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摘要 建立了高效液相色谱法测定兽用双黄连注射液中非法添加 4种解热镇痛类药物的方法。采用 Wa-

ters Symmetry C18（4.6 mm×250 mm，5.0 μm）色谱柱分离 4种解热镇痛类药物，以磷酸盐缓冲液（pH值 7.0）-

甲醇（65∶35）为流动相，流速 1.0 mL/min，进样量 10 μL，采用二极管阵列检测器进行检测，采集的波长范围

190～400 nm，分辨率为 1.2 nm，记录 260 nm处的色谱图。结果显示，4种解热镇痛类药物的浓度在 1～100

μg/mL范围内的线性良好，相关系数 均为 0.999 9，回收率在 97.8%～100.8%，相对标准偏差在 0.9%～4.0%，检

测限 1.0 mg/mL。本方法快速、准确，可用于兽用双黄连注射液中非法添加解热镇痛类药物的定性和定量检测。
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兽用双黄连注射液在兽医临床上应用广泛，主

要用于预防和治疗畜禽上呼吸道感染等疾病[1]。由

于此类症状通常伴有发热、红肿、疼痛等症候群出

现，因而，一些不良兽药生产企业，为提高所谓的

“疗效”，进而提高其产品市场占有率，往双黄连注

射液中非法添加解热镇痛类药物[2]。由于解热镇痛

类药物的不当使用，使可食性动物组织中的解热镇

痛类药物有残留的风险。经大量调研发现，双黄连

注射液中可能添加的解热镇痛类药物有安乃近、对

乙酰氨基酚、安替比林和氨基比林。

然而，关于中兽药双黄连注射液中添加该类药

物的检测方法较少。二极管阵列检测技术具有灵敏度

高、准确性好等优点[3]。因而，近年来常用于微量[4]、痕

量兽药或非法添加物的筛查与确证[5-6]。为了有力打

击兽用双黄连注射液中非法添加解热镇痛类药物

的现象，开展了高效液相色谱 -二极管阵列检测器

的筛查与确证方法研究[7]。

1 材料与方法

1.1 材 料

1）仪器。Waters 2695高效液相色谱仪（配 2996

PDA 二极管阵列检测器）（美国 Waters 公司）；

AG-285电子天平（Mettler公司）；DELTA320 pH计

（Mettler公司）；KQ-500E型超声波清洗器（昆山市

超声仪器有限公司）。

2）对照品。安乃近（批号 100002-200605）、对乙

酰氨基酚 （批号 100018-200409）、安替比林

（100506-200301）和氨基比林（100503-200302）对

照品均来自中国食品药品检定研究院，含量均大于

99.0%。

3）试剂。三乙胺、磷酸二氢钠、氢氧化钠均为分

析纯；甲醇，色谱纯，Merck KGaA 公司；水为超纯

水。

4）阴性双黄连注射液。为自制产品，取金银花、

黄芩、连翘按照工艺的要求制作，经检测不含安乃

近、对乙酰氨基酚、安替比林和氨基比林。

5）阳性添加样品。根据临床使用情况，在阴性

双黄连注射液中分别添加安乃近、对乙酰氨基酚、

氨基比林和安替比林对照品适量，添加的浓度为

2.0 mg/mL、10.0 mg/mL和 50.0 mg/mL。

1.2 方 法

1）对照品储备液（0.5 mg/mL）的制备。取安乃
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图 1 混合对照品溶液（20 μg/mL）色谱

图 2 对乙酰氨基酚对照品溶液光谱

近、对乙酰氨基酚、安替比林和氨基比林对照品各

约 25 mg，分别置 50 mL量瓶中，流动相定容，制成

对照品储备液。

2）供试品溶液的制备。取上述样品 1.0 mL于

50 mL量瓶中，定容，摇匀；量取 1.0 mL，置 10 mL

量瓶中，定容，摇匀，作为供试品溶液。

3）光谱数据库溶液（20 μg/mL）的制备。取对

照品储备液适量，加流动相定容制得。

2 结 果

1）高效液相色谱条件。采用的色谱柱为Waters

Symmetry C18（4.6 mm×250 mm，5.0 μm）；流动

相为磷酸盐缓冲液（具体的配制为磷酸二氢钠 6.0

g，加水 100 mL使溶解，加三乙胺 1 mL，用氢氧化

钠试液调节 pH 值至 7.0）- 甲醇（65∶35）；采用二

极管阵列检测器（PDA检测器）进行检测，采集的波

长范围 190～400 nm，分辨率为 1.2 nm，记录 260

nm处的色谱图；柱温 30 ℃；流速 1.0 mL/min；进样

量 10 μL。分别精密量取对照品溶液 2 mL，置于同

一 50 mL量瓶中，加流动相定容，进样，记录色谱图

（见图 1），光谱图（见图 2～5）。

图 1表明 4种解热镇痛类药物峰形较好，分离

度满足要求；图 2-图 5分别是相应药物的二极管

阵列扫描光谱图，如果供试品溶液与对照品溶液色

谱峰的保留时间一致，光谱图亦一致，则可以判定

供试品溶液中检出的未知物是相应的解热镇痛类

药物。

2）线性关系。取对照品储备液，用流动相定容，

1：对乙酰氨基酚；2：安乃近；3：安替比林；4：氨基比林

10.00 12.00 14.00 16.00 18.00 20.00 22.002.00 4.00 6.00 8.00

4
32

1

0.40

0.30

0.20

0.10

0.00

时间 /min

200.00 220.00 240.00 260.00 280.00 300.00 320.00 340.00 360.00 380.00

245.0

201.50.80

0.75

0.70

0.65

0.60

0.55

0.50

0.45

0.40

0.35

0.30

0.25

0.20

0.15

0.10

0.05

0.00

波长 /nm

试验研究 7窑 窑



养殖与饲料 2017年第 4期

图 3 安乃近对照品溶液光谱

图 4 安替比林对照品溶液光谱

图 5 氨基比林对照品光谱
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表 1 线性方程及相关系数

表 2 回收率试验结果（ =5）

药物名称 线性方程 相关系数

对乙酰氨基酚 =1.4伊105 +8 145 0.999 9
安乃近 =1.2伊105 +10 785 0.999 9
安替比林 =1.0伊105 +16 000 0.999 9
氨基比林 =1.1伊105 +18 603 0.999 9

药物名称 添加浓度/渊mg/mL冤 平均回收率/% RSD/%

对乙酰氨基酚

2.0 98.1 3.5
10.0 99.0 3.2
50.0 98.8 3.6

安乃近

2.0 97.9 2.5
10.0 98.6 1.4
50.0 99.6 1.9

安替比林

2.0 99.5 2.8
10.0 98.4 3.9
50.0 97.9 4.0

氨基比林

2.0 97.8 1.2
10.0 100.1 0.9
50.0 100.8 3.2

制成 1、5、10、25、100 μg/mL 的系列对照品溶液，

进样，以峰面积为纵坐标，以浓度为横坐标，进行线

性回归，结果见表 1，在该浓度范围内，4种药物线

性相关系数均大于 0.999，表明线性关系良好。

3）回收率试验。按上述方法制备阳性添加样品，

依照建立的方法进行检测，回收率结果见表 2。3个

添加浓度的平均回收率均在 97.8%～100.8%，相对

标准偏差（RSD）在 0.9%～4.0%，表明方法稳定性良

好。

4）方法耐用性。设置柱温为 25、30、35 ℃，4种

药物均能有效分离，柱温越高保留时间越前。使用

不同品牌、不同型号的色谱柱，Waters Symmetry

C18（4.6 mm×250 mm，5.0 μm）柱保留性能较好，

保留时间适中；Waters Atlantis C18（4.6 mm×250

mm，5.0 μm）柱和 Agilent ZORBAX Extend-C18

（4.6 mm×250 mm，5.0 μm）也能很好地分离 4种

药物。考察不同流速对分离的影响，设定流速 0.8、

1.0、1.2 mL/min进行测定，结果表明，不同流速均分

离良好。说明本方法的耐用性较好。

5）实际样品检测。以建立的方法对 16 批抽检

的兽用双黄连注射液进行检测，检出 1 批（产地

河北，批号为 15080201）含有安替比林 45.0 mg/mL。

3 讨论与分析

1）提取溶剂和方式的选择。在加标回收率试验

中，采用超声和涡旋 2种方式提取，结果发现，超声

的提取效率更高，简单可行。提取溶剂分别选择水、

0.2%磷酸溶液、乙腈、乙醇、甲醇等，结果水和 0.2%

磷酸溶液提取，安乃近的回收率较低；乙醇和乙腈

提取出更多的杂质，容易干扰检测；甲醇作为提取

溶剂合适，提取效率较高，基本没有杂质干扰。

2）检测波长的选择。本试验涉及的 4种解热镇

痛类药物在 260 nm波长处均有最大或较大吸收。

因此，选择提取 260 nm波长处的色谱图。
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