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［摘　 要］ 　 建立了适用于牛、羊奶样品中莫昔克丁残留的高效液相色谱荧光检测方法。 以乙腈为

提取液，Ｃ１８ 固相萃取柱净化，并用 Ｎ －甲基咪唑 －乙腈（１ ＋ １，Ｖ ／ Ｖ）和三氟乙酸酐 － 乙腈（１ ＋ ２，Ｖ ／
Ｖ）进行衍生化。 乙腈 ＋水（９０ ＋ １０，Ｖ ／ Ｖ）为流动相，荧光法定量。 经测定，该方法对牛、羊奶中莫昔

克丁的检测限为 ２ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 ５ μｇ ／ ｋｇ。 空白牛、羊奶中标准品莫昔克丁添加量分别为 ５、２０、
４０ 和 ８０ μｇ ／ ｋｇ 时，牛奶中莫昔克丁平均回收率范围为 ７５． ５％ ～ １１０％ ，其批内变异系数小于

７􀆰 ３８％ ，批间变异系数小于 ７． ８７％ ；羊奶中莫昔克丁平均回收率范围为 ７７． ５％ ～ ９５． ６％ ，其批内变

异系数小于 ５． ０６％ ，批间变异系数小于 ５． ９２％ 。 该方法准确性强、灵敏度高，适用于牛、羊奶中莫昔

克丁的快速检测。
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　 　 莫昔克丁，又称莫西菌素，是一种由链霉菌发

酵产生的结构单一的大环内酯类抗生素，为米尔贝

霉素类药物［１ － ２］，２０ 世纪 ８０ 年代中期开始在畜牧

业中被作为驱虫药应用，具有高驱虫活性、长效性

及安全性的特点，莫昔克丁在较低剂量下即对线虫

和节肢动物有明显杀灭作用［３ － ５］。 由于莫昔克丁

在结构上缺少一个二糖取代基，因此，脂溶性较好，
同时也易溶于水。 试验证明，用药后莫昔克丁在脂

肪组织中分布较高，在肌肉与肾脏中分布较低，主
要以药物原形为其残留方式［５ － ６］。 有资料表明，莫
昔克丁在组织内停留时间较长，而乳汁也是其主要

排泄途径之一，人类若长期食用含有莫昔克丁残留

的奶制品，会对其健康造成很大的威胁，因此，制定

合理的休药期及高效、灵敏的检测方法十分必要。
我国 ２０１９ 年发布的《ＧＢ ３１６５０ －２０１９ 食品安全国家

标准 食品中兽药最大残留限量》中规定，牛、羊奶

中莫昔克丁的最高残留限量 （ＭＲＬ） 为 ４０ μｇ ／
ｋｇ［７］，但目前国内外关于莫昔克丁的检测方法报道

较少［８ － １１］，我国也没有相应残留检测方法的国家标

准。 高效液相色谱法具有快速、灵敏的优点，且现

在国内已基本普及，因此，建立一个高效、灵敏的液

相色谱法对于更好的监测莫昔克丁在畜牧业中的

合理化应用有着重要意义。
１　 材料与方法

１． １　 仪器设备　 Ａｇｉｌｅｎｔ 高效液相色谱仪（配荧光

检测器），美国安捷伦公司；ＸＳ１０５ＤＵ 分析天平，
Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司；ＡＥ２６０ 电子天平，Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ
公司；ＭＳ３ 涡旋混合器，ｋｓ ５０１ ｄｉｇｉｔａｌ 振荡器，ＩＫＡ
公司；ＦＶ６４ 氮吹仪，得泰仪器公司；Ｂｉｏｆｕｇｅ Ｓｔｒａｔｏｒｓ
高速冷冻离心机，贺利氏公司；ＬＣ － ２１３ 鼓风干燥

箱，上海爱斯佩克环境仪器有限公司。
１． ２ 药品与试剂 　 莫昔克丁，含量≥９４％ ， Ｄｒ．

Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ；三乙胺；三氟乙酸酐；Ｎ － 甲基咪唑；冰
醋酸；乙腈、甲醇均为色谱纯。
１． ３　 溶液的配制

１． ３． １　 标准溶液的配制 　 莫昔克丁标准储备液

（１ ｍｇ ／ ｍＬ）：精密称取适量莫昔克丁标准品于

１０ ｍＬ容量瓶中，用乙腈溶解并稀释至刻度，成为浓

度 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的标准储备液；量取适量标准储备液，
用乙腈稀释为 １０ μｇ ／ ｍＬ 的标准工作液。
１． ３． ２　 衍生化试剂的配制　 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． ４　 液相色谱条件 　 色谱柱：Ｐｈｅｎｏｍｅｎｏｎｘ ｌｕｎａ
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：激发波长为 ３６５ ｎｍ，发射波长 ４７５ ｎｍ；柱
温：４０ ℃；进样量：２０ μＬ。
１． ５　 标准曲线及线性范围的测定　 精密量取莫昔

克丁标准工作液适量于容量瓶中，用乙腈稀释成浓

度为 ４、１０、２０、１００、２００ 和 ５００ ｎｇ ／ ｍＬ 的系列标准

工作液。 取以上 ６ 个浓度的标准工作液各 １． ０ ｍＬ
于各自的 １０ ｍＬ 试管中，于 ５０ ℃水浴氮气吹干，按
衍生化步骤处理后，供高效液相色谱仪测定。 从低

浓度到高浓度依次测定，每一浓度进样 ３ 针。 以测

得峰面积为纵坐标，对应的标准溶液浓度为横坐

标，绘制标准曲线。 求回归方程和相关系数。
１． ６ 　 样 品 前 处 理 　 提 取： 称 取 牛 （ 羊 ） 奶

（２ ± ０． ０２） ｇ于 ５０ ｍＬ 离心管中，加乙腈 ３ ｍＬ，涡旋

混匀，中速振荡 ５ ｍｉｎ，１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，收
集上清液于另一 ５０ ｍＬ 离心管中。 残渣再重复提

取一次。 合并两次上清液，加水 ３ ｍＬ，混匀，备用。
净化与浓缩：Ｃ１８ 固相萃取柱依次用乙腈 ５ ｍＬ 和

３０％乙腈水溶液 ５ ｍＬ 活化，将备用液过柱，用 ３０％乙
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腈水溶液 ５ ｍＬ 淋洗，抽干。 用乙腈 ５ ｍＬ 洗脱，收集

洗脱液于 １０ ｍＬ 试管中，５０ ℃水浴氮气吹干。 备用。
衍生化：向试管中依次加入衍生化试剂 Ａ 液

１００ μＬ 和衍生化试剂 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，６５ ℃避

光密闭反应 １５ ｍｉｎ，取出后加 ６５０ μＬ 甲醇混匀。
经 ０． ４５ μｍ 微孔滤膜过滤，供高效液相色谱仪

检测。
１． ７　 方法灵敏度的确定　 分别对北京超市购置的

不同品牌的牛、羊奶进行筛选，所得空白样品进行添

加回收试验，按照上述样品前处理方法处理，进行

ＨＰＬＣ 分析，测得药物色谱保留处的基线噪音值，求
其平均值。 以 Ｓ ／ Ｎ≥３ 作为该方法药物的检测限；以
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）。
１． ８ 准确度和精密度的测定　 采用标准添加法，在

空白牛奶、羊奶中分别添加定量限、１ ／ ２ ＭＲＬ、ＭＲＬ
和 ２ ＭＲＬ 四个浓度（５、２０、４０、８０ μｇ ／ ｋｇ）的莫昔克

丁标准工作液进行回收率试验，各浓度进行 ５ 个样

品平行试验，同时重复 ３ 次空白试验，求每个样品

的回收率和批内、批间相对标准偏差（ＲＳＤ）。
２　 结果与分析

２． １　 标准曲线及线性范围　 取 ４、１０、２０、１００、２００
和 ５００ ｎｇ ／ ｍＬ 标准溶液浓度点进行检测，莫昔克丁

在该浓度范围内呈良好线性关系，回归方程为

ｙ ＝ ０． ３３０３ｘ － ０． ６５７２， Ｒ２ ＝ ０． ９９９８。
２． ２ 方法灵敏度　 按照本文建立方法，添加莫昔克

丁浓度为 ２ μｇ ／ ｋｇ 时，Ｓ ／ Ｎ≥３，添加莫昔克丁浓度

为 ５ μｇ ／ ｋｇ 时， Ｓ ／ Ｎ≥１０，因此，本方法检测限为

２ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 ５ μｇ ／ ｋｇ。 标准对照液、空白牛

奶及添加试样中的高效液相色谱图见图 １。

（Ａ）莫昔克丁标准溶液色谱图（１０ ｎｇ ／ ｍＬ）

（Ｂ）空白牛奶试样色谱图（Ｃ）空白牛奶添加莫昔克丁试样色谱图（５ μｇ ／ ｋｇ）

图 １　 高效液相色谱图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ （Ａ）Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ Ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ （１０ ｎｇ ／ ｍＬ）

（Ｂ）Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｍｉｌｋ （Ｃ）Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ ｉｎ ｍｉｌｋ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｌｐｅｓ

２． ３ 方法准确度和精密度　 根据莫昔克丁在牛、羊
奶中 ＭＲＬ 规 定， 在 空 白 试 料 中 添 加 定 量 限、
１ ／ ２ ＭＲＬ、ＭＲＬ 和 ２ ＭＲＬ 四个浓度的莫昔克丁，进
行回收率试验，每个浓度设置 ５ 个平行样品，并重

复 ３ 次，按照上述方法处理后，高效液相色谱（荧光

检测器）检测。 分别计算回收率以及批内、批间变

异系数，结果见表 １、表 ２。
结果表明：本方法在 ５ ～ ８０ μｇ ／ ｋｇ 添加浓度范

围内，牛、羊奶的回收率范围分别为 ７５． ５％ ～

１１０％ 、７７． ５％ ～ ９５． ６％ ；批内变异系数分别为

０􀆰 ８４％ ～７． ３８％ ，１． ２５％ ～ ５． ０６％ ；批间变异系数

分别为 ３． ９８％ ～７． ８７％ ，２． ６２％ ～５． ９２％ 。

３　 讨论与结论

３． １ 　 提取条件的优化 　 根据现有文献作为参

考［８ － １２］，并根据莫昔克丁易溶于多种有机溶剂的结

构性质，本方法分别选用乙酸乙酯、２０％乙醇乙腈、

·４２·
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表 １　 空白牛奶中添加莫昔克丁的

回收率测定结果（ｎ ＝ ５）

Ｔａｂ １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ Ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ ｉｎ

ｍｉｌｋ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ

添加浓度

／ （μｇ·ｋｇ －１）
批次 回收率 ／ ％ 批内

ＲＳＤ ／ ％
批间

ＲＳＤ ／ ％

５． ００

Ⅰ ９４． ８、８９． １、９４． １、９７． ２、９６． ０ ３． ３０

Ⅱ １０１、９４． ９、９３． ５、９３． ２、８５． ６ ５． ９８

Ⅲ ８３． ３、８８． ６、９４． ９、９２． ２、９１． ５ ４． ８９

４． ９３

２０． ０

Ⅰ ９０． ９、９２． ７、９８． １、９８． ３、１００ ４． ２５

Ⅱ ９３． ４、９１． ３、９５． ５、９６． ４、９７． ２ ２． ５２

Ⅲ ８９． ４、９１． ７、８９． ９、８９． ３、８９． ９ １． ０９

３． ９８

４０． ０

Ⅰ ９７． ８、９９． ２、９８． ７、９７． ４、９９． ０ ０． ８４

Ⅱ ９３． ２、９５． ９、９４． ３、９５． ０、８１． ５ ６． ４８

Ⅲ ８９． ８、８７． ６、９０． １、９０． ９、７５． ５ ７． ３８

７． ３７

８０． ０

Ⅰ ９８． ４、９７． ６、９５． ７、１０１、１１０ ５． ５３

Ⅱ ９５． ２、９１． ４、９１． ５、９２． １、９１． ０ １． ８３

Ⅲ ８５． １、８６． ２、８２． ３、８４． ６、８７． ４ ２． ２６

７． ８７

表 ２　 空白羊奶中添加莫昔克丁的

回收率测定结果（ｎ ＝ ５）

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ Ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ ｉｎ

ｇｏａｔ ｍｉｌｋ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ

添加浓度

／ （μｇ·ｋｇ －１）
批次 回收率 ／ ％ 批内

ＲＳＤ ／ ％
批间

ＲＳＤ ／ ％

５． ００

Ⅰ ８４． １、８４． ８、８５． ２、８７． ６、８８． ４ ２． １９

Ⅱ ９４． １、８６． ７、８３． ９、８５． ６、８６． ２ ４． ５１

Ⅲ ９５． ６、８７． ４、９２． ６、８６． ２、９６． ４ ５． ０６

４． ７７

２０． ０

Ⅰ ８８． ９、８９． ３、９３． ７、９１． ２、９０． ８ ２． １１

Ⅱ ９１． ４、８７． ７、９１． ２、９０． ２、８９． ０ １． ７４

Ⅲ ８５． １、８９． ５、８５． １、８７． ４、８８． ３ ２． ２３

２． ６２

４０． ０

Ⅰ ９０． ９、９０． ４、８２． ７、８３． ８、８４． ６ ４． ４７

Ⅱ ９１． ８、９０． ３、８７． ４、９２． ０、９１． ８ ２． １３

Ⅲ ９０． ０、８５． ８、９２． ０、９０． ７、９４． ３ ３． ４７

３． ９２

８０． ０

Ⅰ ８６． ５、８４． ８、８２． ０、８５． ８、８９． ５ ３． １９

Ⅱ ９２． ２、９２． ５、９０． ３、９０． ２、９０． ２ １． ２５

Ⅲ ８０． ８、８６． ２、７７． ５、７９． ５、７８． ５ ４． ２３

５． ９２

乙腈对莫昔克丁进行提取，经试验发现，莫昔克丁

用乙酸乙酯提取回收率较低，用 ２０％ 乙醇乙腈、乙
腈提取时，回收率均能达到 ８０％ 以上，但经进一步

比较分析，用 ２０％乙醇乙腈提取后，莫昔克丁药物

峰形变宽，因此，本方法选择乙腈作为提取溶剂，并
通过高速离心去除蛋白质等大量杂质的干扰，有效

提取其中的莫昔克丁药物。
３． ２　 衍生化条件的优化　 莫昔克丁为米尔贝霉素

类药物，其分子结构与阿维菌素类药物十分类似，
适合用高效液相色谱法进行测定。 此类药物衍生

化后的荧光响应值高，杂质干扰少，且相较于成本

更高的液相色谱 －质谱法成本低，具有更好的普适

性。 在目前衍生化方法中，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（１ ＋ １，Ｖ ／
Ｖ）和三氟乙酸酐 － 乙腈（１ ＋ ２，Ｖ ／ Ｖ）进行［１３］。 本

实验对衍生化的温度、时间、光照条件等进行了摸

索。 经试验比较发现，若在室温下进行衍生化，则
需要较长反应时间；若在加热条件下进行，６５ ℃反

应 １５ ｍｉｎ，即可充分衍生化。 同时，在反应温度和

时间一定的前提下，在正常光照和避光两种条件

下，前者药物的峰面积均明显低于后者。 因此，本
方法选用 ６５ ℃反应避光 １５ ｍｉｎ 衍生化条件。 此反

应条件衍生化反应效率高、反应充分、杂质干扰少，
反应后的衍生产物与甲醇混合后，形成稳定的醇式

衍生物，其含量稳定，保存一天以后进样，测得莫昔

克丁药物峰面积与立即进样峰面积基本无变化。
３． ３　 色谱条件的优化　 本试验经过衍生化后，基
质中的干扰成分已基本去除，药物色谱峰保留时间

内也无干扰。 因此，在色谱条件上，本试验将流速

增加至 １． ８ ｍＬ ／ ｍｉｎ，同时将柱温升高至 ４０ ℃，缩短

了分析时间，提高了试验效率。 本方法与李林霞

等［８］建立的 ＨＰＬＣ 方法相比，减少了提取液用量，
加快了提取液经固相萃取柱净化速度，且优化了色

谱条件，加大了流速，提高了柱温，使药物保留时间

由 １５ ｍｉｎ 提前至 １２ ｍｉｎ，更好的去除了样品中杂质

干扰，在缩短了试验的前处理和样品检测时间、加
快了试验进度的同时，保证了样品的基质效应降得

更低，为检测莫昔克丁大批量试验保证了效率和准

确度。
本试验建立了牛、羊奶中莫昔克丁残留的高效

液相色谱检测方法，其检测限为 ２ μｇ ／ ｋｇ，定量限为

５ μｇ ／ ｋｇ，平均回收率范围为 ７５． ５％ ～ １１０％ ，批间

·５２·
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及批内变异系数均低于 ７． ８７％ 。 该方法操作简单、
适用性强、灵敏度高，可满足检测工作的需要。
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