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［摘　 要］ 　 建立了磷酸替米考星可溶性粉中替米考星含量的 ＨＰＬＣ 测定方法。 采用高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）法，使用十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂的色谱柱，以水∶ 乙腈∶ 磷酸二丁胺缓冲液∶ 四氢呋

喃（８０５∶ １１５∶ ２５∶ ５５）为流动相，流速 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长 ２８０ ｎｍ，柱温 ２５ ℃。 按外标法以峰面积

计算含量。 在此色谱条件下，替米考星顺式、反式异构体峰分离度良好，磷酸替米考星可溶性粉的

线性范围为 ０． ２ ～ ０． ８ ｍｇ ／ ｍＬ（Ｒ２ ＝ ０． ９９９８），平均回收率为 ９７． ９６％ ，ＲＳＤ ＜ １． ０％ 。 本研究建立的

方法分离效果好、精密度高、稳定性好，可作为磷酸替米考星可溶性粉的质量关键控制指标。
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　 　 磷酸替米考星可溶性粉为磷酸替米考星和无

水葡萄糖或乳糖配制而成，有效成分为替米考星，
属大环内酯类，畜禽专用广谱抗菌药物［１］，对革兰

氏阳性菌和一些革兰氏阴性菌及支原体等有很强

的抑菌作用［２ － ３］，主要用于治疗敏感性细菌引起的

消化道、呼吸道疾病［４ － ５］。 现行 《中国兽药典》
（２０１５ 版） ［６］对替米考星、替米考星注射液、替米考

星预混剂、替米考星溶液等剂型做了详细规定，将
高效液相色谱法规定为替米考星含量测定的标准

方法，但不同剂型在样品制备和流动相配制上，存
在一定的差异。 美国兽药典（ＵＳＰ）中收录了替米

考星、替米考星注射液的 ＨＰＬＣ 测定方法，与《中国

兽药典》（２０１５ 版）中替米考星含量测定方法色谱

条件略有不同。 现行《兽药质量标准》（２０１７ 版） ［７］

对替米考星可溶性粉做了详细规定，其含量测定方

法与现行《中国兽药典》（２０１５ 版）中规定的替米考

星含量测定方法一致。 但上述药典和质量标准中

均未收载磷酸替米考星可溶性粉的质量标准，仅农

业部 ２１７２ 号［８］、２２７０ 号［９］、２４４０ 号［１０］、２４５５ 号公

告［１１］对磷酸替米考星可溶性粉的质量标准及其检

测方法作了规定。 ４ 个公告均采用高效液相色谱

法作为检测方法，均规定磷酸替米考星按替米考星

含量计，含量应为标示量的 ９０． ０ ％ ～１１０． ０ ％ 。 但

４ 个公告中含量测定流动相的比例、供试品及对照

品处理方法均不一致，存在检测方法不准确，专属

性不强等问题。 根据中国兽药典委员会提出的磷

酸替米考星可溶性粉中替米考星检测方法修订的

要求，本研究参考《美国兽药典》 ［１２］ 中替米考星检

测标准和《中国兽药典》（２０１５ 版）中替米考星检测

标准，结合 ４ 个公告中收载的磷酸替米考星可溶性

粉质量标准及国内其他剂型中替米考星含量测定

的研究［１３］，对 ＨＰＬＣ 法测定磷酸替米考星可溶性粉

中替米考星的含量进行研究及方法学验证，以期为

磷酸替米考星可溶性粉含量检测方法的修订提供

依据。
１　 材料与方法

１． １　 试剂　 替米考星标准品，中国兽医药品监察

所，含量 ９５． ３ ％ ，批号 Ｋ０３１１８０５；磷酸替米考星可

溶性粉，规格 １０％ ，山东鲁抗舍里乐药业有限公司

高新区分公司，批号 １８０３００１、１８０３００２、１８０３００３；广
东温氏大华农生物科技有限公司保健品厂，批号

２０１８０１０１、２０１８０１０２、２０１８０１０３；宁夏泰瑞制药股份

有限公司，批号 Ｆ８３１９０５０３；河北维尔利动物药业集

团有限公司，批号 １８０１２３０１、１８０１２３０２、１８０２３０３。
乙腈，购自 Ｆｉｓｈｏｗ ｃｈｅｍｉｃａｌ，批号为 １７２２９０，色

谱级；磷酸，购自天津市科密欧化学试剂有限公司，
批号为 ２０１７０２１６，优级纯；四氢呋喃，购自天津市科

密欧化学试剂有限公司，批号为 ２０１８０２０６，色谱级；
正二丁胺，购自国药集团化学试剂有限公司，批号

为 ２０１８０３０３，化学纯；超纯水由德国默克密理博仪

器现制。
１． ２ 　 仪器 　 Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ （ 配备紫外检测器）、
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０ Ⅱ高效液相色谱仪 （配备紫外检测

器），购于美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司；电子天平（十万分之

一）和 ＦＥ２８ － ｐＨ 计，购于德国梅特勒 － 托利多公

司；ＫＱ －２５０Ｂ 型超声波清洗仪，昆山市超声仪器有

限公司；ＺＢ８ ／ ＡＫＦ － ３ 水分测定仪，购于瑞士万通

公司；ＤＺＦ － ６０９０ 减压干燥箱，购于上海旌派科技

有限公司。
１． ３　 含量测定方法

１． ３． １　 溶液的制备

１． ３． １． １　 磷酸二丁胺缓冲液　 用移液管量取磷酸

１ ｍＬ，用超纯水稀释至 １０ ｍＬ 制成磷酸溶液；取二

丁胺 １６． ８ ｍＬ，加磷酸溶液 ７０ ｍＬ，边加边搅拌，冷
却后，用磷酸调节 ｐＨ 值至 ２． ５ ± ０． １，加超纯水至

１００ ｍＬ，摇匀即得。
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１． ３． １． ２　 １２． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液　 称取氢氧化

钠 ５０ ｇ，加少量超纯水快速搅拌使溶解，放置冷却

后用超纯水稀释定容至 １００ ｍＬ，摇匀，即得。
１． ３． １． ３　 稀释液的配制　 量取超纯水 ９００ ｍＬ，加入

磷酸 ５． ７１ ｇ，用 １２． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液调节 ｐＨ 值

至 ２． ５ ±０． １，加超纯水至 １０００ ｍＬ，摇匀，即得。
１． ３． １． ４　 流动相的制备　 以水 － 乙腈 － 磷酸二丁

胺溶液 － 四氢呋喃（８０５∶ １１５∶ ２５∶ ５５）为流动相，调
ｐＨ 值 ２． ５ ± ０． １。
１． ３． １． ５　 储备溶液的制备　 称取替米考星标准品

２６． ２３ ｍｇ 于 ２５ ｍＬ 容量瓶中，加流动相配制成 １
ｍｇ ／ ｍＬ 的储备液，备用。
１． ３． １． ６　 标准品溶液的制备　 取替米考星标准品

２６． ２３ ｍｇ，精密称定，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加乙腈 １０
ｍＬ 超声使溶解，用磷酸溶液稀释至刻度，摇匀，作
为标准品溶液。
１． ３． １． ７　 供试品溶液的制备　 精密称取磷酸替米

考星可溶性粉适量（约相当于替米考星 ２５ ｍｇ），置
５０ ｍＬ 量瓶中，加乙腈 １０ ｍＬ 超声溶解，用磷酸溶

液稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液。
１． ３． ２　 色谱条件　 用十八烷基硅烷键合硅胶色谱

柱（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５ μｍ），以水 －乙腈 －磷酸二

丁胺溶液 － 四氢呋喃为流动相；检测波长为 ２８０
ｎｍ；替米考星含量测定流速为 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；理论塔

板数按替米考星顺式异构体峰计算应不低于 ３０００，
替米考星的顺式和反式异构体峰的分离度应符合

要求。
１． ３． ３　 系统适用性试验　 精密称取替米考星标准

品 ２５ ｍｇ，置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加乙腈 １０ ｍＬ，超声

使溶解，再用磷酸溶液稀释至刻度，摇匀，作为对照

品溶液。 精密量取溶液 １０ μＬ 注入高效液相色谱

仪，连续进样 ５ 次，记录色谱图。
１． ３． ４　 专属性考察　 将配置好的替米考星标准品

溶液、供试品溶液、溶剂空白、辅料空白（磷酸溶液、
无水葡萄糖、乳糖），按含量测定项下方法精密量取

１０ μＬ 注入液相色谱仪进行测定，记录色谱图，按
外标法以替米考星峰面积计算。
１． ３． ５　 线性考察　 取替米考星对照品 ５２． ４７ ｍｇ，

精密称定，置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加乙腈 １０ ｍＬ 溶解，
加磷酸溶液稀释至刻度，摇匀，作为储备液。 分别

吸取储备液 ２、４、５、６、８ ｍＬ 于 １０ ｍＬ 的容量瓶中，
分别用磷酸溶液稀释至刻度，摇匀，配制成浓度分

别为 ０． ２、０． ４、０． ５、０． ６、０． ８ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液。 取以

上每个浓度的溶液各 １０ μＬ，分别注入高效液相色

谱仪，记录色谱图，以替米考星（顺式 ＋ 反式）峰面

积与对照品浓度做回归曲线。
１． ３． ６　 定量限和检测限　 将替米考星储备液逐步

稀释，配制成不同浓度标准品溶液，测定相应信噪

比，以信噪比 ３∶ １ 时的浓度为检测限，信噪比 １０∶ １
时的浓度为定量限。
１． ３． ７　 精密度试验

１． ３． ７． １　 方法精密度　 精密称取磷酸替米考星可

溶性粉 ０． ２５ ｇ，置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，超声使其溶解，
制成供试品溶液，称取 ６ 份依次编号，分别精密量

取 １０ μＬ 注入高效液相色谱仪，记录色谱图，计算 ６
次检测的磷酸替米考星可溶性粉中替米考星的含

量和相对标准偏差，按《中国兽药典》 （２０１５ 版）中
规定， 待测成分含量 １０ ％ 时， 精密度 ＲＳＤ 应

≤１． ５％ 。
１． ３． ７． ２　 仪器精密度　 为了确定所用仪器在相同

色谱条件下多次测定结果的重现程度。 试验选用

Ａｇｉｌｅｎｔ １１００ 和 Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０ Ⅱ高效液相色谱仪对供

试品溶液进行考察，取 １０ μＬ 标准品溶液分别注入

两台高效液相色谱仪，连续进样 ５ 次，记录色谱图

至替米考星色谱保留时间的 ２ 倍，计算磷酸替米考

星可溶性粉中替米考星含量的相对标准偏差。
１． ３． ８　 准确度试验　 取磷酸替米考星可溶性粉空

白辅料，称取 ９ 份，分别加入精密称定的替米考星

标准品 １０、１２． ５、１５ ｍｇ 各 ３ 份，置于 ５０ ｍＬ 容量瓶

中，加磷酸溶液适量，加乙腈 １０ ｍＬ，超声溶解，加磷

酸溶液稀释至刻度， 制备出浓度分别为 ８０％ 、
１００％ 、１２０％的低、中、高三个浓度水平的溶液，精
密量取各溶液 １０ μＬ 注入高效液相色谱仪，照含量

测定法进行测定，记录色谱图，分别计算回收率与

标准偏差。
１． ３． ９　 稳定性试验　 将磷酸替米考星可溶性粉制

·９１·
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成 ５０ μｇ ／ ｍＬ 供试品溶液，在室温下分别放置 ０、２、
４、６、８、１２、１６、２０、２４、３６、４８ ｈ，采集不同时间段的色

谱图，考察供试品溶液变化情况。
１． ３． １０　 耐用性试验　 通过改变柱温、流速以及不

同品牌的色谱柱对色谱条件进行微调，检测磷酸替

米考星可溶性粉在不同色谱条件下含量变化，考察

其方法的可行性。
２　 结果与分析

２． １　 系统适用性试验　 试验结果见表 １。 ５ 次测

定的理论塔板数平均为 ５７９３，大于 ３０００ 范围要求；
替米考星的顺式和反式异构体色谱峰之间的分离

度为 ２． ３１，大于 １． ５ 范围要求；替米考星（顺式 ＋反

式）峰面积相对偏差为 ０． ０３％ ，替米考星顺式异构

体保留时间相对标准偏差为 ０． ００％ ，均小于１． ０％ ，
方法的系统性较好。

表 １　 方法系统适用性结果

Ｔａｂ １　 Ｍｅｔｈｏｄ ｓｙｓｔｅｍ ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ
样品序号 １ ２ ３ ４ ５ 平均值 ＲＳＤ ／ ％

理论塔板数（顺式峰） ５７９２ ５７９３ ５７９７ ５７９２ ５７９０ ５７９３ ０． ０４

分离度 ２． ３１ ２． ３１ ２． ３０ ２． ３１ ２． ３０ ２． ３１ ０． ２４

替米考星峰面积（顺式 ＋ 反式） ５４７２ ５４７３ ５４６９ ５４７２ ５４７３ ５４７２ ０． ０３

替米考星保留时间（顺式 ／ ｍｉｎ） ９． ３ ９． ３ ９． ３ ９． ３ ９． ３ ９． ３ ０． ００

２． ２　 专属性试验　 专属性结果见图 １。 结果表明，
将溶剂空白（ａ）、辅料空白（磷酸溶液 ｂ、无水葡萄

糖 ｃ、乳糖 ｄ）、替米考星对照品（ｅ）和供试品（ｆ），按

含量测定项下方法进行测定，溶剂空白、辅料空白

对磷酸替米考星可溶性粉色谱峰均无干扰，供试品

与标准品色谱峰保留时间一致，专属性好。

图 １　 专属性 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｓｐｅｃｉｆｉｃ ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

２． ３　 线性　 标准曲线如图 ２ 所示。 以浓度为横坐

标，峰面积为纵坐标，用最小二乘法做线性回归，替
米考星（顺式 ＋ 反式）峰面积与对照品浓度呈线性

关系的回归方程为 ｙ ＝ １２０４８ｘ － ７７． ６７６，其相关系

数为 Ｒ２ ＝ ０． ９９９８，该结果表明替米考星在浓度为

０． ２ ～ ０． ８ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。

·０２·
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图 ２　 替米考星标准品线性关系图

Ｆｉｇ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ

ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｒｏｄｕｃｔｓ

２． ４　 精密度试验　 计算 ６ 次检测的磷酸替米考星

可溶性粉中替米考星含量、反式异构体及顺式异构

体峰的保留时间相对标准偏差分别为 １． １％ 、
０． ０６％及 ０． １５％ ，均在可接受范围内。 替米考星

反式异构体峰和顺式异构体峰的相对保留时间为

０． ９ ｍｉｎ 和 １． ０ ｍｉｎ，方法精密度良好，符合兽药典

中规定的样品待测成分含量 １０％时，ＲＳＤ 为 １． ５％
范围要求（表 ２）。
２． ５　 定量限和检测限　 按上述色谱条件，将标准

品溶液稀释，以信噪比 ３∶ １ 测得磷酸替米考星检测

限为 ０． ０８ μｇ ／ ｍＬ（０． ０８％ ），信噪比 １０∶ １ 时的浓度

定量限为 ０． ３ μｇ ／ ｍＬ（０． ３％ ）。
２． ６　 准确度试验　 准确度试验结果如表 ３ 所示。
拟定方法下测定的磷酸替米考星可溶性粉的回收

率在 ９７． ２７％ ～９８． ９１％之间，三个不同浓度水平溶

液的平均回收率为 ９７． ９６％ ， 相对标准偏差为

０． ９６％ ，替米考星的回收量与添加量一致，偏差为

０． ０３％ ；符合《中国兽药典》 （２０１５ 版）中规定的当

样品中待测成分含量 １０％ 时，回收率限度应为

９５． ０％ ～１０２． ０％的要求。
表 ２　 方法精密度计算结果

Ｔａｂ ２　 Ｍｅｔｈｏｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ
序号 １ ２ ３ ４ ５ ６ 平均值 ＲＳＤ ／ ％

替米考星含量 ／ ％ １０２． ３ １０３． ４ １０４． ２ １０２． １ １０２． １ １０４． ７ １０３． １ １． １

反式异构体峰保留时间 ／ ｍｉｎ ７． １４１ ７． １４４ ７． １３８ ７． １４４ ７． １３９ ７． １４８ ７． １４２ ０． ０６

顺式异构体峰保留时间 ／ ｍｉｎ ８． ２３２ ８． ２４０ ８． ２３６ ８． ２２２ ８． ２３２ ８． ２３５ ８． ２３３ ０． １５

表 ３　 加标回收率结果

Ｔａｂ ３　 Ｓｐｉｋｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ
浓度

Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ
替米考星添加量 ／ ｇ

Ｅｎｏｘａｃｉｎ ａｄｄｉｔｉｏｎ （ｇ）
替米考星回收量 ／ ｇ

Ｅｎｏｘａｃｉｎ ｒｅｃｙｃｌｉｎｇ ａｍｏｕｎｔ （ｇ）
替米考星回收率 ／ ％

Ｅｎｏｘａｃｉｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ（％ ）

１ ０． ０１００５ ０． ０１０００ ９８． ９１
８０％ ２ ０． ０１００３ ０． ０１０００ ９７． ８１

３ ０． ０１０１７ ０． ０１０１０ ９８． ６１
１ ０． ０１２５０ ０． ０１２０７ ９７． ５６

１００％ ２ ０． ０１２５３ ０． ０１２２８ ９９． ００
３ ０． ０１２５３ ０． ０１２０６ ９７． ６５
１ ０． ０１５００ ０． ０１４５９ ９７． ２７

１２０％ ２ ０． ０１５２５ ０． ０１４９０ ９７． ７３
３ ０． ０１５２４ ０． ０１４８９ ９７． ７６

平均回收率 ／ ％ ９７． ９６
ＲＳＤ ／ ％ ０． ９６

２． ７　 溶液的稳定性 　 试验结果，磷酸替米考星可

溶性粉供试品溶液放置 ２４ ｈ 内峰面积未发生明显

变化，溶液较稳定，ＲＳＤ 小于 １． ５％ ；放置 ３６ ～ ４８ ｈ
时，峰面积增宽增大，计算峰面积的含量不在标示

量范围，相对偏差大于 １． ５％ ，溶液不稳定，流动相

中四氢呋喃与二丁胺溶液易挥发，挥发后有机相浓

度缩小供试品浓度增加，可能造成峰面积增大峰型

增宽。

·１２·
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２． ８　 耐用性试验　 耐用性试验结果见表 ４。 使用

Ａｉｇｌｅｎｔ ＺＯＲＢ（１５０ ×４． ６ ｍｍ ５ μｍ）色谱柱时，色谱峰

分离度最低，含量为 １０５． ３０％；使用 Ａｉｇｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡ
ＳＢ Ｃ１８（２５０ × ４． ６ ｍｍ ５ μｍ）色谱柱时，分离度高，
含量为 １０５． ４０％ ，使用两种色谱柱测定的结果均符

合《中国兽药典》（２０１５ 版）中 ９０． ０％ ～ １１０． ０％ 标

示量范围的要求。 在不同柱温下进行测定，结果显

示测定的含量均在药典规定范围内，但色谱峰保留

时间有差异，温度高出峰快，保留时间短。 不同流

速下测定结果显示，三个不同流速条件下的含量相

对标 准 偏 差 为 １． ２％ ， ｐＨ 值 测 定 含 量 平 均 为

１０５． ０６％ ，检测结果在可接受范围内，方法耐用性

好，替米考星顺式与反式异构体分离度均大于

１． ５％ 。

表 ４　 方法耐用性结果

Ｔａｂ ４　 Ｍｅｔｈｏｄ ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ
变动因素 理论塔板数 分离度 含量 ／ ％

色谱柱 Ｗａｔｅｒｓ ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８ ２５０ × ４． ６ ｍｍ ５ μｍ ６６０１ ２． ５６ １０４． ５
岛津 Ｉｎｔｅｒｔｓｕｓｔａｉｎ Ｃ１８ ２５０ × ４． ６ ｍｍ ５ μｍ ５５８２ ２． ３９ １０４． ４
ＡｉｇｌｅｎｔＺＯＲＢＡ ＳＢ Ｃ１８ １５０ × ４． ６ ｍｍ ５ μｍ ４００３ １． ９４ １０５． ３
Ａｉｇｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡ ＳＢ Ｃ１８ ２５０ × ４． ６ ｍｍ ５ μｍ ６０２１ ２． ３８ １０５． ４

ＲＳＤ ／ ％ ０． ５０
柱温 ３０ ℃ ６１３８ ２． ２８ １０４． ５

２５ ℃ ６０２１ ２． ３８ １０５． ０
２０ ℃ ５５０４ ２． １４ １０４． ３
ＲＳＤ ／ ％ ０． ３４

流速 １． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ ６１６８ ２． １９ １０４． １
１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ ６０３４ ２． ３８ １０２． ８
０． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ ６４９５ ２． ２４ １０５． ３
ＲＳＤ ／ ％ １． ２０

ｐＨ ２． ３ ６０９７ ２． ２１ １０４． ７
２． ５ ６０２８ ２． ３８ １０５． ０
２． ７ ６０５９ ２． ２９ １０６． ５

ＲＳＤ ／ ％ ０． ９２

２． ９　 不同公告方法检测供试品含量　 取四家执行

不同公告企业生产的样品 ４ 批，将选择的样品分别

采用公告 ２２７０、２４５５、２４４０、２１７２ 及拟定方法进行

含量测定（表 ５），结果显示应用 ２４４０、２１７２、２４５５、
２２７０ 号公告中的检测方法时，替米考星色谱峰保留

时间不一致，但在本研究拟定方法下色谱峰保留时

间一致，含量测定结果一致，相对标准偏差均小于

１％ 。 应用本研究拟定方法，４ 批样品的检测结果

均符合 ４ 个公告中标示量的 ９０． ０％ ～ １１０． ０％ 的

要求。

表 ５　 不同公告方法样品测定结果

Ｔａｂ ５　 Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｎｏｕｎｃｅｍｅｎｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ

厂家 批号
２１７２ 公告
含量 ／ ％

２４４０ 公告
含量 ／ ％

２４５５ 公告
含量 ／ ％

２２７０ 公告
含量 ／ ％

拟定方法
含量 ／ ％ 平均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

江西省特邦动物药业
有限公司

２０１８０４０２ ９０． ９ ９０． ４ ９０． ０ ９０． ３ ９０． １ ９０． ３ ０． ３９

山东鲁抗舍里乐药业有限
公司高新区分公司

１８０３００１ １００． ６ １００． ９ １００． ４ １０１． ６ １０１． ９ １０１． １ ０． ６４

广东温氏大华农生物科技
有限公司动物保健品厂

２０１８０１０１ １０１． ６ １０１． ９ １０２． ８ １０３． ３ １０２． ３ １０２． ３ ０． ６７

宁夏泰瑞制药股份有限公司 Ｆ８３１９０５０３ １０２． ２ １０２． ０ １０３． ９ １０２． ２ １０２． ８ １０２． ６ ０． ７６

　 　 加粗字体为各企业执行相应公告结果

·２２·
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２． １０　 样品测定　 采用拟定方法对四家企业的 １１
批样品进行了含量测定，并与各企业原公告方法的

结果进行了对比，结果一致（表 ６）。 １１ 批样品含磷

酸替米考星按替米考星计，含量均在标示量的

９０． ０％ ～１１０％ 。

表 ６　 样品含量测定结果

Ｔａｂ ６　 Ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ
供试品生产厂家 批号 执行方法 替米考星含量 ／ ％

２４４０ 号公告 １０１． ９

广东温氏大华农生物科技有限公司保健品厂 ２０１８０１０１ 拟定方法 １０２． ３

２０１８０１０２ 拟定方法 １０７． ５

２０１８０１０３ 拟定方法 １０６． １

２１７２ 号公告 １０２． ２

宁夏泰瑞制药股份有限公司 Ｆ８３１９０５０３ 拟定方法 １０２． ８

河北维尔利动物药业集团有限公司 １８０１２３０１ 拟定方法 １０７． ２

１８０１２３０２ 拟定方法 １０６． ６

１８０１２３０３ 拟定方法 １０６． ２

保定冀中药业有限公司 ２０１８０３００１ 拟定方法 １０１． ９

２４５５ 号公告 １００． ４

山东鲁抗舍里乐股份有限公司 １８０３００１ 拟定方法 １０１． ９

１８０３００２ 拟定方法 １０４． ５

１８０３００３ 拟定方法 １０５． １

３　 讨论与结论

３． １　 色谱条件的考察　 《中国兽药典》（２０１５ 版）、

《美国兽药典》及四个公告中替米考星含量测定项

色谱系统一致，均以水 －乙腈 － 磷酸二丁胺溶液 －

四氢呋喃为流动相，仅比例不同，各比例下测定样

品结果一致。 仅 ２４４０ 号公告流动相比例配比超过

１０００，实验操作不便。 经过反复试验，采用水 － 乙

腈 －磷酸二丁胺溶液 －四氢呋喃 ＝ ８０５∶ １１５∶ ２５∶ ５５

为流动相，磷酸替米考星可溶性粉中替米考星顺式

反式异构体峰分离度良好，且与《中国兽药典》中替

米考星原料药含量测定流动相比例是一致的。

３． ２　 对照品处理方法的考察　 四个公告中对照品

处理方法有三种，２１７２ 号公告采用乙腈和流动相处

理，因流动相中已含有乙腈，故此条件下处理增加

了乙腈的用量，流动相中还含有四氢呋喃，有刺激

性气味。 对人体危害性较大，且对色谱柱有腐蚀作

用；２２４０ 号公告使用磷酸溶液处理，因对照品为替

米考星，不溶于水，在磷酸溶液中溶解较缓慢；２２７０

和 ２４５５ 号公告均采用乙腈和磷酸溶液处理，与《中

国兽药典》替米考星原料药对照品处理方法一致，

本研究采用此法处理，结果准确可靠，在能保证控

制产品质量的基础上，减少了有毒试剂四氢呋喃和

乙腈的使用。

３． ３　 供试品处理方法考察　 各公告下处理的样品

所测得结果基本一致，方法间 ＲＳＤ 均小于 ２． ０％ 。

但 ２１７２ 号公告采用乙腈和流动相处理样品，增加

了有毒试剂四氢呋喃和乙腈的使用。 并且实验中

偶尔会出现色谱峰前伸现象。 本研究采用了同

２４４５ 号公告和 ２２７０ 号公告一致的的处理方法，即

选择乙腈和磷酸溶液处理供试品，而且与对照品处

理方法保持一致，减小了测定误差，有效分离出了

替米考星的顺反式异构体，辅料空白试验对色谱峰

保留时间无干扰。

３． ４ 　 不 同 仪 器 保 留 时 间 考 察 　 分 别 使 用

Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０和 Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ 两台仪器对供试品溶液

在同一条件下进行检测，Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０ 色谱仪中主峰

·３２·
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保留时间都在 ８． ２ ｍｉｎ 左右，理论塔板数最低可达

３０４６７，峰面积 ＲＳＤ 为 ０． １％ ，保留时间 ＲＳＤ 小于

２％ ；Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ 色谱仪中主峰保留时间为 ７． ８ ｍｉｎ
左右，理论塔板数最低可达 １１８７４，峰面积 ＲＳＤ 为

０． ２１％ ，保留时间 ＲＳＤ 小于 ２％ ；对比分析两台仪

器测定结果，色谱峰保留时间存在一定差异，但不

同仪器上标准品色谱峰保留时间与供试品色谱峰

保留时间一致。
本研究建立的 ＨＰＬＣ 法测定磷酸替米考星可

溶性粉中替米考星含量的分析方法，通过与 ４ 个公

告对比分析，该方法专属性强、准确性高、重复性

好，回收率、精密度和稳定性较理想，可为磷酸替米

考星可溶性粉的质量标准的建立提供科学依据，可
用于磷酸替米考星可溶性粉整体质量的控制和

评价。
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