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［摘　 要］ 　 定性和定量分析一批兽药硫酸黏菌素可溶性粉中的未知添加物。 照《中国兽药典》２０１０
年版一部对该批检品采用微生物检定法进行含量测定时，发现该样品的抑菌圈为虚圈，薄层色谱鉴

别该样品，未显示与标准品溶液一致的主斑点，怀疑该样品中有处方外非法添加物。 采用超高效液

相色谱－四级杆－飞行时间质谱（ＵＨＰＬＣ－Ｑ ／ ＴＯＦ ＭＳ）对该样品进行筛查，发现疑似添加物，并使用

液相色谱－二极管阵列检测（ＨＰＬＣ－ＤＡＤ）法进行了双重确证和含量测定。 该样品中非法添加物确

证为磺胺氯达嗪和甲氧苄啶，添加量分别为 ５８．５ ｍｇ ／ ｇ 和 １３．４ ｍｇ ／ ｇ。
［关键词］ 　 硫酸黏菌素可溶性粉；非法添加物；磺胺氯达嗪；甲氧苄啶；超高效液相色谱－四级杆－飞
行时间质谱；液相色谱－二极管阵列检测法
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　 　 硫酸黏菌素收载于 《中国兽药典》 ２０１０ 年

版［１］，属于多肽类抗菌药，是一种碱性阳离子表面

活性剂，用于防治猪、鸡革兰氏阴性菌所致的肠道

感染，如仔猪黄痢、仔猪白痢、仔猪副伤寒、鸡白痢、
鸡大肠杆菌病等［２－３］。 磺胺氯达嗪属于磺胺类抗菌

药物，甲氧苄啶属于抗菌增效剂［４］，二者合用可产

生协同作用，增强抗菌效果，对大多数革兰氏阳性

菌和阴性菌均有较强抑制作用，用于猪、鸡大肠杆

菌、沙门氏菌和巴氏杆菌等感染，如仔猪白痢、仔猪

黄痢、猪肺疫、禽霍乱、鸡白痢、鸡大肠杆菌病等［５］。
硫酸黏菌素和磺胺氯达嗪的适应症较为相似。 目

前，为了严厉打击兽药制剂中非法添加的状况，农
业农村部颁布了一系列的公告，制订了硫酸黏菌素

制剂中非法添加喹乙醇、乙酰甲喹和阿托品的检查

方法［６－７］。 但由于违规企业非法添加的手段越来越

隐蔽，技术越来越高超，使用法定标准检测时无法

发现或者难以发现，仅用已发布的公告检查也不能

完全覆盖［８－９］。 已报道的兽药非法筛查方法主要有

液相法［１０］和液质法［１１］。 近年来，采用建立的超高

效液相色谱 －四级杆 －飞行时间质谱 （ ＵＨＰＬＣ －

Ｑ ／ ＴＯＦ ＭＳ）的谱库，针对可疑样品进行筛查，发现

疑似添加物，并使用 ＨＰＬＣ－ＤＡＤ 法进行双重确证

和含量测定。 本文通过一个实际样品在检测中发

现的异常，提出存在未知添加物的怀疑，使用高分

辨质谱推断确证添加物以及液相色谱定量测定添

加物，并对非法添加的原因进行了探讨，以期为打

击兽药非法添加提供理论方法与技术支持。
１　 材料与方法

１．１　 仪器、试剂与材料　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色

谱仪，配二极管阵列检测器（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司）；
Ａｇｉｌｅｎｔ １２９０－６５５０ 超高效液相色谱－四级杆飞行时

间质谱仪（ＵＨＰＬＣ－Ｑ ／ ＴＯＦ ＭＳ），（美国 Ａｇｉｌｅｎｔ 公
司）；超纯水机（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；ＸＳ２０５ 分析天

平（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司）；ＫＱ － ５００Ｅ 超声仪

（昆山市超声仪有限公司）。
甲醇（色谱纯，美国 Ｍｅｒｃｋ 公司）；甲酸（色谱

纯，美国恩科公司）；乙酸铵（分析纯，陕西陇化工股

份有限公司）；磷酸（分析纯，上海凌峰化学试剂有

限公司）。 磺胺氯达嗪钠对照品购于中国兽医药品

监察所，含量 ９６．４％（按磺胺氯达嗪计为 ８９．５％），
批号为 Ｈ０２２１２０６；甲氧苄啶对照品购于中国食品

药品检定研究院，含量 ９９． ９％，批号为 １０００３１ －

２０１２０５。 黏菌素标准品购于中国兽医药品监察所，
每 １ｍｇ 效价 ２２７８２ 单位，批号为 Ｋ０２７１３０５。 硫酸

黏菌素可溶性粉（批号 ２０１６０６０２，标示规格 １０％）
为浙江省内抽检样品。
１．２　 试验条件

１．２．１　 ＵＨＰＬＣ－Ｑ ／ ＴＯＦ ＭＳ 分析　 采用十八烷基硅

烷键合硅胶色谱柱 （ Ｗａｔｅｒｓ Ａｔｌａｎｔｉｓ， １５０ ｍｍ ×

３．０ ｍｍ，３ μｍ）；流动相 Ａ 为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵的

０．１％甲酸水溶液，流动相 Ｂ 为 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵的

０．１％甲酸甲醇溶液，梯度洗脱程序见表 １，后运行

３ ｍｉｎ；流速 ０．５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温 ２５ ℃；进样量 ２ μＬ。
质谱采用 ＥＳＩ 源，扫描方式为正离子全扫描（ＥＳＩ＋），
毛细管电压 ４．０ ｋＶ，干燥气流速为 １５ Ｌ ／ ｍｉｎ，温度

为 ３５０ ℃；鞘气流速为 １２ Ｌ ／ ｍｉｎ，温度为 ３５０ ℃。
一级质谱数据采集为全扫描模式，扫描范围：ｍ ／ ｚ
１００～１０００ Ｄａ；采集速率为 １．５ ｓｐｅｃｔｒａ ／ ｓ。 二级质谱

数据采集为目标离子采集模式（Ｔａｒｇｅｔｅｄ ＭＳ ／ ＭＳ），
扫描范围：ｍ／ ｚ ５０～１０００ Ｄａ；采集速率为 ２．５ ｓｐｅｃｔｒａ ／ ｓ；
碰撞能量为 １０、２０、４０ ｅＶ。 采集数据时使用参比溶

液对仪器质量轴进行实时校正，参比离子为 ｍ ／ ｚ
１２１．０５０９ 和 ｍ ／ ｚ ９２２．００９８。
１．２．２　 ＨＰＬＣ－ＤＡＤ 分析　 采用十八烷基硅烷键合

硅胶色谱柱 （Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｃｌｉｐｓｅ ＸＤＢ， ２５０ ｍｍ × ４． ６
ｍｍ， ５ μｍ）；流动相 Ａ 为 ０．１％磷酸溶液，流动相 Ｂ
为甲醇，梯度洗脱程序：０ ～ ２ ｍｉｎ，２％Ｂ；２ ～ ２５ ｍｉｎ，
２％Ｂ～ １００％Ｂ；２５ ～ ２８ ｍｉｎ，１００％Ｂ；２８ ～ ２８．１ ｍｉｎ，
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１００％Ｂ～２％Ｂ；２８．１～３１ｍｉｎ，２％Ｂ，流速：１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；
进样量：２０ μＬ，扫描波长：２００～４００ ｎｍ，记录 ２３０ ｎｍ
波长处色谱图。

表 １　 梯度洗脱表

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｔａｂｌｅ
时间 ／ ｍｉｎ 流动相 Ａ ／ ％ 流动相 Ｂ ／ ％

０ ９５ ５

１ ９５ ５

４ ４０ ６０

１４ ０ １００

１８ ０ １００

１．３　 溶液的制备

１．３．１　 供试品溶液　 精密称取硫酸黏菌素可溶性

粉 ０．１ ｇ 置 １００ ｍＬ 量瓶中，加 ５０％甲醇溶液约 ８０
ｍＬ 超声溶解后，用 ５０％甲醇溶液稀释至刻度，摇
匀，作为 ＨＰＬＣ－ＤＡＤ 供试品溶液。 精密量取上述

溶液 １ ｍＬ 置 １０ ｍＬ 量瓶中，用 ５０％甲醇溶液稀释

至刻度，作为 ＵＨＰＬＣ－Ｑ ／ ＴＯＦ ＭＳ 筛查和确证用供

试品溶液。
１．３．２　 对照品溶液　 分别精密称取磺胺氯达嗪钠、
甲氧苄啶对照品适量，用 ５０％甲醇溶液溶解并定量

稀释制成含磺胺氯达嗪、甲氧苄啶为 ５０ μｇ ／ ｍＬ 的

对照品溶液，用于 ＨＰＬＣ－ＤＡＤ 验证；将上述溶液用

５０％甲醇溶液稀释制成 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 的溶液，作为

ＵＨＰＬＣ－Ｑ ／ ＴＯＦ ＭＳ 确证用对照品溶液。
２　 结果与分析

２．１　 未知物的发现　 照《中国兽药典》２０１０ 年版一

部对该样品按照硫酸黏菌素可溶性粉采用微生物

检定法测定含量时，发现该样品的抑菌圈为虚圈

（图 １）。 且薄层色谱鉴别中样品溶液未显示与黏

菌素标准品溶液相同的斑点（图 ２），因此，怀疑该

样品中可能有其他非法添加物。
２．２　 未知物的推断 　 使用 ＵＨＰＬＣ－Ｑ ／ ＴＯＦ ＭＳ 对

该样品进行一级质谱数据采集，总离子流图（ ｔｏｔａｌ
ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ， ＴＩＣ） 如图 ３ 所示， ＴＩＣ 图中在

５．１２３和 ５．５４９ ｍｉｎ 有 ２ 处较大响应，对响应 １ 和响

应 ２ 分别进行质谱提取，得到 ｍ ／ ｚ ２９１．１４５２ 和 ｍ ／ ｚ
２８５．０２０４两处响应明显大于其他离子的离子（图

３），在 ＰＣＤＬ（ＭａｓｓＨｕｎｔｅｒ Ｗｏｒｋｓｔａｔｉｏｎ Ｐｅｒｓｏｎａｌ Ｃｏｍ⁃
ｐｏｕｎｄ Ｄａｔａｂａｓｅ ａｎｄ Ｌｉｂｒａｒｙ）库中进行匹配，发现甲

氧苄啶的［Ｍ＋Ｈ］ ＋与 ｍ ／ ｚ ２９１．１４５２ 匹配，匹配分数

为 ９８．２６，磺胺氯达嗪的［Ｍ＋Ｈ］ ＋ 与 ｍ ／ ｚ ２８５．０２０４
匹配，匹配分数为 ９７．６２，因此，初步推测两者为甲

氧苄啶和磺胺氯达嗪。

图 １　 黏菌素标准品（Ａ）和样品的抑菌圈（Ｂ）

Ｆｉｇ １　 ｔｈｅ ｉｎｈｉｂｉｔｉｏｎ ｚｏｎｅ ｏｆ （Ａ） ｃｏｌｉｓｔｉｎ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ａｎｄ （Ｂ） ｓａｍｐｌｅ

图 ２　 黏菌素标准品（Ａ）和样品的薄层色谱图（Ｂ）

Ｆｉｇ ２　 ｔｈｅ ｔｈｉｎ－ｌａｙｅｒ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ （Ａ） ｃｏｌｉｓｔｉｎ

ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅ ａｎｄ （Ｂ） ｓａｍｐｌｅ
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图 ３　 检品总离子流图（Ａ）及响应 １ 质谱提取图（Ｂ）和响应 ２ 质谱提取图（Ｃ）

Ｆｉｇ ３　 （Ａ） Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ， （Ｂ） ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ

ｆｒｏｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｉｇｎａｌ １ ａｎｄ （Ｃ） ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒａ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｆｒｏｍ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｓｉｇｎａｌ ２

２．３　 未知物的确证

２．３．１　 ＵＨＰＬＣ－Ｑ／ ＴＯＦ ＭＳ 确证　 将供试品溶液，照
１．２．１ 项中条件分别以 ｍ／ ｚ 为 ２８５．０２０８ 和 ２９１．１４５２
为母离子进行二级质谱采集（图 ４～图 ５），另取磺胺氯

达嗪和甲氧苄啶对照品溶液（１００ ｎｇ ／ ｍＬ）在相同的条

件下采集二级质谱，对照品图谱与样品图谱几乎完

全一致，匹配值高达 ９８．２１ 和 ９７．５８。 添加的化合

物确证为磺胺氯达嗪和甲氧苄啶。 为进一步增

强质谱信息的可信度，对裂解规律进行了推导。
２．３．２　 ＨＰＬＣ－ＤＡＤ 确证　 将供试品溶液与对照品

溶液色谱峰的保留时间（图 ６）和光谱图比对，并对

峰纯度检查和光谱相似度进行检查来确证非法添

加物。 供试品溶液在 １．２．２ 项条件下检出 ２ 个较大

的未知色谱峰，与该条件下磺胺氯达嗪和甲氧苄啶

对照品溶液的保留时间一致，紫外光谱相似。 供试

品溶液和对照品溶液色谱峰的纯度值均在 ９９８．６ ～
９９９．６ 之间，大于纯度阈值（９９０），为单一物质峰；光
谱相似度检查结果显示：供试品溶液与对照品溶液

色谱峰的光谱图进行匹配，匹配度均在 ９９８．５～９９９．５
之间，高于匹配阈值（９９０），可认为是同一化合物。
２．４　 未知物的含量测定 　 经上述 ＵＨＰＬＣ－Ｑ ／ ＴＯＦ
ＭＳ 和 ＨＰＬＣ－ＤＡＤ 双重验证，确证样品中含有磺胺

氯达嗪和甲氧苄啶，照《中国兽药典》２０１０ 版［１］ 一

部收录的复方磺胺氯达嗪钠粉中的含量测定方法

检测磺胺氯达嗪钠和甲 氧 苄 啶， 含 量 分 别 为

６５．４ ｍｇ ／ ｇ（按磺胺氯达嗪计 ５８．５ ｍｇ ／ ｇ）和 １３．４ ｍｇ ／ ｇ。
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图 ４　 硫酸黏菌素可溶性粉中疑似化合物（［Ｍ＋Ｈ］ ＋为 ｍ ／ ｚ ２８５．０２０８）的二级质谱图及可能裂解规律

Ｆｉｇ ４　 ＭＳ ／ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄ （［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ａｔ ｍ ／ ｚ ２８５．０２０８）

ｉｎ ｃｏｌｉｓｔｉｎ ｓｕｌｐｈａｔｅ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｏｗｄｅｒ ａｎｄ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ

图 ５　 硫酸黏菌素可溶性粉中疑似化合物（［Ｍ＋Ｈ］ ＋为 ｍ ／ ｚ ２９１．１４５２）的二级质谱图及可能裂解规律

Ｆｉｇ ５　 ＭＳ ／ ＭＳ ｓｐｅｃｔｒａ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｓｐｅｃｔｅｄ ｃｏｍｐｏｕｎｄ （［Ｍ＋Ｈ］ ＋ ａｔ ｍ ／ ｚ ２９１．１４５２）

ｉｎ ｃｏｌｉｓｔｉｎ ｓｕｌｐｈａｔｅ ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｏｗｄｅｒ ａｎｄ ｐｏｓｓｉｂｌｅ ｆｒａｇｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｐａｔｔｅｒｎ
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图 ６　 混合对照品溶液（５０ μｇ ／ ｍＬ）（Ａ）色谱图和检品色谱图（Ｂ）

Ｆｉｇ ６　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ （Ａ） ｍｉｘｅｄ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｕｂｓｔａｎｃｅｓ （１０ μｇ ／ ｍＬ） ａｎｄ （Ｂ） ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅ

３　 讨论与结论

３．１　 ＵＨＰＬＣ－Ｑ ／ ＴＯＦ ＭＳ 色谱条件的优化 　 此色

谱系统为常规筛查非法添加药物所用，考察流动相

组成对色谱峰的分离、灵敏度和离子化率的影响。
通常选择甲醇－水和乙腈－水作为流动相，对一般的

化合物均能满足要求，甲醇价格较低，故选择甲醇。
流动相中加入适量甲酸，绝大多数的正离子源的离

子化效率会有一定提高。 流动相中加入适量乙酸

铵，适用于部分负离子源模式下的化合物检测。 参

照文献［９，１２－１４］，将本文的条件确定为最佳条件。

３．２　 ＵＨＰＬＣ－Ｑ ／ ＴＯＦ ＭＳ 质谱条件的优化　 采用磺

胺氯达嗪钠和甲氧苄啶对照品溶液（１００ ｎｇ ／ ｍＬ），优
化质谱参数。 通过一级质谱扫描获取目标药物的

准分子离子峰，准分子离子进入二级质谱后发生断

裂或重排等现象，产生不同的质核比的离子碎片，
从而优化碰撞能量和定性离子，并推导了可能裂解

的机理。
３．３　 非法添加的原因分析　 该样品薄层色谱鉴别

发现并没有标示主成分的黏菌素，但采用微生物检

定法测定含量，又有非正常抑菌圈产生，因此，怀疑

有处方外添加成分。 经 ＵＨＰＬＣ － Ｑ ／ ＴＯＦ ＭＳ 和

ＨＰＬＣ－ＤＡＤ 双重确证，发现样品中有磺胺氯达嗪

和甲氧苄啶，且磺胺氯达嗪和甲氧苄啶的含量分别

为 ５８．５ ｍｇ ／ ｇ 和 １３．４ ｍｇ ／ ｇ。 与《中国兽药典》２０１０
年版一部收载的复方磺胺氯达嗪钠粉中的规格

（１０００ ｇ：磺胺氯达嗪钠 ６２５ ｇ 与甲氧苄啶 １２５ ｇ）稀
释 １０ 倍接近，该样品已经不是简单意义上的处方

外非法添加，而是有意将低浓度的复方磺胺氯达嗪

钠粉当做硫酸黏菌素可溶性粉出售，推测生产企业

如此做法的可能原因为两者在功效上较为相近，而
复方磺胺氯达嗪钠粉成本较低，因此，采用这种“顶
替”来谋取利润。

当前兽药行业仍不规范，处方外非法添加的现

象时有发生，且添加的成分不确定，像本文的例子

甚至使用其他药物来替代，值得引起监管部门重

视。 本文从发现该批样品的非法添加到建立

ＵＨＰＬＣ－Ｑ ／ ＴＯＦ ＭＳ 筛查确证和 ＨＰＬＣ－ＤＡＤ 双重

确证，发现非法添加的情况并对原因进行了一定的

探讨，希望可以为有关部门打击兽药非法添加提供

一定的思路。 已经发布的农业农村部非法添加物

检查方法，为针对某些指定药物的非法添加，包含

药物只有 ５０ 余种。 由于 ＵＨＰＬＣ－Ｑ ／ ＴＯＦ ＭＳ 的筛

查范围更广，可建立多达几百甚至上千种药物的一

级谱库和二级谱库，因此，采用 ＵＨＰＬＣ－Ｑ ／ ＴＯＦ ＭＳ

·９５·
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的筛查方法，对可能存在的非法添加物进行较全面

筛查、确认，以期为今后兽药的风险监测提供有力

的技术支撑，进而掌握兽药质量的真实情况。
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