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［摘　 要］ 　 建立了 １７ 种兽药中非法添加氨茶碱和二羟丙茶碱的高效液相色谱法。 以十八烷基键

合硅胶为填充剂，０．０２５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶液－甲醇为流动相，二极管阵列检测器全波长（２００ ～
４００ ｎｍ）扫描，２７０ ｎｍ 进行测定，并采用峰纯度检查和光谱相似度检查辅助对照品比对方法，对非法

添加药物进行确证。 在此液相色谱条件下，氨茶碱和二羟丙茶碱与其他物质峰能很好的分离，两种

药物在 ０．５～２００ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好，相关系数 ｒ 均为 １．００００。 按外标法以峰面积计算，氨
茶碱和二羟丙茶碱的平均回收率分别为 ９２．６％ ～ １０８．３％、９３．５％ ～ １０５．９％，ＲＳＤ 分别为 ０．０５％ ～
３．６％、０．２％～３．７％。 结果表明，该方法适合兽药中氨茶碱和二羟丙茶碱的检测。
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ｄｉｐｒｏｐｈｙｌｌｉｎｅ． Ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ａｍｉｎｏｐｈｙｌｌｉｎｅ ａｎｄ ｄｉｐｒｏｐｈｙｌｌｉｎｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０．５～２００ μｇ ／ ｍＬ ｓｈｏｗｅｄ ａ
ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ， ｒ＝ １．００００． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｕｇｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ９２．６％ ｔｏ １０８．３％ ａｔ ｓｐｉｋｅｄ
ｌｅｖｅｌｓ ｗｉｔｈ ＲＳＤ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ３．７％． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ａｍｉｎｏｐｈｙｌｌｉｎｅ
ａｎｄ ｄｉｐｒｏｐｈｙｌｌｉｎｅ ｉｎ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ａｍｉｎｏｐｈｙｌｌｉｎｅ； ｄｉｐｒｏｐｈｙｌｌｉｎｅ； ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ； ｐｅａｋ ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ； ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｅｓｔ

　 　 氨茶碱和二羟丙茶碱为茶碱类平喘药物，其作

用机理是抑制磷酸二脂酶，使 ｃＡＭＰ 的水解速度变

慢，抑制组胺和慢反应物质等过敏介质的释放，从

而减少由这些物质引起的黏膜充血性水肿、腺体分

泌和支气管痉挛［１］。 其中氨茶碱在兽医临床上主

要用于缓解支气管哮喘症状，也用于肺水肿的患病
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动物［１］；二羟丙茶碱常用于治疗支气管哮喘、慢性阻

塞性肺气肿等，但尚未在兽医临床上应用。 通过对

市场上销售的抗菌药物调查，发现有些企业为提高

药物疗效而在兽药中非法添加茶碱类药物，从而获

得更大利润。 为了打击这种非法行为，建立兽药中

非法添加茶碱类药物的检测方法是非常必要的。 目

前，农业部公告第 ２５０８ 号已公布了氟苯尼考制剂中

非法添加烟酰胺、氨茶碱检查方法［２］。 本研究选择

氨茶碱和二羟丙茶碱作为测试药物，氟喹诺酮类及

其他制剂为目标制剂，建立了 １７ 种兽药中非法添加

氨茶碱和二羟丙茶碱的 ＨＰＬＣ－ＰＤＡ 检测方法。
１　 仪器与试药

１．１ 　 仪器与试剂 　 高效液相色谱仪 （ Ｗａｔｅｒｓ
ＵＰＬＣ，ＰＤＡ，Ｅｍｐｏｗｅｒ２ 色谱工作站软件）；电子分

析天平：ＭＥＴＴＬＥＲ ＸＰ２０５，感量 ０．００００１ ｇ；离心机：
型号 Ｓｉｇｍａ ３－３０Ｋ；超声清洗器：ＫＱ３２００Ｅ 型，昆山

市超声仪器有限公司；磷酸二氢钾，分析纯，汕头市

西陇化工厂有限公司；甲醇，色谱纯，Ｓｉｇｍａ 公司；水
由实验室 ＭＩＬＬＩＰＯＲＥ 超纯水仪自制，符合实验室

一级水要求。
１．２　 试药　 氨茶碱对照品（批号：０８４４－９８０２），二
羟丙茶碱对照品（批号：１００４１７－２００５０１），均来自中

国药品生物制品检定所。 氨茶碱、二羟丙茶碱原料

药由某制药有限公司提供。 喹诺酮类制剂（包括诺

氟沙星注射液及可溶性粉、环丙沙星注射液及可溶

性粉、氧氟沙星注射液及可溶性粉、甲磺酸培氟沙

星注射液及可溶性粉、恩诺沙星注射液）、替米考星

注射液及预混剂、盐酸多西环素可溶性粉、酒石酸

泰乐菌素可溶性粉、磷酸泰乐菌素预混剂、金花平

喘散、荆防败毒散、麻杏石甘散 １７ 种药物均为市售

产品，经检测，均不含氨茶碱和二羟丙茶碱，符合国

家标准。
２　 方法与结果

２．１　 色谱条件　 　 参考文献［３－４］ 用十八烷基键合

硅胶 为 填 充 剂； 以 甲 醇 － 磷 酸 二 氢 钾 溶 液

（０．０２５ ｍｏｌ ／ Ｌ）（Ｖ ／ Ｖ，２８ ∶ ７２）为流动相，二极管阵

列（ＰＤＡ）检测器检测采集波长为 ２００ ～ ４００ ｎｍ，分
辨率为 １．２ ｎｍ；记录 ２７０ ｎｍ 波长处的色谱图。 该

条件下，对照品溶液出峰时间顺序依次是二羟丙茶

碱和氨茶碱，相邻色谱峰之间的分离度均符合要

求，且色谱峰尖锐对称。 结果见图 １。

图 １　 二羟丙茶碱和氨茶碱对照品色谱光谱图

２．２　 溶液配制

２．２．１　 对照品贮备液配制　 分别精密称取氨茶碱、
二羟丙茶碱对照品适量，用 １０％甲醇溶解稀释制成

浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的混合对照溶液，作为对照品贮备

液，置 ４ ℃冰箱保存。
２．２．２　 非法添加供试品溶液配制（模拟） 　 取无非

法添加的各供试品适量（可溶性粉、预混剂和中药

散剂称取 ５．０ ｇ，注射液量取 ３．０ ｍＬ），置 １００ ｍＬ 容

量瓶中，分别添加氨茶碱和二羟丙茶碱各 ２５ ｍｇ，加
１０％甲醇溶液适量，振摇使溶解后定容至刻度，摇
匀，精密量取 ５．０ ｍＬ，置 １００ ｍＬ 容量瓶中，用 １０％
甲醇溶液稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液。 中

药散剂和预混剂用适量 １０％甲醇溶液超声提取

３０ ｍｉｎ，冷却后用 １０％甲醇溶液稀释至刻度，摇匀，
室温条件下，７５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清液，精
密量取 ５．０ ｍＬ 置 １００ ｍＬ 量瓶中，用 １０％甲醇溶液

稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液。
２．２．３　 空白溶液配制　 取无非法添加的各供试品，
除不添加氨茶碱和二羟丙茶碱外，其他操作按２．２．２
项下配制。
２．２．４　 光谱库溶液配制　 分别精密称取氨茶碱和

二羟丙茶碱适量，用 １０％甲醇溶液稀释制成浓度为

２５ μｇ ／ ｍＬ 的混合对照溶液。
２．３　 峰纯度检测　 对供试品溶液色谱图中氨茶碱

和二羟丙茶碱色谱峰进行峰纯度检查，结果见

图 ２～图 ５和表 １。
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图 ２　 供试品（氧氟沙星可溶性粉）添加氨茶碱和

二羟丙茶碱的色谱光谱图

图 ３　 供试品（荆防败毒散）添加氨茶碱和

二羟丙茶碱的色谱光谱图

图 ４　 供试品（氧氟沙星可溶性粉）添加氨茶碱和二羟丙茶碱的纯度峰

图 ５　 供试品（荆防败毒散）添加氨茶碱和二羟丙茶碱的纯度峰

表 １　 供试品（氧氟沙星可溶性粉）峰纯度检查结果表

供试品中的色谱峰 纯度角度 纯度阈值 结果 匹配角度 匹配阈值 结果

二羟丙茶碱色谱峰 ０．０３７ ０．２４６ 单一物质峰 ０．０５２ １．０２３ 光谱相似

氨茶碱色谱峰 ０．０５４ ０．２５２ 单一物质峰 ０．１４１ １．０２３ 光谱相似
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　 　 结果显示，三个中药制剂、泰乐菌素及替米考

星制剂和盐酸多西环素可溶性粉均无紫外吸收，对
检出无干扰，氟喹诺酮类制剂虽有紫外吸收，但与 ２
种添加物均能很好的分离，且氨茶碱峰和二羟丙茶

碱峰的纯度角度均小于纯度阈值，表明在此液相条

件下，氨茶碱和二羟丙茶碱的出峰处无其他干扰

峰，为单一物质峰，方法可行。
２．４　 光谱相似度检查 　 对供试品溶液中氨茶碱、
二羟丙茶碱峰的光谱图与光谱库进行匹配，匹配角

度均小于匹配阈值（表 １），表明供试品溶液中相应

色谱峰的光谱与氨茶碱、二羟丙茶碱对照品的光谱

非常相似，可认为是同一物质。
２．５　 方法学考察

２．５．１　 专属性考察　 按照 ２．１ 项下色谱条件，分别

对氨茶碱、二羟丙茶碱对照品溶液、供试品溶液、样
品空白溶液进行分析。 结果表明，样品空白溶液中

无氨茶碱和二羟丙茶碱吸收峰，供试品色谱图中氨

茶碱和二羟丙茶碱与相邻峰的分离度均大于 １．５。
同时，峰纯度检查结果也显示在此液相条件下，二
者均为单一物质峰。
２．５．２　 耐用性　 调节柱温为 ２５、３０ 和 ３５ ℃，二羟

丙茶碱、氨茶碱峰保留时间随着柱温的升高而前

移；选择不同品牌和型号的色谱柱， 如 Ｗａｔｅｒｓ
ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８ （ ４． ６ × ２５０ ｍｍ， ５ μｍ ）、 Ａｇｉｌｅｎｔ
ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ－ Ｃ１８ （ ４． ６ × ２５０ ｍｍ， ５ μｍ）、Ｗａｔｅｒｓ
ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８（４．６×１５０ ｍｍ， ５ μｍ）、ＳＨＩＭＡＤＺ ＶＰ－
ＯＤＳ（１５０×４．６ ｍｍ， ５ μｍ）等色谱柱，结果显示，保
留时间稍有变化，二羟丙茶碱和氨茶碱的出峰顺序

没有变化，两种物质的分离度均能够满足要求。
２．５．３　 线性与范围　 精密量取对照品储备液适量，
用 １０％甲醇溶液配制成浓度为 ０．５、１、２、５、１０、２５、
５０、１００、２００ μｇ ／ ｍＬ 的系列混合对照品溶液，进样

量 １０ μＬ，从低浓度到高浓度依次进样分析。 以峰

面积 Ｙ 对浓度 Ｘ 进行线性回归，氨茶碱和二羟丙茶

碱的回归方程分别为：Ｙ ＝ ４９１７４Ｘ＋１４７３．４，ｒ 为 １；
Ｙ＝ ３６８７６Ｘ－７０９．４８，ｒ 为 １。 结果表明，两种药物的浓

度在 ０．５～２００ μｇ ／ ｍＬ 范围内均呈良好的线性关系。
２．５．４　 检测限　 取对照品贮备液，进行梯度稀释后

添加到空白对照制剂中，从低浓度到高浓度依次进

样检测，光谱图（图 ６、图 ７）未失真的最低添加浓度

作为检测限［５－６］，１７ 种兽药中氨茶碱和二羟丙茶碱

检测限均为 ０．２ ｍｇ ／ ｇ（或 ｍｇ ／ ｍＬ）。

图 ６　 供试品（荆防败毒散）添加氨茶碱和二羟丙茶碱的检测限色谱光谱图

图 ７　 供试品（荆防败毒散）添加氨茶碱和二羟丙茶碱检测限的纯度峰
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２．５．５　 精密度　 取对照品溶液，按照色谱条件重复

进样 ６ 次，测定峰面积。 结果表明：氨茶碱和二羟

丙茶碱保留时间的 ＲＳＤ 均为 ０．３７％，峰面积的 ＲＳＤ
均为 ０．７５％，表明此方法符合精密度的要求。
２．５．６　 加样回收率试验 　 由于添加量较大，故本

试验使用原料药代替标准物质进行阳性添加试

验，即取无非法添加的各供试品适量（可溶性粉、

预混 剂 和 中 药 散 剂 称 取 ５． ０ ｇ， 注 射 液 量 取

３．０ ｍＬ），按照三个添加量（１０、２５、５０ ｍｇ）分别添

加氨茶碱和二羟丙茶碱原料药，每个添加量三个

平行，具体结果见表 ２。 其中氨茶碱回收率在

９２．６％ ～１０８．３％之间，ＲＳＤ 在 ０．０５％ ～ ３．６％之间，
二羟丙茶碱回收率在 ９３．５％ ～ １０５．９％之间，ＲＳＤ
在０．２％ ～３．７％之间。

表 ２　 回收率结果表

空白药物 添加量 ／ ｍｇ

回收率 ／ ％

　 　 　 　 　 　 　 　 氨茶碱　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 二羟丙茶碱　 　 　 　 　 　 　 　

１ ２ ３ 均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ １ ２ ３ 均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

中药制剂

麻杏石甘散

荆防败毒散

金花平喘散

１０ ９４．３１ ９１．４９ ９２．８５ ９２．９ １．５ ９７．２８ ９９．５２ ９８．９５ ９８．６ １．２

２５ ９３．４３ ９２．６８ ９１．５９ ９２．６ １．０ ９７．７３ ９８．２１ ９７．９０ ９８．２ ０．４

５０ ９４．７５ ９４．０６ ９５．２１ ９４．７ ０．６ ９７．９０ ９８．６６ ９８．６８ ９８．４ ０．４

１０ ９５．５１ ９５．５５ ９６．５９ ９５．９ ０．６ １０５．２８ １０５．９４ １０６．５３ １０５．９ ０．６

２５ ９９．２７ ９９．３８ ９９．１７ ９９．３ ０．１ １０４．７７ １０５．４７ １０４．７１ １０５．０ ０．４

５０ １００．８１ １００．４８ １００．４８ １００．６ ０．２ １００．８１ １００．４８ １００．４８ １０４．２ ２．９

１０ ９３．０９ ９３．６５ ９１．８０ ９２．８ １．０ ９６．３７ ９６．９２ ９６．３９ ９６．６ ０．３

２５ ９４．５９ ９３．５５ ９４．０１ ９４．０ ０．６ ９８．０９ ９６．７１ ９７．６２ ９７．５ ０．７

５０ ９５．４１ ９５．１５ ９５．４３ ９５．３ ０．２ ９８．３３ ９８．１５ ９８．４８ ９８．３ ０．２

替米考星
制剂

替米考星
注射液

替米考星
预混剂

１０ １００．７１ ９５．９６ ９７．７２ ９８．１ ２．４ ９９．４４ １００．３８ １００．７６ １００．２ ０．７

２５ １００．８８ １００．８４ １００．９５ １００．９ ０．０５ １０２．１４ １０２．４８ １０４．８３ １０３．２ １．４

５０ １０２．３３ １００．７５ １０３．７８ １０２．３ １．５ １０３．１３ １０１．６２ １０３．８０ １０２．８ １．１

１０ １０４．６６ １０４．０９ １０４．７３ １０４．５ ０．３ １００．３５ １００．４８ ９９．３５ １００．１ ０．６

２５ １０８．２２ １０５．５３ １０７．８２ １０７．２ １．４ １０４．８５ １０１．２８ １０３．４４ １０３．２ １．７

５０ １０５．４４ １０４．５１ １０７．００ １０５．６ １．２ １０１．５７ １００．７６ １０２．３４ １０１．６ ０．８

泰乐菌素
制剂

磷酸泰乐菌素
预混剂

酒石酸泰乐菌素
可溶性粉

１０ １０１．１０ １００．０８ １００．３４ １００．５ ２．０ １００．２６ ９９．３８ ９９．２５ ９９．６ ０．６

２５ １０３．３８ １０６．２９ １０４．９４ １０４．９ １．４ １００．５２ １０１．１３ １０１．３４ １０１．０ ０．４

５０ １００．０７ １０４．０５ １０３．５６ １０２．６ ２．１ １０１．７７ １００．９０ ９９．２２ １００．６ １．３

１０ １００．９２ １００．２４ １００．０２ １００．４ ０．５ １０２．７８ ９８．２３ ９８．０２ ９９．７ ２．７

２５ １００．３３ ９９．９６ ９９．７２ １００．０１ ０．３ ９９．３１ ９９．０２ ９９．０５ ９９．１ ０．２

５０ １００．０１ １０１．３３ ９９．２４ １００．２ １．０ ９８．５８ １００．１３ ９９．９０ ９９．５ ０．８

喹诺酮类
制剂

烟酸诺氟沙星
注射液

氧氟沙星
注射液

盐酸环丙沙星
注射液

１０ １０１．４４ １０２．０５ １０１．１９ １０１．６ ０．４ １０２．５３ １０２．７３ １０１．９２ １０２．４ ０．４

２５ １０２．９２ １０２．３４ １０１．０５ １０２．１ ０．９ １０２．９７ １０３．６５ １０２．３６ １０３．０ ０．６

５０ １０２．４４ １０２．６２ １０３．１２ １０２．７ ０．３ １０４．８２ １０４．４８ １０３．４４ １０４．２ ０．７

１０ ９６．８１ １０１．２９ ９６．５１ ９８．２ ２．７ １０１．４９ １０７．５２ １０１．５６ １０３．５ ３．３

２５ １０２．９０ １００．３０ ９６．９９ １００．１ ３．０ １０３．８２ １０１．５９ １０２．４８ １０２．６ １．１

５０ １０２．９２ １００．６７ １０１．２１ １０１．６ １．２ １０４．２０ １０３．３０ １０２．８６ １０３．４ ０．７

１０ １０２．８７ １０３．９４ １０３．６８ １０３．５ ０．５ １０２．５４ １０２．３３ １０１．６９ １０３．２ ０．４

２５ １０２．４２ １０４．０１ １０２．８７ １０３．１ ０．８ １０４．２８ １０４．５３ １０３．６４ １０４．２ ０．４

５０ １０３．４６ １０４．１２ １０４．３１ １０４．０ ０．４ １０４．５３ １０４．９４ １０４．３３ １０４．６ ０．３
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续表　 　

空白药物 添加量 ／ ｍｇ
回收率 ／ ％

　 　 　 　 　 　 　 　 氨茶碱　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 　 二羟丙茶碱　 　 　 　 　 　 　 　
１ ２ ３ 均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ １ ２ ３ 均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

喹诺酮类
制剂

恩诺沙星
注射液

甲磺酸培氟
沙星注射液

氧氟沙星
可溶性粉

乳酸诺氟沙星
可溶性粉

乳酸环丙沙星
可溶性粉

甲磺酸培氟沙星
可溶性粉

１０ ９７．５５ ９５．０５ ９８．０９ ９６．９ １．７ １０１．２７ １００．１２ １０２．４０ １０１．３ １．１

２５ ９９．４７ １０２．８６ １０２．１９ １０１．５ １．８ １０２．０８ １０４．９７ １０２．８７ １０３．３ １．４

５０ １０４．２３ １０２．８６ １０３．８６ １０３．６ ０．７ １０５．４１ １０４．９５ １０５．５４ １０５．３ ０．３

１０ ９９．０１ ９５．３５ ９６．１３ ９６．８ ２．０ ９８．１２ ９９．００ ９８．７２ ９８．６ ０．４

２５ ９９．４６ ９７．３１ ９６．８１ ９７．９ １．４ ９９．５９ ９８．８９ ９９．２８ ９９．２ ０．４

５０ ９９．４１ ９７．８６ ９８．１２ ９８．５ ０．８ １０１．４８ １００．６３ １００．４２ １００．８ ０．６

１０ ９７．００ ９９．４７ ９７．３６ ９８．０ １．４ ９９．３３ １００．２４ １００．５２ １００．０ ０．６

２５ １０１．７１ ９８．４９ １０１．６６ １００．６ １．８ １０４．２９ １０２．１０ ９９．４１ １０１．９ ２．４

５０ １０３．２８ １００．７９ ９７．０５ １００．３ ３．０ １０３．３１ ９９．９３ ９６．２９ ９９．８ ３．５

１０ １０３．３８ １０２．８３ ９９．８５ １０２．０ １．９ １０１．６８ １０２．７４ ９９．８３ １０１．４ １．４

２５ １０１．９１ １０１．４２ １００．２６ １０１．２ ０．８ １０１．４０ １０２．３９ １０２．０１ １０１．９ ０．５

５０ １０２．４４ １０２．６２ １０３．１２ １０２．１ ０．２ １０１．４１ １０１．８３ １０１．８１ １０１．７ ０．２

１０ １０３．５８ １０３．３１ １０５．８５ １０４．２ １．３ ９８．２１ ９８．７１ １００．５４ ９９．２ １．２

２５ １０６．４８ １１０．７５ １０７．５４ １０８．３ ２．０ １０１．４１ １０８．４５ １０２．２１ １０４．０ ３．７

５０ １１０．０５ １０５．０１ １０２．９９ ９９．２ ３．６ １０４．２４ ９９．７１ １０３．０９ ９３．５ ２．２

１０ ９５．５１ ９６．８９ ９２．４１ ９４．９ ２．４ ９６．０６ ９６．４９ ９７．１３ ９６．６ ０．６

２５ ９６．９２ ９６．７３ ９６．９７ ９６．９ ０．１ ９８．２５ ９６．９８ ９６．９５ ９７．４ ０．８

５０ ９７．９３ ９９．１２ ９７．２０ ９８．１ １．０ ９６．９７ ９８．７６ ９７．４６ ９７．７ １．０

四环素类
制剂

盐酸多西环素
可溶性粉

１０ １０２．５７ １０２．３４ １０１．３４ １０２．１ ０．６ １０２．４９ １０１．１６ ９９．８５ １０１．２ １．３

２５ １０１．８４ １０１．２４ １０１．２２ １０１．４ ０．４ １０１．６２ １０１．１０ １００．１０ １００．９ ０．８

５０ １００．８８ １０３．０７ １０２．３９ １０２．１ １．１ １００．０５ １０２．１９ １０１．１１ １０１．１ １．１

３　 讨 论

３．１　 色谱条件的确定　 参考相关文献［７－８］，本试验

选择了甲醇－磷酸二氢钾溶液（０．０２５ ｍｏｌ ／ Ｌ）作为

流动相，采用等度洗脱，甲醇－磷酸二氢钾溶液（０．
０２５ ｍｏｌ ／ Ｌ）的体积比例为 ２４ ∶ ７６ 时，２ 种药物的分

离度为 ２．８；体积比例为 ２８ ∶ ７２ 时，２ 种物质的分离

度为 ３．２，且峰型对称，因此选择甲醇－磷酸二氢钾

溶液（０．０２５ ｍｏｌ ／ Ｌ）（Ｖ ／ Ｖ，２８ ∶ ７２）为流动相［９－１０］。
本试验中，二羟丙茶碱和氨茶碱的最大吸收波

长均在 ２７０ ｎｍ，２ 种药物能很好的分离且峰型尖锐

对称，通过对其色谱峰的纯度比对，二种药物的纯

度阈值均远远大于纯度角度，说明这两种药物在该

色谱条件下不受其他因素的影响。
３．２　 稀释溶剂的选择　 根据氨茶碱和二羟丙茶碱

的理化性质，分别选择了水、１０％甲醇、２０％甲醇和

５０％甲醇作为稀释溶剂，结果发现，水为溶媒时，随
着放置时间的推移，两种药物的保留时间前移；而

１０％甲醇、２０％甲醇和 ５０％甲醇作为溶媒时，随着

放置时间的推移，其保留时间几乎不变，同时考察

三种稀释溶剂的回收率，发现三种溶剂提取中药散

剂和预混剂时，其回收率无差别。 因此，选用 １０％
甲醇作为稀释溶剂。

目前，国内外多采用 ＨＰＬＣ 法［１１－１３］测定茶碱和

二羟丙茶碱含量，也有采用动力学分光光度法［１４］

测定茶碱和二羟丙茶碱含量；对于中药制剂中非法

添加止咳平喘类药物氨茶碱和二羟丙茶碱的检测

方法， 国 内 主 要 有 ＴＬＣ 法［１５］、 ＨＰＬＣ 法［１６］ 和

ＨＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 法［１７］，农业部公告第 ２５０８ 号［２］氟苯

尼考制剂中非法添加烟酰胺、氨茶碱检查方法采用

了 ＨＰＬＣ－ＰＤＡ 法，梯度洗脱。 本试验采用 ＨＰＬＣ－
ＰＤＡ 法，等度洗脱，对除氟苯尼考制剂外的 １７ 种制

剂进行检测，具有较好的准确度和重复性。
４　 结 论

　 　 本方法采用液相色谱法结合二极管阵列检测

·７３·
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［摘　 要］ 　 对不同细胞进行牛血清中牛源病毒检测的比较实验，选出用于牛血清中病毒检测的最

适合外源病毒增殖的细胞，从而提高血清中病毒的检出率，以确保用于疫苗生产的牛血清安全可

靠。 将牛腹泻病毒、牛腺病毒、牛细小病毒、牛副流感病毒、呼肠孤病毒和狂犬病毒接种到培养好的

ＭＤＢＫ 细胞、ＶＥＲＯ 细胞、ＢＴ 细胞中，逐日观察细胞的病变情况，待观察到 １０％细胞出现病变或者培

养 ７ ｄ 后，进行免疫荧光染色，选出适合用于六种病毒增殖的细胞系。 结果显示，ＢＴ 细胞对所有病

毒敏感，ＶＥＲＯ 细胞对 ＢＡＶ、ＢＶＤＶ 病毒不敏感，ＭＤＢＫ 对 ＲＥＯ、ＢＶＤＶ、ＲＶ 三种病毒不敏感。 综合

比较后，选择 ＢＴ 细胞为 ＢＰＩＶ、ＢＰＶ、ＢＡＶ、ＢＶＤＶ 的增殖及实验用细胞，ＶＥＲＯ 细胞为 ＲＥＯ、ＲＶ 的增

殖及实验用细胞。
［关键词］ 　 细胞；病毒；增殖
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器，经峰纯度检测能确认 ２ 种药物出峰处无杂质干

扰，经光谱相似度检查锁定非法添加物，通过保留

时间与对照品进行比对的方法确定非法添加物，具
有较好的准确度和精密度，重复性良好，可以用于

兽药中非法添加氨茶碱和二羟丙茶碱的检测。
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