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［摘　 要］ 　 建立了利福昔明子宫注入剂 ＨＰＬＣ 含量测定方法，并对色谱测定条件进行了不同检测

波长、流速及柱温等条件的耐用性研究。 乙腈提取，超声离心后，经流动相稀释上机检测。 结果显

示，研究建立的利福昔明子宫注入剂含量测定方法在 ４０ ～ １５０ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内线性关系良好

（ｒ＝ ０．９９９５），检测限（ＬＯＤ）为 ０．２５ μｇ ／ ｍＬ，定量限（ＬＯＱ）为 ０．６ μｇ ／ ｍＬ。 以 ８０、１００、１２０ μｇ ／ ｍＬ 三

个浓度水平进行添加回收，回收率在 ９８．２６％ ～１０１．１２％之间，日内变异系数在 ０．１７％ ～ １．１３％之间，
日间变异系数＜０．７３％。 耐用性研究表明，在测试范围内，检测波长、流速、柱温对含量测定无明显影

响（ＲＳＤ＜２．０％）。 三批制剂样品经测定后，含量分别为 １０２．０％、９９．８％、１００．６％。 本研究建立的利

福昔明子宫注入剂含量方法操作简便、方法可靠，可用作该制剂的质量控制。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ａｉｍｅｄ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｉｆａｘｉｍｉｎ ｕｔｅｒｉｎｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ
ｂｙ ｈｉｇｈ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ（ＨＰＬＣ），ａｎｄ ｔｈｅ ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｓｕｃｈ ａｓ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ， ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ａｎｄ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗｅｒｅ ｓｔｕｄｉｅｄ ａｌｓｏ．Ｔｈｅ ｐｒｅｐａｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ，
ａｆｔｅｒ ｓｏｎｉｃａｔｅｄ ａｎｄ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅｄ， ｔｈｅｎ ｄｉｌｕｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｔｏ ｄｅｔｅｃｔ．Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ
ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒｉｆａｘｉｍｉｎ ｗａｓ ｌｉｎｅａｒ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｆｒｏｍ ４０ ｔｏ １５０ μｇ ／ ｍＬ（ ｒ ＝ ０．９９９５），ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤ） ｗａｓ ０．２５ μｇ ／ ｍＬ，ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ＬＯＱ） ｗａｓ ０．６ μｇ ／ ｍＬ．Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｗａｓ ｆｒｏｍ
９８．２６％ ｔｏ １０１．１２％ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ８０，１００，１２０ μｇ ／ ｍＬ ，ｔｈｅ ｉｎｔｒａ－ｄａｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｗａｓ ｆｒｏｍ
０．１７％ ｔｏ １．１３％，ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｗａｓ ＜０．７３％．Ｉｎ ｔｈｅ ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ ｓｔｕｄｉｅｓ，ｔｈｅ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ，
ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ａｎｄ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｈａｄ ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｔ ｅｆｆｅｃｔ ｏｎ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｔｅｓｔ ｒａｎｇｅ（ＲＳＤ
＜２．０％）．Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｂａｔｃｈｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ １０２．０％， ９９．８％ ａｎｄ １００．６％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ
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ｗａｓ ｓｈｏｗｎ ｔｏ ｂｅ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ｒｅｌｉａｂｌｅ， ｔｈｅｒｅｆｏｒｅ ｉｔ ｃａｎ ｂｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ ｏｆ ｒｉｆａｘｉｍｉｎ ｕｔｅｒｉｎｅ ｉｎｊｅｃ⁃
ｔｉｏｎｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｒｉｆａｘｉｍｉｎ ｕｔｅｒｉｎｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎｓ；ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ；ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ；ＨＰＬＣ

　 　 奶牛子宫内膜炎是降低奶牛繁殖能力和生产

性能的重要疾病之一［１］，发病率高，诱发母牛不孕

症，经济损失严重［２］。 该病的主要病原菌为链球菌

和葡萄球菌［３－５］，目前临床上多采用抗生素治疗，且
主要以全身用药为主。 利福昔明（Ｒｉｆａｘｉｍｉｎ）是一

种半合成的利福霉素类衍生物，抗菌谱广，抗菌能

力强［６］，对葡萄球菌和链球菌具有较好的活性［７］。
且具有以下几个优点：①该药作用迅速，临床症状

减退快。 ②该药在体内不易被吸收，局部使用可形

成较高的血药浓度，其他组织分布较少，不易产生

动物性食品药物残留［８］。 ③安全性较好，无致畸

性、致突变性、致癌性以及生殖毒性［９］。 根据利福

昔明的作用特点和在奶牛养殖业的需要，近年来利

福昔明在兽医临床疾病（特别是奶牛疾病）的防治

中也越来越受到关注。 意大利 ＦＡＴＲＯ 公司研发生

产的利福昔明子宫用产品，２０１０ 年以来，陆续在以

色列、意大利、波兰和捷克等国家批准上市，商品名

为 ＦＡＴＲＯＸＩＭＩＮ®，但目前该产品尚未在中国注册。
国内，齐鲁动物保健品有限公司于 ２０１４ 年批准了

利福昔明乳房注入剂，商品名为齐利宁®［１０］，目前

我国尚没有自己生产的利福昔明子宫注入剂。
为保障药物的安全性和有效性，本研究建立了

准确灵敏的利福昔明子宫注入剂 ＨＰＬＣ 含量测定

方法并进行了不同检测波长、流速及柱温等色谱条

件的耐用性试验验证其可靠性，最终对制剂中利福

昔明的含量进行测定。
１　 材料与方法

１．１ 　 仪器及试剂 　 高效液相色谱仪 （ Ｗａｔｅｒｓ
２６９５），美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司；数控超声波清洗器，昆山

市超声仪器有限公司；电子分析天平，德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ
公司；涡动装置，美国 Ｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ ｉｎｄｕｓｔｒｙ 公司；超纯

水装置，美国 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ 公司；高速离心机，美国 Ｔｈｅｒ⁃
ｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司；手可调移液器，德国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公
司；酸度计（ＰＢ－２１），德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司；隔膜真空

泵，天津市腾达过滤器件厂；溶剂微孔过滤膜（直径

４７ ｍｍ，０．４５ μｍ），美国 Ｐａｌｌ 公司；针筒式微孔滤膜

过滤器（直径 １３ ｍｍ，０．４５μｍ），天津博纳艾杰尔科

技有限公司；色谱柱（ＷｏｎｄａＳｉｌ Ｃ１８－ＷＲ ２５０ｍｍ×

４．６ ｍｍ，５ μｍ），日本岛津公司。 奶牛用利福昔明

子宫注入剂（含量 １８７．５ ｍｇ ／ ２５ ｇ ／支），中国农业科

学院饲料研究所国家饲料药物基准实验室自主研

发；利福昔明对照品（含量 ９５． ７％，批号 １３０５４２ －

２００６０１），购自中国药品生物制品检定所；利福昔明

原料药（含量 ９８．１％，批号 ８０６２１－９１－４），购自浙江

思贤制药有限公司；乙腈、甲醇均为色谱级纯，购自

美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公司；甲酸铵、浓氨水均为色谱级纯，购
自国药集团化学试剂有限公司。
１．２　 色谱条件　 流动相：Ｖ（甲醇） ∶ Ｖ（乙腈） ∶ Ｖ
（３．１６ ｇ ／ Ｌ 甲酸铵，浓氨水调 ｐＨ 至 ７．２） ＝ ３１．５ ∶
３１．５ ∶ ３７；流速：１．４ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：４０ ℃；进样量：
２０ μＬ；检测波长：２７６ ｎｍ。
１．３　 样品前处理 　 供试品工作液的配制：精密称

取摇匀后的利福昔明子宫注入剂 ４ ｇ（相当于利福

昔明 ３０ ｍｇ），精密加入乙腈 ３０ ｍＬ，涡旋 ０．５ ｍｉｎ，用
锡纸封口，置于 ２５ ℃超声仪器中超声 ３０ ｍｉｎ 左右，
４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ 后精密取上清液 ５ ｍＬ，用流

动相定容至 ５０ ｍＬ，摇匀，即得 １００ μｇ ／ ｍＬ 的供试

品工作液。
对照品工作液的配制：精密称取利福昔明对照

品 １０．４５ ｍｇ（相当于利福昔明１０ ｍｇ），将称量的对

照品转移至 １００ ｍＬ 棕色容量瓶中，再用流动相溶

解稀释，定容，制备成 １００ μｇ ／ ｍＬ 的对照品工作液。
分别取适量并用流动相稀释为 ４０ μｇ ／ ｍＬ 的工作

液，进样 ２０ μＬ 至液相色谱仪，记录色谱图，按外标

法以峰面积计算。
１．４　 参数考察和方法耐用性试验 　 参照《中国兽

药典》，对线性范围、灵敏度、准确度及精密度进行

了考察，并对方法耐用性试验进行研究。
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２　 结果与分析

２．１　 供试品及对照品色谱图　 如图 １ 所示。 供试

品与对照品的保留时间分别为 ８． ５２ ｍｉｎ 和 ８． ４７
ｍｉｎ，分离度分别为 １６．７９ 和 １６．４９，能与杂质很好的

分离，含量为 ９８％，主峰尖锐且对称。
２．２　 线性范围 　 精密称取利福昔明对照品适量，
用流动相配制成浓度分别为 ４０、５０、８０、１００、１２０、

１５０ μｇ ／ ｍＬ 的溶液。 按 １．２ 项下的色谱条件进样，
记录色谱图，按外标法计算利福昔明峰面积，以利

福昔明峰面积为纵坐标（Ｙ），进样浓度（Ｘ，μｇ ／ ｍＬ）
为横坐标，绘制标准曲线，求出相关系数 ｒ＝ ０．９９９５，
结果表明利福昔明在 ４０ ～ １５０ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内

线性关系良好。 利福昔明标准曲线如图 ２ 所示。

图 １　 利福昔明色谱图（ａ 对照品；ｂ 供试品）

Ｆｉｇ １　 Ｒｉｆａｘｉｍｉｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ（ａ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ；ｂ ｓａｍｐｌｅ）

图 ２　 利福昔明标准曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｒｉｆａｘｉｍｉｎ

２．３　 灵敏度　 采用逐步稀释的方法，按信噪比 Ｓ ／ Ｎ
≥３ 计算，检测限 ＬＯＤ 值为 ０．２５ μｇ ／ ｍＬ，按信噪比

Ｓ ／ Ｎ≥１０ 计算，定量限 ＬＯＱ 值为 ０．６ μｇ ／ ｍＬ。
２．４　 准确度　 取原料药适量（１８７．５ｍｇ：１５２．９０ｍｇ、
１８７．５ｍｇ：１９１．１３ｍｇ、１８７．５ｍｇ：２２９．３６ｍｇ），即按照利

福昔明子宫注入剂处方以及浓度比例和原料药的

含量，理论上分别称取 １５２．９０、１９１．１３、２２９．３６ ｍｇ，
按照 １．３ 项下所示方法配制成高、中、低三个浓度

的样品，即按照日内测 ５ 次，日间测 ５ 次，平均回收

率分别为 ９９．８８％、９９．５１％、９９．５９％，日间变异系数

分别为 ０．６％、０．７４％、０．７％。 准确度（回收率）试验

结果如表 １ 所示。

·７２·
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表 １　 准确度（回收率）试验结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ａｃｃｕｒａｃｙ（ｒｅｃｏｖｅｒｙ）

浓度

／ （μｇ·ｍＬ－１）
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

时间
Ｔｉｍｅ

样品回收率 ／ ％
Ｓａｍｐｌｅ Ｒｅｃｏｖｅｒｙ

样品 １
Ｓａｍｐｌｅ１

样品 ２
Ｓａｍｐｌｅ２

样品 ３
Ｓａｍｐｌｅ３

样品 ４
Ｓａｍｐｌｅ４

样品 ５
Ｓａｍｐｌｅ５

日内变异
系数 ／ ％
Ｉｎｔｒａ－ｄａｙ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

平均
回收率 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

ＲＳＤ ／ ％

日间变异
系数 ／ ％
Ｉｎｔｅｒ－ｄａｙ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ

８０

第一天 ９９．６５ ９９．９７ １００．００ ９９．８８ １００．９６ ０．５０

第二天 １００．１９ １００．０９ １００．０６ １００．０３ ９９．７４ ０．１７

第三天 ９９．７５ １００．１４ １００．８３ ９９．５９ ９９．６１ ０．５２

第四天 ９９．７６ １００．４０ １００．４３ １００．８８ １００．０８ ０．４２

第五天 ９８．８６ ９８．８１ ９９．２９ ９９．１３ ９８．７３ ０．２４

９９．８７ ０．６０ ０．６０

１００

第一天 ９９．１５ ９９．６４ ９９．７２ ９９．５１ ９９．７０ ０．２４

第二天 １００．６１ ９９．９７ ９９．６３ ９９．６７ １００．３２ ０．４２

第三天 ９８．７９ ９８．００ ９９．１５ ９９．２３ ９９．６１ ０．６２

第四天 ９９．７９ ９９．９７ １０１．１２ ９９．５２ １００．０１ ０．６１

第五天 ９９．５４ ９９．３０ ９８．２６ ９８．３３ ９８．４５ ０．６１

９９．４８ ０．７４ ０．７３

１２０

第一天 ９９．１８ ９９．１３ ９９．１１ ９８．７７ ９９．５１ ０．２７

第二天 ９９．０５ ９９．５６ １０１．６９ ９８．９６ ９９．３０ １．１３

第三天 ９９．０９ ９９．３８ １００．０４ ９９．２５ ９９．５１ ０．３６

第四天 ９８．７５ １００．２２ ９９．４５ １００．０５ ９９．３８ ０．５９

第五天 ９９．９０ ９８．７１ ９９．６２ １００．６７ ９９．３１ ０．７３

９９．５０ ０．７０ ０．６６

２．５　 精密度　 精密称取同一批样品 ６ 份，按照 １．３
项下方法处理样品，以 １．２ 色谱条件进样检测，样
品含量峰面积平均值为 ９９３３５２．５，ＲＳＤ＝ ０．１３％。 精

密度（重复性）试验结果如表 ２ 所示。

表 ２　 精密度（重复性）试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ（ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ）
样品编号
Ｓａｍｐｌｅ ＮＯ．

峰面积
Ｐｅａｋ ａｒｅａ

平均值
Ａｖｅｒａｇｅ ｖａｌｕｅ ＲＳＤ ／ ％

１ ９９１９７８

２ ９９５６００

３ ９９２７２８

４ ９９２９６２

５ ９９２６５９

６ ９９４１８８

９９３３５２．５ ０．１３

２．６　 耐用性试验———检测波长考察 　 参照《中国

兽药典》（２０１５ 年版）要求，对色谱条件进行耐用性

试验研究，设定变动范围检测波长为 ２７１～２８１ ｎｍ、

流速 ０．８ ～ １．７ ｍＬ ／ ｍｉｎ、柱温 ２５ ～ ４２ ℃，并设定梯

度。 取供试品及对照品适量，并配制成浓度为

４０ μｇ ／ ｍＬ的工作溶液，各取 ２０ μＬ，按 １．２ 项下色谱

条件，依照表 ３ 改变检测波长，连续进样 ２ 针，在设

定检测波长 ２７５ ｎｍ 上下波动，含量测定 ＲＳＤ 为

１．７３％，无明显影响，分离度符合要求，说明检测波

长在 ２７１～２８１ ｎｍ 之间能准确的测定其含量。 结果

如表 ３ 所示。

２．７　 耐用性试验———检测流速考察　 取供试品及

对照品适量并配制成浓度为 ４０ μｇ ／ ｍＬ 的工作溶

液，色谱条件参照 １．２ 项，在不同流速条件下，连续

进样 ２ 针，结果显示，ＲＳＤ＝ ０．５０％，对测定结果无明

显影响，分离度符合要求，说明检测流速在 ０． ８ ～

１．６ ｍＬ ／ ｍｉｎ 之间能准确的测定其含量。 检测流速

的考察结果如表 ４ 所示。

·８２·
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表 ３　 检测波长的考察结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ
波长 ／ ｎｍ
Ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ

样品峰面积
Ｓａｍｐｌｅ ｐｅａｋ ａｒｅａ

标准品峰面积
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｅａｋ ａｒｅａ

ＵＳＰ 拖尾因子
ＵＳＰ ｔｒａｉｌｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ

ＵＳＰ 分离度
ＵＳＰ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

含量 ／ ％
Ｃｏｎｔｅｎｔ ＲＳＤ ／ ％

２８１ ７０７０７３ ７９２２６３ １．３７ １３．１０ ８９．２５

２７９ ７２６３３７ ８０６５５１ １．３５ ３．９１ ９０．０５

２７６ ７７５８７１ ８３３１６４ １．３４ １３．６０ ９３．１２

２７３ ７９１１３７ ８８３２８３ １．３２ ２２．９７ ８９．５７

２７１ ８２１７３３ ９０１５８１ １．３２ １４．２９ ９１．１４

１．７３

表 ４　 检测流速的考察结果

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ

流速 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ－１）
Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ

样品峰面积
Ｓａｍｐｌｅ ｐｅａｋ ａｒｅａ

标准品峰面积
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｐｅａｋ ａｒｅａ

ＵＳＰ 拖尾因子
ＵＳＰ ｔｒａｉｌｉｎｇ ｆａｃｔｏｒ

ＵＳＰ 理论塔板数
ＵＳＰ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃ ｐｌａｔｅｓ

ＵＳＰ 分离度
ＵＳＰ ｄｅｇｒｅｅ ｏｆ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

含量
Ｃｏｎｔｅｎｔ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

０．８ ２７４３８６３ ２８０２５６０ ０．９４ １９４３３ ２０．２５ ９７．９１

０．９ ２２６８９５３ ２２８３９２２ ０．９５ １８２１７ １６．２３ ９９．３４

１．０ １８９５７５７ １９１８４５４ ０．９５ １６８３１ １６．９２ ９８．８２

１．１ １８８６５１５ １９１０２４６ ０．９５ １７０２１ １６．９４ ９８．７６

１．２ １４４０１５６ １４６３９１９ ０．９５ １５００６ １４．８９ ９８．３８

１．３ １２９２２４１ １３０８７６６ ０．９５ １４１０９ ５．２２ ９８．７４

１．４ １１６４２３６ １１７９６４４ ０．９６ １３２９６ １５．３９ ９８．６９

１．５ １０６４８２０ １０６８８３３ ０．９６ １２６０６ １４．８６ ９９．６２

１．６ ９７９４８２ ９８７０３３ ０．９６ １１８４０ １５．０５ ９９．２３

１．７ ９０９２７１ ９１５５６１ ０．９６ １１４４９ １３．９３ ９９．３１

０．５２

２．８　 耐用性试验———检测柱温考察　 取供试品及

对照品并稀释成浓度为 ４０ μｇ ／ ｍＬ 的工作溶液，色
谱条件参照 １．２ 项，在不同柱温条件下，连续进样

２ 针，结果显示 ＲＳＤ＝ ０．８４％，对测定结果无明显影

响，分离度符合要求，说明检测柱温在 ２５ ～ ４０ ℃之

间能准确的测定其含量（表 ５）。

表 ５　 检测柱温的考察结果

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ
柱温 ／ ℃
Ｃｏｌｕｍｎ

ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ

样品峰面积
Ｓａｍｐｌｅ ｐｅａｋ

ａｒｅａ

标准品峰面积
Ｓｔａｎｄａｒｄ
ｐｅａｋ ａｒｅａ

ＵＳＰ 拖尾因子
ＵＳＰ ｔｒａｉｌｉｎｇ

ｆａｃｔｏｒ

ＵＳＰ 理论塔板数
ＵＳＰ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ
ｔｈｅｏｒｅｔｉｃ ｐｌａｔｅｓ

ＵＳＰ 分离度
ＵＳＰ ｄｅｇｒｅｅ
ｏｆ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ

含量 ／ ％
Ｃｏｎｔｅｎｔ ＲＳＤ ／ ％

２５ １２６９４２５ １２６６６６５ ０．９１ １０８６１ １９．４８ １００．２２

２８ １３２２４４７ １２８９６９３ ０．９１ １１３６７ １４．２５ １０２．５４

３０ １３０４５３２ １２７６６１４ ０．９１ １１５２７ １８．５３ １０２．１９

３２ １２９３６４８ １２７３４３７ ０．９２ １１８４１ １８．４３ １０１．５９

３４ １３１１４５６ １２６０４３２ ０．９２ １２２８４ １７．６２ １０４．０５

３６ １２６９６６０ １２４５５８２ ０．９３ １２４９９ ９．４３ １０１．９３

３８ １２６２１２７ １２４７７６７ ０．９４ １２８１２ １５．４２ １０１．１５

４０ １２６４６６８ １２４７０９６ ０．９５ １３１０５ １４．５８ １０１．４１

４２ １２７２６２４ １２４２８９０ ０．９６ １３３６６ １４．０９ １０２．３９

１．０４
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２．９　 样品含量测定　 取利福昔明子宫注入剂三批

（２０１４１００４，２０１４１００５，２０１４１００６），按 １．３ 项下方法

配制供试品工作液，以 １．２ 项色谱条件进样检测，
３ 批样品的含量分别为 １０２．０％、９９．８％、１００．６％。
３　 讨论与结论

３．１　 样品前处理方法的优化　 对样品进行前处理

的作用主要是除去样品中的蛋白质和脂肪等物质，
以避免大分子与利福昔明形成牢固的共价键而无

法分开。 目前，在很多化学药物残留检测前处理方

法中，使用有机酸溶液（如酸化乙腈、三氯乙酸）或
纯有机溶剂（如甲醇、乙腈）使蛋白质变形可以除去

样品中的蛋白，然后加入正己烷等有机溶剂，除去

脂肪物质。
为了使提取效果最优化，比较了乙腈、甲醇及

流动相的提取效果，结果显示，使用同为有机溶剂

的乙腈与甲醇，后者的提取效果远远不如前者；乙
腈和流动相相比，乙腈的回收率略高于流动相的

１０％，参照孙雷等［１１］在样品的前处理方法最终决定

使用乙腈作为提取液。
３．２　 耐用性试验　 耐用性是指在测定条件有小的

变动时，测定结果不受其影响的承受程度，为所建

立的方法用于日常检验提供依据。 方法耐用性试

验是考察检测方法可靠性的非常重要的内容。 在

耐用性试验研究中，第一次实验，设流速梯度为

０．８、１．０、１．２、１．４ ｍＬ ／ ｍｉｎ，ＲＳＤ＝ ３．４８％，柱温梯度为

３０、３５、４０、４５ ℃，ＲＳＤ ＝ ３．９９％，故选择将梯度设为

流速上下浮动 １ ｍＬ ／ ｍｉｎ、柱温上下浮动 ２ ℃，说明

梯度变化过大对方法的稳定性有一定的影响，因
此，在实际含量测定过程中，这两个高效液相色谱

参数要特别注意，避免对实验结果产生影响。
本文建立了 ＨＰＬＣ 法测定利福昔明子宫注入

剂中主成分利福昔明的含量。 结果表明，在 ４０ ～
１５０ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内线性关系良好（ ｒ ＝ ０．９９９５），
检测限 （ ＬＯＤ） 为 ０． ２５ μｇ ／ ｍＬ，定量限 （ ＬＯＱ） 为

０．６ μｇ ／ ｍＬ。 以 ８０、１００、１２０ μｇ ／ ｍＬ 三个浓度水平

进行添加回收，回收率在 ９８．２６％ ～ １０１．１２％之间，
日内变异系数在 ０．１７％ ～ １．１３％之间，日间变异系

数＜０．７３％。 耐用性研究表明，在测试范围内，检测

波长、流速、柱温对含量测定无明显影响 （ＲＳＤ ＜

２．０％）且分离度符合要求。 三批制剂样品经测定

后，含量分别为 １０２．０％、９９．８％、１００．６％。 本研究建

立的利福昔明子宫注入剂含量方法操作简便、方法

准确灵敏且可靠性高，可以用作该制剂的质量控制。

参考文献：
［１］ 　 吴明楼， 苏 辉， 方必春， 等． 奶牛子宫内膜炎发生的相关因

素及防治措施［Ｊ］ ． 安徽农业科学， １９９６，（３）：２７７－２７８．

　 Ｗｕ Ｍ Ｌ， Ｓｕ Ｈ， Ｆａｎｇ Ｂ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｌａｔｅｄ Ｆａｃｔｏｒｓ ａｎｄ Ｐｒｅｖｅｎ⁃

ｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｕｒｅ Ｍｅａｓｕｒｅｓ ｏｆ Ｃｏｗ Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｔｉｓ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎｈｕｉ

Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅｓ， １９９６，（３）：２７７－２７８．

［２］ 　 李世宏， 杨国林， 杨锐乐， 等． 奶牛子宫内膜炎研究进展［Ｊ］ ．

中国奶牛， ２００７，（１）：３４－３８．

　 Ｌｉ Ｓ Ｈ， Ｙａｎｇ Ｇ Ｌ， Ｙａｎｇ Ｒ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｐｒｏｇｒｅｓｓ ｏｆ Ｃｏｗ

Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｔｉｓ［Ｊ］ ．Ｃｈｉｎａ Ｄａｉｒｙ Ｃａｔｔｌｅ， ２００７，（１）：３４－３８．

［３］ 　 Ｗｉｌｌｉａｍｓ Ｅ Ｊ， Ｆｉｓｃｈｅｒ Ｄ Ｐ， Ｎｏａｋｅｓ Ｄ Ｅ， ｅｔ ａｌ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ

ｂｅｔｗｅｅｎ ｕｔｅｒｉｎｅ ｐａｔｈｏｇｅｎ ｇｒｏｗｔｈ ｄｅｎｓｉｔｙ ａｎｄ ｏｖａｒｉａｎ ｆｕｎｃｔｉｏｎ ｉｎ

ｔｈｅ ｐｏｓｔｐａｒｔｕｍ ｄａｉｒｙ ｃｏｗ［Ｊ］ ． Ｔｈｅｒｉｏｇｅｎｏｌｏｇｙ， ２００７，６８（４）：５４９

－５５９．

［４］ 　 赵红琼， 黄 燕， 陈杖榴， 等． 新疆地区奶牛子宫内膜炎病原

菌的分离鉴定及其对抗菌药的敏感性试验［ Ｊ］ ． 中兽医医药

杂志， ２００５，（２）：１６－１９．

　 Ｚｈａｏ Ｈ Ｑ， Ｈｕａｎｇ Ｙ， Ｃｈｅｎ Ｚ Ｌ， ｅｔ ａｌ． Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｅｎｄｏｍｅ⁃

ｔｒｉｔｉｓ ｐａｔｈｏｇｅｎｓ ｆｒｏｍ Ｘｉｎｊｉａｎｇ ｄａｉｒｙ ｃｏｗｓ ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉｔｉｅｓ

ｔｏ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌｓ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｔｒａｄｉｔｉｏｎａｌ Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２００５，（２）：１６－１９．

［５］ 　 陈 星， 胡松华， 张克春， 等． 奶牛子宫内膜炎病原菌的分离

鉴定及药敏试验［Ｊ］ ． 中国兽医杂志， ２０１０，（１）：４３－４４．

　 Ｃｈｅｎ Ｘ， Ｈｕ Ｓ Ｈ， Ｚｈａｎｇ Ｋ Ｃ， ｅｔ ａｌ． Ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

ｏｆ Ｐａｔｈｏｇｅｎｉｃ Ｂａｃｔｅｒｉａ ｏｆ Ｃｏｗ Ｅｎｄｏｍｅｔｒｉｔｉｓ ａｎｄ Ｄｒｕｇ Ｓｕｓｃｅｐｔｉｂｉｌｉ⁃

ｔｙ Ｔｅｓｔ［Ｊ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， ２０１０，（１）：

４３－４４．

［６］ 　 王 佩， 李玉珍． 利福昔明的药理作用和临床应用［ Ｊ］ ． 药物

不良反应杂志， ２００５，（５）：３８２－３８５．

　 Ｗａｎｇ Ｐ，Ｌｉ Ｙ Ｚ． Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｉｃａｌ ａｃｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｌｉｎｉｃａｌ ａｐｐｌｉｃａ⁃

ｔｉｏｎｓ ｏｆ ｒｉｆａｘｉｍｉｎ ［ Ｊ］ ． Ａｄｖｅｒｓｅ Ｄｒｕｇ Ｒｅａｃｔｉｏｎｓ Ｊｏｕｒｎａｌ， ２００５，

（５）：３８２－３８５．

［７］ 　 Ｇｉｌｌｉｓ Ｊ Ｃ， Ｂｒｏｇｄｅｎ Ｒ Ｎ． Ｒｉｆａｘｉｍｉｎ． Ａ ｒｅｖｉｅｗ ｏｆ ｉｔｓ ａｎｔｉｂａｃｔｅｒｉａｌ

ａｃｔｉｖｉｔｙ， ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃ ｐｒｏｐｅｒｔｉｅｓ ａｎｄ ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ｉｎ

ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｍｅｄｉａｔｅｄ ｂｙ ｇａｓｔｒｏｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｂａｃｔｅｒｉａ ［ Ｊ ］ ． Ｄｒｕｇｓ，

１９９５，４９（３）：４６７－４８４．

［８］ 　 周 智， 凌 宁， 黄长武， 等． 利福昔明片多中心、随机、单盲对

照治疗急性细菌感染性腹泻的临床疗效观察［ Ｊ］ ． 中国抗生

素杂志， ２００４，（５）：３０７－３１０．

·０３·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ８ 月第 ５２ 卷第 ８ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０．１１７５１ ／ ＩＳＳＮ．１００２－１２８０．２０１８．０８．０６

阿司匹林丁香酚酯在大鼠体内的代谢动力学研究
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［摘　 要］ 　 通过阿司匹林丁香酚酯（ＡＥＥ）在大鼠体内代谢动力学的研究，探讨其在体内的代谢规

律，为临床合理用药提供参考。 选取 １２ 只 ＳＰＦ 级 ＳＤ 大鼠，颈静脉插管后以 ２０ ｍｇ ／ ｋｇ 的剂量灌胃

给药，采用 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 法检测大鼠血浆中 ＡＥＥ 及其代谢物的浓度，计算药动学参数。 结果表明：
ＡＥＥ 和代谢物阿司匹林在血浆中无法检出；代谢物丁香酚在血浆中浓度较低，未达到定量限；代谢

物水杨酸血药浓度符合一室模型。 水杨酸在大鼠体内的主要药代动力学参数 Ｃｍａｘ、Ｔｍａｘ和 ＣＬ 分别

为 ３３５６．９０±１１２０．３７ ｎｇ ／ ｍＬ、４．３５±１．０９ ｈ、４３２．０１±１４８．４１ ｍＬ ／ ｈ。 该检测方法快捷、准确、灵敏度高，
适用于大鼠血浆中 ＡＥＥ 及其代谢物的血药浓度测定，为今后 ＡＥＥ 在体内处置研究和给药间隔提供

了技术参考和理论基础。
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