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［摘　 要］ 　 为确证 １ 批恩诺沙星注射液中的非法添加物，通过 ＨＰＬＣ － ＰＤＡ 法初筛，利用高分辨质

谱对未知物进行筛查，并用 ＨＰＬＣ － ＰＤＡ 和 ＵＰＬＣ － Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ＭＳ 两种方法进行验证，结果显示，该

批样品中的非法添加物为加替沙星。 本研究为兽药中非法添加物筛查及定性确证提供了一个有效

的思路与方法。
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　 　 自 ２００８ 年发现第一例兽药处方外非法添加物

以来，农业农村部对兽药处方外非法添加的监管与

打击力度不断加大。 除有针对性的出台相关法律

法规进行处罚外，还相继发布了一系列公告作为兽

药处方外非法添加物检查的依据［１ － ２］。 随着监管

手段不断加强，检查方法日臻完善，非法添加现象

大幅减少，但仍有少数商家为了抢占市场份额，谋
取利益最大化，采取各种手段寻求新的非法添加

物。 这些物质一般不常见，无论是作为兽药还是人

用药，早已在市场上悄声匿迹，或才刚上市未进入
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公众视野，有的甚至还在研发阶段。 而目前已发布

的检查方法多针对市场份额占有率较高的常用药，
或有迹可循，或可预测的药物，这些新开发的药物

无疑为非法添加的筛查带来了新的挑战。 目前已

发布的兽药处方外非法添加物的检查方法主要采

用ＨＰＬＣ － ＰＤＡ 法，少数采用高效液相色谱 － 串联

质谱法，这两种方法均需一定数量的谱库数据为支

撑，而对于谱库外非法添加物的识别和确证就成了

非法添加工作中的难点。 随着高分辨质谱的飞速

发展，ＵＰＬＣ － ＴＯＦ ＭＳ 技术已越来越多的用于非法

添加未知物的筛查。 近日，在做非法添加物 ＨＰＬＣ
－ ＰＤＡ 法常规筛查时，发现一批恩诺沙星注射液中

有一未知物，根据其紫外光谱特征及高分辨质谱提

供的信息推测出疑似添加物，再用 ＨＰＬＣ － ＰＤＡ 和

ＵＰＬＣ － Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ＭＳ 进行双重验证，最终确认该

非法添加物为加替沙星。
１　 仪器与试药

１． １　 仪器与试剂 　 高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ Ａｒｃ
２９９８），配二极管阵列检测器（ＰＤＡ２９９８）；超高效液

相色谱仪（Ｓｈｉｍａｄｚｕ ＵＰＬＣ ＬＣ － ３０Ａ） － 四级杆 ／飞
行时间质谱仪（ＳＣＩＥＸ Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ４６００）；分析天平

（ＭＥＴＴＬＥＲ ＸＳ２０５）。 乙腈、三乙胺、甲酸为色谱纯

（Ｍｅｒｋ），水为超纯水，磷酸为优级纯。
１． ２　 试药　 加替沙星（含量 ９７． ２％ ）购自中国药

品生物制品检定所；恩诺沙星（含量 ９９． ５％ ）购自

中国兽医药品监察所；恩诺沙星注射液（１００ ｍＬ∶
２ ５ ｇ）为江苏省内风险监测样品。
２　 方法与结果

２． １　 ＨＰＬＣ － ＰＤＡ 法初筛

２． １． １　 色谱条件　 ＸＢｒｉｇｅ Ｃ１８ 色谱柱（１５０ ｍｍ ×
４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；以磷酸溶液 Ａ（取磷酸 ３． ０ ｍＬ，加
水至 １０００ ｍＬ，用三乙胺调 ｐＨ 值至 ３． ０ ± ０． １，加
乙腈 ５０ ｍＬ） － 甲醇 （８８ ∶ １２ ） 为流动相；流速：
１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：３０ ℃；进样量：１０ μＬ；采集波长

范围为 １９０ ～ ４００ ｎｍ，分辨率为 １． ２ ｎｍ； 记录

２９２ ｎｍ波长处的色谱图，同时记录光谱图。
２． １． ２　 供试品溶液的制备　 量取恩诺沙星注射液

１． ０ ｍＬ，置具塞锥形瓶中，加 ２％ 磷酸溶液 － 乙腈

（１∶ １） ５０ ｍＬ，超声处理 １５ ｍｉｎ，放置至室温，取
５． ０ ｍＬ，用磷酸溶液 Ａ（２． １． １ 项下）稀释至 ５０ ｍＬ，
摇匀，作为 ＨＰＬＣ － ＰＤＡ 初筛用供试品溶液。
２． １． ３　 对照品溶液的制备　 称取恩诺沙星对照品

２５ ｍｇ，置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，按 ２． １． ２ 项下方法操

作，稀释制成每 １ ｍＬ 含约 ５０ μｇ 的对照品溶液。
２． １． ４　 结果分析　 取供试品溶液和对照品溶液，
在 ２ ． １ ． １ 项色谱条件下分别进样，供试品溶液色

谱图中未出现与恩诺沙星保留时间一致的色谱

峰，但在 ３０ ． ７７３ ｍｉｎ 处有一未知峰。 该未知峰

在 ３２６、２９２、２３２ ｎｍ 处有最大吸收，其紫外光谱

与喹诺酮类药物光谱特征相似，推测此峰为喹诺

酮类药物或类似物。 将该光谱图与建立的非法

添加物光谱图库进行比对，未匹配到疑似添加

物，需借助质谱做进一步分析。 未知物光谱及色

谱图见图 １。

图 １　 未知物光谱及色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ａｎｄ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｏｆ

ｔｈｅ ｕｎｋｎｏｗｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ

２． ２　 质谱法分析

２． ２． １ 　 色 谱 条 件 　 ＡＣＱＵＩＴＹ ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱

（１００ ｍｍ ×２． １ ｍｍ，１． ７ μｍ）；流动相 Ａ 为 ０． １％甲

酸溶液，Ｂ 为 ０． １％ 甲酸乙腈溶液，梯度洗脱（０ ～
６ ｍｉｎ，由 ９０％ Ａ 线性变化为 １０％ Ａ；６ ～ １０ ｍｉｎ，保
持 １０％ Ａ；１０ ～ １４ ｍｉｎ，由 １０％ Ａ 线性变化为 ９０％
Ａ；１４ ～ １５ ｍｉｎ，保持 ９０％ Ａ）；流速：０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱
温：４０ ℃；进样量：５ μＬ。
２． ２． ２ 　 质谱条件 　 电喷雾电离（ＥＳＩ）：正离子模

式；喷雾电压：５５００ Ｖ；雾化气：５５ ｐｓｉ；加热辅助气：
５５ ｐｓｉ；气帘气：３５ ｐｓｉ；离子源温度：５００ ℃；扫描模
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式：ＭＳ ｍｏｄｅ，质量范围 １００ ～ １０００ Ｄａ，扫描时间

１００ ｍｓ；ＭＳ ／ ＭＳ ｍｏｄｅ，质量范围 １００ ～ １０００ Ｄａ，扫
描时间 ５０ ｍｓ，去簇电压（ＤＰ）８０ Ｖ，碰撞能量（ＣＥ）
３５ ｅＶ，扩展碰撞能量（ＣＥＳ）１５ ｅＶ。
２． ２． ３ 　 供 试 品 溶 液 的 制 备 　 取供试品溶液

１． ０ ｍＬ，置 １００ ｍＬ 量瓶中，用 ５０％ 乙腈溶液稀释

至刻度，摇匀；取 １． ０ ｍＬ，用 ５０％ 乙腈溶液稀释至

１００ ｍＬ，摇匀；再取 １． ０ ｍＬ，用 ５０％ 乙腈溶液稀释

至 １００ ｍＬ，摇匀，即得。
２． ２． ４　 结果分析　 在 ２ ． ２ ． １ 项和 ２ ． ２ ． ２ 项条件

下，采 集 得 到 未 知 物 的 二 级 质 谱 图， 利 用

ＰｅａｋＶｉｅｗ软件对数据进行分析处理。 根据预先

导入的 ４０ 种喹诺酮类化合物谱库信息，获得未

知物提取离子流（ ＸＩＣ）图，对照 ４０ 个化合物的

ＴＯＦ － ＭＳ 质量精度和同位素分布情况，以及

ＴＯＦ － ＭＳ ／ ＭＳ 谱图，得到匹配度。 最终，在供试

品中提取到和 Ｇａｔｉｆｌｏｘａｃｉｎ（加替沙星）相似的一

级质谱图，其精确质量数为 ３７６ ． １６６７，一级质谱

质量偏差为 ０ ． ３ ｐｐｍ，母离子天然同位素比对结

果良好（图 ２） 。 另从图谱解析的角度看，二级质

谱图（图 ３）高质荷比区［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋ ｍ ／ ｚ ３７６ ． １６６７
离 子 强 度 最 大， 且 和 相 邻 碎 片 里 子 （ ｍ ／ ｚ
３５８ １５６１）质荷比相差 １８，属于合理丢失，推测

应为未知物的分子离子峰，从而得知该未知物的

分子量为 ３７５，且分子中含奇数个 Ｎ 原子。 又从

图中同位素峰的比例看，该未知物不含 Ｃｌ 原子，
结合 ＰＤＡ 光谱图知其应为恩诺沙星同类物质，
推测分子中应含有 Ｆ。 对比 ４０ 种喹诺酮类化合

物，只有加替沙星符合以上所有特征，和谱库筛

选结果一致。 为进一步确认筛查结果，分别用

ＨＰＬＣ － ＰＤＡ 法和 ＵＰＬＣ － Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ＭＳ 法对未

知物进行验证。
２． ３　 ＨＰＬＣ － ＰＤＡ 法验证和定量

２． ３． １　 供试品溶液制备 　 同 ２． １． ２ 项下供试品

溶液。
２． ３． ２ 对照品溶液制备 　 称取加替沙星对照品

２５ ｍｇ，按 ２． １． ２ 项下操作，稀释制成每 １ ｍＬ 含

５０ μｇ的对照品溶液。

图 ２　 母离子天然同位素图

Ｆｉｇ ２　 Ｎａｔｕｒａｌ ｉｓｏｔｏｐｅｓ ｏｆ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｉｏｎ

图 ３　 供试品二级质谱图

Ｆｉｇ ３　 ＭＳ ／ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ

２． ３． ３　 色谱条件　 同 ２． １． １ 项初筛色谱条件。
２． ３． ４　 结果分析　 将供试品中的未知物与加替

沙星保留时间及紫外光谱图（图 ４）进行比对，以
及不同浓度本底添加对供试品中的未知物进行

验证。 供试品中未知色谱峰与加替沙星的保留

时间一致，紫外光谱图一致；不同浓度（取对照

品溶液与供试品溶液按 １ ∶ ４、１ ∶ １、４ ∶ １ 的比例混

合）的本底添加试验显示，添加前后，供试品色

谱峰的纯度角度均小于纯度阈值，可认为是单一

物质峰，光谱的匹配角度均小于匹配阈值，可认

为是同一化合物。 验证结果表明，供试品溶液中

未知物即为加替沙星，验证数据和结果见表 １、
表 ２。 同时测得恩诺沙星注射液中非法添加加

替沙星的含量为 ２ ． ２％ 。
表 １　 ＨＰＬＣ － ＰＤＡ 验证结果

Ｔａｂｌｅ １　 Ｖｅｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ＨＰＬＣ － ＰＤＡ

分析物 保留时间 ／ ｍｉｎ 最大吸收波长 ／ ｎｍ

加替沙星 ３０． ６９３ ２３１． ９、２９２． ４、３２５． ８

供试品 ３０． ７７３ ２３１． ９、２９２． ４、３２５． ８
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图 ４　 加替沙星对照品光谱指数图

Ｆｉｇ ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ａｎｄ ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｇａｔｉｆｌｏｘａｃｉｎ

表 ２　 峰纯度与光谱相似度检查结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｅａｋ ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔｓ ａｎｄ ｓｐｅｃｔｒａｌ ｓｉｍｉｌａｒｉｔｙ ｔｅｓｔｓ

分析物 添加方式 纯度角度 纯度阈值 峰纯度检查结果 ＰＤＡ 匹配角度 ＰＤＡ 匹配阈值 光谱相似度检查结果

供试品

加替沙
星 － 供试品

／ ０． ２２８ ０． ２９２

１∶ ４ ０． １０９ ０． ２９８

１∶ １ ０． １３６ ０． ２９２

４∶ １ ０． １４２ ０． ２８５

纯度角度小
于阈值，为
单一物质峰

０． １０９ １． １４９

０． １６２ １． １４９

０． １４７ １． １４７

０． １７５ １． １４７

匹配角度小于
阈值，为同一化

合物

２． ４　 ＵＰＬＣ － Ｔｒｉｐｌｅ ＴＯＦ ＭＳ 法验证

２． ４． １　 对照品溶液的制备　 称取加替沙星对照品

２５ ｍｇ，用 ５０％乙腈溶液稀释制成每 １ ｍＬ 含 ５０ ｎｇ

的溶液，作为对照品溶液。

２． ４． ２　 供试品溶液的制备　 使用 ２． ２． ３ 项下供试

品溶液作为确证用供试品溶液。

２． ４． ３　 仪器条件　 同 ２． ２． １ 项和 ２． ２． ２ 项。

２． ４． ４　 结果分析　 在与供试品相同分析条件下，

得到加替沙星母离子准确分子量、母离子天然同

位素、二级质谱图、保留时间四大信息，并将信

息载入软件谱库中。 将供试品中未知物的谱图

信息与加替沙星谱图信息进行比较，得到一级质

谱质量偏差为 ０ ． ２ ｐｐｍ， 二级谱库匹配度为

１００％ ，保留时间基本一致，总体匹配度 ９８％ ，非

法添加的未知物确证为加替沙星（图 ５） 。 为进

一步增强质谱信息的可信度，对裂解规律进行了

推导（图 ６） 。

３　 讨 论

３． １　 非法添加加替沙星合理性分析　 恩诺沙星为

第三代喹诺酮类药物，收载于《中国兽药典》２０１５

版一部［３］，是动物专用的广谱抗菌药物。 加替沙星

为第四代喹诺酮类药物［４］，与大多数氟喹诺酮抗菌

药相比，增强了对革兰阳性菌及厌氧菌的抗菌作

用，提高了生物利用度，从而表现出杀菌力强、选择

性高的特点。 临床上多用于呼吸、泌尿、生殖及消

化系统等的感染，属人用药物。 在恩诺沙星注射液

中非法添加抗菌作用更强的加替沙星，显然是为了

片面追求疗效，抢占经营市场。

３． ２ 　 非法添加物筛查及确证的一般模式　 目前，
兽药制剂中非法添加物的筛查主要基于ＨＰＬＣ －
ＰＤＡ 法，将未知物的光谱图与谱库中数据匹配，根
据匹配结果，再用对照品谱图信息进行确证。 这不

仅要求有一定容量的数据库，而且对未知物的判

定也仅限于库中化合物。本文将ＵＰＬＣ － ＴｒｉｐｌｅＴＯＦ
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图 ５　 未知物二级谱图与加替沙星二级谱图的匹配图

Ｆｉｇ ５　 ＭＳ ／ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｕｎｋｎｏｗｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｍａｔｃｈｅｓ ｇａｔｉｆｌｏｘａｃｉｎ

图 ６　 未知物可能裂解规律

Ｆｉｇ６　 Ｔｈｅ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ ｏｆ ｔｈｅ ｕｎｋｎｏｗｎ ｃｏｍｐｏｕｎｄ

ＭＳ 法与 ＨＰＬＣ － ＰＤＡ 法相结合，利用高分辨质谱

提供的精确质量数、同位素分布情况、二级质谱图

等信息推测出疑似添加物，再分别用两种方法进行

确认。 在不具备高分辨质谱的条件下，也可利用低

分辨质谱先获取未知物一级质谱图，根据谱图中分

子离子峰和丢失碎片离子特征，结合谱图解析和

ＰＤＡ 光谱图推测可能化合物，再进行确证。
３． ３　 扩充数据库的重要性　 超高效液相色谱串联

飞行时间质谱不仅能测得化合物的分子式和精确

分子量，同时具备完全定性、定量的特性，具有高分

辨率、高灵敏度和高扫描速度等特点［５ － ６］。 但这一

切优势都需以强大的数据库为基础，所以只有不断

完善、丰富化合物数据库，才能充分发挥数据库的

优势，发挥仪器本身的优势，进而对可能的非法添

加物进行全面的筛查和确证。
近年来，在非法添加物的筛查中，恩诺沙星制

剂多检出甲氧苄啶、苯甲酸、烟酰胺、水杨酸等非法

添加物，加替沙星的检出尚属首次，且在其他制剂

中也未曾检出过加替沙星。 说明在高压的监管、
处罚手段下，非法添加更加隐蔽，添加方式也更

加多样。 希望本文能给兽药中非法添加物检查

提供一定的方法借鉴，同时也为监督管理部门提供

监管思路。
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