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［摘　要］　为检测硫酸安普霉素可溶性粉中非法添加的乙酰甲喹，以十八烷基硅烷键合硅胶为填充剂，

磷酸盐缓冲液（取磷酸二氢钠３．０ｇ，加水１０００ｍＬ使溶解，加三乙胺０．５ｍＬ，用饱和氢氧化钠溶液调节ｐＨ

值至７．０）－甲醇为流动相，二极管阵列检测器（ＰＤＡ），建立了ＨＰＬＣ－ＰＤＡ检测方法，并采用峰纯度检查

和光谱相似度检查辅助对照品比对方法，对非法添加药物进行确证。在此液相色谱条件下，乙酰甲喹与

其他物质峰分离良好。按外标法以峰面积计算，乙酰甲喹的平均回收率为９８．１％，ＲＳＤ为０．３％。该检测

方法简便、准确、可靠，可用于测定硫酸安普霉素可溶性粉中非法添加的乙酰甲喹。
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　　硫酸安普霉素是一种氨基糖苷类抗生素，其抗
菌谱广，兽医临床上广泛用于治疗畜禽大肠杆菌和

沙门氏菌引起的腹泻。近年来，有些不法厂家为使

兽药达到迅速起效等目的，在兽药产品中非法添加

化学药物，从而提高销量来获取更大利润，这种行

为不仅扰乱了兽药市场，也为动物源性食品安全埋

下隐患［１－２］。乙酰甲喹是我国最早合成的一种喹

啉类药物，可改变动物肠道菌群，增加动物体内

蛋白质合成，具有广谱抗菌活性，主要用于密螺旋

体所致的猪痢疾和细菌性肠炎［３］。近年来，由于乙

酰甲喹的不合理使用，中毒事件时有发生［４］。在监

督抽检中，通过筛查发现有厂家在硫酸安普霉素可

溶性粉中非法添加了乙酰甲喹，但目前尚没有现行

的标准可用于该项检测。因此，本研究参考已建立

的相关检测方法［５］，选择乙酰甲喹为测试药物，硫

酸安普霉素可溶性粉为目标制剂，建立了硫酸安普

霉素可溶性粉中非法添加乙酰甲喹的 ＨＰＬＣ－ＰＤＡ
检查方法。

１　仪器与试药
１．１　仪器与试剂　高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ
２６９５）；ＰＤＡ（Ｗａｔｅｒｓ９９６）；分析天平（梅特勒 ＡＸ
２０５，十万分之一）；三乙胺、甲醇为色谱纯。
１．２　试药　乙酰甲喹对照品（批号：Ｈ０１１１５０５，中
国兽医药品监察所，９９．６％）；供试品空白：经检测

合格的某市售硫酸安普霉素可溶性粉；供试品：某

企业生产的经初筛含有乙酰甲喹非法添加的硫酸

安普霉素可溶性粉。

２　方法与结果
２．１　色谱条件与系统适用性试验　用十八烷基硅
烷键合硅胶为填充剂；以磷酸盐缓冲液（取磷酸二

氢钠 ３．０ｇ，加水 １０００ｍＬ使溶解，加三乙胺
０．５ｍＬ，用饱和氢氧化钠溶液调节ｐＨ值至７．０）－
甲醇（７０∶３０）为流动相；ＰＤＡ；采集波长范围为２００
～４００ｎｍ，分辨率为１．２ｎｍ；记录３７６ｎｍ波长处的
色谱图。乙酰甲喹色谱峰与相邻色谱峰分离度应

符合要求。

２．２　溶液配制
２．２．１　供试品溶液和对照品溶液　取供试品
１．０ｇ，置１００ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇
匀，超声 ５ｍｉｎ，静置，滤过；取续滤液 ５．０ｍＬ，置
５０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，作为供试
品溶液。另取乙酰甲喹对照品１０ｍｇ，置１００ｍＬ量
瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，作为对照品

溶液。

２．２．２　系统适用性溶液　　取乙酰甲喹对照品适
量，加甲醇溶解，制成含乙酰甲喹０．１ｍｇ／ｍＬ的溶
液，按２．１项方法测定。系统适用性色谱光谱图见
图１。

图１　系统适用性色谱光谱图
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２．２．３　硫酸安普霉素可溶性粉空白溶液　取供试
品空白１．０ｇ，置１００ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，
摇匀，超声５ｍｉｎ，静置，滤过；取续滤液５．０ｍＬ，置

５０ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，制备成供试
品空白溶液。按２．１项方法进行测定，结果见图２，
表明供试品基质对待测物乙酰甲喹没有干扰。

图２　供试品空白溶液色谱图

２．２．４　建立光谱数据库的溶液　以乙酰甲喹对照
品溶液作为建立光谱数据库的溶液。

２．３　峰纯度检查　取供试品溶液１０μＬ注入液相
色谱仪，按２．１项色谱条件测定。对供试品溶液色
谱图中乙酰甲喹色谱峰进行峰纯度检查，结果见图

３和表１。结果显示，乙酰甲喹峰的纯度角度小于
纯度阈值，表明在此液相色谱条件下，乙酰甲喹的

出峰处无其他干扰峰，为单一物质峰，方法可行。

２．４　光谱相似度检查　对供试品溶液中乙酰甲喹
的光谱图与对照品溶液进行匹配，结果见表１与图
３～图 ４。数据显示，供试品溶液中保留时间
９．０８４ｍｉｎ的色谱图与乙酰甲喹对照品保留时间一
致，且与对照品的光谱图及最大吸收波长一致，匹

配角度小于匹配阈值。表明供试品溶液中相应色

谱峰的色谱、光谱与乙酰甲喹对照品的色谱、光谱

一致，为同一物质。

图３　供试品溶液色谱光谱图
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图４　乙酰甲喹对照品色谱光谱图

表１　供试品峰纯度及光谱相似度检查结果
色谱峰 纯度角度 纯度阈值 结果 匹配角度 匹配阈值 结果

供试品中乙酰甲喹色谱峰 ０．０８１ ０．２８０ 单一物质峰 ０．３２４ １．００８ 光谱相似

２．５　方法学考察
２．５．１　专属性　通过供试品空白试验排除样品基
质对乙酰甲喹的干扰，同时，峰纯度检查结果也显

示在此色谱条件下乙酰甲喹的出峰为单一物质峰。

２．５．２　耐用性　从柱温、流动相 ｐＨ值、色谱柱三
个方面考察方法的耐用性。调节柱温分别为２０℃、
２５℃、３０℃，结果显示：随柱温升高，乙酰甲喹保留
时间略提前；调节流动相 ｐＨ值为６．８、７．０、７．２，结
果显示：随流动相ｐＨ值的增大，乙酰甲喹保留时间
基本不变；选择３款不同品牌色谱柱，以系统适用
性溶液作为供试溶液，考察不同色谱柱对测定的影

响，结果如表２所示：３种品牌色谱柱均可用于该检
查，方法耐用性较好。

表２　３种色谱柱耐用性考察结果
色谱柱型号（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ） 理论塔板数 分离度（最小）

ＷａｔｅｒｓＡｔｌａｎｔｉｓＴ３Ｃ１８ ＞８０００ ＞１９

ＳｈｉｓｅｉｄｏＭＧⅡ Ｃ１８ ＞６０００ ＞１７

ＸＢｒｉｄｇｅＴＭＣ１８ ＞４０００ ＞８

２．５．３　检出限　检出限溶液配制：取乙酰甲喹对
照品适量，加甲醇稀释至刻度，摇匀，制成浓度为

１ｍｇ／ｍＬ的储备液，取供试品空白１．０ｇ，置１００ｍＬ

量瓶中，加甲醇适量，超声５ｍｉｎ，冷却至室温，精密
加入１ｍｇ／ｍＬ的储备液适量（０．１、０．２、０．４、０．６、
０．８ｍＬ），用甲醇稀释至刻度，摇匀，即得。以光谱
图失真的最大浓度作为方法的检出限，乙酰甲喹检

出限为０．６ｇ／ｋｇ。
２．５．４　线性与范围　取乙酰甲喹对照品适量，加
甲醇稀释至刻度，摇匀，制成浓度为 １ｍｇ／ｍＬ的
储备液，分别量取０．５、１、２、４、８、１０ｍＬ于１００ｍＬ
量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀，测定。以峰面

积 ｙ对浓度 ｘ进行线性回归（图５），乙酰甲喹的
回归方程分别为：ｙ＝３３５１２ｘ＋６５８．４，ｒ２＝１。结
果表明，乙酰甲喹在５～１００μｇ／ｍＬ范围内线性关
系良好。

２．５．５　准确度　以供试品空白加被测物对照品做
回收率试验来考察方法的准确度。回收率试验溶

液配制：分别称取供试品空白１．０ｇ，乙酰甲喹对照
品５ｍｇ，置１００ｍＬ量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇
匀，超声 ５ｍｉｎ，静置，滤过；取续滤液 ５．０ｍＬ，置
５０ｍＬ量瓶中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀，即
得。平行配制６份，结果见表３。乙酰甲喹回收率
为９８．１％，ＲＳＤ为０．３％。
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图５　乙酰甲喹线性图

３　讨论与小结
农业部２３３３号公告硫酸黏菌素预混剂中非法

添加乙酰甲喹检查方法中检测波长为３７６ｎｍ，本试
验在２００～４００ｎｍ波长范围内对乙酰甲喹对照品
进行扫描，结果显示乙酰甲喹在３７６ｎｍ处有较强
吸收，因此本试验采用该波长作为检测波长，乙酰

甲喹色谱峰与相邻色谱峰分离度好，响应值高，能

够很好满足试验要求。此外，向流动相中添加三乙

胺，不仅可以调节 ｐＨ值，增强乙酰甲喹的保留，避
免其过快洗脱，还可以改善峰形，减少拖尾。

表３　回收率结果
药物 加入量／ｍｇ 回收率／％ 平均回收率／％ ＲＳＤ／％

乙酰甲喹

５．１１ ９８．３５
５．１７ ９８．１３
５．１３ ９７．８４
５．０６ ９８．３４
４．９８ ９７．６４
５．０７ ９８．３２

９８．１ ０．３

　　采用本检测方法用于其他兽药制剂中非法添
加乙酰甲喹的检查时，需进行空白试验和系统适用

性试验，确保供试品溶液中乙酰甲喹色谱峰与相邻

色谱峰的分离度应符合要求，从而确定目标分析物

以外的成分不会对测定产生干扰，必要时可调整供

试品溶液或对照品溶液的浓度，使二者目标分析物

的峰面积尽量接近，以便于检测和确认。

目前国外主要采用ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法对乙酰甲喹
代谢产物［６］进行研究，国内主要是对兽药制剂和饲

料中非法添加乙酰甲喹进行测定，多采用 ＨＰＬＣ
法［７］。本方法采用高效液相色谱法结合二极管阵

列检测器，对检测波长、色谱条件等进行考察，在本

检测方法色谱系统中，硫酸安普霉素无紫外吸收，

对检出无干扰，因此可通过供试品峰与对照品峰的

保留时间、峰纯度及光谱特征的对比来确定硫酸安

普霉素可溶性粉中是否添加了乙酰甲喹，方法简

便、准确，为有效遏制兽药非法添加行为提供了一

定技术支持。
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