
中国兽药杂志 ２０２０ 年 １２ 月第 ５４ 卷第 １２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０． １１７５１ ／ ＩＳＳＮ． １００２ － １２８０． ２０２０． １２． ３

ＨＰＬＣ 法同时测定复方磺胺间甲氧嘧啶钠粉中
磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶的含量

梁劲康，张桂君，黎健业，吴志玲，黎乃添，方炳虎∗

（广东温氏大华农生物科技有限公司，广东云浮 ５２７４００）

［收稿日期］ ２０２０ － ０６ － １５　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２ － １２８０ （２０２０） １２ － ００１２ － ０７　 ［中图分类号］Ｓ８５９． ７９

［摘　 要］ 　 为建立同时测定复方磺胺间甲氧嘧啶钠粉中磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶的高效液相

色谱方法，采用 ＥＣＯＳＩＬ １２０ － ５ － Ｃ１８（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５． ０ μｍ）色谱柱，以乙腈 － ０． １％磷酸溶液

（２０ ∶ ８０，Ｖ ／ Ｖ）为流动相进行洗脱，流速 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长 ２７０ ｎｍ，柱温 ３０ ℃，进样量为 ２０ μＬ。
结果表明，磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶色谱峰峰型良好，均能达到完全分离。 磺胺间甲氧嘧啶和

甲氧苄啶分别在 ０． １００７７ ～ １００． ７７ μｇ ／ ｍＬ 和 ０． １００３６ ～ １００． ３６ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好（Ｒ２ ＞
０． ９９９）。 精密度和稳定性等考察结果的相对标准偏差（ＲＳＤ）均小于 ２． ０％ ；而磺胺间甲氧嘧啶和甲

氧苄啶的平均加样回收率分别为 ９８． ６８％ ～ １００． ０１％ 和 ９８． ８４％ ～ ９９． ９４％ ，ＲＳＤ 也均小于 ２． ０％ ，
均符合方法学要求。 采用建立的高效液相色谱法测定了 ５ 份供试品中磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄

啶的含量，结果均符合规定，且与原质量标准方法的测定结果无显著性差异。 建立的高效液相色谱

法能够用于定量测定磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶的含量。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｈｅ ａｉｍ ｏｆ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｗａｓ ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ
ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ ｓｏｄｉｕｍ ａｎｄ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ ｉｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ ｓｏｄｉｕｍ ｐｏｗｄｅｒ． Ｔｈｅ ｅｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ
ｐｅｒｆｏｒｍｅｄ ｂｙ ｕｓｉｎｇ ＥＣＯＳＩＬ １２０ － ５ － Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５． ０ μｍ）ｃｏｌｕｍｎ ａｎｄ ｕｓｉｎｇ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ － ０． １％
Ｈ３ＰＯ４ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （２０ ∶ ８０，Ｖ ／ Ｖ） ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ． Ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ ｓｅｔ ａｔ １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ
ｗａｓ ２７０ ｎｍ． Ｔｈｅ ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｗａｓ ３０ ℃ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ ｖｏｌｕｍｅ ｗａｓ ２０ μＬ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ
ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ ａｎｄ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｃｏｍｐｌｅｔｅｌｙ ａｎｄ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ ｗａｓ ｇｏｏｄ （Ｒ２ ＞
０． ９９９） ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ （０． １００７７ ～ １００． ７７） μｇ ／ ｍＬ ａｎｄ （０． １００３６ ～ １００． ３６） μｇ ／ ｍＬ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ＲＳＤｓ
ｏｆ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ａｎｄ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ２． ０％ ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ ａｎｄ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ
ｗｅｒｅ ９８． ６８％ ～１００． ０１％ ａｎｄ ９８． ８４％ ～ ９９． ９４％ ， ａｎｄ ｔｈｅ ＲＳＤｓ ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ２． ０％ ． Ａｌｌ ｏｆ ｔｈｅｍ ｗｅｒｅ ｉｎ
ａｃｃｏｒｄａｎｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ． Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ ｓｏｄｉｕｍ ａｎｄ
ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ ｉｎ ５ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎ ａｃｃｏｒｄａｎｃｅ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ． Ｎｏ ｓｉｇｎｉｆｉｃａｎｃｅ ｃｏｕｌｄ ｂｅ ｏｂｓｅｒｖｅｄ ｂｅｔｗｅｅｎ
ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ， ｗｈｉｃｈ ｉｎｄｉｃａｔｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ
ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ ｃｏｕｌｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅｌｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ ｓｏｄｉｕｍ ａｎｄ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ ｓｏｄｉｕｍ； ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ； ＨＰＬＣ； ｃｏｎｔｅｎｔ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

　 　 复方磺胺间甲氧嘧啶钠粉是由磺胺间甲氧嘧

啶钠、甲氧苄啶和葡萄糖等辅料混合配制成的粉

剂，主要用于革兰氏阳性和阴性敏感菌引起的感

染，如呼吸道、消化道、泌尿道感染及球虫病等。 根

据《兽药质量标准》（２０１７ 年版）中复方磺胺间甲氧

嘧啶钠粉的质量标准，应分别采用永停滴定法和紫

外可见分光光度法测定磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧

苄啶的含量［１］。 但与高效液相色谱法相比，上述两

种检测方法操作较为繁琐，而且测定结果误差较

大。 经查阅文献，已有研究学者报道了利用高效液

相色谱法测定复方磺胺间甲氧嘧啶钠溶液和注射

液中磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶的含量［２ － ４］。
本文在上述文献方法的基础上，进一步优化其色谱

条件，建立了可同时测定复方磺胺间甲氧嘧啶钠粉

中磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶的高效液相色谱

方法。 该方法快速简便，结果准确可靠，可为复方

磺胺间甲氧嘧啶钠粉的质量标准评价方法提供技

术支持。
１　 材料与方法

１． １　 仪器　 Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 高效液相色谱系统配置

２４８９ ＵＶ ／ Ｖｉｓ 检测器（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；ＣＰＡ２２５Ｄ
型电子天平（德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）；Ｍｉｌｌｉ － Ｑ 超纯水

仪（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；ＳＨＺ － Ｄ（Ⅲ）循环式真空

泵（巩义市予华仪器有限责任公司）；ＫＱ － １００Ｅ 型

超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司）。
１． ２ 　 试药 　 磺胺间甲氧嘧啶对照品 （含量：
９９． ５％ ，批号：Ｃ００３１６１０，中国兽医药品监察所）；甲
氧苄啶对照品（含量：９９． ８％ ，批号：Ｈ０１６１７０４，中
国兽医药品监察所）；复方磺胺间甲氧嘧啶钠粉（规
格为 １００ ｇ：磺胺间甲氧嘧啶钠 １０ ｇ ＋ 甲氧苄啶

２ ｇ，批号：２０１８０７０１，广东温氏大华农生物科技有限

公司新兴化药分公司生产技术部自制）；乙腈（色谱

纯，德国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；磷酸（分析纯，江苏强盛功能

化学股份有限公司）；超纯水（实验室自制，符合

·３１·



中国兽药杂志 ２０２０ 年 １２ 月第 ５４ 卷第 １２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ＧＢ ／ Ｔ ６６８２ － １９９２ 规定的一级水要求）。
１． ３　 方法

１． ３． １　 标准储备液的配制 　 精密称取 １２． ６６ ｍｇ
磺胺间甲氧嘧啶对照品和 １２． ５７ ｍｇ 甲氧苄啶对照

品，置于 ２５ ｍＬ 容量瓶中，加入适量乙腈，超声使药

物完全溶解后，补加乙腈至刻度，摇匀，制得磺胺间

甲氧嘧啶和甲氧苄啶混合标准储备液（磺胺间甲氧

嘧啶的浓度为 ５０３． ８７ μｇ ／ ｍＬ；甲氧苄啶的浓度为

５０１． ７９ μｇ ／ ｍＬ）。
１． ３． ２　 供试品溶液的配制　 精密称取 ０． ２５ ｇ 复方

磺胺间甲氧嘧啶钠粉样品于 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加入

适量流动相，超声使样品全部溶解后，补加流动相

至刻度，摇匀；精密移取 １ ｍＬ 至 １０ ｍＬ 容量瓶中，
流动相稀释至刻度，摇匀后，制得供试品溶液。 供

试品溶液经 ０． ２２ μｍ 微孔滤膜滤过，续滤液用于液

相色谱分析。 另取 ０． ２５ ｇ 不含药物的空白辅料样

品，同法处理，制得空白辅料溶液。
１． ３． ３　 色谱条件　 色谱条件为：ＥＣＯＳＩＬ １２０ － ５ －
Ｃ１８（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）色谱柱；以乙腈 －
０． １％磷酸溶液（２０ ∶ ８０，Ｖ ／ Ｖ）为流动相；流速为

１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长为 ２７０ ｎｍ；柱温为 ３０ ℃；进
样量为 ２０ μＬ。 以磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶的色

谱峰计算，理论塔板数应在 ３０００ 以上。
１． ３． ４　 专属性试验　 取 １． ３． １ 项磺胺间甲氧嘧啶

和甲氧苄啶混合标准储备液进行适量稀释后，按
１． ３． ３项的色谱条件进样分析，记录色谱图。 另分

别取 １． ３． ２ 项的供试品溶液以及空白辅料溶液，同
法操作，记录色谱图。
１． ３． ５ 　 灵敏度试验 　 分别精密移取一定体积

１． ３． １项的磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶混合标准储

备液于 １０ ｍＬ 的容量瓶中，流动相定容，进行逐级

稀释。 稀释液按 １． ３． ３ 项的色谱条件进样分析，以
信噪比（Ｓ ／ Ｎ）为 ３ 的检测浓度为检测限（ＬＯＤ），以
信噪比（Ｓ ／ Ｎ）为 １０ 的检测浓度为定量限（ＬＯＱ）。
１． ３． ６　 磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶线性范围　 分

别精密移取一定体积的 １． ３． １ 项的磺胺间甲氧嘧

啶和甲氧苄啶混合标准储备液，流动相稀释，配得

磺胺 间 甲 氧 嘧 啶 的 质 量 浓 度 分 别 为 １００． ７７、
５０． ３８７、１０． ０７７、５． ０３８７、１． ００７７、０． １００７７ μｇ ／ ｍＬ 以

及甲氧苄啶的的质量浓度分别为 １００． ３６、５０． １７９、
１０． ０３６、５． ０１７９、１． ００３６、０． １００３６ μｇ ／ ｍＬ 混合对照

品稀释液。 上述稀释液分别经 ０． ２２ μｍ 微孔滤膜

滤过后，取续滤液按 １． ３． ３ 项下的色谱条件进样，
记录峰面积。
１． ３． ７　 精密度试验 　 分别精密移取一定体积的

１． ３． １项下的磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶混合标准

储备液，用流动相稀释至磺胺间甲氧嘧啶的质量浓

度分别为 ５０． ３８７、４０． ３１０ 和 ２５． １９４ μｇ ／ ｍＬ 以及甲

氧苄啶的质量浓度分别为 ５０． １７９、４０． １４３、２５． ０９０
μｇ ／ ｍＬ 的高、中、低 ３ 种混合对照品溶液。 ３ 种浓

度的混合对照品溶液按 １． ３． ３ 项下的色谱条件，连
续重复进样 ５ 针，记录峰面积。
１． ３． ８　 加标回收率试验　 分别精密移取一定体积

的 １． ３． １ 项下的磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶混合

标准储备液以及 １ ｍＬ １． ３． ２ 项下的空白辅料溶液

于 １０ ｍＬ 容量瓶中，流动相稀释定容，摇匀，配得磺

胺间甲氧嘧啶的质量浓度分别为 ５０． ３８７、４０． ３１０、
２５． １９４ μｇ ／ ｍＬ 以及甲氧苄啶的质量浓度分别为

５０． １７９、４０． １４３、２５． ０９０ μｇ ／ ｍＬ 的高、中、低 ３ 种混

合对照品溶液。 每一浓度平行配制 ３ 份。 上述溶

液经 ０． ２２ μｍ 微孔滤膜滤过后，取续滤液按 １． ３． ３
项下的色谱条件进样，记录峰面积，依据标准曲线

计算加标回收率。
１． ３． ９　 稳定性试验　 取 １． ３． ７ 项下的高、中、低 ３
种磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶混合对照品溶液，分
别于 ０、２、４、６、８、１２、２４ ｈ 按 １． ３． ３ 项下的色谱条件

进样分析，记录峰面积。
１． ３． １０　 样品含量测定　 平行称取 ５ 份复方磺胺

间甲氧嘧啶钠粉供试品，按 １． ３． ２ 项下的供试品溶

液的配制方法同法操作，所得供试品溶液按 １． ３． ３
项下的色谱条件进样分析，记录峰面积，依据标准

曲线计算磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶的含量。
另外，平行称取 ５ 份供试品，按照《兽药质量标准》
（２０１７ 年版）中复方磺胺间甲氧嘧啶钠粉项下的测

定方法［１］，分别采用永停滴定法和紫外可见分光光

度法测定磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶的含量。
２　 结果与分析

２． １　 色谱条件的优化及确定　 参考文献的色谱方
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法［２ － ５］，在前期实验中对磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄

啶的液相色谱条件进行了优化。 当选用 ０． ２％冰醋

酸溶液以不同比例与乙腈组成的流动相进行洗脱

时，磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶的色谱峰均出现了不

同程度的拖尾现象；而当流动相组成为乙腈 －０． １％磷

酸溶液（２０∶ ８０，Ｖ ／ Ｖ）时，磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄

啶的色谱峰峰型较好，因此，选择了乙腈 － ０． １％磷

酸溶液（２０ ∶ ８０，Ｖ ／ Ｖ）作为磺胺间甲氧嘧啶和甲氧

苄啶液相检测的流动相。 此外，当选用长度为

１５０ ｍｍ的色谱柱进行洗脱时，甲氧苄啶和磺胺间

甲氧嘧啶的保留时间分别是 １． ５ ｍｉｎ 和 ４． ５ ｍｉｎ 左

右。 为了提高两种药物色谱峰的分离度，本文最终

选择了长度为 ２５０ ｍｍ 的 Ｃ１８ 柱进行洗脱。

经优化后，确定了磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶

的高效液相色谱检测条件为采用 ＥＣＯＳＩＬ １２０ － ５ －
Ｃ１８（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５． ０ μｍ）色谱柱，在柱温为

３０ ℃条件下以乙腈 －０． １％磷酸溶液（２０ ∶ ８０，Ｖ ／ Ｖ）为
流动相按 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ 流速进行等度洗脱。 在上述

色谱条件下，磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶能得到更

充分的分离，峰型更理想。
２． ２　 专属性试验　 磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶的

专属性实验结果可见图 １。 由图 １ 中可以看出，空
白辅料在该色谱条件下并不会干扰磺胺间甲氧嘧

啶和甲氧苄啶的色谱峰。 甲氧苄啶的出峰时间为

５． ６ ｍｉｎ，而磺胺间甲氧嘧啶的出峰时间为 １３． ６
ｍｉｎ。 两种药物的峰型较好，且分离度良好。

（Ａ：磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶标准混合溶液；Ｂ：空白辅料溶液，Ｃ：供试品溶液。

Ａ ｆｏｒ ｔｈｅ ｍｉｘｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ ａｎｄ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ；Ｂ ｆｏｒ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｅｘｃｉｐｉｅｎｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｃ ｆｏｒ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ）

图 １　 空白辅料、混合标准品溶液及供试品溶液的高效液相色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ＨＰＬＣ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ ａｎｄ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ ｂｌａｎｋ， ｍｉｘｔｕｒｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２． ３　 灵敏度试验 　 实验结果表明，磺胺间甲氧嘧

啶的 ＬＯＤ 可达 ２０． １５５ μｇ ／ Ｌ，ＬＯＱ 则为 ５０． ３８７ μｇ ／ Ｌ；
而甲氧苄啶 ＬＯＤ 可达 １０． ０３６ μｇ ／ Ｌ， ＬＯＱ 则为

１００． ３６ μｇ ／ Ｌ。
２． ４　 磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶线性范围　 利用

１． ３． ３ 项下的高效液相色谱方法测得磺胺间甲氧

嘧啶和甲氧苄啶的峰面积后，分别以峰面积 Ａ 为纵

坐标，质量浓度 Ｃ 为横坐标，进行线性回归。 结果

表明磺胺间甲氧嘧啶在 ０． １００７７ ～ １００． ７７ μｇ ／ ｍＬ
范围内线性关系良好，回归方程为 Ａ１ ＝ ６９７５６ Ｃ１–

１６０７２（Ｒ２ ＝ ０． ９９９８）；甲氧苄啶在 ０． １００３６ ～ １００． ３６

μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好，回归方程为 Ａ２ ＝
２４１８３ Ｃ２ － ２８３０． ４（Ｒ２ ＝ ０． ９９９８）。
２． ５　 精密度试验　 实验结果表明，磺胺间甲氧嘧

啶在质量浓度为 ５０． ３８７、４０． ３１０ 和 ２５． １９４ μｇ ／ ｍＬ
时连续进样 ５ 针后，峰面积的 ＲＳＤ 分别为 ０． １９％ 、
０． ６５％和 ０． ２０％ 。 甲氧苄啶在质量浓度为５０． １７９、
４０． １４３、２５． ０９０ μｇ ／ ｍＬ 时连续进样 ５ 针后，峰面积

的 ＲＳＤ 分别为 ０． ２８％ 、０． ８７％ 和 ０． ２１％ 。 上述结

果均符合方法学要求，表明本方法精密度良好。
２． ６　 加标回收率试验　 加标回收率试验的实验结

果可见表 １ 和表 ２。 结果表明，磺胺间甲氧嘧啶在
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５０． ３８７、４０． ３１０、２５． １９４ μｇ ／ ｍＬ 等 ３ 种水平浓度下

的平 均 加 标 回 收 率 为 １００． ０３％ 、 ９９． ４６％ 和

９８． ６８％ ，ＲＳＤ 分别为 ０． ６９％ 、０． ４６％ 和 ０． ４１％ 。
甲氧苄啶在 ５０． １７９、４０． １４３、２５． ０９０ μｇ ／ ｍＬ 等 ３ 种

水平浓度下的平均加标回收率为 ９９． ９５％ 、９９． ４０％
和 ９８． ８６％ ，ＲＳＤ 分别为 ０． １２％ 、０． ８５％和 ０． ３２％ 。
上述结果均能满足方法学的要求，说明该方法准确

度良好。
２． ７　 稳定性试验 　 稳定性试验的实验结果表明，
磺胺间甲氧嘧啶在浓度为 ２５． １９４、 ４０． ３１０ 和

５０． ３８７ μｇ ／ ｍＬ 时 ２４ ｈ 内峰面积 ＲＳＤ 分 别 为

０． １９％ 、０． １１％ 和 １． １６％ ； 甲氧苄啶在浓度为

２５． ０９０、４０． １４３、５０． １７９ μｇ ／ ｍＬ 时 ２４ ｈ 内峰面积

ＲＳＤ 分别为 ０． ２２％ 、０． ３９％和和 １． ０８％ ，表明磺胺

间甲氧嘧啶和甲氧苄啶在 ２４ ｈ 内稳定性良好。
２． ８　 样品含量测定　 供试品中磺胺间甲氧嘧啶钠

和甲氧苄啶的测定结果可见表 ３ 和表 ４。 ５ 份供试

品中磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶的含量均在标

示量的 ９０． ０％ ～１１０． ０％范围内，因此，５ 份供试品

中磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶的含量均符合要

求。 分别将表 ２ 和表 ３ 中的实验结果通过 ＳＰＳＳ
Ｓｔａｔｉｓｔｉｃｓ １９ 软件进行 ｔ 检验。 结果表明，利用高效

液相色谱法和永停滴定法测定磺胺间甲氧嘧啶钠

含量的结果并无显著性差异（Ｐ ＞ ０． ０５），而利用高

效液相色谱法和紫外分光光度法测定甲氧苄啶含

量的结果也并无显著性差异（Ｐ ＞ ０． ０５）。

表 １　 磺胺间甲氧嘧啶加标回收率结果

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ

对照品添加浓度 ／
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ／ （μｇ·ｍＬ － １）

样品实测浓度 ／
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ／ （μｇ·ｍＬ － １）

加标回收率
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

５０． ２４４

５０． ３８７ ５０． １６５ １００． ０３ ± １． ６９ ０． ６９

５０． ７９６

４０． ２５２

４０． ３１０ ４０． １３３ ９９． ４６ ± １． １３ ０． ４６

３９． ８９１

２４． ７４５

２５． １９４ ２４． ９０２ ９８． ６８ ± １． ００ ０． ４１

２４． ９３４

表 ２　 甲氧苄啶加标回收率结果

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ

对照品添加浓度 ／
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（μｇ·ｍＬ － １）

样品实测浓度 ／
Ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（μｇ·ｍＬ － １）

加标回收率
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

５０． ２１２

５０． １７９ ５０． ０９３ ９９． ９５ ± ０． ３０ ０． １２

５０． １５５

３９． ７８１

４０． １４３ ３９． ６４０ ９９． ４０ ± ２． ０９ ０． ８５

４０． ２８４

２４． ７６５

２５． ０９０ ２４． ８９６ ９８． ８６ ± ０． ７８ ０． ３２

２４． ７５３
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表 ３　 磺胺间甲氧嘧啶钠的含量测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ ｓｏｄｉｕｍ

份次
Ｓａｍｐｌｅ

高效液相色谱法
ＨＰＬＣ Ｍｅｔｈｏｄ ／ ％

平均值
Ｍｅａｎ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 永停滴定法

Ｄｅａｄ － ｓｔｏｐ Ｔｉｔｒａｔｉｏｎ Ｍｅｔｈｏｄ ／ ％
平均值
Ｍｅａｎ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ １０６． ３２ １０５． ３６

２ １０５． ７５ １０６． ５７

３ １０４． １０ １０６． ０７ ± １． ６９ １． ２９ １０３． ７５ １０４． ９６ ± １． ４６ １． １２

４ １０６． ２７ １０５． ２５

５ １０７． ８９ １０３． ８５

表 ４　 甲氧苄啶的含量测定结果

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ

份次
Ｓａｍｐｌｅ

高效液相色谱法
ＨＰＬＣ Ｍｅｔｈｏｄ ／ ％

平均值
Ｍｅａｎ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 紫外分光光度法

ＵＶ Ｍｅｔｈｏｄ ／ ％ 平均值 Ｍｅａｎ ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

１ １００． ４５ １００． ７２

２ １０１． ９３ １０１． ３４

３ １０３． ８８ １０１． ９８ ± １． ５４ １． ２２ ９９． ８９ １００． ９１ ± １． ２３ ０． ９８

４ １０２． １３ １００． ２１

５ １０１． ５３ １０２． ３８

３　 讨论与结论

３． １　 检测方法的比较　 虽然国家标准中规定了分

别采用永停滴定法和紫外可见分光光度法测定磺

胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶的含量，但这两种测定

方法操作繁琐复杂，极易引入测量误差。 在采用永

停滴定法测定磺胺间甲氧嘧啶钠的含量时，亚硝酸

钠滴定液浓度及其消耗体积、移液管和滴定管校

准、称量和基准物纯度等因素均是测量结果不确定

度的主要来源，而且这些因素在实际操作中也很难

以规避［６］。 而高效液相色谱法测定磺胺间甲氧嘧

啶钠含量引入不确定度影响因素主要是称量、对照

品含量、溶液定容和重复进样等［７］。 与永停滴定法

相对扩展不确定度（Ｕ ＝ ０． ８）相比，高效液相色谱

法的相对扩展不确定度更小（Ｕ ＝ ０． ５），也就说明

了高效液相色谱法测定磺胺间甲氧嘧啶钠含量的

准确度更高［６ － ７］。 同样，采用紫外分光光度法测定

甲氧苄啶的含量时，需先后使用三氯甲烷和稀醋酸

进行提取后才能测定药物的含量。 在提取过程中，
极易造成药物的损失。 而高效液相色谱法克服了

原方法操作繁琐复杂的缺点，避免了操作过程人为

因素对结果造成的影响［１，８］。 因此，高效液相色谱

法是较理想的检测磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶

含量的方法之一。
３． ２　 检测波长的选择　 为了进一步优化其高效液

相色谱条件，本文也对磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄

啶的检测波长和流动相组成等因素进行了筛选。
杨学武等选择了 ２３０ ｎｍ 作为磺胺间甲氧嘧啶钠和

甲氧苄啶的液相检测波长［４］。 但是，２３０ ｎｍ 波长

处接近于紫外末端吸收，容易引起基线漂移等问

题。 分别采用磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶对照品

溶液在 ２００ ～ ６００ ｎｍ 波长范围内进行扫描后发现，
磺胺间甲氧嘧啶的紫外最大吸收波长为 ２７３ ｎｍ，甲
氧苄啶紫外最大吸收波长为 ２７１ ｎｍ，而二者在 ２７０
ｎｍ 下均有较强吸收，因此，本文最终选择了检测波

长为 ２７０ ｎｍ， 与 文 献 报 道 所 选 择 检 测 波 长

一致［２ － ３］。

３． ３　 流动相的选择　 张志美和郭时金等在磺胺间

甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶的液相分析检测中，采用了

甲醇作为有机相进行洗脱［２ － ３］。 但与甲醇相比，乙

腈的极性更低，更有利于改善磺胺间甲氧嘧啶钠和
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甲氧苄啶分离度。 此外，乙腈的紫外吸光度值比甲

醇更低，能够避免溶剂的基质效应；而且等比例的

乙腈与水混合后柱压也比甲醇更稳定，能够避免基

线的波动，提高检测的准确性。 因此，本文优先选

择了乙腈作为流动相的有机相。 由于磺胺间甲氧

嘧啶钠和甲氧苄啶结构中均含有氨基基团，在流动

相中加入适量的酸可避免峰型的拖尾现象。 在前

期实验中，本文也比较了冰醋酸、磷酸及其不同浓

度对磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄啶的分离效果和

对药物峰型的影响，其中以乙腈 － ０． １％ 磷酸溶液

（２０ ∶ ８０，Ｖ ／ Ｖ）时，磺胺间甲氧嘧啶和甲氧苄啶的

色谱峰峰型更好，分离度也更优。
３． ４　 色谱柱的选择　 除了检测波长和流动相等因

素外，色谱柱的长度对磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧苄

啶的分离效果也具有较显著的影响。 经筛选后，本
文选择了长度为 ２５０ ｍｍ 的 Ｃ１８ 柱进行洗脱，以提

高两种药物色谱峰的分离度。
本文建立的高效液相色谱法能够使磺胺间甲

氧嘧啶钠和甲氧苄啶充分分离，而且该方法简便有

效，线性关系良好，精确度和灵敏度高，可作为复方

磺胺间甲氧嘧啶钠粉中磺胺间甲氧嘧啶钠和甲氧

苄啶同时定量的分析方法。
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