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禽类产品及饲料中尼卡巴嗪药物检测 

分析方法研究进展

尹永康§，王晓亮§，崔艳丽，梁 晓

(青岛农业大学动物医学院，青岛266109)

摘 要：尼卡巴嗪(nicarbazin,NIC)是一类由 4,4，-二硝基苯JR(4>4-dinitrocarbanilide,DNC)和 2-羟基-4,6-二甲基 

I®®(2-hydroxyl-4,6-dimethylpyrimidine,HDP)组成的等分子复合物，其中DNC为其残留标志物。NIC因安全高 

效被广泛应用于鸡和火鸡等禽类球虫病防治。近年来，NIC残留问题高发，严重威胁动物源性食品安全和消费者 

生命健康安全。目前，针对禽类产品和饲料中NIC分析方法主要包括仪器分析方法和免疫分析方法两大类。其 

中，仪器分析方法作为确证方法，具有高特异性、高灵敏度、结果可靠的优点，主要包括高效液相色谱法(high 

performance liquid chromatography, HPLC)和 液相色谱-串 联质谱法(liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry,LC-MS/MS)等。免疫分析方法是NIC快速检测方法的主流技术，具有速度快、成本低、实用性强的 

优点，主要包括酶联免疫检测法(enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA)、免疫层析方法(immunochromatography， 
IC)、表面等离子体共振(surface plasmon resonance,SPR) 荧光免疫检测法(fluorescent immunoassay,FIA)和流式 

细胞术(flow cytometry,FCM)等。笔者综述了近40年来国内外禽类产品和饲料中NIC的检测分析方法，以期为 

NIC残留监控提供理论和实践指导依据。
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Research Progress on the Detection and Analysis Methods of Nicarbazine 
in Poultry Products and Feed
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Abstract: Nicarbazin (NIC) is a class of compounds composed of 4 4-dinitrocarbanilide (DNC) 
and 2-hydroxyl-4, 6-dimethylpyrimidine (HDP)，in. which DNC is its residual marker. NIC is 
widely used in coccidiosis control of chickens and turkeys due to its safety and high efficiency. In 
recent years,its residue problem was high,which seriously threatened the safety of animal derived 
food and the safety of consumers，life and health. At present, the analysis methods for NIC in 
poultry products and feed mainly include instrumental analysis methods and immunoassay 
methods・ Among them, instrumental analysis methods, as confirmatory methods, have the 
advantages of high specificity, high sensitivity and reliable results, mainly including high 
performance liquid chromatography ( HPLC ) and liquid chromatography tandem mass
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spectrometry (LC-MS/MS)・ Immunoassay is the mainstream technology for rapid detection of 
NIC,which has the advantages of high inspection speed, low cost and strong practicability. It 
mainly includes enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) , immunochromatography (IC)， 
surface plasmon resonance (SPR) 9 fluorescent immunoassay (FIA) and flow cytometry (FCM) 
etc. This paper summarized the detection and analysis methods of NIC in poultry products and 
feed at home and abroad in recent 40 years,so as to provide theoretical and practical guidance for
NIC residue monitoring.
Key words: nicarbazine； detection and analysis ； 
methods ； immunoassays

球虫病是禽类养殖业中一种常见且危害极大的 

寄生虫病，可导致禽类生产性能严重下降，目前控制 

该病的主要方法是在饲料中添加各种抗球虫药。尼 

卡巴嗪(nicarbazin, NIC)属于化学合成类抗球虫 

药，具有广谱、高效、性能稳定的特点，被广泛应用于 

鸡和火鸡等禽类养殖中。NIC是4,4几二硝基苯豚 

(4,4-dinitrocarbanilide, DNC)和 2-轻基-4, 6-二甲 

基囉睫(2-hydroxyl-4,6-dimethylpyrimidine, HDP) 
的复合物,DNC是NIC发挥抗球虫效果的主要活 

性成分，且在鸡体内的排泄速度慢于HDP,因此，将 

DNC作为NIC的残留标志物⑴o
中国农业农村部、卫健委和国家市场监管总局 

在2019年公告《食品安全国家标准食品中兽药最大 

残留限量》中规定,NIC在各种可食用鸡组织(肌肉、 

皮、脂肪、肝脏和肾脏)中的最高残留限量(maximum 
residue limit,MRL)为 200 “g/kg⑵，部分欧盟国家 

规定NIC在进口动物源食品中禁止检出，日本动物 

源性食品标准中明确规定水产品中NIC的MRL为 

20 “g/kg⑶。2020年中华人民共和国农业农村部印 

发的《2019年动物及动物产品兽药残留监控计划》 

通知中数据表明，NIC残留存在超标现象⑷，且其被 

检阳性率还在逐年上升，因此,加强对此类药物的残 

留监控十分必要。近几年，国内外针对禽类产品及 

饲料中NIC的检测方法日益增多。笔者对国内外 

报道的禽类产品及饲料中NIC检测方法进行综述， 

主要包括仪器分析法和免疫分析法，以期为此类药 

物残留监控提供方法参考，保障动物源性食品安全。

1仪器分析法

仪器分析法是指使用特殊仪器进行检测分析的 

方法。高效液相色谱法(high performance liquid 
chromatography,HPLC)和液相色谱-串联质谱法 

(liquid chromatography-tandem mass spectrometry, 

LC-MS/MS)是NIC检测分析中应用最广泛的仪器 

poultry products； feed； instrumental analysis 

分析方法。其中LC-MS/MS主要包括高效液相色谱~ 

串联质谱法(high performance liquid chromatography
tandem mass spectrometry, HPLC-MS/MS)、超高 

效液相色谱-串联质谱(ultra high performance liquid 
chromatography tandem mass spectrometry, UPLC- 

MS/MS)等。此外，差示脉冲极谱法、比色法和分光 

光度测定法也曾用于NIC的分析检测，但随着更多 

高效检测技术的建立，已逐渐被代替。

1.1液相色谱法

液相色谱法(performance liquid chromatography, 
LC)是指液体携带的化学混合物在固定液体周围或 

上方流动时，由于溶质分布不均匀而被分离成不同 

组分的一种定量仪器分析方法。NIC的LC方法检 

测限为10 Mg/kg,该方法准确度不高，添加回收率 

低于90 %,与HPLC方法相比丄C方法柱效低且分 

离能力较差。经典的LC方法基本不用于检测分 

析，自2003年鲜有关于采用LC法检测禽类产品及 

饲料中NIC的报道。HPLC方法是在经典LC方法 

基础上进行了改进，使用高压流动相,极大提高了色 

谱柱效及分离能力。21世纪初，HPLC方法一般采 

用紫外检测器(ultraviolet detector, UVD)或荧光检 

测器(fluorescence detector,FLD)进行定量检测，方 

法灵敏度和准确度较同时期LC方法有所提高，灵 

敏度可达到1隅/kg。研究人员采用有机溶剂萃 

取、氧化铝柱层析法净化或过滤的方式对样品基质 

包括牛奶、鸡蛋、家禽肝脏和肉等进行前处理，这种 

方式可使药物残留与食品基质得到有效分离，但处 

理过程繁琐，需大量有机试剂(每个样品需约100 mL 
有机试剂)，且处理效率低。

1.1.1 UVD检测器 UVD检测法具有灵敏度 

高、稳定性好、抗干扰能力强、准确度高和适用范围 

较广的优势。NIC因具有很强的紫外吸收特性，可 

直接用于UVD测定，高效的样品前处理方式配合 

样品无需衍生化过程，可有效地提高检测灵敏度。
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1987年,Knupp等页建立HPLC方法检测54份样 

品(包括牛奶、鸡蛋和肉)中NIC残留，采用有机试 

剂萃取后过滤的方式对样品进行前处理，方法检测 

限为5 Mg/kg,但添加回收率仅为30%〜40%。该 

样品前处理方法使用大量有机试剂、耗时且提取和 

净化效果差，是造成药物添加回收率低的主要原因， 

限制了 HPLC的应用。采用固相萃取(solid phase 
extraction, SPE)方法对样品进行前处理，可有效降 

低有机试剂的使用量，减少样品前处理时间并提高 

药物添加回收率,开启了 HPLC检测方法的新纪元。 

1989年，Vertommen等时采用HPLC方法检测鸡 

蛋中NIC残留，首次使用SPE法对含有NIC残留 

的样品进行前处理,UVD在波长343 nm处检测该 

方法检测限为2.5 Mg/kg,添加回收率为88. 2%〜 

116.4%,使用该方法有效提高了 HPLC方法的检 

测效率和准确度。2001年,Primus等⑺建立HPLC 
方法检测鸡、鸭、鹅血浆中的NIC残留，前处理过程 

中每个样品有机试剂的使用量仅为200 “L,前处理 

时间仅5 min,降低了有机试剂的使用量、提高了检 

测效率，该方法于波长347 nm处检测限为27~ 
35 pg/mL,添加回收率为97. 7%〜101. 4%。

1. 1. 2 FLD检测器 FLD检测器灵敏度较

UVD检测器更高，具有良好的选择性，但需进行药 

物衍生化,且对通常发生在荧光测量中的一些干扰非 

常敏感，因此应用范围窄,不经常应用于NIC检测。 

2015年,Protasiuk等囚开发了一种高性能HPLC分 

析方法，采用FLD检测器检测饲料中NIC含量，该 

方法检测限为50 Mg/kg,添加回收率为98. 3%〜 

111%。抗球虫药物包括离子载体和化学合成两大 

类，与多数兽药相比，抗球虫药物较难从鸡蛋中分离， 

且没有适用于多种抗球虫药物的提取程序冏，因此关 

于禽类产品及饲料中抗球虫药物多残留检测的报道 

并不多。2003 年,Anastassiades 等口提出 QuEChERS 
(Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged, Safe)方法， 

可同时提取样品中多种残留兽药，是目前应用较为 

广泛的样品前处理方法。2020年，Silva等冈优化 

QuEChERS前处理方法，建立高效液相色谱-紫外/ 

荧光法(high performance liquid chromatography
ultraviolet/ fluorescence method, HPLC-UV/FL) 
同时检测鸡肝脏中地克珠利、NIC和拉沙洛西3种 

抗球虫药物。该方法中3种药物的检测限分别为 

20、15和120 pg/kg,添加回收率为91%。简便、节 

省时间、节省溶剂的样品前处理方法为HPLC方法 

检测效率、灵敏度和回收率的提高奠定了基础。

1.2 LC-MS/MS 方法

LC-MS/MS方法是一种具有高选择性和灵敏度 

的定性和定量分析技术，主要包括HPLC-MS/MS和 

UPLC-MS/MS检测方法，具有高分离度、高速度、高 

精确度和高灵敏度的优势。随着LC-MS/MS法成为 

理想的残留确证方法，研究人员常采用该方法对包括 

NIC药物在内的多种兽药残留进行确证分析。与常 

规 HPLC-UV 或 HPLC-FL 相比,LC-MS/MS 方法具 

有样品前处理时间和色谱分析时间短的优势 。

利用HPLC-MS/MS检测兽药残留时,需对复 

杂基质中的样品进行电离，对样品前处理要求较高。 

2017年,Barreto等竝建立的HPLC-MS/MS方法 

可检测鸡肉和鸡蛋中14种抗球虫药物残留，采用乙 

睛、低温清理的方式对样品进行前处理。该方法 

NIC在鸡肉中检测限和定量限分别为55.51和 

61.03 pg/kg,在鸡蛋中检测限和定量限分别为 

12. 3和13. 77 “g/kg,添加回收率为102. 45%〜 

107.28%。目前，HPLC-MS/MS 方法是检测 NIC 

残留较为成熟的方法，采用合适的样品前处理法可 

同时检测食品基质中100多种1 Mg/kg的药物残 

留，满足多残留分析检测的基本要求。

UPLC-MS/MS检测方法集高效分离和结构鉴 

定于一体，具有高分离度、高速度、高精确度和高灵 

敏度的优势，且该类方法最低浓度检出水平可达到 

0. 1隅/kg。此方法逐渐代替HPLC-MS/MS法，研 

究人员多使用该方法用于兽药多残留的确证分析。 

2015年,Muharem等1将高分辨质谱仪与快速前 

处理方法相结合，建立了 UPLC-MS/MS法测定鸡 

肉中包括NIC在内的6种抗球虫药物残留，其中 

NIC定量限为0. 5 yg/kg,添加回收率为67. 7%〜 

126. 8%,相对标准偏差(RSDX10. 4%。2020 年， 

金晓峰等购建立upLC-MS/MS法，检测鸡蛋中包括 

NIC在内的8种兽药残留，其中NIC的检测限为

5. 0 ptg/kg,定量限为10. 0 pg/kg,添加回收率为 

91. 8%〜109. 0%,批内相对标准偏差为2. 6%〜3. 8%, 
批间相对标准偏差为4.1%〜9. 6% o UPLC-MS/MS 

方法顺应当前兽药残留快速、简便、准确、高通量检测 

的发展趋势，在保证兽药残留检测方法性能标准要求 

的灵敏度、准确度和精密度的同时，有效提高试验效 

率,对畜禽产品质量安全监测监管具有重要意义 。

2免疫分析方法

基于抗原-抗体特异性识别的免疫分析是兽药 

快速检测分析的主流技术。该方法具有高特异性、 
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高灵敏度、快速和低成本的优点，无需复杂的样本提 

取及净化步骤，适用于大量样本的药物检测分析。 

目前，用于NIC药物检测的免疫分析方法主要包括酶 

联免疫 检测法(enzyme-linked immunosorbent assay, 
ELISA)、免疫层析方法(immunochromatography, IC)、 

表面等离子体共振(surface plasmon resonance, 
SPR)、荧光免疫检测法(fluorescent immunoassay, 
FIA)和流式细胞术(flow cytometry,FCM)等。

2.1 ELISA检测方法

ELISA方法是目前应用最广泛的免疫分析方 

法。在免疫分析方法中，抗体是决定方法灵敏度和 

特异性的核心试剂。NIC属于小分子化合物，只有 

反应原性而无免疫原性，无法宜接免疫动物产生抗 

体。将NIC化学衍生物与载体蛋白偶联制备免疫 

原，免疫动物后可产生特异性抗体。免疫原的制备 

过程中可能会导致功能基团或结构特性的缺失，从 

而影响抗体的亲和力和特异性。因此，在免疫分析 

方法中，半抗原的设计与免疫原的制备尤为重要 。 

2001年,Beier等匚⑷在计算机辅助分子建模研究的 

基础上合理设计并制备DNC半抗原，获得DNC单 

克隆抗体，建立ELISA方法检测NIC残留，该方法的 

检测限为0. 33 nmol/mL,与15种DNC化学结构类 

似物无交叉反应。2002年，Connolly等悶采用3种 

DNC半抗原制备免疫原，获得5种DNC多克隆抗 

体，建立竞争ELISA方法检测NIC残留，半数抑制浓 

度(IG。)值为2. 3-7. 6 ng/mL。2018年，唐倩倩口门 

设计合成5种新型半抗原，制备8株DNC单克隆抗 

体，建立鸡肉中NIC检测的间接竞争ELISA方法，方 

法的IC®值为0. 19 ng/mL,线性检测范围为0. 06~ 
0. 61 ng/mL,该方法与其他抗球虫药及DNC结构类 

似物均无明显交叉反应，在鸡肉中的添加回收率为 

94.8%〜112.0%，变异系数为 6.3%〜10.5%。 

ELISA方法具有能大批处理样品等实用性强的优 

点，但其是非均相检测方法，操作过程中需进行多次 

分离和洗涤,费时长、难以实现自动化且易受到其他 

因素干扰导致结果出现假阳性，仍需继续完善。

2.2 FIA检测法

FIA检测法是指以荧光物质或潜荧光物质作为标 

记物，根据标记物荧光产生方式的不同可分为荧光偏 

振免疫测定法(fluorescence polarization immunoassay, 
FPIA)、荧光淬灭增强免疫测定法(fluorescence 
quenching enhanced immunoassay)、时间分辨荧光 

免疫测定法(time resolved fluorescence immunoassay, 
TRFIA) o 2004年，Hagren等匚切测定禽蛋和肝脏 

中的NIC残留，建立TRFIA进行检测分析,该方法 

在鸡蛋和肝脏中DNC的检测限分别为3.2和

11.3 pg/kg,样品回收率高达97.3%〜115. 6%,批 

内变异系数＜10%，批间变异系数为8.1%〜 

13. 6%之间。2021年,Zhang等翊建立FPIA检测鸡 

肉中NIC药物残留，方法的检测限为5.7 ng/mL,在 

鸡肉中的添加回收率为74. 2%〜85. 8%,包括样品 

前处理在内的检测时间总共为40 minoFIA分析方 

法具有检测快速、灵敏度高、操作简便、成本较低等 

优点，常作为高通量筛选方法,但荧光标记物可能对 

环境造成放射性污染，需要不断改进。

2.3生物传感器检测法

生物传感器(biosensor)以生物材料为敏感识 

别元件(包括抗原、抗体、酶等生物活性物质)，把生 

物活性表达的信号转换为电信号的物理或化学测定 

装置，具有灵敏、快速、简便和适用于现场监控的特 

点。2003年，McCarney等网采用SPR生物传感器 

法检测鸡蛋和禽肝脏中NIC药物残留,DNC在鸡 

蛋和肝脏中的检测限分别为19和17 “g/kg。2008 
年,Danaher等妙］采用生物传感器法对鸡蛋和肝脏 

样本中NIC残留进行检测筛选,肝脏中NIC的检测 

限和定量限分别为17. 1和33. 2 Mg/kg,鸡蛋中的 

检测限和定量限分别为1& 9和34. 8 yg/kg。

2.4 IC检测方法

IC检测技术是一种将免疫技术和色谱层析技 

术相结合的快速免疫分析方法。主要包括胶体金技 

术、荧光素标记免疫层析技术、量子点标记技术、上 

转发光技术等，该方法操作简便、稳定性高、前处理 

简单、不需进行结合标记物与游离标记物的分离，省 

去了繁琐的加样和洗涤步骤，短时间(5-10 min)便 

可得到直观的试验结果。2018年，Wu等向制备 

DNC单克隆抗体，建立胶体金免疫层析方法检测牛 

奶中NIC,其IG。值为3.4ng/mL,其在缓冲液中的检 

测限为10 ng/mL,在牛奶中的检测限为100 ng/mL。

2.5 FCM检测法

FCM是利用流式细胞仪进行定性及定量分析 

的一种标准实验室工具，该方法降低对样品数量的 

要求且荧光重叠的干扰低，但由于其灵敏度存在局 

限性，很少用于NIC的检测分析。2012年,Bienenmann- 
ploum等悶用多重流式细胞免疫分析方法检测饲料 

和鸡蛋中的多种抗球虫药,鸡蛋中NIC的检测限为 

53 fig/kg,饲料中NIC的检测限为9 “g/kg。

禽类产品及饲料中NIC药物检测方法汇总信 

息见表1。
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3小结

自1950年以来,NIC在畜禽球虫病防治方面发 

挥重要作用。动物源食品中的NIC残留引发的食 

品安全问题越来越受到人们的关注，建立高效的检 

测分析方法可有效监控NIC残留，保障食品安全。 

目前,HPLC-MS/MS是国内外应用最广泛的NIC 

残留检测确证方法，该方法具有高灵敏度、高特异 

性、高速度、高稳定性的优点，但是仪器设备昂贵、难 

以移动，导致检测成本较高，且检测样品前处理过程 

繁琐，不适用于大量样本的现场筛査，只适合在省部 

级以上和有条件的企业实验室使用。免疫分析方法 

具有耗费低、便携、快速、灵敏、易于操作等优点，适 

合乡镇级以上基层的检测机构，是目前NIC快速检 

测方法的主流技术，但该方法在现场快速筛查过程 

中常出现假阳性的问题。因此，迫切需要构建高灵 

敏的免疫层析技术平台和智能化新型样本前处理平 

台，进行兽药残留的监测，保证动物源性食品安全。 

同时，从根本上解决问题还需政府职能部门的政策 

引导，宣传普及合理用药知识,确保养殖户遵守休药 

期规定，不断提高人们的食品安全意识。
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