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［摘　 要］ 　 为建立兽药复方磺胺嘧啶钠注射液含量测定的高效液相色谱测定法。 采用流动相为

０． １％的磷酸溶液 －乙腈（８５：１５，Ｖ∶ Ｖ），色谱柱为 Ｃ１８ 柱，柱温为 ４０ ℃，流速为 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波

长为 ２４０ ｎｍ。 采用外标法进行定量。 磺胺嘧啶钠的线性范围为 １２． ５ ～ ２００ μｇ ／ ｍＬ，线性方程为 Ｙ ＝
４４． ８７３Ｘ ＋ １１． ９９９，ｒ２ ＝ １． ０００； 甲氧苄啶的线性范围为 ２． ５ ～ ４０ μｇ ／ ｍＬ，线性方程为 Ｙ ＝ ６２． ２８８Ｘ ＋
４． ０８２６，ｒ２ ＝ １． ０００，方法的线性关系良好，添加回收率均大于 ９８％ ，ＲＳＤ 均小于 ２％ 。 结果显示该方

法简单、精确、可操作，可以用于测量复方磺胺嘧啶钠注射液中磺胺嘧啶钠与甲氧苄啶的含量。
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　 　 磺胺类药物是一类应用普遍、效果良好的抗菌

药物［１ － ３］，复方磺胺嘧啶钠注射液在养殖场中被大

规模使用，不仅能够治疗畜禽的疾病［４ － ５］，而且还

能增强畜禽的体质；在畜产品中兽药残留最大限量

规定，磺胺最大残留量不超过 １００ μｇ ／ ｋｇ［６］。 如使

用不当、滥用或不遵守休药期， 将会产生兽药残

留［７ － ９］；同时兽药质量没有好的检测方法进行监

管，也会给养殖行业带来较大的危害［１０］。
复方磺胺嘧啶钠注射液主要含有磺胺嘧啶和

甲氧苄啶两个组分，在《中国兽药典》中测定磺胺嘧

啶的含量使用的是“永停滴定法”，而测定甲氧苄啶

使用的是“紫外 － 可见分光光度法” ［１１ － １２］，但检测

繁琐，有机试剂较多，对人的身体伤害极大。
基于以上几点，建立一种既能快速定性定量检

测，又对人身体伤害较小的方法很有必要。 利用高

效液相色谱仪对复方磺胺嘧啶钠注射液进行检测，
一次性能够测定两个组分，并且定量准确，操作简

便。 目前高效液相色谱仪测定复方磺胺嘧啶钠注

射液几乎没有研究，因此建立高效液相色谱法测定

复方磺胺嘧啶钠注射液不仅对兽药监管很有必要，
而且对畜禽产品质量起到重要保障［１３］。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 仪器与设备　 Ｄｅｎｖｅｒ ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔ ＴＢ － ２１５ Ｄ
型电子分析天平（美国丹佛公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ ｉｎ⁃
ｆｉｎｉｔｙ 高效液相色谱仪（配紫外检测器）；
１． １． ２　 对照品　 ①磺胺嘧啶对照品来源于中国兽

医药品监察所，批号：Ｈ０３６１５０４，含量 ９９． ５％ ；甲氧

苄啶对照品来源于中国兽医药品监察所，批号：
Ｈ０１６１２１０，含量 １００． ０％ 。

②原料药：磺胺嘧啶钠：洛阳市正牧生物科技

有限公司；批准文号：兽药原字 １６２４４１６３１；批号：
２０１８０３０１；生产日期：２０１８０３０８；含量：９９． ８％ 。 甲

氧苄啶：寿康富康制药有限公司；批准文号：国药准

字 Ｈ３７０２０３３５；批号：Ａ － １０１１１７１００９４；生产日期：
２０１７１０３１；含量：９９． ３％ 。
１． １． ３　 试验样品　 收集了 ３ 批不同公司生产的复

方磺胺嘧啶钠注射液制剂样品，样品信息见下表：

表 １　 试验样品信息

Ｔａｂ １　 Ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ
样品编号 规格

ＨＣ１４０ １０ ｍＬ∶ １． ０ ｇ 磺胺嘧啶钠 ＋ ０． ２ ｇ 甲氧苄啶

ＨＣ１０６ １０ ｍＬ∶ １． ０ｇ 磺胺嘧啶钠 ＋ ０． ２ ｇ 甲氧苄啶

ＨＣ１４３ １０ ｍＬ∶ １． ０ ｇ 磺胺嘧啶钠 ＋ ０． ２ ｇ 甲氧苄啶

１． ２　 实验方法

１． ２． １　 对照品溶液的配制　 精密称取磺胺嘧啶对

照品约 ５０ ｍｇ 及甲氧苄啶约 １０ ｍｇ，精密称定，置
５０ ｍＬ量瓶中，加甲醇 ４０ ｍＬ，用甲醇稀释至刻度，
摇匀，即得磺胺嘧啶浓度约为 １． ００ ｍｇ ／ ｍＬ 及甲氧

苄啶浓度约为 ０． ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的对照品贮备液。 精密量

取上述对照品贮备液 ５ ｍＬ 置于 ５０ ｍＬ 量瓶中，加流

动相稀释至刻度，即得磺胺嘧啶浓度约为 １００ μｇ ／ ｍＬ
及甲氧苄啶浓度约为 ２０ μｇ ／ ｍＬ 的对照品溶液。
１． ２． ２　 供试品溶液的配制　 精密量取复方磺胺嘧

啶钠注射液 ５ ｍＬ（１０ ｍＬ：１． ０ ｇ 磺胺嘧啶钠 ＋ ０． ２ ｇ
甲氧苄啶），置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加甲醇稀释至刻度。
另取上述稀释液 ５ ｍＬ，置于 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加甲

醇稀释至刻度，摇匀。 再另取第二次稀释液 ５ ｍＬ，
置于 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，
即得。
１． ２． ３　 色谱方法　 色谱柱：为 Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８

（５ μｍ， ４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ）色谱柱。 柱温 ４０℃；进
样量：２０μＬ；测定波长 ２４０ ｎｍ；流动相 Ａ（０． １％ 磷

酸溶液）与 Ｂ（乙腈）８５∶ １５ 等度洗脱。 按外标法以

峰面积计算含量，其中，磺胺嘧啶结果乘以 １． ０８７８，
即为供试品中磺胺嘧啶钠（Ｃ１０ Ｈ９ Ｎ４ ＮａＯ２ Ｓ）的含

量。 在此色谱条件下，磺胺嘧啶和甲氧苄啶两主峰

附近均没有明显的干扰峰，并且对照品溶液和样品

溶液主峰分离度好、保留时间一致，说明该方法专

属性良好，色谱图见图 １。
２　 结果与分析

２． １　 线性及范围　 精密量取对照品贮备液 ２０ ｍＬ
置于 １００ ｍＬ 容量瓶中，加流动相稀释至刻度，得含

磺胺嘧啶 ２００ μｇ ／ ｍＬ、含甲氧苄啶 ４０ μｇ ／ ｍＬ 的样

品，依次吸取 １０ ｍＬ 到 ２０ ｍＬ 分别得磺胺嘧啶１２． ５、
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图 １　 复方磺胺嘧啶钠浓度为 １００ μｇ ／ ｍＬ 对照品和样品图谱

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｓｕｌｆａｄｉａｚｉｎｅ ｓｏｄｉｕｍ（１００μｇ ／ ｍＬ）

２５、５０、１００、２００ μｇ ／ ｍＬ 及甲氧苄啶 ２． ５、５、１０、２０、
４０ μｇ ／ ｍＬ 的对照品溶液系列，精密吸取各对照品

溶液 ２０ μＬ，注入液相色谱仪，记录色谱图。 以磺胺

嘧啶或甲氧苄啶色谱峰面积（Ａｒｅａ），对其相应浓度

（Ａｍｔ，μｇ ／ ｍＬ）进行线性回归，求得回归方程，可知

磺胺嘧啶钠在 １２． ５ ～ ２００ μｇ ／ ｍＬ 及甲氧苄啶分别

为 ２． ５ ～ ４０ μｇ ／ ｍＬ 内线性关系良好。 相关数据分

别见表 ２ 和表 ３。
２． ２　 准确度和精密度　 按照《中国兽药典》中药物

回收率添加方法，在已知含量的复方磺胺嘧啶钠供

试品中加入一定质量的磺胺嘧啶和甲氧苄啶原料，
使其制备后在供试品中的量为其含量的 ８０％ ，
１００％和 １２０％ ，每个添加水平平行制备 ３ 份，其中

磺胺嘧啶钠添加量为 ２００、２５０、３００ ｍｇ，甲氧苄啶添

加量 ４０、５０、６０ ｍｇ，按照 ２． ２． ３ 的方法测定峰面积，
计算实际测得的量（实测值），用实际测得的量比上

样品的量与加入量的和，即得。 回收率在 ９８％ ～
１０１％，准确度符合《中国兽药典》回收

率范围要求；以变异系数来衡量精密度，ＲＳＤ 均小于

２％，精密度符合《中国兽药典》关于精密度的要求。
表 ２　 磺胺嘧啶钠溶液的标准曲线数据［１４］

Ｔａｂ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｄａｔａ ｏｆ ｓｕｌｆａｄｉａｚｉｎｅ ｓｏｄｉｕｍ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
级别 浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １） 峰面积 ／ （ｍＡｕ·ｓ） 线性方程

１ １１． ８６ ５３８． ３４

２ ２３． ７２ １０７８． ９６

３ ４７． ４５ ２１４１． ３０

４ ９４． ９０ ４２７６． ７０

５ １８９． ８０ ８５２５． ６８

Ｙ ＝ ４４． ８７３Ｘ ＋ １１． ９９９
ｒ２ ＝ １． ０００

表 ３　 甲氧苄啶的标准曲线数据

Ｔａｂ ３　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｄａｔａ ｏｆ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ
级别 浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １） 峰面积 ／ （ｍＡｕ·ｓ） 线性方程

１ ２． ７９ １７６． ５８

２ ５． ５８ ３５０． ９６

３ １１． １５ ６９９． ４８

４ ２２． ３０ １３９５． ３８

５ ４４． ６０ ２７８０． ９２

Ｙ ＝ ６２． ２８８Ｘ ＋ ４． ０８２６
ｒ２ ＝ １． ０００

表 ５　 磺胺嘧啶钠回收率测定结果

Ｔａｂ５　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｕｌｆａｄｉａｚｉｎｅ ｓｏｄｉｕｍ
样品编号 样品含量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 实测值 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

ＨＣ１０６ － １ ２３６． ３０ １９５． ３２ ４３７． ０７ ９８． ７５

ＨＣ１０６ － ２ ２３６． ３０ ２５３． ５５ ４８３． １５ ９８． ６３

ＨＣ１０６ － ３ ２３６． ３０ ３０２． ２３ ５４０． ４６ ９９． ６４

１． ２

ＨＣ１４３ － １ ２４３． ６０ ２０１． ２４ ４４９． ０７ ９９． ０６

ＨＣ１４３ － ２ ２４３． ６０ ２４９． ７７ ４９８． ５６ ９９． ０６ ９９． ７％

ＨＣ１４３ － ３ ２４３． ６０ ３０１． ３８ ５４６． ４４ ９９． ７３

０． ４

ＨＣ１４０ － １ ２４９． ３８ ２００． ５４ ４４５． ２２ １０１． ０６

ＨＣ１４０ － ２ ２４９． ３８ ２５３． ９６ ５０１． ９４ １００． ２８

ＨＣ１４０ － ３ ２４９． ３８ ３０３． １６ ５４６． ５４ １０１． １０

０． ４
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表 ６　 甲氧苄啶回收率测量结果

Ｔａｂ ６　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ
样品编号 样品含量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 实测值 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

ＨＣ１０６ － １ ５１． ３９５ ４２． ５１ ９６． ４２ ９７． ４０

ＨＣ１０６ － ２ ５１． ３９５ ５２． ６０ １０４． ２０ ９９． ８０

ＨＣ１０６ － ３ ５１． ３９５ ５７． ４５ １１１． ０４ ９８． ０２

ＨＣ１４３ － １ ５０． ５９５ ４３． ２５ ９５． ９６ ９７． ８６

ＨＣ１４３ － ２ ５０． ５９５ ４９． ５０ １０２． ５８ ９７． ５７

ＨＣ１４３ － ３ ５０． ５９５ ６０． ５８ １１２． ９０ ９８． ４８

ＨＣ１４０ － １ ５２． ７４５ ３６． ０５ ８８． ５７ １００． ２６

ＨＣ１４０ － ２ ５２． ７４５ ５３． ０２ １０７． ０２ ９８． ８４

ＨＣ１４０ － ３ ５２． ７４５ ６７． ２０ １２０． ４８ ９９． ５６

９９． ７％

１． １

０． ４

０． ６

２． ３　 溶液稳定性试验　 精密量取含磺胺嘧啶钠浓

度约为 １００ μｇ ／ ｍＬ 及甲氧苄啶约为 ２０ μｇ ／ ｍＬ 的样

品溶液 ２０ μＬ，分别约于 ０、２４、４８ ｈ 上机测定，每次

进样 ２ 针，结果见表 ７。 磺胺嘧啶钠和甲氧苄啶色

谱峰面积的相对标准偏差分别为：０． ７％ 和 １． ９％ ，
表明此法配置的溶液在 ４８ ｈ 内稳定。

表 ７　 溶液稳定性试验结果

Ｔａｂ ７　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｍｅａｓｕｒｅｍｅｎｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

样品名称 药物组分
平均峰面积

０ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ
ＲＳＤ ／ ％

复方磺胺嘧啶
钠注射液

磺胺嘧啶钠 ４４００． ７２ ４４６３． ６９ ４４４６． ６５ ０． ７％

甲氧苄啶 １４３５． ９３ １３９５． ６４ １４４８． ５５ １． ９％

３　 讨论与结论

３． １　 流动相比例的选择［１４ － １５］ 　 比较了 ３ 种比例

的流动相，即 ０． １％ 磷酸 － 乙腈（８０ ∶ ２０）、（８５ ∶ １５）
和（９０∶ １０），其中 ０． １％磷酸 －乙腈（８０∶ ２０）的流动

相运行样品时，磺胺嘧啶色谱峰和甲氧苄啶色谱峰

没有完全分离，０． １％磷酸 －乙腈（９０∶ １０）的流动相

运行样品时，磺胺嘧啶色谱峰和甲氧苄啶色谱峰分

离较好，但甲氧苄啶色谱峰出峰时间较长 ３０ ｍｉｎ。
而 ０． １％磷酸 － 乙腈（８５ ∶ １５）时，磺胺嘧啶色谱峰

和甲氧苄啶色谱峰分离良好，磺胺嘧啶你和甲氧苄

啶的出峰时间分别为 ６． ７ ｍｉｎ 和 ８． ５ ｍｉｎ，故选择流

动相 ０． １％磷酸 －乙腈的比例为 ８５∶ １５。
３． ２　 样品处理溶剂的选择［１６ － １７］ 　 由于磺胺嘧啶，
甲氧苄啶在水中都几乎不溶，在酸中易溶，即分别

选择两种溶剂比较。 溶解分别选用两种溶剂系统

的比较。 溶剂一：先加 ５ ｍＬ 盐酸再加流动相定容；
溶剂二：前两步稀释选用甲醇定容。 结果分析：选

用溶剂一在操作步骤上要注意细节，比如加盐酸到

样品中摇匀后需要立即定容，步骤较繁琐，选用溶

剂二在操作上更简便。 前两步均用甲醇稀释的样

品溶解更完全。
利用已建立好的“高效液相色谱法测定复方磺

胺嘧啶钠注射液”对 ５０ 批复方磺胺嘧啶钠注射液

进行含量测定，方法不仅操作简便，定量准确，而且

能够一次完成两个组分的测定，不需要分两次测定

药物含量，添加回收率范围在 ９８％ ～ １０１％ ，符合

《中国兽药典》的高效液相色谱法添加回收的要求，
可以作为《中国兽药典》复方磺胺嘧啶钠注射液方

法的有效补充，对该类兽药质量监管提供了一种更

为有效的检测手段，为畜产品质量起到保驾护航的

作用。
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