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［摘　 要］ 　 建立了烯丙孕素口服液中烯丙孕素含量测定的高效液相色谱分析方法及样品前处理方

法。 采用正相高效液相色谱法，前处理溶剂为异丙醇 － 正己烷（５∶ ２０），色谱柱为 ＺＯＲＢＡＸ ＣＮ Ｃ１８
柱（２５０ × ４． ０ ｍｍ，５ μｍ），流动相正己烷 －异丙醇（９８∶ ２），流速 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温 ３５ ℃，检测波长

２３５ ｎｍ。 该方法中烯丙孕素的定量限浓度为 ８０４． ９ ｎｇ ／ ｍＬ，线性范围为 ０． ４０１ ～ ０． ６０１ ｍｇ ／ ｍＬ，平
均回收率为 １００． ３％ ，该方法前处理简单、准确度高，可适用于该制剂中烯丙孕素的定性定量

测定。
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ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｉｓ １００． ３％ ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ ｗｉｔｈ ｓｉｍｐｌｅ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ａｎｄ ｈｉｇｈ ａｃｃｕｒａｃｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ ｏｒａｌ ｓｏｌｕｔｉｏｎ；ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ；ＨＰＬＣ

·１２·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 ３ 月第 ５４ 卷第 ３ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

　 　 烯丙孕素（Ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ）是一种人工合成的甾类

促孕激素，属于 １９ － 去甲睾酮类化合物［１ － ２］，它可

凭借其脂溶性穿透靶细胞，与特定受体结合［３ － ５］。
烯丙孕素已被欧盟和美国批准用于母猪和母马的

同步发情，由其制成的口服液已成功上市。 在我国

兽医临床中，烯丙孕素口服液可用于母猪的同期发

情、促进乏情母猪的发情［６ － ８］。 但对于烯丙孕素口

服液的质量控制，目前还没有相关的研究报道，本
研究建立烯丙孕素口服液中烯丙孕素的含量液相

方法检测方法，为烯丙孕素口服液的质量控制研究

提供技术支撑。 中国兽药典中性激素类药物如丙

酸睾酮注射液采用乙醚溶解、甲醇提取后用高效液

相色谱法测定丙酸睾酮的含量［９］，操作步骤繁琐且

对浪费大量有机溶剂。 本研究对前处理方法进行

改进，采用高效液相色谱法对烯丙孕素进行定性和

定量检测，方法经济快速，可以满足日常检测需求。
１　 材料与方法

１． １　 仪器　 安捷伦 １２６０ ＩＩ 高效液相色谱仪包括

包括 Ｇ７１１１Ａ 四元泵，Ｇ７１２９Ａ 自动进样器，ＡＴ －
３３０ 柱温箱，Ｇ７１１５Ａ ＤＡＤ 检测器，Ｃ． ０１． ０７ ＳＲ２
（２５５） 色谱工作站，美国安捷伦科技有限公司；
ＥＳ２２５ＳＭ － ＤＲ 电子天平，普利赛斯仪器有限公司；
超声波清洗器，昆山仪器有限公司；真空泵，ＡＳＬ 仪

器有限公司。
１． ２ 　 药 品 与 试 剂 　 烯 丙 孕 素 对 照 品 （ 批 号

１７０８００１，含量 ９９． ９５％ ，天津市中升挑战生物科技

有限公司），烯丙孕素口服液（批号：１７０９００１，天津

市中升挑战生物科技有限公司），正己烷（色谱纯，
西陇化工科技有限公司），异丙醇（色谱纯，西陇化

工科技有限公司）。
１． ３　 色谱条件　 以氰基键合硅烷为填充剂的Ｚｏｒｂａｘ
ＣＮ 色谱柱（２５０ｍｍ × ４． ６ｍｍ，５μｍ）；以正己烷 － 异

丙醇（９８∶ ２）为流动相；检测波长为 ２３５ ｎｍ；流速 １．
０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样量 １０ μＬ。
２　 结果与分析

２． １　 样品溶液制备　 精密称取烯丙孕素口服液适

量（约相当于烯丙孕素 １２． ５ ｍｇ），置 ２５ ｍＬ 棕色量

瓶中，加异丙醇 ５ ｍＬ，超声 ３ ｍｉｎ 使溶解，加正己烷

稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液。 另取烯丙孕

素对照品约 ２５． ０ ｍｇ，精密称定，置 ５０ ｍＬ 棕色量瓶

中，加异丙醇 ５ ｍＬ 溶解后，用正己烷稀释至刻度，
摇匀，作为对照品溶液。
２． ２　 系统适应性试验　 按照 ２． １ 项方法操作，配
制 １ 份对照品溶液，连续进样 ５ 次。 结果显示，主
峰峰面积的相对标准偏差为 ０． ２１％ ，主峰保留时间

的相对标准偏差为 ０． ６０％ ，主峰的理论塔板数都在

１５０００ 以上。 结果见表 １，色谱图见图 １。 系统适应

性试验表明该色谱条件可以满足分析要求。
表 １　 系统适应性试验结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｙｓｔｅｍ ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

样品 主峰面积
主峰面积
ＲＳＤ ／ ％

主峰保留
时间 ／ ｍｉｎ

保留时间
ＲＳＤ ／ ％

１ ４４１３． ７

２ ４４２０． ５

３ ４４１７． ７

４ ４４２５． ３

５ ４４２９． ４

６ ４４３９． ５

０． ２１

１９． ８２２

１９． ９２１

２０． ０１１

２０． ０４７

１９． ８０５

１９． ７５４

０． ６０

图 １　 烯丙孕素对照品色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

２． ３　 专属性试验　 按照烯丙孕素口服液处方量配

制空白制剂样品，按 ２． １ 项中制备方法制成阴性对

照溶液；另取烯丙孕素口服液按 ２． １ 项中制备方法

制成供试品溶液；另称取适量烯丙孕素对照品，按
２． １ 项中制备方法制成对照品溶液。 按 １． ３ 项的色

谱条件分别进阴性对照、供试品溶液和对照品溶

液，色谱图见图 ２，结果表明辅料成分不干扰样品中

烯丙孕素的测定。
２． ４　 线性关系考察　 分别精密称取适量烯丙孕素

对照品至 ５０ ｍＬ 容量瓶中，制成 ０． ４０１、０． ４５１、
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图 ２　 专属性试验色谱图（Ａ、Ｂ、Ｃ 分别为对照品、

供试品、阴性对照）

Ｆｉｇ ２　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｔｅｓｔ（Ａ：ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅ，Ｂ：Ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ，Ｃ： ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ）

０． ５０３、０． ５５１、０． ６０１ ｍｇ ／ ｍＬ 的对照品溶液，按照

１． ３项色谱条件进样记录峰面积，以峰面积对进样

浓度作线性回归，方程为 ｙ ＝ ８５５１． ６ｘ ＋ １０１． ７８ （Ｒ
＝０． ９９９８，ｎ ＝ ５），表明烯丙孕素对照品溶液浓度在

０． ４０１ ～ ０． ６０１ ｍｇ ／ ｍＬ 范围内时与峰面积呈良好的

线性关系。
２． ５　 回收率试验　 按照烯丙孕素口服液处方分别

配制 ９ 份 ５０ ｍＬ 空白制剂，然后加入主药烯丙孕素

处方量的 ８０％ （０． １６ ｇ）、１００％ （０． ２ ｇ）、１２０％
（０． ２５ ｇ）（每个浓度各 ３ 份）制备 ９ 份回收率样品

溶液，按 ２． １ 项中制备方法制成供试品溶液；另称

取适量烯丙孕素对照品，按 ２． １ 项中制备方法制成

对照品溶液。 按照 １． ３ 项色谱条件进样，记录色谱

图。 计算样品的回收率，结果见表 ２。
２． ６　 精密度试验 　 按照 ２． １ 项方法操作，配制 ６
份相同浓度（０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ）的烯丙孕素口服液样品

溶液和 １ 份烯丙孕素对照品溶液。 按照 １． ３ 项色

谱条件进样，记录色谱图见图 ３。 计算样品中烯丙

孕素的含量，结果见表 ３。

表 ２　 烯丙孕素口服液中烯丙孕素的回收率（％）

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ Ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ ｉｎ

Ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ Ｏｒａｌ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ

理论值
／ ｍｇ

实测值
／ ｍｇ

回收率
／ ％

平均回
收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１６０． ００ １５９． ２０ ９９． ５
８０％
回收

１６０． ００ １６０． ００ １００． ０

１６０． ００ １６０． １６ １００． １

２００． ００ ２００． ００ １００． ０
１００％
回收

２００． ００ ２０３． ２０ １０１． ６ １００． ３ ０． ６７

２００． ００ １９９． ８０ ９９． ９

２５０． ００ ２５３． ２５ １０１． ３
１２０％
回收

２５０． ００ ２５１． ００ １００． ４

２５０． ００ ２５１． ００ １００． ４

表 ３　 烯丙孕素口服液含量测定精密度试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ Ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ ｉｎ

Ａｌｔｒｅｎｏｇｅｓｔ Ｏｒａｌ Ｓｏｌｕｔｉｏｎ
编号 含量 ／ ％ 平均值 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ １００． ５２

２ ９９． ４４

３ ９９． ５１

４ ９９． ６２

５ ９９． ３５

６ １００． ００

９９． ７４ ０． ４４

图 ３　 精密度试验色谱图（Ａ、Ｂ 分别为对照品、供试品）

Ｆｉｇ ３　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ａｃｃｕｒａｔｅ ｔｅｓｔ

（Ａ： ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ，Ｂ： ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ）
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２． ７　 定量限试验　 取烯丙孕素对照品约 ２５ ｍｇ 适

量置于 ５０ ｍＬ 容量瓶中，按 ２． ２ 项方法操作，得到

浓度约为 ０． ５ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液，然后用正己烷逐步稀

释至浓度为 ８０４． ９ ｎｇ ／ ｍＬ，连续测试 ６ 次，信噪比平

均为 １０． ２，因此，烯丙孕素定量限为 ８０４． ９ ｎｇ ／ ｍＬ。
３　 讨论与结论

关于烯丙孕素在动物组织样品中的残留检测

国内外有很多报道，Ｅｌｉｎ Ｂｅｃｋｍａｎ 等［１０］利用液质联

用技术测定烯丙孕素和它的代谢物在马尿液中的

残留水平。 Ｍａｒｔｉｎａ Ｒｅｊｔｈａｒｏｖａ 等报道了利用液质

联用技术测定烯丙孕素等六种孕激素在肾脏脂肪

中的残留水平［１１］。 Ｄａｎ Ｚｈａｎｇ 等利用液质联用技

术测定烯丙孕素等在猪肉中的残留水平［１２］。
Ｍａｃｈｎｉｋ 等利用液质联用技术测定烯丙孕素在马血

浆和马尿液中残留水平［１３］。 康海宁等建立了河豚

鱼、鳗鱼及烤鳗中烯丙孕素与氯地孕酮残留的同时

测定的超高效液相色谱 － 串联质谱法［１４］。 林黎明

等建立了进出口动物源性食品中孕激素类药物残

留量的高效液相色谱串联质谱检测方法［１５］。 邵兵

等建立了动物源食品中激素多残留检测方法液相

色谱 － 质谱 ／质谱法［１６］。 贺利民等建立了动物源

食品中 １１ 种激素残留检测液相色谱 － 串联质谱

法［１７］。 这些研究者都是将烯丙孕素从组织样品中

提取出来，然后运用液质等手段对烯丙孕素进行定

量测定，操作过程繁琐且对设备要求比较高。 本文

建立的烯丙孕素口服液中烯丙孕素的含量测定方

法，着重对前处理方法和色谱系统进行改进，以期

为企业实际生产中烯丙孕素制剂的质量控制提供

依据。
３． １　 样品前处理方法的选择　 烯丙孕素易溶于甲

醇、乙醇等有机溶剂，难溶于水，其在花生油、大豆

油等植物油中有较大溶解度，故烯丙孕素口服液常

用植物油作为载体辅料。 当制剂样品以植物油作

为载体辅料进行含量测定时，须先将主药成分提取

出来再进行测试，如用乙醚溶解后再用甲醇多次提

取［９］，不仅需要经过繁琐的步骤，还耗费大量的有

机溶剂，而且处理过程过多会造成样品损耗，进而

导致测量误差。 本研究中采用异丙醇 － 正己烷

（５ ／ ２０）作为混合溶剂，不但能将主药成分和辅料载

体完全溶解，而且操作简单便于控制，避免了复杂

的前处理步骤。
３． ２　 色谱系统的选择　 传统的液相色谱系统常用

非极性物质（如 Ｃ１８）作为固定相，以甲醇 ／水或者

乙腈 ／水这些极性大的溶剂作为流动相进行洗脱。
在本研究中由于样品前处理过程中用到异丙醇 －
正己烷（５ ／ ２０）作为混合溶剂，混合溶剂的极性比较

小，须选用极性大的物质（如氰基键合硅胶）为固定

相、极性小的物质（如正己烷 －异丙醇混合体系）为
流动相的正相色谱系统进行分析。

本方法测定烯丙孕素口服液中烯丙孕素的含

量，无需复杂的样品处理和特殊试剂，测定方法专

属性强、准确度高、试剂成本低，便于生产中的质量

检测。
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