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［摘　 要］ 　 建立了兽用复方氨基比林注射液二组分含量测定的高效液相色谱法。 以 Ｃ１８ 柱为固定

相，０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ的磷酸二氢钾（用三乙胺调节 ｐＨ 值到 ８． ２）︰乙腈 ＝ ７５ ︰ ２５为流动相，流速为

１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温 ３０ ℃，检测波长 ２４０ ｎｍ。 采用外标法定量计算含量。 巴比妥的线性范围为 ５．６ ～
２８０ μｇ ／ ｍＬ，回归方程为 ｙ ＝ ２１．８５６ｘ＋４２．１４３（ｎ ＝ ５），相关系数 Ｒ２ ＝ １．００００；氨基比林的线性范围为

１４．３～７１５．０ μｇ ／ ｍＬ，回归方程为 ｙ ＝ ２２．２６７ｘ－１３．００９ （ｎ ＝ ５），相关系数 Ｒ２ ＝ １．００００。 巴比妥 ８０％、
１００％、１２０％三个添加水平的回收率在 ９７．８６％～１０１．０６％之间，相应的氨基比林的回收率在 ９９．４８％～
１００．８４％之间。 方法专属性强，灵敏度佳，准确度高，能够有效控制兽用复方氨基比林注射液的质量。
［关键词］ 　 复方氨基比林注射液；含量测定；高效液相色谱法
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　 　 兽用复方氨基比林注射液为临床常用的解热

镇痛药，主要用于马、牛、羊、猪等动物的解热和抗

风湿，也可用于马和骡的疝痛。 复方氨基比林注射

液收载于 ２０１５ 版《中华人民共和国兽药典》 ［１］，其
两个组分的含量测定均采用滴定法。 该方法操作

繁琐，专属性不强［２］。 有文献［２－４］ 报道了人用药品

中复方氨基比林注射液或复方氨林巴比妥注射液

中三组分的 ＨＰＬＣ 测定法，但关于兽药的测定法未

见报道。 文献［５－６］只报道了兽药安痛定注射液中氨

基比林和安替比林含量的 ＨＰＬＣ 法，但不包括巴比

妥。 本试验采用普通 Ｃ１８ 柱作为固定相，通过高效

液相色谱法同时测定了复方氨基比林注射液中两

个组分的含量，并进行了方法学验证。
１　 材料与方法

１．１　 仪器和试药　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ ｉｎｆｉｎｉｔｙ 高效液相色

谱仪（配紫外检测器）；ＢＰ２１１Ｄ型电子分析天平（德
国塞多利斯公司）；巴比妥对照品（中国食品药品检

定研究院，批号： １７１２０２－２０１２０６，含量： ９９． ６％）；
氨基比林对照品（中国食品药品检定研究院，批号：
１００５０３－２０１３０２，含量：９９．９％）；试验样品复方氨基

比林 注 射 液 四 批， 规 格 均 为 １０ ｍＬ： 氨 基 比 林

０．７１５ ｇ＋巴比妥 ０． ２８５ ｇ，编号分别为：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ
（标称生产企业名称及批号分别为：上海申亚动物

保健品有限公司，１５０５３１；山西易多利动物药业有

限公司，１５０８０１；上海申亚动物保健品有限公司，
１６０３１９；遵义县兽药厂，１６０４０１）；甲醇为色谱纯；水
为纯净水；其他试剂均为分析纯。
１．２　 方法

１．２．１　 色谱条件 　 色谱柱：Ｚｏｒｂａｘ ＳＢ Ｃ１８（５ μｍ，
４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ）；流动相：０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶

液（用三乙胺调节ｐＨ值到８．２）︰乙腈＝７５︰２５；流速为

１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温为３０ ℃；检测波长为２４０ ｎｍ［２－３］；进
样体积为１０ μＬ。 在此色谱条件下，复方氨基比林混合

标准溶液及供试品溶液色谱图见图１。

图 １　 复方氨基比林混合标准溶液（ａ）及供试品溶液（ｂ）色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄｓ （ａ） ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ （ｂ） ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ａｍｉｎｏｐｈｅｎａｚｏｎｅ

１．２．２　 标准溶液的制备　 分别精密称取巴比妥对

照品２８．０ ｍｇ和氨基比林对照品７１．５ ｍｇ，置１００ ｍＬ
量瓶中，加流动相溶解并定容至刻度，混匀，即得

巴比妥浓度为 ２８０．０ μｇ ／ ｍＬ，氨基比林浓度为

７１５．０ μｇ ／ ｍＬ的氨基比林混合标准溶液。
１．２．３　 供试品溶液的制备　 精密量取复方氨基比

林注射液 １．００ ｍＬ，置 １００ ｍＬ 量瓶中，加流动相溶

解并 定 容 至 刻 度， 混 匀， 制 成 巴 比 妥 浓 度 为
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２８５．０ μｇ ／ ｍＬ，氨基比林浓度为 ７１５．０ μｇ ／ ｍＬ 的复

方氨基比林溶液作为供试品溶液。
２　 结　 果

２． １ 　 线 性 范 围 　 精 密 量 取 巴 比 妥 浓 度 为

２８０．０ μｇ ／ ｍＬ、氨基比林浓度为 ７１５．０ μｇ ／ ｍＬ 的氨

基比林混合标准溶液适量，分别置于 １０ ｍＬ 容量瓶

中，加流动相稀释至刻度，得含巴比妥浓度分别为

５．６、２８．０、５６．０、１４０．０、２８０．０ μｇ ／ ｍＬ 和氨基比林浓

度分别为 １４．３、７１．５、１４３．０、３５７．５、７１５．０ μｇ ／ ｍＬ 的

混合标准溶液系列。 精密吸取各标准溶液 １０ μＬ，
注入液相色谱仪，记录色谱图。 巴比妥及氨基比林

标准曲线数据分别见表 １ 和表 ２。

表 １　 巴比妥溶液的标准曲线数据

Ｔａｂ １　 Ｄａｔａ ｏｆ ｂａｒｂｉｔａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

级别
Ｌｅｖｅｌ

浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１）
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

峰面积
Ｐｅａｋ ａｒｅａ

线性方程
Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ

１ ５．６ １７４．２０

２ ２８．０ ６５６．４１

３ ５６．０ １２５３．１０

４ １４０．０ ３０９９．６０

５ ２８０．０ ６１６５．１０

ｙ＝ ２１．８５６ｘ＋４２．１４３
Ｒ２ ＝ １．００００

表 ２　 氨基比林溶液的标准曲线数据

Ｔａｂ ２　 Ｄａｔａ ｏｆ ａｍｉｎｏｐｈｅｎａｚｏｎｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ

级别
Ｌｅｖｅｌ

浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１）
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

峰面积
Ｐｅａｋ ａｒｅａ

线性方程
Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ

１ １４．３ ３１８．８４

２ ７１．５ １５６８．６０

３ １４３．０ ３１７０．９０

４ ３５７．５ ７９４０．１０

５ ７１５．０ １５９１２．００

ｙ＝ ２２．２６７ｘ－１３．００９
Ｒ２ ＝ １．００００

２．２　 仪器精密度试验 　 精密量取巴比妥浓度为

２８０．０ μｇ ／ ｍＬ 和氨基比林浓度为 ７１５．０ μｇ ／ ｍＬ 的混

合标准溶液 １０ μＬ，上机测定。 重复测定 ６ 次，巴比

妥和氨基比林测量结果峰面积的 ＲＳＤ 值分别为

０．０４％和 ０．０８％，说明方法具有良好的精密度。
２．３　 重复性试验　 取批号为 １６０４０１ 的 Ｄ 样品，精
密量取适量，分别按标示量用流动相稀释制成１ ｍＬ
含巴比妥 ２８５．０ μｇ 和氨基比林 ７１５．０ μｇ 的供试品

溶液，作 ６ 个平行，按上述方法中的色谱条件测定，
每个平行进样 ２ 针，结果巴比妥和氨基比林的平均

含量分别为标示含量的 ９６．０％和 ９５．１％，ＲＳＤ 值分

别为 ０．０５％和 ０．０６％。

２．４　 回收率试验　 精密称取巴比妥和氨基比林标

准物质适量，按处方分别制成含巴比妥和氨基比林

分别为 ８０％（Ｌ）、１００％（Ｍ）、１２０％（Ｈ）的三种不同

浓度的添加样品各 ３ 份，然后分别量取 １００ μＬ 添

加样品置 １０ ｍＬ 量瓶中，用流动相溶解并定容至刻

度。 精密吸取 １０ μＬ 上机测定，计算各添加样品的

回收率，结果见表 ３ 和表 ４。
２．５　 溶液稳定性试验 　 取复方氨基比林注射液，
精密量取适量，用流动相稀释制成 １ ｍＬ 含巴比妥

２８５．０ μｇ 和氨基比林 ７１５．０ μｇ 的供试品溶液，分别

于 ０、１２、２４ ｈ，测定峰面积，结果表明溶液在 ２４ ｈ 内

稳定。

·８５·
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表 ３　 巴比妥回收率试验结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｂａｒｂｉｔａｌ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｄｄｉｎｇ ｌｅｖｅｌ

添加水平
Ａｄｄｉｎｇ ｌｅｖｅｌ

加入量 ／ ｍｇ
Ａｄｄｅｄ ａｍｏｕｎｔ ／ ｍｇ

测得量 ／ ｍｇ
Ｔｅｓｔｅｄ ａｍｏｕｎｔ ／ ｍｇ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

平均回收率 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

Ｌ

２３．５６ ２３．８１ １０１．０６

２２．５２ ２２．１３ ９８．２７

２２．９２ ２２．４３ ９７．８６

９９．０６ １．７６

Ｍ

２８．２５ ２８．６１ １０１．２７

２８．４１ ２８．４６ １００．１８

２８．１１ ２７．６３ ９８．２９

９９．９１ １．５１

Ｈ

３４．４６ ３４．１６ ９９．１３

３４．７９ ３４．２６ ９８．４８

３３．６９ ３３．５５ ９９．５８

９９．０６ ０．５６

表 ４　 氨基比林回收率试验结果

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｍｉｎｏｐｈｅｎａｚｏｎｅ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｄｄｉｎｇ ｌｅｖｅｌ

添加水平
Ａｄｄｉｎｇ ｌｅｖｅｌ

加入量 ／ ｍｇ
Ａｄｄｅｄ ａｍｏｕｎｔ ／ ｍｇ

测得量 ／ ｍｇ
Ｔｅｓｔｅｄ ａｍｏｕｎｔ ／ ｍｇ

回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％

平均回收率 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

Ｌ

５８．２２ ５８．０６ ９９．７３

５７．３６ ５７．２０ ９９．７２

５８．３９ ５８．４３ １００．０７

９９．８４ ０．２０

Ｍ

７１．５６ ７１．６２ １００．８４

７２．４５ ７２．９０ １００．６２

７５．６３ ７５．４４ ９９．７５

１００．４０ ０．５７

Ｈ

８５．６６ ８５．３４ ９９．６３

８４．６９ ８４．５５ ９９．８３

８８．４２ ８７．９６ ９９．４８

９９．６５ ０．１８

２．６　 样品含量的测定　 取 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 四公司生产

的复方氨基比林注射液样品，精密量取 １．００ ｍＬ 置

１００ ｍＬ 量瓶中，用流动相稀释至刻度，作为供试品

溶液，精密吸取 １０ μＬ 上机测定。 另取 １ ｍＬ 含巴

比妥 ２８０．０ μｇ 和氨基比林 ７１５．０ μｇ 的混合标准溶

液，作为对照品溶液，同法测定。 按外标法以峰面

积计算含量，巴比妥结果分别为 ９６． ６％、９５． ０％、
９４．９％和 ９５． ９％；氨基比林结果分别为 １０１． ９％、
９９．８％、９６．１％和 ９５．１％。 而传统的滴定法对应的

巴比妥测量结果分别为 １０２． ６％、１０３． ２％、９９． １％
和 ９５．７％；氨基比林结果分别为 ９９． ４％、１０３． ２％、

１００．０％和 ９８．２％。
３　 讨论与小结

３．１　 流动相 ｐＨ 值的选择　 使用 ０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸

二氢钾溶液和乙腈作为流动相时，巴比妥和氨基比

林的色谱峰重合在一起无法分离。 当用三乙胺调

节 ｐＨ 值到 ８．０ 以上时，即可把巴比妥和氨基比林

的色谱峰分离开。 ｐＨ 越高，得到的峰形越好，不
过，普通的 Ｃ１８ 柱对 ｐＨ 值的耐受有限，一般应低于

８．０，最高不能超过 ８． ５。 为避免操作不当损坏柱

子，故选择用三乙胺调节 ｐＨ 值为 ８．２ 的 ０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ
磷酸二氢钾溶液和乙腈作为流动相。

·９５·
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３．２　 流动相比例的选择　 使用 ０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二

氢钾溶液（用三乙胺调节 ｐＨ 值到 ８． ２）︰乙腈 ＝
７３︰２７、７５︰２５ 及 ８０︰２０ 的比例运行样品，其中，
７３︰２７ 的流动相在运行低浓度样品时，巴比妥的色

谱峰会受到试剂峰或杂质峰的干扰； ８０︰２０ 的流

动相运行样品时，氨基比林的色谱峰拖尾较严重，
峰形较差；而 ７５︰２５ 的流动相峰形良好，保留时间

适当，故选择使用 ０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶液（用三

乙胺调节 ｐＨ 值到 ８．２）︰乙腈＝７５︰２５ 作为流动相。
３．３　 色谱柱的选择　 分别采用粒径５ μｍ，４．６ ｍｍ×
２５０ ｍｍ Ｗａｔｅｒｓ 公司的 Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８，Ａｇｉｌｅｎｔ 公司

的 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ－Ｃ１８、５ＴＣ－Ｃ１８（２），Ｓｈｉｍａｄｚｕ 公司

的 ＶＰ－ＯＤＳ Ｃ１８ 以及粒径 ３．５ μｍ，４．６ ｍｍ×１００ ｍｍ
的 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司的 Ｅｃｌｉｐｓｅ ｐｌｕｓ Ｃ１８ 色谱柱进行试

验。 结果表明，普通的 Ｃ１８ 柱在弱碱性条件下均可

分离复方氨基比林注射液中的两个组分。 同时，由
于流动相的 ｐＨ 值较高，为避免碱性物质对色谱柱

造成损害，宜使用专用的色谱柱。
３．４　 滴定法与液相法对检测结果的影响及原因　
复方氨基比林注射液的含量采用传统的滴定方法

进行测定时，所得到的巴比妥的结果略有偏高，这
与检测员判断滴定是否到达终点有比较密切的关

系。 当滴定已经到达终点时，滴定经验不够丰富的

检测员一般不敢断定为终点，而是要等到混浊比较

明显时才会终止滴定，而此时终点已过，故滴定结

果一般均会略有偏高。 同时，样品中的某些杂质如

氯离子等可能也会影响对终点的判定。 采用高效

液相色谱法进行测量，结果更为准确，因为减少了

人为因素带来的终点误差。
３．５　 试验方法与文献报道方法的差异　 曾有文献

报道了人用药品复方氨基比林注射液或复方氨林

巴比妥注射液三组份含量测定的高效液相色谱法。
但李世彩等［３］所采用的磷酸缓冲液为磷酸二氢钾

及磷酸氢二钾混合配制而成，未使用三乙胺调节

ｐＨ 值；而杨锡祥等报道的方法［２］ 中未给出磷酸盐

缓冲液的配制方法，但使用三乙胺调节 ｐＨ 值至

８．０，使用的色谱柱长度分别为１５０ ｍｍ和２００ ｍｍ。
许润娟等［４］使用的流动相为乙腈－０．００２５ ｍｏｌ ／ Ｌ 庚

烷磺酸钠－三乙胺（３５ ︰ ６５ ︰ ０．０５，用 ５０％醋酸调

节 ｐＨ 到 ８．０ ）， 色 谱 柱 长 度 为 ２５０ ｍｍ， 流 速 为

０．６ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长为２２０ ｎｍ，柱温为 ３０ ℃。 试

验中使用的是常用的２５０ ｍｍ长的色谱柱，并大胆地

把 ｐＨ 值提高到 ８．２，得到的色谱峰峰形也极为理

想。 其次，流动相比例与文献报道的也略有差异。
虽然２４０ ｎｍ的检测波长并非氨基比林及巴比妥的

最佳检测波长，但在该波长下巴比妥的色谱峰峰形

尖锐，峰宽较窄，不易受到试剂峰的干扰，故也选择

２４０ ｎｍ作为检测波长。
３．６　 小结　 采用 Ｃ１８ 柱作为固定相，０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷

酸二氢钾溶液（用三乙胺调节 ｐＨ 值到 ８．２） ∶ 乙腈

＝ ７５ ∶ ２５ 作为流动相，使用高效液相色谱法测定兽

用复方氨基比林注射液的含量，方法专属性强，灵
敏度佳，准确度高，能够有效控制兽用复方氨基比

林注射液的质量。
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中药防治鸡大肠杆菌病的研究进展

张 璐，龚旭昊，戴 青，王静文，范 强∗

（中国兽医药品监察所，北京 １０００８１）
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［摘　 要］ 　 利用中药防治鸡大肠杆菌病已成为近几年兽医药界研究的热点，并得到广泛认可。 检

索国内外相关文献，从中药作用机理、试验研究和临床实践三个方面进行综述，分析在研究和应用

过程中存在的问题，并提出加强中药体内抑菌作用、抗炎作用和质粒消除作用机理研究，明确处方

作用机理以优化中药配伍，完善中药质量控制体系以增强疗效等建议，为促进中药在防治鸡大肠杆

菌病中的广泛应用提供参考。
［关键词］ 　 中药；鸡大肠杆菌病；机理；临床
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