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气相色谱法检测鱼和虾中复硝酚钠残留量

邢丽红，冷凯良，孙伟红，翟毓秀，李兆新，谭志军，苗钧魁
（中国水产科学研究院黄海水产研究所，山东 青岛 ２６６０７１）

摘　要：样品用乙酸乙酯提取、酸性氧化铝去脂、碳酸钾溶液反萃取、乙酸酐衍生后，正己烷萃取衍生产物，
气相色谱－ＥＣＤ检测器测定，外标法定量。结果表明：３种化合物在５～１００μｇ／Ｌ范围内线性关系良好，相关系
数Ｒ２＞０９９９，检测限为５μｇ／ｋｇ，对硝基酚钠的回收率为８６４％ ～８９６％，邻硝基酚钠的回收率为８２８％ ～
８４３％，２甲氧基５硝基苯酚钠的回收率为８９９％ ～９２２％，相对标准偏差均 ＜１５％。该方法适用于鱼和虾可
食部分中复硝酚钠的常规残留检测。
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　　复硝酚钠是一种鱼、虾促生长药物添加剂，该
药在国内外曾广泛用于水产养殖业中。复硝酚钠是

由邻硝基酚钠、对硝基酚钠、２甲氧基５硝基苯酚
钠及其他助剂加工而成，具有促进生长、提高产量

等作用［１］。研究表明，复硝酚钠为弱致敏物［２］，

对哺乳动物体细胞和雄性生殖细胞无致突变作

用［３－５］。虽然急性毒性和慢性毒性实验研究结果显

示复硝酚钠毒性较低，但目前的毒理学数据还不充

分，长期食用含复硝酚钠残留的水产品可能会对消

费者的健康造成潜在危害。我国农业部公告第１９３
号 “食品动物禁用的兽药及其它化合物清单”将

硝基酚钠列为禁用药物。
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酚类化合物常用的检测方法主要有液相色谱

法［６－１０］、液相色谱 －质谱法［１１－１５］，气相色谱

法［１６－１９］、气相色谱－质谱法［２０－２７］等。液相色谱－
紫外检测法不需要衍生化，在测定酚类化合物时比

气相色谱法的应用更广泛［９］。液相色谱 －串联质
谱法虽然可以对酚类化合物进行测定，并具有较高

的灵敏度和专一性，但需要配备 ＡＰＣＩ离子源。高
效液相色谱－荧光法因其具有高选择性和灵敏性具
有独特优势，然而有些酚类化合物没有荧光特性，

因此需要通过柱后衍生转化成具有强荧光特性的物

质［６－７，１０］。气相色谱法因其分离速度快、成本低、

灵敏度高等特点而备受青睐。酚类化合物属于强极

性化合物，直接分析导致宽峰、拖尾峰及高检出

限，通常需要先衍生降低极性后再进气相色谱分

析［２０－２７］。现有的检测方法主要针对水溶液中的酚

类化合物进行分析，检测动物组织中硝基酚钠残留

量的研究报道较少。由于动物基质组成复杂，再加

上部分酚类化合物具有挥发性，增加了其在动物组

织中提取、净化及浓缩的难度。本文旨在建立一种

鱼和虾中对硝基酚钠、邻硝基酚钠和２甲氧基５
硝基苯酚钠的提取净化方法及乙酸酐作为衍生化试

剂柱前衍生的气相色谱检测法。

１　材料与方法
１１　仪器与试剂

Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０Ａ气相色谱仪 （ＧＣ），配有 ＥＣＤ
检测器；高速离心机 （ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ），涡旋混
合器 （Ｔａｌｂｏｙｓ），ＫＱ６００ＤＥ超声波清洗仪 （昆山

市超声仪器有限公司），旋转蒸发仪 （Ｈｅｉｄｏｐｌｈ公
司），ＮＥＶＡＰ１１１氮吹仪 （Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ公司），
超纯水机 （ＭｉｌｌｉＱ公司）。

对硝基酚钠标准品、２甲氧基５硝基苯酚钠标
准品 （Ｓｉｇｍａ公司），邻硝基酚钠标准品 （东京化

成工业株式会社）；乙酸乙酯、正己烷 （色谱纯，

Ｍｅｒｃｋ）；无水碳酸钾、乙酸酐、无水硫酸钠 （分

析纯）；酸性氧化铝 （层析用，１００～２００目）；
ＭｉｌｌｉＱ超纯水；酸性氧化铝净化柱 （自制）。

１２　实验方法
１２１　样品提取和净化　称取５ｇ匀浆后的样品
于５０ｍＬ离心管中，加入１５ｍＬ乙酸乙酯，旋涡混
合１ｍｉｎ，超声提取 １０ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心 １０
ｍｉｎ，取上清液于５０ｍＬ离心管中，过酸性氧化铝
净化柱 （事先用５ｍＬ乙酸乙酯活化），收集流出
液。残渣中再加入１０ｍＬ乙酸乙酯重复提取一遍，
上清液过净化柱，用５ｍＬ乙酸乙酯淋洗，合并淋

洗液。

在乙酸乙酯中加入４ｍＬ０１ｍｏｌ／Ｌ碳酸钾溶
液，旋涡混合１ｍｉｎ，４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，取
碳酸钾层于５０ｍＬ离心管中，用４ｍＬ碳酸钾溶液
重复提取一次，合并碳酸钾层。将乙酸乙酯层转移

５０ｍＬ鸡心瓶中，４０℃下旋转蒸发至干。将碳酸
钾转移至鸡心瓶中，涡旋混合１ｍｉｎ，再加入５ｍＬ
正己烷，涡旋混合１ｍｉｎ，转移至５０ｍＬ离心管中，
４０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ。将碳酸钾层转移至２５ｍＬ
比色管中，待用。

１２２　衍生化　试样的衍生化：碳酸钾溶液中加
入０２ｍＬ乙酸酐，振摇３ｍｉｎ，加入２５ｍＬ正己
烷萃取，正己烷萃取液转移至５ｍＬ棕色容量瓶中，
再加入２ｍＬ正己烷重复萃取一次，合并正己烷萃
取液，定容至５ｍＬ。加入２ｇ无水硫酸钠，充分涡
旋混合均匀，将溶液转移至进样瓶，待测。

标准溶液的衍生化：准确吸取一定量的标准溶

液，分别置于２５ｍＬ具塞比色管中，加入８ｍＬ碳
酸钾溶液，按照上述步骤进行衍生化，使最终浓度

分别为５、１０、２０、５０、１００μｇ／Ｌ，制作标准工作
曲线。

１２３　气相色谱条件　色谱柱：ＤＢ１７０１毛细管
柱 （３０ｍ×０２５ｍｍ×０２５μｍ）；进样口温度２５０
℃；检测器温度 ３００℃；柱升温程序：起始温度
１２０℃，然后以１５℃／ｍｉｎ升温至１８０℃，再以２０
℃／ｍｉｎ升温至 ２５０℃，保持 ５ｍｉｎ；载气为氮气
（φ＝９９９９９％），流速 １５ｍＬ／ｍｉｎ；尾吹气为氮
气，６００ｍＬ／ｍｉｎ；进样量１μＬ，不分流进样；吹
扫放空流量 ６００ｍＬ／ｍｉｎ，吹扫放空时间 ０７５
ｍｉｎ。

２　结果与讨论
２１　提取溶剂的选择

常用的提取溶剂主要有乙腈、丙酮、乙酸乙酯

等，乙腈和丙酮与组织的兼容性较好，且具有沉淀

蛋白的作用，乙腈还有去除部分脂肪的作用，但乙

腈和丙酮同时也将更多的杂质提取出来，在对、邻

硝基酚钠出峰处均有干扰。实验表明，邻硝基苯酚

具有挥发性，在浓缩操作时较难控制，即使在常温

下也会损失４９１％ ～１００％。乙酸乙酯的毒性较乙
腈和丙酮都小，既能将目标化合物提取出来，又可

以通过液液萃取将部分对硝基酚钠、２甲氧基５硝
基苯酚钠以及φ＝８２７％以上的邻硝基酚钠转移至
Ｋ２ＣＯ３缓冲溶液中，保留在乙酸乙酯中的剩余部分
硝基酚钠经浓缩后再合并至 Ｋ２ＣＯ３溶液中，且出

５０１
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峰处无干扰，峰形尖锐对称。采用乙酸乙酯作为提

取溶剂、Ｋ２ＣＯ３缓冲溶液进行萃取，３种化合物的
回收率均在９１５％以上。实验还分别比较了不同
浓度 Ｋ２ＣＯ３缓冲溶液的萃取效果及综合回收率
（见图１），最终确定乙酸乙酯为提取溶剂，缓冲溶
液的浓度为０１ｍｏｌ／Ｌ。

图１　硝基酚钠在乙酸乙酯和 Ｋ２ＣＯ３
溶液中的回收率对比图 （ｎ＝３）

Ｆｉｇ１　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｉｏｓｏｆｓｏｄｉｕｍｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌａｔｅｉｎｅｔｈｙｌ
ａｃｅｔａｔｅａｎｄｐｏｔａｓｓｉｕｍｃａｒｂｏｎａｔｅｓｏｌｕｔｉｏｎｓ（ｎ＝３）

２２　净化方法的确定
本文考察了酸性氧化铝和正己烷的净化效果及

回收率。缓冲溶液中脂肪酸的存在会形成果冻状物

质而影响前处理操作，对衍生化反应造成干扰。脂

肪酸能够溶解在乙酸乙酯中，采用 Ｋ２ＣＯ３缓冲溶
液从乙酸乙酯中萃取硝基酚钠的同时，也会将脂肪

酸提取出来生成脂肪酸钾。本文首先采用酸性氧化

铝对乙酸乙酯提取液进行净化，而后采用正己烷对

Ｋ２ＣＯ３缓冲溶液进一步净化，可以有效去除脂肪酸
钾和脂肪等杂质，净化后三种化合物的回收率均能

达到９０％以上。实验表明，本方法能避免脂肪含
量较高的水产样品在衍生化操作时发生乳化现象。

２３　衍生化反应条件的确定
硝基酚钠属于强极性化合物，需要选择合适的

衍生化试剂将其极性降低后再进气相色谱仪分

析［１２，２６］。衍生化方法主要有酰化、硅烷化、烷基

化等［２３－２６］，常用的衍生化试剂主要有乙酸酐、五

氟苯甲酰氯、七氟丁酸酐、五氟溴等。五氟苯甲酰

氯、七氟丁酸酐等衍生化试剂在水溶液中容易降

解、价格昂贵、衍生化时间长，而乙酸酐在碱性条

件下，在室温几分钟甚至在水溶液中即可完成衍生

化过程，相对其它衍生化试剂更廉价，易于操

作［２４］。硝基苯酚与乙酸酐反应可以生成硝基苯乙

酸酯，但乙酸酐不能衍生所有的硝基苯酚和二硝基

苯酚［２０］。本实验以乙酸酐作为衍生剂进行研究，

并对其衍生条件进行考察和优化，得到最优衍生化

条件。

２３１　衍生化反应缓冲溶液的选择　Ｐａｄｉｌｌａ
Ｓáｎｃｈｅｚ等［２４］用吡啶来提供碱性环境，Ｒｅｇｕｅｉｒｏ
等［２６］选择磷酸氢二钠提供碱性环境。而本文分别

比较了Ｋ２ＣＯ３、Ｎａ２ＣＯ３、饱和ＮａＨＣＯ３作为衍生化
反应缓冲溶液的衍生化效果，结果发现，采用

Ｎａ２ＣＯ３、饱和ＮａＨＣＯ３作为衍生化反应缓冲溶液，
虽然都能够生成衍生化产物，但采用 Ｎａ２ＣＯ３和饱
和ＮａＨＣＯ３作为衍生化反应缓冲溶液，基线噪音较
大，在对硝基酚钠和邻硝基酚钠出峰处有干扰，其

灵敏度比使用 Ｋ２ＣＯ３作为缓冲液时低近１倍。实
验还考察了将标准溶液吹干后直接加入乙酸酐进行

衍生，结果发现在没有碱性溶液存在的条件下，三

种目标化合物均无法衍生。最终本方法选择 ０１
ｍｏｌ／ＬＫ２ＣＯ３溶液作为衍生化反应缓冲溶液。
２３２　衍生化反应试剂用量的考查　在８ｍＬ０１
ｍｏｌ／Ｌ碳酸钾溶液中加入１ｍｇ／Ｌ硝基酚钠混合标
准溶液１００μＬ，涡旋混合均匀后，分别加入 １０、
２０、５０、１００、１５０、２００、２５０、３００μＬ衍生化试
剂再进气相色谱分析，结果见图２。

结果表明，随着衍生化试剂用量的增加，衍生

化反应产物也随之增加，当衍生化试剂的用量超过

１５０μＬ时，对硝基酚钠、邻硝基酚钠、２甲氧基
５硝基苯酚钠衍生化产物的生成量均趋于平稳，继
续增加衍生化试剂用量，产物没有显著增加。衍生

化试剂用量在２００μＬ时，既能保证衍生化反应顺
利进行，又可以避免浪费。最终确定反应底物

（硝基酚钠复合物）与衍生化试剂的用量体积比为

１∶２０００。ＰａｄｉｌｌａＳáｎｃｈｅｚ等［２４］对乙酸酐和吡啶的

用量进行考察，确定乙酸酐用量为１００μＬ，吡啶
２０μＬ，与本实验乙酸酐的用量有差异，而 Ｒｅｇｕｅｉ

６０１



　第 ６期 邢丽红等：气相色谱法检测鱼和虾中复硝酚钠残留量

图２　衍生化试剂用量与衍生化产物关系图
Ｆｉｇ２　Ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐｃｕｒｖｅｓｏｆｔｈｅａｍｏｕｎｔｏｆ
ｄｅｒｉｖａｔｉｚａｔｉｏｎａｇｅｎｔａｎｄｄｅｒｉｖａｔｉｖｅｓ

ｒｏ等［２６］在衍生化氯苯酚等时乙酸酐用量为 ２００
μＬ，与本实验结果相一致。而对于实际未知样品，
衍生化试剂的用量既要保证足量，又要避免浪费，

综合考虑确定衍生化试剂的用量为２００μＬ。
２３３　衍生化反应时间和温度的选择　实验分别
考察了不同衍生化反应温度和不同衍生化反应时间

对衍生化产物生成量的影响 （见图３）。结果显示，
衍生化反应初期，生成产物相对稳定，随着衍生化

反应时间的延长，衍生化产物的量呈逐渐减少的趋

势。衍生化反应初期，随着衍生化温度的升高，衍

生化产物生成的量有所增大，随着衍生化时间的延

长，衍生化产物的生成量呈下降趋势。从图３可以
看出，４０℃下衍生１０ｍｉｎ和常温下衍生１０ｍｉｎ相
比，４０℃时衍生化产物具有更高的生成量，但在５
～１５ｍｉｎ范围内，其生成量不稳定，变化率较常温
下大，对于批量样品操作而言，常温下衍生的结果

更稳定一些。此外，常温下不需要进行额外的加热

操作，更简便，绿色，环保，在考虑满足检测灵敏

度的前提下，最终确定衍生化反应在常温下进行，

衍生化反应时间为１０ｍｉｎ。
２４　色谱条件的选择

柱温对分离度影响很大，经常是条件选择的关

键。初始温度的选择对色谱峰具有重要的影响，初

始温度高，对硝基酚钠和邻硝基酚钠两个目标化合

物峰相重叠，降低初始温度至１２０℃，同时比较不
同升温速率，结果发现以１５℃／ｍｉｎ速率升温，既
能使对硝基酚钠和邻硝基酚钠达到很好的分离效

果，又能缩短出峰时间。硝基酚钠属于强极性化合

物，与乙酸酐衍生化后极性降低，实验分别比较了

ＤＢ１７０１和ＤＢ５气相毛细管色谱柱的分离效果，
结果表明，ＤＢ１７０１毛细管色谱柱具有适宜的保留
时间、对称的峰形和良好分离效果，且不受基质干

图３　邻硝基酚钠、对硝基酚钠和２甲氧基５
硝基苯酚钠和时间－温度曲线图

Ｆｉｇ３　Ｔｉｍｅｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｃｕｒｖｅｓｏｆｏｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌｓｏｄｉｕｍ，
ｐｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌｓｏｄｉｕｍａｎｄ２ｍｅｔｈｏｘｙ５ｎｉｔｒｏｐｅｎｏｌａｔｅｓｏｄｉｕｍ

扰。ＤＢ１７０１属于中极性色谱柱，为了能够尽快将
杂质吹出，同时还能有效保护色谱柱，其最高温度

应不高于２５０℃。气化室温度取决于样品的挥发
性、沸点及进样量，本实验选择气化室温度 ２５０
℃，可以保证３种化合物迅速完全气化，又不发生
降解。为了使色谱柱的流出物不在检测器中冷凝而

污染检测器，检测室温度需高于柱温 ３０～５０℃，
本实验选择检测器温度３００℃。
２５　方法检出限、回收率和精密度
２５１　线性范围和检出限　在本实验所建立的色
谱条件下，以色谱峰面积 （ｙ）为纵坐标，以相应
的浓度 （ｘ）为横坐标，绘制标准曲线，对硝基酚
钠、邻硝基酚钠、２甲氧基５硝基苯酚钠标准工作
液在５～１００μｇ／Ｌ浓度范围内，峰面积与浓度呈良
好的线性关系，线性回归方程和相关系数见表１。

检出限是采用添加法进行实测确定的。按照信

噪比Ｓ／Ｎ＝３和Ｓ／Ｎ＝１０确定方法的检测限和定量
限分别为５和１０μｇ／ｋｇ。草鱼空白样品及加标样品
色谱图见图４。ＰａｄｉｌｌａＳáｎｃｈｅｚ等［２４］研究表明，有

些酚类化合物在低浓度点的回收率并不稳定，确定

对硝基苯酚等酚类化合物的定量限为 １０μｇ／ｋｇ，
与本研究结果相一致。

２５２　回收率和精密度　分别以草鱼、鳕鱼和南
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表１　硝基酚钠的线性范围与方法检出限
Ｔａｂｌｅ１　Ｌｉｍｉｔｏｆｔｈｅｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ｌｉｎｅａｒｒａｎｇｅａｎｄｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ

ｅｑｕａｔｉｏｎｏｆｓｏｄｉｕｍｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌａｔｅｓａｍｐｌｅｓ

化合物名称 线性方程 Ｒ２
方法检出限／

（μｇ·ｋｇ－１）

对硝基酚钠
ｙ＝１０５８００ｘ＋
１４４１５８

０９９９ ５

邻硝基酚钠
ｙ＝１８４７５５ｘ－
２０４１８８

０９９９ ５

２甲氧基５
硝基苯酚钠

ｙ＝２５１５５７ｘ＋
７０１２５

０９９９ ５

美白对虾为测试对象，在空白样品中添加混合标准

溶液，按照实验方法对样品进行处理，计算平均回

收率。同一添加水平平行测定６份样品，并计算
ＲＳＤ，结果见表２。

图４　草鱼样品中硝基酚钠加标（ａ）及空白样品（ｂ）色谱图
Ｆｉｇ４　ＧＣｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｇｒａｓｓｃａｒｐａｄｄｅｄｗｉｔｈ
ｖａｒｉｏｕｓｓｏｄｉｕｍｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌａｔｅｓａｍｐｌｅｓ（ａ）

ｃｏｍｐａｒｅｄｗｉｔｈｔｈｅｂｌａｎｋ（ｂ）

表２　空白样品中添加硝基酚钠的回收率及精密度 （ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ２　Ｒｅｃｏｖｅｒｙｒａｔｉｏｓａｎｄｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎｓｏｆｓｏｄｉｕｍｎｉｔｒｏｐｈｅｎｏｌａｔｅｓａｍｐｌｅｓ

ｉｎｓｐｉｋｅｄｇｒａｓｓｃａｒｐ，ｃｏｄａｎｄｗｈｉｔｅｌｅｇｓｈｒｉｍｐ

化合物 添加水平 ／（μｇ·ｋｇ－１）
草鱼

回收率／％ ＲＳＤ／％
鳕鱼

回收率／％ ＲＳＤ／％
南美白对虾

回收率／％ ＲＳＤ／％

对硝基酚钠

１０ ８７６ ８２ ８６６ ９５ ８７７ ８４
３０ ８６４ ７２ ８８６ ６８ ８９６ ６２
１００ ８８０ ５８ ８７３ ６４ ８７５ ６７

邻硝基酚钠

１０ ８２８ ９４ ８４０ ８８ ８３９ １０１
３０ ８３２ ７９ ８３８ ６４ ８４３ ８７
１００ ８３６ ６４ ８３４ ７４ ８３１ ６８

２甲氧基
５硝基苯酚钠

１０ ９１３ ８０ ９０３ ６４ ９０５ ７２
３０ ９２２ ６３ ８９９ ７５ ８９６ ６４
１００ ９０６ ４２ ９１２ ５６ ９０１ ５３

２６　实际样品测定
应用本方法分析了青岛市场上随机抽取的５份

样品，分别是鲈鱼、大黄鱼、草鱼、对虾和大菱

鲆，结果发现有１份样品中检出邻硝基酚钠，其含
量低于１０μｇ／ｋｇ，对硝基酚钠和５硝基邻甲氧基
苯酚钠在这５份样品中均未检出。

３　结　论
建立了气相色谱检测鱼和虾中对硝基酚钠、邻

硝基酚钠和２甲氧基５硝基邻甲氧基苯酚钠的方
法。方法检测限为 ５μｇ／ｋｇ，定量限为 １０μｇ／ｋｇ，
线性范围为５～１００μｇ／Ｌ，相关系数 Ｒ２＞０９９９，
回收率介于 ８２８％ ～９２２％，相对标准偏差均 ＜
１５％。该法灵敏、准确，可用于鱼和虾中硝基酚钠
残留量的检测。
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