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［摘　 要］ 　 建立了阿维菌素粉中非法添加非泼罗尼的液相色谱－串联质谱检测方法，色谱柱为 Ｃ１８
（１００ ｍｍ×２．１ ｍｍ ，１．７ μｍ），以水－乙腈为流动相进行梯度洗脱，采用电喷雾离子源负离子检测模式

（ＥＳＩ－）和多反应监测（ＭＲＭ）模式测定，外标法定量。 结果表明，非泼罗尼进样浓度在 ０． ０２５ ～
２０ ｎｇ ／ ｍＬ范围内与峰面积呈良好的线性关系（ ｒ２ ＝ ０．９９９５）；检出限和定量限分别为 ０．０４ ｍｇ ／ ｇ 和

０．１ ｍｇ ／ ｇ；在 ０．１、１、３０ ｍｇ ／ ｇ 三个添加水平下，回收率在 ８４． ６％ ～ １１２． ６％之间，相对标准偏差为

１．０％～７．７％。 本方法简便、准确、快速、灵敏，适用于阿维菌素粉中非法添加非泼罗尼的检测。
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　 　 阿维菌素粉收载于《兽药国家标准》 （化学药

品、中药卷）第一册，为兽用杀虫、杀螨剂，通过促进

ｒ－氨基丁酸（ＧＡＢＡ）释放，增强神经膜对 ＣＩ－ 通透

性，阻断神经信号传递，使肌肉细胞失去收缩能力

而致虫体死亡，对寄生于动物体内的线虫和节肢动

物有极强的驱杀作用［１］。 非泼罗尼（ ｆｉｐｒｏｎｉｌ）是一

种新型高效杀虫剂，有触杀、胃毒及内吸作用，对跳

蚤、螨、鳞翅目、同翅目、半翅目等害虫有效，但环境

毒理学发现其对生态环境具有潜在的危险性［２］，我
国于 ２００９ 年 １０ 月起禁用于农业和畜牧业。 ２０１７
年 ８ 月初，荷兰爆出“毒鸡蛋”事件，鸡蛋受杀虫剂

非泼罗尼大范围污染，持续发酵的欧洲“毒鸡蛋”事
件影响欧洲多国。 阿维菌素粉是畜牧业临床应用

广泛的驱虫药，部分养殖场夏季常用于防治蝇蛆，
为防止不法厂家为增强阿维菌素粉的效果在其中

添加非泼罗尼给畜禽产品带来安全隐患，农业部紧

急发布了 ２５７１ 号公告［３］，公布了兽药中非法添加

非泼罗尼检查方法标准。 该标准主要适用于阿维

菌素粉，采用高效液相色谱法测定，紫外光谱匹配

定性。 目前尚无采用液相色谱－串联质谱法测定阿

维菌素粉中非法添加非泼罗尼的报道。
１　 仪器与材料

Ｗａｔｅｒｓ Ｘｅｖｏ ＴＱ－Ｓ 高效液相－串联质谱仪；电

子天平（感量 ０．０１ ｇ、 ０．００００１ ｇ）；非泼罗尼对照品，
批号 ２０１７０３２８，含量 ９８．５％，国家标准物质中心；阿
维菌素粉（批号 ２０１７０３０１，山东天宇生物科技有限

公司提供）。 乙腈为色谱纯，水为超纯水，其余试剂

均为分析纯。
２　 方法与结果

２．１ 　 液相色谱条件 　 色谱柱为 Ｃ１８ （１００ ｍｍ ×

２．１ ｍｍ，１．７ μｍ），流动相 Ａ：水；流动相 Ｂ：乙腈；流
速 ０．２ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量 ２ μＬ；柱温 ３５ ℃。 液相色谱

梯度洗脱程序见表 １。
表 １　 液相色谱梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 ＨＰＬＣ Ｇｒａｄｉｅｎｔ Ｅｌｕｔｉｏｎ
时间 ／ ｍｉｎ 流速 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ－１） Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％

０ ０．２ １０ ９０

３．５ ０．２ ９０ １０

４ ０．２ １０ ９０

５ ０．２ １０ ９０

２．２　 质谱条件 　 根据参考文献［４］ 方法，电喷雾离

子源；负离子扫描（ＥＳＩ－）；多反应监测（ＭＲＭ）；离
子源温度：１５０ ℃；脱溶剂温度：４００ ℃；脱溶剂氮气

流速：９００ Ｌ ／ ｈ；毛细管电压：３ ｋＶ；测试药物定性、
定量离子对及对应的锥孔电压和碰撞能量经调谐

确定，具体见表 ２。

表 ２　 定性、定量离子对及对应的锥孔电压和碰撞能量

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｎｅ ｖｏｌｔａｇｅ ａｎｄ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ
名称 定量离子对 定性离子对 锥孔电压 ／ Ｖ 碰撞能量 ／ ｅＶ

非泼罗尼 ４３５．１＞３２９．９
４３５．１＞３２９．９

４３５．１＞２４９．９
８

１８

２６

２．３　 溶液的制备

２．３．１　 对照品溶液制备　 精密称取非泼罗尼照品

２５ ｍｇ 置 ２５ ｍＬ 量瓶中，加乙腈溶解并稀释至刻度，

摇匀，即得 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的非泼罗尼对照品贮备液。 精

密量取上述对照品贮备液，加 ２０％乙腈水溶液逐级

稀释成 ５ ｎｇ ／ ｍＬ 的非泼罗尼对照品溶液，即得。

２．３．２　 供试品溶液制备　 称取阿维菌素粉约１．０ ｇ，

精密称定，置 ２００ ｍＬ 容量瓶中，加乙腈约 １５０ ｍＬ，

振摇 ５ ｍｉｎ，加乙腈稀释至刻度，摇匀，滤过，精密量

取续滤液 １ ｍＬ 置 １００ ｍＬ 容量瓶中，加 ２０％乙腈稀

释至刻度，摇匀，精密量取 １ ｍＬ 置 １００ ｍＬ 容量瓶

中，加 ２０％乙腈稀释至刻度，摇匀，滤过，作为供试

品溶液。

２．３．３　 阴性样品溶液制备　 取不含非泼罗尼的阿
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维菌素粉（批号 ２０１７０３０１，山东天宇生物科技有限

公司提供），按供试品溶液制备方法制备阴性样品

溶液。

２．３．４　 阳性样品溶液制备　 取不含非泼罗尼的阿

维菌素粉（批号 ２０１７０３０１，山东天宇生物科技有限

公司提供），每 １ ｇ 添加非泼罗尼 １０ ｍｇ 后，按供试

品溶液制备方法制备阳性样品溶液。

２．４　 专属性试验 　 精密吸取对照品溶液、阳性样

品溶液、阴性样品溶液各 ２ μＬ，注入液相色谱－串

联质谱仪，在上述液相色谱条件和质谱条件下进行

测定，阳性样品溶液色谱中在与对照品色谱相应的

位置出相同的峰，阴性样品无干扰，结果见图 １～图 ３。

图 １　 非泼罗尼对照品溶液色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｔｒａｃｅ ｏｆ ｆｉｐｒｏｎｉｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ２　 阳性样品溶液色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｔｒａｃｅ ｏｆ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ３　 阴性样品溶液色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｔｒａｃｅ ｏｆ ｎｅｇａｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
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２．５　 线性关系考察　 精密量取非泼罗尼对照品贮

备液，用 ２０％乙腈水溶液逐级稀释成 ０．０２５、０．０５、

０．５、５、１０、２０ ｎｇ ／ ｍＬ 的系列溶液，注入液相色谱－串

联质谱仪，在上述液相色谱条件和质谱条件下进行

测定，以定量离子峰面积（ｙ）为纵坐标，浓度为横坐

标（ｘ，ｎｇ ／ ｍＬ），进行线性回归分析。 回归方程为：

ｙ＝ ５３３４９ｘ－６１７０．７（ ｒ２ ＝ ０．９９９５），结果表明非泼罗尼

进样浓度在 ０．０２５～２０ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内与定量离子峰

面积呈良好的线性关系。

２．６　 基质效应试验　 精密量取非泼罗对照品贮备

液，用阴性样品溶液逐级稀释成 ０．０２５、０．０５、０．５、５、

１０、２０ ｎｇ ／ ｍＬ 的系列溶液，注入液相色谱－串联质

谱仪，在上述液相色谱条件和质谱条件下进行测

定，与线性关系考察项相应浓度所得的色谱图进行

比较，相对偏差均小于 ３％，说明阿维菌素粉基质不

会对非泼罗尼产生显著的影响，故采用直接外标法

定量。

２．７　 检出限与定量限　 取不含非泼罗尼的阿维菌

素粉（批号 ２０１７０３０１，山东天宇生物科技有限公司

提供），添加一定量非泼罗尼，按供试品溶液制备方

法制备样品溶液，在上述液相色谱条件和质谱条件

下进行测定。 满足欧盟 ６５７ 号决议［５］ 规定的定性

条件的最低添加量为本方法的检出限，大于检出限

且定量离子色谱峰的信噪比（Ｓ ／ Ｎ）满足在 １０ ∶ １

以上，并且回收率满足 ８０％～１２０％之间的最低添加

量为本方法的定量限［６］。 本方法的检出限为

０．０４ ｍｇ ／ ｇ，定量限为 ０．１ ｍｇ ／ ｇ。

２．８　 精密度与回收率试验　 取不含非泼罗尼的阿

维菌素粉（批号 ２０１７０３０１，山东天宇生物科技有限

公司提供），每 １ ｇ 分别添加非泼罗尼 ０．１、１、３０ ｍｇ

（低量添加系采用加入一定量的对照品贮备液来实

现，例如每 １ ｇ 用移液器加入 １００ μＬ 的 １ ｍｇ ／ ｍＬ

的非泼罗尼对照品贮备液来实现 ０．１ ｍｇ ／ ｇ 添加 ），

各平行 ５ 份，按供试品溶液制备方法制备样品溶

液，分别注入液相色谱－串联质谱仪，在上述液相色

谱条件和质谱条件下进行测定，０．１、１、３０ ｍｇ ／ ｇ 三

个添加水平下，回收率在 ８４．６％ ～ １１２．６％之间，相

对标准偏差为 １．０％～７．７％。，结果见表 ３。

表 ３　 精密度与回收率试验

Ｔａｂ ３　 Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｔｅｓｔ
添加量 ／ ｍｇ 测得量 ／ ｍｇ 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

０．１ ０．０９５９ ９５．９

０．１ ０．０９１４ ９１．４

０．１ ０．１０２６ １０２．６

０．１ ０．０８７６ ８７．６

０．１ ０．０８４６ ８４．６

９２．４ ７．７

１ １．００１１ １００．１

１ １．０１０５ １０１．０

１ １．０１５４ １０１．５

１ ０．９８７６ ９８．８

１ １．００５４ １００．５

１００．４ １．０

３０．１２ ３２．５７２ １０８．１

２９．８７ ３１．５７３ １０５．７

３０．０４ ３１．７６７ １０５．７

２９．９２ ３３．７０２ １１２．６

３０．３３ ３２．３３８ １０６．６

１０７．７ ２．７
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２．９　 供试品溶液稳定性试验　 取同一阳性样品溶

液，于制备后 ０、２、４、６、１２、２４、４８ ｈ 注入液相色谱－

串联质谱仪，在上述液相色谱条件和质谱条件下进

行测定，非泼罗尼含量的 ＲＳＤ 为 ４．２％，表明样品溶

液在 ４８ ｈ 内稳定。
２．１０　 ５０ 批样品检测结果　 对从兽药 ＧＳＰ 经营部

随机购买的 ５０ 批阿维菌素粉按照本研究建立的方

法进行检测，结果均未检出非泼罗尼。
３　 讨论与小结

目前家禽养殖场环境一般较差，粪便尚未完全

做到无害化处理［７］，夏季蝇蛆滋生产生的传染病严

重影响了经济效益。 应将养殖场粪便及时清理，采
用密封发酵处理等措施减少蝇蛆繁殖，而不是大量

使用兽药来控制蝇蛆。 兽药的大量使用除增加成

本外，还会致使畜禽产品残留量超标危害食品安全。
我国已发布的农产品标准中非泼罗尼的残留

检测较为常见，例如 ＳＮ ／ Ｔ ４０３９－２０１４ 出口食品中

萘乙酰胺、吡草醚、乙虫腈、氟虫腈残留量的测定方

法液相色谱－质谱 ／质谱法，采用了乙腈提取、ＨＬＢ
固相萃取柱净化的方法。 阿维菌素粉中非法添加

非泼罗尼是以治疗为目的，添加量较大，因此，参照

农业部第 ２５７１ 号公告公布的兽药中非法添加非泼

罗尼检查方法采取了直接溶解稀释法。
农业部第 ２５７１ 号公告公布的兽药中非法添加

非泼罗尼检查方法采用紫外光谱匹配定性，物质的

紫外吸收光谱是其分子中生色团及助色团的特征，
而不是整个分子的特征，如果物质组成的变化不影

响生色团和助色团，就不会显著地影响其紫外吸收

光谱［８］。 本方法采用串联质谱的两对离子定性，大
大排除了假阳性的可能，定性更为准确。 非泼罗尼

化学结构中含有－ＮＨ２ 等电负性较强的基团，易于

失去 Ｈ 得到负离子峰，因此，采用负离子扫描（ＥＳＩ
－）模式。 仪器在由正离子模式向负离子模式切换

时应对系统进行足够的平衡，少量甲酸的存在会严

重影响离子化，必要时可对插入流动相的管线及吸

头先进行清洗。 非泼罗尼极性较小，在色谱柱上保

留较强，如果采用水－甲醇为流动相进行梯度洗脱，
分析时间较长，乙腈洗脱能力强，黏度较小，可有效

降低色谱系统压力，且在实际分析中能够获得良好

的峰形，故采用水－乙腈为流动相进行梯度洗脱。
阿维菌素粉基质较为简单，基质效应试验证明

基质不会对非泼罗尼产生显著的影响，因此，采用

了直接外标定量的方法，且各添加浓度回收率能处

于 ８０％～１２０％之间，满足定量要求。
从兽药 ＧＳＰ 经营部随机购买的 ５０ 批阿维菌素

粉均未检出非泼罗尼，这与农业部实施《兽医兽药

经营质量管理规范》和以兽药“二维码”标识为核

心的兽药追溯监管工作有关。 目前有些养殖场通

过互联网和物流渠道购买兽药，兽药管理部门难以

对这种渠道的兽药进行有效监管，应加大这种兽药

的检查力度。
本试验建立的阿维菌素粉中非法添加非泼罗

尼检查方法简便、准确、快速、灵敏，适用于阿维菌

素粉中非法添加非泼罗尼的检测。
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氮源、碳源影响红色糖多胞菌发酵的研究
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［摘　 要］ 　 为进一步提高红色糖多胞菌发酵水平，采用 Ｐｌａｃｋｅｔｔ －Ｂｕｒｍａｎ 法、最陡爬坡实验和

Ｂｏｘ－Ｂｅｈｎｋｅｎ设计，针对不同氮源、碳源进行摇瓶发酵研究，并利用 Ｍｉｎｉｔａｂ １５ 软件进行二次回归分

析。 结果表明，淀粉、糊精、玉米浆和黄豆饼粉对红霉素发酵效价影响较大，通过响应面法得到优化

发酵培养基最佳组成为：淀粉 ５２．３ ｇ ／ Ｌ、糊精 １４．０ ｇ ／ Ｌ、黄豆饼粉 ４５．３ ｇ ／ Ｌ、玉米浆 １４．６ ｇ ／ Ｌ。 在最优

培养基下，红霉素的产量达到 ７７６４ Ｕ ／ ｍＬ，比优化前提高了 １２％。
［关键词］ 　 红色糖多胞菌；发酵培养基；响应面法
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