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[摘  要 ]  采用 HPLC法同时测定了复方替米考星颗粒中替米考星、磺胺二甲氧嘧啶及甲氧苄

啶的含量。色谱柱为 Eclipse XCB- C18 ( 250 mm @4. 6mm,粒径 5 Lm),流动相为磷酸二丁胺缓

冲液 - 乙腈 - 四氢呋喃 - 水 ( 25 B115B55 B805), 检测波长 280 nm,流速 1. 0 mL /m in。出峰顺序

为甲氧苄啶、磺胺二甲氧嘧啶、替米考星反式结构、替米考星顺式结构,理论塔板数分别为 7963、

15714、3282、8701。两峰之间的分离度分别为 24. 29、3. 92、2. 91;拖尾因子分别为 0. 92、0. 90、

0. 97、0. 94。替米考星、磺胺二甲氧嘧啶、甲氧苄啶的浓度线性范围分别是 6. 25 ~ 125 Lg /mL

(R
2
= 0. 996), 3. 125~ 62. 5 Lg/mL(R

2
= 0. 996), 0. 625~ 12. 5 Lg /mL(R

2
= 0. 999);平均回收率

分别为 99. 17%、99. 06%和 99. 39%; RSD分别为 0. 8%、0. 9%和 0. 9%。该法快速、灵敏、准确,

适用于同时测定复方替米考星颗粒中三种成份的含量。
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Abstr act: An HPLC method has been developed to determ ine tilm icosin, su lfam ethazine and tr imethoprim.

Ec lipse XCB - C18 column ( 250 mm @4. 6 mm, 5 Lm ) was used. The mob ile phase was 2 - butylam ine

phosphate bu ffer- acetonitrile- tetrahydrofuran- water( 25 B115 B55 B805), the wave length was 280 nm, the

flow ratewas 1. 0mL /m in. The peaks in orderwas trimethoprim, sulfamethazine, tilm icosin trans- structure and

t ilm icosin c is- structure. Theoret ica l plate numbers was 7963, 15714, 3282, 8701. The separation between two

peaks was 24. 29, 3. 92, 2. 91 respectively. Ta iling factor was 0. 92, 0. 90, 0. 97, 0. 94. The linear

concentration range of tilm icosin, su lfam ethazine and trim ethoprim was 6. 25 ~ 125 Lg /mL (R
2
= 0. 996 ),

3. 125~ 62. 5 Lg/mL (R
2
= 0. 996), 0. 625~ 12. 5 Lg/mL(R

2
= 0. 999); the average recoveries was 99. 17%,

99. 06% and 99. 39% with RSD of 0. 8% , 0. 9% and 0. 9% . Th is method is rapid, sensitive and accurate,

su itable for simultaneous determ inat ion of three ingredients in compound tilm icosin partic les.

K ey word s: tilm icosin; su lfamethazine; trimethoprim; HPLC; content

  复方替米考星颗粒系用替米考星、磺胺二甲氧

嘧啶、甲氧苄啶等按一定比例配制而成的新型制

剂。它克服了替米考星单方抗菌谱窄,不适合我国

养殖业以混合感染为主的疫病防治的要求等缺点,

利用协同抗菌增效机理,将新一代抗生素替米考星

与磺胺二甲氧嘧啶和抗菌增效剂甲氧苄氨嘧啶按
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最佳配比进行复方。临床主要用于革兰氏阴阳性

敏感菌引起的感染, 如呼吸道、消化道、泌尿道感

染
[ 1- 2]
。该制剂具有抗菌谱广、抗菌效力强等优

点。但目前尚无同时测定替米考星、磺胺二甲氧

嘧啶及甲氧苄啶含量方法的报道。本试验旨在建

立高效液相色谱法同时检测上述三种成份含量的

方法。

1 实验材料

1. 1  仪器  Agilent1200高效液相色谱仪, 配

G1314B型 VWD检测器, 美国安捷伦公司; KQ -

250E型超声波清洗器, 昆明市超声波仪器有限公

司; DELTA320酸度计,瑞士梅特勒公司; BP- 602N

梅特勒电子天平; BP- 211D电子天平, 北京赛多利

斯天平有限公司。

1. 2  药品及试剂  替米考星对照品, 批号

K0310711, 含量 91. 0% , 中国兽医药品监察所;磺

胺二甲氧嘧啶对照品,批号 46H 1351, 含量99. 0% ,

SIGMA公司;甲氧苄啶对照品, 批号 H0160704, 含

量 100. 0% ,中国兽医药品监察所。供试品为实验

室自制小样。替米考星原料,含量 86. 0% , 山西奥

信动物药业有限公司提供;磺胺二甲氧嘧啶原料

药,含量 98. 0% ,市场购入;甲氧苄啶原料药,含量

100. 0% , 市场购入。乙腈为色谱纯;水为超纯水;

其余试剂均为分析纯。

2 方法与结果

2. 1 色谱条件
[ 3]

 以 Ec lipse XCB - C18柱 ( 250

mm @4. 6mm, 5 Lm)为色谱柱,以磷酸二丁胺缓冲

液 - 乙腈 - 四氢呋喃 - 水 ( 25 B115 B55 B805)为流

动相, 检测波长 280 nm, 进样量 10 LL, 流速 1. 0

mL /m in, 柱温 30 e 。出峰顺序为甲氧苄啶、磺胺二

甲氧嘧啶、替米考星反式结构、替米考星顺式结构。

理论塔板数大于 3000, 分离度大于 1. 5, 拖尾因子

均在 0. 90~ 1. 10。

2. 2 溶液的配制

2. 2. 1 磷酸二丁胺缓冲液的配制  取二丁胺 16. 8

mL,加磷酸溶液 ( 1y 10) 70 mL, 边加边搅拌,放置

冷却后,用磷酸调节 pH 值至 ( 2. 5 ? 0. 1), 加水至

100mL, 摇匀,即得。

2. 2. 2 稀释液的配制  取水 900 mL, 加入磷酸

5. 71 g, 用 12. 5 mol /L氢氧化钠溶液调节 pH值至

( 2. 5 ? 0. 1),加水至 1000mL,摇匀,即得。

2. 2. 3 0. 5mg/mL甲氧苄啶对照液的配制  精密

称取甲氧苄啶对照品 25 mg, 置 50mL容量瓶中, 加

乙腈 10mL使溶解, 用稀释液稀释至刻度,摇匀。

2. 2. 4 复方替米考星对照液的配制  精密称取替

米考星对照品 25 mg、磺胺二甲氧嘧啶对照品 12. 5

mg,精密加入 2. 2. 2项下 0. 5mg/mL甲氧苄啶对照

液 5mL,置同一 50 mL容量瓶中, 加乙腈 10 mL超

声使溶解,用稀释液稀释至刻度,摇匀。

2. 2. 5 供试品溶液的配制  精确称取供试品 80

mg, 置 100 mL容量瓶中, 加乙腈 20 mL超声使溶

解,用稀释液稀释至刻度, 摇匀;精密量取该溶液

1mL, 置 50mL容量瓶中, 用流动相稀释至刻度,

摇匀。

2. 3 系统适应性试验  取供试品溶液, 按 2. 1项

下色谱条件, 进样 10 LL,系统适应性结果见表 1和

图 1~ 4。结果显示,替米考星反式、顺式峰、磺胺二

甲氧嘧啶以及甲氧苄啶的理论塔板数均在 3000以

上,拖尾因子在 0. 90~ 1. 10,分离度均大于 1. 5, 说

明该方法系统适应性良好。

表 1 系统适应性试验结果

名称 理论塔板数 拖尾因子 分离度

甲氧苄啶 7963 0. 92

磺胺二甲氧嘧啶 15714 0. 90 24. 29

替米考星反式 3282 0. 97 3. 92

替米考星顺式 8701 0. 94 2. 91
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2. 4 线性关系考察  分别精密量取 2. 2. 4项下复

方替米考星对照液 2. 5、1. 25、0. 1、0. 075、0. 05、

0. 025、0. 0125mL,置 10mL容量瓶中,用稀释液稀释

至刻度,摇匀。精密吸取 10 LL,注入液相色谱仪, 按

2. 1项下色谱条件分析,测定各自峰面积, 以浓度为

横坐标 (x, Lg/mL),以峰面积为纵坐标 (y ),进行线

性回归,结果见图 5~ 7。替米考星回归方程为 y =

11. 999x - 44. 997, R
2
= 0. 996, 在 6. 25~ 125 Lg/mL

浓度范围内线性良好。磺胺二甲氧嘧啶回归方程为

y = 32. 527x - 20. 337, R
2
= 0. 996, 在 3. 125 ~ 62. 5

Lg/mL浓度范围内线性良好。甲氧苄啶回归方程为

y = 11. 649x - 1. 888, R
2
= 0. 999, 在 0. 625 ~ 12. 5

Lg/mL浓度范围内线性良好。

2. 5 精密度试验  取 2. 2. 4项下复方替米考星对

照液 0. 1mL,置 10 mL容量瓶中,用稀释液稀释至

刻度,摇匀。精密吸取 10 LL, 注入液相色谱仪, 重

复进样 6次, 记录峰面积, 计算 RSD。表 2结果表

明,该方法精密度良好。

2. 6 稳定性试验  取同一供试品溶液, 分别于 0、

2、6、8、12、24 h后测定其峰面积, 计算 RSD。表 3

结果表明,溶液在 24 h内稳定。

表 2 精密度试验结果 (n = 6)

药物
峰面积

1 2 3 4 5 6 平均值
RSD /%

替米考星 549. 10 548. 11 552. 07 551. 01 549. 54 550. 11 549. 99 0. 3

磺胺二甲氧嘧啶 729. 64 730. 43 730. 77 730. 34 730. 46 730. 44 729. 51 0. 05

甲氧苄啶峰 54. 408 55. 012 53. 923 54. 231 54. 541 55. 135 54. 542 0. 8

表 3 稳定性试验结果

药物
峰面积

0 h 2 h 6 h 8 h 12 h 24 h
RSD /%

替米考星 551. 12 550. 92 551. 07 550. 83 551. 34 550. 61 0. 05

磺胺二甲氧嘧啶 761. 66 761. 00 762. 80 760. 23 761. 81 762. 01 0. 1

甲氧苄啶 56. 175 56. 263 56. 616 56. 582 56. 496 56. 513 0. 3
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2. 7 重复性试验  取同一供试品 5份, 按 2. 2. 5

项下配制样品溶液,按 2. 1色谱条件分析测定。表

4结果表明, 该方法重复性良好。

表 4 重复性试验结果

药物
含量 /%

1 2 3 4 5 平均值
RSD /%

替米考星 53. 85 53. 72 53. 99 53. 64 53. 56 53. 75 0. 3

磺胺二甲氧嘧啶 30. 98 30. 88 30. 92 31. 17 30. 76 30. 94 0. 4

甲氧苄啶 6. 19 6. 23 6. 31 6. 25 6. 27 6. 25 0. 6

2. 8 回收率试验  用加样回收法进行回收率试

验,精密称取已知含量 (替米考星 53. 75%、磺胺二

甲氧嘧啶 30. 94%、甲氧苄啶 6. 25% )的供试品 6

份,每份各 40mg( 40. 65 mg、40. 41 mg、40. 23 mg、

40. 37mg、40. 82mg、40. 53mg),置 100 mL容量瓶

中,分别精密加入一定量的替米考星、磺胺二甲嘧

啶和甲氧苄啶对照品, 加 20 mL乙腈超声使溶解,

加稀释液稀释至刻度, 摇匀。精密量取 1 mL,置 50

mL容量瓶中,用流动相稀释至刻度, 摇匀。按 2. 1

色谱条件分析,计算回收率,结果见表 5。结果显示

该方法回收率良好。

表 5 回收率试验结果

药物

名称

含量

/mg

添加量

/mg

测得量

/mg

回收率

/mg

平均回

收率 /%

RSD

/%

21. 85 21. 92 43. 80 100. 14

21. 72 21. 85 43. 45 99. 45

替米 21. 62 21. 97 43. 43 99. 26
99. 17 0. 8

考星 21. 70 21. 99 43. 45 98. 91

21. 94 22. 42 43. 87 97. 81

21. 78 21. 98 43. 64 99. 43

12. 58 8. 99 21. 54 99. 70

12. 50 9. 01 21. 47 99. 52

磺胺二甲 12. 45 9. 40 21. 61 97. 48
99. 06 0. 9

氧嘧啶 12. 49 8. 94 21. 41 99. 77

12. 63 9. 07 21. 61 99. 01

12. 54 9. 05 21. 49 98. 90

2. 54 2. 69 5. 20 98. 86

2. 53 2. 67 5. 22 100. 91

甲氧 2. 51 2. 73 5. 24 99. 84
99. 39 0. 9

苄啶 2. 52 2. 69 5. 20 99. 51

2. 55 2. 68 5. 20 98. 83

2. 53 2. 71 5. 20 98. 41

3 讨 论

替米考星由泰乐菌素的一种水解产物半合成

的畜禽专用抗生素, 药用其磷酸盐, 对革兰氏阳性

菌、某些革兰氏阴性菌、支原体、螺旋体等均有抑制

作用;对胸膜肺炎放线菌、巴氏杆菌具有比泰乐菌

素更强的抗菌活性, 对奶牛乳房炎的治疗尤其有

效
[ 4]
。磺胺二甲嘧啶是传统应用的抗菌药和抗球

虫药, 在我国曾广泛用于畜禽的球虫病, 它与甲氧

苄啶配伍作用于二氢叶酸合成酶和还原酶,双重阻

断细菌叶酸合成的第一步和第二步,从而抑制细菌

的生长繁殖
[ 5]
。通过合理配方将上述三种药进行

复方,可以达到更广谱的抑菌效果。

甲氧苄啶和磺胺二甲嘧啶具有弱碱性
[ 6]
,替米

考星具有弱酸性
[ 7]
,结合替米考星液相色谱条件其

流动相中使用了偏酸性的磷酸二丁胺缓冲液,可以

改善峰形,防止拖尾。在试验操作中发现乙腈的用

量对峰形影响比较大, 如果乙腈比例大, 则磺胺二

甲氧嘧啶与替米考星的反式峰重合, 无法分离;如

果乙腈比例小,甲氧苄啶与磺胺二甲氧嘧啶的峰无

法分离。通过多次试验最终确定以磷酸二丁胺缓

冲液 - 乙腈 - 四氢呋喃 - 水 ( 25 B115 B55 B805)作

为流动相。

本试验建立了 HPLC法同时测定三种成份的

含量测定方法, 操作简便、准确、重现性好, 可以作

为复方替米考星颗粒剂的质量标准评估依据。
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