
中国兽药杂志 ２０１９ 年 １０ 月第 ５３ 卷第 １０ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０． １１７５１ ／ ＩＳＳＮ． １００２ － １２８０． ２０１９． １０． ０６

超高效液相色谱 － 串联质谱法检测扶正解毒散剂

中非法添加物喹乙醇、乙酰甲喹

章安源１，章安雯２，牛华星１，陈 玲１∗，张 琦１

（１． 山东省兽药质量检验所，山东省畜产品质量安全监测与风险评估重点实验室，济南 ２５００２２；　 ２． 枣庄职业学院，山东枣庄 ２７７１００）

［收稿日期］ ２０１９ － ０７ － １５　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２ － １２８０ （２０１９） １０ － ００３３ － ０７　 ［中图分类号］Ｓ８５３． ７

［摘　 要］ 　 建立了扶正解毒散中非法添加喹乙醇、乙酰甲喹检测的 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 方法。 样品经

６０％乙腈提取稀释后，采用 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＲ ＢＥＨ Ｃ１８ 色谱柱为分离柱，质谱正离子扫描分析测定。

结果显示，喹乙醇、乙酰甲喹在 ５ ～ ２００ ｎｇ ／ ｍＬ 的范围内线性关系良好（Ｒ２ ＝ ０． ９９８４，Ｒ２ ＝ ０． ９９９５）；

样品检出限为 ２５ μｇ ／ ｍＬ，定量限为 ５０ μｇ ／ ｍＬ。 在 ８０、１００、１２０ μｇ ／ ｍＬ 添加水平的回收率为 ９０％ ～

１０３％ ，批内批间变异系数均小于 １０％ 。 本方法灵敏、快速、重现性好，适用于扶正解毒散中非法添

加喹乙醇、乙酰甲喹的检测。
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ｉｏｎ ｂｙ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ｗａｓ ５ ｔｏ ５０ ｎｇ ／ ｍＬ（Ｒ２ ＝ ０． ９９８４，Ｒ２ ＝

０． ９９９５）． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｗａｓ ２ μｇ ／ ｍＬ， ａｎｄ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｗａｓ ５ μｇ ／ ｍＬ． Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｓｐｉｋｅｄ ８０、

１００、１２０ μｇ ／ ｍＬ ｏｌａｑｕｉｎｄｏｘ ａｎｄ ｍｅｑｕｉｎｄｏｘ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ９０％ ｔｏ １０３％ ａｎｄ ｔｈｅ

ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ｂｅｌｏｗ １０％ ． Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｒｅｌｉａｂｌｅ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ
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ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ ａｎｄ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｌａｑｕｉｎｄｏｘ ａｎｄ ｍｅｑｕｉｎｄｏｘ ｉｌｌｅｇａｌｌｙ ａｄｄｅｄ ｉｎ Ｆｕｚｈｅｎｇｊｉｅｄｕ⁃

ｓａｎ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｏｌａｑｕｉｎｄｏｘ； ｍｅｑｕｉｎｄｏｘ； Ｆｕｚｈｅｎｇｊｉｅｄｕｓａｎ； ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ

　 　 喹乙醇、乙酰甲喹属于喹噁啉类合成抗菌药，

具有广谱抗菌活性，促进动物生长。 因此被广泛地

用作抗菌促生长剂和提高饲料转化率制剂［１ － ３］；为

保障动物产品质量安全，维护公共卫生安全和生态

安全，农业农村部组织决定自 ２０１９ 年 ５ 月 １ 日起，

停止经营、使用喹乙醇等 ３ 种兽药的原料药及各种

制剂［４］。

但鉴于少数不法兽药企业在利益的驱动下，在

清热解毒类和促生长类兽用中兽药散剂中违规添

加。 采用液相色谱法检测喹乙醇，样品前处理过程

繁琐，检出限也较高，缺乏针对性的检测方法，给养

殖户造成严重经济损失；另一方面也会给人造成食

源性细菌耐药性等的潜在危害［５］。

研究参考了饲料残留的检测方法［６ － ７］，首次建

立了扶正解毒散剂中非法添加物喹乙醇、乙酰甲喹

的超高效相串联质谱法，此方法可以作为非法添加

喹乙醇、乙酰甲喹的定性、定量测定。

１　 材料与方法

１． １　 仪器　 ＡＥ － ２４０ 电子天平（瑞士Ｍｅｔｔｌｒｅｒ Ｔｏｌｅ⁃

ｄｏ 公司）；ＬＣ －３０ＡＤ 高效液相色谱仪（岛津），ＳＣＩ⁃

Ｅｘ 四极杆带电离喷雾源串联质谱仪（ＡＢ 公司）；

ＫＱ － ２５０ＤＢ 超声仪（昆山市超声仪有限公司）；高

速冷冻离心机（日立公司），０． ２２ μｍ 的滤膜为 Ｗａ⁃

ｔｅｒｓ 公司。

１． ２　 药品及试剂 　 喹乙醇，批号 Ｈ００６１１０３，含量

９９． ５％ ，乙酰甲喹，批号 Ｈ０１１１００８，含量 ９９． ６％ ，购

自中国兽医药品监察所。 甲酸、乙腈 （色谱纯，

Ｍｅｒｋ，德国）；超纯水。 高纯氮，高纯氩（纯度均为

９９． ９９％ ，济南德阳气体有限公司）。

１． ３　 色谱条件 　 色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＲ ＢＥＨ

Ｃ１８ 色谱柱（５０ｍｍ ×２􀆰 １ｍｍ，１． ７μｍ）；流动相 Ａ：乙

腈； 流 动 相 Ｂ： 水 溶 液 （ ０􀆰 １％ 甲 酸 ）； 流 速：

０． ４ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：５ μＬ；柱温：３５℃。 液相色谱梯

度洗脱程序见表 １。

表 １　 梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 Ｐｒｏｇａｍ ｏｆ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ
时间 ／ ｍｉｎ Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％

０． ００ ５ ９５

２． ００ ５ ９５

３． ５０ ５０ ５０

５． ００ ８８ １２

６． ００ ５ ９５

１． ４ 　 质谱条件 　 电喷雾离子源；正离子扫描

（ＥＳＩ ＋ ）；多反应监测（ＭＲＭ）；离子喷雾电压：５５００；
离子源温度：５００ ℃；帘气：２０；雾化气：５０；加热气：
５０；测试药物定性、定量离子对及对应的去簇电压

和碰撞能量见表 ２

表 ２　 质谱测定参数

Ｔａｂ ２　 Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｒａｍｅｔｅ
药物 定量离子对 定性离子对 去簇电压 ／ Ｖ 碰撞能量 ／ ｅＶ 保留时间 ／ ｍｉｎ

喹乙醇 ２６３． ９ ＞ ２１２ ２６３． ９ ＞ ２１２
２６３． ９ ＞ １７７ ９７ ３０ 喹乙醇

喹乙醇 ２１９ ＞ １８５ ２１９ ＞ １８５
２１９ ＞ １６０ ８２ ３０ 乙酰甲喹
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１． ５　 样品制备

１． ５． １　 阴性样品　 扶正解毒散，来源：山东天利和

生物工程有限公司；批号 ２０１８１１０１。
１． ５． ２ 　 标准储备液的制备　 精密称取喹乙醇、乙
酰甲喹 １０ ｍｇ（准确至 ０． ０１ ｍｇ），置 ２０ ｍＬ 容量瓶

中，加甲醇溶解并稀释至刻度，摇匀。 － ２０ ℃冰箱

保存，贮存期 ３ 个月。
１． ５． ３　 样品溶液的制备　 精密称取 １． ５． １ 项下扶

正解毒散 ０． ２ ｇ，置 ３０ ｍＬ 离心管中，加 ２０ ｍＬ ６０％
乙腈，４０ ℃水浴超声处理 １０ ｍｉｎ，５０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心

１５ ｍｉｎ，滤过，精密量取续滤液 １ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 容量

瓶中加初始流动相稀释至刻度，摇匀，滤过，即得空

白基质溶液。 待测样品以上法处理，作为 ＵＰＬＣ －
ＭＳ ／ ＭＳ 供试品溶液。
１． ５． ４　 基质匹配标准储备溶液的制备　 精密量取

标准储备液 １ ｍＬ，置 １００ ｍＬ 容量瓶中，加空白基质

溶液稀释至刻度，摇匀，从中精密量取 １ ｍＬ 置

５０ ｍＬ容量瓶中，加空白基质溶液稀释至刻度，摇
匀，滤过，即得 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 的基质匹配标准储备

溶液。
１． ５． ５　 标准曲线的绘制　 上述储备液（１． ５． ２）用
初始比例流动相稀释，制成 ５、７． ５、１０、１５、２０、５０、
１００、２００ｎｇ ／ ｍＬ 的溶液，并绘制标准曲线。
１． ５． ６　 阳性添加样品的制备 　 精密称取 １６、２０、
２４ ｍｇ喹乙醇、乙酰甲喹加入到阴性样品中配制成

８０、１００、１２０ μｇ ／ ｍＬ 的阳性添加样品，旋涡混匀，每
种添加浓度制备 ３ 份平行样，每份样品至少进样 ２
次，取平均值。
２　 结果与分析

２． １　 线性考察 　 在选定的色谱条件下，使用梯度

洗脱的方法，可以有效地分离各离子。 上述储备液

（１． ５． ２）用初始流动性稀释，配制成 ５、７． ５、１０、１５、
２０、５０、１００、２００ ｎｇ ／ ｍＬ 的溶液，经高效液相色谱串

联质谱仪测定后，以标准溶液中喹乙醇、乙酰甲喹

定量离子峰面积为横坐标，标准溶液中相应的喹乙

醇、乙酰甲喹浓度为纵坐标，绘制标准曲线。 如图

所示喹乙醇、乙酰甲喹在 ５ ～ ２００ｎｇ ／ ｍＬ 的范围内标

准曲线方程分别为 Ｙ ＝ ０． ０１０８Ｘ － ２６． ５０９，Ｙ ＝

０． ００３２Ｘ － ２４． ２２８２， 其相 关 系 数 分 别 为 Ｒ２ 为

０． ９９８４，Ｒ２为 ０． ９９９５，线性良好。 见图 １，图 ２。

图 １　 喹乙醇标准曲线

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｏｌａｑｕｉｎｄｏｘ

图 ２　 乙酰甲喹标准曲线

Ｆｉｇ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｍｅｑｕｉｎｄｏｘ

２． ２　 精密度试验　 精密吸取对照品溶液 ２ μＬ，连
续进样 ６ 次。 以峰面积计算，得出喹乙醇、乙酰甲

喹的 ＲＳＤ 分别是 ３． ０２％ ，２． １６％ 。 表明仪器精密

度良好，符合检测要求。
２． ３　 重复性试验　 同批供试品（批号为 ２０１８０２０１，
山东某兽药生物科技有限公司提供），按 １． ５． ６ 项下

制备 ６ 份样品溶液，喹乙醇、乙酰甲喹含量的 ＲＳＤ 分

别是 ２． ９２％，２． ６６％，说明该方法重现性好，含量

稳定。
２． ４　 稳定性试验　 取 １． ５． ６ 项下同一供试品溶液

（批号：２０１８０２０１），室温下每隔 ４ ｈ 连测 ６ 次，进样

体积 ２ μＬ，喹乙醇、乙酰甲喹峰面积 ＲＳＤ 分别为

０． ８８％ ，０． ９２％ 、０． ８５％ ，表明本制剂在制备后的

２４ ｈ内成份较稳定。
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２． ５　 检测限和定量限　 ２５ μｇ ／ ｍＬ 喹乙醇、乙酰甲

喹对照品溶液信噪比（Ｓ ／ Ｎ）≥３，确定为方法的检

出限。 ５０ μｇ ／ ｍＬ 喹乙醇 ／乙酰甲喹对照品溶液显

示信噪比（Ｓ ／ Ｎ）≥１０，作为此方法定量限。
２． ６　 方法选择性的验证　 选择 ２０ 个空白样品，按
照优化条件进行处理后上机测定，未发现有假阳性

结果，表明该方法的选择性良好。
２． ７　 回收率试验 　 扶正解毒散中添加喹乙醇，乙
酰甲喹，液质分离良好，无干扰，添加浓度 ８０、１００、
１２０ μｇ ／ ｍＬ，批内批间变异系数均小于 １０％ ，阳性

添加样品的回收率在 ９０％ ～１０３％见表 ３。

表 ３　 回收率试验结果（ｎ ＝９）

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｆｏｒ ｏｌａｑｕｉｎｄｏ ａｎｄ ｍｅｑｕｉｎｄｏｘ
扶正解毒散 添加浓度 ／ （ｕｇ·ｍＬ － １） 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ 批内 ＲＳＤ ／ ％ 批间 ＲＳＤ ／ ％

喹乙醇

８０ ８９． ５６ ９２． ３７ ９２． １３ ９１． ３５ １． ７

１００ ８５． ４７ ９２． ５１ ９３． ０１ ９０． ３３ ４． ６

１２０ １０１． ０２ １０４． ８６ １０２． ８５ １０２． ９１ １． ８

７． ４

乙酰甲喹

８０ ９２． ０６ ９０． ００ ９２． １３ ９１． ４ １． ３

１００ ８８． ４７ ９２． ５１ ９３． ０１ ９１． ３ ２． ７

１２０ ９８． ０２ ９９． ８６ １０２． ８５ １００． ２ ２． ４

５． ４

　 　 方法批内相对标准偏差 ＜ １０％ ，批间相对标准

偏差 ＜ １０％ 。
　 　 空白样品、对照溶液及阳性添加样品的液相色

谱 －串联质谱谱图见图 ３ ～图 ５。

图 ３　 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 对照溶液提取离子色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
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图 ４　 空白样品特征离子质量色谱图

Ｆｉｇ ４　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｓａｍｐｌｅ

图 ５　 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 阳性添加样品特征离子质量色谱图

Ｆｉｇ ５　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｄｄｅｄ ｓａｍｐｌｅ
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３　 讨论与结论

３． １　 流动相的选择　 实验选择甲醇（０． １％ 甲酸）
和乙腈（０． １％甲酸）为流动相 Ａ，分别考察了甲醇

－水体系和乙腈 －水体系分离情况，摒弃了乙腈 －
０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶液 （１２ ∶ ８８） 作为流动

相［８ － ９］，降低了色谱柱因磷酸盐易堵的风险。 不断

调整流动相比列： 甲醇和乙腈由 ３０％ 下降到

１５％ ［１０］，最终选择了 ５％ 乙腈（０． １％ 甲酸）为流动

相 Ａ，不仅能使喹乙醇、乙酰甲喹很好的分离，其特

征离子质量色谱图的峰形和分离度比好，而且降低

了检测成本，有机试剂使用量较少，保护了环境。
３． ２　 质谱条件的优化 　 选择了多反应监测模式，
正离子扫描，并不断优化了质谱条件：对离子源温

度、去簇电压，碰撞能量等参数进行优化，使药物的

离子化程度达到最佳状态。 计算结果采用外标法，
标准曲线线性良好；样品处理简单，经过 １０００ 倍的

稀释，上机检测杂峰极微，无干扰，分离度好。
３． ３　 样品提取溶剂、处理方法及的选择 　 为确保

药品中有效成分全部溶解，保证药物临床有效性，
分别用甲醇、乙腈、６０％ 乙腈、５％ 乙腈对不同批号

的样品稀释并超声提取。 直接采用甲醇、乙腈溶解

样品，得到供试品溶液杂质成分多，采取 ＨＬＢ 固相

萃取柱净化样品 ［１１］；过程繁琐，上机后柱效差，所
得目标峰峰型、分离度均不理想。 样品 ６０％乙腈超

声提取 １５ 分钟，离心后过滤上机，杂质干扰少，峰
形对称，喹乙醇、乙酰甲喹回收率较高。 基质匹配

标准溶液采用空白基质溶液定容，空白基质溶液在

与喹乙醇、乙酰甲喹对照品相同保留时间处，均无

色谱峰出现，证明在很大程度上基质效应小，实验

准确度高。
３． ４　 结论　 喹乙醇、乙酰甲喹在兽药质量标准中

的质量控制方法主要为紫外分光光度法，专属性不

强，且中药组分的干扰较大，故选择高效液相色谱

串联质谱方法检测中兽药散剂中违规添加的喹乙

醇、乙酰甲喹［１０］；喹乙醇是一种基因毒剂、生殖诱

变剂，具有致突变、致畸和致癌性。 建立其它中兽

药单方或复方制剂的喹乙醇、乙酰甲喹的检测方

法，对保障人民健康，具有重要的实际意义。

综上所述，ＭＳ 串联可解决扶正解毒散中非法

添加物喹乙醇、乙酰甲喹的定性、定量问题，消除基

质干扰，使检测结果更为准确可靠。 检测限低，灵
敏度高；适合批量样品分析。 其次运行时间短，比
文献 ＨＰＬＣ 方法节省了大量流动相［１２ － １３］，经济可

行。 为治理整顿中兽药中添加违禁药物，严厉打击

违法行为，提供了检测依据。
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