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［摘　 要］ 　 建立并验证了高效液相色谱法测定盐酸林可霉素注射液中林可霉素含量的方法。 试验

采用十八烷基硅烷键合硅胶色谱柱（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ），以 ０．０２ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸氢二铵－乙腈（７５ ∶
２５，Ｖ ／ Ｖ）为流动相，流速为 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温 ３０ ℃，波长为 ２１４ ｎｍ。 试验结果表明林可霉素在 ０．１～
４．０ ｍｇ ／ ｍＬ范围内线性良好，Ｒ２ ＝ １．００００，平均回收率为 ９８．７％（ｎ ＝ ９），ＲＳＤ 为 ０．８％。 与《中国兽药

典》２０１５ 年版一部收载的方法相比，本研究开发的方法优化了流动相，流动相含盐量大大降低，林可

霉素峰形更尖锐，理论板数更高。 本方法简便、准确、可靠，可用于盐酸林可霉素注射液的质量

控制。
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ｐｈａｓｅ ｏｆ ０．０２ ｍｏｌ ／ Ｌ ｄｉａｍｍｏｎｉｕｍ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ － ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ （ ７５ ∶ ２５， Ｖ ／ Ｖ） ａｔ ａ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｏｆ
１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎａｎｄ ａ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ３０ ℃ ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｗａｖｅ ｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ２１４ ｎｍ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ
ｔｈａｔ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗａｓ ａｃｃｅｐｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０．１ ～ ４．０ ｍｇ ／ ｍＬ （Ｒ２ ＝ １．００００）， ａｎｄ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｗａｓ ９８．７％ （ ｎ ＝ ９） ｗｉｔｈ ＲＳＤ ｏｆ ０． ８％． Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｗｉｔｈ ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ
２０１５， ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｗａｓ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｂｙ ｒｅｄｕｃｉｎｇ ｓａｌｉｎｉｔｙ ｗｈｉｌｅ ｔｈｅ ｐｅａｋ ｓｈａｐｅ ａｎｄ ｎｕｍｂｅｒ ｏｆ ｔｈｅｏｒｅｔｉｃａｌ ｐｌａｔｅｓ
ｏｆ ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ ｗｅｒｅ ｉｍｐｒｏｖｅｄ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ， ａｃｃｕｒａｔｅ， ｒｅｌｉａｂｌｅ ａｎｄ ｗａｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈｅ
ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｄｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｄｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ； ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ； ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
（ＨＰＬＣ）
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　 　 林可霉素属于林可胺类抗生素，主要作用于细

菌核糖体的 ５０ｓ 亚基，抑制肽链延长，干扰细菌蛋

白质合成，属生长期抑菌剂。 盐酸林可霉素注射液

属于人畜共用药，对人与动物的革兰氏阳性菌和支

原体感染都有较好的作用［１］。 兽用盐酸林可霉素

注射液，收录于《中国兽药典》２０１５ 版一部［２］，其中

采用高效液相色谱法对含量和有关物质进行测定。
但该方法使用的流动相为 ０．０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硼砂溶液（用
８５％磷酸溶液调节 ｐＨ 值至 ５．０）－甲醇－乙腈（６７ ∶
３３ ∶ ２，Ｖ ／ Ｖ），该流动相中使用了高浓度的硼砂溶

液，在流动相配制时硼砂溶解需要较长的时间，且
高浓度的盐溶液对色谱柱和液相系统都有较大的

损害，长期处于高浓度的盐溶液中，将大大缩短色

谱柱和仪器寿命［３］。 同时该流动相下林可霉素峰

形有前沿现象，峰宽过大容易干扰有关物质的测

定。 已经发表的文献中已经有较多涉及到对林可

霉素的定量，化学发光法［４－５］、酶联免疫法［６－８］、毛
细管色谱法［９］、气相法［１０］、气质法［１１］、液质法［１２－１３］

和液相法［１４－１５］ 等方法，但其中液相法多采用不同

浓度的硼酸溶液作为流动相。 开发一种新的液相

方法来改善以上问题，既可以提高检测效率，又可

以延长仪器和耗材寿命。 本文改进了流动相，开发

了高效液相色潽法测定盐酸林可霉素注射液含量

的方法，并对方法进行了验证。
１　 材　 料

１．１　 仪器　 Ａｇｌｉｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪，配安捷

伦二极管阵列检测器，美国 Ａｇｌｉｅｎｔ 公司； ＸＳ－２０５
电子天平，瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司；ＫＱ－５００Ｅ 型超

声波清洗器，昆山市超声仪器有限公司。
１．２ 　 试剂与材料 　 甲醇、乙腈为色谱纯，Ｍｅｒｃｋ
ＫＧａＡ 公司，其余试剂均为分析纯；实验用水为 ｍｉｌｌｉ
－Ｑ 超纯水。 林可霉素对照品（来源：中国食品药品

检定研究院，批号：１３０４３２－２０１５１０，含量：８５．５％）；
盐酸 林 可 霉 素 注 射 液 供 试 品 （ 批 号 分 别 为

２０１６１２０１、２０１６１２０２、２０１６１２０３，规格 １０ ｍＬ ∶ １ ｇ），
由浙江某厂生产。
２　 方法与结果

２．１　 色谱条件　 色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８ ＸＤＢ（４．６ ｍｍ×

２５０ ｍｍ， ５ μｍ）；流动相：０．０２ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸氢二铵－

乙腈（７５ ∶ ２５， Ｖ ／ Ｖ）；流速 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；温度 ３０ ℃；
检测波长 ２１４ ｎｍ；进样量 １０ μＬ。 在此色谱条件

下，对照品溶液和供试品溶液的色谱图见图 １。 在

《中国兽药典》２０１５ 年版一部中的条件下对照品色

谱图见图 ２。
２．２　 溶液的制备

２．２．１　 对照品溶液 　 精密称取林可霉素对照品

１００ ｍｇ， 置 ２５ ｍＬ 棕色容量瓶中， 加流动相约

２０ ｍＬ，超声 ５ ｍｉｎ，冷却至室温，用流动相稀释至刻

度，作为对照品储备液（约 ４ ｍｇ ／ ｍＬ）。 精密量取适

量，用流动相稀释成 ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的对照品溶液，即得。
２．２．２　 供试品溶液　 精密量取盐酸林可霉素注射

液适量，用流动相定量稀释制成每 ｌ ｍＬ 中含林可

霉素 ２ ｍｇ 的溶液，摇匀。
２．３　 方法学考察

２．３． １ 　 线性范围 　 精密量取对照品贮备液 （约

４ ｍｇ ／ ｍＬ）适量，用流动相稀释成 ０．１，０．２，０．５，１，
２ ｍｇ ／ ｍＬ的系列对照品溶液，按上述色谱条件，精
密量取 １０ μＬ，注入色谱仪，记录色谱图，测定峰面

积，以峰面积积分值（Ｙ）对浓度（Ｘ，ｍｇ ／ ｍＬ）进行线

性回归计算，方程为： Ｙ ＝ ２２０９． ４Ｘ － １８． ７ （ Ｒ２ ＝
１．００００），线性范围 ０．１～４．０ ｍｇ ／ ｍＬ。 结果表明在线

性范围内，林可霉素浓度与峰面积呈现良好的线性

关系。
２．３．２　 精密度试验　 精密吸取对照品溶液 １０ μＬ，
按上述色谱条件，连续重复进样 ６ 次，记录峰面积，
计算结果，林可霉素峰面积的 ＲＳＤ 为 ０．４％，表明仪

器精密度良好。
２．３． ３ 　 稳定性试验 　 取同一供试品溶液 （批号

２０１６１２０２），分别在 ０、１、２、４、６、８、１２、２４ ｈ 进样 １０ μＬ，
记录色谱峰面积，林可霉素峰面积的 ＲＳＤ 为 ０．７％。
结果表明供试品溶液在室温下放置 ２４ ｈ 稳定。
２． ３． ４ 　 重复性试验 　 取同一批供试品 （批号

２０１６１２０２），照 ２．２．２ 项下方法制备供试品溶液，测
定供试品溶液中林可霉素的含量。 结果测得林可

霉素的峰面积分别为 ４５９２．１、４５９８．１、４５６９．３、４５８９．１、
４５３６．１ 和 ４５７８． １，ＲＳＤ 为 ０． ５％，表明方法重复性

良好。
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图 １　 优化条件下（Ａ）对照品色谱图和（Ｂ）供试品色谱图（批号为 ２０１６１２０２）

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ （Ａ） ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ａｎｄ

（Ｂ） ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ（ ｌｏｔ ｍｕｎｂｅｒ：２０１６１２０２） ｕｎｄｅｒ ｏｐｔｉｍｉｚｅｄ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ

图 ２　 《中国兽药典》２０１５ 版条件下对照品色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｕｎｄｅｒ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ Ｃｈｉｎｅｓｅ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｐｈａｒｍａｃｏｐｏｅｉａ ２０１５

２．３．５　 加样回收率试验 　 准确量取已知含量的盐

酸林可霉素注射液（批号 ２０１６１２０２，规格为 １０ ｍＬ ∶
１ ｇ，含量为 １０３．６ ｍｇ ／ ｍＬ）２５０ μＬ，共 ９ 份，置２５ ｍＬ
量瓶中，按高（１２０％）、中（１００％）、低（８０％）三个浓

度水平分别添加林可霉素对照品，制得向已知含量

制剂中添加已知测定物的添加样品，每个浓度水平

的添加样品分别制备 ３ 份供试样。 用流动相溶解

并稀释至刻度，测定并计算回收率，结果见表 １。

·９４·
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表 １　 回收率试验结果表（ｎ＝９）

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ （ｎ＝９）

编号 样品取样量 ／ μＬ 样品中
林可霉素质量 ／ ｍｇ 加入量 ／ ｍｇ 测得总量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

Ｈ１ ２５０ ２５．９ ３０．６８ ５５．９９ ９９．０

Ｈ２ ２５０ ２５．９ ３０．２５ ５６．０２ ９９．８

Ｈ３ ２５０ ２５．９ ３０．６４ ５６．２６ ９９．５

Ｍ１ ２５０ ２５．９ ２５．１４ ５０．３６ ９８．７

Ｍ２ ２５０ ２５．９ ２５．６９ ５０．３１ ９７．５

Ｍ３ ２５０ ２５．９ ２５．８７ ５０．６５ ９７．８

Ｌ１ ２５０ ２５．９ ２０．１２ ４５．３６ ９８．６

Ｌ２ ２５０ ２５．９ ２０．１４ ４５．８９ ９９．７

Ｌ３ ２５０ ２５．９ ２０．６５ ４５．６２ ９８．０

９８．７ ０．８

２．３． ６ 　 耐用性 　 在优化的色谱条件下，比较了

Ｗａｔｅｒｓ Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ）和 Ａｇｌｉｅｎｔ
Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ Ｃ１８ （４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ）色谱柱，结果

表明，两者均能使林可霉素峰形尖锐；对温度进行

了考察，在本文优化的流动相下选择温度为 ２５ ℃
和 ３５ ℃时，除出峰时间发生变化外，其余变化很

小；将流动相水相和有机相比例调整为 ７８ ∶ ２２ 和

７２ ∶ ２８ 进行测试，结果表明，流动相比例的微调也

仅能影响出峰时间，对峰形和理论塔板数影响甚

小。 不同品牌的色谱柱、不同流动相有机相与水相

比例以及不同温度，均能满足试验需要，方法耐用

性较强。
２．４　 实际样品测定　 取不同批号的盐酸林可霉素

注射液，按 ２．２．２ 项下方法处理，按上述色谱条件进

行测定，每个样品制备 ２ 份，计算样品中林可霉素

的含量，取平均值。 同时与《中国兽药典》 ２０１５ 年

版一部比较结果（表 ２）。

表 ２　 样品含量测定结果（标示量 ／ ％，ｎ＝２）
Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ

（ ｌａｂｅｌｌｅｄ ａｍｏｕｎｔ ／ ％， ｎ＝２）

批号 本方法
《中国兽药典》

２０１５ 年版一部方法
两者偏差 ／ ％

２０１６１２０１ １０３．４ １０３．０ ０．２

２０１６１２０２ １０４．０ １０３．６ ０．２

２０１６１２０３ １０３．５ １０３．１ ０．２

３　 讨论与小结

在波长选择上，由于林可霉素在 ２００ ｎｍ 左右

有最大吸收波长，但该处容易受溶剂干扰，因此本

文沿用《中国兽药典》中的 ２１４ ｎｍ 作为检测波长。
在流动相优化上，本文尝试了《中国兽药典》

２０１５ 年版一部中的流动相，水 －乙腈 （ ７５ ∶ ２５，
Ｖ ／ Ｖ），水－甲醇（６５ ∶ ３５， Ｖ ／ Ｖ），０．０２ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸氢

二钾（用 ８５％磷酸调节 ｐＨ 至 ６．１） －乙腈（７５ ∶ ２５，
Ｖ ／ Ｖ），以及 ０．０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸氢二铵－乙腈（７５ ∶ ２５，
Ｖ ／ Ｖ），上述流动相体系除最后一种外，其余均导致

林可霉素峰形差；而最后一种则在峰形略差于本文

选择的流动相，经过优化，选择了本文开发的流动

相。 由于《中国兽药典》中的流动相使得林可霉素

峰有前沿现象，经优化后有很大改善，理论板数也

由 ６２４５ 增加到 １０２３９，分离性能更好。
使用本文开发的方法与《中国兽药典》２０１５ 年

版一部方法进行比较，结果表明两者在测定盐酸林

可霉素注射液含量时，结果基本一致。 方法使用了

常用的溶解性好的磷酸氢二铵作为水相的溶质，且
配制流动相时不需要调 ｐＨ，在配制流动相时缩短

了时间，提高了检测效率，且低浓度盐溶液有利于

仪器的长期使用。
本文开发的方法简便、准确、重现性好，能够有

效的控制该产品的质量，为产品标准改进提供了研

究基础。

·０５·
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