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［摘　 要］ 　 建立了同时测定兽药复方磺胺间甲氧嘧啶预混剂中磺胺间甲氧嘧啶及甲氧苄啶含量的

高效液相色谱法。 以 Ｃ１８ 柱为固定相，０． １％磷酸溶液 － 乙腈（８６：１４）为流动相，流速 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，
柱温 ４０ ℃，检测波长为 ２４０ ｎｍ，采用外标法进行定量。 磺胺间甲氧嘧啶的线性范围为 ５． ０２ ～
１００． ３６ μｇ ／ ｍＬ，回归方程为 Ａｒｅａ ＝ ０． ６２ × Ａｍｔ － ０． ４２８ （ｎ ＝ ５），ｒ２ ＝ ０． ９９９６；甲氧苄啶的线性范围为

１． ０１ ～ ２０． ２８ μｇ ／ ｍＬ，回归方程为 Ａｒｅａ ＝ １． ０５８ × Ａｍｔ － ０． ０７５，ｒ２ ＝ ０． ９９９５。 取复方磺胺间甲氧嘧啶

预混剂，按磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶含量的 １００％作添加回收实验，分别作 ８ 个平行，测得磺胺间

甲氧嘧啶的回收率为 ９８． ８３％ ～ １０１． ９５％ ， ＲＳＤ 为 ０． ９１％ ；甲氧苄啶的回收率为 ９９． ０２％ ～
１０３． ０９％ ，ＲＳＤ 为 １． ２３％ 。 该方法简单，准确，精密度好，回收率高，可以用于测量复方磺胺间甲氧

嘧啶预混剂的含量。
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ｓｐｉｋｅｄ ｐｒｅｍｉｘ ｓａｍｐｌｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ９８． ８３％ ａｎｄ １０１． ９５％ ， ｗｈｉｌｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ ｆｒｏｍ ｔｈａｔ
ｒａｎｇｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ９９． ０２％ ａｎｄ １０３． ０９％ ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ， ａｎｄ ｈａｄ ｇｏｏｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ａｎｄ ｈｉｇｈ
ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｓ ｗｅｌｌ， ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ ａｎｄ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ ｉｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ ｐｒｅｍｉｘ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＨＰＬＣ； ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ ｐｒｅｍｉｘ； ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ； ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ； ｃｏｎｔｅｎｔ

　 　 现行《兽药质量标准》复方磺胺间甲氧嘧啶预

混剂［１］中磺胺间甲氧嘧啶（Ｃ１１Ｈ１２Ｎ４Ｏ３）与甲氧苄

啶的含量测定采用的是永停滴定法。 永停滴定法

的优点是测量结果准确、可靠，操作简单，易于掌

握，所用仪器价格便宜，成本比较低廉，但缺点是耗

时，专属性不强。 近年来，检测实践中偶有发现某

些磺胺类药物中存在添加其他磺胺药物，或者以复

方制剂冒充单方制剂的情况，给动物用药带来一定

的安全隐患。 采用高效液相色谱法测定含量是兽

药检测技术发展的未来趋势，也是提高检测效率的

必然要求，还有利于及时发现药物中的其他异常成

分。 近年来虽然检测磺胺类药物残留的文献比较

多，例如 Ｂｉｌａｎｄžｉ ｃ＇Ｎ 等［２］ 的“蛋黄和蛋白中磺胺间

甲氧嘧啶及甲氧苄啶的分布”，王忠等［３］ 的“分散

固相萃取结合超高效液相色谱串联质谱法测量猪

用废水中的 ２８ 种抗生素残留”，但是测定磺胺类兽

药含量的研究却极为少见，同时测定磺胺间甲氧嘧

啶和甲氧苄啶的研究更是有如凤毛麟角。 在中国

知网仅搜索到郭时金（音）等［４］ 的“高效液相色谱

法同时测定复方磺胺间甲氧嘧啶钠蜂胶溶液中磺

胺间甲氧嘧啶钠及甲氧苄啶的含量”，研究建立了

以磷酸溶液和甲醇作为流动相测量磺胺间甲氧嘧

啶钠和甲氧苄啶的 ＨＰＬＣ 法。 然而，在检测中发现

磷酸溶液 － 甲醇流动相系统容易让色谱柱受到污

染从而降低其使用寿命。 本试验拟建立以磷酸溶

液 －乙腈为流动相同时测定复方磺胺间甲氧嘧啶

预混剂中磺胺间甲氧嘧啶及甲氧苄啶含量的高效

液相色谱法，并根据兽药质量标准分析方法验证指

导原则对新建立方法的准确度、重复性、精密度、专

属性、耐用性及线性等进行验证，旨在为复方磺胺

间甲氧嘧啶预混剂的质量控制标准的制定提供技

术支持。

１　 材料和方法

１． １　 仪器设备　 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ Ｕ３０００ 高效液相

色谱仪（配 ＤＡＤ 检测器）；色谱柱为 Ｈｙｐｅｒｓｉｌ ＧＯＬＤ
Ｃ１８，（５ μｍ， ４． ６ × ２５０ ｍｍ）色谱柱。 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０
ｉｎｆｉｎｉｔｙ 高效液相色谱仪（配紫外检测器）；ＢＰ２１１Ｄ
型电子分析天平（德国塞多利斯公司）；超声波清洗

器（ＫＱ －３００ＤＥ，昆山市超声仪器厂）。
１． ２　 对照品　 磺胺间甲氧嘧啶对照品来源于中国

兽医药品监察所，批号：Ｃ００３１６１０，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％ 。
１． ３　 原料药　 磺胺间甲氧嘧啶：吴江博霖实验有

限公司提供，含量：９７． ３８％ ；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． ４　 试验样品　 共收集了 ５ 批 ２ 个不同生产厂家

生产的复方磺胺间甲氧嘧啶预混剂样品，样品信息

见表 １。
１． ５　 试剂　 甲醇、乙腈为色谱纯；水为高纯水；其
他试剂均为分析纯。
１． ６　 方法

１． ６． １　 色谱条件 　 色谱柱：Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ Ｃ１８（５ μｍ
４． ６ × ２５０ ｍｍ）；柱温为 ４０ ℃；流动相为 ０． １％磷酸

溶液 －乙腈（８６ ∶ １４）；流速为 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波

长为 ２４０ ｎｍ［５］；进样体积为 ２０ μＬ。
１． ６． ２　 对照品溶液的制备　 分别精密称取磺胺间

甲氧嘧啶对照品 ５０． ４３ ｍｇ，甲氧苄啶 １０． １４ ｍｇ，
置同一５０ｍＬ量瓶中，加甲醇适量，超声处理１０ ～
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表 １　 试验样品信息

Ｔａｂ １　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｆｉｖｅ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ＳＭＭ Ｐｒｅｍｉｘ ｓａｍｐｌｅｓ
样品编号 生产厂家 规格 批号

ＨＢＹＺ１ 河北远征禾木药业有限公司 １００ ｇ： 磺胺间甲氧嘧啶 １０ ｇ ＋ 甲氧苄啶 ２ ｇ Ｅ９Ｌ１８０７０１

ＨＢＹＺ２ 河北远征禾木药业有限公司 １００ ｇ： 磺胺间甲氧嘧啶 １０ ｇ ＋ 甲氧苄啶 ２ ｇ Ｅ９Ｌ１８０７０２

ＨＢＹＺ３ 河北远征禾木药业有限公司 １００ ｇ： 磺胺间甲氧嘧啶 １０ ｇ ＋ 甲氧苄啶 ２ ｇ Ｅ９Ｌ１８０７０２

ＳＨＧＹ１ 上海公谊药业有限公司 １００ ｇ： 磺胺间甲氧嘧啶 １０ ｇ ＋ 甲氧苄啶 ２ ｇ １８０９０５

ＳＨＧＹ２ 上海公谊药业有限公司 １００ ｇ： 磺胺间甲氧嘧啶 １０ ｇ ＋ 甲氧苄啶 ２ ｇ １８０９０６

２０ ｍｉｎ，取出，放冷，用甲醇稀释至刻度，混匀，即得

磺胺间甲氧嘧啶浓度为 １． ００３６ ｍｇ ／ ｍＬ 和甲氧苄啶

浓度为 ２０２． ８ μｇ ／ ｍＬ 的磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄

啶混合对照品贮备液。 精密量取上述混合对照品

贮备液 ５ ｍＬ 置于 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加水稀释至刻

度，即得磺胺间甲氧嘧啶浓度为 １００． ３６ μｇ ／ ｍＬ 和

甲氧苄啶浓度为 ２０． ２８ μｇ ／ ｍＬ 的混合对照品溶液。

１． ６． ３　 供试品溶液的制备　 取本品 ０． ５ ｇ，精密称

定，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加甲醇适量，超声处理 １０ ～ ２０
ｍｉｎ，取出，放冷，再加甲醇稀释至刻度。 另取上述

稀释液 ５ ｍＬ，置于 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加水稀释至刻

度，摇匀，即得。
１． ６． ４　 标准曲线的建立　 精密量取上述磺胺间甲

氧嘧啶和甲氧苄啶混合对照品贮备液各 ０． ５、１、２、

５、１０ ｍＬ，分别置于 ５ 个 １００ ｍＬ 容量瓶中，补足甲

醇量为 １０ ｍＬ，再加水稀释至刻度，得含磺胺间甲

氧嘧啶浓度分别为 ５． ０２、１０． ０４、２０． ０７、５０． １８、

１００． ３６ μｇ ／ ｍＬ 和甲氧苄啶浓度为 １． ０１、 ２． ０３、
４． ０６、１０． １４、２０． ２８ μｇ ／ ｍＬ 系列混合对照品溶液。

精密吸取各系列混合对照品溶液 ２０ μＬ，注入液相

色谱仪，记录色谱图。 分别以磺胺间甲氧嘧啶和甲

氧苄啶色谱峰面积（Ａｒｅａ）为纵坐标， 其相应质量浓

度（Ａｍｔ， μｇ ／ ｍＬ）为横坐标，绘制标准曲线，求得各

自回归方程和相关系数（ ｒ）。
１． ６． ５　 含量测定　 精密吸取上述 １． ６． ２ 项中的磺

胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶混合对照品溶液及 １． ６． ３

项中的供试品溶液各 ２０ μＬ，注入液相色谱仪，记录

色谱图。 按外标法定量计算供试品的含量。

２　 结果与分析　
２． １　 色谱图　 分别精密吸取磺胺间甲氧嘧啶和甲

氧苄啶混合对照品溶液及供试品溶液各 ２０ μＬ，注
入液相色谱仪，记录色谱图（图 １）。 结果表明：供
试品溶液色谱图中，在与混合对照品溶液色谱图相

应的位置上，有相同保留时间的色谱峰。

图 １　 磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶混合对照品及
预混剂供试品溶液高效液相色谱图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ
ｏｒ Ｃｏｍｐｏｕｎｄ ＳＭＭ Ｐｒｅｍｉｘ ｓａｍｐｌｅ

·１２·
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２． ２　 线性范围　 分别精密吸取上述 １． ６． ４ 项中各

系列梯度的磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶混合对照

品溶液 ２０ μＬ，注入液相色谱仪，记录色谱图。 以浓

度为横坐标（Ａｍｔ），色谱峰面积为纵坐标（Ａｒｅａ），进
行线性回归，得到磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶的回

归方程。 结果表明：磺胺间甲氧嘧啶在 ５． ０２ ～ １００．
３６ μｇ ／ ｍＬ 和甲氧苄啶在 １． ０１ ～ ２０． ２８ μｇ ／ ｍＬ 内线

性关系良好，其线性方程及相关系数见表 ２。

表 ２　 线性方程及相关系数

Ｔａｂ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

线性方程
Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数
Ｒｅｌａｔｅｄ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

磺胺间甲氧嘧啶 Ａｒｅａ ＝ ０． ６２ × Ａｍｔ － ０． ４２８ ０． ９９９６

甲氧苄啶 Ａｒｅａ ＝ １． ０５８ × Ａｍｔ － ０． ０７５ ０． ９９９５

２． ３　 重复性　 精密量取含磺胺间甲氧嘧啶浓度为

１００． ３６ μｇ ／ ｍＬ 和甲氧苄啶浓度为 ２０． ２８ μｇ ／ ｍＬ 的

复方磺胺间甲氧嘧啶混合对照品溶液及含量测定

项下编号为 ＳＨＧＹ１ 的供试品溶液各 ２０ μＬ 分别连

续进样 ６ 次，以测定结果峰面积的相对标准偏差表

示试验的重复性，磺胺间甲氧嘧啶色谱峰面积的

ＲＳＤ 分别为 ０． ０３％ 和 ０． １３％ ，甲氧苄啶色谱峰面

积的 ＲＳＤ 分别为 ０． １０％ 、０． ２０％ ，表明方法的重复

性良好。 结果见表 ３。

表 ３　 重复性试验结果（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ３　 Ｔｅｓｔ ｄａｔａ ｏｆ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ

结果
Ｒｅｓｕｌｔ

混合对照品溶液
ＳＴＤ

供试品溶液
Ｓａｍｐｌｅ

磺胺间甲氧
嘧啶峰面积
／ ｍＡｕ·ｍｉｎ

甲氧苄啶
峰面积

／ ｍＡｕ·ｍｉｎ

磺胺间甲氧
嘧啶峰面积
／ ｍＡｕ·ｍｉｎ

甲氧苄啶
峰面积

／ ｍＡｕ·ｍｉｎ

平均值 ６３． ８８ ２１． ０６ ６１． ９３ ２０． ２８

ＳＤ ０． ０２ ０． ０２ ０． ０８ ０． ０４

ＲＳＤ ／ ％ ０． ０３ ０． ０９ ０． １３ ０． ２０

２． ４　 准确度　 以所建立方法的测定结果同原永停

滴定法测量结果进行比较，计算 ５ 批样品磺胺间甲

氧嘧啶和甲氧苄啶两种方法测量结果平均值的相

对偏差，结果见表 ４。 结果表明，两种方法测量结果

的相对偏差均不大于 ２． ４２％ ，方法具有较好的准

确度。

表 ４　 准确度测量结果（ｎ ＝５）

Ｔａｂ ４　 Ａｃｃｕｒａｃｙ ｒｅｓｕｌｔｓ（ｎ ＝５）

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

百分含量 ／ ％
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ／ ％

高效液
相色谱法

永停滴定法

相对偏差 ／ ％
ＲＳＤ ／ ％

磺胺间
甲氧嘧啶

９． ４８ ９． ９５ ２． ４２

ＳＤ ０． ２３ ０． ０２ －

甲氧苄啶 １． ９７ ２． ０３ １． ５０

ＳＤ ０． ４４ ０． ０１ －

２． ５　 耐用性　 使用 Ａｇｉｌｅｎｔ ｉｎｆｉｎｉｔｙ ＬＣ １２６０ 高效液

相色谱仪（Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８，５ μｍ， ４． ６ × ２５０ ｍｍ 色

谱柱）重新检测含量测定项下的 ２ 批已测样品，每

批样品作 ３ 个平行，比较不同仪器及不同色谱柱检

测结果平均值的相对标准偏差（表 ５），考察方法的

耐用性，结果表明方法耐用性良好。

表 ５　 耐用性试验结果（ｎ ＝３）

Ｔａｂ ５　 Ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ（ｎ ＝３）

样品编号
Ｎｕｍｂｅｒ

化合物
Ｃｏｍｐｏｎｄ

含量百分比平均值 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ

相对偏差 ／ ％
ＲＳＤ ／ ％

Ｔｈｅｒｍｏ
Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ
Ｕ３０００

Ａｇｉｌｅｎｔ
ｉｎｆｉｎｉｔｙ
１２６０ＬＣ

－

ＨＢＹＺ１

磺胺间
甲氧嘧啶

９． ２６ ９． ２０ ０． ３２

ＳＤ ０． １４ ０． １２ －

甲氧苄啶 ２． ００ ２． ００ ０． ００

ＳＤ ０． １０ ０． １１ －

ＨＢＹＺ２

磺胺间
甲氧嘧啶

９． ３６ ９． ２７ ０． ５９

ＳＤ ０． ０８ ０． １０ －

甲氧苄啶 １． ９６ １． ９６ ０． ００

ＳＤ ０． ０６ ０． ０７ －

２． ６　 专属性　 在对照品及样品测试色谱图中，甲

氧苄啶及磺胺间甲氧嘧啶标准出峰时间附近未发

现明显的干扰峰，甲氧苄啶与其前面杂质峰的分离

度为 ４． ３，与磺胺间甲氧嘧啶峰的分离度为 １５． ０；

·２２·
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同时，经 ＤＡＤ 检测器对两个色谱主峰进行识别和

定位，均表明方法的专属性良好。
２． ７　 溶液稳定性试验　 精密量取含磺胺间甲氧嘧

啶浓度 １００． ３６ μｇ ／ ｍＬ 和甲氧苄啶浓度为 ２０． ２８
μｇ ／ ｍＬ 的复方磺胺间甲氧嘧啶对照品溶液 ２０ μＬ，
分别约于 ０、２４、４８ ｈ 上机测定，每次进样两针，磺胺

间甲氧嘧啶和甲氧苄啶三次测量的色谱峰面积平

均值的相对标准偏差为 １． ３６％ 和 １． ４５％ ，结果见

表 ６，表明溶液在 ４８ ｈ 内稳定。
表 ６　 稳定性测量结果

Ｔａｂ ６　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

峰面积 ／ ｍＡｕ·ｍｉｎ
Ｐｅａｋ Ａｒｅａ ／ ｍＡｕ·ｍｉｎ

０ ｈ ２４ ｈ ４８ ｈ

ＲＳＤ ／ ％

磺胺间甲氧嘧啶 ６３． １３ ６３． ３１ ６４． ７１ １． ３６

甲氧苄啶 ２０． ７３ ２０． ８２ ２１． ３０ １． ４５

２． ８　 添加回收试验 　 以编号为 ＳＨＧＹ１ 的样品作

为本底样品，称取约 ５００ ｍｇ，精密称定，精密添加磺

胺间甲氧嘧啶原料药（含量为 ９７． ３８％ ）约 ５０ ｍｇ 和

甲氧苄啶 １０ ｍｇ（含量为 ９９． ３％ ），使两者的添加量

均达到原本底含量的约 １００％ ，按照供试品溶液的

配制方法制成供试品溶液进行含量测定，共做 ８ 个

平行。 按（实测含量 － 本底含量） ／实际添加量 ×
１００％计算添加回收率，测得磺胺间甲氧嘧啶的回

收率 为 ９８． ８３％ ～ １０１． ９５％ ， 平 均 回 收 率 为

１００． ５３％ ，ＲＳＤ 为 ０． ９１％ ；甲氧苄啶的回收率为

９９． ０２％ ～１０３． ０９％ ，平均回收率为 １０１． ５３％ ，ＲＳＤ
为 １． ２３％ ，结果见表 ７。
２． ９　 样品检测　 取 ５ 批试验样品，按供试品溶液

的制备方法分别制成供试品溶液后进行含量测定，
每批样品作三个平行，结果见表 ８。 结果表明，各批

次磺胺间甲氧嘧啶的 ＲＳＤ 均小于 ２． ０％ ；甲氧苄啶

的 ＲＳＤ 相差较大，可能是其含量较低且有部分样品

没有混匀的缘故。

表 ７　 磺胺间甲氧嘧啶、甲氧苄啶回收率测量结果（ｎ ＝８）

Ｔａｂ ７　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ｏｆ ＳＭＭ ａｎｄ ＴＭＰ（ｎ ＝８）

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

本底取样量 ／ ｍｇ
Ｗｅｉｇｈｔ

本底含量 ／ ｍｇ
Ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ａｍｏｕｎｔ

实际添加量 ／ ｍｇ
Ａｄｄｅｄ ａｍｏｕｎｔ

实测含量 ／ ｍｇ
Ｔｅｓｔｅｄ ａｍｏｕｎｔ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

平均回收率 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ＲＳＤ ／ ％

磺胺间甲氧嘧啶

５００． ３６ ４８． ４８ ５５． ４４ １０３． ２８ ９８． ８３

５０６． ２７ ４９． ０６ ４９． ３７ ９８． ７５ １００． ６４

５０３． １７ ４８． ７６ ４９． ４９ ９８． ２９ １００． ０９

５０６． ７０ ４９． １０ ４９． ０１ ９９． ０７ １０１． ９５

５０４． ９９ ４８． ９３ ５０． ６９ ９９． ８６ １００． ４７

５０３． ６１ ４８． ８０ ５０． ３０ ９９． ２６ １００． ３２

５０４． １７ ４８． ８５ ５０． １９ ９９． ３８ １００． ６６

５０３． ２３ ４８． ７６ ４９． ３３ ９８． ７４ １０１． ３０

１００． ５３ ０． ９１

甲氧苄啶

５００． ３６ ９． ８３ １１． ４４ ２１． ３５ １００． ７５

５０６． ２７ ９． ９４ １０． ６２ ２０． ７２ １０１． ５１

５０３． １７ ９． ８８ １０． １４ ２０． ２２ １０１． ９４

５０６． ７０ ９． ９５ １０． ０８ １９． ９３ ９９． ０２

５０４． ９９ ９． ９２ １０． １２９ ２０． １９ １０１． ３７

５０３． ６１ ９． ８９ １０． ４６ ２０． ６７ １０３． ０９

５０４． １７ ９． ９０ １１． １９ ２１． ３１ １０１． ９０

５０３． ２３ ９． ８８ １０． ３２ ２０． ４７ １０２． ６４

１０１． ５３ １． ２３

·３２·
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表 ８　 ５ 批样品中磺胺间甲氧嘧啶及甲氧

苄啶含量测量结果（ｎ ＝３）

Ｔａｂ ８　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＳＭＭ ａｎｄ

ＴＭＰ ｉｎ ５ ｓａｍｐｌｅｓ（ｎ ＝３）

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

百分含量 ／ ％
Ｐｅｒｃｅｎｔａｇｅ ／ ％

ＨＢＹＺ１ ＨＢＹＺ２ ＨＢＹＺ３ ＳＨＧＹ１ ＳＨＧＹ２

磺胺间甲氧嘧啶 ９． ２７ ９． ３６ ９． ３２ ９． ６９ ９． ７６

ＲＳＤ ／ ％ １． ５５ ０． ９０ １． ４４ ０． ３７ ０． ２１

甲氧苄啶 ２． ００ １． ９４ １． ９７ ２． ９６ １． ９８

ＲＳＤ ／ ％ ４． ９４ ２． ９７ １． ８８ ０． ４２ ０． ５９

３　 讨论与结论

３． １　 色谱条件及检测波长的选择　 当前文献报道

测量磺胺类药物的高效液相色谱法所使用的流动

相系统有 ０． １％ 磷酸溶液 － 乙腈（９０ ∶ １８，Ｖ ／ Ｖ） ［６］、

乙腈 －甲醇 －水 －乙酸（２ ＋ ２ ＋ ９ ＋ ０． ２） ［７］、０． ０１７

ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸 －乙腈（８０ ＋ ２０） ［８］、磷酸盐溶液 － 甲醇

（６５ ＋ ３５） ［９］、甲醇 －水 － 三乙胺（２００∶ ７９９∶ １，Ｖ ／ Ｖ）

（用 氢 氧 化 钠 试 液 或 冰 醋 酸 调 节 ｐＨ 值 至

５． ９） ［１０ － １１］等，柱温主要有 ３０、４０ ℃，检测波长多为

２７０、２４０、２３０ ｎｍ。 在 ２００ ～ ４００ ｎｍ 波长范围内对

磺胺间甲氧嘧啶对照品溶液进行波长扫描，发现磺

胺间甲氧嘧啶最大吸收峰为 ２９５、２５０、２３０ ｎｍ，在
２８５、２７０、２１５ ｎｍ 处均有较强吸收峰。 陈锡龙［１２］ 采

用流动相为 ０． １％磷酸溶液 － 乙腈（８０∶ ２０）检测磺

胺间甲氧嘧啶（钠）的含量，认为磺胺间甲氧嘧啶

（钠）的出峰时间适当，峰形良好，且 ０． １％ 的磷酸

溶液也容易配制。 由于增加了对甲氧苄啶的检测，
流动相的比例也应作出适当调整。 检测中发现甲

氧苄啶色谱峰的保留时间受流动相比例变化的影

响较大，即有机相增加，出峰时间提前，且峰形尖

锐；有机相减少，出峰延迟，峰形变钝。 研究发现，
同时检测磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶时，采用流动

相 ０． １％磷酸溶液 －乙腈（８６∶ １４）效果最佳。 但有

专家认为该流动相酸性较强，有可能会损伤色谱

柱。 实验表明，该流动相的 ｐＨ 值略大于 ２． ０，约为

２． ０５ 左右，满足一般色谱柱对 ｐＨ 值的要求范围，

且自从 ２０１３ 年开始使用 ０． １％ 磷酸溶液 － 乙腈流

动相系统研究检测磺胺类药物以来，未曾发生一例

色谱柱受到损坏的情况。 为使该 ０． １％磷酸溶液 －
乙腈流动相系统（以下简称磷酸 － 乙腈系统）能被

更加广泛地应用于检测多种磺胺类药物，研究还考

察了其与甲醇 －水 －三乙胺（２００∶ ７９９∶ １，Ｖ ／ Ｖ）（用
氢氧化钠试液或冰醋酸调节 ｐＨ 值至 ５． ９）流动相

系统（以下简称甲醇 － 三乙胺系统）检测不同磺胺

药物含量的比较情况，发现后者同样能够对多种磺

胺有良好的分离，但缺点是洗脱能力差，容易污染

色谱柱，从而导致色谱柱柱效快速下降，使用寿命

大大缩短。 考虑到为保持将来磺胺类药物检测方

法的一致性，同时也能够获得较好的分离效果，故
选择 ２４０ ｎｍ 作为检测波长，４０ ℃作为色谱柱柱温，
０． １％磷酸溶液 －乙腈（８６∶ １４，Ｖ ／ Ｖ）作为流动相。
３． ２　 样品提取方法的优化 　 对于样品的提取方

法，陈锡龙［１３］采用加入 １ ｍＬ 的盐酸溶解处理样品

后再加水定容的方法。 但盐酸的破坏力极强，可能

会对样品造成不可预知的破坏，也存在一定的安全

隐患，同时，该方法处理样品后需要迅速进行稀释，
否则，磺胺间甲氧嘧啶特别是甲氧苄啶容易析出结

晶，导致测量结果出现偏差。 用甲醇提取样品或溶

解对照品时可获得满意的检测效果，但要注意上机

溶液中有机溶剂的比例不宜超过 ２０％ ，否则，易产

生溶剂效应，使甲氧苄啶的峰形变差，甚至出现分

叉等，从而影响检测结果。
３． ３　 高效液相色谱法测量结果比永停滴定法略低

的原因分析　 使用高效液相色谱法测量磺胺间甲

氧嘧啶时，其结果往往要略低于传统的永停滴定法

测量的结果。 分析认为是磺胺间甲氧嘧啶在贮存

过程中会产生一定程度的降解，且其降解产物也属

于磺胺类物质，使用永停法进行测量时，仪器无法

识别出该产物；而使用高效液相色谱仪进行测量

时，该降解产物则能够被很好地识别出来，即在前

文图 １ 中磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶混合对照品

及预混剂供试品溶液色谱图中保留时间约为６． ７
ｍｉｎ（磺胺间甲氧嘧啶相对保留时间约 ０． ４８ 处）的
较小的色谱峰，所以，高效液相色谱法测量结果比

·４２·
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永停滴定法略低也就不难理解了。 该降解产物经

二极管阵列检测器检测，在 ２３８． ８、２６５． ０、２８８． ６ ｎｍ
波长处有最大吸收。 其相对峰面积甚至可能高达

１０％以上。 但是，关于该降解产物的性质及其对药

品质量会产生什么样的影响尚不清楚。
本研究建立的复方磺胺间甲氧嘧啶预混剂含

量的高效液相色谱测定法是可行的，该方法简单，
准确，精密度好，回收率高，可以作为复方磺胺间甲

氧嘧啶预混剂的质量控制标准中同时测定磺胺间

甲氧嘧啶和甲氧苄啶含量方法的补充。
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