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摘　要　正交试验研究了氯霉素衍生化的最佳条件,该最佳条件为加入 50ΛL BSTFA + TM CS (99+

1)硅烷化试剂,在 60℃反应 30m in。用 E I源的 GC2M S法,选择离子 (S IM )定性和定量,研究了氯霉素残留

测定的气质联用法。相关系数大于 0. 99,线性范围 1—200ngömL ,不同水产品试样中加标回收率在 70%—

90%之间,相对标准偏差小于 5% ,检出限为 0. 5Λgökg。

关键词　气质联用,氯霉素,正交试验,衍生化,水产品,残留。

中图分类号: O 657. 63　　　文献标识码: B　　　文章编号: 100428138 (2007) 0220201205

1　前言
氯霉素 (CA P)又名左旋霉素, 最初是从委内瑞拉链丝菌 (S. venez ru lae)的培养液中提取制得

的,人工合成氯霉素异构体称合霉素 (Sin tom ucin)即阿苏糖型氯霉素。其作用机制是抑制细菌的蛋

白质生物合成,主要是阻碍 50S核糖体与m RNA 结合,促肽键形成的肽基转移酶活力受阻,从而抑

制细菌的繁殖和生长。主要在肝脏被葡糖醛酸转移酶作用失活,迅速由尿排出体外。氯霉素是一种

广谱抗生素,处理伤寒、斑疹伤寒最有效,对流感杆菌引起的脑膜炎以及某些尿道感染也有效。但是

它能抑制人体骨髓造血功能而引起不可逆转的再生障碍性贫血症和粒状白细胞缺乏症,新生儿、早

产儿灰色综合症、肠胃道反应、皮疹等疾病,长期微量摄入氯霉素,还会诱发大肠杆菌、沙门氏菌等

致病菌的耐药性,引起机体正常菌群失调,使人们易感染各种疾病。但由于价格低廉,因此早期曾被

广泛用于人、畜多种传染性疾病的治疗,我国上世纪 80年代开始在水产养殖业中得到广泛的应用。

如果氯霉素在食用动物中残留,可通过食物链传给人类,对人类的健康造成危害。医学界至今还没

能确定氯霉素的人体安全接触剂量。

鉴于以上原因,很多国家和地区开始禁止或者严格限制使用氯霉素。FAO öWAO 规定食品中

CA P 不得检出。美国仅允许氯霉素用于非食用动物,动物性食品中不得检出。欧盟 (EEC)的 96ö23

指令把CA P 列入禁用药,将CA P 列为禁止使用的 10种“无最大限量的药物活性物质”之一。韩国

规定动物组织中不得检出。日本规定在肉、禽、水产品中的最大残留限量为 0. 05m gökg。

目前美国和欧盟对CA P 的检出限分别是 lΛgökg和 0. 1Λgökg。美国 FDA 在近期改进官方实验

方法后可能将标准降至 0. 3Λgökg甚至 0. 1Λgökg。水产品出口在我国对外贸易中占有一定比例,由

于过去的长期使用导致CA P 的残留和发达国家采取的技术性贸易壁垒,氯霉素检测在水产品出口



中至关重要。同时,为了执行农业部关于禁用兽药的公告,切实保障人民群众身体健康,应该加强对

氯霉素残留检测方法的研究。

本文就氯霉素残留检测的硅烷化条件、E I源的 GC2M S法检测[4 ]氯霉素进行了研究。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

6890N ö5973inert气质联用仪 (美国A gilen t公司) ;离心机;均质机;水浴旋转蒸发器; 旋涡混合

器;氮吹仪;固相萃取装置。

氯霉素标准品 (S IGM A 2ALDR ICH ) ; 乙酸乙酯、甲醇、正己烷、氯仿均为色谱纯; 无水硫酸钠,

分析纯, 650℃灼烧 4h,冷却后置于干燥器;氯化钠,分析纯; BST FA + TM CS (99+ 1) (SU PEL CO ) ;

实验用水为高纯水。

2. 2　样品提取与净化

准确称取 5g样品,加入 20mL 乙酸乙酯均质提取,再加入 10mL 乙酸乙酯重复提取一次。提取

液于 40℃水浴中旋转蒸发至干。加入 1mL 甲醇旋涡混合溶解残留物, 再加入 15mL 正己烷和

25mL 4%氯化钠溶液提取脂肪,除去正己烷相,再加入 10mL 正己烷重复提取一次, 弃去正己烷

相。加入 15mL 乙酸乙酯提取,用无水硫酸钠脱水,再用 5mL 乙酸乙酯重复一次。提取液在 40℃水

浴中旋转蒸发至干,用 5mL 5%乙腈水溶液溶解。

依次用 5mL 甲醇、氯仿、甲醇和水活化C18柱,提取液过C18柱,用 7mL 水淋洗和 3mL 乙腈洗

脱。在 50℃砂浴中氮气吹干。

2. 3　衍生化

加入衍生化试剂,旋涡混合,在一定温度和时

间下反应,在 50℃砂浴中氮气吹干。加入 0. 5mL 正

己烷,旋涡混合,待测。

考虑加入的衍生化试剂量、温度和时间三个因

素,衍生化条件和水平 (见表 1)。

表 1　正交试验衍生化条件和水平

因素
水平

1 2 3

试剂量 (A ) (ΛL ) 50 100 150

温度 (B ) (℃) 60 70 80

时间 (C ) (m in) 15 30 45

采用正交试验设计,以在色谱上的峰面积响应为数据,以三因素四水平的L 9 (34)正交表 (见表

2) ,对衍生化条件进行试验,进行极差分析,找出最佳的条件。

2. 4　仪器条件

色谱柱: H P- 5M S, 30m×0. 25mm×0. 25Λm 毛细管色谱柱;

载气:高纯氦气 (99. 999% ) ,柱流量 1. 0mL öm in;

进样口:温度 260℃,不分流进样,吹扫延迟 1. 00m in;进样体积 1. 0ΛL;

M SD: E I源, 传输线温度 280℃, 离子源温度 230℃, 四极杆温度 150℃; S IM 模式, 选择 73、

208、225三个特征离子,以 225定量, 73和 208定性。

2. 5　样品测定

分别测定水产品批发市场、超市和农贸市场上的青虾、鲫鱼和螃蟹等样品中氯霉素的含量及不

同水产品基体中氯霉素的加标回收率。
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3　结果与讨论
3. 1　衍生化条件

正交试验结果及极差分析结果见表 2。

由此可见, 对衍生化效果影响最显著的为

时间, 其次为加入衍生化试剂量, 温度影响最

小。从节省时间和成本的角度考虑, 选择加入

50ΛL 衍生化试剂,在 60℃反应 30m in 为最佳条

件。

3. 2　氯霉素的定性和定量

氯霉素的结构式见图 1,其硅烷化衍生物结

构式及质谱图见图 2。

表 2　L 9 (34)正交表及极差分析

试验号
A

1

B

2

C

3
数据

1 1 1 1 151

2 1 2 2 568

3 1 3 3 403

4 2 1 2 265

5 2 2 3 141

6 2 3 1 62

7 3 1 3 606

8 3 2 1 126

9 3 3 2 333

É j 1122 1022 339

Ê j 468 835 1166

Ë j 654 798 1150

极差 654 224 827

图 1　氯霉素的结构式 图 2　氯霉素硅烷化衍生物结构式及质谱图

氯霉素标准溶液的总离子流色谱图和选择离子色谱图见图 3。

图 3　氯霉素标准溶液总离子流色谱图 图 4　氯霉素标准溶液选择离子色谱图

以 225定量, 72和 208定性, 73、208和 225三个特征离子丰度分别为 100、41和 98。
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3. 3　精密度、准确度和线性

以标准溶液和氯霉素峰面积做校准曲

线, 相关系数 r = 0. 999, 线性范围 1—

200ngömL。加标浓度为 4. 00Λgökg,对不同

水产品进行加标回收率测定,其回收率和相

对标准偏差见表 3。从表中数据可看出,不同

试样中加标回收率在 70%—90%之间,重复

性小于 5% , 以 3 倍 S öN 计算得检出限为

0. 5Λgökg。

表 3　不同试样氯霉素的加标回收率和重复性

试样 测定值 回收率 相对标准偏差

3. 24 81. 0

青虾 3. 35 83. 8 5. 0

3. 57 89. 2

2. 91 72. 8

鲫鱼 2. 97 72. 8 4. 0

3. 14 78. 5

2. 81 70. 2

螃蟹 2. 92 73. 0 2. 1

2. 92 73. 0

3. 4　样品测定结果

在所测的 31个样品中,有青虾、鲫鱼等共 3个检出。样品和加标的 S IM 谱图见图 5- 6。

图 5　样品 S IM 图 图 6　加标样品 S IM 图

通过检测数据统计和氯霉素在不同水产品中的残留规律,可以有针对地进行氯霉素的监督检

测。

4　结论
(1) 动物性食品中氯霉素的提取净化方法比较成熟[1—2 ] ,典型的方法是乙酸乙酯提取后正己

烷脱脂,乙酸乙酯反萃取, C18 SPE 净化。如果用气相色谱检测,则还需硅烷衍生化。关于硅烷化的

条件,有很多报道,大多不尽一致[1—3 ]。

本文采用三因素三水平的正交试验设计法,对氯霉素硅烷化衍生化加入的衍生化试剂量、温度

和时间三个因素进行了试验,最后找出硅烷化的最佳条件为: 加入 50ΛL 衍生化试剂,在 60℃反应

30m in。

(2) 氯霉素的残留有很多检测方法[4 ]。检出限和确证能力是氯霉素残留检测中最受关注的问

题。微生物法、免疫分析法和 FDA 的CHA RM Ê等筛选方法,适合大量样品的初步筛选,应用最普

遍的酶联免疫法具有灵敏度高、成本低等优点,但存在稳定性差和假阳性等问题。高效液相色谱法

重复性较好,但是其检出限不能满足要求;气相色谱法虽具有很高灵敏度,低检出限,但是仍存在假

阳性问题。在氯霉素的确证分析中,以气质联用法和液质联用法应用较广。液质联用法具有很高的

灵敏度和稳定性,是 FDA 推荐的确证方法,随着L C2M S的逐渐普及,液质联用法将成为国内首选

的确证方法,但是现阶段国内L C2M S的普及性仍较差; 气质联用法一般使用N C I源[4 ] ,灵敏度高,

可达到 0. 1Λgökg,但是C I源的气质联用仪普及性不高。E I源的 GC2M S法在一些方面虽不及前两

者,但是 S IM 模式仍然具有很高灵敏度,一般可高于 5Λgökg,而且其使用较为普及。
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(3) 气质联用法在氯霉素残留检测上的优点之一是其确证能力。本文以氯霉素的质谱图为参

考,选择了几个特征离子,结合实际试样基体情况,最后确定了 225、72和 208定性三个特征离子,

丰度分别为 100、41和 98。测定时,只要样品的 S IM 图定性离子丰度在标样丰度的 20%范围内就

判定为阳性。采用这种方式确证,大大降低了氯霉素残留检测中“假阳性”情况的发生。
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D eterm ination of Chloramphen icol Residues in Aquatic Products
by Gas Chromatography-M ass Spectrometry
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(Y angzhou Center of Farm P rod uct Q uality S uperv isal and Inspection, Y angzhou, J iangsu 225009, P. R. China)

Abstract　T he op tim al conditions in w h ich ch lo ramphen ico l(CA P) w as derivatized w ere studied

w ith o rthogonal test. Ch lo ramphen ico l can be derivatized op tim ally at 60℃ fo r 30 m inutes w ith 50ΛL

BST FA + TM CS ( 99 + 1 ). T he ch lo ramphen ico l residue characterization and quan tification

determ ination of GC2M S w ith E I source and S IM mode w ere studied. T he correlation coefficien tsw ere

above 0. 99 fo r the calibration curves. T he linear p lo ts w ere obtained betw een 1ngömL and 200

ngömL. O verall recoveries of differen t aquatic p roducts w ere betw een 70% and 90%. T he relative

standard deviations w ere less than 5%. T he lim its of detection (LOD )w ere 0. 5Λgökg.

Key words　GC2M S, Ch lo ramphen ico l,O rthogonal T est,D erivation,A quatic P roducts, R esidue.
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