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高效液相色谱法测定磺胺间甲氧嘧啶的含量
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［摘　要］　建立了兽药磺胺间甲氧嘧啶钠注射液中磺胺间甲氧嘧啶含量的高效液相色谱测定法。

以Ｃ１８为固定相，０．１％磷酸溶液－乙腈（８０∶２０）为流动相，流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温４０℃，检测波长

２７０ｎｍ，采用外标法进行定量。磺胺间甲氧嘧啶的线性范围为５．０～１００．０μｇ／ｍＬ，回归方程为Ａｒｅａ

＝４０．３３３×Ａｍｔ－１８．８４３（ｎ＝５），相关系数大于０．９９９。从高（１２０％）、中（１００％）和低（８０％）三个添

加水平的检测结果可以看出，磺胺间甲氧嘧啶的回收率为９６．２７％～９８．３０％。该方法简单，准确，精密

度好，回收率高，可以用于测量磺胺间甲氧嘧啶钠注射液中磺胺间甲氧嘧啶的含量。
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Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ；ｃｏｎｔｅｎｔ；ＨＰＬＣ

　　目前，兽用药品磺胺间甲氧嘧啶（Ｃ１１Ｈ１２
Ｎ４Ｏ３）（钠）的含量测定采用永停滴定法

［１－２］，相

对于高效液相色谱法，永停滴定法较繁琐、耗时，

且不利于及时发现药品中的其他非法添加成分。

采用高效液相色谱法测定兽药含量是检测技术

发展的未来趋势，也是提高检测效率的必然要

求。本研究建立了磺胺间甲氧嘧啶钠注射液中

磺胺间甲氧嘧啶钠（以磺胺间甲氧嘧啶计）含量

的高效液相色谱测定法，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

行了研究。
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１　材料和方法

１．１　仪器和试药　Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０ｉｎｆｉｎｉｔｙ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）；磺胺间甲氧嘧啶对照

品（中国兽医药品监察所，批号：Ｃ００３１００７，含量：

９９．４％）；磺胺间甲氧嘧啶钠注射液分别由四川维

尔康动物药业有限公司、成都博大金点生物技术有

限公司和四川好益多动物保健品有限公司提供（批

号分别为：２０１５０６０１，２０１５１２１８，２０１６０２０１；标示含

量为：１０ｍＬ：１ｇ、１０ｍＬ：１ｇ和１０ｍＬ：０．５ｇ）；乙腈

为色谱纯；水为高纯水；其他试剂均为分析纯。

１．２　方法

１．２．１　色谱条件　色谱柱：ＺｏｒｂａｘＳＢＣ１８（５μｍ，

４．６ｍｍ×２５０ｍｍ）；柱温为４０℃；流动相为０．１％

磷酸溶液－乙腈（８０∶２０）；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测

波长２７０ｎｍ；进样体积１０μＬ。在此色谱条件下，对

照品溶液和供试品溶液色谱图见图１、图２。

图１　磺胺间甲氧嘧啶对照品溶液色谱图（１００μｇ／ｍＬ）

图２　磺胺间甲氧嘧啶钠注射液供试样品

溶液色谱图（１００μｇ／ｍＬ）

１．２．２　对照品溶液的制备　准确称取磺胺间甲氧

嘧啶对照品５０ｍｇ，置５０ｍＬ量瓶中，加盐酸１ｍＬ

溶解后，再加水稀释至刻度，混匀，即得浓度为

１．０ｍｇ／ｍＬ的磺胺间甲氧嘧啶对照品贮备液。精

密量取１．０ｍｇ／ｍＬ的磺胺间甲氧嘧啶对照品贮备

液１０ｍＬ置于１００ｍＬ容量瓶中，加水稀释至刻度，

即得１００μｇ／ｍＬ的磺胺间甲氧嘧啶对照品溶液。

１．２．３　供试品溶液的制备　取磺胺间甲氧嘧啶钠

注射液适量，置于１００ｍＬ容量瓶中，加２ｍＬ盐酸

溶解后，再加水稀释至刻度，混匀。然后，按标示量

稀释制成１００μｇ／ｍＬ的溶液。

２　结果与分析

２．１　线性范围　精密量取１．０ｍｇ／ｍＬ的磺胺间甲

氧嘧啶对照品贮备液０．５、１、２、５、１０ｍＬ，分别置于

１００ｍＬ容量瓶中，加流动相稀释至刻度，得含磺胺

间甲氧嘧啶浓度分别为 ５．０、１０．０、２０．０、５０．０、

１００．０μｇ／ｍＬ的对照溶液系列。精密吸取各对照溶

液１０μＬ，注入液相色谱仪，记录色谱图，分别进样

两针。磺胺间甲氧嘧啶浓度在５．０～１００．０μｇ／ｍＬ

范围内，色谱峰有良好的线性关系，回归方程为Ａｒｅａ

＝４０．３３３×Ａｍｔ－１８．８４３，相关系数大于０．９９９，标

准曲线数据见表１。
表１　磺胺间甲氧嘧啶对照品溶液的标准曲线数据表

级别
浓度／

（μｇ·ｍＬ－１）
峰面积／ｍＡＵ·ｓ
１ ２ 平均值

线性方程

１ ５ １８４．５ １９５．５ １９０．０
２ １０ ３８９．２ ３８７．８ ３８８．５
３ ２０ ７８８．９ ７８９．１ ７８９．０
４ ５０ １９７９．３ １９７０．８ １９７５．０
５ １００ ４０２４．４ ４０２５．１ ４０２４．８

Ａｒｅａ＝４０．３３３×
Ａｍｔ－１８．８４３
Ｒ２＝０．９９９９

２．２　精密度　取 Ｃ公司提供的批号为２０１５１２１８
的磺胺间甲氧嘧啶钠注射液，精密量取１０００μＬ，置
１００ｍＬ容量瓶中，按１．２．３项制备成供试品溶液，
分别作６个平行，每个样品进样１针，进行含量测
定。以测定结果峰面积的相对标准偏差表示试验

的精密度，精密度ＲＳＤ为１．１０％，表明方法的精密
度良好（表２）。

表２　精密度及含量测量结果
样品批号 序号 取样量／μＬ 峰面积／ｍＡＵ·ｓ ＲＳＤ／％

２０１５１２２８

１ １０００ ３３１２．７４
２ １０００ ３３９６．０７
３ １０００ ３３８８．０５
４ １０００ ３４１０．４３
５ １０００ ３４１５．３４
６ １０００ ３３７９．３６

１．１０

２．３　准确度　精密量取批号为２０１５０６０１的磺胺
间甲氧嘧啶钠注射液 ５００μＬ，按高（１２０％）、中
（１００％）和低（８０％）三个浓度水平分别添加磺胺
间甲氧嘧啶标准品，制得向已知含量制剂中添加已

·７１·
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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份供试样。按１．２．３项制成供试品溶液，
进行含量测定。以磺胺间甲氧嘧啶的实际测定含

量和理论含量（制剂中磺胺间甲氧嘧啶的已有量＋

添加量）的比值计算磺胺间甲氧嘧啶的回收率，结

果见表３。结果表明，三个不同添加水平的磺胺间
甲氧嘧啶的回收率均在９６．２７％～９８．３０％之间，方
法符合《兽药质量标准分析方法验证指导原则》。

表３　准确度测量结果
编号 取样量／μＬ Ｃ１１Ｈ１２Ｎ４Ｏ３Ｓ添加量／ｍｇ Ｃ１１Ｈ１２Ｎ４Ｏ３Ｓ理论含量／ｍｇ 实测平均含量／ｍｇ 回收率／％
Ｈ１ ５００ ６０．２６ １０４．７２ １０１．２９ ９６．７２
Ｈ２ ５００ ６０．５８ １０５．０４ １０１．４４ ９６．５７
Ｈ３ ５００ ６０．００ １０４．４６ １００．５６ ９６．２７
Ｍ１ ５００ ５０．８２ ９５．２８ ９３．０２ ９７．６３
Ｍ２ ５００ ５０．１６ ９４．６２ ９２．８５ ９８．３０
Ｍ３ ５００ ５０．３７ ９４．８３ ９２．３４ ９７．３７
Ｌ１ ５００ ４０．０６ ８４．５２ ８３．０１ ９８．２１
Ｌ２ ５００ ３９．８５ ８４．３１ ８２．５９ ９７．９６
Ｌ３ ５００ ４０．２３ ８４．６９ ８２．４６ ９７．３７

回收率Ｒ（％）＝实测平均含量／理论含量×１００％

２．４　耐用性　取按准确度测定项下制得的样品，保
持流动相比例和流速不变，在 ＳｈｉｍａｄｚｕＬＣ２０１０及
Ａｇｉｌｅｎｔ１２６０ｉｎｆｉｎｉｔｙ色谱仪上分别使用 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ
ＬｕｎａＣ１８（５μｍ，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ）和 ＺｏｒｂａｘＳＢ
Ｃ１８（５μｍ，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ）色谱柱于４０℃条件
下进行测试，考察方法的耐用性，结果表明，使用不

同的仪器和色谱柱在相同的实验条件下测得的含量

的相对偏差不大于０．５％，耐用性良好。
２．５　专属性　在磺胺间甲氧嘧啶钠注射液样品测
试色谱图中，标准出峰时间附近均未发现明显的干

扰峰，可见方法的专属性良好。

２．６　稳定性　取１００μｇ／ｍＬ的磺胺间甲氧嘧啶对
照品溶液分别于约０、２４、４８ｈ测定含量，以峰面积
计算相对标准偏差，磺胺间甲氧嘧啶的 ＲＳＤ为
０．３８％，说明磺胺间甲氧嘧啶溶液在４８ｈ内稳定。
２．７　含量测定　取批号为２０１５０６０１、２０１５１２２８和
２０１６０２０１的三批企业样品，分别测定磺胺间甲氧嘧
啶钠的含量，按以上方法测定计算，结果表明该３
批样品的平均含量分别为标示含量的 １０１．６％、
９６．３％和１０１．８％，而使用现行兽药典方法测得的
结果分别为１０２．４％、９７．８％和１０３．４％。
３　讨论与小结
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）［１］、乙腈－甲
醇－水－乙酸（２＋２＋９＋０．２）［３］、０．０１７ｍｏｌ／Ｌ磷酸
－乙 腈 （８０＋２０）［４］、磷 酸 盐 溶 液 －甲 醇
（６５＋３５）［５］等，柱温主要有３０℃、４０℃，检测波长

多为２７０ｎｍ［６－７］、２３０ｎｍ［１，８］。在２００～４００ｎｍ波
长范围内对磺胺间甲氧嘧啶对照品溶液进行波长扫

描，磺胺间甲氧嘧啶最大吸收峰为２９５、２５０、２３０ｎｍ，
在２８５、２７０、２１５ｎｍ处均有较强吸收峰。为尽量保持
磺胺类药物液相色谱检测方法的一致性，同时也能

够获得较好的分离效果，选择２７０ｎｍ作为检测波
长，４０℃作为色谱柱柱温，０．１％磷酸溶液 －乙腈
（８０∶２０）作为流动相。使用此色谱条件进行检测，磺
胺间甲氧嘧啶的出峰时间适当，峰形良好。

３．２　样品提取方法的优化　在进行样品处理的过
程中，分别采用１ｍＬ、３ｍＬ盐酸，１ｍＬ、３ｍＬ２０ｇ／Ｌ
ＮａＯＨ溶液，少量乙腈等溶解样品，然后再加水定
容。发现采用１ｍＬ盐酸溶解处理样品后峰形最佳
且测量的偏差最小，故选择使用１ｍＬ的盐酸溶解
处理样品后再加水定容。磺胺间甲氧嘧啶钠注射

液加入盐酸处理时首先会产生白色沉淀，盐酸过量

后白色沉淀会重新溶解。

本研究建立了磺胺间甲氧嘧啶钠注射液中磺胺

间甲氧嘧啶含量的高效液相色谱测定法是可行的，

各项方法学指标均比较理想，可以作为磺胺间甲氧

嘧啶钠注射液中磺胺间甲氧嘧啶质量控制标准。
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