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摘要!利用高效液相色谱法测定泰拉菌素的含量"采用o$/Z%3L Z-*/
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1&色谱柱"流动相为E%甲

醇&qE%乙腈&qE%#( 11*4RFKInP 磷酸缓冲溶液& n"#q'#q!("流速为 'V( 1FR12.$检测波长为 ')( .1$柱温为 !#g$进样量

为 '(

%

F# 泰拉菌素质量浓度在 )( U)(( 1?RF范围内具有良好的线性关系"Bn(V<<< O# 该方法简便'准确"灵敏度高"重现性

好"可用于测定泰拉菌素的含量#
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99泰拉菌素%:64%80-*1&32.&是新近上市且为动物

专用的大环内酯类半合成抗生素"属三胺类广谱抗

生素"/=\号为 ')O#((><N>""分子式为/

")

I

O<

j

!

S

)'

%相对分子质量为 P(N&"分子结构式如图 ) 所示#

图 )9泰拉菌素分子结构式

泰拉菌素是广谱抗菌药"对牛和猪呼吸系统疾病

病原菌敏感"具有用量少'生物利用度高'半衰期长'

低残留和药效持久等众多优点"这种高药效'低毒性

兽药的应用前景非常广阔() >")

#

抗生素类药品含量测定的方法可以分为微生物

检定法和物理化学分析法%光谱分析法'电化学分

析法'一般化学分析法'色谱分析法&

(#)

# 该药目前

并未被中国药典收录"关于泰拉菌素的质量控制国

内尚未见文献报道"国外文献仅报道了泰拉菌素在

猪'牛的肝'肾'肌肉等可食用组织的残留分析研

究(N >P)

# 为控制该药物的产品质量"笔者参照中国

药典%'()( 年版&中大环内酯类药物阿奇霉素的检

测方法(<)

"建立了反相高效液相色谱法测定泰拉菌

素的含量# 该法简便'准确'可靠"所建立的方法经

验证可适用于兽药生产企业和监管部门对泰拉菌素

的质量控制与监测"对于促进该药物的在国内的规

模化生产和规范管理有着重大意义#

67仪器与试药

=?24,.8))(( 型高效液相色谱仪%包括四元梯度

泵'自动进样器'柱温箱和二极管阵列检测器"美国

=?24,.8公司生产&$P"#! 型紫外分光光度计%美国

I,J4,8Z%3L%-+ 公司生产&$KI$'"( 酸度计%法国

]%+2*1,8,-%.%4&823%4公司生产&"]'((b电子天平

%德国 \%-8*-267公司生产&$$2442>;超纯水处理系

统%法国$2442K*-,公司生产&#

泰拉菌素标准品%纯度为 <PV#T"辉瑞Z@2C,-公

司生产"批号 ''()!(N'''()#'O'''()<)P&$泰拉菌

素原料药%由武汉理工大学化工学院药物合成研究

室研制"批号 )'(O(N')'(O)'')'(O'#&$甲醇和乙腈

%色谱纯"国药集团化学试剂有限公司生产&"磷酸

+#O)+
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氢二钾和磷酸二氢钾%分析纯"国药集团化学试剂

有限公司生产&$水为超纯水#

87方法与结果

8967色谱条件

色谱柱!o$/Z%3L Z-*/
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%)#( 11f"VN 11"
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1&$流动相!E%甲醇&qE%乙腈&qE%#( 11*4RF

KInP 磷酸缓冲溶液&%取磷酸氢二钾 #V#< ?'磷酸

二氢钾 (V") ?"加水溶解稀释成 ) ((( 1F& 为

"#q'#q!($流速!'V( 1FR12.$检测波长!')( 11$柱

温!!#g$进样量!'(

%

F#

8987溶液的制备

'V'V)9供试品溶液的制备

精密称取泰拉菌素对照品适量"置于 )(( 1F容

量瓶中"用流动相溶解并定容"制成每 ) 1F中含有

(V' 1?的溶液"经 (V"#

%

1的微孔滤膜过滤"弃去

初滤液"续滤液即为对照溶液#

'V'V'9对照品溶液的制备

精密称取泰拉菌素样品适量"置于 )(( 1F容量

瓶中"用流动相溶解并定容"制成每 ) 1F中含有

(V' 1?的溶液"经 (V"#

%

1的微孔滤膜过滤"弃去

初滤液"续滤液即为供试品溶液#

89:7系统适用性试验

利用高效液相色谱仪在设定的色谱条件下对泰

拉菌素对照品及样品进行分析"结果如图 ' 所示#

由图 ' 可知"泰拉菌素的保留时间约为 "V' 12.#

%%&对照品

%M&样品

图 '9泰拉菌素高效液相色谱图

89;7线性关系考察

精密称取泰拉菌素对照品适量"以流动相溶解

并定量稀释成 )(( 1?RF的溶液# 依次配制成 )('

'(''#'#('O#')(( 1?RF的溶液# 用孔径为 (V"#

%

1

的微孔滤膜过滤后"取 '(

%

F注入液相色谱仪# 记

录色谱图以其质量浓度为横坐标 >"主峰面积为纵

坐标 9得到回归方程 9n'VP(# f)(

"

>>)V(N' f

)(

"

# 泰拉菌素质量浓度在 )( U)(( 1?RF范围内具

有良好的线性关系"Bn(V<<< O#

取本品空白溶液"按照含量测定项下操作"得到

空白样品图谱# 取空白基线一段"计算其噪音峰高"

采用逐级稀释法再将样品溶液用流动相稀释适当浓

度进样"使其峰高为噪音峰高的 ! 倍"方法的最低检

测限为 )((

%

?# 按信噪比为 )(q)计算"方法的最低

定量限为 !((

%

?#

89B7精密度试验

取同一份样品的泰拉菌素溶液"重复进样 N 次"

每次 '(

%

F"按色谱条件项下进行测定"记录所得峰

面积并计算含量"3$.值为 (V)OT# 表明仪器精密

度良好#

89Q7重复性试验

精密称取同一批号的泰拉菌素适量"共 N 份"按

,'V'V)-所述方法制备供试品溶液"各进样 '(

%

F"

记录所得峰面积并计算含量"平均含量为 <NV'T"

3$.为 (V#OT"表明方法重复性良好#

89V7稳定性试验

精密称取泰拉菌素对照品适量"以流动相溶解

并定量稀释成 #( 1?RF的溶液"分别于 ('''"'N'P'

)'''" 0各进样 '(

%

F"按照含量测定项下色谱条件

测定" 记录所得峰面积# 峰面积的 3$.T 为

(VN"T"表明样品在 '" 0内稳定性良好#

89Z7回收率试验

精密称取已知质量浓度的样品共 N份%)(( 1?RF&"

分别置 )(( 1F量瓶中"精密加入泰拉菌素对照品适

量"按供试品溶液制备方法和测定条件"测定泰拉菌

素的质量浓度"测定结果见表 )#

表 67回收率试验结果
%' nN&

序号

样品

质量浓度R

%1?+F

>)

&

加入

质量浓度R

%1?+F

>)

&

实测

质量浓度R

%1?+F

>)

&

回收

率RT

平均

回收率R

T

相对标

准偏差R

T

) )(( 'OV) )'NVO <<VO 9 9

' )(( 'OV) )'NV' <<V! 9 9

! )(( 'OV) )'OV( <<V< <<VOO (V!)

" )(( '(V)# )'(V"" )((V' 9 9

# )(( '(VOO )'(V#< <<V< 9 9

N )(( '(VP< )'(V!O <<VN 9 9

89U7含量测定

精密量取对照品溶液和样品溶液 '(

%

F"注入

液相色谱仪"按外标法以峰面积计算样品质量分数"

求出平均质量分数# 以同样方法法测定 ! 批样品"

平行测定 ! 次"结果如表 ' 所示#

+NO)+
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表 87质量分数测定结果
%' n!&

批号 )'(O(N )'(O)' )'(O'#

质量分数RT <OV< <PV) <PV!

相对标准偏差RT )V<O )V!' )VO#

:7实验条件的选择

:967检测波长的选择

泰拉菌素为 )# 元氮杂内酯环结构"其结构不含

发色基团"仅有紫外末端吸收()()

"因此只能采用紫

外的末端吸收进行检测# 对泰拉菌素溶液在 '(( U

"(( .1波长范围内进行紫外扫描"其最大吸收峰在

'(P U')( .1"考虑到 b=b检测器在测定过程中的

稳定性和灵敏性"选择检测波长在 ')( .1#

:987色谱柱的选择

由于泰拉菌素结构较特殊"使用普通的色谱柱

分析导致色谱峰拖尾严重"因此对色谱柱的填料类

型较为挑剔()))

# 采用十八烷基硅烷键合硅胶为填

充剂"可显著改善峰形并避免填料在流动相中的溶

解# 因此笔者选用 \I5\A5bS/=Z/AFFZ=Y/

)P

$d55%#

%

1""VN 11f'#( 11&'o$/Z%3L Z-*/

)P

%!

%

1""VN 11f)#( 11&'b5Y$=b2%1*.724/

)P

%#

%

1""VN 11f'#( 11&'[,.6724=\X/

)P

%!( 11f

'V) 11"#

%

1&和 Y-*1%724/

)P

%!V#

%

1""VN 11f

)#( 11&等 # 根填料基质和规格不同的色谱柱对色

谱条件进行了筛选"结果选用 o$/色谱柱时"基线

平稳"主峰峰形对称"重现性好#

:9:7流动相的选择

通过调节流动相中缓冲溶液的 KI'离子强度和

有机溶剂%如乙腈或甲醇&的含量"从而控制泰拉霉

素的离子化强度和溶解性"使其在色谱柱上获得适当

的保留和有效的分离"而且能满足系统适用性要求#

!V!V)9流动相 KI的选择

泰拉菌素含 ! 个碱性的氨基基团"具有弱碱性

和亲脂性"易溶于酸性溶剂和极性溶剂"在 KI为

N UP 的水溶液中较稳定"在酸性或碱性条件下均不

稳定# 当 KI为 PV( 时"峰形拖尾因子小"分离效果

好"响应值较大"且分析时间短#

!V!V'9流动相中有机溶剂浓度的影响

参考美国药典和欧洲药典以及文献()')中大

环内酯类药物所采用的流动相体系# 乙腈和甲醇是

大环内酯类药物的常用溶剂# 通过对甲醇和乙腈的

体积比考察发现"适当增加有机相中甲醇的比例有

利于提高分离效能"但乙腈比例过低会导致保留时

间过长"主峰理论塔板数达不到要求"且不利于杂质

的分离# 当乙腈质量分数为 '#T时"保留时间适

中"主峰理论塔板数符合要求# 最终确定流动相

E%甲醇&qE%乙腈&qE%#( 11*4RFKInP 磷酸缓冲

溶液&为 "#q'#q!(#

;7结论

在优化色谱条件下"泰拉霉素在o$/色谱柱上

得到了较好的分离效果和较高的灵敏度# 该方法效

能高"灵敏性高"适应性广"为泰拉霉素的含量检测

提供了方法学参考# 测定结果直观"其方法准确性

和重现性满足质量控制要求# 在测定化学性质稳

定'有效成分单一的抗生素过程中"采用IZF/法可

替代传统的容量分析法和微生物检定法()!)

"使测定

结果更加简便'客观'准确#
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