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法），目前后者在检验、科研等领域得到了越来越多的应用[5]。

动态浊度法是最常用的定量测定方法之一，通过测定反应溶

液达到规定浊度所需时间或测定溶液自身的浊度变化率定量

测定样品中细菌内毒素含量。该法操作简单、快速、灵敏度

高、检测范围宽。动态浊度法的干扰试验，以样品中加入细菌

内毒素的回收率进行判断，若回收率在 50％～200％之间，可

认为样品对细菌内毒素测定无干扰[6]。

凝胶法试验结果表明，复方氨基酸（15AA）双肽（2）注射

液样品对细菌内毒素检查有干扰作用，这与相关文献报道一

致[7]。通过进一步探讨干扰作用的原因发现，主要与样品的酸

碱性相关。将样品调节pH近中性后可基本排除干扰，但其2倍

稀释液仍存在干扰，说明这种干扰作用也有其他因素参与。

在动态浊度法试验中，干扰情况与凝胶法基本相同，复方

氨基酸（15AA）双肽（2）注射液样品调节 pH近中性后，在 4倍

稀释时对细菌内毒素测定无干扰作用。但该试验中发现一个

很奇怪的现象，在 2倍稀释时样品仍存在明显的抑制作用，但

样品在 4倍稀释时对细菌内毒素测定有一定的增强作用。而

试验过程中也出现过回收率超过200％的情况。同时，样品中

测得的内毒素含量远远超出实际值，甚至出现样品不合格的

情况。但通过进一步验证，采用 2015年版《中国药典》（四部）

规定的仲裁法凝胶法进行检验，样品中实际内毒素含量＜

0.25 EU/ml。出现这种现象的原因仍有待于进一步研究。鉴

于此，目前在样品实际检验过程中建议采用凝胶法。

本试验建立的复方氨基酸（15AA）双肽（2）注射液细菌内
毒素检查方法如下：取本品，用 1 mol/L氢氧化钠溶液调节 pH

近中性，然后用BET水稀释至少4倍后，依照2015年版[《中国
药典》（四部）通则1143进行检查，本品每1 ml中含内毒素的量
应＜0.50 EU。
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摘 要 目的：建立高效液相色谱-蒸发光散射检测器法测定琥乙红霉素片中琥乙红霉素含量的方法。方法：色谱柱为

Dikma-C18，流动相为乙腈-0.05％二乙胺（70 ∶ 30，V/V），流速为1.0 ml/min，柱温为30 ℃，进样量为10 μl。结果：琥乙红霉素检测进

样量线性范围为1.216～7.296 μg（r＝0.999 2）；定量限为0.304 μg，检测限为0.076 μg；精密度、稳定性、重复性试验的RSD＜2.0％；

加样回收率为97.59％～104.19％（RSD＝1.71％，n＝6）。结论 ：该方法操作简便、结果准确、灵敏度高、重复性好，可用于测定琥乙

红霉素片中琥乙红霉素的含量。
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Content Determination of Erythromycin Ethylsuccinate in Erythromycin Ethylsuccinate Tablet by HPLC-
ELSD
LI Zhide，ZHANG Caiyun，WANG Xia（Ezhou Center for Food and Drug Control，Hubei Ezhou 436099，China）

ABSTRACT OBJECTIVE：To establish a method for the content determination of erythromycin ethylsuccinate in Erythromycin

ethylsuccinate tablet. METHODS：The column of Dikma-C18 with mobile phase of acetonitrile-0.05％ diethylamine（70 ∶ 30，V/V）at

a flow rate of 1.0 ml/min，column temperature was 30 ℃，and the sample size was 10 μl. RESULTS：The linear range of erythromy-

cin ethylsuccinate was 1.216-7.296 μg（r＝0.999 2）；limit of quantitation was 0.304 μg，the limits of detection was 0.076 μg，re-

spectively；the RSDs of precision，stability and reproducibility tests were no more than 2.0％ ， the average recoveries was

97.59％-104.19％（RSD＝1.71％，n＝6）. CONCLUSIONS：The method is simple and accurate with high sensitivity and reproduc-

ibility，and can be used for the content determination of Erythromycin ethylsuccinate tablet.

KEYWORDS Erythromycin ethylsuccinate tablet；HPLC；Erythromylin ethyisuccinate；Content determination
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琥乙红霉素属大环内酯类抗菌药物，为红霉素的琥珀酸

乙酯，具有广谱抗菌作用。2015年版《中国药典》（二部）采用

水解琥乙红霉素后，用微生物检定法测定其含量[1]，此试验过

程复杂、操作烦琐、影响因素多、重复性较差[2]。目前，现有文

献多采用高效液相色谱法（HPLC）测定琥乙红霉素的含量[3-6]，均

采用紫外检测器，检测波长为210 nm左右；而琥乙红霉素仅在

紫外末端有吸收，因此此试验灵敏度低。为尽量减小紫外末

端吸收引起的基线干扰，笔者采用HPLC-蒸发光散射检测器

（ELSD）法，建立了测定琥乙红霉素片中琥乙红霉素含量的方

法，以期为控制该制剂的质量提供参考。

1 材料

1.1 仪器

2695型 HPLC 仪，包括 2424蒸发光散射检测器、e2695

泵、Empower 2色谱工作站（美国Waters公司）；KQ-3000型数

控超声波清洗器（昆山市超声仪器有限公司，功率：300 W，频

率：40 kHz）；BS21S型十万分之一电子天平（德国Sartorius公

司）。

1.2 药品与试剂

琥乙红霉素片（西安利君制药有限责任公司，批号：

1402052、1311474、1403016，规格：0.125 g/片）；琥乙红霉素对

照品（中国食品药品检定研究院，批号：130425-200002，纯度＞

98％）；乙腈为色谱纯，其余试剂均为分析纯，水为超纯水。

2 方法与结果

2.1 色谱条件

色谱柱：Dikma-C18（250 mm×4.6 mm，5 μm）；流动相：乙

腈-0.05％二乙胺（70 ∶ 30，V/V）；流速：1.0 ml/min；柱温：30 ℃；

进样量：10 μl。.

2.2 溶液的制备

2.2.1 对照品溶液 精密称取琥乙红霉素对照品0.030 40 g，

置于 25 ml量瓶中，加乙腈溶解并定容，制成每 1 ml含琥乙红

霉素 1.216 mg的溶液，作为对照品贮备液。精密量取上述对

照品贮备液 4.0 ml，置于 10 ml量瓶中，加乙腈溶解并定容，制

成每1 ml含琥乙红霉素0.486 mg的溶液，作为对照品溶液。

2.2.2 供试品溶液 取本品10片，精密称定，研细，混匀，精密

称取适量（约相当于琥乙红霉素 35 mg），置于 100 ml量瓶中，

加乙腈溶解，超声处理10 min，放冷，加乙腈定容，摇匀，滤过，

取续滤液，即得。

2.2.3 阴性对照溶液 按样品的处方工艺和配方比例，取不

含琥乙红霉素的辅料制备阴性样品，再按“2.2.2”项下方法制

备阴性对照溶液，即得。

2.3 系统适用性试验

精密量取“2.2”项下对照品溶液、供试品溶液和阴性对照

溶液各适量，按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录色谱，详见

图1。由图1可知，琥乙红霉素与其他杂质峰均能达到基线分

离，分离度＞2.0；理论板数以琥乙红霉素峰计＞5 000 ，保留时

间为10 min 。结果表明，其他成分对测定无干扰。

2.4 线性关系考察

精密量取“2.2.1”项下对照品贮备液 1.0、2.0、3.0、4.0、5.0、

6.0 ml，分别置于10 ml量瓶中，加乙腈定容，摇匀，即得系列对

照品溶液。分别精密量取上述系列对照品溶液适量，按“2.1”

项下色谱条件进样测定，记录峰面积。以琥乙红霉素进样量

的对数值为横坐标（x）、峰面积的对数值为纵坐标（y）进行线性

回归，得琥乙红霉素对数值的回归方程为 y＝1.100 5x+6.606 1

（r＝0.999 2）。结果表明，琥乙红霉素峰面积的对数值与进样

量的对数值线性关系良好，琥乙红霉素检测进样量线性范围

为1.216～7.296 μg。

2.5 定量限与检测限考察

取“2.2.1”项下对照品溶液适量，等倍逐步稀释，按“2.1”项

下色谱条件连续进样测定6次，记录峰面积。当信噪比为10 ∶1
时，得定量限；当信噪比为3 ∶ 1时，得检测限。结果，琥乙红霉

素的定量限为0.304 μg，检测限为0.076 μg。
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图1 高效液相色谱图
A.对照品；B.供试品；C.阴性对照；1.琥乙红霉素

Fig 1 HPLC chromatograms
A.reference substance；B.test sample；C.negative control；1.erythromycin

ethylsuccinate
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2.6 精密度试验

精密量取“2.2.1”项下对照品溶液适量，按“2.1”项下色谱

条件进样测定，记录峰面积。结果，琥乙红霉素峰面积的

RSD＝0.92％（n＝6），表明仪器精密度良好。

2.7 稳定性试验

精密量取同一供试品溶液（批号：1402052）适量，分别于

室温下放置0、4、8、12、18、24 h时按“2.1”项下色谱条件进样测

定，记录峰面积。结果，琥乙红霉素峰面积的 RSD＝1.08％

（n＝6），表明供试品溶液在24 h内稳定性良好。

2.8 重复性试验

取同一批样品（批号：1402052）适量，精密称定，共6份，按

“2.2.2”项下方法制备供试品溶液，再按“2.1”项下色谱条件进

样测定，记录峰面积。结果，琥乙红霉素的平均含量为98.4％，

RSD＝0.84％（n＝6），表明本方法重复性良好。

2.9 加样回收率试验

取已知含量的样品（批号：1402052）6份，研细，精密称取

适量（约相当于琥乙红霉素 9 mg），分别精密加入琥乙红霉素

对照品 9 mg，置于 50 ml 量瓶中，加乙腈适量，超声处理 10

min，放冷，加乙腈定容，摇匀，滤过，取续滤液，按“2.1”项下色

谱条件进样测定，记录峰面积并计算加样回收率，结果见表1。

表1 加样回收率试验结果（n＝6）

Tab 1 Results of recovery test（n＝6）

取样
量，g
0.013 3

0.015 2

0.015 7

0.014 3

0.014 6

0.016 2

样品含量，
mg

0.175

0.199

0.206

0.188

0.192

0.213

加入量，
mg

0.172

0.191

0.184

0.166

0.189

0.173

测得量，
mg

0.349

0.398

0.386

0.350

0.382

0.385

加样回收
率，％
101.16

104.19

97.83

97.59

100.53

99.42

平均加样回
收率，％

98.93

RSD，
％

1.71

2.10 样品含量测定

取3批样品各适量，分别按“2.2.2”项下方法制备供试品溶

液，再按“2.1”项下色谱条件进样测定，记录峰面积并按两点外

标法计算样品含量，结果见表2。

表2 样品含量测定结果（n＝3，％）

Tab 2 Results of content determination of samples（n＝3，％）

批号
1402052

1311474

1403016

平均含量
98.5

99.6

96.7

RSD

1.06

0.71

0.78

3 讨论

3.1 检测方法的选择

目前，琥乙红霉素的测定方法主要有生物检定法[1]、HPLC

法[3-6]，紫外分光光度法[7-10]、电化学法[11-12]等。亦有用HPLC法

测定琥乙红霉素中游离红霉素[13]、HPLC-串联质谱法测定琥乙

红霉素颗粒体内活性代谢物的报道[14]，但上述方法灵敏度低。

因此，笔者采用ELSD，可提高检测的灵敏度。

3.2 溶剂和流动相的选择

试验中曾用流动相作为溶剂溶解对照品和样品，但稳定

性较差。笔者参考相关文献[4]经过多次试验比较，发现采用乙

腈作为溶剂溶解样品，在 24 h内具有良好的稳定性。故本试

验选择乙腈作为溶剂。关于流动相的选择，笔者曾用乙腈-水、

乙腈-乙酸铵缓冲液等作为流动相，结果色谱不出峰或峰形极

差，改用乙腈-0.05％二乙胺（70 ∶ 30，V/V）后，色谱峰形理想，保

留时间合适，理论板数按琥乙红霉素峰计达到 5 000以上。

因此，本试验最终选择乙腈-0.05％二乙胺（70 ∶ 30，V/V）作为

流动相。

综上所述，本方法操作简便、结果准确、灵敏度高、重复性

好，可用于测定琥乙红霉素片中琥乙红霉素的含量。
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