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超高效液相色谱串联质谱法测定液态奶中 

氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考含量 

邹  淼, 冯  静, 陈  曦, 蒋  莹* 

(辽宁省疾病预防控制中心, 沈阳  110005) 

摘  要: 目的  建立超高效液相色谱串联质谱法测定液态奶中氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考的检测方法。   

方法  样品经乙酸乙酯提取, 用 Oasis MCX 柱净化。然后用 WATERS ACQUITY UPLC BEH C18(2.1 mm×    

100 mm, 1.7 μm)进行分离, 采用同位素内标法定量。结果  在优化条件下, 该方法中氯霉素的最低检出限为

0.05 μg/kg, 定量限为 0.15 μg/kg, 甲砜霉素和氟苯尼考的最低检出限为 0.1 μg/kg, 定量限为 0.3 μg/kg, 平均回

收率为 80.4%~105.4%, 相对标准偏差为 2.8%~8.4%。结论  该方法灵敏度高、回收率好, 具有良好的净化效

果, 提升检测效率, 适用于液态奶中氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考的同时检测。 
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 Determination of chloramphenicol, thiamphenicol and florfenicol in 
 milk by ultra performance liquid chromatography-tandem 

 mass spectrometry 

ZOU Miao, FENG Jing, CHEN Xi, JIANG Ying* 

(Center for Disease Control and Prevention of Liaoning Province, Shenyang 110005, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of chloramphenicol, thiamphenicol and 

florfenicol in milk by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  The samples 

were extracted with ethyl acetate, followed by clean-up with Oasis MCX column, and then separated by WATERS 

ACQUITY UPLC BEH C18 (2.1 mm×100 mm, 1.7 μm). Internal standard method was used to quantify. Results  

Under optimal conditions, the minimum detection limit of chloramphenicol was 0.05 g/kg, the quantitative limit was 

0.15 g/kg, the minimum detection limits of thiamphenicol and florfenicol were 0.1 g/kg, and the quantitative limits 

were 0.3 g/kg. The average recoveries were 80.4%‒105.4%, and the relative standard deviations were 2.8%‒8.4%. 

Conclusion  This method has high sensitivity, good recovery rate, good purification effect and improves the 

detection efficiency. It is suitable for the simultaneous detection of chloramphenicol, sulfoxycin and fluorophenicol in 

liquid milk. 

KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; milk; chloramphenicol; 

thiamphenicol; florfenicol 
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1  引  言 

氯霉素是一种广谱抗生素, 属于酰氨醇类, 在预防和

治疗动物性疾病中广泛应用, 但随后人们发现氯霉素的长

期使用会扰乱内环境平衡, 导致菌群失调, 甚至抑制骨髓

造血功能引起再生障碍性贫血症和粒状白细胞缺乏等疾病
[13]。美国、日本和欧盟等许多国家都禁止在动物源性食品

中检出氯霉素, 我国农业部也把它列为违禁药物, 禁止在

动物源性食品中检出[4]。甲砜霉素和氟苯尼考是氯霉素的

衍生物, 亦属酰胺醇类, 因其对血液系统的毒性相对于氯

霉素小, 且抗菌谱与氯霉素相似, 常作为氯霉素的替代品, 

目前已成为水产和畜禽病害防治的常用药, 但仍然对动物

胚胎有影响。根据我国食品安全国家标准, 规定在牛、猪

和鱼等可食性动物组织中甲砜霉素最高残留限量为    

50 μg/kg, 氟苯尼考则在牛、羊泌乳期禁用。因此, 建立高

效、准确的方法监测液态奶产品中氯霉素类药物残留具有

重要意义。 

现有的氯霉素类药物检测方法有酶联免疫法、气相色

谱串联质谱法、高效液相色谱法和液相色谱串联质谱法等
[5‒8]。超高效液相色谱串联质谱法具有分析速度快, 分离度

好, 灵敏度高, 可有效避免酶联免疫法出现假阳性现象, 

降低液相色谱法的检出限, 避免基质干扰, 可同时测定多

种氯霉素类药物的优点, 因而得到普遍应用[9,10]。当前, 关

于氯霉素类药物检测的研究多应用于蜂蜜、肉类及水产品

中, 奶制品由于基质复杂, 含有的兽药种类和性质差异大, 

前处理过程复杂等原因研究较少, 且多为单一组分检测, 

很难满足液态奶中多组分氯霉素类药物的检测需求。本研

究在液态奶的单一氯霉素类药物检测方法的基础上, 通过

乙酸乙酯提取, MCX 固相萃取柱净化, 同位素内标法定量, 

降低液态奶中基质效应影响, 提高选择性和灵敏度, 建立

超高效液相色谱串联质谱法同时测定液态奶中氯霉素、甲

砜霉素和氟苯尼考的检测方法, 以期满足日常检测及奶产

品中兽药残留监测的要求。 

2  材料与试剂 

2.1  主要仪器与试剂 

Acquity Xevo TQ 型超高效液相色谱串联质谱仪、

Oasis MCX 固相萃取柱(150 mg, 6 mL)(美国沃特世公司); 

XcelVap 型氮吹仪(美国 Horizon technology 公司); ST16R

型台式高速冷冻离心机 (美国赛默飞世尔公司 ); Vortex 

genie2 型多用途漩涡混合器(美国 SI 公司); Vac Elut SPS 24

型固相萃取仪(美国安捷伦公司)。 

5 种标准品: 氯霉素、D5-氯霉素同位素、甲砜霉素、

氟苯尼考(纯度≥99%, 德国 Dr.E 公司); D3-氟苯尼考同位

素(纯度≥98%, 加拿大 TRC 公司); 乙酸乙酯、乙腈、甲醇

(色谱纯, 美国赛默飞世尔公司); 水为超纯水。 

2.2  实验方法 

2.2.1  样品处理 

称取样品 5.00 g(精确到 0.01 g)于 50 mL 离心管中, 加

入 50 μL 1000 ng/mL D5-氯霉素、D3-氟苯尼考混合同位素

内标工作液, 加入 20 mL 乙酸乙酯, 涡旋离心后, 吸取上

层乙酸乙酯相 10 mL 于 10 mL 试管, 50 ℃氮气吹干后, 加

入 0.1 mL 甲醇溶解, 再加入 1.9 mL 40 mmol/L 盐酸溶液, 

涡旋混匀, 上清液待净化。依次用 5 mL 甲醇、5 mL 水、    

5 mL 40 mmol/L 盐酸溶液活化平衡 MCX 固相萃取柱, 转

移上清液至 MCX 柱内, 用 5 mL 水除杂, 抽干后, 5 mL 乙

酸乙酯洗脱, 50 ℃氮气吹干后, 加入初始流动相复溶, 过

0.22 μm 滤膜上机测定。 

2.2.2  标准溶液的配制 

标准储备液: 分别准确称取适量的氯霉素、甲砜霉

素、氟苯尼考标准品, 分别用甲醇溶解配制成浓度均为  

0.1 mg/mL 的单标标准储备液。分别准确称取适量 D5-氯霉

素同位素、D3-氟苯尼考同位素, 分别用甲醇溶解配制成浓

度均为 0.1 mg/mL 的单标同位素标准储备液。 

混合标准储备液: 分别准确移取适量的氯霉素、甲砜

霉素、氟苯尼考标准储备液于 100 mL 容量瓶中, 用甲醇定

容至刻度, 配制成混合标准储备液, 浓度为 1 μg/mL。 

混合同位素内标工作液: 分别准确移取适量 D5-氯霉

素同位素、D3-氟苯尼考同位素标准储备液, 用甲醇定容, 

配制成混合同位素内标工作液, 浓度为 1 μg/mL。 

空白样品提取液: 选取阴性样品, 按 2.2.1 样品处理

操作, 得到空白样品提取液。 

基质混合标准工作溶液: 根据每种标准品的灵敏度

和线性范围, 移取一定量的混合标准储备液和混合同位素

内标工作液, 用空白样品提取液配成系列浓度的基质混合

标准工作溶液。 

2.2.3  仪器条件 

(1)色谱条件 

色 谱 柱 : WATERS ACQUITY UPLC BEH C18        

(2.1 mm×100 mm, 1.7 μm); 柱温: 40 ℃; 流量: 0.3 mL/min; 

进样量: 10 μL; 流动相: A: 乙腈, B: 0.05%的氨水溶液, 梯

度洗脱条件见表 1。 

 
表 1  梯度洗脱条件 

Table 1  Gradient elution conditions 

时间/min A/% B/% 

0.0 

0.5 

2.0 

3.0 

3.5 

5.0 

10 

10 

90 

90 

10 

10 

90 

90 

10 

10 

90 

90 
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2.2.4  质谱条件 

电喷雾离子源: ESI, 扫描模式: 负离子, 离子源温度: 

150 ℃, 毛细管电压: 3.0 kV, 脱溶剂气温度: 350 ℃; 脱溶

剂气流量: 850 L/hr。氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考及内标

物质谱参数见表 2。 

3  结果与分析 

3.1  质谱条件优化 

本研究以乙腈:0.05%的氨水溶液(10:90, V:V)为流动

相, 流速 0.3 mL/min, 待仪器稳定后, 注入 500 ng/mL 的氯

霉素、甲砜霉素、氟苯尼考、D5-氯霉素和 D3-氟苯尼考的

混合溶液, 在负离子模式下进行全扫描, 确定氯霉素、甲

砜霉素、氟苯尼考、D5-氯霉素和 D3-氟苯尼考的分子离子

分别为 321.0、354.0、356.2、326.0、359.3, 与文献报道的

结果一致[11‒13]。以上述 5 种目标化合物的分子离子峰为母

离子, 进行子离子扫描, 同时对其质谱条件进行优化, 选

取丰度最高且互不干扰的 2 个作为子离子, 其中丰度较高

的作为定量子离子, 另一个作为定性子离子, 氯霉素、甲

砜霉素和氟苯尼考及内标物定量、定性子离子参数见表 2。 

3.2  色谱条件优化 

氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考均易溶于甲醇、乙腈等

有机溶剂, 本文比较了以甲醇、乙腈为流动相时氯霉素、

甲砜霉素和氟苯尼考的峰形, 研究发现应用乙腈为流动相

时 , 目标化合物的峰形更好。负离子模式下水相中加入

0.05%的氨水 , 能够显著提高目标化合物的离子化效率 , 

提升灵敏度。因此, 本文选取乙腈作为有机相, 0.05%的氨

水溶液作为水相。在实际样品测定过程中, 由于基质复杂, 

对目标化合物的离子化有不同程度的抑制, 等度洗脱很难

实验要求, 故采用梯度洗脱方式。氯霉素、甲砜霉素、氟

苯尼考及内标的 MRM 色谱图见图 1。 
 

表 2  氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考及内标物的质谱参数 
Table 2  Parameters of mass spectra of chloramphenicol, thiamphenicol , florfenicol and Internal standard 

化合物 母离子 定量离子(锥孔电压/V、碰撞能量/eV) 定性离子(锥孔电压/V、碰撞能量/eV) 

氯霉素 321.0 151.7(26、16) 256.9(26、12) 

D5-氯霉素 326.0 156.8(26、18) - 

氟苯尼考 356.2 336.2(24、8) 185.2(24、18) 

D3-氟苯尼考 359.3 339.3(26、8) - 

甲砜霉素 354.0 184.9(32、22) 290.0(32、12) 
 

 
 

图 1  氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考及内标物的 MRM 提取离子流图 

Fig.1  MRM Chromatogram of chloramphenicol, thiamphenicol, aflorfenicol andinternal standard 
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3.3  前处理条件优化 

液态奶中由于含有较多的蛋白质、磷脂等亲脂性成分, 

给分析测定带来诸多干扰, 因此, 本实验在提取溶剂及固

相萃取小柱的选择上进行了优化。氯霉素类药物的提取试

剂有乙腈、丙酮、乙酸乙酯等[14,15], 乙腈、丙酮虽然对氯

霉素有良好的提取效果, 但是对甲砜霉素和氟苯尼考提取

效率较低, 故而, 本文采用乙酸乙酯作为氯霉素、甲砜霉

素和氟苯尼考同时提取的提取剂。对于固相萃取小柱, 本

文对比了使用 MCX 固相萃取柱和 HLB 固相萃取小柱的绝

对回收率, 见图 2, 实验结果表明, 对于液态奶中氯霉素、

甲砜霉素和氟苯尼考的测定, MCX 固相萃取柱绝对回收率

相对较好, 是样品前处理中净化的最佳选择。 

3.4  内标物的选择  

本实验根据氯霉素类药物的性质选取内标物, 氯霉

素、甲砜霉素以 D5-氯霉素为内标, 氟苯尼考以为 D3-氟苯

尼考内标, 实验表明, 上述 2 种同位素为内标时, 可获得

准确可靠的实验结果。 

3.5  线性范围和检出限 

将系列浓度的基质混合标准工作溶液在本实验仪器

条件下进行测定, 以目标化合物与相应同位素内标的峰面

积比(Y)为纵坐标 , 以各目标化合物的浓度(X)为横坐标 , 

进行线性回归, 以 3 倍信噪比对应的化合物含量作为方法

检出限 LOD, 得到氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考的回归方

程、线性范围、相关系数、检出限及定量限见表 3。 

 

 
 

图 2  氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考在 MCX 和 HLB 固相萃取小

柱上绝对回收率对比图(n=6) 

Fig.2  Absolute recoveries of chloramphenicol, thiamphenicol and 
aflorfenicol on MCX and HLB columns(n=6) 

 

3.6  回收率和相对标准偏差 

称取 3 组液态奶阴性样品, 每组 6 份, 加入一定量的氯

霉素、甲砜霉素和氟苯尼考混合标准溶液, 混匀, 静置, 使

液态奶阴性样品与标准溶液充分混合, 然后按照本实验进

行样品处理, 上机测定, 结果见表 4。氯霉素、甲砜霉素和

氟苯尼考的平均回收率为 80.4%~105.4%, 相对标准偏差为

2.8%~8.4%, 准确度和精密度均满足实际样品检测的要求。 

 
表 3  氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考的回归方程、线性范围、相

关系数、检出限及定量限 
Table 3  Regression equations, linear ranges, correlation 

coefficients,detection limits and quantification limits of 
chloramphenicol, thiamphenicol and aflorfenicol 

化合物 回归方程 
线性范围

/(μg/L) 
相关系数 

检出限
/(μg/kg)

定量限
/(μg/kg)

氯霉素 Y=0.0220776X-0
.00157345 

0.5~50 0.9959 0.05 0.15 

氟苯尼考 Y=0.0161902X+
0.204603 

1.0~100 0.9984 0.1 0.3 

甲砜霉素 Y=0.00509909X
+0.0158448

1.0~100 0.9961 0.1 0.3 

 

表 4  加标样品回收率与相对标准偏差(n=6) 
Table 4  Recoveries and relative standard deviations of spiked 

samples(n=6) 

化合物 添加浓度/(μg/kg) 回收率/% RSD/% 

氯霉素 

0.5 100.3 4.8 

5.0 105.4 2.8 

10.0 97.1 5.4 

氟苯尼考

1.0 82.3 8.4 

5.0 86.9 4.3 

10.0 92.7 3.1 

甲砜霉素

1.0 80.4 6.5 

10.0 86.4 4.9 

50.0 90.1 6.2 
 

3.7  样品实际测定 

应用本研究方法对市售 20 份液态奶样品进行测定, 

均未检出氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考残留, 符合我国

GB31650-2019《食品中兽药最大残留限量》[16]中的限量

要求。 

4  结  论 

本研究采用乙酸乙酯提取, MCX 固相萃取柱净化, 结

合同位素内标法进行定量, 建立超高效液相色谱串联质谱

法同时测定液态奶中氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考。其中, 

氯霉素的最低检出限为 0.05 μg/kg, 甲砜霉素和氟苯尼考

的最低检出限为 0.1 μg/kg, 平均回收率为 80.4%~105.4%, 

相对标准偏差为 2.8%~8.4%, 能够满足氯霉素类药物的检

测要求。与其他实验方法相比, 本研究针对液态奶成分复

杂, 较多的蛋白质、磷脂等亲脂性成分干扰测定的问题, 

通过对比分析, 选用乙酸乙酯提取, MCX 固相萃取柱净化

方式, 使得液态奶中氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考均具有

良好的提取效果, 尤其是对于较难获得高提取率的甲砜霉
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素和氟苯尼考, 本研究在保证其测定结果的准确度的同时

获得理想的提取效果。本方法基质干扰低, 特异性好, 灵

敏度高, 具有良好的回收率和精密度, 适用于液态奶中氯

霉素、甲砜霉素和氟苯尼考的同时检测。 
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