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［摘　 要］ 　 本文优化了猪、牛组织及奶和奶粉中阿维菌素类药物残留检测的衍生化方法。 经过对

反应温度、时间及光照的系统摸索，采用 Ｎ －甲基咪唑 －乙腈（１ ＋ １，ｖ ／ ｖ）与三氟乙酸酐 － 乙腈（１ ＋
２，ｖ ／ ｖ）为衍生化试剂，经 ６５℃避光反应 １５ ｍｉｎ 进行衍生化。 该衍生化方法用时短、效率高，进一步

提高了检测方法的灵敏度，使得乙酰氨基阿维菌素、阿维菌素、伊维菌素和多拉菌素在牛、羊奶中的

定量限为 ０． ５ μｇ ／ ｋｇ；在猪、牛组织和奶粉中的定量限为 ５ μｇ ／ ｋｇ。
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ｖ ／ ｖ） ａｎｄ ｔｒｉｆｉｕｏｒｏａｃｅｔｉｃ ａｎｈｙｄｒｉｄｅ ＋ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（１ ＋ ２，ｖ ／ ｖ） ａｓ ｔｈｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔｓ ａｎｄ ｔａｋｉｎｇ ｐｌａｃｅ ａｔ
６５℃ ｉｎ ｄａｒｋ ｆｏｒ １５ ｍｉｎｓ． Ｔｈｉｓ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄ ｎｏｔ ｏｎｌｙ ｇｅｔ ｔｈｅ ｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｐｒｏｄｕｃｔｓ ａｔ ｔｈｅ ｓｈｏｒｔ ｄｕｒａｔｉｏｎ， ｂｕｔ
ａｌｓｏ ｉｍｐｒｏｖｅ ｔｈｅ ｓｅｎｓｉｔｉｖｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ： ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ （ ＬＯＱ） ｏｆ ｅｐｒｉｎｏｍｅｃｔｉｎ， ａｂａｍｅｃｔｉｎ，
ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ ａｎｄ ｄｏｒａｍｅｃｔｉｎ ｗａｓ ０． ５ μｇ ／ ｋｇ ｉｎ ｍｉｌｋ ａｎｄ ｇｏａｔ ｍｉｌｋ ａｎｄ ５ μｇ ／ ｋｇ ｉｎ ｍｉｌｋ ｐｏｗｄｅｒ，ｓｗｉｎｅ ａｎｄ ｂｅｅｆ ｔｉｓｓｕｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ａｖｅｒｍｅｃｔｉｎ；ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ；ＨＰＬＣ

　 　 阿维菌素类药物化学结构新颖，作用机制独

特，杀虫活性强，杀虫谱广，因而被广泛应用于牛、
羊等动物。 ２０２０ 年 ４ 月 １ 日生效的 ＧＢ ３１６５０ －
２０１９ 规定，阿维菌素禁用于泌乳期牛、羊，在牛羊组

织中的最大残留限量（ＭＲＬ）为 ２０ ～ １００ μｇ ／ ｋｇ；伊
维菌素在牛奶中的最高残留限量为 １０ μｇ ／ ｋｇ，在
牛、羊、猪组织中的 ＭＲＬ 为 ３０ ～ １００ μｇ ／ ｋｇ；多拉菌

素在牛奶中的 ＭＲＬ 为 １５ μｇ ／ ｋｇ，在牛、羊、猪组织
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中的 ＭＲＬ 为 ５ ～ １５０ μｇ ／ ｋｇ；乙酰氨基阿维菌素在

牛奶中的 ＭＲＬ 为 ２０ μｇ ／ ｋｇ，牛肌肉等组织中 ＭＲＬ
为 １００ ～ ２０００ μｇ ／ ｋｇ［１］。 对比之前的农业部第 ２３５
号公告，ＧＢ３１６５０ 对阿维菌素类药物最主要的变化

一是取消了多拉菌素泌乳期的禁用限制，制定了其

在牛奶中的 ＭＲＬ，二是增补了乙酰氨基阿维菌素的

限量规定［２］。 阿维菌素类药物是目前兽医临床上

用量最大的抗寄生虫药物，而其在奶、奶粉及动物

组织中的残留也会对消费者健康产生不利影响。
目前阿维菌素类药物主要采用高效液相色谱

法［３ ～ １６］和液相色谱 － 质谱法［８］ 进行分析。 虽然阿

维菌素分子结构中具有共轭二烯结构， 能在 ２４５ ｎｍ
处有强的紫外吸收，但紫外检测法的选择性和灵敏

度不能满足要求。 ８０ 年代后，荧光衍生化检测成

为阿维菌素残留检测的主要研究方向。 经过 ｄｅ
Ｍｏｎｔｉｇｎｙ 等人［４］的研究摸索和逐步改善，基本确定

了 Ｎ －甲基咪唑和三氟乙酸酐作为衍生化试剂，乙
腈作为反应溶剂。 发展至目前，各具体方法的衍生

化步骤存在差异，不同方法的检测限、定量限也有

很大差别。
与液相色谱 －质谱法相比，高效液相色谱法具

有仪器普及率高、成本低、操作简单、基质影响小，
定量准确等特点。 而相比于其他的禁用药物，阿维

菌素类药物衍生化后的荧光响应值很高，杂质干扰

很少，很适合用高效液相色谱法进行定量检测。 因

此，本研究在对比现行标准衍生化方法的基础上，
详细研究了时间、温度及光照条件对衍生化产物的

影响，从而制定了衍生化程度最充分、用时最短、操
作最简便的衍生化方法，并且将这一衍生化方法应

用于牛奶、羊奶、奶粉及猪、牛的肌肉、肝脏等组织

的检测，实践效果良好。
１　 材料与方法

１． １　 仪器设备、试剂及对照品　 Ａｇｉｌｅｎｔ １１００ 高效

液相色谱仪 （配荧光检测器）； ＳＰＥ 柱：Ｂｏｎｄ Ｅｌｕｔ
Ｃ１８ 固相萃取柱（５００ ｍｇ ／ ６ ｍＬ）；固相萃取装置；氮
吹仪；高速冷冻离心机；Ｍｉｌｌｉ － Ｑ 超纯水仪等。

阿维菌素、伊维菌素、多拉菌素和乙酰氨基阿维

菌素对照品，纯度≥９１． ０％，由中国兽医药品监察所

提供。 甲醇、乙腈、无水乙醇为色谱纯，异辛烷、三乙

胺为分析纯。 试验用水为符合国家标准的一级水。
１． ２　 溶液配制 　 衍生化试剂 Ａ 液：Ｎ － 甲基咪唑

－乙腈（１ ＋ １，ｖ ／ ｖ）。 现用现配。 Ｂ 液：三氟乙酸酐

－乙腈（１ ＋ ２，ｖ ／ ｖ）。 现用现配。
１． ３　 试验方法

１． ３． １ 　 液相色谱条件：色谱柱： 　 Ｃ１８ ２５０ ｍｍ ×
４． ６ ｍｍ （ ｉ． ｄ． ），粒径 ５ μｍ； 流动相 ∶ 乙腈：水

（９０∶ １０，Ｖ ／ Ｖ）；流速： １． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长：激发

波长 ３６５ ｎｍ；发射波长 ４７５ ｎｍ；柱温：４０ ℃；进样

量： ４０ μＬ。
１． ３． ２　 衍生化步骤 　 洗脱液氮气吹干后，向试管

中依次加入衍生化试剂 Ａ 液 １００ μＬ 和 Ｂ 液 １５０ μＬ，
密闭，涡动 １０ ｓ，依次加冰醋酸、三乙胺各 ５０ μＬ，涡
动 １０ ｓ。 衍生化反应后加 ６５０ μＬ 甲醇混匀。 经

０． ４５ μｍ 微孔滤膜过滤，供高效液相色谱检测。
１． ３． ３　 测定温度对衍生化产物的影响　 取１００ ｎｇ ／ ｍＬ
的阿维菌素、伊维菌素、多拉菌素和乙酰氨基阿维

菌素混合标准工作液 １ ｍＬ 至玻璃试管中，５０ ℃氮

气吹干后按照 １． ３． ２ 步骤加入衍生化试剂和催化

反应液。 制备三组样品，常温组 １４ 个样品，另外两

组各 １２ 个样品。 上述样品分别置于常温、５０ ℃和

６５ ℃恒温箱中避光反应。 并分别于 ０、１５、３０、４５、
６０、７５ 及 １００ ｍｉｎ 时间点从各组取出两个平行样品

加入甲醇后上机测定。
１． ３． ４　 测定光照对衍生化产物的影响　 取１００ ｎｇ ／ ｍＬ
的阿维菌素类药物混合标准工作液 １ ｍＬ 至玻璃试

管中，５０ ℃氮气吹干后按照 １． ３． ２ 步骤加入衍生化

试剂和催化反应液。 设置两组样品，每组 ２ 个平行

样，一组用棕色试管置于黑暗密闭条件下反应，另一

组用透明试管置于实验室明亮光照条件下反应。 两

组均在常温下反应 ７５ ｍｉｎ，加入甲醇后上机测定。
１． ３． ５　 组织样品衍生化测定步骤　 奶及奶粉的样

品前处理过程见张玉洁等的试验方法［５］。 与之相

比，猪、牛肌肉、肝脏的前处理过程略有差异：称取试料

（５ ±０． ０５） ｇ， ８ ｍＬ 乙腈作为提取溶剂提取两次，同
时，离心管中加入不锈钢珠 ２ 粒防止组织凝聚抱团，
之后的净化浓缩步骤同奶及奶粉中［５］的相关步骤。
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洗脱液氮气吹干后，按照 １． ３． ２ 步骤加入衍生

化试剂和催化反应液，６５℃密闭避光反应 １５ ｍｉｎ，
取出后加 ６５０ μＬ 甲醇混匀。 经 ０． ４５ μｍ 微孔滤膜

过滤，供高效液相色谱检测。

２　 结果与分析

２． １　 衍生化条件的温度 － 时间曲线　 根据平行样

品的峰面积平均值及对应温度和时间点绘制了反

应曲线图（图 １）如下。

图 １　 温度和反应时间对阿维菌素类药物衍生化效果的影响

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｔｈｅ ａｖｅｒｍｅｃｔｉｎｓ ｕｎｄｅｒ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｄｕｒａｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

２． ２　 光照对衍生化反应的影响　 在实验室明亮光

照和避光两种条件下的色谱图如下（图 ２），结果显

示明亮光照下四种药物的峰面积均明显低于避光

条件下的衍生化产物峰面积。

注：红色为避光条件下 ４ 种阿维菌素类药物衍生化反应的色谱图，

蓝色为实验室明亮光照下 ４ 种阿维菌素类药物的色谱图。

图 ２　 光照对衍生化反应的影响

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｌｉｇｈｔ ｏｎ ｔｈｅ ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎ

２． ３　 奶、奶粉及猪、牛组织样品的测定 　 牛奶、羊
奶、奶粉及猪、牛的肌肉和肝脏样品经衍生化后用

荧光检测器进行测定，以信噪比（Ｓ ／ Ｎ）≥１０，且在

该添加水平的回收率和变异系数均满足残留分析

要求的最小浓度作为定量限（ＬＯＱ）。 经测定乙酰

氨基阿维菌素、阿维菌素、多拉菌素和伊维菌素在

牛奶、羊奶组织中的定量限为 ０． ５ μｇ ／ ｋｇ；在猪、牛
的肌肉、肝脏及奶粉中的定量限为 ５ μｇ ／ ｋｇ。 羊奶

空白样品、标准溶液及 ０． ５ μｇ ／ ｋｇ 添加样品衍生化

色谱图如下（图 ３Ａ、Ｂ、Ｃ）：
３　 讨论与结论

３． １　 阿维菌素类药物衍生化测定现状　 对阿维菌

素类药物的衍生化试剂普遍使用 Ｎ － 甲基咪唑 －
乙腈和三氟乙酸酐 －乙腈进行［３ ～ １５］，不过不同方法

间衍生化反应条件有所差异，反应温度、时间跨度
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注：１ － 乙酰氨基阿维菌素，２ － 阿维菌素，３ － 多拉菌素，４ － 伊维菌素

图 ３　 羊奶样品色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｃｈｒｏｍａｔａｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｇｏａｔ＇ｓ ｍｉｌｋ

较大。 现有国家标准 ＧＢ ２９６９６ － ２０１３［６］ 和程林丽

等［７］的研究均以牛奶为基质，其衍生化反应在室温

进行，时长 ３０ ｍｉｎ。 农业农村部公告 １０２５ 号—５—

２００８《动物性食品中阿维菌素类药物残留检测———

酶联免疫吸附法，高效液相色谱法和液相色谱—串

联质谱法》测定了牛肝脏、肌肉和猪肝脏中的 ４ 种

阿维菌素类药物，其衍生化反应在 ９６ ℃ 下反应

１００ ｍｉｎ［８］。 农业部公告 ７８１ 号—５—２００６《动物源

食品中阿维菌素类药物残留量的测定 高效液相色

谱法》 ［９］和王海等人［１０］ 测定了动物组织中阿维菌

素、伊维菌素和多拉菌素三个药物，其衍生化反应

在室温瞬间进行。 魏广智等［１１］ 认为阿维菌素类药

物在室温下衍生化反应 １５ ｍｉｎ 达到峰值，反应时间

太短或过长都影响产率。 谢显传等人［１２］ 研究了阿

维菌素的荧光反应影响因素，认为温度对其衍生化

反应影响不大，衍生化反应对光线敏感，反应在

３０ ｍｉｎ左右达到峰值。 Ａｌｉ 等人［１３］曾研究了 ５ 种阿

维菌素类药物的荧光衍生化反应条件和动态，结果

显示阿维菌素、伊维菌素和莫西克丁的反应产率瞬

间可达峰值，此后逐渐降低。 而乙酰氨基阿维菌素

在室温下要 ７ ｈ 才能达到峰值，若在 ６５℃ 下反应

９０ ｍｉｎ产率最高。

由此可见，目前阿维菌素类药物的衍生化方法

各异。 经本试初步验摸索，猪、牛组织、牛羊奶和奶

粉的提取液经过 Ｃ１８固相萃取柱净化浓缩后，在室

温下衍生化反应 １５ 或 ３０ ｍｉｎ 并不充分，将进样溶

液立即进样与存放数小时后再进样所得的乙酰氨

基阿维菌素色谱峰面积相差较大，说明在放置过程

中试样溶液中的残留药物和衍生化试剂仍在继续

进行衍生化反应。 此现象用 Ａｌｉ 等人［１３］ 的研究结

果可以应证。

３． ２ 　 反应温度、时间及光照对衍生化产物的影响

从本实验对衍生化反应温度及时间的研究结果可

以看出：反应若在室温下进行，阿维菌素、多拉菌素

及伊维菌素经过 １５ － ３０ ｍｉｎ，衍生化反应基本可以

完成，而乙酰氨基阿维菌素则需 ７５ ｍｉｎ 以上反应才

能进行完全。 衍生化反应若在加热条件下进行，

６５℃反应 １５ ｍｉｎ，四种药物的衍生化即可充分完

成。 这其中，阿维菌素的反应规律又与其他三种药

物略有差别：６５℃下反应超过 ７０ｍｉｎ，其产物含量不

升反降。 综合四种药物的温度 － 时间反应曲线来

看，室温反应 ７５ ｍｉｎ 或者 ６５℃反应 １５ ｍｉｎ 都可以

获得较好的衍生化效果。

而本实验结果显示在实验室明亮光照和避光

两种条件下，前者四种药物的峰面积均明显低于后

者。 由此可见，在反应温度和时间一定的前提下，

光照对衍生化产物的稳定性影响很大，应尽量避光

反应。

综合考虑 ４ 种药物的反应效率以及试验时长

的问题，本实验确定衍生化反应条件为 ６５℃避光反

应 １５ ｍｉｎ。 此反应条件下的衍生化反应效率高、反

应充分，并且反应后的衍生产物加入甲醇后形成的

醇式衍生物含量稳定，反应结束后立即进样与存放

２４ ｈ 后再进样所得的检测组分的峰面积相差无几。

３． ３　 奶、奶粉及猪、牛组织的检测　 经过衍生化条

件的优化，４ 种阿维菌素类药物在牛奶和羊奶中的

·１２·
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定量限可降低至 ０． ５ μｇ ／ ｋｇ，在猪、牛组织及奶粉中

的定量限可达到 ５ μｇ ／ ｋｇ。 与现有国家标准 ＧＢ
２９６９６ － ２０１３［６］、ＧＢ ／ Ｔ ２２９６８ － ２００８［８］ 和其他的液

相色谱法［７、９ ～ １１］ 的研究相比，应用该衍生化方法

后，四种阿维菌素类药物的定量限更低，更能符合

检测需求。
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