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［摘　 要］ 　 建立了以高效液相色谱法测定盐酸沃尼妙林关键中间体二甲基半胱胺截短侧耳素含量

的检测方法，色谱条件为 ＳｅｐａｘＣ１８ 色谱柱（１５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，３ μｍ）流动相为乙腈－磷酸缓冲液

（ｐＨ２．５）（Ｖ ／ Ｖ＝ ４０ ∶ ６０）， 流速为 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为 ２０５ ｎｍ。 对该检测方法进行了系统适用

性、线性、精密度、重现性稳定性、检测限、定量限以及回收率的考察，结果均良好，提示该方法可以

用于盐酸沃尼妙林关键中间体的含量检测。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａｎ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｃｙｓｔｅａｍｉｎｙｌ ｐｌｅｕｒｏｍｕｌｉｎ， ａ ｋｅｙ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅ ｏｆ
ｖａｌｎｅｍｕｌｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ， ｗａｓ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｄ ｏｆ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ－ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ （ｐＨ２．５）
（Ｖ ／ Ｖ＝ ４０ ∶ ６０） ｗｉｔｈ ａ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｆ １ ｍＬ ／ ｍｉｎ ａｎｄ ａ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ２０５ ｎｍ． Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ＳｅｐａｘＣ１８ （１５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ， ３ μｍ）． Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒｉｔｙ， ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ， ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ， ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ，
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ｔｅｓｔｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ ａｎｄ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ａｐｐｌｉｅｄ
ｔｏ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｔｈｅ ｋｅｙ ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ ｏｆ ｖａｌｎｅｍｕｌｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＨＰＬＣ； ｉｎｔｅｒｍｅｄｉａｔｅｓ ｏｆ ｖａｌｎｅｍｕｌｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ； ｄｉｍｅｔｈｙｌ ｃｙｓｔｅａｍｉｎｙｌ ｐｌｅｕｒｏｍｕｌｉｎ； ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

　 　 盐酸沃尼妙林（ＶａｌｎｅｍｕＬｉｎ Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ）属

截短侧耳素类的半合成抗生素，主要用于猪支原体

肺炎、猪痢疾、猪结肠炎和猪回肠炎的治疗的动物

专用抗生素类药物，能够有效的避免人畜的交叉耐

药性，且其具有广谱、高效、低残等优点［１］。 盐酸沃

尼妙林是第一个全欧洲批准的药用预混剂，应用非

常的广泛。

盐酸沃尼妙林是由二甲基半胱胺截短侧耳素

与 Ｄ－缬氨酸邓盐合成得到［２］，二甲基半胱胺截短

侧耳素的含量以及投料量将会对产品的质量造成

较大的影响，而目前在国内外未发现对其利用高效

液相色谱法检测的报道［３－４］。 本研究旨在通过高效

·９５·
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液相色谱法对二甲基半胱胺截短侧耳素的含量进

行检测，从而进一步保证产品盐酸沃尼妙林的

质量。
１　 材　 料

１．１　 仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ１１００ 高效液相色谱仪，ＳｅｐａｘＣ１８
色谱柱（１５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，３ μｍ）。
１．２　 样品　 二甲基半胱胺截短侧耳素为河北远征

药业有限公司生产，批号： ２０１３０９０２、 ２０１３０９１０、
２０１３０９１８。 二甲基半胱胺截短侧耳素对照品：自制

样品经精制，并经 ｅｕｒｏｐｅａｎ ｐｈａｒｍａ－ｃｏｐｏｅｉａ 对照品

标定后使用；含量：９９．１％。
２　 方法与结果

２．１　 色谱条件［５－６］ 　 流动相：乙腈 －磷酸缓冲液

（ｐＨ２．５）（Ｖ ／ Ｖ＝ ４０ ∶ ６０），磷酸缓冲液（ｐＨ２．５）：取
０．９４ ｇ 磷酸氢二钠和 ８．７ ｇ 磷酸二氢钾溶于适量水

中，并加水至 １０００ ｍＬ，磷酸调 ｐＨ 至 ２．５。 稀释液：
乙腈－水（５０ ∶ ５０）检测波长：２０５ ｎｍ；柱温：４５ ℃，
流速：１ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：１０ μＬ。
２．２　 样品制备 　 取二甲基半胱胺截短侧耳素 ４０
ｍｇ，精密称定，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加 ５０ ％乙腈水溶

液溶解并稀释至刻度，摇匀，精密量取 １０ μＬ 注入

液相色谱仪，记录色谱图（图 １）；另取二甲基半胱

胺截短侧耳素对照品 ５０ ｍｇ，同法测定（图 ２）。

图 １　 对照品色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

２．３　 系统适用性试验 　 在此色谱条件下，二甲基

半胱胺截短侧耳素峰的理论塔板数 ６０００ 以上。

２．４　 线性范围考察 　 取二甲基半胱胺截短侧耳

素精制品约４０ ｍｇ，精密称定，置５０ ｍＬ量瓶中，加乙

腈 ∶ 水（５０ ∶ ５０）溶解并稀释至刻度，摇匀。 精密量

图 ２　 供试品色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ

取 ２．０、 ５．０、 １０．０ ｍＬ 分 别 置 ５０ ｍＬ 量 瓶 中， 加

乙腈 ∶ 水（５０ ∶ ５０）稀释至刻度，摇匀；再精密称取

１００ ｍｇ、２５０ ｍｇ 至 ５０ ｍＬ 量瓶中，摇匀。 量取上述

溶液各１０ μＬ分别注入液相色谱仪，记录色谱图，量

取峰面积，由峰面积（ｙ）对溶液浓度（ｘ）线性回归，

得回归方程，结果见表１。 结果表明：在０．０３２０８ ～

８．００６ ｍｇ ／ ｍＬ浓度间，本法的线性良好。

表 １　 线性与范围及相关系数测定结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ａｎｄ ｒａｎｇｅ

ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ

溶液浓度

／ （ ｍｇ·ｍＬ－１）
峰面积 回归方程

０．０３２０８ ７５．５

０．０８０２０ １９２．９

０．１６０４０ ３８１

０．８０２００ １８６９．２

２．０００００ ４５１４．５

４．９９２００ １０８８３．６

８．００６００ １７５０３

ｙ＝ ２１７９ｘ＋５６．８１
Ｒ＝ ０．９９９９

２．５　 精密度、重现性及溶液稳定性实验

２．５．１　 精密度试验　 取精制品适量，精密称定，用

流动相溶解并稀释，制成每 １ ｍＬ 约含二甲基半胱

胺截短侧耳素 ０．８ ｍｇ 的溶液，摇匀，作为供试溶液。

每次进样 １０ μＬ，重复 ６ 次，对应峰面积分别是

１８４１．８、１８６７．４、１８２４．１、１８２４．６、１８４７．２、１８５１．４，ＲＳＤ

为 ０．９０％，表明本法精密度良好。

·０６·
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２．５．２　 重现性考察　 取本品，分别精密称定 ６ 份，
用流动相溶解并稀释，制成每 １ ｍＬ 约含二甲基半

胱胺截短侧耳素 ０．８ ｍｇ 的溶液，摇匀，作为供试溶

液。 每次进样 １０ μＬ，对应含量分别为 ９４． ２％、
９４．４％、９４． １％、 ９４． ５％、 ９５． ０％、 ９４． ３％， ＲＳＤ 值为

０．３４％。 结果表明，本法重现性良好。
２．５．３　 稳定性考察　 分别取二甲基半胱胺截短侧

耳素于日内（０、２、４、６、８、１２ ｈ）测定，考察溶液的稳

定性，对应峰面积分别是 １８３９． ８、１８５０． ３、１８５７． ３、
１８４８．８、１８１１．６、１８２９．１，ＲＳＤ 为 ０．９１％。 结果表明，
二甲基半胱胺截短侧耳素常温下放置稳定，室温放

置 １２ ｈ，盐酸沃尼妙林含量几乎无变化。
２．６　 检测限和定量限的测定 　 取空白基线一段，
测量其噪音峰高，再将供试品溶液稀释成适当浓

度，量取 １０ μＬ 进样，以信噪比（Ｓ ／ Ｎ）为 ３ 时的浓

度作为最低检测限浓度，并计算其最低检测限，经
检测，其最低检出量为 ０．１５ μｇ ／ ｍＬ。

取空白基线一段，测量其噪音峰高，再将供试

品溶液稀释成适当浓度，量取 １０ μＬ 进样，以信噪

比（Ｓ ／ Ｎ）为 １０ 时的浓度作为定量测定的最低浓

度，经检测，其定量限为 ０．２５ μｇ ／ ｍＬ。
２．７　 回收率试验　 分别精密称取二甲基半胱胺截

短侧耳素对照品，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，用 ５０ ％乙腈水

溶液稀释至刻度，摇匀，配成高（９６０ μｇ ／ ｍＬ）、中
（８００ μｇ ／ ｍＬ）、低（６４０ μｇ ／ ｍＬ）三个浓度，按含量测

定法进样，测定结果依次为 ３１． ５６、３１． ８９、３１． ８０、
４１．７６、４２．３０、４１．９６、４７．６８、４７．８６、４７．７５ ｍｇ，计算得

二甲基半胱胺截短侧耳素的回收率为 ９９．５８％，ＲＳＤ
为０．５５％（ｎ＝ ９）。 结果表明，本法回收率效果良好。
３　 讨论与结论

在对盐酸沃尼妙林的关键中间体二甲基半胱

胺截短侧耳素的检测中运用了高效液相色谱法进

行检测，并对其进行了系统适用性实验、线性范围、
精密度、重现性、检测限等项目进行了考察，发现该

方法适用性、准确性、重复性都能够满足质量控制

的要求，且利用高效液相色谱能够更加直观、灵敏

度高、适用性广泛。

通过 本 方 法， 对 本 公 司 生 产 的 ２０１３０４０９、
２０１３０４１８、２０１３０４２４ 三批中试二甲基半胱胺截短侧

耳素进行了含量测定，其含量（以无水物计％）分别

为 ９８．３８％、９８．６４％、９８．１２％。
综上所述，运用该色谱条件对盐酸沃尼妙林的

关键中间体二甲基半胱胺截短侧耳素进行检测，能
够简单有效且直观的测定其含量，从而为合成盐酸

沃尼妙林提供准确的实验数据，进一步保证产品盐

酸沃尼妙林的质量。
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