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高效液相色谱法测定畜禽肉及三文鱼中土霉素、 
四环素和金霉素残留 

高旭东, 陈士恩*, 叶永丽, 王晓静, 邓健康, 魏锁成 
(西北民族大学生命科学与工程学院, 兰州  730030) 

摘  要: 目的  建立一种用高效液相色谱法同时测定畜禽肉与三文鱼中的土霉素、四环素和金霉素残留的分析

方法。方法  Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲溶液(pH=4.0)对样品进行提取, 三氯乙酸沉淀样品中的蛋白质, 固相萃

取柱富集待测样品中的抗生素, 流动相为 0.01 mol/L草酸溶液:乙腈:甲醇(73::17:10, v:v:v)混合溶液, 检测波长

为 350 nm, 外标法定量。结果  土霉素、四环素和金霉素分别在 100~4000、100~4000、200~8000 ng/mL范围

内线性关系良好, 相关系数 r>0.99, 土霉素、四环素和金霉素检出限分别为 20、20、40 μg/kg, 加标回收率为

74%~90%, 相对标准偏差为 3%~8%。结论  该方法简便、快速、灵敏, 适用于畜禽肉和水产品中土霉素、四

环素和金霉素残留的检测。 
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Determination of terramycin, minocycline and aureomycin in livestock, 
poultry meat and salmon by high performance liquid chromatography 

GAO Xu-Dong, CHEN Shi-En*, YE Yong-Li, WANG Xiao-Jing, DENG Jian-Kang, WEI Suo-Cheng 
(College of Life Sciences and Engineering, Northwest University for Nationalities, Lanzhou 730030, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method that can determine the content of oxytetracycline (OTC), te-
tracycline(TC) and chlortetracycline(CTC) residues in the livestock and poultry meat and salmon using high 
performance liquid chromatography (HPLC). Methods  The samples were extracted by Na2EDTA-Mcllvaine 
buffer solution (pH=4.0) and removed the protein by chloroacetic acid. Then the samples were cleaned up by 
solid phase extraction column. The mobile phase was 0.01 mol/L oxalic acid:acetonitrile:methanol (73:17:10, 
v:v:v). The detection wave-length was 350 nm and the external standard quantitation was adopted. Results  
This method showed a good linear relationship in the range of 100~4000, 100~4000 ng/mL, and 200~8000 
ng/mL for OTC, TC and CTC, respectively. The correlation coefficient was over 0.99. The detect limits were 20, 
20 μg/kg, and 40 μg/kg for OTC, TC and CTC, respectively. The recoveries was 74%~90% with the relative 
standard deviation of 3%~8%, respectively. Conclusion  The method is convenient, fast, sensitive and repro-
ducible and it is suitable for determining OTC, TC and CTC residues in fresh meat and aquatic products. 
KEY WORDS: high performance liquid chromatography; oxytetracycline; tetracycline; chlortetracycline; re-
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1  引  言 

四环素类(tetracyclines, TCs)抗生素是由放线菌
产生的一种广谱抗生素, 包括金霉素(chlortetracycline, 
CTC)、土霉素 (oxytetracycline, OTC)、四环素
(tetracycline, TC)及半合成衍生物甲烯土霉素、强力
霉素等, 其结构均含并四苯基本骨架, 如图 1所示。 

四环素类抗生素对革兰氏阳性和阴性菌、立克次

体、螺旋体乃至原虫类都有抑制作用。其作用机制主要

为与细菌核蛋白体的 30s亚基结合, 阻止 aa-tRNA同核
蛋白体结合, 从而阻止肽链延伸和细菌蛋白质合成[1]。 

目前, 我国允许在生产中使用的抗生素有 17种,
其中四环素类最为普遍 , 约占抗生素总用量的
57%[2]。多数养殖户仍在畜禽生产及水产养殖过程中

大量添加四环素类抗生素, 用于防治肠道感染、促
进生长及预防某种疾病。抗生素最大的潜在风险是

导致耐药性致病菌的产生和扩散 ,这将导致对人类
公共健康的威胁[3]。而四环素类抗生素易诱导耐药

菌株和动物性食品中抗生素残留 , 会危害人体健
康。我国和欧盟对四环素类抗生素的最高残留限量

规定为: 食用性动物肌肉组织中四环素类抗生素含
量不能超 100 μg/kg[4]。美国食品药品监督管理局规

定动物肌肉组织中土霉素、四环素、金霉素总量为

200 μg/kg, 牛奶中为 300 μg/kg[5]。 
四环素类抗生素残留的测定方法主要包括微生

物法[6,7,8]、分光光度法[9,10]、毛细管电泳法[11,12]、薄

层色谱法[13]、高效液相色谱-紫外检测法[14]、高效液

相色谱法 [15]、液相色谱-质谱法[16]等。目前用于食品

中四环素类抗生素残留的分析常用高效液相色谱法。

高效液相色谱法对样品前处理要求高, 四环素类药
物残留分析中常用的样品前处理技术是固相萃取法, 

采用固相萃取-高效液相色谱法可提高对四环素类抗
生素检测的准确度和精密度, 满足我国对四环素类
抗生素的残留限量要求。 

同时测定畜禽肉、蛋、乳中的土霉素、四环素和

金霉素残留已有大量文献报道, 而对于测定水产品
中此三种抗生素残留量的报道较少, 国家标准规定
动物源性食品中四环素类兽药残留量的检测方法 , 
无法完全分离土霉素、四环素和金霉素[17]。 

本实验通过优化样品前处理方法、选择提取液和

提取液的 pH 值、优化色谱条件, 通过回收率和精密
度实验验证, 得到一种同时测定畜禽肉和三文鱼中
土霉素、四环素、金霉素残留量的方法, 并对待测样
品进行了测定。 

2  材料与方法 

2.1  供试样品、试剂和实验仪器 

2.1.1  供试样品 
牛肉、羊肉: 来自定西二支路肉菜市场, 当天上

市 , 新鲜度良好; 鸡脯肉: 兰州市某养殖场, 鲜冻, 
新鲜度良好; 三文鱼: 兰州市某市场送检样品, 鲜冻, 
新鲜度较好; 实验空白样品: 购于兰州华润万家超
市, 冷冻放置 10 d待用, 使用前 50 ℃水浴 30 min。 
2.1.2  供试试剂 

土霉素、四环素、金霉素标准品(中国药品生物
制品检定所); 乙腈、甲醇(色谱纯, 天津市光复精细
化工研究所); 草酸、高氯酸、盐酸(分析纯, 天津市
凯信化学工业有限公司); NaOH溶液、乙二胺四乙酸
二钠(Na2EDTA·2H2O)(分析纯, 天津市北方天医化学
试剂厂); 0.1 mol/L柠檬酸溶液; 0.2 mol/L磷酸二氢钠
溶液 ; Mcllvaine 缓冲溶液 (pH=4.0); 0.1 mol/L 
Na2EDTA-Mcllvaine缓冲溶液。 

 

图 1  土霉素(A), 四环素(B)和金霉素(C)化学结构式 
Fig. 1  Chemical structural formula of oxytetracycline (A), tetracycline (B) and chlortetracycline (C) 
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2.1.3  实验仪器 
电子天平; Waters 高效液相色谱仪(美国沃特世

公司); 固相萃取装置(Lida 公司); 冷冻离心机(美国
贝克曼库尔特有限公司); 超声波提取器(天津奥特赛
斯恩斯仪器有限公司); QLT匀浆机(台湾科立泰有限
公司); ELGA PURELAB纯水机(英国 Veolia water公
司); W-O 恒温油水浴锅(上海申顺生物科技有限公
司); 氮吹仪(南京科捷仪器有限公司)。 

2.2  试验方法 

2.2.1  色谱条件 
色谱柱: Sunfire C18(4.8 mm×150 mm); 检测波长: 

350 nm; 灵敏度: 0.002 AUFS; 柱温: 室温(30 ); ℃

流动相 : 0.1 mol/L 草酸溶液 :乙腈 :甲醇 (73:17:10, 
v:v:v); 流速: 0.1 mL/min; 进样量: 20 μL; 检测器: 
Waters2487 紫外检测器。 
2.2.2  溶液制备 
2.2.2.1  标准储备液 

准确称取土霉素、四环素和金霉素标准品各

0.0100 g, 用甲醇溶解于 10 mL棕色容量瓶并定容 , 
分别配置成 1.0 mg/mL 的储备液置于 4~6 ℃冷藏
备用。  
2.2.2.2  混合标准溶液 

分别精密量取土霉素、四环素和金霉素标准储备

液 1、1、2 mL于 50 mL棕色容量瓶中, 用甲醇定容
至刻度, 混匀。土霉素、四环素和金霉素浓度分别为
20、20、40 μg/mL。混合标准工作液当天配制。 
2.2.3  样品前处理[18] 

准确称取 10.0 g待测样品于 50 mL离心管中, 加
入 20 mL Na2EDTA-Mcllvaine缓冲液, 匀浆 5 min, 冰
水超声 20 min, 4 ℃左右以 5000 r/min离心 10 min, 振
荡添加 5 mL三氯乙酸溶液, 再低温离心 5 min, 取上
清液, 于离心管中加入 10 mL Na2EDTA-Mcllvaine缓
冲液, 低温超声 10 min, 5000 r/min低温离心 10 min, 

振荡添加 3 mL三氯乙酸溶液, 低温离心 5 min, 合并
两次上清液, 过滤。 

用 5 mL甲醇、10 mL纯水和 3 mL Na2EDTA- 
Mcllvaine 缓冲液依次洗涤活化固相萃取柱, 流速控
制在 2~3滴/s, 用 10 mL 5%甲醇水溶液冲洗除去杂
质, 最后用 5 mL甲醇洗脱, 收集洗脱液于 35 ℃氮
吹浓缩至 1 mL, 经 0.45 μm微孔滤膜, 供高效液相色
谱分析。 
2.2.4  标准曲线的制作 

配制系列浓度混合标准液, 得到含土霉素、四
环素浓度分别为 0.1、0.2、0.4、1.0、2.0、4.0 μg/mL, 
金霉素浓度为 0.2、0.4、1.0、2.0、4.0、8.0 μg/mL
的混合标准溶液, 在上述色谱条件下测定, 以浓度
为横坐标 , 峰面积为纵坐标 , 作校正曲线 , 得线性
回归方程。 

3  结果与讨论 

3.1  提取方法的选择 

3.1.1  提取液的选择 
以 5%高氯酸和 Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲液

(pH=4.0±0.5)同时测定畜产品中土霉素、四环素和金
霉素的实验方法常见于文献报道[19]。对于三文鱼肉

中此三种四环素类抗生素的测定利用此两种提取液

鲜见文献报道, 选择此两种提取液进行比较试验, 在
空白样品(三文鱼、鸡脯肉)中分别加入土霉素、四环
素和金霉素 4、4、8 μg。测定回收率, 结果见表 1。 

每个样品平行试验五次, 相对标准偏差(RSD)的

范围在 3%~10%之间, 精密度较高。 

由表1可知, 以三文鱼和鸡脯肉为空白样品的回

收率实验, 土霉素、四环素的回收率高于金霉素。金

霉素的稳定性较低, 在生物组织内易发生异构化, 这

与试验结果吻合。 

表 1  5%高氯酸和 Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲液回收率的比较(n=5) 
Table 1  Comparison of the recoveries with 5% perchloric acid and Na2EDTA-Mcllvaine buffer (n=5) 

 OTC平均回收率(%) TC平均回收率(%) CTC平均回收率(%) 

 5%高氯酸 
Na2EDTA-Mcllvain 

缓冲液 5%高氯酸 
Na2EDTA-Mcllvaine 

缓冲液 5%高氯酸 
Na2EDTA-Mcllvaine 

缓冲液 

三文鱼 79.2 83.8 74.2 84.1 71.0 73.6 

鸡脯肉 78.4 83.9 81.8 84.5 73.6 73.2 
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以Na2EDTA-Mcllvaine为提取液, 回收率水平高
于以 5%高氯酸为提取液, 且稳定性更好。因此本试
验样品前处理提取液选定 Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲
液, 并对其 pH对回收率的影响进行了比较。 
3.1.2  Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲液最佳 pH 值的选择 

用盐酸或 NaOH 溶液调整 Na2EDTA-Mcllvaine
缓冲溶液的 pH值到 3.0、3.5、4.0、4.5、5.0, 在空白
样品(牛肉、鸡脯肉、三文鱼)中分别添加 1 mL 4 
μg/mL土霉素和四环素, 8 μL/mL金霉素, 用上述不
同 pH值 Na2EDTA-Mcllvaine缓冲溶液提取, 依次进
样测定回收率, 每个样品做平行试验五次。测定回收
率, 结果如表 2。 

由表2可见, 以牛肉和鸡脯肉为空白样品与以三
文鱼肉为空白样品进行比较, 结果显示以牛肉和鸡
脯肉为空白样品的加标回收率要略高于以三文鱼肉

为空白样品的加标回收率。 
pH=3.0时回收率约为 70%, 结果不理想, pH=5.0

时回收率低于 77%, 回收率水平一般。其他三个水平
的结果非常接近, pH=4.0时回收率水平略高。考察 pH
值为 3.5、4.0和 4.5时回收率的精密度, 用相对标准
偏差(RSD)表示, 其中以牛肉为空白样品中土霉素、
四环素和金霉素的回收率相对标准偏差如表 3。 

由表 3 可知, 牛肉空白样品 pH=4.0 时各指标的
RSD 为 3%~6%, 精密度好, pH 值为 3.5 和 4.5 时的
RSD为 5%~10%, 精密度较差。考察以鸡脯肉和三文
鱼为空白样品时得到同样的结论, 说明 pH=4.0 时的

提取稳定性更好。 
综上, Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲溶液(pH=4.0)提

取水平较高, 且稳定性较好。 

3.2  色谱条件的选择 

3.2.1  检测波长的选择[20,21] 
对含 4 μg/mL土霉素、四环素和 8 μg/mL金霉素

的混合标准溶液在 220~360 nm 范围内进行吸光度-
波长扫描。检测波长为 225 nm时, 杂质峰较多, 并且
其面积较大, 影响最显著。350 nm和 270 nm条件下
的谱图中杂质峰较少, 峰形较好且峰形相近, 但 350 
nm 相对于 280 nm 波长灵敏度更高。这与国家标准
《可食动物肌肉中土霉素、四环素、金霉素、强力霉

素残留量的测定 (液相色谱 -紫外检测法 )》 (GB/T 
20764-2006)中检测波长一致。综合分析, 350 nm波长
对此三种抗生素的检测灵敏度较高, 三种抗生素峰
能完全分离, 同时杂质峰较少如图 2所示。因此, 350 
nm为较适宜的检测波长。 
3.2.2  流动相的选择 

依据国标方法试验发现, 土霉素、四环素的保留
时间接近, 分离度不好, 且金霉素峰形不好, 经试验
得出, 当流动相为 0.01 mol/L 草酸溶液:乙腈:甲醇
(73:17:10, v:v:v), 流速 1.0 mL/min时, 保留时间分别
为 4.849、5.483、10.967 min; 分离度大于 1.5, 拖尾
因子为 0.95~1.05。保留时间, 分离度和峰形较为理想, 
符合测定需求。 

表 2  不同 pH 的 Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲液回收率试验结果(n=5) 
Table 2  The results of recoveries with different pH in Na2EDTA-Mcllvaine buffer (n=5) 

 空白样品 
平均回收率(%) 

pH=3.0 pH=3.5 pH=4.0 pH=4.5 pH=5.0 

OTC 

牛  肉 71.8 79.8 87.1 86.7 78.1 

鸡脯肉 70.4 88.2 87.5 84.0 79.9 

三文鱼 71.9 80.9 84.4 81.3 79.6 

TC 

牛  肉 70.9 89.9 90.2 90.3 78.3 

鸡脯肉 64.3 85.0 86.3 85.5 84.2 

三文鱼 74.0 78.9 84.9 81.5 78.0 

CTC 

牛  肉 71.2 80.1 82.1 78.5 74.6 

鸡脯肉 66.0 85.9 86.9 82.7 77.4 

三文鱼 73.9 80.8 80.8 80.5 78.1 
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表 3  牛肉空白样品中各抗生素回收率精密度 
Table 3  The antibiotics precision of recovery rate in 

beef blank sample 

提取液 pH 
相对标准偏差(RSD, %) 

OTC TC CTC 

3.5 8.3 5.7 6.6 

4.0 3.5 4.1 5.9 

4.5 5.5 9.2 5.5 

 

3.3  标准曲线及线性关系 

图 2为土霉素、四环素和金霉素浓度分别为 1、
1、2 μg /mL时的色谱图。以浓度为横坐标, 峰面积
为纵坐标, 作校正曲线, 得线性回归方程。 

结果显示 , 土霉素、四环素、金霉素分别在
100~4000、100~4000、200~8000 ng/mL 范围内线性
关系良好, 相关系数分别为 0.9989、0.9986、0.9982, 
结果见表 4。 

3.4  检出限 

检出限按信噪比 S/N=3计算, 土霉素、四环素、
金霉素的最低检出限分别为 20、20、40 μg/kg。 

3.5  回收率及精密度试验 

分别对牛肉、羊肉、鸡脯肉和三文鱼基质进行加

标回收率试验。添加标准溶液的浓度分别为土霉素和

四环素 20、50、100 μg/kg, 金霉素 40、100、200 μg/kg。
结果如表 5。 

 

图 2  混合液标准色谱图 
Fig. 2  The standard chromatogram for mixed liquid 

表 4  各组分的线性方程和相关系数 
Table 4  Linear equations and correlation coefficients 

 线性方程 相关系数 R2 

土霉素(OTC) Y = 1960.7X+ 37903 0.9989 

四环素(TC) Y = 2190.8X + 68071 0.9986 

金霉素(CTC) Y = 701.95X + 45743 0.9982 
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表 5  回收率及精密度实验结果(n=5) 
Table 5  The experimental result of recoveries and precisions (n=5) 

组分 牛肉 羊肉 鸡脯肉 三文鱼 

名称 加标量(μg/kg) 平均回收率(%) RSD(%) 平均回收率(%) RSD(%) 平均回收率(%) RSD(%) 平均回收率(%) RSD(%)

OTC 

20 78.6 5.12 75.5 7.41 88.1 5.33 80.3 5.57 

50 86.9 4.03 84.5 3.25 88.6 6.21 83.1 6.53 

100 85.2 3.12 89.9 5.64 86.8 3.65 86.4 7.79 

TC 

20 79.7 6.82 74.8 6.45 83.7 4.02 79.8 4.22 

50 89.6 4.23 82.3 5.35 84.7 4.42 80.5 4.75 

100 89.1 3.21 81.9 4.43 83.2 4.14 83.5 5.12 

CTC 

40 76.5 5.13 77.0 6.37 78.1 6.02 80.8 6.93 

100 81.5 3.96 79.8 7.36 80.3 4.42 80.8 3.85 

200 80.8 4.25 82.6 4.7 84.3 6.35 82.7 6.88 

 
 

结果显示, 四种空白样品在三种浓度下的回收
率为 74%~90%, 且随添加浓度的增加回收率水平有
所提高; RSD为 3%~8%, 精密度较好。 

3.6  样品的测定与分析 

采用以上建立的测定方法对待测样品进行分析, 
结果如表 6。 

表 6  所测样品中土霉素、四环素和金霉素残留 
Table 6  The content of oxytetracycline, tetracycline and 

chlortetracycline residues in samples 

平均含量(μg/kg) 牛肉 羊肉 鸡脯肉 三文鱼

OTC 163 55 376 87 

TC 188 83 324 未检出

CTC 51 未检出 150 47 

 
结果表明所测样品中普遍存在土霉素、四环素和

金霉素残留, 其中鸡脯肉中三种抗生素残留量和牛
肉中土霉素、四环素残留量均超过国家标准限量(100 
μg/kg)[22]。该结果也同时表明, 采用以上条件优化得
到的检测方法适用于畜禽肉和水产品中土霉素、四环

素和金霉素残留量的测定。 
综上, 本方法适用于新鲜畜禽肉和水产品中土

霉素、四环素和金霉素残留的同时测定。在所测样品

中普遍检测到这三种抗生素残留, 所测部分样品抗
生素残留量超过国家标准限量。 

4  结  论 

本方法具有分离度高、快速、灵敏的优点, 并且
能满足畜禽肉及水产品中土霉素、四环素和金霉素的

同时测定要求。同时本实验方法存在许多不足, 仍需
改进。前处理方法中提取液在 5%高氯酸和Na2EDTA- 
Mcllvaine缓冲溶液中选择, Na2EDTA-Mcllvaine缓冲
溶液的配制过程繁琐, 稳定性受环境影响大; 主流固
相萃取柱的萃取效率也需要实验验证。 

对新鲜畜禽肉和三文鱼样品进行此三种抗生素

的残留测定, 土霉素、四环素和金霉素残留普遍超过
国家限量标准。四环素类抗生素可以抑制白细胞吞

噬细菌能力、抑制淋巴细胞的转化等[23], 也可与骨
骼中的钙结合, 抑制骨骼和牙齿的发育; 容易引起
过敏反应和诱导耐药菌株以及导致食品中抗生素残

留。其最明显的残留毒性是在体内富集并诱导产生

耐药菌株。 
随着消费者对食品由消费型向质量型的转变 , 

动物源性食品中抗生素的残留已逐渐成为广大消费

者关注的焦点。因此, 亟需对四环素族抗生素残留量
进行严格检测, 在养殖和运输销售过程中进行严格
的使用限量控制。 
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