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固相萃取串联高效液相色谱检测动物源性

食品中甲巯咪唑残留
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摘要：以动物源性食品中抗甲亢药物甲巯咪唑为研究对象，

采用ＣｌｅａｎｅｒｔＳＣ１８固相萃取柱对复杂动物源性食品进行基

质净化，对上样溶剂、洗杂液、洗脱液等试验参数进行优化，

建立固相萃取净化富集与高效液相色谱联用技术，实现对猪

肾、猪肝、猪肉样品中的痕量甲巯咪唑准确、灵敏检测。在最

优试验条件下，在３个添加浓度的猪肾、猪肝、猪肉样品中，

分析物甲巯咪唑的回收率均大于８５％，相对标准偏差（ＲＳＤ，

狀＝３）均小于５％，对３种样品中最低检出限（犛／犖＝３）和最

低定量限（犛／犖 ＝１０）分别为：猪肾０．５９，１．９７μｇ／ｋｇ；猪肝

０．５４，１．８０μｇ／ｋｇ；猪肉０．４９，１．６３μｇ／ｋｇ。所建立的检测方

法具有较高的准确度和灵敏度，可以满足对实际样品中甲巯

咪唑的分析检测。
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６０５６０，见图１），易溶于水、乙醇或氯仿等有机溶剂。甲巯

咪唑能够通过抑制碘化酪氨酸的偶联而抑制甲状腺激素的

合成［１－３］，进而改变动物内分泌而广泛应用于治疗甲状腺功

能亢进突眼性甲状腺肿等疾病［４］，属于咪唑类临床药物。另

外，这类药物奏效快，且在生物体内代谢缓慢，发挥作用时间

较长。口服甲巯咪唑药物大约有７９．２％会随着尿液被排出

体外，其余部分将会残留在组织中。甲巯咪唑在生命体中的

代谢物为Ｎ甲基咪唑和亚硫酸盐（Ｒ—ＳＯ３），进而产生次磺

酸（Ｒ—ＳＯＨ）和亚磺酸（Ｒ—ＳＯ２Ｈ）而形成细胞毒素
［５－７］。

图１　甲巯咪唑的化学结构

Ｆｉｇｕｒｅ１　ＣｈｅｍｉｃａｌＳｔｒｕｃｔｕｒｅｏｆＭｅｔｈｉｍａｚｏｌｅ

　　甲巯咪唑在临床上可引发多种不良反应如皮肤过敏，发

烧，味嗅失聪，甚至肾炎、肝硬化等［８，９］。另外，甲巯咪唑可以

减弱胃肠蠕动而抑制生命体新陈代谢，增强水分在动物皮

下、肌肉、肠胃等组织中的保持力。在宰杀之前使用，会大量

残留于动物组织，极大影响肉类食品品质，严重地危害消费

者身体健康。目前，美国、欧盟等组织已经明确禁止甲巯咪

唑药物在动物源性食品生产过程中使用［１０］，由于该药物为

人用临床药物，中国政府尚未对其采取禁用措施。甲硫咪唑
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是临床常用的抗甲状腺药物，治疗效果较好，但治疗周期较

长，容易出现病情反复，而且会导致白细胞下降、肝脏受损及

皮疹等不良反应。为减少甲巯咪唑残留对食品品质和人们

健康的影响和威胁，建立一种实用、快捷、准确可靠的甲巯咪

唑检测技术是非常有必要的。迄今为止，针对不同样品（尿

样、血浆、组织等）中甲巯咪唑的检测，已报道的方法有液质

联用［１１］、液相紫外检测［１２，１３］、固相萃取串联高效液相色

谱［１４］等。在可食性动物组织中甲巯咪唑检测方面，潘明飞

等［１５］开发了甲巯咪唑分子印迹聚合物作为固相萃取材料，

结合高效液相色谱对猪肉等产品中甲巯咪唑净化、富集和分

析的检测方法，但由于分子印迹材料本身特性，虽然提高了

萃取过程的选择能力，但在目标物吸附量上有所限制。

　　固相萃取方法
［１６－１８］是目前针对复杂食品样品基质进行

净化、对低浓度分析物进行分离、选择性富集和净化的的一

种重要的前处理方法［１９，２０］。这种方法需要萃取溶剂少，可操

作性强，易于实现自动化，而且试验回收率和重现性较

好［２１－２５］，是 目 前 食 品 安 全 检 测 中 常 用 的 基 质 前 处 理

方法［２６，２７］。

　　本研究拟以抗甲亢药物甲巯咪唑为研究对象，结合固

相萃取与高效液相色谱检测技术［２８，２９］，通过对固相萃取过

程中的上样溶剂、洗杂液和洗脱液进行优化，建立一种准

确、灵敏、快速的动物源性食品中甲巯咪唑残留分析检测

方法。

１　材料与方法
１．１　试剂与仪器

　　甲巯咪唑：纯度９９．２％，浙江国邦药业有限公司；

　　甲醇、乙腈：色谱纯，天津康科德科技有限公司；

　　正己烷、乙醇、冰乙酸：分析纯，天津化学试剂一厂；

　　磷酸二氢钾（ＫＨ２ＰＯ４）、氢氧化钠、无水硫酸钠：分析

纯，天津北方天医化学试剂厂；

　　高效液相色谱柱：ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳＣ１８反相柱（３１６０５

２５４６３０，４．６ｍｍ×２５０ｍｍ，５μｍ），美国Ｔｈｅｒｍｏ公司；

　　高效液相色谱仪（配紫外检测器）：ＬＣ２０Ａ型，日本岛

津公司；

　　Ｃ１８固相萃取柱：ＣｌｅａｎｅｒｔＳＣ１８，１００ｍｇ，３ｍＬ，中国

ＡｇｅｌａＴｅｃｈｎｏｌｏｇｉｅｓ公司；

　　ｐＨ 计：ＭＰ２２０型，梅特勒—托利多仪器（上海）有限

公司；

　　台式冷冻离心机：Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ５８０４Ｒ型，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ

公司。

１．２　主要溶液配制

　　准确称取甲巯咪唑标准品０．０３００ｇ，溶于１００ｍＬ无水

乙醇中，得到３００ｍｇ／Ｌ的标准储备液，４℃储存１个月。试

验中各工作溶液均由标准储备液准确稀释得到。

　　高效液相色谱流动相：准确称取 ＫＨ２ＰＯ４１．３６００ｇ溶

于５００ｍＬ二次去离子水中，用ＮａＯＨ溶液调节ｐＨ到３．２，

过０．４５μｍ微孔滤膜，脱气。色谱纯甲醇，过膜脱气后双泵

进入液相体系，比例为水相∶有机相＝７∶３（犞／犞）。

１．３　液相色谱条件

　　液相色谱柱采用 ＨｙｐｅｒｓｉｌＯＤＳＣ１８反相柱（４．６ｍｍ ×

２５０ｍｍ，５μｍ）。紫外检测器检测波长：２５４ｎｍ，流速：

０．５ｍＬ／ｍｉｎ。采用保留时间定性，外标法峰面积定量。流

动相组成为０．０２ｍｏｌ／ＬＫＨ２ＰＯ４（ｐＨ ＝３．２）与甲醇混合溶

液（７∶３，犞／犞），进样量为２０μＬ。

１．４　固相萃取条件

　　试验采用Ｃ１８固相萃取柱进行预富集、分离，萃取过程：

Ｃ１８固相萃取柱均由５．０ｍＬ二次去离子水和５．０ｍＬ甲醇活

化；１００ｍＬ甲巯咪唑样品溶液上样，完毕后，抽干；以１．５ｍＬ

乙醇—水溶液（８∶２，犞／犞）洗杂，并以５．０ｍＬ甲醇—冰乙酸

溶液（９∶１，犞／犞）洗脱被吸附的分析物；Ｎ２吹干后，１．０ｍＬ

甲醇复溶，过膜，ＨＰＬＣ上样分析。

１．５　样品基质前处理过程

　　从本地超市购买的为样品（空白），进行基质添加回收试

验。准确称取粉碎的新鲜猪肉，猪肝，猪肾样品５．０００ｇ，置

于离心管中。甲 巯 咪 唑 添 加 浓 度 分 别 为 ０．０１，０．０２，

０．０３μｇ／ｇ。在阴暗处静置１０ｍｉｎ，加入１０．０ｍＬ乙腈进行

提取。振荡，在４℃条件下离心５ｍｉｎ，分离上清液。重复提

取，合并两次上清液，加３０ｍＬ乙腈饱和的正己烷以去除脂

肪，振荡３ｍｉｎ，分离乙腈相，加无水Ｎａ２ＳＯ４干燥，并用２ｍＬ

乙腈洗涤Ｎａ２ＳＯ４。将所得到的乙腈相在４０℃条件下旋蒸

至干，以无水乙醇复溶残留物，并转移到１００ｍＬ的容量瓶

中，乙醇定容至刻度，进行固相萃取过程。

２　结果与讨论
２．１　固相萃取条件确定

　　采用Ｃ１８固相萃取柱用作动物源性食品样品基质净化和

目标物富集与分离，并对固相萃取过程中的上样溶剂、洗杂

液和洗脱溶剂进行了详细系统的分析，以建立动物源性食品

中痕量甲巯咪唑残留分析方法。

２．１．１　上样溶剂及其体积　上样溶剂在固相萃取过程中是

非常重要的。不仅要保证被分析物的稳定性，同时决定着萃

取材料与目标物之间的结合微环境。为了选择合适的上样

溶剂，选定甲醇、乙醇、乙腈及其与不同比例 Ｈ２Ｏ（３０％，

５０％，７５％，犞／犞）混合溶液为上样溶剂，进行优化试验，结果

见图２。

图２　固相萃取过程中不同上样溶剂条件下甲巯咪唑

的回收率
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ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｓａｍｐｌｅｌｏａｄｉｎｇｓｏｌｖｅｎｔ（狀＝３）
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　　对浓度为１．０μｇ／Ｌ的甲巯咪唑标准溶液，在相同的试

验条件下，以乙醇（或含乙醇）为上样溶剂时，回收率明显高

于甲醇和乙腈上样时的。而且随着上样液中 Ｈ２Ｏ的比例的

增加，回收率逐渐降低。当以１００％无水乙醇上样时，回收率

相对较高，达到８７．２％。这是由于在乙醇存在的微环境下，

固相萃取填料与目标物的结合能力增加；由于甲醇、乙腈、水

具有比乙醇更高的极性，干扰了固相填料对甲巯咪唑的结

合，造成吸附效果下降。因而，选定无水乙醇为固相萃取过

程中的上样溶剂。

　　在试验中，同时对上样体积进行了优化。将不同体积的

的甲巯咪唑—乙醇溶液（浓度为１．０μｇ／Ｌ）上样到固相萃取

小柱中。结果发现当上样体积低于１００ｍＬ时，回收率呈上

升趋势；在１００ｍＬ时有明显的拐点；高于１００ｍＬ时，回收

率没有显著变化而趋向于平衡。所以，在试验中选定

１００ｍＬ为上样体积。

２．１．２　洗杂液及其体积　固相萃取洗杂的主要目的在于最

大化分析物与固相萃取材料结合位点的特异性吸附，同时减

少固相萃取材料对杂质的非特异性吸附。在试验中，不同比

例的乙醇—水溶液（１９∶１，９∶１，８∶２，７∶３，５∶５，犞／犞）上

样至固相萃取柱用于洗杂，结果见图３。

图３　固相萃取过程中不同洗杂液条件下甲巯咪唑回收率

的比较

Ｆｉｇｕｒｅ３　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｍｅｔｈｉｍａｚｏｌｅ

ｗｉｔｈｄｉｆｆｅｒｅｎｔｗａｓｈｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ（狀＝３）

　　由图３可知，当洗杂液为１．０ｍＬ，乙醇／水比例为１９∶

１，９∶１和８∶２时，分析物甲巯咪唑的回收率分别为７８．３％，

８６．８％ 和９１．７％。当乙醇／水比例为７∶３和５∶５时，回收

率有明显下降。分别以１．０，２．０，３．０ｍＬ乙醇—水溶液（８∶

２，犞／犞）为洗杂液时，回收率明显增高。为保证杂质尽可能

的完整洗脱，同时不影响分析物在固相萃取柱上的保留，因

而，洗杂过程中选择２．０ｍＬ体积比为８∶２的乙醇—水溶液

为洗杂液。

２．１．３　洗脱剂及其体积　对于固相萃取过程，必须选择一

种合适的洗脱剂将分析物从吸附材料上完全地洗脱下来。

试验以水、甲醇、乙醇及其与冰乙酸、氨水不同比例的混合溶

液为洗脱液，考查了在不同洗脱剂条件下对分析物的洗脱情

况。结果见图４。

　　当洗脱剂为甲醇／冰乙酸（９∶１，犞／犞）时，在固相萃取柱

上有良好的回收率（９２．８％）。酸性洗脱剂下的回收率普遍高

图４　固相萃取过程中不同洗脱剂条件下甲巯咪唑

回收率比较

Ｆｉｇｕｒｅ４　Ｃｏｍｐａｒｉｓｏｎｏｆｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｄｉｆｆｅｒｅｎｔｅｌｕｅｎｔ

ｉｎＳＰＥｐｒｏｃｅｄｕｒｅ（狀＝３）

于碱性洗脱剂。在水、甲醇极性较大的溶剂作洗脱剂时，回

收率结果相差不大，说明在洗脱过程中，洗脱剂的酸碱性质

对洗脱效果的影响远大于其极性所造成的影响。通过对不

同洗脱体积（１．０～８．０ｍＬ）回收率结果的比较，当洗脱液体

积为５ｍＬ时，回收率为９３．９％，与６．０～８．０ｍＬ时回收率

相当，因而选定５．０ｍＬ甲醇／冰乙酸（９∶１，犞／犞）为洗脱液，

可以将分析物从固相萃取柱中洗脱下来。

２．２　分析特征量及实际样品分析

　　固相萃取填料对分析物具有较好吸附能力，能选择性吸

附分离甲巯咪唑，与高效液相色谱联用，实现对复杂样品的

净化和痕量甲巯咪唑的富集和检测。

　　为了检测所建立的分析方法的应用能力，分别以液质联

用检测为空白的猪肉、猪肝、猪肾为代表性动物源性食品（添

加浓度为０．０１，０．０２，０．０３μｇ／ｇ），上样溶液为１００ｍＬ乙醇

基质提取液，洗杂液为２．０ｍＬ乙醇—水溶液（８∶２，犞／犞），

洗脱液为５．０ｍＬ甲醇／冰乙酸（９∶１，犞／犞）。并计算回收率

和相对标准偏差（ＲＳＤ，狀＝３）、最低检出限、最低定量限。

　　由表１可知，对于选定的３种动物源性样品，３个浓度添

加的甲巯咪唑回收率均大于８５％，这可能是由于部分目标物

存留在萃取柱上，未完全洗脱造成的。３次测定的相对标准

偏差均小于５．０％。对３种样品中最低检出限（犛／犖 ＝３）和

最低定量限（犛／犖 ＝１０）分别为猪肾０．５９，１．９７μｇ／ｋｇ；猪肝

表１　３个甲巯咪唑添加浓度的猪肾、猪肝、猪肉样品

的回收率

Ｔａｂｌｅ１　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｍｅｔｈｉｍａｚｏｌｅｉｎｓｐｉｋｅｄｐｉｇｋｉｄｎｅｙ，

ｌｉｖｅｒａｎｄｍｕｓｃｌｅｓａｍｐｌｅｓ（狀＝３）

样品 添加浓度／（μｇ·ｇ
－１） 回收率（ＲＳＤ）／％

猪肉

０．０１ ８７．３（４．２）

０．０２ ８６．８（２．９）

０．０３ ９０．９（３．３）

猪肝

０．０１ ８５．６（６．０）

０．０２ ８９．１（３．２）

０．０３ ９２．２（４．６）

猪肾

０．０１ ８２．０（３．５）

０．０２ ８８．４（３．６）

０．０３ ９１．４（４．８）
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０．５４，１．８０μｇ／ｋｇ；猪肉０．４９，１．６３μｇ／ｋｇ。所建立的分子印

迹固相萃取与高效液相色谱联用检测方法具有较高的准确

度和灵敏度，可以满足对实际样品中甲巯咪唑的分析检测。

３　结论

　　本研究针对抗甲亢药物甲巯咪唑在动物源性食品中的

残留现状，采用固相萃取对复杂动物源性食品进行基质净

化，并对整个固相萃取过程的试验参数进行了详细的优化，

建立了固相萃取净化富集与高效液相色谱联用技术检测多

种复杂动物源性食品中甲巯咪唑的方法。按所建立的方法

对猪肾、猪肝、猪肉中甲巯咪唑的含量进行测定，测定结果具

有准确度高、灵敏度强的特点。研究提出了中国动物源性食

品中甲巯咪唑残留检测的新方法，所提供的方法同时亦可用

于其他食品中有害物的分析检测，为测定和去除食品中痕量

污染物提供了一条有效途径。
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