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摘　要:研究了利用高效液相测定水产品中甲苯咪唑残留的检测方法。采用乙酸乙酯 -氨水作为提取剂,提

取液蒸干后的残留物用二氯甲烷进行溶解,并采用 SiliaBondNH2SPE柱进行净化, 净化后蒸干洗脱液,用流动

相溶解最后的蒸干物, 过 0.45μm滤膜, 最后利用高效液相进行测定。色谱条件:RP18色谱柱,用磷酸溶液和

乙腈为流动相, 流速为 1.0mL/min, 柱温 35 ℃;247nm下紫外检测器检测。结果表明:采用本方法对水产品

中甲苯咪唑的残留进行测定,平均回收率为 80% ～ 98%,相对标准偏差为 0.5% ～ 2.5%;方法定量检测限 (信

噪比 S/N =3)为 10μg/kg。
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Abstract:Amethodofdeterminationofmebendazoleresidueinaquaticproductbyhigh-performanceLiquid

chromatography( HPLC) wasestablished.Mebendazoleresiduewasextractedwithethylacetate-ammonia, the

extractswasvaporizedandtheleftoverwasdissolvedwithmethylenechloride, followedbysamplecleanupwith

SiliaBondNH2 solid— phaseextractioncartridge, thenvaporizedtheeluate, usingthemobilephasetodissolve

thefinalleftover, though0.45 μmmembrane, thesolutewasquantifiedbyHPLC.Liquidchromatographic

separationswereperformedbyusingaRP18 chromatogramcolumnandphosphate-acetonitrileasmobilephase

, flowrateis1.0 mL/minandcolumntemperatureis35 ℃.UVdetectorisusedtodeterminethe

mebendazoleat247 nmwavelength.Therecoverieswerebetween80%-98% , therelativestandarddeviations

werebetween0.5%-2.5%, andthelimitsofdetection( S/N=3 ) was10 μg/kg.
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　　甲苯咪唑
[ 1-2]
有三种晶体类型,分别为 A型 、B型 、C型, 临床表明 C型具有广谱的杀虫性质,对哺



乳动物低毒,适合作为控制动物及鱼体消化道寄生虫病的药物。在水产养殖的过程中经常会用来杀死

鱼类当中的环虫类
[ 3-4]

。目前已报道的检测甲苯咪唑的方法主要有:滴定法
[ 5-6]

、紫外分光光度法 、比

色法 、磷光分光光度法 、荧光分光光度法 、红外分光光度法 、薄层色谱法 、高效液相色谱法等
[ 7-8]

, 但这些

方法多是测定甲苯咪唑片剂或是血液中的甲苯咪唑含量,针对水产品中的甲苯咪唑残留的测定不多,并

且这些测定方法的检测限都比较高, 难以满足国际上规定的检测限为 20 μg/kg的要求 。为满足对水产

品中甲苯咪唑残留测定的需要,本文研究了用高效液相色谱检测水产品中甲苯咪唑残留方法 。其检测

原理是,采用乙酸乙酯 -氨水作为提取剂从水产品中提取甲苯咪唑,固相萃取柱净化后采用液相色谱进

行测定 。

1　材料和方法

1.1　仪器与试剂

Waters液相色谱仪 (主要包括 2487双波长紫外 -可见检测器, 717自动进样器, 1525泵 ), Mightysil

RP18柱 ( 250 mm×4.6 mm, 5 μm) , SiliaBondNH2 SPE小柱 ( 500 mg, 3 mL) , 固相萃取装置 (美国奥泰

科技 (中国 )有限公司 ) ,氮吹仪 (安谱 DC12)。

甲苯咪唑标准品:纯度≥97%,上海安谱提供;正己烷 、二氯甲烷 、乙酸乙酯 、乙腈 、甲醇均为色谱纯,

购于美国 Tedia公司;磷酸 、甲酸 、氨水 、无水硫酸钠 、三乙胺均为分析纯;去离子水 。

1.2　色谱条件

色谱柱:MightysilRP18柱 ( 250 mm×4.6 mm, 5 μm ), 流动相:0.3%磷酸溶液 -乙腈混合溶液

( 65∶35 ) ( 0.3%的磷酸溶液用三乙胺调 pH值至 2.5) ,流速:1 mL/min, 柱温:35 ℃,检测波长:247 nm,

进样量:20 μL。

1.3　样品提取

称取 10 g样品 (精确至 0.01 g)置于 50 mL离心管中,加入 15 mL乙酸乙酯 -氨水 ( 98∶2)溶液, 均

质 30 s, 加入 5 g无水硫酸钠,震荡 10 min, 2 000 r/min离心 10 min, 将乙酸乙酯 -氨水层移入 100 mL

圆底烧瓶中, 残渣备用。然后用 15 mL乙酸乙酯 -氨水溶液提取残渣 2次,每次均质 30 s, 震荡 5 min,

2 000 r/min离心 10 min, 将乙酸乙酯 -氨水层移入 100 mL圆底烧瓶中。于 40 ℃减压蒸干乙酸

乙酯 -氨水,用 10 mL二氯甲烷溶解蒸干后的残留物,在超声波仪中超声 5 min。

1.4　样品净化

选用正相柱 NH2 SPE进行净化,使用前依次用 2 mL甲醇 、3 mL正己烷活化 。将溶解有样品的二氯

甲烷以 2 mL/min的速度通过已活化的 NH2SPE柱, 样液全部流出后,用 10 mL正己烷淋洗,弃去淋洗

液,吹干,然后用 4 mL5%甲酸 -甲醇的洗脱液洗脱,收集洗脱液。洗脱液于 40 ℃下通氮气吹干,以流

动相定容至 1 mL,过 0.45 μm滤膜,待测。

2　结果与分析

2.1　检测波长

用紫外检测器在 190 ～ 700 nm波长范围内对甲苯咪唑标准溶液进行扫描,最大吸收波长为 247 nm。

因此, 实验中选择 247 nm作为检测波长 。

2.2　前处理方法的选择

2.2.1　提取剂的选择

在样品提取时比较了乙酸乙酯 、二氯甲烷 、三氯甲烷三种有机溶剂对甲苯咪唑的提取效果。发现乙

酸乙酯的提取效果最好,不仅回收率高,而且杂质少 、干扰小;而二氯甲烷 、三氯甲烷提取的杂质较多 、回
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收率低 (表 1)。另外,从分子结构上看, 甲苯咪唑属于碱性化合物,因此考虑在提取剂中加入少量氨水,

所以最后选择乙酸乙酯 -氨水作为提取剂 。

表 1　不同提取剂的加标回收率

Tab.1　Recoveriesofdifferentextractionsolvent

提取剂 回收率 ( % ) 平均回收率 ( % )

二氯甲烷

67.55

45.20

53.14

55.30

乙酸乙酯-氨水

82.32

82.40

82.43

82.38

三氯甲烷

40.27

46.31

48.25

50.42

2.2.2　提取后蒸干物质溶剂的选择

在样品提取蒸干后残留物的溶液溶剂选择时,

开始时参照资料
[ 8-9]
采用正己烷来溶解,发现平均

回收率只有 60%,利用超声波辅助提取后可以将平

均回收率提高到 63%, 但仍然不能达到分析的要

求 。因此选择其他的溶剂来溶解蒸干后的残留物,

由于甲苯咪唑属于极性比较强的物质, 并且用正己

烷并不能够将蒸干后的残留物完全溶解, 导致回收

率较低,所以应该选择极性在乙酸乙酯和正己烷之

间的溶剂。常用溶剂的极性:甲醇 >乙醇 >丙酮 >

乙酸乙酯 >乙醚 >三氯甲烷 >二氯甲烷 >苯 >甲苯

>四氯化碳 >正己烷 。实验选择二氯甲烷和三氯甲烷来代替正己烷溶解蒸干后的残留物, 结果显示二

氯甲烷的溶解效果较好。回收率较高,达到 80%以上 。

2.2.3　洗脱液体积的选择

图 1　洗脱曲线

Fig.1　Elutingcurve

在样品净化时选择 NH2SPE小柱对样品进行净

化,并对洗脱液的体积进行选择 。发现 3 mL的洗脱

液就可以将 95.6%的甲苯咪唑标准品洗脱下来,为

了能够比较完全地将标准品洗脱下来,选择洗脱液

的体积为 4 mL。洗脱曲线见图 1。

2.3　图谱分析

在确定的色谱条件下, 甲苯咪唑的出峰图谱见

图 2。如图 2所示, 在确定的色谱条件下分离效果

较好, 能够达到定性定量分析的要求 。且杂质峰远

离甲苯咪唑的出峰位置,不会对分离形成干扰 。

图 2　甲苯咪唑标准色谱图

Fig.2　HPLCprofileoftheMEB

2.4　线性范围与检测限

配制浓度为 0.1、0.4、0.8、1.2、1.6、2.0、2.4 μg/mL的甲苯咪唑标准溶液,按 1.2的色谱条件进行
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测定。以峰面积对质量浓度作图,得到工作曲线。 Y=0.821 9X-0.051 1, R=0.999 5。其中 Y为测定

的峰面积, X为质量浓度。本方法在加标量为 10 μg/kg时信噪比为 6大于 3,回收率大于 70%, 精密度

小于 15%(结果见表 2) ,所以本方法的定量检出限为 10 μg/kg。此检测限低于日本肯定列表中规定的

甲苯咪唑残留的标准 。

表 2　加标回收结果

Tab.2　Theresultoftherecovery

添加浓度 (μg/mL) 回收率 ( % ) 平均回收率 ( % ) 标准偏差 相对标准偏差 RSD( % )

0.10
80.62
77.78
84.49

80.96 3.94 4.16

0.60
82.32
82.40
82.43

82.38 0.057 0.069

1.00
81.87
87.44
85.99

85.10 2.89 3.40

2.5　添加回收率与精密度

本实验采用在 10 g阴性样品中分别添加 0.10 μg、0.60 μg和 1.00 μg的甲苯咪唑,添加量相当于

10 μg/kg、60 μg/kg和 100 μg/kg, 测定回收率。图 3为甲苯咪唑加标回收的色谱图 。

图 3　甲苯咪唑加标回收色谱图

Fig.3　HPLCprofileoftheMEBrecovery

　　实验结果表明:加标回收率为 80% ～ 90%, 说明实验方法的准确度高 。并且从图 3中可以看出加

标回收得到的色谱图对称性较好,附近杂峰较少,能将甲苯咪唑较好地分离出来, 可以满足水产品的甲

苯咪唑残留测定 。从表 2中可以看出, 10 μg/kg的相对标准偏差比较大,这可能是因为浓度比较低, 操

作中误差比较大 。但相对标准偏差均小于 5%,说明精密度较高,重复性好 。

　　为了更好地对所确定的方法进行验证,选择了常见的水产品, 按照按 1.2、1.3、1.4确定的试验方法

进行加标回收试验,测定其回收率。选择的水产品有:鲈鱼 、草鱼 、鳗鱼 、罗非鱼 、金鲳鱼 、大黄鱼,并且均

为阴性 。分别称取 10 g样品,在样品中添加 1 mL浓度为 0.45 mg/mL的甲苯咪唑标准品,添加标准为

45 μg/kg。测定结果如表 3所示 。

从测定的结果可以看出在其它的水产品中添加甲苯咪唑回收率也比较高,平行性较好 。回收率均

大于 80%, RSD均小于 5%。说明所确定的方法适用性强, 可以用于水产品中甲苯咪唑残留量的检测。
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表 3　本方法在水产品中的应用
Tab.3　Theapplicationofthemethodinaquaticproduct

样品名称 回收率 ( % ) 平均回收率 ( % ) 标准偏差 相对标准偏差 RSD( % )

鲈鱼

97.64
95.77
97.05

96.82 0.95 0.98

草鱼

93.16
96.55
95.81

95.17 1.78 1.87

大黄鱼

96.12
96.81
97.24

96.72 0.57 0.58

金鲳鱼

85.26
88.00
86.00

86.42 1.42 1.64

鳗鱼

92.61
89.07
90.39

90.69 1.79 1.98

罗非鱼

97.41
95.17
92.85

95.14 2.28 2.39

3　讨论

通过实验,优化出了适合测定甲苯咪唑的色谱条件,色谱柱:MightysilRP18柱 ( 250mm×4.6mm, 5 μm)

或性能相当的色谱柱;流动相:0.3%磷酸溶液 -乙腈混合溶液 ( 65∶35) ;流速:1 mL/min;柱温:35 ℃,

检测波长:247 nm。

利用所确定的色谱条件得到的色谱图对称性较好, 保留时间适中, 在 0.1 μg/mL～ 2.4 μg/mL范围

内线性关系良好 。利用得到的色谱图可以对甲苯咪唑进行定性和定量分析 。对所确定的色谱条件进行

稳定性分析,结果日内和日间的稳定性都很好, 相对标准偏差均低于 1%。说明所选的色谱条件合适,

重复性好。

系统地优化了水产品的前处理过程, 结合所确定的色谱条件, 确定了测定水产品中的甲苯咪唑残留

的方法,并对方法的准确度和精密度进行分析 。通过加标回收实验来确定其中的准确度, 选择了

10 μg/kg、60 μg/kg和 100 μg/kg三个添加浓度, 加标回收率为 85.26% ～ 97.64%。加标回收得到的色

谱图对称性较好,能将甲苯咪唑较好地分离出来,目标峰附近的干扰峰较少,可以满足水产品中的甲苯

咪唑残留测定 。利用本方法测定的最低检测限为 10 μg/kg, 低于日本肯定列表制度中所要求的

20 μg/kg,并且精密度和准确度均较好,可以满足农药残留分析的要求。
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