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　　摘要：建立了鸭、鹅组织中乙氧酰胺苯甲酯残留量检测的高效液相色分析方法。试样中残留的乙氧酰胺苯甲酯用
乙腈提取，浓缩后用正己烷－丙酮溶解残余物，硅酸镁固相萃取柱净化，用甲醇洗脱，收集洗脱液作为试样溶液供高效
液相色谱测定。该方法在乙氧酰胺苯甲酯０．０５～５．０μｇ／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０．９９０。肌肉样品中乙氧酰胺苯甲酯的检测限为２０μｇ／ｋｇ，定量限为５０μｇ／ｋｇ；肝、肾样品中乙氧酰胺苯甲酯的检
测限为５０μｇ／ｋｇ，定量限为１００μｇ／ｋｇ；各组织样品中平均添加回收率均为７０％ ～１１０％，相对标准偏差（ＲＳＤ）均小于
２０％。该方法具有简便快捷、灵敏度高、定性准确等特点。
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　　乙氧酰胺苯甲酯化学名为４－乙酰胺基 －２－乙氧基苯
甲酸甲酯，系一种抗原虫（球虫）药，主要与某些抗球虫药合

用作为抗球虫药的增效剂用于家禽饲料中，如与氨丙啉、氨丙

啉与磺胺喹 啉混合用于控制鸡球虫病，在国内养殖业应用

广泛。蛋鸡在产蛋期禁用，休药期为３ｄ。如果中间停止用
药，球虫会再发育，故连续使用才有效果［１］。由于用药时间

较长，药物必然在肉中残留，被人食用后会直接危害人体健

康，所以我国规定了严格的休药期，鸡在上市或开产前３ｄ必
须停药。由于科学知识的缺乏和经济利益的驱使，畜牧业中

不按国家规定滥用兽药和超标使用兽药的现象普遍存在，这

不仅影响到广大人民群众的日常生活，而且随着我国加入

ＷＴＯ，国内外贸易的频繁往来，也严重影响到我国的出口
创汇。

２００２年发布的中华人民共和国农业部公告第２３５号《动
物性食品中兽药最高残留限量》规定乙氧酰胺苯甲酯在禽组

织中的最高残留限量为：肌肉５００μｇ／ｋｇ，肝和肾１５００μｇ／ｋｇ。
乙氧酰胺苯甲酯在鸡体内不发生代谢，以药物原型排出。农

牧发［２００１］３８号文发布了动物源食品中乙氧酰胺苯甲酯残
留检测方法———高效液相色谱法，但是该标准只适用于鸡的

肌肉、脂肪、肝脏、肾脏组织中的乙氧酰胺苯甲酯残留量的检

测。因此，我们对鹅、鸭的肌肉、肝和肾组织中的乙氧酰胺苯

甲酯残留的检测方法做了研究。本试验在已有的适用于鸡组

织中的乙氧酰胺苯甲酯标准［２］的基础上，改进提取步骤，用

高效液相色谱法检测，使得试验操作简单、易行、耗时少。该

方法具有操作简单、检测限低、重现性好、测定费用低的特点，

适用于定量检测动物性食品中乙氧酰胺苯甲酯的残留量。

１　材料和方法

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）；Ｒ－２００
旋转蒸发仪（润湿ＢＵＣＨＩ）；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

乙氧酰胺苯甲酯对照品：含量≥９８．５％（Ｄｒ．Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ
公司）；乙腈、甲醇为色谱纯（Ｆｉｓｈｅｒ公司）；正己烷、丙酮、无水
硫酸钠（分析纯）；试验用水均为超纯水。

１．３　标准溶液配制
１．３．１　乙氧酰胺苯甲酯标准储备液（１００μｇ／ｍＬ）　称取乙
氧酰胺苯甲酯对照品１０．０ｍｇ（精确到０．１ｍｇ），用甲醇溶解
并定溶至１００ｍＬ，置４℃储存，有效期为１周。
１．３．２　标准工作液　量取标准储备液适量，用甲醇稀释成浓
度分别为５．０、２．５、１．０、０．５、０．２５、０．１０、０．０５μｇ／ｍＬ的对照
溶液，供高效液相色谱分析，临用前配制。

１．４　试验方法
１．４．１　样品前处理
１．４．１．１　提取　称取（５．００±０．０５）ｇ匀浆试样，置于
５０ｍＬ具塞离心管中，加入乙腈１５ｍＬ，无水硫酸钠１０ｇ，正己
烷１０ｍＬ，涡旋混合１ｍｉｎ，振荡提取５ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心
１０ｍｉｎ。用滴管吸取下层乙腈于鸡心瓶中备用。向剩余沉淀
物中再加入乙腈１５ｍＬ，重新提取１次，合并２次的乙腈提取
液于同一鸡心瓶中，于４５℃下旋转蒸发至近干。取正己烷－
丙酮（９∶１）５．０ｍＬ溶解上述残留物，超声３０ｓ，摇匀，然后转
移至１０ｍＬ离心管中，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，上清液备用。
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１．４．１．２　净化　硅酸镁固相萃取柱用甲醇５ｍＬ预洗。取上
述上清液１．０ｍＬ过柱，用正己烷３ｍＬ淋洗，挤干。用甲醇
１．０ｍＬ洗脱，挤干，收集洗脱液，用０．４５μｍ的有机滤膜过滤
后作为试样溶液，供高效液相色谱测定。

１．４．２　色谱条件　色谱柱：Ｃ１８柱，２５０ｍｍ ×４．６ｍｍ（ｉ．
ｄ．）；流动相：乙腈 －水（３０∶７０）；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；检测波
长：２７０ｎｍ；进样量：１０μＬ。
１．４．３　标准曲线的绘制　配制浓度为 ０．０５、０．１０、０．２５、
０５０、１．０、２．５、５．０μｇ／ｍＬ的系列标准溶液，高效液相色谱测
定后，乙氧酰胺苯甲酯峰面积为纵坐标，相应浓度为横坐标，

绘制标准曲线，求回归方程和相关系数。

１．４．４　灵敏度　在空白鹅、鸭的肌肉组织中添加乙氧酰胺苯
甲酯对照溶液，按确定的提取净化方法处理后，经高效液相色

谱检测，计算信噪比。

１．４．５　准确度与精密度　采用标准加入法，在鹅、鸭的组织
中添加不同浓度乙氧酰胺苯甲酯进行回收率试验。各浓度进

行５个平行试验，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
标准工作曲线（图１）回归方程为：ｙ＝４５８２８ｘ＋１７７．６１，ｒ

为０．９９９９。

２．２　方法灵敏度
在空白鹅、鸭的肌肉组织中添加乙氧酰胺苯甲酯对照溶

液，按上述提取净化方法处理后，经高效液相色谱检测。结果

表明，当添加浓度为２０μｇ／ｋｇ时，色谱峰的信噪比（Ｓ／Ｎ）均
大于等于３；当添加浓度为 ５０μｇ／ｋｇ时，色谱峰的信噪比
（Ｓ／Ｎ）均大于等于１０。因此将２０μｇ／ｋｇ定为该组织检测方
法的检测限，５０μｇ／ｋｇ定为该组织检测方法的最低定量限
（图２至图５）。

　　在空白鹅、鸭的肝脏、肾脏组织中添加乙氧酰胺苯甲酯对
照溶液，按上述提取净化方法处理后，经高效液相色谱检测。

结果表明，当添加浓度为 ５０μｇ／ｋｇ时，色谱峰的信噪比
（Ｓ／Ｎ）均大于等于３；当添加浓度为１００μｇ／ｋｇ时，色谱峰的
信噪比（Ｓ／Ｎ）均大于等于１０。因此将５０μｇ／ｋｇ定为该组织
检测方法的检测限，将１００μｇ／ｋｇ定为该组织检测方法的最
低定量限（图６至图１３）。

２．３　方法准确度与精密度
采用标准加入法，在鹅、鸭的肌肉空白匀浆组织中添加

５０μｇ／ｋｇ（定量限）、１００μｇ／ｋｇ、２５０μｇ／ｋｇ（１／２ＭＲＬ）、
５００μｇ／ｋｇ（ＭＲＬ）、１０００μｇ／ｋｇ（２ＭＲＬ）等５个不同浓度，通
过对结果的计算，添加回收率在８５％ ～１０４％范围内，批内变
异系数 ＣＶ≤１０％，批间变异系数 ＣＶ≤２０％。在鹅、鸭的肝
脏、肾脏空白匀浆组织中添加 １００μｇ／ｋｇ（定量限）、
２５０μｇ／ｋｇ、７５０μｇ／ｋｇ（１／２ＭＲＬ）、１５００μｇ／ｋｇ（ＭＲＬ）、
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３０００μｇ／ｋｇ（２ＭＲＬ）等５个不同浓度的乙氧酰胺苯甲酯进行
回收率试验，通过对结果的计算，添加回收率在７０％ ～１１０％
范围内，批内变异系数 ＣＶ≤１０％，批间变异系数 ＣＶ≤２０％。
结果均符合相关标准制定的规定［３］。

３　讨论

３．１　样品前处理条件的优化
本试验对徐士新等的提取方法［２］进行优化改进。修订

后的方法，在组织残留提取时，同时加入乙腈、无水硫酸钠和

正己烷进行提取，去掉了匀浆、过滤、静置３个步骤，使耗材减
少、操作更简单、减少了提取过程的的损失（降低了样品的检

测限和定量限），节省了时间，使用修订后的方法进行添加回

收测定试验，结果回收率均在８０％以上。
３．２　色谱方法的优化

液相方法首先通过色谱扫描确定检测波长为２７０ｎｍ时，信
号强度最高［４］；采用优化流动相乙腈与水的配比，发现在３０∶７０
的条件下获得的峰形最好；流速采用常用的 １．０ｍＬ／ｍｉｎ。综
合以上色谱优化条件，可以获得良好的试验结果。

４　小结

本方法采用乙腈提取、硅酸镁固相萃取柱净化，高效液相

色谱法测定，成功建立了动物性食品中乙氧酰胺苯甲酯的残

留检测方法。在鹅、鸭的肌肉中乙氧酰胺苯甲酯的检测限为

２０μｇ／ｋｇ，最低定量限为５０μｇ／ｋｇ。在鹅、鸭的肝脏、肾脏中
乙氧酰胺苯甲酯的检测限为 ５０μｇ／ｋｇ，最低定量限为
１００μｇ／ｋｇ。整个试验过程简单、快速，回收率较高，适用于动
物性食品中乙氧酰胺苯甲酯残留的定量检测。
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