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［摘　 要］ 　 建立了高效液相色谱法测定五种制剂中非法添加喹乙醇与乙酰甲喹的方法。 以十八烷

基键合硅胶为填充剂，乙腈－０．０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾（ｐＨ ６．０）为流动相，二极管阵列检测器进行全

波长（２００～４００ ｎｍ）扫描，检测波长为 ２６０ ｎｍ，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。 结果表明，该色谱条件下喹乙醇、乙酰甲喹与其他物质峰分离

良好。 喹乙醇、乙酰甲喹在 ０．５ ～ ２００ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内线性良好，回收率在 ９１．１％ ～ １０５．７％之间，
ＲＳＤ≤３．１％，喹乙醇、乙酰甲喹的检测限分别为 １．０ 和 ２．５ ｍｇ ／ ｇ。
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　 　 喹乙醇、乙酰甲喹属于喹噁啉类合成抑菌药

物，具有广谱抗菌活性，被广泛用于促进动物生长

和提高饲料转化率［１］。 近年来由于喹乙醇［２－３］、乙
酰甲喹［４－６］的不合理使用，中毒事件时有发生。 有

些兽药企业为提高制剂疗效，牟取利益，违规在兽

药制剂中添加非处方成分喹乙醇、乙酰甲喹，严重

影响兽药市场的稳定，危害动物安全。 本试验参考

相关文献及《农业部第 １８６８ 号公告—氟喹诺酮类

制剂中非法添加乙酰甲喹、喹乙醇等化学药物检查

方法》 ［７］，采用高效液相色谱法与二极管阵列检测

器对硫酸黏菌素可溶性粉及预混剂、烟酸诺氟沙星

可溶性粉、黄连解毒散和白头翁散等制剂中非法添

加喹乙醇、乙酰甲喹的检测方法进行考察。 该方法

的建立可为其他兽用制剂中添加喹乙醇、乙酰甲喹

的检测应用提供依据。
１　 仪器与材料

１．１　 仪器 　 高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓ ２６９５，ＰＤＡ，
Ｅｍｐｏｗｅｒ２ 色谱工作站软件）；超纯水仪；电子分析

天平；超声波清洗器。
１．２　 试剂与药品 　 磷酸二氢钾、甲醇、三乙胺，均
为分析纯；乙腈为色谱纯。 喹乙醇对照品（批号为

Ｈ００６１１０３）、乙酰甲喹对照品（批号为 Ｈ０１１０７０３），
均来自中国兽医药品监察所；喹乙醇、乙酰甲喹原

料药，河南某兽药生产企业提供；硫酸黏菌素可溶

性粉（１０％）、硫酸黏菌素预混剂（１０％）、烟酸诺氟

沙星可溶性粉（３０％）、黄连解毒散、白头翁散，均来

自市售样品，经检测均不含喹乙醇和乙酰甲喹。

２　 方法与结果

２．１ 　 色谱条件 　 根据文献方法［７－８］，采用 Ｗａｔｅｒｓ
ＸＢｒｉｄｇｅ－Ｃ１８柱；流动相：乙腈－０．０１ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钾溶

液（三乙胺调 ｐＨ值至 ６．０）（５ ∶ ９５）（可做适当调整）；二
极管阵列（ＰＤＡ）检测器，采集波长范围为 ２００～４００ ｎｍ，
分辨率为 １．２ ｎｍ；记录 ２６０ ｎｍ波长处的色谱图。
２．２　 溶液配制

２．２．１　 非法添加供试品（模拟） 　 取各制剂粉末，
按 １％分别添加喹乙醇、乙酰甲喹，混匀。
２．２．２　 供试品溶液和对照品溶液　 精密称取供试

品 １．０ ｇ，置 ５０ ｍＬ 容量瓶中，加 ２０％甲醇溶液适

量，超声 ３０ ｍｉｎ，放冷至室温，用 ２０％甲醇溶液稀释

至刻度，摇匀。 精密量取 ５．０ ｍＬ，置 ５０ ｍＬ 容量瓶

中，用 ２０％甲醇稀释至刻度，摇匀，作为供试品溶

液。 另取喹乙醇对照品、乙酰甲喹对照品适量，分
别加甲醇溶解并稀释制成每 １ ｍＬ 中含 ０．１ ｍｇ 的溶

液，作为对照品溶液（临用前配制）。
２．２．３　 各制剂空白溶液　 称取无非法添加的各制剂

粉末 １．０ ｇ，照 ２．２．２ 项下操作制备成各制剂空白溶液。
２．２．４　 建立光谱数据库的溶液　 以喹乙醇、乙酰甲喹

对照品溶液（０．１ ｍｇ ／ ｍＬ）作为建立光谱数据库的溶液。
２．３　 峰纯度检查 　 对供试品溶液色谱图中喹乙

醇、乙酰甲喹色谱峰进行峰纯度检查，见图 １－图 ３、
表 １。 结果显示，喹乙醇峰与乙酰甲喹峰的纯度角

度均小于纯度阈值，表明在此液相条件下，喹乙醇

或乙酰甲喹的出峰处无其他干扰峰，均为单一物质

峰，方法可行。

图 １　 供试品（硫酸黏菌素可溶性粉）添加喹乙醇、乙酰甲喹色谱图

表 １　 峰纯度检查结果表

供试品中的色谱峰 纯度角度 纯度阈值 结果 匹配角度 匹配阈值 结果

喹乙醇 ０．２５５ ０．４２１ 单一物质峰 １．１５１ １．１６７ 光谱相似

乙酰甲喹 ０．５３０ ０．６９６ 单一物质峰 １．０７３ １．６５６ 光谱相似
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图 ２　 供试品（硫酸黏菌素可溶性粉）添加喹乙醇（左）、乙酰甲喹（右）光谱图

图 ３　 供试品（硫酸黏菌素可溶性粉）添加喹乙醇（左）、乙酰甲喹（右）的峰纯度图

２．４　 光谱相似度检查 　 对供试品溶液中喹乙醇、
乙酰甲喹的光谱图与光谱库进行匹配，匹配角度均

小于匹配阈值（表 １），表明供试品溶液中相应色谱

峰的光谱与喹乙醇、乙酰甲喹对照品的光谱非常相

似，可认为是同一物质。
２．５　 方法学考察

２．５．１　 专属性　 通过各制剂空白试验排除各制剂

中主要成份对于被测物的干扰。 同时峰纯度检查

结果也显示此液相条件下二者均为单一物质峰。
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。 调节柱温为 ２５、３０、
３５ ℃，结果显示：喹乙醇、乙酰甲喹保留时间受柱

温影响较小，随柱温升高，保留时间略提前；调节流

动相 ｐＨ 值变化为 ５．８、６．０、６．２，结果显示：随流动

相 ｐＨ 值的增大，喹乙醇保留时间不变，乙酰甲喹保

留时间略提前，且三种 ｐＨ 值下分离度均大于 １．５；
选择 ４ 款不同品牌色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ－Ｃ１８
（４．６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ， ５ μｍ）、Ｗａｔｅｒｓ ＸＢｒｉｄｇｅＴＭ Ｓｈｉｅｌｄ
ＲＰ１８（４．６ ｍｍ×１５０ ｍｍ， ５ μｍ）、Ｗａｔｅｒｓ ＳｕｎｆｉｒｅＴＭ Ｃ１８
（４． ６ ｍｍ × ２５０ ｍｍ， ５ μｍ）、 ＳＨＩＭＡＤＺＵ ＶＰ － ＯＤＳ

（１５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ， ５ μｍ）等，考察不同色谱柱对测定

的影响，结果显示：喹乙醇、乙酰甲喹的出峰顺序没

有变化，且能达到很好的分离，仅保留时间发生变

化，表明 ４ 种品牌色谱柱均可用于该检查，方法耐

用性较好。
２．５．３　 检测限　 将喹乙醇、乙酰甲喹的对照品溶液

制成混合标准溶液，进行梯度稀释后添加到阴性对

照制剂中，进行检测。 以光谱图失真的最大浓度作

为方法的检测限， 喹乙醇 的 最 低 检 测 浓 度 为

２．０ μｇ ／ ｍＬ，在各制剂中的检测限为 １．０ ｍｇ ／ ｇ；乙酰

甲喹的最低检测浓度 ５．０ μｇ ／ ｍＬ，在各制剂中的检

测限为 ２．５ ｍｇ ／ ｇ。 因中药成分较为复杂，以黄连解

毒散和白头翁散的相关谱图为代表，见图 ４－图 １３。

图 ４　 黄连解毒散空白色谱图
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图 ５　 黄连解毒散添加喹乙醇（２ μｇ ／ ｍＬ）检测限色谱图

图 ６　 黄连解毒散添加喹乙醇（２ μｇ ／ ｍＬ）检测限光谱图

图 ７　 黄连解毒散添加乙酰甲喹（５ μｇ ／ ｍＬ）检测限色谱图

图 ８　 黄连解毒散添加乙酰甲喹（５ μｇ ／ ｍＬ）检测限光谱图

图 ９　 白头翁散空白色谱图

图 １０　 白头翁散添加喹乙醇（２ μｇ ／ ｍＬ）检测限色谱图

图 １１　 白头翁散添加喹乙醇（２ μｇ ／ ｍＬ）检测限光谱图

图 １２　 白头翁散添加乙酰甲喹（５ μｇ ／ ｍＬ）检测限色谱图

图 １３　 白头翁散添加乙酰甲喹（５ μｇ ／ ｍＬ）检测限光谱图

２．５．４　 准确度　 考虑到阳性添加试验需要喹乙醇、
乙酰甲喹的量较多，本试验使用兽药原料药代替标

准物质进行阳性添加试验，回收率试验方法：硫酸

黏菌素可溶性粉、硫酸黏菌素预混剂、烟酸诺氟沙

星可溶性粉添加浓度分别为 １％、２％和 ５％，黄连解

毒散、白头翁散添加浓度分别为 ０．５％、１％和 ２％，
每个浓度分别制备三个平行，求得添加回收率及相

对标准偏差。 该方法中喹乙醇、乙酰甲喹的回收率
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为 ９１．１ ～ １０５．７％，ＲＳＤ 均小于 ３．１％。 说明该检测

方法可靠，结果见表 ２－表 ３。
２．５．５　 线性与范围　 取喹乙醇、乙酰甲喹对照品适

量制成浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的混合溶液，精密量取标准

品贮备液适量，用 ２０％甲醇水稀释成 ０．５、１、２、５、
１０、２０、５０、１００、２００ μｇ ／ ｍＬ 的系列混合标准溶液，

从低浓度到高浓度依次进样分析，以峰面积 Ｙ 对标

准溶液浓度 Ｘ 进行线性回归，喹乙醇、乙酰甲喹的

回归方程分别为 Ｙ ＝ ９４００８Ｘ－１００５８９，相关系数为

０．９９９７；Ｙ＝ ６８１３１Ｘ－３０９３８，相关系数为 ０．９９９９。 结

果表明，喹乙醇、乙酰甲喹在 ０．５ ～ ２００．０ μｇ ／ ｍＬ 浓

度范围内线性关系良好。

表 ２　 预混剂、可溶性粉添加回收试验结果

添加药物 添加浓度 样品编号
制剂回收率 ／ ％

硫酸黏菌素可溶性粉 硫酸黏菌素预混剂 烟酸诺氟沙星可溶性粉

喹乙醇

１％

５％

１０％

１ ９１．１ ９３．３ ９７．８

２ ９６．８ ９２．１ ９３．７

３ ９４．４ ９５．５ ９３．６

平均值 ９４．１ ９３．６ ９５．０

ＲＳＤ ／ ％ ３．０ １．８ ２．５

１ ９９．４ １０１．２ ９６．３

２ ９９．２ １０２．５ ９６．７

３ １０１．０ １０１．６ ９６．８

平均值 ９９．８ １０１．８ ９６．６

ＲＳＤ ／ ％ ０．９ ０．６ ０．３

１ １０１．３ １０４．７ ９７．５

２ １０１．４ １０５．７ ９５．５

３ １００．２ １０４．６ ９７．０

平均值 １０１．０ １０５．０ ９６．６

ＲＳＤ ／ ％ ０．６ ０．６ １．０

乙酰甲喹

１％

５％

１０％

１ ９４．３ １０２．０ ９２．５

２ ９７．７ １０３．７ ９１．１

３ ９６．２ １０５．１ ９４．４

平均值 ９６．１ １０３．６ ９２．６

ＲＳＤ ／ ％ １．７ １．５０ １．６

１ ９５．８ １０１．５ ９１．３

２ ９５．９ １０２．４ ９１．８

３ ９６．３ １０１．７ ９１．４

平均值 ９６．０ １０１．８ ９１．５

ＲＳＤ ／ ％ ０．２ ０．４ ０．３

１ ９５．４ １０３．１ ９１．４

２ ９５．０ １０５．０ ９０．１

３ ９４．２ １０３．２ ９１．１

平均值 ９４．５ １０３．８ ９０．８

ＲＳＤ ／ ％ ０．４ １．０ ０．７
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表 ３　 黄连解毒散、白头翁散添加回收试验结果

添加物质 添加浓度 样品编号
制剂回收率 ／ ％

黄连解毒散 白头翁散

喹乙醇

０．５％

１％

２％

１ ９７．９ １００．１

２ ９６．４ ９９．０

３ ９８．６ １０２．８

平均值 ９７．６ １００．６

ＲＳＤ ／ ％ １．１ １．９

１ ９８．３ １０２．０

２ １００．５ ９９．４

３ ９９．９ ９６．２

平均值 ９９．６ ９９．２

ＲＳＤ ／ ％ １．１ ２．９

１ ９９．９ ９５．３

２ ９９．９ ９７．７

３ １０１．６ ９７．５

平均值 １０１．５ ９６．９

ＲＳＤ ／ ％ ０．９ １．３

乙酰甲喹

０．５％

１％

２％

１ ９０．０ ９３．３

２ ９４．６ ９３．８

３ ９０．９ ９４．６

平均值 ９１．８ ９３．９

ＲＳＤ ／ ％ ２．６ ０．６

１ ９１．０ ９６．７

２ ９２．２ ９５．６

３ ９１．２ ９６．３

平均值 ９１．４ ９６．２

ＲＳＤ ／ ％ ０．７ ０．５

１ ９４．０ ９５．８

２ ９３．９ ９６．０

３ ９４．７ ９６．０

平均值 ９４．２ ９８．５

ＲＳＤ ／ ％ ０．４ ０．１

３　 讨论与小结

３．１　 稀释溶剂的选择 　 试验比较了甲醇、８０％甲

醇，５０％甲醇，２０％甲醇，乙腈，５０％乙腈等稀释溶

剂，结果表明，稀释溶剂为 ２０％甲醇、５０％甲醇时，
喹乙醇、乙酰甲喹的峰形对称，能够达到很好的分

离，且稳定性良好。
试验用 ２０％甲醇为提取液超声处理各样品，结

果表明喹乙醇、乙酰甲喹回收率高，峰尖锐对称，操
作方法简单易行，因此试验选择 ２０％甲醇为提取

溶剂。
３．２　 检测波长　 有文献报道［９－１０］采用 ３６５、２５４ ｎｍ
作为检测波长，农医发［２００９］１７ 号及农业部 １８６８
号公告中检测波长为 ３６５ ｎｍ，本试验采用二极管阵

列检测器对样品进行全波长扫描，喹乙醇在 ２３９、
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２６０、３７３ ｎｍ 处有最大吸收，其中 ２６０ ｎｍ 响应值最

高，明显高于 ３６５ ｎｍ 处，乙酰甲喹在 ２４０、 ２５５、
３７２ ｎｍ处有最大吸收，其中 ２４０、２５５ ｎｍ 响应值最

高，明显高于 ３６５ ｎｍ 处。 因此，本文采用 ２６０ ｎｍ
作为检测波长，喹乙醇与乙酰甲喹分离度好，响应

值高，能够很好地满足试验要求。
３．３　 检测限 　 本方法喹乙醇、乙酰甲喹的检测限

分别为 １０００、２５００ ｍｇ ／ ｋｇ，高于农医发［２００９］１７ 号

文中喹乙醇、乙酰甲喹在中药散剂中的检测限

５０ ｍｇ ／ ｋｇ。 本实验以光谱图失真的最大浓度作为

方法的检测限，乙酰甲喹上机浓度为 １ ｐｐｍ（即检

测限为 ５００ ｍｇ ／ ｋｇ）时 ３００ ～ ４００ ｎｍ 的光图谱已严

重失真，上机浓度不可能再低，因此乙酰甲喹的检

测限 定 为 ２５００ ｍｇ ／ ｋｇ， 喹 乙 醇 的 检 测 限 定 为

１０００ ｍｇ ／ ｋｇ。
此外，农医发［２００９］１７ 号检查方法适用范围

中未提及黄连解毒散与白头翁散，检查方法同时规

定如用于其他中兽药散剂检测时，需进行空白试验

和检测限测定。 本试验根据现有仪器条件得出喹

乙醇、乙酰甲喹的检测限分别为 １０００、２５００ｍｇ ／ ｋｇ。
目前，国外主要是采用 ＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 法对喹乙

醇、乙酰甲喹代谢产物［１１－１３］ 进行研究。 国内主要

是对中兽药散剂、兽药制剂和饲料中非法添加喹乙

醇、乙酰甲喹进行测定，多采用 ＨＰＬＣ 法［９－１０］。 本

文采用 ＨＰＬＣ－ＰＤＡ 法对黄连解毒散、白头翁散，硫
酸黏菌素可溶性粉及预混剂、烟酸诺氟沙星可溶性

粉五种制剂进行检测，结果表明本方法专属性好，
准确度较高，重现性较强。

本方法采用高效液相色谱法结合二极管阵列

检测器，对稀释溶剂、检测波长，色谱条件等进行考

察，结果表明该检测方法适用于五种兽用药物制剂

中非法添加喹乙醇、乙酰甲喹的检查。
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