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摘 要: 建立了蜂蜜中氯霉素类、硝基咪唑类、喹诺酮类、磺胺类、四环素类 5 类共 15 种抗生素残留同时

检测的高效液相色谱分析方法。蜂蜜经 pH 2. 0 的磷酸水溶液溶解后直接用 PCX 固相萃取小柱净化富集，以

乙腈 － 磷酸溶液(pH 2. 5)作流动相，梯度洗脱，紫外检测器在 274、315 nm 波长下进行检测。15 种抗生素在

0. 2 ～ 20. 0 mg /L 范围内呈良好线性，平均加标回收率为 60%～105%，相对标准偏差为 1. 3%～ 6. 9%。方法的

检出限为 9. 70 ～ 12. 54 μg /kg，定量下限为 32. 34 ～ 41. 80 μg /kg。该方法快速高效，样品前处理简单，选择性

好，灵敏度高，适用于蜂蜜中抗生素多残留的检测。
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Simultaneous Determination of 5 Classes of Antibiotics Residues in Honey
Using High Performance Liquid Chromatography
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Abstract: A high performance liquid chromatographic method was established for the simultaneous
determination of 5 classes of antibiotics such as chloramphenicols，nitromidazoles，quinolones，sul-
fonamides and tetracyclines including 15 antibiotics residues in honey． The honey sample was dis-
solved in phosphoric acid solution at pH 2. 0 and then purified and enriched directly with PCX solid
phase extraction small column． The target compounds were separated on HPLC using acetonitrile －
phosphoric acid solution(pH 2. 5) as mobile phase by gradient elution，and detected with ultraviolet de-
tector at 274 nm and 315 nm． The calibration curves of 15 antibiotics(chloramphenicol，metronidazole，

ornidazole， oxytetracycline， chlorotetracycline，doxycycline， sulfapyridine， ciprofloxacin， lomefloxa-
cin，ofloxacin，gatifloxacin，sparfloxacin，sulfadiazine，sulfamerazine，sulfamethoxazole) were linear
in the range of 0. 2 －20. 0 mg /L． The average spiked recoveries ranged from 60% to 105% with rela-
tive standard deviations of 1. 3% －6. 9% ． The limits of detection of this method were in the range of
9. 70 － 12. 54 μg /kg and the limits of quantitation were 32. 34 － 41. 80 μg /kg． The method showed
the advantages of simple sample preparation，good selectivity and high sensitivity，and was suitable
for the simultaneous determination of antibiotics in honey．
Key words: solid phase extraction; high performance liquid chromatography; antibiotics; honey;

multi-residues

抗生素残留的分析检测是动物源性食品中药物残留分析的重要研究课题。目前蜂蜜中抗生素残留

检测的主要方法有微生物法
［1］、酶联免疫法

［2］、薄层色谱法
［3］、毛细管电泳法

［4］、高效液相色谱

法
［5 － 10］、液相色谱质谱联用法

［11 － 14］
等。其中高效液相色谱法和液相色谱质谱联用法以灵敏度高的优

点在残留分析中得到了极为广泛的应用。但这些方法通常一次只能检测某一种或某一类抗生素。为提

高检测通量、缩短分析时间，多种药物残留的同时检测成为近年来较受关注的课题。目前关于多残留

检测的报道较少
［15 － 16］，对氯霉素类、硝基咪唑类、喹诺酮类、磺胺类、四环素类 5 类抗生素同时检测
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的方法尚未见报道。本研究选取最大紫外吸收波长相近的 5 类抗生素，采用紫外检测器进行检测，建

立了蜂蜜中这 5 类共 15 种抗生素残留同时检测的高效液相色谱方法。本方法的样品前处理过程比已报

道的方法简单快捷，将蜂蜜样品溶解后直接过柱，省却了繁琐的液液萃取步骤，能够保证对目标分析

物的高回收率且样品基质干扰小。方法的选择性好，灵敏度高，可一次性检测蜂蜜中多种抗生素残留

且检出限和精密度符合药物残留的分析要求，可用于蜂蜜中抗生素的多残留检测。

1 实验部分

1. 1 仪器与试剂
岛津 20AT 高效液相色谱仪，配有紫外检测器(日本岛津公司); Welch Ultimate AQ-C18色谱柱(250

mm ×4. 6 mm，5 μm，美国 Welch 公司); 氮吹仪(上海申顺生物科技有限公司); SK-1 型漩涡混匀器

(常州中捷实验仪器制造有限公司); Oasis HLB 固相萃取小柱(100 mg /3 mL，Waters 公司)，Cleanert
PCX 固相萃取小柱(100 mg /3 mL，安捷伦公司)，C18固相萃取小柱(100 mg /3 mL，苏州科盛公司)。

氯霉素 (CAP)、甲 硝 唑 (MNZ)、奥 硝 唑 (ONZ)、土 霉 素 (OTC)、金 霉 素 ( CTC)、多 西 环 素

(DOX)、磺胺吡啶(SP)、环丙沙星(CIP)、洛美沙星(LOM)、氧氟沙星(OFL)、加替沙星(GTF)、司

帕沙星(SPA)标准品均购自中国药品生物制品检定所; 磺胺嘧啶(SDZ)、磺胺甲嘧啶(SM1)、磺胺甲

唑(SMZ)标准品均购自德国 Dr. Ehrenstorfer 公司; 甲醇、乙腈均为色谱纯; 氨水、磷酸均为分析纯;

实验用水为超纯水。
标准溶液的配制: 准确称取每种抗生素各 10. 0 mg，用甲醇溶解并定容至 100 mL，配制成 0. 1 g /L

的标准贮备液，于 4 ℃冰箱中避光保存。混合标准工作溶液由各种抗生素的标准贮备液逐级稀释而成。
1. 2 色谱条件

色谱柱: Welch Ultimate AQ-C18 柱 (250 mm × 4. 6 mm，5 μm); 流动相: 乙腈 － 磷酸溶液 ( pH
2. 5); 流动相流速: 1 mL /min; 柱温: 35 ℃; 进样量: 10 μL; 紫外检测波长: 274、315 nm( 双波长

模式); 流动相梯度: 0 ～ 5 min，12% 乙腈; 5 ～ 30 min，12% ～ 40% 乙腈; 30 ～ 35 min，40% ～ 12%
乙腈。
1. 3 样品预处理

准确称取 5. 00 g 蜂蜜于 10 mL 离心管中，加入 5 mL pH 2. 0 的磷酸溶液，在漩涡混匀器上溶解混

匀。分别用 3 mL 甲醇和 3 mL 水活化 PCX 固相萃取小柱，保持柱体湿润，上样，将上述提取液以 1
mL /min 过柱。待样液全部流出后，用 5 mL 水和 5 mL 甲醇淋洗小柱，弃去淋洗液，减压抽干 5 min，

用 9 mL 5%的氨化甲醇以 1 mL /min 洗脱，收集洗脱液于 10 mL 离心管中，氮吹至干后用甲醇定容至 1
mL，过 0. 45 μm 滤膜后进样检测。

2 结果与讨论

2. 1 紫外检测波长的确定
表 1 5 类抗生素的最大紫外吸收波长

Table 1 Maximum absorption wavelengths of 5 kinds of antibiotics
Antibiotic Maximum absorption wavelength λ /nm

Chloramphenicols(氯霉素类) 225，278
Quinolones(喹诺酮类) 274
Sulfonamides(磺胺类) 190，270

Nitromidazoles(硝基咪唑类) 315
Tetracyclines(四环素类) 210，270，365

应用紫外检测器进行多残留检测时，所检

测的抗生素必须在相同的波长附近具有最大紫

外吸收。相关研究表明
［5，17］，氯霉素类、喹诺

酮类、磺胺类以及四环素类抗生素在相近波长

处有最大紫外吸收。对 15 种抗生素分别进行

紫外光谱扫描，所得最大紫外吸收波长见表 1。
氯霉素类、喹诺酮类、磺胺类和四环素类在

274 nm 波长附近均有最大吸收，硝基咪唑类抗生素在 315 nm 附近有最大吸收。综合考虑，本实验采

用双波长检测模式，紫外检测波长为 274 nm 和 315 nm。
2. 2 流动相组成及 pH 值的选择

在初始实验中，采用乙腈 － 纯水体系作为流动相，发现只有部分抗生素的峰形良好，其余抗生素

均出现色谱峰展宽且拖尾严重。这是由次级保留效应所致。反相色谱分析时非极性和弱极性化合物的
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峰形较好，对于极性和碱性化合物，由于硅胶表面残留有硅羟基，易产生次级保留效应，造成带有羧

基、氨基等极性基团的化合物峰形拖尾。反相填料表面残余的硅羟基的 pKa 约为 4. 5 ～ 4. 7。根据电离

规律，流动相的 pH － pKa ＞ 2 即 pH ＞6. 7 时，99%以上的硅羟基呈离子状态，而 pKa － pH ＞ 2 即 pH ＜
2. 5 时，酸性环境抑制了硅羟基的电离，99% 以上的硅羟基呈分子状态，此时可以有效抑制次级保留

效应。因此，在选择流动相 pH 值时，既需考虑流动相能否有效抑制填料表面残余硅羟基的解离，又

应使目标物尽量保持分子状态。结果表明，将流动相的 pH 值调至比弱酸性目标物的 pKa 小 2 以上，

且比弱碱性目标物 pKa 大 2 以上时，可有效抑制易离子化待测物的电离，从而获得良好峰形。
本研究所用 5 类抗生素中，氯霉素类、四环素类、硝基咪唑类抗生素分子中含有氨基和羟基，喹

诺酮类抗生素分子中含氨基和羧基，磺胺类抗生素分子中有芳香胺和磺酰氨基，其解离状态以及在流

动相中的溶解性与流动相的 pH 值密切相关，因此控制流动相 pH 值使其在色谱柱上获得合适的保留十

分重要。

图 1 15 种抗生素混合标准溶液的色谱图

Fig. 1 Chromatogram of 15 antibiotics standards solution

抗生素属于两性化合物，在实验中控制流动

相 pH 值为酸性可获得较为满意的峰形及分离效

果。本研 究 考 察 了 流 动 相 pH 值 分 别 为 2. 5、
3. 0、3. 5、4. 0 时对 15 种抗生素分离的影响。实

验发现，pH 值为 2. 5 时的分离效果较好。在此

条件下，15 种抗生素混合标准溶液的色谱图如

图 1 所示。
2. 3 样品前处理条件的优化

图 2 3 种 SPE 小柱对 15 种抗生素的回收率比较

Fig. 2 Comparison of recoveries of three
types of SPE for 15 antibiotics

由于蜂蜜的水溶性较好，提取时可将蜂蜜溶

解后直接过 SPE 小柱进行净化，从而省略了繁琐

的液液萃取步骤。实验考察了用于抗生素净化的

PCX 柱、HLB 小柱、C18 小柱 3 种 SPE 小柱对蜂

蜜中 15 种抗生素的提取效率，图 2 为 3 种小柱

的回收率比较图。结果显示，HLB 柱对硝基咪

唑类、氯霉素、磺胺类抗生素的回收率较好，但

对喹诺酮和磺胺四环素类抗生素的回收率很低;

C18柱对各种抗生素的回收率普遍较低; PCX 小

柱对少数几种抗生素的回收率相对较低，但对各

种抗生素的整体回收效果最好。因此选择 PCX
柱净化。经 PCX 柱净化后，空白蜂蜜样品及样

品加标的色谱图见图 3。
用 PCX 小 柱 萃 取 时， 分 别 用 1%、3%、

5%、7%、9%的氨化甲醇对吸附在 SPE 小柱上

图 3 空白蜂蜜样品(A)及加标样品(B)的色谱图

Fig. 3 Chromatograms of a drug-free honey sample(A)

and a honey sample spiked with mixed standards(B)

的目标组分进行洗脱，发现氨水体积分数为 5%
时，洗脱效果最好; 分别用 3、6、9、12 mL 氨

化甲醇进行洗脱，发现洗脱液用量为 9 mL 时的

效果最好。对 1、2、3、4 mL /min 4 个洗脱速率

进行比较，确定最佳洗脱速率为 1 mL /min。
用 PCX 萃取小柱对蜂蜜样品进行净化时，

在加水溶解蜂蜜的过程中，用磷酸调节溶液的

pH 值来控制目标组分在样品基质中的解离状态，

考察 了 pH 值 为 2. 0、3. 0、4. 0、5. 0、6. 0 时

PCX 小柱对各抗生素的回收效果，发现 pH 值为 2. 0 时的回收效果最好。优化的样品前处理条件见

“1. 3”。
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2. 4 方法的标准曲线、线性范围、检出限与定量下限
配制一系列浓度的混合标准工作液，按“1. 2”条件进行检测，将峰面积(y) 与抗生素的质量浓度

(x)进行线性拟合，结果见表 2。15 种抗生素在 0. 2 ～ 20. 0 mg /L 范围内线性良好，相关系数均大

于 0. 997。
采用 HPLC 对 15 种抗生素的标准工作液进行检测，分别以 3 倍信噪比(S /N)和 10 倍信噪比计算方

法的检出限与定量下限。得到 15 种药物的检出限为 48. 50 ～ 62. 07 μg /L，定量下限为 161. 7 ～ 209. 0
μg /L。将其代入所称取的蜂蜜样品质量(5. 00 g)及净化后浓缩的体积(1 mL)中进行换算，得到蜂蜜中

15 种药物的检出限为 9. 70 ～ 12. 54 μg /kg，定量下限为 32. 34 ～ 41. 80 μg /kg(见表 2)，可满足定量分析

的要求。
2. 5 方法的回收率与精密度

称取 5. 00 g 蜂蜜样品做 0. 05、0. 20、0. 50 mg /kg 3 个水平的加标回收实验，按 “1. 3”方法对样

品进行处理后，按“1. 2”色谱条件进行测定，每个加标水平重复 5 次，结果见表 2。15 种抗生素的回

收率为 60%～105%，相对标准偏差为 1. 3%～6. 9%，符合抗生素残留分析要求。

表 2 15 种抗生素的标准曲线、线性范围、检出限、定量下限、回收率及相对标准偏差(n = 5)

Table 2 Regression equations，linear ranges，LODs，LOQs，recoveries and RSDs of 15 antibiotics(n = 5)

Antibiotic
Linear range

ρ / ( mg·L －1 )
Regression equation r2

LOD w /
( μg·kg －1 )

LOQ w /
( μg·kg －1 )

Added
w / ( mg·kg －1 )

Recovery
R /%

RSD
sr /%

Metronidazole
( MNZ)

0. 2 ～ 20. 0 y = 45. 74x + 0. 719 6 0. 999 8 11. 03 36. 77 0. 05，0. 20，0. 50 76，74，71 2. 3，1. 5，1. 9

Ornidazole
( ONZ)

0. 2 ～ 20. 0 y = 20. 41x + 0. 458 4 0. 999 4 12. 16 40. 53 0. 05，0. 20，0. 50 78，75，73 4. 6，3. 4，1. 8

Sulfadiazine
( SDZ)

0. 2 ～ 20. 0 y = 37. 51x － 1. 306 0. 999 0 10. 98 36. 60 0. 05，0. 20，0. 50 94，95，93 3. 7，2. 6，5. 0

Sulfamerazine
( SM1)

0. 2 ～ 20. 0 y = 39. 47x － 1. 140 0. 999 3 12. 04 40. 13 0. 05，0. 20，0. 50 87，85，85 3. 4，6. 2，4. 5

Sulfapyridine
( SP)

0. 2 ～ 20. 0 y = 28. 58x － 1. 294 0. 998 1 10. 58 35. 27 0. 05，0. 20，0. 50 79，77，79 1. 9，3. 8，4. 3

Sulfamethoxazole
( SMZ)

0. 2 ～ 20. 0 y = 39. 64x + 6. 729 0. 997 4 9. 98 33. 27 0. 05，0. 20，0. 50 99，96，95 5. 8，4. 1，3. 2

Chloramphenicol
( CAP)

0. 2 ～ 20. 0 y = 16. 79x － 0. 002 5 0. 998 3 11. 25 37. 50 0. 05，0. 20，0. 50 100，104，99 6. 4，5. 3，1. 4

Doxycycline
( DOX)

0. 2 ～ 20. 0 y = 12. 05x + 0. 999 7 0. 999 2 10. 98 36. 60 0. 05，0. 20，0. 50 99，97，96 5. 6，2. 2，4. 4

Oxytetracycline
( OTC)

0. 2 ～ 20. 0 y = 12. 81x － 0. 870 4 0. 998 6 10. 73 35. 77 0. 05，0. 20，0. 50 97，100，95 1. 3，5. 1，3. 2

Chlorotetracycline
( CTC)

0. 2 ～ 20. 0 y = 10. 64x + 1. 524 0. 998 2 12. 54 41. 80 0. 05，0. 20，0. 50 66，63，60 2. 0，4. 6，1. 9

Gatifloxacin
( GTF)

0. 2 ～ 20. 0 y = 20. 32x + 1. 456 0. 999 5 11. 46 38. 20 0. 05，0. 20，0. 50 99，102，97 3. 7，6. 9，4. 6

Sparfloxacin
( SPA)

0. 2 ～ 20. 0 y = 29. 90x + 2. 925 0. 998 7 12. 02 40. 07 0. 05，0. 20，0. 50 79，75，73 1. 8，3. 8，4. 0

Ciprofloxacin
( CIP)

0. 2 ～ 20. 0 y = 20. 90x － 0. 220 5 1. 000 0 12. 23 40. 77 0. 05，0. 20，0. 50 103，105，98 5. 3，5. 7，4. 8

Lomefloxacin
( LOM)

0. 2 ～ 20. 0 y = 41. 46x － 3. 401 0. 998 1 9. 70 32. 34 0. 05，0. 20，0. 50 99，99，96 2. 6，3. 4，6. 1

Ofloxacin( OFL) 0. 2 ～ 20. 0 y = 12. 80x + 0. 535 3 0. 999 6 11. 34 37. 80 0. 05，0. 20，0. 50 90，87，85 4. 5，2. 7，3. 8
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