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［摘　 要］ 　 建立了同时测定兽药复方酮康唑软膏中酮康唑、甲硝唑含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）
法。 采用 Ｃ１８色谱柱，甲醇 －水为流动相，梯度洗脱，检测波长 ２３９ ｎｍ。 结果表明，酮康唑和甲硝唑 ２
种成分线性关系良好（ｒ ＞ ０． ９９９）。 在 ３ 个不同浓度水平下酮康唑和甲硝唑平均加样回收率分别为

９７． ８％ 和 １００． ０％ ，溶液稳定性和方法重复性的 ＲＳＤ 均小于 １％ 。 应用该方法对三个不同厂家的样

品中两种成分的含量进行了测定，结果与《兽药质量标准》（２０１７ 年版）方法一致。 本方法简便，可
靠，专属性强，重现性好，为兽药复方酮康唑软膏的质量控制提供了技术支撑。
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ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅｓ ｏｆ ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ ａｎｄ ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ ｉｎ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ９７． ８％ ａｎｄ １００． ０％ ，
ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ＲＳＤ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １％ ． Ｔｈｉｓ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｏｎｔｅｎｔｓ ｏｆ ｔｗｏ ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｔｈｒｅｅ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓ，
ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｗｅｒｅ ｃｏｎｓｉｓｔｅｎｔ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｏｆ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｓｔａｎｄａｒｄｓ ｆｏｒ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇｓ （２０１７ ｅｄｉｔｉｏｎ）． Ｔｈｉｓ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｒｅｌｉａｂｌｅ， ｓｐｅｃｉｆｉｃ ａｎｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｌｅ， ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅ ｔｈｅ ｔｅｃｈｎｉｃａｌ ｓｕｐｐｏｒｔ ｆｏｒ ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｏｎｔｒｏｌ
ｏｆ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ ｏｉｎｔｍｅｎｔ ｏｆ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＨＰＬＣ； ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ ｏｉｎｔｍｅｎｔ ｏｆ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇ；ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ； ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ

　 　 兽药复方酮康唑软膏用于治疗犬猫真菌病、厌
氧菌等引起的细菌性皮肤病［１］。 以酮康唑、甲硝唑

为主药，加入薄荷脑、助悬剂，抗氧化剂等制成。 现

有检测方法收录在《兽药质量标准（２０１７ 版）》化学

药品卷，酮康唑和甲硝唑的含量是通过分别提取

后，采用紫外 －可见分光光度法分别测定。 该方法

需要分别提取，且提取方法复杂，尤其是酮康唑的

测定方法，需要先用 ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液提取 ３ 次，
再用三氯甲烷萃取 ３ 次，操作繁琐，耗时久，且有机

溶媒使用量大（一次检验需易制毒试剂三氯甲烷

３００ 多毫升）。 中国药典抗真菌感染药复方酮康唑

乳膏中酮康唑的含量测定采用液相色谱法［２ － ３］，但
其处方中不含甲硝唑。 陆国庆等［４］ 曾尝试用高效

液相色谱法等度洗脱同时检测酮康唑乳膏中酮康

唑与甲硝唑的含量，但甲硝唑出峰时间太早，不能

与溶剂峰能很好地基线分离，且制剂处方相差较

大。 本试验拟采用反相高效液相色谱梯度洗脱方

式，同时测定兽药复方酮康唑软膏制剂中酮康唑和

甲硝唑 ２ 种药效成分的含量，旨在为兽药复方酮康

唑软膏的质量控制提供技术支撑。
１　 材料与方法

１． １　 仪器　 ＢＴ１２５Ｄ 型电子天平（梅特勒 －托利多

仪器有限公司）；Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 型高效液相色谱仪配

带二极管阵列检测器（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）。
１． ２ 　 药 品 与 试 剂 　 酮 康 唑 对 照 品 （ 批 号：
１００２９４ － ２０１９０４，含量 ９９． ８％ ）、甲硝唑对照品（批
号：１００１９１ － ２００３０５，含量 ９９． ６％ ），均购自中国食

品药品检定研究院；甲醇、乙醇均为色谱纯，德国默

克公司生产；水为符合 ＧＢ ／ Ｔ ６６８２ 标准的超纯水。
复方酮康唑软膏（批号：２０２１０１１０）及软膏空白

基质均由青岛欧博方医药科技有限公司提供。
１． ３ 　 色谱条件 　 色谱柱为 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ

Ｃ１８柱（４． ６ × １５０ ｍｍ，５ μｍ），柱温：３０ ℃，流速：１ ０

ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长：２３９ ｎｍ；进样体积：１０ ｕＬ，流动

相为甲醇 －水，梯度洗脱程序见表 １。

表 １　 液相色谱梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 ＨＰＬＣ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｇｒａｍ
时间 ／ ｍｉｎ 甲醇 ／ ％ 水 ／ ％

０ １７ ８３
６ １７ ８３
７ ８０ ２０
２０ ８０ ２０
２１ １７ ８３
２５ １７ ８３

１． ４　 溶液的制备

１． ４． １ 　 对照品溶液的制备　 酮康唑对照品溶液：
称取酮康唑对照品约 １６ ｍｇ，精密称定，置 １０ ｍＬ 量

瓶中，加无水乙醇溶解并稀释至刻度，摇匀即得。
甲硝唑对照品溶液：称取甲硝唑对照品约

３２ ｍｇ，精密称定，置 １０ ｍＬ 量瓶中，加无水乙醇溶

解并稀释至刻度，摇匀即得。
混合对照品溶液： 分别精密量取甲硝唑对照品

溶液、酮康唑对照品溶液各 １ ｍＬ，置同一 １０ ｍＬ 量瓶

中，加溶剂（初始比例流动相）稀释至刻度，摇匀即得

（约含酮康唑 ０． １６ ｍｇ ／ ｍＬ，甲硝唑唑 ０． ３２ ｍｇ ／ ｍＬ）。
１． ４． ２　 供试品溶液的制备　 取本品约 ４ ｇ，精密称

定，加无水乙醇 ２０ ｍＬ，置 ８０ ℃水浴中加热使样品

全部溶解［２，５］，转移移至 ５０ ｍＬ 量瓶中，用适量无水

乙醇冲洗烧杯 ３ 次，放冷至室温，用无水乙醇稀释

至刻度，摇匀。 置冰浴中冷却 ２ ｈ［６ － ８］，过滤，弃去
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初滤液（约 ５ ｍＬ），取续滤液放置至室温。 精密量

取续滤液 ２ ｍＬ，置 １０ ｍＬ 量瓶中，用溶剂（初始比

例流动相）稀释至刻度，摇匀即得供试品溶液。 （约
含酮康唑 ０． １６ ｍｇ ／ ｍＬ；甲硝唑 ０． ３２ ｍｇ ／ ｍＬ）。
１． ４． ３　 软膏基质样品溶液的制备　 取处方中除去

甲硝唑、酮康唑制成的软膏基质样品，按照２． ２． ２项
下方法制备，即得。
２　 结果与分析

２． １　 系统适用性试验　 分别精密吸取混合对照品

溶液、供试品溶液、软膏基质样品溶液各 １０ μＬ，按
１． ３ 项下色谱条件进样测定。 结果显示，甲硝唑峰和

酮康唑峰理论板数均大于 ４０００，甲硝唑与酮康唑的

分离度大于 ２５，完全分离，且基质无干扰。 对照溶

液、供试品溶液及软膏基质样品溶液色谱图见图 １。

Ａ：甲硝唑、酮康唑混合对照品溶液色谱图；

Ｂ：软膏基质样品溶液色谱图；Ｃ：供试品溶液色谱图。

Ａ： Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ ａｎｄ ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ ｍｉｘｅｄ ｃｏｎｔｒｏｌ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｂ： Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｏｉｎｔｍｅｎｔ ｍａｔｒｉｘ ｓａｍｐｌｅ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ；Ｃ： Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ．

图 １　 ＨＰＬＣ 色谱图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

２． ２　 线性关系试验 　 将甲硝唑、酮康唑对照品溶

液，分别稀释成含甲硝唑 ０ １２８、０． １９２、０． ２５６、

０ ３２０、０． ３８４、０． ５１２ ｍｇ ／ ｍＬ，含酮康唑 ０． ０６４、
０ ０９６、０． １２８、０． １６０、０． １９２、０． ２５６ ｍｇ ／ ｍＬ 的混合

溶液（标液浓度相当于供试品含量相当于标示量的

４０％ 、６０％ 、８０％ 、１００％ 、１２０％ 、１６０％ ），照 １． ３ 项

下色谱条件进样 １０ μＬ，记录色谱图。 以峰面积为

纵坐标（Ｙ），浓度为横坐标（Ｘ），绘制标准曲线，甲
硝唑的线性回归方程为 ｙ ＝ １０． ０１４ｘ ＋ ４０． ２９，
Ｒ２ ＝ ０． ９９９７； 酮 康 唑 的 线 性 回 归 方 程 为 ｙ ＝

１５ ３３７ｘ ＋ ４０． ５０５， Ｒ２ ＝ ０． ９９９５。 表明甲硝唑在

０． １２８ ～ ０． ５１２ ｍｇ ／ ｍＬ、酮康唑在 ０． ０６４ ～ ０． ２５６
ｍｇ ／ ｍＬ 范围内，线性关系良好。
２． ３ 　 精密度试验 　 精密吸取含甲硝唑 ０． ３２
ｍｇ ／ ｍＬ、酮康唑 ０． １６ ｍｇ ／ ｍＬ 的混合对照品溶液，
按 １． ３ 项下色谱条件进样测定 ６ 次，记录色谱图。
结果表明，甲硝唑峰面积的 ＲＳＤ 为 ０． ２％ ，酮康唑

峰面积 ＲＳＤ 为 ０． ３％ ，证明本方法精密度良好。
２． ４ 　 溶液稳定性实验　 取供试品溶液室温放置，
分别于 ０、４、８、１２、１８、２４、３６、４８ ｈ，进样测定，考察

供试品溶液的稳定性。 ４８ ｈ 内两组分含量的 ＲＳＤ
分别为 ０． ９９％ 、０． ９４％ ，结果表明供试品溶液在

４８ ｈ内稳定。
２． ５　 重复性试验　 精密称定复方酮康唑软膏样

品（批号： ２０２１０１１０，实际投料量为标示量的

１００％ ） ６ 份，每份约 ４ ｇ，按照 １ ． ４ ． ２ 项下的方

法制成供试品溶液，按 １ ． ３ 项下色谱条件进样测

定，记录色谱图，以峰面积计算供试品中甲硝唑、
酮康唑的含量，结果见表 ２，表明本方法重复性

良好。

表 ２　 重复性试验结果（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｐｅａｔｅｄ ｔｒｉａｌｓ （ｎ ＝ ６）

样品
甲硝唑 酮康唑

含量 ／ ％ 平均含量 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 含量 ／ ％ 平均含量 ／ ％ＲＳＤ ／ ％

１ １００． ４４

２ １００． ８０

３ ９８． ７９

４ １００． ３２

５ １０１． １７

６ １００． ０１

１００． ３ ０． ８２

９９． ３１

９８． ９８

９７． ５５

９９． ３７

１００． ００

９９． ０３

９９． ０ ０． ８３

·９４·
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２． ６　 加样回收率试验 　 称取软膏基质样品共 ９
份，每份约 ４ ｇ，精密加入含量相当于标示量 ８０％ 、
１００％ 、１２０％的对照品溶液，按照 １． ４． ２ 项下的方

法制成供试品溶液，按 １． ３ 项下色谱条件进样测

定，记录色谱图，以峰面积计算基质添加样品中甲

硝唑、酮康唑的含量，计算回收率。 甲硝唑平均回

收率为 １００． ０％ ，ＲＳＤ 为 ０． ８５％ ，酮康唑平均回收

率为 ９７． ８％ ，ＲＳＤ 为 １． ２８％ （ｎ ＝ ９）（表 ３）。

表 ３　 加样回收试验结果及 ＲＳＤ（ｎ ＝９）

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ ａｎｄ ＲＳＤ（ｎ ＝９）

样品

甲硝唑 酮康唑

回收
率 ／ ％

平均回
收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 回收

率 ／ ％
平均回
收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

８０％ －１ １００． ２１

８０％ －２ ９８． ６３

８０％ －３ １００． １１

１００％ －１ ９９． ３６

１００％ －２ ９９． ９９

１００％ －３ ９９． ０４

１２０％ －１ １０１． ２７

１２０％ －２ １００． ３３

１２０％ －３ １００． ８９

１００． ０ ０． ８５

９７． ８５

９５． ２５

９６． ８６

９９． ２８

９９． ００

９８． １７

９８． ８１

９７． ２１

９８． １５

９７． ８ １． ２８

２． ７　 实际样品含量测定　 取 ３ 批不同厂家的已经

检验合格的报批检验样品进行复检，按照 １． ４． ２ 项

下的方法制成供试品溶液，按 １． ３ 项下色谱条件进

样测定，记录色谱图，以峰面积计算供试品中甲硝

唑、酮康唑的含量。 结果表明，甲硝唑、酮康唑含

量测定结果与《兽药质量标准（２０１７版）》检测结果

相一致，进一步证明了该方法的准确性（表 ４）。

表 ４　 不同生产厂家样品含量测定结果

Ｔａｂ ４　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｍａｎｕｆａｃｔｕｒｅｒｓ

样品批号
本方法测定样品含量 标准方法测定样品含量

酮康唑 ／ ％ 甲硝唑 ／ ％ 酮康唑 ／ ％ 甲硝唑 ／ ％
２０２１０８２４１ １０２． ５ １０１． １ １０２． ８ １００． ６
２０２００９２３１ １０３． ９ １０４． ２ １０４． ３ １０３． ８
２０２１０７２１１ １０５． ２ １０３． ３ １０４． ８ １０２． ８

３　 讨 论

３． １　 色谱条件的选择　 对于检测波长的选择，用
乙醇做溶剂时，甲硝唑和酮康唑两种组分的紫外吸

收图谱见图 ２。 通过二极管阵列检测器，全波长扫

描采集图谱后，提取色谱图，最终确定采集波长为

２３９ ｎｍ，由图 ２ 可以看出在该波长下甲硝唑和酮康

唑均有一定的紫外吸收。 二极管阵列检测器中峰

纯度检测表明，甲硝唑峰和酮康唑峰峰纯度均在

９９５ 以上，证明该波长和色谱条件下辅料不干扰主

成分检测。 复方酮康唑软膏中含有较复杂的基质，
且不同生产厂家的基质组成不同，因此在供试品测

定过程中应避免空白基质峰对样品峰的影响。 流

动相选择的过程中，通过参考文献［２，９］，最终选择甲

醇 － 水体系，梯度洗脱方式，甲硝唑和酮康唑实现

了很好的分离，且基质无干扰。 与陆国庆等［４］ 所采

用的等度洗脱方式相比，该方法专属性更好，因甲

硝唑和酮康唑极性差别大，在液相色谱柱上的保留

差别比较大，不适合等度条件下检测。

图 ２　 甲硝唑、酮康唑紫外光谱叠加图谱

Ｆｉｇ ２　 Ｏｖｅｒｌａｙ ｕｌｔｒａｖｉｏｌｅｔ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｍｅｔｒｏｎｉｄａｚｏｌｅ ａｎｄ ｋｅｔｏｃｏｎａｚｏｌｅ
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３． ２ 　 提取溶剂的选择 　 考虑到软膏的油性基

质［１０ － １１］，为了提高甲硝唑、酮康唑两种主成分的提

取效率，参考文献［２， ５］，本实验选择了对软膏基质

和甲硝唑、酮康唑均有一定溶解性，且对操作人和

环境友好的乙醇作为提取溶剂。 通过对提取溶剂

体积、加热温度和时间以及冷却时间的考察，最终

确定样品置 ８０ ℃ 水浴中加热 ５ ｍｉｎ，振摇，能够使

基质全部溶散，甲硝唑、酮康唑提取完全。 冰浴冷

却又可以使基质冷凝沉淀去除干扰，让测定的专属

性更强。
本文建立了同时测定兽药复方酮康唑软膏中

酮康唑、甲硝唑含量的高效液相色谱（ＨＰＬＣ）法，采
用 Ｃ１８色谱柱，甲醇 － 水为流动相梯度洗脱，检测波

长 ２３９ ｎｍ。 该方法与原标准方法相比，显著缩短了

检验周期，减少了有机溶媒的使用，且操作简单，分
离度好，准确性高，重现性好，为该制剂的质量控制

提供了技术支撑。
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