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［摘　 要］ 　 为了检测阿托品在猪肉、羊肉中残留量，本研究通过实验条件的建立与优化，建立了其高

效液相色谱分析方法。 猪肉、羊肉中的阿托品经乙腈提取两次，用正己烷除脂两次，再经 ＨＬＢ 柱净化

后，用高效液相色谱仪分离，紫外检测器检测，外标法定量。 结果表明：阿托品在 ０． ５ ～ ２０． ０ μｇ ／ ｍＬ的
系列浓度范围内均呈良好线性关系，相关系数 ｒ 均大于 ０． ９９９。 样品中阿托品的检测限为 ０． ２５ ｍｇ ／ ｋｇ，
定量限为 ０． ５ ｍｇ ／ ｋｇ。 在 ０． ５ ～ ５ ｍｇ ／ ｋｇ 添加浓度范围内，阿托品的回收率均为 ８０ ～ １１０ ％ ，相对标

准偏差（ＲＳＤ）均小于 １０ ％ 。 该方法具有简便快捷、灵敏度高、定性准确等特点。
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　 　 阿托品（ａｔｒｏｐｉｎｅ）是一种 Ｍ 胆碱受体阻断药，
具有解除平滑肌的痉挛、抑制腺体分泌、解除迷走

神经对心脏的抑制、兴奋呼吸中枢等药理活性， 在

临床医学上，阿托品主要用来解除平滑肌痉挛、缓
解内脏绞痛、改善循环和抑制腺体分泌，并扩大瞳

孔，升高眼压，兴奋呼吸中枢。 而在兽医临床上主

要作为解毒药，缓解有机磷中毒的症状［１］。
但近年来，不法商贩利用阿托品的以上药理特

点，在长途运输前或宰前注射阿托品，利用其抑制

腺体分泌的作用特点在短时间内引起动物口渴自

主大量饮水，有效减少长途运输的损失、提高屠宰

率和保持短时间内猪肉、羊肉的持水性能， 从而获

得非法高额利润，己经成为业内公开的秘密［２ － ３］。
若食用含有阿托品残留的动物性食品后，人会出现

瞳孔扩大、神志模糊、狂躁不安、抽搐、昏迷等症状，
因食用含有阿托品的猪肉、羊肉而产生的人群集体

中毒事件在近 ３０ 年来也在报纸和杂志上有报道。
我国目前暂未制定阿托品在动物源性食品中相关

残留限量，欧盟也仅仅对婴幼儿食品中阿托品残留

设有 １ ｎｇ ／ ｇ 的最高残留限量标准［４ － ５］。
为了保障食品安全和公共卫生安全，必须加强

对运输活猪、活羊屠宰后肉品中阿托品残留的监

控，本文对猪肉、羊肉中阿托品残留量的检测方法

进行研究，选择普及广且操作简单高效液相色谱仪

进行检测，分别对试样前处理、色谱方法等条件摸

索优化，保证了检测方法快速、准确，可以满足大批

量样品高灵敏测定，为猪肉、羊肉的安全检测提供

可靠的确证检测方法。
１　 材料与方法

１． １ 　 仪器 　 高效液相色谱仪 （配紫外检测器）
ｗａｔｅｒｓ公司；ＭＰ２００Ｂ 天平；台式高速冷冻离心机

（贝克曼公司）；氮吹仪（美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ 公司）；
固相萃取装置；ＸＷ － ８０Ａ 涡旋混合器（上海精科实

业有限公司）；ＨＹ －４ 调速多用振荡器。
１． ２ 　 试剂 　 阿托品对照品（纯度为 ９９． ９％ ，Ｄｒ．
Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ公司）；甲醇、乙腈、正己烷为色谱纯

（Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；磷酸、三乙胺、氯化钠均为分析纯；
实验用水均为超纯水。

１． ３　 标准溶液配制　 标准储备液：精密称取阿托

品对照品 １０ ｍｇ，用甲醇定容至 １００ ｍＬ，制成 １００
μｇ ／ ｍＬ 的溶液，作为标准储备液， － ２０ ℃ 标箱保

存，在 ３ 个月内使用。
１． ４　 实验方法［６］

１． ４． １　 色谱条件　 色谱柱：Ｃ１８ 柱，２５０ ｍｍ ×４． ６ ｍｍ
（ｉ． ｄ． ），粒径 ５ μｍ；流动相为 ０． ０２５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸溶

液（用三乙胺调 ＰＨ ＝３） －乙腈（８７ ＋ １３，ｖ ／ ｖ）；流速

１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量 ２０ μＬ；柱温 ３０ ℃。
１． ４． ２　 样品前处理

１． ４． ２． １ 　 提取［７］ 　 称取均质的猪肉或羊肉组织

２． ００ ｇ（精确至 ０． ０１ ｇ）置于 ５０ ｍＬ 具塞离心管中，
加乙腈 １０ ｍＬ，涡旋震荡 １ ｍｉｎ，震荡提取 １５ ｍｉｎ，
８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，吸取上清液。 向残渣中加

入乙腈 １０ ｍＬ，重复提取 １ 次，合并 ２ 次提取液，氮
吹至近干，用 ４％氯化钠溶液 ５ ｍＬ，加正己烷 ５ ｍＬ，
涡旋 １ ｍｉｎ，静置分层，弃去正己烷溶液，重复除脂

一次，取 ４％氯化钠溶液层，置于 １０ ｍＬ 具塞离心管

中，备用。
１． ４． ２． ２　 净化［１］ 　 取 ＨＬＢ 固相萃取柱，依次使用

３ ｍＬ 甲醇、３ ｍＬ 水依次活化，将备用液全部过柱，
分别用水 ３ ｍＬ 和 ５％ 甲醇溶液 ３ ｍＬ 淋洗，抽干。
用乙腈 ３ ｍＬ 洗脱，洗脱液于 ５０ ℃下氮气吹干。 准

确加入流动相 １． ００ ｍＬ，溶解定容，涡旋混匀，过
０． ２２ μｍ 微孔滤膜，进高效液相色谱仪测定。
１． ４． ３　 标准曲线的绘制　 分别精密量取标准储备

液适量，用流动相稀释成浓度分别为：０． ５、１． ０、２． ０、
４． ０、８． ０、１６． ０、２０． ０ μｇ ／ ｍＬ 标准溶液，经 ０． ４５ μｍ
滤膜过滤后，用高效液相色谱检测，外标法定量。
以阿托品峰面积为纵坐标，相应浓度为横坐标，绘
制标准曲线。
１． ４． ４　 灵敏度　 在空白猪肉、羊肉中添加阿托品

标准溶液，分别制成 ０． ２５、０． ５、１． ０、５ ｍｇ ／ ｋｇ 等

４ 个浓度的空白添加样品，按确定的提取净化方

法处理后，经高效液相色谱检测，观察阿托品色谱

峰信噪比和对应的药物浓度，确定其检测限和定

量限。
１． ４． ５ 　 准确度与精密度　 采用标准添加法，在猪
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肉、羊肉的匀浆组织中添加 ３ 个不同浓度的阿托品

进行回收率试验。 各浓度进行 ５ 个样品平行试验，
重复 ３ 次，求批内、批间相对标准偏差。
２　 结果与分析

２． １　 标准曲线　 阿托品浓度在 ０． ５ ～ ２０． ０ μｇ ／ ｍＬ
范围内，色谱峰面积有良好的线性关系，标准曲线

见图 １。

图 １　 阿托品溶液的标准曲线

Ｆｉｇ １　 Ａｔｒｏｐｉｎｅ ｌｉｎｅａｒ ｇｒａｐｈ

２． ２　 方法灵敏度　 按上述方法进行处理，猪肉、羊
肉空白组织中添加浓度为 ０． ２５ ｍｇ ／ ｋｇ 时，阿托品

峰信噪比（Ｓ ／ Ｎ）均 ＞ ３，确定为方法的检测限，添加

浓度为 ０． ５ ｍｇ ／ ｋｇ 时，信噪比（Ｓ ／ Ｎ）均 ＞ １０，确定

为方法的最低定量限。 猪肉、羊肉空白组织中添加

０． ５ ｍｇ ／ ｋｇ 阿托品及相应的空白组织的高效液相色

谱图，见图 ２ ～图 ５。 阿托品标准品色谱见图 ６。

图 ２　 空白猪肉液相色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｐｏｒｋ ｓａｍｐｌｅ

２． ３　 方法准确度与精密度　 空白组织中阿托品在

０． ５、１． ０、５ ｍｇ ／ ｋｇ 三个添加水平，平均回收率为 ８０％

～１１０％，批内相对标准偏差≤１０ ％， 批间相对标准

偏差≤２０ ％。 结果见表 １。

图 ３　 空白猪肉中添加阿托品液相色谱图（０． ５ ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｐｏｒｋ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ

０． ５ ｍｇ ／ ｋｇ ａｔｒｏｐｉｎｅ

图 ４　 空白羊肉液相色谱图

Ｆｉｇ ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｌａｍｂ ｓａｍｐｌｅ

图 ５　 空白羊肉中添加阿托品液相色谱图（０． ５ ｍｇ ／ ｋｇ）

Ｆｉｇ ５　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｌａｍｂ ｓａｍｐｌｅ ｏｆ

０． ５ ｍｇ ／ ｋｇ ａｔｒｏｐｉｎｅ

图 ６　 阿托品标准品（１． ０ μｇ ／ ｍＬ）色谱图

Ｆｉｇ ６　 Ｔｙｐｉｃａｌ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ａ ａｔｒｏｐｉｎｅ

ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ １． ０ μｇ ／ ｍＬ
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表 １　 猪肉、羊肉中阿托品的相对回收率和精密度

Ｔａｂ １　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ａｔｒｏｐｉｎｅ ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｉｎ ｐｏｒｋ ａｎｄ ｌａｍｂ

动物
组织

添加浓度 ／
（ｍｇ·ｋｇ － １）

批内平均回收率 ／ ％ 批内 ＲＳＤ ／ ％

１ ２ ３ １ ２ ３
批间 ＲＳＤ（％ ）

猪肉

０． ５ ８４． ２５ ８４． ８１ ８４． ４７ ６． ２ ６． ３ ６． １ ５． ７

１． ０ ８７． ８６ ８７． ８５ ８８． ０２ ３． ７ ４． ２ ４． ３ ３． ９

５． ０ ８２． １５ ８２． ２９ ８２． ４９ ２． ６ ２． ５ ２． ６ ２． ４

猪肉

０． ５ ９０． ０６ ８９． ６８ ９０． ９９ ２． ０ ２． １ ２． ２ ２． １

１． ０ ８５． ５４ ８５． ８１ ８５． ５２ ５． ６ ６． １ ５． ８ ５． ４

５． ０ ８２． ９４ ８２． １３ ８２． ９７ ２． ３ ２． ２ １． ７ ２． １

３　 讨论与结论

３． １　 色谱条件的优化　 在前期摸索条件的基础上

优化了流动相条件。 首先，甲醇 ＋ ０． ２ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸

二氢钠（ｐＨ ＝３． ５） ＝ （４５ ＋ ５５） ［１］，由于流动相盐较

多，容易堵塞仪器通道及色谱柱，且柱压太高，弃
用。 其次，改为甲醇 ∶ ０． １％ 三乙胺（ ｐＨ ＝ ５． ８） ＝

３５∶ ６５［８ － ９］，发现出峰时间为 ４ ｍｉｎ 左右，与文献不

一致，且由于测定样品是肌肉组织，出峰时间早，容
易出现分离度太小，目标物与杂质不易分离现象，
弃用。 最后改为，０． ０２５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸溶液 （ ｐＨ ＝

３． ０）∶ 乙腈 ＝ ８５ ∶ １５［６］，出峰时间在 ９ ｍｉｎ 左右，但

是在做添加回收时，猪肉和羊肉中在 ８ ｍｉｎ 时有一

高含量杂质与目标峰分离度小于 １． ５，最后调整流

动相为 ０． ０２５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸溶液（ｐＨ ＝ ３． ０） ∶ 乙腈 ＝
８７∶ １３，出峰时间在 １２ ｍｉｎ 左右，所有杂质与目标物

均有效分离。 其中用三乙胺调节 ｐＨ 值，三乙胺可

有效提高峰形。
通过对阿托品标准溶液进行的紫外光谱扫描，

发现在波长为 ２１０ ～ ２０２ ｎｍ 区间有强吸收，而在多

个参考文献中都是以 ２１０ ｎｍ 作为测定波长，选择

２１０ 和 ２０２ 两个波长进行了对比实验 实验结果表

明，在本法所采用的流动相下，２１０ ｎｍ 处的测定结

果较好，故确定 ２１０ ｎｍ 为检测波长。
色谱柱采用了 Ｃ１８ 柱， ２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ

（ｉ． ｄ． ），粒径 ５ μｍ，柱子较长，对多杂质的分离效

果较好。 柱温在 ２５ ～ ３０ ℃时，对分离影响不大，条
件定为室温，有利于节能。 进样量 ２０ μＬ，有利于降

低检出限。

３． ２　 样品处理方法的优化

３． ２． １　 提取条件 　 本研究在李伟妮等研究基础

上［１］，提取条件共优化了 ２ 次。 第一次增加了冰箱

－ ２０ ℃冷冻时间为 ５ ｍｉｎ，用于除脂肪；用水提取体

积为 １０ ｍＬ 提取 ２ 次，精简了实验步骤。 但在净化

时，出现过柱困难的情况，净化效率严重降低，原因

在于超声后，细胞碎片过多，细小杂质更容易堵住

ＨＬＢ 小柱，其次离心转速及时间不够，细胞碎片没

有沉淀，也容易堵住 ＨＬＢ 小柱。 第二次提取优化，
更换了提取条件，改为乙腈提取 ２ 次，正己烷除脂，
减少了超声后细胞碎片的产生，同时脂肪有效去

除［７］。 用 ４ ％氯化钠溶解氮吹后的残渣，能减少正

己烷与水的乳化作用，使之更容易分层。 经改进后

的提取条件，提取彻底，杂质更少，脂肪颗粒减少，
为后续净化步骤奠定了基础。
３． ２． ２ 　 净化条件　 净化条件改善了淋洗步骤，将
丙酮淋洗，改为水和 ５ ％的甲醇水淋洗。 水和 ５ ％
甲醇的极性比较大，能将保留在小柱中的杂质大多

数冲洗出来，为液相的分离效果以及保护液相色谱

柱提供了保障。
３． ３　 结论　 通过对样品的提取条件、净化条件、色
谱条件的优化，最后设定阿托品在猪肉、羊肉中的

检测限为 ０． ２５ ｍｇ ／ ｋｇ，定量限为 ０． ５ ｍｇ ／ ｋｇ。 本方

法在 ０． ５ ～ ５ ｍｇ ／ ｋｇ 添加浓度范围内，阿托品回收

率为 ８０％ ～１１０％ ，符合兽药残留实验室质量控制

规范［１０］。 该方法简单快速，灵敏度高，重现性好，

适合猪肉、羊肉中阿托品残留的测定。

·１３·
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