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摘要! 采用反相高效液相色谱分离"紫外检测器检测!建立了鲫血液"肌肉"肝胰脏"肾脏及性

腺组织中伊维菌素$05X%残留的检测方法# 将匀浆后的鲫组织用乙酸乙酯提取!离心后取上

清液于 "= `下氮气吹干!用甲醇 <水$"n&!QLQ%混合液溶解残渣!加正己烷!漩涡振荡后离

心!取下清液经 %8$$

!

F的滤膜过滤后!进样 $%

!

.进行分析!检测波长为 $"= :F!外标法定

量# 结果表明'伊维菌素在血浆和肌肉中的检出限分别为 ?8=

!

]A.和 ?8%

!

]Af]&肌肉"肝胰

脏"肾脏及性腺中05X为 %8%$= _&8%% F]Af]!血液中为 %8%$= _&8%% F]A.时!色谱峰峰高

与浓度呈良好的线性相关# 各组织中 05X的平均回收率为$>%8%> p#8="%i _$>?8?? p

=8>&%i!平均批内 +1@为$$8== p&8?C%i _$!8>> p&8==%i!平均批间 +1@为$"8&C p

!8>?%i _$#8%& p$8="%i# 对鲫以 %8" F]Af]$药量A体重%剂量单次口灌给药后!用该方法

进行残留检测!结果发现'$= `水温条件下!鲫肌肉中伊维菌素的休药期不得少于 &= T#

关键词! 鲫& 伊维菌素& 检测& 高效液相色谱

中图分类号! YC!=& 1>&?8&'''''''文献标识码'-

''伊维菌素"H\;OF;IWH:!05X#为阿维菌素的衍

生物!是由链霉菌产生的一种大环内酯类物质!在

农牧业中常作为抗寄生虫剂和杀蜻剂使用!具有

作用机制独特+用量小+安全性高等特点* 随着水

产养殖规模和密度的不断扩大!一些寄生虫病如

鱼虱病+车轮虫病+指环虫病和异尖线虫病等给水

产养殖业造成的损失与日俱增!甚至可能危害人

类健康(&)

* 作为一种新型+高效的鱼类抗寄生虫

药剂!伊维菌素在国外水产养殖中已有一定范围

的使用* 欧洲许多国家如苏格兰+爱尔兰等将其

添加到饲料中!用于鲑和海鲷养殖中的海虱防

治($ <!)

* 我国主要将其应用于淡水鱼养殖中的斜

管虫+ 车 轮 虫 病 防 治(" <=)

* 农 业 部 颁 布 的

,Z=%$>,$%%& 和 ,Z=%"",$%%& 无公害食品质

量标准规定$猪肉脂肪中 05X的含量不得超过

%8%$ F]Af]

(#)

!牛肉脂肪中05X的含量不得超过

%8%" F]Af]

(?)

* 尽管 05X在鱼肉中的最高残留

量尚无规定!但鉴于目前05X在水产养殖中应用

的日益广泛及食品安全的重要性!研究出一种适

合检测鱼体组织中 05X残留的方法十分必要*

目前!动物体内05X含量的检测方法主要有高效

液相色谱法 " JH]J Q;ON6OFG:I;7Hk9HT IJO6FGW6E

]OGQJM! 2B.4#

(C <&%)

+ 酶联免疫吸 附 测 定 法

";:aMF;7H:f;T HFF9:6K6OP;:WGKKGM!3.01-#

(&&)

+

液相色谱串联质谱法 " JH]J Q;ON6OFG:I;7HkHT

IJO6FGW6]OGQJMEFGKKKQ;IWO9F!2B.4EX1#

(&$ <&!)

!

但这些方法主要针对家畜动物!且样品前处理均

很复杂* 本实验也采用 2B.4法!但对样品的前

处理过程和色谱条件进行了优化!使该检测方法

具有快速+简便+准确和廉价的优点!可用于鱼体

组织中05X的残留检测及药代动力学等研究*

&'材料与方法

&'&(实验动物

鲫购买自上海浦东新区果园镇集贸市场!健

康无伤病!平均体重"$=% p$%#]* 实验前在循环
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水养殖箱"$=% IFc&=% IFc?% IF#中暂养&% T!

水温控制在"$= p&#`!以增氧机充氧* 饲料为

不含 05X 的全价饲料 "浙江恒兴饲料有限公

司#*

&')(仪器与试剂

120X-@[*高效液相色谱仪"2B.4#配置紫

外检测器"1B@E$%-#'冷冻离心机"19Q+G$$e#'氮

气吹干仪"Ub4E$"D#'匀浆机"/12E$#'超声波仪

"1eE$$%%.#'漩涡混合器"2E&%&#'纯水机"XH77HE

U#'电子天平 "/-$%%"#'超低温冰箱 "DJ;OF6

/6OFG<?%%#

伊维菌素标准品"1H]FG公司#'甲醇"色谱

纯!X3+4e公司#'乙酸乙酯"色谱纯!9OIJ;F公

司#'肝素钠+正己烷+无水乙醇+无水硫酸纳均为

分析纯"国药公司#'水为XH77HEU超纯水*

&'!(色谱条件和标准溶液配制

色谱 条 件 ' ' 色 谱 柱$ 5BE)@1 4

&C

柱

"$=% FFc"8# FF!=

!

F#* 流动相$甲醇 <水

">&n>#!流速 &8% F.AFH:* 柱温为 != `!紫外检测

波长为 $"= :F!进样量 $%

!

.*

05X标准溶液的配置''精密称取 %8%=% %

]伊维菌素标准品!置于 =% F.的棕色容量瓶中!

用甲醇溶解并稀释至刻度!摇匀即得 & ]A.的标

准贮备液* 精密量取 & F.标准贮备液!置于

&%% F.的棕色容量瓶中!用甲醇稀释至刻度!即

得 &% F]A.的标准溶液-* 精密量取标准溶液-

适量!用甲醇稀释成质量浓度分别为 %8%$=+

%8%=+%8&%+%8$=+%8=%+&8%% F]A.的系列标准工

作液 *

&'+(样品的采集

对暂养后的实验鱼静脉取血!血液置于 &% F.

的塑料离心管中!加入少量肝素钠后以= %%% OAFH:

离心!离心 = FH:!分离上层血浆于<?% `超低温

冰箱中保存* 解剖采完血后的鲫!分别取肝胰脏+

肾脏+性腺和肌肉组织!将这些组织分装于塑料自

封袋中!于<?% `超低温冰箱中保存+待用*

&',(样品的处理

肌肉$肝胰脏$肾脏和性腺组织样品的处理'

从冰箱中取出组织!自然解冻后准确称取 &8%% ]

样品!置于 &% F.小烧杯中!加甲醇 & F.!避光放

置 %8= J!剪碎后加少许无水硫酸钠和 ! F.乙酸

乙酯!以 &% %%% OAFH: 匀浆 !% K!将匀浆液倒入

&% F.塑料离心管-中!再用 ! F.乙酸乙酯洗涤

刀头和小烧杯!将洗涤液一并倒入 -管* 超声提

取 &% FH:!以 = %%% OAFH:离心 C FH:!将上清液倒

入 &% F.尖底玻璃离心管d中!-管残余物再用

= F.的乙酸乙酯提取一次!涡旋振荡 !% K!超声!

离心后!合并上清液于 d管中* 用氮气在 "= `

条件下将d管提取液吹干后!向d管中精确加入

& F.甲醇<水""n&!QLQ#混合液溶解!充分振荡

使残渣完全溶解!再加入 $ F.正己烷去脂!涡旋

振荡 !% K!! %%% OAFH: 离心 ! FH:!肌肉组织去脂

一次!其它组织去脂两次* 去脂后!下清液以%8$$

!

F的微孔滤膜过滤器过滤!样品进行 +BE2B.4

检测*

血液样品的处理''从冰箱中取出血浆!自

然解冻后摇匀!精确吸取 & F.!置于 &% F.的塑

料离心管-中!加 & F.的甲醇和 ! F.的乙酸乙

酯!从%超声提取 &% FH:&起!其后的处理步骤同

%肌肉+肝胰脏+肾脏和性腺组织样品的处理&

方法*

$'结果

)'&(定容剂的选择和乳化现象的消除

样品前处理过程中!经氮气吹干后 d管中

的残渣需用一定体积的定容剂定容* 05X微溶

于水!易溶于甲醇+乙醇等有机溶剂* 考虑到色

谱条件中的流动相为甲醇和水!因此用甲醇作

为定容剂较为合理* 但实验发现!甲醇和正己

烷部分互溶!甲醇中水的含量越高!这种互溶现

象越不明显!经过一系列的甲醇 <水体积比梯

度实验"表 &#!最终将定容剂中甲醇和水的比例

定位 QLQm"n&* 此定容剂既不与正己烷互溶!

又能很好地溶解 d管中的残渣* 为使 d管中的

残渣快速彻底地溶于定容剂中!可采用超声助

溶或漩涡震荡方式!也可将两种方式联合使用*

本实验发现!两种方式联用时溶解残渣的效果

非常好!但在加正己烷去脂过程中常常会出现

乳化现象!严重影响实验结果* 分开对比两种

助溶方式后发现!乳化现象是超声助溶引起的!

因此本实验采用涡旋震荡方法溶解残渣!不会

发生乳化现象*

)')(色谱行为

图 & 中所示的 G+P+I+T+;+N色谱图分别为

05X标准工作液+加标血浆+肝胰脏+肌肉+肾脏+

卵巢和精巢样品的色谱图'图 J 为空白肌肉样品

")(
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色谱图* 由图可知!在本实验条件下!基线走动平

稳!05X的保留时间约为 &"8$ FH:!样品中的内

源性杂质与05X分离良好!无干扰峰出现*

表 &(不同甲醇Z水体积比组成的混合液溶解残渣的效果

536'&(#8779DM0?0==0"@79=<078?:07O8@A?8==0<01@E<3?801@;8K@:<09=;0@A319DHO3@0<

甲醇<水"QLQ#

F;WJG:67EhGW;O"QLQ#

>%n&% C%n$% ?%n!% =%n=%

互溶程度

T;]O;;6NF9W9G7

THKK679WH6:

甲醇<水层体积增大约 ?i

WJ;\679F;6NF;WJG:67EhGW;O

7GM;OH:IO;GK;KGP69W?i

不互溶

:6 F9W9G7THKK679WH6:

不互溶

:6 F9W9G7THKK679WH6:

不互溶

:6 F9W9G7THKK679WH6:

残渣溶解时间

WHF;6NTHKK67\H:] O;KHT9;

$% K !% K ! FH:

少量残渣难溶解

GN;hO;KHT9;KGO;THNNHI97W

W6 P;THKK67\;T

图 &(伊维菌素的色谱图

G8&8%% F]A.05X标准工作液' P8加标 &8%% F]A.的血浆样品' I8加标 &8%% F]Af]的肝胰脏样品' T8加标 &8%% F]Af]的肌肉样

品' ;8加标 &8%% F]Af]的肾脏样品' N8加标 &8%% F]Af]的卵巢样品' ]8加标 &8%% F]Af]的精巢样品' J8空白肌肉样品*

G8E'&(.A<9;3@9E<3;9=XcL

G8KWG:TGOT' P8KQHf;T Q7GKFG6N&8%% F]A.05X' I8KQHf;T J;QGW6QG:IO;GK6N&8%% F]Af] 05X' T8KQHf;T F9KI7;6N&8%% F]Af] 05X'

;8KQHf;T fHT:;M 6N&8%% F]Af] 05X' N8KQHf;T 6\GOM 6N&8%% F]Af] 05X' ]8KQHf;T KQ;OFGOM 6N&8%% F]Af] 05X' J8P7G:f F9KI7;

WHKK9;8

#)(
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)'!(标准曲线

取质量浓度分别为 %8%$=+%8%=+%8&%+%8$=+

%8=%+&8%% F]A.的系列标准05X溶液直接进行

2B.4分析!每个浓度平行测定 ! 次!在质量浓度

为 %8%$= _&8%% F]A.的范围内!系列标准 05X

溶液的色谱峰高与其浓度具良好的线性关系!回

归方程为 )

&

m& >>?&##R

&

<%&=C!(

$

m%&>>> >

")<峰高!R<05X浓度#*

准确称取 &8%% ] 的组织或量取 &8%% F.的

血浆样品!加入 & F.%8%$= _&8%% F]A.的系列

标准05X溶液!按 &8= 项方法处理!每个浓度设 !

个平行!在加标质量浓度为 %8%$= _&8%% F]A.

的范围内!肌肉样品中05X色谱峰高与其浓度具

良好的线性关系!回归方程分别为

血浆")

$

#$)

$

m& =>$&>#R

$

l&>&?#!

(

$

m%&>>> #

肝胰脏")

!

#$)

!

m& ?!%&?=R

!

l$!&%=!

(

$

m%&>>> "

肌肉")

"

#$)

"

m& >&>&%%R

"

l$!&>>!

(

$

m%&>>> "

肾脏")

=

#$)

=

m& C"&&>>R

=

l&"&?%!

(

$

m%&>>> =

卵巢")

#

#$)

#

m& !#=&>%R

#

l&$&&&!

(

$

m%&>>> >

精巢")

?

#$)

?

m& #$%&%=R

?

l&=&"%!

(

$

m%&>>> %

")<峰高!R<05X浓度#

)'+(精密度和回收率

组织中 05X添加水平为 %8%"+%8$%+%8C%

F]Af]和血浆中 05X添加水平为 %8%"+%8$%+

%8C% F]A.!按样品处理的方法!每隔一天测 &

次!共测 ! 次!每个浓度设 = 个平行!据此计算加

标样品的平均批内+批间 +1@以及回收率!结果

见表 $* 平均批内+1@为 $8C%i _!8>>i!平均

批间+1@为 "8&Ci _#8%&i!回收率均在 >%i

以上!因此该检测方法精密度较好!回收率高*

表 )(鲫血浆"肌肉"肝胰脏"肾脏"性腺中XcL回收率和精密度的测定结果

536')(*07:D@79=?0@0<;813@8919=<0"9M0<C 31?B<0"8789181"<:"831@877:07

项目

HW;F

血浆加标

KQHf;T Q7GKFG

肌肉加标

KQHf;T F9KI7;

肝胰脏加标

KQHf;T J;QGW6QG:IO;GK

肾脏加标

KQHf;T fHT:;M

卵巢加标

KQHf;T 6\GOM

添加浓度"F]A.#GTT;T

%8%"

%8$%

%8C%

%8%"

%8$%

%8C%

%8%"

%8$%

%8C%

%8%"

%8$%

%8C%

%8%"

%8$%

%8C%

实测浓度"F]A.#N69:T

%8%!C "

%8$%& %

%8?=> =

%8%!C %

%8&C= %

%8?#C $

%8%!$ #

%8$%& =

%8C%" &

%8%!C #

%8&C% #

%8##? =

%8%!# "

%8$%& C

%8C&& =

回收率"i#O;I6\;OM

>#8&&

&%%8=&'

>"8>!

>=8&$

>$8=%

>#8%!

C&8!>

&%%8?"'

&%%8=&'

>#8=&

>%8!&

C!8""

>%8>=

&%%8>$'

&%&8""'

平均回收率"i#F;G: O;I6\;OM >?8&C p$8>" >"8== p&8C! >"8$& p&&8&& >%8%> p#8=" >?8?? p=8>&

批内+1@"i#hHWJH:EPGWIJ +1@

=8??

!8$$

$8>?

!8C?

%8=$

!8$=

#8%$

!8=!

&8#$

!8#"

$8%?

"8&>

!8C?

!8&?

&8!#

平均批内+1@"i#

G\;OG];hHWJH:EPGWIJ +1@

!8>> p&8== $8== p&8?C !8?$ p$8$& !8!% p&8&% $8C% p&8!%

批间+1@"i#P;Wh;;:EPGWIJ +1@

C8C?

=8&&

"8%"

?8$?

!8&#

!8"C

C8?%

$8#%

&8$"

=8%!

$8C#

"8C&

#8C#

?8%$

&8"$

平均批间+1@"i#

G\;OG];P;Wh;;:EPGWIJ +1@

#8%& p$8=" "8#" p$8$> "8&C p!8>? "8$! p&8&> =8&% p!8&>

)',(方法检出限

鲫肌肉+肝胰脏+肾脏和性腺组织的处理过程

完全相同!05X在这几种组织中的回收率以及色

谱图等均很相似* 由于鲫肌肉组织是人们主要的

取食部分!而血浆样品的处理与其它组织略有不

同!故本实验只选取肌肉组织和血浆样品做方法

检出限"F;WJ6T T;W;IWH6: 7HFHWK!X@.#* 根据美

国 3B-1̂ EC"# 中规定的检出限研究方法!测定

()(
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$ 组低浓度加标样品"%8%$= F]Af]#!每组设 ? 个

平行样!进行差异显著性分析!计算标准偏差 1*

以公式:!Jm!&&"!Q'求出方法检出限(&!)

*

方法检出限的测定结果见表 !!取
$

m%&%=!血

液的两组数据经差异显著性检验可知/m%&%$ R/

"%&%=# m"&?=!两组数据无显著差异* 计算可得

' m%&%%$ "!:!Jm!&&"!Q' m%&%%? =!即血浆中

05X的检出限为 ?8=

!

]A.* 肌肉样品中的两组数

据经差异显著性检验可知 /m%&%> R/"%&%=# m

"&?=!两组数据无显著差异* 计算可得 ' m

%&%%$ $!:!Jm!&&"!Q' m%&%%? %!即肌肉中

05X的检出限为 ?8%

!

]Af]*

表 !(*-Ĥ-P.的方法检出限

536'!(*07:D@79=;0@A9??0@0"@891D8;8@76C *-Ĥ-P.

项目

HW;F

添加浓度"F]A.#

GTT;T

实测浓度"F]A.#

N69:T

血液"F]A.#P766T %8%$=

%8%$$ &

%8%$" %

%8%$# =

%8%$= >

%8%$" %

%8%$! "

%8%$" #

%8%$= !

%8%&C "

%8%$! "

%8%$$ ?

%8%$& =

%8%$= >

%8%&> #

肌肉"F]Af]#F9KI7; %8%$=

%8%$% >

%8%$$ >

%8%$& >

%8%$# #

%8%&> !

%8%$% !

%8%$% !

%8%&> C

%8%$" %

%8%&> C

%8%$= =

%8%$% >

%8%$$ "

%8%$& "

)'Q(检测方法在药物残留与药动学研究中的

应用

取鲫 "% 条!按 "%%

!

]Af]"药量A体重#的剂

量单次口灌给药!给药后 # J 开始正常喂食* 另

取 = 条鲫!作为空白对照* 实验鱼共分 C 组!每组

= 条!分别于给药后 &+"+&#+"C+&>$+$CC+"C%+#%%

J取样!每次取一组鱼"= 条#!取其肌肉组织!按

建立的检测方法测定肌肉中 05X的含量* 图 $

为05X在鲫肌肉中的药时曲线!经药代动力学软

件@-1$8% 处理后发现!鲫肌肉中05X的药代动

力学特征符合一级吸收和一级消除的单室模型!

模型方程$
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$吸收速率常数'V
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$消除速率常数'!
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$

给药剂量'Q

T

$中央室分布容积鲫肌肉中 05X的

药代动力学动力学参数见表 "!拟合药时方程$

"肌肉 W$!$,!"%

X$!$$" 3

X%

X!!-"!3

#!*>

"

W$!.!

图 )(鲫肌肉中XcL的药时曲线$单次口灌给药%
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表 +(XcL在鲫肌肉中的药代动力学参数
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房室参数

I6FQGOWF;:WQGOGF;W;O

单位

9:HW

参数值

QGOGF;W;OTGWG

$
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''为保障水产品的食用安全性!通常根据国家

规定的最大残留限量 "FGVHF9F O;KHT9;7HFHWK!

X+.#标准和动物对药物的残留消除规律来确定

休药期* 农业部无公害食品质量标准对猪肉和牛

肉中05X的残留量有明确规定!但尚无鱼肉中残

留的限量要求* 暂取牛+猪中 05X的限量低值

%8%$ F]Af] 为标准!在 $= `水温条件下!若按

%8" F]Af]"药量A体重#的剂量单次口灌给药!通

过药时方程可计算出休药期不得少于 &= T*

!'讨论

05X是近 !% 年来最优秀的广谱抗寄生虫

药之一!长期作为兽药使用* 自苏格兰将其用

于鲑鱼养殖的海虱防治后!05X在水产养殖中

的应用越来越广泛!并取得了非常理想的效果*

尽管如此!人们对 05X作为渔药使用还存在很

))(



# 期 彭章晓!等$鲫组织中伊维菌素含量的检测方法 ''

多顾虑!因为 05X易残留在底泥中!可能会对水

生生态系统造成影响!因此美国食品和药物监

督管理局只批准其作为兽药使用!而非作为渔

药使用(&")

* 尽管 05X对水生生态系统的影响

评估还在进一步研究中!但它已被广泛应用于

水产养殖中已是一个不争的事实!因此建立一

种快速+简便+准确的鱼肉中 05X的残留检测方

法已迫在眉睫*

2B.4<荧光检测法+2B.4EX1法和3.01-

法检测的灵敏度高!但不同生物样品中 05X的

检出限不尽相同* 刑丽红等(&=)

+农启才等(&#)

+

侯晓林等(&?)

+刘迎贵等(&C)采用 2B.4<荧光检

测法分别检测了鲈组织+人血清+牛肝+猪牛羊

肉中 05X的含量!检出限分别为 %8$%+%8$=+

%8=$+$8%%

!

]Af]* 张云等(&>) 采用 2B.4EX1

法检测鳗鱼肌肉中 05X 的残留!检测限为

$

!

]Af]!eGWJGOH6K等($)采用 3.01-法测定海鲷

血清中 05X的含量!检出限为 &8#

!

]A.* 本论

文中的方法检出限为 ?

!

]Af]!较上述 ! 种方法

的检出限高但略低于同类 2B.4E*5检测法*

赵剑虹等($%)用 2B.4E*5法测定猪血清中 05X

的含量!检出限为 &%

!

]A.'商检行业标准

1,%#=%E&>>? 采用 2B.4E*5法的检出限为 &=

!

]Af]

($&)

* 本实验方法的优点在于样品前处理

简便!目前文献中报道的生物样品中 05X的检

测法几乎均需采用 1B3柱净化 <洗脱等步骤!

2B.4<荧光检测法还需柱前衍生化'2B.4EX1

法和 3.01-法检测成本高!较难推广使用* 本

实验方法通过优化色谱条件来实现 05X与杂质

的分离!无须衍生化和 1B3柱净化 <洗脱等步

骤!也能得到较好的色谱图* 同时该方法操作

步骤简便!回收率高">%i以上#!适用范围广!

可用于鱼体各个脏器中 05X的含量测定* 尽管

该检测法的检出限"?

!

]Af]#高于 2B.4<荧光

检测法!但也可用于残留检测"X+.m$%

!

]A

f]#!且非常适用于药代动力学研究*

利用该方法进行口灌给药后!鲫肌肉中 05X

的残留研究!研究发现$$= `水温条件下!按剂量

%8" F]Af]"药量A体重#单次给药后!休药期不得

少于 &= T* 由于休药期与水温条件+给药剂量以

及给药方式都有关系!因此在实际养殖过程中!要

根据情况适当调整休药期* 伊维菌素具有一定的

神经毒性!故一般给药剂量以 %8& _%8" F]Af]

"药量A体重#为宜*
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