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摘　要　为方便检测猪肉中莫西克汀残留量，建立了高效液相色谱荧光检测方法（ＨＰＬＣＦＬＤ）。样品采用乙腈提

取，加水稀释，用三乙胺调节ｐＨ，Ｃ１８固相萃取柱净化，加三氟乙酸酐和Ｎ甲基咪唑衍生化。以乙腈／水为流动相，

高效液相色谱荧光检测法测定，选择激发波长为３６５ｎｍ，发射波长为４７５ｎｍ。在０．０１～１．００μｇ／ｍＬ质量浓度范

围内，莫西克汀的色谱峰面积与浓度呈线性相关，相关系数大于０．９９；添加量为５、５０和２５０ｎｇ／ｇ时，平均添加回

收率为９２．１６％～９９．３９％；日内变异系数为２．８％～４．１％（狀＝５），日间变异系数为６．４％～８．５％（狀＝３）。本方法

的检测限为２ｎｇ／ｇ，定量限为５ｎｇ／ｇ。该方法准确、灵敏，可用于猪肉中莫西克汀的残留分析。
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　　莫西克汀（Ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ，ＭＸＤ）是由链霉菌发酵

产生的成分单一，半合成的大环内酯类药物，是一种

新型的阿维菌素类药物，有着较其他阿维菌素类药

物更好的驱虫活性，同时具有长效、安全等特性［１］，

因此 ＭＸＤ是理想的抗体内外寄生虫药物。有报道

表 明［２］， ＭＸＤ 对 牛 辐 射 食 道 口 线 虫

（犗犲狊狅狆犺犪犵狅狊狋狅犿狌犿 狉犪犱犻犪狋狌犿 ） 和 犜狉犻犮犺狌狉狉犻狊

犱犻狊犮狅犾狅狉（未命名）线虫等第３阶段幼虫的驱杀率达

９８&

。在绵羊体内，耐伊维菌素（Ｉｖｅｒｍｅｃｔｉｎ，ＩＶＭ）

的捻转血矛线虫对 ＭＸＤ敏感
［３］。ＭＸＤ对猪体内

的消化道线虫、肺线虫和体外寄生虫都有良好的驱

杀效果［４］。此外，ＭＸＤ对马、犬、驯鹿等体内外寄

生虫也有很强的驱杀效果。在国外，ＭＸＤ已被广

泛应用于治疗奶牛、猪等动物体内外寄生虫病，有取

代伊维菌素的趋势。

莫西克汀的毒性反应表现为流涎、步态蹒跚及

全身震颤痉挛，严重时出现昏迷。药物代谢动力学

研究表明，动物组织及其他体液中的药物浓度、体内
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平均滞留时间都比在血浆中高，且比伊维菌素对应

值高［５８］。但是，这些结果同时表明莫西克汀易在动

物组织中残留，容易带来一系列的兽药残留问题，因

此，动物组织中莫西克汀残留受到极大关注。

目前，国内外关于莫西克汀残留检测的报道较

少，但关于其他阿维菌素类药物的残留检测方法很

多，主要有薄层色谱法、高效液相色谱紫外检测法、

高效液相色谱荧光检测法、液质联用法和免疫分析

法。其中高效液相色谱荧光检测法具有分离效能

高、选择性高和检测灵敏度高等特点，是阿维菌素类

药物残留检测的常用方法［９１０］。本试验在前人研

究［１，３，１０１８］的基础上，采用乙腈作为提取液，经Ｃ１８柱

净化处理、荧光衍生化后分离检测，旨在建立在肉类

中对莫西克汀药物残留的高效液相色谱荧光检测

方法（ＨＰＬＣＦＬＤ）。

１　材料与方法

１．１　试剂及药品

莫西克汀标准品（纯度≥９８％（质量分数）），美

国ｓｉｇｍａ公司生产；甲醇、乙腈为色谱纯，美国

Ｆｉｓｈｅｒ公司生产；三乙胺、冰醋酸、Ｎ甲基咪唑（Ｎ

ＭＩＭ）和三氟醋酸酐（ＴＦＡＡ）为分析纯，美国Ｆｉｓｈｅｒ

公司生产；Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水，实验室自制。

２００μｇ／ｍＬ莫西克汀标准贮备液：准确称取莫

西克汀０．０２０ｇ，用甲醇溶解定容至１００ｍＬ。

２０μｇ／ｍＬ莫西克汀标准贮备液：移取２００μｇ／

ｍＬ莫西克汀标准贮备液１ｍＬ，用甲醇定容至１０

ｍＬ。以上２种贮备液均为４℃条件下贮藏。

莫西克汀标准工作液：分别移取２０μｇ／ｍＬ莫

西克汀标准贮备液０．００５、０．０１０、０．０２５、０．０５０、

０．１００、０．２５０和０．５００ｍＬ置于１０ｍＬ容量瓶中，

用乙腈稀释成０．０１０、０．０２０、０．０５０、０．１００、０．２００、

０．５００和１．０００μｇ／ｍＬ工作标准液。

固相萃取柱洗涤液：取乙腈３０ｍＬ、Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ

超纯水７０ｍＬ和三乙胺２０μＬ，混匀。

衍生化试剂：Ａ液为１ｍＬＮＭＩＭ＋１ｍＬ乙

腈；Ｂ液为１ｍＬＴＦＡＡ＋２ｍＬ乙腈。

１．２　仪器设备

高效液相色谱仪，Ｗａｔｅｒｓ２６９５型／配 Ｗａｔｅｒｓ

２９９６型二极管阵列检测器，（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；漩

涡混合仪，ＷＨ１型（上海沪西分析仪器厂）；离心

机，ＬＤ４２Ａ 型（北京医用离心机厂）；超纯水仪，

ＭｉｌｌｉＱ型（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ公司）；电子天平，ＡＥ２４０

型（北京塞多利斯科技发展有限公司）；氮吹仪，Ｎ

ＥＶＡＰ１１２ 型 （美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ公

司）；Ｃ１８柱，６ｍＬ／５００ｍｇ（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；微孔

滤膜，０．４５μｍ（美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）。

１．３　样品前处理

准确称取（２．００±０．０２）ｇ猪肉组织置于５０ｍＬ

离心管中，加入５ｍＬ乙腈，涡动１ｍｉｎ，４５００ｒ／ｍｉｎ

离心１０ｍｉｎ，收集上清液，重复提取１次，合并２次

上清液，加水２０ｍＬ和三乙胺５０μＬ，混匀，为上样

溶液。将Ｃ１８固相萃取柱安装于固相萃取装置上，

依次用乙腈５ｍＬ和固相萃取柱洗涤液５ｍＬ平衡，

将上样溶液过柱，自然流干后抽真空５ｍｉｎ。５ｍＬ

乙腈洗脱，收集洗脱液于玻璃试管中，６０℃水浴下

氮气吹干，备用。向试管中依次加衍生化试剂Ａ液

１００μＬ和衍生化试剂Ｂ液１５０μＬ，密闭，涡动１０ｓ，

依次加冰醋酸、三乙胺各５０μＬ，涡动１０ｓ，密闭反

应１５ｍｉｎ，加６５０μＬ甲醇混匀。过０．４５μｍ微孔

滤膜，供 ＨＰＬＣ分析。

１．４　高效液相条件

色谱柱，ＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８柱，２５０ｍｍ×４．６ｍｍ×

５μｍ；流动相，乙腈水（体积比＝９２∶８）；流速，

１ｍＬ／ｍｉｎ；柱温，３０℃；激发波长，３６５ｎｍ，发射波

长，４７５ｎｍ；进样体积，２０μＬ。

１．５　灵敏度的测定

取空白猪肉样品，设１０个平行，按上述方法进

行处理进样，得到空白猪肉样品色谱图，测得基线噪

音值，将其与标准工作溶液的响应信号进行比较，以

３倍信噪比（３Ｓ／Ｎ）所对应的样品中药物浓度为检

测限（ＬＯＤ），以１０倍信噪比（１０Ｓ／Ｎ）所对应的样品

中药物浓度为定量限（ＬＯＱ）。

１．６　准确度与精密度的测定

设５、５０和２５０ｎｇ／ｇ３个添加水平，并分别设

空白对照，按１．３样品前处理方法进行添加回收试

验，每个水平设５个平行，连续做３ｄ。根据测得量

与添加量计算回收率、日内变异系数（ＣＶｄ）和日间

变异系数（ＣＶｒ）。

２　结果与分析

２．１　方法的线性相关性

对质量浓度为０．０１０～１．０００μｇ／ｍＬ的系列标

准液进行液相色谱荧光检测（ＨＰＬＣＦＬＤ）分析，莫

西克汀色谱峰面积与浓度呈线性相关。其线性方程

为狔＝１１１２狓＋２３２６０，线性相关系数大于０．９９。

２．２　方法的灵敏度

根据１０个空白样品的基线噪音值求其平均值，

５８
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按３倍信噪比（３Ｓ／Ｎ）计算，莫西克汀在猪肉组织中

的ＬＯＤ为２ｎｇ／ｇ。按１０倍信噪比（１０Ｓ／Ｎ）计算，

在猪肉组织中的ＬＯＱ为５ｎｇ／ｇ。

２．３　方法的准确度和精密度

在每克猪肉中分别添加５、５０和２５０ｎｇ的莫西

克汀溶液，进行添加回收试验，结果见表１。由表１

可知，在 ３ 个添加水平上，莫西克汀回收率在

９２．１６％～９９．３９％之间，日内变异系数 ＣＶｄ≤

４．１％，日间变异系数ＣＶｒ≤８．５％，符合痕量分析

的准确度和精密度要求。

表１　猪肉中莫西克汀添加回收率和变异系数

Ｔａｂｌｅ１　Ｉｎｔｒａａｎｄｉｎｔｅｒｄａｙｖａｒｉａｔｉｏｎａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｙ

ｏｆＭｏｘｉｄｅｃｔｉｎｉｎｐｏｒｋ

莫西克汀

添加量／（ｎｇ／ｇ）

回收率／

％

日内变异

系数／％（狀＝５）

日间变异

系数／％（狀＝３）

　５ ９９．３９ ２．８ ６．９

５０ ９２．１６ ３．１ ８．５

２５０ ９６．５７ ４．１ ６．４

２．４　色谱图

在上述色谱条件下，莫西克汀类药物衍生化产

物的保留时间约为１５ｍｉｎ，峰形良好，与猪肉中杂

质峰以及溶剂峰都能很好的分离，色谱图见图１～

图３。

图１　１０狀犵／犿犔标准溶液色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍｏｔｏｇｒａｍｏｆｓｔａｎｄａｒｄｏｆ

ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ（１０ｎｇ／ｍＬ）

２．５　实际样品分析

按照上述试验方法对市售随机取样的１０份样

品进行分析，每份样品做４个平行，其中１份检出莫

西克汀，质量分数为６．７ｎｇ／ｇ，其余９份未检出。

图２　空白猪肉样品色谱图

Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍｏｔｏｇｒａｍｏｆｂｌａｎｋｐｏｒｋ

图３　５狀犵／犵添加样品色谱图

Ｆｉｇ．３　Ｃｈｒｏｍｏｔｏｇｒａｍｏｆｐｏｒｋｓａｍｐｌｅｆｏｒｔｉｆｉｅｄ

ｗｉｔｈ５ｎｇ／ｇｏｆｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ

３　讨　论

３．１　提取条件的选择

莫西克汀易溶于多种有机溶剂，在提取时常用

的溶剂有甲醇、乙腈和乙酸乙酯等，它们与组织相容

性较好，兼有去蛋白的功能。在对其中的乙腈和甲

醇的提取效果进行比较分析发现，２种方法的回收

率均在９０％以上，但甲醇提取液在药峰后出现一杂

质峰与药峰相连，同时药峰峰形变宽，使方法灵敏度

下降，因此本试验采用乙腈作为提取溶剂。

３．２　净化条件的选择和优化

在进行残留检测时，组织中的脂肪会影响样品

处理过程及检测结果，对于高脂肪组织中阿维菌素

类药物残留测定的前处理过程中，有报道可采用正

己烷去脂［１１］。试验中发现，在过柱前液液萃取净化

去脂或在Ｃ１８固相萃取柱净化时用正己烷去脂，均

会降低回收率，回收率仅为５０％～６０％；当试验中

省去正己烷去脂部分时，回收率符合检测要求。伊

维菌素在正己烷中的溶解度为０．７７ｍｇ／ｍＬ，莫西

克汀化学结构与其他阿维菌素类药物相比，Ｃ１８位引

入了＝ＮＯＣＨ３ 基团，Ｃ１３位少了个二糖基，有更高

６８
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的脂溶性。同时，荧光检测为痕量分析，灵敏度较

高，故在液液萃取中会有部分药物溶解于正己烷而

使回收率降低，影响检测的准确度，因此本试验中省

去了正己烷去脂的步骤。

３．３　衍生化条件的选择和优化

莫西克汀本身没有对称共轭结构，所以不能直

接用荧光检测器检测，只有经衍生化后，生成具有对

称共轭的苯环结构后才能发射荧光［１２］。在对

ＡＶＭｓ进行衍生化时，ｄｅＭｏｎｔｉｇｎｙＰ的１ＭＩＭ、

ＴＥＡＡ和ＣＡＮ衍生化方法应用较广
［１３］。Ｄａｎａｈｅｒ

Ｍ 等
［１４］报道加入衍生化试剂后６５℃衍生化３０

ｍｉｎ；侯晓林等
［１５］采用乙酸酐和１ＭＩＭ的乙腈溶液

作衍生化试剂，反应１００ｍｉｎ。本试验在参照上述

的荧光衍生化反应条件的基础上，采用向试剂中依

次加入衍生化试剂Ａ液１００μＬ和Ｂ液１５０μＬ，密

闭，涡动１ｍｉｎ，依次加冰醋酸、三乙胺各５０μＬ，涡

动１ｍｉｎ，密闭反应１５ｍｉｎ，加６５０μＬ甲醇水解。

同时试验证明，衍生化时单独加冰醋酸或三乙胺时，

回收率在７０％～８５％之间；两者都不加时，回收率

低于８０％。相比，在加入衍生化试剂后加入冰醋酸

和三乙胺可提高回收率，从而提高方法的灵敏度。

本试验在衍生化前氮吹时完全吹干，以免影响后面

的衍生化。

３．４　流动相的选择与优化

据国内外文献报道，ＨＰＬＣＦＬＤ检测 ＡＶＭｓ

残留时，流动相一般为甲醇水
［１２，１５１７］和乙腈水

［１８］，

还有文献报道采用甲醇乙腈三乙胺／磷酸缓冲液

作流动相［１４］。本试验比较了不同流动相的分离效

果，以甲醇作为流动相时，药峰峰形变宽，使方法灵

敏度下降；以乙腈／水（９２／８）作为流动相，所测峰形

及与杂质分离效果良好，且流动相简单，不需要磷酸

盐缓冲液，可减少因使用盐类而对仪器造成的损害。
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