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［摘　 要］ 　 建立了一种可同时检测猪肉中氨基比林、安替比林和安乃近代谢物 ４－甲氨基安替比林

药物残留的高效液相色谱－紫外检测法。 猪肉样品经乙腈提取，加入 Ｎａ２ＳＯ４ 盐析去杂质，ＭＣＸ 柱净

化。 色谱柱为 Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ Ｌｕｎａ Ｃ１８ （２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ，５ μｍ），流动相为乙腈和水（２０ ∶ ８０），流速

１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ，检测波长 ２６５ ｎｍ。 结果表明，氨基比林、安替比林和 ４ －甲氨基安替比林在 ５０ ～
２０００ ｎｇ ／ ｍＬ范围内呈良好的线性关系，Ｒ２ 均大于 ０．９９９。 方法的最低定量限为 ２０ μｇ ／ ｋｇ。 氨基比

林、安替比林和 ４－甲氨基安替比林在 ２０ ～ ４００ μｇ ／ ｋｇ 的浓度添加水平上，其回收率在 ６０％ ～ １００％，
批内、批间的相对标准偏差小于 ２０％。 该方法具有简便快捷、灵敏度高等特点，适用于猪肉中氨基

比林、安替比林和安乃近代谢物残留检测。
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６０％ ｔｏ １００％（ｎ＝ ５） ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｉｎ ｄａｙ－ｂｅｔｗｅｅｎ ｄａｙｓ ｂａｔｃｈ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ ２０％．Ｔｈｅ
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　 　 氨基比林 （Ａｍｉｎｏｐｙｒｉｎｅ）、安替比林 （ Ａｎｔｉｐｙ⁃
ｒｉｎｅ）和安乃近（Ｄｉｐｙｒｏｎｅ，ｏｒ Ｍｅｔａｍｉｚｏｌｅ Ｓｏｄｉｕｍ）为

临床常用的解热镇痛药，属于吡唑酮类解热镇痛

药［１］。 其中，氨基比林是在安替比林的分子中引入

二甲氨基得到，安乃近是在氨基比林的结构中引入

水溶性的亚甲基磺酸钠得到。 安乃近在体内可迅

速水解成活性产物 ４－甲氨基安替比林（ＭＡＡ），特
别是经首过作用后，几乎全部转变成 ＭＡＡ，再进入

体循环，其药理作用主要由 ＭＡＡ 产生［２］。 这类药

物的不良反应主要包括粒细胞减少、再生障碍性贫

血、严重的过敏反应和休克虚脱等［３－４］。 在兽医领

域，这些药物主要作为一些严重疾病的辅助对症药

物。 由于其解热镇痛疗效确切，价廉易得，经常被

长期过量使用，且由于不严格遵守休药期等原因，
容易在动物体内产生蓄积残留，进而危害人类的生

命健康。 为加强兽药残留监控，保证动物性食品卫

生安全，农业部于 ２００２ 年发布第 ２３５ 号公告《动物

性食品中兽药最高残留限量》中规定安乃近的残留

标示物为 ４－甲氨基安替比林（ＭＡＡ），在猪的肌肉

组织中的最高残留限量（ＭＲＬ）为 ２００ μｇ ／ ｋｇ ［５］，
欧洲药品管理局规定食源动物猪的肌肉中安乃近

的最高残留限量为 １００ μｇ ／ ｋｇ ［６］（以 ＭＡＡ 为残留

标示物计算）。
由于氨基比林、安替比林和安乃近均为兽医临

床最广泛使用的三种解热镇痛药，且结构极为类

似。 目前，国内外关于测定羊肉、牛肉、猪肉中安乃

近代谢物的 ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 法、 ＨＰＬＣ 法等已有报

道［７－９］，但采用高效液相色谱法同时测定猪肉中氨

基比林、安替比林、安乃近残留的检测方法尚未见

报道。 本研究旨在建立一种操作步骤简单，并可满

足同时检测猪肉中氨基比林、安替比林、安乃近残

留的检测方法，从而使方法的普适性更好。

１　 材料与方法

１．１　 标准品、主要试剂及其配制 　 安替比林对照

品：中国兽医药品监察所，含量≥９９．９％；氨基比林

对照品：中国食品药品检定研究院，含量≥９９．９％；
４－甲氨基安替比林对照品：中国食品药品检定研究

院，含量≥９６．６％。 乙腈（色谱纯）、甲醇（色谱纯），
美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公司；无水硫酸钠（分析纯），国药集团

化学试剂有限公司；氨水、甲酸，北京化工厂。 水：
美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 超纯水仪制备，符合 ＧＢ ／ Ｔ ６６８２ －

１９９２ 规定的一级水。
氨基比林、安替比林、４－甲氨基安替比林混合

标准储备液（１ ｍｇ ／ ｍＬ）：分别称取氨基比林、安替

比林、４－甲氨基安替比林对照品约 １０ ｍｇ，精密称

定，于 １０ ｍＬ 量瓶中，用甲醇溶解并稀释成浓度为

１ ｍｇ ／ ｍＬ的标准储备液。 －２０ ℃保存。
氨基比林、安替比林、４－甲氨基安替比林混合

标准工作液（１０ μｇ ／ ｍＬ）：准确量取适量标准储备

液，用甲醇溶解并稀释成浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ 的标准

工作液。 －２０ ℃保存。
１．２　 主要仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ 高效液相色谱仪（配
紫外检测器），美国安捷伦公司；ＡＥ ２４０ 型分析天

平； Ｂｉｏｆｕｇｅ Ｓｔｒａｔｏｓ 高速冷冻离心机，德国贺利氏公

司；ＩＫＥＡ 涡动混合仪；ＩＫＡ－ＷＥＲＫＥ 振荡器；ＭＣＸ
固相萃取柱：６０ｍｇ ／ ３ｍＬ。
１．３　 方法

１．３．１　 样品的提取　 称取（５±０．０５）ｇ 试料，置５０ ｍＬ
离心管中，乙腈 ８ ｍＬ，涡旋混匀，中速振荡 ５ ｍｉｎ，
８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，上清液转入 ５０ ｍＬ 离心管

中，残渣再用乙腈 ８ ｍＬ，提取一遍，合并两次提取

液，加无水硫酸钠 ４ ｇ，１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，上清

液再转入 ５０ ｍＬ 离心管中，于 ４０ ℃水浴下氮气吹

至近干。 加 ２％甲酸水溶液 ５ ｍＬ 溶解，备用。
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１．３．２　 样品的净化　 ＭＣＸ 柱用甲醇 ３ ｍＬ、２％甲酸

水 ３ ｍＬ 预洗。 取备用液过柱，用 ２％甲酸水、甲醇

各 ３ ｍＬ 淋洗，挤干，５％氨化甲醇 ５ ｍＬ 洗脱， 于

４０ ℃水浴下氮气吹干。 加流动相 １．０ ｍＬ，混匀，过
滤膜，供高效液相色谱法测定。
１．３．３　 色谱操作条件及参数　 色谱柱： Ｐｈｅｎｏｍｅｎｅｘ
Ｌｕｎａ Ｃ１８ ２５０ ｍｍ×４．６ ｍｍ （ ｉ．ｄ），粒径 ５ μｍ，或相

当者； 流动相为乙腈 － 水 （ ２０ ＋ ８０， Ｖ ／ Ｖ）； 流速

１．０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；检测波长 ２６５ ｎｍ；柱温 ３０ ℃，进样量

２０ μＬ。
１．３．４　 标准曲线的制备　 准确量取适量氨基比林、
安替比林、４－甲氨基安替比林标准工作液，用流动

相稀释成浓度分别为 ５０、１００、２００、５００、１０００、２０００
ｎｇ ／ ｍＬ 的系列混合标准溶液，将此系列混合标准溶

液，依次从低浓度到高浓度按液相色谱条件进行分

析，每一浓度进样三次，按其所得三次峰面积的平

均值与对应的对照溶液的质量浓度做标准曲线，并
计算回归方程及相关系数。
１．３．５　 回收率及精密度的测定　 采用标准添加法，
称取匀浆后的组织样品，置于 ５０ ｍＬ 离心管中，添
加适宜浓度的氨基比林、安替比林、４－甲氨基安替

比林的混合标准工作液，使猪肉中的药物浓度分别

为 ２０、１００、４００ μｇ ／ ｋｇ。 每种浓度 ５ 个样品，重复 ３

批次，按照 １． ３． １ 项和 １． ３． ２ 项的方法处理后，供
ＨＰＬＣ 测定，外标法定量，计算回收率和批内、批间

变异系数。
１．３．６　 检测限和定量限的测定　 对氨基比林、安替

比林、４－甲氨基安替比林标准工作液，进行 ＨＰＬＣ
分析，并逐渐降低氨基比林、安替比林、４－甲氨基安

替比林的浓度，以溶液检测时的信噪比（Ｓ ／ Ｎ）分别

大于等于 ３ 和 １０ 作为药物的检测限和定量限，并
计算定量限浓度点的回收率及批内、批间相对标准

偏差，验证其可靠性［１０］。
２　 结果与分析

２．１　 色谱分离 　 在优化的色谱条件下，测得猪肉

中氨基比林、安替比林、４－甲氨基安替比林色谱峰

峰形好，峰间隔时间较长，且均达到基线分离。 空

白组织样品在上述时间无干扰峰出现（图 １）。
２．２　 标准曲线　 分别以氨基比林、安替比林、４－甲
氨基安替比林的色谱峰面积与其对应的对照溶液

的质量浓度做图，得到氨基比林、安替比林、４－甲氨

基安替比林的标准曲线。 氨基比林、安替比林、４－

甲氨基安替比林在 ２０～４００ μｇ ／ ｋｇ 的质量浓度范围

内，色谱峰面积与浓度呈良好的线性关系。 线性回

归方程、相关系数见表 １。

Ａ． 氨基比林、安替比林、４－甲氨基安替比林 ５００ μｇ·Ｌ－１对照溶液色谱图

（１． Ａｎｔｉｐｙｒｉｎｅ ，２． ４－ｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏａｎｔｉｐｙｒｉｎｅ ，３．Ａｍｉｎｏｐｙｒｉｎｅ）

Ａ． Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ａｍｉｎｏｐｙｒｉｎｅ ， Ａｎｔｉｐｙｒｉｎｅ ａｎｄ ４－ｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏａｎｔｉｐｙｒｉｎｅ ５００ μｇ·Ｌ－１ ｒｅｆｅｒｅｎｃｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
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Ｂ．猪肉组织空白色谱图

Ｂ． Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｉｇ ｍｕｓｃｌｅ

Ｃ． 猪肉组织中添加 １００ μｇ ／ ｋｇ 氨基比林、安替比林、４－甲氨基安替比林药物色谱图

Ｃ． Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ａｍｉｎｏｐｙｒｉｎｅ ， Ａｎｔｉｐｙｒｉｎｅ ａｎｄ ４－ｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏａｎｔｉｐｙｒｉｎｅ １００ μｇ·ｋｇ－１ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｐｉｇ ｍｕｓｃｌｅｓ

（１． Ａｎｔｉｐｙｒｉｎｅ ，２． ４－ｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏａｎｔｉｐｙｒｉｎｅ ，３．Ａｍｉｎｏｐｙｒｉｎｅ）

图 １　 猪肉中氨基比林、安替比林、４－甲氨基安替比林的高效液相色谱图

Ｆｉｇ １　 ＨＰＬＣ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ａｍｉｎｏｐｙｒｉｎｅ ， Ａｎｔｉｐｙｒｉｎｅ ａｎｄ ４－ｍｅｔｈｙｌａｍｉｎｏａｎｔｉｐｙｒｉｎｅ ｉｎ ｐｉｇ ｍｕｓｃｌｅｓ

表 １　 药物回归方程及相关系数

Ｔａｂ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｎｄ Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
药物
Ｄｒｕｇ

线性范围 ／ （μｇ·Ｌ－１）
Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ

回归方程
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｅｑｕａｔｉｏｎ

相关系数 ｒ
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

氨基比林 ５０～２０００ ｙ＝ ０．０４６５ｘ－１．１７３６ ０．９９９８

安替比林 ５０～２０００ ｙ＝ ０．０５６７ｘ－１．２４２４ ０．９９９８

４－甲氨基安替比林 ５０～２０００ ｙ＝ ０．０４３７ｘ－０．９２２８ ０．９９９６
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２．３　 样品的回收率及精密度　 由表 ２ 可以看出，猪
肉组织中添加浓度水平分别为 ２０、１００、４００ μｇ ／ ｋｇ
时，氨基比林、安替比林、４－甲氨基安替比林的平均

回收率分别在 ７１． １％ ～ ８５． １％、７１． ８％ ～ ７８． ９％、
７０．７％～８３．６％范围内，批内、批间的 ＲＳＤ 分别低于

１０．６％、１０．９％。 结果表明该方法可靠，重复性高。

表 ２　 猪肉中添加氨基比林、安替比林、４－甲氨基安替比林的回收率测定结果（ｎ＝５）

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｕｇｓ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｐｉｇ ｍｕｓｃｌｅｓ
药物
Ｄｒｕｇ

添加值 ／ （μｇ·ｋｇ－１）
Ａｄｄｉｔｉｖｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

平均回收率 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

批内 ＲＳＤ ／ ％
Ｉｎｔｒａ ａｓｓａｙ ＲＳＤ

批间 ＲＳＤ ／ ％
Ｉｎｔｅｒ ａｓｓａｙ ＲＳＤ

氨基比林

２０ ７１．１ １０．６ ９．７２

１００ ７１．８ ９．５４ ８．５６

４００ ７３．５ ９．２０ ７．７８

安替比林

２０ ８５．１ ９．７６ ９．４９

１００ ７８．９ １０．４ ９．０６

４００ ８３．６ ８．８９ ７．６６

４－甲氨基安替比林

２０ ７３．６ １０．２ １０．９

１００ ７２．４ ８．６５ ８．５５

４００ ７０．７ ９．０８ ８．６７

２．４　 灵敏度 　 应用本试验建立的检测方法，测得

猪肌肉组织中氨基比林、安替比林、４－甲氨基安替

比林的检测限、定量限分别为 ６ μｇ ／ ｋｇ（Ｓ ／ Ｎ≥３）、
２０ μｇ ／ ｋｇ （ Ｓ ／ Ｎ≥１０）。 由表 ２ 可见，添加浓度为

２０ μｇ ／ ｋｇ时，氨基比林、安替比林、４－甲氨基安替比

林在猪肌肉组织中的平均回收率均大于 ７１．１％，批
内、批间的 ＲＳＤ 分别低于 １０．６％、１０．９％。 表明该

方法在定量限水平的可靠性好，且灵敏度高，完全

满足氨基比林、安替比林、４－甲氨基安替比林在猪

肌肉组织中残留检测的需要。
３　 讨论与小结

３．１　 仪器条件的优化 　 色谱条件的优化过程中，
对流动相的种类及比例进行了考察，采用乙腈－水
较甲醇－水的分析时间短，峰形好。 调整流动相比

例，发现乙腈－水比例为 ２０ ∶ ８０ 时，分析时间控制

在 ２０ ｍｉｎ 内，且三种目标化合物均达到完全分离。
因此，流动相确定为乙腈－水（２０ ∶ ８０，Ｖ ／ Ｖ）。
３．２　 提取溶剂的选择 　 在研究过程中，对样品的

提取溶剂进行了实验摸索。 采用乙腈、甲醇、硫酸

钠＋亚硫酸钠溶液分别进行提取实验，结果发现三

种药物经乙腈提取，效果非常理想，对不同浓度的

添加实验其回收率均高于 ７０％，达到了残留检测的

要求，因此，确立乙腈作为提取液。
３．３　 样品提取与净化方法的优化　 参考文献的方

法对猪肌肉组织中的氨基比林、安替比林、４－甲氨

基安替比林进行了提取实验，但效果不理想，干扰

杂质太多，达不到基本分离的要求，因此，样品经乙

腈提取后，加入了无水硫酸钠进行盐析去杂质，并
对无水硫酸钠加入的先后进行了对比实验，实验结

果发现，无水硫酸钠与乙腈一起加入进行提取，样
品溶液中杂质干扰依然很大，分离效果不太理想，
但样品经乙腈提取完成后再加入无水硫酸钠进行

净化，测定结果显示三种药物的回收率高，且均达

到良好分离。 实验过程中采用液－固提取的方法，
对 ＭＡＸ、ＭＣＸ、ＰＣＸ、Ｃ１８ 等不同类型的固相萃取柱

进行摸索，结果表明三种药物经 ＭＣＸ 柱净化后回

收率最高。 因此，本实验采用加入无水硫酸钠和

ＭＣＸ 柱对样品进行净化。 在进一步摸索洗脱条件

时，比较了 ２％、５％、１０％氨化甲醇的洗脱效果，结
果表明 ５％氨化甲醇的洗脱能力最强，效果最好。
因此，确立 ５％氨化甲醇作为洗脱溶液。
３．４　 回收率及灵敏度 　 试验中氨基比林、安替比
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中国兽药杂志 ２０１８ 年 ６ 月第 ５２ 卷第 ６ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

林、４－甲氨基安替比林的添加浓度范围为 ２０ ～
４００ μｇ ／ ｋｇ时，回收率在 ７０．７％～８５．１％范围内，批内

和批间 ＲＳＤ 分别低于 １０．６％、１０．９％，符合农业部

对兽药残留试验规范中的要求［１１］。 通过添加定量

限浓度点对其可靠性进行验证，结果发现氨基比

林、安替比林、４－甲氨基安替比林在猪肉中的回收

率均大于 ７１． １％，批内、批间的 ＲＳＤ 分别低于

１０．６％、１０．９％。 该方法在定量限水平的可靠性好，
且灵敏度高，完全满足氨基比林、安替比林、４－甲氨

基安替比林在猪肉中残留检测的需要。
本研究建立了一种同时检测猪肉氨基比林、安

替比林及安乃近代谢物的多残留分析方法，该方法

灵敏可靠，完全满足猪肉中氨基比林、安替比林及

安乃近代谢物的残留检测要求。
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