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柱前衍生－ 高效液相色谱法测定牛筋中
阿维菌素和伊维菌素
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摘　要：牛筋样品经乙腈提取，用Ｃ１８固相萃取柱净化，净化液经Ｎ－甲基咪唑和三氟乙酸酐的乙

腈溶液在室温下进行衍生化，所得阿维菌素和伊维菌素衍生物用高效液相色谱法分析。选用Ｃ１８
色谱柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ）为固定相，以乙腈－水（９７＋３）溶液为流动相进行淋洗，于激发波

长３６５ｎｍ和发射波长４７０ｎｍ处进行荧光检测。阿维菌素和伊维菌素衍生物的色谱峰面积与其

质量分数分别在５～１００ｎｇ·ｇ－１和１０～１００ｎｇ·ｇ－１范围内具有线性关系，检出限（３Ｓ／Ｎ）分别为

２．５ｎｇ·ｇ－１和４．０ｎｇ·ｇ－１。在３个浓度水平下做加标回收试验，所得阿维菌素和伊维菌素的回

收率在８１．６％～１０１．０％和１０１．５％～１０２．４％之间，相对标准偏差（ｎ＝６）均不大于２．０％。
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　　阿维菌素类（ＡＶＭｓ）抗寄生虫药，活性极强，对
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多种家畜，具有广谱、高效、安全等优点，其中阿维菌

素（ＡＶＭ）、伊维菌素（ＩＶＭ）应用最为广泛。但阿维

菌素类抗寄生虫药属高毒化合物，在动物体内残效

时期长，长期用药易导致其在动物体内中残留，已引

起广泛关注，目 前 高 效 液 相 色 谱 法 已 用 于 测 定 鱼、

·２０３１·



贾 方等：柱前衍生－高效液相色谱法测定牛筋中阿维菌素和伊维菌素

兔、猪肉等组织中阿维菌素和伊维 菌 素 的 含 量［１－６］。
本工作采用柱前衍生－高效液相色谱，荧光检测器同

时测定牛筋中阿维菌素、伊维菌素残留量，分离效果

理想。

１　试验部分

１．１　仪器与试剂

Ａｇｉｌｅｎｔ　１１００型高 效 液 相 色 谱 仪，配 有 荧 光 检

测器；ＩＫＡ－Ｔ１０均 质 器；ＥＶＯＲ　５０氮 吹 仪，Ｗａｔｅｒｓ
Ｃ１８固相萃取柱（５００ｍｇ／３ｍＬ）。

阿维菌素、伊维菌素标准溶液：将１００ｍｇ·Ｌ－１

阿维菌素和伊维菌素标准储备溶液，用乙腈配制成

２ｍｇ·Ｌ－１标准使用溶液。
条件化试剂：乙腈－水－三乙胺（３０＋７０＋１）混合

溶液。
衍生化试剂１：三氟乙酸酐－乙腈（１＋２）混合溶

液；衍生 化 试 剂２：Ｎ－甲 基 咪 唑－乙 腈（１＋１）混 合

溶液。
乙腈为色谱纯；无水硫酸钠为分析纯，经６００℃

灼烧４ｈ，放置于密封容器中备用。

１．２　色谱条件

Ｃ１８液相色谱柱（４．６ｍｍ×１５０ｍｍ，５μｍ），柱

温为４０℃，流量１．０ｍＬ·ｍｉｎ－１，流动相为乙腈－水
（９７＋３）溶 液，激 发 波 长（λｅｘ）３６５ｎｍ，发 射 波 长

（λｅｍ）４７０ｎｍ。

１．３　试验方法

称取牛筋试样（５±０．０５）ｇ置于５０ｍＬ塑料离

心管中，加入乙腈１５ｍＬ，以１０　０００ｒ·ｍｉｎ－１转 速

均质１ｍｉｎ，再以３　０００ｒ·ｍｉｎ－１转速离心５ｍｉｎ，将
上清液置于另一离心管中。向提取液中加入三乙胺

０．５ｍＬ，加入纯水至总体积约为５０ｍＬ，确保 水 与

提取液比例不小于３∶２，否则待测物不能被吸附剂

充分保留。

Ｃ１８固相萃取柱依次以５ｍＬ乙腈和５ｍＬ条件

化试剂进行条 件 化，并 在 吸 附 剂 上 方 保 持 约１ｍｍ
厚的液层以保证吸附剂的润湿。在固相萃取柱上方

加装储液器，将样品提取液加入储液器，抽真空，提

取液完全通过固相萃取柱后，继续保持抽真空状态

大约３０ｍｉｎ。以５ｍＬ乙腈淋洗固 相 萃 取 柱，收 集

洗脱液。
将洗 脱 液 在 ５０ ℃ 下 氮 吹 至 干，分 别 加 入

３００μＬ衍生化试剂１和２００μＬ衍生化试剂２，涡旋

均匀后室温反应２０ｍｉｎ，以乙腈定容至１ｍＬ，按色

谱条件进行测定。

２　结果与讨论

２．１　色谱行为

在色谱条件下，阿维菌素和伊维菌素衍生化产

物的保留时间 分 别 为１０．５，１７．２ｍｉｎ，标 准 品 和 加

标牛筋样品的色谱图见图１。

（ａ）　阿维菌素和伊维菌素标准溶液

（ｂ）　加标空白样品

图１　阿维菌素和伊维菌素标准和加标空白样品色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ　ｏｆ　ｍｉｘｅｄ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｓｏｌｕｔｉｏｎ　ｏｆ　ＡＶＭ　ａｎｄ

ＩＶＭ （ａ），ａｎｄ　ｂｌａｎｋ　ｓａｍｐｌｅ　ｗｉｔｈ　ａｄｄｉｔｉｏｎ　ｏｆ　ｍｉｘｅｄ　ｓｔａｎｄａｒｄ（ｂ）

由图１可见：阿维菌素和伊维菌素目标峰不受

杂质及试剂的干扰，分离效果良好。

２．２　标准曲线和检出限

分别移 取２ｍｇ·Ｌ－１阿 维 菌 素 标 准 溶 液２５，

５０，１００，２００，４００，５００μＬ，２ｍｇ·Ｌ
－１伊维菌素标准

溶液５０，１００，１５０，２００，４００，５００μＬ，置于１０ｍＬ玻

璃离 心 管 中，分 别 加 入３００μＬ衍 生 化 试 剂１和

２００μＬ衍生化试剂２，涡旋均匀后室温反应２０ｍｉｎ，

以乙腈定容至１ｍＬ，按色谱条件对混合标准溶液系

列进行测定。
称取空白牛筋组织（１０±０．０５）ｇ，做１０个平行

样品，按标准溶液系列的方法进行衍生处理，以３倍

信噪比计算检出限，以１０倍信噪比计算测定下限，
结果见表１。
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表１　线性参数、检出限和测定下限

Ｔａｂ．１　Ｌｉｎｅａｒｉｔｙ　ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ，ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ　ｌｉｍｉｔｓ　ａｎｄ　ｌｏｗｅｒ　ｌｉｍｉｔｓ　ｏｆ　ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ

药物
线性范围

ｗ／（ｎｇ·ｇ－１）
线性回归方程 相关系数

检出限

ｗ／（ｎｇ·ｇ－１）
测定下限

ｗ／（ｎｇ·ｇ－１）

阿维菌素 ５～１００　 ｙ＝１　５４７．３５　ｘ＋０．５９　 ０．９９９　９　 ２．５　 ５．０

伊维菌素 １０～１００　 ｙ＝１　９１５．４２　ｘ＋０．５２　 ０．９９９　８　 ４．０　 １０．０

２．３　样品分析

在牛筋空 白 样 品 中 分 别 加 入 不 同 量 的 阿 维 菌

素、伊维菌素标准溶液，按试验方法经提取、净化、衍
生后，按色谱条件进行测定，结果见表２。

表２　回收率及精密度试验结果（ｎ＝６）

Ｔａｂ．２　Ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｔｅｓｔｓ　ｆｏｒ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ　ａｎｄ　ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

药物
标准加入量

ｗ／（ｎｇ·ｇ－１）
回收量

ｗ／（ｎｇ·ｇ－１）
回收率
／％

ＲＳＤ
／％

阿维菌素 ５．０　 ４．０８　 ８１．６　 １．８

１０．０　 ９．１７　 ９１．７　 １．７

５０．０　 ５０．５２　 １０１．０　 ２．０

伊维菌素 １０．０　 １０．２３　 １０２．３　 ２．０

２０．０　 ２０．４９　 １０２．４　 １．９

５０．０　 ５０．７６　 １０１．５　 １．８

按试验方法对１５批次出口牛筋串进行测定，并
用ＧＢ／Ｔ　２１３２０－２００７液 相 色 谱－串 联 质 谱 法（ＬＣ－
ＭＳ／ＭＳ）进行筛查检测，在第四、七批次样品中检出

阿维菌素和伊维菌素，对比结果见表３。

表３　样品分析结果

Ｔａｂ．３　Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ　ｒｅｓｕｌｔｓ　ｏｆ　ｓａｍｐｌｅｓ

样品

批次

本法测定值

ｗ／（μｇ·ｇ－１）
ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定值

ｗ／（μｇ·ｇ－１）

阿维菌素 伊维菌素 阿维菌素 伊维菌素

４　 ０．０７ － ０．０８ －

７ － ０．１２ － ０．１１

由实际样品分析结果可知：阴性样品、阳性样品

检测结果分布一致，阳性样品检出量相近，因此采用

本法测定阿维菌素、伊维菌素结果可靠，可以用于日

常检测。
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