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高效液相色谱-串联质谱法测定蜂蜡中 

痕量氯霉素残留 
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(1. 杭州海关技术中心, 杭州  310016; 2. 衢州海关综合技术服务中心, 衢州  324003;  

3. 衢州市食品药品检验研究院, 衢州  324003) 

摘  要: 目的  建立正己烷预处理-固相萃取净化-高效液相色谱-串联质谱法检测蜂蜡中痕量氯霉素的分析方

法。方法  试样采用正己烷预溶解, 经水提取后进行亲水亲脂平衡(hydrophilic-lipophilic-balance, HLB)固相萃

取小柱净化, 用 Accucore XL C18 柱分离, 多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM)模式串联质谱进行测

定, 内标法定量。结果  氯霉素在 0.3~10 ng/mL 范围内与峰面积具有较好的线性关系, 相关系数大于 0.998。

该方法检出限(S/N>3)为 0.05 μg/kg, 方法定量限(S/N>10)为 0.3 μg/kg, 在 0.3、1.0 和 2.0 μg/kg 3 个添加水平下

的回收率为 80.2%~105.2%, 相对标准偏差均小于 8%(n=6)。结论  本方法快速、灵敏、准确, 适用于日常大

批量蜂蜡样品中痕量氯霉素残留量的分析。 
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Determination of trace chloramphenicol residue in beeswax by high 
performance liquid chromatography tandem mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of trace chloramphenicol residue in beeswax 

by n-hexane pretreatment-solid-phase extraction and high performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry (SPE-HPLC-MS/MS). Methods  The samples were predissolved with n-hexane and then extracted 

with water, purified by hydrophilic-lipophilic-balance(HLB)solid phase extraction cartridge, separated with Accucore 

XL C18 column, detected by multiple reaction monitoring (MRM) mode tandem mass spectrometry, and quantified by 

internal standard method. Results  Chloramphenicol had a good linear relationship with peak area in the range of 

0.3~10 ng/mL, and the correlation coefficient was greater than 0.998. The limits of detection (S/N>3) for 

chloramphenicol was 0.05 μg/kg, and the limits of quantification (S/N>10) was 0.3 μg/kg. The recoveries at the three 

addition levels of 0.3, 1.0 and 2.0 μg/kg were 80.2%~105.2%, and the relative standard deviations were all less than 
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8% (n=6). Conclusion  This method is rapid, sensitive and accurate. It is suitable for the determination of 

chloramphenicol residue in large quantities of beeswax samples. 

KEY WORDS: solid phase extraction; high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry method; 

beeswax; chloramphenicol 
 
 

0  引  言 

蜂蜡是一种由工蜂腹部下面四对蜡腺分泌的物质 , 

是一种复杂的有机化合物, 主要成分是高级脂肪酸和一元

醇所合成的酯类、脂肪酸和糖类, 近年来在食品工业、化

妆品、农业和医药工业上应用广泛[1‒3]。蜂农在养殖蜜蜂过

程中使用氯霉素(chloramphenicol, CAP)药物用于预防和治

疗蜜蜂的幼虫腐烂病等疾病, 从而造成蜂蜡中氯霉素残留

污染。但氯霉素对人类具有一定的毒性作用, 如引起人的

粒细胞缺乏病, 再生障碍性贫血和过敏等症状[4‒5]。因此, 

联合国粮农组织/世界卫生组织规定食品中不得检出氯霉

素的残留, 美国、日本和我国等国家或地区都将该药物列

入禁止使用的蜂药名单中, 并制定了相关的最高残留限 

量 [6], 如欧盟规定氯霉素 MRPL(minimum required perfo 

rmance limits)值为 0.3 μg /kg[7]。蜂蜡与蜂蜜、蜂王浆相比, 

具有脂溶性的特点, 加上蜂蜡循环利用及其环境的因素, 

蜂蜡中氯霉素的残留风险更高。蜂蜡中氯霉素残留不仅关

系到人体身体健康, 也将对我国蜂产品出口贸易产生巨大

的风险。 

近年来, 国内外关于蜂蜜、蜂王浆中药物残留检测方

法的报道较多[8‒9], 但尚未有蜂蜡中氯霉素残留量检测方

法的报道。由于蜂蜡的基质与蜂蜜和蜂王浆差异较大, 无

法采用国内外已公布的蜂蜜或蜂王浆中氯霉素的提取检测

方法进行检测。如, 现行的 GB/T 18932.19—2003《蜂蜜中

氯霉素残留量的测定方法液相色谱-串联质谱法》使用水作

为蜂蜜中氯霉素的提取溶剂, 无法满足脂溶性蜂蜡基质的

提取[10]。本研究建立了正己烷预处理-固相萃取净化-高效

液相色谱-串联质谱法检测蜂蜡中痕量氯霉素的分析方法, 

为蜂蜡实际样品中痕量氯霉素残留的定性和定量分析提供

方法参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

Ultimate 3000 超高效液相色谱-TSQ Vantage 三重

四极杆串联质谱联用仪(美国 Thermo Scientific 公司); 

MS 3 digital 漩涡混合器(德国 IKA 公司); MD 200 氮吹仪

(杭州奥盛仪器公司); Milli-Q Advantage A10 超纯水系

统(美国密理博公司); KQ-500B 超声波清洗仪(昆山市超

声仪器公司)。 

氯霉素(CAS56-75-7, 纯度≥98%)、氯霉素-D5(纯度

≥98%)(德国 Dr.Ehrenstorfer 公司); 甲醇、正己烷(色谱纯, 

美国赛默飞世尔公司); OASIS HLB 固相萃取小柱(500 mg, 

6 mL, 美国 Waters 公司), 使用前依次用 3 mL 甲醇、5 mL

水活化。 

实验样品采购于某网购平台和某蜂产品生产企业提

供, 常温保存。 

1.2  标准溶液的配制 

称取氯霉素标准品 10 mg(精确至 0.1 mg)置于 100 mL

棕色容量瓶中 , 用甲醇溶解并定容至刻度 , 混匀配制成

100 mg/L 的标准储备液。用甲醇配制成 1 mg/L 的单标储

备液, 根据实际需要用流动相稀释成相应的标准工作溶

液。氯霉素-D5 作为同位素内标的浓度为 10 ng/mL。各种

标准溶液避光保存于 0~４ ℃冰箱中。 

1.3  试样制备 

如果蜂蜡样品不均匀, 试样可在 70 ℃左右加热条件

下溶解并混匀。 

1.4  提  取 

称取试样 2.0 g(精确至 0.01 g)于 50 mL 带盖离心管中, 

准确加入 0.25 mL 氯霉素-D5(10 ng/mL)内标溶液后加入 

10 mL 正己烷, 涡旋(必要时可采用超声助溶解)溶解后加

10 mL 水涡旋振荡提取 5 min, 8000 r/min 离心 5 min, 取下

层水层, 待净化。 

1.5  净  化 

移取试样提取液于 OASIS HLB 固相净化小柱中, 

弃去流出液, 先用 5 mL 超纯水淋洗, 再用 5 mL 甲醇/

水 (2/8, V/V)溶液淋洗净化小柱 , 弃去流出液 , 最后用  

5 mL 乙酸乙酯洗脱, 收集洗脱液于带刻度离心管中, 氮

吹浓缩至近干 , 最后用甲醇 /水(2/8, V/V)定容至 1 mL, 

混匀后经 0.22 µm 有机相滤膜过滤后用于仪器测定。 

1.6  色谱条件 

色谱柱: Accucore XL C18 柱(150 mm×4.6 mm, 4 μm); 

柱温: 35 ℃; 进样量: 10 μL; 流速: 0.5 mL/min。流动相: Ａ

为水溶液, Ｂ为甲醇溶液。梯度洗脱程序: 0~0.5 min, 70%A; 

0.5~7.0 min, 70%A~10%A; 7.0~8.0 min, 10% Ａ ; 8.0~    

8.1 min, 10%A~70%A; 8.1~12.0 min, 70%A。 



1090 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

1.7  质谱条件 

扫描方式 : 负模式扫描 ; 检测方式 : 多反应监测

(multiple reaction monitoring, MRM); 电喷雾电压: ‒3000 V; 

鞘气: 207 kPa; 辅助气: 10 arbitrary units; 毛细管温度: 

350 ℃; 蒸发温度: 300 ℃; 碰撞气: 氩气(1.5 mTorr)。氯霉

素和内标的质谱条件参数具体见表 1。 

 
 

表 1  氯霉素和内标的质谱条件参数 
Table 1  Mass spectrometry condition parameters of 

chloramphenicol and internal standard 

测定物 
母离子 
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

S-Lens 
电压/V 

碰撞电压 
/eV 

保留时间
/min 

CAP 321 152*257 77 
20 
15 

6.4 

CAP-D5 326 157* 77 20 6.4 

注: *表示定量离子。 

 

2  结果与分析 

2.1  提取溶剂选择 

蜂蜡的主要成分为烷醇和烷酸形成的酯类, 易溶于

正己烷、氯仿和四氯化碳等弱极性有机溶剂, 不易溶于水、

甲醇、乙腈等强极性溶剂, 属于脂溶性物质[3]。采用乙腈、

乙酸乙酯等常用提取溶剂提取蜂蜡中氯霉素, 需要采用加

热辅助提取, 并采用冷冻法去除提取液中脂类物质, 以上

加热和冷冻等工序较复杂, 所以本研究未采用该提取方

法。根据蜂蜡和氯霉素的化学性质, 本研究采用正己烷溶

解蜂蜡后再使用水进行提取目标物。 

本研究探讨了水、含 0.1%甲酸的水溶液和含 0.1%氨

水的水溶液 3 种溶剂对蜂蜡中氯霉素的提取效率。在    

20 μg/kg水平下, 各种不同 pH值的溶剂分别做阴性样品加

标实验, 以平均回收率判定提取溶剂的优劣。实验表明, 

采用水作为提取溶液回收率达 90%以上, 结果见图 1, 所

以采用纯水作为提取溶剂。 

2.2  净化条件选择 

根据文献报道[7,11‒13], 常用的氯霉素前处理净化方法

有液液萃取、固相萃取净化方法。考虑到 2.1 节提取溶液

为水溶液, 无需溶剂转化可直接使用 HLB 柱净化, 同时本

研究考察了 HLB 小柱的净化效果, 实验表明 HLB 固相萃

取净化小柱对蜂蜡中氯霉素的绝对回收率达 90%以上。所

以本研究选用 HLB 固相萃取净化法。 

2.3  方法的线性范围和检出限 

在本研究实验条件下 , 以氯霉素与其同位素内标

物浓度比值为横坐标 X, 以氯霉素与同位素内标物峰面

积比值为纵坐标 Y, 绘制标准溶液工作曲线 , 在 0.3~  

10 ng/mL 范围内氯霉素峰面积呈良好的线性关系, 线性

关系方程为 Y=0.286385X‒0.00152397, 相关系数大于

0.998。 

 
 
 

 
 
 

图 1  不同溶剂的提取效率 

Fig.1  Extraction efficiency of different solvents 

 
 

在阴性样品中添加氯霉素, 按照本研究的实验方法

(做 6 平行)测定, 以 3 倍和 10 倍信噪比(S/N)对应的添加水

平分别作为方法检出限(limits of detection, LOD)和方法定

量限(limits of quantification, LOQ)。结果表明, 本方法 LOD

值为 0.05 μg/kg, LOQ 值为 0.3 μg/kg。 

2.4  方法的回收率和精密度 

在 0.3 μg/kg、1.0 μg/kg 和 2.0 μg/kg 3 个添加水平

下进行空白加标回收率实验, 每个水平重复 6 次。如表

2, 0.3 μg/kg 添加水平时氯霉素的回收率为 82.7%~95.2%, 

相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)为 5.2%; 

1.0 μg/kg 添加水平时氯霉素的回收率为 80.2%~98.1%, 

RSD 为 7.8%; 2.0 μg/kg 添加水平时氯霉素的回收率为

98.7%~105.2%, RSD 为 2.5%。参照 GB/T 27404-2008《实

验室质量控制规范  食品理化检测》的检测方法验证的

相关要求 [14], 本方法符合蜂蜡实际样品种氯霉素残留检

测的要求。 

2.5  实际样品测定 

应用本方法对某网购平台采购的 15 份和某蜂产品生

产企业提供的 25 份实际蜂蜡样品中氯霉素残留量进行测

定, 结果表明, 实际样品中氯霉素的检出率为 17.5%, 在

所有检测样品中氯霉素总含量在 0.3~1.0 ng/kg 之间有 5 个, 

占 12.5%; 含量在大于 1.0 ng/kg 有 2 个, 分别为 40.3、  

41.5 ng/kg。以上数据说明, 蜂蜡中氯霉素的检出率高于蜂

蜜等其它蜂产品[15]。 
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表 2  方法回收率和精密度数据(n=6) 
Table 2  Spiked recoveries and RSDs of the CAP (n=6) 

添加水平/(ng/kg) 回收率/% 平均回收率/% 精密度/% 

0.3 89.7 87.2 93.2 95.2 93.7 82.7 90.3 5.2 

1.0 98.1 94.7 91.7 86.4 83.1 80.2 89.0 7.8 

2.0 101.3 99.6 101.0 98.7 105.2 103.8 101.6 2.5 

 
 

3  结  论 

本研究采用正己烷预溶解 , 经水提取后进行 HLB

固相萃取小柱净化 , 有效提高了提取率 , 减少了杂质的

干扰, 并对质谱分析条件进行了优化。方法具有易操作、

灵敏度高、环境友好等优点, 可以满足国内外对大批量

蜂蜡中痕量氯霉素残留监控和风险分析的要求, 同时为

分析蜂蜜、蜂王浆等其他蜂产品中氯霉素污染来源提供

了技术参考。 
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