
［基金项目］ 农业部兽药残留研究项目 ( 2006 － 52)

［作者简介］ 任惠丽( 1965 － ) ，女，本科，高级工程师，主要从事

渔业环境及水产品质量安全研究工作。

【论著】

高效液相色谱法测定水产品中泰乐菌素残留量
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［摘要］ 目的:建立水产品中泰乐菌素残留量的高效液相色谱测定方法。方法:样品在碱性条件下用乙酸乙酯提取，提

取液旋转蒸干后，经正己烷脱脂，SCX 柱固相萃取净化，乙腈与磷酸盐缓冲液为流动相梯度洗脱，外标法定量。结果: 泰

乐菌素在 0． 050 μg /ml ～ 5． 00 μg /ml 内呈良好线性关系，相关系数 r = 0． 9998。检出限为 30 μg /kg，定量限为 100 μg /kg。
在 50 μg /kg ～ 500 μg /kg 添加水平下回收率为 72． 4% ～ 106%，相对标准偏差均小于 10%。结论:该方法的灵敏度和重复

性均满足水产品中泰乐菌素药物残留量检测需要。
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Determination of tylosin residues in fishery products by high performance liquid chroma-
tography
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［Abstract］ Objective: To establish a HPLC method for determination of tylosin residue in fishery products． Methods: The
samples were extracted by ethyl acetate at pH 8． 0 medium，after condensed with rotary evaporation，the sample was extracted for
defatting by hexane，and purified with SCX solid － phase extraction column． The target compound was separated with gradient mo-
bile phase consisting of acetonitrile － phosphate buffer solution，and quantified by external standard method． Results: The method
showed a good linearity within the range of 0． 050 μg /ml ～ 5． 00 μg /ml with a correlation coefficient of 0． 9998． The detection
limit was 30 μg /kg and the quantification limits were 100 μg /kg． The mean recoveries at spiked concentration of 50 μg /kg ～
500 μg /kg were in the range of 72． 4% ～ 106%，and the relative standard deviations were less than 10% ． Conclusion: The sen-
sitivity and repeatability of the method could meet the analysis requirements for determination of tylosin residues in fishery prod-
ucts．
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泰乐菌素( Tylosin) 是一种大环内酯类抗生素，除防病外，

对畜禽生长有明显的促进作用
［1 ～ 4］，能提高饲料利用率，作为

饲料添加剂，广泛应用于畜牧和水产养殖。动物长期食用后，

抗生素及其代谢物在动物组织及器官内蓄积或贮存。药物在

体内蓄积到一定的浓度，易引起肝损害及听觉障碍
［5］，危害人

类健康。因此，一些国家政府对其在动物性食品中的残留限

量都有严格的规定。1999 年，欧盟禁止在动物饲料中使用泰

乐菌素，并在水产品兽药残留限量( ( EC) 1181 － 2002 ) 中规定

限量指标为 100 μg /kg; 美国规定在动物组织中的最大残留限

量为 200 μg /kg; 日本在 2006 年“肯定列表制度”中规定，泰乐

菌素在各种水产品中的“暂定标准”是 100 μg /kg; 我国农业部

第 235 号公告《动物性食品中兽药最高残留限量》规定，泰乐

菌素在畜禽肌肉组织中最大残留限量为 200 μg /kg; 我国农业

行业标准 NY 5071 － 2002《无公害食品 渔用药物使用准则》将

泰乐菌素列为禁用渔药。
目前已有蜂蜜

［6］、出口禽蛋
［7］、鸡可食组织

［8］
及畜禽肉

［9］

等泰乐菌素残留的检测方法标准，尚未建立水产品中泰乐菌

素残留的可靠检测方法。本研究旨在建立一种方便、准确、可
靠的水产品中泰乐菌素残留量的检测方法。

1 材料与方法

1． 1 仪器与试剂

Waters 2695 高效液相色谱仪( 配紫外检测器) ; 匀质器; 离

心机; 旋转蒸发仪，微量电子天平; 固相萃取装置。
标准品: 酒石酸泰乐菌素标准品( 纯度≥95% ) ，购自 Dr．

Ehrenstorfer 公司。
乙腈、甲醇、正己烷及乙酸乙酯均为色谱纯; 磷酸氢二钾、

磷酸二氢钾及磷酸均为分析纯。
磷酸盐缓冲溶液Ⅰ ( pH 8． 0 ) : 称取 0． 52 g 磷酸二氢钾、

16． 73 g 磷酸氢二钾，以水溶解并稀释至 500 ml。
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磷酸盐缓冲溶液Ⅱ( pH 4． 0 ) : 在磷酸盐缓冲溶液Ⅰ中滴

加磷酸调 pH 为 4． 0。
磷酸氢二钾溶液( 0． 1 mol / L，pH 9． 0) : 称取 1． 74 g 磷酸

氢二钾以水溶解稀释至 100 ml。
磷酸二氢钾溶液( 0． 01 mol / L，pH 2． 5) : 称取 1． 36 g 磷酸

二氢钾溶解于 1 000 ml 水中，用磷酸调节 pH 为 2． 5。
1． 2 样品提取

准确称取 5 g 匀浆样品于 50 ml 具塞离心管中，加入 5 ml
磷酸盐缓冲溶液Ⅰ，涡旋混匀 1 min。加入 25 ml 乙酸乙酯振摇提

取 10 min，4500 r /min 离心 5 min，上清液转移至 100 ml 鸡心瓶

中，用乙酸乙酯重复提取 1 次，合并提取液，旋转蒸发至干。
用 1 ml 甲醇溶解蒸干残渣，转移至另一 50 ml 离心管，用

10 ml 磷酸盐缓冲溶液Ⅱ和 10 ml 正己烷洗涤鸡心瓶，涡旋混

合 2 min，洗涤液合并于离心管，涡旋混匀，4 500 r /min 离心

5 min，弃去上层正己烷，下层水溶液备用。
1． 3 样品净化

用 5 ml 甲醇、5 ml 磷酸盐缓冲溶液Ⅱ活化 SCX 固相萃取

柱，上样，依次用 3 ml 水、5 ml 甲醇、3 ml 水、3 ml 磷酸氢二钾

溶液、0． 4 ml 甲醇淋洗，再以 3 ml 甲醇常压洗脱，收集洗脱液，

涡旋混匀，过 0． 45 μm 滤膜，待测。
1． 4 色谱条件

Waters Atlantis C18 色谱柱( 250 mm × 4． 6 mm，5 μm) ，梯

度洗脱的流动相为: A —乙腈，B —0． 01 mol /L 的 KH2PO4 水

溶液( 用磷酸调 pH 为 2． 5) ，流速: 1． 00 ml /min，柱温: 35℃，进

样量: 20 μl，检测波长: 285 nm。梯度洗脱程序见表 1:

表 1 流动相梯度洗脱条件

时间( min) 0 3 9 16 19 25

A( % ) 25 25 50 50 25 25

B( % ) 75 75 50 50 75 75

1． 5 标准曲线的绘制

准确称取 10 mg 标准品，用乙腈溶解并定容至 100 ml 棕

色容量瓶，2℃ ～8℃冷藏保存。使用时取一定体积上述储备

液用 甲 醇 稀 释 成 浓 度 为 0． 050 μg /ml、0． 10 μg /ml、
0． 50 μg /ml、1． 00 μg /ml、2． 00 μg /ml、和 5． 00 μg /ml 的系列标

准工作液。标准品色谱图见图 1。

图 1 标准品(1． 00 μg /ml)色谱图

2 结果与讨论

2． 1 提取剂的选择

目前较常见的提取动物组织中泰乐菌素药物残留的溶剂

有乙腈
［8，9］、甲醇

［10］、乙酸乙酯
［11］

等 。实验发现乙腈和乙酸

乙酯相对提取效果好，但由于乙腈提取液在减压浓缩蒸干时

容易产生泡沫喷出，且乙腈与缓冲液互溶，浓缩蒸干时间较

长，因此，将乙酸乙酯确定为提取剂。
2． 2 净化条件的选择

考虑到泰乐菌素的弱碱性和脂溶性等理化特性，选择了

SCX 强阳离子交换固相萃取小柱进行净化获得较好提取效

果，尤其在洗脱样品前先用 0． 4 ml 甲醇淋洗，提高了样品的回

收率。
2． 3 流动相的选择

一般分离单一组分物质多用流动相等度洗脱，试验发现

在一定 pH、乙腈和缓冲盐比例下，等度洗脱虽有较为对称的泰

乐菌素色谱峰，但峰型较宽，灵敏度较低; 降低 pH，调节流相动

比例，采用梯度洗脱，得到较好的泰乐菌素色谱峰及较高的灵

敏度，因此确定为乙腈和缓冲盐按一定比率梯度洗脱。
2． 4 线性关系

测 定 泰 乐 菌 素 浓 度 为 0． 050 μg /ml、0． 10 μg /ml、
0． 50 μg /ml、1． 00 μg /ml、2． 00 和 μg /ml、5． 00 μg /ml 的系列标

准工作液，以峰面积为纵坐标，浓度为横坐标，泰乐菌素在

0． 050 μg /ml ～ 5． 00 μg /ml 范围内成线性关系，线性方程式为:

Y = 1． 52 × 104X + 338，相关系数为 0． 9998。
2． 5 检出限和定量限

在 30 μg /kg 添加水平时，信噪比大于 3，故将其定为检出

限; 在 100 μg /kg 添加水平时，信噪比大于 10，且回收率、相对

标准偏差满足条件，故将其定为定量检出限。
2． 6 回收率与精密度

在 5 g 空白试样中分别添加相当于 50 μg /kg、100 μg /kg、
150 μg /kg 和 500 μg /kg 水平的泰乐菌素标准液，每个浓度做

六个平行样，泰乐菌素加标回收率和相对标准偏差见表 2 和

图 2、图 3。

表 2 方法的加标回收率及精密度(n =6)

添加水平( μg /kg) 回收率( % ) 精密度( % )

50 91． 2 88． 9 76． 4 90． 7 76． 9 81． 6 8． 1

100 84． 3 82． 2 78． 6 79． 7 77． 5 78． 1 3． 3

150 88． 9 81． 9 92． 4 78． 5 80． 8 91． 1 6． 9

500 92． 3 85． 6 96． 7 90． 1 93． 4 88． 9 4． 2

图 2 空白样品色谱图

( 下转第 2376 页)
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在肿瘤中的作用打下坚实的基础。
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图 3 空白样品加标(150 μg /kg)色谱图

3 结论

按本方法的条件，用鲈鱼、甲鱼、蟹、鳗鱼等水产品进行了

准确性和精密度试验，测定结果的平均回收率均大于 70%，相

对标准偏差均小于 10%。相对标准偏差均小于 10%，方法的

定量限能满足欧盟、日本“肯定列表”及我国对水产品泰乐菌

素残留限量的要求。该法操作性强，重复性好，适用于水产品

中泰乐菌素残留的测定。
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