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［摘　 要］ 　 建立了硫酸新霉素可溶性粉中非法添加 ７ 种抗寄生虫药物的 ＨＰＬＣ － ＰＤＡ 检测方法。
采用十八烷基键合硅胶为填充剂；以水 －乙腈为流动相，梯度洗脱，流速 １． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；二极管阵列检

测器，波长为 ２４５ ｎｍ。 通过液相色谱保留时间、峰纯度检查和光谱相似度检查对非法添加物进行确

证。 结果表明，该色谱条件下，７ 种抗寄生虫药物间分离度良好，在 ３ ～ ８０ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内线性关

系良好（Ｒ２ ＞ ０． ９９９８），回收率在 １０３． ９％ ～１０５． ８％ 之间，ＲＳＤ≤２． ５％ ，４ 种苯并咪唑类和 ３ 种大环

内酯类的检测限分别为 ０． ０５ ｇ ／ ｋｇ 和 ０． ３ ｇ ／ ｋｇ。 该方法操作简便、快速、灵敏度高，可用于硫酸新霉

素可溶性粉中非法添加抗寄生虫药物的测定。
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ｉｄｅｎｔｉｆｙ ｔｈｅ ａｎｔｉｐａｒａｓｉｔｉｃ ｄｒｕｇｓ． ｓｅｖｅｎ ａｎｔｉｐａｒａｓｉｔｉｃ ｄｒｕｇｓ ｗｅｒｅ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｔｈｒｏｕｇｈ ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｍｅｔｈｏｄ， ｗｈｉｃｈ
ｓｈｏｗｅｄ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （０． ０５ ｇ ／ ｋｇ ｏｆ ｂｅｎｚｉｍｉｄａｚｏｌｅｓ ａｎｄ ０． ３ ｇ ／ ｋｇ ｏｆ ｍａｃｒｏｌｉｄｅｓ） ａｎｄ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ
（３ ～ ８０ μｇ ／ ｍＬ） ｗｉｔｈ ａ ｈｉｇｈ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ （ ｒ２ ＞ ０． ９９９８）． Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ １０３． ９％ ｔｏ
１０５􀆰 ８％ ． Ｔｈｅ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｒａｐｉｄ ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｕｔｉｌｉｚｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｎｔｉｐａｒａｓｉｔｉｃ ｄｒｕｇｓ ｉｌｌｅｇａｌｌｙ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｎｅｏｍｙｃｉｎ ｓｕｌｆａｔｅ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｏｗｄｅｒ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｎｅｏｍｙｃｉｎ ｓｕｌｆａｔｅ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｏｗｄｅｒ； ｉｌｌｅｇａｌｌｙ ａｄｄｉｔｉｏｎ； ａｎｔｉｐａｒａｓｉｔｉｃ ｄｒｕｇｓ； ｈｉｇｈ － ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ
ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

　 　 新霉素属于氨基糖苷类抗生素，硫酸新霉素可

溶性粉主要用于禽大肠杆菌和沙门氏菌等革兰氏阴

性菌所致的大肠杆菌病、鸡白痢等［１］。 近日，在监督

抽检中发现有厂家在硫酸新霉素可溶性粉中添加阿

苯达唑，扰乱了兽药市场，也为动物源性食品安全埋

下隐患。 市场上常用的抗寄生虫类兽药来源主要为

两类，一类是苯并咪唑类，包括氧阿苯达唑、阿苯达

唑、芬苯达唑、三氯苯达唑等；一类是大环内酯类，包
括乙酰氨基阿维菌素、阿维菌素、伊维菌素等。 目

前，苯并咪唑类抗寄生虫药的含量测定方法主要为

容量分析法［２］ 和高效液相色谱法（ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， ＨＰＬＣ） ［３］，大环内酯类抗寄生

虫药的检测方法有 ＨＰＬＣ［４］ 和高效液相色谱 － 串联

质谱法［５］等。 检索发现，上述抗寄生虫药除阿维菌

素质量标准收载于 ２０１７ 年版《兽药质量标准》 ［６］ 中

外，其余 ６ 个测试药物质量标准均收载于《中国兽药

典》中。 苯并咪唑类药物的含量测定多采用容量法，
有关物质多采用薄层色谱法；大环内酯类药物的含量

测定和有关物质均采用高效液相色谱法。 另外，经文

献检索发现，农业部公告第 １７３０ 号公布了同时检测饲

料中 ８ 种苯并咪唑类药物的高效液相色谱测定方

法［７］。 本文涉及的抗寄生虫药物检测方法见表 １。

表 １　 检测方法汇总表

Ｔａｂ １　 Ｓｕｍｍａｒｙ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ

标准来源
《中国兽药典》或 ２０１７ 年版《兽药质量标准》 农业部公告第 １７３０ 号

含量测定 有关物质 饲料中药物的含量测定

氧阿苯达唑 容量法

高效液相色谱法：以十八烷基键合硅胶
为填充剂；流动相：乙腈 － ０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ
四丁基溴化铵溶液 － 冰醋酸 － 水
（１６∶ ２∶ １∶ ８１）；λ ＝ ２８９ ｎｍ

高效液相色谱法：以十八烷基键合硅
胶为填充剂；
流动相：水和乙腈进行梯度洗脱；
λ ＝ ２９６ ｎｍ

阿苯达唑 容量法 薄层色谱法

高效液相色谱法：以十八烷基键合硅
胶为填充剂；
流动相：水和乙腈进行梯度洗脱；
λ ＝ ２９６ ｎｍ

芬苯达唑 容量法

高效液相色谱法：以十八烷基键合硅
胶为填充剂；流动相：甲醇 － 水 － 冰
醋酸（３０∶ ７０∶ １）和甲醇 － 水 － 冰醋酸
（７０∶ ３０∶ １）进行梯度洗脱；λ ＝ ２８０ ｎｍ

高效液相色谱法：以十八烷基键合硅
胶为填充剂；

流动相：水和乙腈进行梯度洗
脱；λ ＝ ２９６ ｎｍ

三氯苯达唑 容量法 薄层色谱法

高效液相色谱法：以十八烷基键合硅
胶为填充剂；

流动相：水和乙腈进行梯度洗
脱；λ ＝ ２９６ ｎｍ

乙酰氨基
阿维菌素

高效液相色谱法：以十八烷基键合硅胶
为填充剂；流动相：０． １％高氯酸溶液和
乙腈进行梯度洗脱；λ ＝ ２４５ ｎｍ

同含量测定 ／

阿维菌素
高效液相色谱法：以十八烷基键合硅胶
为填充剂；流动相：甲醇 － 水（８５ ∶ １５）；
λ ＝ ２４５ ｎｍ

同含量测定 ／

伊维菌素
高效液相色谱法：以十八烷基键合硅胶
为填充剂；流动相：乙腈 － 甲醇 － 水
（５３∶ ３５∶ １２）；λ ＝ ２５４ ｎｍ

同含量测定 ／
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　 　 目前，尚无兽药制剂中抗寄生虫药的检测方

法。 本文根据监督抽检发现的问题，选择氧阿苯达

唑、阿苯达唑、芬苯达唑、三氯苯达唑、乙酰氨基阿

维菌素、阿维菌素、伊维菌素为测试药物，硫酸新霉

素可溶性粉为目标制剂，参考《中国兽药典》２０２０
年版一部及其他相关检测方法［８ － ９］，建立硫酸新霉

素可溶性粉中上述测试药物的检查方法。
１　 仪器与材料

１． １　 仪器与试剂　 Ｗａｔｅｒｓ ２６９５ 高效液相色谱仪配

有二极管阵列检测器（ＰＤＡ２９９８）和色谱工作站处

理软件 Ｅｍｐｏｗｅｒ ３（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）、ＡＸ２０５ 型分

析天平（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司）、超声清洗仪（昆
山市超声仪器有限公司 ＫＱ３００Ｅ）。 乙腈为色谱纯，
实验用水为超纯水。
１． ２　 试药　 氧阿苯达唑对照品、阿苯达唑对照品、
芬苯达唑对照品、三氯苯达唑对照品、乙酰氨基阿

维菌素对照品、阿维菌素对照品和伊维菌素对照品

均源自中国兽医药品监察所。
１． ３　 供试品

１． ３． １ 　 制剂空白　 硫酸新霉素可溶性粉，某市售

产品， 为检验合 格、 无 非 法 添 加 的 产 品， 批 号

２０２０１２１８，规格 １００ ｇ∶ ６． ５ ｇ。
１． ３． ２ 　 疑似阳性样品　 硫酸新霉素可溶性粉，某
市售产品，批号 ２１０９０１，规格 １００ ｇ∶ ３． ２５ ｇ（３２５ 万

单位）。
２　 方法与结果

２． １ 　 色谱条件 　 色谱柱： Ｄｉｋｍａ Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ Ｃ１８
（４． ６ × ２５０ ｍｍ，５ μｍ），流动相 Ａ：超纯水；流动相

Ｂ：乙腈。 梯度洗脱方法见表 ２，流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，
柱温：４０ ℃，进样量：１０ μＬ，二极管阵列检测器，检
测波长 １９０ ～ ４００ ｎｍ，记录 ２４５ ｎｍ 波长处的色

谱图。
２． ２　 溶液制备

２． ２． １　 空白溶液　 制剂空白溶液：称取 １． ３． １ 项

硫酸新霉素可溶性粉 １００ ｍｇ，置 １０ ｍＬ 量瓶中，加
含 １％冰醋酸的甲醇溶液 ８ ｍＬ，超声 ５ ｍｉｎ，再用含

１％冰醋酸的甲醇溶液稀释至刻度，摇匀，作为制剂

空白溶液；溶剂空白：含 １％冰醋酸的甲醇溶液。

表 ２　 梯度洗脱方法表

Ｔａｂ ２　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ
时间 ／ ｍｉｎ 流动相 Ａ ／ ％ 流动相 Ｂ ／ ％

０ ７０ ３０

２ ７０ ３０

１６ ３０ ７０

２１ ３０ ７０

２１． ５ １５ ８５

２６ １５ ８５

２６． ５ １２ ８８

３０ １２ ８８

３０． ５ ７０ ３０

３５ ７０ ３０

２． ２． ２　 系统适用性溶液　 取乙酰氨基阿维菌素适

量，以含 １％ 冰醋酸的甲醇溶液为溶剂，制成每 １
ｍＬ 中约含 ０． ２ ｍｇ 的溶液，取上述溶液 １ ｍＬ，与阿

维菌素溶液对照品 １ ｍＬ 混合，作为系统适用性

溶液。
２． ２． ３　 供试品溶液　 称取 １． ３． ２ 项硫酸新霉素可

溶性粉 １００ ｍｇ，置 １０ ｍＬ 量瓶中，加含 １％ 冰醋酸

的甲醇溶液 ８ ｍＬ，超声 ５ ｍｉｎ，再用含 １％冰醋酸的

甲醇溶液稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶液。

２． ２． ４ 　 混合对照品溶液　 取氧阿苯达唑、阿苯达

唑、芬苯达唑、三氯苯达唑、乙酰氨基阿维菌素、伊
维菌素对照品适量，以含 １％ 冰醋酸的甲醇溶液为

溶剂，超声 ５ ｍｉｎ，制成每 １ ｍＬ 中各含 ０． ２ ｍｇ 的溶

液，取上述溶液 １ ｍＬ 和阿维菌素溶液对照品 １ ｍＬ
混合，作为对照品溶液。

２． ２． ５　 检测限溶液 　 取硫酸新霉素可溶性粉约

１００ ｍｇ，置 １０ ｍＬ 量瓶中，精密加入 ２． ２． ４ 项混合

对照品溶液（７ 种抗寄生虫药物的浓度均约为 ０． １

ｍｇ ／ ｍＬ）适量（０． ０２５、０． ０５、０． ２、０． ３ ｍＬ），加含 １％

冰醋酸的甲醇溶液 ８ ｍＬ，超声 ５ ｍｉｎ，用含 １％冰醋

酸的甲醇溶液稀释至刻度，摇匀，得检测限测试

溶液。

２． ２． ６　 光谱数据库溶液　 使用 ２． ２． ４ 项混合对照

品溶液作为建立光谱数据库的溶液，建立抗寄生虫

药物光谱数据库。
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２． ３　 方法建立与优化

２． ３． １ 　 溶剂的选择　 现有质量标准显示，伊维菌

素在甲醇中易溶；乙酰氨基阿维菌素在甲醇中极易

溶；阿维菌素在甲醇中略溶；芬苯达唑在甲醇中微

溶；三氯苯达唑在甲醇中溶解。 因此首选采用甲醇

作为混合对照品溶液的溶剂。 采用甲醇分别配制

０． ２ ｍｇ ／ ｍＬ 的对照品溶液时，氧阿苯达唑、阿苯达

唑、芬苯达唑、三氯苯达唑、乙酰氨基阿维菌素、伊
维菌素对照品均可溶解（阿维菌素对照品溶剂即为

甲醇）；但将上述六种对照品混合，超声 ２０ ｍｉｎ 亦

无法完全溶解。 分析原因可能是大环内酯类药物

与苯并咪唑类药物在甲醇中混合时，会影响苯并咪

唑类药物的溶解度。
进一步检索发现，现有质量标准显示，阿苯

达唑、芬苯达唑在冰醋酸中溶解；氧阿苯达唑在

冰醋酸中易溶。 因此，尝试采用含有冰醋酸的甲

醇溶液配制上述六种对照品的混合溶液。 当冰

醋酸浓度为 ０ ． ５％ 时，超声 ２０ ｍｉｎ 仍无法完全溶

解；当冰醋酸浓度提高至 １％ 时，超声 ５ ｍｉｎ，即
可完全溶解。 因此，采用含 １％ 冰醋酸的甲醇溶

液作为溶剂。
此外，当采用分析纯或化学纯冰醋酸配制含

１％冰醋酸的甲醇溶液时，大环内酯类药物的紫外

光谱图会呈现明显锯齿状，尤其是低浓度时，会发

生光谱图失真，影响方法的检测限［１０］。 另外，部分

品牌的分析纯冰醋酸在 ４ ｍｉｎ 附近产生色谱峰，容
易影响氧阿苯达唑的检测。 实验表明当采用 ＨＰＬＣ
级冰醋酸可解决上述问题，因此本方法采用 ＨＰＬＣ
级冰醋酸进行溶液的配制。
２． ３． ２　 色谱条件的选择 　 农业部公告第 １７３０ 号

采用的水 －乙腈梯度洗脱条件可实现苯并咪唑类

药物的良好分离。 采用该方法对 ７ 种对照品的混

合溶液进行测定时，乙酰氨基阿维菌素和阿维菌

素保留时间接近，且受二者分别对应的小组分 Ｂ１ｂ

影响，无法实现良好分离。 因此对该色谱条件的

１５ ｍｉｎ 之后的梯度洗脱条件进行了调整，实现了

七种对照品主峰的良好分离 （如图 １ Ａ 和表 ３
所示）。

考虑到乙酰氨基阿维菌素和阿维菌素的分离

是该色谱条件实现良好分离的关键点，因此，系统

适用性溶液采用该两种对照品配制混合溶液，采集

色谱图，要求乙酰氨基阿维菌素和阿维菌素的分离

度应不小于 １． ５。
当采用常规积分方式时，乙酰氨基阿维菌素和

阿维菌素的纯度角度有可能大于纯度阈值，采用峰

谷至峰谷的积分方式，可实现纯度角度小于阈值。

图 １　 七种对照品混合溶液色谱图（Ａ）；溶剂空白色谱图（Ｂ）；

硫酸新霉素可溶性粉制剂空白色谱图（Ｃ）；

硫酸新霉素可溶性粉中添加 ７ 中抗寄生虫药物色谱图（Ｄ）

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｍｉｘｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（Ａ） ． Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ

ｓｏｌｖｅｎｔ（Ｂ）． Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｎｅｏｍｙｃｉｎ

ｓｕｌｆａｔｅ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｏｗｄｅｒ（Ｃ） ． Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｎｅｏｍｙｃｉｎ

ｓｕｌｆａｔｅ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｏｗｄｅｒ ａｄｄｅｄ ｓｅｖｅｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ（Ｄ）
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表 ３　 ７ 种对照品纯度及分离度结果

Ｔａｂ ３　 Ｐｕｒｉｔｙ ａｎｄ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ
对照品名称 保留时间 ／ ｍｉｎ 纯度角度 ／ 纯度阈值 分离度

氧阿苯达唑 ４． ６３４ ０． １４１ ／ ０． ２７２ ２８． １

阿苯达唑 １１． ２１７ ０． ０５８ ／ ０． ２４５ ２８． １ ／ ５． ９

芬苯达唑 １２． ７５６ ０． ０４２ ／ ０． ２５４ ５． ９ ／ １５． ４

三氯苯达唑 １６． ８６９ ０． ０８４ ／ ０． ２５０ １５． ４ ／ １３． ７

乙酰氨基阿维菌素 ２２． １３１ ０． ２２１ ／ ０． ２２４ １３． ７ ／ ２． ５

阿维菌素 ２３． ４９６ ０． ０９２ ／ ０． ２３１ ２． ５ ／ ７． ４

伊维菌素 ２７． ３７９ ０． １１０ ／ ０． ２２３ ７． ４

２． ３． ３　 检测波长的选择　 苯并咪唑类药物的最大

吸收波长约为 ２２０ ｎｍ 和 ２９０ ｎｍ，在 ２４５ ｎｍ 亦有较

强吸收。 大环内酯类药物的最大吸收波长约为

２４５ ｎｍ。 综合考虑，采用 ２４５ ｎｍ 作为本方法的检

测波长。 七种抗寄生虫药物的光谱图见图 ２。
２． ４　 方法验证

２． ４． １ 　 专属性　 按照 ２． １ 项所示色谱条件，分别

采集溶剂空白（图 １ Ｂ）和制剂空白（图 １ Ｃ）溶液色

谱图，结果显示二者在 ７ 种抗寄生虫类药物出峰时

间均无色谱峰，不干扰该 ７ 种药物的测定。

图 ２　 氧阿苯达唑（Ａ）、阿苯达唑（Ｂ）、芬苯达唑（Ｃ）、三氯苯达唑（Ｄ）、

乙酰氨基阿维菌素（Ｅ）、阿维菌素（Ｆ）和伊维菌素（Ｇ）的光谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｏｘｙａｌｂｅｎｄａｚｏｌｅ （Ａ）， ａｌｂｅｎｄａｚｏｌｅ （Ｂ）， ｆｅｎｂｅｎｄａｚｏｌｅ （Ｃ），

ｔｒｉｃｌａｂｅｎｄａｚｏｌｅ （Ｄ）， ａｃｅｔａｍｉｄｏ ａｂａｍｅｃｔｉｎ （Ｅ）， ａｂａｍｅｃｔｉｎ （Ｆ） ａｎｄ ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ （Ｇ）

２． ４． ２　 检测限　 当 ７ 种抗寄生虫类药物在目标制

剂中的浓度为 ０． ０２５ ｇ ／ ｋｇ 时，七种药物的光谱图

３００ ｎｍ 以上波段均呈锯齿状；当浓度为 ０． ０５ ｇ ／ ｋｇ
时，四种苯并咪唑类药物光谱图与对照品溶液对应

的光谱图一致，最大吸收波长一致，纯度角度小于

纯度阈值，显示为单一物质峰，将该浓度作为四种

苯并咪唑类药物的检测限；当浓度为 ０． ２ ｇ ／ ｋｇ 时，
虽然三种大环内酯类药物的光谱图与对照品溶液
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中国兽药杂志 ２０２３ 年 ４ 月第 ５７ 卷第 ４ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

对应的光谱图一致，但纯度角度均大于纯度阈值；
当浓度为 ０． ３ ｇ ／ ｋｇ 时，三种大环内酯类药物的光谱

图与对照品溶液对应的光谱图一致，最大吸收波长

一致，纯度角度小于纯度阈值，显示为单一物质峰，
将该浓度作为三种大环内酯类药物的检测限。
２． ４． ３　 线性范围　 分别精密量取混合对照品溶液

０． ８、０． ５、０． ２、０． １、０． ３ ｍＬ，分别精密加入含 １％ 冰

醋酸的甲醇溶液 ０． ２、０． ５、０． ８、０． ９、９． ７ ｍＬ，混合，
得浓度为 ８０、５０、２０、１０、３ μｇ ／ ｍＬ 的对照品标准溶

液。 以各抗寄生虫药物在制剂空白中的添加浓度

ｘ（μｇ ／ ｍＬ）对峰面积 ｙ 作图，并进行统计学处理，得
到 ７ 种抗寄生虫药物的回归方程，并计算得到决定

系数 Ｒ２（表 ４）。 结果显示，在 ３ ～ ８０ μｇ ／ ｍＬ 的浓度

范围内，上述 ７ 种抗寄生虫药物添加浓度与峰面积

呈良好的线性关系，适用于外标法定量计算。
表 ４　 ７ 种抗寄生虫药物的线性考察结果

Ｔａｂ ４　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｓｕｌｔｓ ｆｏｒ ｓｅｖｅｎ ａｎｔｉｐａｒａｓｉｔｉｃ ｄｒｕｇｓ

药物名称 线性范围（μｇ ／ ｍＬ） 线性方程 Ｒ２

氧阿苯达唑 ３ － ８０ ｙ ＝ １９０６０６ｘ ＋ ９７９６． ４ ０． ９９９８

阿苯达唑 ３ － ８０ ｙ ＝ ３２８０２７ｘ － ４５８２． ４ １． ００００

芬苯达唑 ３ － ８０ ｙ ＝ ３９７５５１ｘ ＋ １７９５５ １． ００００

三氯苯达唑 ３ － ８０ ｙ ＝ １７３０５９ｘ ＋ ６４１７． ３ ０． ９９９９

乙酰氨基阿维菌素 ３ － ８０ ｙ ＝ １９１１５０ｘ ＋ ４６００． ７ ０． ９９９９

阿维菌素 ３ － ８０ ｙ ＝ １９１０７３ｘ ＋ ３０． ０３３ １． ００００

伊维菌素 ３ － ８０ ｙ ＝ １８５３７４ｘ － ２２３６． １ １． ００００

２． ４． ４　 准确性　 以空白制剂添加被测药物对照品

（添加浓度为大环内酯类药物检测限浓度的５倍）

进行回收率试验，考察方法的准确度，空白制剂中

添加被测药物对照品的色谱图见图 １ Ｄ。 取硫酸新

霉素可溶性粉 １００ ｍｇ，置 １０ ｍＬ 量瓶中，精密量取混

合对照品溶液 １． ５ ｍＬ 置上述 １０ ｍＬ 量瓶中，加含

１％冰醋酸的甲醇溶液 ８ ｍＬ，超声 ５ ｍｉｎ，用含 １％冰

醋酸的甲醇溶液稀释至刻度，摇匀，得回收率试验溶

液。 平行制备 ６ 份。 精密量取混合对照品溶液

１． ５ ｍＬ置 １０ ｍＬ 量瓶中，加含 １％冰醋酸的甲醇溶液

８ ｍＬ，超声 ５ ｍｉｎ，用含 １％冰醋酸的甲醇溶液稀释至

刻度，摇匀，作为对照品溶液。 分别采集回收率试验

溶液和对照品溶液的色谱图，计算回收率（表 ５）。
根据兽药质量标准分析方法验证指导原则

（《中国兽药典》附录 ９１０１）规定，在约 １． ５ ｇ ／ ｋｇ 的

添加浓度下，回收率应在 ９０％ ～１０８％之间，重复性

ＲＳＤ 应小于 ３％ 。 表 ４ 结果显示 ７ 种抗寄生虫药物

的平均回收率均在此范围内，方法准确度良好。
２． ４． ５ 　 耐 用 性 　 在不同柱温 （ ３５ ℃、 ４０ ℃、
４５ ℃）、不同流速（０． ９５、１． ０、１． ０５ ｍＬ ／ ｍｉｎ）条件下

分别对混合对照品溶液进行测定。 在上述条件下，
７ 种抗寄生虫药物与周围峰的分离度均大于 １． ５，
对应主峰的峰纯度角度均小于阈值，为单一物质

峰，表明该方法对温度和流速具有良好的耐受性。
共采用 ６ 款不同品牌的色谱柱（均为 Ｃ １８，２５０ ×
４． ６ ｍｍ，５ μｍ）分别对混合对照品溶液进行测定，
结果显示，仅 Ｄｉａｍｏｎｓｉｌ 和 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｇｅｍｉｎｉ 两款

色谱柱可对上述 ７ 种药物均实现良好分离，表明该

方法需要限定色谱柱品牌。

表 ５　 回收率考察结果（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｓｅｖｅｎ ａｎｔｉｐａｒａｓｉｔｉｃ ｄｒｕｇｓ ｉｎ ｎｅｏｍｙｃｉｎ ｓｕｌｆａｔｅ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｏｗｄｅｒ （ｎ ＝６）
对照品名称 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

氧阿苯达唑 １０３． ５５ １０５． ９１ １０３． ８０ １０５． ３１ １０５． ７１ １０５． ６２ １０５． ０ １． ０

阿苯达唑 １０３． ４１ １０５． ２１ １０４． ９７ １０５． ６０ １０４． ４８ １０５． ４５ １０４． ９ ０． ８

芬苯达唑 １０５． ２１ １０６． ６５ １０５． ４７ １０６． ４２ １０５． ７５ １０７． ２０ １０５． ８ １． １

三氯苯达唑 １０３． ６６ １０６． ３３ １０４． ６０ １０４． ７６ １０５． ３４ １０３． ２３ １０４． ７ １． １

乙酰氨基阿维菌素 １０３． １９ １０６． ０９ １０４． ６８ １０４． ５０ １０５． ３３ １０６． ４３ １０５． ０ １． ２

阿维菌素 １０４． ３２ １０２． ３３ １０４． ４３ １０５． ２５ １０５． ９７ １０５． ９４ １０４． ７ １． ４

伊维菌素 １０７． ２８ １０６． ０５ １０２． ７０ １００． ６９ １０４． ４９ １０２． ４３ １０３． ９ ２． ５
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２． ５　 阳性样品测定　 取硫酸新霉素可溶性粉阳性

样品，照 ２． ２． ３ 项配制供试品溶液，将混合对照品

溶液的浓度调整为峰面积与供试品溶液相当。 分

别精密量取 １０ μＬ 注入液相色谱仪，照 ２． １ 项色谱

条件，同时记录色谱图和光谱图。 结果显示，供试

品溶液在与阿苯达唑峰保留时间一致处出峰，该色

谱峰纯度角度小于纯度阈值，证明为单一物质峰；
将其光谱图与阿苯达唑对照品的光谱图进行匹配，
匹配角度小于匹配阈值，说明其与阿苯达唑对照品

的光谱相似，且二者的最大吸收波长一致。 故判定

该批供试品中检出阿苯达唑。
３　 讨论与结论

３． １　 检查方法的扩展使用　 除硫酸新霉素可溶性粉

制剂外，当采用该检测方法用于其他兽药制剂中非法

添加氧阿苯达唑、阿苯达唑、芬苯达唑、三氯苯达唑、乙
酰氨基阿维菌素、阿维菌素、伊维菌素的检查时，应进

行空白试验和检测限测定。 必要时，可调整供试品溶

液或对照品溶液的浓度，使两者峰面积相似。 通过与

对照品溶液色谱图保留时间、光谱图的对比，确定供试

品中是否含有上述 ７ 种抗寄生虫类药物。
３． ２　 保留时间、峰纯度检查与光谱相似度检查 　
目标组分保留时间是否一致是判断两个色谱峰是

否为同一化合物的初步依据，峰纯度检查可以判断

该峰是否为单一物质峰，光谱相似度检查可以排除

保留时间一致但紫外光谱不同的化合物的干扰。
本实验以制剂空白中加入 ７ 种抗寄生虫药物对照

品进行保留时间、峰纯度检查和光谱相似度检查。
在与 ７ 种抗寄生虫药物对照品溶液峰保留时间一

致处出峰，且纯度角度小于纯度阈值，匹配角度小

于匹配阈值，从而证明本方法具有可行性。
３． ３　 非法添加原因分析　 硫酸新霉素可溶性粉在

临床上主要用于禽类大肠杆菌病，能够有效治疗家

禽肠炎、肠毒综合征和球虫混合感染。 而阿苯达唑

则是一种高效低毒的广谱驱肠虫兽药。 不法企业

在硫酸新霉素可溶性粉中添加阿苯达唑旨在“提
高”其产品驱虫疗效，但这无形中增加了正处于治

疗过程中的禽类的肝肾功能负担，从而可能造成病

情恶化。 因此，在硫酸新霉素可溶性粉中非法添加

阿苯达唑会引起潜在的、无法预计的危害。
３． ４　 建立高通量非法添加检查方法的设计理念　
在本研究工作中，建立了 ７ 种抗寄生虫药物的检查

方法。 文献中非法添加方法的建立过程，通常会采

取发现某一制剂中出现某个非法添加物质，建立针

对单一物质的非法添加方法［１１ － １３］，造成标准繁多，
适用性较低的问题。 本研究通过非法添加筛查，发
现硫酸新霉素可溶性粉制剂中疑似添加了阿苯达

唑。 考虑苯并咪唑类及大环内酯类化合物结构与

化学性质具有一定程度的相似性，适宜采用同一方

法同时检测，同时考虑上述两类抗寄生虫药物占有

较大的市场份额，选取了 ７ 种具有代表性的抗寄生

虫类药物作为目标物，建立了高通量的非法添加检

查方法，为打击兽药非法添加犯罪行为提供技术支

撑，有效防控兽药安全风险。
３． ５　 与已发表的方法比较　 将本研究结果与文献中

以建立的方法进行比较，结果见表 ６。 本研究中，实现

了对 ４ 种苯并咪唑类和 ３ 种大环内酯类抗寄生虫药的

同时检测，线性范围覆盖检验检测范围，回收率良好，
有效提升了兽药制剂中抗寄生虫药的检测效率。

表 ６　 与其他抗寄生虫药检测方法比较

Ｔａｂ ６　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｏｔｈｅｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｆ Ａｎｔｉｐａｒａｓｉｔｉｃ
目标分析物 检测方法 线性范围 回收率 文献

阿苯达唑、三氯苯达唑、盐酸左旋咪唑、地克珠利 ＨＰＬＣ － ＰＤＡ １０ ～ ２００ μｇ ／ ｍＬ ９８． ９％ ～１０５． ４％ ３

噻苯达唑、阿苯达唑、芬苯达唑、奥芬达唑、甲氧咪唑、氧苯达唑、
三氯苯达唑

ＨＰＬＣ － ＰＤＡ ／ ／ ７

伊维菌素、阿维菌素 ＨＰＬＣ － ＦＬＤ ／ ８８． ２％ ～１０７． ２％ １４
氧阿苯达唑、阿苯达唑、芬苯达唑、三氯苯达唑、乙酰氨基阿维菌
素、阿维菌素、伊维菌素

ＨＰＬＣ － ＰＤＡ ３ ～ ８０ μｇ ／ ｍＬ １０３． ９％ ～１０５． ８％ 本工作
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　 　 本方法建立了 ＨＰＬＣ － ＰＤＡ 法检测硫酸新霉素

可溶性粉中非法添加 ７ 种抗寄生虫类药物的检查

方法，综合保留时间、峰纯度检查和光谱相似度检

查三方面信息，实现了兽药中非法添加物的准确识

别。 该方法操作简便、快速、灵敏度高，为打击兽药

制剂非法添加抗寄生虫药物制假行为提供了有力

的技术支持。
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