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同时检测 ! 种均三嗪类抗球虫药物残留的样品前处理方法的比较
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摘要：以均三嗪类抗球虫药物地克珠利和妥曲珠利的鸡组织残留样品为研究对象，采用高效液相色谱（:;<=）分
离，紫外（>$）检测，采用乙腈萃取 *蒸发浓缩、乙腈萃取 *固相萃取（ ?;)）、基质固相分散萃取（@?;A）和 @?;A*
?;) + 种方法对鸡组织中含地克珠利和妥曲珠利残留的样品的前处理效果进行了比较。前 & 种方法的平均回收率
均达到 %"B 以上，能满足残留分析的要求。其中 @?;A 方法与其他方法相比，节约时间 )"B 以上，节约溶剂也达
)"B。鉴于此，采用基质固相分散萃取作为鸡组织样品的前处理方法，建立了鸡组织中地克珠利和妥曲珠利残留的
@?;A*:;<= C >$ 同时分析检测方法。在优化的色谱条件下，方法的线性范围为 $" ’ , """ !D C <；在 $"，$""，, """
!D C 0D 的添加水平下，地克珠利和妥曲珠利在鸡组织中的回收率为 %,. ,&B ’ *+. "!B，相对标准偏差（E?A）为
&. %)B ’ ,!. ,,B；方法的日内和日间测定的 E?A 范围为 &. %"B ’ ). %%B。地克珠利和妥曲珠利的检出限均小于 ,"
!D C D，定量限均小于 !" !D C 0D。该方法在准确度、精密度上均达到了残留分析的要求。
关键词：基质固相分散萃取；高效液相色谱；样品前处理；地克珠利；妥曲珠利；残留；鸡组织
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# # 目前畜禽生产中使用的均三嗪类抗球虫药物主
要有两种：地克珠利（!"#$%&’("$）和妥曲珠利（ )*$)(%+
&’("$）。二者都具有高效、低毒、广谱的驱球虫的特
点，其抗球虫效果优于莫能菌素、氨丙啉、拉沙菌素、

尼卡巴嗪和氯羟吡啶等抗球虫药物。二者因抗鸡球

虫效果显著，已广泛应用于畜禽球虫病的防治［$ % &］。

国际食品添加剂联合专家委员会（ ,-./0）在 $’’(
年及 $’’) 年和欧盟药品管理局（-1-0）在 $’’( 年
及 !**+ 年分别在对地克珠利和妥曲珠利的毒理学
研究数据评估后，制定了二者的日允许摄入量和最

高残留限量。-1-0 在其评估报告中推荐使用气
相色谱+电子捕获检测法（2.+!-.3）检测羊、猪和
牛的可食性组织中地克珠利的残留［+ % (］。由于地克

珠利和妥曲珠利在紫外吸收光谱（45）上的差异，目
前尚未见同时分析地克珠利与妥曲珠利药物残留的

报道。

# # 动物性食品中兽药残留的特点是样品中残留物
浓度很低，样品基质复杂，干扰物质多，不易从样品

中分离、纯化残留物。因此，兽药残留分析是对复杂

生物样品基质中痕量组分的分析，样品的分离纯化

是兽药残留分析中最费时和劳动强度最大的步骤。

基质 固 相 分 散（ 6%)("7 8*$"!+9:%8; !"89;(8"*<，
1=>3）是由 ?%(@;( 等［"，)］于 $’)’ 年在固相萃取
（=>-）基础上提出并给予理论解释的一种样品处理
技术，该方法现已被用于近 +* 种兽药的残留分
析［’ % $!］。

# # 本实验以地克珠利和妥曲珠利残留的鸡组织样
品为研究对象，采用高效液相色谱（A>B.）分离，紫
外检测，以乙腈萃取+蒸发浓缩、乙腈萃取+=>-、
1=>3 和 1=>3+=>- + 种方法对鸡组织中含地克珠
利和妥曲珠利残留的样品进行前处理，并对样品前

处理效果进行比较，最终选择萃取效果和净化效果

均较好的 1=>3 方法建立了鸡组织中地克珠利和
妥曲珠利残留同时检测的 1=>3+A>B. C 45 方法。

!" 实验部分

! ! !" 仪器与试剂
# # A>$$** 高效液相色谱仪（美国 0D"$;<) 公司），
配低压四元泵、脱气泵、紫外检测器、自动进样器和

柱温箱；$! 孔固相萃取装置（美国 =’9;$#* 公司）；
01+( 组织匀浆机（日本 E":*<8;"@" F%"8:% B)!G）；
H-+,!00 旋转蒸发仪（上海亚荣生化有限公司）；3+
&",!* 冷冻离心机（德国 I8);(*!; %6 A%(& 公司）。
# # .$) 填料（粒径 +* !6，美国 0$$);#: 公司）；地
克珠利（纯度为 ’’- "J）、妥曲珠利（纯度为 ’’- )J）
（美国 ="D6% 公司）；乙腈、甲醇和四氢呋喃（色谱

纯，美国 /"8:;( 公司）；其他试剂均为分析纯；1"$$"+
9*(; 高纯水（$)- ! 1"·#6）。
! ! #" 实验方法
! ! # ! !" 填料和标准溶液的制备
# # .$) 填料：取 !! D .$) 填料，装入 ,* 6B 玻璃
注射器，分别依次用两倍柱体积的正己烷、二氯甲烷

和甲醇洗涤，真空干燥，贮存于磨口玻璃干燥器内

备用。

# # 混合标准溶液：精密称取地克珠利和妥曲珠利
标准品各 $*- * 6D，置于 $** 6B 容量瓶中，用 !,
6B 四氢呋喃溶解后，用 (*J 乙腈水溶液定容，摇
匀，! . ) K避光存放；使用时用 (*J 乙腈水溶液稀
释至所需浓度。

! ! # ! #" 色谱条件
# # =L66)(L .$) 色谱柱（!,* 66 / +- ( 66，,
!6，美国 M%);(8 公司）；流动相为 *- *, 6*$ C B 磷酸
（用三乙胺调 9A 至 &- *）+乙腈（体积比为 +* 0 (*），
流速 $- * 6B C 6"<；检测波长 !+* <6，满量程吸光值
（04/=）*- *,；进样体积 !* !B；柱温 !* K。
! ! # ! $" 样品采集
# # 健康爱拔益加（00）肉鸡，饲喂不含抗球虫药物
的全价日粮。$* ! 后，采集肝脏、肾脏、肌肉样品，
置于 % !* K冰箱中保存备用。
! ! # ! %" 乙腈萃取+蒸发浓缩（方法一）
# # 取适量空白组织，以$, *** ( C 6"< 匀浆 $ 6"<。
准确称取 ,- * D（肌肉、肝脏）或 !- * D（肾脏；鸡肾体
积小，样本量少）组织于 &* 6B 离心管中，添加药物
标准溶液 $- * 6B（空白对照样品添加 $- * 6B 乙
腈）及 , D 无水 E%!=I+。再加入 $* 6B 乙腈、, 6B
正己烷，涡旋振荡，以 , *** ( C 6"< 离心 , 6"<，移取
乙腈层至另一离心管。重复提取一次，合并乙腈层。

加入 , 6B 正丙醇，,* K下旋转蒸发，浓缩至近干。
用 $ 6B / + 流动相润洗鸡心瓶，一并转入 , 6B 容
量瓶中，用流动相定容至刻度，取 $ 6B 过 *- !! !6
滤膜，待 A>B. 检测。
! ! # ! &" 乙腈萃取+=>- 净化（方法二）
# # 空白添加组织样（同“$- !- +”节）经乙腈萃取
后，加入 , 6B 正丙醇，于 ,* K下旋转蒸发，浓缩至
近干。用 ! 6B 甲醇溶解残渣，再加入 *- *, 6*$ C B
磷酸二氢钾溶液 ) 6B 溶解残留物，过 .$) 小柱（预
先用 & 6B 甲醇和 & 6B 水活化），用 ) 6B 正己烷洗
涤，) 6B 甲醇洗脱，收集洗脱液。加入 & 6B 正丙
醇，,* K下旋转蒸发，浓缩至干。用 $ 6B 流动相溶
解残留物，过 *- !! !6 滤膜，待 A>B. 检测。
! ! # ! ’" 1=>3（方法三）
# # 称 ! D .$) 填料置于玻璃研钵中，将 *- , D 剁

·+*&·
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碎的鸡组织样品加到研钵中的 !$% 填料上，向鸡组
织中添加药物标准溶液 $& ’ "#，研匀，在通风柜中
放置 # ( ) "$% 后，将其转入色谱柱中。色谱柱自下
而上依次装入玻璃棉、$& ) & 无水 ’(#)**、样品与

!$% 填料的混合物、’& ) & 无水 ’(#)**，压紧。分别

用 % "# 正己烷、% "# 甲醇+水（体积比为 $+ *）溶液
淋洗，然后用 % "# 甲醇洗脱，收集洗脱液，)’ ,下
旋转蒸发至干，用 ’& ) "# 流动相溶解残渣，过 ’& ##
!" 滤膜，待 -.#! 检测。
! ! " ! #$ /).0+).1（方法四）
! ! 空白组织添加样（同“$& #& ,”节）经 /).0 萃取
后，)’ ,下旋转蒸发至干，用 # "# 甲醇溶解残渣，
加入 % "# ’& ’) "23 4 # 磷酸二氢钾溶液，过 !$% 小
柱（预先用 " "# 甲醇、" "# 水活化），用 % "# 正己
烷洗涤，% "# 甲醇洗脱，收集洗脱液。加入 " "#
正丙醇，)’ ,下旋转蒸发，浓缩至干。用 ’& ) "# 流
动相溶解残留物，过 ’& ## !" 滤膜，待 -.#! 检测。
! ! 上述 * 种处理方法中每种方法制备 " 个平行
样，同时制备空白对照样品。

"$ 结果与讨论

" ! !$ 萃取溶剂的选择和回收率的比较
! ! 采用空白肌肉添加标准品的方法（添加量 )’’
!& 4 5&），比较了乙腈萃取、乙腈萃取+).1 净化、
/).0 和 /).0+).1 * 种方法的样品添加回收率，
结果见表 $。

表 !$ 在不同样品前处理方法下的添加回收率（! % &）
"#$%& !$ ’&()*&+,&- ). /,..&+&01 2+&1+&#13&01

3&14)/-（! % &） 6

078& /9:;2< $ /9:;2< # /9:;2< " /9:;2< *
0$=3(>87$3 -) ? $% .- ? ’- %" ? )) ,# ? ,-
@23:7(>87$3 %) ? ## ." ? #, .% ? ). ,’ ? .-

! /9:;2<A：$ ? (=9:2%$:7$39 9B:7(=:$2%；# ? (=9:2%$:7$39 9B:7(=+
:$2%+).1；" ? /).0；* ? /).0+).1?

! ! 从表 $ 的结果可以看出，前 " 种方法的平均回
收率均达到了 .’6 以上，都可以满足残留分析的要
求。对于地克珠利，方法一单纯使用乙腈萃取+蒸发
浓缩方法，回收率最高，与其他 " 种方法相比差异显
著（! / ’& ’)）；方法 # 与方法 $，* 差异显著（ ! /
’& ’)），和方法 " 的差异不显著，但方法 " 的回收率
略高于方法 #。对于妥曲珠利，方法 $ 的回收率也
是最高，但其与方法 " 的差异不显著，而方法 # 与方
法 " 的差异显著（! / ’& ’)）。
! ! 在选择萃取溶剂时，参照郭永刚等［$"］报道的方

法采用乙酸乙酯进行萃取，结果发现在乙酸乙酯的

挥干物中含有一种杂质，其保留时间在选定的色谱

条件下与地克珠利相似，干扰检测。改用乙腈萃取

后获得较好的萃取效果，回收率与 C(%<( 等［$*］和

-27"(>(D(3 等［$)］报道的基本一致，达到 -’6 以上。
但单纯的溶剂萃取对鸡组织中杂质的净化效果差，

易堵塞柱头，导致柱效下降、柱压不稳和色谱柱老

化。将乙腈萃取与 ).1 净化结合后，大大改善了对
样品的净化效果，虽然其回收率较单纯的溶剂萃取

有明显的下降（! / ’& ’$），但也达到了残留分析的
要求。

" ! "$ 不同前处理方法萃取时间和溶剂消耗的比较
! ! 比较了 * 种前处理方法在处理单个样品和批量
（$’ 个）样品时萃取时间和溶剂消耗的差别，结果见
表 #。可以看出 /).0 方法在时间消耗和溶剂消耗
上均明显少于其他几种方法，与最常用的乙腈萃取+
).1 净化方法相比，其节约时间 ,’6 以上，节约溶
剂也达 ,’6 左右。

表 "$ 不同前处理方法的萃取时间和溶剂消耗的差别
"#$%& "$ 561+#(1,)0 1,3& #0/ -)%*&01 ()0-7321,)0

). /,..&+&01 2+&1+&#13&01 3&14)/-

/9:;2<!
’8"D97 2E
A("F39

1B:7(=:$2%
:$"9 4 "$%

)23G9%:
=2%A8"F:$2% 4 "#

$ $ #) 0 "’ ")
$’ $)’ 0 $%’ ")’

# $ )) 0 ,’ ,)
$’ "’’ 0 ",’ ,)’

" $ #’ 0 #) $% ? )
$’ $’’ 0 $#’ $%)

* $ )’ 0 )) "% ? )
$’ $%’ 0 ##’ "%)

! H27 "9:;2<A，A99 @(D39 $ ?

" ! &$ 不同前处理方法的色谱分析结果的比较
! ! 在兽药残留分析中，不同的样品前处理方法对
样品的净化效果有着很大的差别（见图 $）。综合表
$ 的回收率数据和图 $ 所示可以看出，样品前处理
方法一单纯地使用乙腈萃取，即使经过蒸发浓缩后，

鸡组织样品中的杂质还是很多，虽然地克珠利和妥

曲珠利能够获得较好的分离，回收率也较高，但在色

谱图上会出现很高的杂质峰，对于低水平残留分析

会造成干扰；且样品中含有的杂质对液相色谱柱也

会造成损害，减少其使用寿命。在方法二中，鸡组织

样品经乙腈萃取后，再经 !$% 固相萃取柱净化，不
仅可以获得良好的回收率，而且样品的净化效果也

达到了令人满意的程度。方法三采用 /).0 进行
样品前处理，虽然样品的净化效果要较方法二差一

些，但回收率较方法二高，且方法三操作简单方便，

有机溶剂消耗少，在分析速度、成本和环境友好性上

相对于方法二有较大的优势。方法四的回收率较

低。所以，本研究后续试验中采用 /).0 方法作为
鸡组织样品的前处理方法。
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图 !" 四种不同前处理方法的鸡肌肉组织的色谱图
!"#$ !" %&’()*+(#’*), (- * ).,/01 ,*)201 +’1*+13 4"+& +&1 -(.’ ,*)201 2’1+’1*+)15+ )1+&(3,

# # !"#$%& $’&(’&"(#&)( #&(*+,-：". "/&(+)0(’0%& &1(’"/(0+)；2. "/&(+)0(’0%& &1(’"/(0+)3!45；/. 6!47；,. 6!473!45.
# # 4&"8-：$ . ,0/%"9:’0%；! . (+%(’"9:’0%.

# $ $" 6789:;8<% 方法的建立
# $ $ $ !" 标准曲线和方法的检出限、定量限
# # 用 %&; 乙腈水溶液将混合储备标准液稀释为
’&，$&&，!&&，’&&，$ &&& !< = > 的系列工作标准液，并
分别进行液相色谱分析。每个浓度点重复测定 (
次，以目标药物的色谱峰面积 !（#?:·-）对质量浓
度 "（!< = >）做标准曲线，得地克珠利的标准曲线为
! ) &* &(" (" + $* ’’!，# ) &* ,,, -；妥曲珠利的标准
曲线为 ! ) &* &(! (" + &* ,$,，# ) &* ,,, ’。在阴性
鸡肉样品中，以 ’，$&，$’ !< = 8< 的水平添加地克珠
利和妥曲珠利，结果发现在 $& !< = 8< 的添加水平
下，地克珠利和妥曲珠利的信噪比（! $ %）均大于 .，
因此确定 ! 种目标药物的检出限（ >@7）为 $&
!< = 8<。以 ! $ % 大于 $& 确定方法的定量限（ >@A），
得 >@A 为 !& !< = 8<。

表 %" 地克珠利和妥曲珠利的测定精密度
=*>01 %" 8’1/","(5 (- 31+1’)"5*+"(5 (- 3"/0*?.’"0 *53 +(0+’*?.’"0

7’:< ?,,&, =（)< = <）
B)(’"3,"C（& ) ’）

（’ / !7）=（)< = <） D!7 = ;
B)(&’3,"C（& ) .）

（’ / !7）=（)< = <） D!7 = ;
70/%"9:’0% ’& ., . "$ / ! . &, ’ . !" .- . .& / ! . ’, % . ""

’&& .,’ . ,. / !( . !& % . $$ .-" . ,( / !, . ,$ " . "$
$&&& -&. . ,- / .! . (" . . "& "-& . %& / !- . -’ ( . &(

E+%(’"9:’0% ’& ., . $$ / ! . (% % . .& ." . .% / ! . ’& % . %,
’&& .-, . &! / !& . -% ’ . .% .-! . -! / !. . %! % . $"

$&&& "-( . && / .- . $’ ( . -" "%( . .. / (. . ". ’ . "!

# $ $ $ #" 精密度和准确度
# # 称取 ! < F$- 填料置于玻璃研钵中，将 &* ’ <

剁碎的鸡组织样品加到研钵中的 F$- 填料上，添加
$ #> 混合标准溶液（!’，!’&，’&& !< = >），使鸡组织
中的目标药物含量分别相当于 ’&，’&& 和 $ &&&
!< = 8<，研匀，按优化后的 6!47 方法处理。
# # 取处理后的高、中、低 . 种含量水平的鸡肌肉组
织样品各 . 份，按优化后的 6!47 方法处理后进行
测定。分别于同日内 ’ 个不同时间点及 . 个不同日
内重复制样测定，计算日内相对标准偏差（D!7）和
日间 D!7。由表 . 可以看出，地克珠利和妥曲珠利
的日内、日间 D!7 均低于 -;，符合残留分析对精密
度的要求。

# # 取目标药物含量为 ’&，$&&，$ &&& !< = 8< . 种水
平的加标鸡组织样品各 ’ 份，按优化后的 6!47 方
法处理后进行 G4>F 测定。用测定结果与实际添加
药物浓度的比值计算样品的添加回收率。由表 ( 的
结果可看出，地克珠利和妥曲珠利在 . 种鸡组织中
的回收率均大于 "&;，符合残留检测的要求。
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表 !" 地克珠利、妥曲珠利在鸡组织样品中的提取回收率（! # $）
!"#$% !" &%’()%*+%, (- .+’$"/0*+$ "1. 2($2*"/0*+$ ,3+4%. +1 ’5+’4%1 2+,,0%,（! # $）

!"#$%& ’()* +,,&, -（.* - *） /0).,（! $ !’）-（.* - *） 1&203&(4 - 5 +3&("*& (&203&(4 - 5 1!’ - 5
6)72%& ,82%"9)(8% %& "’ : %( $ # : "% )) : &" )’ : *# + : &,

%&& *(# : ), $ #& : )# ’# : %+ % : &#
(&&& )%+ : ’, $ )% : +, )% : +, , : *(

;0%;("9)(8% %& *& : ,% $ * : ,+ ’( : ,& )’ : "* (# : ((
%&& ")" : #" $ #’ : && )* : +% ) : %&

(&&& )’* : ’( $ *& : ,% )’ : *’ % : ##
<83&( ,82%"9)(8% %& "+ : *+ $ # : (+ )# : ,( )% : (’ % : ,#

%&& "%) : &+ $ *& : #& )( : *( (( : #+
(&&& ’(# : #% $ *( : +, ’( : ## % : ("

;0%;("9)(8% %& "’ : +% $ " : )" )) : #, )+ : "’ , : ++
%&& *&" : %) $ #+ : *, ’& : )( + : %+

(&&& )(( : #, $ %& : "" )( : (" ) : &’
=8,.&4 ,82%"9)(8% %& *& : &" $ ( : %’ ’* : &+ )) : +" " : )+

%&& ")% : )& $ #) : %, )% : (* ) : "*
(&&& )"+ : ’% $ ** : "# )" : +, + : &(

;0%;("9)(8% %& "’ : #) $ # : ’" )+ : %* )+ : "* ) : ",
%&& "’) : %( $ #" : %+ )) : %& + : &’

(&&& )*, : ’* $ %* : #& )* : ,’ ) : #"

%" 结论

! ! 本实验对溶剂萃取>蒸发浓缩、溶剂萃取>?(’
固相萃取、6!@’ 和 6!@’>?(’ 固相萃取 * 种方法
对含地克珠利和妥曲珠利残留的鸡组织样品的前处

理效果进行了比较。其中 6!@’ 处理样品耗时短、
溶剂节省、样品用量少，回收率和基质净化效果均得

到较为满意的结果。所建立的鸡组织中地克珠利和

妥曲珠利残留 6!@’>A@<? - BC 同时检测方法，在
准确度、精密度上均达到了药物残留分析的要求。
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