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中兽药散剂中非法添加利巴韦林的检测方法研究
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［摘 要］ 建立了清瘟败毒散和苍术香连散两种中兽药散剂中违规添加利巴韦林的检测方法。样品
经显微检查法初筛，对阳性样品进行高效液相色谱定量分析。结果显示，在 1 ～150 μg /mL浓度范围内
线性关系良好; 添加平均回收率在 91． 74% ～98． 50%之间，变异系数在 0． 08% ～0． 58 %之间，检测限
为 1 ～2 mg /kg。该方法快速、准确，可用于上述两种中兽药散剂中违规添加利巴韦林的定量测定。
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Study on the Determination Method of Ribavirin Illegally Added
in the Veterinary Traditional Chinese Herb Medicine Powders
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Abstract: The determination method of ribavirin violated in the two veterinary traditional Chinese herb medicine
powders including Qingwenbaidusan and Cangzhuxiangliansan was established． Preliminarily observed by
microscope，the positive samples were determined by HPLC． The results showed that the standard curves for
ribavirin were in good linearity within a concentration range of 1 ～ 150 μg /mL． The average recoveries for
ribavirin at the addition in the two powders ranged from 91． 74% to 98． 50% with the RSD from 0． 08% to
0． 58% ． The limit of quantification ( LOQ) was 1 ～ 2 mg /kg． This method was fast and accurate，and could be
applied to determine ribavirin in the two veterinary traditional Chinese herb medicine powders．
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利巴韦林( Ribavirin) ，又称病毒唑或三氮唑核
苷，为广谱抗病毒药物，对多种病毒有抑制作用。
该药曾在畜牧业和水产养殖业广泛应用，用于预防

和治疗病毒性疾病。但其作为人用抗病毒药移植
兽用，缺乏科学规范、安全有效实验数据; 用于动物
病毒性疫病不但给动物疫病控制带来不良后果，而

且影响国家动物疫病防控政策的实施［1］; 不规范使

用可导致动物中毒［2］，在动物性食品中的残留对人

体具有潜在危害，可引起变态反应和造血系统功能

障碍［3］，因此农业部公告第 560 号已规定取消其在
动物疾病预防控制上的使用。但目前仍有部分兽
药生产企业为了提高某些中兽药散剂的所谓抗病

毒疗效，在中兽药散剂中非法添加了利巴韦林，致

使饲养户在不知情的情况下使用了这些产品，从而

容易导致药物在动物源性食品中残留，严重影响动

物产品的质量安全，进而危害人体健康。目前我国
尚无中兽药散剂中利巴韦林的检测方法，对此类违

法行为缺乏有效的监测手段。本研究在对中兽药
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散剂中利巴韦林显微特征进行观察的基础上，建立

一种简便、灵敏、准确的高效液相色谱法，对中兽药
散剂中非法添加的利巴韦林进行定性定量测定。
1 材料与方法
1． 1 仪器与设备 卡尔·蔡司显微镜: Stand-
ard25ICS; 高效液相色谱仪: Aglient 1200 型，配二极
管阵列检测器，美国 Aglient 公司; 电子天平:
CPA225D 型，德国 Sartorius 公司; 制超纯水机:
F3PN33491 型，美国 Millipore公司。
1． 2 药品与试剂
1． 2． 1 对照品 利巴韦林对照品，批号 629 －200202，
含量 100． 0%，由中国药品生物制品检定所提供。
1． 2． 2 供试品
1． 2． 2． 1 阴性对照散剂 清瘟败毒散: 广州绿州
生物技术有限公司; 苍术香连散: 广州市和生堂动

物药业有限公司。以上两种中兽药散剂经检测均
不含利巴韦林。
1． 2． 2． 2 阳性添加散剂 分别按照 0． 05%、0． 1%
和 0． 2%的比例在阴性对照散剂中添加利巴韦林对
照品，混匀。
1． 2． 2． 3 试剂 甘油，超纯水。
1． 2． 2． 4 标准储备液配制( 2． 5 mg /mL) 精密称
取利巴韦林对照品 125 mg 于 50 mL量瓶中，用超纯
水溶解并稀释至刻度，摇匀，制成浓度为 2． 5 mg /mL
标准储备液。
1． 3 测定方法
1． 3． 1 显微检查法 取利巴韦林对照品、两种中
兽药散剂的阴性样品以及阳性添加样品少许，置载

玻片上，滴加甘油 2 ～ 3 滴，搅匀，封片，置显微镜下
观察。利巴韦林的显微特征为无色或淡黄绿色结
晶，呈棒形或一端或两端呈梭形，长短不一，表面有

纵裂纹或裂缝纹。
1． 3． 2 高效液相色谱法
1． 3． 2． 1 色谱条件 色谱柱为 Ultimate XB － C18

( 150 mm × 4． 6 mm，5μm) ，流动相为超纯水，检测
波长 207 nm，流速 1． 0 mL /min，进样量 10 μL，柱温
25 ℃。
1． 3． 2． 2 样品测定 精密称取中兽药散剂约 2． 5
g，置具塞锥形瓶中，精密加入 50 mL 超纯水摇匀，
超声 15 min，静置，滤过，取续滤液 10 μL，注入液相
色谱仪，记录色谱图。
1． 3． 2． 3 标准曲线绘制 精密量取标准储备液，
用超纯水分别稀释为 1、5、25、50、100、150 μg /mL
浓度的系列标准溶液，取 10 μL 注入液相色谱仪，
记录色谱图。
2 结 果
2． 1 显微图 按 1． 3． 1 项方法，对利巴韦林对照
品、两种中兽药散剂的阴性样品以及阳性添加样品
进行观察。显微图谱如图 1 所示。

图 1 利巴韦林对照品显微图谱

2． 2 色谱图 在 1． 3． 2． 1 项的色谱条件下，对利
巴韦林对照品溶液、两种中兽药散剂的阴性样品溶
液以及阳性添加样品溶液采用峰面积法进行测定。
利巴韦林与样品中其他成分能够很好地分离，利巴

韦林的保留时间约为 5． 9 min，其峰形良好。利巴
韦林对照品溶液光谱及色谱图、两种中兽药散剂的
阴性样品溶液及阳性样品溶液色谱图如图 2 ～图 4
所示。

图 2 利巴韦林对照品溶液( 50 μg /mL) 光谱图和色谱图
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2． 3 标准曲线 以利巴韦林色谱峰面积 Y 与对照
品溶液浓度 C( μg /mL) 作线性回归，得到线性方程
为 Y =26． 058C + 0． 5228 ( r = 1． 00000) ，结果表明利
巴韦林在 1 ～150 μg /mL范围内呈良好线性关系。
2． 4 精密度试验 取每 1 mL 含 50 μg 的利巴韦
林对照品溶液重复进样 6 次，每次 10 μL，记录峰面
积，计算变异系数 RSD，结果如表 1 所示。结果表
明 6 次重复进样的 RSD 为 0． 02%，外标法测定利
巴韦林具有良好的重现性。

表 1 连续进样精密度试验结果( n = 6)

编号 1 2 3 4 5 6
峰面积 1308． 55 1308． 03 1308． 43 1308． 45 1308． 39 1307． 87
平均值 1308． 29
RSD /% 0． 02

2． 5 最低检测限 在上述色谱条件下，将利巴韦
林对照品溶液加入阴性散剂中，并逐步减少对照品

溶液的量，按 1． 3． 2． 2 制备进样，以信噪比的 3 倍
为最低检出限，测得苍术香连散的最低检出浓度为

0． 1 μg /mL，最低检测限为 2 mg /kg; 清瘟败毒散的

最低检出浓度为 0． 05 μg /mL，最低检测限为 1
mg /kg。
2． 6 重复性试验 精密称取已添加利巴韦林的苍
术香连散与清瘟败毒散( 0． 1%添加量) 各 6 份，按
1． 3． 2． 2 项方法测定，计算利巴韦林的含量，考察方
法重复性。结果表明方法重复性良好，其 RSD分别
为 1． 04%和 1． 32%。
2． 7 稳定性试验 取上述 2． 6 项下制备的供试
液，分别于 0、2、4、6、8、12、24 h进样测定，记录色谱
峰面积。结果表明样品溶液在 24 h稳定性良好。
2． 8 回收率 取上述两种中兽药的散剂按表 2
添加不同浓度的利巴韦林制成阳性散剂，按照

1． 3． 2． 2项方法测定，计算回收率及其变异系数。
每个散剂的每个添加浓度进行 6 次重复测定。结
果如表 2 所示。结果显示，两种中兽药散剂的添
加平均回收率在 91． 74% ～ 98． 50%之间，变异系
数在 0． 08% ～ 0． 58%之间。考虑到中药散剂成
分的复杂性，测试数据表明该方法回收率较好，准

确度高。

表 2 中兽药散剂中利巴韦林添加回收率及其变异系数

散剂种类 添加浓度 /%
回收率 /% ( n = 6)

1 2 3 4 5 6
平均回
收率 /%

变异系数 /%

0． 05 98． 22 97． 59 98． 73 98． 87 99． 18 98． 39 98． 50 0． 57
清瘟败毒散 0． 1 97． 54 97． 28 97． 01 97． 75 96． 91 96． 64 97． 19 0． 43

0． 2 92． 96 93． 83 93． 51 93． 44 93． 58 93． 70 93． 50 0． 32
0． 05 96． 22 95． 93 95． 97 96． 40 96． 64 96． 71 96． 31 0． 34

苍术香连散 0． 1 97． 60 97． 66 97． 44 96． 27 96． 95 96． 63 97． 09 0． 58
0． 2 91． 77 91． 71 91． 82 91． 77 91． 77 91． 62 91． 74 0． 08
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3 讨 论
3． 1 中兽药散剂种类的选择 清瘟败毒散具有泻
火解毒、凉血功效，主治热毒发斑、高热神昏。苍术
香连散具有清热燥湿的功效，主治肠黄、下痢、湿热
泄泻。这两种散剂均有一定的预防和治疗肠道感
染的作用。利巴韦林因对 DNA 和 RNA 病毒均有
效，对肠病毒等引起的感染有显著疗效，故在畜禽

养殖中极有可能被非法添加到上述两种中兽药散

剂中，用于治疗和预防肠道感染。因此本研究选取
了清瘟败毒散和苍术香连散作为检测的对象。
3． 2 快速筛选方法的建立 因液相法相对检测周
期长，成本高，本方法首先使用显微检查方法对样

本进行快速筛选。显微检查中若检出如图 1 中所
示结晶物质，则表明可能非法添加利巴韦林; 对阳

性样品再利用高效液相色谱法，通过与对照品色谱

图保留时间、光谱图的比对，可实现对两种中兽药
散剂中的利巴韦林进行大批量的快速定性判定和

定量测定。
3． 3 显微试液的选择 对利巴韦林特征进行显微
观察时，分别用水合氯醛、甘油醋酸、甘油乙醇和甘
油试液进行了试验。结果表明用水合氯醛、甘油醋
酸和甘油乙醇试液时，因利巴韦林溶于水、微溶于
乙醇，在显微镜下观察不到利巴韦林的显微特征;

而用甘油试液则可以很好地观察到其显微特征，选

择甘油试液可以在显微镜下观察到中兽药散剂中

添加 0． 05%的利巴韦林的显微特征。所以最终以
甘油作为利巴韦林显微观察的试剂。
3． 4 提取溶剂、流动相的选择 考虑到中兽药散
剂中多种成分溶于有机溶剂，可能干扰利巴韦林的

检测，而利巴韦林溶于水，故排除用有机溶剂作提

取液，而采用超纯水作为提取溶剂［3］。通过调节超

纯水的 pH值( pH 6 ～ 8) 实验，发现 pH值对利巴韦
林的出峰时间和峰形无明显影响，故用普通超纯水

作流动相。
3． 5 色谱柱的选择 在用超纯水作流动相［3］时，
曾用 Zorbax Eclipse XDB － C18 ( Aglient) 为色谱柱，
发现出峰时间比较短，与杂峰分离度不佳，且出峰

保留时间不一致，重复性不好。改用亲水性色谱柱
Ultimate XB － C18 ( Welch Materials) 后，与杂峰分离
较好，特别是保留时间重复性改善，故使用亲水性

色谱柱 Ultimate XB － C18 ( Welch Materials) 来测定
利巴韦林。
3． 6 添加回收率试验浓度的选择 根据两种中药
散剂在预防和治疗畜禽的用量及临床中利巴韦林

的预防和治疗用量，选择在中兽药散剂中分别添加

0． 05%、0． 1%和 0． 2%利巴韦林作为阳性对照，测
定其回收率及变异系数，可以更符合非法添加利巴

韦林的实际情况。
4 结 论
本文建立的显微检查初筛、再用高效液相色谱

进行定性及定量的分析方法可快速、准确地鉴定和
测定清瘟败毒散和苍术香连散两种中兽药散剂中

违法添加的利巴韦林，对更好地控制产品质量具有

一定的实用价值。
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鸡新城疫 －传染性支气管炎 －禽流感( ND － IB － AI)
三联灭活疫苗 ND部分双盲效力会检顺利完成

为了进一步加强对动物疫病疫苗的质量监管，提高新城疫灭活疫苗产品质量和检验水平，按照中国兽医药品监察所领导

对《关于 2011年兽用生物制品质量监督抽检的请示》的批示，中监所在瑞普( 保定) 生物药业有限公司组织开展了 ND － IB － AI
三联灭活疫苗 ND部分双盲效力会检工作。
此次会检覆盖了 6 家企业生产的 18 批 ND － IB － AI三联灭活疫苗。病毒制品检测室检验员对待检样品作第一盲样处

理后，业务管理处相关人员再进行第二盲样处理，各生产企业选派 1 名质检人员参加会检全过程，确保了会检工作的公平、
公正、透明，检验结果的真实可靠。会检工作结束后召开了总结会，现场公布了检验结果，所检疫苗 ND 部分效力均符合
规定。
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