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高效液相色谱法检测牛奶中的氟哌啶醇残留 

李昳晴, 韩晓利, 郑佳妍, 张美晨, 王庭欣* 

(河北大学质量技术监督学院, 食品质量安全标准研究所, 保定  071000) 

摘  要: 目的  建立高效液相色谱法检测牛奶中氟哌啶醇残留量的分析方法。方法  样品采用酸化乙腈(0.2%

甲酸, V:V)提取, C18 固相萃取小柱净化, 氮吹浓缩后, 经 0.45 μm 滤膜过滤, 使用安捷伦 ZORBAX SB-C18 色谱

柱进行分离, 乙腈-0.2%甲酸水溶液(1:1, V:V)作为流动相以 0.3 mL/min 流速等度洗脱, 外标法定量。结果  经

选择, 紫外检测波长为 254 nm, 此条件下, 氟哌啶醇质量浓度(X, μg/mL)与其峰面积(Y)在 0.2~5.0 μg/mL 范围

内, 线性关系良好, 相关系数为 0.999, 在 3.0、7.0、10.0 μg/mL 3 水平的加标回收率为 81.73%~95.57%, 相对

标准偏差为 1.97%, 检出限为 7.58 μg/L, 定量限为 25.27 μg/L。结论  此方法具有成本低、操作简单、可操作

性强、回收率高、灵敏度高、精确度高等优点, 适用于牛奶中氟哌啶醇的检测。 
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Determination of haloperidol in milk by high performance liquid 
chromatography 

LI Yi-Qing, HAN Xiao-Li, ZHENG Jia-Yan, ZHANG Mei-Chen, WANG Ting-Xin* 

(College of Quality and Technical Supervision, Institute of Food Safety and Standardization, Hebei University,  
Baoding 071000, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of haloperidol residues in milk by high 

performance liquid chromatography. Methods  The samples was extracted with acidified acetonitrile (0.2% formic 

acid, V:V), purified by C18 solid phase extraction column, concentrated by nitrogen blowing, filtered by 0.45 μm filter 

membrane, separated by Agilent ZORBAX SB-C18 column with the acetonitrile-0.2% formic acid aqueous solution (1:1, 

V:V) as mobile phase and isometric elution was performed at 0.3 mL/min, and quantified by external standard method. 

Results  The selected ultraviolet detection wavelength was 254 nm, under this condition, the linear relationship 

between haloperidol concentration (X, μg/mL) and peak area (Y) was good in the range of 0.2‒5.0 μg/mL, the correlation 

coefficient was 0.999, and the spiked recoveries at 3.0, 7.0, 10.0 μg/mL were 81.73%‒95.57%, the relative standard 

deviation was 1.97%, the limit of detection was 7.58 μg/L, and limit of quantification was 25.27 μg/L. Conclusion  

This method has the advantages of low cost, simple operation, strong operability, high recovery, high sensitivity and 

high accuracy, which is suitable for the detection of haloperidol in milk. 

KEY WORDS: high performance liquid chromatography; haloperidol; milk; external standard method 
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0  引  言 

氟哌啶醇(haloperidol, Hal), 别名氟哌丁苯、氟哌醇、

卤吡醇等, 化学名称为 1-(4-氟苯基)4-4-(4 氯苯基)4-羟基-1-

哌啶基-1-丁酮, 分子式为 C21H23ClFNO2, 其相对分子质量

为 375.864。氟哌啶醇是一种典型抗精神分裂药, 有较强的

多巴胺受体拮抗作用, 主要用于多种急性、慢性精神分裂症、

躁狂症、抽动秽语综合症等[1]。为了缓解动物长期运输中的紧

张情绪, 防治肉质被影响, 该药常被不法商家加入到动物饲料

中以改善肉质, 以至于牛肉甚至牛奶中出现氟哌啶醇残留。 

长期饮用含有氟哌啶醇残留的牛奶可能会引起迟发性

运动障碍、失眠、头痛、口干及消化道症状, 甚至引起心律

失常和心肌损伤[2]。研究表明, 氟哌啶醇用药剂量个体差异

较大, 不良反应常常与用药剂量有关[3], 但无论如何, 对牛

奶中氟哌啶醇的残留量进行严格把控都势在必行 , GB 

31650—2019《食品安全国家标准 食品中兽药最大残留限

量》规定镇静剂类药品氯丙嗪允许用做治疗用但不得在动物

性食品中检出, 但却对氟哌啶醇未作相关要求。诸多学者已

对奶制品中包括镇静剂在内的农兽药残留的检测方法有所

研究和报道[4‒6], 常用于检测氟哌啶醇的方法有超高效液相

色谱-质谱法[7‒12]、顶空气相色谱法[13]、气相色谱-串联质谱

法[14‒15], 以及 GB/T 22993—2008《牛奶和奶粉中八种镇定

剂残留量的测定 液相色谱-串联质谱法》等, 其中, 气相色

谱法适用于分析气体试样、易挥发或可转化为易挥发的液体

和固体, 不适用于本实验, 液相色谱-质谱联用以及气相色

谱-质谱联用技术的成本过于昂贵, 对于小型检测鉴定机构

来说无法普及, 故本研究拟建立一种测定牛奶中氟哌啶醇

含量的高效液相色谱法, 旨在为牛奶中氟哌啶醇的检测提

供成本低、易实现并且准确的定量方法。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

样品: 脱脂牛奶(200.0 mL, 广州杰钬商贸有限公司)。 

特仑苏、伊利、蒙牛品牌纯牛奶均购自超市。 

试剂: 乙腈、甲醇、甲酸(色谱纯, 天津市科密欧化学试

剂有限公司); 氟哌啶醇标准品(纯度≥98%, 上海源叶生物科

技有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

FC5718R 冷冻离心机(德国 Chaus 公司); PX225DZH 电

子天平(奥豪斯仪器有限公司); SB25-12DTD 超声清洗机(宁

波新芝生物科技股份有限公司); 500 mg/3 mL C18 固相萃取

柱(江苏杰岛高新材料科技有限公司); 1260 Infinity Ⅱ高效液

相色谱仪(德国 Agilent Technologies 公司); Molantom18100d

摩尔原子型纯水机(上海摩勒科学仪器有限公司); 0.45 μm

滤膜(津隆公司)。 

1.3  溶液配制 

1.3.1  标准储备液 

准确称量 0.1 g 氟哌啶醇标准品, 溶于按照 1:1 (V:V)

混合的乙腈与 0.2%甲酸水溶液(V:V)中, 转移至 1000 mL

容量瓶中并定容, 得到 100.0 μg/mL 的氟哌啶醇标准储备

液, -18 ℃储存备用, 有效期 1 个月。 

1.3.2  加标溶液 
准确量取 4.0 mL 空白牛奶样品, 分别加入 150.0、

350.0、500.0 μL 的 100.0 μg/mL 标准储备液, 用空白牛奶

定容到 5.0 mL, 混合均匀, 得到质量浓度为 3.0、7.0、  

10.0 μg/mL 的加标溶液。 

1.3.3  其他溶液 
酸化乙腈(0.2%甲酸, V:V): 准确移取 100.0 μL 甲酸, 

用乙腈准确定容到 50.0 mL。 

1.4  样品前处理 

蛋白质是乳制品的主要组成成分, 不同种属乳品所

含蛋白质种类和数量均有不同, 乳制品中复杂的脂肪和蛋

白质成分会影响测定结果 [16‒17], 本研究采用酸化乙腈

(0.2%甲酸, V:V)提取、C18 小柱净化的前处理方法对牛奶中

的氟哌啶醇进行提取净化。 

1.4.1  提  取 

参考严丽娟等[10]的前处理方法, 进行适当改动, 吸取

液态奶 2.0 mL, 加入 2.0 mL 酸化乙腈(0.2%甲酸, V:V), 旋

涡振荡 1 min。离心机中 10000 r/min 离心 10 min, 吸取上

层清液, 在离心管的沉淀物中再次加入 2.0 mL 酸化乙腈

(0.2%甲酸, V:V), 重复上述步骤, 取上层清液, 共重复操

作 2 次, 将 3 次提取的上清液合并, 备用。 

1.4.2  净  化 
C18 小柱依次用甲醇、水活化, 待测溶液上样后用水

淋洗去掉多余杂质, 最后用甲醇洗脱。洗脱后用 50 ℃水浴

氮吹仪氮吹, 取 1.0 mL 的乙腈-0.2%甲酸水溶液[配比为

1:1 (V:V)]溶解残留物, 最后用 0.45 μm 滤膜过滤, 备用。 

1.5  色谱条件 

1.5.1  仪器参数设置 

安捷伦 ZORBAX SB-C18色谱柱; 流动相 A: 乙腈, 流

动相 B: 0.2%甲酸水溶液(V:V, 下同), 比例恒为 1:1 (V:V); 

流速: 0.3 mL/min; 柱温: 30 ℃; 进样量: 20.0 μL; 检测器:

二极管阵列检测器(diode-array detector, DAD)。 

1.5.2  流动相的选择 
查阅相关文献[11‒12], 设置 2 种流动相进行比较。第 1

种流动相: 配比恒为 1:1 (V:V)的乙腈-0.2%甲酸水溶液[下文

未作特别说明的, 乙腈-0.2%甲酸水溶液配比均为 1:1 (V:V)], 

第 2 种是配比恒为 1:1 (V:V)的甲醇-0.2%甲酸水溶液, 对 2

种情况的色谱图进行比较进而选择最终流动相。 

1.5.3  检测波长的选择 

查阅相关文献[18‒19]设定 3 种紫外吸收波长, 为有效排

除溶液中杂质的干扰, 对比 244、254、260 nm 3 个吸收波
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长下的响应信号, 确定最终的检测波长。 

1.5.4  标准储备液稀释溶剂的选择 

在制作标准工作曲线的过程中, 以甲醇作为稀释溶剂制

备一系列浓度梯度的标准工作液, 在不改变流动相与高效液

相色谱仪参数设置的情况下进样检测, 同时使用乙腈-0.2%

甲酸水溶液作为稀释溶剂, 对比色谱图, 确定最终稀释溶剂。 

1.6  检出限和定量限 

检出限(limit of detection, LOD)是指仪器能够检测的目

标物的最低量, 以信噪比 S/N=3 相应的质量浓度为最低检出

限; 定量限(limit of quantitation, LOQ)是指仪器能够定量的最

低量, 以信噪比 S/N=10 时相应的质量浓度为定量限[20]。 

1.7  标准工作曲线 

移取一定量 100.0 μg/mL 的标准储备液于 10 mL 容量

瓶中, 用乙腈-0.2%甲酸水溶液定容, 即得到质量浓度为

0.2、0.4、0.6、0.8、1.0、2.0、3.0、4.0、5.0 μg/mL 的标准

工作液, 现配现用。 

1.8  回收率及精密度的测定 

准确量取 1 份 2.0 mL 牛奶作为空白对照, 与 3 份加标

溶液浓度分别为 3.0、7.0、10.0 μg/mL 的牛奶进行回收率

实验 , 每个待测溶液进样 3 次 , 计算平均回收率。将   

10.0 μg/mL 的加标溶液, 重复 6 次进样, 测定峰面积, 计算

出相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs), 检测

方法的精密度。 

2  结果与讨论 

2.1  色谱条件的优化 

2.1.1  流动相的选择 

在用乙腈-0.2%甲酸水溶液作流动相进样检测时, 氟哌

啶醇的保留时间为 9.42 min, 见图 1a, 色谱图峰型较好, 杂峰

较少。在用甲醇-0.2%甲酸水溶液作流动相进样进行检测时, 

虽在 7.5 min 开始出峰, 见图 1b, 但色谱图出峰混乱, 杂峰较

多, 甚至出现倒峰, 无法得到氟哌啶醇的明显特征峰。与刘洪

斌等[11]使用配比为 9:1(V:V)的甲醇-0.2%甲酸水溶液作流动相

相比, 本研究以甲醇-0.2%甲酸水溶液作流动相的色谱图出

现 3 个正峰、2 个倒峰, 峰之间互相连接, 没有完全分离, 氟

哌啶醇的特征峰不能被单独表示出来, 分离效果差, 且在

9.42 min 并没有出现氟哌啶醇的特征峰, 这与流动相成分的

改变对出峰时间的影响有关[21‒23]。相比之下, 乙腈-0.2%甲酸

水溶液作流动相能够获得完整显示的氟哌啶醇特征峰, 特征

峰单一、峰型良好, 故选择乙腈-0.2%甲酸水溶液作流动相。 

2.1.2  检测波长的选择 

对比相同溶剂稀释的同一浓度标准工作液在 244、254

和 260 nm 3 个波长下的出峰情况。在波长为 254 nm 时峰面

积最大(1097.885 mAUꞏs), 峰型最好 , 见图 2; 当波长为  

244 nm 时 , 出 现 明 显 的 倒 峰 , 峰 面 积 较 大 , 为      

816.732 mAUꞏs, 说明存在一个未知干扰物, 此未知物质对

紫外光有较强吸收能力, 会对氟哌啶醇的峰面积测定值造

成一定干扰, 为防止此未知物质对氟哌啶醇检测的干扰, 避

免造成较大误差 , 故排除 244 nm 波长; 当波长设定为   

260 nm 时, 氟哌啶醇的峰面积为 562.711 mAUꞏs, 与 244、

254 nm 时测得峰面积相比, 峰面积相对较小, 说明氟哌啶

醇对该波长紫外光的吸收能力较弱。综上, 选择 254 nm 为

检测波长, 参比波长默认 360 nm。 

2.2  标准工作曲线 

2.2.1  标准工作曲线溶剂的选择 

使用甲醇作为标准储备液的稀释溶剂时, 杂峰较多, 

并出现倒峰, 在 9.42 min 时的特征峰不明显, 峰型较差, 

如图 3 所示。使用乙腈-0.2%甲酸水溶液作为稀释溶剂时, 

可以得到较好的峰型, 峰型对称, 几乎无拖尾现象, 如图

1a 所示, 因此选择乙腈-0.2%甲酸水溶液作为标准工作曲

线的稀释溶剂。 

 

 
 

注: a: 乙腈-0.2%甲酸水溶液(1:1, V:V)作流动相; b: 甲醇-0.2%甲酸水溶液(1:1, V:V)作流动相。 

图 1  2 种流动相体系下的氟哌啶醇色谱图(4.0 μg/mL) 

Fig.1  Chromatograms of haloperidol at 2 kinds of mobile phase systems (4.0 μg/mL) 
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图 2  氟哌啶醇在 244、254 与 260 nm 检测波长下的 

响应信号(4.0 μg/mL) 

Fig.2  Response signals of haloperidol at 244, 254 and  
260 nm (4.0 μg/mL) 

 
 

 
 

图 3  甲醇作溶剂的色谱图 

Fig.3  Chromatogram of methanol as solvent 

 

2.2  检出限和定量限 

以 9 个浓度梯度的标准溶液作高效液相色谱分析, 以

峰面积(Y)对质量浓度(X, μg/mL)进行回归处理, 得到回归方

程为 Y=205.8X+3.34, 相关系数为 0.999, 在 0.2~5.0 μg/mL

范围内, 线性关系良好。当 S/N=3 时, 计算出氟哌啶醇的

LOD 为 7.58 μg/L, 当 S/N=10 时, 计算出氟哌啶醇的 LOQ

为 25.27 μg/L, 方法灵敏度较高。 

2.3  回收率和精密度 

将 10.0 μg/mL 的加标牛奶重复进样 6 次, 所测得的峰

面积分别为 1679.351、1689.851、1653.268、1599.790、

1652.260、1630.087 mAUꞏs, 其 RSDs 为 1.97%, 表明本实

验方法的精密度较好。 

以 3.0、7.0、10.0 μg/mL 的加标牛奶样品分别进样 3

次, 结果见表 1, 平均回收率在 81.73%~95.57%范围内, 

回收率高。值得注意的是, 当提取 1 次和 2 次时, 回收率

均不到 80%, 由此可知, 本研究所建立方法的提取净化

准确性较高, 适用于牛奶基质中氟哌啶醇残留的测定。 

表 1  空白牛奶样品加标回收率实验结果(n=3) 
Table 1  Results of recovery rates in blank milk samples (n=3) 

添加浓度
/(μg/mL) 

峰面积 
/(mAUꞏs)

检出浓度 
/(μg/mL) 

回收率 
/% 

平均回收

率/% 

 3.0 

548.607 2.7 89.33 

95.48 642.433 3.1 104.67 

568.355 2.8 92.45 

 7.0 

1421.944 6.9 99.14 

95.57 1274.364 6.2 88.86 

1416.018 6.9 98.71 

10.0 

1679.351 8.2 82.00 

81.73 1689.851 8.3 82.50 

1653.268 8.0 80.70 

 
2.4  实际样品测定 

通过所建立的高效液相色谱方法对在超市购买的 3

种不同品牌的牛奶样品进行检测, 均未检出氟哌啶醇的

残留。 

3  结  论 

本研究通过选择流动相、标准工作液稀释溶剂以及检

测波长, 最终选定以乙腈-0.2%甲酸水溶液作为流动相, 以

乙腈 -0.2%甲酸水溶液为标准工作液的稀释溶液 , 设定 

254 nm 为氟哌啶醇的检测波长, 采用高效液相色谱法对牛

奶中的氟哌啶醇残留进行定量分析, 氟哌啶醇的保留时间

为 9.42 min, 回收率较已有研究[10]有所提高, 在没有高精

密度的液相色谱-质谱仪器的情况下, 实现了牛奶中的氟

哌啶醇的准确、高效测定, 方法成本低、操作简单、检测

速度快、易实现, 可作为小型实验室检测牛奶中氟哌啶醇

残留量的参考方法推广应用。 
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