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[摘　要 ]　建立了动物源食品中氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考及氟苯尼考胺残留检测的超高效

液相色谱 -串联质谱 (UPLC - MS/MS)分析方法。样品在碱性条件下用乙酸乙酯提取后 ,再用正

己烷去除脂肪 ,浓缩后用 BEH C18 (50 mm ×2. 1 mm, 1. 7μm )色谱柱分离 ,以乙腈和水为流动相进

行梯度洗脱 ,流速为 0. 3 mL /m in,多反应监测 (MRM )模式检测。结果表明 :四种药物在 2～500

μg/L的系列浓度范围内均呈良好线性关系 ,相关系数 r均大于 0. 990。样品中氯霉素的检测限为

0. 1μg/kg,定量限为 0. 2μg/kg;甲砜霉素、氟苯尼考和氟苯尼考胺的检测限为 0. 5μg /kg,定量限

为 1μg/kg。本方法氯霉素在 0. 2～1μg/kg的添加浓度范围内 ,甲砜霉素、氟苯尼考及氟苯尼考

胺在 1～50μg/kg的添加浓度范围内平均回收率均为 70%～120% ,相对标准偏差 (RSD )均小于

20%。该方法具有简便快捷、灵敏度高、定性准确等特点。
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Abstract:An ultra performance liquid chromatography - tandem mass spectrometry (UPLC - MS/MS) method

was established for the determ ination of chloramphenicol, thiamphenicol, florfenicol and florfenicol am ine residues

in animal derived food. The samp les were extracted by ethyl acetate in basic conditions. The fat was removed by

hexane. The separation of 4 drugs was performed on waters acquity UPLC system with the column of BEH C18 (50

mm ×2. 1 mm, 1. 7μm) and the gradient elution solvent of acetonitrile and water at a flow rate of 0. 3 mL /m in.

The calibration curves were good linear between the peak areas and the concentrations of 2～500μg/L , and the

correlation coefficients( r) were more than 0. 990. The lim it of detection of chloramphenicol was 0. 1μg/kg, and

the lim it of quantification was 0. 2μg/kg. The lim its of detection of thiamphenicol, florfenicol and florfenicol

am ine were 0. 5μg/kg , and the lim its of quantification were 1μg/kg. The average recoveries of 4 drugs ranged

from 70% to 120%. The RSD of method was less than 20%.
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　　氯霉素类药物属于广谱抗生素 ,对革兰氏阳性

菌和阴性菌均有抑制作用 ,常见的药物主要包括氯

霉素 ( Chloramphenicol, CAP )、甲砜霉素 ( Thiam2
phenicol, TAP)和氟苯尼考 ( Florfenicol, FF)等 ,基本

化学结构如图 1所示。但研究发现 ,氯霉素可抑制

骨髓细胞内线粒体蛋白质的合成 ,对人和动物骨髓

细胞和肝细胞产生毒性作用 ,引起再生障碍性贫

血 ,并伴有白细胞和血小板减少现象。甲砜霉素的

抗菌谱、抗菌活性与氯霉素相似 ,但某些对氯霉素

耐药的菌株仍对甲砜霉素敏感 ,该药不会产生再生

障碍性贫血 ,但可抑制红细胞、白细胞和血小板的

生成 ,程度比氯霉素轻。氟苯尼考的抗菌谱与氯霉

素相似 ,但抗菌活性优于氯霉素和甲砜霉素 ,对耐

氯霉素和甲砜霉素的大肠杆菌、沙门氏菌、克雷伯

氏杆菌等也有效 ,虽不会引起骨髓抑制和再生障碍

性贫血 ,但具有胚胎毒性。因此 ,为保障动物源食

品安全 ,确保该类药物不对人类带来危害 ,世界各

国都对其做出了严格规定 ,严禁氯霉素在食用动物

上使用 ,欧盟规定动物源食品中氯霉素残留的最低

要求执行限 (MRPL )为 0. 3μg/kg。我国农业部

235号公告中把氯霉素列为禁用药物 ,规定甲砜霉

素的最高残留限量为 50μg/kg;氟苯尼考的残留标

示物氟苯尼考胺 ( Florfenicol Am ine, FFA )的最高残

留限量为 300μg/kg。

图 1　氯霉素类药物的基本化学结构

　　氯霉素类药物的残留检测方法主要有 EL ISA

法、HPLC法、GC法、GC - MS法和 LC - MS/MS法

等 ,其中确证方法主要是 GC - MS法和 LC - MS/

MS法 ,但 GC - MS法均需要进行衍生化 ,前处理较

为繁琐。本方法采用快速简便、定性准确、灵敏度

高的 LC - MS/MS方法作为动物源食品中氯霉素、

甲砜霉素、氟苯尼考及氟苯尼考胺多残留检测的确

证方法 ,以保障对该类药物的残留监控。

1　实验部分

1. 1　仪器与试剂　Acquity UPLC - Quattro Prem ier

XETM质谱联用仪 ,W aters公司 ; Acquity UPLC BEH

C18色谱柱 ( 50 mm ×2. 1 mm, 1. 7μm ) , W aters公

司 ; AE260电子天平 ,Mettler Toledo公司 ; SIR4漩涡

混合器 , IKA公司 ;水平振荡器 , IKA公司 ; B iofuge

Strators高速离心机 , Heraeus公司 ; O rganomation

A ssociates氮吹仪 , Jnc公司。

氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考来自中国兽医药

品监察所 ;氟苯尼考胺、氯霉素 - D5购自 D r Ehren2
storfer公司 ;乙腈为色谱纯试剂 ,Merk公司 ;甲酸为

色谱纯试剂 , Fisher公司 ;氨水、乙酸乙酯为分析纯

试剂 ;实验用水为 M illi - Q高纯水。

标准和内标工作液的配制 :准确称取适量的各

种药物 ,用甲醇溶解并定容至 10 mL,配制成浓度为

1 mg/mL的标准储备液。分别准确吸取 0. 1 mL的

各标准储备液 ,用甲醇稀释至 10 mL,混匀即得 10

μg/mL的标准和内标工作液。

1. 2　实验方法

1. 2. 1　提取与净化　称取 (5 ±0. 05) g匀浆试料 ,

加氨水 0. 5 mL,再加乙酸乙酯 15 mL (牛奶样品需

再加入 4 g无水硫酸钠 ) ,涡旋后水平振荡 5 m in,

8000 r/m in离心 5 m in后 ,取上清液于 40℃下氮气

吹干 ,加入 0. 5%甲酸水溶液 1 mL,充分溶解 ,再加

入正己烷 2 mL,涡旋混匀后于 40℃水浴中静置 5

m in分层后 ,弃去上层有机相 ;再用正己烷 2 mL,重

复操作一次 ,吸取下层溶液适量 ,过 0. 22μm滤膜

后供 UPLC - MS/MS仪测定。

1. 2. 2　UPLC - MS/MS分析条件 　Acquity UPLC

BEH C18色谱柱 ,流动相 A相为乙腈 , B相为水 ,梯

度洗脱条件 : 0～4 m in, 10% A线性变化至 60% ; 4

～6 m in,维持 100%A; 6～7. 5 m in,维持 10%A。流

速为 0. 3 mL /m in,柱温为 30℃,进样量为 10μL。

电离电压为 3. 1 kV;源温为 110℃;雾化温度为

350℃;锥孔气流速为 50 L /h;雾化气流速为 650 L /h;

多反应监测 (MRM)模式采集。各药物的定性、定量离

子对、离子源、锥孔电压和碰撞能量如表 1所示。

表 1　药物定性、定量离子对、离子源、锥孔电压和碰撞能量

药物
定性离子

(m / z)

定量离子

(m / z)

离子

源

锥孔电

压 (V)

碰撞能

量 ( eV)

FFA
248. 1 > 129. 9

248. 1 > 230. 0 ESI + 20
20

248. 1 > 230. 0 12

TAP
354. 1 > 185. 0

354. 1 > 290. 1 ESI - 35
20

354. 1 > 290. 1 12

FF
356. 1 > 185. 0

356. 1 > 336. 1 ESI - 30
18

356. 1 > 336. 1 10

CAP
321. 0 > 151. 9

321. 0 > 151. 9 ESI - 30
18

321. 0 > 257. 1 12

CAP - D5 326. 0 > 156. 9 326. 0 > 156. 9 ESI - 30 18
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1. 2. 3　测定　定性需满足 : ①空白样品中不出现

与阳性对照相同的离子峰 ; ②特征离子色谱峰的

信噪比 ( S /N)都在 3: 1以上 ; ③试样色谱峰的保

留时间 ,应与校正溶液的相对保留时间一致 ,容许

偏差为 ±2. 5% ;④检测到的离子的相对丰度与校

正溶液的相对丰度一致 ,容许偏差满足 2002 /657 /

EC中的要求。定量时采用基质匹配标准溶液内标

法定量。

2　结果与讨论

2. 1　样品提取与净化 　对于氯霉素类药物的提

取 ,已报道的方法大多采用乙酸乙酯进行提

取 [ 1 - 6 ] ,然后再做进一步净化。本方法采取直接用

碱化乙酸乙酯提取的方法 ,再用正己烷去除脂肪等

杂质 ,省去了固相萃取净化步骤 ,同时采用同位素内

标法定量 ,具有操作步骤少、有机溶剂消耗少、测定

周期短等优点 ,而且能同时对氯霉素、甲砜霉素、氟

苯尼考及其代谢产物氟苯尼考胺进行多残留检测。

2. 2　UPLC - MS/MS条件优化 　实验首先采用 1

μg/mL的氟苯尼考胺标准溶液在电喷雾正离子模

式下进行母离子全扫描 ,确定其质子化分子离子

[M + H ] + ;再用 1μg/mL的甲砜霉素、氟苯尼考和

氯霉素标准溶液在电喷雾负离子模式下进行母离

子全扫描 ,确定其质子化分子离子 [M - H ]
-

,然后

以这些分子离子作为母离子对其子离子进行全扫

描 ,最后选取丰度较强的两对离子 ,优化其锥孔电

压、碰撞能量等质谱参数。

采用正离子模式进行质谱采集时 ,通常需在溶

液中加入甲酸使分析物容易质子化而带上正电荷 ,

但是使用甲酸后甲砜霉素、氟苯尼考和氯霉素的负

离子模式采集会受到抑制。本试验发现 ,以乙腈和

水作为流动相 ,各组分均能得到较好的分离 ,在质

谱上均有较强的响应 ,并且峰形好看 ,和已有报道

现象相同 [ 3, 6 ]。

2. 3　标准曲线 　在本方法所确定的条件下 ,以测

试药物和内标的特征离子质量色谱峰面积比为纵

坐标 ,基质匹配标准溶液浓度为横坐标做图 ,发现

各药物均呈良好线性关系 ,相关系数 r均大于

0. 990 (表 2)。

2. 4　方法添加回收率、精密度和灵敏度 　采用在

空白组织中添加目标化合物的方法 ,依据特征离子

色谱峰信噪比 S/N > 3为方法检测限 , S /N > 10为

方法定量限 ,测得氯霉素的检测限为 0. 1μg/kg,定

量限为 0. 2μg/kg;甲砜霉素、氟苯尼考及氟苯尼考

胺的检测限为 0. 5μg /kg,定量限为 1μg /kg。空白

牛奶中添加各药物后得到的特征离子质量色谱图

如图 2所示。

表 2　药物标准曲线和相关系数

药物 回归方程 相关系数 ( r)

FFA y = 1. 2738x - 5. 3537 0. 9997

TCP y = 0. 0181x + 0. 1233 0. 9996

FF y = 0. 0887x + 0. 4175 0. 9990

CAP y = 0. 1028x + 0. 8375 0. 9992

图 2　空白牛奶中添加 0. 3 ng/g氯霉素和 2 ng/g甲砜霉素、

氟苯尼考及氟苯尼考胺得到的特征离子质量色谱图

(含 0. 6 ng/g氯霉素 - D5 )

　　在空白牛奶中添加低、中、高三个不同浓度的

药物进行回收率试验 ,每一浓度做 3批 ,每批做 5

个平行样品 ,结果汇总如表 3所示。可以看出 ,各

药物的平均回收率均为 70%～120% ,批内、批间

RSD均小于 20%。另外 ,通过进一步方法学考察发

现该方法也同时适用于猪肝、猪肉等样品 ,其准确

度和精密度均能满足有关法规的要求。

3　结 论

本研究建立了牛奶、猪肝和猪肉中氯霉素、甲

砜霉素、氟苯尼考及氟苯尼考胺残留检测的 UPLC

- MS/MS分析方法 ,通过对仪器色谱条件和质谱

条件各项参数的调谐以及对样品前处理条件的充

分优化改进 ,使得方法的灵敏度、精确度均能满足

兽药残留分析方面的要求。本方法具有快速简

便、灵敏度高、可以进行氯霉素类药物多残留检测

等优点。
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表 3　空白牛奶中药物添加回收率实验结果 ( n = 5)

药物 添加浓度 回收率 批内 RSD 批间 RSD

FFA

1 90. 2 8. 0 9. 3

2 92. 7 5. 4 6. 0

50 95. 6 9. 4 6. 7

TCP

1 80. 9 10. 3 11. 1

2 86. 6 8. 4 7. 7

50 92. 1 7. 5 8. 0

FF

1 89. 5 9. 2 6. 4

2 94. 5 8. 7 6. 3

50 98. 7 10. 1 7. 0

CAP

0. 2 95. 6 11. 6 10. 3

0. 3 98. 9 6. 8 6. 5

1 102. 3 9. 2 6. 9
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合理使用兽药 保障畜产品安全

1.不使用过期和淘汰的兽药

凡规定有效期的兽药 ,期满后 ,效价即降低或失效。不同的兽药有不同的有效期 ,例如硫酸抗敌素注

射液、汞撒利茶碱注射液、复合维生素 B注射液、麦角流浸膏、淀粉酶等有效期为 1年。在使用中 ,要注意

兽药的生产日期和有效期 ,凡过期者不得使用。为了保证畜禽用药安全 ,早在 1982年原农牧渔业部曾以
(82)农 (牧 )字第 83号文件 ,列指了被淘汰禁用的兽药品种共 100余种 ,继续使用这些已淘汰的兽药 ,不但

影响畜禽疫病防治的效果 ,而且会造成严重的经济损失 ,因此 ,兽药使用者要掌握哪些药是已被淘汰品种 ,

不要使用这些品种。

2.熟悉兽药的特性 ,合理调配使用

因青霉素、链霉素在酸性、碱性环境中均极易被破坏 ,所以在给畜禽用青霉素、链霉素时 ,应避免饲喂

呈酸性、碱性的饲料 ,饲料添加剂和药物 ,如青贮饲料和酒糟 ;胆碱、维生素 B1、维生素 B6等饲料添加剂 ;四

环素类、磺胺类、巴比妥类、肾上腺类等药物。

四环素类药物 :四环素类药物因可与钙、镁等元素结合成不能被吸收利用的络合物 ,使药物的药效降

低或丧失 ,故使用四环素类药物时 ,应忌喂富含钙、镁等元素的饲料、饲料添加剂和药物。如黑豆、大豆、饼

粕等饲料 ;石粉、骨粉、蛋壳粉、石膏等饲料添加剂 ;碳酸钙、磷酸氢钙、葡萄糖酸钙、氯化钙等补钙药物。

磺胺类药物 :因硫会加重磺胺类药物对血液的毒性 ,引发硫络血红蛋白血症 ,所以在使用磺胺类药物

时应忌喂含硫的饲料添加剂和药物 ,如人工盐、硫酸镁、硫酸钠、石膏、硫酸亚铁等。

维生素类药物 :因维生素类药物多为酸性 ,故不能与碱性较强的饲料添加剂和药物同时使用 ,如胆碱、

碳酸钙、磺胺类药物。另外 ,硫酸亚铁、氯化亚铁、硫化亚铁也不能与维生素类同时使用 ,否则 ,此类饲料添

加剂会加速维生素类药物的氧化破坏过程。还应注意 :防治畜禽维生素 A缺乏症时 ,应忌喂棉籽饼 ,它会

影响维生素 A的吸收。

葡萄糖酸钙、氯化钙、磷酸氢钙等补钙药 :应忌与强心苷合用 ,忌喂麸皮、菠菜等饲料和胆碱饲料添加

剂。因强心苷、胆碱等碱性较强 ,而钙在酸性环境中易吸收 ,在碱性环境中吸收很少。 (下转第 49页 )
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