨ 值至 ２． ０）
（１２∶ ８８），检测波长 ２８０ ｎｍ。 线性回归方程为 ｙ ＝１８０３ｘ ＋４１５０，相关系数 ｒ ＝０． ９９９９９，即在 １０ ～５００ μｇ ／ ｍＬ
范围内，四环素峰面积与浓度有良好的线性关系，回收率为 １００． ０ ％ 。 该方法简便、准确、重复性

好，可以很好地控制四环素的质量。
［关键词］ 　 四环素片；四环素；高效液相色谱法；含量测定

作者简介： 刘素梅，硕士研究生，兽医师，从事兽药、饲料、畜禽产品检测及相关标准的研究工作。 Ｅ －ｍａｉｌ：ｌｓｍ１６０６＠１６３． ｃｏｍ

Ｔｈｅ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｉｎ Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ Ｔａｂｌｅｔｓ ｂｙ ＨＰＬＣ

ＬＩＵ Ｓｕ － ｍｅｉ，ＦＡＮＧ Ｚｈｏｎｇ － ｙｉ， ＷＡＮＧ Ｌｉ，Ｚｈａｎｇ Ｙｕｅ － ｊｉｎｇ，ＺＡＮＧ ＨＥ － ｙｉｎｇ，ＬＩ Ｈｕｉ － ｓｕ
（Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ ａｎｄ Ｆｅｅｄ Ｃｏｎｔｒｏｌ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００２，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｄｅｖｅｌｏｐ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｉｎ Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ Ｔａｂｌｅｔｓ ｂｙ ＨＰＬＣ． Ｔｈｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
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ｅｑｕａｔｉｏｎ ｗａｓ ｙ ＝ １８０３ｘ ＋ ４１５０，ｒ ＝ ０． ９９９９９，ｔｈｅ ａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｗａｓ ｌｉｎｅａｒ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ １０ ～ ５００ μｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ｔｈｅ
ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｗａｓ １００． ０ ％ ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｉｍｐｌｅ，ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ Ｔｅｔｒａ⁃
ｃｙｃｌｉｎｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ Ｔａｂｌｅｔｓ；Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ； ＨＰＬＣ； ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

　 　 四环素类抗生素是 ２０ 世纪 ４０ 年代发现的一

类具有菲烷（母核）的广谱抗生素，该类抗生素广泛

应用于革兰阳性和阴性细菌、支原体和立克次氏体

等引起的感染［１］。 四环素片收载在《兽药质量标

准》（２０１７ 年版）化学药品卷中，含量测定采用微生

物检定法，该方法操作较繁琐，试验周期长，影响因

素多，结果重复性差，拟采用简便高效的高效液相

色谱法，对四环素含量进行测定。
１　 材　 料　
１． １　 仪器设备 　 Ｗａｔｅｒｓ 高效液相色谱系统：包括

２６９５ 分离系统、２４８９ 紫外检测器、Ｅｍｐｏｗｅｒ２ 色谱

工作站；ＭＥＴＴＬＥＲ ＸＳ２０５ 电子天平；ＭＩＬＩＰＯＲＥ 超

纯水处理器等。
１． ２　 试药试剂　 盐酸四环素对照品购自中国食品
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药品检定研究院，液相用甲醇、乙腈为色谱纯试剂，
磷酸二氢钾为色谱纯，水为超纯水，其他试剂为分

析纯。
２　 方法与结果

２． １　 样品的制备

２． １． １　 标准工作液的制备　 精密称取盐酸四环素

对照品 ５０ ｍｇ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐

酸溶液适量，振摇使溶解，加 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液

稀释至刻度，摇匀；临用前用 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液

稀释成浓度为 １０、２０、５０、１００、２００ 和 ５００ μｇ ／ ｍｌ 的
标准工作液，过 ０． ４５ μｍ 微孔滤膜，即得。
２． １． ２　 供试品溶液的制备　 取本品 ２０ 片，精密称

定，研细， 精密称取细粉适量 （ 相当于四环素

０． ０５ ｇ），置 １００ ｍＬ 量瓶中，加 ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液

１０ ｍＬ，振摇使溶解，加 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液稀释

至刻度，摇匀；精密量取上清液 ５ ｍＬ，置 ２５ ｍＬ 量瓶

中，加０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液稀释至刻度，摇匀。
２． １． ３ 　 提取方法的考察　 四环素在水中微溶，与
盐酸结合生成盐酸四环素后溶于水［１ － ２］，所以先用

０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液溶解，再用 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶

液进行稀释［３ － ４］，分别考察了直接稀释、超声提取

１０ ｍｉｎ 和超声提取 ２０ ｍｉｎ 的提取效果。 四环素用

０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液溶解效果优于 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸

溶液溶解；振摇溶解提取效果优于超声提取效果，
原因可能是四环素不稳定，在超声过程中降解的原

因。 所以采用 ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液 １０ ｍＬ 振摇溶

解，再用 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液稀释的提取方法。
２． ２　 色谱条件的选择 　 查阅相关文献，先后考察

了 ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸氢二铵 － 乙腈［５］、０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 十

二烷基硫酸钠溶液 － 乙腈［６］、０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ 草酸铵 －
二甲基甲酰胺 － ０． ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸氢二铵［７ － ８］、甲醇

－ ０． ０５ ％ 庚烷磺酸钠溶液 － 三乙胺［９］、乙腈 － 水

－ 甲酸［１０］ 等系统，结果四环素与其他杂质分离度

不好，并且四环素峰前延；后采用《中国药典》２０１５
年版二部盐酸四环素含量测定所用流动相［２］：醋酸

铵溶液［０． １５ ｍｏｌ ／ Ｌ 醋酸铵溶液 － ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 乙二

胺四醋酸二钠溶液 －三乙胺（１００∶ １０∶ １），用醋酸调

节 ｐＨ 值至 ８． ５］ －乙腈（８３∶ １７），四环素峰前延，对

称因子 为 ０． ８０６５， 并 且 基 线 噪 音 大。 后 采 用

０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸二氢钾溶液（磷酸调 ｐＨ 值至 ２． ０）
－甲醇（８８ ∶ １２），四环素峰形、柱效及分离度均满

意，所以采用该系统作为流动相。
《中国药典》２０１５ 年版二部盐酸四环素含量测

定项下检测波长为 ２８０ ｎｍ，所以本研究也采用

２８０ ｎｍ作为检测波长，最终色谱条件为：用十八烷

基硅烷键合硅胶为填充剂；以甲醇 － ０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷

酸二氢钾溶液（磷酸调 ｐＨ 值至 ２． ０）（１２∶ ８８）为流

动相；柱温为 ４０℃；检测波长为 ２８０ ｎｍ。
２． ３　 线性与范围　 按 ２． １． １ 项下方法制备系列浓

度标准工作溶液，注入液相色谱仪，记录色谱图，以
对照品溶液浓度与相应的组分峰面积算回归方程

和相关系数，回归方程为：ｙ ＝ １８０３ｘ ＋ ４１５０，相关系

数 ｒ ＝ ０． ９９９９９，即在 １０ ～ ５００ μｇ ／ ｍｌ 范围内，四环

素具有良好的线性，结果见图 １。

图 １　 四环素标准曲线图

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ

２． ４　 准确度　 取空白辅料 ０． ０２ ｇ，共取 ６ 份，精密

称定，分别加入四环素原料 ５０ ｍｇ，混匀。 按照

２． ４． １． ２项下供试品制备方法进行处理，注入液相

色谱仪，记录色谱图。 以加入的同批四环素原料为

对照，同法测定，按外标法以峰面积计算，结果见

表 １。 结果表明，该试验回收率高，准确度好，可以

准确测定四环素含量。
２． ５　 精密度　 取四环素片样品 ２０ 片，精密称定，
研细，精密称取细粉 ０． ０７ ｇ，共 ６ 份，按 ２． ４． １． ２ 项

下供试品制备方法进行处理，注入液相色谱仪，记
录色谱图，按外标法以峰面积计算， 结果乘以

０． ９２４２，即得含量，计算 ＲＳＤ，结果见表 ２。 结果表

明，该试验重复性良好。
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表 １　 回收率试验结果（ｎ ＝６）

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔｓ（ｎ ＝６）
编号 添加量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ ５０． ５５

２ ５０． ８６

３ ５０． ６０

４ ５０． ６７

５ ５０． ５８

６ ５０． ４８

５０． ５５ １００． ００

５０． ６０ １００． １０

５０． ７９ ９９． ８６

５０． ６７ ９９． ６３

５０． ７６ １００． ３２

５０． ８４ １００． ４７

５０． ９５ １００． ５５

５１． ０３ １００． ７１

５０． ６０ １００． ０４

５０． ５８ １００． ００

５０． ２４ ９９． ５２

５０． ０４ ９９． １３

１００． ０５

９９． ７４

１００． ４０

１００． ６３

１００． ０２

９９． ３３

１００． ０３ ０． ５

表 ２　 精密度试验结果（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔｓ（ｎ ＝６）
编号 取样量 ／ ｇ 含量 ／ ％ 平均含量 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ ０． ０７０２０ ８９． ３８

２ ０． ０７０４７ ８８． １２

３ ０． ０７３６３ ８９． ０５

４ ０． ０７２４４ ８８． ２４

５ ０． ０７３０７ ８８． ４２

６ ０． ０７２９５ ８８． ５８

８８． ６３ ０． ６

２． ６　 专属性　 经过考察，四环素片在生产过程中使

用辅料为淀粉和硬脂酸镁，我们模拟生产工艺，配制

了含 ０． ２ ％硬脂酸镁的淀粉进行压片，作为空白样

品。 称取研细后的空白样品 ０． ０２ ｇ，按２． ４． １． ２项下

供试品制备方法进行处理，注入液相色谱仪，记录色

谱图，结果表明，空白无干扰，见图 ２ ～图 ５。

图 ２　 四环素对照品（１００ μｇ ／ ｍＬ）色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ （１００ μｇ ／ ｍＬ）

２． ７　 溶液稳定性 　 取精密度项下的一个样品，分
别在 ０，１，２，６，１０ 和 １２ ｈ 进样，考察样品稳定性，结
果显示，样品在 １２ ｈ 内稳定。

２． ８　 耐用性　 取四环素对照品溶液，在不同柱温、
不同 ｐＨ 值下进行测定，以及采用不同的色谱柱，对
该方法的耐用性进行考察。
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图 ３　 四环素片样品色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ Ｔａｂｌｅｔｓ

图 ４　 空白样品阳性添加色谱图

Ｆｉｇ ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ ｓａｍｐｌｅ

图 ５　 空白样品色谱图

Ｆｉｇ ５　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｎｐｌｅ

２． ８． １　 不同柱温的考察 　 考察了 ３０ ℃、４０ ℃和

５０ ℃等温度下，对四环素的影响。 从结果看，不同柱

温下，四环素峰形及柱效均达到满意效果，但随着温

度的降低，色谱峰展宽严重，所以柱温定为 ４０ ℃。

２． ８． ２　 不同 ｐＨ 值的考察　 流动相中 ０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ

磷酸二氢钾溶液的 ｐＨ 值对色谱峰影响很大，考察

了 ２． ０、２． ５ 和 ３． ０ 三个不同 ｐＨ 值下的四环素色谱

峰，分别称取 ４ －差向四环素对照品、盐酸四环素对

照品和土霉素对照品，配制成每 １ ｍＬ 含各组分均

为 ０． １ ｍｇ ／ ｍＬ 的混合对照品溶液进样。 ｐＨ 值 ２． ５

和 ３． ０ 时峰形对称性变差，且四环素与土霉素的分

离度降低。 考虑到柱子的耐用性，流动相 ｐＨ 值不

能过低，所以采用 ２． ０。

２． ８． ３ 　 不同柱子的考察 　 分别考察了 Ｗａｔｅｒｓ

Ｘｂｒｉｄｇｅ Ｃ１８（５ μｍ，４． ６ ｍｍ ×１５０ ｍｍ）、ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ

Ｇｅｍｉｎｉ Ｃ１８ （ ５ μｍ， ４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ）、 Ａｇｉｌｅｎｔ

ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ － Ｃ１８ （５ μｍ，４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ） 和

Ａｇｅｌａ Ｖｅｎｕｓｉｌ ＭＰ Ｃ１８（３ μｍ，４． ６ ｍｍ × １５０ ｍｍ）四
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种色谱柱，取 ２． ８． ２ 项下混合对照品溶液进样。 四

种色谱柱在柱效和分离度上都能满足检测需求。
２． ９　 样品测定　 按 ２． １． ２ 项下供试品溶液制备方

法进行处理，进高效液相色谱仪分析，按外标法以

峰面积计算四环素的含量，结果见表 ３。
表 ３　 样品含量测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ
编号 取样量 ／ ｇ 含量 ／ ％

１ ０． ０７０３３ ８８． ８

２ ０． ０７１１３ ８７． ９

３ ０． ０７０７４ ９０． ３

３　 讨　 论

３． １　 现行四环素片质量标准中含量测定采用的微

生物检定法　 该方法操作繁琐，试验周期长，影响

因素多，结果重复性差，经验证，本试验建立的高效

液相色谱法方法简单、专属强、准确度高、重现性

好，适用于四环素片的含量测定。
３． ２　 目前中国食品药品检定研究院提供的只有盐

酸四环素对照品 　 无四环素对照品。 四环素分子

式为 Ｃ２２Ｈ２４Ｎ２Ｏ８，分子量为 ４４４． ４３，盐酸四环素分

子式为 Ｃ２２Ｈ２５ＣｌＮ２Ｏ８，分子量为 ４８０． ９，所以用盐酸

四环素对照品测定四环素含量，计算结果需乘以系

数 ０． ９２４２。
３． ３　 四环素和盐酸四环素的溶解性不同　 所以进

行准确性验证时，采用四环素原料做添加回收试

验，经验证，回收率为 １００． ０３％ 。
３． ４　 试验所用的四环素片含量偏低　 原因可能是

该样品质量问题，也可能是按照现行质量标准测定

含量合格，按照本方法测定含量不合格。
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