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［摘　 要］ 　 建立了盐酸林可霉素乳房注入剂（泌乳期）有关物质的检查方法。 参考《中国兽药典》
盐酸林可霉素注射液的含量测定色谱条件及有关物质限度范围，借鉴乳房注入剂含量测定的供试

品提取方法，建立了有关物质检查方法，保证了方法的一致性和通用性。 方法验证结果显示，本方

法专属性较强，准确度和精密度符合要求，耐用性良好，适用于对盐酸林可霉素乳房注入剂进行有

关物质检查，完善了标准对产品的质量控制功能，被收载入 ２０２０ 年版《中国兽药典》。
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ｓｔａｎｃｅｓ； ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｃｙ； ｇｅｎｅｒａｌｉｔｙ．

　 　 林可霉素属于林可胺类抗生素，能特异性的阻

止细菌 ｍＲＮＡ 与核糖体的有效结合， 阻断肽链延

长，从而抑制细菌细胞内蛋白质合成，造成细菌死

亡。 其主要用于革兰氏阳性菌如链球菌、葡萄球菌

的治疗，同时对部分革兰氏阴性菌如大肠埃希菌等

也具有一定的抑菌效果［１ － ３］。 盐酸林可霉素乳房

注入剂是由林可霉素与油性基质混合制得的混悬

型半固体制剂，用于奶牛泌乳期乳房炎的治疗［４］。
经国家兽药基础数据库［５］查询，目前有 ２６ 家兽

药生产企业获得了盐酸林可霉素乳房注入剂（泌乳

期）的批准文号。 该产品在市场上占有量大，产品性

质稳定，质量标准成熟。 因此，按照农业行业（国家）
标准项目兽药国家标准制修订计划，将其收入 ２０２０
版《中国兽药典》，有利于对其进行质量控制和监管。

盐酸林可霉素乳房注入剂（泌乳期）原质量标准

收载于 ２０１７ 年版《兽药质量标准》（化学药品卷） ［６］。
该标准的主要缺陷是缺少有关物质检查项，无法对

产品的安全性进行有效控制。 因此，参考《中国兽药

典》盐酸林可霉素注射液的含量测定色谱条件及有关

物质限度范围，借鉴乳房注入剂含量测定的供试品提

取方法，建立了有关物质检查方法，方法验证结果显

示，该方法专属性较强，精密度和准确度符合要求，耐
用性良好，被收载入 ２０２０ 年版《中国兽药典》［７］。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １　 供试品　 共收集到来自 ３ 家兽药生产企业

的 ４ 批样品，见表 １。

表 １　 盐酸林可霉素乳房注入剂（泌乳期）样品信息

Ｔａｂ １　 Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｏｆ ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ

ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎｔｒａｍａｍｍａｒｙ ｉｎｆｕｓｉｏｎ （ ｌａｃｔａｔｉｎｇ ｃｏｗ）
生产企业编号 产品批号

１ ２０１７０８０２
１ ２０１７０８０３
２ ＤＤＭ１８０４０２
３ ２０１７０７１４

１． １． ２ 对照品 　 头孢喹肟对照品来源为中国兽医

药品监察所，批号 ／含量：Ｋ０１０１５０３ ／ ８４． ６％ 。
１． １． ３ 　 仪器及设备 　 高效液相色谱仪（ＨＰＬＣ）
（Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 色谱系统，Ｅｍｐｏｗｅｒ ２ 色谱工作站）；
二极管阵列检测器（ＰＤＡ）（Ｗａｔｅｒｓ ２９９８）；ＸＳ２０５ 分

析天平（Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ）。
１． ２　 方法

１． ２． １　 含量测定方法的建立　 盐酸林可霉素乳房

注入剂质量标准中含量测定色谱条件与《中国兽药

典》盐酸林可霉素注射液含量测定和有关物质的色

谱条件均一致。 因此，拟采用与上述一致的色谱条

件，以保证标准的一致性和通用性。
注射液有关物质供试品溶液的浓度为 ４ ｍｇ ／

ｍＬ，为保证杂质的充分检出，供试品溶液浓度拟与

其一致。 再借鉴乳房注入剂原质量标准中含量测

定项下供试品的提取方法，适当提高供试品取样

量，确定供试品溶液配制方法为：取本品约 ２． ０ ｇ
（相当于林可霉素 １００ ｍｇ），精密称定，置具塞离心

管中，加石油醚 （沸程 ９０ ～ １２０ ℃） １０ ｍＬ，振摇

１ ｍｉｎ，离心 ５ ｍｉｎ（３５００ ～ ４０００ 转 ／分钟），弃去上清

液，挥干，沉淀加水 １２ ｍＬ 使溶解，转移至 ２５ ｍＬ 量

瓶中，用流动相洗涤离心管，洗液并入量瓶中，加流

动相稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液。
采用上述方法，测定 ３ 家企业林可霉素乳房注

入剂及对应原料的有关物质，对二者进行比较，参
考注射液有关物质限度，结合制剂测定数据，制定

合理的杂质限度。
１． ２． ２　 拟定有关物质方法　 取本品约 ２． ０ ｇ（相当

于林可霉素 １００ ｍｇ），精密称定，置具塞离心管中，
加石油醚（沸程 ９０ ℃ ～ １２０ ℃）１０ ｍＬ，振摇 １ ｍｉｎ，
离心 ５ ｍｉｎ（３５００ ～ ４０００ 转 ／分钟），弃去上清液，挥
干，沉淀加水 １２ ｍＬ 使溶解，转移至 ２５ ｍＬ 量瓶中，
用流动相洗涤离心管，洗液并入量瓶中，加流动相稀

释至刻度，摇匀，作为供试品溶液。 精密量取 １ ｍＬ，
置 １００ ｍＬ 量瓶中，加水 ４８ ｍＬ，用流动相稀释至刻

度，摇匀，作为对照溶液。 精密量取供试品溶液和对

照溶液各 １０ μＬ，分别注入液相色谱仪，用十八烷基
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硅烷键合硅胶为填充剂；以 ０􀆰 ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硼砂溶液（用
磷酸调节 ｐＨ 值至 ５． ０） － 甲醇 － 乙腈（６７∶ ３３∶ ２）为
流动相；检测波长为２１４ ｎｍ。 记录色谱图至主成分

峰保留时间的 ３ 倍。 供试品溶液色谱图中如有杂质

峰，除林可霉素 Ｂ 峰外，单个杂质峰面积不得大于对

照溶液主峰面积（１􀆰 ０％），各杂质峰面积的和不得大

于对照溶液主峰面积的 ２ 倍（２． ０％），供试品溶液色

谱图中任何小于对照溶液主峰面积 ０． ０５ 倍的色谱

峰可忽略不计。
１． ２． ３　 方法验证 　 按照《中国兽药典》附录 ９１０１
分析方法验证指导原则［３］要求进行了方法验证。
１． ２． ３． １　 专属性

１． ２． ３． １． １ 　 干扰试验　 分别取溶剂空白、两种不

同辅料及制剂，按照拟定方法配制成相应供试品溶

液进行测定，采集色谱图，考察溶剂和辅料对制剂

有关物质检查是否产生干扰。
１． ２． ３． １． ２ 　 破坏性试验［８］ 分别取空白辅料及本

品，照下述方法分别进行高温、氧化、碱降解、酸降

解破坏后，制备成供试品溶液进行测定。
（１）空白辅料　 取空白辅料约 ２． ０ ｇ，照供试品

溶液配制方法，配制空白辅料的供试品溶液。
（２）未降解　 取本品约 ２． ０ ｇ，照供试品溶液配

制方法，配制未降解的供试品溶液。
（３）酸降解　 分别取空白辅料及本品各约２． ０ ｇ，

置具塞离心管中，加６ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液１ ｍＬ，室温反应

１ 小时，用６ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液１ ｍＬ 中和，照供试品

溶液配制方法，配制酸降解供试品溶液。
取 ６ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液 １ ｍＬ 和 ６ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化

钠溶液 １ ｍＬ，置具塞离心管中，室温反应 １ 小时，照
供试品溶液配制方法，配制酸降解溶剂空白溶液。

（４） 碱降解 　 分别取空白辅料及本品各约

２． ０ ｇ，置具塞离心管中，加饱和氢氧化钠溶液（室
温 ３０ ℃，约 ２９． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ）１ ｍＬ，室温反应 ２４ ｈ，用浓

盐酸溶液 ２． ５ ｍＬ 中和，照供试品溶液配制方法，配
制碱降解供试品溶液。

取饱和氢氧化钠溶液１ ｍＬ 和浓盐酸溶液２．５ ｍＬ，
置具塞离心管中，室温反应 ２４ ｈ，照供试品溶液配

制方法，配制碱降解溶剂空白溶液。

（５）氧化降解　 分别取空白辅料及本品约２．０ ｇ，置
具塞离心管中，加 ３％双氧水溶液 １ ｍＬ，室温反应１ ｈ，
照供试品溶液配制方法，配制氧化降解供试品溶液。

取３％双氧水溶液１ ｍＬ，置具塞离心管中，照供试

品溶液配制方法，配制氧化降解溶剂空白溶液。
（６）高温降解　 分别取空白辅料及本品，置锥

形瓶中，在 １０５ ℃放置 ７ ｈ，分别取 ２． ０ ｇ，置具塞离

心管中，照供试品溶液配制方法，配制高温降解供

试品溶液和空白溶液。
（７）光照降解　 考虑到各企业的上市包装均为不

透光的塑料注射器，在产品贮存和运输过程中均无接触

强光照射的可能，故未考察强光照射降解的有关物质。
１． ２． ３． ２ 　 精密度 　 取有关物质检查项下对照溶

液，照该方法重复进样 ５ 次，计算主峰保留时间、峰
面积的 ＲＳＤ，考察方法精密度。
１． ２． ３． ３ 　 溶液稳定性 　 取有关物质项下对照溶

液，在室温放置 ０、３、６、９、１２ ｈ 后采集色谱图，考察

溶液稳定性。
１． ２． ３． ４　 定量限和检测限　 配制不同浓度林可霉素

对照品溶液并测定相应信噪比，以信噪比约为３：１ 时的

浓度为检测限，信噪比约为１０：１ 时的浓度为定量限。
１． ２． ３． ５ 　 线性　 取林可霉素对照品适量，精密称

定，用流动相溶解，分别制成 ４ μｇ ／ ｍＬ、１６ μｇ ／ ｍＬ、
４０ μｇ ／ ｍＬ、８０ μｇ ／ ｍＬ 的溶液，采集色谱图。 以峰面

积与对照品浓度作图，用最小二乘法进行线性回

归，考察供试品浓度与峰面积是否呈线性关系。
１． ２． ３． ６　 耐用性　 采用供试品溶液对该方法的下

列可变动因素———不同品牌的色谱柱、柱温及流速

的耐用性进行考察。
１． ２． ４　 供试品测定　 取上述三家企业的四批供试

品，按上述方法进行测定，以制订合理的限度范围。
２　 结果与分析

２． １　 有关物质检查方法的建立　 通过比较制剂与

对应原料杂质分布情况，发现企业 １ 和 ２ 制剂与原

料有关物质的杂质谱基本一致，制剂较原料有关物

质的量稍有增加。 企业 ３ 制剂较原料有关物质数

目及含量均有明显增加，推测为制剂制备工艺控制

不佳所致［９］。 尽管如此，３ 家企业的所有批次制剂

·２４·
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有关物质含量均低于注射液质量标准中的有关物

质限量。 因此本方法有关物质的限量参照《中国兽

药典》盐酸林可霉素注射液质量标准中有关物质限

量的规定：供试品溶液色谱图中如有杂质峰，除林

可霉素 Ｂ 峰外，单个杂质峰面积不得大于对照溶液

主峰面积（１． ０％ ），各杂质峰面积的和不得大于对

照溶液主峰面积的 ２ 倍（２． ０％ ）。

表 ２　 各企业制剂与原料有关物质比较

Ｔａｂ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｏｆ

ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｒａｗ ｍａｔｅｒｉａｌｓ ｏｆ ｖａｒｉｏｕｓ ｅｎｔｅｒｐｒｉｓｅｓ

企业 ／ 批号
原料 制剂

单个杂质
／ ％

总杂质
／ ％

单个杂质
／ ％

总杂质
／ ％

企业
１ ／ ２０１７０８０２ ０． ２３ ０． ２３ ０． ３５ ０． ５４

企业 １
／ ２０１７０８０３ ０． ２３ ０． ２３ ０． ３１ ０． ４５

企业
２ ／ ＤＤＭ１８０４０２ ０． １９ ０． １９ ０． ３１ ０． ４５

企业
３ ／ ２０１７０７１４ ０． １６ ０． １６ ０． ３２ ０． ９２

２． ２　 方法学验证

２． ２． １　 专属性

２． ２． １． １ 　 干扰试验 结果显示，溶剂空白、注射用

大豆油（企业 １、３ 主要辅料）、轻质液体石蜡（企业

２ 主要辅料）在林可霉素、林可霉素 Ｂ（与林可霉素

相对保留时间为 ０． ４ ～ ０． ７）及其他杂质出峰位置

均无明显色谱峰，对有关物质测定均无干扰。
２． ２． １． ２ 　 破坏试验　 在酸、碱、氧化、高温等剧烈

条件下，空白辅料未产生明显降解产物，不干扰有

关物质检测。 供试品对强碱及高温稳定，饱和氢氧

化钠作用 ２４ 小时或 １０５ ℃作用 ７ 小时有关物质未

发生明显变化。 在强酸和强氧化破坏条件下，有关

物质明显增加，但仍可与原有关物质实现良好分

离，且各有关物质峰纯度均小于阈值，为单一物质

峰（见表 ３）。
２． ２． ２　 精密度　 如表 ４ 所示，连续进样 ５ 针保留

时间和峰面积 ＲＳＤ 均小于 ２． ０％ ，显示方法精密度

良好。

表 ３　 破坏性试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｖｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
降解条件 酸降解 碱降解 氧化降解 高温降解

主峰与相邻峰分离度 ３． ７ ／ ７． ５ ４． ９ ／ ４． ４ ３． ９ ４． ７ ／ ４． ３
ＲＴ ＝ ５０ ｍｉｎ 杂质纯度角度 ／ 阈值 ９． ２９３ ／ １０． １６３ ８． ８８１ ／ ９． ４７３ ９． ５９８ ／ ９． ７５６ １１． ３６４ ／ １１． ４９４
ＲＴ ＝ ５０ ｍｉｎ 杂质与相邻峰分离度 １４． ０ ／ ３． ７ ２． ２ ／ ４． ９ ７． ３ ／ ３． ９ ２． ４ ／ ４． ７
ＲＴ ＝ ７２ ｍｉｎ 杂质纯度角度 ／ 阈值 ６． ９９４ ／ ７． １１２ １７． ９８３ ／ １８． ４３２ ／ ２１． ２０８ ／ ２１． ６４４
ＲＴ ＝ ７２ ｍｉｎ 杂质与相邻峰分离度 ７． ５ ４． ４ ／ ４． ３
ＲＴ ＝ １６ ｍｉｎ 杂质纯度角度 ／ 阈值 １． ２４９ ／ ２． １５６ ／ ／ ／
ＲＴ ＝ １６ ｍｉｎ 杂质与相邻峰分离度 ４． ８ ／ ／ ／
ＲＴ ＝ ２０ ｍｉｎ 杂质纯度角度 ／ 阈值 ／ ／ １． ０８７ ／ １． １３９ ／
ＲＴ ＝ ２０ ｍｉｎ 杂质与相邻峰分离度 ／ ／ ２． ７ ／
ＲＴ ＝ ２７ ｍｉｎ 杂质纯度角度 ／ 阈值 ／ ／ ０． ２０２ ／ １． １４３ ／
ＲＴ ＝ ２７ ｍｉｎ 杂质与相邻峰分离度 ／ ／ ２． ７ ／ ７． ３ ／

图 １　 未降解供试品溶液色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｕｎｄｅｇｒａｄｅｄ ｔｅｓｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

·３４·
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表 ４　 精密度试验结果

Ｔａｂ ４　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
编号 １ ２ ３ ４ ５ 平均值 ＲＳＤ（％ ）

保留时间 ／ ｍｉｎ ６０． ８２２ ６０． ７１５ ６０． ５６２ ６０． ３８２ ６０． ３６５ ６０． ５６９ ０． ３
峰面积 １６６１９３ １７０２２４ １７１０７７ １７３２０９ １７２４７２ １７０６３５ １． ６

２． ２． ３　 溶液稳定性　 如表 ５ 所示，室温放置 ６ 小

时内，峰面积基本无变化，９ 小时后主峰面积稍有

降低，但 １２ 小时内主峰面积 ＲＳＤ 仍小于 ２． ０％ 。
故该方法室温放置 １２ 小时溶液稳定性良好。

表 ５　 稳定性试验结果

Ｔａｂ ５　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
放置时间 ／ ｈ ０ ３ ６ ９ １２ 平均值 ＲＳＤ（％ ）

峰面积 １７４９９７ １７４６４１ １７４５４７ １７４２４５ １７３６６１ １７４４１８ ０． ３

２． ２． ４　 定量限和检测限　 该方法检测限为 １ μｇ ／ ｍＬ，
定量限为 ４ μｇ ／ ｍＬ。
２． ２． ５ 　 线性　 如图 ２ 所示，林可霉素峰面积与浓

度线性方程为：ｙ ＝ ４４９４． ６ｘ － ２２７３． ９，ｒ ＝ ０． ９９９９。
该结果表明林可霉素在 ４ μｇ ／ ｍＬ ～ ８０ μｇ ／ ｍＬ 浓度

范围内线性关系良好。

图 ２　 有关物质线性曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ

２． ２． ５　 耐用性　 如表 ６ 所示，对流速、柱温、色谱

柱等条件进行微调，主峰与相邻峰分离度均大于

１􀆰 ５，方法耐用性良好。
表 ６　 耐用性试验结果

Ｔａｂ ６　 Ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ
变动因素 主峰与相邻峰分离度

Ａｌｌｔｉｍａ Ｃ１８ ２５０ × ４． ６ ｍｍ ４． ０ ／ ４． ０
ＨＳＳ Ｔ３ Ｃ１８ ２５０ × ４． ６ ｍｍ ３． ８ ／ ３． ５
ＹＭＣ Ｃ１８ ２５０ × ４． ６ ｍｍ ４． ０ ／ ４． ２

流速 ０． ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ ４． １ ／ ３． ６
流速 ０． ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ ４． ０ ／ ４． ０
流速 ０． ６ ｍＬ ／ ｍｉｎ ３． ６ ／ ３． ４

柱温 ３０ ℃ ４． ０ ／ ４． ０
柱温 ３５ ℃ ４． ８ ／ ４． ３
柱温 ４０ ℃ ５． ９ ／ ５． ５

２． ３　 供试品测定 　 取上述三家企业的四批供试

品，按有关物质项方法进行测定，结果见表 ２。 三家

企业供试品有关物质均符合规定。
３　 讨论与结论

本试验参考《中国兽药典》盐酸林可霉素注射

液的含量测定色谱条件及有关物质限度范围，借鉴

乳房注入剂含量测定的供试品提取方法，建立了盐

酸林可霉素乳房注入剂有关物质检查方法。 方法

验证结果显示，本方法专属性较强，准确度和精密

度符合规定，耐用性良好，可实现对盐酸林可霉素

乳房注入剂有关物质的有效控制，完善了标准对产

·４４·
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品的质量控制功能，已被收载入 ２０２０ 年版《中国兽

药典》。
在上述色谱条件下，企业 ３ 供试品色谱图中林

可霉素主峰与相邻杂质峰之间可实现良好分离，但
杂质谱较为复杂，各杂质之间无法实现完全分离，
部分有关物质峰为非单一物质峰。 与对应原料相

比，制剂杂质明显增加，考虑是由于生产工艺参数

控制不佳导致。 由于其他企业不存在上述问题，为
保证标准的一致性，仍采用与注射液一致的色谱

条件。
对照溶液在配制的过程中，未采用流动相直接

进行稀释，而是加入了定量水后再加流动相稀释。
主要是考虑供试品溶液的溶剂为水与流动相的混

合液，为保证对照溶液与供试品溶液溶剂一致，以
防产生溶剂效应［１０］，引起二者主峰出峰时间差异，
在对照溶液的配制过程中采用了与供试品溶液相

同比例的溶剂。
盐酸林可霉素乳房注入剂的市场占有量较大，

目前有 ２６ 家企业获得该品种的批准文号，但由于

样品收集的各种限制，本试验仅收集到 ３ 个企业的

４ 批样品。 由于各企业生产工艺、制剂处方存在差

异，杂质谱亦可能有所不同，因此不排除个别企业

制剂的专属性存在干扰的可能。 因此，企业在应用

本方法进行检验时，需进行专属性的方法确认

试验。
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