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　　摘要：现有动物性食品中氯霉素类药物残留检测前处理方法较为复杂，为简化样品分析方法，建立简单的样品前
处理方法和ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法，以同时检测鸭肉中氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考残留。以５０％乙腈制备组织匀浆液，
向匀浆液中添加对照药物后采用乙腈去蛋白，高速离心，选择 ０．１％乙酸和乙腈 －甲醇（１∶１）为流动相，以
０．５ｍＬ／ｍｉｎ流速梯度洗脱，ＬＣ－ＭＳ／ＭＳ电喷雾电源（ＥＳＩ），负离子，选择多反应监测（ＭＲＭ）模式检测，并对所建立的
方法进行方法学验证。在所建立的样品前处理和色谱条件下，３种目标化合物在３ｍｉｎ内实现同时分离，标准工作曲
线在 ０．０２５～５．０００μｇ／ｇ范围内线性良好，ｒ２为 ０．９９５８～０．９９７６。最低检测限均为 ２．５ｎｇ／ｇ，最低定量限为
２５ｎｇ／ｇ。在添加量为２０、５０、１００ｎｇ／ｇ的水平下，平均回收率为９３．２６％ ～９７．２５％，ＲＳＤ为０．４７％ ～１．８３％。本试验
采用较为简单的乙腈蛋白沉淀法，操作简易，过程提取回收率高，可大幅提高样品前处理的效率，在所建立的色谱条件

下检测灵敏度大幅提高。该方法简易可行，能满足国际氯霉素类药物残留检测的要求。
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　　动物源食品（肉、蛋、奶、水产及其制品）的安全是全世界
关注的焦点，其中兽药残留问题是影响动物源食品安全的重

要因素之一［１］。氯霉素类药物属于广谱抗生素，对革兰氏阴

性及阳性细菌均有抑制作用，主要包括氯霉素（ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉ
ｃｏｌ，ＣＡＰ）、甲砜霉素（ｔｈｉａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ，ＴＡＰ）、氟苯尼考（ｆｌｏｒｆｅｎｉ
ｃｏｌ，ＦＦ）等。氯霉素可抑制人类骨髓的造血功能，引起再生障
碍性贫血，在美国、欧盟及我国均被禁用于食品动物，同时规

定了禽肉中甲砜霉素、氟苯尼考的最高残留限量分别为５０、
１００ｎｇ／ｇ。目前，氯霉素类药物残留的检测方法主要有微生
物法［２］、酶联免疫法［３］、共振生物传感器法［４］、气相色谱

法［５］、液相色谱法［６］、超高效液相色谱法［７］、气相色谱 －质谱

法［８］、液相色谱 －质谱法［９］、超高效液相色谱 －串联质谱
法［１０－１２］等。

目前，动物性食品中氯霉素类及其代谢物的残留检测前

处理方法较为传统，药物与杂质间分离度差，且复杂的前处理

程序影响了样品回收率。如何简化前处理方法是目前该类药

物检测中亟待解决的关键问题。仅采用 ＨＰＬＣ技术或 ＧＣ技
术已无法满足多残留检测的要求，且其在鸭肉残留检测方法

中的应用尚未见国内外报道。鉴于此，本研究拟将快速溶剂

萃取（ＡＳＥ）技术应用于样品前处理，采用 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ法
建立快速、简易、高灵敏、高通量的禽肉中氯霉素类及其代谢

物的多残留快速检测技术，为兽药残留监控体系的建立和完

善提供先进的技术资料，对于我国动物性食品出口贸易更好

地与国际接轨、保障人类健康具有重要意义。

１　材料与方法

１．１　药物与试剂
氯霉素对照品购自中国食品药品检定研究所，批号为

—６１３— 江苏农业科学　２０１６年第４４卷第１２期



１３０５５５－２０１２０３。甲砜霉素对照品购自中国兽医药品监察
所，批号为ｋ０２４０７０６。氟苯尼考对照品购自中国兽医药品监
察所，批号为ｋ０３０１３０５。７－羟基双香豆素标准品购自Ｓｉｇｍａ－
Ａｌｄｒｉｃｈ公司，批号为ＳＴＢＤ２３３６Ｖ。氯霉素原料药购自郑州津
北化工有限公司。甲砜霉素粉（５％）、氟苯尼考粉（１０％）均
购自江苏中牧倍康药业有限公司。乙腈为色谱纯，购自 Ｆｉｓｈ
ｅｒｓｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司。二甲基亚砜（ＤＭＳＯ）为色谱纯，购自国药
集团化学试剂有限公司。乙酸为色谱纯，购自Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ
公司。

１．２　仪器与设备
ＡＰＩ４０００Ｑ－ｔｒａｐ型三重四级杆／离子阱质谱仪，包含电

喷雾电离源（ＥＳＩ源）（美国应用生物系统公司）；１２００系列高
效液相色谱系统（美国安捷伦科技有限公司）；ＣＴＣＰＡＬ型自
动进样器（ＣＴＣＡｎａｌｙｔｉｃｓ，ＡＧ，瑞士）；ＦＡ２５型高速匀浆机
（Ｆｌｕｋｏ公司）。
１．３　试验动物及处理

雏鸭购自江苏省海安县某孵化场，选择无抗饲料饲养至

３０日龄。将鸭分为２组，其中一组给以氯霉素原料药、甲砜
霉素粉、氟苯尼考粉，均按说明书剂量拌料给药，连用３ｄ；另
一组为对照组，不给以任何药物。分别在给药后３ｄ将其剖
杀，取各组肌肉，于－２０℃保存备用。
１．４　试验方法
１．４．１　系列标准工作溶液的配制　精确称取适量氯霉素、甲
砜霉素、氟苯尼考标准品，分别置于 ２０ｍＬ容量瓶中，采用
ＤＭＳＯ溶解并定容，超声促溶，充分摇匀，配制成１ｍｇ／ｍＬ的
标准储备液。采用移液枪各取１００μＬ标准储备液于７００μＬ
乙腈中，配制成１００μｇ／ｍＬ的混合工作液。采用乙腈梯度稀
释至 ５．０００、２．０００、１．０００、０．５００、０．２００、０．１００、０．０５０、
０．０２５μｇ／ｍＬ的混合系列标准工作溶液。
１．４．２　内标工作溶液的配制　精确称取适量７－羟基双香
豆素标准品，置于１０ｍＬ容量瓶中，采用 ＤＭＳＯ溶解并定容，
超声促溶，充分摇匀，配制成２ｍｇ／ｍＬ的标准储备液。采用
乙腈稀释至２００ｎｇ／ｍＬ，储存备用。
１．４．３　空白肌肉匀浆液　称取一定量的鸭空白肌肉样品，剪
碎，加入１０倍体积的５０％乙腈，将样品置于冰浴，采用高速

匀浆机进行匀浆处理，得到均一的匀浆液。

１．４．４　标准工作曲线的前处理　取５μＬ系列标准工作液
（５．０００、２．０００、１．０００、０．５００、０．２００、０．１００、０．０５０、
０．０２５μｇ／ｍＬ）加入至 ５０μＬ空白肌肉匀浆液中，涡旋振荡
３０ｓ，加入１５０μＬ内标工作溶液，涡旋振荡３ｍｉｎ，使蛋白充
分沉淀；于４℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，取１５０μＬ
上清液加入至１５０μＬ超纯水中，混合均匀后待进样。标准曲
线的系列浓度为２．５０、５．００、１０．０、２０．０、５０．０、１００．０、２００．０、
５００．０ｎｇ／ｍＬ；肌肉匀浆为１０倍体积匀浆液，因此在肌肉中的
定量范围为 ２５．０、５０．０、１００．０、２００．０、５００．０、１０００．０、
２０００．０、５０００．０ｎｇ／ｇ。
１．４．５　给药鸭肌肉样品前处理　取给药鸭肌肉匀浆液
５０μＬ，加入５μＬ乙腈，使其与空白添加样品（标准曲线）的
基质保持一致；加入１５０μＬ含内标的乙腈，涡旋振荡３ｍｉｎ，
于４℃、１４０００ｒ／ｍｉｎ条件下离心１０ｍｉｎ，取１５０μＬ上清液加
至１５０μＬ超纯水中，混合均匀后待进样。
１．４．６　ＨＰＬＣ色谱条件　采用ＣＡＰＣＥＬＬＰＡＫ型色谱柱（ＭＧ，
５０ｍｍ×２．０ｍｍ，Ｉ．Ｄ．５μｍ）（日本资生堂），流动相 Ａ为
０１％乙酸，流动相Ｂ为乙腈－甲醇（体积比１∶１），进样体积
为 １０μＬ，梯度洗脱条件见表１。

表１　梯度洗脱条件

序号
时间

（ｍｉｎ）
流速

（μＬ／ｍｉｎ）
Ａ相
（％）

Ｂ相
（％）

１ ０．００ ５００ ９５．０ ５．０
２ ０．２０ ５００ ９５．０ ５．０
３ ２．００ ５００ ５．０ ９５．０
４ ３．００ ５００ ５．０ ９５．０
５ ３．１０ ５００ ９５．０ ５．０
６ ４．５０ ５００ ９５．０ ５．０

　　质谱条件：采用电喷雾离子源（ＥＳＩ），应用负离子模式，
检测方式为多反应监测（ＭＲＭ）。质谱离子源参数分别为
ＣＵＲ４０．００、ＣＡＤ－２．００、ＩＳ－４５００．００、ＴＥＭ４００．００、ＧＳ１
４０．００、ＧＳ２５０．００、ｉｈｅＯＮ。化合物质谱参数见表 ２。采用
Ａｎａｌｙｓｔ１．４．２质谱采集与分析软件。

表２　化合物质谱参数

化合物 母离子／子离子
电压（Ｖ）

去簇 碰撞 射入 射出

甲砜霉素 ｍ／ｚ３５３．９／２８９．８ －８０ －１８ －１０ －１３
氯霉素 ｍ／ｚ３２０．９／２５６．９ －８０ －１６ －１０ －１１
氟苯尼考 ｍ／ｚ５０９．４／４５０．４ －８５ －１４ －１０ －１３
７－羟基双香豆素（内标） ｍ／ｚ１６１／１３３ －７０ －２８ －１０ －９

１．４．７　加标回收率　在空白鸭肉中，分别添加 ２５、５０、
１００ｇ／ｋｇ质量浓度水平的氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考对照
品，每个质量浓度水平设３个平行试验，计算３种物质的加标
回收率和相对标准偏差（ＲＳＤ）。

２　结果与分析

２．１　质谱条件的优化
氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考的平均分子量分别为

３２３．１３、３５６．２２、３５８．２０，这３个化合物均含有２个 Ｃｌ－离子。

Ｃｌ在自然界中有 ２种同位素，即３５Ｃｌ、３７Ｃｌ，其分子量分别为
３４．９６９、３６．９６６，丰度分别为７５．７７％、２４．２３％。为获得更高
的灵敏度，以含３５Ｃｌ的化合物作为目标化合物进行检测，经计
算，含３５Ｃｌ的氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考的准确分子量分别
为３２２、３５５、３５７。

预先配制５０、１００、１５０ｎｇ／ｍＬ质量浓度的氯霉素、甲砜霉
素、氟苯尼考标准溶液，以流动注射的方式在负离子模式下进

行一级质谱母离子全扫描，分子离子 ｍ／ｚ分别为 ３２０．９、
３５３．９、３５５．９，其中 ５０ｎｇ／ｍＬ分子离子的响应在 １０６ｃｐｓ附
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近，即为最佳优化质量浓度。以５０ｎｇ／ｍＬ质量浓度在负离子
模式下进行自动优化，以确定最高响应二级离子 ｍ／ｚ以及相
应的ＤＰ、ＣＥ、ＣＸＰ参数（表２）。最终优化ＥＳＩ源的碰撞电压、
离子化温度、气帘气等参数。

２．２　色谱条件的优化
氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考均为弱极性化合物，极易溶

解于甲醇、乙腈。本研究以含０．１％乙酸作为水相，０．１％乙
酸能促进分子的电离，大幅增强检测信号的强度；以等比例甲

醇－乙腈作为有机相，随着有机相比例的提高，目标物保留时
间缩短，但分离效果较差，如果有机相比例过低，其色谱峰较

宽，灵敏度将随之降低。等度洗脱要将３个目标化合物同时
分离，单个样品的检测时间较长，因此最终选择梯度洗脱，可

在较短时间内将３个化合物很好地分离，同时提高了分析效
率及检测灵敏度。

２．３　样品的提取

在动物组织样品中，氯霉素类药物的常用提取溶剂为乙

腈、甲醇、丙酮、二氯甲烷、乙酸乙酯等。本试验采用较为简单

的乙腈蛋白沉淀法，过程提取回收率约为９５％，符合要求且
步骤简单，可大幅提高样品前处理的效率。

２．４　方法的线性范围、定量限和检测限
标准工作曲线的处理见“１．４．４”节，进样１０μＬ。在本方

法所确定的试验条件下，采用Ａｎａｌｙｓｔ１．４．２软件进行数据的
采集与分析。将各待测化合物和内标峰面积的比值与理论浓

度采用一元二次回归方程（ｑｕａｄｒａｔｉｃ）拟合，得到权重因子为
１／ｘ２。氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考的线性方程、相关系数、线
性范围见表３，回归曲线见图１、图２、图 ３。氯霉素、甲砜霉
素、氟苯尼考的定量下限均为２５ｎｇ／ｇ，定量下限的信噪比分
别为７７．２、５３．５、３２０．４（图４、图５、图６），符合信噪比（ＲＳＮ）＞
１０作为定量下限的要求。当信噪比为３时，最低检测限分别
为２．５０、２．５０、１．２５ｎｇ／ｇ。

表３　回归方程、相关系数和线性范围

药物 回归方程 ｒ 线性范围

（μｇ／Ｌ）

氯霉素 ｙ＝－４．８２×１０－７ｘ２＋０．０００７３６ｘ＋０．０００１５ ０．９９７９ ２．５０～５００．００
甲砜霉素 ｙ＝－４．９４×１０－７ｘ２＋０．０００７４６ｘ＋０．０００２２ ０．９９８４ ２．５０～５００．００
氟苯尼考 ｙ＝－１．４２×１０－６ｘ２＋０．００２４００ｘ－０．０００１５１ ０．９９８８ ２．５０～５００．００

２．５　加标回收率
３种药物在２０、５０、１００μｇ／ｋｇ添加水平下的平均回收率

为９３．２６％～９７．２５％，ＲＳＤ为 ０．４７％ ～１．８３％（表 ４）。可
见，本方法可满足鸭肉中同时检测氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼

考的要求。

２．６　给药动物肌肉中药物浓度的测定
给药样品经处理后进样，通过Ａｎａｌｙｓｔ１．４．２软件计算，

肌肉样品中氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考的平均浓度分别为

７３５、１４７０、１５４０ｎｇ／ｇ（图７）。

３　结论与讨论

本研究建立了应用 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测禽肉中氯霉素、
甲砜霉素、氟苯尼考残留的检测方法，采用负离子选择反应监

测模式同时检测３种化合物。本方法仅取０．５～１．０ｇ样品，
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表４　氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考的加标回收率

添加药物
加标质量浓度

（μｇ／ｋｇ）
加标回收率

（％）
ＲＳＤ
（％）

氯霉素 ２５ ９４．３３
５０ ９６．７２
１００ ９７．１５
平均 ９６．０７ １．５２

甲砜霉素 ２５ ９３．２６
５０ ９４．５２
１００ ９６．８７
平均 ９４．８８ １．８３

氟苯尼考 ２５ ９６．３４
５０ ９７．２５
１００ ９６．９９
平均 ９６．８６ ０．４７

经５０％乙腈高速匀浆后，取５０μＬ匀浆样品，加入５μＬ乙腈，
以７－羟基双香豆素为内标。无需脱脂和固相萃取等操作，
且无需氮吹浓缩。该方法简单易行，出峰时间为１～３ｍｉｎ，分
析快速，且方法的最低检测限低于国家氯霉素类残留最低检

测限（１００ｎｇ／ｇ）。该方法的回收率和准确率高，完全可满足
禽肉中氯霉素类药物的残留确证。

有关鸭肉中氯霉素类药物残留检测的报道很少，但在其

他有关动物组织中，氯霉素类药物残留检测方法的报道很多。

陶昕晨等采用ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ建立虾肉和猪肉中氯霉素类药
物的多残留检测方法，以２％碱性乙酸乙酯提取，其平均回收
率为７８．１７％～９９．８６％，但保留时间为２．６３～３．７２ｍｉｎ［１３］；
本试验的分析时间更短，仅为１～２ｍｉｎ，且样品处理方法更为
简单。
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