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［摘　 要］ 　 应用高效液相色谱技术，建立了育肥猪配合饲料中孟布酮的检测方法。 样品经乙腈提

取后，通过 ＷＡＸ 固相萃取柱净化；采用 ０． ５％磷酸乙腈溶液作为流动相进行梯度洗脱，经 Ｃ１８色谱柱

分离，通过二极管阵列检测器进行测定。 在 ０． ２ ～ １０ μｇ ／ ｍＬ 的范围内线性关系良好，相关系数大于

０． ９９９。 在 ０． ２，０． ４，２ ｍｇ ／ ｋｇ 添加水平下，平均回收率为 ７８． １％ ～ ９０． ６％ ，相对标准偏差均小于

１０％ 。 检测限为 ０． ０６ ｍｇ ／ ｋｇ，定量限为 ０． ２ ｍｇ ／ ｋｇ，该法准确、简单、快速。
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　 　 孟布酮（４ － （４ － 甲氧基萘 － １ － 基） － ４ － 氧

代丁酸）属于动物专用利胆药［１ － ２］，具有刺激动物

胃肠等消化液分泌的作用，适用于猪、羊、牛、马、犬
等的消化不良、食欲减退、便秘腹胀等胃肠机能障

碍，辅助治疗肠炎、中毒性肝功能受损及肝营养不

良等疾病。 长期大量使用易在动物体内残留，农业

农村部公告第 ２８４ 号［３］ 公布了最高残留限量

４０ μｇ ／ ｋｇ（参照日本肯定列表制定）。 兽药主要是

预防、诊断、治疗动物疾病的物质，具有极强的针对

性，能够调节动物的身体机能。 但随着摄入量的增

多，最终导致对人体慢性中毒［４］。 根据《关于停止

生产、进口、经营、使用部分药物饲料添加剂的公
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告》（农业农村部公告第 １９４ 号［５］ ），允许在商品饲

料中使用的兽药包括两类：抗球虫类药物和中药类

药物，孟布酮是不允许添加到饲料中的。 但由于孟

布酮能促进胃肠内脂肪、蛋白质和淀粉等的消化吸

收，调节胃肠机能，促进动物生长发育，提高生产性

能，很可能被添加到饲料中［６］。 目前，未查到饲料

中孟布酮的检测方法［７］，本文采用 ＷＡＸ 固相萃取

柱净化［８］，Ｃ１８色谱柱分离，高效液相色谱法检测饲

料中孟布酮［９］。 分析速度快、回收率高，能满足育

肥猪配合饲料中孟布酮检测定性、定量的要求。
１　 材料与方法

１． １　 仪器与设备　 电子天平 ＲＤ －２００，德国 Ｓａｒｔｏ⁃
ｒｉｕｓ 公司；超声波清洗器 ＫＱ － ２５０Ｂ，昆山市超声仪

器有限公司；离心机 ＣＦ１６ＲＮ，日立公司；氮吹仪

Ｎ － ＥＶＡＰ，美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ；数显强力涡旋混合

器 ＭＳ３，德
国 ＩＫＡ 公司；液相色谱质谱联用仪 ２６９５，美国

Ｗａｔｅｒｓ 公司；色谱柱 Ｓｕｎｆｉｒｅ Ｃ１８ （４． ６ × ２５０ ｍｍ，
５ μｍ），美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司；固相萃取柱 Ｏａｓｉｓ ＷＡＸ
３ ｍＬ ６０ ｍｇ，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司。
１． ２　 药品与试剂

１． ２． １ 　 标准品 　 孟布酮 （ Ｃ１５Ｈ１４Ｏ４， ＣＡＳ 号：
３５６２ －９９ － ０）批号 １１４６２１０３ ７６６５４，含量 ９９． ９０％ ，
坛墨质检科技股份有限公司。
１． ２． ２　 供试品

１． ２． ２． １ 　 空白样品　 育肥猪配合饲料，经检测不

含孟布酮。
１． ２． ２． ２ 　 空白添加样品 　 分别按照 ０． ２ ｍｇ ／ ｋｇ、
０􀆰 ４ ｍｇ ／ ｋｇ、２ ｍｇ ／ ｋｇ 的比例在空白样品中添加孟布

酮，混匀。
１． ２． ３ 　 试剂　 甲醇、乙腈色谱纯，氨水、磷酸分析

纯，水为符合 ＧＢ ／ Ｔ ６６８２ 规定的一级水。
１． ２． ３． １ 　 ０． ５％ 磷酸溶液：量取 ５． ０ ｍＬ 磷酸于

１０００ ｍＬ 水中，混匀。
１． ２． ３． ２　 ０． ５％氨水溶液：取氨水 ０． ５ ｍＬ，加水至

１００ ｍＬ，混匀即可。
１． ２． ３． ３　 ９％氨化甲醇溶液：取氨水 ９ ｍＬ，加甲醇

至 １００ ｍＬ，混匀即可。

１． ２． ４　 标准储备液（１ ｍｇ ／ ｍＬ）：精密称取孟布酮

标准品 １０ ｍｇ 于 １０ ｍＬ 容量瓶中，用乙腈溶解并稀

释至刻度。 保存于 － ２０ ℃，有效期为 ３ 个月。
１． ２． ５ 　 标准中间溶液（１００ μｇ ／ ｍＬ）：准确量取标

准储备溶液 １ ｍＬ，置于 １０ ｍＬ 容量瓶中，用甲醇稀

释至刻度，保存于 － ２０ ℃，有效期为 ３ 个月。
１． ２． ６　 标准工作液：精密量取孟布酮标准中间液，
用甲醇稀释成浓度为 ０． ２、０． ５、２． ０、５． ０、１０． ０ μｇ ／
ｍＬ 的系列标准工作液。
１． ２． ７　 微孔滤膜：有机系，孔径 ０． ２２ μｍ。
１． ３　 样品检测

１． ３． １　 样品处理

１． ３． １． １　 提取：准确称取饲料样品 ２． ００ ± ０． ０２ ｇ，
加乙腈 １０ ｍＬ， 超声 １０ ｍｉｎ， ８０００ ｒ ／ ｍｉｎ， 离 心

１０ ｍｉｎ，取上清液。 重复提取 １ 次。 合并 ２ 次提取

的上清液，取上清液 １０ ｍＬ，５０ ℃氮气吹干，残留物

中加入 ０． ５ ％氨水溶液 ５ ｍＬ，涡旋 ５ ｍｉｎ，得到待

净化液，备用。
１． ３． １． ２ 　 净化：将 ＷＡＸ 固相萃取柱依次用甲醇

３ ｍＬ、水 ３ ｍＬ 进行活化；待净化液 ５ ｍＬ 上样；用甲

醇 ３ ｍＬ 淋洗，抽干；９％氨化甲醇溶液 ３ ｍＬ 洗脱，抽
干。 收集洗脱液，５０ ℃氮气吹干，加入甲醇 １ ｍＬ 复

溶，涡旋 ５ ｍｉｎ，滤过，滤液供高效液相色谱仪测定。
１． ３． ２ 　 液相色谱条件 　 色谱柱 Ｓｕｎｆｉｒｅ Ｃ１８ 柱

（４． ６ × ２５０ ｍｍ， ５ μｍ）， 柱温： ３０ ℃， 进 样 量：
１０ μＬ，检测波长：２３６ ｎｍ，流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，梯度

洗脱程序见表 １。

表 １　 梯度洗脱程序

Ｔａｂｌｅ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ
时间（ｍｉｎ） ０． ５％磷酸（％ ） 乙腈（％ ） 梯度曲线

０． ００ ９０． ０ １０． ０

１． ００ ９０． ０ １０． ０ ６

２． ００ ４０． ０ ６０． ０ ６

８． ００ ４０． ０ ６０． ０ ６

８． １０ １０． ０ ９０． ０ ６

９． ００ １０． ０ ９０． ０ ６

９． １０ ９０． ０ １０． ０
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２　 结果与分析

２． １　 标准曲线 　 以色谱峰面积为纵坐标，标准溶

液浓度 （ μｇ ／ ｍＬ） 为横坐标，绘制标准曲线： ｙ ＝
７８６６４ｘ － ５５２． ５６，线性相关系数 ｒ 为 ０． ９９９ ８，孟布

酮的线性范围为 ０． ２ μｇ ／ ｍＬ ～ １０． ０ μｇ ／ ｍＬ。

２． ２　 检测限和定量限　 添加适量标准液于空白饲

料中，经提取后测定。 根据信躁比 Ｓ ／ Ｎ ＞ ３ 为检测

限，信躁比 Ｓ ／ Ｎ ＞ １０ 为定量限，检测到孟布酮的检

测限为 ０． ０６ ｍｇ ／ ｋｇ，定量限为 ０． ２ ｍｇ ／ ｋｇ。 空白饲

料中添加 ０． ２ ｍｇ ／ ｋｇ 的孟布酮色谱图见图 １。

图 １　 空白饲料中添加 ０． ２ ｍｇ ／ ｋｇ 的孟布酮色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ０． ２ ｍｇ ／ ｋｇ ｍｏｎｔｅｂｕｔｏｎｅ ａｄｄｅｄ ｔｏ ｂｌａｎｋ ｆｅｅｄ

２． ３　 回收率及重复性试验　 在空白饲料中进行 ３ 浓

度（０． ２，０． ４，２ ｍｇ ／ ｋｇ）回收率试验，每个添加浓度 ６ 个

平行，连续测定 ３ 批，其平均回收率、相对标准偏差见

表 ２。 从表看出孟布酮的添加回收率在 ７８． １％ ～
９０􀆰 ６％之间［１０］，批内批间相对标准偏差均小于 １０％。

表 ２　 孟布酮回收率及重复性试验结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｒｅｐｅａｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ

ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｅｎｂｕｔｏｎｅ（ｎ ＝ ６）

添加浓度
（ｍｇ ／ ｋｇ）

平均回收率
（％ ）

批内 ＲＳＤ
（％ ）

批间 ＲＳＤ
（％ ）

０． ２ ７８． １、７９． ２、９０． ０ ６． ０、７． ５、６． ２ ８． ０

０． ４ ８３． ３、７９． ６、８３． ６ ５． ６、５． ５、５． ６ ２． ８

２ ９０． ６、８３． ３、８３． ０ ８． ６、５． ６、８． ３ ５． １

２． ４ 稳定性试验

２． ４． １　 标准溶液的稳定性试验　 对标准储备溶液

（１ ｍｇ ／ ｍＬ）进行了为期 ３ 个月的稳定性试验。 每

次试验时，临时稀释，每周配置标准系列溶液

（０． ２ μｇ ／ ｍＬ，０． ５ μｇ ／ ｍＬ，２． ０ μｇ ／ ｍＬ，５． ０ μｇ ／ ｍＬ，
１０． ０ μｇ ／ ｍＬ），按照上述仪器条件测定，记录峰面

积，取峰面积与浓度做线性回归。 共进行了 １４ 次

标准曲线测定，见图 ２。 ３ 个月内每个浓度溶液的

峰面积无显著变化。 同时对储存的标准中间溶液

（１００ μｇ ／ ｍＬ）进行同样试验，结果一致。 因此，标
准储备溶液（１ ｍｇ ／ ｍＬ）和标准中间溶液（１００ μｇ ／
ｍＬ）的保存条件均为： － ２０ ℃保存时间为 ３ 个月

图 ２　 孟布酮标准储备溶液保存时间与峰面积比较图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎ ｏｆ ｓｔｏｒａｇｅ ｔｉｍｅ ａｎｄ ｐｅａｋ ａｒｅａ ｏｆ ｍｏｎｔｅｂｕｔｏｎｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
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２． ４． ２　 上机测定用标准工作液及试样液的稳定性

试验　 分别对标准工作溶液（２ μｇ ／ ｍＬ）和试样溶

液（２ μｇ ／ ｍＬ）进行了 ２４ 小时的稳定性试验。 试验

结果表明，室温条件下 ２４ 小时内稳定，见表 ３。
表 ３　 标准工作溶液及试样液稳定性试验结果

Ｔａｂ ３　 ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｗｏｒｋｉｎｇ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｓａｍｐｌｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｎ ＝ ６）

时间 Ｈｒ ０ ２ ４ ８ １６ ２４ 平均值 ＲＳＤ（％ ）

标准工作液峰面积 １５６ ７７６ １４８ ７９０ １５２ ３１１ １５８ ４３６ １５０ ０７８ １４９ ３３３ １５２ ６２０ ２． ７

试样峰面积 １１７ ５８２ １１２ ８９９ １１９ ０３１ １１８ ４８３ １１０ ８４５ １１３ １９０ １１５ ３９８ ３． １

３　 讨论与结论

３． １　 流动相中有机相的确定　 考察两种最常用有

机相：乙腈和甲醇。 结果显示，二者对孟布酮的响

应及分离效果基本一致；但选用甲醇时，系统压力

较高，同时噪声较乙腈大。 因此，本实验选择乙腈

为流动相。

３． ２　 流动相组成中水相的确定　 考察 ２ 种水相体

系对结果的影响：０． ２％甲酸，０． ５％磷酸，２． ０ μｇ ／ ｍＬ
标准溶液液相色谱图见图 ３ 和图 ４。 结果显示以

０􀆰 ２％甲酸，０． ５％磷酸为水相，分离效果及响应值基本

一致，但含甲酸时基线向下漂移，不稳定，且有明显杂

质峰。 因此在上机过程中，在流动相中引入磷酸。

图 ３　 ２． ０ μｇ ／ ｍＬ 标准溶液液相色谱图（０． ２％甲酸为流动相）

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ２． ０ μｇ ／ ｍＬ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｂｙ ０． ２％ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ）

图 ４　 ２． ０ μｇ ／ ｍＬ 标准溶液液相色谱图（０． ５％磷酸为流动相）

Ｆｉｇ ４ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ２． ０ μｇ ／ ｍＬ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｂｙ ０． ５％ ｐｈｏｓｐｈｏｒｉｃ ａｃｉｄ）

３． ３　 流动相洗脱方式的确定　 比较了等度（０． ５％
磷酸：乙腈 ＝ ６４：３６）和梯度（表 １）两种洗脱方式，
考察了 ２． ０ μｇ ／ ｍＬ 标准溶液在两种洗脱方式下情

况，见图 ４ 和图 ５。 结果表明，两种洗脱方式下孟布

酮与杂质都能达到有效分离，峰形好；但等度洗脱

孟布酮保留时间较长为 １９ ｍｉｎ，梯度洗脱保留时间

为 ７ ｍｉｎ。 考虑试验效率，本研究选择梯度洗脱

方式。
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中国兽药杂志 ２０２３ 年 １ 月第 ５７ 卷第 １ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

图 ５　 等度 ２． ０ μｇ ／ ｍＬ 标准溶液液相色谱图

Ｆｉｇ ５　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ２． ０ μｇ ／ ｍＬ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ ｉｓｏｃｒａｔｉｃｔ ｅｌｕｔｉｏｎ）

３． ４　 检测波长的选择　 对孟布酮 ２ μｇ ／ ｍＬ 标准溶

液进 行 紫 外 扫 描， 见 图 ６， 最 大 吸 收 波 长 为

２３５． ８ ｎｍ。 本实验选择检测波长为 ２３６ ｎｍ。

图 ６　 孟布酮光谱图

Ｆｉｇ ６　 Ｓｐｅｃｔｒｕｍ ｏｆ ｍｅｎｂｕｔｏｎｅ

３． ５　 提取溶剂的选择　 乙腈对大多数兽药提取效

果较好，提取样品时提取液基质效应较低，而且乙

腈能较好地使蛋白质凝聚变性从而沉淀蛋白；与纯

乙腈相比，在提取液中加入酸，使呈酸性，提高提取

效率［１１］；同时考虑到甲醇对孟布酮的溶解性与乙

腈类似，且其沸点较乙腈低，更易吹干浓缩。 基于

以上理由，比较 ４ 种提取溶剂：乙腈、０． ２％ 甲酸乙

腈、０． ５％ 磷酸乙腈、 甲醇。 空白饲料中添加

０． ２ ｍｇ ／ ｋｇ，４ 种溶剂的提取效率没有显著差异。 但

甲醇为提取溶剂时，提取液杂质较多、混浊呈淡黄

色，过固相萃取柱困难，净化时间长，因此本研究选

择乙腈为提取溶剂。
３． ６　 提取次数选择 　 比较提取液量 １０ ｍＬ，提取

１、２、３ 次。 ３ 种添加浓度下孟布酮回收率及重复性

情况（０． ２ ｍｇ ／ ｋｇ，０． ４ ｍｇ ／ ｋｇ，２ ｍｇ ／ ｋｇ），每水平添

加重复三次，效果见表 ４。 提取 １ 次，在添加较低浓

度（０． ２ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ０． ４ ｍｇ ／ ｋｇ）时，回收率及 ＲＳＤ 均

满足要求；但较高浓度 ２． ０ ｍｇ ／ ｋｇ，回收率小于

７０％ ，且重复性差。 当提取 ２ 次与 ３ 次时，３ 种添加

水平回收率和 ＲＳＤ 均满足要求，选择提取 ２ 次。

表 ４　 不同提取次数考察结果表

Ｔａｂ ４　 Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｔｉｍｅｓ
提取次数 １ ２ ３

０． ２ ｍｇ ／ ｋｇ
回收率％ ７１． １ ８０． １ ７３． ５ ８３． ５ ８９． ４ ９０． １ ８５． ２ ８０． ６ ８８． ８

ＲＳＤ％ ６． ３ ４． ２ ４． ９

０． ４ ｍｇ ／ ｋｇ
回收率％ ７２． ６ ７９． １ ７０． ９ ８５． ４ ８０． ７ ８７． １ ９１． ０ ８６． ９ ８２． ３

ＲＳＤ％ ５． ９ ４． ０ ５． １

２ ｍｇ ／ ｋｇ
回收率％ ６５． ４ ７５． ８ ８１． ９ ８５． ９ ８８． ２ ８１． ２ ８５． １ ９０． ２ ８９． ９

ＲＳＤ％ １１． ３ ４． ２３． ３
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３． ７　 离心速度与时间的确定 　 ＷＡＸ 固相萃取柱

较常用的 ＨＬＢ、ＭＣＸ 固相萃取柱，溶液过柱时间

长，离心的效果对净化时间影响很大。 如果离心转

速低、时间短，净化时间太长，影响试验；因此未选

择低转速、短时间试验。 离心时间 １０ ｍｉｎ 的情况

下，比较了 ４ 种离心速度：６０００ ｒ ／ ｍｉｎ，７０００ ｒ ／ ｍｉｎ，
８０００ ｒ ／ ｍｉｎ，９０００ ｒ ／ ｍｉｎ，提取情况见表 ５。 回收率

没有显著差异。 但前两种转速下净化时间大概需

要 ５０ 分钟，后两种转速下净化时间约 ３０ 分钟。 因

此选择 ８０００ ｒ ／ ｍｉｎ，离心 １０ ｍｉｎ。

表 ５　 不同离心速度考察结果表

Ｔａｂ ５　 Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｅｎｔｒｉｆｕｇａｌ ｓｐｅｅｄｓ
离心转速 ｒ ／ ｍｉｎ ６００ ０ ７００ ０ ８００ ０ ９００ ０

净化时间 ｍｉｎ ５２ ５１ ３２ ３０

回收率％２ ７８． ６ ７９． １ ８０． １ ８１． ９

３． ８　 氮吹温度选择 　 比较 ５ 种氮吹温度：３５ ℃、
４０ ℃、４５ ℃、５０ ℃、５５ ℃，对结果的影响。 不同氮

吹温度之间提取效率没有显著差异，回收率均大于

７０％ 。 不同氮吹温度所用时间情况见图 ７。 考虑效

率和成本，本实验选择 ５０ ℃氮吹。

图 ７　 氮吹温度与时间

Ｆｉｇ ７　 Ｎｉｔｒｏｇｅｎ ｂｌｏｗｉｎｇ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ａｎｄ ｔｉｍｅ

３． ９　 复溶液的比较　 考察 ３ 种溶剂下的复溶

效率：０． ５％ 磷酸 － 乙腈溶液（６４∶ ３６）、乙腈、甲醇。
分别考察 ３ 种添加浓度下孟布酮回收率情况

（０． ２ ｍｇ ／ ｋｇ，０． ４ ｍｇ ／ ｋｇ，２ ｍｇ ／ ｋｇ），效果见表 ６。 利

用甲醇作为复溶液，３ 个水平添加孟布酮的回收率

都大于 ８０％ ，满足要求。 本研究选择甲醇作为复

溶液。
表 ６　 不同复溶液考察结果

Ｔａｂ ６　 Ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｉｏｎ ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｃｏｍｐｌｅｘ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ

添加浓度
（ｍｇ ／ ｋｇ）

０． ５％磷酸 － 乙腈溶液
（６４∶ ３６） 乙腈 甲醇

０． ２ ８０． ６ ８０． ６ ８１． ２

０． ４ ６０． ９ ６５． ７ ８８． ９

２ ５５． ０ ５３． ４ ８５． ０

３． １０　 实际样品检测　 对 ２０２１ 年市监督抽查的 １６
家企业的 ２２ 批育肥猪配合饲料进行检测，均未检

出孟布酮。
３． １１　 结论　 该检测方法，定量限为 ０． ２ ｍｇ ／ ｋｇ，在
０． ２，０． ４，２ ｍｇ ／ ｋｇ 添加水平下，育肥猪配合饲料中

孟布酮平均回收率为 ７８． １％ ～９０． ６％ ，相对标准偏

差均小于 １０％ 。 实验流程简单、快速、有效，适合大

批量日常分析检测。
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