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超高效液相色谱-串联质谱法同时测定 

3种水产品中氯霉素、四环素含量 

黄  媛*, 闫  玉 

(辽宁省食品检验检测院, 沈阳  110015) 

摘   要 : 目的   建立超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)同时测定 3 种水产品中氯霉素、四环素的方法。方法  样品经 Na2EDTA-Mcllvaine

缓冲溶液(pH=4.0±0.5)提取, HLB柱净化, 采用色谱柱 Waters Acquity BEH C18柱(50 mm×2.1 mm, 1.7 μm)分离。

电离方式为氯霉素使用电喷雾负离子模式 ; 四环素使用电喷雾正离子模式。检测方式为多反应监测。       

结果  该法线性关系良好, 相关系数大于 0.999; 平均回收率为 80.4%~97.8%; RSD 均小于 5%。结论  该方法

操作简便快速, 准确度高, 可作为水产品中氯霉素、四环素的测定方法。 
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Determination of chloramphenicol and tetracycline in 3 aquatic products by 
ultra performance liquid chromatography-tandem  

mass spectrometry 

HUANG Yuan*, YAN Yu 

(Liaoning Institute for Food Control, Shenyang 110015, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for detection of chloramphenicol and tetracycline in 3 kinds of 

aquatic products by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS).  

Methods  The samples were extracted by the solution Na2EDTA-Mcllvaine (pH=4.0±0.5), and the extracts were 

cleaned-up on HLB solid phase extraction column, Waters Acquity BEH C18 column (50 mm×2.1 mm, 1.7 μm) was 

used to separate chloramphenicol and tetracycline in aquatic products. The ionization method of chloramphenicol was 

ESI-and the ionization method of tetracycline was ESI+, The detection method was multiple reaction monitoring 

(MRM). Results  There was a good linear relationship with correlation coefficients better than 0.999. the average 

recoveries were in the range of 80.4%~97.8%, and RSD was less than 5%. Conclusion  The method is convenient, 

quick and accurate, and can be used for the determination of chloramphenicol and tetracycline in aquatic products. 
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1  引  言 

氯霉素、四环素均为广谱抗生素, 氯霉素对多数革兰

氏阳性菌和阴性菌都有良好的抗菌抑制作用, 对畜禽水产

品等的沙门氏菌病和大肠杆菌病的治疗效果良好。四环素

类抗生素能够抑制细菌蛋白质的合成, 因此被广泛应用于
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细菌感染疾病的治疗[1]。但两者的药物残留毒性会直接影

响人类健康, 氯霉素对造血系统有严重不良反应, 四环素

类毒性作用表现为降解产物的溶血或肝毒作用, 而且长期

低浓度的药物残留还会诱发病菌的耐药性[2]。为加强兽药

残留监控工作, 保证动物性食品卫生安全, 根据《兽药管

理条例》[3]规定, 农业部(中华人民共和国第 235 号公告)

规定了《动物性食品中兽药最高残留限量》[4], 其中水产

品中氯霉素不得检出, 四环素残留量不得高于 100 μg/kg。 

我国现行的氯霉素类、四环素类检测国家标准, 方法

独立, 各自发布, 且发布时间校早, 方法老化严重[511]。氯

霉素类抗生素残留量检测国家标准包含的方法主要有高效

液相色谱串联质谱法 [59]、酶联免疫法 [10]、气相色谱     

法[1113]、气相色谱质谱法[14,15]等, 四环素类抗生素残留量

检测国家标准包含的方法主要有液相色谱法[1618]、酶联免

疫吸附法[19]、高效液相色谱串联质谱法[18,20]等。其中应用

气相色谱法和气相色谱质谱法进行检测需对所测样品进行

衍生化, 前处理方法复杂耗时, 且仪器分析时间也较长; 

酶联免疫法需要特殊的酶联免疫试剂盒, 且反应时间较长, 

不适用于多种兽药残留分析; 高效液相色谱法对于抗生素

残留的检测有前处理方面的优势, 但是仪器分析时间较长; 

高效液相色谱串联质谱法前处理方法简便快捷, 灵敏度高, 

准确度高, 且仪器分析时间短, 适用于多种抗生素残留的

同时分析。对于应用同一方法对氯霉素、四环素进行提取

并检测目前报道的有高效液相色谱[2123]、高效液相色谱质

谱联用法[2,24]等, 前处理方法多采用 Na2EDTA-Mcllvaine

缓冲溶液提取[25]。由于水产品养殖多采用多种抗生素联合

用药, 而我国现行的国家标准和行业标准多为同种类抗生

素单独测定, 缺少多种类抗生素同时测定的方法, 因此, 

有必要建立一种同时测定水产品中多种抗生素残留量的简

便 快 速 高 灵 敏 度 的 检 测 方 法 。 本 研 究 以

Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲溶液为提取溶剂, HLB 固相萃取

为前处理手段, 结合 UPLC-MS/MS 测定, 建立一整套分析

方法, 实现对水产品中氯霉素、四环素的同时提取、检测。 

2  材料与方法 

2.1  仪器和设备 

TQD 型超高效液相-串联质谱仪(沃特斯中国有限公

司); IKA T25 数字匀质器(北京中联科仪科技有限公司); 

CR210W 高速冷冻离心机(日本 HITACHI 公司); TTL-DCⅡ

可控温氮吹浓缩仪(余姚市长江温度仪表厂); 电子天平(感

量 0.01 g、感量 0.00001 g, 德国赛多利斯公司); W-SPE12

固相萃取装置(北京莱伯泰克仪器股份有限公司) 

2.2  试剂和材料 

标准品: 氯霉素(纯度 99.8%)、氯霉素-D5(纯度 97%)、

盐酸四环素(纯度 98%, 德国 Dr. Ehrenstorfer 公司)。 

甲醇(色谱纯, 美国 Fisher 公司)、甲酸(色谱纯, 德国

CNW 科技公司)。柠檬酸、磷酸氢二钠、乙二胺四乙酸二

钠、氢氧化钠(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司)。HLB

固相萃取小柱(3 cc, 60 mg, 沃斯特中国有限公司)。 

样品: 回收率测定样品(青虾、鲤鱼、海螺)均采购自

农贸市场, 能力验证样品(虾)由中国检验检疫科学研究院

测试评价中心提供。 

2.3  色谱条件 

色谱柱: BEH C18(50 mm×2.1 mm, 1.7 μm); 柱温: 

30 ℃; 进样量: 5 μL; 流动相: A 为甲醇, B 为 0.1%甲酸水

溶液, 梯度洗脱程序见表 1。 

 
表 1  梯度洗脱程序 

Table 1  Gradient elution program 

时间/min 流速/(mL/min) 流动相 A/% 流动相 B/%

0 0.3 10 90 

0.5 0.3 10 90 

2 0.3 60 60 

4 0.3 60 60 

6 0.3 10 10 

 

2.4  质谱条件 

离子化方式: 电喷雾电离; 扫描方式: 正离子、负离

子; 检测方式: 多反应监测(multiple reaction monitoring, 

MRM); 脱溶剂气流量 650 L/Hr; 脱溶剂气温度: 450 ℃; 

具体质谱参数见表 2。 

 
表 2  质谱参数 

Table 2  Mass spectrum parameters 

目标化合物名称
(m/z) 

母离子 子离子 
锥孔电压

/V 
碰撞能量

/V 

氯霉素 321.0 
151.9* 

30 
18 

257.0 10 

氯霉素-D5 326.0 156.9* 30 16 

四环素 445.1 
410.1* 

28 
22 

427.4 16 

注: *为定量离子。 

 

2.5  标准溶液及试剂配制 

标准储备液的制备: 精密称取氯霉素、氯霉素-D5、盐

酸四环素对照品各适量, 分别用甲醇配制成 1.00 mg/mL的

储备液, 18 ℃储存于棕色瓶中。 

标准中间液(1 μg/mL): 准确吸取氯霉素、氯霉素-D5、

四环素标准储备液 
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各适量, 用甲醇分别逐级稀释成 1 μg/mL 的标准中间液。 

标准工作液(100 ng/mL): 准确吸取氯霉素、氯霉素

-D5 标准中间液适量,用甲醇稀释成 100 ng/mL 的标准工  

作液。 

标准系列工作液: 分别准确吸取氯霉素标准工作液

0.01、0.05、0.1、0.2、0.5、1.0 mL, 四环素标准中间液 0.1、

0.2、0.5、1.0、1.5、2.0 mL, 各加入氯霉素-D5 工作液 0.1 mL, 

加 10%甲醇配制成氯霉素标准系列浓度为 0.1、0.5、1.0、

2.0、5.0、10.0 ng/mL, 内标浓度均为 2.0 ng/mL, 四环素标

准系列浓度为 10.0、20.0、50.0、100.0、150.0、200.0 ng/mL

的混合标准系列溶液, 临用时配制。 

Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲溶液: 称取柠檬酸 12.9 g, 磷

酸氢二钠 10.9 g, 乙二胺四乙酸二钠 37.2 g, 加水 900 mL 溶

解, 用 1 mol/L 氢氧化钠调 pH 至 4.0±0.5, 加水至 1000 mL。 

2.6  供试品溶液的制备 

2.6.1  提  取 

称取样品 5.0 g, 置 50 mL 离心管中, 加入氯霉素-D5标准

工作液(100 ng/mL)                 0.1 mL, 加入 25 mL Na2EDTA-Mcllvaine 缓

冲溶液, 10000 r/min匀浆提取1 min, 8000 r/min离心10 min, 用

快速滤纸过滤, 待净化。 

2.6.2  净  化 

准确吸取 5 mL 滤液, 以 1 滴/s 的速度过 HLB 固相萃

取柱(使用前用 5 mL 甲醇和 5 mL 水预处理), 待样液完全

流出后, 依次用 5 mL 水和 5 mL 甲醇:水(1:19, V:V)淋洗, 

弃去全部流出液, 抽干。用 5 mL 甲醇洗脱, 将洗脱液氮吹

浓缩至干(40 ℃), 用 1 mL 10%的甲醇复溶, 过 0.22 μm 滤

膜, 供液相色谱-质谱联用仪测定用。 

2.7  检出限实验 

称取阴性样品 5 g, 加入氯霉素标准溶液(10 ng/mL) 

0.05 mL, 四环素标准中间液(1 μg/mL) 0.05 mL, 加入氯霉

素-D5 标准工作液(100 ng/mL) 0.1 mL, 其余操作同供试品

溶液的制备。经液质联用仪检测, 各组分的信噪比 S/N≥3, 

得出采用本方法进行检测,  

2.8  回收率和精密度实验 

准确称取阴性样品 5.0 g 共 18 份, 6 份为一组, 3 组分别加

入氯霉素标准工作液(100 ng/mL) 0.025、0.05、0.25 mL, 四环素

标准中间液(1 μg/mL) 0.05、0.1、0.5 mL, 各加入氯霉素-D5标准

工作液(100 ng/mL) 0.1 mL, 其余操作同供试品溶液的制备。 

3  结果与分析 

3.1  前处理条件的优化 

3.1.1  提取剂的选择 

本方法分别采用乙酸乙酯、Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲

溶液、乙腈-EDTA 混合溶液对氯霉素、四环素进行提取, 发

现Na2EDTA-Mcllvaine缓冲溶液对四环素的提取效率最高, 

乙酸乙酯对四环素的提取效率最低, 3 种提取溶液对氯霉

素的提取效率没有显著性差异, 另外四环素类抗生素对各

种氧化剂(包括空气中氧)、酸、碱都是不稳定的, 其溶液随

pH 的不同会发生差向异构化、降解等反应, 在 pH＜2 时易

发生消去反应而生成脱水物, 碱性条件下易生成异构体, 

因此结合文献[26]采用 Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲液(pH=4.0)

的弱酸提取液。一方面使 Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲液竞争

结合金属离子, 减少四环素类药物与金属离子的螯合反应, 

保证药物的游离性, 提高提取效率; 另一方面, 四环素在

弱酸条件下比较稳定, 防止目标药物降解。因此本方法选

择 Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲溶液作为氯霉素、四环素的提

取溶剂。 

3.1.2  净化条件的优化 

HLB 固相萃取柱由亲水性的 N-乙烯吡咯烷酮和亲脂

性的二乙烯基苯两种单体构成, 适用于酸性、中性和碱性

化合物, 是一种亲水亲脂平衡的水可浸润性反相吸附剂, 

能耐受极端 pH 条件和不同的溶剂, 相对保留容量较传统

C18固相萃取柱高 3倍, 可保留更多的分析物并较少发生穿

透, 改善固相提取方法的回收率和重现性, 因此选用 HLB

固相萃取柱进行样品净化。 

3.2  线性关系考察 

将混合标准系列按 2.5 项下方法进行测定, 记录色谱

图, 以浓度为横坐标, 氯霉素采用内标法定量, 四环素采

用外标法定量 , 绘制标准曲线 , 求得回归方程。结果见  

表 3。相关系数均大于 0.999, 线性关系良好。 

3.3  回收率和精密度 

为考察应用本方法测定水产品中氯霉素、四环素含量的

准确性, 分别选取 3 种不同种类的水产品(青虾、鲤鱼、海螺)

作为空白基质进行加标回收实验, 设低、中、高 3 个加标浓度, 

每个浓度设 6 个平行。加标浓度分别为: 氯霉素 0.5、1.0、     

5.0 µg/kg, 四环素 10、20、100 µg/kg, 2 种抗生素的加标回收率

在 80.4%~97.8%, 相对标准偏差(RSD)在 1.0%~4.2%(表 4), 满

足实验室质量控制规范食品理化检测的要求。 

 
表 3  线性关系和检出限 

Table 3  Linearity and limit of detection 

组分 线性范围/ (ng/mL) 回归方程 r 检出限/(µg/kg)

氯霉素 0.1~10 Y=1.4406X1.9427 0.9990 0.1 

四环素 10~200 Y=81.757X264.18 0.9997 10 
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表 4  方法精密度和样品加标回收率(n=6) 
Table 4  Method precision and sample standard addition recovery rate (n=6) 

组分 
加入量
/(µg/kg) 

虾 鱼 海螺 

测得量
/(µg/kg) 

回收率/% RSD/% 
测得量
/(µg/kg) 

回收率/% RSD/% 
测得量
/(µg/kg) 

回收率/% RSD/% 

氯霉素 

0.5 0.414 82.8 3.6 0.437 87.4 2.5 0.402 80.4 4.2 

1.0 0.857 85.7 2.1 0.869 86.9 2.3 0.848 84.8 3.4 

5.0 4.62 92.4 2.1 4.79 95.8 1.9 4.57 91.4 2.1 

四环素 

10 8.86 88.6 1.2 8.78 87.8 2.2 8.59 85.9 3.2 

20 18.3 91.5 1.0 19.0 95.0 1.7 18.1 90.5 2.0 

100 95.3 95.3 1.1 97.8 97.8 1.1 94.2 94.2 2.1 

 
3.4  样品测定 

应用本方法参加中国检验检疫科学研究院测试评价

中心的“虾中氯霉素、四环素的测定能力验证”, 结果均为

满意。测定结果及评价见表 5。 

 
表 5  虾中氯霉素、四环素能力验证检测结果及评价 
Table 5  Ability verification results and evaluation of 

chloramphenicol and tetracycline in shrimp  

检测 

项目 

样品 

编号 
本实验室结果

/(µg/kg) 
指定值
/(µg/kg) 

Z 值 

氯霉素 
1 7.03 7.709 0.4 

2 6.64 6.876 0.1 

四环素 
1 78.6 105.0 0.8 

2 109 157.6 0.9 

注: ︱Z︱≤2.0 为满意结果, 2.0＜︱Z︱＜3.0 为可疑结果, ︱Z︱

≥3.0 为不满意结果。 
 

4  结论与讨论 

本方法通过 3 种不同种类的水产品(青虾、鲤鱼、海

螺)进行加标回收试验,  

得出结论: 对于 3 种水产品基质 3 个浓度水平的回收

率均较高、重复性好。且方法检出限低、灵敏度高, 能够

满足对水产品中氯霉素、四环素同时快速测定的要求。 

对于动物源性食品中氯霉素的提取 , 现有标准方  

法[518]多采用乙酸乙酯提取, 应用乙腈、4%氯化钠去蛋白, 

用正己烷除脂。对于四环素的提取 , 多数文献 [21]采用

EDTA-Mcllvaine 缓冲溶液、乙腈-EDTA 混合溶液、1%乙

酸-乙腈等为提取溶液。本研究采用 Na2EDTA-Mcllvaine 缓

冲溶液(PH=4.0±0.5)提取, HLB 柱净化, 结合超高效液相色

谱仪测定, 能够实现对氯霉素、四环素残留量的同时提取

和测定。该方法操作简便快速, 灵敏度高, 准确度高, 可应

用于水产品中氯霉素、四环素的定性定量测定。 
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