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［摘　 要］ 　 建立了高效液相色谱法测定替米考星原料及其制剂的中替米考星的含量。 采用 Ｃ１８ 色

谱柱（４． ６ ｍｍ ×２５０ ｍｍ，５ μｍ），以 １０％三氟乙酸 －乙腈（６５ － ３５）为流动相，流速 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样

量 １０ μＬ，检测波长为 ２８０ ｎｍ，柱温 ３０ ℃。 结果表明，当替米考星浓度为 ０． ０１ ～ ２． ０ ｍｇ ／ ｍＬ 时，替米

考星顺式峰和反式峰面积和与浓度线性关系良好（Ｒ２ ＝ ０． ９９９８），无杂质干扰，重复性、稳定性和精

密度的相对标准偏差 ＜ ０． ８％ ，检出限为 ０． ８ μｇ ／ ｍＬ，替米考星顺式峰和反式峰的分离度符合规定，
顺 － ８ －差向异构体能够实现良好分离。 该方法操作简便，准确度高，重复性好，提高了替米考星及

其制剂质量控制的检测效率，为其质量标准的改进提供了依据。
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　 　 替米考星（Ｃ４６Ｈ８０Ｎ２Ｏ１３）是一种动物专用的大

环内酯类抗生素，主要用于治疗胸膜肺炎放线杆

菌、巴氏杆菌及支原体感染等，比泰乐菌素具有更

强的抗菌活性［１ － ２］。 替米考星在兽医临床治疗中

已得到非常广泛的应用，且拥有多种剂型。 《中华

人民共和国兽药典》２０１５ 年版一部［３］ 共收载替米

考星原料及替米考星注射液、替米考星预混剂和替

米考星溶液三种制剂类型，其含量测定方法均为高

效液相色谱法，以十八烷基硅烷键合硅胶为填充

剂，以水 － 乙腈 － 磷酸二丁胺溶液 － 四氢呋喃

（８０５∶ １１５∶ ２５∶ ５５）为流动相，按外标法以替米考星

顺式异构体和反式异构体峰面积的和计算含量。
但在实际使用过程中发现该色谱条件下替米考星

的顺 － ８ －差向异构体峰位于其顺式异构体峰和反

式异构体峰之间，但现行《中国兽药典》标准中只对

替米考星顺式异构体峰和反式异构体峰的分离度

进行控制，故顺 － ８ － 差向异构体峰易对替米考星

含量测定结果造成干扰［３］。 同时，在该流动相体系

中含有四氢呋喃，易对以塑料管为输液介质的液相

色谱仪造成损害，大大缩短仪器的使用寿命，增加试

验成本。 已发表的文献中，替米考星及其制剂的含

量测定方法以高效液相色谱法为主［４ － ６］，色谱条件

与《中国兽药典》标准大多一致。 因此，建立一种便

捷、高效的替米考星的含量测定方法是非常必要的。
１　 仪器与材料

１． １　 仪器与试剂　 Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ 高效液相色谱仪配

有二极管阵列检测器（ＰＤＡ２９９８）和色谱工作站处

理软件 Ｅｍｐｏｗｅｒ ３（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）、ＡＸ２０５ 型分

析天平（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司）。 三氟乙酸、乙
腈为色谱纯，水为超纯水。
１． ２　 试药 　 替米考星对照品，批号 Ｋ０３１１８０５，含
量 ９５． ３％ ，中国兽医药品监察所；替米考星溶液，某
市售产品，规格 ２５％ ；替米考星预混剂，某市售产

品，规格 １０％ ；替米考星注射液，某市售产品，规格

１０ ｍＬ∶ ３ ｇ。
２　 溶液的制备

２． １　 对照品溶液　 取替米考星对照品约 ２５ ｍｇ，精
密称定，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加入 ２ ｍＬ 乙腈，用 ３５％

乙腈溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。
２． ２　 供试品溶液　 替米考星预混剂：取供试品约

２． ５ ｇ （相当于替米考星 ０． ２５ ｇ），精密称定，置

５０ ｍＬ量瓶中，加入 ２ ｍＬ 乙腈，用 ３５％乙腈溶液溶

解并稀释至刻度，超声 １０ ｍｉｎ，摇匀，精密量取上述

溶液 ５ ｍＬ 置 ５０ ｍＬ 量瓶中，用 ３５％乙腈溶液稀释

至刻度，摇匀，即得；替米考星注射液：精密量取供

试品 ２ ｍＬ，用 ３５％ 乙腈溶液稀释至刻度，超声

１０ ｍｉｎ，摇匀，精密量取上述溶液 ５ ｍＬ 置 ５０ ｍＬ 量

瓶中，用 ３５％ 乙腈溶液稀释至刻度，摇匀，即得；替
米考星溶液：精密量取供试品 ２ ｍＬ，用 ３５％乙腈溶

液稀释至刻度，摇匀，精密量取上述溶液 ５ ｍＬ 置

５０ ｍＬ量瓶中，用 ３５％ 乙腈溶液稀释至刻度，超声

１０ ｍｉｎ，摇匀，即得。
２． ３ 　 色谱条件 　 色谱柱：Ｇｅｍｉｎｉ Ｃ１８（４． ６ ｍｍ ×
２５０ ｍｍ，５ μｍ）；流动相：１０％ 三氟乙酸 － 乙腈

（６５∶ ３５）；流速 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长：２８０ ｎｍ；柱
温３０ ℃；进样量 １０ μＬ。
３　 方法学验证

３． １　 专属性和系统适用性试验　 分别取空白溶液、
对照品溶液和供试品溶液，按 ２． ３ 项色谱条件进样，
记录色谱图。 结果表明，样品中杂质对替米考星的

测定无干扰。 替米考星的顺式和反式异构体峰的分

离度为 １． ９２，理论塔板数按顺式计为 １４０５１，按反式

计为 ６２０８，替米考星反式异构体峰、顺式异构体峰和

顺 －８ －差向异构体的相对保留时间为 ０． ９、１． ０ 和

１． ２。 对照品溶液和供试品溶液色谱图见图 １。
３． ２　 线性关系考察　 取替米考星对照品约１００ ｍｇ，
精密称定，置 １０ ｍＬ 量瓶中，用乙腈溶解并稀释至刻

度，摇匀，作为对照品储备液。 精密量取对照品储备

液适量，用 ３５％ 乙腈稀释制成 ２． ０、１． ０、０． ５、０． ４、
０􀆰 ２、０． １、０． ０５、０． ０２、０． ０１ ｍｇ ／ ｍＬ 的系列对照品溶

液。 照 ２． ３ 项色谱条件进样，记录色谱图，以对照品

浓度 Ｃ 为横坐标，以替米考星顺式峰和反式峰的峰

面积和 Ａ 为纵坐标，绘制标准曲线。 回归方程及相

关系数为：Ａ ＝１２ １０６ ８８５Ｃ ＋ ６１４２３，Ｒ２ ＝ ０． ９９９８。 结

果表明，替米考星在０． ０１ ～２． ０ ｍｇ ／ ｍＬ浓度范围内呈

现良好的线性关系。
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图 １　 替米考星对照品（Ａ）、替米考星预混剂（Ｂ）、替米考星注射液（Ｃ）和替米考星溶液（Ｄ）的色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ （Ａ）， ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ ｐｒｅｍｉｘ （Ｂ），

ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ （Ｃ）， ａｎｄ ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （Ｄ）

３． ３ 　 检测限和定量限 　 取对照品溶液适量，用
３５％乙腈逐级稀释，照 ２． ３ 项色谱条件进行测定。
以信噪比 Ｓ ／ Ｎ 为 ３ 和 １０ 求得替米考星检测限为

０􀆰 ８ μｇ ／ ｍＬ，定量限为 ２． ７ μｇ ／ ｍＬ。
３． ４　 准确度 　 以回收率试验考察方法的准确度。
取替米考星对照品适量，精密称定，加入 ２ ｍＬ 乙腈，
用 ３５％乙腈制成每 １ ｍｌ 中约含替米考星 １０ ｍｇ 的

溶液，作为对照品储备液。 精密量取对照品储备液

１ ｍＬ，置 ２００ ｍＬ 量瓶中，用 ３５％ 乙腈溶液溶解并

稀释至刻度，摇匀，作为对照品溶液。 取替米考星

预混剂供试品约 ０． ２５ ｇ（相当于替米考星２５ ｍｇ）、
替米考星溶液 ０． １ ｍＬ，分别置于 ５０ ｍＬ 量瓶中，分
别精密量取对照品储备液 １． ００、１． ２５、１． ５０ ｍＬ，加
入同一量瓶中，照 ２． ２ 项下方法配制，每个浓度平

行制备 ３ 份，得到预混剂回收率溶液和溶液回收率

溶液；取替米考星注射液 ０． １ ｍＬ，置５０ ｍＬ量瓶中，
分别精密量取对照品储备液 １􀆰 ２０、１． ５０、１． ８０ ｍＬ，
加入同一量瓶中，照 ２． ２ 项下方法配制，每个浓度平

行制备 ３ 份，得到注射液回收率溶液。 将对照品溶

液、预混剂回收率溶液、注射液回收率溶液和溶液回

收率溶液照 ２． ３ 项色谱条件进样，记录色谱图，计算

回收率。 回收率试验结果见表 １。

３． ５　 精密度 　 精密吸取同一对照品溶液，照 ２． ３
项色谱条件连续进样 ５ 次，记录替米考星反式峰和

顺式峰的峰面积和为 ６８６９７５９、６８３８４３０、６８６７１６３、
６８３９８０３、６８２５５６０，ＲＳＤ 为 ０． ３％ ，反式峰保留时间

为 １５． ９３５、１５． ８３４、１５． ７５３、１５． ６９４、１５． ６３８ ｍｉｎ，
ＲＳＤ 为 ０． ７％ ，顺式峰保留时间为 １７． １８４、１７． ０８０、
１６． ９８３、１６􀆰 ９２１、１６． ８５５ ｍｉｎ，ＲＳＤ 为 ０． ８％ 。 结果

表明进样精密度良好。
３． ６　 重复性试验　 分别取不同制剂的同一批供试

品，照 ２． ２ 项下方法制备供试品溶液 ６ 份，照 ２． ３ 项

色谱条件进行测定。 替米考星预混剂的平均含量

为 ９５． ８％ ，ＲＳＤ 为 ０． ８％ ；替米考星注射液的平均

含量为 １０３． ９％ ，ＲＳＤ 为 ０． ２％ ；替米考星溶液的平

均含量为 １０２． ６％ ，ＲＳＤ 为 ０． ８％ 。 结果表明本方

法重复性良好。
３． ７　 稳定性试验　 取同一份对照品溶液和替米考

星预混剂供试液，室温放置，分别在 ０、６、１２、１６、２０、
３６ 和 ４８ ｈ 照 ２． ３ 项色谱条件进样，记录色谱峰面

积，４８ ｈ 内替米考星对照品和替米考星预混剂的顺

式峰和反式峰面积和的 ＲＳＤ 分别为 ０􀆰 ４３％ 和

０􀆰 ５８％ 。 结果表明制备好的对照品溶液和供试品

溶液在 ４８ ｈ 内稳定。
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表 １　 回收率试验结果

Ｔａｂ １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ ｉｎ ｐｒｅｍｉｘ， ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ， ａｎｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
制剂类型 本底值 ｍｇ 加入量 ｍｇ 测定值 ｍｇ 回收率 平均回收率 ＲＳＤ

替米考星预混剂

１２． １８ ９． ９４ ２１． ９５ ９８． ３％

１２． ４１ ９． ９４ ２２． ０５ ９７． ０％

１２． ２２ ９． ９４ ２１． ７７ ９６． １％

１２． ２５ １２． ４３ ２４． ９１ １０１． ９％

１２． １９ １２． ４３ ２４． ８９ １０２． ２％

１２． １７ １２． ４３ ２４． ６８ １００． ６％

１２． ２８ １４． ９１ ２６． ８７ ９７． ９％

１２． ２０ １４． ９１ ２６． ８５ ９８． ３％

１２． ５７ １４． ９１ ２７． １６ ９７． ９％

９７． １％ ０． ９％

１０１． ６％ ０． ６％

９８． ０％ ０． ２％

替米考星注射液

３２． ３０ １１． ９３ ４４． ２７ １００． ３％

３２． ３０ １１． ９３ ４４． ００ ９８． １％

３２． ３０ １１． ９３ ４４． ０８ ９８． ７％

３２． ３０ １４． ９１ ４６． ９６ ９８． ３％

３２． ３０ １４． ９１ ４６． ８６ ９７． ７％

３２． ３０ １４． ９１ ４６． ７２ ９６． ７％

３２． ３０ １７． ９０ ４９． ８３ ９７． ９％

３２． ３０ １７． ９０ ４９． ８２ ９７． ９％

３２． ３０ １７． ９０ ４９． ８４ ９８． ０％

９９． １％ １． ０％

９７． ６％ ０． ６％

９７． ９％ ０． １％

替米考星溶液

２５． ４１ ９． ９４ ３５． ４２ １００． ７％

２５． ４１ ９． ９４ ３５． ３６ １００． １％

２５． ４１ ９． ９４ ３５． ３９ １００． ４％

２５． ４１ １２． ４３ ３７． ６８ ９８． ７％

２５． ４１ １２． ４３ ３７． ７０ ９８． ９％

２５． ４１ １２． ４３ ３７． ５５ ９７． ７％

２５． ４１ １４． ９１ ４０． １３ ９８． ７％

２５． ４１ １４． ９１ ４０． ０６ ９８． ３％

２５． ４１ １４． ９１ ４０． １０ ９８． ５％

１００． ４％ ０． ２％

９８． ４％ ０． ５％

９８． ５％ ０． ２％

３． ８　 耐用性试验　 从柱温、流动相组成、色谱柱三

方面考察替米考星检测方法的耐用性。 调节柱温

为 ２５ ℃、３０ ℃和 ３５ ℃，结果表明，随着柱温升高，

替米考星峰的保留时间逐渐前移，替米考星顺式峰

和反式峰的分离度均符合要求；调节流动相组成为

１０％三氟乙酸 －乙腈（６０ － ４０）、１０％三氟乙酸 － 乙

腈（６５ － ３５）、和 １０％三氟乙酸 － 乙腈（７０ － ３０），结

果显示，在不同流动相组成下，替米考星顺式峰和

反式峰的分离度均符合要求；选择 ３ 款不同品牌色

谱柱 （ Ｄｉｋｍａ Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８，４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，

５ μｍ； Ａｌｌｔｉｍａ Ｃ１８， ４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ， ５ μｍ；

Ｇｅｍｉｎｉ Ｃ１８，４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，５ μｍ），考察不同色

谱柱对测定的影响，三款色谱柱结果显示，除保留

时间有差异外，替米考星顺式峰和反式峰的分离度

均符合要求。

４　 样品的测定

取替米考星预混剂、替米考星注射液和替米考

星溶液各一批，按 ２． ２ 项下方法处理，按 ２． ３ 项下

色谱条件进行测定，每个样品平行制备两份，取平

均值计算样品中替米考星含量。 同时，使用《中华
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人民共和国兽药典》２０１５ 年版一部收载的含量测

定方法对三批样品进行测定，并与本方法结果进行

比较，见表 ２。

表 ２　 样品含量测定结果（ｎ ＝２）

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔｅｎｔ （ｎ ＝２）
样品 本方法 《中国兽药典》２０１５ 年版一部方法

替米考星预混剂 ９６． １％ ９６． ７％

替米考星注射液 １０７． ０％ １０７． ４％

替米考星溶液 １０２． ６％ １０２． ４％

５　 讨论与结论

５． １　 色谱条件的选择 　 现行标准中，替米考星及

其制剂含量测定方法的流动相均采用乙腈 － 磷酸

二丁胺溶液 －四氢呋喃体系［７ － ９］，已发表的文献中

也仅有一篇提出在流动相中可加入三氟乙酸以改

善分离［１０］。 本实验中配制了不同浓度的三氟乙酸

溶液（１％ 、５％ 、１０％和 ２０％ ），结果发现，当三氟乙

酸浓度较低时，替米考星顺式峰和反式峰间的分离

度小于 １． ５，当使用 １０％ 三氟乙酸 － 乙腈（６５∶ ３５）

为流动相时，替米考星顺式峰和反式峰可实现基

线分离。

５． ２　 提取溶剂的选择　 本方法比较了使用乙腈、

甲醇、３５％乙腈溶液作为提取溶剂对替米考星的

影响，结果显示使用 ３５％ 乙腈溶液效果最佳，在

替米考星预混剂提取过程中先加入 ２ ｍＬ 乙腈助

溶以增加提取效率；分别比较了超声 ２、５、１０ ｍｉｎ

对提取效率的影响，结果显示超声 １０ ｍｉｎ 能够提

取完全。

５． ３　 注意事项　 本方法对针对替米考星及其制剂

含量测定方法进行研究，将原方法中流动相组成由

水 － 乙腈 － 磷酸丁二胺 － 四氢呋喃体系转变为

１０％三氟乙酸 － 乙腈体系。 三氟乙酸具有挥发性

和一定的腐蚀性，在流动相配制过程中应在通风橱

内进行，做好自身防护措施，可对试验人员进行有

效防护。 在实验结束后，应注意对色谱流路及色谱

柱进行冲洗，可先用 １０ 倍柱体积低浓度的甲醇 ／乙

腈 －水溶液（约 １０％ ）进行冲洗，再用较高浓度的

甲醇 ／乙腈 －水溶液（约 ５０％ ）进行冲洗，最后用高

浓度的甲醇 ／乙腈 － 水溶液（８０％ 以上）进行冲洗，

使得色谱柱中强吸附物质冲洗出来，同时可将系

统中的三氟乙酸完全冲洗干净，减少其对仪器设

备的损耗。

５． ４　 结论　 本方法建立了一种用于替米考星及其

制剂含量测定的高效液相色谱检测方法。 与现行

《中国兽药典》２０１５ 年版一部标准相比，该方法操

作简便，并能够有效将顺 － ８ － 差向异构体进行分

离，提高了替米考星及其制剂质量控制的检测效

率和准确度，为其质量标准的改进提升提供了方

法学依据。
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Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ Ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ ｉｎ Ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ Ｐｈｏｓｐｈａｔｅ Ｓｏｌｕｂｌｅ Ｐｏｗｄｅｒ［Ｊ］．

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ， ２０２１， ５５（３）： １７ －２４．

［７］ 　 中华人民共和国农业部公告第 ７８３ 号［Ｓ］．

Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ’ ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ Ａｎ⁃

ｎｏｕｎｃｅｍｅｎｔ Ｎｏ． ７８３ ［Ｓ］ ．

［８］ 　 中华人民共和国农业部公告第 ９５８ 号［Ｓ］．

Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ’ ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ Ａｎ⁃

ｎｏｕｎｃｅｍｅｎｔ Ｎｏ． ９５８ ［Ｓ］ ．

［９］ 　 中华人民共和国农业部公告第 １０２５ 号［Ｓ］ ．

Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ’ ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ Ａｎ⁃

ｎｏｕｎｃｅｍｅｎｔ Ｎｏ． １０２５［Ｓ］ ．

［１０］ Ｆｏｓｔｅｒ Ｄ Ｍ， Ｓｙｌｖｅｓｔｅｒ Ｈ Ｊ， Ｐａｐｉｃｈ Ｍ Ｇ． Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｄｉｒｅｃｔ

ｓａｍｐｌｉｎｇ ａｎｄ ｂｒｏｃｈｏａｌｖｅｏｌａｒ ｌａｖａｇｅ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎｉｎｇ ａｃｔｉｖｅ ｄｒｕｇ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｉｎ ｔｈｅ ｐｕｌｍｏｎａｒｙ ｅｐｉｔｈｅｌｉａｌ ｌｉｎｉｎｇ ｆｌｕｉｄ ｏｆ ｃａｌｖｅｓ ｉｎ⁃

ｊｅｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｏｒ ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ

Ｐｈａｒｍａｃｏｌｏｇｙ ａｎｄ Ｔｈｅｒａｐｅｕｔｉｃｓ， ２０１７， ３９， １ － ９．

（编 辑：陈 希）

·６３·


