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摘  要: 目的  建立测定斑点叉尾鮰中丁香酚残留量的高效液相色谱法, 并探究高、中、低 3 个不同丁香酚

浓度在鱼体内的残留规律。方法  样品先经过冷冻干燥法将鱼肉冻干, 磨成粉状过筛, 称 0.5 g 冻干鱼粉经 5 

mL 乙腈超声重复提取 3 次, 280 nm 条件下, 高效液相色谱技术进样检测, 采用外标法定量。结果  丁香酚标

样在 0.15~20.0 mg/L 浓度范围内, 线性关系良好, 线性相关系数达到 0.99996。在添加浓度为 0.40-3.20 mg/kg

时, 加标回收率在 78.67%~90.54%, 相对标准偏差为 3.37%~5.54%, 方法的检出限为 0.045 mg/kg。同时发现麻

醉时所用的丁香酚溶液浓度越高, 丁香酚在鱼体内积累越多, 用 60 mg/L 丁香酚溶液麻醉过的鮰鱼, 体内丁香

酚完全代谢需 6~8 d, 而用 40、16 mg/L 丁香酚溶液麻醉过的鮰鱼, 仅需 4~6 d。结论  本方法具有操作简便、

快速、准确、所用试剂价格低廉的特点, 适用于斑点叉尾鮰中丁香酚残留量批量检测。 
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Determination of eugenol residues in channel catfish by high performance 
liquid chromatography 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of eugenol residues in channel catfish by high 

performance liquid chromatography (HPLC), and investigate the residues of eugenol in fish at 3 different 

concentrations. Methods  The flesh of fish was frozen-dried by freeze dryer, grinded into powder and sifted. The 0.5 

g frozen-dried sample was extracted by 5 mL acetonitrile ultrasound for 3 times. Under 280 nm conditions, the 

samples were detected by high performance liquid chromatography and quantified by external standard method. 

Results  Eugenol standard samples had a good linear relationship within the concentration range of 0.15-20.0 mg/L, 

and the linear correlation coefficient reached 0.99996. When the added concentration was 0.40-3.20 mg/kg, the 

recoveries were 78.67%-90.54%, with the relative standard deviation were 3.37%-5.54%, and the limit of detection 
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was 0.045 mg/kg. At the same time, it was also found that the higher the concentration of eugenol solution used 

during anesthesia, the more eugenol accumulated in the fish. With 60 mg/L of eugenol solution anesthetizing the fish, 

the metabolism of eugenol totally takes 6-8 d, and with 40, 16 mg/L of eugenol solution anesthetizing the fish, only 

4-6 d. Conclusion  This method is simple, rapid, accurate and cheap, which is suitable for the batch detection of 

eugenol residues in catfish. 

KEY WORDS: eugenol; Ietalurus punetaus; high performance liquid chromatography; residue 
 
 

1  引  言 

斑点叉尾鮰(Ietalurus punetaus)由于其对生态环境适

应性较强, 自 1984 年由湖北省水产科学院研究所从美国

引进后, 目前已在我国广泛养殖。该鱼蛋白质含量较高, 

肉质较好, 肌肉中含有 18 种氨基酸, 且富含人体所需的多

种微量元素, 深受消费者的喜爱[1]。由于斑点叉尾鮰受养

殖区域限制, 南鱼北运已是必需。在活鱼运输过程, 当鱼

受到震荡胁迫时, 鱼很容易产生应激反应, 这将直接导致

鱼体免疫抑制, 身体受到伤害甚至死亡[2], 在运输过程中, 

由于氧气消耗和氨排泄导致的水质恶化, 鱼类的存活率可

能会进一步降低[3], 渔用麻醉剂可以减少活鱼的应激和活

动, 防止互相伤害, 减少新陈代谢, 大大提高活鱼在运输

中的存活率。因此 , 多种渔用麻醉剂如三甲基磺酸盐

(MS-222)[4], 苯佐卡因[5]、丁香酚[6]、二氧化碳[7]等被引入

水产养殖以协助活鱼运输。 

丁香酚具有麻醉诱导时间短、复苏快、对于人和鱼均

无毒、低残留等特点[8,9], 成为渔业领域应用广泛的麻醉剂

之一。在日本、新西兰、澳大利亚、智利等国家, 均已批

准丁香酚用作合法的水产麻醉剂, 日本和欧盟对其最大残

量规定为 0.05 mg/kg 和 6 mg/kg, 同时, 日本规定丁香酚麻

醉后的鱼休药期定为 7 d[10-12]。但是, 活鱼经麻醉剂麻醉后, 

因鱼种类不同, 实际代谢过程中丁香酚完全代谢干净可能

超过 7 d, 鱼体内残留的丁香酚可以通过食物链传递, 最终

会富集到人体内, 可能会影响人体健康。因此, 对活鱼运

输过程中麻醉剂的残留检测及麻醉剂在鱼体内的代谢规律

已经受到人们的广泛关注。 

目前, 鱼体内丁香酚残留的检测方法主要有高效液

相 色 谱 法 (high performance liquid chromatography, 

HPLC)[13]、液相色谱 -串联质谱法 (liquid chromatography 

tandem mass spectrometry, LC/MS)[14]、气相色谱法 (gas 

chromatography, GC)[15] 及 气 相 色 谱 - 串 联 质 谱 (gas 

chromatography coupled mass spectrometry, GC/MS)[16], 这

些检测方法中质谱检测器较昂贵, 一般水产公司难以大量

推广到生产实践中, 而部分 HPLC 前处理方法仅仅用到液

液萃取, 大量使用有机溶剂对实验操作者的身体造成潜在

危害; 同时相对于麻醉效果研究, 水产品中丁香酚残留消

除方面的研究很少。本实验采用冻干法结合有机溶剂提取

对样品进行前处理, 以高效液相色谱法进行测定, 并对不

同浓度麻醉的鮰鱼中丁香酚的代谢残留量进行测定, 探究

鮰鱼肌肉组织中丁香酚残留的消除规律, 以期为水产品中

丁香酚残留检测及使用提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  材料、试剂与仪器 

2.1.1  材  料 

斑点叉尾鮰(约 500 g)购于武汉市白沙洲大市场, 实

验前, 先将购买回的鱼暂养一段时间, 按不同浓度丁香酚

麻醉一定时间, 转移到 14 ℃清水中暂养。隔 2 d 取 1 次样, 

鱼样经宰杀、放血、取肉、去皮, 自来水冲洗后用蒸馏水

洗, 然后用干净纱布擦去肌肉表面的水渍, 用绞肉机搅碎, 

做好标记装入真空包装袋, 放入-18 ℃下冷藏备用。 

2.1.2  试  剂 

丁香酚标准品 (CAS 号: 97-53-0, 纯度均≥99%, 英

国 TCI 公司); 甲醇、乙腈(色谱纯, 美国 Sigma-Aldrich 公

司); 甲醇、乙腈、丙酮、正己烷、乙醇(分析纯, 国药集团

化学试剂有限公司)。 

2.1.3  仪  器 

LC-20AT 型高效液相色谱仪(日本岛津公司); 3K15 离

心机、IKA®VORTEX 3 涡旋振荡器(美国 Sigma-Aldrich 公

司); ISO 9001电子分析天平(德国Sartorius公司); BJ-1000A 

粉碎机(德清拜杰电器有限公司); RE 52-99 旋转蒸发仪(上

海亚荣生化仪器厂); FD5-2.5 冷冻干燥机(美国 GOLD-SIM

公司); KQ5200DE 数字超声波清洗器(昆山市超声仪器有

限公司); HSC-24A 氮吹仪(天津市恒奥科技发展有限公司); 

Direct-Q® 5UV 超纯水仪(美国 Millipore 公司)。 

2. 2  标准溶液的配制 

准确称取 0.010 g(精确至 0.0001 g)丁香酚标准品用色

谱纯甲醇溶解, 棕色容量瓶中定容到 10 mL, 配制成 1000 

μg/mL 标准母液, 放于-18 ℃冰箱保存, 有效期 6 个月。使

用时用甲醇将母液梯度稀释成所需浓度的标准液。 

2.3  实验方法 

将-18 ℃冷冻后的样品放到冷冻干燥机中进行冻干处

理, 分别记下冻干前后的质量, 冻干后用粉碎机将鱼样粉

碎, 过筛。准确称取 0.500 g(精确到 0.001 g)鱼粉置于 50 mL
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的离心管中, 加 5 mL 乙腈, 涡旋振荡 1 min, 超声 10 min

后以 10000 r/min 离心 10 min, 吸取上清液于另一 50 mL 离

心管中, 残渣用以上步骤重复提取 2 次, 合并上清液, 倒

入 50 mL 鸡心瓶中于 40 ℃水浴中旋蒸到 1 mL, 将浓缩液

转移到 5 mL 的离心管中, 40 ℃氮吹至干。加 1 mL 乙腈重

新溶解, 摇匀, 过 0.45 μm 有机滤膜, 进样检测。 

2.4  色谱条件 

色谱柱: Phenomenex C18 色谱柱(250 mm×4.60 mm, 

5.00 μm); 柱温: 30℃; 流动相为甲醇:水=(80:20, V:V); 流

速: 0.6 mL/min; 检测器: UV 检测器; 检测波长: 280 nm; 

进样量: 10 μL。 

2.5  数据统计分析 

数据处理采用 Microsoft Excel 2010, 图表的绘制采用

Origin 9.0 软件。 

3  结果与分析 

3.1  色谱条件的优化 

现行丁香酚检测手段中, 一般采用甲醇-水或者乙腈-

水作流动相[17,18], 研究比较了以上 2 种不同有机流动相, 

对比发现丁香酚在水-甲醇中的响应值略高于水-乙腈, 并

且乙腈对人体健康毒性较大, 因此本实验选取甲醇-水作

为流动相。色谱柱温箱温度对于峰的保留时间有直接影响, 

当柱温箱温度升高时, 峰保留时间会缩短, 本实验比较了

6 个不同温度(28、30、32、34、36、38 ℃)条件下, 相同浓

度丁香酚下的响应值, 发现 30 ℃时丁香酚标样的响应值

最高, 且峰形对称, 即后续实验柱温箱温度保持在 30 ℃。 

对于浓度型检测器—紫外检测器检测丁香酚时, 流

动相的流速对丁香酚信号峰的对称性以及丁香酚的回收率

有很大影响, 最终影响最终结果的准确性, 一般而言, 随

流速增大, 回收率会减小。本研究比较了一系列流速(0.2、

0.3、0.4、0.5、0.6、0.7、0.8 mL/min)条件下, 流速对回收

率的影响, 当流速为 0.6 mL/min 时丁香酚峰面积占总峰面

积最大, 综合考虑峰形, 选择 0.6 mL/min 流速为最佳流

速。图 1 是甲醇-水作为流动相时丁香酚标准溶液色谱图。 

3.2  鱼样预处理方法的选择 

通过冷冻干燥技术处理, 鱼样中原溶于水的溶解物质

就地析出, 鱼体内的杂质大量减少, 通过合适的有机溶剂提

取后, 丁香酚的峰形很容易显现出来, 目标峰附近杂峰较小, 

不影响丁香酚化合物的识别定量, 其次, 采用冻干后的鱼样, 

前处理过程可以不用添加氯化钠和无水硫酸镁, 前处理方

法较为简单。因此, 采用冻干后的鱼样进行测定。 

3.3  提取剂的优化 

对于鱼体内丁香酚的提取, 提取剂种类的选择对于

丁香酚的定量提取是最为关键的, 因此, 定量方法的第一

步包括测试不同的溶剂。在提取过程中, 甲醇和乙腈的提

取液澄清透明, 丙酮和正己烷提取液呈现悬浊液状态, 杂

质明显比前两种提取剂多, 具体提取效果如表 1 所示, 乙

腈和甲醇具有较高的提取效率, 但是经浓缩后的甲醇提取

液杂质明显高于乙腈, 可能是因为鱼体内脂肪和甲醇均含

有羟基, 用甲醇提取杂质较多, 进色谱检测发现目标峰附

近杂质较多, 直接导致方法的检出限较低, 而乙腈提取峰

型较好、杂质较少; 因此, 选择乙腈作为鱼样的提取液。 

 
 

 

 
图 1  甲醇-水作为流动相时丁香酚标准溶液色谱图 

Fig.1  Chromatogram of eugenol standard solution with methanol-water as mobile phase 
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表 1  不同溶剂对提取效果的影响(n=3) 
Table 1  Effect of different solvent on the extraction(n=3) 

溶剂 回收率/% 杂质干扰 峰形 基线噪音

乙腈 53.94 较小 较好 较小 

甲醇 52.71 较多 较好 较小 

丙酮 24.63 较多 较差 较小 

正己烷 36.59 较多 较差 较大 

 

3.4  超声时间对提取效果的影响 

超声提取可以促进丁香酚的溶解, 由图 2 可知, 超声

10、20 min 提取效率较 30、40 min 低, 而超声 30、40 min

提取效率相差不大, 因此在实验过程中, 采取超声 30 min

完成后续实验。 

3.5  提取液体积的选择 

取 0.5 μg/g 加标鱼样, 比较提取溶剂体积(10、15、20、

25 mL)对回收率的影响, 结果如图 3 所示, 用 15 mL 乙腈

进行提取时, 丁香酚回收率最大。 

3.6  提取次数的影响 

对于化合物的提取, 提取次数对于加标回收率有着

重要的影响, 一般遵守少量多次原则, 但若提取次数太多, 

会造成资源和时间双重浪费, 用 15 mL 乙腈提取不同次数

后的回收率如图 4 所示, 显然提取 1 次和 2 次的回收率远

小于提取 3 次和 4 次, 说明只提取 1 或者 2 次, 目标化合

物在残渣里的残留量仍较大, 提取 3 次和 4 次的回收率相

差不大, 综合考虑到实验条件、实际操作过程等各方面的

因素, 选择提取 3 次。 

在以上条件下对空白鱼样、加标鱼样进行处理后色谱

图分析, 其结果如图 5 和图 6 所示。 

 
 

 

 
图 2  超声时间对提取效果的影响(n=3) 

Fig.2  Effect of different ultrasonic time on the extraction (n=3) 

 
 

图 3  不同体积的溶剂对提取效果的影响(n=3) 

Fig.3  Effect of different volumes of solvents on the extraction(n=3) 

 

 
 

图 4  不同提取次数对提取效果的影响(n=3) 

Fig.4  Effect of different extraction times on the extraction(n=3) 
 

3.7  方法的加标回收率和精密度 

配制不同浓度丁香酚标准溶液进行 HPLC 测定, 发现

在 0.15~20.0 mg/L 浓度范围内, 线性关系良好, 线性相关

系数达到 0.99996。加标回收率测定过程, 在空白冻干鱼样

中分别添加浓度为 0.40、1.60、3.20 mg/kg 的丁香酚标准

溶液, 每个浓度设 6 个平行, 同时设一个空白对照, 计算

其加标回收率和相对标准偏差, 结果如表 2 所示, 在添加

浓度为 0.40~3.20 mg/kg时, 平均回收率在 78.67%~90.54%, 

相对标准偏差为 3.37%~5.54%, 表明该实验方法具有较好

的准确性和重现性, 符合残留分析实验的要求, 同时, 以 3

倍信噪比(S/N)计算方法的检出限(limit of detection, LOD)

为 0.045 mg/kg, 10 倍 信 噪 比 计 算 定 量 限 (limit of 

quantitation, LOQ)为 0.15 mg/kg, 黄武等[19]研究了以高效

液相色谱测定罗非鱼中丁香酚含量, 其检出限和定量限分

别为 0.03 mg/kg 和 0.10 mg/kg, 本方法的优点在于使用有

机溶剂较少, 操作简单, 检出限低于日本规定的最大残留

限量标准, 可以用于鱼样中丁香酚残留量的检测。 
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图 5  空白鮰鱼样品图 

Fig.5  Chromatogram of Ietalurus punetaus blank sample 
 

 
 

图 6  鮰鱼加标样品图 

Fig.6  Chromatogram of Ietalurus punetaus spiked sample 
 

表 2  丁香酚加标回收率和相对标准偏差(n=6) 
Table 2  The standard addition recoveries and relative standard 

deviation of eugenol(n=6) 

添加浓度/(mg/kg) 回收率平均值/% RSD/% 

0.40 78.67 5.54 

1.60 79.03 4.38 

3.20 90.54 3.37 

 

3.8  斑点叉尾鮰鱼肉中丁香酚的残留消除研究 

由于缺乏关于淡水鱼中丁香酚摄取及代谢的信息 , 

需要进行初步研究以确定暴露浓度和持续时间, 将所购买

回的鮰鱼暂养一段时间 , 分成 3 组每组 40 尾 , 于

14 ℃±1 ℃下, 按 16、40、60 mg/L 浓度麻醉分别麻醉 20、

10、5 min 以达到相同的麻醉状态(深度麻醉), 然后清水冲

洗, 转移到 14 ℃清水玻璃缸中暂养。隔 2 d 取 1 次样, 用

上述开发的方法进行测定, 如图 7 所示是斑点叉尾鮰丁香

酚残留消除药时曲线(T=14 ℃), 3 个麻醉浓度下鮰鱼肌肉

组织内的丁香酚残留峰值分别为 94.54、76.45、64.26 mg/kg, 

且代谢刚开始, 丁香酚含量快速下降, 在 2 d 后均已降至

峰值 20%以下, 之后代谢速度趋于平缓, 60 mg/L 丁香酚溶

液麻醉过的鱼体内丁香酚降至检出限以下需要 6~8 d, 而

40、16 mg/L 丁香酚溶液麻醉过的鱼只需 4~6 d。Meinertz

等[20]于 17 ℃下将平均体重 358 g 的虹鳟鱼置于 5~100 

mg/L 丁香酚溶液药浴 5~1440 min, 后转移到清水中暂养。

结果表明虹鳟在 10 mg/L 丁香酚溶液下药浴 60 min, 鱼肉

组织中丁香酚残留量达最大值, 而鱼肉中丁香酚消除半衰

期为 19.97 min。该研究也表明丁香酚在虹鳟鱼肉中消除

速率快, 和本实验结果基本一致。 

 

 
 

图 7  不同浓度丁香酚溶液麻醉过的鱼体内丁香酚残留消除趋势

曲线(n=3) 

Fig.7  Elimination trend curve of eugenol residue in fish 
anesthetized with different concentrations of eugenol(n=3) 

 

4  结  论 

本研究建立了一种检测鱼体内丁香酚残留量的 HPLC

方法, 通过冻干法处理, 乙腈超声重复提取 3 次的前处理

手段, 加标回收率为 78.67%~90.54%(RSD<6%), LOQ 为

0.15 mg/kg。暴露研究的结果显示斑点叉尾鮰经不同浓度

丁香酚麻醉后均被快速消除。该方法可有效测定鱼类中的

丁香酚, 可用于鱼类的丁香酚残留监测。 
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