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［摘　 要］ 　 通过对马拉硫磷对照品候选物进行全面质量控制，以美国药典委员会提供的马拉硫磷

对照品作为溯源对照品，用高效液相方法通过协作标定对制备的马拉硫磷对照品进行定值，确定制

备马拉硫磷对照品含量为 ９９． ０％ ，相对标准偏差为 ０． ３％ 。 通过对马拉硫磷对照品的研制，期望能

对兽用化学药品对照品的研制提供一些参考意见和建议。
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　 　 马拉硫磷是一种较早应用的有机磷杀虫剂，主
要以触杀、胃毒合熏蒸毒杀灭害虫，具有广谱、低
毒、使用安全等特点。 我国、美国及欧盟等均批准

其作为兽药使用，美国［１］和欧盟［２］已将马拉硫磷及

其制剂收录入药典中，并可提供马拉硫磷及其杂质

的对照品，我国已将精制马拉硫磷原料及制剂收录

入 ２０１７ 年版《兽药国家标准》 ［３］ （化学药品卷）中，
但还未提供相关标准物质。

为控制马拉硫磷产品质量，满足兽药产品检验

需求，本研究参照美国药典、欧洲药典以及我国

２０１７ 年版《兽药国家标准》（化学药品卷）拟定了马

拉硫磷对照品质量标准，依据该质量标准对马拉硫

磷对照品候选物进行了全面质量控制，并以美国药

典委员会提供马拉硫磷对照品作为溯源对照品，通
过协作标定方法对马拉硫磷对照品候选物进行定

值，经专家组审查，现已入库发放，填补了我国兽药

标准物质研制的一项空白。
１　 材料与方法
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１． １　 材料　 马拉硫磷对照品（批号：１３７４４０８，含量

９９． ２％ ）和异马拉硫磷对照品（批号：１３４９６０４，含量

９７％ ），美国药典委员会提供；马拉硫磷对照品候选

物（纯度 ９９． ２％ ），山东省化学农药及中间体产品

质量监督检验站提供；甲醇、丙酮，色谱纯；水为符

合 ＧＢ ／ Ｔ６６８２ 规定的一级水； 高效液相色谱仪

ｅ２６９５，美国 ｗａｔｅｒｓ 公司提供；气相色谱仪 ７８９０Ａ，
Ａｇｅｌｌｅｎｔ 公司提供；ＸＰ１０５ 天平，ＭＥＴＴＬＥＲ 公司提

供；７８７ＫＦＴｉｔｒｉｎｏ 水分测定仪，瑞士万通公司提供。
１． ２　 方法

１． ２． １　 相对密度　 按《中国兽药典》 （２０１５ 版）一
部［４］相对密度测定方法中的比重瓶法测定。
１． ２． ２　 鉴别

１． ２． ２． １ 　 取本品 　 ２ ｍＬ，加甲醇 ２ ｍＬ，摇匀，加
１ ｍｏｌ ／ Ｌ氢氧化钠溶液 ２ ｍＬ，摇匀，静置 ２ ｍｉｎ，再加

０． ５ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液数滴，使溶液呈无色，加醋酸铜

试液 ２ ｍＬ，生成深黄色沉淀；
１． ２． ２． ２　 高效液相方法　 在含量测定项下记录的

色谱图中，马拉硫磷对照品候选物溶液主峰的保留

时间应与马拉硫磷对照品溶液主峰的保留时间

一致。
１． ２． ３　 检查

１． ２． ３． １　 游离酸 　 取本品约 ２ ｇ，精密称定，加无

水乙醇 ２０ ｍＬ 和溴酚蓝指示液数滴，摇匀，用氢氧

化钠滴定液（０． ０２ ｍｏｌ ／ Ｌ）滴定至溶液为蓝色，同时

以空白试验校正。
１． ２． ３． ２ 　 异马拉硫磷［１ － ２］ 　 色谱条件：照含量测

定项下的色谱条件进行试验，检测波长为 ２１０ ｎｍ，
异马拉硫磷和马拉硫磷的相对保留时间分别为 ０． ５
和 １． ０。

测定法：精密称取异马拉硫磷对照品适量，用
甲醇溶解并稀释制成每 １ ｍＬ 中约含 ０． １ ｍｇ 的异

马拉硫磷对照品溶液，精密量取 ２０ μＬ，注入液相色

谱仪，记录色谱图；另精密称取马拉硫磷对照品候

选物适量，用甲醇溶解并稀释制成每 １ ｍＬ 中约含

２０ ｍｇ 的马拉硫磷溶液，同法测定。 平行测定 ２ 份

异马拉硫磷对照品和 ２ 份马拉硫磷对照品候选物，
按外标法以峰面积计算马拉硫磷对照品候选物中

异马拉硫磷含量。
１． ２． ３． ３ 　 水分测定方法 　 按照 《中国兽药典》
（２０１５ 版） 一部［４］ 水分测定法第一法费休氏法

进行。
１． ２． ４　 含量测定方法　 色谱条件与系统适用性试

验：用高效液相方法测定［１ － ３］。 用十八烷基硅烷键

合硅胶为填充剂（３０ ｃｍ ×３． ９ ｍｍ，１０ μｍ）；以甲醇

－水（５０∶ ３０）为流动相；检测波长为 ２５４ ｎｍ；流速

１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 理论板数按马拉硫磷峰计算不低于

２５００，与相邻峰的分离度应符合要求。
测定法：精密称取马拉硫磷对照品适量，用甲

醇溶解并稀释制成每 １ ｍＬ 中约含 １０ ｍｇ 马拉硫磷

对照品溶液，精密量取 ２０ μＬ，注入液相色谱仪，记
录色谱图；精密称取马拉硫磷对照品候选物适量，
同法配制并测定。 按外标法以峰面积计算马拉硫

磷对照品候选物中马拉硫磷含量。 平行测定 ２ 份

马拉硫磷对照品和 ５ 份马拉硫磷对照品候选物。
１． ２． ５　 定值方法 　 协作标定方法： ３ 家单位协作

标定；含量测定按照 １． ２． ４ 高效液相方法进行；每
家单位均由 ２ 人进行测试；每人测试平行样不少于

５ 份（每人测试用对照品至少应取 ２ 份）；单人平行

样的相对标准偏差应小于 ０． ５％ ，２ 人间的相对偏

差应小于 ０． ３％ 。 ３ 家单位协作标定，测定结果进

行加权平均计算。
２　 结果与分析

２． １　 相对密度 测定结果为 １． ２３。
２． ２　 鉴别

２． ２． １　 生成深黄色沉淀；
２． ２． ２　 马拉硫磷对照品　 候选物溶液主峰保留时

间为 １６． ９９９，马拉硫磷对照品溶液主峰保留时间为

１６． ９９４，保留时间一致。 图谱见图 ３ 和图 ４。
２． ３　 检查

２． ３． １ 　 游离酸　 用空白试验校正后，测得游离酸

的结果为 ０． ０２％ ；
２． ３． ２ 　 异马拉硫磷 　 将浓度约为 ０． １ ｍｇ ／ ｍＬ 的

２ 份异马拉硫磷对照品溶液和浓度约为 ２０ ｍｇ ／ ｍＬ
的 ２ 份马拉硫磷对照品候选物溶液，分别进样２ 针。
异马拉硫磷和马拉硫磷的相对保留时间分别为 ０． ５
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和 １． ０。 按外标法计算马拉硫磷对照品候选物中异

马拉硫磷的含量，其平均值为 ０． ０６％ ，修约为

０． １％ ，具体实验结果见表 １。 异马拉硫磷对照品图

谱见图 １，马拉硫磷对照品候选物图谱见图 ２。
表 １　 马拉硫磷对照品候选物中异马拉硫磷含量测定结果

Ｔａｂ １　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｉｓｏｍａｌａｔｈｉｏｎ ｉｎ ｍａｌａｔｈｉｏｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｍａｔｅｒｉａｌ ｃａｎｄｉｄａｔｅｓ
峰面积 含量 ／ ％

样 １ ６０１３５ ５７３２７ ０． ０５

样 ２ ７１６０５ ７０９５５ ０． ０８

含量平均值（％ ） ０． ０６

图 １　 异马拉硫磷对照品图谱

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｉｓｏｍａｌａｔｈｉｏｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

图 ２　 马拉硫磷对照品候选物图谱

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｍａｌａｔｈｉｏｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ
ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ

２． ３． ３　 水分测定结果　 用 ３ 份重蒸水标定费休氏

试液，得 Ｆ 值为 ３． ５６４５；测定 ３ 份供试品的水分平

均值为 ０． １％ 。

２． ３　 含量测定结果

２． ３． １　 系统适用性结果 　 将浓度约为 １０ ｍｇ ／ ｍＬ
的马拉硫磷对照品溶液连续进样 ５ 针，其峰面积的

相对标准偏差为 ０． ２％ ，理论塔板数大于 ２５００，与
相邻峰的分离度符合方法要求。
２． ３． ２　 含量测定结果　 将浓度约为 １０ ｍｇ ／ ｍＬ 的

２ 份马拉硫磷对照品溶液和 ５ 份马拉硫磷对照品候

选物溶液，分别进样 ２ 针，按外标法计算 ５ 份马拉

硫磷对照品候选物的含 量， 其 含 量 平 均 值 为

９８． ７７％ ，修约为 ９８． ８％ ，实验结果表明该候选物满

足制备马拉硫磷对照品原料的要求。 具体实验结

果见表 ２。 马拉硫磷对照品图谱见图 ３，马拉硫磷

对照品候选物图谱见图 ４。

图 ３　 马拉硫磷对照品图谱

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｍａｌａｔｈｉｏｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ

图 ４　 马拉硫磷对照品候选物图谱

Ｆｉｇ ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｍａｌａｔｈｉｏｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ

ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ

表 ２　 马拉硫磷对照品候选物含量测定结果

Ｔａｂ ２　 Ｃｏｎｔｅｎｔ ｏｆ ｍａｌａｔｈｉｏｎ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ｃａｎｄｉｄａｔｅ
１ ２ ３ ４ ５

峰面积
１ ７１０７９３５ ７１０２６２７ ７１６６８５１ ７０８３０７７ ７１７３０９９

２ ７１１４６４９ ７１０２６０２ ７１７２５５０ ７０８３３７２ ７１６０５５５

含量 ／ ％
１ ９８． ７８ ９８． ６７ ９８． ７４ ９８． ７８ ９８． ８８

２ ９８． ８８ ９８． ６７ ９８． ８２ ９８． ７８ ９８． ７１

含量平均值 ／ ％ ９８． ７７％

相对标准偏差 ０． ０４％

·２２·
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３　 定值结果

３． １　 协作标定结果 　 协作标定结果、加权平均计

算结果和合并计算结果分别见表 ３、表 ４ 和表 ５：

表 ３　 协作标定结果汇总表

Ｔａｂ ３　 Ｔａｂｌｅ ｏｆ ｃｏｌｌａｂｏｒａｔｉｖｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ
测定人

１ 甲 １ 乙 ２ 甲 ２ 乙 ３ 甲 ３ 乙

平均值 ９８． ７８ ９８． ９１ ９９． １９ ９９． ３２ ９８． ５９ ９８． ７６

相对标准偏差（％ ） ０． ０４ ０． １０ ０． １３ ０． ０６ ０． ３２ ０． ３５

测量次数 ５ ６ ５ ５ ５ ５

表 ４　 ３ 家单位协作标定结果的加权平均值

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｗｅｉｇｈｔｅｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｕｎｉｔｓ
测定人 测定次数（ｎ） 平均值（ ｘ－ ） 方差（Ｓ２） 权重（Ｗ） ∑ｗｉ Ｗ ｘ－ ∑ｗｉｘｉ 加权平均值

１ 甲 ５ ９８． ７８ ０． ００１６ ３１２５

１ 乙 ６ ９８． ９１ ０． ０１００ ６００
３７２５

３０８６８８

４９４５５
３５８１４３ ９８． ８０

２ 甲 ５ ９９． １９ ０． ０１６９ ２９６

２ 乙 ５ ９９． ３２ ０． ００３６ １３８９
１６８５

２９３６０

１３７９５５
１６７３１５ ９９． ３０

３ 甲 ５ ９８． ５９ ０． １０２４ ４９

３ 乙 ５ ９８． ７６ ０． １２２５ ４１
９０

４８３１

４０４９
８８８０ ９８． ６７

表 ５　 ３ 家单位标定结果加权平均值的合并计算

Ｔａｂ ５　 Ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｃａｌｃｕｌａｔｉｏｎ ｏｆ ｗｅｉｇｈｔｅｄ ａｖｅｒａｇｅ ｏｆ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｔｈｒｅｅ ｕｎｉｔｓ
实验室 测定次数 几何均值（ Ｐ

－
Ｔ） 权重和（∑Ｗｉ） Ｐ

－
Ｔ 的方差 方差和 校正权重（Ｗ２） 加权平均值

１ １１ ９８． ８０ ３６２５ ０． ０１４２６ ０． ０５９４５ １６． ８２１

２ １０ ９９． ３０ １６８５ ０． ０１８０８ ０． ０６３２７ １５． ８０５

３ １０ ９８． ６７ ９０ ０． １６３４４ ０． ２０８６３ ４． ７９３

９８． ９９

总和 ４１ ５４００ ０． １９５７８ ３７． ４１９

３． ２　 定值结果　 对 ３ 家单位协作标定结果进行加

权平均计算，得出马拉硫磷对照品候选物含量的加

权平均值为 ９８． ９９％ ，相对标准偏差为 ０． ３％ ，修约

为 ９９． ０％ ，所以本研究制备的马拉硫磷对照品含量

赋值为 ９９． ０％ 。
４　 讨论与结论

ＷＨＯ 发布的化学对照品一般指导原则规定用

于含量测定用对照品需要至少 ３ 家实验室对其进

行协作标定；中国兽医药品监察所制定的《兽药标

准物质研制技术规范（试行）》也规定新兽药标准

物质采用溯源标准物质定值时，原则上应由 ２ 个以

上（含 ２ 个）外部实验室协作标定，所以本次制备的

马拉硫磷对照品采用外标法，由 ３ 家单位协作标定

来定值，保证了马拉硫磷对照品含量赋值的准确性

和重现性。
我国 ２０１７ 年版《兽药国家标准》 （化学药品

卷）收录的马拉硫磷原料含量测定方法为气相法，
但在研究过程中发现，通过改变柱温、气体流速、分
流比等色谱条件［５］，马拉硫磷主峰中仍有 １ 小峰未

能完全分离，所以用气相方法测定马拉硫磷含量存

在定量准确性的问题，所以本研究参照美国药典和

欧盟药典用高效液相方法作为制备马拉硫磷对照

·３２·
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品的含量测定方法。
当对照品用于专属性的含量测定方法时，确定

杂质的含量是很重要的。 本研究参照美国药典及

欧盟药典质量标准增加了对杂质异马拉硫磷的质

量控制，保证了马拉硫磷对照品含量定值结果的准

确性。
３ 家单位协作标定结果相对标准偏差为

０． ３％ ，满足用高效液相方法对标准物质定值的统

计学要求。
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