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[摘 � 要] � 建立了猪组织中维吉尼亚霉素 M1 残留的高效液相色谱测定方法。样品用甲醇- 0. 2

mol/ L NH4H2PO4溶液提取,正己烷洗涤,经 C18固相萃取柱净化后做HPLC分析。选用二极管矩阵检

测器,波长245 nm;色谱柱为 ODS�3 C18柱( 4. 6 mm� 250 mm, 5 �m);流动相为乙腈- 水( 37. 5 62. 5, V/

V )。维吉尼亚霉素M1标准曲线线性范围在 0. 1~ 2. 0 �g/ mL。对不同组织的 3种加药浓度进行回收

率测定,回收率在72%~ 85%,变异系数在10%以内。最低检测限为10 ng/ g。
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� � 维吉尼亚霉素( Virginiamycin, 简称 VGM ) 是

一种内酯环肽类抗生素, 由 VGM�M ( M1, M2) 和

VGM�S( S1~ S5)组成, 其中 VGM�M1和 VGM�S1 为

主要成分。单独VGM�M1或 VGM�S1的抗菌作用很

弱,但二者存在协同效应。商品VGM是 M1 和S1 的

混合物,比例一般为 3 1,在欧洲国家曾作为动物生长

促进剂广泛应用于畜禽配合饲料。1999年, 出于对

饲用抗生素在动物产品中的残留问题的忧虑,欧盟

决定禁止将 VGM 等抗生素作为动物生长促进剂用

于饲料[ 1]。目前, 我国允许在畜禽饲料中添加

VGM,在实际生产中作为肉猪、肉鸡的药物添加剂,

用于预防动物疾病、促进动物生长。农业部 2002年

235号公告规定, VGM 在猪组织中的最高残留限量

为肌肉 100 �g/ kg,肝脏 300 �g/ kg,肾脏 400 �g/ kg。

有关动物组织中 VGM 残留检测方法研究的

文献报道不多(国内尚无文献报道) ,主要利用经典

的液- 液分配法提取组织样品中残留的 VGM , 再

用高效液相色谱法进行检测。鉴于商品 VGM 是

以 VGM�M 1 组分为主, 文献报道的动物组织中

VGM 残留检测方法研究主要针对 VGM�M1 组

分
[ 2~ 4]

, 本研究旨在建立利用固相萃取技术进行样

品前处理、反相高效液相色谱测定猪组织中 VGM�
M1 残留的检测方法。

1 � 材料与方法

1. 1 � 仪器与设备 � 高效液相色谱仪, Ag ilent

1100S,美国 Agilent 公司, 配有二极管矩阵检测器

( G1315B, DAD ) 和化学工作站; 高速离心机,

Biofuge st ratos, 德国 Heraeus 公司; 高速组织分散

器, GF�1,江苏国华电器有限公司; 氮吹仪, N�EVEP
112,美国 Organomation Associates公司;旋转蒸发仪,

R�200,瑞士 Ruch公司; AccuBOND #ODS�C18固相萃

取( SPE)柱, 500 mg/ 6 mL,美国Agilent公司。

1. 2 � 试剂与溶液 � VGM�M 1标准品,美国 SIGMA

公司,纯度∃95% ;乙腈、甲醇为色谱纯, 正己烷、磷

酸二氢铵为分析纯;水为超纯水。

1. 2. 1 � 0. 2 mol/ L 磷酸二氢铵溶液 � 称取 23 g 磷

酸二氢铵,用水稀释至 1 000 mL。

1. 2. 2 � 40%甲醇溶液 � 量取 400 mL 甲醇和 600

mL 水混合均匀。

1. 2. 3 � 80%甲醇溶液 � 量取 800 mL 甲醇和 200

mL 水混合均匀。

1. 3 � VGM�M 1标准溶液
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1. 3. 1 � 储备液 � 称取 5. 0 mg VGM�M1标准品,用乙

腈溶解并稀释至浓度为100 �g/ mL储备液, 4 & 保存。

1. 3. 2 � 工作液 � 吸取适量储备液, 用流动相稀释

至浓度为 10. 0 �g/ mL 的工作溶液。

1. 3. 3 � 绘制标准曲线用标准工作液 � 吸取适量工
作液, 用流动相稀释至浓度为 0. 10、0. 25、0. 50、

1. 0、2. 0 �g / mL 的系列标准工作液。

1. 4 � 色谱条件 � 检测器为二极管矩阵检测器; 色

谱柱为 ODS�3 C18( 250 mm � 4. 6 mm, 5 �m) ; 柱温

为室温;检测波长设在 245 nm; 流动相为乙腈- 水

( 37. 5 62. 5, V/ V ) ;流速1. 0 mL/ min;进样量20 �L。

1. 5 � 绘制标准曲线 � 将绘制标准曲线用标准工作
液按浓度依次从低到高, 按色谱条件测定。每一浓

度进 3针,按其所得峰面积平均值与对应的标准溶

液浓度作标准曲线图,计算回归方程和相关系数。

1. 6 � SPE 柱洗脱试验 � 吸取 0. 50 mL 储备液, 用

20%的甲醇水溶液定容至 50 mL, 吸取此溶液 2. 5

mL上 C18�SPE 柱(预先用 5 mL 甲醇和 5 mL 水活

化) ,分别用 5 mL 30%~ 90%的不同比例甲醇水溶

液洗脱,按 1. 4项条件测定洗脱液中 VGM�M1 含量。

1. 7 � 样品前处理 � 称取 2. 5 g 左右已切碎的组织

样品, 放入 50 mL 离心管中。加入 15 mL 甲醇, 组

织分散器分散 30 s, 少量甲醇洗涤刀头,再加入 10

mL 0. 2 mol/ L NH 4H2PO4 溶液, 混合均匀后离心

10 min( 5 000 r/ min)。将上清液转移至 125 mL 分

液漏斗中, 用 20 mL 正己烷洗涤。下层溶转移至 50

mL 茄形瓶中, 45 & 恒温水浴减压浓缩至 2 mL 左

右,加入 4 mL 40%甲醇溶液,摇匀后上 C18SPE 柱

(预先活化同 1. 6项下条件) ,用 5 mL 40%甲醇溶液

洗涤,用5 mL 80%甲醇水溶液洗脱。洗脱液 45 &

恒温水浴,氮气流吹至近干。用250~ 500 �L 流动相

溶解, 0. 45 �m 膜过滤,供高效液相色谱分析。

1. 8 � 组织中残留量计算 � 根据峰面积, 由回归方

程计算试样溶液中 VGM�M1 含量, 并按下式计算

组织中 VGM�M1 的残留量: X = CV / M

式中: X ∋ ∋ ∋ 组织中 VGM�M1 的残留量( ng / g) ;

� � C ∋ ∋ ∋ 试样溶液中VGM�M1的浓度( ng/�L) ;

� � M ∋ ∋ ∋ 样品重量( g ) ;

� � V ∋ ∋ ∋ 试样溶液体积(�L)。

1. 9 � 回收率、变异系数( RSD )的测定 � 分别称取
肌肉、肝脏、肾脏样品 2. 50 g , 添加适量的标准溶

液,使样品含 VGM�M1 20~ 320 ng/ g, 每种组织 3

个添加浓度, 每个浓度 4个平行样品, 按 1. 5 项下

方法处理后进行液相色谱分析。以加入量和测得

量之比计算回收率。按每个浓度测 4个重复样品

的回收率计算批内变异系数,每个浓度各测 3批计

算批间变异系数。

2. 0 � 最低检测限的测定 � 称取肌肉样品 2. 50 g,

添加适量的标准溶液, 使样品 VGM�M 1 的浓度分

别为: 5、10、20 ng/ g, 每个浓度 3个平行样品, 按 1.

5项下方法处理后进行液相色谱分析, 由化学工作

站给出信号和噪音峰高的比值。以能检测到 3倍

于噪音峰高的 VGM�M1 浓度作为最低检测限。

2 � 结 果

2. 1 � 标准曲线 � VGM�M1 线性范围为 0. 1~ 2. 0

�g/ mL,标准曲线方程为 y= 22. 927 2 x + 0. 064

3, r= 0. 999 6。标准曲线见图 1。VGM�M1 标准品

溶液、空白肾脏组织和空白肾组织添加药物的提取

液色谱图见图 2。

图 1 � VGM�M 1标准曲线图

2. 2 � SPE柱洗脱 � 试验中观察了在反相 C18固相

萃取柱上不同甲醇水比例溶液洗脱 VGM�M1 的能

力(见表 1)。控制固相萃取上柱液中甲醇浓度低于

40% ,用 40%的甲醇溶液洗涤,用 80%的甲醇溶液

洗脱, 可以获得理想的净化效果、同时保证足够的

回收率。

表 1 � 甲醇水溶液洗脱 C18SPE 柱上 VGM�M 1的回收率

甲醇浓度

/ %

上柱量

/�g

测得量

/ �g

回收率

/ %

30 2. 5 0 0

40 2. 5 0 0

45 2. 5 0 0

50 2. 5 0. 24 9. 4

55 2. 5 2. 21 88. 3

60 2. 5 2. 44 97. 4

70 2. 5 2. 49 99. 7

80 2. 5 2. 50 100

90 2. 5 2. 50 100
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A: VGM�M 1 标准品( 1. 0 �g/ mL) ; B:肾脏组织样品; C:肾脏组织+ VGM�M 1 标准品( 160 ng/g)

图 2 � VGM�M 1标准品和肾脏组织样品的色谱图

2. 3 � 回收率、RSD 以及检测限 � 回收率的测定和

RSD 计算结果见表 2。猪组织中 VGM�M1 残留的

最低检测限为 10 ng / g。

3 � 讨 论

3. 1 � 本实验在样品前处理时采用匀浆、离心、净化

等步骤, 操作简便、快速。在净化步骤中, 国外文献

报道均采用多次液- 液萃取, 本实验采用反相 C18

固相萃取柱, 节省了试剂和时间。

3. 2 � 本实验采用二极管矩阵检测器同时观察了

VGM �M 1在207、214、235、245、254nm的色谱图,

表 2 � 猪组织中 VGM�M 1 残留回收率( n = 4)与 RSD 测定结果

组织
添加浓度

/ ( ng%g- 1)
测定批次

测得浓度/ ( ng%g- 1)

( �x ( s)

回收率/ %

( �x ( s)
批内 RSD / % 批间 RSD / %

肌肉 20 1 14. 45 ( 0. 72 72. 25 ( 1. 63 3. 07 3. 25

2 15. 38 ( 0. 31 76. 88 ( 1. 55 2. 82

3 15. 18 ( 0. 53 75. 88 ( 2. 63 4. 61

40 1 30. 25 ( 1. 85 75. 63 ( 4. 63 7. 74 3. 57

2 32. 38 ( 1. 63 80. 94 ( 4. 06 6. 62

3 31. 68 ( 1. 68 79. 92 ( 4. 19 6. 73

80 1 64. 77 ( 1. 24 80. 96 ( 1. 55 2. 66 2. 27

2 65. 17 ( 2. 24 81. 46 ( 2. 80 5. 14

3 67. 53 ( 2. 56 84. 42 ( 3. 20 5. 20

肝脏 20 1 14. 75 ( 0. 54 73. 75 ( 2. 70 5. 29 4. 02

2 15. 97 ( 0. 42 79. 85 ( 2. 10 3. 77

3 15. 52 ( 0. 89 77. 76 ( 4. 45 7. 77

120 1 101. 20 ( 4. 27 � 84. 33 ( 3. 56 5. 85 3. 20

2 100. 08 ( 2. 48 � 83. 40 ( 2. 07 3. 26

3 95. 24 ( 3. 17 79. 37 ( 2. 64 4. 70

240 1 200. 56 ( 3. 63 � 83. 57 ( 1. 51 2. 54 1. 50

2 196. 00 ( 4. 85 � 81. 67 ( 2. 02 3. 29

3 195. 04 ( 3. 73 � 81. 27 ( 1. 56 2. 65

肾脏 20 1 15. 42 ( 0. 83 77. 10 ( 4. 13 7. 58 4. 58

2 16. 90 ( 0. 37 84. 50 ( 1. 85 2. 87

3 16. 13 ( 0. 54 80. 63 ( 2. 68 4. 41

160 1 127. 36 ( 4. 27 � 79. 60 ( 2. 67 4. 61 2. 98

2 135. 09 ( 9. 42 � 84. 43 ( 5. 89 9. 98

3 130. 24 ( 3. 63 � 81. 40 ( 2. 27 3. 35

320 1 261. 22 ( 6. 33 � 81. 63 ( 1. 98 3. 61 1. 83

2 270. 93 ( 8. 46 � 84. 67 ( 2. 64 4. 18

3 266. 88 ( 10. 88 � 83. 40 ( 3. 40 5. 99
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VGM�M 1在 207 nm 处响应最大, 基质干扰也最

大。随着波长的增加, VGM�M1 的响应逐渐下降,

但基质干扰大幅减小。将检测波长定在 245 nm,

基质干扰少,且有足够的响应。

3. 3 � 本实验采用 ODS�3 C18色谱柱观察了不同比

例乙腈和水混合流动相的分离效果。乙腈与水的

比例对 VGM�M1 与饲料中其它组分的色谱分离情

况有明显影响。当流动相中乙腈浓度大于60%时,

VGM�M 1保留时间太短, VGM�M 1 难以与组织中

其它组分分离; 当流动相中乙腈浓度小于 30%时,

VGM�M1 保留时间太长, 并且 VGM�M1 的峰形拖

尾。当流动相中乙腈浓度控制在 35%~ 40% 时,

VGM�M 1保留时间适中, VGM�M 1 与组织中其它

组分可以达到基线分离效果。图 2即为流动相中

乙腈与水的比例为 37. 5  62. 5时的色谱图, VGM�
M 1 保留时间为 17. 3 min。

3. 4 � 本实验建立的方法, 采用高效液相色谱二极

管矩阵检测器测定猪组织中 VGM�M1 的残留量,

最低检测限为 10 ng/ g ,不同组织不同浓度的回收

率均在 70%以上, 批内、批间 RSD 全部在 10%以

内, 完全满足猪组织中 VGM�M 1 残留量检测的要

求。
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Determination of virginiamycin M1 residues in swine tissues by HPLC

GENG Zhi�ming, CHEN M ing, XU Da�guang, WANG Ran, LIU Wei�rong, ZHENG Qin
( Food Saf ety Resear ch and Ser v ice Cen ter , Jiangsu Academy of Agr icul tu ral Scie nces , Nanj ing , Jiang su � 210014; China )

Abstract: A method w as developed for detect ing virginiamycin M 1 in sw ine t issues by HPLC w ith DAD detec�
t ion at 245 nm. Virg iniamycin M1 was ext racted from tissues w ith methanol and 0. 2 mol/ L ammonium dihy�
drogenphosphate, purified by AccuBOND # ODS�C18 solid�phase ex tract ion cart ridge, and determinated w ith

an ODS�3 C18 colomn( 4. 6 mm � 150 mm, 5 �m) and water�acetonitrile( 62. 5 37. 5) as mobile phase. The rela�
t ionship of peak area response and concentrat ion of virginiamycin M1 between 0. 1~ 2. 0 �g/ mL w as linear.

Average recoveries of virginiamycin M1 from sw ine t issues fort if ied at a level of 20~ 320 ng/ g w ere 72% ~

85% . Coeff icients of variat ion w ere below 10%. The detect ion limit for virginiamycin M1 was 10 ng / g.

Key words: HPLC; virg iniamycin M 1; residue; sw ine t issues
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