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摘要：建立了超声波 3微波辅助提取 3高效液相色谱同时检测羊肉组织中氟尼辛葡甲胺、美洛昔康、双氯芬酸钠和酮
洛芬 * 种非甾体抗炎药残留量的分析方法。样品前处理以酸化后的乙醇为提取剂，采用超声波 3微波辅助提取，硅
藻土柱净化。采用的色谱条件：色谱柱为 @6A’*;5# B#$柱（!%" (( - *. & ((，% !(），柱温为 (" C，流动相为乙腈 3
". !D 三乙胺水溶液（*"/ &"，& . &，用磷酸调节 A@ (. %），流速为 ". $ (E . (59，检测波长为 !%% 9(。* 种非甾体抗炎
药能够在 !" (59 内得到很好的分离，各药物线性回归方程的线性相关系数为 ". 000 ( ’ ". 000 $，检出限（信噪比
（! " #）1 (）为 % ’ #" !: . 8:，定量限（! " # 1 #"）为 #% ’ (" !: . 8:，添加回收率为 &%. (D ’ 00. &D（$ 1 %），相对标准
偏差小于 #%D。该方法操作简单、快速、灵敏度高，满足定性定量分析的要求。
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# # 非甾体抗炎药（"#"!$%&’#()*+ *"%(!(",+*--*%#’.
)’/0$，12345$）具有抗炎、抗风湿、止痛、退热和抗凝
血等作用，是目前处方药和非处方药中应用最为广泛

的药物种类之一［!］。随着 12345$ 使用的增多，这类
药物的安全问题也越来越受到关注，如造成胃肠道、

肝脏、肾、血液和神经系统损害的不良反应［$］。特别

是近几年默沙东公司主动从全球市场撤回万络（罗非

昔布）和美国食品药品监督管理局（ 653）要求
12345$ 药品生产厂家在其说明书中提出警示，更使
12345$ 的安全用药成为目前的热点问题［%］。

# # 羊肉营养价值高，纤维细嫩，其所含的主要氨基
酸的种类和数量能完全满足人体的需要。因此，随

着社会经济的发展，人们出于饮食营养和健康的考

虑，肉食类食品结构也逐渐从快速生产的鸡肉、猪肉

转向味美、质优、安全、保健的牛羊肉。根据国家肉

羊产业技术研发中心调查，我国已是羊肉生产和消

费大国，羊肉生产已成为我国畜牧业发展的支柱产

业。而 12345$ 作为一类兽药，在牛羊养殖中应用
广泛，而且据报道，由于 12345$ 具有抗凝血的作
用，一些不法商贩在肉中掺合 12345$ 以保持肉质
鲜嫩［"］。因此，羊肉中 12345$ 兽药残留的检测问
题显得尤为重要。

# # 目前国内针对非甾体抗炎药物的检测方法主要
是参照中华人民共和国出入境检验检疫行业标准

（21 7 8 $!&’ !$’’(）以及欧盟标准（$’’$ 7 )*+ 7 9:），
还没有制定相应的国家 标 准，也 没 有 羊 肉 中

12345$ 兽药残留的检测方法，所以对羊肉中
12345$ 残留的检测进行研究很有必要。
# # 氟尼辛葡甲胺、美洛昔康、双氯芬酸钠和酮洛芬
是使用较广的几种非甾体抗炎药物［*］。根据国内

外报道，目前对这 " 种 12345$ 的检测方法主要有
气相色谱法［)］、气相色谱!质谱联用法［+］、高效液相

色谱 法（ ;<=:）［(］、高 效 液 相 色 谱!质 谱 联 用
法［& , !!］、毛细管电泳法［!$］等。这些方法大多数针

对药片制剂、水体、牛奶、血液中 12345$ 的测定。
羊肉中 12345$ 残留的检测方法还未见报道。
# # 采用气相色谱法进行分析时，样品需要进行柱
前衍生反应，步骤烦琐，而气相色谱!质谱联用法、高
效液相色谱!质谱联用法所需要的仪器价格高，配置
不易，并且需要专人操作。另外，这些分析方法大多

采用常规的样品前处理方法，自动化程度不高，并且

主要使用乙腈等作提取剂，溶剂使用量较多、毒性较

大，实验废弃物对环境污染较重，且操作时间长，成

本高［!%］。超声波!微波辅助提取是近年来发展起来
的提取天然产物和药物残留的方法，具有溶剂用量

较少、提取时间短、提取效率高和操作简单的优点，

已得到大量的应用［!"，!*］。本文对样品的前处理方

法进行了改进，建立了超声波!微波辅助提取!高效
液相色谱同时检测羊肉组织中上述 " 种 12345$ 残
留的分析方法，方法的检出限、精密度、回收率等结

果均令人满意。

!" 材料与方法

! ! !" 仪器与试剂
# # >*%&’$ &$)&* 高效液相色谱仪，配备四联梯度
泵，$&&( 二极管阵列检测器，9-?#@&’ 色谱工作站
（美国 >*%&’$ 公司）；A&%%+&’ 39$"’ 型分析天平
（梅特勒!托利多公司）；B;!%’’3 祥鹄电脑微波超声
波组合合成 7萃取仪（北京祥鹄科技有限公司）；
<8%!’’5 均质器（桑翌技术（北京）有限公司）；C9!
*$33 旋转蒸发仪（上海雅荣生化设备仪器有限公
司）；;!$’*’C!! 高速冷冻离心机（湘仪离心机仪器
有限公司）。

# # 氟尼辛葡甲胺、美洛昔康、双氯芬酸钠、酮洛芬
标准品：纯度大于 &&D，购于中国药品生物制品检定
所；乙腈、甲醇为色谱纯，无水乙醇、正己烷、甲酸、无

水硫酸钠（)*’ E下干燥 " F）、三乙胺、磷酸为分析
纯，6+#’($(+ 硅藻土填料（!’’ - $’’ 目，上海化学试
剂采购供应站试剂厂），实验用水均为去离子水。

# # 羊肉购于家乐福超市。
! ! #" 分析方法
! ! # ! !" 溶液的配制
# # 标准储备液用乙腈配制，美洛昔康、双氯芬酸
钠、酮洛芬和氟尼辛葡甲胺质量浓度分别为 !*’、
"’、!%’ 和 !(’ -0 7 =，于 $ - ( E下避光保存。
# # 标准工作液用 ’. $D 三乙胺水溶液（用磷酸调
节 ?; %. *）稀释标准储备液得到，现用现配。
! ! # ! #" 样品处理
# # 取适量的羊肌肉组织，去除脂质和结缔部分，以
!$ ’’’ ’ 7 -(" 的转速匀浆 $ -("。准确称取 *. ’ 0
匀浆后的羊肉组织，置于 %’ -= 离心管中，加入 $. ’
0 无水硫酸钠和 !* -= 乙醇!磷酸（$’’ / !，G 7 G）溶
液，超声波!微波辅助提取（超声波、微波同时作用，
功率均为 *’’ >）!’ -(" 后，以 !’ ’’’ ’ 7 -(" 转速
离心 !’ -("，移取上层清液于 !’’ -= 的圆底烧瓶
中。残留物中加入 !* -= 乙醇!磷酸（$’’ / !，G 7 G）
后在相同的条件下再提取 ! 遍。合并上层清液，旋
转蒸发浓缩至近干。残留物用 ! -= 乙腈溶解，移
至 !’ -= 分液漏斗中；再分别用 ! -= 乙腈清洗烧
瓶 $ 次，并将其倒入分液漏斗中。在溶解液中加入

·+*’!·
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# !" 乙腈饱和的正己烷，漩涡振荡 $ !#$，静置 !%
!#$，取下层清液备用。
& & 在 ’% %! ( %) " %! 玻璃柱管底部填充少许玻
璃棉，压紧，再依次填装无水硫酸钠 ’ &、’()*#+#( 硅
藻土 ! &、无水硫酸钠 ’ &，用 ’% !" 甲醇淋洗，然后
将下层清液上柱，用 $ !" 甲醇洗脱，流速为 !
!" , !#$。洗脱液用氮气吹干，用乙腈溶解并定容至
’ !"，以 ’% %%% * , !#$ 转速离心 ’% !#$，取上层清
液过 %) !! !! 滤膜，滤液供 -."/ 检测。
! ! " ! #$ 色谱条件
& & 色谱柱为大连依利特公司的 -012*+#( 345!
/’"柱（!$% !! ( *) + !!，$ !!）；流动相为乙腈6
%) !7 三乙胺水溶液（*% , +%，8 , 8，用磷酸调节 1-
#) $）；流速为 %) " !" , !#$；紫外检测波长为 !$$

$!；柱温为 #% 9；进样量为 !% !"。

"$ 结果与讨论

" ! !$ 提取溶剂的筛选
& & 常用于从动物组织中提取非甾体抗炎药的提取
溶剂有乙腈、甲醇、乙醇、乙酸乙酯6磷酸、乙酸等。
酮洛芬、美洛昔康和氟尼辛葡甲胺含有羟基、氨基和

羧基，双氯芬酸钠为酸性盐，极性较大，容易溶于酸

性提取液中。考察了采用加入不同比例磷酸酸化溶

剂乙腈、甲醇、乙醇进行提取的提取回收率，结果见

表 ’。综合考虑，乙腈、甲醇的毒性较大，乙醇较为
合适；而且乙醇6磷酸（!%% , ’，8 , 8）与乙腈6磷酸
（’%%, ’，8 , 8）的提取效果相当，故本实验选乙醇6磷
酸（!%%, ’，8 , 8）为提取溶剂。

表 !$ 不同酸化溶剂对 % 种目标物的提取回收率
"#$%& !$ ’()*#+),-. *&+-/&*,&0 -1 1-2* #.#%3)&0 $3 4,11&*&.) #+,4,1,&4 0-%/&.)0

5)(82$:
5)(82$:, 1;)+1;)*#% <%#=
（ 8 , 8）

>?:*<%:#)$ *2%)82*0 , 7
@2()?#%<! ’(A$#?#$ !2&(A!#$2 B2:)1*)C2$ 4#%()C2$<% +)=#A!

D%2:)$#:*#(2 ’%%%, ’ "* E $ -- E # "# E * ++ E #
!%%, ’ "* E . "% E # "+ E ! +% E *
’%%, ’ ". E ! "- E - "" E + +# E .
$%, ’ "% E $ "+ E + "# E ! $% E +

>:;<$)( ’%%%, ’ "# E $ "% E * "# E " +# E *
!%%, ’ "* E * "" E . "* E * +! E #
’%%, ’ -" E " ". E * "$ E * $# E $
$%, ’ -- E + -% E # -. E # $! E *

@2:;<$)( ’%%%, ’ "% E # -+ E # -% E " $* E !
!%%, ’ -* E . -# E # -* E $ $’ E "
’%%, ’ -+ E $ +- E # -# E $ *$ E !
$%, ’ -’ E " "# E % "# E " *# E $

表 "$ 不同提取方法对 % 种目标物的提取回收率
"#$%& "$ ’()*#+),-. *&+-/&*,&0 -1 1-2* #.#%3)&0 $3 4,11&*&.) &()*#+),-. 5&)6-40

>?:*<%:#)$ !2:;)= .)F2* , G
>?:*<%:#)$ *2%)82*0 , 7

@2()?#%<! ’(A$#?#$ !2&(A!#$2 B2:)1*)C2$ 4#%()C2$<% +)=#A!
H(:*<+)$#% *%% -# E * -" E # .! E # +# E !

$%% ". E # -. E $ "- E + $% E #
+%% "# E $ "! E . .$ E $ +" E !

@#%*)F<82 *%% "* E % -$ E * "! E " +% E #
$%% "# E # "# E $ "* E # -! E #
+%% "% E $ "* E " "- E # +" E #

H(:*<+)$#%6!#%*)F<82 *%% / *%% ". E - "% E # "# E * -% E -
$%% / $%% "$ E # "$ E * .. E + +. E ’
+%% / +%% "* E ! "# E * .# E $ +# E *

I)*:2? :A*JA(2$%2 ’%% -% E # "! E # "$ E # *% E *

" ! "$ 提取条件的优化
& & 目前大多数分析方法采用振荡提取，但这种提
取方式耗时长，效率较低。超声波6微波提取方法具
有效率高、溶剂用量少和提取时间短等特点。本文

考察了微波辅助提取、超声波辅助提取、超声波6微
波辅助提取、漩涡振荡等提取方法对 * 种目标物回

收率的影响，结果见表 !。从表 ! 中可以看出超声
波6微波辅助提取（ $%% G / $%% G）的提取效果
较好。

" ! #$ 净化条件的确定
& & 通过超声波6微波的作用，羊肉组织细胞破碎，
释放出大量的极性（如氨基酸类）和非极性（如脂

·"$%’·
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类）杂质，因此，本文采用在酸化的乙醇提取液中加

入正己烷进行萃取，以除去提取液中的脂质。考察

了采用 "!#固相萃取（#$%）柱净化的效果。结果发
现，虽然杂质减少了，但目标化合物的回收率也大大

降低。采用 #& ’ ( $!%& !$&&# 标准方法进行提取和
净化，结果也不理想。因此本实验又分别考察了以

氧化铝、硅胶、硅藻土为填料的色谱柱（填料高度为

$’ ( )*，用甲醇活化）的净化效果，结果表明硅藻土
柱能较好地分离目标物。故本文选择采用硅藻土柱

净化样品。

图 !" 空白羊肉组织提取液的色谱图
!"#$ !" %&’()*+(#’*) (, * -.*/0 )1++(/ )123.4 2*)5.4

# $ $" 色谱条件的优化

) ) 本文所测定的 " 种非甾体抗炎药物结构式中同

时含有羧基和氨基，属于两性化合物，采用文献

［!*］报道的乙腈!&’ !+ 甲酸（含 &’ ( **,- ’ . 乙酸

铵）为流动相会导致峰形较宽。本文经过实验优

化，选择乙腈!&’ $+ 三乙胺水溶液（"& + ,&，/ ’ /，用

磷酸调节 01 *’ (）作为流动相。流动相中加入三乙

胺能消除色谱柱填料表面硅羟基的作用，改善了 "

种 &#2345 的峰形。通过二极管阵列检测器全波段

扫描，得到美洛昔康、氟尼辛葡甲胺、双氯芬酸钠和

酮洛芬的最大吸收波长分别为 *((、$(*、$-, 和 $((

6*。为了使干扰峰影响最小，本文选择 $(( 6* 作

为检测波长。在优化的色谱条件下，" 种非甾体抗

炎药物在 $& *76 内能得到很好的分离。羊肉组织

空白样品和空白加标样品的色谱图分别见图 ! 和图

$，" 种非甾体抗炎药物标准品的谱图见图 *。由图

!、图 $ 所示，空白样品和空白加标样品的杂质峰相

似度不高，可能的原因一是对于动物肌肉组织进行

兽药农残检测，本身样品基质比较复杂，干扰物多，

难于处理干净；二是本研究采用超声波!微波辅助提

取，由于超声波!微波具有催化化学反应的作用，而

图 #" 空白羊肉组织中添加 $ 种 6789:2 的色谱图
!"#$ #" %&’()*+(#’*) (, )1++(/ )123.4 2*)5.4

25"04; <"+& ,(1’ 6789:2
) ! 8 9:;,0<,=:6（(& !> ’ 9>）；$ 8 *:-,?7)@*（ (& !> ’ 9>）；* 8
=-A67?76 *:>-A*76:（ (& !> ’ 9>）；" 8 B7)-,=:6@) 5,B7A*（ !&&
!> ’ 9>）8

图 %" $ 种非甾体抗炎药物混合标准溶液的色谱图
!"#$ %" %&’()*+(#’*) (, * )"=4; 2+*/;*’;

2(.1+"(/ (, ,(1’ 6789:2
) ! 8 9:;,0<,=:6；$ 8 *:-,?7)@*；* 8 =-A67?76 *:>-A*76:；" 8 B7!
)-,=:6@) 5,B7A*8

非甾体抗炎药物结构式中含有羧基和氨基，属于两

性化合物，当在羊肌肉组织中加入非甾体抗炎药物

时，非甾体抗炎药物在超声波!微波作用时可能起催
化剂作用，使羊肌肉组织中更多的物质降解或释放

出来，造成两个谱图干扰峰不一致。但干扰峰基本

未对 " 种非甾体抗炎药物峰造成影响，因此不影响
分析结果的可靠性。

# $ &" 标准曲线的制作
) ) 配制系列浓度的标准溶液并分别进行测定，以
峰面积（ !）对药物质量浓度（ "，*> ’ .）作线性回
归，得到的线性关系见表 *。从表 * 可以看出，" 种
&#2345 的相关系数都达到了 &’ %%% 以上，具有很
好的线性相关性。

·%(&!·



色 谱 第 !" 卷

表 !" # 种非甾体抗炎药物的线性回归方程、线性范围和相关系数
!"#$% !" &%’(%))*+, %-."/*+,)，$*,%"( (",’%) ",0 1+((%$"/*+,

1+%22*1*%,/)（ !$）2+( # 34567)

!"#$"%&’
()*+),,-"&
).%/0-"&

1-&)/+ +/&*) 2
（#* 2 1）

!!

3)4"5-6/# " # $%&’(# ) **+! & 7 &’ ) ’& & 7 $$$,
84%&-5-& #)*4%#-&) " # %’%+!# - !(% 7 ’ & 7 &’ ) ’ & 7 $$$"
9-64":)&/6 ,"’-%# " # (($*,# ) ’("’& & 7 &! ) !& & 7 $$$%
;)0"$+":)& " # ,"$%+# - *$% 7 ( & 7 &’ ) * & 7 $$$$

"：$)/< /+)/；#：#/,, 6"&6)&0+/0-"&，#* 2 17

$ 8 %" 检出限和定量限
. . 在匀浆后的羊肉组织空白样品中添加一定量的
标准溶液，按样品前处理方法做 ( 次平行实验并进
行 =>1! 分析。以信噪比（$ % &）为 % 计，美洛昔康、
氟尼辛葡甲胺、酮洛芬和双氯芬酸钠的检出限依次

为 (、(、( 和 ’& !* 2 <*；以 $ % & # ’& 计，上述 * 种
?@AB9, 的定量限依次为 ’(、’(、’( 和 %& !* 2 <*。
$ 8 &" 回收率和精密度
. . 称取匀浆后的羊肉组织 (/ & *，分别添加 % 个浓
度水平的 * 种 ?@AB9, 混合标准溶液。按实验方法
进行提取、净化和检测，测定回收率；每个添加水平

’ ’ 内重复测定 ( 次，计算日内精密度；每个添加水
平 ( ’ 内重复测定 ( 次，计算日间精密度，结果见表
*。从表 * 中可以看出 * 种 ?@AB9, 的平均回收率
为 ,(/ %C 0 $$/ ,C，日内相对标准偏差（(@9）小于
’&C，日间 (@9 小于 ’(C。这表明该方法的回收率
和精密度较好，能满足农残分析的要求。

表 #" 羊肉中 # 种 34567) 的添加回收率和日内、日间
相对标准偏差（&47）（" ’ (）

!"#$% #" &%1+9%(*%)，*,/(":0"; ",0 *,/%(:0"; (%$"/*9%
)/",0"(0 0%9*"/*+,)（&47）+2 2+.( 34567)
)<*=%0 *, " >.//+, >.)1$% )"><$%（" ’ (）

!"#$"%&’
A’’)’ 2
（!* 2 <*）

()6"D)+E 2
C

(@9 2 C
B&0+/F’/E B&0)+F’/E

3)4"5-6/# !( "+ 7 % + 7 % ’% 7 +
(& "* 7 " $ 7 " ’’ 7 "

’&& "( 7 , + 7 , $ 7 "
84%&-5-& !( "$ 7 * $ 7 * ’! 7 "
#)*4%#-&) (& $% 7 ( * 7 $ ’* 7 %

’&& $( 7 , " 7 % ’* 7 %
;)0"$+":)& !( $* 7 + ( 7 * $ 7 ,

(& $+ 7 " " 7 % ’! 7 !
’&& $$ 7 , % 7 , , 7 "

9-64":)&/6 (& ,& 7 + " 7 ! ’% 7 +
,"’-%# ’&& ,! 7 " + 7 " ’’ 7 (

!&& ,( 7 % * 7 , $ 7 *

!" 结论

. . 建立了同时检测羊肉组织中美洛昔康、氟尼辛
葡甲胺、酮洛芬和双氯芬酸钠 * 种非甾体抗炎药物
的方法，其检出限低，线性范围宽，回收率和精密度

均满足检测要求。该方法可用于羊肉中上述 * 种非
甾体抗炎药物残留量的检测分析，亦可为我国动物

源性食品中兽药残留检测提供参考。
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