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图 ( 系统适用性实验的色谱图
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表 ( 系统适用性实验结果
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理论塔板数 分离度 重复性 !"#$%
甲硝唑

洛硝哒唑

地美硝唑

& ’’(
)* +,-
)’ .(&

./*
’0(
.0*

*0*)
*0)+
*011

地美硝咪唑!#23"#甲硝唑!灭滴灵$243"#洛硝唑
!!53"是硝基咪唑类!567896:6;<=9>?@"兽药$有抗厌氧菌
感染作用$常被用来预防#治疗家禽的原虫病等疾病% 这
些化合物具有潜在的致癌#致突变性$其残留对食品安
全构成了潜在的威胁% 欧盟各国均对硝基咪唑在禽肉中
的最高残留限量做了规定% 检测动物产品中地美硝咪唑
残留量的方法较多$但多残留检测方法较少A1B’C%
本文采用液相色谱法$ 通过对色谱条件和样品提

取#净化的探索$优化了农业部 1’- 号公告发布的&动
物性食品中硝基咪唑类药物残留检测方法’A)C( 建立了
多残留同时测定动物产品中 #23$!5D$423 残留量的
快速检测方法$并将回收率提高到 .*%!,*%%

( 材料
(F( 试剂和材料
甲硝唑对照品!EF5 公司$批号),*)+G"$洛硝唑对

照品 !"6H:< 公司$ 批号)()I*.1-"$ 地美硝唑对照品
!"6H:<公司$批号))*&I*&*’"$甲醇#乙腈!色谱纯"$其
他试剂均为分析纯(固相萃取柱!J<7?8@ K<@6@ 42ILM
(** :H$- :L"(醋酸盐缓冲液)取无水醋酸钠 *0,1 H 溶
解于 ,** :L 水中 $用冰醋酸调节 NI 至 +0’$定容至
) *** :L%
(F! 仪器设备
高效液相色谱仪 !美国 J<7?8@ 公司$1-&( 型"(匀

浆机 !日本 OFP 公司$O2B- 型"( 回旋振荡器 !国华
IQB( 型"( 高速冷冻离心机 !日本日立公司$F!11#R
型"( 旋转蒸发仪 !德国海盗夫公司$L!+***$IM$R’
型"(氮吹仪!美国 K8H<S9:<769S O@@9T6<7?@ 公司$5BP"
UOV42型"%

! 实验方法与结果
!F( 样品的制备
取适量新鲜或冷冻的空白或供试组织$ 绞碎使均

匀%
!F! 样品的前处理
!F!F( 提取
称取绞碎后的鸡肉试样 )*0** H$置 (* :L 匀浆

杯 !外围加 +*#的热水 "中 $加乙酸乙酯 )( :L$
)* *** 8$:6S匀浆 ) :6S$浆液转入 (* :L离心管中$用(
:L乙酸乙酯清洗刀头和匀浆杯$一并转入离心管中$加
10* H W1IVK+和 10* H 无水 5<1"K+$混匀$置回旋振荡器
中速振荡 -* :6S$’ *** 8$:6S离心 ( :6S$取上清液至鸡
心瓶中% 沉淀物再用乙酸乙酯 1* :L提取一次$合并上
清液 $(*$旋转蒸发至干 % 依次加入 ) :9>$L 盐酸
1 :L$乙酸乙酯 )0( :L 溶解残余物 $转入有正己烷
1* :L的分液漏斗中% 将分液漏斗竖直$轻轻旋摇 ’圈$
静置 ( :6S(振摇 ) 下$静置 )* :6S(再振摇 ’ 下$静置

’* :6S$收集下层溶液% 再用 ) :9>$L盐酸 + :L$乙酸乙
酯 ’ :L洗涤鸡心瓶$并转至同一分液漏斗中$重复萃取
一次!振摇 ’ 次$每次摇 ’ 下"$收集下层溶液$合并$用
) :9>$L 盐酸或( :9>$L 氢氧化钠调节 NI 值至 +0,%(01$
备用%
!F!F! 净化
将固相柱依次用甲醇 )* :L#水 )* :L预洗$挤干%

取备用液过柱$控制流速 ) 滴$1 @$挤干% 用水 ’ :L 洗
柱$挤干$用甲醇 ’ :L 洗脱$不要吹$收集洗脱液至试
管中 $氮气吹干 $加流动相 )0** :L 溶解残余物 $过
*0+( !:微孔滤膜$收集滤液$制得试样溶液%
!F& 标准溶液的配制
精密称取甲硝唑#洛硝唑以及地美硝唑对照品各(*

:H$置同一 (* :L 量瓶中$加甲醇溶解并稀释至刻度$
摇匀 $即得 ) :H$:L 的储备液 % 精密量取储备液
*0( :L$置 )** :L量瓶中$用甲醇稀释至刻度$摇匀$即
得( !H$:L 的工作液% 精密量取工作液 *0+$)$1$+$)*$
1* :L$分别置 )** :L 量瓶中$用甲醇稀释至刻度$摇
匀 $ 即得 1* SH$:L$(* SH$:L$)** SH$:L$1** SH$:L$
(** SH$:L$) *** SH$:L 的对照液%
!FG 色谱条件
色谱柱 ) 3K!MOD "M BF), !+0- :: &1(* ::$

( !:"(流动相 )醋酸缓冲液 B乙腈 !,( ’)("(流速 )
) :L$:6S(进样量)(* !L% 检测波长)’1* S:%
!F$ 系统适用性实验
取 10’ 节中配制的 (** SH$:L 标准对照液$精密进

样 (* !L$ 在 10+ 节的色谱条件下$ 记录色谱图如图 )
所示% 计算结果见表 )%
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表 ( 系统适用性实验结果
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表 6 甲硝唑 =1 %+?+ 阳性添加时的回收率
’@A*$ 6 -$").$B, B@C$ )D E)F#C#.$ @GG#C#.$ )D =1 %+?+ H’I

编号 ! " # $ % & ’ ( )
称样量*+
标品加入量*,+
测得值*,+
回收率*-

!./.#
!.0.#
&0$#
&$0.’

)0))
!.0.)
&0$&
&#0)(

!.0.!
!.0.’
&0!$
&.0)%

)0)%
!.0!#
’0).
’’0)’

!.0.$
!.0.$
’0.)
’.0&$

)0)’
!.0!!
(0.’
’)0(.

!.0.!
!.0.’
&0"#
&!0(#

!.0.&
!.0."
’0$’
’$0%$

!.0."
!.0.&
(0!"
(.0&&

平均回收率*-
123*-

’.0$)
(0..

表 5 甲硝唑的线性关系
’@A*$ 5 J#%$@B ")BB$*@C#)% )D H’I

浓度 !
*4,+!567!8 ".0!&( %.0$". !..0($ ".!0&( %.$0". ! ..(0$

峰面积

" 平均值 # #’%0. ( &#"0" !& )%’0’ ## (#$0’ ($ )(%0$ !&) ’&$0$

回归方程 #9.0..%)$$!.0.’%)$ 相关系数 %9.0))))

表 < 洛硝唑线性关系
’@A*$ < J#%$@B ")BB$*@C#)% )D -7I

浓度 !
*4,+!567!8 ".0!!" %.0"(. !..0%& ".!0!" %."0(. ! ..%0&

峰面积

" 平均值 " $(#0& & !’%0& !" !)%0& "$ #’!0" &. )$&0) !"! ’#)0&

回归方程 #9.0..("&#:!.0$&$’& 相关系数 %9.0))) ))(

表 K 地美硝唑线性关系
’@A*$ K J#%$@B ")BB$*@C#)% )D LHI

浓度 !
*4,+!567!8

".0!%& %.0#). !..0’( ".!0%& %.#0). ! ..’0(

峰面积

" 平均值 $ .."0! !. !$"0. ". .""0( $. .&)0$ !.. #%(0. ".! &&%0$

回归方程 #9.0..$))))$".0&#&&"# 相关系数 %9.0))) ))’

54M 空白实验
除不加试料外"采用完全相同的测定步骤进行平行

操作# 色谱图$图 "%显示"在 "0$节色谱条件下"空白样
品$;%对待测组分$<%没有干扰#

=N甲硝唑!H’I"#5N洛硝唑!’7I"#<N地美硝唑!LHI"
图 5 空白实验的高效液相色谱图

O#+4 5 P(B);@C)+B@; #% @ A*@%Q $RE$B#;$%C

542 线性关系考察
取 "0# 节中配制的 & 个系列标

准对照液"精密进样 %. !6"平行进
样 # 针"在 "0$ 节色谱条件下"进行
色谱分析并记录峰面积# 结果见表
"#表 $#
上述结果说明"在 ".#! ... ,+*56

范围内"甲硝唑&洛硝哒唑&地美硝唑
峰面积与浓度均呈良好的线性关系#
54S 回收率实验
取已绞碎的空白肌肉 !.0.. + 置

%. 56 匀浆杯中" 添加 "0% 节中标准
工作液 ". !6"制成 !.. ,+*+ 的阳性
添加样品 "涡动混匀 "加乙酸乙酯
!% 56"!. ... =*5>, 匀浆 ! 5>,"以
下操作同 "0" 节" 制得阳性添加样
品"精密进样 %. !6"照 "0$ 色谱条件
进行色谱分析"计算回收率"结果见
表 %#表 ’#

TBC#"*$F

表 6 甲硝唑 =1 %+?+ 阳性添加时的回收率
’@A*$ 6 -$").$B, B@C$ )D E)F#C#.$ @GG#C#.$ )D =1 %+?+ H’I

表 5 甲硝唑的线性关系
’@A*$ 5 J#%$@B ")BB$*@C#)% )D H’I

表 < 洛硝唑线性关系
’@A*$ < J#%$@B ")BB$*@C#)% )D -7I

表 K 地美硝唑线性关系
’@A*$ K J#%$@B ")BB$*@C#)% )D LHI
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& 讨论
&(’ 提取条件的优化
为了提高提取效率!该试验从以下方面进行了调整!

经多次试验!回收率均有所改善"加入 !"#$%&!调节了目
标物所在的酸碱环境!使其转变为分子状态!更易被提取
出来"通过在匀浆杯外周加热水及增加振摇时间!证明温
度和时间对于目标物的提取都有一定影响" 将 ’( )*乙
酸乙酯分 ’次加!减少了目标物的损失"为了减少乳化的
发生!本试验采取以下措施#! 加无水 +,’-%&!使极少量
的无机盐能有效地加速 ./%型乳液的破乳!提高破乳脱
出水的透光率 0&1$" 改变振摇方式!即先将分液漏斗竖
直!轻轻旋摇 2圈!静置 3 )45$再振摇 6下!静置 6( )45$
再振摇 2下!静置 2( )45!收集下层溶液" 这样做是为了
让两相逐步接触!使一起被提取出来的脂肪更易除去!同
时避免了剧烈振摇%目标物被包裹而难以分开的局面"
&(! 净化条件的提示
净化条件基本上未动!但值得提醒的有以下两点"
6& 第一步的’吹干("一般情况下样品过固相柱时!

活化液不可流干就要加样液!但此处的吹干十分重要!
原因还是硝基咪唑类药物的两性决定的" 在提取的最
后一步!已将提取液 78值调为 39(左右!如果预洗一步
的水未吹干就加样!会改变样液的 78 值!从而改变目
标物的状态%降低固相柱对目标物的吸附!导致样品的
损失%回收率的下降"

’& 控制流速" 虽然标准规定自然流出!但如果有条
件!最好用固相萃取装置!控制流速 6滴/’ :!同时可以保
证样品与添加的平行操作!确保被测结果的准确%可靠"

) 结论
用本实验方法!在 2 种药物中!洛硝唑的回收率最

高!平均回收率为 ;<9’&=$地美硝唑的回收率居中!平
均回收率为 >29>;=$甲硝唑的回收率最低!平均回收率
为 >(9&? =" 2 种药物的回收率均由 &(=!3(=提高到
>(=!;(=以上"
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表 1 洛硝唑 ’2 .343 阳性添加时的回收率
5678+ 1 *+/9:+-; -6<+ 9, =90><>:+ 6??><>:+ 9, ’@ .343 *AB

编号 6 ’ 2 & 3 < > ; ?
称样量/@
标品加入量/5@
测得值/5@
回收率/=

6(9(2
6(9(2
;9&2
;&966

6(9(6
6(9(3
;9>6
;<9<<

6(9((
6(9(<
?9;6
?>93>

?9?>
6(9(?
?9(?
?(9(;

6(9(<
6(9((
;93>
;39>>

6(9(’
6(9(&
?9&>
?&9&6

?9??
6(9(>
<9;&
<>9?3

6(9(3
6(9(6
;93;
;39>’

?9?<
6(96(
;9&>
;29;<

平均回收率/=
A-B/=

CD9’&
;922

表 # 地美硝唑 C@.343 阳性添加时的回收率
5678+ # *+/9:+-; -6<+ 9, =90><>:+ 6??><>:+ 9, C@ .343 DEB

编号 6 ’ 2 & E < > ; ?
称样量/@
标品加入量/5@
测得值/5@
回收率/=

?9?>
6(966
>9;>
>>9;>

6(9(6
6(9(>
<96<
<696<

6(9(2
6(9(E
>9>’
><9;&

?9??
6(9(?
;9;E
;E9>2

6(9(<
6(9(’
?96E
?692

6(9(’
6(9(<
;92(
;’9E<

6(9(E
6(9(2
<92>
<29E6

?9?;
6(96(
<9&?
<&9’?

6(9(&
6(9(&
<96(
<(9>>

平均回收率/=
A-B/=

>29>;
669<(

研究论文

表 1 洛硝唑 C@ .343 阳性添加时的回收率
5678+ 1 *+/9:+-; -6<+ 9, =90><>:+ 6??><>:+ 9, C@ .343 *AB

表 # 地美硝唑 C@.343 阳性添加时的回收率
5678+ # *+/9:+-; -6<+ 9, =90><>:+ 6??><>:+ 9, C@ .343 DEB
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