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[摘 要 ] 尼卡巴嗪是一种广谱、高效、性能稳定的饲料添加剂, 用于防治鸡、火鸡等禽类球虫

病,对已产生耐药性的球虫,仍有显著疗效。然而, 尼卡巴嗪残留对人体存在潜在的威胁,需对其

进行残留监控。综述了尼卡巴嗪残留检测方法, 包括高效液相色谱法, 差示脉冲极谱法,分光光

度法,气相色谱法,高效液相色谱串联质谱法以及免疫色谱法。
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Abstract: N icarbazin is one of feed addit ives wh ich are broad spectrum, high effic iency, stab ile perform ance, it

has played an important ro le in preventing poultry coccidiosis, such as ch icken, brake ch icken. Themost importan t

is tha t it also has a sign ificant e ffect to coccidiosis wh ich have resistance to d isease. How ever, nicarbazin residue

can be potential threat to the health o f human, so itmust be contro lled. M any analysismethods o f n icarbazin, such

as h igh performance liqu id chromatog raphy, d ifferent ia l pulse polarog raphy, absorption spectrometry, gas

chromatography and h igh liqu id chromatog raphy tandem mass spectrometry and immunochromatography, have been

reported to mon itor its residue. W e rev iew the recent developments o f these methods in th is art icle.
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尼卡巴嗪是由两种单一成分: 4, 4 -二硝基苯

脲 ( DNC )和 -羟基 4, 6-二甲基嘧啶 (HDP)组成

的复合物。结构式见下列图 1,图 2。

由于尼卡巴嗪复合物中的 HDP成分在动物体

内可迅速经尿排除体外, 而抗球虫活性成分 DNC

通过粪便排泄较缓慢。因此国际上和我国均规定

尼卡巴嗪在鸡组织中的残留标识物为 DNC,其在鸡

的所有组织中的残留限量 ( MRL)为 0. 2 mg /kg

( 200 g /kg)
[ 1 ]
。

作为一种良好的抗球虫药,尼卡巴嗪应用非常
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广泛, 然而饲喂后在家禽的肌肉及其他组织中会造

成不同程度的残留, 危害人民群众的生命健康, 影

响我国禽产品的出口。为保障人类摄食动物性食

品安全,同时又可有效的使用尼卡巴嗪防治鸡球虫

病,近年来国内外报道尼卡巴嗪及其标识残留物的

检测方法日益增多。

通常,尼卡巴嗪残留的检测步骤包括三个部

分:选择合适溶剂提取样品中的尼卡巴嗪, 净化去

除杂质,最后进行定量分析。

1 样品的提取

尼卡巴嗪属于弱酸性物质。在二甲基甲酰胺

中微溶, 在水, 乙醇, 乙醚中不溶。一般选用乙

腈
[ 2- 4]

,乙酸乙酯, N - N二甲基甲酰胺 ( DM P) ,乙

腈 - N, N二甲基甲酰胺 ( 1 !1) ,水 -二甲基甲酰胺

( 5!95) , 乙腈 ∀ 甲醇 ( 1+ 1)
[ 5]
等单一或混合溶剂

作为尼卡巴嗪的提取剂。

常用的样品提取方法有组织捣碎法 (又称匀浆

法 )
[ 6- 8]

, 超声辅助提取法 ( SAE ) ,振荡法
[ 9 - 10 ]

,超

临界流体萃取法等。周伟伟
[ 11]
采用匀浆法用乙腈

提取鸡组织中尼卡巴嗪残留标志物 DNC的残留,

平均回收率可达 70%以上; 章虎
[ 6 ]
等采用组织捣

碎法用乙腈提取鸡肉,鸡肝和饲料中尼卡巴嗪的残

留,回收率为 80. 9% ~ 95. 7%。陈丽
[ 12]
等采用超

声波辅助提取法用 N - N二甲基甲酰胺提取饲料

预混料中尼卡巴嗪的含量, 回收率高达到 95%以

上。 Jerome
[ 9]
等采用振荡法提取水禽粪便中的尼

卡巴嗪残留量, 回收率达到 82. 3%。Gug lielmo
[ 13]

等采用振荡提取法用水 -二甲基甲酰胺 ( 5 !95)提
取家禽饲料中的尼卡巴嗪含量, 平均回收率高达

95%。Dharm endr
[ 10]
等建立了禽饲料、蛋和肌肉中

尼卡巴嗪的超临界流体萃取方法。最优化的超临

界流体的条件: 提取温度 85 # ; 压力 (恒定 ) 4000

ps;i温度最高限 100 # ; CO2流速 2 mL /m in;当添加

0. 4mg /g时,禽饲料 ( n= 18)、蛋 ( n = 28)和鸡肉

( n = 20)的回收率分别高达 98%, 100%和 99%。

2 样品的净化方法

在色谱分析前,通常需要对样品进行净化和浓

缩,以避免样品基质中的复杂组分损害色谱仪器和

对目标分析物的干扰。常用的净化方法包括液 -

液萃取法
[ 7- 8]

, 固相萃取法
[ 14- 15]

,基质固相分散技

术
[ 16- 17 ]

,免疫亲和色谱法。多数净化方法与样品

的基质和萃取步骤中使用的萃取剂无关,其目的主

要是除去干扰物而有选择性的萃取出尼卡巴嗪。

液液萃取 ( LLE ) :通常采用乙腈 -正己烷液液

萃取净化动物组织中的尼卡巴嗪。但在液液萃

取
[ 18]
的过程中易发生乳化现象, 可利用盐析效应

促进有机溶剂萃取、降低萃取乳化和有机相与水相

分层
[ 19]
。向样品中加入适量无水硫酸钠可提高尼

卡巴嗪的提取效率
[ 14]
。Kanda

[ 20]
等建立了乙腈 -

正己烷液液萃取净化鸡组织中尼卡巴嗪的高效液

相色谱法,回收率为 87. 3% ~ 89. 4%。

固相萃取法 ( SPE ): 常用的固相萃取柱有二氧

化硅固相萃取柱, 碱性氧化铝柱
[ 2, 6, 11, 15 ]

, Bond

E lut
TM
C18, Sep - Pak C18柱, 中性氧化铝柱等。

Dubo is
[ 14]
等采用二氧化硅固相萃取柱净化鸡组织

中的尼卡巴嗪,该方法的回收率为 60%。Luca Lu

centini
[ 15]
等采用碱性氧化铝柱净化鸡组织中的尼

卡巴嗪, 该方法的平均回收率为 ( 83. 4 ∃ 3. 1)%。

Em iliana Capurro
[ 8]
等采用 Bond E lut

TM
C18净化牛肝

中尼卡巴嗪的残留, 该方法回收率大于 70%。日

本
[ 21]
采用 Sep- Pak C18柱或中性氧化铝柱净化鸡

蛋中的尼卡巴嗪,该方法的检测限 0. 03mg /kg。

基质固相分散技术 (M SPD ): 基质固相分散技

术处理样品速度快, 溶剂用量少, 引起了广泛的关

注。但该方法样品需要量少,因此要求检测方法具

有较高的灵敏度。 Schenck
[ 17]
等建立了固相分散技

术净化鸡肉中尼卡巴嗪的高效液相色谱法,回收率

55%左右。

免疫亲和色谱 ( IAC )有离线和在线两种净化

方法。在线自动净化法具有固相萃取的高富集性、

提取时间少、有机溶剂用量少等优点。Tarb in
[ 22 ]
等

建立了鸡蛋中尼卡巴嗪的在线固相萃取高效液相

色谱法, 此方法的平均回收率大于 80% ( n = 5 )。

Vertommen
[ 23]
建立了离线固相萃取高效液相色谱

法测定鸡蛋中尼卡巴嗪的方法, 此方法净化效果

好, 回收率高达 90%。

3 定量分析

目前尼卡巴嗪的检测方法有高效液相色谱法,

微柱高效液相色谱法, 差示脉冲极谱法, 分光光度

法
[ 24]
, 气相色谱法, 高效液相色谱串联质谱

法
[ 21, 25- 26]

,免疫色谱法
[ 27- 29]

。其中, 高效液相色

谱法可使用紫外检测器, 二极管阵列检测器, 电化

学检测器
[ 8, 15, 30 ]

三种检测器。

3. 1 高效液相色谱法 (HPLC ) 高效液相色谱法

具有灵活、通用、选择性强、灵敏度高、检测限低等
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优点。但是因为其样品预处理时间较长、操作过程

繁琐, 且需一定的技术水平条件, 仪器化程度较高,

分析周期长,不适宜作为药物残留的快速检测和常

规应用。常用的流动相为乙腈 - 水
[ 6, 8]
, 甲醇 -

水
[ 4, 12]

,醋酸盐缓冲液 - 乙腈
[ 13]
, 磷酸溶液 - 乙

腈
[ 31]
,磷酸盐缓冲液 - 乙腈

[ 32 ]
, 乙腈 - 甲醇

[ 2]
等

几类。药物的保留能力与流动相的 pH值、柱填料

等有关, 常采用 C18柱分离
[ 4]
, 其次是 NH2 柱

[ 3 ]
。

章虎
[ 6]
等采用 Inersil ODS2 ( 150 mm % 4. 6 mm, 5

m )测定鸡肉, 鸡肝和饲料中尼卡巴嗪的残留量,

该方法的仪器检测限为 0. 02 mg /L。陈家华
[ 3]
采

用 Bondapak
TM
NH2色谱柱测定鸡肉中尼卡巴嗪

的残留量,其检测限为 10 g /kg。常用的检测器有

紫外检测器 ( UV) , 二极管阵列检测器 ( DAD)和电

化学检测器, 检测波长在 350 nm左右。紫外检测

器灵敏度高, 选择性较好,能满足残留分析的一般

要求, 且对环境温度、流动相组成和流速变化不敏

感,能适于等度和梯度洗脱。 Guglie lmo Dusi
[ 15]
等

用高效液相色谱紫外检测方法检测家禽饲料中尼

卡巴嗪的残留, 该方法的的线性范围为 2 ~ 150

mg /kg,检测限为 1 mg /kg。 Bou laire
[ 16 ]
等建立了高

效液相二极管阵列检测器检测鸡组织中尼卡巴嗪

的残留检测方法,该方法的检测限低, 回收率均可

满足残留检测规范的要求。E llison
[ 33]
等运用电化

学检测器检测鸡组织中的尼卡巴嗪, 此方法重复性

好,应用广泛,灵敏度高。

3. 2 微柱高效液相色谱法 近几年, 微柱高效液

相色谱法越来越广泛的运用于动物性食品的药物

残留分析中。与常规的高效液相相比,微柱高效液

相具有以下四个显著优点: 流动相消耗少, 灵敏度

高,与小样品的相容性增大,易与质谱或中级色谱

系统串联。Rosa Dra isci等
[ 7]
采用微柱高效液相色

谱法检测鸡组织,鸡蛋, 家禽饲料及家畜垫草中尼

卡巴嗪的含量,检测限为 25 pg( 3倍信噪比 )。

3. 3 分光吸光度测定法 分光光度测定法作为常

规检测方法, 操作简单, 灵敏度高, 仪器相对较便

宜,但其重现性较差, 样品需要量较大,较少用于残

留检测。张秀平
[ 24]
等采用紫外分光法测定鸡组织

中尼卡巴嗪的残留量,确定尼卡巴嗪休药期为 4 d。

3. 4 差示脉冲极谱法 ( DPP) 差示脉冲极谱法应

用于药物分析具有选择性好, 灵敏度高, 取样量少,

使用试剂品种少, 以及操作简便等许多独特的优

点。USFDA ADAM 采用差示脉冲极谱法测定雏鸡

组织中尼卡巴嗪的残留,检测限 0. 02 mg /kg。但差

示脉冲极谱法对仪器的要求较高, 现在已很少用于

测定药物的残留。

3. 5 气相色谱法 ( GC) 气相色谱法灵敏度高、检

测限低且有多种检测器供选择。但需要繁琐的衍

生化步骤且样品前处理比 HPLC复杂, 不适合大量

样品的分析, 因此,气相色谱法在尼卡巴嗪残留检

测中的应用受到了限制。N ose等
[ 34]
采用气相色谱

法检测畜产食品中包括尼卡巴嗪在内的九种化学

合成抗菌药,该方法稳定性好,灵敏度高。

3. 6 液相色谱串联质谱法 ( LC- M S /M S) 目前

关于液相色谱串联质谱法测定尼卡巴嗪的残留报

道不多。孙雷等
[ 18]
采用 LC- MS /M S法检测鸡蛋

和鸡肉中尼卡巴嗪的残留。该方法的质谱条件为:

电喷雾离子源 ( ESI ) ,多反应监测 (MRM )方式进

行采集, 4, 4& - 二硝基均二苯脲 - D8同位素内标

法定量。结果表明,尼卡巴嗪在 10~ 500 ng /mL浓

度范围内呈现良好的线性关系, R
2
为 0. 999 7;鸡蛋

和鸡肉中 4, 4-二硝基均二苯脲残留检测方法检测

限均为 0. 5 ng /g,定量限均为 1 ng /g。Dubo is
[ 21 ]
等

采用液相色谱 -电喷雾串联质谱法测定鸡肉和鸡

蛋中包括尼卡巴嗪在内的 9种抗球虫药, 该方法中

尼卡巴嗪的检测限为0. 5 g /kg。

3. 7 免疫测定法 ( IA s) 免疫测定法主要包括酶

联免疫吸附法,荧光免疫测定法和表面等离子体传

感器等。

3. 7. 1 酶联免疫吸附法 ( EL ISA ) 酶联免疫吸附

法是当前应用最广、发展最快的固相酶免疫测定技

术。该方法具有灵敏度高、特异性强、操作简便、快

速和可用于大批量样品检测的特点。国内目前有

关 ELISA方法检测鸡组织中尼卡巴嗪残留的报道

很少。Hue t等
[ 28 ]
用 ELASA检测鸡肉和鸡蛋中尼

卡巴嗪的残留,抗体对尼卡巴嗪在接近 2. 5 ng /mL

的浓度时呈现 50%抑制 ( I50 ) , 该方法在鸡蛋的检

测限 < 3 g /kg,鸡肉的检测限 < 10 g /kg。

3. 7. 2 荧光免疫测定法 ( T rFLA ) 该方法是根据

背景的荧光衰变期短的特点,选择长寿命的荧光物

质进行标记,当寿命很短的生物材料背景荧光完全

衰减后再进行检测, 便可消除本底的干扰, 提高信

噪比。Hagren等
[ 29]
采用时间分辨率荧光免疫测定

法检测鸡蛋和鸡肝中尼卡巴嗪的残留。该方法在

鸡蛋的检测限为 3. 2 ng /g( n = 6), 肝脏的检测限为
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11. 3 ng /g( n = 6)。

3. 7. 3 生物传感器 生物传感器是以固定化的生

物成分 (如酶、蛋白质、DNA、抗体、抗原 )或生物体

本身 (如细胞、微生物、组织等 )为敏感材料,与适当

的化学换能器相结合,用于快速检测物理、化学、生

物量的新型器件。与其他方法相比, 具有精度高、

可以做到小型化、自动化和方便现场检测等优点。

B riege等
[ 5]
建立了鸡蛋和鸡肝中尼卡巴嗪残留的

表面等离子体共振生物传感器检测方法,鸡蛋的检

测限为 19 ng /g,鸡肝的检测限为 17 ng /g。

4 结论和展望

目前,高效液相色谱法是检测尼卡巴嗪残留最

常用的方法, 因为其灵敏度高、特异性好、检测限

低,仪器要求多数实验室可以满足。但此法样品提

取和净化步骤繁琐、不便于同时处理大批样品、回

收率有时偏低而且不稳定、对实验人员要求高, 并

且使用了大量有毒溶剂, 不适于常规检测。气相

色谱法和 LC- M S /M S方法,不仅灵敏度高, 而且可

以确证, 但需要昂贵的仪器。免疫测定法操作简

单、快速、灵敏度高,可作为尼卡巴嗪残留的现场大

批量快速检测方法, 具有推广优势, 但是其对结构

类似物有交叉反应、稳定性差。差示脉冲极谱法的

出现使经典的极谱分析又获得新的生命力, 但其对

仪器的要求较高,所有影响其它电化学分析方法的

因素均能不同程度地影响其精确性, 加上滴汞电极

本身的毒性,都是影响本法推广应用的一些因素。

理想的尼卡巴嗪残留分析方法要求灵敏、准

确、简单、省时、费用低, 目前为止尚无公认的上述

理想方法报道。不过,随着人们对食品安全问题的

日益关注和各学科的交叉发展,以及生物传感器和

生物芯片技术的日益成熟,相信在不久的将来定会

研究出具有高分析效率的理想的尼卡巴嗪残留分

析方法。
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素、硫酸庆大霉素、氢化可的松、地塞米松等呈酸

性,如果这两类药物混合使用, 可发生酸碱中和反

应,其化学性质或稳定性必然要发生改变, 就会不

可避免地出现疗效降低、毒性增大等无法预见的后

果,甚至会导致病情加重。因此, 不能用解热镇痛

类药物的针剂充当青霉素、链霉素的稀释液或溶剂

取代注射用水。

3. 3 掌握用药剂量和疗程 不随便加大剂量和延

长疗程,用药最多不过 5天。用药不退的长期发

热,大多隐匿着重大疾病。

3. 4 掌握用药时间 为避免药物对胃肠道的刺

激,解热镇痛药宜在饲喂后 2小时, 即半空腹时服

用或与等量的抗酸药 (氢氧化铝等 )同时服用。切

忌空腹服用, 否则可加重药物对胃肠道的刺激, 严

重者可致胃出血及胃穿孔。

3. 5 注意各类解热镇痛药的不良反应 了解解热

镇痛药的毒副作用和防治方法。该类药物对消化

系统、造血系统、循环系统、中枢神经系统以及肝、

肾都有损害,并能引起过敏反应及皮疹等。表现为

过敏性皮疹、瘙痒、剥脱性皮炎、血管神经性水肿、

哮喘,严重可发生过敏性休克。诱发哮喘以阿司匹

林较常见, 发生率为 2. 3% ~ 20%。使用解热镇痛

药时要掌握患畜的既往不良反应情况, 减少不良反

应发生。有既往不良反应的, 因重复用药, 容易再

次诱发。

3. 6 熟悉解热镇痛抗炎药复方制剂的成分, 从医

服药 应了解药物的组成成分, 不要重复用药避免

服用商品名不同但含有相同组分药物时, 导致药物

超量服用,引起中毒。有研究显示,只服用 1种解

热镇痛药的患胃肠道出血的机率仅为 7. 3%, 而同

时服用 2种或 2种以上解热镇痛药的患胃肠道出

血的机率就增加为 10. 7%。这类药物的复方制剂

很多, 不少是大同小异, 故购买前一定要合理应用

解热镇痛药。

(上接第 50页 )
[ 19 ] H orn ingM G, G regory P, Now lin J, et a l. Isolation ofDrugsMe

tabolites from B io log ical Flu id e by Use ofSalt- Solven tParis[ J] .

C lin Chem, 1974, 20: 282- 287.

[ 20 ] K andaM, U sh iyam a K, Igu sa K, et a l. S im p le Determ ination of

Res idual An ticoccid ial D rugs ( d iclazuril and n icarbaz in ) in

Ch ick en T issues by HPLC[ J] . Jou rnal of the FoodH ygien ic Soci

ety of Japan, 2003, 44 ( 2) : 110- 113.

[ 21 ] 食品卫生检查指针 (追补∋ ) [M ] .日本食品卫生协会, 1993.

[ 22 ] Tarb in JA, ShearerG. H igh Perform ance Liqu id Ch rom atograph ic

M ethod for the Determ ination of The D in itrocarban ilid e Compo

nen t of N icarbazin in Eggsw ith On- lin e C lean- up[ J ]. Jou rnal

of Chrom atography: B iom ed ical Appl icat ion s, 1993, 613 ( 2 ) :

354- 358.

[ 23 ] V ertomm enM H, A vander LaanHM, V eenendaal- H esselm an.

H igh- perform an ce L iqu id Ch rom atograph ic Screen ingM ethod for

Low Levels ofN icarbazin in Eggsw ith O ff- l ine Cartridge Sam p le

C lean- up[ J] . Journal ofC hrom atography A, 1989, 481: 452-

457.

[ 24 ] 张秀平, 李广云, 陈根尹,等. 尼卡巴嗪在鸡体中残留量测定

[ J] .上海畜牧兽医通讯, 1986, 2: 1- 2.

[ 25 ] Leen M ort ier, E ls Daeseleire, C arlos V an Peteghem. Liqu id

Ch rom atographic Tandem M ass Spectrom etric Determ ination of

F ive Coccid iostats in Pou ltry Eggs and Feed [ J] . Journal ofC hro

m atography B, 2005, 820: 261- 270.

[ 26 ] LeenM ortier, E ls D aeseleire, Ph ilippe Delahau t. S imu ltaneous

Detect ion of F ive Coccid iostats in Eggs by Liqu idC hrom atography

- tandem M ass Spectrom etry[ J] . Analytica Ch im ica Acta, 2003,

483: 27- 37.

[ 27] B riegeM cCarney Im eldaM, Traynor Terence L. Su rface P lasm on

Resonance B iosen sor Screen ing of Pou ltry Liver and Eggs for

N icarb az in Residues[ J] . Analyt ica Ch im ica A cta, 2003, 483: 65

- 169.

[ 28] Hu et A C, M ort ierL, Daeseleire E, et al. Screening for the Coc

cid iostatsH alofuginon e andN icarbazin in E gg and C h icken Mu s

cle: Developm ent of an ELISA [ J]. Food Add itives and Con tam

inan ts, 2005, 22( 2) : 128- 134.

[ 29] H agren V, C rooks S, E lliott R H, et al. An A ll- on- lin e D ry

C hem istry Imm unoassay for th e S creen ing ofC occid iostatN icarba

z in in Pou ltry E ggs and L iver [ J] . Journ al of Agricu ltu ral and

Food Ch em istry, 2004, 52 ( 9) : 2429- 2433.

[ 30 ] Randal S, S tah l John J, Johnston. H igh - perform ance liqu id

ch rom atography- based Determ ination of N icarbaz in Excretion in

W aterfow l [ J ]. Jou rnal of Ch rom atography B, 2002, 775: 103-

108.

[ 31] Ch onan, T akao, Fu jim oto, et a l. M ut ires idueM ethod for Determ i

nation ofVeterin ary Drugs and Feed Addit ives inM eats by HPLC

[ J] . Shokuh in E iseigaku Zassh,i 2007, 48( 5 ) : 153- 158

[ 32] 食品中农用化学品残留检测方法 [ S ] .北京:中国标准出版

社, 2002.

[ 33] DeanK E llison, W ill iam Tait. Osteryoung S quare- w aveV oltam

m etric Determ ination ofN icarb az in in Ch icken T issue[ J] . T alan

ta, 1988, 35 ( 9) : 734- 736.

[ 34] Nose N, H osh ino Y, K ikuch i Y, et a l. S tudies on R es idues of

Syn thet ic An tib acteria ls in L ivetock Produ cts. V III. S im u ltan eous

Analys is of Synthetic An tibacterials in L ivestock Produ cts [ J ].

Jou rnal of th e Food Hygien ic Society of Jap an, 1982, 23 ( 2 ):

176- 183.

 60 中国兽药杂志 2010, 44( 7): 58~ 60 /本刊编辑部


