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猪肉中二甲胺四环素的反相－高效液相色谱测定
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摘　要：建立了一种测定猪肉中二甲胺四环素的反相－高效液相色谱（ＲＰ－ＨＰＬＣ）分析

方法。目标物经ＥＤＴＡ－Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ提取，用Ｏａｓｉｓ　ＨＬＢ固相萃取小柱净化，流动相为甲

醇－咪唑缓冲溶液，体积 比２０∶８０，荧 光 检 测 器 检 测，外 标 法 定 量。平 均 添 加 回 收 率 在

８９．６％～９４．０％之间，相对标准偏差（ＲＳＤ）在３．１％～６．５％之间，检出限为０．０１ｍｇ／ｋｇ。
该方法简单，灵敏度高，重现性好。
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四环素类抗生素是由链霉菌产生的类碱性抗生素。盐酸二甲胺四环素（Ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎ　Ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ），
又名美满霉素或盐酸米诺环素，具有高效、广谱的特点，对革兰阳性及阴性菌均有杀菌能力。四环素类抗

生素中二甲胺四环素疗效最好，已 在 临 床 使 用 了 多 年，它 是 由 去 甲 基 金 霉 素（ＤＭＣＴＣ）和 去 甲 基 四 环 素

（ＤＭＴＣ）经半合成制得的。很多国家对在食用动物养殖中使用的四环素类和其在食品中的残留进行了严

格的规定，美国、日本、欧盟及我国均规定水产品中四环素类抗生素的最大残留限量为０．１ｍｇ／ｋｇ［１］。国

内有关四环素类抗生素的测定方法很多，但关于二甲胺四环素测定方法的报道甚少，目前的测定二甲胺四

环素方法多为高效液相色谱法［２－３］和高效液相色谱质谱联用法［４］，并且这些方法基本都是用于人血清中

二甲胺四环素的测定。
本文建立了反相－高效液相色谱法（ＲＰ－ＨＰＬＣ）测定猪肉中二甲胺四环素，该方法的建立可为常规的

实验室检测提供可靠的依据。

１　实验部分

１．１　主要仪器、试剂与材料

Ｗａｔｅｒｓ　２６９５高效液相色谱仪，配备荧光检测器（美国，Ｗａｔｅｒｓ公司）；Ｏａｓｉｓ　ＨＬＢ小柱（３ｍＬ，６０ｍｇ，
美国 Ｗａｔｅｒｓ公司）；氮吹仪（美国，Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ）；离心机（日本，日立公司）；漩涡混合器（德国，ＩＫＡ）；固

相萃取装置 ＨＰ６０１９；ＦＡ１１０４电子天平（上海天平仪器厂）。
盐酸二甲胺四环素标准溶液：精密称取５０．０ｍｇ盐酸二甲胺四环素标准品（９５％，购于上海安谱）于

１００ｍＬ棕色容量瓶中，用乙腈溶解并定容，配制 成５００ｍｇ／Ｌ的 标 准 储 备 液。咪 唑 缓 冲 溶 液：准 确 称 取

６８．０６ｇ咪唑、０．３７ｇ乙二胺四乙酸二钠及１０．２７ｇ乙酸镁溶于８００ｍＬ水中，用冰乙酸调ｐＨ至７．０～７．５，
再用水定容至１　０００ｍＬ。柠檬酸溶液（０．１ｍｏｌ／Ｌ）：称取２１．０１ｇ柠檬酸，用水溶解并定容至１　０００ｍＬ。磷酸

氢二钠溶液（０．２ｍｏｌ／Ｌ）：称取２８．４１ｇ磷酸氢二钠，用水溶解并定容至１　０００ｍＬ。Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ缓冲溶液：将

１　０００ｍＬ　０．１ｍｏｌ／Ｌ柠檬酸溶液和６２５ｍＬ　０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸氢二钠溶液混合。ＥＤＴＡ－Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ缓冲溶

液（０．１ｍｏｌ／Ｌ）：称取６０．５ｇ乙二胺四乙酸二钠，溶解于１　６２５ｍＬ　Ｍｅｌｌｖａｉｎｅ缓冲溶液中。乙腈、甲醇均

为色谱纯，其余试剂为分析纯。实验用水均为二次蒸馏水。
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１．２　色谱条件

色谱柱：Ｓｙｍｍｅｔｒｙ　Ｃ１８（２５０×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：甲醇－咪唑缓冲溶液（体积比为２０∶８０）；柱温

３０℃；流速：１．０ｍＬ／ｍｉｎ；荧光检测器：Ｅｘ＝３８０ｎｍ，Ｅｍ＝５２０ｎｍ；进样量：２０μＬ。

１．３　分析步骤

准确称取猪肉样品５ｇ（精确到０．０ｌｇ），置于５０ｍＬ聚丙烯离心管中，用２０ｍＬ　０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ－
Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ缓冲溶液涡旋提取５ｍｉｎ，５　０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液于５０ｍＬ容量瓶中，在残渣中加入

２０ｍＬ　０．１ｍｏｌ／Ｌ　ＥＤＴＡ－Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ缓 冲 溶 液 再 按 同 样 的 方 法 提 取 一 次。合 并 上 清 液，并 用 ＥＤＴＡ－
Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ缓冲溶液定容至５０ｍＬ，混合均匀，备用。

固相萃取小柱分别用５ｍＬ甲醇和５ｍＬ　ＥＤＴＡ－Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ活化，取２０ｍＬ提取液过柱，待样液完全

流出后，依次用５ｍＬ水和５ｍＬ甲醇淋洗，真空抽干，不收集。再用１０ｍＬ甲醇－乙酸乙酯洗脱，并收集全

部洗脱液于１０ｍＬ试管中。置于４０℃水浴中氮气吹干，用１ｍＬ流动相溶解，在漩涡混合器上混匀，过０．
２５μｍ微孔滤膜后，用于高效液相色谱测定。

２　结果与讨论

２．１　色谱分离

图１　二甲胺四环素标样色谱图

Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ　ｏｆ　ｓｔａｎｄａｒｄ　ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ

在上述色谱条件下，分析得到二甲胺四环素标准溶液

的色谱图，见图１。从图１可以看出，目标物可以得到很好

的分离，而且峰形 对 称，保 留 时 间 适 中。测 定 四 环 素 类 抗

生素常用的检测器是二极管阵列检 测 器 或 者 是 紫 外 检 测

器，这两种检测器的缺点是 灵 敏 度 不 高；而 将 二 甲 胺 四 环

素用 盐 溶 液 提 取 后 再 经 荧 光 检 测 器 测 定，灵 敏 度 可 提 高

１００倍以上。

２．２　流动相的选择

实验比较了甲醇－水、乙腈－水及甲醇－咪唑缓冲溶液作

流动相时的情况。结果表明，以甲醇－水和乙腈－水 为 流 动

相都会出现色 谱 峰 拖 尾 现 象，当 用 甲 醇－咪 唑 缓 冲 溶 液 作

为流动相时，谱峰拖尾现象得以改善，而当甲醇－咪唑缓冲溶液体积比为２０∶８０时，二甲胺四环素的保留时

间适中，峰形对称。

２．３　线性范围与检出限

将二甲胺四环素标准溶液稀释为０．０２、０．１０、０．２０、１．００、１０．０ｍｇ·Ｌ－１标准系列，按上述色谱条件测

定，以进样量（Ｘ）为横坐标，峰面积（Ｙ）为纵坐标建立标准曲线。线性回归方程为：Ｙ＝１　０２１　Ｘ＋３６１．２，相
关系数为０．９９９２，在０．４～２００ｎｇ范围内有良好的线性关系。本方法的检出限为０．０１ｍｇ／ｋｇ。

２．４　方法的准确度与精密度

在猪肉中添加不同水平的标准溶液，进行添加回收率试验，分别添加系列浓度的待测药物标准溶液，
按照上述实验方法进行添加回收试验，重复测定５次，添加回收试验结果见表１。结果表明，该方法具有

较好的准确度和重现性，平均添加回收率为８９．６％～９４．０％，相对标准偏差（ＲＳＤ）为３．１％～６．５％。

表１　猪肉中二甲胺四环素添加回收率和精密度（ｎ＝５）

Ｔａｂｌｅ　１　Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ　ａｎｄ　ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ　ｏｆ　ｍｉｎｏｃｙｃｌｉｎｅ　ｆｒｏｍ　ｆｏｒｔｉｆｉｅｄ　ｍｅａｔ　ｓａｍｐｌｅｓ（ｎ＝５）

Ｓｐｉｋｅｄ　ｌｅｖｅｌ（ｍｇ／ｋｇ） Ｆｏｕｎｄ（ｍｇ／ｋｇ） Ａｖｅｒａｇｅ　ｒｅｃｏｖｅｒｙ（％） ＲＳＤ（％）

０．１　 ０．０９２　 ０．０９６　 ０．０９１　 ０．０９８　 ０．０９３　 ９４．０　 ３．１

１．０　 ０．９１２　 ０．８３７　 ０．９０４　 ０．８５０　 ０．８１２　 ８６．３　 ５．０

５．０　 ４．７１　 ４．４１　 ４．５５　 ４．４３　 ４．５０　 ８９．６　 ６．５
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