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超高效液相色谱-二极管阵列检测器法确证银黄 

提取物注射液中非法添加物 

魏秀丽, 张传津*, 刘道中, 张志民, 牛华星, 李有志 

(山东省饲料兽药质量检验中心, 山东省畜产品质量安全监测与风险评估重点实验室, 动物源细菌耐药性监测与精准化用

药山东省工程实验室, 山东省动物用中药制剂工程实验室, 济南  250022) 

摘  要: 目的  确证１批银黄提取物注射液中的非法添加物。方法  采用超高效液相色谱法, 二极管阵列检

测器, ACQUITY UPLCTMT3 色谱柱(2.1 mm×100 mm, 1.8 μm)为分离柱, 柱温: 40 ℃; 以乙腈(0.1%磷酸)-水

(0.1%磷酸)进行梯度洗脱; 流速: 0.35 mL/min; 进样量: 1 μL; 波长扫描范围 190~400 nm, 检测波长为 276 nm。

结果  土霉素、双氯芬酸钠的检出限分别是 22.4、7.3 mg/mL, 色谱保留时间分别为 3.7 min、8.3 min 左右, 多

次进样各自的保留时间相差不超过±0.1 min; 土霉素在 269 nm 处有紫外最大吸收, 双氯芬酸钠在 276 nm 处有

紫外最大吸收; 分离度远大于 1.5, 满足要求, 纯度角和纯度阈值均满足要求, 系统适应性良好; 对比色谱图

保留时间和光谱图的峰形结果, 最终确证该批样品中非法添加物为土霉素和双氯芬酸钠。结论  本确证方法

精准快捷、经济环保, 能监管本批次标称为银黄提取物注射液的质量。 

关键词: 银黄提取物; 双氯芬酸钠; 土霉素; 非法添加; 超高效液相色谱-二极管阵列检测器法 

Identification of compound illegally adulterated in one batch of Yinhuang 
extract injection by ultra-performance liquid chromatography- 

photodiode array detector 

WEI Xiu-Li, ZHANG Chuan-Jin*, LIU Dao-Zhong, ZHANG Zhi-Min, NIU Hua-Xing, LI You-Zhi 
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Safety Monitoring and Risk Assessment for Animal Products, China Shandong Engineering Laboratory for Drug Resistance 

Monitoring and Precise Drug Use of Animal Origin Bacteria, Shandong Engineering Laboratory for Chinese Traditional 
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ABSTRACT: Objective  To confirm the illegal additives in 1 batch of Yinhuang extract injection. Methods  

Ultra-performance liquid chromatography was used. Acquity UPLCTMT3 column (2.1 mm×100 mm, 1.8 μm) was 

used as the separation column, the column temperature was 40 ℃. The gradient elution was carried out with 

acetonitrile (0.1% phosphoric acid) and water (0.1% phosphoric acid). Flow rate was 0.35 mL/min. The sample size 

was 1 μL. The wavelength scan range is 190-400 nm, the detection wavelength was 276 nm. Results  The limits of 

detection of oxytetracycline and diclofenace sodium were 22.4 and 7.3 mg/mL respectively, and the chromatographic 

retention time was about 3.7 min, 8.3 min respectively. The retention time difference exceeds ±0.1 min. 
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Oxytetracycline had maximum UV absorption at 269 nm and diclofenace sodium at 276 nm. sparation was greater 

than 1.5, met the requirements, purity angle and purity threshold meet the requirements, and the system adaptability 

was good. By comparing the retention time of the chromatogram and the peak shape of the spectrogram, it was 

confirmed that the illegal additives in the samples were oxytetracycline and diclofenac sodium. Conclusion  This 

confirmative is accurate, fast, economical and environmental friendly, and can monitor the quality of the batch named 

Yinhuang extract injection. 

KEY WORDS: Yinhuang extract; diclofenace sodium; oxytetracycline; illegal additive; ultra-performance liquid 

chromatography-diode array detector method 
 
 

0  引  言 

银黄提取物注射液是《中国兽药典》2015 年版第二

部中收载的产品, 主要由金银花提取物和黄芩提取物以

1:10 的比例, 配制并灭菌而成, 主要用于鸡、猪风热犯

肺、发热咳嗽。双氯芬酸钠注射液、对乙酰氨基酚双氯

芬酸钠注射液为烟台绿叶动物保健品有限公司等研发

的产品 , 临床已有使用 , 主要用于解热镇痛、抗炎 [1‒2]; 

国内外土霉素注射液的兽药产品很多, 属于广谱抗菌药, 

效果良好, 主要用于猪的细菌病、支原体等的感染性治

疗[3‒5]。但如果在兽药中非法添加, 会造成细菌耐药性风

险和兽药残留风险。用户在不知情的情况下, 如果同时

应用土霉素注射液或含双氯芬酸钠注射液, 会因剂量过

大, 产生其他不良反应。 

本实验室在检测过程中, 发现 1 批次银黄提取物注射

液不含有金银花提取物和黄芩提取物的有效成分绿原酸和

黄芩苷, 随后进行非法添加物的筛查工作。2015 年版《中

国兽药典》凡例总则中规定: 任何违反药品生产质量管理

规范(good manufacturing practice, GMP)或未经批准添加物

质所生产的兽药, 即使符合《中国兽药典》或按照《中国

兽药典》没有检出其添加物质或相关杂质, 也不能认为其

符合规定。农业部关于印发《全国遏制动物源细菌耐药行

动计划(2017—2020 年)》的通知及中华人民共和国农业农

村部办公厅关于开展兽用抗菌药使用减量化行动试点工作

的通知, 加强抗菌药用减量化, 减少细菌耐药性[6‒7]; 近几

年农业部对兽药中非法添加物的检出情况, 进行严厉处罚

和重点监控, 以防止不合格产品流向市场, 造成更大的安

全事故和潜在风险。针对于药物中非法添加物的检测方法

报道[8‒13]很多, 有串联质谱法、离子井质谱法、高效液相

色谱法、荧光定量法、微生物法等, 质谱法高效快速, 但

仪器成本高, 部分实验室不具备; 液相色谱法和荧光法比

较普遍可行; 微生物法不能确定具体加了什么药物, 但适

合条件差不具备精密仪器的基层实验室[14‒19]。根据本科室

实验室仪器条件, 本研究使用超高效液相色谱-二极管阵

列 检 测 器 法 (ultra-performance liquid chromatography 

-photodiode array detector, UPLC-PDA)在相同色谱条件下, 

同时配制合适浓度的多种对照品溶液上机测定[20‒21], 选择

土霉素类药物(土霉素、多西环素、强力霉素)、氟喹诺酮

类药物(环丙沙星、恩诺沙星、诺氟沙星等)、解热镇痛类

药物(对乙酰氨基酚、氨基比林、安替比林、双氯芬酸钠)、

磺胺类药物等, 对比色谱图保留时间和光谱图的峰形结果, 

以期为兽药监管提供依据和保障。 

1  材料与方法 

1.1  药品与试剂 

土霉素对照品(批号 130487-200703, 含量 88.8%, 中

国药品生物制品检定所 ); 双氯芬酸钠对照品 ( 批号

100334-201803, 含量 100%, 中国兽医药品监察所); 其他

兽药对照品(磺胺喹恶啉、磺胺甲恶唑、磺胺间甲氧嘧啶、

磺胺对甲氧嘧啶、磺胺二甲嘧啶、磺胺噻唑、磺胺嘧啶钠、

沙拉沙星、恩诺沙星、环丙沙星、诺氟沙星、对乙酰氨基

酚、安替比林、地塞米松、金霉素、多西环素)(纯度均大

于 95%, 中国兽医药品监察所或中国药品生物制品检定

所); 乙腈、甲醇、磷酸(色谱纯, 德国 Merck 公司); 水为一

级水自制。银黄提取物注射液: 企业抽检产品。 

1.2  仪  器 

分析天平(感量 0.01、0.00001 g, 瑞士 Mettler-Toledo

公司); Waters AcquityTM 超高效液相色谱仪(美国 Waters 公

司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  供试品溶液制备 

精密量取供试品 1 mL, 置 50 mL量瓶中, 加 50%甲醇

稀释至刻度, 摇匀, 从中取 3 mL 置 25 mL 量瓶中, 加 50%

甲醇稀释至刻度, 摇匀, 滤过, 取滤液, 即得。 

1.3.2  标准储备液的制备 

精密称定土霉素对照品 25.25 mg (88.8%), 置于    

50 mL 量瓶中, 加 0.1 mol/L 盐酸溶液 5 mL 使溶解, 用水

稀释至刻度, 制成每 1 mL中约含 0.448 mg的溶液, 作为土

霉素对照品溶液。 

精密称定双氯芬酸钠对照品 14.73 mg (100%), 置  

100 mL 量瓶中, 加甲醇溶解并稀释至刻度, 制成每 1 mL
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中约含 0.147 mg 的溶液, 作为双氯芬酸钠对照品溶液。 

其他兽药对照品, 用甲醇等适宜溶剂配制成适宜浓

度 0.1~1 mg/mL的储备液, 上机测试时做适当倍数的稀释。 

1.3.3  标准工作液的制备 

精密吸取土霉素对照品溶液 5 mL, 加入双氯芬酸钠

对 照 品 溶 液 5 mL, 摇 匀 , 得 混 合 对 照 品 溶 液 , 含     

0.224 mg/mL 土霉素, 0.073 mg/mL 双氯芬酸钠。 

1.3.4  阳性添加样品的制备 

取银黄提取物注射液 0.5 mL, 加入土霉素对照品

51.86 mg、双氯芬酸钠对照品 15.34 mg, 置 50 mL 量瓶

中 , 加 50%甲醇稀释至刻度 , 摇匀 , 从中取 3 mL 置   

25 mL 量瓶中, 加入 50%甲醇稀释至刻度, 摇匀, 滤过, 

取续滤液, 即得。 

1.3.5  色谱操作条件及参数 

色谱柱: T3 色谱柱(2.1 mm×100 mm, 1.8 μm); 流动相

A: 乙腈(0.1%磷酸), 流动相 B: 水(0.1%磷酸); 梯度洗脱; 

流速: 0.35 mL/min; 进样量: 1 μL; 柱温: 40 ℃, 进样室温

度 10 ℃。二极管阵列检测器, 检测波长为 276 nm。液相

色谱梯度洗脱程序见表 1。 

 
表 1  梯度洗脱条件 

Table 1  Gradient elution condition 

时间/min 
流动相 A 

乙腈(0.1%磷酸)/% 

流动相 B 

水(0.1%磷酸)/% 

0~1 10 90 

1~3 10→20 90→80 

3~4.5 20 80 

4.5~5 20→50 80→50 

5~7 50→60 50→40 

7~10 60 40 

10~11 60→80 40→20 

11~11.5 80→10 20→90 

12 10 90 

 

 
1.3.6  重复性实验和精密度实验 

精密吸取土霉素对照品溶液 5 mL, 加入双氯芬酸钠对

照品溶液 5 mL, 摇匀, 即混合对照品溶液, 含 0.224 mg/mL

土霉素, 0.073 mg/mL 双氯芬酸钠, 重复配制 6 份, 进样, 计

算土霉素、双氯芬酸钠峰面积相对标准偏差(relative standard 

deviation, RSD)。取 1 份混合对照品溶液, 重复进样 6 次, 计

算土霉素、双氯芬酸钠峰面积 RSD。 

1.3.7  检测限测定 

对土霉素、双氯芬酸钠的标准工作液, 进行 UPLC 分

析, 并逐级降低其浓度, 以溶液检测时的信噪比(S/N)分别

大于等于 3, 且光谱图不失真为前提, 作为药物的检出限。 

1.3.8  稳定性实验 

进样室温度设置为 10 ℃。取“1.3.5”项下混合对照品

溶液, 在 10 ℃放置 3、6、12、24 h, 各进样 1 μL, 计算土

霉素、双氯芬酸钠各自的峰面积 RSD。 

2  结果与分析 

2.1  色谱分离 

在优化的色谱条件下, 测得土霉素、双氯芬酸钠色谱峰

峰形良好, 且均达到基线分离, 在 1.3.4 项条件下, 土霉素、

双氯芬酸钠对照品和银黄提取物注射液样品待测液, 色谱保

留时间分别为 3.7 min、8.3 min 左右, 多次进样各自的保留时

间相差不超过±0.1 min, 色谱系统稳定; 分离度远大于 1.5, 

均满足要求, 纯度角和纯度阈值均满足要求, 见表 2。 

2.2  检出限 

在选定的色谱条件下, 使用梯度洗脱的方法, 可以有

效地分离目的峰 , 土霉素、双氯芬酸钠的检出限分别是

22.4、7.3 mg/mL, 且光谱图不失真。根据临床药物发生作

用的浓度, 完全满足检测要求。非法添加确证, 只需要定

性确证。 

2.3  重复性实验和精密度实验 

配制混合对照品溶液, 重复配制 6 份, 进样, 计算土

霉素、双氯芬酸钠峰面积相对标准偏差为 0.69%、0.73%, 

满足实验要求。 

取混合对照品溶液 1 份, 重复进样 6 次, 计算土霉素、

双氯芬酸钠峰面积 RSD 分别为 0.43%、0.39%, 满足实验

要求。 

2.4  稳定性实验 

将对照品溶液贮存一段时间后, 进样, 所得到的图谱

中土霉素、双氯芬酸钠峰面积 RSD 分别为 0.56%、0.69%, 

说明样品稳定, 满足实验要求。 

2.5  非法添加物的确证 

本研究利用 PDA 检测器采集土霉素、双氯芬酸钠的

对照溶液光谱图, 在波长 190~400 nm 范围内扫描, 发现土

霉素在 269 nm 处有最大吸收, 双氯芬酸钠在 276 nm 处有

最大吸收, 由于双氯芬酸钠的添加量较小, 响应值低, 故

选择 276 nm 作为 2 者的检测波长, 光谱图见图 1。 

阳性添加样品的光谱图、色谱图、纯度角纯度阈值图

与对照品和待测样品的图谱较一致、纯度高、无包裹共流

出物, 确证样品中添加了土霉素、双氯芬酸钠。色谱图见

图 2。纯度角和纯度阈值图见图 3~图 8。 
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表 2  不同样品的色谱参数结果表 
Table 2  Table of results of chromatographic parameters for 

different samples 

不同样品 各项参数 土霉素 双氯芬酸钠

对照品 

保留时间/min 3.753 8.295 

峰面积 3067727 893571 

纯度角 0.079 0.107 

纯度阈值 0.359 0.508 

样品 

保留时间/min 3.755 8.293 

峰面积 2784559 833840 

纯度角 0.197 0.134 

纯度阈值 0.391 0.710 

阳性添加样品 

保留时间/min 3.756 8.296 

峰面积 3009289 832048 

纯度角 0.181 0.130 

纯度阈值 0.370 0.619 

 
 

 
 

注: A: 土霉素; B: 双氯芬酸钠。 

图 1  对照品溶液光谱图 

Fig.1  Spectrogramof reference solution 

 

 
 

注: A: 银黄提取物注射液样品; B: 混合对照品溶液。 

图 2  UPLC 色谱图 

Fig.2  UPLC chromatogram 

 
 

图 3  混合对照品土霉素纯度阈值图 

Fig.3  Threshold of the mixed reference substance oxytetracycline 
 
 

 
 

图 4  混合对照品双氯芬酸钠纯度阈值图 

Fig.4  Threshold value of diclofenace sodium mixed reference 
substance 

 
 

 
 

图 5  银黄提取物注射液样品土霉素纯度阈值图 

Fig.5  Threshold for the purity of oxytetracycline in the sample of 
Yinhuang extract 

 
 

 
 

图 6  银黄提取物注射液样品双氯芬酸钠纯度阈值图 

Fig.6  Threshold value of diclofenace sodium for silver yellow 
extract injection 

 

 
 

图 7  阳性添加样品土霉素纯度阈值图 

Fig.7  Threshold of oxytetracycline for positive sample 
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图 8  阳性添加样品双氯芬酸钠纯度阈值图 

Fig.8  Purity threshold of diclofenace sodium for  
positive added sample 

 

同时配制合适浓度的多种对照品溶液上机测定, 对

比色谱图保留时间和光谱图的峰形结果。其他兽药品种化

合物对照品的光谱图见图 9。最终确证该批样品中非法添

加物为土霉素和双氯芬酸钠。 

3  结论与讨论 

在相同实验条件下, 供试品色谱图中如出现色谱峰

与相应对照品主峰保留时间一致(差异≤±5％)、在 190~ 

400 nm 波长范围内, 供试品出现的色谱峰与相应对照品

色谱峰相对峰高大于 10％时, 2 者光谱图无明显差异(必

要时可调整供试品溶液的浓度)、最大吸收处波长一致(差

异≤±2 nm), 则判为检出被测试药物。供试品色谱图中如

出现与相应对照品保留时间一致的色谱峰, 但小于检出

限, 判定为未检出被测试药物。综上所述, 使用超高效液

相色谱法确证此批次标称为银黄提取物注射液中的土霉

素和双氯芬酸钠, 精准快捷、经济环保, 能有效控制银黄

提取物注射液的质量。 

 
 
 

 
 

 
图 9  多种化合物光谱图 

Fig.9  Spectrum diagram of various compounds 
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图 9(续)  多种化合物光谱图 

Fig.9  Spectrum diagram of various compounds 
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