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水产品中几种药物残留检测技术研究

摘 要

氟甲喹(Flumequine)为喹诺酮类的第一代产品；硝基咪唑类药物

是一类具有5一硝基咪唑环结构的药物，包括甲硝唑(mertonidazol，

MTZ)、二甲硝唑(dimetfidazole，DMZ)和洛哒硝唑(ronidazol，RNZ)

等；四环素类是由链霉菌产生的一类广谱抗生素，在化学结构上都属

于多环并四苯羧基酰胺母核的衍生物。该三类药物在水产动物疾病预

防和治疗中都有应用，但其使用将不可避免的导致在水产动物体内富

集，对人体具有潜在的致癌性和致畸性。目前我国现有的水产行业标

准中缺少氟甲喹及硝基咪唑类药物残留的测定方法标准，四环素类药物

残留的检测方法尚存在不足，因此有必要建立并完善水产品中该三类药物

的测定方法。

(1)建立了高效液相色谱。荧光检测法测定水产品中氟甲喹残留量

的方法。用乙腈提取水产品中氟甲喹残留物，对带皮的鳗鱼进行3种

浓度的回收率测定，实验结果表明，回收率在80％,----110％之间，变异

系数≤10％。氟甲喹的检测限为2．5 l-tg／kg，定量限为5 pg／kg。

(2)建立了水产品中三种硝基咪唑类残留量的高效液相色谱一串联

质谱(HPLC．MS／MS)测定方法。以氘代二甲硝唑(DMZ—D3)作为内标，

以乙酸乙酯提取水产品中的硝基咪唑类残留物，采用HPLC-MS／MS多

反应监钡RMRM)正离子模式测定，可一次对水产品中的MTZ、DMZ

和RNZ进行定性和定量测定。方法简化了样品前处理过程，省去固相

萃取步骤，具有操作简便、有机试剂消耗量少等优点。方法DMZ定量

限可以达到2．0 lag／kg，MTZ和RNZ定量限可以达到1．0 pg／kg。

(3)研究了罗非鱼中四种四环素类残留量的高效液相色谱．串联质

谱(HPLC．MS／MS)测定方法。首先用柠檬酸缓冲液(MTC)提取罗非

鱼中的四环素类残留物，再经HLB固相萃取柱净化，采用LC—MS／MS
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选择反应监测(S鼬Ⅵ)正离子模式测定，可一次对罗非鱼中的四环素

(Tetracycline，TC)、土霉素(Oxytetracycline，OTC)、金霉素

(Aureomycin， CTC)和强力霉素(Doxycycline，DC)进行定性和定量测

定。四种物质定量下限均可达到2．0pg／kg。本方法具有灵敏、准确、简

便、+快速等优点，适用于水产品中四环素类抗生素多残留的同时确证

检测。

本论文建立了水产品中氟甲喹残留量的高效液相色谱荧光检测方

法及水产品中四环素类和硝基咪唑类残留量的高效液相色谱．串联质谱

测定方法，并对实际样品进行了测定，为水产品中该三类药物的残留检测提

供了技术支持和基础数据。

关键词：氟甲喹，硝基咪唑类，四环素类，残留检测
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Studies on the Detective Techniqnes for Residues of Chamical

Drugs in Aquatic Products

Abstract

Flumequine iS the first generation of quinolones．The

nitronimidazole—drug is a group of drugs includs metronidazole，ronidazole

and dimetridazole which have chemical structures of 5．Nitroimidazoles．

Tetracyclines(TCs)produced by Streptomyces are broad．spectrum

antibiotics．Tetracyclines belong to the ramification which have four

benzene ring and carboxyl amide derivatives nucleus in the chemical

structure。The function of these three kinds of drugs iS to prevent or treat of

aquatic animal diseases caused by bacteria or protozoa．The abuse of

flumequine，tetracyclines and the illegal use nitronimidazole—drug may

result in the drug residues in aquatic animals．When these animals are used

as food resources the drug residues will have potential carcinogenic and

teratogenic hazard to human．Nitroimidazoles had been banned in food

producing animals in European Union，USA and China．At present there are

no standards for determination of drug residues of flumequine，

nitroimidazoles in aquantic in China．The method for the determination of

tetracycline residues in aquantic animals also need to be modified．It iS

necessary to establish new standsrds or develop the original standsrds for

the determination of residues for these drugs．

(1)A method of determination of flumequine residues in eel tissuess

by high performance liquid chromatography with fluorescence

detector(HPLC—FLD、)is developped．Flumequine was extracted from the

matrix with acetonitrile and analysed by HPLC．FLD．The recoveries of the

flumequine were in the range of 80％-1 1 0％，limits of detection(LODs)2．5

卜tg／kg，limits of quantitation(LOQs)5．0 pg／kg，the coefficients of variation

within batches less than 10％．This method iS suitable to be adopted in the
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determination of Flumequine residue In eel tissues．

(2)The method for the determination of residues of three kinds of

Nitroimidazoles in aquatic animals was developed by high performance

liquid chromatography tandem mass spectrometry(HPLC—MS／MS)．

Deuterated dimetridazole(DMZ-D3)which used as internal reference

material was added to the sample before extraction．Samples were

dissolved in sodium hydroxide solution to disassociate target analytes from

matrix．Nitroimidazoles were extracted from the treated matrix by ethyl

acetate with the liquid--liquid ion method．The mass spectrometer was

performed in the positive ion mode using multiple reaction monitoring for

both qualitative and quantitative analysis of MTZ、DMZ and RNZ during

once inj ection．The preliminary treatment was predigested and no solid

phase extraction(SPE)procedure was adopted．Comparing with other

methods，this method has the advantages of simple operation，less organic

chemicals consumption，and shorter operation time．The limits of

detection(LOD)were O，0 1 0 gg／kg，and the limits of quantitation(LOQ)

0．100 pg／kg．

(3)A method is developed for the determination of residues of four

TCs in tilapia tissue by high performance liquid chromatography—tandem

mass spectrometry(HPLC-MS／MS)detection．TCs were extracted with

Mcllvaine buffer solution(pH 4．O)．The extract was cleaned by the Oasis

HLB solid phase column．The mass spectrometer was performed in the

positive ion mode using multiple reaction monitoring for both qualitative

and quantitative analysis of CTC、OTC、DOC and TC during once inj ection．

The limits of quantitation were 2．0“eCgg．The method can be used to

simultaneously confirm these four tetracycline antibiotics in aquatic

products．The advantage of the method is sensitive，accurate，convenient

and fast．

In the present study,the HPLC··FLD and the HPLC-·MS／MS method

were established for the determination of residues of flumequine，TCs and

Nitroimidazoles in aquatic products respectively．The methods were also
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applied to monitor samples which were collected from markets．The work

has contributed much to the drug residue surveilance in China．

Key words：Quinolones，Nitroimidazoles，Tetracycline，drug Residue
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引 言

食品药物残留是指在食品的任何食用部分中药物的原形化合物或

其代谢产物，并包括与药物本体有关杂质的残留。主要的残留物有消

毒剂、驱虫剂、抗菌药、激素类、基因诱导剂等。虽然食品的药物残

留量较低，但是通过食物链的长期富集，对人体健康有很大的危害。

早在20世纪70年代，食品药物残留问题就引起了国际上的广泛关注。

80年代食品中兽药残留法典委员会(CCBvDF)n1成立并负责讨论药物残

留的有关问题，制定动物源性食品中药物残留的允许限量标准。目前，

欧美等发达国家已形成了非常完善的食品药物残留监测体系，包括法

律法规体系、监督管理体系、检测机构体系、技术队伍体系和技术标

准体系。

国内外对水产品药物残留控制的发展趋势

1)政府对食品安全越来越重视

为了加强水产品安全管理，有效保证水产品安全，保护消费者安

全，许多国家成立了高规格的管理机构，加强了国家对水产品安全管

理的力度。欧盟设有食物链与动物健康常设委员会、食品科学委员会

等机构，以欧盟委员会的名义发布有关食品安全的指令。1998年，美

国成立了“总统食品安全顾问委员会”，2002年5月，日本政府决定

成立由科学家和专家组成的独立委员会一“食品安全委员会”。我国

已建成4个国家级兽药残留基准实验室，6个部级兽药残留检测中心，

30个省级兽药监察所均已根据农业部的统一要求建立了兽药残留监测

实验室眩1。

2)药物残留标准越来越细化

发达国家把制定药物残留限量标准作为控制水产品药物残留的重

要内容和防止进口水产品药物残留超标的主要措施，制定了越来越多

的药物残留标准。我国也非常重视药物残留标准的制定，从2000年起，
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先后组织制修订了几十项标准，包括《无公害食品渔用药物使用准则》、

《无公害食品水产品中渔药残留限量》、 《渔用含氯消毒制剂》等。

磺胺类、土霉素类、喹诺酮类药物、氯霉素、甲醛、已烯雌酚、孔雀

石绿、硝基呋喃等残留量的测定方法等标准也都已制定完成b1。

3)药物残留要求越来越严格

最近几年来，世界各国特别是欧盟、日本、美国等发达国家对水

产品中药物残留的要求日趋严格，随着仪器设备、检测能力和检测技

术水平的提高，药物最高残留限量也越来越低。由于世贸组织不仅接

受和认可国际水产品法典委员会关于水产品药物残留的标准，而且规

定各国有权制定比国际标准更高的标准和更严格的检验检疫措施，各

国纷纷把现有仪器设备和检测方法所能检出的最低含量作为限量的标

准。随着仪器设备性能的提高和检测方法的不断改进，检测标准还会

向更低的方向发展。

4)禁用限用药物越来越多

2002年，美国水产物与药品管理局(FDA)公布了禁止在进口动物

源性水产品中使用的11种药物名单，其中包括氯霉素、盐酸克伦特罗、

己烯雌酚、二甲硝咪唑、其他硝基咪唑类、异烟酰咪唑、呋喃西林、

呋喃唑酮、磺胺类药、氟乙酰苯酮、糖肽H3。 ，

继美国之后，日本决定对中国动物源性水产品药物残留进行批批

检测。禁止在家禽中使用克球酚(二氯二甲基吡啶酚)、尼卡巴嗪、螺

旋霉素、灭霍灵、喹乙醇、恶喹酸、甲砜霉素、氨丙啉、磺胺喹恶啉、

磺胺二甲基嘧啶、甲苯、万能胆素、前列斯汀、苯酚类消毒药以及含

有磺胺喹恶啉成分的药物陌】。

欧盟从1999年10月1日起，停止生产和使用3种促进增重的药

物添加剂氯氟苄腺嘌呤、‘二硝甲苯酰胺、异丙硝哒唑。现在，欧盟全

面禁止使用洛硝哒唑和氯羟吡啶，并已经决定从2006年1月起，将目

前尚允许在饲料中使用的最后4种抗生素也予以禁止使用，这意味着

欧盟将全面禁止在饲料中投放任何种类的抗生素叩1。
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近年来，我国水产养殖业发展迅速，养殖规模不断扩大，养殖品

种大量增加，产量迅速提高，我国己成为世界水产养殖第一大国，与

之相对的是我国水产品出口在国际市场的占有率仅为6％,---8％，大大低

于国际水平，而且尽管我国水产品出口数量呈上升趋势，但其品质、

价格不升反降。养殖者为了防病、治病，超剂量长时间使用药物或使

用禁用药而导致的水产品药物残留，已成为制约我国水产品出口增长

的主要因素。我国水产品出口被禁或受限事件屡见不鲜，严重制约了

我国动源性食品的出口，给我国造成了巨大的经济损失，极大的损害

了我国水产品在世界贸易中的形象。由于我国在管理体制、立法、技

术能力和基础数据研究方面落后于国外发达国家，因此在相关贸易争

议中我国往往成为受制约一方。为了保障人民的身体健康，维护水产

品正常出口、扩大水产品的贸易往来以及在贸易争议中获得主动地位，

建立灵敏度高、准确可靠的残留分析方法是非常必要的。
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1文献综述

1．1几种常用渔药的理化性质、抗菌机理及毒性

1．1．1理化性质

1．1．1．1氟甲喹

氟甲喹(Flumequine)为喹诺酮类(QNs)的第一代产品，别名：氟六喹酸、氟

喹酸和R一802等，分子式C⋯H：FN03，相对分子质量261．25，氟甲喹结构式见图

卜l，为白色粉末m。无臭无味，几乎不溶于水和乙醇，能溶于甲酸和氢氧化钠溶

液，不吸潮，对热、湿、光比较稳定。其在抗菌活性方面比萘啶酸有较大提高嗍。

o

F

同Ime哪I，椰l秘

图1-1氟甲喹结构图

Fig．1—1 Structures ofFlumequme

表卜1 DMZ、MTZ和RNZ分子结构及分子量
Table．1-1 Molecular structures and molecular masses ofDMZ，MTZ and RNZ．
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1．1．1．2硝基眯唑类

硝基咪唑类药物是一类具有5一硝基咪唑环结构的药物，主要包括甲硝唑

(Metronidazole，MTZ)、二甲硝唑(Dimetridazole，DMZ)和洛哒硝唑(Ronidazole，

RNZ)等。甲硝唑又名灭滴灵，为白色或微黄色的结晶或结晶性粉末。在乙醇和水

中微溶。二甲硝咪唑又名地美硝唑，为类白色或微黄色粉末。在乙醇中易溶，在

水中微溶阴。MTZ、DMZ和RNZ分子式、分子量和结构式见表1．1。

1．1．1．3四环素类药物

四环素类(Tetraeyclines，TCs)是由链霉菌产生的一类广谱抗生素，在化学结构

上都属于多环并四苯羧基酰胺母核的衍生物【101。其分子式和结构式见表1-2。

表1-2 TCs分子结构和分子量

Table 1-2 Molecular structures and molecular masses of TCs．

1．2。1抗菌机理及其毒性

1．2．1．1氟甲喹

氟甲喹能抑制细菌脱氧核糖核酸(】阶㈧回旋酶，干扰DNA复制而产生杀菌作
用。DNA回旋酶由2个A亚单位及2个B亚单位组成，能将染色体正超螺旋的一

条单链切开、移位、封闭，形成负超螺旋结构【ll】。氟喹诺酮类可与DNA、DNA回

旋酶形成复合物，进而抑制A亚单位，只有少数药物还作用于B亚单位，结果不

能形成负螺旋结构，阻断DNA复制，导致细菌死亡。

氟甲喹经121服对河鳗96h的LCso在7．949／kg以上。氟甲喹浸浴淡水青虾的LC50
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在1000mg／L以上。根据农业部新兽药一般毒性方法及其毒性分级，氟甲喹属于低
毒的，对水生动物及畜禽是安全的。
1．2．1．2硝基咪唑类

硝基咪唑类药物具有抗原虫和抗菌活性，同时也具有很强的抗厌氧菌作用，药

物进入易感的微生物细胞后，在无氧或少氧环境和较低的氧化还原电位下，其硝
基易被电子传递蛋白还原成具有细胞毒作用的氨基，抑制细胞DNA的合成，并使
已合成的DNA降价，破坏DNA的双螺旋结构或阻断其转录复制，从而使细胞死

亡，发挥其迅速杀灭厌氧菌、有效控制感染的作用【12】。
硝基咪唑类药物及其游离代谢产物，其硝基位于咪唑环的第5位置，从化学

结构上分析具有潜在的致癌和致突变性。Voogd[13】的试验发现硝基咪唑类药物对真

核细胞(包括哺乳类动物细胞)有弱或无诱变作用。Mohindra[14】对中国田鼠卵巢细胞
在低氧及有氧条件下生存力的研究结果显示，增殖期的细胞在低氧条件下对药物
的毒性极其敏感。硝基呋喃类对细胞染色体的损伤比硝基眯唑类更强，是因为它

佰丁具有较高的电子亲和力嘲，且电子亲和力与诱变性是紧密相关的。唐汉祥【161在毒

性试验中发现，替硝唑可诱发肺炎克氏柠檬酸菌、大肠杆菌K12突变，对中国地

鼠V79肺细胞无致突变性，对鼠仔无致畸作用。史宗道【17】对多地区的因口腔炎症

应用替硝唑治疗病人进行了II期临床试验研究，排除孕妇、哺乳期妇女、严重神
经系统疾患、血液病及严重肝、肾功能损害或对硝基咪唑类超敏者，约1／3病人出
现不良反应。
1．2．1．3四环素类药物

四环素类药物主要以原型经肾小球过滤排出，残留药物能沉积于骨及牙组织

内，与新形成的骨、牙中所沉积的钙相结合，导致牙齿持久成黄色，俗称“四环

素牙"Il引，使出生的幼儿乳牙釉质发育不全并出现黄色沉积，引起畸形或生长抑
带0。四环素类药物还在肝组织中富集，造成肝损害，还可造成过敏反应、二重感染、

致畸胎。四环素药物残留易诱导耐药菌株造成的食品残留给人类身体健康带来隐
患。

1．2在水产养殖中的应用及国内外限用状况

1．2．1在水产养殖中的应用

1．2．1．1氟甲喹

由于氟甲喹独具的高安全性、耐受性、在组织中的高生物活性和高渗透性，

一直受到世界卫生组织和世界粮农组织及食品法典委员会及欧洲药品评价机构的
重视，二者仅作为兽用药避免了人畜共用药的危害，有效地减少了人类交叉耐药
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菌株的产生。该药现在已被欧洲药典收载，最适宜用于无公害养殖基地、供出口

畜产品、禽产品、淡水产品及海水产品养殖基地【19】。

氟甲喹是第一个在6位引进F的药物，主要用于鲑鱼、鳟鱼、各种虾以及鳗

鱼等细菌感染性疾病的预防。根据欧洲药品评价机构兽药产品委员会的报告，氟

甲喹在猪体内经72h代谢，在肌肉、脂肪、肝和肾中浓度为91、118、181和2371ag／kg，

药物残留限量远远低于国家对氟甲喹规定的最高残留限量，故猪只需停药3天：

在鸡体内经48h代谢，在肌肉、脂肪、肝和。肾中浓度为69、79、185和161rtg／kg，

药物残留限量远远低于国家对氟甲喹规定的最高残留限量，故鸡只需停药2天；

在鱼体内经7天的代谢，肌肉+脂肪的浓度为80pg／kg，药物残留限量远远低于国

家对氟甲喹规定的最高残留限量，故鱼只需停药2天[20-261。

1．2．1．2硝基咪唑类

硝基咪唑类药物具有抗原虫和抗菌活性，同时也具有很强的抗厌氧菌作用，

用于治疗鱼类指环虫病、伪指环虫病、三代虫病等单殖吸虫类寄生虫病。青鱼、

草鱼、日本鳗、鲢、鳙、鳜每平方米水体用MTZ 67"-'1009，欧洲鳗和美洲鳗每平

方米水体用MTZl67--一3349R7】。MNZ除抗滴虫及阿米巴原虫外，还对脆弱拟杆菌、

黑色素拟杆菌梭状杆菌属、产气荚膜梭状芽孢杆菌等有良好抗菌作用；DMZ不仅

能抗大肠弧菌、多型性杆菌、链球菌、葡萄球菌和密螺旋体，而且可预防螺旋体

引起的猪下痢，亦可用于防治水产动物的组织滴虫病及六鞭虫病，此外还有增重

作用。李海燕128]等研究发现甲咪唑浓度为4x10币和8xl矿时对日本鳗、欧洲鳗、

翘嘴鳜、红剑和建鲤是安全的；浓度为2x10石时，前3种试验鱼全部存活，而红剑

和建鲤的死亡率为6％和4％。用浓度为2x10r6、4x10-6和8x10。6的甲咪唑药浴患伪

指环虫病(感染率为92％)的欧洲鳗，用药1次，120h后其阳性检出率分别为54％、

10％和O％。

1．2．1．3四环素类药物

四环素类药物可防治水产动物多种疾病。包括鲈形目鱼类、鲱形目鱼类的弧

菌病，香鱼以外淡水鲱形目鱼类链球菌病，虹鳟的疖疮病等等晒1。

1．2．2在国内外的限用情况

1．2．2．1氟甲喹

由于氟甲喹在小鼠的18个月常规致癌试验中引起肝细胞瘤，厄CFA(me Food

and Agriculture(FAO)／World Health Organization(WHO)Joint Expert Commmittee on

Food Additivies)认为其致癌作用并非是由遗传毒性引起的，所以在1997年第48

次JECFA会议制定了氟甲喹在鳟鱼中的MRL为500I_tg／kgt30l。2002年1月EMEA

(the European Agency for the Evaluafion ofMedicinal Products)根据其对肠道菌群
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的作用，制定的生物学ADI为4951ag／kg，以及氟甲喹在猪、牛、羊、鱼的MRL。

但是1999年Yoshida[311报道饲料中4000mg／kg的氟甲喹饲喂30周可以引起肝脏出

现坏死；2001年Takizawat32】报道氟甲喹具有引发和促进肝脏肿瘤的作用；2002年

Kashida[331报道氟甲喹具有引发和促进肝脏肿瘤作用与其引起DNA断链有关。因

此在2003年第60次会议上JECFA撤销1999年WTO制定的ADI以及在猪、牛、

羊、鱼的MRL!州。日本、中国和欧盟各国对氟甲喹限量标准见表1．3。

表1-3中国和欧盟对氟甲喹药物的最大残留量

Table 1-3 MgLs established by EU and China for 0xolinic acid and Flumequine

1．2．2．2硝基咪唑类

由于硝基咪唑所具有的危害性，许多国家都针对该种药物制定了严格的食品

安全限量标准，且在一定程度上限制其使用。1988年，美国食品及药物管理局

(FDA)基于DMZ原型药物对人体健康存在的潜在危险，撤回其作为兽药使用；

欧盟1798／95／EEC规定禁止将DMZ作为兽药使用，但用作饲料添加剂仍然保留，

2002年11月，又颁布禁止在饲料中投放DMZ作为添加剂。MNZ、RNZ、IPZ也

都被禁用。最近几年，随着世界各国特别是欧盟各国、日本、美国等发达国家对

食品中药物残留的要求日趋严格，硝基咪唑类物质成为明令禁用和重点监控的兽

药品种。2002年FDA年公布了禁止在进口动物源性食品中使用的11种药物名单，

其中包括二甲硝咪唑、其他硝基咪唑类。2006年5月，日本肯定列表制度实施后，

日方对进口蜂蜜提出了硝基昧唑类兽药的检测要求，并且硝基咪唑类药物残留的

最大残留限量要求为O．1lxg／kg。日本政府根据其《食品卫生法》制定的”食品中农

业化学品残留肯定列表制度”计划于2006年5月29日起正式施行，这一制度的实

施将对我国食品和农产品对日出口带来严峻的考验，在所有食品中均”不得检出"

的农业化学品共有15种，其中包括二甲硝咪唑，甲硝唑，罗硝唑。这些物质一旦

被检出，即视为超标。2003年加拿大公布了新的修改条例，基于缺乏结合残留物的

毒性信息，而取消所有5一硝基咪唑类化合物作为兽药在食源性动物中使用。2002

年3月我国也开始对硝基眯唑类药物严格控制，农牧发[2002]1号文件中规定了在

食源性动物中禁止使用DMZ、MNZl35】。
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1．2．2．3四环素类药物

研究发现该类药物具有致突变性和潜在的致癌性，被许多国家列为限用药物。

欧盟和我国规定四种四环素类总和或单项不得超过100119／kg。

1．3检测方法的研究现状

1．3．1酶联免疫法(ELl SA)
’

由于ELISA具有操作简便、灵敏度高、专一性强、适用于批量样品分析的特

点，已广泛用于动物源性食品中兽药残留的检测。单克隆抗体技术的出现保证了

试剂连续稳定生产和标准化供应，为ELISA的应用增添了新活力。ELISA试剂盒

已成为目前国内外兽药残留检测的主流技术。

目前尚没有商品化的硝基咪唑检验试剂盒，但在对其抗体的研究方面，

L．H．Stankert3q及Fodey．T．L【3刀都作了相关研究。Huet．A．CPsJ报道了用ELISA法筛

选蛋和肌肉组织中的4种硝基咪唑的最新研究方法。样品经乙腈提取，用正己烷

脱脂后，竞争酶标免疫反应测定样品中的硝基咪唑及其代谢物，对蛋中DMZ、

MNZ、RNZ、DMZOH和IPZ的检测能力可分别达到lug／kg、10ug／kg、20 ug／kg、

20 ug／kg和40ug／kg。

De Wasch等【39】用ELISA研究了猪肉和鸡肉中的四环素类药物残留，能够检测

到的四环素类药物的最低水平是欧洲的MLR值或更低。Lee H J等Ho]研究结果表明

半定量ELISA方法可靠，能被用来预测活猪组织中的四环素类药物的残留。沈洪刚

掣4l】应用酶联免疫法快速测定猪肉中四环素族残留量，试样中残留的四环素族经

酸．丙酮提取，离心浓缩后，溶于加热过的牛奶中，用IDEEX试剂盒测定，利用的

是酶的特异性结合原理(样品中四环素族参与竞争抑制酶标抗体与抗原的结合，样

品中四环素族残留越多，抑制力就越强，酶联反应所显的颜色就越浅)，因而具有

十分强的特异性，不会出现交叉反应，本方法的灵敏度为0．10mg／kg。

酶联免疫(ELISA)法能在短时间内进行大批量样品的筛选，又不需要复杂昂贵

的大型仪器，具有特异性强、灵敏度高、样品预处理简单等优点。但同类药物的

交叉反应及ELISA法易出现假阳性结果，所以，对阳性结果需要用其他确证技术进

一步检验。

1．3．2高效液相色谱法(HPLO)

高效液相色谱的应用越来越广泛，现己成为兽药残留检测不可缺少的重要方

法。其原因主要是I-IPLC能适合分离检测不易气化或受热易分解、分子量大、离

子型农药、强极性兽药及其代谢物。这些兽药用GC测定时，必须先进行衍生化处

理。HPLC采用高效色谱柱、高压泵和高灵敏度检测器大大提高了液相色谱的检测

效率、灵敏度和速度。目前，在兽药残留分析时使用最多的检测器是紫外检测器
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∞V)和荧光检测器(FD)。紫外检测器的优点是灵敏度较高，流量和温度的变化影

响小，是梯度淋洗的一种比较理想的检测器，但是只能检测对紫外光有吸收性能

的农药。FD是一种灵敏度高、选择性强的检测器，比UV的灵敏度要高1-2个数

量级。

Harrv等【42J用高效液相色谱．荧光检测法，并采用液．液分配提取测定鸡肉组织

中氟甲喹和嗯喹酸残留，但其流动相中使用了四氢呋喃，而四氢呋喃本身在氟甲

喹和嗯喹酸的最适波长处荧光值也很高，对实验结果影响较大。BJrklundt431等人则

采用固相萃取净化，用高效液相色谱．荧光检测法测定猪肉组织中氟甲喹和嗯喹酸

残留，试验中采用了固相萃取柱，使操作过程繁琐，回收率降低。

农业部公布了动物性食品中MNZ、DMZ、RNZ残留检测的HPLC法[441，适用

于鸡的肌肉、肝脏组织中单个或多残留的检测，检测限为liag／kg，在6～50p眺g添
加浓度时回收率为60％'-'120％。样品先用乙酸乙酯提取，液液萃取、固相萃取柱

净化等过程，处理方法较为复杂。王建华【45】等建立了鸡的肌肉组织中MNZ、DMZ

和RNZ残留检测的HPLC法和气相色谱法。HPLC法中采用二氯甲烷提取后，提取

液直接过硅胶固相萃取柱净化，样品添加浓度为10"--501xg／kg时，平均回收率为

78％---91％，但灵敏度低，检测限为101xg／kg，并且二氯甲烷的毒性比较大。艾霞

1461等建立了MNZ在鸡蛋、牛奶及鱼的肌肉和皮肤中残留检测的HPLC法，鸡蛋和

牛奶样品用乙酸乙酯提取，鱼的肌肉和皮肤用乙腈提取，提取液旋转蒸干，残余物

溶于正己烷．乙酸乙酯(2：1)过固相萃取柱，洗脱液氮气吹干，流动相定容。MNZ在

各组织中的检测限均可达1．01xg／kg，空白鸡蛋、牛奶和草鱼添加MNZ浓度为1 pg／kg，

2I．tg／kg和41ag／kg时，回收率为65％'-'82％，变异系数在6％～12％之间。张雨梅笔

幽J应用HPLC．Uv法研究了二甲硝咪唑在猪体内的残留动态；谢恺舟f4S】等建立了

HPLC-UV法研究了二甲硝咪唑在肉鸡组织中的残留；沈建忠【49】等报道了用液相色

谱法检测猪肌肉组织中地美硝唑及其代谢物、甲硝唑和洛硝达唑残留量，检测阳

为1．0"-2．Og／kg；沈建忠，项新华等150l家禽肌肉组织中硝基咪唑类药物残留高效液桶

色谱检测法研究，样品经乙酸乙酯振荡提取，浓缩，盐酸溶解残渣，己烷萃取除

去脂肪。氢氧化钠调节溶液到pH 4．8．5．2，过C18小柱，甲醇洗脱，SphefisorbCl8

柱分离，320nm处检测。流动相为醋酸缓冲液．乙腈(85：15，v／v)。甲硝唑、洛硝哒

唑和二甲硝咪唑检测限分别为O．5 g&g、1．0 g／l(g和1．09／kg。肉鸡肌肉组织中添加

6．0ng／g／水平回收率分别为：甲硝唑89．8％，洛硝哒唑81．7％。二甲硝咪唑86．6％。

汪纪仓，高小龙等plJ高效液相色谱法检测鸡肌肉组织中地美硝唑及其羟基代谢物。

黄志勇等1521研究水产品中四环素类抗生素残留量的高效液相色谱测定方法，采

用4％高氯酸溶液提取样品中的残留抗生素，经浓缩处理， 流速1．0mL／min，以乙腈
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和0．01mol／LNaH2P04(18：82，v／v)为流动相，3种抗生素能与杂质峰完全分开，检测

波长为355nm。在50"---"100099／mL范围内，峰面积与抗生素浓度呈良好的线性关系

(RZ>0．99)，以测量的3倍标准偏差计算方法的检出限分别为0．0451pg／g(土霉素’)、

0．0411．tg／g(四环素)和0．080pg／g(金霉素)。平均加标回收率分别为96．5％(土霉素)、

87％(四环素)和73．2％(金霉素)。精密度(RSD)d'于5％。Ueno Rt53】等提出了一种简化

的食用鱼和小虾中药物残留的HPLC检测方法。测定四环素和土霉素时，以甲醇．

草酸(1：9，V们的混合溶液为流动相， 用28％的氨水调节pH值为7．O，紫外检测

波长360rim，检测限为0．02肛g儋。Naoto Furuawa没有采用常用的C18柱或C8柱，而

是用C4柱，这对于保留时间取决于非极性作用的四环素族抗生素来说C4柱比C18

或C8柱其更不易保留，所需的流动相极性强度和量均减小，可采用无机相做为流

动相。庞国芳【54】等建立了一种高效液相色谱法同时测定禽肉中士霉素、四环素、

金霉素、强力霉素残留的分析方法。禽肉样品用0．1mo忱Na2EDTAMcllvaine缓冲

液提取，清液用Oasis HLB固相萃取柱和Carbolic acid阴离子交换柱净化，用流动

相洗脱定容后，用紫外检测器于350nmN定，在5"～lOOmg／kg的添加水平下其回收率

在60％"-'100％之间，相对标准偏差在16％以内。土霉素、四环素的检出限为2mg／kg，

金霉素、强力霉素的检出限为5mglkg。安清聪【551等研究动物组织中四环素类抗生

素残留的HPLC检测，试验分别采用50ml／L高氯酸、Mcllvaine缓冲液为样品提取液；

甲醇～乙腈珈．01mol／L草酸为流动相，流速1．0ml／min。结果显示土霉素、四环素、
金霉素的最低检测限为100mg／kg，在100,-一1000mg／kg浓度范围内，标准添加回收

率为74．3％"-'97．1％，变异系数为0．43％---,9．54％。此方法的检测限太高，没法满足

欧盟和我国对四环素类的检测要求。

1．3．3液相色谱一质谱法

液相色谱．质谱法是近几年兴起的新技术，用于分析对热不稳定，分子量较大，

难以用气相色谱分析的兽药残留。与其他检测方法相比具有检测灵敏度高、选择

性好、定性定量同时进行、结果可靠等优点，是国际上公认的兽残检测确证法。

随着大气压化学电离源和电喷雾离子源接口技术的成熟，液相色谱。质谱法越来越

受到人们的青睐。

M．J．Sams[56]利用LC-UV筛选，LC-APCI-MS确证鸡肉组织、蛋中的DMZ、

RNZ及其代谢物。A．Cannavanl5列用热喷雾离子源(TSI)的LC．MS测定了肌肉组

织和蛋中的DMZ，样品用二氯甲烷(肌肉)或甲苯(肝脏和蛋)萃取，萃取液过硅胶固

相萃取小柱，DMZ用乙腈洗脱，洗脱液蒸干后溶于流动相进样分析，检测限为

599／kg，添加浓度在5---'2099／kg时，回收率均大于80％。D．H．Pessel[ss]用LC-ESI．MS

同时测定了肌肉组织中四种硝基咪唑类残留物DMZ、RNZ、DMZOH、NZL。王
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海，刘素英等【591研究了猪各组织中硝基咪唑类药物残留量，猪肌肉、肝脏、肾脏

和皮下组织中硝基咪唑类药物的检测限为0．5"-"lug／kg；空白组织添加硝基咪唑类

药物水平为0．5、1、2或4ug／kg时，测得回收率：肌肉在61．1％"--85．4％之间，肝

脏在62．3％"-'80．4％之间，肾脏在61．6％"--82％之间，皮下组织在63．6％"--84．1％

之间。杨成对，宋莉晖等160]研究了家禽肌肉组织中硝基咪唑类药物残留的液相色

谱串联质谱测定，样品用乙酸乙酯提取、浓缩、过滤后直接进入液相色谱．质谱分

析。硝基咪唑类药物显示弱碱性，可加矿形成准分子离子，但是质子化效率影响检测

限，采用监测母离子及其相应子离子的多反应监测技术，根据离子流峰面积进行

定量。3种药物的定量检出限分别为甲硝唑0．8ug／kg、洛硝哒唑0．1ug／kg二甲硝唑

0．1ug／kg，1次分析的运行时间为5min，缩短了分析时间。吴香美，李焕德162]建立

一种高效液相．质谱法(HPLC-MS)检测4种硝基咪唑类药物(甲硝唑、替硝唑、奥硝

唑、塞克硝唑)。Capitan．V矾lveyi∞J等采用LC．MS检测水样中5种硝基咪唑类药物

的含量，最低检测限在0．2肛g／L。Hurtaud-Pessell64J等建立鸡肌肉组织中MNZ、RNZ、

DMZ和HMMN4种硝基咪唑类药物多残留检测的LC-MS法，乙酸乙酯萃取蒸干，

去脂后进样分析，内标法定量，检测限在5Itg／kg以下，样品处理简单。添加浓度

为5I．tg／kg时，4种药物回收率在73％,---97％，变异系数为17％,-一26％。E．Daeseleire

1651LC．ESI-MS／MS建立了蛋中的DMZ、RNZ和MNZ的同时确证方法。高新，张

小燕166]等采用高效液相色谱质谱联用技术测定鸡蛋中罗硝唑、甲硝哒唑、迪美唑

的含量，试样在用乙腈进行简单萃取和有机溶剂蒸发后，过滤萃取物，并将所得

产物直接注入C18柱的LC．MS／MS系统。其中母系离子【咖+由正极气体电离
源分裂氩气产生。三种化合物的检测极限是O．5ug／kg，回收率DMZ为76％，MNZ

为79％，RNZ为83％。

Mare C等16¨用HPLC和MS／ESI检测器测定了猪肉组织中四环素类抗生素的残

留，用(M+功+峰进行定量，检测限是O．5～4．Sng／g。蒋宏健和袁汉成娜J利用Waters

的API—LC／MS探讨了痕量四环素的检测方法，证明该方法具备灵敏度高、定量准

确等特点，符合国际上通用的检测要求。采用XterraMSCl8色谱柱(2．1mmxl50mm)，

流动相为乙腈．水(V／V=30-70)，流速为0．2ml／min；ZQ质谱检测器：正、负离子同

时采集，电离电压3．7KV，锥孔电压23V，离子源温度为125"C，雾化温度为35012。

1．3．4气相色谱法和气相色谱一质谱法

气相色谱法分离样品具有快速、高效的特点，但只是常规分析法，不能确证

分析。因硝基咪唑类化合物为含氮的易挥发性物质，可用气相色谱氮磷检测器法

fNPD)直接测定。J．H．Wan9169J等利用Gc_NPD测定了DMZ、MNZ和RNZ。以磷

酸三苯酯为内标，硝基咪唑经乙腈提取后用醋酸酸化，过阳离子固相萃取柱(SCX)，

12



上海海洋大学硕士学位论文

乙腈一28％甲醇液洗脱分析物。洗脱液吹干后溶于甲醇进样分析。按照空白样品提

取液的3倍信／噪计算，DMZ和MNZ的检测限为0．2ng／g，RNZ为0．5ng／g。DMZ、

RNZ和MNZ添加浓度为599／kg时，3种药物的回收率分别为85％、90％和80％，

变异系数分别为13．0％、14．3％和11．2％。Newkirk等170l报道了用气相色谱法检测

地美硝唑在猪肌肉组织中的残留，当组织样品取样量为50．Og时，检测限为

1．099／kg。

气相色谱．质谱法既具有气相色谱高的分离效能，又具有质谱准确鉴定化合物

结构的特点，可达到同时定性、定量的检测目的。用于农药残留量检测工作，特

别是对农药代谢物、降解物的检测和多残留检测等具有突出的特点。J．Polzer[71】建

立了火鸡和猪组织中4种硝基咪唑类药物及它们的羟基代谢物的GC-NCI／MS(负

离子化学电离)法，59样品加酶和缓冲液水解过夜，缓冲液取出后去脂过萃取柱，

分析物测定前衍生化，内标法定量。DMZIHMMNI、RNZ、MNZ和羟基甲硝唑

(MNZOH)的检测限为0．65-～2．81ag／kg，IPZ和羟基异丙硝唑(WZOI-I)为5．299／kg，

回收率为95％---120％。Morrisl721建立的GC．MS-MD检测猪饲料中DMZ和IPZ检

测限达不到299／kg，但两种药物添加水平为0．1mg／kg时，质谱图中可给出足够质

谱信息来确证两种药物。但由于质谱仪比较昂贵，目前在国内尚未广泛应用于农

药残留量检测工作。

1．3．5其它检测方法

Gaugain[73】建立了检测猪和禽组织中RNZ、DMZ和HMMN I(羟基地美硝唑)

残留检测的高效薄层色谱法(HPTLC)法。猪和禽肉用二氯甲烷萃取后蒸干，残余物

溶于乙酸铵溶液，正己烷脱脂，去脂后的溶液过固相萃取柱，洗脱液吹干溶于甲

醇点板。展开剂为甲醇一乙酸乙酯。板干燥后喷毗啶紫外312nm检测。RNZ、DMZ

和HMMN I的检测限分别为2I_tg／kg、599／kg和5lag／kg。．

林修光【硎等研究了用标准纸片法快速测定鸡肉中四环素族残留量。戴栗洁【75】

改变检定所用藤黄微球菌的培养温度，对土霉素的含量进行生物检定，结果表明

在8．72"--'41．6199／mI旅度范围内的对数剂量与抑菌圈的直径呈良好的线性关系。钱

英176J使用薄层色谱法定性测定家禽类肌肉组织中四环素和土霉素，无水四环素在

波长365nm下显黄色荧光，无水土霉素显绿色荧光，根据与标准对照可定性测定，

检测限为O．2mg／kg。张兰等【77】用毛细管电泳—紫外检测法测定水产品中的土霉素等

抗生素的含量。电泳峰面积在2．5---300．0mg／mL，范围内呈现良好的线性，检测限

为0．51ag／mL。

13
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1．4目的意义和研究内容

1．4．1目的意义

在世界贸易组织成员国之间，以关税、配额、许可证等为特征的贸易保护措

施受到了限制。由于欧、美、日等发达国家对WTO中相关规则十分精通，并且在

兽药的生产、管理、监控及检测等方面均具较强的技术优势，他们便采取各种手

段，以种种名义实施新的贸易保护措施。其中，食品安全质量问题已成为非常重

要的贸易保护手段。美国、日本和欧盟不仅要求农药残留检测种类多，而且相当

部分的农残限量标准定在检测方法的测定低限，个别项目限量标准要求已接近方

法和仪器的最低检测极限，为超痕量分析，即pg／kg水平，甚至更低。目前国外水

产品中药物残留检测有向多项目、低限量发展的趋势。相当数量的渔药品种被禁

用或严格限用而不设定ⅧI尚即规定在水产品中，采用当代国际上最先进的测定
方法不得检出。水产品中渔药残留超标问题己成为我国水产品出口的主要障碍，

形势十分严峻。我国渔药残留检测与国外发达国家技术水平尚有差距。长期以来，

我国水产品中渔药残留超标致使出口受阻局面不能得到彻底改变的原因是多方面

的，其中检测技术水平较低，检测方法与国外的质量标准不相适应，不具备高效

的渔药多残留系统检测方法是一重要技术障碍。

由于我们缺乏多种类渔药的多残留检测方法及其快速检测技术，无法保证进

出口水产品快速检验的要求，更无力对进口水产品采取技术性贸易措施，经常遭

受水产品进口国设置的各种技术贸易壁垒的阻挡和退货，致使我国的水产品贸易

蒙受巨大的损失。

综上所述，研究建立一套适合我国国情并与国外先进技术接轨的多种类、多

残留渔药快速筛选检测与确证方法已迫在眉睫，这是一项高技术水平并具有极高

应用价值的开拓性工作。

1．4．2研究内容

本课题的研究内容是：

1．研究建立水产品中氟甲喹残留量的液相色谱测定方法。

2．研究建立水产品中硝基咪唑类残留量的液相色谱串联质谱测定方法。

3．研究建立水产品中四环素类残留量的液相色谱串联质谱测定方法。

14
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2氟甲喹在水产品动物体内的残留检测方法研究

2．1材料与方法

2．1．1仪器和设备

岛沣LC．IOAT，配RF．10Axl荧光检测器；Waters2695，配2475荧光检测器；

Agilentl 100。

BP221S型电子分析天平：精度0．00019，西德赛多利斯公司；

组织匀浆机IKA．T18basie：德国IKA公司；

漩涡混合器：德国ⅨA仪器公司；

KQ．600DE型数控超声波清洗器：昆山市超声仪器有限公司；

Milli．Q超纯水仪：密理博公司；

高速离心机：最高转速4000r／min，飞鸽牌TDL-40B；

旋转蒸发器laborota4000：德国Heidoplh公司；

N．EVAP 111氮吹仪：美国Organomation公司。

2．1．2材料和试剂

氟甲喹标准品(含I>99．O％)；

乙腈、草酸、正己烷均为色谱纯；

无水硫酸钠、氢氧化钠为分析纯；

水：Milli—Q超纯水；

5mol／L氢氧化钠溶液。称取2．Og氢氧化钠固体于10mL容量瓶中，定容；

0．03mol／L氢氧化钠溶液。量取5．0mol／L氢氧化钠液0．6mL，加水稀释至

lOOmL；

0．01mol／L草酸溶液。称取草酸0．909，用水稀释至1000mL。

鲜活虾、蟹、鱼类样品(市售)。

2．1．3色谱条件

色谱柱：CSLuna色谱柱，150 mmx4．6 mm(id)，5岬，美国Phenomenex公司；
柱温：35℃；

检测器：荧光检测器，激发波长3 12nm，发射波长369nm；

流动相：O．01moVL草酸：乙腈=65：35(v／v)； ．

流速：0．8mL／min；

进样量：10此。

15
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2．2方法建立

2．2．1标准曲线的绘制

标准储备液(1．Om幽nL)：准确称取氟甲喹标准品各lOmg，分别用O．03mol

／L氢氧化钠溶液溶解并定容至lOmL，配成1．Omg／mL的标准储备液，置一18"C冰

箱中保存备用。

标准使用液：准确量取适量氟甲喹标准储备液，用乙腈稀释成浓度为1．O“g／mL

和0．1Itg／mL，标准使用液置4"12冰箱中保存。

标准工作溶液：准确量取适量标准使用液，用乙腈稀释成浓度为1，2，5，10，

20，50，100ng／mL的系列工作液。

绘制标准曲线：将绘制标准曲线用工作液从低浓度到高浓度依次注入液相色

谱仪，按2．1．3项下的色谱条件进行分析。每一浓度进3针，按其所得峰面积的平

均值与对应的标准溶液浓度作标准曲线图，并计算回归方程及相关系数。

2．2．2样品处理

制样：鳗鱼取带皮肌肉。样品切为不大于0．5emxO．5emxO．5era的小块后混匀，

放置于．18℃冰箱备用。

提取：将试样解冻，称取2．09，精确到O．Olg)置于50mL聚乙烯离心管中，

加乙腈lOmL，无水硫酸钠29，均质提取30s，加入8mL正己烷，涡旋混合lmim，

以4000 r／rnin离心lOmin，弃去上层有机相，下层清液转移至50mL鸡心瓶中；另

取一个50mL离心管，加入lOmL乙腈，洗涤均质刀头10s，‘洗涤液移入第一支离

心管中，用玻璃棒搅动残渣，加入8mL正己烷，涡旋提取lmin，以4000 r／min离

心lOmin，弃去上层有机相，下层清液转移至上述50mL鸡心瓶中，于55℃下旋

转蒸发至干。准确加入lmLO．Olmol／L草酸：乙腈=65：35(V／V)液体溶解残留物，

在振荡器上涡旋30s，过0．451xm的滤膜，供高效液相色谱分析。

2．2．3回收率及相对标准偏差的测定

取鳗鱼、虾、鲤鱼空白组织29，准确加入合适浓度的标准工作液，制成浓度

为1ng／mL'--"100ng／mL的添加样品，并按2．2．2项下的提取程序进行操作。以测得

量和添加量之比计算回收率，并计算相对标准偏差。

2．2．4实际样品

鲜活虾、蟹、鱼类样品按2．2．2处理

16
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2．3结果

2．3．1标准曲线及回归方程

取标准工作溶液，以待测物质量浓度为纵坐标，以时间为横坐标进行线性回

归，结果表明氟甲喹的线性相关系数均>O．99，绘制标准曲线见图2．1。

图2-1卜100 ng／mL氟甲喹标准曲线Fig 2-1 Calibration curve ofFlumequine at 1-100 ng／mL

2．3．2检测限和定量限

在空白鳗鱼、虾、鲤鱼带皮肌肉组织中分别添加氟甲喹标准溶液199／kg，经

测定其信噪比(S／N)都大于3，表明氟甲喹检测限分别为1．0I-tg／kg。在空白鳗鱼、

虾、鲤鱼带皮肌肉组织中分别添加氟甲喹标准溶液299／kg，经测定其信噪比(S／N)

都大于10，表明氟甲喹的定量限分别为299／kg。从测定结果来看(图2-2--一19)，

分离效果好，在目标物保留时间附近没有任何干扰峰。

17



上海海洋大学硕士学位论文

0∞

萎
oD4

DD2

OD0

O 2 4 6 8

l—h●t‘

图2-2 10．0 pg／L氟甲喹标准溶液色谱图Fig 2-2 Chromatograms corresponding to 10．0 pg／L
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图2-3空白鳗鱼样品色谱图

Fig 2-3 Chromatograms corresponding to blank eel muscle
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图2-4鳗鱼加标样品色谱图，添加水平：1．0,g／kg

Fig 2-4 Chromatograms corresponding tO eel muscle spiked at 1．0lxg／kg
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图2-5鳗鱼加标样品色谱图，添加水平：2．0 rtg／kg

Fig 2-5 Chromatograms corresponding to eel muscle spiked at 2．0I_tg／kg
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图2_6鳗鱼加标样品色谱图，添加水平：10．0．g／kg

Fig 2-6 Chromatograms corresponding to eel muscle spiked atl O．0 Ilj班g
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图2-7鳗鱼加标样品色谱图，添加水平：20．0 pg／kg

Fig 2-7 Chromatograms corresponding to eel muscle spiked at 20．Op∥l(g

图2-8 10．0}Ig／L氟甲喹标准溶液色谱图

Fig 2-8 Chromatograms corresponding to l O．0 ng／n：lL standard solution

图2—9空白虾样品色谱图

Fig 2-9 Chromatograms corresponding to blank shrimp
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图2一lO虾加标样品色谱图，添加水平：1．0 pg／kg

Fig 2-10 Chromatograms corresponding to shrimp spiked at 1．0}lg／kg

图2-11虾加标样品色谱图，添加水平：2．0 pg／kg

Fig 2-1 1Chromatograms corresponding to shrimp spiked at 2．0 p∥kg
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图2—12虾加标样品色谱图，添加水平：10．0 rtgacg

Fig 2—12Chromatograms corresponding to shrimp spiked at 10．0 pg／kg

图2—13虾加标样品色谱图，添加水平：20．0 pg／l【g

Fig 2-13 Chromatograms corresponding to shrimp spiked at 20．0}lg／kg
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图2·14 2．0 pg／L氟甲喹标准溶液色谱图

Fig 2-14 Chromatograms corresponding to 2．0 ng／mL standard solution

分钟

图2．15空白鲤鱼样品色谱图

Fig 2—1 5 Chromatograms corresponding to blank carp
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图2-16鲤鱼加标样品色谱图，添加水平：1．0／L|g／kg

Fig 2-1 6 Chromatograms corresponding to carp spiked at 1．0¨g／l【g
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图2-17鳗鱼加标样品色谱图，添加水平：2．0肛g／kg

Fig 2—17 Chromatograms corresponding to carp spiked at2．0 Ilg／kg
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图2-18鲤鱼加标样品色谱图，添加水平：10．0”,g／kg

Fig 2-18 Chromato舀椰corresponding to carp spikeA at 10．0 tlg／kg

图2一19鲤鱼加标样品色谱图，添加水平：20．0 pg／kg

Fig 2—19 Chromatograms corresponding to carp spiked at 20．0 pg／kg
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2．3．3回收率及变异系数

取空白水产品带皮肌肉组织2．Og加适量的标准溶液，制成含氟甲喹浓度为

5．0"--'20．099／kg的添加样品，按2．2．2步骤中组织样品的提取方法处理后进行色谱

分析。取峰面积值计算氟甲喹的含量，以加入量和测得量之比计算回收率。选择3

个不同水平，按每个水平各测6个样品的回收率计算批内的变异系数；每个浓度

各测3批，计算批间的变异系数，结果见表2．1"-'2—3。

实验结果表明，方法中氟甲喹在5ng／g、10ng／g、20ng／g添加水平的平均回收率

在85％．105％之间。批内变异系数<2％，批间变异系数<9％，结果重复性好，回

收率高，方法的准确度和精密度可以满足药残检测的要求。

2．3．4测定样品结果

采用所建立的方法对市场采集的鲜活虾、蟹、鱼类产品进行了检测。实际样品

中氟甲喹在鱼类中有检出，但没有超标。

2．4讨论

2．4．1色谱条件的优化

2．4．1．1流动相的选择

荧光检测器利用特定波长能有效的检测和定量氟甲喹。利用乙腈和草酸作为

流动相比用盐溶液或离子试剂作流动相具有更好的分辨率和峰形【78】。实验分别考

察了由乙腈．水组成的混合物、乙腈．甲醇一水混合物和乙腈．四氢呋喃水混合物三种

不同的流动相，结果发现运用ACN．THF．0．02 mol／L的磷酸溶液作为流动相，

10ng／ml的标准液峰形拖尾严重，检出限稍高，并在试验中利用荧光分光光度计测

得10ng／ml的标准液在激发波长312nm，发射波长369nm处的荧光值与纯四氢呋

喃在此处的荧光值相差很少，影响了检出限的降低；利用乙腈甲醇一水混合物作为

流动相，峰形稍差。本试验采用ACN一0．01mol／L的草酸作为流动相，乙腈和草酸

都没有荧光值，可以降低检出限到2ng／mL。

2．4．1．2流动相l：l-．t歹lJ的选择

为了缩短分析时间，我们采用等梯度洗脱，即乙腈：0．01％的草酸=35：65ⅣⅣ)，

两种物质都能在9分钟内被分离。实验研究了乙腈．草酸的比例、草酸的浓度、柱

温及流速对峰形及保留时间的影响，通过对流动相中不同比例的乙腈和草酸进行

的研究结果显示，随着乙腈比例的增加，两种物质的保留时间降低，但是乙腈比

例增加对荧光响应值没有明显影响(图2-20)。当乙腈比例增加到70％时，峰形明

显变差，当乙腈比例增加到75％时，两个峰保留时间很接近，没法将其分开。本

试验还对不同浓度的草酸对荧光值的影响进行了研究，发现不同浓度的草酸对荧
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光值没有明显影响(图2．21)。

本文考虑到保留时间和峰形及分离度的多重影响，最后确定了乙腈一草酸比例

为35：65，草酸浓度为O．Olmol／mL，流速为0．8mL／min，柱温为35℃。

表2．1鳗鱼组织中氟甲喹回收率测定结果(n=6)

Table 2-1 Recoveries of Flumequine from eel tissue
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2．4．2前处理过程的优化

2．4．2．1萃取方法和萃取试剂的选择

固相萃取是近些年来常用的前处理提取净化方式【79{11。目前针对氟甲喹净化

而使用的固相萃取柱主要是SPE柱，SPE柱的填料可以是C18，C8，C2或苯乙烯

一二乙烯苯共聚物，但固相萃取需要淋洗及洗脱，对样品提取液也有一定要求，

本试验选择了成本低、样品处理速度快的液液萃取。试验比较了利用乙酸乙酯、

氯仿、二氯甲烷，乙腈作为提取液的效果。由于氯仿具有比较大的毒性，一般不

采用；用二氯甲烷提取的方法在离心过程中有悬浮物，上清液不易提取；利用乙

酸乙酯和乙腈提取回收率相差不大，但利用乙腈可以直接加正己烷去脂，简化试

验步骤。所以选择乙腈作为提取剂。对鳗鱼肌肉进行不同溶度的氟甲喹(5---20rig／g)

的加标回收，回收率均在85％---105％之间。

2．4．2．2定溶溶液的选择

本试验比较了氮吹仪浓缩至干后利用流动相、0．01mol／L的氢氧化钠、O．2％甲

酸定容、乙腈：O．01％革酸(VⅣ=l：1)这四种不同溶剂或比例定容，过膜，进样

28
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测其回收率，结果显示利用流动相定容的方法其峰形最好。

2．4．2．3提取方法的选择

本试验对同一样品同种浓度加标后在四种情况下的回收率进行了分析。分别进

行了不均质旋转蒸发至干，均质旋转蒸发至干，不均质氮吹仪浓缩至干和均质氮

吹仪浓缩至干四种方法的比较。结果发现，均质比不均质效果好；用旋转蒸发至

干比用氮吹仪浓缩至干回收率要好，最终选择了均质后旋转蒸发至干为优化后的

提取方法。

6

样 5

品

出 4

峰

爵 3

间 2

(min)

l

O

40 45 50 55 60 65 70 75 80

乙腈含量(％)

图2．20流动相中不同比例的乙腈对保留时间的影响

Fig 2-20 Effects ofdifferent proportion ofacetonitrile and oxalic acid On retention time

3．25

3．2

3．15

响应值

3．1

3．05

3

O．01 0．02 O．03

草酸浓度(mol／L)

图2-21不同浓度草酸对荧光值的影响

Fig 2—21 Effects ofdifferent concentrations ofoxalic acid on the fluorescence
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2．4．3稳定性研究

氟甲喹无论在碱性环境下还是酸性环境下都具有很好的稳定性。本试验中，

样品在室温(20—25"(2)或4"C间隔96小时再进样，峰形及面积没有明显影响。

2．5小结

本实验建立测定鳗鱼中氟甲喹含量的高效液相色谱荧光检测法。氟甲喹在

lng／kg一-"100ng／kg范围内线性关系良好，氟甲喹的线性相关系数均>／0．999，。氟甲

喹的检测限为2．51ag／kg；氟甲喹的定量限分别为5pg／kg。方法中氟甲喹在各添加

水平的平均回收率在70％"-'100％之间。批内变异系数<4％，批间变异系数<9％，

结果重复性好，回收率高，该方法操作简便、灵敏度高、重现性好，适合于大批

量样品的检测。
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3硝基咪唑类在水产品中的残留检测方法研究

3．1材料与方法

3．1．1仪器和设备

Thermo Finnigan TSQ Quantum Access液相色谱一高分辨串联四极杆质谱联用

仪，配有ESI源。

BP221S型电子分析天平：精度0．00019，西德赛多利斯公司；

组织匀浆机IKA-T18basic：德国IKA公司；

漩涡混合器：德国IKA仪器公司；

KQ一600DE型数控超声波清洗器：昆山市超声仪器有限公司；

Milli．Q超纯水仪：密理博公司；

高速离心机：最高转速4000r／rain，飞鸽牌TDL-40B；

旋转蒸发器laborota4000-德国Heidoplh公司：

N．EVAP 1 1 1氮吹仪：美国Organomation公司。

3．1．2材料和试剂

甲硝唑(MTZ)、二甲硝唑(DMZ)和洛哒硝唑0mZ)标准品(纯度>99．5％)；

氘代二甲硝唑(DMZ-D3)标准溶液(1 001ag／mL)；

甲醇、甲酸、醋酸铵(均为色谱纯)；

乙酸乙酯、硫酸钠(均为分析纯)；

O．1％甲酸溶液(含0．5mmol／L醋酸铵)；

0．5mmol／L K2HP04缓冲液(pH 8．8)。

试验用水符合GB／T 6682一级水指标。

标准储备溶液：1．0mg／mL，分别称取适量的MTZ、DMZ和RNZ标准品，用

甲醇定容配成1．0mg／mL的标准储备液，避光．18℃下保存，可使用一年。

混标使用液：准确吸取MTZ、DMZ和RNZ标准储备溶液，用流动相逐级稀

释配成1．01Jg／mL和O．1lxg／mL混合溶液，避光4℃冷藏保存，保存期为3个月。

内标使用液：1．0I-tg／mL， 准确吸取100此DMZ-D3标准溶液(100pg／mL)

于10mL容量瓶中，用甲醇稀释至刻度，避光4℃下保存，可使用3个月。

鲜活虾、蟹、鱼类样品(市售)。

3．1．3色谱条件和质谱条件

色谱柱：Hypersil Gold C18(2．1mm×150mm，2．1岬)；
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流动相：A，0．1％甲酸溶液(含0．5mmol／L醋酸铵)；B，甲醇；梯度洗脱程序：

O～3．0min 90％A：3．0"-'5．5rnin 90％A～10％A；5．5～8．0 minl0％A：8．0"--8．1min

10％A---'90％A，8．1---'10min 90％A；

流速：0．25mL／min；

进样量：．25I-tL；

柱温：35℃。

离子化模式：大气压电喷雾离子源(ESI)，正离子模式；

喷雾电压：4100v；

鞘气压力：35psi；

辅助气流量：3L／min；

离子传输毛细管温度：350℃；

源内碰撞诱导解离电压：10v；

锥孔电压：35v；

扫描模式：选择反应监测(S砌订)；

Q1半峰宽：0．4Da；

Q3半峰宽：0．4Da；

碰撞气压力：氩气，1．5reTort。

3．2方法建立

3．2．1标准曲线的绘制

分别准确移取0．199／mL混合标准使用溶液0．020mL、0．050mL、O．100mL、

O．200mL和l p酊IlL混合标准使用溶液0．050mL、O．1 00mL、0．200mL于7个进样瓶中，

再向7个进样瓶中分别加入0．050mL氘代二甲硝唑内标溶液，用甲醇(甲醇：水

=10：90)溶液定容至lmL，测定。

3．2．2样品处理

3．2．2．1制样

取水产品可食部分，切成不大于0．5cm×0．5em×0．5cm的小块，充分匀浆，

备用。

3．2．2．3提取

准确称取2．09样品置于50mL具塞离心管中，准确加入50}tL氘代二甲硝唑内标

使用液，于涡旋混合器上快速混合30s，避光放置10min。加入3．09无水硫酸钠，混

匀，再加入8mL乙酸乙酯，于旋涡振荡器上涡旋提取lmin，超声波提取10min，以

4000r／min离,15,5min，取上清液于50mL梨形瓶中。重复上述提取步骤一次，合并乙
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酸乙酯提取液，于35"C水浴旋转蒸发至于。准确加入1．0mL甲醇(甲醇：水=10：90)

溶液涡旋振荡溶解残留物，过0．2rim滤膜到进样瓶中，供液相色谱．质谱仪测定。

3．2．3实际样品

鲜活虾、蟹、鱼类样品按3．2．2处理。

3．3结果

3．3．1标准曲线

配制质量浓度为1---,200ng／mL的系列标准溶液，以待测物与内标的峰面积比

为纵坐标，待测物的质量浓度为横坐标进行线性回归，结果表明，DMZ、RNZ和

MTZ的线性相关系数分别为0．9995，0．9998和0．9987。

Y=-3239．03+1 9393．3杈R^2=0．9998 W：Equal

100000

80000

∞80000
巴
《

40000

20000
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a：RNZ

Y=一336，21 8+20455．4杈R^2=0．9995 W：Equal
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80000
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b：DMZ
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15000

10000

《
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Y=一1 2000．4+32933．2*X R^2=0．9987 W．Equal
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c：MTZ

图3二11-100 ng／mL硝基咪唑类标准曲线

Fig 3-1 Calibration cllrvc ofRNZ、DMZ、MTZ at l-100 ng／mL

3．3．2检测限和定量限

方法的检测限一般是根据信噪比外推得到。根据实验结果外推，本方法的检

测限已经达到极低的数值，而实际上这样低的检测限通常很难实现。方法的定量

限是指在保证具有一定可靠性(准确度和精密度)的前提下，分析方法能够测定出的

样品中药物的最低浓度。本实验在空白样品中添加硝基咪唑类标准溶液，DMZ添

加水平为2．099／kg，MTZ和RNZ添加水平为1．01．tg／kg时，MTZ、DMZ和RNZ

的信噪比(S／№大于lO，而且方法学数据是可靠的表明DMZ定量限可以达到

2．099,／kg，MTZ和RNZ定量限可以达到1．01．tg／kg。
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图3—3 MTZ、DMz和RNz混合标准(2．ong／mL)及DMz—D3的选择离子流图
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Fig．3-3 Chromatograms ofthr∞Nitroimidazole drugs and internal standard spiked(2．Ong／mL)

t

蔓省麓‰嚣篇尝。茹蔷：*：盘盏。。棚

，∞

Dl旧乙．D3

36

&皇，享l哥：



上海海洋大学硕士学位论文

璺
量
量

童
王

0巴m‘土I蓐
■t

叠蛆

帕嘲 ，岫

图3_4 MTZ、DMZ和RNZ混合标准(2．0 ng加lL)及DMZ-D3的质谱图
Fig 3-4 Mass chromatograms of MTZ、DMZ、RNZ and DMZ-D3(2．0 ng／mL)
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图3-6鳗鱼空白样品中添加～fI'Z、DMZ、RNZ和DMZ—D3的选择离子流图，添加水平：2．0|I g／kg．

Fig．3-6 Chromatograms ofthree Nitroimidazole drugs and intemal standard spiked in eel sample

Spiked level：2．0 pg／kg．
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图3-7鳕鱼中添加3种硝基咪唑类药物及内标物的离子流图，添加水平：2．0p∥昭．

Fig．3-7 Chromatograms ofthree Nitroimidazole drugs and internal standard spiked in a ling sample

Spiked level：2．0}Ig／kg．

图3．8空白虾样品选择离子流图

Fig 3-8 Chromatograms corresponding to blank shrimp
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图3-9虾中10．0 p创唔添加回收率的选择离子流图

Fig 3-9 Chromatograms corresponding to shrimp spiked at 10．0 ng／mL

3．3．3回收率及变异系数

选取阴性鳕鱼、鳗鱼和虾样品，添加3种硝基咪唑类标准品和内标，考察方

法的回收率。每个样品重复测定6次，考察方法的精密度，结果见表3．1~3．3，相

应的色谱图见图3—2~3—9。实验结果表明，方法中3种硝基咪唑类在2．0弘g／kg、

5．0pg／kg和10．01上g／kg添加水平的平均回收率在86％一102％之间，相对标准偏差<

6％。结果重复性好，回收率高，方法的准确度和精密度可以满足药残检测的要求。

．表3．1鳗鱼加标回收率及变异系数(n=6)

Table 3-1 Recoveries of DMZ，RNZ and MTZ from spiked eel(r商)
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A3-2虾加标回收率及变异系数(n=6)

Table 3-2 Recoveries of DMZ，RNZ and MTZ from spiked shrimp(n=6)

．表3．3鳕鱼样品q'DMZ、RNZ和MTz的添加回收率(n．=6)

Table 3-3 Recoveries ofDMZ，RNZ and MTZ from spiked ling(n．=6)

33．4定性

DMZ、RNZ和MTZ的定性分别采用m／z96．1和81．1，140和55，128和82．1及其

相对丰度比来定性，基峰与次强碎片离子丰度比应符合表3要求。

表34基峰与次强碎片离子丰度比要求

Table 3-4 The require of ion abundance

次强碎片离子相对丰度

The relative abundance of

metastable peak％

允许相对偏差

Allowed relative deviation％

>50

>20～50

>10～20

士20

士25

士30
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S 10 士50

3．3．5选择反应监测母离子、子离子和碰撞能量

选择反应监测母离子、子离子和碰撞能量见表3—5
表3-5种TCs类药物的质谱条件

Table 3-5 The mass spectrometry conditions of DMZ，RNZ and MTZ

3．3．6实际样品测定

采用所建立的方法对市场采集的鲜活虾、蟹、鱼类产品进行了检测。硝基咪

唑类残留均未检出。

3．4讨论

3．4．1提取净化条件的研究

3⋯4 1 1萃取方式的选择

硝基咪唑类药物的提取一般有两种方式：液．液萃取法和固相萃取法(SPE)。

固相萃取法对样品的净化效果要更好一些，但是步骤繁琐，回收率受操作水平影

响较大，且成本高。串联质谱的强抗干扰能力使其对样品的前处理净化依赖性很

低。本方法采用液一液萃取法，将前处理过程简单化，且消耗成本降低。

3．4．1．2提取试剂的选择

文献报道的用于硝基咪唑类药物提取溶剂包括乙酸乙酯、甲醇、乙腈、甲苯、

二氯甲烷等有机溶剂【82硼。实验发现二氯甲烷和乙酸乙酯对硝基咪唑类药物的提

取效果比较高，但二氯甲烷对人体毒性较大，尽量不采用。同时由于硝基咪唑类

残留对热有一定的敏感性，在旋转蒸发步骤中过高的水浴温度将导致回收率偏低，

因此应尽可能在实验中利用低沸点的有机溶剂，故本方法选择乙酸乙酯作为提取

溶剂。

3．4．1．3提取方式的选择

实验分别考察了涡旋、超声波振荡和涡旋后再超声波振荡三种提取方式。结

果表明，涡旋后再超声波振荡提取效果比较好，而且回收率比较稳定，因此本方
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法采用涡旋后再超声波振荡的提取方式。

3．4．1．4挥干温度的选择

实验分别考察了35。C、45。C和55 0C=种挥干温度对回收率的影响，结果表明，

随着温度的升高DMZ、DMZ．D3的响应降低，RNZ、MTZ的响应值相对稳定。采

用45。C和55。C的挥干温度时，RNZ、MTZ均会因内标的响应值较低而导致回收率

偏高；采用35℃的挥干温度时，MTZ、DMZ和RNZ的回收率均较好，因此，本方

法选择35℃的挥干温度。同时应注意旋转蒸干时不应过度蒸干，而且蒸干后应立

即加入定容溶剂，防止硝基咪唑类药物分解。

3．4．2定容溶液的选择

实验尝试了分别采用A．甲醇、B．甲醇：水(50：50)、C．流动相一甲醇：水(10：90)

三种溶液定容，结果发现：A色谱峰完全消失；B色谱峰比较宽；C色谱峰比较好。

ESI源是低流速源(流速一般在0．2mL／min左右)，主要靠高压、氮气雾化，加热毛

细管加热使溶剂汽化，如果流速太大，去溶剂效果不好，离子化效率也不高，会

使响应降低。如此低的流速下，进入25此样品会严重改变流动相比例，导致色谱

峰变宽，甚至消失。因此本方法选择C。流动相一甲醇：水(10：90)作为定容溶剂。

3．4．3色谱条件的优化

色谱分离柱采用C18或者c8反相柱皆可，对Thermo Hypersil Gold C18柱和

Agilent Extend C18柱的效果进行了评估，发现二者均可实现基质和分析物的较好

分离。本实验采用Thermo Hypersil Gold C1 8柱作为分析柱。

对于流动相中的有机相，分别比较了甲醇和乙腈的影响，结果发现甲醇作为

流动相可以更好地提高检测的灵敏度和分离效果。在流动相的水相中加入挥发性

电介质醋酸铵、甲酸，可以使离子预先形成，提高离子化效率，在保持较好分离

度的前提下获得理想的色谱峰。

3．4．4质谱条件的优化

DMZ、RNZ和MTZ的分子结构如表1．1所示，用针泵以20“L／min的流速注入

21tg／mL的DMZ、RNZ、MTZ和DMZ．D3混合标准溶液，在m／z 100---300扫描范围

内以正离子模式进行一级质谱图扫描，发现这些化合物的脚I+1】+峰均比较强，一

些碎片和加合离子的峰均较弱。确定DMZ、RNZ、MTZ和DMZ．D3的分子离子分

别为m／z 142、201、172和145。分别以142、201、172和145作为母离子，进行子离

子扫描，选取丰度最强的【㈣02+H】+m／z 96．1作为DMZ的定量离子，次强的m／z

81．1作为DMZ的定性离子；选取丰度最强的[M—N02一cH3+H】+m／z140作为RNZ

的定量离子，次强的m／z55作为RNZ的定性离子；选取丰度最强的【M—℃H

=CHOH+H]+m／z128作为MTZ的定量离子，次强的m／z82．1作为MTZ的定性离子；

43



上海海洋大学硕士学位论文

m／z145作为DMZ．D3的监测离子。最后以选择反应监测(S砌田正离子模式优化锥孔

电压(Skimmer offset)、碰撞能量(Collision energy)等质谱参数。

3．5小结

本实验建立了同时测定水产品中硝基咪唑类含量的高效液相色谱串联质谱法。

3中硝基咪唑类在Ing／mL一'200ng／mL范围内线性关系良好，DMZ、RNZ和MTZ

的线性相关系数分别为0．9991，0．9995和0．9993。DMZ、RNZ和MTZ的定量下

限分别为2．0pg／kg、1．Opg／kg和1．0pg／kg。方法中DMZ、RNZ和MTZ在2}tg／kg、

5pg／kg、10I．tg／kg添加水平的平均回收率在86％"-102％之间，相对标准偏差<6％。

结果重复性好，回收率高，该方法操作简便、灵敏度高、重现性好，适合于大批

量样品的检测。
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4四环素类药物在罗非鱼体内的残留检测方法研究

4．1材料与方法

4．1．1仪器和设备

Thermo Finnigan TSQ Quantum Access液相色谱一高分辨串联四极杆质谱联用

仪，配有ESI源。

BP221S型电子分析天平：精度0．00019，西德赛多利斯公司；

组织匀浆机IKA-T18basic：德国IKA公司；

漩涡混合器：德国IKA仪器公司；

KQ一600DE型数控超声波清洗器：昆山市超声仪器有限公司；

Milli．Q超纯水仪：密理博公司；

高速离心机：最高转速4000r／min，飞鸽牌TDL-40B；

旋转蒸发器laborota4000：德国Heidoplh公司；

N．EVAP 111氮吹仪：美国Organomation公司。

固相萃取装置

4．1．2材料和试剂

Oasis HLB小柱，60mg／3 mL；

四环素、土霉素、金霉素和强力霉素标准品(纯度芝99．5％)；

甲醇、甲酸、醋酸铵、乙酸乙酯(均为色谱纯)。

标准储备溶液：1．0mg／mL，分别称取适量的土霉素、四环素、金霉素和强力

霉素标准品，用甲醇定容配成1．0mg／mL的标准储备液，避光．18℃下保存，可使

用一个月。

混标使用液：准确吸取土霉素、四环素、金霉素和强力霉素标准储备溶液，

用甲醇逐级稀释配成1．0p,g／mL和O．1pg／mL混合溶液，避光4℃冷藏保存。

基质混合标准工作溶液：根据需要吸取适量土霉素、四环素、金霉素、强力

霉素标准混标使用液，用空白样品提取液稀释成适当浓度的基质混合标准工作溶

液，基质混合标准工作溶液在4℃保存，可使用三天。

MCI缓冲溶液：柠檬酸(含1个结晶水)12．99，磷酸氢二钠1 O．99，乙二胺四乙

酸二钠37．29，加水至1000mL，用饱和氢氧化钠调pH至4．0。

鲜活虾、蟹、鱼类。
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4．1．3分析条件

4．1．3．1色谱条件

色谱柱：MG lI C18(2．1mmxl50mm，2．10re)；

流动相：A．0．2％甲酸溶液(含0．5mmol／L醋酸铵)；B．乙腈；流动相比例：

A：B=7：3；流速0．25mL／mim

进样量：10江；

柱温：室温。

4．1．3．2质谱条件

离子化模式：大气压电喷雾离子源(ESI)，正离子模式；

喷雾电压：4100 v；

鞘气压力：35psi；

辅助气流量：3 L／min；

离子传输管温度：350℃；

源内碰撞诱导解离电压：10v；

锥孔电压：35v；

扫描模式：选择反应监测(Sl洲)：

Ql半峰宽：0．7Da；Q3半峰宽：O．7Da；

碰撞气压力：氩气，1．5mTorr。

4．2方法建立

4．2．1标准曲线的绘制

分别准确移取O．11LIg／mL混合标准使用溶液0．02mL、0．05mL、0．10mL、0．20mL

和1．0}tg／mL混合标准使用溶液0．05mL、O．10mL于6个进样瓶中，用空白样品提

取溶液配制2I．tg／L、5pg／L、1099／L、2099／L、50I_tg／L和100rtg／L的标准溶液，测

定。

4．2．2样品处理

4．2．2．1制样

取水产品可食部分，切成不大于0．5cmx0．5cmx0．5cm的小块，充分匀浆，备

用。

4．2．2．2提取

准确称取2．Og样品置于50mL具塞离心管中，加入MCI缓冲溶液8mL，于旋涡振

荡器上涡旋提取1rain，超声波提取10min，以10000 r／min离-L,10min，取上清液于

50mL梨形瓶中。重复上述提取步骤一次，合并提取液。

4．2．2．3过柱

46



上海海洋大学硕士学位论文

Oasis HLB柱依次用5mL甲醇、5mL水活化，取上述上清液过柱，以3mL／min

的速度过固相萃取柱，待上清液完全流出后，用5mL 5％甲醇溶液淋洗，弃去全部

流出液。减压抽干5min，最后5mL甲醇：乙酸乙酯=10：90(V／V)洗脱，洗脱液

用氮气吹干(温度不超过50"C)。准确加入1．0mL流动相，涡旋振荡溶解残留物，过

0．2}tm滤膜到进样瓶中，供液相色谱一质谱仪测定。

4．2．3实际样品测定

样品按4．2．2处理。

4．3结果

4．3．1线性范围

配制质量浓度为1"-"100ng／mL的系列标准溶液，以待测物峰面积比为纵坐标，

待测物的质量浓度为横坐标进行线性回归，其线形相关系数见图4．1。

Y=·8573．1745901．621X R’12=0．91308 V¨：Equal
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图4．1 1．100 ng／mL四环素类标准曲线

Fig 4-1 Calibration CUWO ofTCs at 1-1 00 rig／mE

4．3．2检测限和定量限

本实验在空白样品中添加TCs类标准溶液，添加水平为1．0}tg／kg，TCs的信

噪比(S／№大于3，而且方法学数据是可靠的，表明TCs检测限可以达到1．01xg／kg。

在空白样品中添加TCs类标准溶液，添加水平为2．099／kg，TCs的信噪E(S／N)大

于10，表明TCs定量限可以达到2．0I_tg／kg。

4．3．3回收率和精密度试验

选取罗非鱼样品，添加4种TCs类标准品，添加水平为5．0}tg／kg、10．099／kg

和20．0I-tg／kg，考察方法的回收率。每个样品重复测定6次，考察方法的精密度，

结果见表4—1，相应的色谱图见图4．2~4．3。
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表4-1罗非鱼样品中TCs的添加回收率(n=6)

Table 4-1 Recoveries ofTCs from spiked Tilapia(n：6)

5

暑
暑

2
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毒
■

叠

∞ 稻 '土 1．5 拍 2玉 3● 35‘O‘5

m■畸

图4-2 50 ng／rrlL标准溶液色谱图

Fig．4-2 Chromatograms corresponding to 50 n咖I，standard solution
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图4-3罗非鱼中添加4种TCs类药物的离子流图，添加水平：5．0pg／kg

Fig．4-3 Chromatograms ofFour TCs drugs spiked in a tilapia sample Spiked lovel：5．0肛g／kg．

4．3．4选择反应监测母离子、子离子和碰撞能量

选择反应监测母离子、子离子和碰撞能量见表4-2
表4_2 4种TCs类药物的质谱条件

Table 4-2 The mass spectrometry conditions of four TCs drugs

4．3．5测定结果

采用所建立的方法对实际样品进行了检测。鲜活虾、蟹、鱼类产品，土霉素、

四环素残留超标率较高，土霉素残留超标率虾蟹类为12．2％，鲜活鱼为8．9％；四

环素残留超标率虾蟹类为9．3％，鲜活鱼为8．2％。
’
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4．4讨论

4．4．1提取净化条件的研究

4．4．1．1萃取方式的选择

TCs类药物提取液的净化多采用固相萃取柱净化，例如C18柱、阴离子交换

柱、阳离子交换柱和HLB柱等‘8D871。洗脱液则多用水或甲酸甲醇溶液。本研究比

较了C18柱、PEP柱和HLB柱的净化效果，结果发现采用C18柱净化，强力霉

素没有保留，金霉素保留较少；采用PEP柱峰形分叉严重；采用HLB固相萃取

柱峰形好，回收率也比较高，且较稳定(图4-4～4．6)。比较了利用不同比例甲酸甲

醇溶液以及不同比例甲醇乙酸乙酯溶液为洗脱液效果，结果显示，以甲醇：乙酸

乙酯=10：90(VⅣ)为洗脱液，可以获得较高而相对稳定的回收率，且便于净化后

的浓缩。

1■I■蛳

图4-4采用C18柱净化色谱图

Fig 4-4 Chromatograms ofextracted by C18
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由于TCs同金属离子可形成配合物，又可以与生物样本中的蛋白键合【88】，所

以提取生物样本时往往需加入金属络合剂和强酸或酸性去蛋白试剂，然而，在酸

性条件下(pH<2)，四环素类药物易降解为脱水产物，加热时又可转变为差向异构

体。因此，本研究选用含有EDTA的弱酸性溶剂0．1mol／L的Mcllvaine—EDTA缓冲

液作为提取溶剂。分别调节缓冲液pH值为3．0、4．0和5．0，进行添加回收率试验，

从表4．3中可以看出，pH为3．0和5．O的回收率偏低，pn为3．0的回收率低可能

是因为Mcllvaine．EDTA缓冲液在pH为3．0时有结晶现象。pH为4．O的缓冲液的

提取效果最佳。

表4-3不同pn的缓冲溶液提取下罗非鱼加标回收率(添加水平10．0 pg／kg)

Table 4-3 Recoveries ofTCs from spiked Tilapia with different pH solution(Added level 10．0

gtg／kg)

4．4．1．3定容溶液的选择

实验尝试了分别采用A．甲醇、B．水、C．流动相三种溶液定容，结果表明：用

甲醇溶解的样品，其峰形和灵敏度较差，但溶液的稳定性较好；用水溶解的样品

其稳定性较差；用流动相溶解的样品稳定性和检测的灵敏度都比较好。

4．4．1．4标准溶液的配制

实验初期，利用流动相直接配制标准溶液，发现各浓度样品加标回收的回收

率均很高，一般都在150％"～200％之间，并且很稳定。考虑到可能是样品基质的影

响比较大，利用空白样品提取液配制标准溶液，结果回收率都在70％～100％之间。

所以试验最终选用了基质加标配置标准工作溶液。

4．4．2色谱条件的优化

色谱分离柱一般采用C18反相柱，对Thermo Hypersil Gold C18柱、Agilent

Extend C18柱和MG II C18的效果进行了评估，结果发现：Thermo Hypersil Gold

C18柱和Agilent Extend C18柱作为TCs的色谱分离柱时，分离度效果不好、保

留时间不稳，而采用MGIICl8时各TCs均获得良好的分离效果和对称的峰形(图

4-7～4．9)。因此本实验选择的高纯硅胶基制备并经端基封闭处理的MG II C18柱，

可满足检测的要求。
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图4_7MGIICl8为色谱柱的色谱图
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图4-8 Agilent Extend C18为色谱柱的色谱图

corresponding to Agilent Extend C 1 8 as column
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图4-9 Thermo Hypersil Gold C18为色谱柱的色谱图

Fig 4-9 Chromatograms corresponding to Thermo Hypersil Gold C 1 8 as column

对于流动相中的有机相，一般采用甲醇和乙腈，由于采用电喷雾模式，而电

离机理中一个重要的过程为去溶剂化，乙腈比甲醇更易气化，故选择乙腈为流动

相中的有机相。在流动相的水相中加入挥发性电介质醋酸铵、甲酸，可以使离子

预先形成，提高离子化效率，在保持较好分离度的前提下获得理想的色谱峰。对

于甲酸的最适浓度，分别比较了0．1％、0．2％和0．3％的甲酸溶液的影响，结果发现

甲酸浓度为0．1％时，在相同浓度下TC没有响应值；0．2％的甲酸溶液可以更好地

提高检测的灵敏度和分离效果；甲酸浓度为0．3％时，CTC没有响应值(见图4—10～

4．12)。
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1■●●”

图4-10 0．】％的甲酸溶液

Fig 4-10 0．1％ofFormic acid solution

m●畸

图4一l】0．2％的甲酸溶液

Fig 4—1 1 0．2％ofFormic acid solution
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图4．12 0．3％的甲酸溶液

Fig 4-12 0．3％ofFormic acid solution

4．4．3质谱条件的优化

TCs是两性物质，分子结构中同时含有酸性基团和碱性基卧89】，其分子结构

如表0-2所示，用针泵以20f_tL／min的流速注入21ag／mL的OTC、CTC、TC和DOC

混合标准溶液，电离时会同时产生正负离子，但是实验表明，正离子眦+HI+采集

到的信号较强，因此以正离子方式(ESI+)进行采集。在m／z100-～500扫描范围内

以正离子模式进行一级质谱图扫描，在电喷雾电离方式下，四环素类药物产生的

碎片离子主要是[M+H-NH3]+、【M+H—H20]+和[M+H-NH3一H20]+，确定OTC、CTC、

TC和DOC的分子离子分别为m／z 461、479、445和445。分别其作为母离子，进

行子离子扫描，选取丰度最强的作为各自的定量离子。最后以选择反应监测(S砌田

正离子模式优化锥孔电压(Skimmer offsa)、碰撞能量(Collision energy)等质谱

参数。

4．5小结

建立了罗非鱼中四种四环素类残留量的高效液相色谱一串联质谱

(HPLC—MS／MS)测定方法。首先用MTC缓冲液提取罗非鱼中的四环素类残留物，

再经HLB固相萃取柱净化，采用LC-MS／MS选择反应监测(S砌巾正离子模式测定，
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可一次对罗非鱼中的四环素、土霉素、金霉素和强力霉素进行定性和定量。四种

物质定量下限均可达到2．O“g／l(g。本方法具有灵敏、准确、简便、快速等优点，适

用于水产品中四环素类抗生素多残留的同时确证检测。
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结论

本文对水产品中几种药物残留的检测方法进行了研究，获得以下结论：

(1)改进了氟甲喹在水产品中残留的高效液相色谱荧光检测法，在此基础上，

起草了水产品中氟甲喹残留量的高效液相色谱荧光检测法国家标准。

(2)建立了水产品中硝基咪唑类含量的测定方法。协助起草了水产品中硝基咪

唑类残留量的高效液相色谱串联质谱法的国家标准。

(3)研究了TCs在水产品中残留的高效液相色谱串联质谱测定方法，该方法操

作简便、灵敏度高、重现性好。

(4)利用建立的方法对市场采集的实际样品进行了检测，为了解水产品中药物

残留现状提供了基础数据。

总之，本论文建立了水产品中氟甲喹残留量的高效液相色谱检测方法及水产

品中四环素类和硝基咪唑类残留量的液一质联用检测方法，测定了实际水产样品，

为水产品中三类药物的残留检测提供了技术支持和基础数据。
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硕士学习期间发表和投稿的论文及科研成果

1．高效液相色谱一串联质谱法测定水产品中的四种四环素类药物残留

量， 《海洋科学》收录。

2．高效液相色谱法同时测定鳗鱼中氟甲喹和嗯喹酸的残留量，《上海

水产大学学报》收录。

3．起草了水产品中氟甲喹残留量的高效液相色谱荧光检测法国家标

准。

4．协助起草了水产品中硝基咪唑类残留量的高效液相色谱串联质谱法

的国家标准。
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