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[摘 � 要 ] � 建立了猪、鸡组织中左旋咪唑残留检测的高效液相色谱法。组织试样在碱性条件下
先用乙酸乙酯提取,然后用 0. 1mo l/L盐酸反萃取, 萃取的样液用混合型阳离子固相萃取小柱净

化,采用 C18 ( 5 �m, 250mm � 4. 6mm .i d. )色谱柱,用高效液相色谱仪 (带紫外检测器 )在 220 nm

波长处测定,外标法定量。在此条件下, 左旋咪唑的保留时间为 12~ 14 m in。左旋咪唑浓度在

10~ 1 000 �g /L时, 与峰面积呈良好的线性关系, 线性方程为 y= 196. 37x+ 81. 599( r= 0. 999 9)。

结果表明,左旋咪唑在在猪、鸡的肌肉、脂肪和肾脏中的检测限为 2 �g /kg, 定量限为 5 �g /kg; 在

猪、鸡的肝脏中的检测限为 2 �g /kg,定量限为 10 �g /kg。在添加不同浓度水平测定下,平均回收

率在 70% ~ 110% ,批内变异系数在 10%以内,批间变异系数在 15%以内。
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Study on the Determ ination of Levam iso le Residues

in Pig and Chicken Tissues by HPLC
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Abstract: H igh- performance liqu id chroma tographym ethod w as optim ised and va lidated for the determ ination o f

levam iso le in p ig and chicken tissues. A liqu id - liqu id extraction procedure in a lkaline med ium, using ethy l

aceta te as extraction solven.t The ethy l acetate extracts w ere re- ex tracted w ith 0. 1mo l/L HC ,l then the solution

w as fo llow ed by a solid- phase extraction procedure using anMCX column to clean up. The reconst ituted sample

w as transferred to HPLC system to detec,t using the C18 co lumn( 5 �m, 250 mm � 4. 6mm .i d. ). Retention time

of levam iso lew as 12~ 14m in. L inearity o f the detecto r responsew as ver ified w ith roben idine standard so lu tion in

the range of 10~ 1 000 �g /L, the linear regression w as y = 196. 37x+ 81. 599 ( r= 0. 999 9) . The quan titative

methed indicated tha,t the LOD was 2 �g /kg and the LOQ was 5 �g /kg in Pigs, ch ickenmuscle, fat and kidney,

the LOD was 2 �g /kg and the LOQ was 10 �g /kg in Pigs, ch icken liver . R ecoveries of robenidine from spiked

samp les at different concentra tions w as be tw een 70% ~ 110%, the RSD for intra- and inter - day data w ere

be low 10% and 15%, respectively.

Key words: levam iso le; residue; HPLC

� � 左旋咪唑 ( levam isole, LM S) 是四咪唑的左旋

体,常用其盐酸盐, 是一种高效低毒广谱驱肠虫药

物,主要用于控制动物胃肠道、肺中的线虫
[ 1- 2]
。

随着左旋咪唑在养殖业中广泛的应用, 其在动物性
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食品中的残留问题也日益突出。为保证动物源性

产品食用安全性,保障人民群众的身体健康, 加强动

物性食品中的左旋咪唑残留的监督和检验工作, 建

立一种简单快速、灵敏度高的左旋咪唑残留检测方

法已是刻不容缓。目前国内关于左旋咪唑的残留检

测的方法有气相色谱法
[ 3]
,该方法检测组织单一, 不

适应当前检测要求,本研究建立了检测猪、鸡组织中

左旋咪唑残留的高效液相色谱方法, 为该药物残留

监控提供里一种灵敏、高效、简便的检测技术。

1� 材料与方法

1. 1� 仪器和试剂 � 盐酸左旋咪唑标准品, 含量

99. 8%, 批号 H010105,购自中国兽医药品监察所。

W aters2695高效液相色谱仪 (配 2487型紫外检测

器 )、分析天平、离心机、电热恒温水浴锅、旋涡混合

器、组织匀浆机、氮吹仪、Waters O asisM CX混合阳

离子固相萃取小柱 ( 3 mL, 60 mg )。二乙胺、碳酸

氢钠、磷酸二氢钠、无水硫酸钠、磷酸、碳酸钠、氨

水、乙酸乙酯为分析纯。甲醇、乙腈为色谱纯。

1. 2� 溶液配制 � 标准贮备液: 精密称取适量的左

旋咪唑对照品, 用甲醇溶解并定容, 配制成 0. 2

mg /mL的贮备液, 密封, 4 ~ 8 ! 保存。 0. 02 mo l /L

N aH 2PO4 /二乙胺缓冲液: 3. 12 g N aH 2PO 4加 997

mL水溶解, 加 3 mL二乙胺混合, 用磷酸调 pH至

7. 5。4%氨水 -甲醇混合溶液:氨水 4 mL, 加甲醇

96 mL, 混匀。碳酸盐缓冲溶液: 碳酸氢钠饱和水溶

液 90mL, 加 10mL碳酸钠饱和水溶液, 混匀。

1. 3� 色谱条件 � 色谱柱为 Ag ilent TC- C18色谱

柱, 250 mm � 4. 6 mm ( .i d. ), 粒径 5 �m, 或相当

者;进样量 50 �L; 流动相为 0. 02 mo l/L磷酸二氢

钠  二乙胺缓冲液 -乙腈 ( 7 ∀3, V /V ); 流速 1. 0

mL /m in; 检测波长 220 nm。

1. 4� 标准曲线的绘制 � 准确量取适量左旋咪唑标

准贮备液, 用流动相稀释成 10、25、50、100、250、

500、1 000 �g /L的标准工作液,供高效液相色谱分

析。以左旋咪唑的峰面积为纵坐标, 以左旋咪唑浓

度为横坐标,绘制标准曲线,拟合, 求标准曲线方程

和相关系数。

1. 5� 样品前处理

1. 5. 1� 提取 � 称取匀浆组织 ( 5 # 0. 05) g于 50

mL离心管中,加入 5 g无水硫酸钠, 搅拌均匀后加

1 mL碳酸盐缓冲液, 加 15 mL 乙酸乙酯, 漩涡 2

m in,混匀, 5 000 r/m in离心 5m in,吸取上层有机层

于离心管中,在残渣中再加 15mL乙酸乙酯重复提

取一次。合并两次提取液。在乙酸乙酯提取液中

加入 0. 1mo l/L盐酸 10mL,振摇 5m in,静置,分取

下层, 按上述同样条件重复萃取一次, 合并两次萃

取液,作为备用液。

1. 5. 2� 净化 � MCX柱依次用 3mL甲醇、3mL 0. 1

mol /L盐酸活化,取 1. 5. 1中备用液过柱,弃去流出

液,依次用 3mL水和 3mL甲醇淋洗柱子,抽干, 用

3mL 4%氨水甲醇溶液洗脱, 收集洗脱液。洗脱液

于 40 ! 下氮气吹干, 用 1. 0 mL流动相溶解, 作为

试样溶液。

1. 6� 定量限和检测限的测定 � 最低检测限和最低

定量限的确定, 是根据信噪比 ( S /N )的值来确定

的。称取 6份空白组织, 按照 1. 5项下步骤处理

后,测得基线噪音值,求其平均值。按照信信噪比

S /N = 3时相对的添加浓度为检测限, S /N = 10时

相对的添加浓度为定量限
[ 4]
。

1. 7� 添加回收率和精密度测定 � 称取匀浆组织

( 5 # 0. 05) g于 50mL离心管中, 加入适量标准贮

备液,使其各组织添加浓度分别为 5、10、20 �g /kg,

每个添加浓度设 5个平行,按照 1. 5项下步骤操作

进行测定, 根据峰面积计算添加回收率和批间、批

内变异系数。

2� 结果与分析

2. 1� 线性关系 � 在浓度为 10~ 1 000 �g /L的范围

内, 左旋咪唑的峰面积与其浓度呈线性相关, 且线

性关系良好,线性回归方程和相关系数见图 1。

图 1� 左旋咪唑标准曲线方程

2. 2� 检测限和定量限 � 根据 6个空白组织的基线

噪音平均值, 按信噪比 S /N = 3为检测限, S /N = 10

为定量限,求得在猪、鸡的肌肉、脂肪和肾脏中的检

测限为 2 �g /kg,定量限为 5 �g /kg,在猪、鸡的肝脏

中的检测限为 2 �g /kg,定量限为 10 �g /kg。

2. 3� 添加回收率和精密度 � 在猪、鸡的肌肉、脂肪
和肾脏中添加浓度为 5、10、20 �g /kg,在猪、鸡的肝

脏中添加浓度为 10、20、100 �g /kg进行添加回收试
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验,各组织的平均回收率在 70%以上, 批内变异系

数在 10%以内, 批间变异系数在 15%以内。结果

见表 1和表 2, 左旋咪唑标准溶液色谱图见图 2,各

组织的添加色谱图选取猪肌肉添加左旋咪唑的色

谱图 (图 3)为代表。

表 1� 鸡组织中左旋咪唑回收率测定结果

组织 添加浓度 / ( �g kg- 1 )
回收率 /%

1 2 3 4 5
平均回收率 /% 批内 RSD /% 批间 RSD /%

肌肉 5 94. 3 95. 1 89. 2 88. 4 91. 2 91. 6 3. 0 4. 0

89. 6 87. 8 81. 5 92. 7 86. 6 87. 6 4. 1

83. 3 93. 8 85. 1 89. 5 90. 8 88. 5 4. 3

10 78. 7 80. 3 78. 9 78. 0 83. 4 79. 9 2. 1 2. 7

80. 6 85. 3 82. 8 79. 6 82. 8 82. 2 2. 2

82. 4 81. 9 85. 2 83. 2 87. 6 84. 1 2. 3

20 87. 8 86. 7 85. 9 89. 3 84. 7 86. 9 1. 8 2. 9

90. 4 93. 2 89. 4 85. 9 86. 8 89. 1 2. 9

87. 2 81. 1 89. 5 90. 6 87. 4 87. 2 3. 6

鸡肝 10 89. 0 85. 4 81. 2 79. 5 80. 3 83. 1 4. 0 4. 2

78. 1 70. 6 76. 4 78. 3 79. 1 76. 5 3. 4

81. 6 78. 5 83. 4 80. 9 77. 6 80. 4 2. 4

20 75. 2 84. 4 73. 4 81. 5 84. 5 79. 8 5. 2 3. 8

76. 3 80. 7 79. 9 82. 3 81. 4 80. 1 2. 3

80. 6 84. 3 86. 2 79. 7 75. 9 81. 3 4. 0

100 74. 9 81. 5 73. 3 79. 7 82. 5 78. 4 4. 0 3. 8

72. 6 77. 3 75. 5 78. 2 81. 7 77. 1 3. 6

85. 4 75. 1 81. 7 76. 4 79. 9 79. 7 4. 1

鸡肾 5 95. 0 90. 0 92. 5 95. 0 93. 2 93. 1 2. 1 5. 6

80. 0 85. 0 97. 5 87. 5 86. 3 87. 3 6. 4

85. 1 87. 7 77. 9 92. 8 89. 7 86. 6 5. 6

10 96. 2 98. 7 93. 2 90. 6 92. 4 94. 2 3. 4 7. 6

79. 8 91. 8 84. 8 70. 9 77. 2 80. 9 7. 9

83. 7 79. 6 85. 4 86. 1 85. 5 84. 1 2. 6

20 90. 7 89. 8 81. 3 91. 6 89. 4 88. 6 4. 1 4. 2

81. 3 87. 6 90. 5 82. 2 87. 6 85. 5 3. 9

79. 8 82. 6 88. 3 87. 9 81. 8 84. 1 3. 8

鸡脂肪 5 73. 3 79. 0 71. 1 94. 0 74. 8 76. 4 5. 1 7. 5

77. 4 85. 1 84. 6 89. 3 92. 3 85. 7 5. 6

89. 3 71. 8 81. 0 87. 5 78. 8 81. 7 7. 0

10 76. 2 78. 1 83. 5 87. 2 78. 8 80. 8 4. 5 4. 1

75. 2 78. 3 85. 4 86. 4 86. 6 82. 4 5. 3

79. 7 78. 8 85. 1 83. 8 85. 4 82. 6 3. 1

20 86. 5 79. 2 78. 8 81. 4 87. 2 82. 6 4. 0 4. 2

74. 6 77. 8 86. 1 84. 5 83. 6 81. 3 4. 9

77. 8 73. 7 78. 8 82. 8 82. 1 79. 0 3. 6

表 2� 猪组织中左旋咪唑回收率测定结果

组织 添加浓度 / ( �g kg- 1 )
回收率 /%

1 2 3 4 5
平均回收率 /% 批内 RSD /% 批间 RSD /%

肌肉 5 82. 7 82. 7 91. 1 71. 9 79. 4 81. 6 6. 9 6. 1

88. 5 70. 1 81. 8 76. 5 81. 3 79. 6 6. 8

84. 6 79. 8 85. 1 89. 2 88. 8 85. 5 3. 8

10 89. 7 83. 1 99. 3 78. 3 86. 7 87. 4 7. 9 7. 7

75. 9 74. 8 75. 6 70. 6 79. 8 75. 3 3. 3

89. 0 81. 0 77. 3 88. 0 90. 1 85. 1 5. 6

20 94. 1 81. 9 84. 2 76. 2 85. 4 84. 4 6. 5 6. 1

75. 1 85. 4 91. 2 90. 3 81. 6 84. 7 6. 6

76. 0 81. 7 77. 8 79. 1 74. 7 77. 9 2. 7
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(续表 )

组织 添加浓度 / ( �g kg- 1 )
回收率 /%

1 2 3 4 5
平均回收率 /% 批内 RSD /% 批间 RSD /%

猪肝 10 94. 0 88. 3 81. 7 79. 5 83. 6 85. 4 5. 8 4. 0

83. 4 82. 9 88. 6 85. 4 80. 8 84. 2 2. 9

82. 7 91. 3 87. 2 86. 1 83. 6 86. 2 3. 4

20 84. 9 70. 8 85. 9 79. 5 88. 1 81. 8 6. 9 5. 5

80. 0 71. 8 77. 4 81. 0 86. 7 79. 4 5. 4

78. 3 86. 7 88. 2 80. 3 79. 5 82. 6 4. 5

100 74. 6 70. 4 84. 9 73. 8 79. 4 76. 6 5. 6 5. 5

81. 9 82. 8 90. 3 85. 1 87. 6 85. 5 3. 5

86. 1 88. 9 79. 6 83. 2 81. 9 83. 9 3. 6

猪肾 5 91. 3 89. 4 82. 1 85. 3 87. 6 87. 1 3. 6 6. 1

75. 3 80. 6 81. 4 89. 3 80. 4 81. 4 5. 0

93. 4 95. 2 96. 2 91. 2 90. 2 93. 2 2. 6

10 80. 5 76. 5 76. 9 90. 5 80. 8 81. 0 5. 6 4. 8

89. 8 82. 1 84. 9 76. 9 84. 4 83. 6 4. 7

81. 6 89. 7 83. 2 88. 6 85. 9 85. 8 3. 4

20 73. 1 81. 2 79. 6 86. 4 85. 2 81. 1 5. 3 5. 3

75. 8 85. 3 87. 4 89. 6 80. 5 83. 7 5. 6

77. 5 83. 4 89. 7 90. 1 86. 6 85. 5 5. 2

猪脂肪 5 89. 7 87. 2 83. 3 86. 5 89. 1 87. 2 2. 5 5. 1

82. 5 94. 7 94. 5 95. 7 96. 6 92. 8 5. 8

79. 8 85. 3 90. 6 92. 5 87. 9 87. 2 5. 0

10 88. 9 81. 2 88. 3 87. 4 79. 9 85. 1 4. 2 3. 2

85. 4 82. 1 87. 9 85. 3 82. 6 84. 7 2. 4

86. 7 78. 4 86. 3 83. 0 84. 3 83. 7 3. 3

20 73. 1 81. 2 79. 6 86. 4 85. 2 81. 1 5. 3 5. 3

75. 8 85. 3 87. 4 89. 6 80. 5 83. 7 5. 6

77. 5 83. 4 89. 7 90. 1 86. 6 85. 5 5. 2

3� 讨 论

3. 1� 色谱柱的选择及色谱条件的优化 � 本实验先

后使用了美国戴安 C18柱 ( A cc laim C18 250 mm �

4. 6 mm, 5 �m )、安捷伦 C18柱 ( E clipse Plus C18

250 mm � 4. 6 mm, 5 �m )。不同的流动相 0. 02

mol /L磷酸二氢钠  二乙胺缓冲液 (用磷酸调节

pH值到 7. 0) -乙腈 ( 7 ∀3)或 0. 02 mo l /L磷酸二

氢钠  二乙胺缓冲液 (用磷酸调节 pH值到 7. 5) -

乙腈 ( 6 ∀4)进行了试验,均出现主峰保留时间过短

易与杂质峰混在一起。经反复试验、调整, 最后选

定流动相为 0. 02 mo l/L磷酸二氢钠  二乙胺缓冲

液 (用磷酸调节 pH值到 7. 5) -乙腈 ( 7 ∀3)。在本

色谱条件下目标药物峰与杂质峰能很好的分离, 且

峰形较好,保留时间适中。

3. 2� 样品的提取与净化 � 本方法提取与净化是采

用液 -液提取和固相净化相结合的方法, 左旋咪唑

极易溶于水, 在碱性条件下, 左旋咪唑有一定的质

子化倾向,可以促进目标物质从组织提取。当溶液
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为碱性时, 左旋咪唑的电离受到抑制, 在水相溶解

度变低, 易溶于卤代烷、醚、酯类等弱极性有机溶

剂。碱性条件下,二氯甲烷、三氯甲烷、正己烷和乙

酸乙酯等有机溶剂都可以用于组织中左旋咪唑的

提取。为了更好地提取目标药物又不影响固相萃

取小柱的净化, 先后采用二氯甲烷、正己烷和乙酸

乙酯作为提取剂,经反复实验,得出最佳提取剂,乙

酸乙酯的提取,同时在组织中加入 5 g无水硫酸钠,

搅拌均匀后加入 1 mL碳酸盐缓冲溶液 (碳酸氢钠

饱和水溶液 90mL, 加 10mL碳酸钠饱和水溶液,混

合 ) ,这样可以缩短提取过程中所需的时间,提高效

率。样品在碱性条件下先用乙酸乙酯提取, 然后用

0. 1mo l/L盐酸反萃取。

3. 3� 固相萃取条件的选择 � 左旋咪唑的 pK a为

8. 0,从化学性质上看可以用强阳离子交换柱

( SCX )、弱阳离子交换柱 (WCX )或混合型阳离子

交换柱 (M CX )来固相萃取。通过采用 SCX柱和

MCX柱分别对组织净化, 发现本药物用混合型阳

离子交换柱 (MCX )来固相萃取净化较 SCX好, 用

MCX净化后目标药物峰与杂质峰能很好的分离,

杂质峰明显减少,且峰形较好。同时在实验时应注

意,在过柱时样品的回收率要注意控制溶剂在小柱

上的流速, 不宜太快, 速度一般控制在 1 ~ 2

mL /m in, 速度快样品在柱子上的保留效果差,影响

回收率。

3. 4� 定量限和检测限的确定 � 本方法按信噪比

S /N = 3为检测限, S /N = 10为定量限, 求得在猪、

鸡的肌肉、脂肪和肾脏中的检测限为 2 �g /kg,定量

限为 5 �g /kg, 在猪、鸡的肝脏中的检测限为 2

�g /kg,定量限为 10 �g /kg,均低于国家规定的最高

残留限量要求, 我国规定左旋咪唑的 MRL为牛、

羊、禽类和猪的肌肉、肾脏、脂肪为 10 �g /kg, 在肝

脏中为 100 �g /kg。表明该方法可行,满足残留分

析要求。

3. 5� 结论 � 本研究建立了左旋咪唑残留方法, 采

用乙酸乙酯提取,用 MCX SPE小柱净化, 杂质去除

彻底,提取效果好, 回收率在 70%以上。在猪、鸡的

肌肉、脂肪和肾脏中的检测限为 2 �g /kg, 定量限为

5 �g /kg, 在猪、鸡的肝脏中的检测限为 2 �g /kg, 定

量限为 10 �g /kg。批内变异系数在 10%以内,批间

变异系数在 15%以内。此方法可以为该类药物的

监控提供技术支持和保障,保证国际之间正常贸易

往来、保障人类健康, 具有十分重要的意义和实用

价值。
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