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［摘　 要］ 　 建立了伊维菌素纳米乳中伊维菌素含量的高效液相色谱检测方法（ＨＰＬＣ）。 采用 Ｃ１８
色谱柱（４． ６ × ２５０ ｍｍ，５ μｍ），以甲醇 －乙腈 － 水（４０∶ ５５∶ ５）为流动相，流速 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波

长 ２５４ ｎｍ，进样量 １０ μＬ，柱温 ２５ ℃。 伊维菌素浓度在 ４． ６ ～ ９２． ０ μｇ ／ ｍＬ 时，其峰面积与浓度线性

关系良好（ ｒ２ ＝ ０． ９９９６），回收率高，平均回收率为 ９８． ２５％ ～ ９８． ７６％ 。 精密度良好，ＲＳＤ 均小于

２％ ，色谱峰图无杂质干扰，稳定性高，本操作方法简便，分析快速，结果准确，适用于伊维菌素纳米

乳剂的含量测定。
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　 　 伊维菌素（Ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ，ＩＶＭ）具有广谱、高效、安

全等优点，是一种使用广泛的抗寄生虫药物，对动

物体内外寄生虫，尤其是线虫和节肢动物，具有高

效驱杀作用［１ － ２］。 由于伊维菌素几乎不溶于水，明

显制约了伊维菌素的应用范围，尤其在制备伊维菌

素注射剂型时，溶解伊维菌素需要大量使用有机溶

剂，不仅增加了生产成本，也增大了对动物的刺激

性［３］。 伊维菌素由于其高效驱杀皮肤寄生虫的作

用，常被用于制备抗牛羊寄生虫的透皮药物，但普

通的透皮剂型效果不佳。 为克服伊维菌素注射及

透皮剂型的缺点，本研究室制备了高含水量的伊维

菌素纳米乳剂，为水包油型乳剂，不仅降低了企业

生产成本以及对动物的刺激性，而且已有研究表

明，纳米乳剂能显著增加药物的透皮效果［４］，这为

兽医临床中伊维菌素的应用提供了可选择的新剂

型。 由于自制伊维菌素纳米乳剂的进一步研究需

要，本研究建立了纳米乳剂中伊维菌素的高效液相

色谱含量检测方法，从而为自制伊维菌素纳米乳剂

的稳定性考察以及含量检测提供技术支持。

１　 材料与仪器　

１． １　 材料　 伊维菌素标准品，含量 ９２． ０％ ，中国食

品药品检定研究院；伊维菌素，含量 ９５． ７％ ，河北美

荷药业有限公司；伊维菌素纳米乳剂样品（自制），

规格为 １％伊维菌素纳米乳剂；乙腈 ／甲醇均为色谱

纯，赛默飞世尔科技公司。

１． ２ 仪器　 高效液相色谱仪，ＬＣ － ２０ＡＴ，日本岛津

公司；二级管阵列检测器，ＳＰＤ － Ｍ２０Ａ，日本岛津公

司； ＩｎｅｒｔＳｕｓｔａｉｎ Ｃ１８ 色谱柱（４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，

５ μｍ），岛津技迩（上海）商贸有限公司；纯水仪，

ＸＹＥ２ － ２０ － Ｈ 型，北京湘顺源科技有限公司；电子

分析天平，ＭＳ１０４ＴＳ ／ ０２ 型，梅特勒 － 托利多 （上

海）有限公司；实验室 ｐＨ 计，ＦＥ２０ 型，梅特勒 － 托

利多（上海）有限公司。

２　 方法与结果

２． １　 色谱条件　 色谱柱：Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，

５ μｍ）；流动相： 甲醇：乙腈：水（４０∶ ５５∶ ５）；检测波长

２５４ ｎｍ；流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；注温：２５ ℃；进样量：１０ μＬ。

２． ２　 溶液制备

２． ２． １　 对照品溶液制备　 精密称取经干燥至恒重

的伊维菌素对照品 １０ ｍｇ，置 １００ ｍＬ 容量瓶中，加

流动相稀释至刻度，摇匀，制成 ９２． ０ μｇ ／ ｍＬ 的对照

品储备液。 精密量取 １ ｍＬ 对照品储备液，置于

１０ ｍＬ容量瓶中，容量瓶中加入流动相稀释至刻度，

摇匀， ０． ４５ μＭ 微孔滤膜过滤， 制备为浓度为

９． ２０ μｇ ／ ｍＬ的对照品溶液。

２． ２． ２　 供试品溶液制备　 按照配方比例制备伊维

菌素纳米乳剂，精密取样品适量（相当于伊维菌素

１０ ｍｇ），置 １００ ｍＬ 容量瓶中，加流动相充分溶解并

稀释至刻度，摇匀。 精密量取 １ ｍＬ 置 １０ ｍＬ 容量

瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，用 ０． ４５ μＭ 微孔

滤膜过滤，制备为供试品溶液。

２． ２． ３　 阴性对照溶液制备 　 按配方比例量取与

供试品相当的空白纳米乳剂（不含伊维菌素，其

他成分与伊维菌素纳米乳剂相同） 适量，按照

２ ． ２ ． ２项下供试品溶液的制备方法制备为阴性

对照溶液。

２． ３　 系统适用性和专属性试验　 分别取伊维菌素

对照品溶液、供试品溶液和阴性对照溶液，按 ２． １

项色谱条件测定，结果见图 １。 在该色谱条件下，伊

维菌素 Ｈ２Ｂ１ｂ 和 Ｈ２Ｂ１ａ 峰保留时间分别为 ７． １ 和

８． １ ｍｉｎ 左右，阴性对照在此时间附近未出峰，因

此，对伊维菌素 ＨＰＬＣ 的测定没有影响，专属性能

满足检测要求。

２． ４　 线性试验　 精密量取对照品储备液 ０． ５、１． ０、

３． ０、８． ０、１０ ｍＬ 分别置于 １０ ｍＬ 容量瓶中，加流动

相稀释至刻度，摇匀，配置成浓度分别为 ４． ６、９． ２、

２７． ６、７３． ９、９２． ０ μｇ ／ ｍＬ 的系列对照品溶液。 按

２􀆰 １ 项下色谱条件测定，以 Ｂ１ａ 和 Ｂ１ｂ 峰面积总和

（ｙ）对伊维菌素的浓度（ｘ，μｇ ／ ｍＬ）进行线性回归，

方程为 ｙ ＝ １５２８５ｘ ＋ １２５８４，ｒ２ ＝ ０． ９９９６。 结果表明

伊维菌素在 ４． ６ ～ ９２． ０ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良

好（图 ２）。
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图 １　 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

图 ２　 伊维菌素标准曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ
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２． ５　 回收率测定　 取适量伊维菌素对照品并添加

配方剂量的空白纳米乳剂基质，超声溶解后用流动

相稀释为高（１１０． ４ μｇ ／ ｍＬ）、中（９２． ０ μｇ ／ ｍＬ）、低
（７３． ６ μｇ ／ ｍＬ）３ 种理论浓度的对照品，每个浓度配

制 ３ 份，按 ２． １ 项下色谱条件测定其含量，计算回

收率，结果见表 １。 结果表明高、中、低浓度对照品

的平均回收率为 ９８． ２５％ ～ ９８． ７６％ 。 该方法回收

率符合要求。

表 １　 伊维菌素的回收率（ｎ ＝３）

Ｔａｂ １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ Ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ

理论浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １）
Ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

实测浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １）
Ｍｅａｓｕｒｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

平均回收率
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ＲＳＤ ／ ％

７３． ６

７１． ８４ ９７． ６１

７２． ４５ ９８． ４３

７２． ８５ ９８． ９８

９８． ３４ ０． ７０

９２． ０

９１． ７５ ９９． ７３

９０． ２５ ９８． １０

９０． ５８ ９８． ４６

９８． ７６ ０． ８８

１１０． ４

１０８． ２０ ９８． ００

１０９． ５６ ９９． ２４

１０７． ６５ ９７． ５１

９８． ２５ ０． ９１

　 　 回收率 Ｒ％ ＝ 实测浓度 ／ 理论浓度 × １００％

２． ６　 精密度的测定　 取批号 ２０１９１０３０ 的伊维菌素

纳米乳剂样品适量（约相当于伊维菌素 １０ ｍｇ），精
密称定，按高、中、低三个浓度水平分别添加伊维菌

素原料试药，制备为向已知含量制剂中添加已知测

定物的添加样品，每个浓度水平的添加样品分别制

备 ３ 份供试品。 按 ２． ２． ２ 项制成供试品溶液，进行

含量测定，计算精密度，结果见表 ２。 结果表明高、
中、低浓度供试品回收率为 ９７． ２５％ ～ １００． １４％ ，精
密度良好，ＲＳＤ 小于 ２％ 。

表 ２　 精密度试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ

添加量 ／ ｍｇ
Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ａｄｄｉｔｉｏｎ ／ ｍｇ

取样量 ／ ｍＬ
Ｓａｍｐｌｅ ｉｎｔａｋｅ ／ ｍＬ

样品中伊维菌素含量 ／ ｍｇ
Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ

ｉｎ ｓａｍｐｌｅ ／ ｍｇ

实测含量 ／ ｍｇ
Ｍｅａｓｕｒｅｄ ｃｏｎｔｅｎｔ
ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ／ ｍｇ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

高

中

低

３０． ３ １． ０ １０． ０ ３９． ７８ ９８． ２８

３０． ４ １． ０ １０． ０ ４０． ０２ ９８． ７５

３０． ０ １． ０ １０． ０ ３９． ４６ ９８． ２０

２０． １ １． ０ １０． ０ ２９． ７２ ９８． １１

２０． ３ １． ０ １０． ０ ３０． ３３ １００． １４

２０． ０ １． ０ １０． ０ ２９． ８８ ９９． ４０

１０． ０ １． ０ １０． ０ １９． ６４ ９４． ６０

１０． ２ １． ０ １０． ０ １９． ９２ ９７． ２５

１０． １ １． ０ １０． ０ １９，６０ ９５． ０５

１． ８９
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２． ７　 检测限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ）测定　 取伊维

菌素储备液分别配制为 ０． ０４６、 ０． ０９２、 ０． １８４、
０． ３６８ μｇ ／ ｍＬ浓度的检测溶液，按 ２． １ 项下色谱条

件后过微孔滤膜进样测定，测得基线噪音值，以 １０
倍信噪比（Ｓ ／ Ｎ ＞ １０）所对应的伊维菌素浓度为最

低定量限，确定本方法定量限为 ０． ０９２ μｇ ／ ｍＬ。 以

３ 倍信号强度与噪声强度的比值（Ｓ ／ Ｎ ＞ ３）所对应

的伊维菌素浓度为检出限，确定本方法检出限为

０􀆰 ０４６ μｇ ／ ｍＬ。
２． ８　 样品含量测定　 精密量取 ３ 批次的伊维菌素

纳米乳剂样品，每批次 ３ 份，按 ２． ２． ２ 项制备为供

试品溶液， 进行含量测定。 结果表明， 批号为

２０１９１００１、２０１９１１１５、２０１９１１３１ 的 ３ 批样品中伊维

菌素平均含量分别为标示量的 ９８． ３７％ 、９９． ６８％ 、
１００． ０４％ ，符合规定。
３　 结　 论

紫外吸收峰值检测结果表明，伊维菌素在

２４４ ｎｍ附近有最大吸收。 但对比检测色谱图发现，
２４４ ｎｍ 液相色谱图杂峰对伊维菌素的主峰稍有干

扰，而 ２５４ ｎｍ 色谱图则分离良好。 此外，参考兽药

典 ２０１５ 版要求，伊维菌素应在 ２５４ ｎｍ 处进行检

测，所以本研究建立的纳米乳中伊维菌素含量检测

方法选择 ２５４ ｎｍ 进行检测。 通过色谱结果的比较

分析，在 ２５４ ｎｍ 波长下测定，能够获得最大的灵敏

度和抗干扰能力。
本实验室前期研发了伊维菌素微乳剂型［４］，为

了更好的改良剂型，继续研发了伊维菌素纳米乳

剂。 纳米乳与微乳是近年来研究的热点载药剂型，
两种剂型都是由油相、水相、表面活性剂以及助表

面活性剂按照一定比例制备而成的粒径在 １００ ～
１０００ ｎｍ 范围内的外观澄清透明的剂型［５］，但与微

乳不同的是，纳米乳的制备需要借助外来能量（如
机械搅拌或组分的化学能） 才能形成稳定的体

系［６］。 纳米乳剂最早在农药相关制品中被应用，由
于其水溶性好、稳定性好，最大限度的发挥了除草

剂、杀虫剂以及一些杀菌剂的杀灭能力［７］。 在中药

挥发油领域中纳米乳剂也被广泛应用［８］，研究表

明，将挥发油类药物制备为纳米乳剂，可以改善配

方的稳定性，增强药物与细胞或受体的相互作用，
增强靶向性，提高生物利用度，改善药物对粘膜、皮
肤的通透性，减少药物对组织的刺激性，并有效保

护挥发油的挥发和降解。 近年来，纳米乳剂也有在

抗生素中作为载药体系应用的报道，尤其对于难溶

于水的药物，如由乙酰甲喹、利福昔明、氟苯尼考等

药物制备的纳米乳剂［９ － １１］，研究表明乙酰甲喹纳米

乳剂制品安全性良好，纳米乳剂能显著增加乙酰甲

喹的透皮效果，并且相对生物利用度能达到乙酰甲

喹溶液制剂的 ６９４． ４５％ ［９］。 另外由于纳米乳剂具

有无限溶于水，在水中分散良好的优点，研究人员

研制了水产用伊维菌素纳米乳剂，解决了水产用乳

油剂杀虫剂的局限［１２ － １３］。 在局部用药中纳米乳剂

也有较为广泛的应用［６］，佛司可林纳米乳剂被研制

成为透皮制剂，透皮效果显著［１４］。
综合纳米乳剂的剂型优势以及兽医临床使用

的需要，本实验室研发了兽用伊维菌素纳米乳剂，
为更好的对新剂型药物的稳定性考察及含量检测，
建立了纳米乳剂中伊维菌素的 ＨＰＬＣ 含量检测方

法。 本方法分离度好，伊维菌素 Ｈ２Ｂ１ｂ 和 Ｈ２Ｂ１ａ
峰保留时间分别为 ７． １ 和 ８． １ ｍｉｎ 左右，峰形好，基
本无拖尾，杂质不干扰实验测定，而且采用外标法

测定伊维菌素纳米乳剂的含量操作简单，结果准

确，回收率高，重复性好，是伊维菌素纳米乳剂中伊

维菌素含量检测的简便、快速、准确的方法。
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