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摘"要!目的"建立固相萃取.高效液相色谱荧光法测定水产品中 - 种丁香酚类化合物)丁香酚#异丁香酚#甲基
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""丁香酚类化合物#丁香酚)异丁香酚)甲基丁香
酚)甲基异丁香酚等$由于价格低廉易得&麻醉效果
好&代谢速度快&在水产行业的应用备受关注* 澳
大利亚)新西兰)智利等国将丁香酚)异丁香酚列为
安全可靠的渔用麻醉剂 -!.$. * 丁香酚类麻醉剂的优
点众多&但其安全性也存在争议* 美国国家毒理学
计划#8Z]$的数据表明丁香酚)甲基丁香酚对啮齿
动物是可疑致癌物质 -/. "研究显示&丁香酚对肝脏
产生毒害作用 --. "一定剂量的异丁香酚对老鼠产生
发育毒性 -&. * 鉴于此&美国官方未批准丁香酚类化
合物#包括丁香酚)异丁香酚)甲基丁香酚$为合法
的渔用麻醉剂 -/. * 日本虽允许丁香油#丁香酚$作
为渔用麻醉剂使用&但对药浴浓度及休药期均有严
格的规定&且水产品中最高残留限量 #NK< $ 为
#’#& IK1HK-$&*. * 欧盟则规定有鳍鱼类中异丁香酚
的 NK< 为 *’# IK1HK-). * $#!$ 年 / 月&有媒体曝光
北京市某海鲜批发市场违规使用一种名为’丁香油
水门汀(#有效成分为丁香酚$来麻醉活鱼的事件&
由于我国在渔用麻醉剂的批准使用)监管上还处于
空白&引发了消费者对鲜活水产品安全的担忧与
恐慌 -+. *

目前&水产品中丁香酚类化合物检测方法主要
包括高效液相色谱.紫外检测法#7]V=.Uj$或二极
管阵列检测法 #7]V=.W,W$ -!&0.!/. )气相色谱.氢火
焰离子化检测法 #Y=.(QW$ -!-.!&. )气相色谱.质谱法
#Y=.̂E$ -!*.!).等&而采用高效液相色谱.荧光检测法
#7]V=.(VW$鲜见报道* 本研究建立了水产中丁香
酚)异丁香酚)甲基丁香酚)甲基异丁香酚测定的高
效液相色谱.荧光检测法* 该方法具有前处理简单)
灵敏度高)检出限低等特点&可适用于水产品中丁
香酚类化合物残留的测定*

!"材料与方法
!’!"材料
!’!’!"样品

南美白对虾)罗非鱼)鳗鲡均购自湛江市某水
产品批发市场*
!’!’$"主要仪器与试剂

V=.$#,高效液相色谱仪#配 %(.!#,eV荧光检
测器&日本 E7Q̂,WaU$)j<4::I <̂;>5@AD !* 孔固
相萃取装置 #德国 =8b$) 7=.=!+ 固相萃取柱
#&## IK1/ IA&德国 =8b$)8.Rj,]!!! 氮吹仪*

丁香酚)异丁香酚)甲基丁香酚)甲基异丁香酚
标准品 #,#$/$)Q#!/$)W!/*#) ]!!#/& 纯度均 "
0+’#‘&日本 Z=Q$&甲醇)乙腈均为色谱纯&冰乙酸)
氯化钠)无水硫酸镁)层析用中性氧化铝 # !## _

$## 目$均为分析纯* 氯化钠)无水硫酸镁)中性氧
化铝使用前均于 &&# h灼烧 - 6 后备用* 瓷质均质
子#美国 ,K>AB;?$*
!’$"方法
!’$’!"样品前处理

南美白对虾)罗非鱼)鳗鲡&取其肌肉可食部分
用匀浆机捣碎均匀后备用* 称取样品 & K#精确至
#’#! K$于 &# IA离心管中&加入瓷质均质子 ! 个和
& IA超纯水&涡漩混匀 $ I>;&再准确加入 !#’## IA

乙腈&$ &## C1I>; 振荡提取 !# I>;* 然后加入 ! K
氯化钠&手动振摇 /# G后加入 - K无水硫酸镁&再次
振摇 /# G&$ &## C1I>; 振荡 & I>; 后冷却至室温&以
- ### C1I>; 离心 & I>;&取上层乙腈提取液待净化*

在 7=.=!+ 固相萃取柱填料 层的 上端 加入
#’&# _#’&& K层析用中性氧化铝&用 - IA乙腈淋洗
活化&弃去淋洗液"准确移取 $’# IA上述提取液#乙
腈层$加入柱中&待液面下降至氧化铝层顶部时&再
加入 - IA乙腈#分两次&每次 $ IA$洗脱&收集全部
过柱液* 整个固相萃取过程液体依靠重力自然流
出* 净化液于 &# h水浴氮吹至小于 ! IA&用乙腈定
容至 !’# IA&过 #’-& &I滤膜待测定*
!’$’$"标准溶液的配制

标准储备液的配制%分别准确称取适量#精确至
#’! IK$的丁香酚)异丁香酚)甲基丁香酚和甲基异丁
香酚标准品&用甲醇稀释成浓度均为 ! ### &K1IA的
单标溶液& m!+ h以下避光保存*

标准中间液的配制%分别移取适量的单标溶
液&用甲醇配制成丁香酚 #!#’# &K1IA$)异丁香酚
#&’# &K1IA$)甲基丁香酚#!#’# &K1IA$)甲基异丁
香酚#&’# &K1IA$混合标准中间溶液& m!+ h以下
避光保存* 临用时将其稀释成适当浓度*
!’$’/"仪器条件

色谱 柱% Q;BC?G>ATWE.E] =!+ 柱 # -’* II g
$&# II&& &I$"流动相 ,为甲醇.乙腈#!s!&HIH$&

流动相 J为 !‘冰乙酸水溶液&,sJq&+s-$"流速
!’# IA1I>;"荧光检测器激发波长 $+# ;I&发射波长
/$# ;I"柱温 /& h&进样量 $# &A*

$"结果与分析
$’!"试验样品的选择

本研究选择的南美白对虾)罗非鱼)鳗鲡 #鳗
鱼$等均为我国主要的水产养殖品种&并且多年来
其出口量均排在我国水产品出口总量的前列 -!+. *

此外&我国水产养殖品种种类繁多&各品种之间肌
肉组成成分差异较大* 南美白对虾富含色素&罗非
鱼脂肪含量低&鳗鲡脂肪含量则相对较高* 因此选
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择此 / 种作为代表性水产品可满足水产品基质的通
用性)复杂性和多样性要求 -!0. *
$’$"检测波长的选择

分别配制一定浓度的丁香酚)异丁香酚)甲基
丁香酚)甲基异丁香酚标准溶液&通过荧光检测器
分别对 - 种丁香酚类化合物的激发波长和发射波长
进行扫描可知&- 种化合物的最大激发波长分别为
丁香酚 $+# ;I)异丁香酚 $)# 和 /#! ;I)甲基丁香
酚 $)# ;I)甲基异丁香酚 $*+ 和 /$# ;I"最大发射
波长分别为丁香酚 /$# ;I)异丁香酚 //# ;I)甲基
丁香酚 /!$ ;I)甲基异丁香酚 //# ;I* 综合考虑
- 种目标化合物均有较高的灵敏度&故确定激发波
长为 $+# ;I&发射波长为 /$# ;I*
$’/"流动相的选择

分别考察了甲醇.水)乙腈.水)甲醇.乙腈#!s!&
HIH$.水)甲醇.乙腈#!s!&HIH$.!‘冰乙酸水等 - 种
流动相体系对待测组分色谱行为的影响* 结果表
明&以甲醇.水)乙腈.水为流动相时&丁香酚色谱峰
与异丁香酚色谱峰均无法完全分离"以甲醇.乙腈
#!s!&HIH$.水)甲醇.乙腈#!s!&HIH$.!‘冰乙酸水
为流动相时&丁香酚与异丁香酚的分离效果均较
好&峰形均尖锐对称&且两种流动相体系对 - 种待测
组分的标准溶液的响应值)分离效果)峰形和保留
时间等方面均无明显差别* 但在实际样品检测中
发现%相同前处理条件下&以甲醇.乙腈#!s!&HIH$.
水为流动相时&色谱图基线较不平整且容易出现鬼
峰"而以甲醇.乙腈#!s!&HIH$.!‘冰乙酸水为流动
相时&色谱图基线平整稳定&未出现鬼峰* 通过优
化流动相配比&最终确定流动相为甲醇.乙腈#!s!&
HIH$%!‘冰乙酸水 q&+s-$* - 种丁香酚类化合物
标准液相色谱图见图 !*

注%!3丁香酚" $3异丁香酚" /3甲基丁香酚" -3甲基异丁香酚

图 !"- 种丁香酚类化合物标准色谱图
(>K:CB!"E?<;D<CD 46C@I<?@KC<I@55@:CB:KB;@ADBC>O<?>OBG

$’-"提取条件的选择
水产品中丁香酚类化合物常以二氯甲烷 -!). )乙

腈 -!&0.!/.等为提取溶剂* 二氯甲烷毒性大&对环境友

好性较差且提取时容易产生乳化现象"乙腈通用性
强&沉淀蛋白效果好&共萃物较少&故试验选择乙腈
作为提取溶剂* 为提高前处理效率&本研究借鉴操
作简单)快速)试剂消耗少)高效的分散固相萃取技
术#d:R=6R%E$ -!-&$#.中的提取方式作为提取条件*

水产品中蛋白质含量较高&若直接加入乙腈容
易导致蛋白质快速变性而结成团&影响提取效果*
样品中加入水和瓷质均质子&可防止提取时成团或
结块&增加提取液对组织的渗透性&振荡时易分散
均匀&提高目标物的提取效率 -$#. *

$’&"净化条件的选择

水产品中丁香酚类化合物采用固相萃取柱净
化可达到理想净化效果 -!&0.!!&!/&!*. * 本研究初期曾
采用固相萃取柱#=!+柱$净化&但结果发现&- 种目
标化合物加标回收率均不理想#均不足 &#‘$&且过
柱耗时长)易堵塞等因素影响样品前处理效果与效
率* 依据固相萃取柱正相吸附杂质的原理&本研究
以南美白对虾为研究对象&分别考察了乙二胺基.M.
丙基#]E,$柱#&## IK1/ IA$)中性氧化铝#,A.8$柱
#! ### IK1/ IA$)7=.=!+柱#&## IK1/ IA$)层析用
中性氧化铝 # #’&# K$17=.=!+ 柱 # &## IK1/ IA$)
,A.8柱#&## IK1/ IA$ l7=.=!+柱#&## IK1/ IA$等
净化柱对净化效果)目标化合物加标回收率的影
响* 结果表明&]E,柱),A.8柱的净化液颜色均较
深&色谱杂质峰多且严重影响待测组分的定性与
定量"7=.=!+柱净化液几乎无色&但色谱图中杂质
峰干扰丁香酚与甲基丁香酚",A.817=.=!+柱),A.8
柱 l7=.=!+柱的净化液均为无色&这两种净化方
式对- 种待测组分均能取得理想的净化效果和加
标回收率&且两者无明显差别&但 ,A.8柱 l7=.=!+
柱净化时过柱耗时较长&消耗淋洗液体积 #约
+ IA$较大&故选择层析用 ,A.817=.=!+柱为固相
萃取净化柱*

$’*"线性关系)检出限和定量限

按 !’$’$ 配制 - 种丁香酚类化合物混合标准工
作溶液&在 !’$’/ 色谱条件下分析测定&以各组分的
质量浓度#=$为横坐标&以峰面积#’$为纵坐标绘制
标准曲线&所得线性回归方程)线性范围)相关系数
见表 !* 结果表明&丁香酚)异丁香酚)甲基丁香酚)
甲基异丁香酚在各自范围内线性关系良好&相关系
数均 o#’000"分别以 / 倍)!# 倍信噪比# B1M$计算
检出限#VTW$)定量限#VTd$&待测组分的方法检
出限为 /’# _*’# &K1HK&方法定量限为 !#’# _
$#’# &K1HK&满足国内外对水产品中 - 种丁香酚类
化合物残留限量的要求&图 $ 为水产品空白样品和
加标样品色谱图*



固相萃取.高效液相色谱.荧光检测法测定水产品中 - 种丁香酚类化合物!!!高平&等 ! &0""" !

表 !"线性方程)线性范围)相关系数)方法检出限和方法定量限
Z<MAB!"%BKCBGG>@; B\:<?>@;G& A>;B<CC<;KBG& 4@CCBA<?>@; 4@B55>4>B;?G& <J?<;D <JL

化合物 线性方程 相关系数
线性范围
1#&K1V$

<J?
1#&K1HK$

<JL
1#&K1HK$

丁香酚 ’q!/!/!=l&)//* #’000 ) !#’# _! ### *’# $#’#

异丁香酚 ’q!+#)/=l!)-+$ #’000 0 &’# _&## /’# !#’#

甲基丁香酚 ’q!#&0#=l-&0*- #’000 * !#’# _! ### *’# $#’#

甲基异丁香酚 ’q$+0*&=l)---0 #’000 - &’# _&## /’# !#’#

注%,为空白南美白对虾色谱图"J为南美白对虾加标色谱图"=为空白罗非鱼色谱图"W为罗非鱼加标色谱图"

R为空白鳗鲡色谱图"(为鳗鲡加标色谱图"加标浓度均为%丁香酚 $# &K1HK&异丁香酚 !# &K1HK&甲基丁香酚 $# &K1HK&

甲基异丁香酚 !# &K1HK"!3丁香酚"$3异丁香酚"/3甲基丁香酚"-3甲基异丁香酚

图 $"空白样品色谱图和加标样品色谱图
(>K:CB$"JA<;H G<ILAB46C@I<?@KC<IG<;D GL>HBD G<ILAB46C@I<?@KC<IG

$’)"回收率和精密度
选取南美白对虾)罗非鱼)鳗鲡等空白水产品

样品&分别添加 / 个浓度水平的标准溶液&每个浓度
水平制备 * 个平行样品进行添加回收试验&以考察
方法的回收率和精密度* 在添加浓度范围内&- 种
丁香酚类化合物的平均回收率在 )-’)‘_!#/’#‘
之间&相对标准偏差 #KB?$为 $’*‘_+’!‘* 方法
的回收率和精密度满足国内外相关规定的要求&试
验结果见表 $*
$’+"与现有相关检测方法的比较

余颖 -!*.以甲基丁香酚为内标物对水产品中残
留的丁香酚进行定量* 若水产品中非法使用丁香

油#其有效成分为丁香酚和甲基丁香酚 -/&*. $ &则水
产品中可能存在一定浓度的甲基丁香酚残留&若以
此法测定丁香酚的残留则其定量结果可能不准确*
本文建立的水产品中 - 种丁香酚类化合物残留测定
的检测方法与国内现有报道的水产品中丁香酚类
化合物残留测定的检测方法的比较详见表 /* 结果
显示&本方法除了在检测待测组分种类比现有检测
方法 -!$&!-.少外&在方法检出限)样品前处理有机溶
剂消耗量等方面明显优于现有检测方法"在净化方
式)前处理消耗时间等方面与现有检测方法相当*
据此说明&本方法操作性较好&样品前处理有机溶
剂消耗少&灵敏度高*
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表 $"样品的加标回收率和精密度#( q*$

Z<MAB$",OBC<KBCB4@OBC>BG<;D LCB4>G>@; @5G<ILABG

组分
添加浓度
1#&K1HK$

南美白对虾 罗非鱼 鳗鲡

平均回
收率1‘

KB?
1‘

平均回
收率1‘

KB?
1‘

平均回
收率1‘

KB?
1‘

丁香酚

异丁香酚

甲基丁香酚

甲基异丁香酚

$# ++’/ &’/ +!’& *’) 0!’0 &’&
&# 0$’$ -’! +#’0 /’- ++’0 *’)
$## 0)’* *’! 0/’- /’) 0+’* /’#
!# +*’) )’) )0’& $’) )*’# $’0
$& +$’& +’! ))’* -’& )-’) )’-
!## +/’0 $’* +#’& /’- +!’- /’-
$# +)’0 -’! +-’/ -’# !#/’# $’)
&# 0*’$ -’) +*’# $’* 0/’$ -’*
$## 00’& *’- 0+’- *’! 0)’) $’#
!# +0’) /’) +&’+ )’# 0$’& *’)
$& 0!’0 -’# +$’0 /’/ ++’# )’&
!## 0)’/ *’* 0&’* &’$ 0*’- $’+

表 /"水产品中丁香酚类化合物检测方法的比较
Z<MAB/"=@IL<C>G@; @5D>55BCB;?DB?B4?>@; IB?6@D @5B:KB;@ADBC>O<?>OBG>; <\:<?>4LC@D:4?G

检测方法 检测种类
方法检出限
1#IK1HK$

样品前处理消耗有机
试剂体积1IA

净化方式
样品前处理
消耗时间16

7]V=.Uj法 -!$. 丁香酚等 & 种 #’#& _#’!# o/# 液.液萃取 o$’#

Y=.(QW法 -!-. 丁香酚等 * 种 均为 #’! o/# 分散固相萃取 c$’#

Y=.̂ E 法 -!*. 仅丁香酚 #’##& o/# 固相萃取 c$’#
7]V=.(VW法 丁香酚等 - 种 #’##/ _#’##* 约 $# 固相萃取 c$’#

注%7]V=.(VW法为本文方法

$’0"实际样品检测
采用本方法对随机购买的 /# 份市售鲜活水产

品#包括 !$ 份南美白对虾样品)+ 份罗非鱼样品)!#
份鳗鲡样品$进行检测&结果表明&所有样品均未检
出 - 种丁香酚类化合物*

/"小结
本文建立了测定水产品中丁香酚)异丁香酚)

甲基丁香酚和甲基异丁香酚的高效液相色谱.荧光
检测法* 以乙腈为提取溶剂&中性氧化铝和=!+固相
萃取柱进行净化&Q;BC?G>ATWE.E]=!+柱分离&7]V=.
(VW定量检测* 该方法操作简便)快速&有机溶剂
消耗少&灵敏度高&对于水产品中 - 种丁香酚类化合
物的检测&具有较强的实用价值*
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实验技术与方法
真空赶酸系统在检测食品重金属含量中的应用及探讨

孙强!!曾婧$!杨爱莲!!余双!!黄卫东!!杨云芬!!吴礼俊!

!!3湖北省鄂州市疾病预防控制中心"湖北 鄂州"-/*#00& $3武汉科技大学"湖北 武汉"-/##*&#

摘"要!目的"为提高样品的消化效率!在测定重金属含量时!探讨用高效快速的真空赶酸法来替代普通赶酸法

的实际效果" 方法"取 ) 种具有代表性的样品!每类样品均取 / 份!用石墨炉原子吸收法测定铅#镉#铜#铬和镍等
& 种元素的含量!分别用普通赶酸仪和真空赶酸仪赶酸" 结果"普通赶酸法和真空赶酸法所测得的结果差异无统

计学意义)Co#’#&*!真空赶酸法处理的样品相对标准偏差)KB?*在 #’#-‘_#’0&‘之间" 结论"较普通赶酸法!

真空赶酸法能够有效的缩短样品消化时间!精密度和准确度均能达到理想效果!适用于样品中重金属的检测"

关键词!真空赶酸仪$ 普通赶酸仪$ 重金属$ 石墨炉原子吸收法$ 检测$ 食品污染物
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作者简介!孙强"男"主管技师"研究方向为卫生检验"R.I<>A%/+$*0)!##S\\34@I

通信作者!曾婧"女"副教授"研究方向为食品安全风险评价"R.I<>A%[B;K2>;KP6:S!*/34@I

8..,364’3-/4/**3&67&&3-/-0’2(+4677) 463*J*53+(/&%&’()0-52(4+% )(’4,*(’(6’3-/3/0--*&
EU8d><;K& aR8Y9>;K& X,8Y,>.A><;& XUE6:<;K& 7U,8YbB>.D@;K& X,8YX:;.5B;& bUV>.2:;

#R[6@: =B;?BC5@CW>GB<GB=@;?C@A<;D ]CBOB;?>@;& 7:MB>R[6@: -/*#00& =6>;<$

89&’546’% "9?(6’3+("Z@>ILC@OB?6BB55>4>B;4F@5D>KBG?>@; @5?6BG<ILAB<;D BNLA@CB?6BL@GG>M>A>?F?@CBLA<4B?6B
?C<D>?>@;<A<4>D.DC>OB; P>?6 B55>4>B;?O<4::I <4>D.DC>OB; IB?6@D 5@C6B<OFIB?<ADB?B4?>@;3@(’2-*&" / G<ILABG@5
) ?FL>4<A4<?BK@C>BGPBCBDB?B4?BD MFKC<L6>?B5:C;<4B<?@I>4<MG@CL?>@; IB?6@D 5@CAB<D& 4<DI>:I& 4@LLBC& 46C@I>:I<;D
;>4HBA& ?C<D>?>@;<A<4>D.DC>OB; <;D O<4::I<4>D.DC>OB; IB?6@D PBCB<LLA>BD3A(&7,’&"Z6BCBP<G;@G>K;>5>4<;?D>55BCB;4B
MB?PBB; ?P@<4>D.DC>OB; IB?6@DG& <;D ?6BKB? @5O<4::I <4>D.DC>OB; IB?6@D P<G#’#-‘.#’0&‘31-/6,7&3-/"
=@IL<CBD P>?6 ?C<D>?>@;<AIB?6@D& ?6BO<4::I<4>D.DC>OB; IB?6@D 4@:AD B55B4?>OBAFCBD:4B?6BD>KBG?>@; ?>IB<GPBAA<G
<46>BOBMB??BCLCB4>G>@; <;D <44:C<4F& <;D >?4@:AD MB:GBD 5@C6B<OFIB?<AGDB?B4?>@;3

:(% ;-5*&% j<4::I4<?46 <4>D.DC>OB;" @CD>;<CF6:CCF<4>D.DC>OB;" 6B<OFIB?<AG" KC<L6>?B5:C;<4B<?@I>4<MG@CL?>@;
GLB4?C@IB?CF" DB?B4?>@;" 5@@D 4@;?<I>;<;?


