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摘要 对高效液相色谱法测定草鱼和鲫肌肉组织中“美婷”原料药残留的前处理方法进行探讨。结果表明:

以甲醇作抽提剂、二氯甲烷作净化剂,振荡离心,正己烷去脂,30℃旋转浓缩蒸发的前处理方法,快速、准确、经
济、实用性强。该方法“美婷”原料药的最低检测限可达1.0μg/kg;在加标水平为1.0~100μg/kg时,回收率

为67.72%~95.52%;相对标准偏差为7.76%~37.81%。该前处理方法适合检测“美婷”原料药在鱼体内的

残留。
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  “孔雀石绿(malachitegreen,MG)”替代药物

“美婷”为复方制剂,其主要成份是用生物发酵技术

所获得的类似黄腐酸的物质,是一种纯天然的植物

生长调节剂,能有效渗透霉菌组织的细胞壁,干扰细

胞间酶的相互作用,进而起到抑制和杀灭霉菌的效

果[1]。虽然“美婷”原料药为天然绿色提取物,来源

于自然,但本着安全负责的态度,仍有必要对其在鱼

体内的残留进行检测。由于该物质首次应用于鱼

体,所以目前国内外尚未见关于其在生物体残留的

检测方法的报道。本研究试图利用高效液相色谱法

(highperformanceliquidchromatography,HPLC)
来进行替代药物“美婷”原料药残留的检测。对于

HPLC而言,样品前处理不仅可以起到富集痕量组

分、去除杂质干扰、提高方法灵敏度的作用,还可以

去除对仪器或分析系统有害的物质,延长仪器使用

寿命[2-3],因此,可以说样品前处理是 HPLC方法建

立的关键。另外,水产品品种的多样性及其复杂性

也对建立合适的前处理方法提出了挑战。笔者针对

替代药物“美婷”原料药的特点,以草鱼、鲫为检测对

象,探索了前处理提取、净化、浓缩富集温度等一系

列条件对回收率的影响,旨在为相关检测方法的建

立和标准的制定提供参考。

1 材料与方法

1.1 主要仪器与设备

Agilent1100高效液相色谱仪(配二极管阵列检

测器);EppendorfCentrifuge5417R型台式高速离

心机;ELGAClassicDiMK2超纯水系统;ODS固

相萃取柱(10mg);METTLERTOLEDOPB203-N
型电子天平;EppendorfConcentrationplus旋转蒸

发浓 缩 仪;SartoriusPB-10pH 计;KINEMTICA
AG高速组织捣碎机;超声波破碎仪。
1.2 药品与试剂

“孔雀石绿”替代药物“美婷”原料药:纯度>
99%。甲醇、乙腈、正己烷、乙酸乙酯(色谱纯);二氯

甲烷、H3PO4(分析纯);超纯水(自制)。

1.3 样品及其制备

取新鲜草鱼和鲫的侧线上部脊背肌肉组织,利
用高速组织捣碎机打成匀浆,放入-20℃冰箱中冷

冻贮存,测定前室温解冻。
1.4 色谱条件

色谱柱:RP-ODS柱(150mm×4.6mm,5μm);
流动相:甲醇∶(95mL超纯水+0.1mL磷酸)=5∶
95(V/V),pH=2.63;检测波长为210nm;流速为1.0
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mL/min,柱温为30℃,进样量10μL。
1.5 标准溶液的配制

准确称取“美婷”原料药标准品0.0500g,流动

相溶 解 并 定 容 至 500 mL 的 容 量 瓶,配 成 100

μg/mL的标准贮备液,置于4℃冰箱中保存。使用

时,用流动相稀释成质量浓度为1.0、5.0、10.0、

20.0、50.0、100μg/mL的标准工作液,上样检测,
以峰面积为纵坐标、药物浓度为横坐标制作标准曲

线,并求出其标准曲线的回归方程和相关系数。
1.6 回收率和相对标准偏差

测定后的样品药物峰面积代入标准曲线回归方

程,可得测定药物浓度。
样品处理后利用EXCEL软件按下式计算回收

率、平均值及相对标准偏差(relativestandarddevia-
tion,RSD):

回收率=样品中药物峰面积/溶于流动相的药

物峰面积×100%;

样品标准误=SD/n;
相对标准偏差RSD=SD/x。
式中,SD为标准差。

1.7 浓缩温度的影响

分别取3个平行的100、50μg/mL标准贮备液

0.5mL于10mL离心管中,振荡后倒入1.5mL离

心管中,利用旋转浓缩蒸发仪分别于45℃和30℃
条件下旋转浓缩蒸干,0.5mL流动相溶解残留物,
振荡,0.45μm滤膜过滤,滤液供 HPLC检测,测定

回收率和批间样品的相对标准偏差。
1.8 抽提溶剂、去脂质溶剂的比较

1)抽 提 溶 剂。取0.5 mL 质 量 浓 度 为 100

μg/mL的标准贮备液于离心管中,分别加入1mL
甲醇、1mL乙腈,同时进行3个平行,振荡后倒入1.5
mL离心管中,30℃旋转浓缩蒸干,取0.5mL流动相

溶解,0.45μm滤膜过滤,上样测定,计算回收率。

2)去脂质溶剂。取100μg/mL的标准贮备液

0.5mL于离心管中,加入1mL甲醇,振荡后分别

加入1mL正己烷、乙酸乙酯,同时进行3个平行,
振荡后倒入1.5mL离心管中,30℃旋转浓缩蒸干,
溶解,过滤,上样测定。
1.9 组织样品的回收率

1)准确称取草鱼空白肌肉组织0.50g,置于10
mL离心管中,分为2个组,每组3个平行,第1组

中加入0.5mL的流动相作为对照,第2组加入100

μg/mL的标准贮备液0.5mL,静止2h后,依次加

入1mL甲醇,漩涡振荡1min,8000r/min离心10
min,加入1mL正己烷,漩涡振荡后,静止10min,
取下层溶液,30℃蒸干,0.5mL流动相溶解,过
0.45μm滤膜,上样测定。

2)准确称取异育银鲫空白肌肉组织0.50g,处
理方式同以上草鱼组织,编号为3、4组。

3)称取草鱼空白肌肉组织,编号为5、6组,第5
组加入0.5mL流动相作为对照,第6组加入100

μg/mL的标准贮备液0.5mL,静止2h,加入1mL
甲醇后,另加入1mL二氯甲烷,漩涡振荡离心后,
取下层溶液,处理后,上样测定。

2 结果与分析

2.1 “美婷”原料药色谱图

“孔雀石绿”替代药物“美婷”原料药标准品色谱

图见图1,标准品色谱图对应的质量浓度分别为50、

100μg/mL。保留时间为3.98min,其色谱图基线

平稳,药物峰分离效果良好。

 A.50μg/mL“美 婷”原 料 药 色 谱 图 Mei-ting’srawof50

μg/mL;B.100μg/mL“美婷”原料药色谱图 Mei-ting’srawof

100μg/mL.

图1 “美婷”原料药标准色谱图

Fig.1 ChromatogramofMei-ting’smain
componentstandardsamples

2.2 “美婷”原料药标准曲线

“美婷”原料药在1.0~100范围内线性关系良

好,标准曲线为y=6.281x-2.338,相关系数r2=
0.999。
2.3 浓缩温度的影响

由表1可知,未加入鱼体组织的100、50μg/mL
标准液在45℃条件下旋转蒸发后回收率分别为

16.37%、18.60%,而在30℃时回收率分别可达到

75.64%、63.71%。由此可见45℃和30℃旋转

浓缩蒸发后的回收率表现出差异,且差异极显著
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表1 不同浓缩温度对测定的影响

Table1 Theeffectsofthedifferentdry
temperatureonrecovery(n=3)

温度/℃
Temperature

质量浓度/
(μg/mL)
Mass

concentration

测定值/
(mg/kg)
Measured
value

回收率/%
Recovery

相对标
准偏差/%
RSD

45
100 16.37±1.3416.37±1.34 14.18

50 9.30±2.03 18.60±4.06 37.81

30
100 75.64±3.8175.64±3.81 8.72
50 31.86±1.9963.71±3.98 10.82

(P<0.01)。表明原料药溶于流动相后,在30℃条

件下较稳定。故选择30℃作为浓缩温度。
2.4 抽提溶剂、去脂质溶剂的比较

由表2可知,作为常用抽提去蛋白溶剂的甲醇

和乙腈在回收率上都达到70%以上,虽然回收率

表现出差异,但差异不显著(P>0.05),两者均符

合检测的要求,所以都可作为去蛋白溶剂。而作

为常用去脂质的正己烷和乙酸乙酯,由于乙酸乙酯不

能很好使脂质分层,且利用正己烷去脂后,回收率在

60%以上,故选择正己烷作为去脂溶剂。
表2 抽提溶剂、去脂质溶剂的比较1)

Table2 Thecomparisonofthecommonly
deproteinationanddelipidsolvents(n=3)

提取剂作用

Actionof
extractionagents

提取剂

Extraction
agents

回收率/%
Recovery

相对标
准偏差/%
RSD

抽提Extraction
甲醇 Methanol 82.67±4.12 8.63

乙腈 Acetonitrile 78.32±3.71 8.20

去脂质 De-fat
正己烷(上层)n-Hexane 0.00 -

正己烷(下层)n-Hexane 87.04±3.90 7.76

乙酸乙酯Ethylacetate - -

 1)“-”表示没有具体结果 “-”meansnoconcreteresults.

表3 不同前处理方法测定鱼肉“美婷”原料药残留的回收率1)

Table3 Thedifferentpre-treatmentmethodforthedeterminationofMei-tingrecoveryofrawmaterialsresidues

项目Items
分组 Groups

1 2 3 4 5 6

0.5mL流动相 Mobilephase0.5mL + - + - + -

0.5mL贮备液Stocksolution0.5mL - + - + - +

1mL二氯甲烷 Dichloromethane1mL - - - - + +

回收率 Recovery
>10倍

>10times
>10倍

>10times
>10倍

>10times
>10倍

>10times
0 0.6772

 1)1、2、5、6组为0.5g草鱼空白肌肉组织;3、4组为0.5g鲫空白肌肉组织;“-”表示没有添加对应的试剂;“+”表示添加了一定量

对应试剂。Thegroupsof1,2,5,6areblankgrasscarpmuscletissueof0.5g;thegroupsof3,4areblankcrucianmuscletissueof

0.5g;“-”meansnoaddedcorrespondingreagent;“+”meanstoaddacertainamountcorrespondingreagents.

2.5 组织样品的回收率

由表3可得,第1、2、3、4组在特定的保留时间,

其回收率大于添加药物浓度的10倍以上,即只是添

加甲醇、正己烷不能有效把药物分离出来或者药物

在鱼体肌肉组织中转化为一种鱼体自身含有的物

质。而3、4组异育银鲫空白肌肉组织的回收率排除

了因物种的特异性而不能有效分离的可能性。5、6
组草鱼空白肌肉组织加入二氯甲烷后,加入流动相

而未加入药物的第5组的回收率为0%,而加入了

0.5mL(100μg/mL)标准贮备液的第6组回收率

为67.72%(图2分别为空白、加标草鱼肌肉组织色

谱图),说明药物在加入到组织后并未转化为鱼体肌

肉本身含有的物质,也说明二氯甲烷可有效地使药

物得到净化。

2.6 最低检测限

采取以二氯甲烷做提取剂振荡离心提取、甲醇

抽提,正己烷去脂、30℃旋转浓缩蒸发的前处理方

 A.空白对照Blankcontrol;B.加标草鱼肌肉 Markmuscletis-
sueofgrasscarp.

图2 空白肌肉组织、加标草鱼肌肉组织色谱图

Fig.2 Thechromatogramofblankandmarkmuscletissue
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法,以引起2倍基线噪音的药量确定最低检测限,可
达1.0μg/kg,适用于残留量的检测。

3 讨 论

3.1 提取方法

水产动物组织成分复杂,科学、合理的检测方法

不仅要考虑技术要求(如灵敏度、准确性、重复性、适
用性等),还必须充分考虑社会需求(如推广性、实用

性、经济性等)[4]。样品前处理过程一般包括样品的

采集、提取、净化和衍生化[5]。运用高效液相色谱

法,来测定鱼体肌肉组织中药物残留的前处理提取

溶剂的选择不但要遵循相似相溶规则,还要充分考

虑溶剂性质对随后处理步骤的影响[4]。通常所用抽

提、脱脂溶剂有甲醇、乙腈和正己烷、乙酸乙酯[6-10],
由于该“美婷”原料药易溶于甲醇、乙腈等水溶性有

机溶剂,故采用甲醇、乙腈脱蛋白;正己烷、乙酸乙酯

脱脂质。试验结果证明,甲醇、乙腈对回收率并无明

显差异,而乙腈的毒性为甲醇的5倍且价格相对较

高,从安全、经济有效的角度建议选择甲醇作为去蛋

白溶剂。另外,在溶解原料药的流动相中含有可与

水、乙酸乙酯以任意比例互溶的甲醇,导致利用乙酸

乙酯作为去脂溶剂不能分层,不能很好地达到去除

脂质的效果。虽然加入甲醇去蛋白后可蒸干再加入

乙酸乙酯,达到去脂的目的,但无疑会使步骤繁琐

化,从简化步骤的角度建议选择正己烷作为去脂

溶剂。
3.2 净化剂

净化是将待测物与提取液中的样本干扰杂质分

离[11]。前处理中净化的工作量最大,但一个具有强

大分离效能或高选择性检测能力的测定体系可大大

降低对净化的要求。兽药残留分析中常用的净化方

法是液-液分配和固相萃取[12]。本试验选用经典的

液-液分配净化手段。很多检测方法通常采取添加

提取液来达到同时脱蛋白、脱脂和提取药物的目的,
但所得提取液中往往又含有许多与待测组分溶解性

相似的杂质或共萃物,需进一步进行净化和浓缩[6]。
“美婷”原料药经甲醇、正己烷处理后,在草鱼和鲫的

肌肉组织中其回收率在特定保留时间都大于10倍,
排除了因鱼体的特异性而不能有效分离药物的可能

性,需进一步探索有效的净化剂。萃取法是利用药

物与溶剂极性的不同进行分离、萃取[13-14],且“美婷”
原料药易溶于甲醇而不溶于正己烷,故本试验试图

选择极性与甲醇和正己烷不同的二氯甲烷来进行药

物萃取,最终可以使“美婷”原料药与溶解性相似的

杂质、共萃物有效分离,该检测值满足测定要求,至
于是否为最优净化溶剂需进一步探索。
3.3 浓缩条件

浓缩是待测物富集或转溶的常用方法[15]。样

品前处理中,为了提高检测灵敏度,一般会采取浓缩

步骤[4],而前处理中以浓缩过程待测物损失最大。
由于该“美婷”原料药在一定温度条件下的稳定性未

确定,本试验设计了在30、45℃下利用旋转浓缩仪

进行浓缩吹干,45℃下回收率低于20%,而30℃时

回收率达到60%以上,说明在45℃药物部分分解

或者同流动相一起蒸发,即该“美婷”原料药溶于流

动相后在30℃相对稳定,故笔者建议选择30℃作

为浓缩温度。至于是否最佳浓缩温度,有待进一步

验证。
本研究通过比较浓缩温度、不同鱼体肌肉组织、

不同脱蛋白、脱脂溶剂及净化剂下的回收率来确定

较佳测定前处理条件,结果表明以二氯甲烷做提取

剂振荡离心提取、甲醇去蛋白,正己烷去脂、30℃旋

转浓缩蒸发条件下能够满足鱼肉中该“美婷”原料药

残留的检测。
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PretreatmentmethodsfordeterminationofMei-tingresiduein
fishmusclebyhighperformanceliquidchromatography

MARong-rong1 HUKun1 WANGYin-geng2 WUBing-xing1 YANGXian-le1

1.NationalPathogenCollectionCenterforAquaticAnimals,Shanghai201306,China;

2.YellowSeaFisheriesResearchInstitute,ChineseAcademyofFisherySciences,

Qingdao266071,China

Abstract TheeffectsofsamplepretreatmentonthedetectionofMei-tinginthemuscleofgrass
carpwasexploredbyhighperformanceliquidchromatography.Theresultsshowedthatthepretreatment
methodsofextractionbymethanol,purificationbymethylenechloride,vibratorycentrifugation,defatting
byn-hexane,concentrationat30℃byrotaryevaporator,israpid,sensitive,economical,safeandpracti-
cal.ThedetectionlimitofMei-tingwas1.0μg/kg.Therecoveryraterangedfrom67.72%to95.52%at
thespikinglevelof1.0-100μg/kgandtherelativestandarddeviationwas7.76%-37.81%.Themethod
describedhereissuitabletomeasuretheresidueofMei-tinginfish.

Keywords rawmaterialsofMei-ting;residue;HPLC;pretreatment;fishmuscle
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