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超高效液相色谱-串联质谱法测定乳饼中的氯霉素 

马晓年, 梁志坚, 李  怡* 

(昆明市疾病预防控制中心, 昆明  650228) 

摘  要: 目的  建立一种超高效液相色谱-串联质谱法(ultra high performance liquid chromatography tandem 

mass spectrometry, UPLC-MS/MS)检测乳饼中氯霉素的分析方法。方法  样品经乙酸乙酯提取, 分析了分别经

C18 (100 mm×2.1 mm, 1.7 µm)及 MCS 固相萃取柱净化、富集的结果; 以乙腈-0.05%氨水为流动相, 经 C18 色谱

柱分离, 采用多反应检测负离子模式进行定性及定量分析。结果  MSC 固相萃取柱具有较好的回收率, 氯霉

素的方法检出限为 0.004 µg/kg, 方法定量限为 0.01 µg/kg, 在 0.10、0.50、1.00、10.00 ng 4 个加标水平下回收

率分别为 76.4%、101%、62.4%、61.1%。结论  本方法灵敏度高、重复性好, 可满足乳饼样品中痕量氯霉素

残留的测定。 
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Determination of chloramphenicol in rubing by ultra performance liquid 
chromatography/triple quadrupole tandem mass spectrometry 

MA Xiao-Nian, LIANG Zhi-Jian, LI Yi* 

(Kunming Center for Disease Control and Prevention, Kunming 650228, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a analysis method for chloramphenicol in rubing with ultra performance 

liquid chromatography/triple quadrupole tandem mass spectrometry. Methods  The sample was extracted by ethyl 

acetate, then the results were analysed after C18 column and MCS cartridge purification. The objective compounds 

were separated using syncronis C18 column (100 mm×2.1 mm, 1.7 µm) with acetonitrile-water (0.05% ammonia) as 

mobile phase and analyzed by mass spectrometry in the negative electrospray ionization under multiple reaction 

monitoring mode (MRM). Results  The results showed that MCS cartridge had good recovery rate. The detection 

limit of chloramphenicol was 0.004 µg/kg, the limit of quantitation was 0.01 µg/kg, the average recoveries for spiked 

levels of 0.10, 0.50, 1.00, 10.00 µg/kg were 76.4%, 101%, 62.4%, 61.1%, respectively. Conclusion  This method is 

sensitive and repeatable, which is suitable for the detection of chloramphenicol residual in rubing. 

KEY WORDS: chloramphenicol; solid phase extraction column; ultra high performance liquid chromatography 

tandem mass spectrometry; rubing 
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1  引  言 

乳饼是云南省 3 大民族特色乳制品(乳饼、乳扇、酥

油)之一, 在云南已有 500 多年的历史[1], 主要产于昆明路

南彝族地区、大理白族地区剑川县、洱源县、鹤庆县。乳

饼由牛奶或山羊奶制成, 呈白色块状, 酷似豆腐, 故又叫

奶豆腐, 已逐渐成为云南省的特色优势食品产业, 广受大

家喜爱[2]。但由于奶牛饲养过程中, 对泌乳期奶牛用药不

当、违反国家规定把抗生素作为奶牛饲料添加剂使用、未

经彻底清洗和消毒患病奶牛使用过的挤奶工具及贮奶设

备、高温季节掺杂抗生素防止奶酸败等原因, 造成乳饼原

材料—奶抗生素污染[3,4]。奶中的抗生素残留主要以氯霉素

为主, 氯霉素(chloramphenicol, CAP)属广谱抗生素, 能抑

制细菌蛋白质的形成, 广泛用于动物各种传染性疾病的治

疗, 特别是用于奶牛乳腺炎的治疗, 从而易使奶及奶制品

中存在氯霉素残留。由于氯霉素可引起再生障碍性贫血和

粒状白细胞缺乏症等疾病[5], 1999 年 9 月 13 日中华人民共

和国农业部发布了《动物性食品中兽药最高残留限量》[6]

的通知, 规定了氯霉素在所有食品动物的可食用组织不得

检出。 

目前, 氯霉素主要通过固相萃取小柱进行前处理的

提取、净化 [7,8], 测定方法有气相色谱法 [9,10]、液相色谱   

法[11,12]、液相色谱-串联质谱法[1317]。而乳饼中氯霉素的测

定鲜见报道, 本研究对比了 C18、MCS 2 种固相萃取小柱的

提取效果, 通过研究小柱对氯霉素标准的保留能力选出其

中的优势小柱 MCS。MCS 固相萃取小柱的填料为 SILICA+

阳离子交换树脂, 当样品提取液通过小柱时, 由于填料与

氯霉素之间较强的作用力, 氯霉素被保留在 SPE 小柱上, 

其他组分则流出小柱。再用甲醇为洗脱剂将氯霉素洗脱下

来从而实现乳饼中氯霉素的分离、纯化及富集。本文研究

了 MCS 固相萃取小柱对样品的净化效果, 以期为乳饼中

氯霉素的测定提供参考依据。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

QTRAP 4500 质谱分析仪(美国 AB SCIEX 公司); 

Agilent 1290 高效液相色谱仪 (美国安捷伦科技公司 ); 

3H16R1 型智能台式高速冷冻离心机(湖南赫西仪器装备有

限公司); SHZ-82S 振荡器(常州金坛恒丰仪器制造有限公司); 

RV10 旋转蒸发仪(德国 IKA 公司); Auto EVA-30 氮吹仪(美

国Reeko公司); BS 223 S电子天平(0~220 g, d=0.001 g, 德国

Sartorius 集团 ); VM-30 涡旋震荡器 (韩国大韩公司 ); 

Cleanert MCS-SPE 固相萃取小柱、Cleanert S C18-SPE 固相

萃取小柱(上海 Agela Technologies, 500 mg/6 mL)。 

乳饼 : 购于昆明农贸市场 ; 氯霉素、氯霉素 -D5       

(100 μg/mL, 不确定度 3%(k=2), 坛墨质检-国家标准物质中心); 

甲醇、乙酸乙酯(色谱纯, 美国 JT Baker 公司); 氯化钠(分析纯, 

重庆东方试剂厂); 正己烷、氨水(分析纯, 天津市风船化学试剂

科技有限公司); 实验用水为 Milli-Q 超纯水。 

2.2  实验方法 

2.2.1  标准溶液配制 

准确量取氯霉素标准溶液 25 µL, 用甲醇稀释并定容

至 100 mL, 得到 25.00 ng/mL 的氯霉素应用液。准确量取

氯霉素-D5 标准溶液 20 µL, 用甲醇稀释并定容至 100 mL, 

得到 20.00 ng/mL 的氯霉素-D5 应用液。标准应用液均于

4 ℃条件下保存。 

2.2.2  样品的提取 

取 10 g(精确至 0.01g)均质好的乳饼样品于 50 mL 离

心管中, 加氯霉素-D5 标准应用液 100 µL, 再加乙酸乙酯

20 mL, 振荡 15 min, 5000 r/min 离心 10 min, 取乙酸乙酯

层于鸡心瓶中。再加 20 mL 乙酸乙酯重复提取 1 次, 合并

2 次提取液, 于 40 ℃水浴旋转蒸发至干。用 5 mL 4%氯化

钠溶液溶解残留物, 加 5 mL 正己烷振荡混合 1 min, 静置

分层, 弃去正己烷。再加正己烷 5 mL, 重复提取 1 次, 取

下层液备用。 

2.2.3  样品的净化 

C18 及 MCS 小柱依次用 5 mL 甲醇、5 mL 水活化, 取

备用液分别过 C18 及 MCS 固相萃取小柱, 用 5 mL 水淋洗

抽干, 再用 5 mL 甲醇洗脱, 收集洗脱液于 40 ℃下氮气吹

干。用 1.0 mL 甲醇溶解残留物, 涡旋混匀, 过 0.22 µm 滤

膜, 供超高效液相-串联质谱(ultra high performance liquid 

chromatography tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS)
测定。 

2.2.4  仪器条件 

(1) 色谱条件 

Syncronis C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 1.7 µm); 流动

相 A: 0.05%氨水, 流动相 B: 乙腈, 梯度洗脱程序见表 1; 

流速: 0.40 mL/min, 分析时间: 5 min, 进样体积: 5 µL, 柱

温: 30 ℃。 

 
表 1  流动相梯度洗脱 

Table 1  Mobile phase gradient elution 

时间/min 乙腈/% 0.05%氨水/% 

0 10 90 

0.5 10 90 

2.0 90 10 

3.0 90 10 

3.5 10 90 

5.0 10 90 
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 (2) 质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源(electrospray ion source, ESI-); 

扫描方式: 负离子模式; 检测方式: 多反应监测(multiple 

reaction monitoring, MRM); 电离电压: 4.0 kV; 离子源温度: 

500 ℃; 喷雾器压力: 50 psi; 辅助加热气: 50 psi; 气帘气

压力: 35 psi; 其他参数见表 2。 
 

表 2  各化合物质谱参数 
Table 2  Mass spectrum parameters of various compounds 

化合物名称 母离子(m/z) 子离子(m/z) 去簇电压/V 碰撞电压/V

氯霉素 320.9 
152.0* 70 23 

256.9 70 16 

氯霉素-D5 325.9 
157.0* 70 25 

262.0 70 16 

注: *表示定量离子。 
 

3  结果与分析 

3.1  质谱条件优化 

根据待测物的性质, 使用氯霉素及氯霉素-D5 标准应

用液在 ESI-模式下分别进行质谱条件优化。选择每种药物

响应强度最高的 m/z 值作为母离子, 进行子离子扫描, 并

优化去簇电压和碰撞电压。并在 MRM 模式下优化了气帘

气、离子源温度、喷雾气、辅助加热气。 

3.2  色谱条件优化 

本研究选择了 Hypersll GOLD 色谱柱 (100 mm×    

2.1 mm, 1.9 µm), Syncronis C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm,  

1.7 µm), 发现采用 Hypersll GOLD 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 

1.9 µm)分离时, 色谱峰展宽, 响应值偏低。采用 Syncronis 

C18 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 1.7 µm)分离时, 色谱峰得到

较大改善, 峰形收窄, 响应增高, 基线噪音降低, 实现更

低检出限。 

本研究选择流动相时考虑到是 ESI-模式, 所以使用

了 0.05%氨水及具有改善峰形作用的乙腈。低流速时, 峰

形展宽、拖尾 , 综合分离效果及柱压等因素 , 最终选择  

0.4 mL/min 流速。图 1 为 1.00 ng/mL 的氯霉素标准溶液

MRM 谱图。 

 

 
 

图 1  氯霉素标准 MRM 谱图  

Fig.1  Multiple reaction monitoring chromatogram of 
chloramphenicol 

3.3  提取溶剂的选择 

氯霉素微溶于水, 易溶于乙酸乙酯、甲醇、乙腈等有

机溶剂。测定牛奶中的氯霉素常用方法为用乙腈或乙酸乙

酯提取[11]。其中, 乙腈毒性大, 且在挥干时耗时长; 甲醇的

极性比较大, 且提取液含杂质较多; 而乙酸乙酯偏中性, 

提取液含杂质较少, 提取效率高, 毒性小, 容易挥干。本研

究采用乙酸乙酯作为提取溶剂可以最大限度的从乳饼中提

取出有效成分并使共萃取的干扰物较少[18]。 

3.4  固相萃取小柱的选择 

本研究进行了 0.10、0.50、2.50、10.00 ng 4 个水平的

加标回收实验, 比较了 C18 及 MCS 2 种固相萃取小柱对氯

霉素的保留能力。结果表明 MCS 固相萃取小柱 4 个水平

的回收均实现 75%以上, 而 C18 固相萃取小柱在低水平回

收实验中效果不佳, 回收率低于 50%。实验结果见表 3, 故

实验最终选择 MCS 固相萃取小柱进行样品净化。 

 
表 3  2 种固相萃取柱的回收率 

Table 3  Recovery rate of two kinds of SPE 

加标量/ng
C18 MCS 

实测值/ng 回收率/% 实测值/ng 回收率/%

0.10 0.0454 45.4 0.0887 88.7 

0.50 0.427 85.4 0.386 77.2 

2.50 1.52 60.8 2.04 81.6 

10.00 8.92 89.2 7.61 76.1 

 
3.5  标准曲线、检出限与定量限 

用甲醇将氯霉素-D5 及氯霉素标准应用液制备成含氯

霉素-D5 2.00 ng/mL, 含氯霉素分别为 0.01、0.05、0.10、

0.50、1.00、2.50、5.00、10.00 ng/mL 的标准工作溶液, 在

确定的分析条件下进行测定, 以标准溶液质量浓度为横坐

标, 氯霉素与氯霉素-D5 响应值之比为纵坐标绘制标准曲

线, 得到的线性方程、相关系数及检出限见表 4，方法定

量限为 0.01 µg/kg。 

 
表 4  氯霉素的线性方程、相关系数、检出限 

Table 4  Linear equation, correlation coefficient, limit of 
chloramphenicol 

化合物 工作曲线 相关系数 r 方法检出限/(µg/kg)

氯霉素 Y=38259.6X+436.0 0.9992 0.004 

 
3.6  精密度及准确度 

取不含氯霉素的乳饼样品过 MCS 固相萃取小柱进行
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加标回收率实验, 结果见表 5。由表中可见, MCS 固相萃取

小柱在 4 个水平的加标回收率均能达到 61.1%以上。结合

上述固相萃取小柱回收试验, 说明 MCS 固相萃取小柱有

更良好的准确性, 适宜于乳饼中氯霉素残留的痕量测定。

图 2 为乳饼样品添加氯霉素的 MRM 谱图。 
 

表 5  氯霉素在不同加标水平下的加标回收率及相对标准偏差

(n=3) 
Table 5  Recovery rates and relative standard deviations of 

chloramphenicolat different spiked levels (n=3) 

目标物 加标水平/ng 实测值/ng 回收率/% RSD/% 

氯霉素 

0.10 0.0764 76.4 9.6 

0.50 0.505 101.0 5.9 

1.00 0.624 62.4 5.5 

 10.0 6.110 61.1 6.9 

 

 
 

图 2  加标样品谱图 

Fig.2  chromatogram of spiked sample 
 

4  结论与讨论 

建立了乳饼中氯霉素残留测定的 UPLC-MS/MS 法。

通过对 C18及 MCS固相萃取柱的试验效果比对, 发现 MCS

固相萃取小柱损失小, 回收率在 61.1%～101%之间, 检出

限为 0.004 µg/kg, 定量限为 0.01 µg/kg, 能够满足食品安

全风险监测的要求, 且较于国标方法(GB 29688-2013 牛奶

中氯霉素残留量的测定 液相色谱-串联质谱法)有更高灵

敏度及准确度, 在乳饼中氯霉素残留痕量检测上具有更大

优势, 适合用于大批次样品筛查检验。 
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