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［摘　 要］ 　 以精制后的甲苯咪唑为原料研制甲苯咪唑国家对照品，并进行质量评价。 采用紫外分

光光度法、红外分光光度法对原料进行鉴别，采用质量平衡法定值，同时采用容量法和高效液相色

谱法加以佐证。 结果显示，紫外吸收图谱与标准规定一致、红外光吸收图谱与 ＵＳＰ 溯源对照品图谱

一致；以质量平衡法计算其含量为 ９９． ８％ ，容量法测定含量为 ９９． ９％ ，液相色谱外标法测定含量为

９９． ９％ ，三种方法测定结果一致。 本次研制的甲苯咪唑对照品可用于甲苯咪唑及其制剂的鉴别与

含量测定。
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　 　 甲苯咪唑是一种广谱驱虫药，可用于治疗蛔

虫、蛲虫、钩虫和鞭虫的感染。 甲苯咪唑在临床上

主要用于水产养殖业［１］，其制剂为复方甲苯咪唑粉

和甲苯咪唑溶液。 目前 ＵＳＰ 和 ＥＰ 均有该对照品

供应，但价格昂贵，购买周期长，给国内相关生产企

业的研发与生产带来不便。 因此，研制甲苯咪唑对

照品不但可以确保《中国兽药典》２０２０ 年版有效实

施，还能降低企业生产成本，提高产品质量。
根据《标准物质定值的通用原则及统计学原

理》 ［２］，本次研制分别采用质量平衡法、容量法、溯
源对照品外标法 ３ 种方法对甲苯咪唑原料的含量

进行定值研究。 其中质量平衡法，以有关物质结果

作为纯度结果，同时测定干燥失重、炽灼残渣等关

键指标进行定值；容量法作为原料药的含量测定方

法已被科研工作者普遍认可，其操作简便、定值准

确；采用液相色谱外标法，以 ＵＳＰ 对照品作为溯源

对照品进行定值，以确保含量赋值的准确性。
１　 仪器与试药

１． １　 仪　 器　 Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ 高效液相色谱仪（Ｅｍ⁃
ｐｏｗｅｒ ２ 色谱工作站）；Ｗａｔｅｒｓ ２９９８ 二极管阵列检测

器（ＰＤＡ）；Ｗａｔｅｒｓ ２４８９ 紫外检测器（ＵＶ）；Ｍｅｔｔｌｅｒ
ＸＳ２０５ 电子分析天平（精度 ０． ０１ ｍｇ）；ＴＵ －１９０１ 紫

外分光光度计； ＴＥＮＳＯＲ２７ 傅里叶红外光度计；
Ｈｅｒａｔｈｅｒｍ ＯＭＨ１００ 干燥箱；ＣＷＦ １１ ／ ５ 高温炉。
１． ２　 试　 药　 甲苯咪唑原料由江西博莱大药厂有

限公司提供，批号为 ２０２００３２０；甲苯咪唑对照品系

统适用性对照品（来源 ／批号：ＥＰ ／ Ｂａｔｃｈ １． ２）、甲苯

咪唑 对 照 品 （ 来 源 ／批 号 ／含 量： ＵＳＰ ／ Ｒ０９６Ｅ０ ／
９９． ７％ ）。
２　 方法与结果

２． １　 性　 状

２． １． １ 　 颜色　 甲苯咪唑原料为白色结晶性粉末。
与《中国兽药典》２０１５ 年版（以下简称“兽药典”）
中对甲苯咪唑颜色描述一致。
２． １． ２ 　 溶解度　 分别考察甲苯咪唑原料在丙酮、
三氯甲烷、水、甲酸、冰醋酸、乙醇中的溶解度，测定

结果（表 １）与兽药典中对甲苯咪唑溶解度的规定

一致。

表 １　 甲苯咪唑原料溶解度

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｓｏｌｕｂｉｌｔｙ ｏｆ ｍｅｂｅｎｄａｚｏｌｅ ｒａｗ ｍａｔｅｒｉａｌ
溶剂 样品量 ／ ｇ 溶剂体积 ／ ｍＬ 结果 结论

丙酮 ０． ０１ ８０ 溶解 极微溶解

三氯甲烷 ０． ０１ ８０ 溶解 极微溶解

二氯甲烷 ０． ０１ １００ 未完全溶解 不溶

水 ０． ０１ １００ 未完全溶解 不溶

甲酸 １． ０ ８ 溶解 易溶

冰醋酸 ０． １ ９５ 溶解 微溶

乙醇（９５％ ） ０． ０１ １００ 未完全溶解 不溶

２． １． ３　 吸收系数　 取甲苯咪唑原料约 ５０ ｍｇ，精密

称定，加甲酸 ５ ｍＬ 使溶解，用异丙醇定量稀释制

成每１ ｍＬ 中约含 １０ μｇ 的溶液，在 ３１２ ｎｍ 的波长处

测定吸光度，考察吸收系数是否在 ４８５ 至 ５０５ 之间。
结果测得吸收系数（Ｅ１％

１ｃｍ）为 ４８９，符合兽药典规定。
２． ２　 鉴别

２． ２． １　 紫外鉴别　 取 ２． １． ３ 项下的溶液，考察甲苯

咪唑在 ３１２ ｎｍ 的波长处是否有最大吸收。 结果见

图 １，甲苯咪唑原料在 ３１２ ｎｍ 的波长处有最大吸收。

图 １　 甲苯咪唑原料紫外吸收光谱图

Ｆｉｇ １　 ＵＶ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｍｅｂｅｎｄａｚｏｌｅ ｒａｗ ｍａｔｅｒｉａｌ

２． ２． ２ 　 红外鉴别　 采用溴化钾压片法进行测定，
采集 ４０００ ～ ４００ ｃｍ － １波段红外光谱图，考察甲苯咪

唑原料与甲苯咪唑 ＵＳＰ 对照品的红外光吸收图谱

是否一致。 结果见图 ２ 和图 ３，甲苯咪唑原料的红

外光吸收图谱与 ＵＳＰ 对照品的图谱一致。
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图 ２　 ＵＳＰ 对照品红外光吸收图谱

Ｆｉｇ ２　 ＩＲ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ＵＳＰ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｍａｔｅｒｉａｌ

图 ３　 甲苯咪唑原料红外光吸收图谱

Ｆｉｇ ３　 ＩＲ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｍｅｂｅｎｄａｚｏｌｅ ｒａｗ ｍａｔｅｒｉａｌ

２． ３　 质量平衡法定值

２． ３． １　 有关物质 参照《欧洲药典》９． ０ 中甲苯咪唑

质量标准进行测定。
２． ３． １． １　 液相色谱条件 　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ Ｘｂｒｉｄｇｅ

Ｃ１８（４． ６ ｍｍ ×１５０ ｍｍ，５ μｍ）；流动相：７． ５ ｇ ／ Ｌ 乙

酸铵溶液（Ａ） － 乙腈（Ｂ），梯度洗脱（０ ～ １５ ｍｉｎ，

８０％ Ａ，２０％ Ｂ； １５ ～ ２０ ｍｉｎ， ７０％ Ａ， ３０％ Ｂ；
２０ ～ ２５ ｍｉｎ，４０％ Ａ，６０％ Ｂ； ２５ ～ ２６ ｍｉｎ，８０％ Ａ，
２０％ Ｂ； ２６ ～ ３０ ｍｉｎ， ８０％ Ａ， ２０％ Ｂ）； 流速：

１． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长：２５０ ｎｍ；进样量：１０ μＬ；柱
温：４０ ℃。

２． ３． １． ２　 供试品溶液的制备　 取甲苯咪唑原料约

２５ ｍｇ，精密称定，置 ２５ ｍＬ 量瓶中，加 Ｎ，Ｎ － 二甲

基甲酰胺（ＤＭＦ）使溶解并稀释至刻度，摇匀，即得。

２． ３． １． ３　 对照溶液的制备　 精密量取供试品溶液

１ ｍＬ，置 ２００ ｍＬ 量瓶中，加 ＤＭＦ 稀释至刻度，摇
匀，精密量取 ５ ｍＬ，置 １０ ｍＬ 量瓶中，加 ＤＭＦ 稀释

至刻度，摇匀，即得。
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２． ３． １． ４　 系统适用性溶液的制备　 取甲苯咪唑系

统适用性对照品（含杂质 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ 和 Ｇ）
５ ｍｇ溶于 ５ ｍＬ ＤＭＦ 中，摇匀，即得。
２． ３． １． ５ 　 测定结果　 为避免单人操作产生误差，
故选用两名实验室人员分别进行独立的有关物质

考察试验。 精密量取系统适用性溶液、供试品溶液

和对照溶液各 １０ μＬ，分别注入液相色谱仪，记录色

谱图。 在系统适用性色谱图（图 ４）中，杂质 Ａ、Ｂ、
Ｃ、Ｄ、Ｅ、Ｆ、Ｇ 和甲苯咪唑峰与相邻色谱峰的分离度

均符合要求。 从色谱图（图 ５）测定结果看，甲苯咪

唑原料有关物质包括七个已知杂质和两个未知杂

质。 按自身对照法以峰面积计算，甲苯咪唑原料纯

度分别为：９９． ９０％ 、９９． ９０％ 、９９． ９２％ 、９９． ９２％ ，均
值（ｎ ＝ ４）为 ９９． ９１％ 。
２． ３． ２　 干燥失重 　 参照《中国兽药典》２０１５ 年版

一部附录 ０８３１ 测定，测得甲苯咪唑原料减失重量

分别为 ０． １３％ 、０． １０％ 、０． １４％ 、０． １２％ ，均值（ｎ ＝
４）为 ０． １２％ 。

图 ４　 有关物质考察的系统适用性溶液色谱图

Ｆｉｇ ４　 Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｙｓｔｅｍ ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｔｅｓｔ

图 ５　 有关物质考察的供试品溶液色谱图

Ｆｉｇ ５　 Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｅｓｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｔｅｓｔ
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２． ３． ３　 炽灼残渣　 炽灼残渣反映无机杂质的量。
参照《中国兽药典》２０１５ 年版一部附录 ０８４１ 测定，测
得甲苯咪唑原料中炽灼残渣含量分别 ０． ０３６％、
０ ０２０％、０． ０４０％、０． ０４０％，均值（ｎ ＝４）为 ０． ０３４％。
２． ３． ４　 质量平衡法计算结果　 采用含量 ＝ 色谱纯

度 × （１ － 干燥失重含量 － 炽灼残渣含量） × １００％
计算甲苯咪唑原料中甲苯咪唑含量为 ９９． ９１％ ×
（１ － ０． １２％ －０． ０３４％ ） ×１００％ ＝９９． ７６％
２． ４　 容量法定值　 参照《中国兽药典》２０１５ 年版一

部中甲苯咪唑质量标准进行测定。 取本品约 ０ ２５
ｇ，精密称定，加甲酸 ８ ｍＬ 溶解后，加冰醋酸 ４０ ｍＬ
与醋酐 ５ ｍＬ，照电位滴定法（附录 ０７０２ 第一法），用
高氯酸滴定液（０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ）滴定，并将滴定结果用空

白试验校正。 按照含量 ＝ Ｆ × （Ｖ － Ｖ空） × Ｔ ／Ｗ供 ×
１００％计算甲苯咪唑含量，其中 Ｔ ＝ ２９． ５３ ｍｇ ／ ｍＬ，
Ｆ 为高氯酸滴定液（０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ）经标定后的浓度值。
测 定 结 果 分 别 为 ９９． ９１％、 ９９ ８５％、 ９９ ９３％、
９９ ９３％、９９． ８７％，均值（ｎ ＝５）为 ９９． ９０％。
２． ５ 液相色谱外标法定值　 参照 ＵＳＰ４３ － ＮＦ３７ 中

甲苯咪唑质量标准进行测定。
２． ５． １ 　 液相色谱条件 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ Ｘｂｒｉｄｇｅ Ｃ１８

（４． ６ ｍｍ ×１５０ ｍｍ，５ μｍ）；流动相：７． ５ ｇ ／ Ｌ 乙酸铵

溶液（Ａ） －乙腈（Ｂ），梯度洗脱（０ ～ １５ ｍｉｎ，８０％ Ａ，
２０％ Ｂ； １５ ～ ２０ ｍｉｎ，７０％ Ａ，３０％ Ｂ； ２０ ～ ２５ ｍｉｎ，
４０％ Ａ，６０％ Ｂ； ２５ ～ ２６ ｍｉｎ，８０％ Ａ，２０％ Ｂ； ２６ ～

３０ ｍｉｎ，８０％ Ａ，２０％ Ｂ）；流速：１． ２ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波

长：２５０ ｎｍ；进样量：１０ μＬ；柱温：４０ ℃。
２． ５． ２　 供试品溶液的制备 　 取甲苯咪唑原料约

２５ ｍｇ，精密称定，置 １００ ｍＬ 量瓶中，加 ＤＭＦ 使溶

解并稀释至刻度，摇匀；精密量取 ５ ｍＬ，置 ２５ ｍＬ 量

瓶中，加 ＤＭＦ 稀释至刻度，摇匀，即得。
２． ５． ３　 对照品溶液的制备　 取甲苯咪唑对照品约

２５ ｍｇ，精密称定，置 １００ ｍＬ 量瓶中，加 ＤＭＦ 使溶

解并稀释至刻度，摇匀；精密量取 ５ ｍＬ，置 ２５ ｍＬ 量

瓶中，加 ＤＭＦ 稀释至刻度，摇匀，即得。
２． ５． ４ 杂质 Ｄ 储备液的制备 　 取杂质 Ｄ ５ ｍｇ 置

５０ ｍＬ量瓶中，加 ＤＭＦ 溶解并稀释至刻度，摇匀，
即得。
２． ５． ５　 系统适用性溶液的制备　 取甲苯咪唑对照

品约 ２５ ｍｇ，精密称定，置 １００ ｍＬ 量瓶中，加 ＤＭＦ
溶解并稀释至刻度，摇匀，精密量取 ５ ｍＬ 置 ２５ ｍＬ
量瓶中，加杂质 Ｄ 储备液 １２５ μＬ，加 ＤＭＦ 稀释至

刻度，摇匀，即得。
２． ５． ６ 测定结果　 精密量取系统适用性溶液、供试

品溶液和对照溶液各 １０ μＬ，分别注入液相色谱仪，
记录色谱图。 在系统适用性色谱图（图 ６）中，甲苯

咪唑峰与杂质 Ｄ 峰的分离度为 ６． ８，符合兽药典规

定。 平行制备 ５ 份供试品溶液，测定结果分别为

１００． １４％ 、１００． １０％ 、９９． ８６％ 、９９． ６８％ 、９９ ７２％ ，
均值（ｎ ＝ ５）为 ９９． ９０％ 。

图 ６　 高效液相色谱外标法系统使用性溶液

Ｆｉｇ ６　 Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｙｓｔｅｍ ｓｕｉｔａｂｉｌｉｔｙ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎ ａｓｓａｙ
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３　 讨　 论

国家对照品的研制过程中，最重要的就是确保

定值准确。 《标准物质定值的通用原则及统计学原

理》中列出 ５ 种定值方式，单一实验室通常采用两

种或更多不同原理的独立参考方法定值。 因此，本
次研究采用质量平衡法、容量法、高效液相色谱法 ３
种不同原理的定值方法测定甲苯咪唑的含量，测定

结果基本一致，相互佐证，充分说明了定值的准

确性。
有效期是标准物质的重要变量，也是研制中关

注的重点之一［３］。 目前，欧洲药品质量管理局

（ＥＤＱＭ）、美国药典委员会（ＵＳＰ）和中国食品药品

检定研究院（ＮＩＦＤＣ）等机构均采用定期检测稳定

性后，通过网站等方式告知客户是否稳定，能否继

续使用的方式代替规定有效期。 这种方式不但避

免了由于有效期制定过长产生的用户测定结果偏

差的情况，还能减少有效期制定过短带来的浪费现

象。 本次研制的甲苯咪唑对照品也不规定有效期，
通过定期监测稳定性的方式来保证在售对照品的

产品质量。
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