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摘要　目的　建立一种消毒剂与抗抑菌制剂中非法添加成分利巴韦林的检测方法。方法　采用毛细管电泳法，建
立消毒剂和抗抑菌制剂中利巴韦林的检测方法。结果　通过对毛细管电泳法检测波长、样品量和缓冲体系的选
择，确定了最佳检测条件。检测产品中利巴韦林在一定质量浓度范围内与校正峰面积的良好线性关系。相关系数

（ｒ）为０．９９９９，方法检出限为膏体剂型中２０μｇ／ｇ和其他剂型中８μｇ／ｇ；方法定量限为膏体剂型中７０μｇ／ｇ，其他剂
型中３０μｇ／ｇ，加标回收率在８４．１％～１０５．９％范围，相对标准偏差（ＲＳＤ）均小于５％。结论　本研究建立的反转电
流毛细管电泳法适用于消毒剂与抗抑菌制剂中抗病毒药物利巴韦林的检测，方法简便，结果准确可靠。
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　　利巴韦林又名病毒唑、三氮唑核苷，是一种人工
合成的核苷类广谱强效抗病毒药物〔１〕，能抑制多种

核糖核酸（ＲＮＡ）和脱氧核糖核酸（ＤＮＡ）病毒，对
ＨＩＶ病毒也有较强的抑制作用，能用于多种病毒感
染的治疗〔２，３〕。利巴韦林不仅具有良好的抗病毒作

用，也具有很强的抗菌效果且价格低廉，一些企业将

其不法添加于消毒剂和抗抑菌制剂中，这属于违禁

用药，不仅不符合我国法规，还会造成病毒耐药

性〔４〕。目前，在消毒产品评审注册放开的情况下，

市场监管尚无相应消毒剂与抗抑菌制剂中利巴韦林

的检测方法，因而无法实现对这些消毒产品的有效

监管。虽然有紫外分光、液（气）相色谱等多种方法

都可以检测利巴韦林〔５－１２〕，但这些方法一般都用于

药物制剂的测定，未见用于消毒剂和抗抑菌制剂的

·８６５· ＣｈｉｎｅｓｅＪｏｕｒｎａｌｏｆＤｉｓｉｎｆｅｃｔｉｏｎ　２０１９；３６（８）



测定。本研究初步建立一种精密度与准确度均较好

的外标毛细管电泳法（ＣＥ）测定消毒剂与抗抑菌制
剂中的利巴韦林，并进行了实际样品使用测定观察。

现将研究结果报告如下。

１　材料与方法

１．１　试验材料
试验用样品来自国内市场合法上市产品，包括

标注抑菌、除癣、止痒和保持菌群平衡等作用的产

品；剂型包括喷剂、洗剂、乳膏和凝胶等共６种消毒
剂和抗抑菌制剂及液体、颗粒和喷剂３种剂型的利
巴韦林药品。

标准品利巴韦林，纯度 ＞９６％，为德国 Ｄｒ．Ｅｈ
ｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒＧｍｂＨ产品。

试验仪器主要有Ｐ／ＡＣＥＭＤＱ型毛细管电泳仪
及配套二极管阵列检测器和 ＭｉｌｌｉｐｏｒｅＭｉｌｌｉＥｌｉｘ／Ｒｉ
Ｏｓ型超纯水器和 ＶｏｒｔｅｘＧｅｎｉｅ２涡旋振荡器；以上
均为国外进口产品。ＫＱ－５００ＤＶ医用超声波清洗
器和未涂层熔融石英毛细管均为国内产品。

１．２　试验方法
１．２．１　分离缓冲液的配制　称取硼酸 ０．３０９ｇ、硼
砂１．１４４ｇ和十六烷基三甲基溴化铵（ＣＴＡＢ）
０．００９ｇ，置于同一塑料离心管中，加４０ｍｌ水溶解，
再加水至５０ｍｌ刻度，混匀；配制成含有１００ｍｍｏｌ／Ｌ
硼酸、６０ｍｍｏｌ／Ｌ硼砂和０．５ｍｍｏｌ／ＬＣＴＡＢ的分离
缓冲溶液。

１．２．２　样品提取液的配制　将分离缓冲溶液用水
稀释１０倍。
１．２．３　样品前处理　膏状剂型样品称取约０．２ｇ，
其余剂型样品均称取约０．５ｇ，置于１０ｍｌ具塞带小
玻璃珠离心管（比色管）中，加入样品提取液至刻

度，涡旋振荡混匀，超声１０ｍｉｎ，试液供毛细管电泳
仪测定。

１．２．４　电泳条件　分离柱：未涂层熔融石英毛细
管，７０ｃｍ（有效长度为６０ｃｍ）；电压：－２９ｋＶ；进样
压力及时间：３．４４８ｋＰａ、２０ｓ；检测波长：２１４ｎｍ。清
洗程序：新装毛细管在使用前分别用１ｍｏｌ／Ｌ氢氧
化钠溶液冲洗２０ｍｉｎ，水冲洗５ｍｉｎ，分离缓冲溶液
冲洗５ｍｉｎ。每次进样前依次用１ｍｏｌ／Ｌ氢氧化钠
溶液冲洗１．５ｍｉｎ，水冲洗１．５ｍｉｎ，分离缓冲溶液冲
洗１．５ｍｉｎ。

２　结果

２．１　样品量的确定
最初所有剂型的样品均称取０．５ｇ，经加标回收

试验发现，膏体剂型样品的回收率偏低（６０％ ～

８０％）。分析原因可能是因为样品提取液由水配
制，不含具有增溶作用的十二烷基硫酸钠，因此如果

称样量较大，提取样品时乳化现象严重，导致被测物

质被乳粒包裹而使回收率下降。经试验测定，将样

品稀释倍数控制在５０倍左右，即将膏体剂型的称样
量降至０．２ｇ，回收率结果即可符合要求。
２．２　检测波长选择

依据中国药典二部，利巴韦林的最大吸收波长

为２０７ｎｍ，经二极管阵列检测器在线扫描分离，缓
冲溶液中利巴韦林的最大吸收波长确定为２０７ｎｍ。
但考虑到２１４ｎｍ是毛细管电泳仪标准配备的滤光
片，从利巴韦林的紫外吸收光谱图（图 １）上可见，
２０７ｎｍ和２１４ｎｍ处的吸光度差别不大，况且 ２０７
ｎｍ处检测特异性较差，综合考虑仪器的通用性、分
析的灵敏度及基体干扰等因素，故选择紫外检测器

的２１４ｎｍ作为检测波长。

图１　利巴韦林的紫外吸收光谱图

２．３　分离缓冲体系的选择
ＣＥ的分离缓冲体系主要有磷酸盐、碳酸盐和硼

酸盐缓冲体系等，好的缓冲体系需要有足够的缓冲

容量、良好的紫外透光性（紫外区）和较低的背景吸

收。磷酸盐和硼酸盐由于具有这些优势，因此是最

常用的分离缓冲溶液。根据利巴韦林的性质及结构

特点，本研究选用硼砂缓冲体系，用硼酸来调节缓冲

体系的ｐＨ，由于硼砂使中性的利巴韦林带上负电
荷〔１３〕，因此在缓冲液中加入了 ＣＴＡＢ，使电渗流反
转。本研究使用以硼酸、硼砂配制的分离缓冲体系

测定利巴韦林，获得了较为满意的分离度及灵敏度。

５ｍｇ／Ｌ利巴韦林标准电泳图见图２。
２．４　利巴韦林药品检测结果

在选定的最佳条件下，以利巴韦林的质量浓度

为横坐标，校正峰面积为纵坐标，绘制校准曲线。利

巴韦林校准曲线的线性范围为 １．５ｍｇ／Ｌ～
５０ｍｇ／Ｌ；回归方程为 ｙ＝８７．６３５ｘ＋２１．３５６；相关系
数（ｒ）为０．９９９９。检出限和定量限分别以 Ｓ／Ｎ＝３
和Ｓ／Ｎ＝１０计算。膏体剂型样品取０．２ｇ时，检出
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限和定量限分别为２０μｇ／ｇ和７０μｇ／ｇ；其他剂型样
品取０．５ｇ时，检出限和定量限分别为 ８μｇ／ｇ和
３０μｇ／ｇ。

加标回收试验结果表明，不同剂型样品低、中、

高回收率范围在８４．１％ ～１０５．９％。不同剂型利巴
韦林低、中和高质量浓度加标回收率的相对标准偏

差（ＲＳＤ）均小于５％（表１）。

　注：１为利巴韦林（５ｍｇ／Ｌ），２为未知峰，３为系统峰，电泳条件

见１．２．４

图２　利巴韦林标准溶液电泳图

表１　利巴韦林３种基质样品加标回收率检测结果

剂型
加标量

（ｍｇ／Ｌ）
平均回收率

（％）
回收率范围

（％）
相对标准偏差

（％）

２ ９８．６ ９６．２～１０１．９ ２．７
液体 １０ １０２．７ ９８．０～１０５．９ ２．８

２０ ９７．１ ９６．６～９７．８ ０．５
２ ９４．０ ９２．６～１０２．０ ４．７

膏体 １０ ９０．０ ８４．１～９４．６ ４．８
２０ ８８．２ ８５．１～９１．３ ２．９
２ ９８．２ ９２．２～１００．６ ３．２

凝胶 １０ ９７．５ ９４．９～１００．６ ２．２
２０ １０３．０ ９９．０～１０５．３ ２．３

２．５　实际样品测定结果
采用本研究建立的电渗流反转的 ＣＥ对６件不

同剂型的复方化学消毒剂与抗抑菌制剂样品目标物

进行测定，均未检出利巴韦林。为进一步证明该方

法的准确性，对从药店及医院购买的利巴韦林滴眼

液、喷剂及颗粒进行了测定。结果分别为１．０４％、
２５．１ｍｇ／ｇ和５９．５ｍｇ／ｇ，与标识值１％、２５ｍｇ／ｇ和
５９．５ｍｇ／ｇ吻合很好，证明了本方法的准确性。

３　讨论

缓冲体系的选定在ＣＥ检测利巴韦林中起着决
定性作用。由于利巴韦林在大部分的 ｐＨ范围内为
中性，因此，要用ＣＥ进行分离需要让利巴韦林带上
一些电荷。利巴韦林的结构含有多元羟基，它可以

和硼酸盐发生键合作用形成带负电的络合物〔１３〕，因

此选定硼酸盐作为缓冲体系。起初试图利用早期建

立的ＣＥ测定阿昔洛韦等３种核苷类抗病毒药物〔１４〕

方法中使用的硼酸盐缓冲体系（硼砂 －磷酸二氢钠
－十二烷基硫酸钠体系，（ｐＨ＝７．４１））进行分离，目
的是尽可能在一种条件下同时测定利巴韦林和阿昔

洛韦等３种药物。试验结果发现，在此条件下，利巴
韦林的峰型较差，虽然通过加入甲醇使利巴韦林的

峰型有所改善，但阿昔洛韦等３种药物的峰型变差，
证明此种分离体系不能同时分析利巴韦林和阿昔洛

韦等３种抗病毒药物。由于利巴韦林与硼酸盐结合
而带负电，使得被测物与电渗流方向相反，为了获得

高效快速分离，需要将电渗流反转〔１３，１５〕，Ｍｉｃｈａｅｌ
Ｃ〔１３〕等在硼酸盐缓冲体系中加入精胺作为电渗流反
转剂，但是，使用比精胺更长碳链、能提供更多正电

荷的ＣＴＡＢ作为电流反转剂则可以以更小的浓度使
电流反转，这样可避免溶液黏度的增加，还可降低焦

耳热，同时形成的双电层也更稳定〔１５，１６〕。因此，决

定使用ＣＴＡＢ作为电流反转剂，同时使用硼酸调节
ｐＨ。最终确定的缓冲体系为硼砂－硼酸－ＣＴＡＢ。

对缓冲体系中 ＣＴＡＢ、硼砂和硼酸的浓度进行
了选 择。ＣＴＡＢ 作 为 电 流 反 转 剂 其 浓 度 为
０．５ｍｍｏｌ／Ｌ〔１５〕时足以使电流反转，因此确定 ＣＴＡＢ
的浓度为０．５ｍｍｏｌ／Ｌ。固定硼酸和 ＣＴＡＢ浓度不
变，对硼砂的浓度进行选择。当设定硼酸和 ＣＴＡＢ
的浓度值时，变换硼砂浓度，考察利巴韦林标准溶液

的峰形及灵敏度结果表明，随着硼砂浓度的增加，利

巴韦林与其中的未知峰的分离越来越不好，通过不

断调整选定硼砂的浓度为６０ｍｍｏｌ／Ｌ。
保持分离缓冲体系中浓度不变，考察利巴韦林

标准溶液在硼酸浓度为６０ｍｍｏｌ／Ｌ～２４０ｍｍｏｌ／Ｌ范
围内设定的９组浓度时的峰形及分离情况表明，随
着硼酸浓度的增加，利巴韦林与其中的未知峰的分

离度基本不变。

本研究选用电流反转的 ＣＥ方法对消毒剂与抗
抑菌制剂中可能添加的抗病毒药物利巴韦林进行测

定，方法样品前处理简单、仪器分析快速，且方法的

精密度及准确度能够满足日常检测的需求。
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消毒剂是试验成功的关键环节〔１２，１３〕。本研究中含

氯消毒剂与过氧化物类消毒剂可用硫代硫酸钠中

和，而季铵盐类消毒剂苯扎溴铵和双癸基二甲基溴

化铵，资料介绍用１％甘氨酸＋３％吐温８０＋０．３％
卵磷脂的生理盐水，但有研究报道，卵磷脂和吐温不

仅本身对细胞生长有一定的影响，而且其与任何消

毒剂形成的中和产物都会对试验细胞造成较大的危

害〔１３〕。本试验前期预试验也证实其对 ＣＥＦ毒性较
大，所以改用过滤法去除季铵盐类消毒剂的残

留〔１４〕。ＣＥＦ本身对化学消毒剂的耐受力较低，在预
试验时发现５种消毒剂的推荐使用浓度均对 ＣＥＦ
细胞有毒性，故在消毒剂残留去除试验中没有设置

消毒剂＋病毒悬液组。
一般消毒剂对病毒的灭活效果受有机物影响比

较大，常规消毒工作中，待消毒的物品或多或少都存

在有机干扰物。因此，在评价消毒效果时，需要在病

毒悬液中加入有机干扰物。本研究采用病毒悬液和

用硬水稀释的消毒剂作用后再接种细胞，因此未加

有机干扰物，得到的病毒灭活效果是理想状态，得出

的有效浓度可能远远低于常规实际使用浓度，建议

在实际使用中加大使用浓度。

本文筛选出了５种常用消毒剂残留的去除方
法，测定了其对ＮＤＶ的有效杀灭浓度。结果发现５
种常用消毒剂在一定浓度下能有效杀灭 ＮＤＶ，且二
氯异氰尿酸钠杀灭 ＮＤＶ需要的有效含量最低。试
验结果对新城疫防控消毒剂的筛选和生产，以及新

城疫实际的消毒有积极的指导意义。
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