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［摘　要］　确证１批硫酸卡那霉素注射液中的非法添加物。在对该批样品进行非法添加物常规筛

查时发现其含有未知色谱峰，且紫外光谱具有特征性，但与现有的紫外光谱库进行比对，无法确定

该未知物的结构。结合ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ法给出的未知物的分子量信息推导出疑似添加物，再用

ＨＰＬＣ－ＰＤＡ和ＵＰＬＣ－Ｑ／ＴＯＦ两种方法进行验证，最终确证非法添加物。结果显示该批样品中的

非法添加物为尼可刹米。通过检查该批样品中的非法添加物，总结出确证非法添加物的一般模式，

从而为兽药处方外非法添加物的筛查与确证提供思路。
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　　随着国家对农产品质量安全的日益重视，农业
部对兽药处方外非法添加的监管与打击力度也不

断加大，近年来发布了大量公告作为兽药处方外非

法添加物检查的检验依据，比较常见的是采用

ＨＰＬＣ－ＰＤＡ法，也有 ＵＰＬＣ－ＭＳ方法［１－３］。但判

断兽药制剂中是否存在非法添加，添加了何种药

物，一直以来都是工作中的难点。目前，本团队已

建立了非法添加的常见化学药物紫外光谱数据库，

能够提供紫外光谱图与保留时间等信息，是兽药处

方外非法添加物常规筛查的重要依据，但其存在一

定的局限性，对于未收入光谱库的化合物会有漏查

的风险。ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦＭＳ法能提供精确分子
量，在化合物确证方面应用广泛［４－５］，但由于其昂

贵的成本，较高的技术壁垒，再加上二级质谱数据

庞大的信息量和易受分子量较小的化合物干扰的

特点，该方法目前在兽药处方外非法添加物的筛查

领域应用尚处于初级探索阶段。本团队建立了部

分化学药物的一级质谱数据库，用于非法添加物的

初筛。近日，在１批监督抽检样品硫酸卡那霉素注
射液中的处方外非法添加物检查中，发现添加物，

通过一级质谱库筛查，并结合紫外光谱特征，最终

锁定疑似添加物，再用 ＨＰＬＣ－ＰＤＡ法联合 ＵＰＬＣ
－Ｑ－ＴＯＦＭＳ法进行双重确证。通过检查该批样
品中的非法添加物，总结出确证非法添加物的一般

模式，以期为兽药处方外非法添加物的筛查与确证

开辟出新的思路。

１　仪器与试药
高效液相色谱仪（Ｗａｔｅｒｓｅ２６９５－２９９６），配二

极管阵列检测器（ＰＤＡ）；超高效液相色谱仪
（ＷａｔｅｒｓＡＣＱＵＩＴＹＵＰＬＣ）－四极杆／飞行时间质谱
仪（Ｑ／ＴＯＦＭＳ，ＷａｔｅｒｓＳｙｎａｐｔＨＤＭＳ）；ＸＳ２０５分析
天平（ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ）；资生堂 Ｃ１８　４．６ｍｍ×２５０
ｍｍ，５μｍ；ＡＣＱＵＩＴＹＨＳＳＴ３色谱柱（１．７μｍ，１００
ｍｍ×２．１ｍｍ）。甲醇为色谱纯，购自 Ｍｅｒｃｋ公司。
尼可刹米，购自 ＡＣＲＯＳ公司，纯度 ９９．９％，批号：
Ａ０３４４２３６。硫酸卡那霉素注射液为２０１６年度监督
抽检样品，批号２０１４０１０１。
２　方 法

２．１　溶液的制备
２．１．１　供试品溶液　取供试品１．０ｍＬ，置１００ｍＬ
量瓶中，加水稀释至刻度，摇匀；取 １．０ｍＬ，置
１０ｍＬ量瓶中，加流动相稀释至刻度，摇匀，即得
ＵＰＬＣ－ＰＤＡ初筛用供试品溶液；用乙腈 －０．１％甲
酸（１０∶９０）将上述溶液稀释１０倍，作为 ＵＰＬＣ－Ｑ／
ＴＯＦＭＳ初筛用供试品溶液；未知物 ＨＰＬＣ－ＰＤＡ
验证用供试品溶液同初筛，未知物 ＵＰＬＣ－Ｑ／ＴＯＦ
ＭＳ验证用供试品溶液同ＵＰＬＣ－Ｑ／ＴＯＦＭＳ初筛。
２．１．２　对照品溶液　取尼可刹米对照品，加流动
相使溶解并稀释制成５μｇ／ｍＬ的溶液，作为 ＨＰＬＣ
－ＰＤＡ验证用对照品溶液；用乙腈 －０．１％甲酸
（１０∶９０）将上述溶液稀释成５０ｎｇ／ｍＬ的溶液，作为
ＵＰＬＣ－Ｑ／ＴＯＦＭＳ验证用对照品溶液。
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２．２　试验条件
２．２．１　硫酸卡那霉素注射液　ＨＰＬＣ－ＰＤＡ初筛：
采用ＡＣＱＵＩＴＹＨＳＳＴ３色谱柱（１．７μｍ，１００ｍｍ×
２．１ｍｍ）色谱柱，以甲醇（含０．０１ｍｏｌ／Ｌ醋酸铵）
－０．０１ｍｏｌ／Ｌ醋酸铵为流动相，梯度洗脱（０～
０．２５ｍｉｎ，保持２％Ａ；０．２５～１２．２５ｍｉｎ，由２％Ａ线
性变化为９９％Ａ；１２．２５～１３．０ｍｉｎ，由９９％Ａ线性
变化为２％Ａ，１３．０～１７．０ｍｉｎ，保持 ２％Ａ），流速
０．２５ｍＬ／ｍｉｎ。ＵＰＬＣ－ＰＤＡ初筛采集波长范围为
２１０～４００ｎｍ。
２．２．２　硫酸卡那霉素注射液　ＵＰＬＣ－Ｑ／ＴＯＦＭＳ
初筛：采用 ＡＣＱＵＩＴＹＨＳＳＴ３（１．７μｍ，１００ｍｍ×
２．１ｍｍ）色谱柱，流动相Ａ为含０．１％甲酸的乙腈，
Ｂ为０．１％甲酸，梯度洗脱（０～５ｍｉｎ，由２０％Ａ线
性变化为９５％Ａ；５．０～６．０ｍｉｎ，由９５％Ａ线性变化
为２０％Ａ）；流速０．４５ｍＬ／ｍｉｎ；Ｑ／ＴＯＦＭＳ采用电
喷雾正离子源（ＥＳＩ＋），毛细管电压３．０ｋＶ，电离
源温度１１０℃，锥孔电压为３５Ｖ，数据采集质量范
围为５０～１０００Ｄａ，二级质谱（ＭＳ／ＭＳ）碰撞电压为
２５ｅＶ；采用甲酸钠溶液进行精确质量校正，并用亮
氨酸－脑啡肽溶液（［Ｍ＋Ｈ］＋，ｍ／ｚ５５６．２Ｄａ）进
行实时质量锁定。

２．２．３　非法添加物ＨＰＬＣ－ＰＤＡ验证　采用资生堂
Ｃ１８（４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ）色谱柱。以水－甲醇
（７０∶３０）为流动相；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ。采集波长范围
为２００～４００ｎｍ；记录２６３ｎｍ波长处的色谱图。
２．２．４　非法添加物 ＵＰＬＣ－Ｑ／ＴＯＦＭＳ验证　色
谱柱及流动相同２．２．２项，流动相Ａ：流动相Ｂ（２０：
８０）；流速０．４ｍＬ／ｍｉｎ；Ｑ／ＴＯＦＭＳ参数同初筛，数
据采集质量范围为５０～８００Ｄａ。
３　结果与分析
３．１　非法添加物的发现和初步分析　在非法添加
物常规筛查中发现有１批硫酸卡那霉素注射液有
一未知色谱峰（ｔＲ＝６．７ｍｉｎ）见图１，且紫外光谱具
有特征性，最大吸收波长为２６４．０ｎｍ（图２）。将该
光谱图与已建立的非法添加物光谱图库进行比对，

没有查到疑似添加物。

遂对该批供试品进行 ＵＰＬＣ－Ｑ／ＴＯＦＭＳ
初筛，采用电喷雾正离子源模式（ＥＳＩ＋），全扫描
范围（１００～１０００Ｄａ），采集得到供试品的一级
质谱（ＭＳ）信息；在ＴＩＣ图（图３）中，除卡那霉素峰
（ｔＲ＝０．４１ｍｉｎ）外，还发现了另一明显的色谱峰

（ｔＲ＝１．７３ｍｉｎ）。从质谱图（图４）中看出强度最高
的ｍ／ｚ值为１７９．１１Ｄａ，将该值在已建立的一级质
谱数据库中进行查找，查到疑似添加物６种，具体
信息见表１。

图１　供试品色谱图

图２　未知峰紫外光谱图

图３　供试品总离子流图

图４　供试品质谱图
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表１　疑似添加物信息表
编号 化合物 分子式 峰类型 ｍ／ｚ

!

Ｄａ 紫外光谱吸收波长
!

ｎｍ 类别

１ 无水葡萄糖 Ｃ６Ｈ１２Ｏ６ ［Ｍ－Ｈ］－ １７９．０５５６ 无 营养药

２ 阿司匹林 Ｃ９Ｈ８Ｏ４ ［Ｍ－Ｈ］－ １７９．０３４４ ２７６ 解热镇痛、非甾体抗炎药

３ 氨茶碱 Ｃ７Ｈ８Ｎ４Ｏ２ ［Ｍ－Ｈ］－ １７９．０５６９ ２７５ 平滑肌松弛药；利尿药

４ 茶碱 Ｃ７Ｈ８Ｎ４Ｏ２ ［Ｍ－Ｈ］－ １７９．０５６９ ２７１ 平滑肌松弛药

５ 丙硫异烟胺 Ｃ９Ｈ１２Ｎ２Ｓ ［Ｍ－Ｈ］－ １７９．０６４３ ２９１ 抗结核病药

６ 尼可刹米 Ｃ１０Ｈ１４Ｎ２Ｏ ［Ｍ＋Ｈ］＋ １７９．１１８４ ２６３ 中枢兴奋药

参见《中华人民共和国药典》２０１５年版二部

　　ＵＰＬＣ－Ｑ／ＴＯＦＭＳ初筛时所用流动相含有
０．１％甲酸，更易形成 ［Ｍ＋Ｈ］＋峰，且未知峰的紫
外光谱图中最大吸收波长为２６４ｎｍ，考虑到以上两
点，怀疑添加物为尼可刹米。尼可刹米结构式见

图５，为酰胺类化合物，易发生酰胺键的断裂，丢失
Ｎ，Ｎ－二乙基碎片，形成二级碎片（Ｃ６Ｈ６ＮＯ

＋），ｍ／ｚ
１０８，进一步佐证了猜想。继而对添加物利用ＨＰＬＣ
－ＰＤＡ法和ＵＰＬＣ－Ｑ／ＴＯＦＭＳ法进行验证。

图５　尼可刹米结构式

３．２　添加物验证
３．２．１　ＨＰＬＣ－ＰＤＡ　与对照品保留时间及紫

外光谱进行比对，以及不同浓度本底添加试验峰

纯度检查和光谱相似度检查的方式对供试品中

的未知物进行验证。供试品在该试验条件下检

出１个未知色谱峰，其与该条件下尼可刹米对照
品的保留时间一致，紫外光谱相似；同时，不同浓

度（取对照品溶液与供试品溶液按１∶４、１∶１、４∶１
的比例混合）的本底添加试验峰纯度检查结果

显示：添加前后，供试品色谱图相应位置上色谱

峰的纯度角度小于纯度阈值，为单一物质峰；光

谱相似度检查结果显示：添加前后，供试品色谱

图相应位置上色谱峰的光谱匹配角度小于匹配

阈值，与对照品的光谱相似。保留时间、紫外光

谱验证结果及峰纯度检查、光谱相似度检查结果

见表２、表３。
表２　保留时间、紫外光谱验证结果表

分析物 保留时间
!

ｍｉｎ 最大吸收波长
!

ｎｍ

尼可刹米对照品 １１．５ ２６１．３

供试品 １１．５ ２６１．３

表３　峰纯度检查与光谱相似度检查结果表
分析物 纯度角度 纯度阈值 峰纯度检查结果 ＰＤＡ匹配角度 ＰＤＡ匹配阈值 光谱相似度检查结果

供试品 ０．０４１ ０．２２１

供试品－
尼可刹米

１：４ ０．０３２ ０．２２６

１：１ ０．０３１ ０．２２０

４：１ ０．０３９ ０．２２６

角度小于阈值，

为单一物质峰

０．０３６ １．０２４

０．０１８ １．０２６

０．０２１ １．０２４

０．０１７ １．０２６

角度小于阈值，

光谱相似

３．２．２　ＵＰＬＣ－Ｑ／ＴＯＦＭＳ　采用 ＵＰＬＣ－Ｑ／ＴＯＦ
ＭＳ验证试验条件，提取供试品与对照品在［Ｍ＋
Ｈ］＋ｍ／ｚ１７９．０１Ｄａ的质谱图，采取与对照品保留
时间、准分子离子峰及碎片峰比对的方式对供试品

中的非法添加物进行进一步验证。在相同试验条

件下，添加物的保留时间、准分子离子峰及碎片离

子峰与尼可刹米对照品完全一致，进一步证明添加

物为尼可刹米。结果见表４。

表４　ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦＭＳ法验证结果

分析物 保留时间／ｍｉｎ
准分子离子

（［Ｍ＋Ｈ］＋）／Ｄａ

碎片离子

（［Ｍ＋Ｈ－Ｃ４
Ｈ１０Ｎ］＋）／Ｄａ

供试品 １．０２６ １７９．０１ １０７．９８

尼可刹米对照品 １．０６１ １７９．０１ １０７．９８
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４　讨 论

４．１　确证非法添加物的一般模式　此次非法添加
物的检查过程中将 ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ法和 ＨＰＬＣ－
ＰＤＡ法结合起来，相互佐证，最大限度的提供非法
添加物的信息，为非法添加物的确证提供了双重保

险。据此次尼可刹米的发现与确证过程，总结出兽

药非法添加物确证的一般模式：若供试品中发现添

加物，采用ＨＰＬＣ－ＰＤＡ法进行初筛，将所得添加物
的紫外光谱图与已建立的数据库进行匹配，若匹配

成功，找到疑似添加物，用ＨＰＬＣ－ＰＤＡ法对添加物
进行确证；若匹配不成功，用 ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ法采
集添加物质谱信息，分析准分子离子峰并与已建立

的一级质谱数据库进行匹配，同时根据所给出的质

谱信息推导结构特征，找到疑似添加物，再建立

ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ法或 ＨＰＬＣ－ＰＤＡ法对添加物进
行确证。

４．２　非法添加物筛查的合理性分析　在非法添加
物筛查时不仅要依靠技术手段，也要讲究“合情合

理”。尼可刹米在兽医临床中用于解救呼吸中枢抑

制，用于各种原因引起的呼吸中枢抑制，如中枢抑

制药中毒，疾病引起的中枢性呼吸抑制，新生仔畜

窒息或加速麻醉动物的苏醒等。硫酸卡那霉素为

氨基糖苷类广谱抗菌药，临床上用于治疗败血症及

泌尿道、呼吸道感染，也用于猪气喘病［６］。从两者

的临床应用可以看出，在硫酸卡那霉素注射液中添

加尼可刹米，是为了在治疗呼吸道感染、气喘病的

同时兴奋呼吸中枢，达到增强疗效的目的；再者，尼

可刹米合成简单，价格低廉，这符合不良商家的利

益诉求，因此存在添加的可能性。一切非法添加都

不是盲目的，对目的性的分析看似不相干，实际很

重要，这在确证非法添加物的时候可以帮助排除因

之前检测样品的残留而造成“假阳性”的结果。对

非法添加物的筛查既要符合技术层面的推理也要

符合逻辑规律。

５　展 望

目前，兽药制剂中非法添加物的筛查主要基于

紫外光谱数据库和质谱数据库，库容量的大小直接

影响到能否成功锁定疑似添加物，若添加物信息未

被收入数据库中，则需要进一步借助质谱或核磁共

振等波谱解析手段推导添加物的结构，这将极大的

增加筛查的难度。因此，笔者认为应该不断扩充两

个数据库，增加库容量；同时，筛查目标不能仅囿于

药物，应将防腐剂、增溶剂、稳定剂等常用添加剂的

信息也扩充到数据库里，避免假阳性结果。
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