
书书书

　２０１６，５０（５）：１９～２３／董玲玲，等 中国兽药杂志

ＨＰＬＣ－ＰＤＡ方法同时检测黄连解毒散中非法添加的
对乙酰氨基酚和盐酸溴己新

董玲玲，龚旭昊，王静文，杨 星，范 强

（中国兽医药品监察所，北京１０００８１）

［收稿日期］２０１６－０２－１５　［文献标识码］Ａ　［文章编号］１００２－１２８０（２０１６）０５－００１９－０５　［中图分类号］Ｓ８５３．７

［摘　要］　为同时检测黄连解毒散中非法添加的对乙酰氨基酚和盐酸溴己新，以十八烷基键合硅

胶为填充剂，１％冰醋酸溶液（用三乙胺调剂ｐＨ值至４．０）为流动相Ａ，甲醇为流动相Ｂ，进行梯度洗

脱，流速为１．０ｍＬ／ｍｉｎ，波长扫描范围为２１０～４００ｎｍ，柱温２５℃，建立了 ＨＰＬＣ－ＰＡＤ检测方法，

并采用峰纯度检查和光谱相似度检查辅助对照品比对方法，对非法添加药物进行确证。结果显示，

对乙酰氨基酚和盐酸溴己新的回收率分别为９８．６％和９９．４％，ＲＳＤ分别为０．６％和０．２％；线性方

程分别为ｙ＝４３４０８ｘ－４０１．９６，Ｒ２＝１和ｙ＝１４３３１ｘ－１６８２．４，Ｒ２＝１；检测限分别为１和５ｍｇ／ｇ；定量

限分别为２和１０ｍｇ／ｇ。本方法简洁、灵敏、可靠，可同时对黄连解毒散中非法添加的对乙酰氨基酚

和盐酸溴己新违禁药物进行定性和定量检测。
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　　黄连解毒散的主要成分有黄连、黄芩、黄柏、栀

子，主治三焦实热、疮黄肿毒，适用于马、牛、羊、猪、

兔及家禽［１］，应用广泛。对乙酰氨基酚因其解热镇

痛作用明显，价格低廉，常被不法商家添加在兽药

中以“增强药效”。盐酸溴己新有较强的溶解黏痰

作用，可使痰中的多糖纤维素裂解，稀化痰液［２］，常

用做祛痰药。在黄连解毒散中添加对乙酰氨基酚

和盐酸溴己新，不仅违反了《兽药管理条例》，也为

动物源性食品安全埋下了隐患。

有关兽药中非法添加对乙酰氨基酚的检测方

法已有不少［３－５］，而针对兽药中非法添加盐酸溴己

新的检测方法却鲜有报道，更没有同时检测兽药中

非法添加对乙酰氨基酚和盐酸溴己新的方法报道。

而实际工作中已发现有市售黄连解毒散中非法添

加了对乙酰氨基酚和盐酸溴己新的情况存在，因此

有必要建立简洁、灵敏、可靠的方法检测黄连解毒散

中非法添加的对乙酰氨基酚和盐酸溴己新。国内外

已报道的用于检测盐酸溴己新的方法最常用的是高

效液相色谱法［２，６－７］，另外还有近红外光谱法［８］、化

学发光法［９］等。参考上述文献，并综合考虑对乙酰

氨基酚、盐酸溴己新的物理化学性质及黄连解毒散

的特点，本文拟建立一种快速、准确、可靠的定性定

量方法，以期广泛应用于非法添加的检测工作。

１　仪器与材料

１．１　仪器　Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５液相系统、２９９８ＰＤＡ二

极管阵列检测器、Ｅｍｐｏｗｅｒ３色谱工作站软件（美国

Ｗａｔｅｒｓ公司）、ＭｅｔｔｌｅｒＡＥ２４０型十万分之一天平

（美国 ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司）、ＭｉｌｉＱ纯水机、雷磁

ＰＨＳＪ－４Ａ型ｐＨ计。

１．２　试药与试剂　对乙酰氨基酚对照品（含量：

９９．９％，批号：１０００１８－２０１４０９，中国食品药品检定

研究院），盐酸溴己新对照品（含量：９９．９％，批号：

１００４２７－２０１１０２，中国食品药品检定研究院）；供试

品：黄连解毒散空白样品（自制散剂）；黄连解毒散

阳性样品（批号：２０１５０６４３），甲醇（德国 Ｍｅｒｃｋ公

司，色谱纯），三乙胺（美国ＦｉｓｈｅｒＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司，色

谱纯），冰醋酸（国药集团化学试剂有限公司，分析

纯），去离子水（ＭｉｌｉＱ纯化系统制备的去离子水）。

２　方法与结果

２．１　色谱条件　色谱柱：资生堂ＭＧⅡＣ１８（４．６ｍｍ

×２５０ｍｍ，５μｍ），流动相：１％冰醋酸溶液（用三乙

胺调剂ｐＨ值至４．０）为流动性Ａ，甲醇为流动相Ｂ，

按下表进行梯度洗脱，流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ，柱温：

２５℃，进样量：１０μＬ，二极管阵列检测器（ＰＤＡ，检测

波长：２１０～４００ｎｍ，记录２４８ｎｍ波长处的色谱图）。
表１　梯度洗脱程序

时间（ｍｉｎ） 流动相Ａ（％） 流动相Ｂ（％）
０ ７０ ３０
５ ７０ ３０
６ ３０ ７０
２０ ３０ ７０
２１ ７０ ３０
２５ ７０ ３０

２．２　溶液制备
２．２．１　黄连解毒散　空白储备液取自制黄连解毒
散２．０ｇ，置具塞锥形瓶中，加甲醇５０．０ｍＬ，超声处
理１５ｍｉｎ，静置，滤过，作为黄连解毒散空白储备
液。

２．２．２　黄连解毒散空白溶液　取黄连解毒散空白
储备液１．０ｍＬ，置５０ｍＬ量瓶中，加流动相稀释至
刻度，摇匀，作为黄连解毒散空白溶液。

２．２．３　对乙酰氨基酚对照品储备液　取对乙酰氨
基酚对照品２５ｍｇ，精密称定，置２５ｍＬ量瓶中，加
甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，得１ｍｇ／ｍＬ的对乙
酰氨基酚对照品储备液 Ａ。精密量取 ２ｍＬ，置
１００ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，得
０．０２ｍｇ／ｍＬ的对乙酰氨基酚对照品储备液Ｂ。
２．２．４　盐酸溴己新对照品储备液　取盐酸溴己新
对照品２５ｍｇ，精密称定，置２５ｍＬ量瓶中，加甲醇
溶解并稀释至刻度，摇匀，得１ｍｇ／ｍＬ的盐酸溴己
新对照品储备液Ａ。精密量取５ｍＬ，置５０ｍＬ量瓶
中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，得０．１ｍｇ／ｍＬ的盐酸
溴己新对照品储备液Ｂ。
２．２．５　系统适用性溶液　取黄连解毒散空白储备
液１．０ｍＬ，置５０ｍＬ量瓶中，加对乙酰氨基酚对照
品储备液 Ａ和盐酸溴己新对照品储备液 Ａ各
５ｍＬ，加初始流动相稀释至刻度，摇匀。
２．３　方法学考察
２．３．１　供试品本底及干扰　精密量取黄连解毒散
空白溶液１０μＬ，注入高效液相色谱仪，记录色谱图
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和光谱指数图，另取系统适用性溶液１０μＬ，同法操
作，结果见图１、图２，表明黄连解毒散本底在对乙
酰氨基酚和盐酸溴己新相应位置不产生干扰。

图１　黄连解毒散空白溶液光谱色谱图

图２　系统适用性溶液光谱色谱图

２．３．２　线性关系考察　精密量取对乙酰氨基酚对
照品储备液 Ａ和盐酸溴己新对照品储备液 Ａ各
２．５ｍＬ，置同一５０ｍＬ容量瓶中，加甲醇稀释至刻
度，摇匀，分别精密量取１、３、５、７、９ｍＬ，置１０ｍＬ容
量瓶中，加初始流动相稀释至刻度，摇匀，得浓度为

５、１５、２５、３５、４５μｇ／ｍＬ的对乙酰氨基酚和盐酸溴
己新混合标准曲线溶液，测定。按各对照品峰面积

与对应的浓度作标准曲线，并计算回归方程和相关

系数。对乙酰氨基酚的回归方程为 ｙ＝４３４０８ｘ－
４０１．９６，Ｒ２ ＝１；盐酸溴己新的回归方程为 ｙ＝
１４３３１ｘ－１６８２．４，Ｒ２＝１，表明对乙酰氨基酚和盐酸
溴己新在５～４５μｇ／ｍＬ浓度范围内峰面积与浓度
呈良好的线性关系。

２．３．３　检测限与定量限　检测限溶液制备：取黄
连解毒散空白储备液１ｍＬ，置５０ｍＬ容量瓶中，分
别精密加入对乙酰氨基酚对照品储备液Ｂ适量（１、
２、３ｍＬ），加初始流动相稀释至刻度。另取黄连解
毒散空白储备液１ｍＬ，置５０ｍＬ容量瓶中，分别精
密加入盐酸溴己新对照品储备液 Ｂ适量（１、２、

３ｍＬ），加初始流动相稀释至刻度。以光谱图失真
的最大浓度作为方法的检测限（图３－图４），Ｓ／Ｎ
≥１０的浓度为定量限。该色谱条件下对乙酰氨基
酚的检测限为１ｍｇ／ｇ，定量限为２ｍｇ／ｇ；盐酸溴己
新的检测限为 ５ｍｇ／ｇ，定量限为１０ｍｇ／ｇ。为达到
“药效”，有时兽药中非法添加其它药物的量非常

大，本方法所制定的检测限和定量限能够满足实际

工作需要。

图３　对乙酰氨基酚检测限光谱色谱图

图４　盐酸溴己新检测限光谱色谱图

２．３．４　准确度　以黄连解毒散空白中添加对乙酰
氨基酚和盐酸溴己新对照品做回收率试验来考察

方法的准确度。储备液加对照品做回收率试验来

考察方法的准确度。回收率试验溶液配制：取自制

黄连解毒散２．０ｇ，置５０ｍＬ量瓶中，取对乙酰氨基
酚对照品５０ｍｇ、盐酸溴己新对照品５０ｍｇ，分别精
密称定，置上述量瓶中，加甲醇适量，超声处理

１５ｍｉｎ使溶解并稀释至刻度，摇匀；精密量取１ｍＬ，
置５０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，即得。
平行配制６份，结果见表２．对乙酰氨基酚回收率为
９８．６％，ＲＳＤ为 ０．６％；盐酸溴己新回收率为
９９．４％，ＲＳＤ为０．２％。
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表２　回收率结果
对乙酰氨基酚 盐酸溴己新

加入量／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％ 加入量／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％
５０．０３ ９７．６５ ４９．９６ ９９．２７
４９．８８ ９８．８９ ５０．１１ ９９．６２
４９．８８ ９８．３８ ９８．６ ０．６ ５０．０５ ９９．３４ ９９．４ ０．２
５０．２１ ９９．１６ ５０．０９ ９９．４４
５０．１３ ９８．６９ ５０．２０ ９９．１７
５０．０８ ９９．０５ ４９．９３ ９９．５４

２．３．５　耐用性　以系统适用性溶液作为供试品溶
液，从柱温、色谱柱两个方面考察方法的耐用性。

保持其它检测条件不变，调节柱温为２０℃、２５℃、
３０℃，发现随着柱温升高，保留时间提前，但其与

相邻色谱峰的分离度大于１．５；选择三款不同品牌
色谱柱，考察不同色谱柱对测定的影响，结果如表３
所示：三种品牌色谱柱均可用于该检查。结果表明

方法耐用性较好。

表３　三种色谱柱耐用性考察结果表

非法添加药物 色谱柱
保留时间

／ｍｉｎ
分离度

理论

塔板数
拖尾

纯度

角度

纯度

阈值

ＰＤＡ
匹配角度

ＰＤＡ
匹配阈值

对乙酰氨基酚

资生堂ＭＧⅡ ４．７２ － ＞１００００ ＜１．２ ０．１６３ ０．３２４ ０．２１４ １．０５６
ＡｔｌａｎｔｉｓＴ３ ５．３６ － ＞１５０００ ＜１．１ ０．２７１ ０．４５６ ０．１５４ １．１３１
ＧＲＡＣＥＡｌｌｔｉｍａ ５．１２ ２．０ ＞１００００ ＜１．２ ０．１４３ ０．３６３ ０．４６０ １．０７６

盐酸溴己新

资生堂ＭＧⅡ １８．４７ ２．７ ＞２７０００ ＜１．１ ０．４２５ ０．６９０ ０．３８５ １．３４１
ＡｔｌａｎｔｉｓＴ３ １８．８９ ４．３ ＞３７０００ ＜１．１ ０．５６５ １．４１９ ０．５１３ １．１１７
ＧＲＡＣＥＡｌｌｔｉｍａ １４．５１ ３．６ ＞１６０００ ＜１．２ ０．７１６ ０．９１９ ０．１６８ １．１８５

２．４　样品测定结果　取黄连解毒散阳性样品２．０ｇ，
置具塞锥形瓶中，加甲醇５０．０ｍＬ，超声处理１５ｍｉｎ，
静置，滤过；取续滤液１．０ｍＬ，置５０ｍＬ量瓶中，加初
始流动相稀释至刻度，摇匀，用建立的 ＨＰＬＣ－ＰＤＡ
法对该样品中非法添加物进行测定，供试品色谱图

中保留时间４．７２ｍｉｎ的色谱峰与对乙酰氨基酚对照

品保留时间一致，１８．４７ｍｉｎ的色谱峰与盐酸溴己新
对照品保留时间一致，且与各自对照品光谱图及最

大吸收波长一致，匹配角度均小于匹配阈值，光谱相

似。表明供试品中添加了对乙酰氨基酚和盐酸溴己

新，结果分别为４２．７６ｍｇ／ｇ和２４．５０ｍｇ／ｇ，供试品色
谱光谱图见图５，结果见表４。

表４　黄连解毒散阳性样品检测结果

结果
对乙酰氨基酚

对照品

盐酸溴己新

对照品

黄连解毒散阳性样品

对乙酰氨基酚 盐酸溴己新
结果

保留时间／ｍｉｎ ４．７２ １８．４７ ４．６９ １８．４５ 与对照品一致

最大吸收波长／ｎｍ ２４４．７ ２４８．３；３１６．１ ２４４．７ ２４８．３；３１６．１ 与对照品一致

纯度角度

纯度阈值

０．１６３
０．３２４

０．４２５
０．６９０

０．０７５
０．３６０

０．３０６
０．８２８

角度小于阈值，

为单一物质峰

ＰＤＡ匹配角度
ＰＤＡ匹配阈值

－
－

－
－

０．０７２
１．０９４

０．１９２
１．４２６

角度小于阈值，

光谱相似

３　讨论与小结
３．１　流动相的选择　盐酸溴己新为２个氨基取代
的二溴苯甲胺结构，其中一个氨基的２个氢原子被
甲基和环己基取代，由此可知其在Ｃ１８固定相中的
保留能力较强，应用高比例有机相才能将其洗脱。

而对乙酰氨基酚极性大，在固定相中保留弱，洗脱

快。考虑到对乙酰氨基酚和盐酸溴己新的极性差

别和黄连解毒散的复杂成分，在等度条件下实现三

者的分离较困难。因此，需采用梯度洗脱方法实现

对黄连解毒散中非法添加对乙酰氨基酚和盐酸溴

己新的检测。根据文献［３－４］，兽药中非法添加对乙

酰氨基酚检查方法常采用高比例磷酸盐溶液，尝试
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图５　黄连解毒散阳性样品光谱色谱图

调高有机相比例以尽快洗脱盐酸溴己新，但高比例

的有机相易导致磷酸盐析出堵塞高效液相色谱仪

和色谱柱。尝试以冰醋酸溶液作为水相［２］，加入三

乙胺调节ｐＨ值。选择不同浓度的冰醋酸溶液，调
至不同的ｐＨ值。经过优化，最终确定以１％冰醋
酸溶液作为水相，调节ｐＨ值至４．０，既能实现有效
分离，也能保证峰型良好。

３．２　提取条件的选择　在非法添加高通量筛查工作
中常以甲醇作为溶剂，虽然甲醇提取黄连解毒散有效

成分的能力也较强，但考虑到对乙酰氨基酚和盐酸溴

己新在甲醇中的溶解性良好，因此，仍选取甲醇作为提

取溶剂。同时为了尽可能少提取黄连解毒散的有效成

分，并保证对乙酰氨基酚和盐酸溴己新完全溶解，因此

选择超声处理１５ｍｉｎ，作为提取条件。
３．３　提取波长的选择　在此测定条件下，对乙酰
氨基酚和盐酸溴己新对照品在２１０～４００ｎｍ波长
范围内的最大吸收波长分别为 ２４４．７、２４８．３、
３１６．１ｎｍ。黄连解毒散中含有黄芩、黄连、黄柏、栀
子等，主要有效成分黄芩苷、小檗碱、栀子苷、黄柏

酮等均有紫外吸收，最大吸收波长分别为２７８、３４５、
２３８和２１２ｎｍ［１０－１１］。为最大限度的排除黄连解毒
散有效成分及测定溶剂等对紫外吸收的干扰，选择

２４８ｎｍ作为提取波长。
３．４　峰纯度检查和光谱相似度检查　峰纯度检查
可以作为判断色谱峰是否为单一物质峰的重要指

标，无论是在方法优化过程中，还是在供试品非法

添加物检查中都能发挥重要作用。根据色谱工作

站处理软件（ＷａｔｅｒｓＥｍｐｏｗｅｒ３）对色谱峰的处理结
果显示对乙酰氨基酚和盐酸溴己新的纯度角度均

小于纯度阈值，说明未包裹共流出物，在对乙酰氨

基酚和盐酸溴己新出峰处无其他干扰峰，均为单一

物质峰；光谱相似度检查可以将供试品中相应添加

物的光谱与对照品进行匹配，以排除保留时间一致

但紫外光谱不同的添加物的干扰。以对乙酰氨基

酚和盐酸溴己新对照品溶液作为建立光谱数据库

的溶液，将供试品中非法添加物色谱峰的光谱与光

谱库进行匹配，匹配角度均小于匹配阈值，说明供

试溶液中相应色谱峰的光谱与对乙酰氨基酚和盐

酸溴己新对照品的光谱非常相似。峰纯度检查配

合光谱相似度检查，比单纯的供试品与对照品比对

法更有说服力。本文采用峰纯度检查和光谱相似度

检查辅助对照品比对方法，对黄连解毒散中非法添

加对乙酰氨基酚和盐酸溴己新进行确证，结果可靠。

试验所建立的方法中黄连解毒散各有效成分

对检测无干扰，通过与对照品色谱峰的保留时间进

行比对，以及峰纯度检查和光谱匹相似度检查来判

定黄连解毒散中是否添加了对乙酰氨基酚和盐酸

溴己新，方法简便、可靠、重复性好，可广泛应用于

兽药非法添加检测工作，为兽药质量安全监管提供

技术保障。
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