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［摘　要］　确证１批次喹乙醇预混剂中的非法添加物。采用 ＨＰＬＣ－ＤＡＤ的谱库匹配，推断出疑

似添加物为喹烯酮，从而建立了检测喹乙醇预混剂中违规添加喹烯酮的反相高效液相色谱法

（ＨＰＬＣ－ＤＡＤ）。采用ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－Ｃ１８色谱柱（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ），流动相为甲醇

－水（６０∶４０），流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ，波长扫描范围为２１０～４００ｎｍ。喹烯酮在１～１００μｇ／ｍＬ浓度范围

内线性关系良好，ｒ＝１．００００；平均回收率为９９．４％～９９．８％，ｎ＝５，ＲＳＤ在０．８％～１．０％之间。
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　　近年来，农业部对兽药处方外非法添加的监管

与打击力度不断加大，规定鉴别抽检的检验应当执

行《兽药国家标准补充检查方法》。对于没有补充

的检查方法标准，可按《兽药中非法添加物质检查

方法标准》［１］自行建立补充检查方法。在鉴别抽检

时，试验发现有１批次喹乙醇预混剂样品添加喹烯
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酮，添加手段极为隐蔽。为了打击非法添加行为，

建立喹乙醇预混剂中违规添加喹烯酮药物的检查

方法迫在眉睫。喹烯酮预混剂的检测方法主要是

液相色谱法［２］，本研究在此基础上建立了喹乙醇预

混剂中违规添加喹烯酮的检查方法。

１　仪器与材料

１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１２００高效液相色谱仪，配二极

管阵列检测器，美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司；ＸＳ－２０５电子天

平（感量０．０１ｍｇ），瑞士ＭＥＴＴＬＥＲＴＯＬＥＤＯ公司；

ＫＱ－５００Ｅ型超声波清洗器，昆山市超声仪器有限

公司。

１．２　试剂与材料　甲醇为色谱纯，Ｍｅｒｃｋ公司；实

验用水为ｍｉｌｌｉ－Ｑ超纯水。喹乙醇预混剂样品（批

号为１６０３０１０１），标示规格为５％，为２０１６年度监

督抽检样品；喹乙醇对照品，批号 Ｈ００６１１０３，含量

９９．５％，购于中国兽医药品监察所；喹烯酮对照品，

批号Ｈ０５６１３０５，含量９９．６％，购于中国兽医药品监

察所。

２　方法和结果

２．１　色谱条件　色谱柱：ＡｇｉｌｅｎｔＥｃｌｉｐｓｅＸＤＢ－

Ｃ１８（２５０ｍｍ×４．６ｍｍ，５μｍ）；以甲醇 －水

（６０：４０）为流动相；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３０℃；

进样量１０μＬ；二极管阵列检测器（ＤＡＤ），采集波

长范围 ２１０～４００ｎｍ，分辨率为 １．２ｎｍ，记录

３１４ｎｍ波长处的色谱图。

２．２　溶液制备

２．２．１　喹乙醇预混剂空白溶液　取已测得不含喹

烯酮的喹乙醇预混剂（规格为５％）１．０ｇ，置１００ｍＬ

量瓶中，加甲醇适量，超声１０ｍｉｎ，冷却，加甲醇稀

释至刻度，摇匀；取５．０ｍＬ，置２５ｍＬ量瓶中，加甲

醇稀释至刻度，摇匀，作为空白溶液。

２．２．２　喹烯酮对照品储备液　取喹烯酮对照品

１０ｍｇ，置 １００ｍＬ量瓶中，加甲醇适量，超声 １０

ｍｉｎ，冷却，加甲醇稀释至刻度，摇匀，配制成 ０．１

ｍｇ／ｍＬ的对照品储备液。

２．２．３　系统适用性溶液　分别取喹乙醇和喹烯酮

对照品各１０ｍｇ，分别置１００ｍＬ量瓶中，加甲醇溶

解并稀释至刻度；精密量取上述溶液各５ｍＬ，置同

一５０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，作为系统适

用性溶液。

２．３　方法学考察

２．３．１　专属性　量取系统适用性溶液１０μＬ，注入

液相色谱仪，记录色谱图，考察喹乙醇和喹烯酮的

分离度，结果见图１。在上述色谱条件下，喹乙醇和

喹烯酮的分离度为１７．９９。

图１　系统适用性色谱图

２．３．２　样品本底及干扰　精密量取空白溶液

１０μＬ，注入液相色谱仪，记录色谱图。结果显示喹

乙醇预混剂中成分对喹烯酮测定结果无干扰

（图２）。

图２　空白溶液色谱图

２．３．３　线性关系考察　精密量取喹烯酮对照品储

备液适量，加甲醇制成１、２、４、８、２０、４０、１００μｇ／ｍＬ

的标准曲线溶液，测定。按喹烯酮峰面积与对应的

浓度作标准曲线，并计算回归方程和相关系数。喹

烯酮回归方程为 ｙ＝５１．００９４１ｘ＋０．９８８８２２，ｒ＝

１．００００。表明喹烯酮在１～１００μｇ／ｍＬ浓度范围内，

峰面积与浓度呈良好的线性关系。

２．３．４　检测限和定量限　取已测得不含喹烯酮的

喹乙醇预混剂（含喹乙醇５％）１．０ｇ，置１００ｍＬ量

瓶中，精密加入喹烯酮对照品储备液适量，制成浓
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度０．１、０．２５、０．５、１．０、２．０ｍｇ／ｇ的添加样品。以

光谱图（图３）失真的最大浓度作为检出限，以３倍

检出限作为定量限。该色谱条件下喹烯酮在喹乙

醇预混剂样品中的检出限为０．５ｍｇ／ｇ，定量限为

１．５ｍｇ／ｇ。

图３　喹烯酮检出限色谱图（１μｇ／ｍＬ）（Ａ）、光谱图（Ｂ）

２．３．５　回收率试验　取已测得不含喹烯酮的喹乙

醇预混剂（含喹乙醇５％）１．０ｇ，置１００ｍＬ量瓶中，

加喹烯酮对照品适量，分别按０．５、１．０、２．５ｍｇ／ｇ

进行添加，制成３个不同添加浓度，每个浓度制备５

个平行样品，加甲醇适量，超声１０ｍｉｎ，冷却，加甲

醇稀释至刻度，摇匀；取５．０ｍＬ，置２５ｍＬ量瓶中，

加甲醇稀释至刻度，摇匀，按２．１项下的色谱条件，

每个样品重复进２针，测定并计算回收率，结果见

表１。
表１　喹烯酮回收率结果（ｎ＝５）

添加浓度／（ｍｇ·ｇ－１） 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

０．５ ９９．５ ０．８

１．０ ９９．８ １．０

２．５ ９９．４ ０．５

２．３．６　样品的测定　取喹乙醇预混剂样品（批号
为１６０３０１０１）１．０ｇ，置 １００ｍＬ量瓶中，加甲醇适
量，超声１０ｍｉｎ，冷却，加甲醇稀释至刻度，摇匀；取

５．０ｍＬ，置２５ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇
匀，作为供试品溶液。分别精密量取供试品溶液和

喹烯酮对照品溶液（２０μｇ／ｍＬ）１０μＬ，注入液相色
谱仪，记录色谱图和光谱图及峰纯度检查（图４～
图５）。结果显示：供试品溶液喹烯酮色谱峰与喹
烯酮对照品溶液色谱峰保留时间一致，光谱相似；

纯度因子大于纯度阈值，显示为单一物质峰。

图４　喹乙醇预混剂样品（批号１６０３０１０１）
色谱图（Ａ）、光谱图（Ｂ）、纯度检查图（Ｃ）
（纯度因子９９８．９３９，纯度阈值９９０．０００）

３　讨论与小结
３．１　非法添加物的发现和分析　喹乙醇预混剂的
质量标准收载于《中国兽药典》二○一○版一部［３］，

采用可见 －紫外分光光度法鉴别并测定其含量。
在监督抽检时，发现有１批次喹乙醇预混剂样品按
质量标准检测，鉴别项和含量项均符合标准规定，

但该批次样品的紫外光谱图与喹乙醇的紫外光谱

图比较，除了２６６ｎｍ和３８２ｎｍ波长处有最大吸收
外，在３１０ｎｍ波长处多了一个最大吸收峰，怀疑添
加有其他喹啉类药物。采用 ＨＰＬＣ－ＤＡＤ谱库
作了匹配，疑似添加物锁定为喹烯酮。
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图５　喹烯酮对照品溶液（２０μｇ／ｍＬ）
色谱图（Ａ）、光谱图（Ｂ）、纯度检查图（Ｃ）
（纯度因子９９９．９４４，纯度阈值９９０．０００）

３．２　色谱条件、提取溶剂和提取波长的选择　本
试验中采用的色谱条件，参照《兽药国家标准（化学

药品、中药卷第一册）》［３］喹烯酮预混剂的液相色

谱条件，采用二极管阵列检测器。对喹烯酮在甲醇

中的溶解性进行考察，发现在本方法浓度范围内，

喹烯酮在甲醇中的溶解性良好。考虑到在非法添

加高通量筛查中以甲醇作为溶剂具有普适性，选取

甲醇作为提取溶剂。喹烯酮对照品在２１０～４００ｎｍ
波长范围最大吸收波长为２３２、２６０、３１４ｎｍ，为避免
测定溶剂及流动相对紫外吸收的干扰，选择３１４ｎｍ
作为提取波长。

喹乙醇和喹烯酮均属于喹啉衍生物，被广泛

用作抗菌促生长饲料添加剂［４］。该批次样品如果

按照《中国兽药典二○一○年版一部》检测，含量测
定和鉴别项均符合规定，含量测定结果显示含５％
的喹乙醇。如果按本文的液相色谱方法检测，结果

显示该批次样品含喹乙醇外，还添加２．５％的喹烯
酮。用喹烯酮部分代替喹乙醇生产喹乙醇预混剂，

不仅违反《兽药管理条例》，超量使用喹烯酮也给食

品安全带来很大隐患。
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