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液相色谱-串联质谱法同时测定蜂蜜中的 

林可霉素、甲硝唑和氯霉素 
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摘  要: 目的  建立液相色谱-串联质谱法同时检测蜂蜜中林可霉素、甲硝唑和氯霉素含量的分析方法。方法  

蜂蜜样品加水溶解后, 过聚合物基质反相固相萃取柱净化, 经 5%甲醇水溶液淋洗小柱, 再用 70%甲醇水溶液

洗脱目标化合物。采用 0.1%甲酸水溶液和乙腈作为液相色谱流动相进行梯度洗脱。经多反应监测模式, 在正

离子电离模式下测定甲硝唑和林可霉素, 在负离子电离模式下测定氯霉素。同位素稀释内标法定量。结果  本

方法在 10 min 内通过质谱正负离子电离模式切换对林可霉素、甲硝唑和氯霉素进行同时测定。3 个目标化合

物在 0.25、5 和 25 μg/kg 添加水平的回收率为 91.0%~107.1%, 相对标准偏差小于 11.9%(n=6), 林可霉素、甲

硝唑和氯霉素的方法定量限分别为 0.20、0.14 和 0.20 μg/kg。结论  本方法易于操作, 灵敏度和重现性良好, 适

用于监督抽检和风险监测等大批量检测工作。 
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Simultaneous determination of lincomycin, metronidazole and 
chloramphenicol in honey by liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the simultaneous determination of lincomycin, 

metronidazole and chloramphenicol in honey by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  Honey 

samples were diluted with water. And then a polymer reversed phase solid phase extraction cartridge was used to 

purify the sample. The cartridge was rinsed with 5% methanol aqueous solution and subsequently the target 

compounds were eluted by 70% methanol aqueous solution. The chromatography separation was carried out with a 

gradient elution program consisted of 0.1% formic acid aqueous solution and acetonitrile as mobile phases. With 

multiple reactions monitoring, lincomycin and metronidazole were identified under positive ionization mode, while 

chloramphenicol was analyzed under positive ionization mode. Quantitation was done by isotope dilution internal 

standard method. Results  The simultaneous determination of lincomycin, metronidazole and chloramphenicol was 
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achieved within 10 mins, using positive/negative switched ionization mode. The recoveries were ranged from 91.0% 

to 107.1% for the analytes with 3 spiked levels of 0.25, 5 and 25 μg/kg. The relative standard deviations were less 

than 11.9% (n=6), and the limits of quantitation for lincomycin, metronidazole and chloramphenicol were 0.20, 0.14 

and 0.20 μg/kg, respectively. Conclusion  The proposed method is easy, sensitive and well-reproduced, which is 

suitable for massive sample analysis such as risk monitoring. 

KEY WORDS: honey; lincomycin; chloramphenicol; metronidazole; liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry 
 
 

1  引  言 

林可霉素(lincomycin)是一种林可胺类抗生素, 在临

床上有较为广泛的使用, 尤其是针对患有青霉素过敏者的

临床抗菌作用十分明显[1,2]。但随着林可霉素临床应用的增

多, 呕吐、腹泻、恶心、白细胞、血小板减少以及皮疹等

林可霉素引起的一系列不良反应报道也日渐增多[3]。美洲

幼虫腐臭病(American foulbrood disease, AFB)是蜂蜜幼虫

感染产芽孢杆菌后引起的一种细菌性病害[4]。目前 AFB 已

经成为威胁我国养蜂业的主要病害之一。Okayama 等[5]发

现林可霉素对控制 AFB 有很好的效果, 特别是 AFB 对土

霉素产生耐药性后, 林可霉素逐渐成为养蜂业控制 AFB的

首选。然而, 我国目前尚没有批准林可霉素用于蜂蜜养殖。

此外, 世界上绝大多数国家和地区禁止将甲硝唑和氯霉素

用于蜂蜜养殖[6], 虽然近年来对这类禁用物质的监管取得

了一定的效果, 但阳性样品仍偶有检出[7,8]。  

目前, 蜂蜜中兽药残留和违禁物质的测定主要采用

液相色谱-串联质谱法[9], 例如国家标准 GB/T 22941-2008

《蜂蜜中林可霉素、红霉素、螺旋霉素、替米考星、泰乐

霉素、交沙霉素、吉他霉素、竹桃霉素残留量的测定 液

相色谱-串联质谱法》[10]。而我国针对蜂蜜中氯霉素和甲硝

唑, 也是分别制定的国家标准检测方法[11,12]。为了提高检

测效率, 包括本实验室在内的多个课题组均建立了同时测

定蜂蜜中甲硝唑和氯霉素的方法[1315]。但林可霉素、甲硝

唑和氯霉素同时测定的方法目前报道不多。 

本研究采用固相萃取-液相色谱-串联质谱技术, 同时

测定蜂蜜中的林可霉素、甲硝唑和氯霉素, 优化了前处理

步骤, 提高了检测的效率, 为监督抽检和风险监测等大批

量检测工作提供参考。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

ACQUITY I CLASS 超高效液相色谱系统配有 Xevo 

TQD三重四极质谱仪(美国Waters公司); N-EVAP™112水浴

氮气吹干仪(美国Organomation公司); Vortex-Genie 2涡旋振

荡器(美国 Scientific Industries 公司)。 

林可霉素(lincomycin)、甲硝唑(metronidazole)和氯

霉 素 (chloramphenicol) 标 准 品 ( 纯 度 均 大 于 98%, 

Dr.Ehrenstorfer 公司 ); 同位素稀释内标物林可霉素

-d3(lincomycin-d3)、甲硝唑-d4(metronidazole-d4)和氯霉

素 -d5(chloramphenicol-d5)标准品 (纯度均大于 98%, 加

拿大 TRC 公司); 甲醇、乙腈、甲酸、乙酸铵(色谱纯, 迪

马公司); WondaSep® HLB 固相萃取柱(200 mg/6 mL, 日

本岛津公司); PFTE 型微孔滤膜(0.22 μm, 日本岛津公

司); Milli-Q 超纯水系统(美国 Millipore 公司)。 

蜂蜜为市售样品。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 

标准储备液: 分别称取适量的目标化合物及其对应

的同位素稀释内标物标准品, 用甲醇溶解并定容, 制成浓

度约为 100 μg/mL 标准储备液, 于-20 ℃避光保存。 

混合标准工作液: 分别准确移取适量上述标准储备

液至 10 mL 容量瓶中, 并用 50%甲醇水溶液稀释至刻度, 

制成浓度为 100 ng/mL 的混合标准工作液; 再分别准确移

取适量同位素内标标准储备液至 10 mL 容量瓶中, 并用

50%甲醇水溶液稀释至刻度, 制成浓度为 100 ng/mL 的混

合内标工作液。 

0.1%甲酸水溶液: 取 1.0 mL 甲酸于 1000 mL 容量瓶

中, 定容至 1000 mL。 

2.2.2  样品前处理 

称取 2 g 蜂蜜样品(精确至 0.001 g)于 50 mL 具塞塑料

离心管中, 加入 100 μL 浓度为 100 ng/mL 的混合内标工作

液, 静置约 5 min 待内标物溶液与试样混匀。向离心管中加

入 10 mL 超纯水, 涡旋混匀 1 min, 使蜂蜜样品完全溶于水。

之后, 让试样溶液分批全部通过预先用 5 mL 甲醇和 5 mL

水活化与平衡过的 WondaSep® HLB 固相萃取柱。再用 5 mL

含 5%甲醇水溶液淋洗小柱, 并通过减压抽干小柱中的水分, 

采用 5 mL 含 70%甲醇水溶液洗脱目标化合物。洗脱液在

40 ℃的水浴中用氮气吹至近干, 加入１mL含 50%甲醇水溶

液溶解残渣, 过 0.22 μm 滤膜, 待液相色谱-串联质谱测定。 

2.2.3  液相色谱-串联质谱条件 

(1) 液相色谱条件 

色谱柱为 Shim-pack GIST C18 柱(2.1 mm×100 mm,   
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2 μm, 日本岛津公司); 流动相 A 为乙腈, 流动相 B 为 0.1%

甲酸水溶液, 流动相流速为 0.3 mL/min; 柱温为 40 ℃, 进

样体积为 5 μL。液相色谱梯度洗脱程序: 0~0.1 min, 10 % A; 

0.1~6 min, 10 %~100 % A; 6~6.5 min, 100 % A; 6.5~7 min, 
100 %~10 % A; 7~10 min, 10 % A。 

(2) 质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源(ESI)正负离子切换电离模式; 

离子源温度: 150 ℃; 毛细管电压: 3.0 V; 脱溶剂气温度: 

550 ℃; 脱溶剂气流量: 900 L/hr; 碰撞气: 氩气; 扫描模式: 

多反应监测(multiple reactions monitoring, MRM); 其他质

谱采集参数见表 1。 

3  结果与分析  

3.1  色谱条件优化 

本研究中的目标化合物在质谱测定时需要正、负离子

扫描模式切换进行。因此, 色谱条件优化的目的除了使各

目标化合物的色谱峰形与响应值达到较好的状态, 还需要

考虑各目标化合物的保留时间, 以确保所有目标化合物均

在质谱切换扫描模式前后的稳定状态下出峰, 保证方法的

稳定性和灵敏度。 

选择实验室常用的流动相组合进行条件优化。有机相包

括甲醇、乙腈, 水相包括水、0.1%甲酸水溶液、添加 5 mmol/L

乙酸铵的 0.1%甲酸水溶液。在考察了 6 种流动相组合后发

现: 在 C18 色谱柱上, 乙腈比甲醇有更强的洗脱能力, 各目

标化合物的出峰时间提前; 水相无添加酸或盐的条件下, 

林可霉素峰形较差, 无法准确定量, 而氯霉素的响应值最

高; 水相中添加了甲酸或乙酸铵后, 目标化合物峰形较好, 

但无机盐(乙酸铵)对目标化合物离子化有抑制作用, 因此

目标物的响应值降低比较明显, 流动相体系中的酸也使氯

霉素的响应值有明显降低。 

综合以上情况, 本方法选择乙腈-0.1%甲酸水溶液流

动相体系。浓度为 10 ng/mL 的标准溶液总离子流图见图 1。 

3.2  前处理条件优化 

参考本实验室之前建立的蜂蜜中氯霉素和甲硝唑的

测定方法, 及文献中有关林可霉素的测定方法, 选择反相

聚合物基质的 WondaSep® HLB 固相萃取柱对目标化合物

进行富集和净化。 

首先对上柱溶液进行考察。本实验室之前建立的方法

中, 蜂蜜加水稀释后, 采用乙酸乙酯萃取氯霉素和甲硝唑, 

再经固相萃取处理的效果好于直接将蜂蜜水上柱处理[13]。

然而, 由于实验过程中各目标化合物均有相对应的同位素

内标物, 这在一定程度上克服了个别目标物绝对回收率偏

低的影响。同时, 减少乙酸乙酯提取步骤, 即可减少有机

试剂的使用, 降低对环境的影响, 又节省了时间, 提高了

实验效率。因此, 在本方法中采用了蜂蜜加水稀释后直接

上样的方式。 

然后, 对固相萃取的淋洗液和洗脱液进行考察。配制

含不同体积分数甲醇水溶液作为淋洗液, 根据各目标化合

物的绝对回收率制作曲线。如图 2 所示, 当淋洗液中甲醇

含量大于 10%时, 甲硝唑和林可霉素明显被洗脱。因此本

方法中固相萃取淋洗液为 5%甲醇水溶液。同样由图 2 可

知, 当甲醇含量大于 60%时, 3 个目标化合物可完全被洗脱

下来, 因此, 本方法中固相萃取洗脱液为 70%甲醇水溶液。 

 

 
表 1  目标化合物的质谱采集参数与保留时间 

Table 1  Collection parameters and retention time of target compounds by mass spectrometry 

化合物 离子化模式 母离子/(m/z) 锥孔电压/V 子离子/(m/z) 碰撞能量/V 保留时间/min 

林可霉素 ESI+ 407.2 44 125.9* 30 1.88 

    359.1 20  

林可霉素-d3 ESI+ 410.2 42 128.9 28 1.88 

甲硝唑 ESI+ 171.8 30 127.8* 14 1.86 

    81.8 26  

甲硝唑-d4 ESI+ 176.0 32 127.8 14 1.86 

氯霉素 ESI- 320.8 36 151.7* 18 3.24 

    256.9 12  

氯霉素-d5 ESI- 325.0 34 155.8 14 3.24 

注: *为定量离子。 
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图 1  标准溶液总离子流图(10 ng/mL) 

Fig. 1  Total ion chromatogram of standards mixture (10 ng/mL) 
 

 
 

 
 

图 2  固相萃取洗脱曲线(n=3) 

Fig. 2  Elute solution of solid phase extraction (n=3) 

3.3  方法的线性范围、检出限、定量限、回收率及

精密度 

以目标物的质量浓度为横坐标, 以目标物和内标物

的峰面积之比为纵坐标制作基质匹配标准曲线得到线性方

程。结果表明, 3 种目标物在 0.50~50 ng/mL 范围内, 在选

定的仪器条件下进行测定时, 线性关系良好, 相关系数(r2)

均大于 0.9992。取阴性蜂蜜样品, 根据以往文献中目标物的

检出情况, 进行高、中、低3个浓度水平(25、5.0和0.25 μg/kg)

的加标回收实验, 每个水平重复 6 次, 目标物的回收率范
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围 为 91.0%~107.1%, 相 对 标 准 偏 差 (relative standard 

deviation, RSD)范围为 2.0%~11.9%。以 3 倍信噪比(S/N=3)

确定方法检出限, 10 倍信噪比(S/N=10)确定方法定量限, 

当称样量为 2.000 g 时, 林可霉素、甲硝唑和氯霉素的检出

限分别是 0.06、0.04 和 0.06 μg/kg, 定量限分别是为 0.20、

0.14 和 0.20 μg/kg。详细统计见表 2。 

3.4  实际样品测定 

采用本研究建立的检测方法对市售 30 种蜂蜜样品中

林可霉素、甲硝唑和氯霉素的残留量进行了测定。其中, 4

件样品检出林可霉素, 检出浓度在 1.1~9.2 μg/kg 范围内。

30 件样品均未检出甲硝唑和氯霉素残留。林可霉素阳性和

阴性样品色谱图见图 3。 

 
 
 

 

 
 

图 3  林可霉素阳性(左)和阴性(右)样品色谱图 

Fig. 3  Chromatograms of lincomycin positive (left) and negative (right) honey samples 
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表 2  线性范围、回收率及精密度 
Table 2  Linear range, recoveries and precisions of the method 

化合物 添加水平/(μg/kg) 平均回收率/% RSD/% 线性方程 线性范围/(ng/mL) r2 

林可霉素 0.25 98.7 2.7 Y=0.390815X-0.0262371 0.50～50 0.9999 

 5.0 101.8 2.0    

 25 105.1 2.6    

甲硝唑 0.25 91.0 11.4 Y=1.71063X-0.0519998 0.50～50 0.9992 

 5.0 102.9 2.5    

 25 104.0 3.9    

氯霉素 0.25 99.7 11.9 Y=1.17216X-0.172959 0.50～50 0.9999 

 5.0 107.1 3.8    

 25 100.3 8.5    

 

 
4  结  论 

本文建立了液相色谱-串联质谱法测定蜂蜜中林可霉

素、甲硝唑和氯霉素的方法。通过采用同位素稀释内标法

和改进固相萃取上样步骤, 实验的效率得到提升, 有机溶

剂的消耗减少。本方法的各项技术参数满足食品安全监管

的需要。根据实际样品的检测结果, 建议相关部门针对蜂

蜜中的林可霉素残留情况开展风险评估。 
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“食品化学与营养”专题征稿函 
 
 

食品中成分相当复杂, 有些成分是动、植物体内原有的; 有些是在加工过程、储藏期间新产生的; 有些是人为添加的; 

有些是原料生产、加工或储藏期间所污染的; 还有的是包装材料带来的。食品营养是指人体从食品中所能获得的满足自

身生理需要的必要的生物学过程, 而食品营养学是研究食物、营养与人体生长发育和健康的关系以及提高食品营养价值

的措施。食品化学就是从化学的角度和分子水平上研究食品中化学成分的结构、理化性质、营养作用、安全性及可享受

性, 以及各种成分在食品生产、食品加工和储藏期间的变化及其对食品营养性、享受性和安全性影响的科学, 为改善食

品品质、开发食品新资源、革新食品加工工艺和储运技术、科学调整膳食结构、改进食品包装、加强食品质量与安全控

制及提高食品原料加工和综合利用水平奠定理论基础。 

鉴于此, 本刊特别策划了“食品化学与营养”专题, 由天津科技大学食品工程与生物技术学院院长 张民 教授 担任

专题主编, 围绕 食品中的营养成分、微量及添加成分、生理活性成分及以上各成分在食品加工、储藏过程中的次生物质

的分离与分析, 食品加工、储藏和运销过程对食品化学成分的影响, 营养与膳食平衡、能量平衡、疾病防治的关系, 食品

的营养素强化与功能性食品等方面或您认为本领域有意义的问题进行论述, 计划在 2019 年 8 月份出版。 

鉴于您在该领域的成就, 本刊主编 吴永宁 研究员 及专题主编 张民 教授 特邀请您为本专题撰写稿件, 以期进一

步提升该专题的学术质量和影响力。综述、实验报告、研究论文均可, 请在 2019 年 7 月 20 日前通过网站或 E-mail 投稿。

我们将快速处理并优先发表。 

谢谢您的参与与支持！ 

投稿方式:  

网站: www.chinafoodj.com(请选择食品化学与营养专题) 

E-mail: jfoodsq@126.com(请注明食品化学与营养专题文章) 
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