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［摘　 要］ 　 建立了 ３ 种兽药中非法添加非泼罗尼的 ＨＰＬＣ－ＰＤＡ 检查方法。 采用十八烷基硅烷键

合硅胶为填充剂；以水－乙腈为流动相，梯度洗脱；二极管阵列检测器，提取波长为 ２２０ 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

非泼罗尼与其他物质分离良好。 非泼罗尼在阿维菌素粉、甲基吡啶磷可湿性粉、环丙氨嗪预混剂中

的平均回收率分别为 １００．０％（ＲＳＤ＝ １．６％）、１０８．７％（ＲＳＤ ＝ １．１％）、１０９．３％（ＲＳＤ ＝ １．２％）。 本方法

简便、准确、可靠，可用于检查以上 ３ 种兽药中非法添加的非泼罗尼。
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　 　 非泼罗尼（Ｆｉｐｒｏｎｉｌ）又名氟虫腈，商品名为锐

劲特，是一种苯基吡唑类的广谱杀虫剂，由法国罗

纳－普朗克公司研发［１］，通过与昆虫神经中枢细胞

膜上的 γ－氨基丁酸（ＧＡＢＡ）受体结合而阻塞神经

细胞的氯离子通道，从而干扰昆虫神经系统的正常

功能而导致昆虫死亡［２］。 虽然非泼罗尼活性高，对

多种害虫有优良的防效，但由于抗药性风险、残留

风险和生态风险较大［３］，作为农药已被许多国家禁

用。 我国 ２００９ 年发布农业部第 １１５７ 号公告：除卫

生用、玉米等部分旱田种子包衣剂外，在我国境内

停止销售和使用用于其他方面的含氟虫腈成分的

农药制剂。 因此，非泼罗尼现在多用于防治宠物

（猫 ／狗）身上的跳蚤 ／螨和虱子。 ２０１７ 年 ８ 月波及

欧洲多国的“毒鸡蛋”事件引发公众对食品安全的

再次关注，该批问题鸡蛋是由于氟虫腈被不恰当地

用于养鸡场的清洁物品中，造成鸡蛋被检出残留

物。 国内也有些不法厂家为使兽药达到迅速起效

的目的，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。 考虑到非泼罗尼存在被

非法添加的可能，从而给动物源性食品安全埋下隐

患，因此，急需建立一种方法以筛查其他兽药中非

法添加的非泼罗尼，为农业农村部严查违法使用氟

虫腈提供技术支撑。 本试验参考非泼罗尼含量测

定相关检测方法，并结合兽药中非法添加检测工作

特点［４－８］，采用高效液相色谱法与二极管阵列检测

器，建立了阿维菌素粉、甲基吡啶磷可湿性粉、环丙

氨嗪预混剂 ３ 种兽药中非法添加非泼罗尼的 ＨＰＬＣ
－ＰＤＡ 检测方法。

１　 仪器与试药

１．１　 仪器与试剂 　 高效液相色谱仪－二极管阵列

检测器（Ｗａｔｅｒｓ ｅ２６９５ ２９９８，Ｅｍｐｏｗｅｒ２ 色谱工作站

软件）；分析天平（梅特勒 ＸＳ ２０５，十万分之一）；甲

醇、乙腈为色谱纯，水（超纯水）。

１．２　 试药　 非泼罗尼对照品（含量：９８．５％，批号：

ＧＢＷ（Ｅ）０６１５８３ ２０１７０３２８，上海市农药研究所有限

公司）；空白制剂：阿维菌素粉空白样品 （批号：

２０１６１２０５，规格：１％）、甲基吡啶磷可湿性粉空白样

品（批号：２０１７０７１４，规格：５０％）、环丙氨嗪预混剂

空白样品（批号：Ｃ８０７９５５，规格：１０％），经检测均不

含非泼罗尼；供试品：阿维菌素粉阳性样品（自制，

含 ２％的非泼罗尼）。

２　 方法与结果

２．１　 色谱条件 　 十八烷基硅烷键合硅胶为填充

剂；以水为流动相 Ａ，乙腈为流动相 Ｂ，按表 １ 进行

梯度洗脱；流速 １．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：１０ μＬ；柱温：

３０ ℃；采用二极管阵列检测器，采集波长范围为

１９０ ～４００ ｎｍ，分辨率为 １．２ ｎｍ；记录 ２２０ ｎｍ 波长

处的色谱图，同时记录光谱图。

表 １　 梯度洗脱条件

Ｔａｂ １　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ
时间 ／ ｍｉｎ 流动相 Ａ ／ ％ 流动相 Ｂ ／ ％

０ ３０ ７０

１２ ３０ ７０

１３ ５ ９５

２０ ５ ９５

２１ ３０ ７０

２５ ３０ ７０

２．２　 溶液配制

２．２．１　 制剂空白溶液　 取空白制剂 １．０ ｇ，置 ５０ ｍＬ

量瓶中，加甲醇适量，超声处理 ５ ｍｉｎ，放冷，加甲醇

稀释至刻度，摇匀；取 ５．０ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加

甲醇稀释至刻度，摇匀。

２．２．２　 供试品溶液　 取供试品 １．０ ｇ，精密称定，置

５０ ｍＬ 量瓶中，加甲醇适量，超声处理 ５ ｍｉｎ，放冷，

加甲醇稀释至刻度，摇匀；取 ５．０ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 量瓶

中，加甲醇稀释至刻度，摇匀。

２．２．３　 非泼罗尼对照品储备液　 取非泼罗尼对照

品 ５０ ｍｇ，精密称定，置 １００ ｍＬ 量瓶中，加甲醇溶解

并稀释至刻度，摇匀。

２．２．４　 非泼罗尼对照品溶液　 精密量取非泼罗尼

对照品储备液 ２ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加甲醇稀释

至刻度，摇匀；精密量取 ５ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加

甲醇稀释至刻度，摇匀。
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２．２．５　 检测限溶液（０．２５、０．５、１．０ ｇ ／ ｋｇ） 　 取空白

制剂 １．０ ｇ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，分别精密加入非泼罗

尼对照品储备液 ０．５、１、２ ｍＬ，加甲醇适量，超声处

理 ５ ｍｉｎ，放冷，加甲醇稀释至刻度，摇匀；精密量取

５ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，加甲醇稀释至刻度，摇匀。

２．２．６ 　 回收率试验溶液 　 取空白制剂 １． ０ ｇ，置

５０ ｍＬ量瓶中，精密加入非泼罗尼对照品储备液

２ ｍＬ，加甲醇适量，超声处理 ５ ｍｉｎ，放冷，加甲醇稀

释至刻度，摇匀；精密量取 ５ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 量瓶中，

加甲醇稀释至刻度，摇匀。

２．２．７　 建立光谱数据库的溶液　 以非泼罗尼对照

品溶液作为建立光谱数据库的溶液。

２．３　 方法学考察

２．３．１　 专属性　 通过制剂空白试验和本底添加试

验排除各制剂中主要成分与辅料对被测物的干扰。

分别精密量取 ２．２．１ 项下制剂空白溶液、２．２．４ 项下

非泼罗尼对照品溶液、２．２．６ 项下回收率试验溶液

各 １０ μＬ，照 ２．１ 项下色谱条件，注入高效液相色谱

仪，记录色谱图与光谱图。 结果显示，非泼罗尼对

照品的保留时间约为 ８．５ ｍｉｎ，阿维菌素粉、甲基吡

啶磷可湿性粉与环丙氨嗪预混剂的主成分的保留

时间分别约为 １９．６、３．９、３．０ ｍｉｎ，其辅料也不在非

泼罗尼出峰处出峰（图 １ ～图 ４）。 此外，回收率试

验溶液中非泼罗尼峰的纯度角度均小于纯度阈值

（表 ２），为单一物质峰，表明该色谱条件下 ３ 种制

剂本底均对非泼罗尼的测定无干扰。

２．３．２　 检测限　 通过制剂空白添加被测物对照品

来考察方法的检测限。 照 ２．２．５ 项下配制各制剂的

检测限溶液（０．２５、０．５、１．０ ｇ ／ ｋｇ），精密量取 １０ μＬ

进行测定。 综合考虑色谱图峰型、峰面积，以光谱

图失真的最大浓度作为方法的检测限。 结果显示，

３ 种制剂检查非泼罗尼的检测限均为 ０．５ ｇ ／ ｋｇ。

２．３．３　 准确度　 通过制剂空白添加被测物对照品

做回收率试验来考察方法的准确度。 照 ２．２．６ 项下

平行配制 ６ 份各制剂的回收率试验溶液，精密量取

１０ μＬ 进行测定。 结果显示，阿维菌素粉、甲基吡

啶磷可湿性粉与环丙氨嗪预混剂中非泼罗尼的回

收率分别为 １００．０％（ＲＳＤ ＝ １．６％）、１０８．７％（ＲＳＤ ＝

１．１％）、１０９．３％（ＲＳＤ＝ １．２％）。

图 １　 阿维菌素粉空白溶液光谱色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ａｎｄ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ａｖｅｒｍｅｃｔｉｎ ｐｏｗｄｅｒ
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图 ２　 甲基吡啶磷可湿性粉空白溶液光谱色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ａｎｄ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ａｚａｍｅｔｈｉｐｈｏｓ ｗｅｔｔａｂｌｅ ｐｏｗｄｅｒ

图 ３　 环丙氨嗪预混剂空白溶液光谱色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ａｎｄ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｃｙｒｏｍａｚｉｎｅ ｐｒｅｍｉｘ

图 ４　 非泼罗尼对照品光谱色谱图

Ｆｉｇ ４　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ａｎｄ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｆｉｐｒｏｎｉｌ
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表 ２　 峰纯度及光谱相似度检查结果表

Ｔａｂ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｐｅａｋ ｐｕｒｉｔｙ ｔｅｓｔ ａｎｄ ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｓｉｍｉｌａｒ ｔｅｓｔ
药物名称 保留时间 ／ ｍｉｎ 纯度角度 纯度阈值 纯度结果 匹配角度 匹配阈值 匹配结果

阿维菌素粉 ８．４７８ １．７３２ ２．９７８ 单一物质峰 ０．８６３ ２．０６３ 光谱相似

甲基吡啶磷可湿性粉 ８．４９６ １．６１０ ２．７６７ 单一物质峰 ０．７４９ １．９１７ 光谱相似

环丙氨嗪预混剂 ８．４６８ １．６５９ ２．７４２ 单一物质峰 ０．６８８ １．８９７ 光谱相似

非泼罗尼对照品 ８．４７６ １．７４２ ３．０６０ 单一物质峰 ０．７２１ ２．０３９ 光谱相似

２．３．４　 耐用性　 以各制剂的回收率试验溶液作为

耐用性试验溶液，从柱温、流速、色谱柱三个方面考

察非泼罗尼检查方法的耐用性。 调节柱温分别为

２５、３０、３５ ℃，结果显示：随柱温升高，非泼罗尼保

留时间提前，分离度均符合要求；改变流速分别为

０．９、１．０、１．１ ｍＬ ／ ｍｉｎ，结果显示：随流速增大，非泼

罗尼保留时间明显提前，分离度均符合要求；选择

三款 不 同 品 牌 色 谱 柱， Ｗａｔｅｒｓ Ａｔｌａｎｔｉｓ Ｔ３ Ｃ１８
（ ２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ， ５ μｍ ）、 ＧＲＡＣＥ Ａｌｌｔｉｍａ Ｃ１８
（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ， ５ μｍ） 和 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｘｔｅｎｄ Ｃ１８
（２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ），结果显示：三款色谱柱仅

保留时间不同，非泼罗尼峰与其他峰分离度均符合

要求，理论板数均高于 １００００，拖尾因子均约为 １．１。

以上结果表明，本方法耐用性较好，能满足非泼罗

尼的检查要求。
２．４　 样品测定　 取阿维菌素粉阳性样品，照 ２．２．２
项下配制供试品溶液，非泼罗尼对照品溶液的浓度

调整为峰面积与供试品溶液相当。 分别精密量取

１０ μＬ，照 ２．１ 项下色谱条件，注入高效液相色谱仪，
记录色谱图与光谱图。 结果显示，供试品溶液在与

非泼罗尼对照品保留时间一致处出峰；该色谱峰纯

度角度小于纯度阈值，为单一物质峰；将其光谱与

非泼罗尼对照品的光谱匹配，匹配角度小于匹配阈

值，说明与非泼罗尼对照品的光谱相似，且两者最

大吸收波长一致。 以上结果表明样品中检出非泼

罗尼（表 ３）。

表 ３　 阿维菌素粉阳性样品检查结果表

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ａｖｅｒｍｅｃｔｉｎ ｐｏｗｄｅｒ ｓａｍｐｌｅ ｔｅｓｔ
／ 保留时间 ／ ｍｉｎ 最大吸收波长 ／ ｎｍ 纯度角度 纯度阈值 匹配角度 匹配阈值

阿维菌素粉 ８．４９４ ２００．４，２７８．３ ０．１３０ １．１４６ ０．０６１ １．０７３

非泼罗尼对照品 ８．５００ ２００．４，２７８．３ ０．１０９ １．１０２ ０．０００ １．０５６

３　 讨　 论

３．１　 溶媒的选择　 非法添加检查通常只需考虑被

测物尽可能被提取并检测到，而不需要考虑制剂自

身主成分的溶解性，因此，根据非泼罗尼在甲醇或

丙酮中易溶、在水中几乎不溶的性质，选择甲醇作

为溶媒。
３．２　 流动相系统的选择　 参考中华人民共和国农

业部第 １９３８ 号、第 ２０２６ 号与第 ２１３８ 号公告中非泼

罗尼含量测定的流动相系统，发现多采用甲醇－乙腈

－水体系，但是比例不同。 当乙腈比例小甚至不使用

乙腈时，其质量标准或将流速提高到 １．２ ｍＬ ／ ｍｉｎ，或
使用 １５０ ｍｍ 的短色谱柱来加快非泼罗尼的出峰，
同时试验过程也发现，对于非泼罗尼来说乙腈的洗

脱能力明显强于甲醇。 考虑到操作的简便性及检

测的快速，有机相仅选取一种，采用乙腈－水作为流

动相。 此外，为了扩大方法的适用范围，综合考虑

非泼罗尼的出峰时间不能太晚且与其他物质能完

全分离，以及使制剂中自身的主成分与辅料也能洗

脱出来，采用了梯度洗脱的方式。
３．３　 检测波长的选择 　 采用二极管阵列检测器，

·３２·
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在 １９０～４００ ｎｍ 波长范围内进行紫外吸收图谱扫

描。 非泼罗尼在 ２００ ｎｍ 和 ２７８ ｎｍ 波长处有最大

吸收，前者低于甲醇的截止使用波长，后者的吸收

度较低，参考中华人民共和国农业部第 １９３８ 号、第
２０２６ 号与第 ２１３８ 号公告中非泼罗尼含量测定均采

用 ２２０ ｎｍ 进行测定，该波长正好位于光谱图的肩

缝处，且响应也较高，故选择 ２２０ ｎｍ 作为检测波长。
３．４　 保留时间、峰纯度检查与光谱相似度检查 　
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，而峰纯度检查可以判断色谱峰

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。 在对

３ 种制剂的回收率试验溶液和检测限溶液的各项检

测中，在与非泼罗尼对照品溶液主峰保留时间一致

处出峰，且纯度角度均小于纯度阈值，匹配角度均

小于匹配阈值。 表明在该液相条件下，可在 ３ 种制

剂中检出非泼罗尼，方法可行。
４　 结　 论

本方法建立了 ＨＰＬＣ－ＰＤＡ 法检测 ３ 种杀虫药

中非法添加非泼罗尼的检查方法，综合保留时间、最
大吸收波长、峰纯度检查和光谱相似度检查四方面

的信息，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

法添加非泼罗尼制假行为提供了有力的技术支持。
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