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内标液相色谱-串联质谱法测定蜂蜜中氯霉素、 
甲砜霉素和氟苯尼考残留 

庄姜云 1, 刘建芳 1, 李红权 1, 唐媛媛 1, 詹海毅 2, 黄  武 1, 孙良娟 1* 
(1. 湛江海关技术中心, 湛江  524001; 2. 中国检验认证集团广东有限公司湛江分公司, 湛江  524001) 

摘  要: 目的  建立液相色谱-串联质谱法测定蜂蜜中氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考的分析方法。方法  以氯

霉素-D5 为内标, 样品用乙酸乙酯提取, 提取液在 45 ℃氮气吹至近干, 残渣用 2 mL 水溶解, 溶解液过 Oasis 

HLB 柱净化, 洗脱液在 45 ℃氮气吹干, 50%甲醇水溶液定容, 后经正己烷脱色脱脂、PSA 粉末吸附净化, 高速

离心过膜后用串联四极杆检测。样液经过 Agilent Eclipse XDB˗C18 色谱柱分离, 甲醇-水流动相梯度洗脱, 多反

应监测扫描模式检测。采用内标法定量。结果  氯霉素在 0.1~4.0 µg/kg、甲砜霉素和氟苯尼考在 0~40.0 µg/kg

呈良好的线性关系, 相关系数大于 0.999, 回收率为 93.7%~109.7%, RSD 为 0.7%~11.4%, 检出限为 0.03~   

0.09 µg/kg, 定量限为 0.1~0.3 µg/kg。结论  该方法准确、检出限低、重现性好, 适用于蜂蜜中氯霉素、甲砜

霉素和氟苯尼考残留的检测。 
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Determination of chloramphenicol, sulfoxycin and fluorphenicol residues in 
honey by liquid chromatography-tandem mass spectrometry  

with interior label 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of chloramphenicol, sulfoxycin and 

fluorophenicol in honey by liquid chromatography-tandem mass spectrometry (LC-MS/MS). Methods  
Chloramphenicol-D5 was used as the internal standard. The honey sample was extracted with ethyl acetate, the 

extract was blown to near dry at 45 ℃ with nitrogen, and the residue was dissolved with 2 mL water. The solution 

was purified by OASIS HLB column, the eluent was dried at 45 ℃ with nitrogen, and the volume was fixed with 50% 

methanol solution. The eluent was decolorized and degreased with N-hexane, and purified with PSA powder 

adsorption. The sample was separated by Agilent Eclipse XDB-C18 chromatographic column, and eluted by 

methanol-water mobile phase gradient. The eluent was detected by MRM scanning mode of ESI ion source. 
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Chloramphenicol was quantified by internal standard method. Results  Chloramphenicol showed a good linear 

relationship between 0.1‒4.0 g/kg, as well assulfoxycin and flufenicol ranged from 1.0 g/kg to 40.0 g/kg. The 

correlation coefficient was greater than 0.999, recoveries were 93.7%‒109.7%, RSDs were 0.7%‒11.4%, the limits of 

detection were 0.03‒0.09 µg/kg, and the limits of quantitative were 0.1‒0.3 µg/kg. Conclusion  This method is 

accurate, has low limit of detection and good reproducibility, and is suitable for the determination of 

chloramphenicol, sulfoxamicol and florfenicol residues in honey. 

KEY WORDS: honey; chloramphenicol; thiamphenicol; fluorphenicol; liquid chromatography tandem mass 

spectrometry 

 
 

0  引  言 

氯霉素是一种广谱抗生素, 能抑制细菌蛋白质的形

成, 对骨髓造血机能有抑制作用, 从而引起人的粒细胞缺

乏病、再生障碍性贫血和溶血性贫血等毒副作用[1‒3], 氯霉

素在动物组织中的残留不仅对动物和人体有直接危害, 更
严重的是低浓度药物残留会诱发致病菌的耐药性, 对人类

的健康构成巨大的潜在威胁。氯霉素(chloramphenicol)、甲

砜霉素(thiamphenicol)和氟苯尼考(florfenicol)属于酰氨醇

类药物, 曾被广泛地用于动物各种传染性疾病的预防和治

疗。甲砜霉素、氟苯尼考与氯霉素的结构相似, 是替代氯

霉素的理想药物[4]。2003 年农业部 193 号公告《食品动物

禁用的兽药及其他化合物清单》[5]及 2020 年农业部 250 号

公告《动物性食品中兽药最高残留限量》[6]附录 4 中规定

氯霉素是在动物食品中禁止使用的药物, 在动物食品(全
部可食用的动物组织以及蛋和奶)中不得检出氯霉素。欧盟

和美国也规定氯霉素在动物中禁止使用[7‒8]。 
蜂蜜中含有丰富的果糖和葡萄糖, 不仅能改善人体

的血液循环、补充营养和恢复人体疲劳, 还能起到润肺止

咳、消积通便等作用[9]。由于氯霉素的毒副作用大, 欧盟、

美国、中国先后对氯霉素在畜牧养殖业中禁用, 甲砜霉素

和氟苯尼考在蜂蜜养殖过程中成为氯霉素的替代品而被使

用, 为保障消费者的安全, 需控制甲砜霉素和氟苯尼考在

蜂产品中的残留量。利益驱使某些蜂农在养蜂过程中仍会

违规使用抗生素, 近几年仍偶有检出阳性蜂产品[10‒14], 给
消费者的身体健康带来危害, 因此加强对蜂蜜中抗生素使

用的监督控制, 保障蜂蜜的食用安全十分必要。目前, 国
内标准中只明确提到蜂蜜中氯霉素残留量的测定方法[15], 
未见有蜂蜜中甲砜霉素、氟苯尼考检测标准的相关报道。

本研究在样品中添加同位素内标氯霉素-D5, 采用液相色

谱 - 串 联 质 谱 法 (liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry, LC－MS/MS)同时测定蜂蜜中氯霉素、甲砜霉

素和氟苯尼的残留。由于蜂蜜含糖分高, 极性色素、有机

酸对检测的干扰大, 所以采用固相萃取柱净化, 再经正己

烷脱色脱脂、PSA 粉末吸附净化, 以期为蜂蜜中氯霉素、

甲砜霉素和氟苯尼考残留量的检测提供参考。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

1290+G6460 液质联用仪三重四极杆质谱, 配 ESI 离

子源、 24 孔固相萃取装置 (美国安捷伦公司 ); Anke 
TDL-5-A 离心机(中国培英公司); Turbovap® LV 氮吹仪(美
国 Biotage 公司); XH-B 涡旋混匀器(天翎公司); Unimax 
2010 水平振荡器(德国 Heidolph 公司)。 

甲醇、乙腈(色谱级, 美国 Fisher 公司); 乙酸乙酯、

正己烷(分析纯, 广州化学试剂厂产品); N-丙基乙二胺粉

末 (PSA, 40~63 μm)(上海安谱公司 ); Oasis HLB 小柱     
(6 mL/200 mg, 美国 Waters 公司); 氯霉素、甲砜霉素、氟

苯尼考(纯度 99.0%以上, 德国 Dr.Ehrenstorfer 公司); 氘代

氯霉素(d5-氯霉素)(100 µg/mL, 中国 Bepure 公司); 实验用

水符合 GB/T 6682 规定的二级用水。 

1.2  实验方法 

1.2.1  溶液的配制 
标准储备液的配制 : 分别精密称量经折算相当于 

12.5 mg 的氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考标准物质于不同

的 25 mL 容量瓶中, 用甲醇溶解并分别定容至刻度, 配制

成浓度为 0.5 mg/mL 的标准储备液。 
氯霉素(10 µg/mL)、甲砜霉素和氟苯尼考(100 µg/mL)

第一标准中间液: 准确吸取 0.5 mL 氯霉素标准储备液、   
5 mL 甲砜霉素、5 mL 氟苯尼考标准储备液(500 mg/L)于
25 mL 容量瓶中 , 用甲醇稀释并定容至刻度。氯霉素   
(1.0 µg/mL)、甲砜霉素和氟苯尼考(10.0 µg/mL)第二标准中

间液: 准确吸取 1.0 mL 第一标准中间液于 10 mL 容量瓶中, 
用甲醇稀释并定容至刻度, 配成第二标准中间液。 

氯 霉 素 (10 µg/mL) 、 甲 砜 霉 素 和 氟 苯 尼 考      
(100.0 µg/mL)混合标准工作溶液: 准确吸取 0.25 mL 第二

标准中间液于 25 mL 容量瓶中, 用甲醇稀释并定容至刻

度。准确移取上述标准工作溶液配成氯霉素 0、0.1、0.2、
0.5、1.0、2.0、4.0 ng/mL, 甲砜霉素和氟苯尼考 0、1.0、
2.0、5.0、10.0、20.0、40.0 ng/mL 的基质标准曲线。 
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氘代氯霉素(d5-氯霉素)内标标准储备液(4.0 μg/mL): 
准确吸取 1.0 mL 氘代氯霉素(d5-氯霉素)标准溶液于 25 mL
容量瓶中, 用甲醇定容至刻度。氘代氯霉素(d5-氯霉素)内
标标准工作溶液(40 ng/mL): 准确吸取 0.25 mL 内标标准

储备液于 25 mL 容量瓶中, 用甲醇定容至刻度。 
1.2.2  液相色谱-串联质谱条件 

(1)色谱条件  
色谱柱 Agilent Eclipse XDB-C18 柱(4.6 mm×150 mm,  

5 µm); 进样量: 5.0 µL; 柱温: 30 ℃; 流速: 600 µL/min; 流
动相: 溶剂 A 为纯水, 溶剂 B 为甲醇。 

(2)质谱条件 
离子化方式: ESI, 负离子检测; 监测方式: MRM; 干

燥气流量: 7 L/min; 干燥气温度: 325 ℃; 雾化气压力:   
45 L/min; 鞘气温度: 350 ℃; 鞘气流速 10 L/min。主要质

谱参数见表 1。 
1.2.3  样品前处理 

称制备好的样品 2 g(精确至 0.01 g)至 50 mL 离心管中, 
加入内标标准工作液 100 μL, 加入 2 mL水, 于混匀器上快

速混合 1 min, 加入 5 mL 乙酸乙脂 , 振荡 15 min,     
4500 r/min 离心 10 min, 移取上清液于玻璃管中, 样品再

加入 5 mL 乙酸乙脂, 振荡 15 min, 4500 r/min 离心 10 min, 
移取上清液于玻璃管中, 合并提取液。在 45 ℃下氮气吹至

近干, 用 5 mL 水溶解残渣作为备用液, 待净化。 
使用 Oasis HLB 柱之前依次用 3 mL 甲醇和 5 mL 水

预处理, 保持柱体湿润。取备用液过柱, 溶液以≤3 L/min
的流速通过柱子, 待溶液完全流出, 用 2×5 mL水洗玻璃管

并过柱, 然后用 5 mL乙腈+水(乙腈 1 mL:水 7 mL)洗柱, 弃
出全部淋出液, 减压抽干 10 min, 最后用 5 mL 乙酸乙酯洗

脱, 收集全部洗脱液于 10 mL 玻璃管中, 于 45 ℃氮吹吹干, 
用 1.0 mL 定溶液溶解, 振荡 1 min, 加入 3 mL 正己烷脱色

脱脂, 加 150 mg PSA, 4500 r/min 离心 5 min, 移取下清液

于 1.5 mL 塑料离心管中, 在 10000 r/min 下离心 5 min, 取

上清液经 0.45 µm 滤膜过滤后上机测定。 

2  结果与分析 

2.1  流动相的选择 

以水-甲醇, 水-乙腈, 比较 0.1%甲酸水-乙腈作为流

动相, 流动相水-甲醇分离效果好, 目标化合物有较强的响

应值。甲醇在流动相中所占比例决定了氯霉素等 3 种化合

物的保留时间、峰形和测定的灵敏度。为消除样品杂质对

目标物的干扰, 本研究采用梯度洗脱(见表 2), 使氯霉素与

杂质基本达到完全分离。 

2.2  色谱柱的选择 

氯霉素属于弱极性化合物, 为有利于色谱峰的分离

及峰形的改善, 本研究分别采用 Agilent Zorbax Eclipse 
RRHD Plus C18 柱、Agilent Eclipse C18 柱和 Agilent Eclipse 
XDB-C18 柱进行分离实验, 实验表明最佳色谱条件为色谱

柱 Eclipse XDB-C18, 流 动 相 水 溶 液 - 甲 醇 , 流 速        
0.6 mL/min。在此条件下, 6.6 min 内可以较好地分离样品

中氯霉素 , 5.1 min 内可以较好分离样品中氟苯尼考 ,    
4.5 min 内可以较好分离样品中甲砜霉素。3 种待测物和氯

霉素内标的色谱图见图 1。 

2.3  前处理的优化 

氯霉素属于弱极性物质, 易溶于甲醇、乙腈、乙酸乙

酯等有机溶剂。实验表明, 乙酸乙酯提取杂质多, 对测试

目标有干扰, 提取颜色较深, 但乙酸乙酯提取率高, 因此

本研究选用乙酸乙酯提取样品中的氯霉素, 加正己烷去除

色素。蜂蜜是一个高糖分、有机酸复杂的样品, 检测的干

扰性比较大, ANASTASSIADES 等[16]发现 PSA 能有效除去

植物样本中的有机酸、极性色素、糖类物质等极性基质杂

质。陈舒舒等[17]的研究表明, 在分散固相萃取净化时添加

PSA 可有效吸附蜂蜜中的糖类及有机色素等杂质。所以本

研究采用 PSA 粉进一步净化提取。 

 
表 1  质谱参数 

Table 1  Mass spectrum parameters 

化合物名称 Q1/amu Q3/amu MS2 分辨率 驻温时间/ms 碎裂电压/V 碰撞能量/V 加速电压/V

氯霉素 321.1 
257.1 

Width 
50 120 3 3 

152.1* 50 120 10 3 

甲砜霉素 354.1 
290.0 

Width 
50 107 4 3 

185.0* 50 107 12 3 

氟甲砜霉素 356.1 
336.1* 

Width 
50 90 2 3 

185.1 50 90 14 3 

氘代氯霉素 (d5-氯霉素) 326.0 157.1* Width 50 140 13 3 

注: *为定量离子。 
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2.4  方法的线性关系 

空白蜂蜜作为基质配制系列的混合标准溶度, 氯霉

素的溶度范围为 0、0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、4.0 µg/kg, 甲

砜霉素和氟苯尼考的溶度范围为 0、1.0、2.0、5.0、10.0、

20.0、40.0 µg/kg, 其中 CAP-D5 的溶度为 4.0 ng/kg, 以溶

度为横坐标, 以峰面积比值为纵坐标进行线性回归, 其线

性关系好, 相关系数>0.999, 根据信噪比 S/N=3 和 S/N=10

计算检出限 (limit of detection, LOD)和定量限 (limit of 

quantitation, LOQ)结果见表 3。 

表 2  液相流动相梯度洗脱 
Table 2  Mobile phase gradient elution 

时间/min 流速/(µL/min) 甲醇/% 纯水/% 

0 600 15 85 

1 600 30 70 

2 600 50 50 

10 600 70 30 

11 600 10 90 

 
 

 

 
 
 
 

图 1  3 种化合物在蜂蜜中添加 1.0 μg/kg 浓度的 MRM 质谱图 
Fig.1  MRM chromatograms of 3 compound sat concentration 1.0 µg/kg added to honey 

 
 
 

表 3  3 种化合物的线性回归方程、相关系数和检出限 
Table 3  Regression equations, correlation coefficients and limits of determination of 3 compounds 

化合物 线性回归方程 相关系数(r) 线性范围/(µg/kg) 检出限/(µg/kg) 定量限/(µg/kg) 

氯霉素 Y=0.621617X‒0.008144 0.9997 0.1-4.0 0.03 0.1 

甲砜霉素 Y=1834.459325X‒567.026683 0.9995 0.1-4.0 0.03 0.1 

氟苯尼考 Y=10003.576884X‒3606.619739 0.9993 0.1-4.0 0.09 0.3 
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2.5  方法的回收率和精密度 

选择 1 份空白蜂蜜样品进行加标回收率和精密度实

验, 样品分别添加氯霉素 0.1、1.0 和 10.0 µg/kg, 甲砜霉素

和氟苯尼考 1.0、2.0、10.0 µg/kg 的混合标准液各 8 份摇匀、

静置 20 min 后按 1.4 方法处理并进行分析, 计算平均回收

率和相对标准偏差(relative standard deviation, RSD), 结果

见 表 4, 可 以 看 出 , 各 个 水 平 的 回 收 率 范 围 为

93.7%~109.7%, RSD 为 0.7%~11.4%, 方法的准确度与精密

度均满足对蜂蜜氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考的方法检测

要求。 

2.6  PSA 净化前质谱图的比较 

图 2 是没有经过 PSA 净化的 3 种化合物在蜂蜜中添

加 1.0 µg/kg 浓度的质谱图, 从图 2 中可见, 氯霉素峰型比

较宽, 分离效果差; 氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考的质谱

图响应值与图 1 相比, 响应值比较低。所以前处理经过

HLB 柱的净化后, 再加 PSA 净化, 可以达到很好的分离效

果, 提高化合物的响应值和回收率。 
 
 

表 4  3 种化合物的加标回收率和精密度(n=8) 
Table 4  Recoveries and relative standard deviations of 3 

compouds (n=8) 

化合物 添加水平/(µg/kg) 回收率/% RSD/% 

氯霉素 

0.1 101.0 11.4 

0.2 108.9 3.9 

1.0 105.9 2.3 

甲砜霉素 

1.0 107.5 3.0 

2.0 93.7 2.2 

10.0 102.7 1.5 

氟苯尼考 

1.0 109.7 5.4 

2.0 98.7 3.6 

10.0 106.5 0.7 

 
 

 
 

图 2  MRM 质谱图 
Fig.2  MRM mass spectrogram 

 
 

3  结  论 

本研究建立了蜂蜜中氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考的

固相萃取—液相色谱/质谱分析方法, 该方法优化了仪器

条件和前处理的净化步骤, 用乙酸乙酯提取、Oasis HLB
柱净化、正己烷去除色素、PSA 粉去除糖分和有机酸, 同
时使用同位素内标法减少消除基质效应的影响, 具有检出

限低、灵敏度高、对仪器设备污染小的特点, 满足蜂蜜样

品的检测需求。 
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