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摘要： 为确定青蒿常山颗粒、 三味抗球颗粒、 五味常青颗粒等 ３ 种常用抗球虫兽药中是否非法添加非泼罗尼， 建立了高效液相色谱－二极管阵列

（ＨＰＬＣ－ＤＡＤ） 检测方法。 采用甲醇和水混合提取样品并稀释， Ｃ１８色谱柱 （１５０ ｍｍ×４􀆰 ６ ｍｍ， ５ μｍ）， 乙腈－水为流动相， 梯度洗脱， 流速 １􀆰 ０
ｍＬ ／ ｍｉｎ， 柱温 ３０ ℃， 进样量 １０ μＬ； 二极管阵列检测器检测， 扫描波长 １９０～４００ ｎｍ， 检测波长 ２２０ ｎｍ。 通过色谱峰保留时间、 峰纯度检查和光

谱匹配相似度检查对非泼罗尼进行定性， 通过外标法进行定量。 结果： 在该色谱条件下， 非泼罗尼与其他物质分离良好， 检测限和定量限均为

０􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ， 在 ０􀆰 ５～２００ μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内线性良好 （Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ９）， 在 ０􀆰 ２５、 １􀆰 ０、 １０􀆰 ０ ｇ ／ ｋｇ 这 ３ 个添加浓度下回收率为 ９３􀆰 ０％～１０１􀆰 ３％， ＲＳＤ
为 ０􀆰 ３％～２􀆰 ４％。 综上， 本方法简便快捷、 结果可靠、 灵敏度高， 可适用于以上 ３ 种兽药中非法添加非泼罗尼的检测。
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　 　 非泼罗尼 （ ｆｉｐｒｏｎｉ）， 又名氟虫腈， １９９４ 年登记

进入中国， 是一种含氟吡唑类广谱性杀虫剂。 其作用

机制是作为 γ－氨基丁酸 （ＧＡＢＡ） 受体拮抗剂， 同

时作用于谷氨酸门控氯离子通道 （ＧｌｕＣｌ） 受体， 有

效地抑制氯离子流， 干扰神经系统的正常功能， 引起

昆虫兴奋、 痉挛从而导致死亡［１－３］。 非泼罗尼对昆虫

的毒性比对哺乳动物的毒性大得多， 对半翅目、 缨翅

目、 鞘翅目、 鳞翅目等昆虫的灭杀具有高活性高敏感

性， 在上世纪 ９０ 年代后作为新型替代农药， 被广泛

推广使用。 但是随着研究的深入， 非泼罗尼的危害逐

渐进入人们的视野， 被世界卫生组织列为 “对人类

有中度毒性” 的化学品。 非泼罗尼在环境土壤中半

衰期在 ３３～１３０ ｄ， 其代谢产物毒性更强， 对水生甲

壳类生物有剧毒作用， 对水生鱼类也具有高风险高毒

性［４］， 对蜜蜂等经济类昆虫有强毒副作用［５］。 非泼

罗尼能够刺激啮齿类动物甲状腺激素的分泌而可能引

起甲状腺良性和恶性的肿瘤产生［６］。 接触非泼罗尼

会对各种身体系统造成轻微、 暂时的影响， 如对人体

的神经、 消化和循环系统都有一定的影响［７］， 可能

还有一定的生殖毒性［８］。 世界卫生组织的资料显示，
如果人食用了非泼罗尼则可能会导致肝损伤， 严重的

还可能会导致肾衰竭以及甲状腺受损。 有证据表明，
非泼罗尼可以通过饲料、 饮水甚至环境污染畜禽水产

等产品［９－１１］， 从而影响人类健康。 鉴于非泼罗尼生态

风险、 残留风险较大， 其作为农药已经相继被欧盟、
日本、 世卫组织和联合国粮农组织等限制使用。 我国

也发布了第 １１５７ 号公告， 规定自 ２００９ 年 １０ 月 １ 日

起， 除卫生用、 玉米等部分旱田种子包衣剂外， 在我

国境内停止销售和使用用于其他方面的含氟虫腈

（即非泼罗尼） 成分的农药制剂。 于 ２０１７ 年发布农

业部 ２５８３ 号公告， 禁止非泼罗尼及相关制剂用于食

品动物。 目前非泼罗尼主要用于犬、 猫等宠物体表跳

蚤、 犬蜱及其他体表害虫的防治。
２０１７ 年震惊全球波及欧洲多个国家的 “毒鸡蛋”

事件将食品安全再次推向公众的视野， 非泼罗尼的使

用再一次得到了广泛的关注。 相关研究表明在非泼罗

尼限用和禁用后， 依然可以在农产品中检出其残

留［１２］。 在中国 １３ 大类 ２４０ 份膳食样品中非泼罗尼检

出率为 １０􀆰 ４％， 其中动物源性食品非泼罗尼检出占

６３􀆰 ３％［１３］。 这可能是个别兽药生产企业， 为追求使

用效果， 在驱虫兽药制剂中非法添加非泼罗尼， 对畜

禽安全生产和畜产品安全构成较大威胁。 目前， 兽用

驱虫化药粉剂和中药散剂中非法添加非泼罗尼的方法

有农业部公告第 ２５７１ 号和相关文献报道［１４－１７］， 而驱

虫中药颗粒剂中添加非泼罗尼更加隐蔽， 且检测方法

未见文献和国家标准方法。 因此建立用于检测抗球虫

中兽药颗粒剂中非法添加非泼罗尼的方法十分必要。
目前非泼罗尼含量的测定主要有传统的方法如气

相色谱法［１８－２０］、 液相色谱法［１４－１５，２１］、 气相色谱法串

联质谱法［２２－２４］和液相色谱串联质谱法［１７，２５］， 还有新

型酶联免疫法［２６－２８］、 传感器法［２９－３１］ 等。 本试验在参

考相关标准和文献的基础上， 针对青蒿常山颗粒、 三

味抗球颗粒、 五味常青颗粒等 ３ 种常用抗球虫兽药中

非法添加非泼罗尼的高效液相色谱 －二极管阵列

（ＨＰＬＣ－ＤＡＤ） 测定方法进行研究和验证， 为保障兽

药产品的质量安全、 评估兽药使用风险提供可靠的技

术支持， 具有重要的现实意义。

１　 材料与方法

１􀆰 １　 仪器、 试剂和试药

Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪 （配备二极管阵列

检测器）， 色谱柱 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ－Ｃ１８ （５ μｍ， ４􀆰 ６ ｍｍ×
１５０ ｍｍ） 和 Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ （ ５ μｍ， ４􀆰 ６ ｍｍ ×
１５０ ｍｍ） 均购自 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司， 色谱柱 Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８

（５ μｍ， ４􀆰 ６ ｍｍ × １５０ ｍｍ） 购 自 Ｗａｔｅｒｓ 公 司，
ＸＳＥ２０５ 精密电子天平购自 Ｍｅｔｔｌｅｒ 公司， ＹＰ２００２Ｎ 电

子天平购自上海精密科学仪器有限公司， ＫＱ－５００Ｅ
超声波清洗仪购自昆山超声仪器有限公司。

甲醇、 乙腈均是色谱纯， 购自 Ｆｉｓｈｅｒ 公司； 非泼

罗尼对照品， 含量 ９８􀆰 ９％， 来源于中国兽医药品监

察所， 批号 Ｈ０８８１７０９； 五味常青颗粒来自金华施比

龙生物科技有限公司， 批号为 ２４０７０１； 青蒿常山颗

粒来自四川美嘉龙生物科技有限公司， 批号为

２０２４０６０１； 三味抗球颗粒来自浙江金大康动物保健品

有限公司， 批号为 ２０２４０６０５０１。
阳性样品基于 ３ 种兽药样品自制， 在每种兽药基

质中分别添加非泼罗尼对照品适量， 混匀， 制备成含

非泼罗尼 ０􀆰 ２５、 １􀆰 ０、 １０ ｇ ／ ｋｇ 的试样各 ３ 批， 共 ９ 批

次阳性样品。
１􀆰 ２　 非泼罗尼标准储备溶液和标准溶液

精密称取非泼罗尼标准品 ２５ ｍｇ， 置 ５０ ｍＬ 容量

瓶中， 加适量甲醇超声溶解， 加甲醇稀释至刻度， 混

匀， 制取标准储备溶液， 浓度为 ５００ μｇ ／ ｍＬ。
精密移取非泼罗尼标准储备溶液 １􀆰 ００ ｍＬ， 置

２５ ｍＬ 容量瓶中， 用甲醇稀释定容至刻度， 混匀， 制

取标准溶液， 浓度为 ２０ μｇ ／ ｍＬ。
１􀆰 ３　 试样溶液的处理

称取试样 １􀆰 ０ ｇ， 置 ５０ ｍＬ 容量瓶中， 加 ２􀆰 ５ ｍＬ
水浸润使试样颗粒分散崩解， 加适量甲醇超声溶解

５ ｍｉｎ， 取出放置冷却至室温， 用甲醇稀释至刻度，
摇匀； 精密移取 ５􀆰 ００ ｍＬ， 置 ５０ ｍＬ 容量瓶中， 用甲

醇稀释至刻度， 摇匀。
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１􀆰 ４　 色谱条件

采用 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ－Ｃ１８色谱柱 （５ μｍ， ４􀆰 ６ ｍｍ×
１５０ ｍｍ）， 柱温为 ３０ ℃； 进样体积为１０ μＬ； 采用二

极管阵列检测器， 扫描波长 １９０ ～ ４００ ｎｍ， 检测波长

２２０ ｎｍ； 流动相组成和流速见表 １。

表 １　 液相色谱梯度洗脱条件

时间 ／ ｍｉｎ 流速 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ－１） 水 ／ ％ 乙腈 ／ ％

０􀆰 ０ １􀆰 ０ ３５ ６５

６􀆰 ０ １􀆰 ０ ３５ ６５

６􀆰 １ １􀆰 ０ ５ ９５

８􀆰 ０ １􀆰 ０ ５ ９５

８􀆰 １ １􀆰 ０ ３５ ６５

１３􀆰 ０ １􀆰 ０ ３５ ６５

１􀆰 ５　 专属性与系统适用性试验

按照上述 １􀆰 ３ 试样溶液的处理方法分别制备 ３ 种

兽药颗粒制剂的阴性试样溶液和含非泼罗尼 １０ ｇ ／ ｋｇ
的阳性试样溶液， 并连同非泼罗尼标准品溶液按照上

述色谱条件进样分析， 记录各自色谱图。
１􀆰 ６　 峰纯度和光谱相似度检查

将非泼罗尼标准品溶液 （２０ μｇ ／ ｍＬ） 上机分析，
记录光谱图， 以此光谱图为标准建立数据库； 同时将

１􀆰 ５ 中制备的 ３ 种阳性试样溶液 （含非泼罗尼 １０
ｇ ／ ｋｇ） 上机测定， 并对其色谱峰进行纯度检查， 对

光谱图进行光谱数据库匹配分析。
１􀆰 ７ 线性及范围

分别精密移取非泼罗尼标准储备溶液适量， 用甲

醇稀释配制成浓度为 ０􀆰 ５、 １、 ５、 １０、 ２０、 ５０、 １００、
２００ μｇ ／ ｍＬ 的系列标准溶液， 按上述液相色谱方法分

析， 记录色谱图。
１􀆰 ８　 检测限和定量限

取 １􀆰 ５ 中制备的 ３ 种兽药颗粒制剂的阴性试样溶

液， 添加适量非泼罗尼标准品溶液， 制成一定浓度的

非泼罗尼上机溶液， 按上述液相方法分析， 记录色谱

图和光谱图。
１􀆰 ９　 回收率和精密度试验

按照上述 １􀆰 ３ 试样溶液的处理方法分别制备非泼

罗尼含量为 ０􀆰 ２５、 １􀆰 ０、 １０ ｇ ／ ｋｇ 的各抗球虫兽药颗

粒制剂阳性试样溶液， 每种制剂和浓度水平做 ６ 次平

行试验， 上机检测， 并且连续考察 ３ ｄ， 记录色谱图。
１􀆰 １０　 耐用性考察

取 １􀆰 ９ 中非泼罗尼含量为 ０􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ 的阳性试样

溶液作为耐用性考察溶液， 分别微调流动相比例、 流

速、 柱温以及更换色谱柱等条件， 通过测定色谱峰的

变化以及回收率的差异来判定方法的耐用性。
１􀆰 １１　 样品检测

对实验室抽取的分别来自福建圣维生物科技有限

公司、 四川美嘉龙生物科技有限公司、 浙江金大康动

物保健品有限公司、 金华施比龙生物科技有限公司等

相应抗球虫颗粒兽药 １０ 批次按照本研究建立的方法

进行检测， 记录结果。

２　 结果与分析

２􀆰 １　 专属性与系统适用性试验

如图 １ 所示， 非泼罗尼的出峰时间为 ４􀆰 ９３２ ｍｉｎ，
对称因子为 ０􀆰 ９０， 峰型良好， ３ 种兽药颗粒制剂阴性

试样溶液非目标物质出峰时间大部分位于 １ ～ ４ ｍｉｎ，
对非泼罗尼的测定无基质干扰。
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图 １　 非泼罗尼标准品和 ３ 种抗球虫兽药颗粒制剂溶液色谱

２􀆰 ２　 峰纯度和光谱相似度检查

由表 ２ 和图 ２ 可知， ３ 种制剂中非泼罗尼色谱峰

纯度因子与标准品溶液色谱峰纯度因子相当， 均在阈

值限值内， 为单一物质峰； ３ 种制剂溶液色谱峰与数

据库中标准品溶液色谱峰匹配度均大于 ９９９， 可以判

定为同一物质。

表 ２　 ３ 种抗球虫兽药颗粒制剂阳性试样溶液中非泼罗尼的峰纯度检查

阳性试样 纯度阈值 纯度因子 纯度结果 匹配度 匹配结果

五味常青颗粒 ９９９􀆰 ８２０ ９９９􀆰 ８７２ 单一物质峰 ９９９􀆰 ９９８ 相似

青蒿常山颗粒 ９９９􀆰 ９４４ ９９９􀆰 ９７１ 单一物质峰 ９９９􀆰 ９９８ 相似

三味抗球颗粒 ９９９􀆰 ９５７ ９９９􀆰 ９７５ 单一物质峰 ９９９􀆰 ９９８ 相似
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图 ２　 非泼罗尼标准溶液以及 ３ 种抗球虫兽药颗粒制剂阳性试样溶液光谱

２􀆰 ３　 线性及范围

由图 ３ 可知， 回归方程为 ｙ＝ ３４􀆰 ６８ｘ＋１３􀆰 ８４４， 相

关系数 Ｒ２ ＝ ０􀆰 ９９９ ９， 表明非泼罗尼在 ０􀆰 ５ ～ ２００
μｇ ／ ｍＬ 浓度范围内与峰面积呈良好的线性关系。
２􀆰 ４　 检测限和定量限

综合分析上机溶液的色谱图和光谱图， 进行双重

定性， 以非泼罗尼光谱未失真的最小浓度作为本方法

的检测限， 以色谱峰信噪比大于 １０ 的浓度作为本方

法的定量限。 结果如图 ４， 在 ３ 种抗球虫兽药颗粒制

剂中非泼罗尼达到 ０􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ 时， 光谱均未失真， 小

于该浓度， 光谱均失真； 而在该浓度下， 非泼罗尼色

谱峰的信噪比也大于 １０， 各信噪比见图 ５， 因此非泼

罗尼的检测限和定量限均为 ０􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ。

图 ３　 非泼罗尼标准曲线

图 ４　 ３ 种抗球虫兽药颗粒制剂中非泼罗尼检测限光谱

·２７· Ａｎｉｍａｌ Ｈｕｓｂａｎｄｒｙ ＆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ　 ２０２５　 Ｖｏｌ􀆰 ５７　 Ｎｏ􀆰 １２



图 ５　 ３ 种抗球虫兽药颗粒制剂中非泼罗尼定量限色谱

２􀆰 ５　 回收率和精密度试验

在五味常青颗粒、 青蒿常山颗粒和三味抗球颗粒

中添加非泼罗尼的回收率在 ９３􀆰 ０％ ～ １０１􀆰 ３％之间，
日内变异系数在 ０􀆰 ３％ ～ １􀆰 ７％， 日间变异系数在

０􀆰 ３％～２􀆰 ４％， 表明方法的回收率、 重复性精密度和

再现性精密度均较好 （表 ３）。
２􀆰 ６　 耐用性

由表 ４ 可知， 色谱参数的变化主要导致了非泼罗

尼保留时间的变化， 色谱柱的性能差异导致色谱峰的

理论塔板数、 对称因子稍微有变化， 但是回收率均未

发生明显变化， 纯度因子和匹配度均符合要求。 因此

表明本方法耐用性较好， 可以满足非泼罗尼的检测

要求。

表 ３　 ３ 种抗球虫兽药颗粒制剂中非泼罗尼在不同添加

浓度下的回收率及精密度 （ｎ＝６）

样品
添加浓度 ／

（ｇ·ｋｇ－１）

平均回

收率 ／ ％
日内变异

系数 ／ ％
日间变异

系数 ／ ％

五味常青颗粒

０􀆰 ２５ ９８􀆰 ４ １􀆰 ５ ２􀆰 ４

１ ９６􀆰 ８ １􀆰 ７ ０􀆰 ３

１０ ９３􀆰 ０ ０􀆰 ９ ０􀆰 ６

青蒿常山颗粒

０􀆰 ２５ １０１􀆰 ３ ０􀆰 ８ １􀆰 ４

１ ９９􀆰 ９ ０􀆰 ９ ０􀆰 ５

１０ ９３􀆰 ７ ０􀆰 ４ ０􀆰 ７

三味抗球颗粒

０􀆰 ２５ ９７􀆰 ７ ０􀆰 ９ １􀆰 ３

１ ９６􀆰 ５ ０􀆰 ４ ０􀆰 ３

１０ ９３􀆰 ６ ０􀆰 ３ ０􀆰 ４

表 ４　 耐用性检测

项目 参数条件 保留时间 ／ ｍｉｎ 对称因子 理论塔板数 纯度因子 匹配度 回收率 ／ ％

原始参数

乙腈 ∶ 水 ＝ ６５ ∶ ３５， 流速

１􀆰 ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ， 柱温 ３０ ℃，
色谱柱 ＺＯＲＢＡＸ ＳＢ－Ｃ１８

４􀆰 ９３１ ０􀆰 ９０ ８ ０７０ ９９９􀆰 ９３５ ９９９􀆰 ７７４ ９９􀆰 ６

乙腈 ∶ 水
６３ ∶ ３７ ５􀆰 ５８６ ０􀆰 ９２ ８ ６１４ ９９９􀆰 ９７９ ９９９􀆰 ５５７ ９８􀆰 ５

６７ ∶ ３３ ４􀆰 ３９４ ０􀆰 ９２ ８ ３２４ ９９９􀆰 ９１５ ９９９􀆰 ６１５ ９９􀆰 ４

流速 ／

（ｍＬ·ｍｉｎ－１）

０􀆰 ９ ５􀆰 ４５７ ０􀆰 ８５ ８ ３４２ ９９９􀆰 ９３５ ９９９􀆰 ８１０ ９８􀆰 ９

１􀆰 １ ４􀆰 ４８０ ０􀆰 ８８ ８ ２４９ ９９９􀆰 ９３７ ９９９􀆰 ７８７ ９９􀆰 ６

柱温 ／ ℃
２７ ５􀆰 ０３２ ０􀆰 ８５ ８ ５６４ ９９９􀆰 ９４２ ９９９􀆰 ８００ ９９􀆰 ３

３３ ４􀆰 ８２４ ０􀆰 ８５ ８ １９６ ９９９􀆰 ９１５ ９９９􀆰 ７１０ ９８􀆰 ７

色谱柱
Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ ３􀆰 ６３３ ０􀆰 ７４ ５ ４３７ ９９９􀆰 ９３３ ９９９􀆰 ７６４ ９８􀆰 ３

Ｓｙｍｍｅｔｒｙ Ｃ１８ ５􀆰 ７５６ ０􀆰 ９２ ９ ０３３ ９９９􀆰 ９０６ ９９９􀆰 ４０８ ９８􀆰 ８

２􀆰 ７　 样品检测

按照本试验方法对实验室的 １０ 批次抗球虫颗粒

兽药样品进行检测， 结果见图 ６， 均未检出非泼

罗尼。
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图 ６　 １０ 批次抗球虫兽药颗粒样品检测色谱

３　 讨论

非泼罗尼在甲醇、 丙酮、 二氯甲烷和二甲基亚砜

中均易溶解［３２－３３］， 在水中几乎不溶。 本试验中的 ３
种兽药颗粒制剂均有较强的水溶性， 而在甲醇中却不

易分散， 如果直接采用甲醇提取， 非泼罗尼会被兽药

颗粒包裹， 由于物理隔挡， 难以完全被萃取溶解， 因

此本方法先用少量水浸润颗粒， 使其分散崩解， 后采

用大量甲醇提取， 试验证明少量水对提取效果无影

响。 这与目前兽药中非泼罗尼的检测均采用甲醇作为

提取溶剂有了较大区别和针对性［１４－１６］。
农业部第 ２１３８ 号公告中非泼罗尼的测定液相法

采 用 甲 醇 － 乙 腈 － 水 体 系 作 为 流 动 相； ＧＢ
２３２００􀆰 １１５—２０１８ 《食品安全国家标准 鸡蛋中氟虫腈

及其代谢物残留量的测定 液相色谱－质谱联用法》 采

用甲醇－甲酸乙酸铵水溶液体系作为流动相； 也有农

业部公告第 ２５７１ 号和其他兽药中非泼罗尼的测定采

用乙腈－水体系作为流动相［１４－１７］。 针对不同的基质和

不同的检测器上述几种流动相均能有效分离定量， 但

是本试验中发现， 在乙腈中非泼罗尼的响应更高， 理

论塔板数更大， 洗脱能力更好， 分离效果也更好， 因

此本试验采用乙腈和水作为流动相。 同时采用梯度洗

脱， 相较于农业部公告第 ２５７１ 号等初始流动相乙腈

比例为 ７０％， 本试验优化了初始流动相乙腈比例为

６５％， 使非泼罗尼保留时间适当延后， 便于将制剂中

其他溶解成分洗脱出来， 避免干扰。
非泼罗尼在提取稀释后， 进样超过 １０ μＬ 时， 在

色谱行为中目标峰易导致变宽或开叉， 这是由于进样

溶液和初始流动相溶液不一致导致， 进样溶液甲醇比

例达到了约 ９９􀆰 ５％， 可以通过减少进样体积以减少

溶剂效应， 从而改善色谱峰型。
试验中发现， 分析纯级甲醇作为提取剂和稀释剂

在进入色谱后， 在非泼罗尼色谱峰的保留时间附近有

相应的干扰峰， 对非泼罗尼的分离和定量产生一定的

影响， 而色谱纯甲醇不存在这一现象， 这可能和分析

纯甲醇生产的批次或者生产厂家有关系， 因此建议使

用色谱纯甲醇。

本方法通过对保留时间一致性比较、 色谱峰纯度

检查、 光谱相似度检查等 ３ 个维度的判断， 排除了大

部分干扰， 提高了检测的准确性， 并通过外标法进行

定量， 灵敏度、 准确度均较高， 专属性强， 检测限为

０􀆰 ２５ ｇ ／ ｋｇ， 完全能够满足并且非常适用于五味常青

颗粒、 青蒿常山颗粒、 三味抗球颗粒这 ３ 种抗球虫兽

药颗粒中非法添加非泼罗尼的定性筛查和定量检测，
为相关部门开展风险筛查提供了借鉴和支持。
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