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［摘　 要］ 　 建立了高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）测定兽用除虫脲原料药含量及有关杂质的检测方法。
采用 Ｃ１８ 色谱柱（２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ，５ μｍ），以甲醇为流动相 Ａ，０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵溶液为流动相

Ｂ，进行梯度洗脱，流速 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长 ２５４ ｎｍ，进样量 １０ μＬ，柱温 ２５ ℃。 除虫脲的线性范

围为 １０ ～ １０００ μｇ ／ ｍＬ（Ｒ２ ＝ ０． ９９９），回收率 ９７． ０１％ ～ １００． ８３％ （ＲＳＤ ＜ １． ０％ ，ｎ ＝ ３），精密度（ＲＳＤ
＝ ０． １３％ ，ｎ ＝ ９）、重复性（ＲＳＤ ＝ ０． ４５％ ，ｎ ＝ ６）良好，主成分与各杂质峰分离良好。 以主成分自身

对照法计算，各杂质峰面积的和不得大于对照溶液主峰面积的 ０． １ 倍（０． １％ ）。 该方法简便灵敏，
结果准确可靠，可作兽用除虫脲原料药含量及有关杂质测定。
［关键词］ 　 兽用；除虫脲；有关杂质；高效液相色谱法
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　 　 目前国内外猪场普遍存在苍蝇污染问题，养殖

场蝇蛆的控制是困扰养殖生产的一大难题。 控制

策略主要是使用敌敌畏和除虫菊喷雾剂，但毒副作

用较大［１］。 除虫脲（ ｄｉｆｌｕｂｅｎｚｕｒｏｎ），化学名 １ － （４
－氯苯基） － ３ － （２，６ － 二氟苯甲酰基）脲（图 １）。
属苯甲酰脲类杀虫剂，作用性质为昆虫生长调节

剂，能够阻碍昆虫表皮中几丁质的合成，使昆虫变

态受阻不能蜕皮而死亡［２ － ３］。 兽用除虫脲作用方

式主要为胃毒和触杀，无内吸收特性［４］。 除虫脲的

合成路线有多种［５ － ７］，主要合成工艺为 ２，６ － 二氟

苯甲酰胺与对氯苯基异氰酸酯在二甲苯溶液中缩

合生成除虫脲。 该农药于 １９７６ 年，经美国环保局

批准投入批量生产［８］，２０１６ 年 １ 月美国 Ｃｅｎｔｒａｌ Ｌｉｆｅ
Ｓｃｉｅｎｃｅｓ 公司已开发出 ０． ０４％ 和 ０． ６７％ 的兽用除

虫脲预混剂 Ｍｉｘ Ｃｌａｒｉｆｌｙ®作为猪、牛和马的杀蝇蛆

剂使用，但目前国内无相关兽药制剂，且国内外对

其原料药含量测定和有关物质检查少有相关报道。
为完善兽用除虫脲的质量控制，本研究拟通过使用

高效液相色谱（ＨＰＬＣ）建立兽用除虫脲含量测定及

其有关物质检查的方法，以期为国内外进一步的兽

用制剂质量标准的控制研究提供参考。

图 １　 除虫脲结构式

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｅｍｉｃａｌ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｄｉｆｌｕｂｅｎｚｕｒｏｎ

１　 仪器与试剂

高效液相色谱仪（ＡＣＱＵＩＴＹ Ａｒｃ ＨＰＬＣ）配备二

极管阵列（ＰＤＡ）检测器，购自美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司；精

密分析天平（ＢＳ １１０Ｓ），购自北京赛多利斯仪器系

统有限公司；超纯水仪购自德国 Ｍｅｒｃｋ － Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ

公司；涡旋混合仪（ＦＷ８０ 微型）购自上海沪西分析

仪器厂有限公司；ｐＨ 计（ＳＴＡＲＴＥＲ ２１００）购自奥豪

斯仪器上海有限公司；超声仪（ＫＱ５２００）购自昆山

市超声仪器有限公司；药物稳定性检查仪（ＷＤ －

Ａ）购自天津天光光学仪器有限公司。

除虫脲对照品（批号 Ｇ１３９５２５，含量≥９９． ２％ ）

购自 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ ＧｍｂＨ 公司；３ 批兽用除虫脲

原料 药 （ 自 制， 批 号 ２０１８０９０２０１、 ２０１８０９０２０２、

２０１８０９０２０３）；除虫脲可能的杂质（表 １）：Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ

（含量均大于 ９８． ０％ ）购自 ＭＡＣＫＬＩＮ 公司；甲醇、

乙腈（色谱纯）购自 Ｆｉｓｈｅｒ Ｃｈｅｉｃａｌ 公司；乙酸铵、磷

酸、盐酸、氢氧化钠（分析纯）购自国药集团化学试

剂有限公司。

表 １　 除虫脲可能的杂质

Ｔａｂ １　 Ｓｕｓｐｅｎｄｅｄ ｉｍｐｕｒｉｔｙ ｏｆ ｄｉｆｌｕｂｅｎｚｕｒｏｎ

杂质
名称

结构 化学名 来源

Ａ 对氯苯胺 破坏产物

Ｂ ２，６ － 二氟
苯酰胺

原料引入

Ｃ 对氯苯基
异氰酸酯

原料引入

Ｄ
１，３ － 双

（４ － 氯苯基）
尿素

反应生成

２　 方法与结果

２． １　 含量测定方法与结果

２． １． １　 色谱条件　 色谱柱：Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８（２５０ × ４．

６ ｍｍ，５ μｍ），检测波长为２５４ ｎｍ，流速为１ ｍＬ ／ ｍｉｎ，

柱温为 ２５ ℃，进样量为 １０ μＬ，以甲醇为流动相 Ａ，

０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵溶液为流动相 Ｂ，进行梯度洗脱，

洗脱顺序为 ０ ｍｉｎ，４０％ Ａ；０ ～ ５ ｍｉｎ，４０％ Ａ；５ ～ ２０

ｍｉｎ，４０％ ～８０％ Ａ；２０ ～３０ ｍｉｎ，８０％ Ａ；３０ ～３５ ｍｉｎ，

８０％ ～４０％ Ａ；３５ ～４０ ｍｉｎ，４０％ Ａ。

２． １． ２ 　 溶液配制　 除虫脲储备液的制备：分别精

密称量除虫脲对照品和原料药 １００ ｍｇ，加甲醇溶

解，制成浓度为 １０００ μｇ ／ ｍＬ 的除虫脲对照品和原

料药储备溶液，４ ℃冷藏备用。
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２． １． ３　 系统适用性试验　 将 ２． １． ２ 项除虫脲对照

品和原料药的储备液，分别用甲醇稀释为 １００
μｇ ／ ｍＬ，分别进样，记录色谱图，结果见图 ２。 计算

得到的主峰理论塔板数均大于 ２５０００，各组分的分

离度均大于 １． ５，符合规定。

图 ２　 除虫脲对照品（Ａ）和原料药（Ｂ）的 ＨＰＬＣ 图谱

Ｆｉｇ ２　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｉｆｌｕｂｅｎｚｕｒｏｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ａｎｄ ｒａｗ ｍａｔｅｒｉａｌ

２． １． ４　 线性关系考察　 将 ２． １． ２ 项除虫脲对照品

溶液，用甲醇分别稀释为 １０、２０、５０、１００、２００、５００
μｇ ／ ｍＬ，以质量浓度（Ｃ，μｇ ／ ｍＬ）为横坐标，峰面积

（Ｙ）为纵坐标作线性回归，得线性回归方程为 ｙ ＝
２８ ８１２ Ｃ － １ ９５７． ７，Ｒ２ ＝ ０． ９９９。 表明除虫脲质量

浓度在 １０ ～ ５００ μｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好。
２． １． ５　 重复性、精密度和稳定性试验　 根据《中华

人民共和国兽药典（２０１５ 版）》一部的药品质量标

准分析方法指导原则，精密称取 ６ 份 １０ ｍｇ 的除虫

脲对照品，用甲醇溶解定容至 １００ ｍＬ，连续进样 ６
次，ＲＳＤ ＝ ０． ４５％ ，表明本方法重复性良好；将质量

浓度为 １００ μｇ ／ ｍＬ 的除虫脲对照品溶液重复进样

９ 次，计算可得其 ＲＳＤ ＝ ０． １３％ ，表明本方法精密度

良好；又分别于 ０、２、４、８、１２、２４ ｈ 进样记录峰面积，
用外标法计算不同时间点相对于 ０ ｈ 时的除虫脲

的降解率为 ０． ５１％ ，ＲＳＤ ＝ ０． ２０％ ，表明在常温条

件下，２４ ｈ 内除虫脲原料药溶液稳定性良好。
２． １． ６ 　 回收率试验　 加入除虫脲标准品，用甲醇

分别配制 ８０％ 、１００％ 、１２０％ 的供试溶液，每个 ３

份，用外标法计算平均回收率及 ＲＳＤ。 回收率为

９７． ０１％ ～ １００． ８３％ ，ＲＳＤ ＜ １． ０％ （ｎ ＝ ３），符合回

收率要求。

２． １． ７　 含量测定　 取三批除虫脲原料药配制供试

品溶液和对照品溶液进样测定，并记录峰面积，用

外标法计算除虫脲的含量。 三批除虫脲原料药的

含量 分 别 为 ９９． ７３％ （ ２０１８０９０２０１ ）、 ９９． ６１％

（２０１８０９０２０２）、９９． ６７％ （２０１８０９０２０３）。

２． ２　 有关物质测定方法与结果　

２． ２． １　 色谱条件 同 ２． １． １ 项色谱条件。

２． ２． ２　 溶液配制　 据文献［９］及除虫脲合成原料及

工艺中发现可能的杂质有 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ。 其中 Ｃ（对氯

苯基异氰酸酯）需进行衍生化处理成在流动相中稳

定的物质，再进样检测。 根据文献［１０ － １２］ 衍生化方

法，Ｃ 与甲醇进行酯化反应。

供试品溶液：称取除虫脲及其有关物质 Ａ、Ｂ、

Ｃ、Ｄ 各 ０． ０５ ｇ，将 Ｃ 衍生化处理后与 Ａ、Ｂ、Ｄ 混合

于 １００ ｍＬ 量瓶中，加甲醇定容，制成质量浓度均为

５００ μｇ ／ ｍＬ 的混合对照品溶液。

２． ２． ３　 系统适用性试验　 将 ２． ２． ２ 项混合对照品

溶液，按 ２． １． １ 项色谱条件测定，色谱图见图 ３。 计

算得到的理论塔板数均大于 ２５０００，各组分的分离

度良好，均大于 １． ５，符合规定。

１：２，６ － 二氟苯酰胺；２：对氯苯胺；３：对氯苯基异氰酸酯；

４：除虫脲；５：１，３ － 双（４ － 氯苯基）尿素

图 ３　 空白（Ａ）和除虫脲及有关物质（Ｂ）色谱图

Ｆｉｇ ３　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （Ａ），

ｄｉｆｌｕｂｅｎｚｕｒｏｎ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ （Ｂ）
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２． ２． ４　 专属性与破坏性试验　 分别精密称取 ５ 份

除虫脲原料药 ０． ０５ ｇ 于 １００ ｍＬ 量瓶中，处理如下：
①氧化破坏：加入 ３０％ 过氧化氢 １ ｍＬ，超声 ２０
ｍｉｎ；②酸破坏：加入 １ ｍｏｌ ／ Ｌ 盐酸溶液（溶剂甲醇）
７０ ｍＬ，９０ ℃ 水浴加热 １００ ｍｉｎ；③碱破坏：加入 １
ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液 ７０ ｍＬ，９０ ℃ 水浴加热 １００
ｍｉｎ；④高温破坏：于 １０５ ℃放置 １０ ｈ；⑤光照破坏：
室温下，５ ０００ ± ５００ Ｌｕｘ 强光照放置 １４ ｈ，自然光照

放置 １０ ｄ。 将未经降解试验的原料药和降解破坏

样品加甲醇，完全溶解后，酸碱破坏样品分别中和

后甲醇定容，进样测定。 专属性和破坏试验的结果

见图 ４ 和表 ２。 可见未经破坏除虫脲原料药的相对

保留时间（Ｒｔ）为 ２８． ４３７ ｍｉｎ，氧化破坏则主要产生

了降解物 Ｒ１（Ｒｔ 为 １． ４０４ ｍｉｎ），酸碱、高温和自然

光破坏条件下产生了降解物 Ｒ２ （ Ｒｔ 为 １０． ４１１
ｍｉｎ），强光和自然光条件下产生了降解物 Ｒ３（Ｒｔ
为 ２９． ６２４ ｍｉｎ），强光下主要产生了降解物 Ｒ４（Ｒｔ
为 ３１． ８０２ ｍｉｎ）。 根据 ＰＤＡ 扫描光谱图，可知除虫

脲主峰和主要降解物 Ｒ１、Ｒ２、Ｒ３、Ｒ４ 均为单一纯度

峰。 各降解产物与主峰的分离度 Ｒ 均大于 １． ５，符
合要求，说明该方法良好。

Ａ． 空白溶剂；Ｂ． 未经破坏原料药；Ｃ． 氧化破坏；Ｄ． 强酸破坏；Ｅ． 强碱破坏 Ｆ． 高温破坏；Ｇ． 强光破坏；Ｈ． 自然光破坏

Ａ． Ｂｌａｎｋ ｓｏｌｖｅｎｔ；Ｂ． Ｕｎｔｒｅａｔｅｄ ｒａｗ ｍａｔｅｒｉａｌ ｄｒｕｇ；Ｃ． Ｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ｂｙ ｏｘｉｄａｔｉｏｎ；Ｄ． Ｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ｂｙ ａｃｉｄ；Ｅ． Ｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ｂｙ ａｌｋａｌｉ；

Ｆ． Ｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ｂｙ ｈｅａｔ；Ｇ． Ｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ｂｙ ｓｔｒｏｎｇ ｌｉｇｈｔ；Ｈ． Ｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ｂｙ ｎａｔｕｒａｌ ｌｉｇｈｔ

图 ４　 破坏试验色谱图

Ｆｉｇ ４　 ＨＰＬＣ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔ
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表 ２　 破坏试验的有关物质

Ｔａｂ２　 Ｔｈｅ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｏｆ ｄｅｓｔｒｕｃｔｉｏｎ ｔｅｓｔ
试验名称 主成分面积归一化法 ／ ％ 主要杂质相对保留时间 ／ ｍｉｎ 所有峰面积之和 ／ ％

原料药 １００ － １００

氧化破坏 ９２． ３０ １． ４０４（Ｒ１） １００

强酸破坏 ９６． ６２ １０． ４１１（Ｒ２） １００

强碱破坏 ９３． ６７ １０． ４１１（Ｒ２） １００

高温破坏 ９２． ８８ １０． ４１１（Ｒ２） １００

强光破坏 ９７． ５７ ２９． ６２４（Ｒ３）；３１． ８０２（Ｒ４） １００

自然光破坏 ９８． ９９ １０． ４１１（Ｒ２）；２９． ６２４（Ｒ３） １００

　 　 其中对氯苯胺与强碱、强酸、高温和自然光破

坏产生的降解物 Ｒ２ 的 ＰＤＡ 扫描光谱图见图 ５，对
比后发现，Ｒ２ 与对氯苯胺的出峰时间和最佳波长

几乎一致，有理由怀疑 Ｒ２ 为对氯苯胺。 ＰＤＡ 扫描

图谱的对比分析为除虫脲有关物质的定性检测提

供了参考依据。

Ａ． 对氯苯胺；Ｂ． 强碱破坏；Ｃ． 强酸破坏；Ｄ． 高温破坏；Ｅ． 自然光破坏

Ａ． ４ － Ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙａｍｉｎｅ；Ｂ． Ｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ｂｙ ａｌｋａｌｉ；Ｃ． Ｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ｂｙ ａｃｉｄ；Ｄ． Ｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ｂｙ ｈｅａｔ；Ｅ． Ｄｅｓｔｒｏｙｅｄ ｂｙ ｎａｔｕｒａｌ ｌｉｇｈｔ

图 ５　 对氯苯胺与降解物 Ｒ２ 的 ＰＤＡ 扫描光谱图

Ｆｉｇ ５　 ＰＤＡ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ ４ － Ｃｈｌｏｒｏｐｈｅｎｙａｍｉｎｅ ａｎｄ ｄｅｇｒａｄａｎｔ Ｒ２

２． ２． ５　 杂质检测限与定量限　 将 ２． ２． ２ 项混合对

照溶液，用甲醇逐步稀释后进样测定，以信噪比

Ｓ ／ Ｎ ＝ ３、Ｓ ／ Ｎ ＝ １０ 测定，杂质 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 检测限分别

为 ０． ５２４４、１． ５２６１、０． ４６９１、０． ０９９７ μｇ ／ ｍＬ（Ｓ ／ Ｎ ＝

３），定量限分别为 １． ７４７９、５． ０８６９、１． ５６３８、０． ３３２４
μｇ ／ ｍＬ（Ｓ ／ Ｎ ＝ １０）。
２． ２． ６　 样品溶液精密度、稳定性试验 　 将 ２． ２． ２
项混合对照品溶液进样，连续进样 ９ 次，计算得 Ａ

·０５·
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～ Ｄ 杂质峰面积的 ＲＳＤ 分别为 ０． ２９％ 、０． ４２％ 、
０． ７３％ 、０． ４５％ ；每天进样，连续进样 ６ ｄ，计算得 Ａ
～ Ｄ 杂质峰面积的 ＲＳＤ 分别为 ０． ８３％ 、１． ７８％ 、
２． ３１％ 、１． ８８％ 。 并分别于 ０、２、４、８、１２ ｈ 进样，计
算得不同时间点时 Ａ ～ Ｄ 杂质峰面积的 ＲＳＤ 分别

为 ０． ６０％ 、１． ０７％ 、１． ８９％ 、１． ２６％ 。 表明在常温条

件下，本方法日内、日间精密度良好，１２ ｈ 内除虫脲

原料药溶液稳定性良好。
２． ２． ７　 有关物质检查　 取三批除虫脲原料药，按照

２． ２． ２ 项的方法配制供试品溶液浓度为 ５００ μｇ ／ ｍＬ
进样测定并记录峰面积。 测定结果如表 ３ 所示，用
外标法计算除虫脲主成分含量均大于 ９９％ ，以主成

分自身对照法计算有关杂质的量，原料药杂质峰面

积的总和均低于 ０． １％的鉴定限。

表 ３　 除虫脲主成分含量和有关杂质

Ｔａｂ ３　 Ｃｏｍｐｏｎｅｎｔｓ ａｎｄ ｒｅｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ ｏｆ ｒａｗ

ｍａｔｅｒｉａｌ ｄｒｕｇ ｏｆ ｄｉｆｌｕｂｅｎｚｕｒｏｎ
批号 主成分含量 ／ ％ 单个最大杂质 ／ ％ 总杂质 ／ ％

２０１８０９０２０１ ９９． ７３ ０． ０５ ０． ０６

２０１８０９０２０２ ９９． ６１ ０． ０６ ０． ０８

２０１８０９０２０３ ９９． ６７ ０． ０５ ０． ０７

３　 讨论与结论

３． １　 衍生化方法的选择 　 根据文献［１０ － １２］ 发现对

氯苯基异氰酸酯在含有水相的溶液中不稳定，易水

解，进样后在流动相中会发生水解影响检测，需要

在进样前进行衍生化处理成在流动相中相对稳定

的物质后，再进样检测。 衍生化方法分别考察了两

种常见的方法：一为对氯苯基异氰酸酯用四氢呋喃

溶解后用过量二正丁胺进行衍生；二为用甲醇与对

氯苯基异氰酸酯进行酯化反应的衍生方法。 其中

衍生化方法二的处理过程简单，易反应完全，且无

溶剂峰和杂峰，不影响除虫脲及相关杂质的分析。
因此，选择了甲醇与对氯苯基异氰酸酯进行酯化反

应的衍生方法。
３． ２　 色谱条件的选择　 本试验根据文献［１３ － １５］，流
动相分别考察了乙腈 － 水 － 二恶烷、甲醇 － 水、甲

醇 － 乙酸铵水这 ３ 种流动相体系。 结果显示在乙

腈 －水 －二恶烷的流动相条件下，对氯苯基异氰酸

酯的峰型不佳，有拖尾且各峰分离不佳；在甲醇 －
水的流动相条件下，２，６ － 二氟苯甲酰胺的峰型不

佳，有拖尾且各峰分离一般；甲醇 － 乙酸铵水的流

动相条件下，除虫脲与 ２，６ －二氟苯甲酰胺、对氯苯

基异氰酸酯、对氯苯胺及 １，３ － 双（４ － 氯苯基）尿
素的峰型良好且各峰分离良好。 因此，选择甲醇 －
乙酸铵水作为流动相体系。 试验发现将流动相等

度洗脱调整为梯度洗脱后，既能短时高效的检测出

兽用除虫脲原料药是否引入其合成工艺上的杂质，
同时能测定出主成分含量和有关物质，且各峰分离

度良好。 试验发现检测波长调整为 ２５４ ｎｍ 时，各
峰响应值均较高。
３． ３　 ＰＤＡ 检测色谱图分析　 通过破坏性试验发现

了除虫脲的多种有关物质，将降解产物 Ｒ２ 和对氯

苯胺的 ＰＤＡ 检测色谱图进行对比分析，两张图谱

最佳波长几乎一致，光谱学上说明强酸、强碱、高温

和自然光破坏条件下的降解物 Ｒ２ 为对氯苯胺，若
完全确定，可做进一步的结构确证研究，其生成途

径也有待进一步的解析。
药物有关物质的检查与鉴定在其质量标准的

制定实施中十分的重要，但目前除虫脲未被药典收

录且无有关物质的控制标准。 本研究对除虫脲含

量和有关物质液相方法建立的同时，对其有关物质

进行了初步的研究。 本研究发现 ３ 批次的除虫脲

原料药中总杂质最大限度为 ０． １％ ，均低于《兽用

化学药物杂质研究技术指导原则》中兽医专用原料

药的杂质报告限度 ０． １％ ，鉴定限度 ０． ２％ ，质控限

度 ０． ５％的标准。 因此，依据现行传统工艺水平可

暂定为如有杂质峰，各杂质峰面积的面积和不得大

于对照溶液主峰面积的 ０． １ 倍（０． １％ ）。 本研究建

立测定除虫脲原料药主成分含量及有关杂质的高

效液相色谱法，使除虫脲及有关杂质在同一色谱条

件下检测并取得良好的分离效果，ＰＤＡ 检测图谱为

除虫脲有关物质的定性分析提供了参考依据。 该

方法含量测定准确灵敏，杂质分离度好，结果准确

可靠，可作兽用除虫脲原料药主成分含量及有关物
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质的检测与分析，为兽用除虫脲原料药的质量控制

和质量标准制定提供了参考依据。
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