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丸剂中非法添加环丙沙星的快速检测方法研究
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摘 要：目的 建立一种丸剂中非法添加环丙沙星的快速检测方法。方法 通过 19F-核磁共振定量（19F-qNMR）法对添加入

当归苦参丸中的环丙沙星进行检测，以 4，4’-二氟二苯甲酮为内标，以氘代DMSO为溶剂，采集 δ −120.3处环丙沙星信号

和 δ −104.8处内标信号面积，计算环丙沙星的含量。结果 以环丙沙星和内标信号面积比为纵坐标，环丙沙星和内标质量比

为横坐标，得到线性回归方程为：Y=3.384 1X+0.114 8，R2=0.992，环丙沙星在 5～30 mmol/L具有良好的线性，检出限为

7.798×10-2 mg/mL，定量限为 0.260 mg/mL。建立的 19F-qNMR法精密度、重复性、稳定性、加样回收率均符合检测要求。结

论 所建立的 19F-qNMR法样品制备简单，检测时间短，灵敏度高，适合对丸剂中非法添加的环丙沙星进行含量测定。
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A rapid detection method for illegal addition of ciprofloxacin in pills
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Abstract: Objective To establish a rapid detection method for illegal addition of ciprofloxacin in pills. Methods The qualitative

examination of the presence of illegally added ciprofloxacin in the pill was conducted by the 19F-quantitative nuclear magnetic

resonance (19F-qNMR) method. 4, 4'-difluorobenzophenone as an internal standard and DMSO-d6 as the solvent were used in 19F-

qNMR. The ciprofloxacin content was calculated by comparing the response signal (δ −120.3) of sample and internal standard (δ −
104.8). Results Taking the area ratio of ciprofloxacin and internal standard signal as ordinate and the mass ratio of ciprofloxacin and

internal standard as abscissa, the linear regression equation was: Y = 3.384 1X + 0.114 8, R2＞0.99. This method had a good linearity

in the range of 5—30 mmol/L. The detection limit was 7.798×10-2 mg/mL and the limit of quantitation was 0.260 mg/mL. The

precision, repeatability, stability and recovery rate of 19F-qNMR method meet the requirements of detection. The mass fraction of

ciprofloxacin was 83.94%, RSD was 0.54%, and the results were accurate. Conclusion This method requires short detection time

and simple sample preparation, has high sensitivity. 19F-qNMR is suitable for the content determination of ciprofloxacin illegally

added in pills.
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环丙沙星是抗生素类药物，是广泛使用的第三

代喹诺酮类抗菌药物之一，属广谱抗菌药，杀菌效

果好，其杀菌原理为干扰细菌的DNA旋转酶的正常

代谢［1］。喹诺酮类抗菌药物有广谱抗菌性、口服效
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果好、外用无刺激等特点，所以偶有被不法商家添

加到具有相应疗效的中药制剂中，用以提高药品短

期疗效［2］。文献资料显示，环丙沙星很可能引发过

敏性休克、精神异常等不良反应。同时，长期服用

喹诺酮类药物会造成肝肾功能损害，还可能造成中

枢神经系统损害［2-3］。中药制剂中非法添加环丙沙

星，隐瞒药剂的真实成分含量，对患者的健康造成

潜在威胁，严重时可能危及患者生命。所以，对于

中药制剂中非法添加药物检查方法的研究应该得

到重视。目前，对于环丙沙星非法添加常用的检测

方法有高效液相色谱（HPLC）、液相色谱 - 质

谱（HPLC-MS）联用等方法［ 4-6］。这些方法前处

理过程相对复杂，实验时间较长，不适用于环

丙沙星快速检测。相比较而言，核磁共振法的

前处理简单，实验时间短且灵敏度高，适用于

环丙沙星的快速检测。考虑到环丙沙星结构中

含有氟原子 ，故研究用 19F- 核磁共振定量（ 19F-

qNMR）法 对 丸 剂 中 非 法 添 加 环 丙 沙 星 进 行

检测。

最常用的 qNMR方法为 1H-qNMR，但是这种方

法易受干扰，定量信号选择较难。尤其是在制剂等

复杂样品中，由于辅料等干扰，几乎无法进行。对

于含氟化合物而言，19F-NMR的检测灵敏度高，谱图

简单，化学位移的范围广，很少出现样品信号重叠，

内标物质和样品定量信号容易选择，检测时不受氘

代试剂的使用限制，可在任何溶液体系下进行探

讨。对于阳性样品，可以用 19F-NMR法进行定性实

验 ，也可以用 19F-qNMR 法进行定量实验。所

以，在含氟药物的含量测定方面，19F-qNMR 技

术有特有的优势［ 7-8］。本研究采用 19F-qNMR 技

术建立测定丸剂中非法添加的环丙沙星含量的

方法。

1 材料

1.1 仪器

Bruker Ascend 600型核磁共振仪（瑞士布鲁克

公司）；5 mm PABBO探头及Topspin3.2试验控制及

数据处理软件；Mettler Toledo XP205电子天平。

1.2 样品及主要试剂

环 丙 沙 星（批 号 130451-201203，质 量 分 数

84.2%，中国食品药品检定研究院）；氘代DMSO（批

号 STBJ0941，质量分数 99.85%，Sigma）；4，4’-二氟

二苯甲酮（批号H7H4B-ND，内标，质量分数 99.0%，

TCI chemicals）；当归苦参丸（市售，规格：每 100 粒

重10 g）。

2 方法与结果

2.1 样品溶液的制备

精密称取环丙沙星样品和内标物质适量，加入

5 mL量瓶中，用氘代DMSO溶解并定容至刻度，取

0.7 mL转入5 mm核磁管中备用。

2.2 实验条件及方法

采用 zgig 脉冲序列在恒温（25 ℃）下获取 19F-

NMR 图谱。具体试验参数设置如下：谱宽（SW）δ

50，射频中心频率（O1P）δ −113，采样点数（TD）

131 072，采样时间（AQ）2.36 s，弛豫时间（D1）15 s，

采 样 次 数（NS） 16，空 扫 次 数（DS） 4，增

益（RG）101。

2.3 图谱测定结果

如图 1所示，19F-NMR图谱直观简单，容易选择

内标和样品定量信号，方便含量测定。

2.4 线性与范围

按“2.1”项下配制方法，分别精密称取环丙沙星

和 4，4’-二氟二苯甲酮适量，使待测样品浓度约为

30、20、15、10、5 mmol/L，内标浓度约为 20 mmol/L，

按“2.2”项下试验条件测定 19F-qNMR 谱，记录响应

信号面积，以 δ −120.3 处环丙沙星信号和 δ −104.8

处内标信号面积比为纵坐标，环丙沙星和内标质量

比为横坐标 ，进行线性回归 ，回归方程为 ：Y=

3.384 1X+0.114 8，R2=0.992。证明环丙沙星在 5～

30 mmol/L线性关系良好。

2.5 进样精密度

使用“2.4”中配制的环丙沙星样品及内标

物质浓度分别约为 30、20 mmol/L 的溶液，连续

测定 5次，记录积分面积，计算环丙沙星和内标信号

面积比值，其 RSD=0.85%（n=5），证明方法的精密

 

 

 
 

 

−105          −110          −115          −120 

δ/×10
−6

 

内标−104.8 

环丙沙星−120.3 

图1 环丙沙星与内标的 19F-NMR核磁响应信号

Fig. 1 19F-NMR signals of ciprofloxacin and internal

standard
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度较好。

2.6 重复性

按照“2.1”项下方法，平行配制 5 份样品溶

液（环丙沙星样品及内标物质浓度分别约为 30、

20 mmol/L），按“2.2”项下条件进行测定，计算环丙

沙星的平均含量，RSD为1.46%。取样品1图谱重复积分

5次，计算δ −120.3处和δ −104.8处内标信号面积比值，

RSD为0.85%。实验表明，结果的重复性较好。

2.7 稳定性

按照“2.1”项下方法配置 1份样品溶液（环丙沙

星样品及内标物质浓度分别约为30、20 mmol/L），分别

在 0、24 h进行测定，计算样品中环丙沙星的含量，

含量分别为 81.9% 和 81.8%，表明供试品溶液室温

放置24 h稳定。

2.8 检出限和定量限

在丸剂粉末样品中添加低浓度环丙沙星和内

标物质，以信噪比 S/N=3时对应的质量浓度为方法

的检出限（LOD），以信噪比 S/N=10时对应的质量浓

度为其定量限（LOQ），环丙沙星的检出限为 7.798×

10−2mg/mL，定量限为0.260 mg/mL。

2.9 加样回收率

将当归苦参丸 1 g研碎，置入 5 mL量瓶中，精密

称取环丙沙星约10 mg和内标物质约4 mg，加入5 mL量

瓶，振荡，将环丙沙星和内标物质与丸剂碎末混匀，

用氘代DMSO定容至刻度，超声 10 min，离心，上层

清液转入5 mm核磁管中备用。

按照上述方法，平行配制 5 份样品溶液，根

据“2.2”项的条件步骤进行测定，采集 δ-120.3 处和

δ-104.8处内标信号面积，按下式计算检出的环丙沙

星量。

ms=
( )As/ns ×Ms×mr×Pr

( )Ar/nr ×Mr×Ps
As 为环丙沙星的信号面积；ns 为环丙沙星的氟原子

数（1）；Ms为环丙沙星的相对分子质量（331.34）；Ar为内标信

号面积；nr为内标中包含的氟原子数（2）；Mr为内标物质的相

对分子质量（218.20）；ms为称取环丙沙星的质量；mr为称取

的内标物质的质量；Pr为内标的质量百分含量（99.0%）；Ps为

环丙沙星的质量百分含量（84.2%）。

回收率结果见 1。环丙沙星的平均加样回收率

为 83.9%，RSD%为 1.46%，说明该方法可以准确的

检出加入丸剂中的环丙沙星。

3 讨论

3.1 氢谱与氟谱比较

qNMR 既可以进行定性实验也可以做定量实

验，与其他实验方法相比，qNMR不需要对照品，不

破坏样品结构，前处理简单且缩短了实验时间。在

2000 年 时 ，国 际 化 学 测 量 委 员 会（Comité

Consultatif pour la Quantité de Matière，CCQM）定义

qNMR 为基本比例测定方法［9］。由于其广泛的应

用，qNMR也收录在《中国药典》2010版附录中［10］。

核磁共振氢谱是核磁共振图谱中使用最为广

泛的一种。氢谱具有适用范围广，灵敏度高，实验

时间短等特点。资料表明，在单一化合物的测定

中，氢谱的测定结果准确，精密度、重复性和回收率

都很好［11-13］。但在中药制剂的化合物含量测定中，

氢谱可检测的成分过多，造成图谱杂乱，无法确定

内标信号和样品定量信号。相对氢谱而言，氟谱的

可检测成分少，更适合中药制剂中化合物的定性定

量实验，但氟谱只适用于含氟化合物。在实验中，

应该结合实验目的，合理的选择使用的核磁共振

谱图。

3.2 仪器参数

O1P、SW和NS等参数的设置将影响实验图谱

的呈现和最终结果，NS 与 D1 共同决定实验时间。

NS不够得到的含量测定结果误差较大，NS过多则

实验时间变长增加无效时间。结合文献资料，最终

选择 NS为 16，既能保证实验结果的准确性又控制

了实验时间。因为 19F谱的范围较宽的特点，当样品

与内标物质的响应频率距离中心频率较远的时候，

图谱又可以有严重的畸变，加大相位校正的难度，

严重时可能无法完成相位校正［14］。本实验中的样

品信号和内标信号分别出现在 δ −120.3和 δ −104.8

处，当不更改 O1P 和 SW 时，图谱显示如图 2。将

O1P设置为 δ −113，SW设置为 50后，图谱显示如图

3。对比可知，更改O1P和SW可以保证图谱完整清

晰的显现，更适合数据分析。

3.3 内标化合物的选择

内标化合物的选择一般要符合以下条件：易溶

于所用溶剂、具有化学惰性、不与样品发生反应且

表1 丸剂中环丙沙星的回收率

Table 1 Recovery of ciprofloxacin in pills

加入量/mg

10.262

9.791

9.453

10.466

10.015

测得量/mg

8.577

8.367

7.767

8.856

8.404

加样回收率/%

83.58

85.46

82.16

84.61

83.91
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与样品信号分离良好。选择与样品信号半信号宽

相近的内标更能保证积分结果的准确性。在 19F-

NMR试验中，由于氟谱范围比较宽（通常为 δ- 200～

100），2种物质的氟谱响应信号重叠的情况很少出

现，所以 19F核磁共振定量试验中内标的选择范围十

分广泛［7，14］。4，4’-二氟二苯甲酮的结构中含氟，化

学性质稳定，不与样品反应且半信号宽相近，故选

择4，4’-二氟二苯甲酮做为内标化合物。

3.4 结论

目前，一般选择仪器分析法对化合物进行含量

测定实验，常用的实验方法有 HPLC、GC、红外光

谱、紫外光谱、质谱和各种仪器联用等。这些方法

的特点是准确、结果可靠，缺点是方法建立过程烦

琐，且需提供对照品，对待测样品纯度要求高、样品

预处理过程复杂等。故常用于已知化合物的分析，

其应用也受到一些限制。

qNMR技术无需待测物对照品、样品预处理步

骤简单、测定快速准确、专属性强、不破坏样品等特

点弥补了传统定量方法的缺陷，现已应用在化学、

食品、农业以及军事领域。最近几年，qNMR技术在

药学领域的发展很快，已在越来越多的环节中应

用［15］。19F-qNMR法具备 qNMR技术的优点，缺点是

只适用于含氟化合物。目前含氟药物在抗肿瘤、抗

感染、心血管系统以及呼吸、神经系统等方面应用

广泛，故 19F-qNMR也具有较广泛的应用范围。本方

法的实际应用主要是定性与定量两个方面。首先，

该方法可以准确检测出对照品中环丙沙星的含量，

可用于对照品的标定；第二，该方法可以用于中药

丸剂中非法添加的环丙沙星的检测与定量，前期处

理简单，实验耗时短；第三，该方法可以扩展出不同

剂型中环丙沙星的定性定量方法，值得后续研究。
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图2 更改O1P和SW前的 19F-NMR谱图

Fig. 2 19F-NMR before changing O1P and SW
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图3 更改O1P和SW后的 19F-NMR谱图

Fig. 3 19F-NMR after changing O1P and SW
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