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高效液相色谱!荧光检测法同时测定全血中 ! 种香豆素类杀鼠剂

金米聪，- 陈晓红，- 李小平

（ 宁波市疾病预防控制中心，浙江 宁波 $&%"&"）

摘要：建立了同时测定全血中杀鼠灵、杀鼠迷、溴敌隆、氟 鼠 灵 与 溴 鼠 灵 等 % 种 香 豆 素 类 杀 鼠 剂 的 简 便、灵 敏、准 确

的高效液相色谱 +变波长荧光分析方法。全血样品经乙酸乙酯提取后，在 678 9&* 柱（&%" // . !/ & //，% !/）上

以甲醇 +"/ !: 乙酸水溶液（ 体积比为 **0 &!）混合液为流动相，采用荧光变波长程序检测，同时通过建立各杀鼠剂的

荧光光 谱 库，利 用 谱 库 检 索，提 高 定 性 的 准 确 度。各 杀 鼠 剂 的 线 性 范 围 为 "/ "& ( &"/ "" /5 ; <（ 杀 鼠 灵 为 "/ "% (
&"/ "" /5 ; <），检出限为 "/ "& ( "/ "% /5 ; <，方 法 的 加 标 回 收 率 为 *&: ( +*: ，其 相 对 标 准 偏 差（=>7）为 $/ *: (
*/ %:。该法适用于中毒病人的中毒诊断检测。
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- - 杀鼠灵、杀鼠迷、溴敌隆、氟鼠灵与溴鼠灵是目

前我国主要使用的 % 种香豆素类杀鼠剂（ 其结构式

见图 &），由于使用与 管 理 不 当，人 和 牲 畜 中 毒 及 故

意投毒的事件常有发生。近年来，我们实验室经常

接到公安部门和医院送检的全血或血清标本要求进

行杀鼠剂检测。目前对于这类杀鼠剂的检测主要采

用高效液相色 谱（CM<9）+紫 外 检 测 法［& 1 )］、荧 光 检

测法［$ 1 *］或质谱 检 测 法［+，&"］，但 尚 未 见 采 用 变 波 长

荧光程序及荧光光谱库进行定性、定量分析的报道。

本文采用甲醇+"/ !: 乙酸水溶液（ 体积比为 ** 0 &!）

为流动相，经 678 9&* 柱分离后，应用荧光检测器的

光谱扫描功能和色谱工作站，建立各杀鼠剂的荧光

光谱库及荧光检测变波长程序，利用各色谱峰的荧

光光 谱 图 与 保 留 时 间（ /= ）值 对 荧 光 光 谱 库 进 行 检
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图 !" 杀鼠灵、杀鼠迷、溴敌隆、氟鼠灵和溴鼠灵的化学结构式
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索，从而提高各杀鼠剂的定性准确度。结果表明，所

建立的方法具有简便、快速、准确和实用的优点。

!" 实验部分

! $ !" 试剂与材料

! ! 甲醇、乙酸乙酯、乙酸均为 "#$% 级（&’()* 公

司），所有 的 溶 剂 使 用 前 均 用 $% &# !+ 滤 膜 过 滤。

杀鼠灵、杀 鼠 迷、溴 敌 隆、氟 鼠 灵 与 溴 鼠 灵（ 含 量 均

大于 ’(,）购自 -./+0 公 司；空 白 全 血 采 自 健 康 人

静脉（ 经 肝 素 抗 凝）；实 验 用 水 均 来 自 &.11.!2 纯 水

系统。

! ! 杀鼠灵、杀鼠迷、溴敌隆、氟鼠灵与溴鼠灵标准

贮备液（)% $ / 3 $）的 配 制：分 别 准 确 称 取 )$% $ +/
杀鼠灵、杀鼠迷、溴敌隆、氟鼠灵与溴鼠灵标准品于

)$ +$ 容量瓶中，用少量甲醇溶解后，再用甲醇定容

至刻度。

! $ #" 仪器

! ! ))$$ 系 列 高 效 液 相 色 谱 仪，包 括 四 元 泵

（4)*))5）、在 线 真 空 脱 气 机（4)*+’5）、荧 光 检 测

器（ 4)*")5）、柱 温 箱（ 4)*),5）、自 动 进 样 器

（4)*)*5）和 5/.1’67 色 谱 工 作 站（ 美 国 5/.1’67 公

司）；$’/’68 9: 型 离 心 机（ 德 国 "’(0’;< 公 司 ）；

="!) 型旋涡 混 合 仪（ 上 海 沪 西 分 析 仪 器 厂 ）；>2!
""$$ 型超声波清洗器（ 昆山市超声仪器有限公司）；

全玻璃溶剂过滤器（ 美国 =07’(< 公司）；"4%!"& 型

氮吹仪（ 天津恒奥科技有限公司）；&.11.!2 纯水系统

（ 美国 &.11.?@(’ 公司）。

! $ $" 色谱条件

! ! 色谱柱：A@(B0C D)1.?<’ EFG %)( 柱（)#$ ++ -
"% ) ++，# !+）；流 速：$% # +$ 3 +.6；柱 温：*# H；

流动相：甲醇!$% ", 乙酸水溶液（ 体积比为 (( . )"）。

荧光检测程序：荧光激发波长采用变波长程序，$ /
" I $ +.6 激 发 波 长 为 *)$ 6+，" I $) / " I +$ +.6 为

"+$ 6+，" I +) / & I $ +.6 为 *$, 6+，& I $) / # I # +.6
为 "+, 6+；荧光发射波长均选择 *($ 6+。

! $ %" 样品处理

! ! 用 微 量 移 液 器 准 确 吸 取 "$$ !$ 全 血 于 " +$
具塞聚丙烯 离 心 管 中，加 入 乙 酸 乙 酯 )% $ +$ 于 旋

涡混合仪上混合 # +.6，以+ ($$ ( 3 +.6 离心 # +.6，

吸取上清液于另一离心管中，再用乙酸乙酯 )% $ +$
重复液!液萃取，合并有机相，用氮吹仪浓缩至干，加

入 "$$ !$ 流动相于超声波清洗器中超声 ) +.6，再

旋涡混合 ) +.6，然后过 $% &# !+ 滤膜后，取样 "$% $
!$ 注入高效液相色谱仪。

#" 结果与讨论

# $ !" 荧光检测波长的选择

! ! 配 制 浓 度 均 为 "$% $ +/ 3 $ 的 各 杀 鼠 剂 混 合 标

准液，设定荧光扫描参数，由色谱工作站数据处理窗

口得到 # 种香豆素类杀鼠剂的荧光光谱图（ 图略）。

由 实 验 可 知，各 杀 鼠 剂 的 最 大 荧 光 激 发 波 长

（!+0C，DC).707.@6）差异较大，在 "#$ / *)$ 6+ 范围内均

呈 现 较 为 显 著 的 强 度 变 化；而 最 大 发 射 波 长

（!+0C，D+.<<.@6）除杀鼠灵为 *&# 6+ 外，另外 & 种杀鼠

剂的 !+0C，D+.<<.@6均在 *($ 6+ 附 近（ 见 表 )）。为 兼

顾各杀鼠剂的检测，荧光发射 波 长 均 选 择 *($ 6+，

荧光激发波长采用变波长程序。

表 !" & 种香豆素类杀鼠剂的最大荧光激发波长与

最大荧光发射波长

6+4’( !" %+7"2+’ /’*&,(-)(1)( 0+8(’(1#.9 &/ (7)".+."&1
+15 (2"--"&1 /&, /"8( % :935,&73)&*2+,"1 ,&5(1.")"5(-

%@+?@;68 !+0C，DC).707.@6 3 6+ !+0C，D+.<<.@6 3 6+

=0(J0(.6 "+# *&#
%@;+07’7(01K1 *$$ *(&
G(@+08.@1@6’ "+$ *+,
L1@)@;+0J’6 *$, *(#
G(@8.J0)@;+ "+, *($

# $ #" 色谱柱及流动相的选择

! ! 参照文献［))］的方法，本研究考察了 EFG %)(

柱对 # 种香豆素类杀鼠剂的分离效果，结果表明，该

色谱柱同样 能 较 好 地 适 用 于 杀 鼠 灵、杀 鼠 迷、溴 敌

隆、氟鼠灵与溴鼠灵的分离分析。

·#)"·
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# # 同时还考 察 了 采 用 甲 醇!稀 的 乙 酸 水 溶 液 作 为

流动相时对 " 种 杀 鼠 剂 分 离 效 果 的 影 响。 试 验 发

现，添加一定量的乙酸不仅能增大 " 种杀鼠剂的分

离度，而且能有效地改善溴敌隆、氟鼠灵与溴鼠灵的

色谱峰拖尾现象，这主要是由于溴敌隆、氟鼠灵与溴

鼠灵等香豆素类杀鼠剂分子中均含有酚羟基，呈弱

酸性，加入一定量的乙酸能抑制它们在溶液中的电

离，从 而 达 到 有 效 分 离 的 目 的。 本 文 选 择 甲 醇!
$% !" 乙酸水溶液（ 体积比为 && ’ (!）为流动相，" 种

杀鼠剂均获得了较好的分离，色谱峰形对称，而且比

文献［( ) *］报道的同时测定的方法运行时间短，其

典型的荧光 色 谱 图 见 图 !。可 以 看 出，空 白 血 液 样

品在此条件下几乎没有荧光吸收，而 " 个杀鼠剂的

空白加标血液样品（$% ($ #$ % &）能较好的分离。

图 !" （!）空白全血样品和（"）加标全血样品的色谱图

#$%& !" #’()*+,-+.-+ -/*)0!1)%*!0, )2（!）! "’!.3
"’))4 ,!05’+ !.4（"）! "’!.3 "’))4 ,!05’+ ,5$3+4

6$1/ !.!’71+, !1 #$ %# 0% 8 9 +!-/
’()*+：( , -)./).01；! , 234#)5(5.)676；+ , 8.3#)903631(；

, , /63234#)/(1；" , 8.390/)234#,

! & &" 线性范围、最低检出限、精密度和准确度

# # 用微量移液器在 ! #& 离心管中加入一定量的

各杀鼠剂标 准 溶 液，用 氮 气 吹 干 后，加 入 空 白 全 血

!$$ !&，旋涡混匀，配制成相当于质量浓度为 $% $(，

$% $"，(% $$，"% $$，($% $$ #$ % &的各 杀 鼠 剂 全 血 加 标

样品，按照“(% ,”节操作。以色谱峰面积（!）对全血

中各杀鼠剂 的 质 量 浓 度（"，#$ % &）进 行 线 性 回 归，

其典型的回 归 方 程、相 关 系 数、线 性 范 围 及 定 量 限

（&:;）见表 !。由 表 ! 可 知，" 种 杀 鼠 剂 在 所 选 浓

度 范 围 均 具 有 良 好 的 线 性，&:; 为 $% $( - $% $"
#$ % &。与文献［+ ) &］报道的激发波长均采用 +($
1# 所得结果 相 比，溴 敌 隆 与 溴 鼠 灵 的 检 测 灵 敏 度

约提高一倍。

# # 同 时 对 质 量 浓 度 为 $% $"，(% $$，"% $$ #$ % & 的

低、中、高 + 个水平的各杀鼠剂全血加标样品进行 .
次平行测定。结果（ 见表 +）表明，各杀鼠剂的 全 血

样品均 具 有 较 好 的 精 密 度 与 准 确 度，其 回 收 率 为

&(" - *&"，相对标准偏差（<=>）为 +% &" - &% ""。

表 !" 方法的线性关系及定量限

:!"’+ !" :/+ ’$.+!* *+’!1$).,/$5 !.4 ’$0$1
)2 ;(!.1$2$-!1$).（9<=）)2 1/+ 0+1/)4

?3#@3419
<($.(++031
(A4)5031

#
&01(). .)1$( %

（#$ % &）

&:; %
（#$ % &）

B)./).01 ! / && , (" ) ( , &.$ $ , ***( $ , $" ) ($ , $$ $ , $"
?34#)5(5.)676 ! / !"0 , ," ) ( , +.! $ , ***" $ , $( ) ($ , $$ $ , $(
C.3#)903631( ! / +,. , &" ) ! , ,+0 $ , ***. $ , $( ) ($ , $$ $ , $(
D63234#)/(1 ! / !&( , !" ) ! , +(! $ , ***, $ , $( ) ($ , $$ $ , $(
C.390/)234# ! / ++! , +" ) ( , !." $ , ***& $ , $( ) ($ , $$ $ , $(

# !：@()* ).()；"：#)++ 2312(15.)5031，#$ % &,

表 &" 方法的精密度与准确度试验结果（$ / .，% 1 +）

:!"’+ &" >*+-$,$). !.4 !--(*!-7 2)* 1/+
!.!’71$-!’ 0+1/)4（$ / .，% 1 +）

?3#@3419
E99(9 %

（#$ % &）

D3419 %
（#$ % &）

<(23F(.7 %
"

<=> %
"

B)./).01 $ , $" $ , $,* 1 $ , $$+ *& . , (
( , $$ $ , *0 1 $ , $. *0 . , !
" , $$ , , ., 1 $ , ++ *+ 0 , (

?34#)5(5.)676 $ , $" $ , $," 1 $ , $$+ *$ . , 0
( , $$ $ , &" 1 $ , $. &" 0 , (
" , $$ , , 0$ 1 $ , !! *, , , 0

C.3#)903631( $ , $" $ , $,& 1 $ , $$, *. & , +
( , $$ $ , &" 1 $ , $0 &" & , !
" , $$ , , .! 1 $ , (0 *+ + , &

D63234#)/(1 $ , $" $ , $,0 1 $ , $$, *, & , "
( , $$ $ , &( 1 $ , $" &( . , !
" , $$ , , +( 1 $ , !( &. , , *

C.390/)234# $ , $" $ , $,+ 1 $ , $$! &. , , 0
( , $$ $ , &+ 1 $ , $0 &+ & , ,
" , $$ , , !+ 1 $ , !" &" " , *
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