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［摘　 要］ 　 为建立麻黄鱼腥草散、鸡痢灵散、定喘散、银翘散、金花平喘散、四黄止痢颗粒 ６ 种中兽

药散剂中非法添加利福平高效液相色谱检查方法，研究使用 Ｃ１８（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５μｍ）色谱柱，样
品经前处理后用流动相稀释（乙腈 ∶ 甲醇 ∶ 磷酸盐缓冲液 ＝ ３５ ∶ ３５ ∶ ３０），采用二极管阵列检测器

（ＨＰＬＣ－ＤＡＤ），波长采集范围为 ２００～４００ ｎｍ，记录色谱图波长为 ２３７ ｎｍ，流速为 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样

量为 １０ μＬ。 结果表明，利福平进样浓度在 ５～２５０ μｇ ／ ｍＬ 范围内与峰面积呈良好的线性关系（ｒ２ ＝

０．９９９７），平均回收率在 ９２．９％ ～ ９３．７％之间，ＲＳＤ 在 ０．４％ ～ １．１３％之间（ｎ ＝ ６）。 试验方法简便、准
确、可行，适用于兽用中药制剂中非法添加利福平的定性定量检测。
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　 　 ２０１２ 年，我国发布了国家中长期动物疫病防治

规划［１］。 奶牛结核病计划至 ２０２０ 年全国 ７ 省达到

维持或净化标准［２］。 养殖过程中抗菌药物的广泛

使用（甚至滥用）易造成动物源性细菌耐药性的出

现，多重耐药菌便可以通过食物传播到人类，耐药

基因可在人类、动物和环境之间进行传播［３］，威胁

动物源性食品和公共卫生的安全。

我国农业部为大力打击非法添加违禁药物，已

经版布的 ２４４８ 号公告制订了多种中兽药散剂非法

添加解热镇痛、金刚烷胺类等化学药物检查方

法［４］。 但利福平是人用药，已发布的公告中尚不涉

及利福平的检查，研究旨在建立一种简单、方便、适

用的高效液相色谱法，对兽用中药散剂中违规添加

利福平进行定性定量检测。

１　 材料与方法

１．１　 仪器与设备 　 高效液相色谱仪 Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５

（配二极管阵列检测器 ２９９８）；ＡＥ－２４０ 电子天平

（瑞士 Ｍｅｔｔｌｒｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司）；ＫＱ － ２５０ＤＢ 超声仪

（昆山市超声仪有限公司）。

１．２　 药品与试剂

１．２．１　 对照品　 利福平对照品来自中国食品药品

检定研究院，批号 １３０４９６－２０１７０３，含量 ９８．８％。

１．２．２　 阴性样品　 麻黄鱼腥草散、鸡痢灵散、金花

平喘散、定喘散、银翘散制备：按比例［５］ 称取药材，

置粉碎机中粉碎，混合均匀后为阴性样品；四黄止

痢颗粒由山东某企业提供，未检测出利福平的合格

产品，作为阴性样品。

１．２．３　 阳性添加样品　 按照 １．２．２ 项下方法处理后

阴性样品添加利福平对照品，混匀。

１．２．４　 试剂　 甲醇、乙腈，为色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ 公

司；磷酸二氢钾，分析纯，国药集团化学试剂有限公

司；磷酸盐缓冲液为 ０．０４ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶液［６］。

１．３　 检测方法

１．３．１　 高效液相色谱条件 　 色谱柱为 ｗａｔｅｒｓ Ｃ１８

柱（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５μｍ）；流动相为乙腈－甲醇－

磷酸盐缓冲液（３５ ∶ ３５ ∶ ３０）；检测器为二极管阵列

检测器； 采 集 波 长 范 围 ２００ ～ ４００ ｎｍ， 分 辨 率

１．２ ｎｍ；记录 ２３７ ｎｍ 波长处的色谱图、光谱图中纯

度角度、纯度阈值及 ＰＤＡ ／ ＦＬＲ 匹配 １ 角度、ＰＤＡ ／

ＦＬＲ 匹配 １ 阈值；流速 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为 ３０ ℃；

进样体积为 １０ μＬ。

１．３．２　 阴性样品溶液的制备　 按 １．２．２ 方法将处理

后的样品各称取 １． ０ ｇ 置锥形瓶中，加入流动相

５０ ｍＬ，超声处理 ２０ ｍｉｎ，静置，滤过，取续滤液

１．０ ｍＬ，加流动相定容至 １００ ｍＬ 容量瓶中，用

０．２２ μｍ滤膜过滤，取滤液上机。

１．３．３　 阳性样品溶液的制备　 按 １．３．２ 方法制备的

阴性样品中每 １ ｍＬ 添加 ０．１ ｍｇ 利福平，混匀作为

阳性添加样品。

１．３．４　 对照品溶液的配制　 精密称取利福平对照

品 １００ ｍｇ（精确到 ０．１ ｍｇ）加流动相定量稀释成每

１ ｍＬ 含 １００ μｇ 溶液 （临用前避光配制） ［７］，用

０．２２ μｍ滤膜过滤，取滤液上机。

２　 结　 果

２．１　 专属性试验　 照 １．３．１ 项下条件，精密吸取对

照品溶液、阴性样品溶液、阳性样品溶液各 １０ μＬ

注入液相色谱仪。 对照品溶液 ２３７ ｎｍ 处有最大吸

收波长（图 １）保留时间约为 ６．９５３ ｍｉｎ 的峰（图 ２）。

阳性样品溶液色谱图中的利福平峰（图 ３ ～图 １４）

与对照品出峰时间一致。

图 １　 对照品溶液（１００ μｇ ／ ｍＬ）光谱图

Ｆｉｇ １　 Ｕｌｔｒａ－ｖｉｏｌｅｔ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ
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图 ２　 对照品溶液色谱图（１００ μｇ ／ ｍＬ）
Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

图 ３　 麻黄鱼腥草散阴性样品溶液

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ
ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ｍａｎｇｈｕａｎｇｙｕｘｉｎｇｃａｏ Ｓａｎ

图 ４　 麻黄鱼腥草散阳性样品溶液

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ｍａｎｇｈｕａｎｇｙｕｘｉｎｇｃａｏ Ｓａｎ

图 ５　 鸡痢灵散阴性样品溶液

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ｃｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ Ｊｉｌｉｌｉｎｇ Ｓａｎ

图 ６　 鸡痢灵散阳性样品溶液

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅｏｆ Ｊｉｌｉｌｉｎｇ Ｓａｎ

图 ７　 定喘散阴性样品溶液

Ｆｉｇ ７　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ｄｉｎｇｃｈｕａｎ Ｓａｎ

图 ８　 定喘散阳性样品溶液

Ｆｉｇ ８　 Ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ｄｉｎｇｃｈｕａｎ Ｓａｎ

图 ９　 银翘散阴性样品溶液

Ｆｉｇ ９　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ｙｉｎｑｉａｏ Ｓａｎ
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图 １０　 银翘散阳性样品溶液

Ｆｉｇ １０　 Ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ｙｉｎｑｉａｏ Ｓａｎ

图 １１　 金花平喘散阴性样品溶液

Ｆｉｇ １１　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ｊｉｎｈｕａｐｉｎｇｃｈｕａｎ Ｓａｎ

图 １２　 金花平喘散阳性样品溶液

Ｆｉｇ １２　 Ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ｊｉｎｈｕａｐｉｎｇｃｈｕａｎ Ｓａｎ

图 １３　 四黄止痢颗粒阴性样品溶液

Ｆｉｇ １３　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ

ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ｓｉｈｕａｎｇｚｈｉｌｉ ｋｅｌ

图 １４　 四黄止痢颗粒阳性样品溶液

Ｆｉｇ １４　 Ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ｓｉｈｕａｎｇｚｈｉｌｉ ｋｅｌｉ

２．２　 峰纯度及光谱匹配检查图　 建立对照品溶液

中利福平峰的光谱库，对阳性样品溶液和对照品溶

液中保留时间约为 ６．９３ ｍｉｎ 的峰进行峰纯度检查，

纯度角度小于纯度阈值（图 １５，图 １７）；ＰＤＡ ／ ＦＬＲ 匹

配 １ 角度小于 ＰＤＡ ／ ＦＬＲ 匹配 １ 阈值（图 １６，图 １８）。

图 １５　 利福平峰纯度图

Ｆｉｇ １５　 Ｔｈｅ ｐｅａｋ ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

图 １６　 利福平光谱匹配图

Ｆｉｇ １６　 Ｍａｔｃｈｉｎｇ ａｎｇｌｅ ａｎｄ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ

ｉｎ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

·５４·
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图 １７　 麻黄鱼腥草散中阳性样品中福平峰纯度图

Ｆｉｇ １７　 Ｔｈｅ ｐｅａｋ ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｄ

ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ｍａｎｇｈｕａｎｇｙｕｘｉｎｇｃａｏ Ｓａｎ

图 １８　 麻黄鱼腥草散阳性样品中利福平峰匹配图

Ｆｉｇ １８　 Ｍａｔｃｈｉｎｇ ａｎｇｌｅ ａｎｄ ｔｈｒｅｓｈｏｌｄ

ｉｎ ｔｈｅ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ Ｍａｎｇｈｕａｎｇｙｕｘｉｎｇｃａｏ Ｓａｎ

２．３　 检测限试验　 取 １．３．４ 项下储备液，分别配制

浓度为 ５００、５０、２５、１０、５、０．５ μｇ ／ ｍＬ 的溶液，进行

测定，同时记录色谱图与光谱图，得出光谱图失真

浓度是 ０．５ μｇ ／ ｍＬ，故为方法检出限浓度。
２．４　 线性关系考察 　 精密量取利福平对照品贮备

液，用流动相逐级稀释成 ５、１０、２５、５０、１００、２５０ μｇ ／ ｍＬ
的系列溶液，注入液相色谱仪，按照 １．３．１ 条件下测

定，按利福平面积与对应的浓度做标准曲线，并计

算回归方程和相关系数 （ Ｒ２ ），回归方程为： ｙ ＝

２２４０４ｘ－５００１．４（ ｒ２ ＝ ０．９９９７）。 结果表明，利福平在

５～２５０ μｇ ／ ｍＬ 的浓度范围内，峰面积与浓度呈良好

的线性关系。
２．５　 精密度试验 　 精密吸取 ０．１０ ｍｇ ／ ｍＬ 的利福

平对照品溶液 １０ μＬ，注入液相色谱仪，在 １．３．１ 条

件下进行测定，连续测定 ６ 次，峰面积 ＲＳＤ 为 ０．
１％，表明仪器精密度良好。

２．６　 重复性试验 　 取同批四黄止痢颗粒（批号为

２０１７０１０１，标识生产单位为山东某生物科技有限公

司），按 １．３．２ 项下制备 ６ 份样品溶液，分别注入液

相色谱仪，在 １．３．１ 项下测定含量，ＲＳＤ 为 ０．５％，表
明重复性好。
２．７　 回收率试验 　 按 １．３．３ 项下方法制备阳性添

加样品，每种样品各平行 ６ 份，制备成样品溶液后，
按照外标法定量，分别注入液相色谱仪，在 １．３．１ 条

件下进行测定，利福平平均回收率为 ９２． ９％ ～
９３．７％之间，ＲＳＤ 在 ０．４％ ～１．１３％之间，显示该方法

回收率较好，准确度较高。 结果见表 １。
２．８　 耐用性试验　 从柱温、流动相、色谱柱三个方

面考察方法的耐用性。 分别改变柱温为 ２５ ℃、
３０ ℃、３５ ℃；调整流动相中弱酸缓冲液浓度及比

例，使用不同品牌、不同型号的色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ ＸＤＢ－

Ｃ１８（４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，５ μｍ）； Ａｇｉｌｅｎｔ Ｐｌｕｓ Ｃ１８
（４．６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ， ５ μｍ）；Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８
（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ）等，进样分析，考察色谱条

件变动时该方法的耐用性。
２．８．１　 稳定性试验　 取同一对照品溶液，于制备后

０、２、４、６、１２、２４ ｈ 注入液相色谱仪，在 １．３．１ 项下条

件分别进行测定，利福平峰面积的 ＲＳＤ 为 ０．２％，表
明溶液在 ２４ ｈ 内稳定。
２．８．２　 判定依据　 在相同条件下，在 ２００ ～ ４００ ｎｍ
波长范围内供试品出现的色谱峰与对照品色谱峰

保留时间相一致（差异小于等于±５％）；两者光谱图

无明显差异（必要时可调整供试品溶液的浓度）；最
大吸收处波长一致（差异小于等于±２ ｎｍ），则判为

检出被测试药物［４］。 上述研究表明，６ 种阳性添加

样品色谱图中出现未知峰与对照品出峰时间一致，
吸光度一致；纯度角小于纯度阈值，ＰＤＡ ／ ＦＬＲ１ 匹

配角 １ 小于 ＰＤＡ ／ ＦＬＲ１ 匹配 １ 阈值，说明二者光谱

均匀，未包裹共流出物，均为单一物质峰。 故判定

此阳性添加样品中出现的未知峰为利福平。
３　 讨论与小结

３．１　 波长、流动相的比例及柱温选择 　 利福平在

２３７ 和 ３３４ ｎｍ 有最大吸收，前者的吸收强度明显高

于后者，故选择定量波长为 ２３７ ｎｍ。 利福平为弱酸

·６４·
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表 １　 利福平添加回收率试验结果（ｎ＝６）

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｏｆ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｒｉｆａｍｐｉｃｉｎ
样品名称 添加量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

麻黄鱼腥草散

１００．２３ ９２．４４ ９２．２３

１００．０９ ９３．３２ ９３．２３

１００．１４ ９４．３０ ９９．１６

１００．２６ ９４．６０ ９９．３４

１００．１４ ９５．２８ ９９．１４

１００．４２ ９３．３６ ９８．９４

９３．７ １．１３

鸡痢灵散

１００．３５ ９４．２３ ９３．９０

１００．２４ ９３．０３ ９２．８１

１００．０２ ９４．２４ ９４．２２

１００．２３ ９３．５５ ９３．３４

１００．３６ ９３．３８ ９３．０５

１００．２８ ９４．３８ ９４．１２

９３．６ ０．６

定喘散

１００．９０ ９３．６３ ９２．７９

１００．９９ ９３．３５ ９２．４３

１００．２３ ９３．４５ ９３．２４

１００．１５ ９３．７７ ９３．６３

１００．２４ ９４．６３ ９４．４０

１００．０８ ９４．１６ ９４．０８

９３．４ ０．８

银翘散

１００．６０ ９４．２１ ９３．６５

１００．４０ ９４．０６ ９３．６９

１００．２１ ９３．２５ ９３．０５

１００．３４ ９４．３４ ９４．０２

１００．２６ ９４．１４ ９３．９０

１００．４１ ９３．９４ ９３．５６

９３．６ ０．４

金花平喘散

９９．５８ ９２．６９ ９３．０８

１００．２４ ９４．５６ ９４．５４

１００．０２ ９３．１８ ９３．１６

１００．３６ ９３．６３ ９３．２９

１００．２９ ９２．３８ ９２．１１

１００．３４ ９３．３８ ９３．０６

９３．２ ０．８

四黄止痢颗粒

９９．５８ ９３．２１ ９３．６０

１００．２４ ９２．６９ ９２．６７

１００．０２ ９２．０４ ９２．０２

１００．３６ ９４．５５ ９４．２１

１００．６９ ９２．３８ ９１．７５

１００．４９ ９３．３８ ９２．９２

９２．９ １．０

性药物，在相对弱酸环境下稳定［６，８］，试验中分别选

用乙腈和甲醇溶解对照品，超声 ２０ ｍｉｎ 后，对照品

未完全溶解，可见异物。 考虑到药物性质及吸光度

的稳定性，采用弱酸性的流动相较乙腈和甲醇快

速、完全溶解样品，故选择流动相提取和稀释样品。

通过调整流动相中缓冲液浓度为 ０．０４ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸

二氢钾溶液（比例 ３０％ ～ ４０％）和 ０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸

二氢钾溶液（比例 ３０％ ～ ４０％）运行样品，其中，后

·７４·
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者在运行低浓度样品时，利福平色谱峰易受到试剂

峰或杂质峰的干扰，分离度较差，峰形较差，柱压

高；而使用低比例 ３０％，低浓度 ０．０４ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二

氢钾溶液运行样品，分离效果好，峰形对称，保留时

间适当，柱压稳定。 故筛选乙腈 ∶ 甲醇 ∶ 浓度

０．０４ ｍｏｌ ／ Ｌ的磷酸二氢钾溶液（比例 ３０％）＝ ３５ ∶ ３５ ∶
３０ 作为试验流动相。 相较之于 ２５ ℃柱温，３０ ℃柱

温时系统柱压明显降低，峰形好，出峰时间稳定，
３５ ℃柱温与 ３０ ℃柱温效果差别不大，３０ ℃温度即

可满足检测要求，故对柱温做具体规定调整到

３０ ℃。 更换不同厂家的同类型色谱柱分别进行测

定，出峰时间及峰型无明显差异，利福平含量的

ＲＳＤ 为 １．１％，表明色谱柱的微小变动对测量结果

无明显影响。
３．２　 兽用中药散剂种类的选择及启示　 中药属于

天然药物，残留毒物量小，在现代养殖业预防和控

制疾病发挥重要作用［９－１１］，散剂中的许多中药成分

有抗感染、抗病毒，止痢的功效，添加利福平突出其

止痢平喘抗感染功效。 散剂性状是粉末状，与利福

平易混匀，外观不易发现，故筛选本试验 ６ 种中兽

医散剂作为阴性样品检测。
从筛选该批散剂的非法添加物到建立检测方

法，对打击兽药处方外添加提供了一定的思路，提
示兽药的非法添加不仅仅局限于兽用药，也有可能

添加人用药物。 目前，我国中兽药散剂中检测利福

平的方法还没有完全建立，采用 ＨＰＬＣ 法建立了 ６
种中兽药散剂中利福平的检测方法。 该方法快速、
简便、灵敏度高，为兽药行业健康发展大力推广使

用的检测方法，有较好的实际应用价值。
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