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摘　要　采用微量化样品处理技术,用乙酸乙酯提取饲料样品中的氯霉素、甲砜霉素、氟甲砜霉素,并

经液2液分配净化后,用反相液相色谱梯度洗脱双波长对 3种组分进行同时分离测定,外标法定量。检出限

为 0. 020m gökg,回收率大于 70% , R SD 小于 17. 2%。
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1　前言
氯霉素 (Ch lo ramphen ico l)、甲砜霉素 (T h iamphen ico l)和氟甲砜霉素 (F lo rfen ico l)属于酰胺醇类

抗菌素,后两者是氯霉素的衍生物,它们的化学性质见表 1。
表 1　3种酰胺醇类抗菌素的化学性质

组分名称 结构式 CA S号 相对分子质量

氯霉素 (左霉素)

Ch lo ramphenico l(L aevom ycetin) NO 2 C

H

OH

C

NH C

O

CHCl2

H

CH 2OH
56- 75- 7 323. 14

甲砜霉素 (硫霉素)

Th iamphenico l SO 2CH 3 C

H

OH

C

NH C

O

CHC l2

H

CH 2OH
15318- 45- 3 356. 23

氟甲砜霉素 (氟罗芬尼,氟苯尼考)

(F lo rfenico l) SO 2CH 3 C

H

OH

C

NH C

O

CHC l2

H

CH 2F
73231- 34- 2 358. 21

　　氯霉素, 2, 22二氯2N 2[ 22羟基212(羟甲基) 222(42硝基苯基) 2乙基 ]乙酰胺,具有左旋光性,又名

左霉素,略溶于水, pH 10以上失去活性。易溶于乙醇、甲醇、丙二醇、丙酮及乙酸乙酯,不溶于苯及

石油醚,是一种有效的广谱抗生素。由于其对多种病原菌有较强的抑制作用,曾在养殖业广泛使用,

但由于氯霉素能抑制人体骨髓造血功能,引起人类再生障碍性贫血、粒状白细胞缺乏症、新生儿、早
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产儿灰色综合症等疾病,且低浓度的药物残留还会诱发致病菌的耐药性,因此氯霉素残留问题已引

起国际组织和世界许多国家和地区的高度重视。欧盟、美国、香港特别行政区政府均在法规中将氯

霉素列为禁用兽药,动物组织中不得检出,我国农业部已将氯霉素从 2000年的《中国兽药典》中删

除。

甲砜霉素, D 2苏型22, 22二氯2N 2[Β2羟基2Α(羟甲基) 2p 2(甲磺酰基)苯乙基 ]乙酰胺,是氯霉素

的类似物,对光、热稳定,有吸湿性。室温下水中的溶解度为 0. 5%—1. 0% ,醇中的溶解度为 5% ,被

称为第二代氯霉素。

氟甲砜霉素, 2, 22二氯2N 2[ 12(氟甲基) 222羟基 2 (42(甲磺酰基)乙基)乙酰胺 ],是甲砜霉素的

氟化衍生物,被称为第三代氯霉素。后两种药物有效地克服了氯霉素导致再生障碍性贫血的缺陷。

甲砜霉素和氟甲砜霉素由于没有氯霉素的缺陷,作为氯霉素的替代品,允许作为兽药使用。在

防治猪呼吸道疾病时,添加到饲料中的水平一般在 20—40m gökg。

国内外关于饲料中 3种酰胺醇类抗菌素含量同时检测的方法还未见有报道。饲料主要报道的

是氯霉素的检测方法,葛明伟等[1 ]采用高效液相色谱测定了饲料中氯霉素含量,样品经甲醇提取然

后用中性氧化铝净化,紫外测定,检出限为 1m gökg。P ilar V inas等[2 ]采用液相色谱二极管阵列检测

器研究了饲料中氯霉素残留的检测方法,样品经乙酸乙酯提取后,用D iscovery D SC218L t固相萃取

小柱净化后进行测定。

多种酰胺醇类抗菌素药物的检验方法集中在组织样品中残留量的检测, 采用的方法有GC2
ECD [3, 4 ]、液相色谱2质谱测定法[5 ] ,这些方法对于提取的样液均采取固相萃取技术进行净化后进行

测定。

由于饲料的杂质和干扰物质相对于组织样品多且复杂,而且饲料中允许加入甲砜霉素和氟甲

砜霉素,如果饲料中加入了氯霉素,其含量也会比组织样品中的残留量高得多。本文采用微量化样

品处理技术,建立了一种反相H PL C、梯度洗脱、二极管阵列检测器同时分离测定饲料中 3种酰胺

醇类抗菌素含量的快速方法。3种酰胺醇类抗菌素的检出限均为 0. 10m gökg,回收率和精密度均满

足饲料中酰胺醇类抗菌素含量的检测要求。

2　实验部分

2. 1　仪器与设备

Sh im adzu L C210A T 系列色谱仪 (日本 Sh im adzu 公司) , 配 SPD 2M 10AV P 检测器, CTO 2
M 10AV P 柱温箱; LD 422 低速离心机, 4000röm in (北京医用离心机厂) ; 华利达2866 旋涡混匀器,

200—24000röm in (太仓市科教器材厂) ; BRAN SON B 3200S2T 超声波清洗器 (必能信超声 (上海)

有限公司) ; CNM 2M ST 22多功能微量化样品处理仪 (长沙中讯电子工程研究所)。

2. 2　试剂

准确分别称取氯霉素 (美国 Sigm a 公司,纯度≥99% )、甲砜霉素 ( ICN B iom edicals Inc美国产

品,纯度 99% )、氟甲砜霉素 (德国D r. Eh rensto rer GmBh 公司,纯度 99% ) 0. 050g 置于 50mL 容量

瓶中,用甲醇溶解并定容至刻度,即为 1. 0m gömL 混合标准储备液。再根据需要用甲醇将标准储备

液稀释成适当浓度的混合标准工作液。

所用试剂乙腈为H PL C 级试剂,其余为分析纯。实验用水为二次蒸馏水。

2. 3　实验步骤

准确称取 5. 000g粉碎均匀试样于 50mL 离心管中,加入 20mL 水于旋涡混匀器上混匀 2m in,
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置于超声波清洗器中超声 15m in 后,加入 10mL 乙酸乙酯于混匀器上混匀 3m in, 2000röm in 离心

5m in,将上清液用尖嘴吸管转入另一支 30mL 离心管;残样再用 2×5mL 乙酸乙酯于混匀器上混匀

提取 2次,每次 2m in, 2000röm in 离心 5m in,将上清液吸取合并,于 65℃的空气流下浓缩至干;加入

5mL 正己烷于混匀器混匀溶解残渣,然后加入 5mL 4% N a2SO 4 水溶液,于混匀器上充分旋涡混匀

5m in, 2000röm in 离心 5m in,将上层有机相用尖嘴吸管吸出弃去,水相再用 2×5mL 正己烷同样处

理 2次;然后用 3×6mL 乙酸乙酯萃取水相 3次,每次于混匀器上混匀 2m in, 2000röm in 离心 3m in,

用尖嘴吸管将上层有机相吸取合并于 30mL 离心管中,于 65℃的空气流下浓缩至近干,用 1. 0mL

甲醇溶解残渣混匀,过 0. 45Λm 滤膜后上H PL C 测定,外标法定量。

2. 4　仪器条件

色谱柱: V arian Po lar C182A (25cm×4. 6mm , 5Λm )色

谱柱; 柱温: 40℃; 进样量: 10ΛL ; 氯霉素检测波长:

277nm , 甲砜霉素、氟甲砜霉素检测波长 225nm; 流速:

0. 5mL öm in。

梯度洗脱程序:见表 1。

表 1　梯度洗脱程序

时间 (m in) 乙腈 (% ) 水 (% )

0. 00 20 80

5. 00 20 80

30. 00 45 55

30. 01 20 80

40. 00 20 80

图 1　三种酰胺醇类抗

菌素紫外吸收光谱图

3　结果和讨论

3. 1　色谱条件的选择

图 1 是氯霉素、甲砜霉素、氟甲砜霉素标准混合溶液色谱分离后,二极

管阵列检测器采集波长 210—350nm 的紫外吸收光谱图,从其吸收峰看,氯

霉素在 277nm 左右,有最大吸收外,而甲砜霉素、氟甲砜霉素的紫外吸收光

谱特征一致,最大吸收波长在 225nm 左右,因此在用液相色谱同时分析这 3

种酰胺醇类抗菌素含量时,要保证 3种酰胺醇类抗菌素最大的检测灵敏度,

必须选择两个波长作为测定波长,并采用二极管阵列检测器或双波长检测

器才能一次完成。

现有关于氯霉素分析方法的液相色谱法,采用的是反相色谱C18柱,使

用的流动相有乙腈2水、乙腈2磷酸缓冲液、甲醇2水、甲醇2盐酸缓冲液,都是等梯度洗脱;由于饲料样

品中组分比组织样品复杂得多,如果采用等梯度洗脱,将难以保证目标物与杂质的完全分离,我们

通过实验,采用梯度洗脱方式,通过实验确定了流动相采用乙腈2水,并让乙腈含量小比例增加的程

序,可保证有效分离和定量 (图 3)。

图 2　3种酰胺醇类抗菌素标准溶液色谱分离图

图 3　空白全价饲料样品中添加 0. 1m gökg水平

3种酰胺醇类抗菌素药物色谱分离图
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3. 2　提取与净化条件的选择

热稳定性: (60±5)℃的条件下,空气流将标准溶液吹至近干,回收率分别为氯霉素 98. 7%、甲

砜霉素 96. 4%、氟甲砜霉素 97. 9%。

萃取回收率: 取 1mL 0. 5ΛgömL 混合标准溶液,按我们拟定的样品处理过程处理 3 种酰胺醇

类抗菌素的回收率为:氯霉素 99. 8%、甲砜霉素 99. 5%、氟甲砜霉素 101. 1%。

光稳定性:在避光的条件下室温保存, 6个月内标准工作溶液浓度不发生变化。

以上结果表明, 3种酰胺醇类抗菌素的化学性质对光、热和空气稳定。

氯霉素类药物易溶于乙酸乙酯,是普遍采用的提取剂,利用氯霉素溶于水溶液而不溶于正己烷

的性质,采用液2液分配方法,用正己烷将提取液中的脂溶性杂质去除,然后再用乙酸乙酯把从水相

中的 3种酰胺醇类抗菌素萃取出来,从而达到满意的净化效果,整个过程采用了微量化样品处理设

备和技术[6 ] ,使得操作简便、快速。

3. 3　方法的线性和检出限

在本方法确定的色谱实验条件下, 3种酰胺醇类抗菌素在 0. 10—20ΛgömL 间峰面积 (x )与进

样浓度 (y )呈线性关系, 其线性方程分别为氯霉素 y = 3×10- 5
x - 0. 0432, r= 0. 9998; 甲砜霉素

y = 2×10- 5
x + 0. 0404, r= 0. 9997; 氟甲砜霉素 y = 2×10- 5

x - 0. 1200, r= 0. 9993。3种抗生素的

定量检出限均为 0. 10ΛgömL ,相当与样品定量低限为 0. 020m gökg。

3. 4　方法的精密度和回收率实验

在本方法确定的实验条件下,称取 5. 000g空白全价猪饲料样,分别添加不同量的 3种酰胺醇

类抗菌素混合标准溶液,使样品分别具备不同浓度水平,然后敞口于室温下放置 1周,充分自然挥

发掉溶剂后,按本法平行进行 6次,测定回收率、精密度,结果见表 2。
表 2　全价饲料中添加 3种酰胺醇类抗菌素实验室内加标测得量、精密度实验数据 (空白样未检出)

加标量

(m gökg)

甲砜霉素

平均测得量

(m gökg)

平均回收率

(% )

RSD

(% )

氟甲砜霉素

平均测得量

(m gökg)

平均回收率

(% )

RSD

(% )

氯霉素

平均测得量

(m gökg)

平均回收率

(% )

RSD

(% )

0. 02 0. 0149 74. 3 17. 2 0. 0181 90. 5 15. 2 0. 0173 86. 5 9. 2

0. 10 0. 0782 78. 2 14. 6 0. 0883 88. 3 11. 7 0. 902 90. 2 9. 3

0. 50 0. 403 80. 6 14. 3 0. 448 89. 6 10. 8 0. 462 92. 4 8. 1

1. 00 0. 865 86. 5 10. 3 0. 925 92. 5 9. 3 0. 931 93. 1 7. 6

5. 00 4. 26 85. 2 7. 5 4. 78 95. 6 8. 2 4. 78 95. 6 8. 2

10. 0 8. 74 87. 4 6. 1 9. 22 92. 2 8. 7 9. 85 98. 5 8. 1

20. 0 17. 7 88. 5 6. 5 18. 7 93. 5 8. 3 19. 4 97. 0 6. 2

　　实验结果表明,采用微量化样品处理技术,高效液相色谱法测定饲料中的氯霉素、甲砜霉素、氟

甲砜霉素,简便、快速、灵敏、重复性好、准确度高。方法的各项技术指标满足 SN öT 000121995《出口

商品中农药、兽药残留量及生物毒素检验方法标准编写的基本规定》的要求。
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D eterm ination of Chloramphen icol, Florfen icol and Th iamphen icol
in Sw ine Feed by HPLC

DA I H ua　W AN G M ei2L ing　L I Yong2Jun　ZHU Zhong2W u
(H unan E ntry 2E x it Inspection and Q uarantine B ureau, Changsha 410007, P. R. Chian)

Abstract　Ch lo ramphen ico l, flo rfen ico l and th iamphen ico l in sw ine feed w ere ex tracted from the

test samp le by ethyl acetate and determ ined by H PL C w ith PAD , using ex ternal standard m ethod.

Ch rom atograph ic separation w as perfo rm ed w ith M eta Chem Polaris 5 Λm C182A (25cm×4. 6mm

I. D. ) co lum n w ith eluan t consisting aceton itrile2w ater, and the eluate w ere monito red at 225nm and

277nm. T he detection lim it is 0. 020m gökg, the recovery is h igher than 70% , and R SD is low er than

17. 2%.

Key words　Sw ine Feed, Ch lo ramphen ico l, T h iamphen ico l, F lo rfen ico l, H PL C.
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