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［摘　 要］ 　 建立了兽用林可霉素注射液中非法添加盐酸左旋咪唑的高效液相色谱检测方法。 采用

Ｗａｔｅｒｓ Ａｔｌａｎｔｉｓ® Ｔ３ Ｃ１８（４． ６ × ２５０ ｍｍ， ５ μｍ）色谱柱分离，以磷酸二氢钠溶液 － 甲醇（７０∶ ３０）作为

流动相进行等度洗脱（流速 １． ００ ｍＬ ／ ｍｉｎ），用二极管阵列检测器在 ２３０ ｎｍ 波长处进行测定，考察此

色谱条件下方法的专属性、线性、回收率、精密度、检测限和耐用性。 结果表明，盐酸左旋咪唑在进

样浓度为 ０． ０２ ～ ０． ４ ｍｇ ／ ｍＬ 时呈良好的线性关系，Ｒ２ ＝ ０． ９９９９；重复性试验 ＲＳＤ 为 ０． ６％ ；平均回

收率为 ９９． ７％ ；检测限为 ０． ０００２ ｍｇ ／ ｍＬ，定量限为 ０． ００１６ ｍｇ ／ ｍＬ。 该方法准确、简便、可行，适用

于林可霉素注射液中盐酸左旋咪唑的检测。
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ｓｉｍｐｌｅ， ａｃｃｕｒａｔｅ， ｆｅａｓｉｂｌｅ， ｓｏ ｉｔ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｗｈｉｃｈ ｉｓ ｉｌｌｅｇａｌｌｙ ａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄ

ｉｎｔｏ ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ；ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅ；ｄｅｔｅｃｔ

　 　 盐酸左旋咪唑（ ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ），是一

种广谱抗线虫药，对马、牛、绵羊、猪、犬和鸡的大多

数线虫具有活性，还能明显提高免疫反应。 在兽医

临床上用作牛、羊、猪、犬、猫和禽的胃肠道线虫、肺
线虫以及犬心丝虫和猪肾虫感染的治疗，也用于免

疫功能低下动物的辅助治疗和提高疫苗免疫效

果［１］。 但该药具有潜在的基因毒性，摄入过量对

皮肤、神经、消化、心血管、免疫等多个系统造成

损害，导致癌变、畸变，甚至死亡 ［２］ 。 兽医临床

使用 剂 量 为 每 日 ７ ． ５ ｍｇ ／ ｋｇ， 禽 类 为 每 日

７ ． ５ ｍｇ ／ ｋｇ。 国内对肉源性组织和生鲜乳中左旋

咪唑残留已经发布了相关标准 ［３ － ４］ ，但饲料和兽

药中非法添加左旋咪唑还缺少相关的检验标准，
导致检出左旋咪唑而无法判定的情况。 在 ２０２０
年兽药检测过程中，按照《农业农村部公告 １６９
号》 ［５］ 筛查后，就发现一例林可霉素注射液中非

法添加盐酸左旋咪唑的案例，针对出现的左旋咪

唑添加物，开展方法学研究，建立林可霉素注射

液非法添加盐酸左旋咪唑的 ＨＰＬＣ 检测方法，以
期对林可霉素注射液质量控制和左旋咪唑的相

关检测标准的制定提供参考。
１　 材料与方法

１． １　 材料

１． １． １ 　 药 品 与 试 剂 　 Ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅ Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ
（９９． ９％ ， ＴＭｓｔａｎｄａｒｄ）；甲醇（色谱纯，天津市科密

欧化学试剂）；磷酸二氢钠（分析纯，天津市科密欧

化学试剂）；三乙胺（分析纯，天津市科密欧化学试

剂）；氢氧化钠（分析纯，天津市科密欧化学试剂）；
盐酸林可霉素注射液（１０ ｍＬ：０． ３ ｇ）：四川显华动

物药业有限公司，经检测不含盐酸左旋咪唑。
１． １． ２ 　 仪器设备 　 ＢＳ２１Ｓ 电子天平（ Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ）；
２６９５ 高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ）；２９９８ 二极管阵列

检测器（Ｗａｔｅｒｓ）；超声波清洗机（上海科导超声仪

器有限公司）。

１． ２　 方法

１． ２． １　 色谱条件　 Ｗａｔｅｒｓ Ａｔｌａｎｔｉｓ® Ｔ３ Ｃ１８ 色谱柱

（４． ６ × ２５０ ｍｍ，５ μｍ）；流动相：磷酸二氢钠溶液

（取磷酸二氢钠 ３． ０ ｇ，加水 １０００ ｍＬ，加三乙胺

０． ５ ｍＬ，用饱和氢氧化钠溶液调节 ｐＨ 值至 ７． ０） －
甲醇（７０∶ ３０）；流速 １． ００ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温 ３０． ０ ℃；检
测波长 ２３０ ｎｍ；进样体积 １０． ０ μＬ。
１． ２． ２　 供试品溶液的制备 　 溶剂空白溶液的制

备：取甲醇试剂，过滤后作为溶剂空白溶液。 对照

品溶液的制备：精密称取盐酸左旋咪唑对照品适

量，用甲醇溶解并稀释成 ０． １ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶液。 样品

空白溶液的制备：精密量取不含盐酸左旋咪唑的盐

酸林可霉素注射液 １ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加甲

醇稀释至刻度，摇匀；精密量取 １ ｍＬ，置 ２５ ｍＬ 容量

瓶中， 加甲醇稀释至 ０． ０２４ ｍｇ ／ ｍＬ 的盐酸林可霉

素溶液，作为空白样品溶液。 阳性添加溶液的制

备：在林可霉素注射液中添加盐酸左旋咪唑对照

品，用甲醇配制成含盐酸左旋咪唑 ０． １ ｍｇ ／ ｍＬ 的溶

液，作为阳性添加溶液。
１． ２． ３　 专属性 　 按 １． ２． １ 项色谱条件，对 １． ２． ２
项中的试剂空白溶液、对照品溶液、样品空白溶液、
阳性添加溶液分别进样，对色谱图进行比对。
１． ２． ４　 最低检测限和定量限　 按 １． ２． １ 项色谱条

件，将对照品溶液逐级稀释，分别配制成浓度为

０ ００３２、０． ００１６、０． ０００８、０． ０００４、０． ０００２、０． ０００１ ｍｇ ／ ｍＬ
的溶液注入高效液相色谱仪，同时记录色谱图及光

谱图。 将信噪比大于等于 ２ 时对应的浓度定义为

最低检测限，将信噪比大于等于 １０ 时对应的浓度

定义为定量限。
１． ２． ５ 　 精密度　 采用重复性试验考察，精密称取

盐酸左旋咪唑对照品 １０ ｍｇ，定容于 １００ ｍＬ 容瓶

中，配制成浓度为 ０． １ ｍｇ ／ ｍＬ 盐酸左旋咪唑对照品

溶液，将其重复进样 ６ 次，进样体积为 １０． ０ μＬ，记
录色谱图，计算其峰面积相对标准偏差（ＲＳＤ）。
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１． ２． ６　 线性关系　 精密称取盐酸左旋咪唑对照品

１００ ｍｇ，置 １００ ｍＬ 容量瓶中，用甲醇定容至刻度，
摇匀，精密量取 １、２、３、５、１０、２０ ｍＬ 分别置 ５０ ｍＬ
容量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，过滤后取精密

量取 １０． ０ μＬ 注入液相色谱仪，记录色谱图。 按盐

酸左旋咪唑对照品溶液浓度与对应的盐酸左旋咪

唑峰面积作标准曲线，计算回归方程和相关系数。
１． ２． ７　 回收率　 取 １ ｍＬ 盐酸林可霉素注射液，添
加盐酸左旋咪唑对照品 １００ ｍｇ，置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，
加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀；再精密量取１ ｍＬ置
２５ ｍＬ 容量瓶中，加甲醇至刻度，摇匀，作为供试品溶

液，平行配制 ６ 份。 对照品溶液的配制同 １． ２． ２ 项。
分别精密量取供试品和对照品溶液 １０ ０ μＬ 注入液

相色谱仪，记录色谱图，按外标法计算峰面积。

１． ２． ８ 　 耐用性 　 考察 ３ 个不同的色谱柱（Ｗａｔｅｒｓ
Ｓｕｎｆｉｒｅ® Ｃ１８ ４． ６ × ２５０ ｍｍ， ５ μｍ、Ｗａｔｅｒｓ Ａｔｌａｎｔｉｓ®

Ｃ１８ ４． ６ × ２５０ ｍｍ， ５ μｍ、Ｗａｔｅｒｓ Ａｔｌａｎｔｉｓ® Ｔ３ Ｃ１８
４． ６ × ２５０ ｍｍ， ５ μｍ），３ 个不同的柱温 （２０． ０、
２５ ０、３０． ０ ℃），３ 个不同的 ｐＨ 值（６． ８、７． ０、７． ２），
流动相甲醇的比例分别为 ２８％ 、３０％ 、３２％时，对峰

保留时间、理论板数等方面的影响。
２　 结果与分析

２． １　 专属性　 结果如图 １ 所示，对照品溶液和阳

性添加溶液在 ３９ ｍｉｎ 左右出峰，且光谱图无差异，
空白溶剂和盐酸林可霉素样品在 ３９ ｍｉｎ 左右均无

色谱峰出现。 说明在此色谱条下盐酸林可霉素不

影响酸左旋咪唑的检测，甲醇溶剂对左旋咪唑的检

测亦没有干扰。

ａ． 溶剂空白溶液 ｂ． 对照品溶液 ｃ． 样品空白溶液 ｄ． 阳性添加溶液

图 １　 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ＨＰＬＣ

２． ２　 最低检测限和定量限　 对逐级稀释后的盐酸

左旋咪唑溶液测定后，结果显示，盐酸左旋咪唑浓

度为 ０． ０００２ ｍｇ ／ ｍＬ 时信噪比为 ２． ８， 浓度为

０ ００１６ ｍｇ ／ ｍＬ 时信噪比为 １１． ６，所以盐酸左旋咪

唑的最低检测限为 ０． ０００２ ｍｇ ／ ｍＬ， 定量限为

０ ００１６ ｍｇ ／ ｍＬ。

２． ３　 精密度　 对重复性试验记录的色谱图进行处

理，计算 ６ 次进样的峰面积 ＲＳＤ 为 ０． ６％ ，表明本

方法具有良好的重复性，符合精密度试验的要求。

２． ４　 线性关系　 将浓度分别为 ０． ０２、０． ０４、０． ０６、

０． １、０． ２、０． ４ ｍｇ ／ ｍＬ 的左旋咪唑溶液色谱图进行

处理，分别计算其峰面积。 以盐酸左旋咪唑浓度为

横坐标 ｘ，峰面积（ＡＵ）为纵坐标 ｙ，绘制标准曲线，

其线性回归方程为 ｙ ＝ １． ５２８ × １０７ｘ － １４６８９，Ｒ２ ＝

·７２·
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０． ９９９９（图 ２）。 表明盐酸左旋咪唑在浓度 ０． ０２ ～ ０． ４ ｍｇ ／ ｍＬ 时，线性关系良好。

图 ２　 盐酸左旋咪唑标准曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ

２． ５　 回收率　 将 ６ 份添加浓度为 ０． ０８ ｍｇ ／ ｍＬ 的

供试品溶液的色谱图进行处理，分别计算峰面积

值，按外标法计算盐酸左旋咪唑的含量，平均回收

率为 ９９． ７％ ，ＲＳＤ 为 ０． ８％ 。 结果见表 １。
表 １　 盐酸林可霉素注射液中盐酸左旋咪唑

回收率试验结果（ｎ ＝６）

Ｔａｂ１　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ ｏｆ ｌｅｖａｍｉｓｏｌｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｌｌｅｇａｌｌｙ

ａｄｕｌｔｅｒａｔｅｄ ｉｎｔｏ ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌ
ａｍｏｕｎｔ ／

ｍｇ

Ｄｅｔｅｃｔｅｄ
ａｍｏｕｎｔ ／

ｍｇ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｅ ／
％

Ａｖｅｒａｇｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｙ
ｒａｔｅ ／ ％

ＲＳＤ ／
％

１００． ５

１０１． １

９９． ５

９９． ９

１００． ８

９９． ６

１００． ０

１００． ２

９９． ８

９９． ３

９９． ９

１００． ５

９９． ５０

９９． １０

１００． ３０

９９． ３９

９９． １０

１００． ９０

９９． ７ ０． ８

２． ６　 耐用性　 试验结果显示，使用 ３ 种色谱柱分

离后结果显示，Ｔ３ 色谱柱的理论板数和峰形明显

优于其它色谱柱，分析 Ｔ３ 色谱柱具有亲水性强的

特点，当流动相水相占比例较大时，采用此种色谱

柱可以有效提高盐酸左旋咪唑的理论板数；柱温的

升高可以使盐酸左旋咪唑的保留时间略有提前，但
３ 个柱温条件下无明显差异（保留时间差值小于

１ ｍｉｎ），柱温的提高有利于增加盐溶液的溶解性，

提高其流动性、降低流路压力，但柱温的设定还需

要参考实验室内的室温，避免与室温相差太大；３
个 ｐＨ 值条件下，盐酸左旋咪唑的保留时间差小于

１ ｍｉｎ、峰面积相对偏差小于 １． ５％ 、理论板数相对

偏差小于 １． ５％ ，均无明显差异，提示 ｐＨ 的变化对

实验影响不大；流动相中有机相甲醇的比例升高可

以缩短目标峰的出峰时间，但由于无机相为盐溶

液，有机相比例的升高会加大色谱柱的柱压，甚至

导致管路堵塞，在有机相甲醇比例为 ３０％ 以下时，

能达到稳定的柱压，甲醇比例在 ２８％时保留时间较

３０％ 时延后，且理论板数降低，说明甲醇比例在

３０％时系统稳定性和理论板数最好。
供试品溶液色谱图中如出现与盐酸左旋咪唑

对照品色谱峰保留时间一致的峰（差异小于等于

５％ ），且为单一物质峰；在 ２００ ～ ４００ ｎｍ 范围波长

内，二者紫外光谱图一致，最大吸收波长无明显差

异（差异小于等于 ± ２ ｎｍ），判为检出盐酸左旋咪

唑。 供试品溶液色谱图中的峰保留时间与盐酸左

旋咪唑对照品峰相同，但峰面积小于检测限峰面

积，判定为未检出盐酸左旋咪唑。

３　 讨论与结论

３． １　 添加目的分析　 盐酸林可霉素临床用于治疗

猪痢疾的常用药物［６］，抗菌谱广，对敏感葡萄球菌

·８２·
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属、链球菌属、肺炎链球菌及一些敏感性厌氧菌所

致的呼吸道感染、肠道感染、皮肤软组织感染都有

效果。 同时在联合交叉用药时，不会产生耐药

性［７］。 盐酸左旋咪唑针对动物肠道球虫病所致的

感染有增效作用［８ － ９］，还可以提高免疫［１０ － １１］。 林

可霉素制剂中添加盐酸左旋咪唑的问题鲜有报道，
我院也是首次在林可霉素注射液中检出盐酸左旋

咪唑，林可霉素与此抑菌药配伍后，可以显著增强

其药用效果。 但添加的剂量无法控制，超量易导致

动物死亡［１２ － １４］。

３． ２　 检测波长的选择　 将二极管阵列检测器记录

的盐酸左旋咪唑的 ３Ｄ 色谱图放大，可以看到在

２３０ ｎｍ 处左旋咪唑的峰强度最强，响应值最大，且
无干扰，所以在 ２３０ ｎｍ 通道监测和记录。
３． ３　 方法评价　 盐酸林可霉素注射液在与盐酸左

旋咪唑对照品相同的保留时间处无色谱峰出现，说
明林可霉素对盐酸左旋咪唑的检查无干扰，即本检

查法适用于盐酸林可霉素注射液。 与传统的容量

分析法和气相、液质等方法相比，高效液相法具有

方便迅速、灵敏度高、线性关系良好、精密度高的优

点，是国内外普遍使用的方法［１５ － １７］。 由于林可霉

素注射液的基质效应弱，缓冲盐的洗脱能力好，可
以达到较高的回收率（９９． ７％ ），有利于对非法添加

物质进行定量分析。 在实际监测过程中，结合现有

的筛查标准还可以实现多组份同时筛查添加物质，
省时省力。

建立了高效液相色谱法测定盐酸林可霉素注

射液中非法添加盐酸左旋咪唑的检查方法。 试验

结果表明，本方法专属性、精密度、线性、回收率试

验均符合《中国兽药典 ２０１５ 年版一部》 ［１８］ 的要求，

能有效检测盐酸林可霉素注射液中是否添加盐酸

左旋咪唑及添加量。
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ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ， ２０１４， ４４（８）：２６ － ２７．

［１０］ 叶雪丹， 徐彤彤， 陆园园，等． 盐酸左旋咪唑对免疫低下小鼠
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Ｊｏｕｒａｎｌ ｏｆ ｔｈｅ Ａｍｅｒｉｃａｎ ａｃａｄｅｍｙ ｏｆ ｄｅｒｍａｔｏｌｏｇｙ， ２０１３， ６９（６）：
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ｌｙｔｉｃａ Ｃｈｉｍｉｃａ Ａｃｔａ， ２００３， ４８３： ２１５ – ２２４．
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ｎａｌ ｏｆ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ Ｂ， ２００３， ７９６： ３７１ – ３７７．

［１７］ 周芷锦， 林仙军， 王 彬， 等． ＨＰＬＣ 法测定盐酸左旋咪唑片

的含量研究［Ｊ］ ． 中国兽药杂志， ２０１９， ５３（８）：１００２ － １２０８．
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