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［摘　 要］ 　 建立高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定复方非泼罗尼滴剂中抗氧剂叔丁基对羟基茴香醚

（ＢＨＡ）与二丁基羟基甲苯（ＢＨＴ）含量。 采用高效液相色谱法，色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ － Ｃ１８
（２５０ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），流动相 Ａ 为乙腈 －甲醇 －水（４７∶ ２１∶ ３２），混合前在水中加入 １％冰醋酸，流
动相 Ｂ 为乙腈，线性梯度洗脱；检测波长为 ２８５ ｎｍ；流速为 ０． ９ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温为 ３０ ℃；进样量为

２０ μＬ；采用外标法计算 ＢＨＡ、ＢＨＴ 含量。 在建立的色谱条件下，空白溶液、阴性样品对 ＢＨＡ、ＢＨＴ
的测定均无干扰； ＢＨＡ、 ＢＨＴ 的检测限分别为 ０． ０８ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． １９ μｇ ／ ｍＬ，定量限分别为

０． ３１ μｇ ／ ｍＬ和 ０． ７７ μｇ ／ ｍＬ，分别在 ５． １３ ～ １５． ３９ μｇ ／ ｍＬ 与 ２． ５６ ～ ７． ６６ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系

良好；平均回收率分别为 ９８． ５％和 ９９． ９％ （ｎ ＝ ９）。 所建立的方法简单易行、专属性强、准确度高、
灵敏度好，可用于复方非泼罗尼滴剂中抗氧剂的含量测定。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａｎ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ３ － ｔｅｒ － ｂｕｔｙｌ － ４ － ｈｙｄｒｏｘｙａｎｉｓｏｌｅ
（ＢＨＡ） ａｎｄ ２，６ － ｄｉ － ｔｅｒｔ － ｂｕｔｙｌ － ４ － ｍｅｔｈｙｌｐｈｅｎｏｌ （ ＢＨＴ） ｉｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｉｐｒｏｎｉｌ ｓｐｏｔ － ｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ
ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ａｎ Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ － Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （２５０ × ４． ６ ｍｍ， ５ μｍ）． Ｔｈｅ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｍｏｂｉｌｅ
ｐｈａｓｅ ｗａｓ ｕｓｉｎｇ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ － ｍｅｔｈａｎｏｌ － ｗａｔｅｒ （４７ ∶ ２１ ∶ ３２）， ａｎｄ １％ ａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ｗａｓ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｗａｔｅｒ ｂｅｆｏｒｅ
ｍｉｘｉｎｇ ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ａ， ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ Ｂ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ２８５ ｎｍ， ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ
ｗａｓ ０ ． ９ ｍＬ ／ ｍｉｎ， ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ３０ ℃ ， ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ ２０ μＬ． Ｕｎｄｅｒ ｔｈｅ
ｐｒｏｐｏｓｅｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ， ｔｈｅ ｄｉｌｕｅｎｔ ａｎｄ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｄｉｄｎ ’ ｔ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ
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ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＨＡ ａｎｄ ＢＨＴ． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＢＨＡ ａｎｄ ＢＨＴ ｗｅｒｅ ０ ． ０８ μｇ ／ ｍＬ ａｎｄ ０ ． １９ μｇ ／ ｍＬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ＢＨＡ ａｎｄ ＢＨＴ ｗｅｒｅ ０ ． ３１ μｇ ／ ｍｌ ａｎｄ ０ ． ７７ μｇ ／ ｍＬ
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗａｓ ｇｏｏｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅｓ ｏｆ ５ ． １３ ～ １５ ． ３９ μｇ ／ ｍＬ ｆｏｒ ＢＨＡ ａｎｄ ２． ５６ ～
７􀆰 ６６ μｇ ／ ｍＬ ｆｏｒ ＢＨＴ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ＢＨＡ ａｎｄ ＢＨＴ ｗｅｒｅ ９８ ． ５％ ａｎｄ ９９ ． ９％ ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ
ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ ｗｉｔｈ ｈｉｇｈ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ， ｗｈｉｃｈ ｃａｎ ｂｅ ｕｓｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ＢＨＡ ａｎｄ
ＢＨＴ ｉｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｉｐｒｏｎｉｌ ｓｐｏｔ － ｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｆｉｐｒｏｎｉｌ ｓｐｏｔ － ｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ； ＢＨＡ； ＢＨＴ； ａｎｔｉｏｘｉｄａｎｔ； ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

　 　 复方非泼罗尼滴剂的有效成分为非泼罗尼和

甲氧普烯，非泼罗尼作用于跳蚤成虫和蜱，甲氧普

烯作用于跳蚤卵和幼虫，二者连用发挥协同增效作

用，可用于驱杀犬体表的成年跳蚤，跳蚤卵、幼虫和

蜱，文献［１ － ４］ 报道，复方非泼罗尼滴剂可有效治疗

和预防犬、猫蜱虫和跳蚤感染及室内环境中跳蚤清

除，单次使用可提供长达 ３０ ｄ 的保护。 复方非泼

罗尼滴剂中非泼罗尼易氧化，处方中添加叔丁基对

羟基茴香醚（ＢＨＡ）和二丁基羟基甲苯（ＢＨＴ）为抗

氧剂，可有效抑制非泼罗尼的氧化降解，但复方非

泼罗尼滴剂中抗氧剂的含量测定方法还缺少相关

的检验标准，文献中对 ＢＨＡ、ＢＨＴ 的含量测定有很

多报道［５ － １６］，但是，针对复方非泼罗尼滴剂中抗氧

剂的含量检测未见有相关报道。 由于本品为复方，
且 ＢＨＡ、ＢＨＴ 的添加量比较低 （分别为 ０． ０２％ 、
０． ０１％ ，ｖ ／ ｗ），采用文献方法检测干扰较大，为控制

制剂质量，本研究拟建立高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）
测定复方非泼罗尼滴剂中 ＢＨＡ 和 ＢＨＴ 的含量。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 仪器 　 Ａｌｌｉａｎｃｅ ｅ２６９５ 型高效液相色谱仪

（配有 ２９９８ 型 ＰＤＡ 检测器和 Ｅｍｐｏｗｅｒ ３ 工作站，美
国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；ＡＢ１３５ － Ｓ 型电子分析天平（瑞士

梅特勒托利多公司）。
１． １． ２　 试药　 二丁基羟基甲苯对照品（中国食品

药品检定研究院， 批号： １９００６５ － ２０１６０２，含量：
９９􀆰 ９％）；叔丁基对羟基茴香醚对照品（Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎ⁃
ｓｔｏｒｆｅｒ ＧｍｂＨ，批号：Ｇ１２９９４３，含量：９９． ４％）；复方非

泼罗 尼 滴 剂 （洛 阳 惠 中 兽 药 有 限 公 司， 规 格：
１． ３４ ｍＬ ／管，批号：２０１８０４０１，２０１８０４０２，２０１８０４０３）；

甲醇（Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司，ＨＰＬＣ 级）；乙腈（Ｔｈｅｒｍｏ
Ｆｉｓｈｅｒ 公司，ＨＰＬＣ 级）；冰醋酸（天津市科密欧化学

试剂开发中心，色谱纯）；水为超纯水。
１． ２　 方　 法

１． ２． １　 色谱条件　 色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ － Ｃ１８
（２５０ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；流动相 Ａ：乙腈 －甲醇 －水

（４７∶ ２１∶ ３２），混合前在水中加入 １％冰醋酸；流动相

Ｂ：乙腈；采用线性梯度洗脱（０ ｍｉｎ，１００％ Ａ；７ ｍｉｎ，
１００％ Ａ；７． １ ｍｉｎ，４０％ Ａ；２０ ｍｉｎ，４０％ Ａ；２０． １ ｍｉｎ，
１５％ Ａ；２５ ｍｉｎ，１５％ Ａ；２５． １ ｍｉｎ，１００％ Ａ；３０ ｍｉｎ，
１００％Ａ），流速：０． ９ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３０ ℃；检测波长：
２８５ ｎｍ；进样体积：２０ μＬ。
１． ２． ２　 溶液的制备　 ＢＨＡ 对照品贮备液的制备：
取 ＢＨＡ 对照品适量，精密称定，加甲醇溶解并稀释

制成 ０． １ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液，摇匀，即得。 ＢＨＴ 对照品

贮备液的制备：取 ＢＨＴ 对照品适量，精密称定，加
甲醇溶解并稀释制成 ０． ０５ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液，摇匀，即
得。 ＢＨＡ、 ＢＨＴ 对照品溶液的制备： 精密量取

ＢＨＡ、ＢＨＴ 对照品贮备液各 ２ ｍＬ，分别置 ２０ ｍＬ 量

瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即得。 ＢＨＡ 和

ＢＨＴ 混合对照品溶液的制备：精密量取 ＢＨＡ、ＢＨＴ
对照品储备液各 ２ ｍＬ，置同一 ２０ ｍＬ 量瓶中，加甲

醇稀释至刻度，摇匀，即得。 阴性样品溶液的制备：
按复方非泼罗尼滴剂处方配制不加 ＢＨＡ、ＢＨＴ 的

阴性样品，取约 １． ０ ｇ，精密称定，置 ２０ ｍＬ 量瓶中，
加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。 供试品溶

液的制备：取复方非泼罗尼滴剂约 １． ０ ｇ，精密称

定，置 ２０ ｍＬ 量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇
匀，即得。
１． ２． ３　 专属性　 按 １． ２． １ 项下色谱条件，分别精
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密吸取空白溶剂、１． ２． ２ 项下 ＢＨＡ 对照品溶液、
ＢＨＴ 对照品溶液、ＢＨＡ 和 ＢＨＴ 混合对照品溶液、阴
性样品溶液、供试品溶液 ２０ μＬ 注入液相色谱仪，
记录色谱图，对色谱图进行比对。
１． ２． ４ 　 线性 　 分别精密吸取 １． ２． ２ 项下 ＢＨＡ、
ＢＨＴ 对照品贮备液 １． ０、２． ０、２． ０、３． ０、３． ０ ｍＬ，分
别置同一 ２０、２５、２０、２５、２０ ｍＬ 量瓶中，加甲醇稀释

至刻度，摇匀，得到一系列浓度的 ＢＨＡ、ＢＨＴ 混合

对照品溶液。 分别精密吸取 ２０ μＬ，从低浓度到高

浓度依次注入液相色谱仪，记录色谱图，以溶液浓

度（Ｃ，ｍｇ ／ ｍＬ）为横坐标，峰面积（Ａ）为纵坐标，绘
制标准曲线，并求出回归方程。
１． ２． ５ 　 检测限与定量限 　 分别取 １． ２． ２ 项下

ＢＨＡ、ＢＨＴ 对照品溶液，加甲醇逐步稀释后进样

２０ μＬ，以信噪比 Ｓ ／ Ｎ ＝ ３ 的浓度作为检测限，以信

噪比 Ｓ ／ Ｎ ＝ １０ 的浓度作为定量限。
１． ２． ６　 进样精密度　 取 １． ２． ２ 项下 ＢＨＡ 和 ＢＨＴ
混合对照品溶液，精密吸取 ２０ μＬ 注入液相色谱

仪，重复进样 ６ 针，记录峰面积，计算其峰面积相对

标准偏差（ＲＳＤ）。
１． ２． ７　 重复性　 按照 １． ２． ２ 项下方法制备供试品

溶液，分别制备 ６ 份，精密吸取 ２０ μＬ 注入液相色

谱仪，记录色谱图，按外标法以峰面积计算 ＢＨＡ、
ＢＨＴ 含量，计算 ＲＳＤ。
１． ２． ８　 中间精密度　 另一名分析人员在不同的日

期使用不同的仪器独立建立系统，按照 １． ２． ２ 项下

方法重新制备 ６ 份供试品溶液，精密吸取 ２０ μＬ 注

入液相色谱仪，记录色谱图，按外标法以峰面积计

算 ＢＨＡ、ＢＨＴ 含量，计算 ＲＳＤ。
１． ２． ９　 溶液稳定性 　 按照 １． ２． ２ 项下方法制备

ＢＨＡ、ＢＨＴ 对照品溶液和供试品溶液，分别于 ０、２、
４、６、８、１０、１２、２４ ｈ 进样，记录色谱图，计算其峰面

积 ＲＳＤ。
１． ２． １０　 加样回收率 　 取复方非泼罗尼滴剂（批

号：２０１８０４０１）０． ５ ｇ，精密称定，置 ２０ ｍＬ 量瓶中，
平行 ９ 份，３ 个一组，分别精密加入 ＢＨＡ、ＢＨＴ 对

照品 储 备 液 （ ＢＨＡ： ０． ０５ ｍｇ ／ ｍＬ， ＢＨＴ： ０． ０２５
ｍｇ ／ ｍＬ）１􀆰 ０、２． ０、３． ０ ｍＬ，用甲醇稀释至刻度，摇

匀，精密取 ２０ μＬ 注入液相色谱仪，记录色谱图，
计算回收率。
１． ２． １１　 耐用性试验　 取 １． ２． ２ 项下对照品溶液

和供试品溶液，通过改变柱温（２５、３０、３５ ℃）、流动

相比例（ ± １％ ）、流速（０． ８、０． ９、１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ）以及

使用同一品牌不同型号的色谱柱及不同品牌的色

谱柱（Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ － Ｃ１８ 柱（２５０ × ４． ６ ｍｍ，
５ μｍ），序列号：ＵＳＣＬ０７９１０３、ＵＳＣＬ０８３９８４；Ｗａｔｅｒｓ
ＳｕｎＦｉｒｅ Ｃ１８ 序 列 号： ０１７５３６１４０１３８４６； Ｋｒｏｍａｓｉｌ
１００ － ５ － Ｃ１８ 序列号：Ｅ１６８４７８）考察对 ＢＨＡ、ＢＨＴ
含量测定的影响。
１． ２． １２　 样品测定　 取本品三批，按 １． ２． ２ 项下方

法分别制备供试品溶液及对照品溶液，分别精密吸

取 ２０ μＬ 注入液相色谱仪，记录色谱图，按外标法

计算样品中 ＢＨＡ、ＢＨＴ 的含量。
２　 结果与分析

２． １　 专属性　 结果见图 １，在该色谱条件下，空白溶

剂中溶剂峰及阴性样品不干扰主峰含量测定。
２． ２　 线性 　 以溶液浓度（Ｃ，ｍｇ ／ ｍＬ）为横坐标，峰
面积（Ａ）为纵坐标，绘制标准曲线，并求出回归方程。
结果表明 ＢＨＡ 在 ５． １３ ～ １５． ３９ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内

线性关系良好，回归方程为 ｙ ＝ ２１７５５ｘ ＋ ３８５３． ５，
相关系数为 ０． ９９９６，ＢＨＴ 在 ２． ５６ ～ ７． ６６ μｇ ／ ｍＬ浓
度范围内线性关系良好，回归方程为 ｙ ＝ ８６２０． ６ｘ ＋
２５３１，相关系数为 ０． ９９９０。
２． ３　 检测限与定量限　 以信噪比 Ｓ ／ Ｎ ＝ ３ 的浓度

作为检测限，测得 ＢＨＡ、 ＢＨＴ 的检测限分别为

０． ０８ μｇ ／ ｍＬ和 ０． １９ μｇ ／ ｍＬ；以信噪比 Ｓ ／ Ｎ ＝ １０ 的

浓度作为定量限，测得 ＢＨＡ、ＢＨＴ 的定量限分别为

０． ３１ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ７７ μｇ ／ ｍＬ。
２． ４　 进样精密度　 对进样精密度试验记录的色谱

图进行处理，计算 ６ 次进样 ＢＨＡ、ＢＨＴ 保留时间的

ＲＳＤ 分别为 ０． １％ 、０． １％ ，峰面积的 ＲＳＤ 分别为

０􀆰 ３％ 、０． ８％ ，表明进样精密度良好。
２． ５　 重复性　 对重复性试验记录的色谱图进行处

理，按外标法以峰面积计算 ＢＨＡ、ＢＨＴ 含量，６ 次测

定结果 ＢＨＡ 含量 ＲＳＤ 为 ０． ４％ ，ＢＨＴ 含量 ＲＳＤ 为

１． ０％ ，表明方法重复性良好。

·０６·
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Ａ － 空白溶剂　 Ｂ － ＢＨＡ、ＢＨＴ 混合对照品溶液　 Ｃ － 阴性样品溶液　 Ｄ － 供试品溶液

Ａ － Ｄｉｌｕｅｎｔ Ｂ － Ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｏｆ ＢＨＡ ａｎｄ ＢＨＴ Ｃ － Ｎｅｇａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｒｏｌ Ｄ － Ｔｅｓｔ ｓａｍｐｌｅ

图 １　 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ＨＰＬＣ

２． ６　 中间精密度　 对中间精密度试验记录的色谱

图进行处理，结果 ２ 人 １２ 次测定结果 ＢＨＡ 含量

ＲＳＤ 为 ０． ６％ ，ＢＨＴ 含量 ＲＳＤ 为 １． ４％ ，表明方法中

间精密度良好。
２． ７　 溶液稳定性 　 对照品溶液放置 ２４ ｈ，ＢＨＡ、
ＢＨＴ 峰面积 ＲＳＤ 分别为 １． ０％ 、０． ７％ ，供试品溶液

放置 ２４ ｈ，ＢＨＡ、ＢＨＴ 峰面积 ＲＳＤ 分别为 ０． ５％ 、
１􀆰 ０％ ，表明对照品溶液及供试品溶液在 ２４ ｈ 内稳

定性良好。
２． ８　 加样回收率　 对加样回收率试验记录的色

谱图进行处理，按外标法计算 ＢＨＡ、ＢＨＴ 含量，
计算回收率，结果 ＢＨＡ 平均回收率为 ９８ ． ５％ ，
ＲＳＤ 为 １ ． ８％ ，ＢＨＴ 平均回收率为 ９９ ． ９％ ，ＲＳＤ
为 ２ ． ８％ ， 说 明 方 法 准 确 度 良 好， 结 果 见 表

１ ～ 表 ２。
２． ９　 耐用性　 试验结果见表 ３，结果表明，当方法

中流速、柱温、流动相比例发生较小变化时，对

ＢＨＡ、ＢＨＴ 的含量测定影响均较小，不同批次色谱

柱对 ＢＨＡ、ＢＨＴ 的含量影响较小，使用不同品牌

色谱柱时，对 ＢＨＴ 的含量影响较大，ＢＨＴ 峰与相

邻杂质峰未达到基线分离，受杂质峰影响，导致其

含量偏差较大，因此，规定本品采用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｚｏｒｂａｘ

ＳＢ － Ｃ１８（４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，５ μｍ）色谱柱进行

测定。

２． １０　 样品测定　 按外标法计算三批样品中 ＢＨＡ、

ＢＨＴ 的含量，测定结果见表 ４。

表 １　 ＢＨＡ 加样回收率试验结果（ｎ ＝９）

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ＢＨＡ（ｎ ＝９）

本底量
／ μｇ

加入量
／ μｇ

测得
总量 ／ μｇ

回收率
／ ％

均值
／ ％

ＲＳＤ
／ ％

９５． １０ ５１． ２９ １４５． ３５ ９７． ９７

９５． ８２ ５１． ２９ １４６． ０１ ９７． ８６

９４． ７０ ５１． ２９ １４４． ３１ ９６． ７２

９３． ９８ １０２． ５８ １９６． ９６ １００． ３９

９４． ７４ １０２． ５８ １９８． ７２ １０１． ３６

９６． ６７ １０２． ５８ １９９． ４８ １００． ２２

９６． ７９ １５３． ８７ ２４６． ５４ ９７． ３２

９６． ９１ １５３． ８７ ２４５． ２７ ９６． ４２

９５． １６ １５３． ８７ ２４６． １５ ９８． １３

９８． ５ １． ８

·１６·
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表 ２　 ＢＨＴ 加样回收率试验结果（ｎ ＝９）

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ＢＨＴ（ｎ ＝９）

本底量
／ μｇ

加入量
／ μｇ

测得
总量 ／ μｇ

回收率
／ ％

均值
／ ％

ＲＳＤ
／ ％

４８． ２７ ２５． ５５ ７３． ６８ ９９． ４５

４８． ６３ ２５． ５５ ７５． ４２ １０４． ８５

４８． ０６ ２５． ５５ ７３． ６０ ９９． ９６

４７． ７０ ５１． １０ ９９． ７１ １０１． ７８

４８． ０９ ５１． １０ １００． ７８ １０３． １１

４９． ０６ ５１． １０ ９８． ９９ ９７． ７１

４９． １２ ７６． ６５ １２３． ２６ ９６． ７３

４９． １８ ７６． ６５ １２４． ２７ ９７． ９６

４８． ３０ ７６． ６５ １２３． ３７ ９７． ９４

９９． ９ ２． ８

表 ３　 耐用性试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｄｕｒａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

变化项目 变化情况
ＢＨＡ 含量 ／

（ｍｇ·ｍＬ － １）
ＢＨＴ 含量 ／

（ｍｇ·ｍＬ － １）

柱温 ／ ℃

２５ ０． １９８ ０． ０９７

３０ ０． ２００ ０． ０９９

３５ ０． １９９ ０． ０９９

流速 ／
（ｍＬ·ｍｉｎ －１）

０． ８ ０． ２００ ０． １０３

０． ９ ０． ２００ ０． ０９９

１． ０ ０． ２００ ０． ０９８

流动相 Ｂ
比例

－ １％ ０． １９８ ０． １００

原条件 ０． ２００ ０． ０９９

＋ １％ ０． ２００ ０． ０９６

色谱柱

Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ － Ｃ１８ 柱 － １ ０． ２００ ０． ０９９

Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ － Ｃ１８ 柱 － ２ ０． １９７ ０． ０９８

ＳｕｎＦｉｒｅ Ｃ１８ 柱 ０． ２０５ ０． ０９０

Ｋｒｏｍａｓｉｌ １００ － ５ Ｃ１８ 柱 ０． ２０１ ０． ０８０

表 ４　 复方非泼罗尼滴剂抗氧剂测定结果

Ｔａｂ ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＢＨＡ ａｎｄ ＢＨＴ ｉｎ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｆｉｐｒｏｎｉｌ Ｓｐｏｔ － Ｏｎ Ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ
批号 ＢＨＡ 含量 ／ （ｍｇ·ｍＬ － １） ＢＨＴ 含量 ／ （ｍｇ·ｍＬ － １）

２０１８０４０１ ０． １９８ ０． １０１

２０１８０４０２ ０． １９０ ０． １０２

２０１８０４０３ ０． １９２ ０． １０３

３　 讨论与结论

３． １ 　 检测波长的选择 　 采用 ＰＤＡ 检测器，将

ＢＨＡ、ＢＨＴ 对照品溶液在 １９０ ～ ４００ ｎｍ 范围内进行

紫外扫描，Ｅｍｐｏｗｅｒ ３ 数据工作站分析，取每个峰的

紫外吸收光谱图，记录每个峰的主要最大吸收波

长，结果显示 ＢＨＡ 最大吸收波长为 ２９０． ３ ｎｍ，ＢＨＴ
最大吸收波长为 ２７７． ２ ｎｍ，研究发现，波长设定为

２８０ ｎｍ 时，ＢＨＴ 峰左右两侧各有一杂质峰，多次调

整色谱条件均不能实现基线分离，方法耐用性差，
经分 析 发 现 ＢＨＴ 附 近 杂 质 最 大 吸 收 波 长 在

２６６． ５ ～ ２７７． ２ ｎｍ，将检测波长设定为 ２８５ ｎｍ 后，
杂质干扰有明显改善， 故 将 检 测 波 长 设 定 为

２８５ ｎｍ。
３． ２　 色谱条件的建立　 由于复方非泼罗尼滴剂中

ＢＨＡ、ＢＨＴ 的添加量 比 较 低 （ 分 别 为 ０． ０２％ 、
０􀆰 ０１％ ，ｖ ／ ｗ），为有效检出抗氧剂的含量，供试品溶

液的配制浓度较高，非泼罗尼、甲氧普烯及杂质峰

均有很强的响应，检测极易有干扰，本研究发现国

内外仅有与 ＢＨＡ、ＢＨＴ 测定相关的文献［５ － １６］，且多

为包材及植物油中的抗氧剂检测，仅有少数用于药

品中的抗氧剂检测，未发现有复方非泼罗尼滴剂中

ＢＨＡ、ＢＨＴ 检测方法相关的文献，本试验尝试了文

献中甲醇 － 水系统、乙腈 － 水系统、甲醇 － 甲酸 －
水系统、甲醇 － 乙酸 － 水系统、乙腈 － 乙酸 － 水系

统、乙腈 － 乙酸铵 － 水系统等多种流动相系统，结
果发现在以上这些色谱条件下，其他色谱峰对

ＢＨＡ、ＢＨＴ 峰均有严重干扰，后参照 ２０１１ 年进口再

注册兽药“复方非泼罗尼滴剂（犬用）”质量标准中

有关物质色谱条件乙腈 － 甲醇 － １％ 醋酸溶液系

统，结果发现 ＢＨＡ、ＢＨＴ 峰型相对较好，干扰较小，
在此基础上对流动相比例、梯度洗脱程序进行不断

的优化，同时比较了不同流速的影响，将流速调整

为 ０． ９ ｍＬ ／ ｍｉｎ，分离效果相对较好，经过多次调整，
最终采用 １． ２． １ 项下色谱条件 ＢＨＡ、ＢＨＴ 峰型较

好，与相邻峰之间分离度良好，因此，最终确定

１． ２． １项下色谱条件作为抗氧剂检查用色谱条件。
采用文献所报道的方法均存在干扰，不适用于本

品中抗氧剂的含量检测，本文所建立的复方非泼罗尼
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滴剂中的抗氧剂含量测定方法，在 ＢＨＡ、ＢＨＴ 相同保

留时间处，阴性样品及空白稀释液均无色谱峰出现，
ＢＨＡ、ＢＨＴ 的检测限可达 ０． ０８ μｇ ／ ｍＬ 和０． １９ μｇ ／ ｍＬ；
定量限可达 ０． ３１ μｇ ／ ｍＬ 和０． ７７ μｇ ／ ｍＬ，说明所建立

的方法专属性好、灵敏度高，加样回收率及耐用性

结果表明所建立的方法准确度高、耐用性好，能准

确检测出复方非泼罗尼滴剂中抗氧剂的含量。
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