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［摘　 要］ 　 为了研制首批苄星氯唑西林国家对照品。 对质量标准中的关键项目进行考察。 采用红

外分光光度法、高效液相色谱法对原料进行鉴别，采用高效液相色谱法进行含量测定。 结果显示，
红外光吸收图谱与 ＵＳＰ 溯源对照品图谱一致，高效液相色谱法测定氯唑西林与二苄基乙二胺的含

量和为 ９２． １％ 。 研究建立的苄星氯唑西林国家对照品可用于苄星氯唑西林及其制剂的鉴别。
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　 　 氯唑西林为半合成青霉素，耐酸耐青霉素酶，

主要对耐药金黄色葡萄球菌有很强的杀菌作用，能

有效治疗部分革兰阴性菌、葡萄球菌和链球菌引起

的感染。 苄星氯唑西林是氯唑西林的二苄基乙二

胺盐，其制剂主要为苄星氯唑西林乳房注入剂，在

兽医应用上主要用于治疗敏感菌引起的奶牛干乳

期乳房炎［１ － ２］。 苄星氯唑西林以氯唑西林为主要

活性成分，经国家兽药产品批准文号数据查询系

统［３］查询，我国兽药生产企业中目前持有生产文号

的苄星氯唑西林乳房注入剂生产企业有 １６ 家。

《中国兽药典》２０１５ 年版一部收载了苄星氯唑西林

与苄星氯唑西林乳房注入剂［４］。

《中国兽药典》２０１５ 年版一部苄星氯唑西林质

量标准中涉及到含量测定所需的氯唑西林对照品、
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二苄基乙二胺对照品和鉴别所需的苄星氯唑西林

对照品三种标准物质。 目前氯唑西林和二苄基乙

二胺含量测定可溯源至中国食品药品检定研究院

的对照品，而红外鉴别所需的苄星氯唑西林对照品

仅 ＵＳＰ 有供应，但国外对照品价格昂贵，购买周期

长。 因此，拟研制苄星氯唑西林对照品，用于苄星

氯唑西林及其制剂的红外鉴别，对于兽药生产企业

苄星氯唑西林及制剂的质量控制具有重要意义。
１　 仪器与试药

１． １　 仪器　 Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ 高效液相色谱仪（Ｅｍｐｏｗ⁃
ｅｒ ３ 色谱工作站）；Ｗａｔｅｒｓ ９９６ 二极管阵列检测器

（ＰＤＡ），Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ ＸＳ２０５ 电子分析天平（精度

０． ０１ｍｇ）； Ｎｉｃｏｌｅｔ ＦＴ － ５５０ 傅立叶红外光度计；
Ｍｅｔｒｏｈｍ ７０１ ＫＦ Ｔｉｔｒｉｎｏ 卡氏水分测定仪；ＨＡＮＮＡ
Ｉｎｓｔｒｕｍｅｎｔｓ ＨＩ９０１７ 酸度计。
１． ２　 试药　 苄星氯唑西林原料药由郸城巨鑫生物

科技有限公司生产，批号：２０１７０９００１；氯唑西林对

照品（批号：１３０４２３ － ２００９０３，含量 ９１ ０％ ）、二苄

基乙二胺对照品 （批号： １３０６３８ － ２０１３０１，含量

９９ ５％ ）均购自中国食品药品检定研究院；苄星氯

唑西林 ＵＳＰ 对照品批号：Ｇ１Ｍ１０２；乙腈为色谱纯；
水为超纯水；磷酸二氢钠、磷酸二氢钾、氢氧化钠、
磷酸均为分析纯。
２　 方法与结果

２． １　 液相鉴别　 采用 ２． ６． １ 与 ２． ６． ２ 项下的高效

液相色谱条件，分别取两项下的供试品溶液与对照

品溶液进样，采集色谱图，考察供试品溶液主峰与

对照品溶液主峰保留时间是否一致，紫外光谱图是

否一致。 结果见图 １ ～ 图 ４，在氯唑西林含量测定

项下的色谱图中，苄星氯唑西林原料主峰与氯唑西

林对照品溶液主峰保留时间一致，且纯度角度小于

纯度阈值，为单一物质峰，在 ２００ ～ ４００ ｎｍ 的波长

范围内，二者紫外光谱图匹配角度小于匹配阈值，
可判定为相同物质；在二苄基乙二胺含量测定项下

的色谱图中，苄星氯唑西林原料主峰与二苄基乙二

胺对照品溶液主峰保留时间一致，且纯度角度小于

纯度阈值，为单一物质峰，在 ２００ ～ ４００ ｎｍ 的波长

范围内，二者紫外光谱图匹配角度小于匹配阈值，
可判定为相同物质。

图 １　 氯唑西林对照品光谱指数图

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ＨＰＬＣ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｃｌｏｘａｃｉｌｌｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
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图 ２　 苄星氯唑西林原料氯唑西林光谱指数图

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ＨＰＬＣ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｃｌｏｘａｃｉｌｌｉｎ ｉｎ ｂｅｎｚａｔｈｉｎｅ ｃｌｏｘａｃｉｌｌｉｎ ｒａｗ ｍａｔｅｒｉａｌ

图 ３　 二苄基乙二胺对照品光谱指数图

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ＨＰＬＣ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｄｉｂｅｎｚｙｌｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

２． ２　 红外光谱鉴别 　 采用溴化钾压片法进行测

定，采集 ４０００ ～ ４００ ｃｍ － １波段红外光谱图，考察苄

星氯唑西林原料与苄星氯唑西林 ＵＳＰ 对照品的红

外光吸收图谱是否一致。 结果见图 ５ ～ 图 ６，苄星

氯唑西林原料的红外光吸收图谱与 ＵＳＰ 对照品的

图谱一致。
２． ３　 酸度测定　 取苄星氯唑西林原料 ０． １ ｇ，加水

１０ ｍＬ 制成悬浮液，用苯二甲酸盐标准缓冲液和磷

酸盐标准缓冲液校正仪器后测定 ｐＨ 值。 结果测得

ｐＨ 值为 ５． １。

·０２·
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图 ４　 苄星氯唑西林原料二苄基乙二胺光谱指数图

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ＨＰＬＣ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｄｉｂｅｎｚｙｌｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ ｉｎ ｂｅｎｚａｔｈｉｎｅ ｃｌｏｘａｃｉｌｌｉｎ ｒａｗ ｍａｔｅｒｉａｌ

图 ５　 苄星氯唑西林 ＵＳＰ 对照品红外光谱图

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｅ ＩＲ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｂｅｎｚａｔｈｉｎｅ ｃｌｏｘａｃｉｌｌｉｎ ＵＳＰ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

２． ４　 水分测定 　 取苄星氯唑西林原料，用卡尔·
费休法测定其水分含量。 结果测得水分为 ３． ６％ 。
２． ５　 含量均匀性评价　 采用 ２． ６． １ 项下的高效液

相色谱条件及测定法对本批苄星氯唑西林原料进

行了氯唑西林含量均匀性测试，并采用单因子方差

分析法进行了统计检验。 将样品等分成 １０ 份，每
份取样 ２ 次进行测定，样品间自由度为 ９，样品内自

由度为 １０，在约定的自由度水平 α ＝０． ０５ 的显著水

·１２·
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平下，计算临界值 Ｆ０． ０５（９、１０），计算结果与查表

得到的 Ｆ 临界值 Ｆ０． ０５（９、１０） ＝ ３． ０２ 比较，若计算

值小于 ３． ０２，则表明在 α ＝ ０． ０５ 的显著水平下，样

品含量是均匀的。 结果见表 １ ～ 表 ２，其统计量 Ｆ
为 ２． ００，小于 ３． ０２，表明本批原料均匀性良好，符
合国家对照品研制的要求。

图 ６　 苄星氯唑西林原料红外光谱图

Ｆｉｇ ６　 Ｔｈｅ ＩＲ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｂｅｎｚａｔｈｉｎｅ ｃｌｏｘａｃｉｌｌｉｎ ｒａｗ ｍａｔｅｒｉａｌ

表 １　 苄星氯唑西林原料氯唑西林含量均匀性结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｌｏｘａｃｉｌｌｉｎ
样品号 含量 ／ ％ 平均含量 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ ６９． ４８　 ６９． ５８

２ ６９． ６５　 ６９． １９

３ ６９． ６４　 ６９． ５４

４ ６９． ８６　 ６９． ８０

５ ６８． ７２　 ６９． ５３ ６９． ６７ ０． ４％
６ ６９． ９６　 ７０． ０８

７ ６９． ６６　 ６９． ８３

８ ６９． ８１　 ６９． ７７

９ ７０． １０　 ６９． ５９

１０ ６９． ９４　 ６９． ５９

表 ２　 苄星氯唑西林原料均匀性的单因素方差分析结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｏｎｅ － ｗａｙ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｖａｒｉａｎｃｅ ｆｏｒ

ｃｏｎｔｅｎｔ ｈｏｍｏｇｅｎｅｉｔｙ
ｆ１ ｆ２ ＳＳ１ 　 ＭＳ１ ＳＳ２ ＭＳ２ Ｆ

９ １０ １． １８６ ０． １３２ ０． ６５９ ０． ０６６ ２． ００

２． ６　 含量测定　 《兽药标准品、对照品、对照药材

质量标准》 ［５］中关于化学对照品的基本技术要求中

规定供检查用的对照品原料，一般纯度不低于

９０ ０％ 。 而《中国兽药典》２０１５ 年版一部苄星氯唑

西林质量标准中涉及到氯唑西林和二苄基乙二胺

两种物质的测定，采用的是两种液相色谱条件，目

前没有建立用同一色谱系统同时测定这两种物质

的方法，也无其有关物质的相关研究方法，因此拟

分别采用氯唑西林和二苄基乙二胺的含量测定液

相色谱条件对原料进行测定，确认二者符合质量标

准规定即认为该原料符合使用要求。

２． ６． １　 氯唑西林

２． ６． １． １　 色谱条件　 用十八烷基硅烷键合硅胶为

填充剂；以 ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钠溶液 － 乙腈

（３︰ １），用磷酸调节 ｐＨ 值至 ４． ６ ± ０． ２ 为流动相；

检测波长 ２２０ ｎｍ；柱温 ４０ ℃。

·２２·
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２． ６． １． ２　 测定法　 取本品适量，精密称定，加稀释

液（取磷酸二氢钠 ３． １５ ｇ，加水 ４５０ ｍＬ 使溶解，加

乙腈 ３００ ｍＬ 混匀，用磷酸或 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液

调节 ｐＨ 值至 ６． ４）溶解并定量稀释制成每 １ ｍＬ 中

约含氯唑西林 ０． １ ｍｇ 的溶液，精密量取 １０ μＬ，注

入液相色谱仪，记录色谱图；另取氯唑西林对照品

适量，同法测定。 按外标法以峰面积计算供试品中

氯唑西林的含量。

２． ６． １． ３ 　 结果　 两名检验员各进样 ５ 份，每份重

复进样 ２ 次。 取两人的合并计算值，结果见表 ３，色

谱图见图 １ ～图 ２。

表 ３　 苄星氯唑西林原料氯唑西林含量测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｌｏｘａｃｉｌｌｉｎ

测定
次数

平均
含量 ／ ％ Ｓ 方差 Ｓ２ 权重 Ｗ ＷＸ

检验员 １ １０ ６９． ４３ ０． １２０２ ０． ０１４４ ６９４． ４４ ４８２． １５

检验员 ２ １０ ６９． ４８ ０． １５４４ ０． ０２３８ ４２０． １７ ２９１． ９３

　 　 二者加权平均值为 ６９． ４５％ ，按无水物计算，氯

唑西林含量为 ７２． １％ 。

２． ６． ２　 二苄基乙二胺

２． ６． ２． １　 色谱条件　 用十八烷基硅烷键合硅胶为

填充剂（端基封尾）；以 ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶

液（用磷酸调节 ｐＨ 值至 ５． １） －乙腈（８７︰１３）为流

动相；检测波长为 ２２０ ｎｍ。

２． ６． ２． ２　 测定法 　 取本品约 ０． １ ｇ，精密称定，置

１００ ｍＬ 量瓶中，加稀释液（取磷酸二氢钠 ３． １５ ｇ，

加水 ４５０ ｍＬ 使溶解，加乙腈 ３００ ｍＬ 混匀，用磷酸

或１ ｍｏｌ ／ Ｌ氢氧化钠溶液调节 ｐＨ 值至 ６． ４）适量，

超声溶解，用稀释液稀释至刻度，摇匀，取 １０ μＬ 注

入色谱仪，记录色谱图；另取二苄基乙二胺对照品

适量，同法测定。 按外标法以峰面积计算供试品中

二苄基乙二胺的含量。

２． ６． ２． ３　 结果　 由一人进行测定，样品平行制备

２ 份，每份重复进样 ２ 次，以 ４ 次的平均值作为测定

值，结果见表 ４，色谱图见图 ３ ～图 ４。

表 ４　 苄星氯唑西林原料二苄基乙二胺含量测定结果

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ

ｄｉｂｅｎｚｙｌｅｔｈｙｌｅｎｅｄｉａｍｉｎｅ

进样次数 含量 ／ ％ 平均含量 ／ ％ 按无水物计算的
平均含量 ／ ％

１ １９． ０８

２ １９． ５２ １９． ３１ ２０． ０
３ １９． ３０

４ １９． ３６

　 　 按无水物计算，二苄基乙二胺含量为 ２０． ０％ 。

综上结果，按无水物计算，氯唑西林含量为

７２． １％ ，二苄基乙二胺含量为 ２０． ０％ ，二者含量之

和为 ９２． １％ ，符合《中国兽药典》２０１５ 年版一部苄

星氯唑西林质量标准的规定。

３　 讨论与结论

３． １　 质量控制 　 由于《中国兽药典》２０１５ 年版一

部苄星氯唑西林质量标准中采用的是两种液相色

谱条件分别对其中的氯唑西林和二苄基乙二胺进

行含量测定，并分别报告二者的含量，目前没有建

立用同一色谱系统同时测定这两种物质的方法，也

无其有关物质的相关研究方法，因此本研究中以二

者的含量作为主要质量控制指标。 本研究建立的

苄星氯唑西林国家对照品主要供苄星氯唑西林及

其制剂红外鉴别用，而要想获得优质的红外光谱，

需除去样品中的水分［６］，因此在考察本对照品原料

是否符合要求时均按照无水物来计算。

３． ２　 稳定性监测　 药品标准物质的稳定性是标准

物质重要的基本性质之一，用来描述标准物质的特

性量值随时间变化情况，对照品使用中需要特别注

意稳定性问题。 长期稳定性是在规定的贮存条件

下，在较长周期内定期地进行标准物质特性值的稳

定性评估，考察标准物质的特性值保持在规定范围

内的能力［７ － ８］。 根据兽药标准物质研制技术规范

要求，今后将对苄星氯唑西林对照品进行长期稳定

性考察，第一次考察时间为一年后，以后每年定期

测定一次。 原则上对氯唑西林及二苄基乙二胺含

量进行考察，由一人进行测定，每次测定平行样不

·３２·
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少于两份，按无水物计算，氯唑西林与二苄基乙二

胺含量应符合规定。
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