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［摘　 要］ 　 建立了高效液相色谱法测定恩诺沙星注射液中非法添加乙酰甲喹、水杨酸含量的方法。
试验采用十八烷基硅烷键合硅胶色谱柱，以 ０．０２５ ｍｏＬ ／ Ｌ 磷酸溶液－乙腈（８５ ∶ １５， Ｖ ／ Ｖ）为流动相，
流速为 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，二极管阵列检测器进行全扫描和 ２３２ ｎｍ 波长测定。 结果表明乙酰甲喹在 ０．５～
２０ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性良好，Ｒ２ ＝ １．０００，平均回收率为 ９９．６２％；水杨酸在 １．０ ～ ５０ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性

良好，Ｒ２ ＝ １．０００，平均回收率为 ９９．５１％；ＲＳＤ 在 ０．０７％ ～３．４４％之间。 本方法准确、可靠、重现性好，
可用于恩诺沙星注射液中非法添加乙酰甲喹、水杨酸的定性和定量检测。
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　 　 恩诺沙星注射液收载于《中国兽药典》２０１５ 版

第一部［１］，为广谱杀菌药，对大肠杆菌、沙门氏菌等

都有杀菌效用，主要治疗由此病菌引起的消化系

统、呼吸系统疾病。 乙酰甲喹商品名称为痢菌

净［２］，兽医临床主要用于禽巴氏杆菌病、雏鸡白痢

等。 水杨酸属于非甾体抗炎药，常用于缓解家畜的

发烧、感冒时的体温升高及关节疼痛等症状［３］。 当

前，某些不法兽药生产企业为了扩大恩诺沙星药物

的疗效，而隐蔽乙酰甲喹和水杨酸的使用，在恩诺

沙星注射液中添加乙酰甲喹和水杨酸的现象时有

发生，造成乙酰甲喹和水杨酸的混乱使用，且不能

执行其休药期，最终造成动物性食品中残留乙酰甲

喹和水杨酸的严重后果。 目前，关于乙酰甲喹和水

杨酸的含量检测方法的报道较多，主要包括紫外可

见分光光度法、液相色谱法、液相色谱－串联质谱法

等。 由于兽药制剂之间的检测方法差距较大，检测

量上不在同一个级别，而且药物成分之间存在相互

干扰［４］，因此，急需开发一种同时检测恩诺沙星、乙
酰甲喹和水杨酸的的方法，用以检测恩诺沙星注射

液中乙酰甲喹和水杨酸的存在。 为利于地市县等

兽药检验部门开展兽药非法添加的检验工作，本研

究将建立科学、有效、简单的恩诺沙星注射液中非

法添加乙酰甲喹和水杨酸的检测技术，以有效杜绝

非法添加的问题。
１　 材　 料

１．１　 仪器　 Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ｅ 高效液相色谱仪，配二极

管阵列检测器，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司； ＸＳ－２０５ 电子天

平，瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 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。 乙酰甲喹对照品（中国兽医药品监察所，
批号：Ｈ０４０１２０４，含量：９９．６％）；恩诺沙星（中国兽

医药品监察所，批号：Ｈ００８１５０５，含量：９９．５％）；水

杨酸（中国食品药品检定研究院，批号：１３０４５１ －

２０１２０３，含量：８４．２％）。
２　 方　 法

２．１　 色谱条件　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８ 色谱

柱，（４．６ ｍｍ×２５０ ｍｍ，５ μｍ）；流动相：０．０２５ ｍｏＬ ／ Ｌ
磷酸溶液 ∶ 乙腈＝８５ ∶ １５（Ｖ ∶ Ｖ）；流速 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
进样量：１０ μＬ；柱温：２５ ℃；二极管阵列检测器参

考条件：定性采集波长范围 ２００～４００ ｎｍ；定量波长

２３２ ｎｍ。
２．２　 溶液的制备

２．２．１　 供试品溶液　 量取恩诺沙星注射液 ０．５ ｍＬ，
置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，精密

量取 ５ ｍＬ 置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，用流动相稀释至刻

度，摇匀，即得。
２．２．２ 　 对照品溶液 　 称乙酰甲喹、水杨酸对照品

５０ ｍｇ（准确至 ０．０１ ｍｇ），置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加甲

醇稀释至刻度，摇匀，作为对照品储备液，精密量取

１ ｍＬ 置 １００ ｍＬ 容量瓶中，用流动相稀释至刻度，
摇匀，作为对照品工作液。
２．２．３　 系统适应性溶液　 分别精密量取乙酰甲喹、
水杨酸对照品储备液 １００ μＬ 和 ２００ μＬ，置 １０ ｍＬ
量瓶中，用流动相稀释并定容至刻度，即得。
２．２．４　 阴性添加溶液　 分别精密量取乙酰甲喹、水
杨酸对照品储备液适量，置 １０ ｍＬ 量瓶中，用阴性

无添加的恩诺沙星注射液的供试品溶液稀释并定

容至刻度。
２．３　 方法学考察

２．３．１　 系统适用性试验　 乙酰甲喹、水杨酸在试验

条件下完全分离，分离度均大于 １．５，各化合物的色

谱峰理论塔板数均大于 ５０００，方法专属性良好。 系

统适应性溶液色谱图（图 １）及相应对照品光谱图

（图 ２）。
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图 １　 水杨酸（浓度 ２０μｇ ／ ｍＬ）、乙酰甲喹（浓度 １０μｇ ／ ｍＬ）色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ （２０μｇ ／ ｍＬ） ａｎｄ ａｃｅｔｏｑｕｉｎｅ （１０μｇ ／ ｍＬ）

图 ２　 乙酰甲喹、水杨酸光谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ａｃｅｔｏｑｕｉｎｅ ａｎｄ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ

２．３．２　 线性范围　 精密称乙酰甲喹、水杨酸对照品

５０ ｍｇ（准确至 ０．０１ ｍｇ），置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加甲

醇稀释至刻度，摇匀，备用。 用流动相分别配制

水杨酸、乙酰甲喹的混合标准溶液 ５ 种，浓度分别

为 ５０、 ２０ μｇ ／ ｍＬ、 ２０、 １０ μｇ ／ ｍＬ、 １０、 ５ μｇ ／ ｍＬ、
２、１ μｇ ／ ｍＬ、１、０．５ μｇ ／ ｍＬ。 从低浓度到高浓度一次

注入液相色谱仪测定，以峰面积为纵坐标，相应浓

度为横坐标，绘制标准曲线，水杨酸、乙酰甲喹标准

工作曲线回归方程分别为：ｙ ＝ ３５６２８．４６７ｘ－４９０８．９５４、
ｙ＝５８３４２．８９７ｘ＋２２９７．３４９，相关系数 Ｒ２ 分别为 １．０００、

１．０００。 结果表明在线性范围内，水杨酸、乙酰甲喹

浓度与峰面积呈现良好的线性关系。
２．３．３　 峰纯度检查　 对阴性空白添加样品的光谱

图中两个目标化合物进行峰纯度检查，结果见

图 ４～图 ５和表 １。 结果显示，阴性空白在 ２３２ ｎｍ
处有吸收值，但与两个目标化合物有较大分离，分
离度大于 １．５，达到很好的分离，如图 ３，且各色谱峰

的纯度角度均小于纯度阈值，表明此色谱条件下，
两个目标化合物的出峰位置无其他干扰峰，为单一

物质，方法可行。

图 ３　 水杨酸（浓度 ２０ μｇ ／ ｍＬ）、乙酰甲喹（浓度 １０ μｇ ／ ｍＬ）的阴性添加溶液色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ （２０ μｇ ／ ｍＬ） ａｎｄ ａｃｅｔｏｑｕｉｎｅ （１０ μｇ ／ ｍＬ） ｉｎ ｎｅｇａｔｉｖｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
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图 ４　 阴性空白添加水杨酸的纯度图

Ｆｉｇ ４　 Ｐｕｒｉｔｙ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｔｏ ｔｈｅ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｌａｎｋ

图 ５　 阴性空白添加乙酰甲喹的纯度图

Ｆｉｇ ５　 Ｐｕｒｉｔｙ ｍａｐ ｏｆ ａｃｅｔａｍｉｎｏｑｕｉｎ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｂｌａｎｋ

表 １　 峰纯度检查结果表

Ｔａｂ １　 Ｐｅａｋ Ｐｕｒｉｔｙ Ｃｈｅｃｋ Ｒｅｓｕｌｔｓ Ｔａｂｌｅ

序列号 名称 保留时间 纯度角度 纯度阈值 纯度结果

１ 乙酰甲喹 ７．３５８ ０．１２９ ０．９００ 单一物质

２ 恩诺沙星 ８．６５８ ０．０４１ ０．６２０ 单一物质

３ 水杨酸 １６．３７０ ０．３９７ ４．７１７ 单一物质

２．３．４　 灵敏度试验　 在阴性样品中添加乙酰甲喹、
水杨酸标准溶液，获得 ０．５ μｇ ／ ｍＬ 和 ０．２５ μｇ ／ ｍＬ 的

添加乙酰甲喹终浓度样品和 １ μｇ ／ ｍＬ 和 ０．５ μｇ ／ ｍＬ
的添加水杨酸终浓度样品，进行检测，以光谱图失

真的最大浓度作为方法的检出限［５］。 水杨酸在

０．５ μｇ ／ ｍＬ的添加终浓度下，光谱图已失真，如图 ６，
因此，水杨酸的最低检出限浓度为 １ μｇ ／ ｍＬ，在恩

诺沙星注射液中的检出限为 ０．５ ｍｇ ／ ｍＬ；乙酰甲喹

在 ０．２５ μｇ ／ ｍＬ 的添加终浓度下，光谱图已失真，如
图 ７，因此，乙酰甲喹的最低检出限浓度为 ０．５ μｇ ／ ｍＬ，
在恩诺沙星注射液中的检出限为 ０．２５ ｍｇ ／ ｍＬ。

图 ６　 水杨酸的检出限光谱图（０．５ｍｇ ／ ｍＬ）

Ｆｉｇ ６　 Ｓｐｅｃｔｒａｌ ｍａｐ ｏｆ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ

ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ （０．５ｍｇ ／ ｍＬ）
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图 ７　 乙酰甲喹的检出限光谱图（０．２５ｍｇ ／ ｍＬ）

Ｆｉｇ ７　 Ｓｐｅｃｔｒａｌ ｍａｐ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ

ｏｆ ａｃｅｔｏｑｕｉｎｅ （０．２５ｍｇ ／ ｍＬ）

２．３．５　 准确度和精密度试验　 取制得的阴性空白

溶液，分别加入适量的 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的水杨酸和乙酰甲

喹标准溶液适量，制成高添加浓度样品（水杨酸

２０ μｇ ／ ｍＬ，乙酰甲喹 １０ μｇ ／ ｍＬ），中添加浓度样品

（水杨酸 １０ μｇ ／ ｍＬ，乙酰甲喹 ５ μｇ ／ ｍＬ），低添加浓

度样品（水杨酸 ２ μｇ ／ ｍＬ，乙酰甲喹 １μｇ ／ ｍＬ）。 每

个浓度三份平行样品。 计算回收率以及相对标准

偏差。 结果显示水杨酸平均回收率为 ９９．５１％；乙
酰甲喹平均回收率为 ９９．６２％；相对标准偏差 ＲＳＤ
在 ０．０７％～３．４４％之间，结果见表 ２～表 ３。

表 ２　 恩诺沙星注射液中乙酰甲喹添加回收率实验结果

Ｔａｂ ２　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ａｃｅｔｏｑｕｉｎｅ ｉｎ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
添加终浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 样品编号 测定值 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１０

１
９．９２ ９９．２５

９．９２ ９９．１６

２
９．９２ ９９．１６

９．９２ ９９．１８

３
９．９４ ９９．３５

９．９２ ９９．２３

９９．２２ ０．０７

５

１
４．９９ ９９．７４

４．９９ ９９．７５

２
４．９７ ９９．３３

５．４０ １０７．９４

３
４．９６ ９９．１８

４．９６ ９９．２８

１００．８７ ３．４４

１

１
０．９９ ９８．７７

０．９９ ９８．５３

２
０．９９ ９９．２８

０．９８ ９８．２１

３
０．９９ ９８．９０

０．９９ ９８．９６

９８．７７ ０．３７

表 ３　 恩诺沙星注射液中水杨酸添加回收率实验结果

Ｔａｂ ３　 Ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｉｎ ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
添加终浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 样品编号 测定值 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

２０

１
２０．０３ １００．１５

１９．８０ ９９．０２

２
２０．０２ １００．１２

１９．７８ ９８．９０

３
２０．０４ １００．１９

２０．０６ １００．２８

９９．７８ ０．６４
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续表　
添加终浓度 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 样品编号 测定值 ／ （μｇ·ｍＬ－１） 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１０

１
１０．０７ １００．７２

１０．０８ １００．８０

２
１０．０８ １００．８３

１０．０８ １００．７５

３
１０．０５ １００．５４

１０．０８ １００．８４

１００．７５ ０．１１

２

１
１．９４ ９７．１９

１．９３ ９６．３３

２
１．９８ ９８．９７

１．９８ ９９．１５

３
１．９８ ９８．８９

１．９５ ９７．４９

９８．００ １．１９

２．３．６　 稳定性试验　 取同一阴性添加溶液，分别在

０、２、４、８、１２、２４ ｈ 进样 １０ μＬ，记录色谱峰面积，乙

酰甲喹、水杨酸峰面积的 ＲＳＤ 均小于 ０．４％。 结果

表明供试品溶液在室温下放置 ２４ ｈ 稳定。

２．３．７　 耐用性　 从柱温及色谱柱两个方面考察方

法的耐用性。 改变柱温为 ２０、２５、３０、４０ ℃，出峰顺

序无变化，保留时间稍有变化。 使用不同品牌、不

同型号的色谱柱，例如，Ｔｈｅｒｍｐ ＨｙｐｅｒｓｉＬ ＧｏＬｄ（４．６×

２５０ ｍｍ，５ μｍ）；Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８（４．６×１５０ ｍｍ，

５ μｍ）；Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅ Ｃ１８（３．５×１５０ ｍｍ，５μｍ）等，

结果 ３ 种成份仍能很好的分离且出峰时间理想。

最佳实验条件的选择中流速的变化对 ３ 种成份的

影响也不大，本方法的耐用性良好。

３　 讨论与结论

３．１　 流动相选择　 根据《中国兽药典》２０１５ 版第一

部恩诺沙星注射液的含量测定方法，设定了流动相

０．０２５ ｍｏＬ ／ Ｌ 磷酸溶液 ∶ 乙腈的比例，分别为 ８３ ∶ １７，

８５ ∶ １５，９０ ∶ １０，结果显示在流动相 ０．０２５ ｍｏＬ ／ Ｌ 磷

酸溶液 ∶ 乙腈体积比为 ８５ ∶ １５ 时，恩诺沙星、乙酰

甲喹、水杨酸的分离度符合分离的要求，因此，选择

０．０２５ ｍｏＬ ／ Ｌ 磷酸溶液 ∶ 乙腈（８５ ∶ １５）为流动相。

３．２　 吸光度选择 　 由于在乙酰甲喹最大吸收值

时，水杨酸的的吸收度较低，在水杨酸的最大吸收

值 ２３２ ｎｍ 作为定量波长时，乙酰甲喹也有较大吸

收，以便获得最准确的吸收值，因此，选择 ２３２ ｎｍ

作为方法的吸收波长。

３．３　 光谱图的处理 　 作为定性的最主要图谱，对

阴性空白添加样品的光谱图中两个目标化合物进

行峰纯度检查，当纯度角度小于纯度阈值时，判定

为此出峰物质为单一物质，同时与标品光谱图比对

出峰时间一致时，判定为此物质为对应出峰时间的

标准物质添加，以此为添加物定性标准。

本方法采用二极管阵列检测器进行检测，实现

了恩诺沙星注射液中添加乙酰甲喹、水杨酸的定性

定量检测。 同时可以通过峰纯度检查锁定非法添

加物，通过保留时间与对照品进行对比，实现了恩

诺沙星注射液中非法添加物的高效、快速、准确识

别，成功建立了恩诺沙星注射液中添加乙酰甲喹、

水杨酸的测定———高效液相色谱法。 本方法乙酰

甲喹检出限为 ０． ２５ ｍｇ ／ ｍＬ、 水杨酸检出限为

０．５ ｍｇ ／ ｍＬ。
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