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氯霉素(C A P )属氯霉素类抗生素 ,是兽医临床

常用的抗生素 �氯霉素一般对革兰氏阴性菌的作用

较革兰氏阳性菌强 ,曾是兽医临床常用的抗生素 �

氯霉素类的主要毒副作用是抑制造血机能 ,发生不

可逆转的再生障碍性贫血 �人和幼龄动物对氯霉素

均非常敏感 �欧盟 �中国以及许多国家将氯霉素列

为食品 �动物禁用兽药 ,在动物性食品中规定氯霉素

是不得检出的 �目前检测氯霉素的方法主要有酶联

免疫吸附检测法(EI 一SA 户钊 �气相色谱一电子捕获

检测 �气相色谱一质谱法 �液相色谱法 �液相色谱一质

谱法仁3一6习等 �本工作采用超高效液相色谱一串联质谱

法(U PL C-- M S/M S) 及超高效液相色谱一紫外检测器

(U PL C一U V )检测牛奶及相关产品中氯霉素残

留量 �

1 试验部分

1.1 仪器与试剂

W at er S U P LC 分离单元 , 配有 自动进样器 ,

W aterS T U V 紫外检测器 , W aters T Q D 质谱检测

器;H eal Foree 高速 冷冻离 心机;O rganom ation

N一E V A P氮吹仪;M illipore 超纯水系统;C learnert

P E P 固相萃取小柱(60 m g/3 m L ) �
氯霉素标准溶液:称取氯霉素标准品(纯度为

99 .5% ) 10 m g ,用甲醇定容于 100 m L 棕色容量瓶

中 ,混匀 ,配成 100 m g �L一�的氯霉素标准储备溶

液 ,放置于一18 � 冷柜避光保存 , 至少可以保存

4 个星期 �

试验用水为超纯水 �

1.2 仪器工作条件

色谱条件:W aterS A C Q U IT Y U P LC BE H C ls

色谱柱(2.1 m m 只50 m m , 1.7 拌m );柱温 30 � ;流

动相:甲醇与甲酸一水 (�. 1 + 99 . 9) 溶液按体积比

45 比55混合的溶液;流量 �.35 m L �m in 一�,进样体

积 10 拼L ;紫外检测波长 278 nm �

质谱条件:电喷雾电离源 (E SI一), 电离电压

3.00 kV ,锥孔电压 30 V ;源温度 12 0 �C ,去溶剂气

温度 450 � ,去溶剂气流量 600 L �h一� ,采集方式

为多反应监测模式(M R M ) �其他质谱条件见表 1,

其中碎片离子 m /z 151 .8 为定量离子 �

表 1 氮霉素的质谱参数

Ta b . 1 M ass P a n �n e ters fo r c址o n � � p h e川col

准分子离子 特征碎片离子 锥孔电压 碰撞能量 停留时间

m /之 m /之 / V /eV /s

3 2 1. 1 15 1 . 8 2 8 1 7 0 . 0 5

2 5 6 . 8 1 1 0 . 0 5

1.3 试验方法

称取牛奶试样 5.00 9 (乳粉 2.00 9) ,加人乙酸

乙酷 15 m L ,涡旋 1 m in ,放人超声机中超声20 m in ,

以 14 000 : �m in一�转速离心 10 m in ,取上清液

10 m IJ,置于氮吹管中 ,在 50 � 下 ,用氮气吹干 �用

甲醇 0.5 m L 溶解 ,水 5 m L 稀释 ,过 PEP 固相萃取

小柱(预先用甲醇 ,水各 5 m L 活化) ,待快干时用水

5 m L 除杂 ,用真空泵抽干 ,加人甲醇 6 m L 洗脱 ,然

后用氮气 45 � 吹干 ,用甲醇(1 + 1) 溶液1 m L溶解 ,

涡旋 2 m in ,经 �.22 拌m 微孔滤膜过滤后 ,按仪器工

作条件进行测定 �
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2 结果与讨论

2.1 流动相的选择

采用甲醇和甲酸~水(0 .1+ 99 .9) 溶液为流动相 ,考

察了两者以不同体积比混合时氯霉素与牛奶中其他组

分的分离效果 �结果表明:两者按体积比45 比 55 混

合时 ,色谱峰的响应值及保留时间最佳 ,不受杂质峰干

扰 ,达到分离要求 ,氯霉素色谱 �质谱图见图1�
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相同条件下 ,乙睛提取体系的回收率在 40 % 一60 %

之间 ,乙酸乙醋提取体系的回收率在 90 % 一105 %

之间 �试验选择乙酸乙醋作为提取剂 �

2.2.2 溶剂种类及用量

氮吹后分别选用了甲醇 0.5 m L ,甲醇 1.0 m L ,

水 1.0 m L 对吹干后加标样品进行溶解 ,再加人水

5 m L稀释 ,过净化柱 ,制得样液后在仪器工作条件

下进行测定 �结果表明:用甲醇 0.5 m L 溶解的回

收率最好 ,可达 90 % 以上 ,加人甲醇 1.0 m L 和水

1.0 m L 溶解的效果不佳 , 回收率都在 70 % 以下 �
因为在甲醇 1.0 m L 溶解后 ,样液中甲醇含量过大 ,

影响了净化柱的吸附 ,致使部分目标物损失;以水

1.0 m IJ溶解后 ,氮吹管内物质未被完全溶解 ,致使

回收率偏低 �试验选择 甲醇作溶剂 , 用量 为

0 . 5 m IJ�

2.2.3 固相萃取柱

试验对 C learnert P E P 固相萃取小柱与 O asis

H LB 固相萃取柱的净化效果进行了比较 ,同条件

下 ,经两种萃取小柱净化后的加标样品的回收率无

显著差异 �试验选择 Cl ea m er t P E P 固相萃取小柱
进行净化 �

2.3 标准曲线与检出限

按试验方法处理空白样品制得基质溶液 ,以基

质溶液配制 0.1 , 0.3 , 0.5 , 1.0 , 5.0 拼g �L一�氯霉素

标准溶液 ,按仪器工作条件对标准溶液系列进行测

定 ,氯霉素质量浓度在 �.1一5.�拼g �L一�范围内呈

线性 ,线性回归方程为y一23 .73 尸+ �.22 ,相关系数

为0.999 5 �

测定氯霉素的检出限 (35/N )为 0. 05 拼g �

L一�,测定下限 (105/N )为 0.20 拜g �L一��方法符

合现欧盟所规定 的氯霉素在食品中的最高残 留

0.3 拌g �kg一�标准 �

2.4 方法的精密度

取含有氯霉素药物的样品作为待测样品 ,重复

取样 10 次 ,按试验方法进行处理 ,并进样测定 �平

均测定值(n 一10 )为 �.286 拼g �L一�,相对标准偏差

为 5.6% �

2.5 样品分析

取不含有氯霉素药物的样品为空白样品 ,分别

加人不同量的氯霉素标准溶液 ,按试验方法进行处

理 ,在 0.3 , 3. �拼g �L一�2 个浓度水平下进行回收

试验 ,结果见表 2 �
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(c) �.05 拌g �kg一�氯霉素标准溶液信噪比图

图 1 氯霉素色谱 �质谱图
F ig. 1 C h rom ato g ra m s an d m a ss sp e etra o f e h lo ra m p h e n ieo l

2.2 样品前处理条件的选择

2.2. 1 提取 剂

考察了乙睛与乙酸乙醋的提取能力 ,结果表明 :
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38 .2% ;采用正己烷和甲苯作为萃取剂 ,四乙基铅的

回收率分别为 80 .9% 和 73 .8% �因甲苯的毒性较

大,试验选择正己烷作为萃取溶剂 �

2.3 工作曲线与检出限

按试验方法对四乙基铅标准溶液系列进行测

定 ,以质量浓度为横坐标 ,峰面积为纵坐标 ,绘制工

作曲线 ,测得线性范围在 �.05 一10 .0 拌g �L一�之

间 ,线性回归方程为 y一1 210 .6 夕+ 2.51 ,相关系数

为 �.998 5 �以 3 倍信噪比计算方法的检出限为
O �0 2 拜g � L 一l �

2.4 方法的回收率与精密度

在 10 0.00 m L 水中进行加标回收试验 ,标准加

入量分别为 0. 1, 0.5 , 1.�拜g �L一� ,分别平行测定

7 次 ,测得平均值分别为 0.078 ,0.401 , �.840 拼g �

L一�,回收率分别为 78 .0% ,80 .2% ,84 .0% ,相对标

准偏差分别为 5.7% , 3.2% , 3.4% �

2.5 样品分析

选取长三角地区 10 份地表水样品 ,按试验方法

进行分析 ,均未检出四乙基铅 �

采用本法测定水中四乙基铅操作过程简单 ,其

检出限符合 G B 3838一2��2 规定 ,分析时间短 ,检

测效率高 ,适用于地表水中四乙基铅的分析 �
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表 2 回收试验结果�n= 3)
Ta b. 2 R es ul ts o f 池 t fo r reco ve 叮

[2]

标准加人量

尸/(拜g �L 一l)

回收量

尸/ (拌g �IJ一�)

回收率

/ % [3�

0 . 3 0 .2 7 5 9 1. 8

2. 9 64

仁4]

按试验方法对市售的纯牛奶 �乳粉 �乳饮料 �冰

淇淋 4 种牛奶类产品进行了分析 ,结果表明:4 种牛

奶类产品中均未检出氯霉素 �
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