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［摘　 要］ 　 建立并验证了高效液相色谱法测定盐酸二氟沙星粉中二氟沙星含量的方法。 采用十八

烷基硅烷键合硅胶色谱柱（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ），以磷酸溶液（取磷酸 ３．０ ｍＬ，加水至 １０００ ｍＬ，
用三乙胺调节 ｐＨ 至 ３．０±０．１，加乙腈 ５０ ｍＬ）－甲醇（７８ ∶ ２２， Ｖ ／ Ｖ）为流动相，流速为 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱
温为 ３０ ℃，波长 ２７３ ｎｍ。 试验结果表明二氟沙星在 ２～１００ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性良好，Ｒ２ ＝ ０．９９９９，平
均回收率为 ９８．１％（ｎ＝ ９），ＲＳＤ 为 １．０％。 本文开发的方法与农业部公告 １９６０ 号收载的紫外分光光

度法相比具有更好的专属性，同时简便、快速、准确，适用于产品的质量控制。
［关键词］ 　 盐酸二氟沙星；含量测定；高效液相色谱法

作者简介： 陈晓林，从事兽药检测工作。

通讯作者： 包爱情。 Ｅ－ｍａｉｌ：ｂａｏａｉｑｉｎｇ＠ １２６．ｃｏｍ

Ｃｏｎｔｅｎｔ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｄｉｆｌｏｘａｃｉｎ ｉｎ Ｄｉｆｌｏｘａｃｉｎ
Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ Ｐｏｗｄｅｒ ｂｙ ＨＰＬＣ

ＣＨＥＮ Ｘｉａｏ－ｌｉｎ， ＬＵ Ｃｈｕｎ－ｂｏ， ＣＨＥＮ Ｈｕｉ－ｈｕａ， ＬＩＮ Ｘｉａｎ－ｊｕｎ， ＢＡＯ Ａｉ－ｑｉｎｇ∗

（Ｚｈｅｊｉａｎｇ Ｐｒｏｖｉｎｃｅ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ ａｎｄ Ｆｅｅｄｓｔｕｆｆ， Ｈａｎｇｚｈｏｕ ３１１１０１， Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＢＡＯ Ａｉ－ｑｉｎｇ， Ｅ－ｍａｉｌ： ｂａｏａｉｑｉｎｇ＠ １２６．ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｌｏｘａｃｉｎ ｉｎ ｄｉｆｌｏｘａｃｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｐｏｗｄｅｒ ｂｙ ＨＰＬＣ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ
ａｎｄ ｖａｌｉｄａｔｅｄ． Ａｎａｌｙｓｉｓ ｗａｓ ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｏｎ ａ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ （４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ， ５ μｍ） ｗｉｔｈ ａ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｏｆ
ｐｈｏｓｐｈｏｒｏｕｓ ａｃｉｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（３．０ ｍＬ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ ｗａｓ ｄｉｌｕｔｅｄ ｔｏ １０００ ｍＬ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ａｄｊｕｓｔｅｄ ｗｉｔｈ ｔｒｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ
ｔｏ ｐＨ ｏｆ ３．０±０．１，ｔｈｅｎ ａｄｄ ５０ ｍＬ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ）－ｍｅｔｈａｎｏｌ （７８ ∶ ２２， Ｖ ／ Ｖ） ｗｉｔｈ ａ １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｉｎ ３０ ℃
ｃｏｎｄｉｔｉｏｎ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｗａｖｅ ｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ２７３ ｎｍ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｗａｓ ｌｉｎｅａｒ ｉｎ
ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ２～１００ μｇ ／ ｍＬ （Ｒ２ ＝ ０．９９９９）， ａｎｄ ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｗａｓ ９８．１％ （ｎ＝ ９） ｗｉｔｈ ＲＳＤ ｏｆ １．０％． Ｔｈｅ
ｍｅｔｈｏｄ ｉｎ Ｎｏ． １９６０ ｂｕｌｌｅｔｉｎ ｏｆ ｔｈｅ Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ ｉｓ ａ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ ｍｅｔｈｏｄ． Ｉｎ ｃｏｎｔｒａｓｔ
ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｓｐｅｃｔｒｏｐｈｏｔｏｍｅｔｒｙ ｍｅｔｈｏｄ， ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ａｒｔｉｃｌｅ ｈａｓ ｈｉｇｈｅｒ ｓｐｅｃｉｆｉｃｉｔｙ． Ｔｈｉｓ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ， ｒａｐｉｄ， ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ， ｗｈｉｃｈ ｗａｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｔｏ ｃｏｎｔｒｏｌ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｌｏｘａｃｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ
ｐｏｗｄｅｒ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｄｉｆｌｏｘａｃｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ； ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ； ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＨＰＬＣ）

·５３·



中国兽药杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ５２ 卷第 ９ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

　 　 二氟沙星是畜禽专用的第三代喹诺酮类药物，
又名双氟沙星，由美国 Ａｂｂｏｔｔ 公司在 １９８４ 年研制，
其盐酸盐制剂已经在国内兽医临床上有着广泛的

应用［１－２］。 盐酸二氟沙星常用于敏感细菌如大肠杆

菌、绿脓杆菌、金黄色葡萄菌、变形杆菌、多杀性巴

氏杆菌等引起的畜禽慢性呼吸道病、气管炎、肠炎、
肺炎、禽霍乱、链球菌病、伤寒等疾病，尤其对鸡的

大肠杆菌病，仔猪红、黄、白痢有特效［３－４］。 二氟沙

星结构如图 １ 所示，因在喹诺酮环的 Ｎ１ 位引入

４－氟苯基，抗菌谱扩大，抗革兰阳性菌尤其是链球

菌和铜绿假单胞菌的活性进一步增强，并改善了药

物动力学特征，相对减小了对幼年动物的软组织的

损伤和毒副作用。 在 Ｃ７ 位引入甲基哌嗪，增加了

抗革兰阳性菌的活性，改善了对酶的拮抗作用［５］。
盐酸二氟沙星粉，收录于农业部公告 １９６０ 号［６］，采
用紫外－可见分光光度法对其鉴别和含量进行测

定。 但该方法专属性较差，通过比较农业部 １９６０
号收录的二氟沙星制剂，恩诺沙星制剂及诺氟沙星

制剂的标准，发现三者最大吸收波长非常接近。 因

此，通过紫外方法测定盐酸二氟沙星粉中二氟沙星

的含量，方法专属性较差，易受到不法企业非法添

加的恩诺沙星或者诺氟沙星等化合物的影响。 二

氟沙星与恩诺沙星、诺氟沙星等比较，原料价格较

高。 农业部于 ２０１５ 年发布了 ２２９２ 号公告［７］，公告

规定自 ２０１５ 年 １２ 月 ３１ 日起，停止生产用于食品

动物的洛美沙星、培氟沙星、氧氟沙星、诺氟沙星 ４
种原料药的各种盐、酯及其各种制剂，涉及的相关

企业的兽药产品批准文号同时撤销。 在抽检的样

品中发现了检出诺氟沙星的盐酸二氟沙星粉样品。
恩诺沙星使用广泛，价格低廉且未被禁用，虽未发

现有使用恩诺沙星替代其他喹诺酮类药物的实例，
但亦有较大潜在风险。 因此，开发专属性更强的液

相方法，对控制产品质量，打击不法企业弄虚作假

有重要意义。 当前涉及到二氟沙星含量检测的方

法多集中在动物组织中［８－１０］，对盐酸二氟沙星制剂

中二氟沙星含量测定的研究尚未见报道。
本文对盐酸二氟沙星粉中二氟沙星含量检测

的液相方法进行了研究，开发了高效液相色潽法测

定盐酸二氟沙星粉中二氟沙星的含量，并对方法进

行了验证。

图 １　 二氟沙星结构简式

Ｆｉｇ １　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ ｆｏｒｍｕｌａ ｏｆ ｄｉｆｌｏｘａｃｉｎ

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。 盐酸二氟沙星对照品（来源：中国兽医药

品监察所，批号：Ｈ０４０１２０４，含量：９９．６％）；恩诺沙

星（来源：中国兽医药品监察所，批号：Ｈ００８１５０５，
含量：９９．５％）；环丙沙星（来源：中国食品药品检定

研究院，批号：１３０４５１－２０１２０３，含量：８４．２％）；氧氟

沙星 （来源：中国食品药品检定研究院， 批号：
１３０４５４－２０１２０６，含量：９９．５％）；诺氟沙星（来源：中
国食品药品检定研究院，批号：１３０４５０－２０１２０６，含
量：９９．５％）；盐酸二氟沙星粉供试品 １（规格 ５％），
由 Ｘ 厂生产；盐酸二氟沙星粉供试品 ２、３ （规格

５％），由 Ｙ 厂生产；盐酸二氟沙星粉供试品 ４（规格

５％）由 Ｚ 厂生产。
２　 方法与结果

２．１　 喹诺酮类药物的紫外相似性　 喹诺酮类药物

由于其结构较为相似，紫外光谱图往往也较为相

似，农业部 １９６０ 号公告中收载的三种喹诺酮制剂

鉴别均为紫外－可见分光光度法，最大吸收波长差

值均在 ２ ｎｍ 以内，见表 １，故仅通过紫外光谱图或
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者最大吸收波长来判断可能会出现差错。

表 １　 喹诺酮类药物最大紫外吸收波长

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｍａｘｉｍｕｍ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ａｂｓｏｒｐｔｉｏｎ

ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ
制剂名称 化合物 紫外最大吸收波长 ／ ｎｍ

盐酸二氟沙星粉 二氟沙星 ２７３、３２３、３３４

恩诺沙星可溶性粉 恩诺沙星 ２７１、３２２、３３４

烟酸诺氟沙星可溶性粉 诺氟沙星 ２７１、３２３、３３５

２．２　 色谱条件 　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ ＸＳｅｌｅｃｔ ＣＳＨ Ｃ１８
（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ）；流动相：磷酸溶液（取磷

酸 ３．０ ｍＬ，加水至 １０００ ｍＬ，用三乙胺调节 ｐＨ 至

３．０±０．１，加乙腈 ５０ ｍＬ，下称磷酸溶液）－甲醇（７８ ∶
２２， Ｖ ／ Ｖ）；流速：１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３０ ℃；扫描波

长：２１０～ ４００ ｎｍ，记录 ２７３ ｎｍ 的色谱图；进样量：
２０ μＬ。
２．３　 溶液的制备

２．３．１　 对照品溶液　 精密称取盐酸二氟沙星对照

品 ２５．６５ ｍｇ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化

钠溶液 ２．０ ｍＬ，超声使溶解，冷却至室温，用水稀释

并定容至刻度，作为对照品储备液（含二氟沙星约

５００ μｇ ／ ｍＬ）。 精密量取适量，用磷酸溶液稀释成

５０ μｇ ／ ｍＬ 的对照品溶液，即得。
２．３．２　 系统适应性溶液　 分别精密称取恩诺沙星、
氧氟沙星、诺氟沙星、环丙沙星对照品 ２５． ８９、
２２．９２、２４． ０８、 ２５． ２７ ｍｇ 置 ５０ ｍＬ 量瓶中， 各加

０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ氢氧化钠溶液 ２．０ ｍＬ，超声使溶解，冷却

至室温，用水稀释并定容至刻度，各喹诺酮药物浓

度均约 ５００ μｇ ／ ｍＬ。 精密量取上述喹诺酮溶液与

对照品储备液溶液 ５ ｍＬ 置同一 ５０ ｍＬ 量瓶中，用
磷酸溶液稀释至刻度，即得。
２．３．３　 供试品溶液　 精密称取供试品适量（约相当

于二氟沙星 ２５ ｍｇ），置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加 ０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ
氢氧化钠溶液 ２．０ ｍＬ，超声使溶解，冷却至室温，用
水稀释并定容至刻度。 精密量取上述溶液 ５ ｍＬ 置

５０ ｍＬ 量瓶中，用磷酸溶液稀释至刻度。
２．４　 方法学考察

２．４．１　 系统适用性试验 　 ５ 种喹诺酮类药物在试

验条件下完全分离，分离度均大于 ２．１，各化合物的

色谱峰理论塔板数均大于 ７０００，方法专属性良好。
系统适应性溶液色谱图及相应对照品光谱图见

图 ２。
２．４．２　 线性范围　 精密量取对照品储备液适量，用
磷酸溶液稀释成 ２，５，１０，２５，５０，１００ μｇ ／ ｍＬ 的系列

对照品溶液，按上述色谱条件，精密量取 ２０ μＬ，注
入液相色谱仪，记录色谱图，测定峰面积，以峰面积

积分值（Ｙ）对浓度（Ｘ，μｇ ／ ｍＬ）进行线性回归计算，
方程为：Ｙ＝ １０３．７２Ｘ＋５．３３（Ｒ２ ＝ ０．９９９９），线性范围

为 ２～１００ μｇ ／ ｍＬ。 结果表明在线性范围内，二氟沙

星浓度与峰面积呈现良好的线性关系。 盐酸二氟

沙星对照品溶液（５０ μｇ ／ ｍＬ）色谱图见图 ３。
２．４．３　 精密度试验　 精密吸取对照品溶液 ２０ 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，二氟沙星峰面积的 ＲＳＤ 为 ０．１％，表明仪

器精密度良好。

·７３·
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图 ２　 系统适应性色谱图（Ａ）及氧氟沙星对照品光谱图（Ｂ）、诺氟沙星对照品光谱图（Ｃ）、

环丙沙星对照品光谱图（Ｄ）、恩诺沙星对照品光谱图（Ｅ）、盐酸二氟沙星对照品光谱图（Ｆ）

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ （Ａ） ｓｙｓｔｅｍ ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ （Ｂ） ｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

（Ｃ） ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ （Ｄ） ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ （Ｅ） ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

（Ｆ） ｄｉｆｌｏｘａｃｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

图 ３　 盐酸二氟沙星对照品溶液（５０ μｇ ／ ｍＬ）色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｌｏｘａｃｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （５０ μｇ ／ ｍＬ）

·８３·
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２．４．４　 稳定性试验　 取同一供试品溶液（供试品 １），

分别在 ０、２、４、８、１２、２４ ｈ 进样 ２０ μＬ，记录色谱峰

面积，二氟沙星峰面积的 ＲＳＤ 为 ０．４％。 结果表明

供试品溶液在室温下放置 ２４ ｈ 稳定。

２．４．５　 重复性试验　 取同一批供试品（供试品 １），

照 ２．３．３ 项下方法制备供试品溶液，测定供试品溶

液中二氟沙星的含量。 结果测得二氟沙星的含量

均值为占标示量的 １０５．４％，ＲＳＤ 为 ０．２％（ｎ ＝ ６），

表明方法重复性良好。

２．４．６　 加样回收率试验　 准确称取已知含量的盐

酸二氟沙星粉（供试品 １，规格 ５％，含量为占标示

量的 １０５．１％）０．２５ ｇ，共 ９ 份，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，按

高（１２０％）、中（１００％）和低（８０％）三个浓度水平分

别添加盐酸二氟沙星对照品，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，照 ２．３．３ 项方法制备。 测定

并计算回收率，结果见表 ２。

表 ２　 回收率试验结果表（ｎ＝９）

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ （ｎ＝９）

编号 样品取样量 ／ ｇ 样品中二氟
沙星质量 ／ ｍｇ

盐酸二氟沙星
对照品加入量 ／ ｍｇ

对照品中二氟
沙星质量 ／ ｍｇ 测得总量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

Ｈ１ ０．２４３６ １２．８０ １６．２１ １４．７９ ２７．３５ ９８．４

Ｈ２ ０．２３９４ １２．５８ １６．２８ １４．８６ ２７．１４ ９８．０

Ｈ３ ０．２５１４ １３．２１ １６．０２ １４．６２ ２７．３９ ９７．０

Ｍ１ ０．２５３９ １３．３４ １３．５６ １２．３８ ２５．４３ ９７．７

Ｍ２ ０．２５８７ １３．５９ １３．５１ １２．３３ ２５．８４ ９９．４

Ｍ３ ０．２４８９ １３．０８ １３．８５ １２．６４ ２５．４６ ９７．９

Ｌ１ ０．２４５７ １２．９１ １１．２５ １０．２７ ２３．０５ ９８．７

Ｌ２ ０．２３９９ １２．６１ １１．３９ １０．４０ ２２．９６ ９９．５

Ｌ３ ０．２４５８ １２．９２ １１．４７ １０．４７ ２３．０４ ９６．７

９８．１ １．０

２．４． ７ 　 耐用性 　 在选定的色谱条件下，比较了

Ｗａｔｅｒｓ ＸＳｅｌｅｃｔ ＣＳＨ Ｃ１８（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ）和

Ａｇｌｉｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ Ｃ１８ （４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ）

色谱柱，结果表明两者均可使 ５ 种喹诺酮药物分离

良好；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，除出峰时间发生微小

变化外，其余变化很小；将流动相中磷酸溶液与甲

醇的比例调整为 ７５ ∶ ２５ 和 ８１ ∶ １９ 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。 综上所述，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。

２．５　 实际样品测定　 取不同的盐酸二氟沙星粉供

试品，按 ２．３．３ 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，计算样品中二氟沙星的

含量，取平均值。 供试品 １ 与供试品 ２ 色谱图及供

试品 ２ 主峰光谱图见图 ４。 试验中发现供试品 ２ 和

供试品 ３ 中未检出二氟沙星而检出诺氟沙星，并将

供试品 ２ 和供试品 ３ 主峰光谱图与诺氟沙星对照

品光谱图比对，确认为诺氟沙星。 同时将本文方法

与农业部 １９６０ 号公告中收载的紫外方法进行比

较，见表 ３。

·９３·
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图 ４　 供试品 １（合格供试品）色谱图（Ａ）、供试品 ２（异常供试品）色谱图（Ｂ）及供试品 ２主峰光谱图（Ｃ）、诺氟沙星对照品光谱图（Ｄ）

Ｆｉｇ ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ （Ａ） ｓａｍｐｌｅ １ （ａ ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ｓａｍｐｌｅ） （Ｂ） ｓａｍｐｌｅ ２ （ａｎ ａｂｎｏｒｍａｌ ｓａｍｐｌｅ）

ａｎｄ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ （Ｃ） ｔｈｅ ｍａｉｎ ｐｅａｋ ｉｎ ｓａｍｐｌｅ ２ （Ｄ） ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

表 ３　 样品含量测定结果（标示量 ／ ％，ｎ＝２）

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ （ ｌａｂｅｌｌｅｄ ａｍｏｕｎｔ ／ ％， ｎ＝２）
供试品 本方法 农业部公告 １９６０ 号紫外方法 两者偏差 ／ ％ 说明

１ １０５．４ １０５．１ ０．１

２ 未检出 １０７．６ ／

３ 未检出 ９８．６ ／

４ １０８．０ １０７．８ ０．１

Ｂ、Ｃ 样品中并未检出
二氟沙星，检出诺氟沙星。

２．６　 薄层色谱法鉴别盐酸二氟沙星粉中的二氟沙

星　 分别称取氧氟沙星、诺氟沙星、环丙沙星、恩诺

沙星和盐酸二氟沙星对照品各 ５０ ｍｇ，加 ５ ｍＬ
０．１ ｍｏｌ ／ Ｌ 的氢氧化钠溶液使溶解，加水稀释至

１０ ｍＬ。 取供试品适量，用水稀释成含二氟沙星每

１ ｍＬ 中 ５ ｍｇ 的溶液。 取上述溶液各 １ μＬ，分别点

于同一硅胶 ＧＦ２５４ 薄层板上，以三氯甲烷－甲醇－

苯－二乙胺－水（１５ ∶ ２０ ∶ １０ ∶ ７ ∶ ４）为展开剂，展
开后，晾干，置紫外灯（２５４ ｎｍ）下检视（薄层鉴别

方法参照农业部公告 １９６０ 号盐酸二氟沙星粉标准

·０４·
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中鉴别 １），如图 ５。 二氟沙星与恩诺沙星在上述薄

层色谱条件下，斑点比移值（Ｒｆ）极为接近，难以分

辨，而二氟沙星与其他氟喹诺酮则相对容易区分。

图 ５　 薄层色谱图（１．氧氟沙星溶液；２．诺氟沙星溶液；３．环丙沙星溶液；４．恩诺沙星溶液；５ 二氟沙星溶液；

６．供试品 １（合格样品）；７．供试品 ２ 溶液（含诺氟沙星）； ８．供试品 ３ 溶液（含诺氟沙星））

Ｆｉｇ ５　 Ｔｈｉｎ－ｌａｙｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ １． ｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ２． ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ３． ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ，

４． ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ５． ｄｉｆｌｏｘａｃｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ６． Ｓａｍｐｌｅ １ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ａ ｑｕａｌｉｆｉｅｄ ｓａｍｐｌｅ），

７． Ｓａｍｐｌｅ ２ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ａ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔａｉｎｓ ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ）， ８． Ｓａｍｐｌｅ ３ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ａ ｓａｍｐｌｅ ｃｏｎｔａｉｎｓ ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ）

３　 结　 论

在波长选择上，农业部公告 １９６０ 号盐酸二氟

沙星粉标准中规定供试品在 ２７３ ｎｍ 波长处有最大

吸收，因此，本文选用该波长作为检测波长。 在流

动相优化上，本文参考了农业部公告 ２４４８ 号［１１］ 中

《氟苯尼考粉和氟苯尼考预混剂中非法添加氧氟沙

星、诺氟沙星、环丙沙星、恩诺沙星检测方法》，对其

流动相中磷酸溶液和甲醇比例进行了适当调整，使

检测效率更高。

将本文开发的液相方法与农业部公告 １９６０ 号

中紫外方法进行比较，试验数据显示两者在测定合

格样品中二氟沙星含量时，测定结果基本一致。 但

在针对使用诺氟沙星乃至其他喹诺酮类化合物替

代本品中的二氟沙星时，液相方法具有显著优势，

可轻易发现使用其他喹诺酮类药物替代二氟沙星

的情况。 由于恩诺沙星与二氟沙星在紫外光谱方

面无法区分，而在薄层色谱中又与二氟沙星非常接

近，因此，使用现有标准对盐酸二氟沙星进行检测

时如遇见使用恩诺沙星替代二氟沙星的情况，有可

能会将假药误判成合格样品。

本文开发的方法简便、准确、重现性好、专属性

强，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。
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阿维菌素残留溶剂气相色谱检测方法的建立

韩宁宁，于晓辉，戴 青，于丽娜，赵 晖，杨秀玉∗

（中国兽医药品监察所，北京 １０００８１）
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［摘　 要］ 　 采用 ６％氰丙基苯基－９４％二甲基聚硅氧烷为固定相的毛细管柱，进样口温度 ２２０ ℃，检
测器温度 ２５０ ℃，载气：氮气，流速 ５ ｍＬ ／ ｍｉｎ，进样量 ０．２ μＬ，分流比：１０ ∶ １，程序升温：初始温度为

５０ ℃，保持 ５ ｍｉｎ，以每分钟 １５ ℃的速率升温至 ８０ ℃，再以每分钟 ２６．７ ℃的速率升温至 ２４０ ℃。 在

该色谱条件下，甲醇与内标异丙醇及溶剂间二甲苯分离度良好，检出限为 ６ μｇ ／ ｍＬ，重复性 ＲＳＤ 为

３．０％，添加回收率为 ９０．８％。 不同色谱柱、柱温、流速、不同进样口温度、不同检测器温度耐用性良

好。 结果表明该方法可用于阿维菌素残留溶剂的定量检测。
［关键词］ 　 阿维菌素；甲醇；残留溶剂；气相色谱法
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