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[摘要 ]  目的:建立猪肉中 7种四环素类抗生素及 3种代谢产物多残留的高效液相色谱紫外检测器同时测定方法。方法:

样品经 pH 410的 EDTA - Mcllva ine缓冲液提取, 提取液用 HLB固相萃取柱净化。在Wate rs A tlantis T3( 416 @250 mm,

5 Lm)色谱柱上,以甲醇:乙腈 ( 2: 3) - 012%甲酸溶液为流动相 (梯度洗脱 ), 流速 11 0m l/m in, 采用 350 nm紫外光进行检

测,在 35m in内将 7种四环素类抗生素及其 3种代谢产物全部洗脱并达到基线分离。结果:方法检出限: 415 Lg /kg~

22 L g/kg,定量下限: 25 Lg /kg~ 80 L g/kg,线性范围: 25 L g/kg~ 1250 L g/kg, 加标回收率: 821 5% ~ 1011 9% ,相对标准偏差:

018% ~ 813%。结论:本方法具有简便、快速、准确的优点,适用于猪肉中 7种四环素及其 3种代谢产物的同时检测。

[关键词 ]  四环素;高效液相;测定;猪肉

[中图分类号 ]  O6571 7+ 2    [文献标识码 ]  A    [文章编号 ]  1004- 8685( 2010) 05- 1018- 03

Tetracyclines and th eir m etabolites in pork by HPLC
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[A bstr ac t]  O b ject ive: A high performance liqu id chromatograph ic method was developed for the de term ination of tetracyclines

and the irmetabolites in pork1M ethod s: The samples were extracted with EDTA - M cllva ine bu ffer group ( pH410) and were pur i2

fied by HLB solid phase extraction column1TCswere successfu lly separa ted on aW a ters Atlantis T3( 416@250mm, 5 Lm ) col2

umn usingMethyl alcohol- Methyl cyan ide- 01 02% Form ic acid solution as mob ile phase at a flow rate of110 m l/m in and de2

tec ted at 355 nm w ith 35m in1Resu lts: The de tection lim it of the method was 415 Lg /kg~ 22 L g/kg and the quantitative lower

lim it was 25 Lg /kg~ 80 L g/kg1The linear range is from 25 Lg /kg to 1250 L g/kg1Overa ll recove ries were between 821 5% and

1011 9% 1RSD va luewas 01 8% ~ 81 3% 1Con clusion: Themethods simp le, rapid and accurate1 It can be used for the de term ina2

tion of tetracyc lines and the irmetabolites in pork1

[K ey word s]  Tetracycline; HPLC; De term ine; Pork

  四环素类抗生素 ( tetracyc lines, TCs)由于能有效地治疗和

预防动物疾病, 被广泛用于畜牧养殖。而养殖户对该种药物

的长期滥用,造成畜牧产品中的高水平残留。人长期摄入这

样的畜牧产品后, TCs不断在体内蓄积,当浓度达到一定量后,

就会对人体产生毒性作用, 对人类的健康构成潜在的危害 [ 1]。

国内外动物源食品残留监控计划中对 TCs的残留量进行

了严格的检测和限量控制, 我国对 TCs的最高残留限量规定

为:所有食用性动物肌肉组织中 TCs的单个或复合物含量不

得超过 01 1mg/kg[ 2]。常用的 TCs有四环素 ( tetracycline,

TC)、金霉素 ( ch lortetracyline, CTC)、土霉素 ( oxytertracycline,

OTC)、强力土霉素 ( doxy - cycline, DC)、去甲基金霉素 ( de2

mec locyc line, DMCTC)、甲稀土霉素 (methacyc line, MTC)和二甲

胺四环素 ( m inocyc line, M INO)等。另外, 四环素、金霉素、土

霉素在动物体内经代谢分别转化为差向四环素 ( 4- Ep itetracy2

c line, ETC)、差向金霉素 ( 4 - Epich lorte tracyc line, ECTC)和差

向土霉素 ( 4- Ep ioxytertracyc line, EOTC)类药物药效极低甚至

消失,其毒副作用却增加 [ 3] , 欧盟已将它们确定为四环素、金

霉素和土霉素的残留标识物 [ 4]。

目前, TCs残留的测定方法主要有微生物法、酶联免疫法、

薄层色谱法、毛细管电泳法、液相色谱法 [ 5~ 9]和液质联用法 [ 10]

等。多数方法为 TCs药物残留的检测方法, 涉及 TCs及其代

谢产物的同时测定的方法并不多见。因此 , 本文在前人工作

的基础上提出了基于超纯硅胶基质的反相 C18色谱柱和紫外

检测的分离分析方法,用于 7种 TCs及其 3种代谢产物的同时

测定。结果表明该方法简单、快速、灵敏, 可用于实际样品的

测定。

1 材料与方法

11 1 仪器和试剂

11 11 1 仪器  Waters A lliance 2695型高效液相色谱仪, 配紫

外可见波长检测器 (W ate rs 2487); METTLER TOLEDO AL -

204型电子天平 (感量 010001 g);组织匀浆机;WH - 861型旋

涡混合器; KQ - 500E 型超声清洗器; BECKMAN A llegra x -

1018 中国卫生检验杂志 2010年 5月 第 20卷第 5期  Ch in ese Journ al ofH ealth Laboratory Techno logy, May 2010; Vol 20 No 5



22R型冷冻离心机; QGC- 12T型吹氮浓缩仪; FULI PHS- 3E

型 pH 计 (测量精度 01 001 ); 可调试移液器 (量程 20 L l~

200 L ,l 200 L l~ 1000 L l); W a ters固相萃取真空装置, 20孔;

W aters Oasis HLB固相萃取柱 ( 5 mg, 6 cc); M illi- Q超纯水制

备机;滤膜 ( 0145 Lm, 有机系 )。

1111 2 试剂  二甲胺四环素 (Mpb io公司, 9710% )、差相四环

素 ( ACROS 公司, 9710% )、差向土 霉素 ( ACROS 公司,

971 0% )、土 霉 素 ( ACROS 公 司, 981 5% )、四 环 素

(Dr1Ehrenstorfer公司, 9710% )、去甲基金霉素 ( F luka公司,

991 0% )、差向 金 霉 素 ( ACROS 公 司, 9710% )、金 霉 素

(Dr1Ehrenstorfer公司, 991 0% )、甲稀土霉 ( R iede l deH aen公

司, 9715% )、素强力霉素 ( D r1Ehrenstorfer公司, 9615% ); 甲

醇、乙腈、甲酸为色谱纯; 01 1mol/L EDTA- M illva ine缓冲溶液

[¥磷酸氢二钠溶液 01 2mol/L:称取 71163 g磷酸氢二钠, 用

水溶解, 定容至 1000m ;l ¦柠檬酸溶液 01 1mol/L: 称取

211 01 g柠檬酸,用水溶解, 定容至 1000m ;l§M illva ine缓冲溶

液:将 625m l 012mol/L磷酸氢二钠溶液与 1000m l 011 mol/L

柠檬酸溶液混合, 必要时用盐酸或氢氧化钠调节 pH至 410 ?

01 05; ¨EDTA - M illva ine缓冲溶液 011mol/L:称取 6015 g乙

二胺四乙酸二钠放入 1625 m lM illvaine缓冲溶液中, 使其溶解,

摇匀。];其他试剂为分析纯;水为超纯水;猪肉为市购。

112 标准溶液的配制

1121 1 标准贮备液  11 00 mg/m l。分别准确称取 010100 g

的 M INO、ETC、EOTC、OTC、TC、DMCTC、ECTC、CTC、MTC、

DOXY标准品分别置于 10个 1010 m l棕色容量瓶中, 用甲醇

溶解并定容至刻度。

1121 2 混合标准中间液  1010 L g/m l(其中 M INO、DMCTC、

ECTC、CTC、DOXY的浓度增加一倍 ), 将以上各标准储备液用

甲醇稀释,配成混合标准溶液。

1121 3 标准使用液  临用前将混合标准中间液用甲醇:乙腈

( 2: 3) - 01 2%甲酸溶液 (体积比例为 14: 86)稀释至相应浓度

供仪器分析。

113 色谱条件

色谱柱: W a ters Atlantis T3( 416 @250 mm, 5 Lm) ;流动

相:甲醇:乙腈 ( 2: 3) - 01 2%甲酸溶液为流动相 (梯度洗脱 );

流速: 11 0m l/m in; 进样量: 10 L ;l 柱温: 40e ; 检测波长:

350 nm;洗脱梯度见表 1。

表 1 分离 7种 TC s及其 3种代谢产物的洗脱梯度

时间 (m in) 甲醇:乙腈 ( 2: 3) (% ) 012%甲酸溶液 (% ) Curve

0 14 86 6

1715 18 82 6

28 33 67 6

35 37 63 1

37 37 63 6

3715 100 0 6

3815 100 0 1

39 14 86 6

114 样品前处理

1141 1 提取  称取均质猪肉试样 510 g(精确到 0101 g), 置

于 50m l聚丙稀离心管中, 加入约 20 m l 011 mol/L EDTA -

M illva ine缓冲溶液, 用组织匀浆机匀浆 3m in, 再用约 5m l

01 1mol/L EDTA- M illva ine缓冲溶液淋洗组织匀浆机刀头, 合

并淋洗液与上述试样匀浆, 旋涡混合 30 s, 低温超声提取

10m in, 15000 r /m in离心 10 m in (温度 0e ), 上清液过滤, 滤

液待净化。

11 41 2 净化  Waters Oasis HLB固相萃取柱, 临用时依次用

6 m l甲醇、6m l水、6m l 01 1mol/L EDTA- M illva ine缓冲溶液

活化,然后将滤液以 2 ~ 3 m l/m in的流速过柱, 待样液完全流

出后,用 2m l 5%甲醇水溶液淋洗, 弃去全部流出液, 减压抽干

3 m in, 再用 4 m l甲醇洗脱。洗脱液用氮气 40e 吹干。用

11 0m l初始流动相溶解残渣, 漩涡 1 m in, 过 01 45 Lm滤膜, 供

高效液相色谱仪测定。

2 结果与讨论

21 1 样品提取与净化

TCs及其代谢产物属高极性的弱酸弱碱类化合物 ,在生物

样品中易与蛋白质强烈结合, 需用强酸或脱蛋白剂从生物样

品中提取。但是, 酸性条件下 ( pH < 21 0) TCs降解为脱水产

物 [ 4], 因此本方法采用 pH = 410的 EDTA- M illva ine缓冲溶液

作为提取液,使猪肉中的 TCs及其代谢产物具有高的稳定性

和满意的提取率。又由于 ETC、EOTC、ECTC与 TC、OTC、CTC

的分子结构和化学性质类似, 因此 TCs的代谢产物的提取与

净化条件可与 TCs相同。综上所述,本方法采用 2131 2的固相

萃取技术对提取液进行净化,取得满意的结果 (图 1)。

1 - MINO; 2- ETC; 3 - EOTC; 4- OTC; 5- TC;

6 - DMCTC; 7- ECTC; 8- CTC; 9 - MTC; 10- DOXY

图 1 7种 TC s及其 3种代谢产物的液相色谱图

21 2 检测波长的选择

根据文献报道 [ 4] , TCs及其代谢产物含有苯环、酮基和稀

醇组成的共轭体系,具有两个发色团, 在近可见区具有强的紫

外吸收。通过将一定量的混合标准溶液, 用甲醇:乙腈 ( 2: 3)

- 01 2%甲酸溶液 (体积比例为 14: 86 )稀释至 10m ,l以 PDA

检测器进行全扫描, 发现 TCs及其代谢产物在 267 nm 和

350 nm处均有较强吸收峰, 但由于本实验梯度洗脱条件下选

择 267 nm时出现基线漂移且有较多的干扰, 故采用 350 nm

作为检测波长。

21 3 色谱分离条件的优化

选择了Waters A tlantis T3( 41 6@250mm, 5 Lm)柱作为分

离柱对 10种 TCs及其代谢产物进行分离条件的优化。采用

11 0m l/m in的 流速。根据文 献 [ 5, 6] 选 择甲醇 - 乙腈 -

01 01 mol/L的三氟乙酸溶液, 结果发现甲醇 - 乙腈 -

01 01 mol/L的三氟乙酸溶液为流动相的条件下 ETC和 EOTC

存在重叠, 无法实现定性和准确定量。采用甲醇 - 乙腈 -

01 2%甲酸溶液为流动相对流动相的比例和洗脱梯度进行优

化。在对有机相比例选择上发现, 仅采用甲醇, 各成分分离效
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果较理想,但由于分离时间过长造成 CTC、MTC、DOXY峰前展

比较严重,在甲醇中不断提高乙腈的含量, 发现各组分的分离

度和峰形都较为理想。经过反复优化当有机相中甲醇和乙腈

的比例为 2: 3时, 7种 TCs及其 3种代谢产物均能达到较好的

分离效果,而且具有较高的检测灵敏度和较佳的峰形。

214 方法的线性范围与检出限、测定低限

逐级稀释标准混合工作液进行超高效液相色谱仪分析,

测定结果用 Wate rs EpowerÒ软件回归,线性范围为 25 L g/kg

~ 1250 Lg /kg, 检出限为 415 L g/kg~ 22 L g /kg, 测定低限为

25 Lg /kg~ 80 Lg /kg。回归方程、相关系数、检出限见表 2( y

为峰面积, x为待测组分的浓度, L g/ kg)。

表 2 7种 TCs及其 3种代谢产物的回归方程、相关系数、

检出限及测定低限

组分

名称
回归方程

相关系数

( r)

LOD

(L g /kg)

LOQ

( L g /kg)

M INO Y= 01123X- 010377 019979 910 50

ETC Y= 010192X+ 010175 019976 415 25

EOTC Y= 010102X+ 01526 019969 715 25

OTC Y= 01132X+ 1160 019954 415 25

TC Y= 01195X- 010306 019978 610 25

DMCTC Y= 01113X+ 010702 019950 910 50

ECTC Y= 3102X- 010236 019989 22 80

CTC Y= 5128X- 010220 019958 22 80

MTC Y= 1167X- 0100183 019946 715 25

DOXY Y= 01107X- 0100407 019816 18 50

215 方法的回收率与精密度

选用不 含 10 种 待测组 分的 猪肉样 品, 分别 加入

100 L g/kg、250 L g/kg和 500 L g/kg 3个浓度水平的 10种待

测组分混合标准溶液,按 213处理样品 ,进行 3个浓度水平添

加回收试验,空白猪肉样品及标准添加样品的色谱图见图 2~

图 3。测得平均回收率 (n = 10)在 8215% ~ 10119%之间, RSD

在 018% ~ 81 3%之间。

表 3 各水平回收率、精密度

组分

名称

添加水平 (Lg /kg)

100

回收率 (% ) RSD (% )

250

回收率 (% ) RSD (% )

500

回收率 (% ) RSD (% )

M INO 871 7 41 1 821 5 21 7 901 6 116

ETC 851 5 31 5 871 0 31 6 911 8 215

EOTC 10119 31 4 891 4 41 1 891 4 217

OTC 891 3 21 6 951 6 21 9 10015 018

TC 851 7 31 9 901 0 41 5 901 4 311

DMCTC 901 5 41 4 871 9 61 2 871 2 316

ECTC 971 1 51 6 921 6 71 5 981 6 512

CTC 921 5 71 7 951 8 41 3 861 5 418

MTC 971 5 21 3 941 2 51 5 901 4 316

DOXY 881 8 81 3 881 0 31 8 901 8 219

3 结论

本方法前处理简单,灵敏度高,精密度及回收率均可满足

国内外对残留分析的要求, 可用于猪肉中四环素及其代谢产

物多残留的同时检测。
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