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［摘　要］　建立了同时测定牛羊组织中阿苯达唑及其代谢物的高效液相色谱－荧光检测方法。试

样中待测物经乙酸乙酯提取，酸性氧化铝固相萃取柱和 ＭＣＸ固相萃取柱净化，高效液相色谱 －荧

光法测定，以外标法定量。药物在５～２０００μｇ／Ｌ浓度范围内线性关系良好，相关系数均大于０．９９９。

方法的检出限为 ０．０２５ｍｇ／ｋｇ，定量限为 ０．０５ｍｇ／ｋｇ，在不同组织中添加浓度范围为 ０．０５～

１０ｍｇ／ｋｇ，其平均回收率为６０．６％～１１９．１％，相对标准偏差在１．７％～１９．１％之间。方法抗干扰能

力强、灵敏度高，适用于牛羊组织中阿苯达唑及其代谢物残留量的测定。
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　　阿苯达唑（ＡＢＺ）是一种苯并咪唑类驱虫药物，

是抗虫性最强的驱虫药物之一。广泛用于动物的

肠道寄生虫感染病，在我国兽医临床使用最广

泛［１］。阿苯达唑在动物体内不稳定，动物口服摄入

后，经肠道消化后会在较短时间内代谢为阿苯达唑

亚砜（ＡＢＺＳＯ）、阿苯达唑砜（ＡＢＺＳＯ２）、阿苯达唑－

２－氨基砜（ＡＢＺ－２ＮＨ２－ＳＯ２）
［２］。动物毒理学表

明阿苯达唑及其活性代谢物阿苯达唑亚砜具有致

畸及胚胎毒性作用［３］。

由于一些养殖户为追求经济利益，违规使用而

且长期、超量使用，从而使阿苯达唑及其代谢药物

在动物组织中残留，因此，世界食品法典委员会和

世界各国对动物源性食品中阿苯达唑药物残留均

有严格的限量要求，国际贸易中也对其限量有严格

规定［４］。我国规定在牛、猪、羊、鸡等动物的肌肉、脂

肪、肝、肾等食品中阿苯达唑及其代谢药物最高残留

限为０．０５～１．０ｍｇ／ｋｇ［５］。国内外对阿苯达唑及其
代谢物检测分析方法报道较多，主要包括免疫检测

法（ＥＬＩＳＡ）［６］、高效液相色谱法（ＨＰＬＣ）［２，７－１０］、液相
色谱串联质谱法（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）［１１－１２］和气相质谱
联用法（ＧＣ－ＭＳ／ＭＳ）［１３］等。其中，ＨＰＬＣ－ＦＬＤ法
因具有检测成本低、灵敏度高等优点，被广泛应用于

阿苯达唑及其代谢物的检测。目前牛羊组织中阿苯

达唑及其代谢药物残留的检测方法中，存在空白干

扰严重、灵敏度低、适应性差等问题，因此，本文对牛

羊组织中阿苯达唑及其代谢物药物残留的样品前处

理法进行了改进，减小基质干扰，从而提高检测的准

确度，从源头上保障食品安全。

１　材料与方法
１．１　仪器与试剂　高效液相色谱仪配荧光检测器
（Ｗａｔｅｒｓ公司）；ＸＰ２０５分析天平（瑞士 Ｍｅｔｔｌｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ公司）；Ｎ－ＥＶＡＰ－１１２氮吹仪（美国 Ｏｒｇａ
ｎｏｍａｔｉｏｎ）；ＳＩＧＭＡ３－３０Ｋ离心机（德国 ＳＩＧＭＡ公
司）；ＭＳ３ｂａｓｉｃ涡旋混合器（ＩＫＡ）。阿苯达唑、阿
苯达唑砜、阿苯达唑亚砜，含量均大于９８．３％，购于
Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司，阿苯达唑氨基砜对照品，购
于德国 ＷＩＴＥＧＡ；ＷａｔｅｒｓＯａｓｉｓＭＣＸ固相萃取柱
（６ｍＬ／１５０ｍｇ）；Ｓｕｐｅｌｃｏ酸性氧化铝固相萃取柱
（３ｍＬ／１ｇ）。甲醇、乙腈、乙酸铵（色谱纯）；二甲基
亚砜（ＤＭＳＯ）、碳酸钠、焦亚硫酸钠、乙酸乙酯、正
己烷、盐酸、乙二胺四乙酸二钠、氨水、冰醋酸（分析

纯）；实验用水为经 Ｍｉｌｌｉ－Ｑ净化系统制备的去离
子水。

０．５ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液：取１．９２７ｇ乙酸铵，用
水溶解并稀释至５００ｍＬ，用冰醋酸调节ｐＨ至５．０。
１．２　标准溶液的配制　准确称取阿苯达唑、阿苯
达唑砜、阿苯达唑亚砜和阿苯达唑氨基砜标准品各

１０ｍｇ，分别于１００ｍＬ容量瓶中，用乙腈：二甲基亚
砜（９：１）溶解并定容，配制成浓度为０．１ｍｇ／ｍＬ的
阿苯达唑、阿苯达唑砜、阿苯达唑亚砜和阿苯达唑

氨基砜标准贮备液，－２０℃以下保存，有效期 １
个月。

１．３　样品前处理　称取试样（２±０．０２）ｇ于５０ｍＬ
离心管中，加 ２％的碳酸钠溶液 ０．５ｍＬ，ＤＭＳＯ
１ｍＬ和０．００４ｇ／ｍＬ焦亚硫酸钠溶液溶液１ｍＬ，涡
旋１ｍｉｎ，加入乙酸乙酯 １０ｍＬ，涡旋 １ｍｉｎ，振荡
５ｍｉｎ，１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液。残渣再
加入乙酸乙酯 １０ｍＬ，涡旋 １ｍｉｎ，振荡 ５ｍｉｎ，
１００００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液。合并两次上清
液，４０℃氮吹至近干，用正己烷５ｍＬ复溶，加入乙
腈∶０．２ｍｏｌ／Ｌ盐酸（Ｖ∶Ｖ／９∶１）２ｍＬ溶液，涡旋
１ｍｉｎ，静置分层，弃去上层正己烷，余液作为备用
液１。

酸性Ａｌ２Ｏ３固相萃取柱依次用乙腈∶０．２ｍｏｌ／Ｌ
盐酸（Ｖ∶Ｖ／９∶１）溶液３ｍＬ、１ｍｏｌ／Ｌ乙二胺四乙酸
二钠溶液３ｍＬ活化，取备用液 １过柱，收集流出
液，用乙腈∶０．２ｍｏｌ／Ｌ盐酸（Ｖ∶Ｖ／９∶１）１ｍＬ溶液淋
洗，合并流出液，加０．２ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液８ｍＬ，混匀
作为备用液２。ＭＣＸ柱依次用甲醇３ｍＬ、１ｍｏｌ／Ｌ
乙二胺四乙酸二钠溶液３ｍＬ、水３ｍＬ、０．２ｍｏｌ／Ｌ
盐酸溶液３ｍＬ活化，取备用液２过柱，待全部液体
流出后，依次用 ０．２ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶液 ３ｍＬ、甲醇
３ｍＬ淋洗，抽干１ｍｉｎ，１０％氨化乙腈溶液５ｍＬ洗
脱，收集洗脱液，于４０℃水浴氮气吹干。用乙腈∶
甲醇∶０．５ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液（Ｖ∶Ｖ∶Ｖ／２∶２∶８）１ｍＬ
溶解残余物，过０．２２μｍ滤膜后供高效液相色谱测
定（上机溶液应在７２ｈ内完成测定）。
１．４　液相色谱参考条件　色谱柱：ＷａｔｅｒｓＸｂｒｉｄｇｅ
Ｃ１８（４．６×１５０ｍｍ，５μｍ）；流速１．０ｍＬ／ｍｉｎ；柱
温３０℃；进样量２０μＬ；流动相 Ａ为乙腈，Ｂ为甲
醇，Ｃ为０．５ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵溶液，梯度洗脱程序见
表１。激发波长２９０ｎｍ，发射波长３３０ｎｍ。

·６３·



　２０１７，５１（２）：３５～３９／吴宁鹏，等 中国兽药杂志

表１　流动相梯度洗脱条件
时间／ｍｉｎ 流速／（ｍＬ·ｍｉｎ－１） Ａ／％ Ｂ／％ Ｃ／％ Ｃｕｒｖｅ

０ １．０ １０ １０ ８０ ６

１０ １．０ ４５ １０ ４５ ６

１５ １．０ ７０ １０ ２０ ６

２０ １．０ ７０ １０ ２０ ６

２５ １．０ １０ １０ ８０ １

２　结果与分析
２．１　线性范围　准确移取阿苯达唑、阿苯达唑砜、
阿苯达唑亚砜和阿苯达唑氨基砜标准溶液液适量，

用乙腈∶甲醇∶０．５ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵（Ｖ∶Ｖ∶Ｖ／２∶２∶８）溶

液稀释，配置成一系列浓度的混合标准溶液，从低

浓度到高浓度依次进样，以色谱峰平均峰面积为纵

坐标，对应浓度为横坐标，绘制标准曲线，各药物的

回归方程及相关系数见表２。

表２　 药物回归方程及相关系数
药物 线性范围 回归方程 相关系数 ｒ

ＡＢＺ ５０～２０００μｇ／Ｌ ｙ＝３９３００ｘ＋６８１００ ０．９９９９

ＡＢＺＳＯ２ ５～２００μｇ／Ｌ ｙ＝７７４０ｘ＋１０６００ ０．９９９９

ＡＢＺＳＯ ５０～２０００μｇ／Ｌ ｙ＝１７３０００ｘ＋８１６００ ０．９９９９

ＡＢＺ－２ＮＨ２－ＳＯ２ ２５～１０００μｇ／Ｌ ｙ＝１３３００ｘ＋５６７０００ ０．９９９７

２．２　方法的灵敏度　添加适量混合标准溶液于２
ｇ空白样品中，经提取后测定，依据信噪比 Ｓ／Ｎ＞３
（按ＰｔＰ算），确定阿苯达唑及其代谢药物的检出限
均为０．０２５ｍｇ／ｋｇ。依据信噪比 Ｓ／Ｎ＞１０（按 ＰｔＰ
算），确定阿苯达唑及其代谢药物的定量限均为

０．０５ｍｇ／ｋｇ。

２．３　方法的准确度和精密度考察　本方法考察了在
牛肉、牛肝、羊肉、羊肝中的添加回收情况。采用标准

加入法，在空白样品中添加０．０５、２．５、５、１０ｍｇ／ｋｇ４个
不同浓度的阿苯达唑及其代谢物标准品，进行准确度

和精密度试验，各浓度进行５个样品平行试验，重复３
次，求相对标准偏差，计算结果见表３。

表３　牛、羊组织中阿苯达唑及代谢物回收率和相对标准偏差

药物名称
牛肉 牛肝 羊肉 羊肝

回收率Ｒ／％ ＲＳＤＳｒ／％ 回收率Ｒ／％ ＲＳＤＳｒ／％ 回收率Ｒ／％ ＲＳＤＳｒ／％ 回收率Ｒ／％ ＲＳＤＳｒ／％

ＡＢＺ ７５．４～１１８．０ ４．１～９．１ ６８．７～１１４．０ ５．９～１４．２ ７２．７～８９．１ ６．３～１７．６ ６１．７～９８．１ ５．５～１７．０

ＡＢＺＳＯ２ ６８．５～８８．０ ２．０～１３．５ ６５．８～８２．５ ２．８～７．８ ７５．５～１１９．１ １．７～８．０ ６１．３～６６．７ ２．１～６．３

ＡＢＺＳＯ ６８．０～１０１．８ ７．２～１９．１ ６２．７～１０２．５ ４．１～７．０ ６９．１～１１８．９ ３．６～１２．７ ６０．６～７７．６ ３．４～８．５

ＡＢＺ－
２ＮＨ２－ＳＯ２

６６．４～８２．６ ２．０～１０．２ ６１．３～６６．５ ３．０～７．４ ６４．１～７０．５ ７．０～１２．７ ６２．２～６９．１ ６．９～１２．６

　　从表中可以看出，本方法在空白牛羊组织中进
行０．０５～１０ｍｇ／ｋｇ的添加，平均回收率在６０．６％
～１１９．１％之间，批间相对标准偏差在 １．７％ ～
１９．１％之间。说明该方法有较好的准确度与精密
度。阿苯达唑及其代谢物标准溶液、空白及添加色

谱图分别见图１～图３。
３　讨论与小结
３．１　仪器条件　阿苯达唑及其代谢物属于苯并咪
唑类物质，既有紫外吸收又有荧光吸收。因此，按

照参考文献方法分别选用紫外检测器和荧光检测

器作为阿苯达唑及其代谢物的检测，实验结果表明

选用荧光检测器对动物组织样品测定时，杂质干扰

小，准确度高。因此，选择荧光检测器作为动物组

织中阿苯达唑及其代谢物的检测器。

阿苯达唑类药物残留检测常用的流动相体系

有甲酸－乙腈和乙酸铵 －乙腈 －甲醇等流动相体
系，试验过程中对两种流动性体系进行了比较，最

终确定了用０．０５ｍｏｌ／Ｌ乙酸铵 －乙腈 －甲醇（８０∶

·７３·



中国兽药杂志 ２０１７，５１（２）：３５～３９／吴宁鹏，等　

１０∶１０）作 为 流 动 相 进 行 梯 度 洗 脱，流 速
１．０ｍＬ／ｍｉｎ，能够很好的控制阿苯达唑氨基砜、阿
苯达唑亚砜、阿苯达唑砜和阿苯达唑的保留时间，

避免了出峰较早易受到杂质峰干扰，也克服了保留

时间较长而导致色谱峰展宽。

图１　阿苯达唑及其代谢物标准溶液色谱图（１００μｇ／Ｌ）

图２　羊肝组织空白试样色谱图

图３　羊肝组织空白添加阿苯达唑及其代谢物色谱图（０．０５ｍｇ／ｋｇ）
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　２０１７，５１（２）：３５～３９／吴宁鹏，等 中国兽药杂志

３．２　提取条件　本方法参考了相关文献和检测方
法，提取液分别用乙腈、乙酸乙酯和乙腈 ＋乙酸乙
酯（Ｖ∶Ｖ／３∶１）为提溶剂进行 ５次平行提取实验。
由实验结果可知，对于四种药物的提取效率为乙酸

乙酯＞乙腈＋乙酸乙酯＞乙腈，同时用乙酸乙酯作
为提取溶剂时杂质干扰明显低于乙腈。因此，选用

乙酸乙酯为动物组织中阿苯达唑及其代谢物的提

取溶剂。由于阿苯达唑及其代谢物具有弱碱性，在

不同的盐溶液和ｐＨ条件下电离度不同，所以参考
了国内外一些文献在乙酸乙酯提取溶液中加入５％
ＮａＯＨ、１０％ Ｎａ２ＳＯ４和 ２％Ｎａ２ＣＯ３，实验结果发现
乙酸乙酯提取溶剂中加入０．５ｍＬ２％Ｎａ２ＣＯ３使提
取液呈弱碱性，在该条件下阿苯达唑及其三种代谢

物均有较高的回收率。为了减小基质对阿苯达唑

及其代谢药物检测的干扰，在提取时加入１ｍＬ抗
氧化剂Ｎａ２Ｓ２Ｏ５（４ｍｇ／ｍＬ）。
３．３　净化方法　参照文献的净化方法，先后比较
了Ｓｅｐ－ＰａｋＣ１８（６ｍＬ１５０ｍｇ）、ＯａｓｉｓＭＣＸ（６ｍＬ
１５０ｍｇ）、ＯａｓｉｓＨＬＢ（６ｍＬ１５０ｍｇ）、ＰｒｏＥｌｕｔＳＣＸ
（６ｍＬ１５０ｍｇ）固相萃取柱，结果表明ＭＣＸ回收率
最高。但由于样品基质比较复杂，仅过 ＭＣＸ柱净
化，杂质干扰严重，尤其组织样品中极性化合物和

阴离子化合物会影响动物组织中痕量的阿苯达唑

及其代谢物的检出。因此，最终选用酸性 Ａｌ２Ｏ３和
ＭＣＸ固相萃取柱作为净化柱。

该方法具有较好的灵敏度、准确度和精密度，

适用于牛羊组织中阿苯达唑及其代谢物残留量的

测定。
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