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［摘　 要］ 　 建立盐酸左旋咪唑片中盐酸左旋咪唑含量测定的高效液相色谱法。 采用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ
ＸＤＢ － Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ），５ μｍ 色谱柱，Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ＤＡＤ 检测器，流动相为 ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸

二氢钾溶液（三乙胺调节 ｐＨ 值至 ７． ０） －乙腈（８０∶ ２０，ｖ ／ ｖ）；进样量为 ２０ μＬ；柱温为 ３０ ℃；流速为

１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长为 ２１４ｎｍ。 结果表明：盐酸左旋咪唑在 １． ０２４ ～ １０２． ３９８ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性

关系良好（ ｒ ＝ １． ００００），高、中、低浓度回收率分别为 ９７． ４％ 、９９． ７％ 、９９． ３％ 。 该方法定性、定量准

确，适用于盐酸左旋咪唑片中盐酸左旋咪唑的含量测定。
［关键词］ 　 盐酸左旋咪唑片；高效液相色谱法；二极管阵列检测器
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ｗａｓ ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｄｉｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｈｏｓｐｈａｔｅｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ （０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ，ｐＨ ｖａｌｕｅ ａｄｊｕｓｔｅｄ ｔｏ ７． ０ ｗｉｔｈ ｔｒｉｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ） －
ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ （８０∶ ２０， ｖ：ｖ）， ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ ２０ μＬ， ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ３０ ℃， ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ
１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｏｆ ２１４ ｎｍ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｗａｓ
ａｃｃｅｐｔｅｄ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ １． ０２４ ～ １０２． ３９８ μｇ ／ ｍＬ （ ｒ ＝ １． ００００）． ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｈｉｇｈ，ｍｅｄｉｕｍ， ｌｏｗ －
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗｅｒｅ ９７． ４％ ，９９． ７％ ，９９． ３％ ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ａｃｃｕｒａｔｅ ｉｎ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ， ａｎｄ
ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅ Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ Ｔａｂｌｅｔｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： Ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅ Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ Ｔａｂｌｅｔｓ；ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ；ｄｉｏｄｅ ａｒｒａｙ ｄｅｔｅｃｔｏｒ

　 　 左旋咪唑是一种广谱驱虫药，广泛应用于兽医

临床治疗畜禽胃肠道线虫病、肺丝虫病和猪肾虫病

当中。 除作为驱虫药之外，盐酸左旋咪唑还具有免

疫调节作用，是一种免疫增强剂，能提高巨噬细胞

的吞噬能力，增强机体的体液免疫功能和细胞免疫

功能［１］。 研究发现，盐酸左旋咪唑可显著提高脾脏

指数和法氏囊指数，对雏鸡有显著的增重效果，在
一定程度上提高生长性能［２］。 目前兽医使用中常
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见的剂型包括盐酸左旋咪唑片、盐酸左旋咪唑注射

液。 目前盐酸左旋咪唑片在《中国兽药典（２０１５ 年

版）》一部［３］，《美国药典》 （ＵＳＰ４０ － ＮＦ３５） ［４］ 中均

有收入。 《中国兽药典（２０１５ 年版）》一部［３］ 中，含
量测定标准采用氯仿提取，高氯酸滴定的方法。 该

方法主要存在氯仿毒性较大，且过程较为繁琐，容
易出现误差较大等问题。 《美国药典》 ［４］ 采用高效

液相色谱法，但对实验室仪器设备有较高的要求。
基于文献参考［４］ － ［６］，本着优化简化实验条件和方

法的目的，本文探讨用高效液相色谱法测定盐酸左

旋咪唑片中盐酸左旋咪唑含量的方法研究。
１　 仪器与材料

１． １ 　 仪器 　 高效液相色谱仪，Ａｎｇｉｌｅｎｔ １２６０，配
Ａｎｇｉｌｅｎｔ ＤＡＤ 检测器；ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ ＸＳ２０５ 电

子天平；ＫＱ － ５００Ｅ 型超声波清洗器（昆山市超声

仪器有限公司）；ＭＥＴＴＬＥＲ ＴＯＬＥＤＯ ３２０ 酸度计。
１． ２ 试剂　 乙腈、甲醇均为色谱纯，德国默克公司；
磷酸二氢钾、磷酸、三乙胺均为分析纯；水为超纯

水。 盐酸左旋咪唑对照品来源为中国食品药品检

定研究院，批号 １００１６７ － ２０１２０３，含量 ９９． ９％ 。
１． ３　 样品　 实验样品由杭州新港动物药业有限公

司等四家单位提供，４ 个批次 ２５ｍｇ 规格的样品批

号分别为： ２０１９０１０１， １８０５２９， １９０１２２， ２０１８０７０３；
２ 个 批 次 ５０ ｍｇ 规 格 的 样 品 批 号 分 别 为：
１７０９０１，１９０３０１。
２　 方法与结果

２． １　 溶液的配制

２． １． １　 对照品溶液配制　 取盐酸左旋咪唑对照品

约 １０ ｍｇ，精密称定，置 ２００ ｍＬ 容量瓶中，加入适量

流动相溶解，并用流动相稀释至刻度，摇匀。
２． １． ２ 　 供试品溶液配制 　 取本品 ２０ 片，精密称

定，研细，精密称取适量（约相当于盐酸左旋咪唑

５０ ｍｇ），置 １００ ｍＬ 容量瓶中，加入流动相适量，超
声 １０ ｍｉｎ 溶解，用流动相稀释至刻度，摇匀；过滤，
精密量取续滤液 ５ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，用流动

相定容，摇匀。
２． ２　 色谱条件及系统适应性试验　 采用十八烷基

硅烷键合硅胶色谱柱（Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ － Ｃ１８，
４． ６ ｍｍ ×２５０ ｍｍ，５ μｍ），流动相为 ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷

酸二氢钾溶液（三乙胺调节 ｐＨ 值至 ７． ０） － 乙腈

（８０∶ ２０，ｖ ／ ｖ）；进样量：２０ μＬ；柱温：３０ ℃；流速：
１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；用二极管阵列检测器在 １９０ ～ ４００ ｎｍ
范围内进行扫描，记录 ２１４ ｎｍ 波长处的色谱图。 盐

酸左旋咪唑对照品光谱图（图 １），盐酸左旋咪唑对照

品溶液色谱图（图 ２），供试品溶液色谱图（图 ３）。

图 １　 盐酸左旋咪唑对照品溶液光谱图

Ｆｉｇ １　 Ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅ Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

图 ２　 盐酸左旋咪唑对照品溶液色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅ

Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

图 ３　 供试品溶液色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ
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２． ３　 线性关系考察 　 取盐酸左旋咪唑对照品，精
密称定，加流动相制成 １００ μｇ ／ ｍＬ 的溶液，并配制

成 １、２． ５、５、１０、２５、５０、１００ μｇ ／ ｍＬ 等一系列浓度的

对照品溶液。 分别精密吸取 ２０ μＬ，注入色谱仪，测
定。 以对照品浓度（Ｘ）为横坐标，峰面积值（Ｙ）为
纵坐标进行线性回归，绘制标准曲线。 在 １． ０２４ ～
１０２． ３９８ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好，线性回归方

程为 Ｙ ＝ ８９． ７１５Ｘ ＋ １４． ７６５， 线性相关系数为

１． ００００。
２． ４　 回收率试验 　 以批号 １９０３０１ 的样品作为本

底样品，精密称取 ９ 份，每三份为一组，称取量为应

称取样品量的一半（约相当于盐酸左旋咪唑 ２５ ｍｇ），
置 １００ ｍＬ 容量瓶中；另精密称取盐酸左旋咪唑对

照品，高、中、低浓度对照品加入量按照应称取量的

８０ ％ 、１００ ％ 、１２０％的比例加入上述的三组 １００ ｍＬ
容量瓶中，并按照 ２． １． ２ 的方法配制回收率试验用

溶液。 按照 ２． ２ 色谱条件，精密量取 ２０ μＬ，注入色

谱仪中，记录色谱图。 计算回收率，回收率 ＝ （实测

量 ／加入量） × １００ ％ ，实测添加量 ＝ 测得总量 － 本

底盐酸左旋咪唑量。 回收率结果如表 １ 所示，平均

回收率为 ９７． ４ ％ 、９９． ７ ％ 、９９． ３ ％ ，说明检测方法

的准确度良好。

表 １　 回收率结果表

Ｔａｂ １　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔａｔｅ
添加浓度 本底称样量 ／ ｇ 本底含量 ／ ｍｇ 对照品添加量 ／ ｍｇ 测得总量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

８０％

０． １０１０ ２４． ８３ １５． ３５ ３９． ７７ ９７． ３

０． １０２４ ２５． １７ １５． ５２ ４０． １６ ９６． ５

０． １０１３ ２４． ９０ １５． ４４ ４０． ０８ ９８． ３

９７． ４ ０． ９

１００％

０． １０１８ ２５． ０３ ２５． ０８ ４９． ８２ ９８． ８

０． １０１９ ２５． ０５ ２４． ９８ ５０． ０２ ９９． ９

０． １０１５ ２４． ９５ ２４． ９３ ４９． ９７ １００． ４

９９． ７ ０． ８

１２０％

０． １０１７ ２５． ００ ３４． ７２ ５９． ４４ ９９． ２

０． １０２３ ２５． １５ ３５． ２１ ５９． ９１ ９８． ７

０． １０１６ ２４． ９８ ３４． ９７ ５９． ９０ ９９． ９

９９． ３ ０． ６

２． ５　 精密度　 取回收率试验的 ９ 份样品测定，ＲＳＤ
值按照高、中、低浓度三组分别为 ０． ９％ ，０． ８％ ，
０． ６％ ，说明精密度良好。
２． ６　 稳定性试验 　 取重复性试验的供试品溶液，
在 ０，１． ５，３，６，１２，１６ ｈ 时间点进样，测得器峰面积

分 别 为 ４４８３． ８７７４４， ４４７４． ６６２６０， ４４９２． ７６３１８，
４４８２． ００４３９，４５１６． ７０２６４，４５０１． ６９９２２，其检测结果

的 ＲＳＤ 为 ０． ３％ ，说明在 １６ ｈ 内供试品溶液基本

稳定。
２． ７　 耐用性试验　 采用三台不同的液相和三根不

同品牌的色谱柱分三组对批号为 ２０１９０１０１ 的样品

进行含量测定。 Ａ 组为 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ ＤＡＤ 液相色谱

仪，配 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８（４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，５ μｍ）色谱

柱；Ｂ 组为 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ ＶＷＤ 液相色谱仪，配Ｗａｔｅｒｓ
Ｃ１８（４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ，５ μｍ） 色谱柱； Ｃ 组为

Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ － ２４８７ 液相色谱仪，配 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｃ１８
（４． ６ ｍｍ ×１５０ ｍｍ ，５ μｍ）液相色谱柱。 样品配制

方法如 ２． １． ２，色谱条件见 ２． ２，含量测定结果如

表 ２所示，同一样品三组含量测定结果分别为

１００． ５％ ，１０１． ３％ ，１０１． ２％ ，ＲＳＤ 值为 ０． ５％ ，说明

该检测方法对液相和色谱柱品牌无特殊要求，耐用

性良好。
２． ８　 实际样品含量测定　 取 １． ３ 中的所有样品，
每个样品平行 ３ 次，依法测定其含量，结果见表 ３。
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表 ２　 不同液相与不同品牌色谱柱的含量测定比较

Ｔａｂ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ＨＰＬＣ ａｎｄ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｂｒａｎｄ ｃｏｌｕｍｎｓ
组别 称样量 ／ ｇ 含量 ／ ％ 平均含量 ／ ％ 组内 ＲＳＤ ／ ％ 组间 ＲＳＤ ／ ％

Ａ

Ｂ

Ｃ

０． １８１３ １００． ５９

０． １８２１ １００． １４

０． １８１２ １００． ６３

０． １８１３ １００． ７２

０． １８２１ １０１． ４４

０． １８１２ １０１． ７３

０． １８１３ １０１． ０６

０． １８２１ １０１． ０８

０． １８１２ １０１． ６０

１００． ５ ０． ３

１０１． ３ ０． ５

１０１． ２ ０． ３

０． ５

表 ３　 液相测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨＰＬＣ
批号 规格 ／ ｍｇ 称样量 ／ ｇ 含量 ／ ％ 平均含量 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

２０１９０１０１ ２５

０． １８１３ １００． ５９

０． １８２１ １００． １４

０． １８１２ １００． ６３

１００． ５ ０． ３

１８０５２９ ２５

０． １３７１ １００． １４

０． １３４５ １００． ２７

０． １３４１ １００． ３２

１００． ２ ０． １

１９０１２２ ２５

０． ２２８９ ９９． ５７

０． ２２９５ １００． １６

０． ２２９２ １００． ０６

９９． ９ ０． ３

２０１８０７０３ ２５

０． ２２３７ １０６． ３１

０． ２２５６ １０６． ２９

０． ２２５０ １０４． ７５

１０５． ８ ０． ８

１７０９０１ ５０

０． ２２６９ １０７． ６５

０． ２２６４ １０６． ８７

０． ２２６４ １０６． １３

１０６． ９ ０． ７

１９０３０１ ５０

０． ２０４２ １０２． ２６

０． ２０３８ １０２． ０１

０． ２０４１ １０１． ２２

１０１． ８ ０． ５

３　 讨论与结论

３． １　 与容量分析结果比较　 取 ６ 批次样品，按照

《中国兽药典（２０１５ 年版）》一部中盐酸左旋咪唑片

的含量测定项下的滴定法进行测定，结果见表 ４，并
与高效液相色谱法比较，两者相对偏差均不超过

１． ０％ ，结果无显著差异。 但滴定法存在以下问题：

一是需使用毒性较大的三氯甲烷进行提取；二是步

骤过长过多，实验误差较大；三是终点蓝色难以判

断，容易过终点误读，导致实验结果偏高。 相比较

而言，高效液相色谱法更简便，也无需三氯甲烷、醋
酐等危险化学试剂，更有利于实验的开展，实验结

果也更为准确可靠。
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表 ４　 液相含量测定与容量分析结果比较

Ｔａｂ ４　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ＨＰＬＣ ａｎｄ ｖｏｌｕｍｅｔｒｉｃ ａｎａｌｙｓｉｓ
样品批号 规格 ／ ｍｇ 液相含量 ／ ％ 滴定含量 ／ ％ 相对偏差 ／ ％
２０１９０１０１ ２５ １００． ５ １０１． ０ ０． ２
１８０５２９ ２５ １００． ２ １００． ２ ≤０． ０５
１９０１２２ ２５ ９９． ９ ９８． ２ ０． ９

２０１８０７０３ ２５ １０５． ８ １０５． ０ ０． ４
１７０９０１ ５０ １０６． ９ １０７． ６ ０． ３
１９０３０１ ５０ １０１． ８ １０２． ５ ０． ３

３． １　 提取方式的选择 　 在提取溶剂选择上，分别

采用了 ６５％甲醇、甲醇和流动相三种溶剂进行超声

提取。 结果表明纯甲醇提取后样品峰形较差，６５％
甲醇和流动相提取后的样品峰形较好，本文采用了

流动相提取。 在是否过滤的选择上，过滤与不过滤

峰面积相对偏差为 ０． ２％，对含量测定影响不大，由
于过滤后溶液更澄清，更有利于第二步配制，本文采

用了过滤的方法。 在超声时间的选择上，实验过程

中分别采用了超声 ５、１０、２０ ｍｉｎ 三种方式，峰面积分

别为 ５２５５． ３３３５０，５２６２． ２７６８６，５２４７． １３６２３，ＲＳＤ 为

０． １％，因此选择超声时间为 １０ ｍｉｎ。
３． ２　 检测波长的选择 　 对盐酸左旋咪唑溶液在

１９０ ～ ４００ ｎｍ 波长范围内扫描，扫描结果表明在

２１２ ｎｍ 波长处有最大吸收，结合文献［５］ － ［６］ 报道中

基本选择 ２１４ ｎｍ 为检测波长，基于 ２１２ 和 ２１４ ｎｍ
属于光谱扫描误差内，因此还是选择 ２１４ ｎｍ 为检

测波长，与文献保持一致。
３． ３　 流动相的选择　 本文采用了甲醇 － ０． ２％ 磷

酸溶液以及乙腈 － ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶液两

种流动相配比进行试验，供试品溶液采用流动相进

行稀释配制成 ５０ μｇ ／ ｍＬ 的溶液。 结果表明，甲醇

－ ０． ２％磷酸溶液流动相下的盐酸左旋咪唑峰峰形

不理想，峰形有较明显的拖尾现象，且有较明显的

溶剂吸收峰，出峰时间在 ８ ｍｉｎ 左右，理论板数在

８０００ 左右。 而乙腈 － ０． ０５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶液

（三乙胺调节 ｐＨ 值至 ７． ０） （２０∶ ８０，ｖ ／ ｖ）的流动相

下的盐酸左旋咪唑峰峰形对称性良好，无干扰，无
拖尾，出峰时间在 １３ ｍｉｎ 左右更为合理，无明显的

溶剂吸收峰，理论板数在 １００００ 以上。 因此选择后

者作为流动相更适宜。

采用高效液相色谱法对盐酸左旋咪唑片中盐

酸左旋咪唑的含量进行测定，对提取溶剂，提取方

式和色谱条件进行了研究和优化，方法学验证结果

表明该方法定量准确，与现行有效标准的含量结果

一致，为盐酸左旋咪唑片的质量控制提供了更快

捷、便利的操作方法。
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