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［摘　 要］ 　 　 建立了鸡血浆中磺胺氯吡嗪钠和甲氧苄啶含量测定的 ＨＰＬＣ 方法。 对鸡血浆中磺胺

氯吡嗪和甲氧苄啶采用乙腈提取和净化，梯度洗脱，高效液相色谱紫外检测法测定，外标法定量。
流动相为甲醇 － ０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾水溶液。 紫外测定时采用双波长检测：磺胺氯吡嗪检测波

长为 ２６８ ｎｍ，甲氧苄啶检测波长为 ２４０ ｎｍ。 空白血浆添加磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶分别在 ０． １ ～ ７０． ０
μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ０５ ～ ５． ００ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好（Ｒ２均大于 ０． ９９９９），磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶的

检测限分别为 ０． ０５ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ０２５ μｇ ／ ｍＬ，定量限分别为 ０． １ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ０５ μｇ ／ ｍＬ。 空白血浆添

加磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶在各自线性范围内，批内变异系数分别小于 ６． ８４％和 ７． ５５％ ，批间系数分

别小于 ５． ２３％和 ６． ８１％ 。 本研究建立的鸡血浆中磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶的提取和净化方法，适用

于鸡血浆中磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶含量的单个或同时测定。
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　 　 磺胺氯吡嗪钠（ＳＰＺ）属于磺胺类抗菌药，常用

于鸡球虫病的治疗［１ － ２］，也用于球虫病爆发时继发

的细菌病 （禽伤寒、禽霍乱） 防治［３］；甲氧苄啶

（ＴＭＰ）是目前国内常用的磺胺抗菌增效剂，属于二

氨基嘧啶类化学合成抗菌药，与磺胺类药物合用可

使磺胺类药物抗菌抗菌活性大大增强［４］，从而可以

解决目前临床中磺胺氯吡嗪钠单方应用时逐渐增

加的耐药性问题。 本试验建立鸡血浆中磺胺氯吡

嗪 －甲氧苄啶含量测定的 ＨＰＬＣ 法，对开展磺胺氯

吡嗪钠 －甲氧苄啶可溶性粉在鸡体内的药动学和

生物利用度研究奠定基础。
１　 材 料

１． １　 对照品 　 磺胺氯吡嗪钠（分子式 Ｃ１０Ｈ８Ｎ４Ｏ２

ＣｌＮａＳ·Ｈ２Ｏ）对照品：含量为 ９９． ０％ （以磺胺氯吡

嗪钠计），０． １ ｇ ／棕色丝口玻璃瓶，批号 ４０９０８，购自

德国 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司。 使用前无需干燥处理。
甲氧苄啶 （分子式 Ｃ１４ Ｈ１８ Ｎ４ Ｏ３ ） 对照品：含量为

９９． ９％ （以甲氧苄啶计）， １００ ｍｇ ／安剖瓶，批号

１０００３１ － ２０１４０５，购自中国食品药品检定研究院。
使用前无需干燥处理。
１． ２　 试剂　 甲醇、乙腈为色谱纯，购自美国 ＴＥＤＩＡ

公司。 磷酸二氢钾为分析纯，购自国药集团化学试

剂有限公司。
１． ３　 试液的配制

１． ３． １　 ０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾水溶液　 准确称取

２． ７２１８ ｇ 磷酸二氢钾，用 １０００ ｍＬ 超纯水定容并混

匀，即制得 ０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾水溶液。
１． ３． ２　 ２０％ 甲醇溶液　 将甲醇和超纯水按 ２０∶ ８０
（Ｖ ／ Ｖ）比例混匀，经 ０． ４５ μｍ 有机滤膜过滤，超声

脱气 ２０ ｍｉｎ 即可。 现配现用。
１． ３． ３　 磺胺氯吡嗪储备液　 精密称取磺胺氯吡嗪

钠对照品约 ２８． ９ ｍｇ 于 ２５ ｍＬ 容量瓶中，用甲醇溶

解并定容，即配成浓度为 １０００ μｇ ／ ｍＬ 的磺胺氯吡

嗪标准储备液。 置 － ２０ ℃冷冻保存。
１． ３． ４　 甲氧苄啶储备液　 精密称取甲氧苄啶对照

品约 ２５． ０ ｍｇ 于 ２５ ｍＬ 量瓶中，用乙腈溶解定容并

超声助溶，即配成浓度为 １０００ μｇ ／ ｍＬ 的甲氧苄啶

标准储备液。 置 － ２０ ℃冷冻保存。
１． ３． ５　 混合标准工作液　 分别准确吸取适量磺胺

氯吡嗪储备液和甲氧苄啶标准储备液，用 ２０％甲醇

溶液稀释使磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶的浓度分别为

１、５、２０、５０、１００、２００、７００ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ５、１． ０、５． ０、

·１４·



中国兽药杂志 ２０１９ 年 １０ 月第 ５３ 卷第 １０ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

１０． ０、２５． ０、５０． ０、１００． ０ μｇ ／ ｍＬ。 现配现用。
１． ４　 血浆样品制备 　 试验采用黄羽肉鸡，购自中

国农业科学院家禽研究所，出壳后饲养在严格消毒

的鸡笼内，至 ３５ 日龄时从翅下静脉采血，血样置于

肝素浸润并烘干的离心管内，３５００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １０
ｍｉｎ， － ２０ ℃冷冻备用。
１． ５　 仪器及设备 　 高效液相色谱仪，Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０
型高效液相色谱仪，配有紫外检测器和色谱工作

站，Ａｇｉｌｅｎｔ 公司；色谱柱，Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ
Ｐｌｕｓ Ｃ１８（２５０ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ），Ａｇｉｌｅｎｔ 公司；ＵＰＨ
－１１ － ２０Ｔ 型优普超纯水制造系统，成都超纯科技

有限公司；Ｎ － ＥＶＡＰＴＭ１１２ 型干浴氮吹仪，美国

Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ公司；电子分析水平，感量 ０． ０００１ ｇ，
德国塞多利斯天平公司；ＰＢ － １０ 型 ＰＨ 计，德国塞

多利斯天平公司；ＫＳ － ２５０Ｄ 超声仪，宁波科生仪器

厂；ＷＨ － １ 微型漩涡混合仪，上海沪西分析仪器厂

有限公司； ５８１０ － Ｒ 型高速冷冻离心机， 德国

ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ股份公司；可调微量移液器，１０ ～ １００、２０
～ ２００、１００ ～ １０００ μＬ，德国 ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 股份公司；１０
ｍＬ 指形管，扬子化工玻璃仪器有限公司；１． ５ ｍＬ
指形管，美国 Ａｘｙｇｅｎ 公司。
２　 方 法

２． １　 血浆样品前处理　 准确吸取室温下解冻后的

血浆样品 ２００ μＬ 置于 １． ５ ｍＬ 指形管中，加入 １ ｍＬ
乙腈涡旋振荡 ３ ｍｉｎ 后，离心 １０ ｍｉｎ（４ ℃，１４０００
ｒ ／ ｍｉｎ），将上清液移至 １０ ｍＬ 指形管中。 残渣加 １
ｍＬ 乙腈涡旋振荡 ３ ｍｉｎ，离心 １０ ｍｉｎ（４ ℃，１４０００
ｒ ／ ｍｉｎ），合并上清液。 取上清液于 ４０ ℃干浴氮气

吹干后，加入 ２０％甲醇溶液 ２００ μＬ 溶解，涡旋振荡

３ ｍｉｎ。 将复溶后的溶液移至 １． ５ ｍＬ 指形管内，离
心 １０ ｍｉｎ（４ ℃，１４０００ ｒ ／ ｍｉｎ），取上清液经 ０． ２２
μｍ 有机滤膜过滤，滤液供 ＨＰＬＣ 分析。
２． ２　 色谱条件 　 色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ
Ｐｌｕｓ Ｃ１８（２５０ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；流动相： Ａ 相，甲
醇；Ｂ 相，０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾水溶液（表 １）；流
速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３５ ℃；进样量：２０ μＬ； 紫外

检测波长：０ ～ １３． ５ ｍｉｎ，λ１ ＝ ２４０ ｎｍ（甲氧苄啶）；
１３． ５ ～ ２１ ｍｉｎ，λ２ ＝ ２６８ ｎｍ（磺胺氯吡嗪）。

２． ３　 标准曲线和线性范围　 分别准确吸取 １８０ μＬ
室温解冻的空白血浆于 ７ 支 １． ５ ｍＬ 指形管中，并

依次分别加入对应浓度的磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶

混合标准工作液 ２０ μＬ，涡旋 ３０ ｓ 混匀，使磺胺氯

吡嗪和甲氧苄啶的浓度分别为 ０． １、０． ５、２、５、１０、

２０、７０ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ０５、０． １０、０． ５０、１． ００、２． ５０、
５． ００、１０． ００ μｇ ／ ｍＬ。 即制得以上系列磺胺氯吡嗪、

甲氧苄啶空白血浆添加浓度。 将上述样品按照 ２􀆰 １

项下的血浆样品处理方法处理后，进行 ＨＰＬＣ 分

析。 外标法定量，以磺胺氯吡嗪（Ａｓ）和甲氧苄啶

（Ａｓ）对各自的血药浓度（Ｃ）分别进行线性回归，得

回归方程。 共作 ３ 次平行试验。

表 １　 流动相梯度洗脱条件

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ
Ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％

０． ００ ２０ ８０

０． ５０ ２０ ８０

１０． ００ ３５ ６５

１８． ００ ３５ ６５

２０． ００ ２０ ８０

２１． ００ ２０ ８０

２． ４　 定量限（ＬＯＱ）和检测限（ＬＯＤ） 　 分别将含磺

胺氯吡嗪和甲氧苄啶 ０． ５、１． ０、５． ０ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ２５、
０． ５０、１． ００ μｇ ／ ｍＬ 混合标准工作液 ２０ μＬ 加入 １８０

μＬ 空白血浆中，涡旋混匀后制得血浆样品中分别

含磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶的浓度为 ０． ０５、０． １０、
０． ５０ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ０２５、０． ０５０、０． １００ μｇ ／ ｍＬ，每个浓

度制备 ５ 个平行样品。 依据 ２． １ 项下的血浆样品

处理方法处理，上清液供 ＨＰＬＣ 分析，测得各样品

的峰高与噪音（基线峰高）。 取信噪比 Ｓ ／ Ｎ≥３ 时

浓度为检测限（ＬＯＤ）；取信噪比 Ｓ ／ Ｎ≥１０，且结合

精密度和准确度试验结果确定定量限（ＬＯＱ）。

２． ５　 回收率　 取 １． ５ ｍＬ 指形管数支，按照 ２． ３ 项

标准曲线制备方法制备分别含磺胺氯吡嗪和甲氧

苄啶 ０． １、２． ０、７０． ０ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ０５、０． ５０、５． ００

μｇ ／ ｍＬ三个浓度的空白血浆添加样品及一条随行
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标准曲线，每个浓度制备 ５ 个平行样品。 按 ２． １ 项

下的血浆样品预处理方法处理后，取上清液 ２０ μＬ
作 ＨＰＬＣ 分析。 分别将测得磺胺氯吡嗪和甲氧苄

啶的峰面积（Ａｓ），代入当天的各自的标准曲线求

得实测浓度。 实测浓度与添加浓度之比值乘以百

分数即为相对回收率。
２． ６　 精密度　 取 １． ５ ｍＬ 指形管数支，按照 ２． ３ 项

标准曲线制备方法制备分别含磺胺氯吡嗪和甲氧

苄啶 ０． １、２． ０、７０． ０ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ０５、０． ５０、５． ００
μｇ ／ ｍＬ三个浓度的空白血浆添加样品及一条随行

标准曲线，每批每个浓度制备 ５ 份平行样品，连续 ３
ｄ，共作三个批次。 按 ２． １ 项下血浆样品处理方法

操作。 分别将测得磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶的峰面

积（Ａｓ），代入当天的各自的标准曲线得到实测浓

度，据此分别计算批内和批间变异系数。
２． ７　 稳定性

２． ７． １　 储备液的稳定性　 按 １． ３． ５ 项混合标准工

作液制备方法，制备含磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶分别

为 ０． １、 ２． ０、 ２０． ０ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ０５、 ０． ５０、 ５． ００
μｇ ／ ｍＬ的三个浓度混合标准工作液，每个浓度制备

５ 个平行。 制备后立刻对样品进行分析，得到第 ０
时数据。 之后将两种储备液分别于冻存（约 －２０ ℃）
３０、６０、９０ ｄ 后按上述方法配制并进行样品分析。
通过与 ０ 时测定的数据比较考察储备液贮存期间

的稳定性。
２． ７． ２　 样品室温放置下的稳定性　 按照 ２． ３ 项下

标准曲线制备方法制备分别含磺胺氯吡嗪和甲氧

苄啶 ０． １、２． ０、２０． ０ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ０５、０． ５０、５． ００
μｇ ／ ｍＬ三个浓度的空白血浆添加样品，每个浓度制

备 ５ 个平行样品。 按 ２． １ 项下的血浆样品预处理

方法处理后，立刻取上清液 ２０ μＬ 作 ＨＰＬＣ 分析，
得到第 ０ 时数据；之后在室温（约 ２２ ℃）下分别放

置 ２、６、８ ｈ 后进行样品分析。 通过与 ０ 时测定的数

据比较，考察样品室温放置时磺胺氯吡嗪和甲氧苄

啶的稳定性。
２． ７． ３　 样品反复冻融下的稳定性　 按照 ２． ３ 项下

标准曲线制备方法制备分别含磺胺氯吡嗪和甲氧

苄啶 ０． １、２． ０、２０． ０ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ０５、０． ５０、５． ００

μｇ ／ ｍＬ三个浓度的空白血浆添加样品，每个浓度制

备 ５ 个平行样品。 按 ２． １ 项下的血浆样品预处理

方法处理后，立刻取上清液 ２０ μＬ 作 ＨＰＬＣ 分析，
得到第 ０ 时数据；在 － ２０ ℃下至少储存一天后取出

解冻，之后再次冷冻、解冻，反复共进行 ３ 次冻融循

环处理。 两次冻融间隔时间至少为 ５ ｈ。 通过与 ０
时测定的数据比较，考察反复冻融下样品中磺胺氯

吡嗪和甲氧苄啶的稳定性。
２． ７． ４　 样品冻存期间的稳定性　 按照 ２． ３ 项下标

准曲线制备方法制备分别含磺胺氯吡嗪和甲氧苄

啶 ０． １、 ２． ０、 ２０． ０ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ０５、 ０． ５０、 ５． ００
μｇ ／ ｍＬ三个浓度的空白血浆添加样品，每个浓度制

备 ５ 个平行样品。 按 ２． １ 项下的血浆样品预处理

方法处理后，立刻取上清液 ２０ μＬ 作 ＨＰＬＣ 分析，
得到第 ０ 时数据；之后分别于冻存（约 － ２０ ℃）１０、
２０、４０ ｄ 后进行样品分析。 通过与 ０ 时测定的数据

比较，考察样品贮存期间的稳定性。
２． ８　 干扰性

２． ８． １　 混合标准工作液的干扰性　 按 １． ３． ５ 项下

混合标准工作液制备方法，制备 ２ ｍＬ 含磺胺氯吡

嗪和甲氧苄啶分别为 ０． １、２． ０、２０． ０ μｇ ／ ｍＬ 和

０． ０５、０． ５０、５． ００ μｇ ／ ｍＬ 的三个浓度混合标准工作

液；准确吸取适量磺胺氯吡嗪标准储备液，用 ２０％
甲醇溶液稀释使磺胺氯吡嗪的浓度分别为 ０． １、
２． ０、２０． ０ μｇ ／ ｍＬ；准确吸取适量甲氧苄啶标准储备

液，用 ２０％甲醇溶液稀释使甲氧苄啶的浓度分别为

０． ０５、０． ５０、５． ００ μｇ ／ ｍＬ。 每个浓度制备 ５ 个平行。
上述标准工作液制备后取 ２０ μＬ 于 ２． ２ 项下

色谱条件下作 ＨＰＬＣ 分析。 通过相同浓度的混合

标准品与单一磺胺氯吡嗪或甲氧苄啶标准品测定

的数据比较，考察混合标准工作液中同时存在磺胺

氯吡嗪和甲氧苄啶时，对彼此测定结果的干扰性

影响。
２． ８． ２　 空白血浆添加样品的干扰性　 按照 ２． ３ 项

下标准曲线制备方法制备分别含磺胺氯吡嗪和甲

氧苄啶 ０． １、２． ０、２０． ０ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ０５、０． ５０、５． ００
μｇ ／ ｍＬ 三个浓度的空白血浆添加磺胺氯吡嗪 － 甲

氧苄啶样品；取 ２０ μＬ 经 ２０％ 甲醇溶液稀释至 １、
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２、２０ μｇ ／ ｍＬ 浓度的磺胺氯吡嗪标准工作液，添加

至 １８０ μＬ 空白血浆中，制备 ０． １、２． ０、２０． ０ μｇ ／ ｍＬ
三个浓度的空白血浆添加磺胺氯吡嗪样品；取 ２０
μＬ 经 ２０％ 甲醇溶液稀释至 ０． ５、５． ０、５０． ０ μｇ ／ ｍＬ
浓度的甲氧苄啶标准工作液，添加至 １８０ μＬ 空白

血浆中，制备 ０． ０５、０． ５０、５． ００ μｇ ／ ｍＬ 三个浓度的

空白血浆添加甲氧苄啶样品。 每个浓度制备 ５ 个

平行样品。
将上述样品按 ２． １ 项下的血浆样品预处理方

法处理后，取上清液 ２０ μＬ 于 ２． ２ 项下色谱条件下

作 ＨＰＬＣ 分析。 通过血浆添加相同浓度的混合标

准品与单一磺胺氯吡嗪或甲氧苄啶测定的数据比

较，考察样品中同时存在磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶时

对彼此测定结果的干扰性影响。
３　 结果与分析

３． １　 磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶血浆样品测定的色谱

图　 磺胺氯吡嗪标准品和甲氧苄啶混合标准品、空
白血浆及空白血浆添加甲氧苄啶混合标准品色谱

分析图分别见图 １ ～图 ５。 在本试验建立的色谱条

件下，磺胺氯吡嗪出峰时间在 １４． ９ ｍｉｎ 左右，甲氧

苄啶出峰时间在 ９． １ ｍｉｎ 左右，且待测组分与溶剂

峰及血浆中其他基质组分能完全分开。

图 １　 磺胺氯吡嗪（０． ０５ μｇ ／ ｍＬ）和甲氧苄啶（０． ０２５ μｇ ／ ｍＬ）混合标准品色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｍｉｘｔｕｒｅｓ ｏｆ ＳＰＺ （０． ０５ μｇ ／ ｍＬ） ａｎｄ ＴＭＰ （０． ０２５ μｇ ／ ｍＬ）

图 ２　 空白血浆色谱图

Ｆｉｇ． ２ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ

图 ３　 空白血浆添加磺胺氯吡嗪（０． ０５ μｇ ／ ｍＬ）和甲氧苄啶（０． ０２５ μｇ ／ ｍＬ）样品色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ ａｄｄｅｄ ｗｉｔｈ ＳＰＺ （０． ０５ μｇ ／ ｍＬ） ａｎｄ ＴＭＰ （０． ０２５ μｇ ／ ｍＬ）

·４４·
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图 ４　 磺胺氯吡嗪（０． １ μｇ ／ ｍＬ）和甲氧苄啶（０． ０５ μｇ ／ ｍＬ）混合标准品色谱图

Ｆｉｇ ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｍｉｘｔｕｒｅｓ ｏｆ ＳＰＺ（０． １ μｇ ／ ｍＬ）ａｎｄ ＴＭＰ （０． ０５ μｇ ／ ｍＬ）

图 ５　 空白血浆添加磺胺氯吡嗪（０． １ μｇ ／ ｍＬ）和甲氧苄啶（０． ０５ μｇ ／ ｍＬ）样品色谱图

Ｆｉｇ ５　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ Ｐｌａｓｍａ ａｄｄｅｄ ｗｉｔｈ ＳＰＺ（０． １ μｇ ／ ｍＬ） ａｎｄ ＴＭＰ （０． ０５ μｇ ／ ｍＬ）

３． ２　 标准曲线及线性范围

３． ２． １　 磺胺氯吡嗪标准曲线及线性范围　 磺胺氯

吡嗪的血浆药物浓度在 ０． １ ～ ７０． ００ μｇ ／ ｍＬ 范围

内，血浆药物浓度与峰面积比值呈良好的线性关系

（Ｒ２ ＝ １． ００００）。 结果见表 ２。 以血药浓度为横坐

标，峰面积为纵坐标，绘制的标准曲线见图 ６。

表 ２　 磺胺氯吡嗪标准曲线回归方程及相关系数

Ｔａｂ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ＳＰＺ

批次
线性范围

／ （μｇ·ｍＬ － １）
标准曲线
回归方程

相关系数

（Ｒ２）

１ ０． １ ～ ７０． ０ Ａｓ ＝ ５９． ３１６Ｃ － ０． ３９６２１ １． ００００

２ ０． １ ～ ７０． ０ Ａｓ ＝ ５８． ７４０Ｃ ＋ ０． ４９２０１ １． ００００

３ ０． １ ～ ７０． ０ Ａｓ ＝ ５９． ２１８Ｃ － ０． １１５５８ １． ００００

３． ２． ２　 甲氧苄啶标准曲线及线性范围　 甲氧苄啶

的血浆药物浓度在 ０． ０５ ～ ５． ００ μｇ ／ ｍＬ 范围内，血
浆药物浓度与峰面积比值呈良好的线性关系（Ｒ２ ＝

图 ６　 磺胺氯吡嗪标准曲线图

Ｆｉｇ ６　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｗｏｒｋｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＳＰＺ

０． ９９９９）。 结果见表 ３。 以血药浓度为横坐标，峰
面积为纵坐标，绘制的标准曲线见图 ７。

表 ３　 甲氧苄啶标准曲线回归方程及相关系数

Ｔａｂ ３　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ＴＭＰ

批次
线性范围

／ （μｇ·ｍＬ － １）
标准曲线
回归方程

相关系数

（Ｒ２）

１ ０． ０５ ～ ５． ００ Ａｓ ＝ ６６． ８０７Ｃ － ０． ０７８７１ １． ００００

２ ０． ０５ ～ ５． ００ Ａｓ ＝ ６７． ５５９Ｃ － ０． ５７５３８ ０． ９９９９

３ ０． ０５ ～ ５． ００ Ａｓ ＝ ６６． ６８８Ｃ ＋ ０． ３９４８４ ０． ９９９９
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图 ７　 甲氧苄啶标准曲线图

Ｆｉｇ ７　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｗｏｒｋｉｎｇ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ＴＭＰ

３． ３　 检测限和定量限　 取信噪比 Ｓ ／ Ｎ≥３ 时的浓

度为最低检测限，信噪比 Ｓ ／ Ｎ≥１０ 时的浓度为定量

限。 根据检测得，该方法磺胺氯吡嗪的检测限为

０． ０５ μｇ ／ ｍＬ，定量限为 ０． １ μｇ ／ ｍＬ；甲氧苄啶的检

测限为 ０． ０２５ μｇ ／ ｍＬ，定量限为 ０． ０５ μｇ ／ ｍＬ。
３． ４　 回收率　 在空白血浆添加样品中磺胺氯吡嗪

和甲氧苄啶的回收率测定结果分别见表 ４ 和表 ５。
由表 ４ 可见，磺胺氯吡嗪空白血浆添加水平在 ０． １
～ ７０． ０ μｇ ／ ｍＬ 时，回收率在 ９２％ ～ １０４％ 之间；由
表 ５ 可见，甲氧苄啶空白血浆添加水平在 ０． ０５ ～
５． ００ μｇ ／ ｍＬ 时，回收率在 ９１％ ～９６％之间。

表 ４　 空白血浆添加磺胺氯吡嗪样品相对回收率（％）（ｎ ＝５）

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ＳＰＺ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ （％） （ｎ ＝ ５）

添加浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １）
平行 ５ 批样品实测回收率 ／ ％

１ ２ ３ ４ ５
ｘ ± ＳＤ ＲＳＤ ／ ％

０． １ ９７． １０ １０１． ８９ ９７． ４１ １０１． ８１ ８７． ８９ ９７． ２２０ ± ５． ７０２ ５． ８６５

２． ０ ９０． ８６ ９１． ５６ ９２． ３６ ９６． ４７ ９０． ２７ ９２． ３０４ ± ２． ４５５ ２． ６６０

７０． ０ １０２． ９３ １０３． ６０ １０４． １３ １００． ７９ １０７． ８６ １０３． ８６１ ± ２． ５７２ ２． ４７６

ｎ． 样本数；　 ｘ． 平均回收率；　 ＳＤ． 标准差；　 ＲＳＤ． 变异系数．

表 ５　 空白血浆添加甲氧苄啶样品相对回收率（％）（ｎ ＝５）

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ＴＭＰ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ （％） （ｎ ＝ ５）

添加浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １）
平行 ５ 批样品实测回收率 ／ ％

１ ２ ３ ４ ５
ｘ ± ＳＤ ＲＳＤ ／ ％

０． ０５ ９８． １８ １００． ９３ ９７． ３７ ９４． ３５ ８４． １１ ９４． ９８９ ± ６． ５１９ ６． ８６３

０． ５０ ９１． ０１ ９１． ８７ ９２． ０２ ９５． ０６ ８９． ６１ ９１． ９１４ ± ２． ００１ ２． １７７

５． ００ ９７． ５６ ９７． ３７ ９７． ９７ ９６． ４９ ９０． １５ ９５． ９０８ ± ３． ２６６ ３． ４０５

ｎ． 样本数；　 ｘ． 平均回收率；　 ＳＤ． 标准差；　 ＲＳＤ． 变异系数．

３． ５　 精密度　 在空白血浆添加样品中磺胺氯吡嗪

和甲氧苄啶的批内和批间精密度测定结果分别见

表 ６ 和表 ７。 由表 ６ 可见，磺胺氯吡嗪空白血浆添

加水平在 ０． １ ～ ７０． ０ μｇ ／ ｍＬ 时，批内和批间变异系

数分别小于 ６． ６１％和 ５． １８％ ；由表 ７ 可见，甲氧苄

啶空白血浆添加水平在 ０． ０５ ～ ５． ００ μｇ ／ ｍＬ 时，批

内和批间变异系数分别小于 ６． ８９％和 ６． ８４％ 。
３． ６　 稳定性

３． ６． １　 储备液存储期间的稳定性　 磺胺氯吡嗪和

甲氧苄啶储备液稳定性试验结果分别见表 ８ 和表

９。 结果表明，磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶储备液于

－ ２０ ℃条件下冻存能够保持稳定达 ９０ ｄ。

·６４·
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表 ６　 空白血浆添加磺胺氯吡嗪精密度测定结果

Ｔａｂ ６　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＳＰＺ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ

变异系数
添加浓度

／ （μｇ·ｍＬ － １）
平行 ５ 批样品实测浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １）

１ ２ ３ ４ ５
ＲＳＤ ／ ％

批内（ｎ ＝ ５）

０． １ ０． ０９７ ０． ０９５ ０． ０９４ ０． ０９６ ０． ０８２ ６． ６１６

２． ０ １． ７４６ １． ７８５ １． ６９９ １． ７６８ １． ７１８ ２． ０２０

７０． ０ ７３． ６１０ ７１． ９６０ ６９． ５７０ ７１． ０１６ ６８． ８２１ ２． ６８４

批间（ｎ ＝ １５）

０． １

２． ０

７０． ０

０． ０９６ ０． １０６ ０． ０９８ ０． １０３ ０． ０９５

０． １０１ ０． ０９７ ０． ０９０ ０． ０９８ ０． ０９２

０． １０７ ０． １０６ ０． １０２ ０． １０４ ０． １０１

１． ８３８ １． ９６９ １． ９１７ １． ９２３ １． ６８４

１． ７２９ １． ８１７ １． ８０１ １． ８０３ １． ９２０

１． ９１７ １． ９５５ １． ７４０ １． ８６７ １． ８２１

７４． ４２９ ７２． １５９ ６９． ２８５ ７４． ３６９ ７１． ８５６

６８． ５１６ ６６． ０１６ ７４． ８５６ ７２． ３８２ ６９． ３５９

７３． ３６９ ７０． ８６５ ６７． １８１ ６７． ２８２ ７３． ７９０

５． １７５

４． ７０２

４． １２８

ｎ． 样本数；　 ＲＳＤ． 变异系数．

表 ７　 空白血浆添加甲氧苄啶精密度测定结果

Ｔａｂ ７　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＴＭＰ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ

变异系数
添加浓度

／ （μｇ·ｍＬ － １）
平行 ５ 批样品实测浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １）

１ ２ ３ ４ ５
ＲＳＤ ／ ％

批内（ｎ ＝ ５）

０． ０５ ０． ０４６ ０． ０５１ ０． ０４７ ０． ０４７ ０． ０４２ ６． ８８７

０． ５０ ０． ４３０ ０． ４４５ ０． ４２１ ０． ４４１ ０． ４３３ ２． １４７

５． ００ ４． ４２１ ４． ５３８ ４． ５７２ ４． ４８３ ４． ４７３ １． ３０８

批间（ｎ ＝ １５）

０． ０５４ ０． ０５１ ０． ０４８ ０． ０４８ ０． ０４５

０． ０５ ０． ０５８ ０． ０５１ ０． ０４９ ０． ０５１ ０． ０４８ ６． ８３７

０． ０４８ ０． ０４７ ０． ０４７ ０． ０４７ ０． ０４６

０． ４５７ ０． ４８７ ０． ４７４ ０． ４７５ ０． ４１６

０． ５０ ０． ４３９ ０． ４４４ ０． ４３６ ０． ４３９ ０． ４７９ ５． ２３８

０． ４８５ ０． ４９２ ０． ４２８ ０． ４７３ ０． ４５０

４． ８４５ ４． ６１０ ４． ８１０ ４． ６１８ ４． ７０７

５． ００ ４． ５０３ ４． ４６４ ４． ３２１ ４． ４０５ ４． ３５４ ４． ０９８

４． ５２１ ４． ４５６ ４． ７５４ ４． ８７０ ４． ８３５

·７４·
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表 ８　 磺胺氯吡嗪储备液在 －２０ ℃贮存条件下的稳定性测定结果（ｎ ＝２０）

Ｔａｂ ８　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＳＰＺ ｓｔｏｃｋ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ －２０℃（ｎ ＝２０）

添加浓度

／ （μｇ·ｍＬ － １）
储存时间

／ ｄ
平行 ５ 批样品实测浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １）

１ ２ ３ ４ ５
ｘ ± ＳＤ（ｍＡＵ） ＲＳＤ ／ ％

０． １

０ ０． ０９５ ０． １０３ ０． ０９５ ０． １０２ ０． １１１

３０ ０． ０９８ ０． ０９０ ０． ０９２ ０． ０９５ ０． ０９６

６０ ０． １１９ ０． １１９ ０． １１２ ０． １２３ ０． １２１

９０ ０． １１２ ０． １１３ ０． １１６ ０． １２４ ０． １２０

０． １０８ ± ０． ０１２ １０． ７８５

２． ０

０ ２． ０４８ ２． ２０７ ２． ０３９ ２． １２５ ２． １８７

３０ １． ９４６ １． ９３２ １． ９２２ ２． ０４２ １． ８８９

６０ ２． １９７ ２． ０６７ ２． ０５７ ２． ０１８ １． ９１８

９０ ２． ０９９ ２． １３１ ２． ０５９ ２． ０５８ ２． ０１８

２． ０４８ ± ０． ０９４ ４． ５７３

２０． ０

０ ２１． ５７４ ２１． ６７２ ２１． ６３３ ２０． ４９２ ２１． ６３７

３０ １９． １２６ １９． ３９５ １９． ９４３ １９． ０２３ １８． ３９９

６０ ２３． ０５２ ２２． ６９８ ２２． ４３４ ２２． ２５７ ２２． １１０

９０ ２３． ８０１ ２３． ７３６ ２２． ８３９ ２３． ３４０ ２３． ２２１

２１． ６１９ ± １． ６７２ ７． ７３６

ｎ． 样本数；　 ｘ． 平均浓度；　 ＳＤ． 标准差；　 ＲＳＤ． 变异系数．

表 ９　 甲氧苄啶储备液在 －２０ ℃贮存条件下的稳定性测定结果（ｎ ＝２０）

Ｔａｂ ９　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＴＭＰ ｓｔｏｃｋ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｓｔｏｒｅｄ ａｔ －２０℃（ｎ ＝２０）

添加浓度 ／
（μｇ·ｍＬ － １）

储存时间 ／
ｄ

平行 ５ 批样品实测浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １）

１ ２ ３ ４ ５
ｘ ± ＳＤ（ｍＡＵ） ＲＳＤ ／ ％

０． ０５

０ ０． ０４６ ０． ０４４ ０． ０４４ ０． ０４０ ０． ０４６

３０ ０． ０４５ ０． ０４１ ０． ０４１ ０． ０４４ ０． ０４２

６０ ０． ０４９ ０． ０５３ ０． ０５０ ０． ０５０ ０． ０５３

９０ ０． ０４６ ０． ０５３ ０． ０５６ ０． ０４４ ０． ０４５

０． ０４７ ± ０． ００５ ９． ９７２

０． ５０

０ ０． ４４７ ０． ４７８ ０． ４６９ ０． ４３５ ０． ４８３

３０ ０． ４４８ ０． ４２９ ０． ４５１ ０． ４３６ ０． ４１４

６０ ０． ４９７ ０． ４６３ ０． ４６７ ０． ４５６ ０． ４３７

９０ ０． ４６５ ０． ４７８ ０． ４７９ ０． ４６２ ０． ４５３

０． ４５７ ± ０． ０２１ ４． ４５３

５． ００

０ ５． ０６４ ５． １０５ ４． ９８３ ４． ７５５ ５． ０８７

３０ ５． ３７４ ４． ４７５ ５． １８９ ４． ３２２ ４． ２１２

６０ ５． １５６ ５． １０２ ４． ９９４ ４． ９３８ ４． ９１５

９０ ５． ４０３ ５． ３３２ ５． ３９６ ５． ２４３ ５． ２１２

５． ０１３ ± ０． ３４０ ６． ７７６

ｎ． 样本数； 　 ｘ． 平均浓度；　 ＳＤ． 标准差；　 ＲＳＤ． 变异系数．

３． ６． ２　 室温放置下的稳定性　 室温放置下样品的

稳定性测定结果分别见表 １０ 和表 １１。 结果表明，
鸡血浆样品在室温条件（约 ２２ ℃）下放置时磺胺氯

吡嗪和甲氧苄啶均可保持稳定达 ８ ｈ。

·８４·
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表 １０　 空白血浆添加样品放置室温（ ＋２２ ℃）下磺胺氯吡嗪的稳定性测定结果（ｎ ＝２０）

Ｔａｂ １０　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＳＰＺ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ ａｔ ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （ ＋２２℃） 　 （ｎ ＝２０）

添加浓度 ／
（μｇ·ｍＬ － １）

储存时间 ／
ｈ

平行 ５ 批样品实测浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １）

１ ２ ３ ４ ５
ｘ ± ＳＤ

（μｇ ／ ｍＬ）
ＲＳＤ ／ ％

０． １

０ ０． １０６ ０． １０５ ０． １０１ ０． ０９６ ０． １０７

２ ０． １０７ ０． １００ ０． ０９８ ０． ０９８ ０． １０２

６ ０． ０９７ ０． ０９８ ０． １００ ０． ０９３ ０． ０９５

８ ０． ０９７ ０． ０９２ ０． ０９７ ０． ０８６ ０． ０９９

０． ０９９ ± ０． ００５ ５． ３０１

２． ０

０ １． ７０７ １． ８６７ １． ７１４ ２． ０２６ １． ７２９

２ １． ６５８ １． ８７１ １． ７４９ ２． ０１２ １． ６９０

６ １． ６１６ １． ８６２ １． ７０５ １． ９４５ １． ６３７

８ １． ５７６ １． ８３５ １． ６７９ １． ８９１ １． ５９３

１． ７６８ ± ０． １３６ ７． ７０５

２０． ０

０ ２１． ４６５ ２１． ５８２ ２０． ９９１ ２１． ５５０ ２１． ９０９

２ ２０． ９７７ ２１． １４２ ２０． ２２８ ２０． ９８６ ２１． ４０８

６ ２０． ４４５ １９． ４８３ ２０． ２１５ ２０． ０３５ １９． ９８７

８ １８． ７０６ １８． ３０８ １９． １６４ １８． ６２２ １８． ０２０

２０． ２６１ ± １． １９５ ５． ９００

ｎ． 样本数； 　 ｘ． 平均浓度；　 ＳＤ． 标准差；　 ＲＳＤ． 变异系数．

表 １１　 空白血浆添加样品放置室温（ ＋２２ ℃）下甲氧苄啶的稳定性测定结果（ｎ ＝２０）

Ｔａｂ １１　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＴＭＰ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ ａｔ ｒｏｏｍ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ （ ＋２２℃） 　 （ｎ ＝２０）

添加浓度 ／
（μｇ·ｍＬ － １）

储存时间 ／
ｈ

平行 ５ 批样品实测浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １）

１ ２ ３ ４ ５
ｘ ± ＳＤ

（μｇ ／ ｍＬ）
ＲＳＤ ／ ％

０． ０５

０ ０． ０５５ ０． ０５０ ０． ０４９ ０． ０４８ ０． ０５１

２ ０． ０５３ ０． ０５１ ０． ０５２ ０． ０４８ ０． ０５１

６ ０． ０５０ ０． ０４９ ０． ０５０ ０． ０５０ ０． ０５０

８ ０． ０５０ ０． ０４７ ０． ０４６ ０． ０４６ ０． ０５０

０． ０５０ ± ０． ００２ ４． ３９９

０． ５

０ ０． ４９２ ０． ５０９ ０． ４７５ ０． ５０７ ０． ４５５

２ ０． ４７８ ０． ４８７ ０． ４８４ ０． ４９８ ０． ４４６

６ ０． ４６７ ０． ４８１ ０． ４７２ ０． ４８４ ０． ４３４

８ ０． ４５４ ０． ４７３ ０． ４６４ ０． ４７３ ０． ４２１

０． ４７３ ± ０． ０２３ ４． ７８６

５． ０

０ ５． ０１２ ５． ０２６ ４． ８７７ ５． ０１３ ５． １０９

２ ４． ８８２ ４． ９３８ ４． ７８７ ４． ８８７ ４． ９８３

６ ４． ７８０ ４． ５５３ ４． ． ７０１ ４． ６６９ ４． ６６１

８ ４． ３６８ ４． ２９２ ４． ４７２ ４． ３３７ ４． １９３

４． ７２８ ± ０． ２８３ ５． ９９３

ｎ． 样本数； 　 ｘ． 平均浓度；　 ＳＤ． 标准差；　 ＲＳＤ． 变异系数．

３． ６． ３　 反复冻融下的稳定性　 血浆样品反复冻融

条件下的稳定性测定结果见表 １２ 和表 １３。 结果表

明，鸡血浆样品经三个循环冻融后其磺胺氯吡嗪和

甲氧苄啶仍能保持较好的稳定性。

·９４·



中国兽药杂志 ２０１９ 年 １０ 月第 ５３ 卷第 １０ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

表 １２　 空白血浆添加样品经三个冻融循环（ ＋２２ ℃ ／ －２０ ℃）后磺胺氯吡嗪的稳定性测定结果（ｎ ＝２０）

Ｔａｂ １２　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＳＰＺ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ ａｆｔｅｒ ｔｈｒｅｅ ｆｒｅｅｚｅ － ｔｈａｗ ｃｙｃｌｅｓ（ ＋２２ ℃ ／ －２０ ℃）（ｎ ＝２０）

添加浓度 ／
（μｇ·ｍＬ － １）

循环冻融次数
平行 ５ 批样品实测浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １）

１ ２ ３ ４ ５
ｘ ± ＳＤ

（μｇ ／ ｍＬ）
ＲＳＤ ／ ％

０． １

０ ０． １０５ ０． １０８ ０． １０２ ０． １０９ ０． １１１

１ 次后 ０． ０９９ ０． ０８６ ０． １０３ ０． １１０ ０． ０９３

２ 次后 ０． １０４ ０． １０２ ０． １０２ ０． １１０ ０． １０７

３ 次后 ０． １０３ ０． ０９６ ０． １０２ ０． １０９ ０． ０９３

０． １０３ ± ０． ００７ ６． ４６０

２． ０

０ １． ９８８ １． ９６９ ２． ０１５ １． ９１６ １． ８８２

１ 次后 １． ９５４ １． ９４１ １． ９２３ １． ８１５ １． ９７３

２ 次后 １． ９１３ １． ８６２ １． ８１８ １． ８４２ １． ９２４

３ 次后 １． ８８２ １． ８３３ １． ８４１ １． ７７２ １． ８４９

１． ８９６ ± ０． ０６６ ３． ４９２

２０． ０

０ １９． ０１９ １８． ５７０ １８． ９１１ １８． ７９７ １８． ７２１

１ 次后 １８． ４０３ １９． ３７５ １８． ６１４ １９． ０６０ １９． １９３

２ 次后 １７． ５９２ １９． ０２０ １８． ３１５ １８． ９０８ １９． ２０９

３ 次后 １７． １６５ １８． ４７６ １７． ９２０ １８． ４８７ １８． ６３４

１８． ６１９ ± ０． ５５３ ２． ９７１

ｎ． 样本数；　 ｘ． 平均浓度；　 ＳＤ． 标准差；　 ＲＳＤ． 变异系数．

表 １３　 空白血浆添加样品经三个冻融循环（ ＋２２ ℃ ／ －２０ ℃）后甲氧苄啶的稳定性测定结果（ｎ ＝２０）

Ｔａｂ １３　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＴＭＰ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ ａｆｔｅｒ ｔｈｒｅｅ ｆｒｅｅｚｅ － ｔｈａｗ ｃｙｃｌｅｓ （ ＋２２ ℃ ／ －２０ ℃）（ｎ ＝２０）

添加浓度 ／
（μｇ·ｍＬ － １）

６ 循环冻融次数
平行 ５ 批样品实测浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １）

１ ２ ３ ４ ５
ｘ ± ＳＤ

（μｇ ／ ｍＬ）
ＲＳＤ％

０． ０５

冻融前 ０． ０５８ ０． ０５７ ０． ０５４ ０． ０５９ ０． ０５５

１ 次后 ０． ０５６ ０． ０５１ ０． ０５４ ０． ０５９ ０． ０５２

２ 次后 ０． ０５２ ０． ０５２ ０． ０５１ ０． ０５２ ０． ０５６

３ 次后 ０． ０５１ ０． ０４８ ０． ０４７ ０． ０５０ ０． ０４２

０． ０５３ ± ０． ００４ ８． ０４９

０． ５０

冻融前 ０． ４９４ ０． ４８４ ０． ４９５ ０． ４８２ ０． ４７３

１ 次后 ０． ４８３ ０． ４８５ ０． ５０３ ０． ４９８ ０． ５２８

２ 次后 ０． ４６５ ０． ４５４ ０． ４４２ ０． ４５７ ０． ４７１

３ 次后 ０． ４５６ ０． ４４８ ０． ４４５ ０． ４３７ ０． ４５５

０． ４７３ ± ０． ０２４ ５． ０６３

５． ００

冻融前 ４． ７０９ ４． ６６３ ４． ７９１ ４． ７０２ ４． ６４５

１ 次后 ４． ６４１ ４． ８３５ ４． ７０７ ４． ８０９ ４． ７４０

２ 次后 ４． ３７５ ４． ７１３ ４． ５９５ ４． ７２７ ４． ７７１

３ 次后 ４． ２９６ ４． ６０８ ４． ４９０ ４． ６４８ ４． ６４１

４． ６５５ ± ０． １３６ ２． ９２６

ｎ． 样本数；　 ｘ． 平均浓度；　 ＳＤ． 标准差；　 ＲＳＤ． 变异系数．

３． ６． ４　 样品存储期间的稳定性　 样品存储期间稳

定性测定结果见表 １４ 和表 １５。 结果表明，血浆样

品于 － ２０ ℃条件下冻存时磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶

能够保持稳定达 ４０ ｄ。

·０５·
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表 １４　 空白血浆添加样品在 －２０ ℃冻存条件下磺胺氯吡嗪的稳定性测定结果（ｎ ＝２０）

Ｔａｂ １４　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＳＰＺ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ ａｆｔｅｒ ｓｔｏｒｉｎｇ ａｔ －２０ ℃（ｎ ＝２０）

添加浓度 ／
（μｇ·ｍＬ － １）

储存时间 ／
ｄ

平行 ５ 批样品实测浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １）

１ ２ ３ ４ ５
ｘ ± ＳＤ

（μｇ ／ ｍＬ）
ＲＳＤ ／ ％

０． １

０ ０． １０１ ０． ０９１ ０． ０８８ ０． ０９０ ０． ０９６

１０ ０． ０８８ ０． ０９５ ０． １００ ０． ０９７ ０． ０９６

２０ ０． ０９４ ０． １０２ ０． ０８６ ０． ０９６ ０． １０３

４０ ０． １１１ ０． ０９６ ０． １０８ ０． ０９６ ０． ０９５

０． ０９６ ± ０． ００６ ６． ６７３

２． ０

０ １． ９７２ ２． ０８９ １． ９３９ ２． ０１６ ２． ０５４

１０ １． ９５３ ２． ０３９ １． ９４９ １． ９３４ １． ９７６

２０ １． ９１０ ２． ００４ １． ９８９ １． ９１６ １． ９６２

４０ １． ９８２ １． ７９５ １． ９０２ １． ８７８ １． ８８１

１． ９５７ ± ０． ０６８ ３． ４７０

２０． ０

０ ２１． ４４１ １９． ６９６ １９． ８９０ ２１． １５７ １９． ０１１

１０ ２０． ２５７ １９． ０７９ １９． ２９２ １９． ８４１ ２０． １７８

２０ １９． ９６１ １８． ９７１ ２０． ２８０ １９． ０４５ １９． ７４８

４０ １８． ４３４ １８． ６０２ １８． ５４５ １９． ８２３ １９． １４４

１９． ６２０ ± ０． ８１０ ４． １３１

ｎ． 样本数；　 ｘ． 平均浓度；　 ＳＤ． 标准差；　 ＲＳＤ． 变异系数．

表 １５　 空白血浆添加样品在 －２０ ℃冻存条件下甲氧苄啶的稳定性测定结果（ｎ ＝２０）

Ｔａｂ １５　 Ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ＴＭＰ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ ａｆｔｅｒ ｓｔｏｒｉｎｇ ａｔ －２０℃（ｎ ＝２０）

添加浓度 ／
（μｇ·ｍＬ － １）

储存时间 ／
ｄ

平行 ５ 批样品实测浓度 ／ （μｇ·ｍＬ － １）

１ ２ ３ ４ ５
ｘ ± ＳＤ

（μｇ ／ ｍＬ）
ＲＳＤ ／ ％

０． ０５

０ ０． ０５６ ０． ０５４ ０． ０５０ ０． ０５２ ０． ０５４

１０ ０． ０５２ ０． ０５５ ０． ０５０ ０． ０５６ ０． ０５７

２０ ０． ０５４ ０． ０５３ ０． ０５２ ０． ０５３ ０． ０５１

４０ ０． ０５４ ０． ０４８ ０． ０４６ ０． ０５４ ０． ０５３

０． ０５３ ± ０． ００３ ５． １５５

０． ５０

０ ０． ４８３ ０． ５１２ ０． ４７７ ０． ５００ ０． ５０７

１０ ０． ４９１ ０． ５０４ ０． ４７６ ０． ４８０ ０． ４９２

２０ ０． ４６２ ０． ４９３ ０． ４９４ ０． ４７５ ０． ４８２

４０ ０． ４８０ ０． ４４８ ０． ４６７ ０． ４６２ ０． ４６７

０． ４８３ ± ０． ０１７ ３． ４５７

５． ００

０ ５． ０６２ ４． ６８７ ４． ７１８ ５． ０４０ ４． ５１４

１０ ４． ８０９ ４． ５６５ ４． ５９６ ４． ７６６ ４． ７７９

２０ ４． ７２７ ４． ５３２ ４． ８５５ ４． ５３７ ４． ６８２

４０ ４． ３７１ ４． ４２９ ４． ４１３ ４． ７２１ ４． ５２８

４． ６６７ ± ０． １９０ ４． ０６７

ｎ． 样本数； 　 ｘ． 平均浓度；　 ＳＤ． 标准差；　 ＲＳＤ． 变异系数．

３． ７　 干扰性

３． ７． １　 混合标准工作液的干扰性　 混合标准工作

液的干扰性试验测定结果见表 １６。 结果表明，磺胺

氯吡嗪和甲氧苄啶在 ２． ２ 项的色谱条件下测定两

者之间不会产生相互干扰。

·１５·
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表 １６　 磺胺氯吡嗪标准工作液与甲氧苄啶标准工作液之间的干扰性试验测定结果（ｎ ＝１０）

Ｔａｂ １６　 Ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｂｅｔｗｅｅｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｗｏｒｋｉｎｇ ｆｌｕｉｄ ｏｆ ＳＰＺ ａｎｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｗｏｒｋｉｎｇ ｆｌｕｉｄ ｏｆ ＴＭＰ（ｎ ＝１０）

药物
添加药物及浓度

／ （μｇ·ｍＬ － １）
出峰时间（ｍｉｎ） ／

实测浓度（μｇ ／ ｍＬ）
平行 ５ 批样品

１ ２ ３ ４ ５
ｘ ± ＳＤ

（μｇ ／ ｍＬ）
ＲＳＤ
／ ％

磺胺氯吡嗪

磺胺氯吡嗪（２０）

磺胺氯吡嗪（２０）
甲氧苄啶（５）

出峰时间 １４． ８５９ １４． ８４８ １４． ８４３ １４． ８３７ １４． ８３５

实测浓度 ２２． ３７８ ２１． ８９９ ２２． １２８ ２２． ４６０ ２１． ８４８

出峰时间 １４． ８５５ １４． ８５４ １４． ９１６ １４． ８９１ １４． ８８３

实测浓度 ２２． ８０７ ２２． ９２５ ２２． ７８５ ２２． ５１５ ２２． ４２１

２２． ４１６ ± ０． ３７０ １． ６５２

甲氧苄啶

甲氧苄啶（５）

磺胺氯吡嗪（２０）
甲氧苄啶（５）

出峰时间 ９． １２４ ９． １４２ ９． １３８ ９． １３１ ９． １５３

实测浓度 ５． ３６９ ５． ２５５ ５． ２６１ ５． １５９ ５． ２６１

出峰时间 ９． １０１ ９． ０９６ ９． １３０ ９． １２０ ９． １１４

实测浓度 ５． ０９５ ５． ２２２ ５． ８０８ ５． ７２７ ５． ３０１

５． ３４６ ± ０． ２３５ ４． ３９８

ｎ． 样本数； 　 ｘ． 平均浓度；　 ＳＤ． 标准差；　 ＲＳＤ． 变异系数．

３． ７． ２　 空白血浆添加样品的干扰性　 空白血浆添

加磺胺氯吡嗪与甲氧苄啶样品，两者之间的干扰性

试验测定结果见表 １７。 结果表明，两者之间的出峰

时间及实测浓度均不会产生相互干扰现象。

表 １７　 空白血浆添加磺胺氯吡嗪与甲氧苄啶样品的出峰时间干扰性试验测定结果（ｎ ＝１０）

Ｔａｂ １７　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｔｅｓｔ ｏｆ ｐｅａｋ ｔｉｍｅ ｏｆ ＳＰＺ ａｎｄ ＴＭＰ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｌａｓｍａ （ｎ ＝１０）

药物
添加药物

／ （μｇ·ｍＬ － １）
出峰时间（ｍｉｎ） ／

实测浓度（μｇ ／ ｍＬ）
平行 ５ 批样品

１ ２ ３ ４ ５
ｘ ± ＳＤ

（μｇ ／ ｍＬ）
ＲＳＤ
／ ％

磺胺氯吡嗪

磺胺氯吡嗪（２０）

磺胺氯吡嗪（２０）
甲氧苄啶（５）

出峰时间 １４． ８２７ １４． ８０７ １４． ８３９ １４． ８６３ １４． ８６２

实测浓度 １９． ２３９ １８． ７０６ １８． １２０ １９． ３１９ １８． ６５１

出峰时间 １４． ８７２ １４． ８５２ １４． ８４６ １４． ８４４ １４． ８５３

实测浓度 １９． ７４９ １９． ６３９ １９． １７８ １８． ７１２ １８． １４８

１８． ９４６ ± ０． ５７０ ３． ００８

甲氧苄啶

甲氧苄啶（５）

磺胺氯吡嗪（２０）
甲氧苄啶（５）

出峰时间 ９． １７４ ９． １５７ ９． １５８ ９． １４７ ９． １３９

实测浓度 ４． ８６０ ４． ８５５ ５． ３４４ ５． ０５３ ５． １９９

出峰时间 ９． １５７ ９． １４７ ９． １４０ ９． １３５ ９． １３４

实测浓度 ５． １９０ ５． １２６ ５． ０２５ ４． ８９１ ４． ７５１

５． ０２９ ± ０． １８８ ３． ７４５

ｎ． 样本数；　 ｘ． 平均浓度；　 ＳＤ． 标准差；　 ＲＳＤ． 变异系数．

４　 讨　 论

４． １　 确定磺胺氯吡嗪的紫外检测波长 　 分别将

０． ５、１、２ μｇ ／ ｍＬ 的磺胺氯吡嗪标准工作液 ２０ μＬ
加入 １８０ μＬ 空白血浆中，涡旋混匀后分别制得

０． ０５、０． １、０． ２ μｇ ／ ｍＬ 三个磺胺氯吡嗪空白添加血

浆浓度。 依据 ２． １ 项下的血浆样品处理方法处理

后，设置 ＤＡＤ 为 ２００ ～ ４００ ｎｍ 全波长扫描（步进值

为 ２ ｎｍ），按 ２． ２ 项下的色谱条件进行 ＨＰＬＣ 光谱

分析。 每个浓度重复 ３ 次，确定磺胺氯吡嗪最大紫

外吸收波长和最佳检测波长。
在 ２． ２ 项建立的色谱条件下，磺胺氯吡嗪最大

紫外吸收波长为 ２６８ ｎｍ，且仅在此检测波长下磺胺

氯吡嗪检测限能够达到 ０． ０５ μｇ ／ ｍＬ，故本试验采

用 ２６８ ｎｍ 为磺胺氯吡嗪的紫外检测波长。
４． ２ 　 确定甲氧苄啶的紫外检测波长 　 分别将

０． ２５、０． ５、１ μｇ ／ ｍＬ 的甲氧苄啶标准工作液 ２０ μＬ

·２５·
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加入 １８０ μＬ 空白血浆中，涡旋混匀后分别制得

０． ０２５、０． ０５、０． １ μｇ ／ ｍＬ 三个甲氧苄啶空白添加血

浆浓度。 依据 ２． １ 项下的血浆样品处理方法处理

后，设置 ＤＡＤ 为 ２００ ～ ４００ ｎｍ 全波长扫描（步进值

为 ２ ｎｍ），按 ２． ２ 项下的色谱条件进行 ＨＰＬＣ 光谱

分析。 每个浓度重复 ３ 次，确定甲氧苄啶最大紫外

吸收波长和最佳检测波长。 在 ２． ２ 项建立的色谱

条件下，甲氧苄啶最大紫外吸收波长为 ２００ ｎｍ，但
在该条件下经过检测器的其他物质也有很大吸收，
综合考虑选择 ２４０ ｎｍ 作为甲氧苄啶的检测波长，
且在此检测波长下甲氧苄啶检测限能够达到 ０． ０２５
μｇ ／ ｍＬ，故本试验采用 ２４０ ｎｍ 为甲氧苄啶的紫外

检测波长。
４． ３　 血浆中磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶的提取方法　
研究表明在对血样进行处理时主要使用乙腈［５ － ７］、
乙酸乙酯［８］、无水乙醇［９］、１０％高氯酸［１０］。 在血浆

中磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶的提取方法研究中，试验

先后用 １ ｍＬ 纯甲醇、１ ｍＬ 乙腈、１ｍＬ 乙腈 － 异丙

醇（４ ∶ １）、１ｍＬ 乙腈 － 甲醇（４ ∶ １）４ 种方法萃取药

物，发现甲醇提取时杂质干扰严重，其余三种方法

两种药物回收率均在 ８０％以上，纯乙腈提取较其他

组回收率高且杂质较少。 又继续比较了以 １ ｍＬ 乙

腈提取一次和提取两次，发现两次提取时两种药物

的回收率均较一次提取回收率高且均无杂质干扰

药峰，故选择提取方法为用 １ ｍＬ 乙腈提取两次。
４． ４　 血浆中磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶含量的测定方

法　 在本试验建立的测定磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶

色谱条件下，以安捷伦 １２６０ 进行 ＤＡＤ 全波长扫

描，发现磺胺氯吡嗪在 ２６８ ｎｍ 紫外检测波长处有

最大吸收，甲氧苄啶最大紫外吸收波长为 ２００ ｎｍ，
但在该条件下经过检测器的其他物质也有很大吸

收，综合考虑选择 ２４０ ｎｍ 作为甲氧苄啶的检测波

长。 研究发现当柱温为室温或 ３０ ℃时，杂峰干扰

甲氧苄啶药物峰，当温度为 ３５ ℃时，甲氧苄啶药峰

与杂峰完全分离。 研究表明流动相用甲醇和水时，
药物保留时间不稳定，当流动相中加入磷酸二氢钾

时药物保留时间稳定，将有机相换成乙腈时基线向

下漂移。 多次试验发现用流动相溶解氮吹后的残

渣会导致磺胺氯吡嗪析出，而更换纯甲醇会导致磺

胺氯吡嗪出现前沿峰、甲氧苄啶裂峰，将其更换为

甲醇和水的混合溶液时药物峰面积和保留时间稳

定。 比较甲醇和水体积比分别为 ８０ ∶ ２０、７０ ∶ ３０、
５０∶ ５０、３０∶ ７０、２０∶ ８０ 对药物检测灵敏度的影响，研
究表明甲醇和水的体积比为 ２０ ∶ ８０ 时对两种药物

的检测灵明度均最高，因此，选用甲醇水（２０ ∶ ８０，

Ｖ ／ Ｖ）溶解氮吹后的残渣。 参考孙晨明［５］ 的研究，

本实验采用梯度洗脱有效改善峰形且缩短两药物

出峰时间差，同时采用双波长检测降低甲氧苄啶的

检测限和定量限，提高灵敏度。 当前色谱条件下，
磺胺氯吡嗪出峰时间为 １４． ９ ｍｉｎ 左右，甲氧苄啶出

峰时间为 ９． １ ｍｉｎ 左右，待测药物磺胺氯吡嗪和甲

氧苄啶均能够在图谱上呈现较好的峰形，与其他杂

质峰分离开，并且能够准确定量。
５　 结　 论

在本试验所建立的 ＨＰＬＣ 条件下，空白血浆添

加磺胺氯吡嗪、甲氧苄啶分别在 ０． １ ～ ７０． ０ μｇ ／ ｍＬ
和 ０． ０５ ～ ５． ００ μｇ ／ ｍＬ 范围内，药物浓度与检测器

响应值之间相关性良好（Ｒ２ ＝ ０． ９９９９）；回收率分

别在 ９２％ ～ １０３％和 ９１％ ～ ９６％之间；批内系数

分别小于 ６． ６２％ 和 ５． １８％ ，批间系数分别小于

６． ８９％和 ６． ８４％ 。 该方法磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶

的检测限分别为 ０． ０５ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ０２５ μｇ ／ ｍＬ，定
量限分别为 ０． １ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． ０５ μｇ ／ ｍＬ。

本试验所建立的反相高效液相色谱 － 紫外检

测法，分析成本低，操作便捷，检测迅速，方法的灵

敏度、准确性和重现性均能满足磺胺氯吡嗪和甲氧

苄啶的单独或同时血药浓度检测需求，能够为进一

步的磺胺氯吡嗪和甲氧苄啶药动学研究和生物利

用度研究提供依据，从而对临床合理用药和抗球虫

药物新制剂的研发提供指导。
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