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液相色谱-串联质谱法检测蜂蜜中氟苯尼考及其 

代谢物残留量 

崔  悦*, 刘墨一, 曹  冬, 陈岳溪 

(北京市海淀区疾病预防控制中心, 北京  100094) 

摘  要: 目的  建立液相色谱-串联质谱法检测蜂蜜中氟苯尼考及其代谢物残留量的分析方法。方法  样品经

氨化乙酸乙酯提取, 通过 DPC-2 固相萃取柱净化, 采用 Poroshell 120 EC-C18 柱分离, 以 10 mmol/L 乙酸铵溶

液-乙腈为流动相进行梯度洗脱, 电喷雾正/负离子切换, 多反应监测模式检测, 同位素内标法定量。结果  氟

苯尼考在 0.2~30 μg/L 时具有良好的线性关系 , 相关系数大于 0.999, 检出限为 0.05 μg/kg, 回收率为

85.5%~116.3%, 相对标准偏差小于 10%。氟苯尼考胺在 1~30 μg/L 时具有良好的线性关系, 相关系数大于

0.999, 检出限为 0.3 μg/kg, 回收率为 85.6%~113.5%, 相对标准偏差小于 10%。结论  该方法快速、准确、灵

敏, 适用于蜂蜜中氟苯尼考及其代谢物残留量的测定。 
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Determination of florfenicol and its metabolite residues in honey by liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry 

CUI Yue*, LIU Mo-Yi, CAO Dong, CHEN Yue-Xi 

(Center for Disease Control and Prevention of Haidian District, Beijing 100094, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for determination of florfenicol and its metabolite florfenicol amine 

in honey by liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  The samples were extracted with 

ammoniated ethyl acetate, and cleaned with DPC-2 SPE column. The target analytes were separated on a Poroshell 

120 EC-C18 column with gradient elution using a mobile phase consisting acetonitrile and 10 mmol/L ammonium 

acetate solution. The samples were determined by mass spectrometry with electrospray ion source in the positive and 

negative mode, monitored by the multiple reaction monitoring mode, and then quantified by the matrix matching of 

internal standard calibration. Results  Florfenicol had a good linear relationship at 0.2-30 μg/L, and the correlation 

coefficient was greater than 0.999. The limits of detection were 0.05 μg/kg, the recoveries were 85.5%116.3%, and 

the relative standard deviations were less than 10%. The florfenicol amine had a good linear relationship at 1     

30 μg/L, and the correlation coefficient was greater than 0.999. The limits of detection were 0.3 μg/kg, the recoveries 

were 85.6%113.5%, and the relative standard deviations were less than 10%. Conclusion  The method is rapid, 

sensitive and accurate, and suitable for the determination of florfenicol and its metabolites in honey. 

KEY WORDS: liquid chromatography-tandem mass spectrometry; florfenicol; florfenicol amine; honey 
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0  引  言 

蜂蜜是营养丰富的益生食品, 在医药领域和农牧领

域中具有广泛的应用, 被誉为“大自然中 完美的营养食

品” [1]。目前我国对蜜蜂病虫害疾病的防治主要是以施用抗

生素类药物为主, 养蜂过程中不合理和滥用抗生素, 导致

蜂蜜中抗生素残留超标, 影响了蜂蜜的质量安全也威胁着

人体健康, 蜂蜜中抗生素的残留已经成为食品安全焦点问

题。我国农业农村部 250 号公告将氯霉素列入了《食品动

物中禁止使用的药品及其他化合物清单》[2], 规定其不允

许在动物食品中有残留。而氟苯尼考作为氯霉素禁用后的

替代药物越来越多地受到关注, 蜂蜜中氟苯尼考及其代谢

物残留量检测已被列为国家食品安全风险监测项目。 

氟苯尼考又名“氟甲砜霉素”, 是氯霉素的氟化衍生物, 

其主要代谢物为氟苯尼考胺, 由于抗菌活性和安全性优于

氯霉素, 氟苯尼考已成为氯霉素主要替代品种在养殖业中

普遍应用[3]。但是食用氟苯尼考超标的动物源性食品容易

造成人体造血机能损害、粒细胞缺乏、溶血性贫血, 甚至

死亡。GB 31650—2019《食品安全国家标准 食品中兽药

大残留限量》[4]规定氟苯尼考的残留标志物为氟苯尼考

与氟苯尼考胺之和。 

目前, 动物性食品中甲硝唑、氯霉素、氟苯尼考及

其代谢物的常用的检测方法有酶联免疫法[56]、气相色谱

法[79]、液相色谱法[1011]、气相色谱串联质谱法[12]、液相色

谱串联质谱法[1315]等, 大多是应用于水产品及动物肌肉组

织的检测, 但蜂蜜中氟苯尼考残留量的检测鲜有报道, 尤其

是对其代谢物氟苯尼考胺的研究较少。鉴于此, 本研究拟通

过优化样品前处理方法和色谱质谱条件实现蜂蜜中氟苯尼

考及其代谢物的同时测定, 采用氨化乙酸乙酯提取样品, 通

过 DPC-2 固相萃取柱进行净化, 以期为蜂蜜中氟苯尼考和

氟苯尼考胺药物残留的监控提供快速准确的分析方法。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

1290 超高效液相色谱-6460 三重四极杆串联质谱仪

(美国 Agilent 公司); 2-16PK 高速冷冻离心机(德国 Sigma

公司); MS3 涡旋振荡器(德国 IKA 公司); TTL-DCⅡ氮吹

仪(北京同泰联科技发展有限公司)。 

标 准 物 质 : 氟 苯 尼 考 (florfenicol, FF) 标 准 溶 液  

(100 mg/L, 甲醇溶剂 , 农业部农产品质量标准研究中

心); 氟苯尼考- D3(florfenicol- D3, FF- D3)标准溶液、氟苯

尼考胺 (florfenicol amine, FFA)标准溶液、氟苯尼考胺 - 

D3(florfenicol- D3 amine, FFA- D3)标准溶液(100 mg/L, 甲

醇溶剂, 天津阿尔塔科技有限公司)。 

甲醇、乙腈、乙酸乙酯、正己烷(色谱纯, 美国 Sigma

公司); 氨水(优级纯)、氯化钠、乙酸铵(分析纯)(国药集团

化学试剂有限公司); DPC-2 固相萃取柱(柱容量 12 mL, 迪

马科技有限公司); 实验室用水为 Milli-Q 超纯水。 

1.2  实验方法 

1.2.1  标准溶液配制 

分别移取氟苯尼考标准溶液和氟苯尼考胺标准溶液 

1 mL 于 100 mL 容量瓶中, 用甲醇定容至刻度, 配成氟苯

尼考和氟苯尼考胺质量浓度均为 1000 μg/L 的标准储备液, 

20 ℃冰箱保存。 

准确移取混合标准储备液 10 mL 至 50 mL 容量瓶中, 

用 10%乙腈水溶液定容至刻度, 配成氟苯尼考和氟苯尼考

胺质量浓度均为 200 μg/L 的混合标准工作液, 临用现配。 

分别移取氟苯尼考- D3 标准溶液和氟苯尼考胺- D3 标

准溶液 1 mL 于 100 mL 容量瓶中, 用甲醇定容至刻度, 配

成氟苯尼考- D3 和氟苯尼考胺- D3 质量浓度均为 1000 μg 

/L 的内标储备液, 20 ℃冰箱中保存。 

准确移取混合内标储备液 10 mL 至 50 mL 容量瓶中, 

用 10%乙腈水溶液定容至刻度, 配成氟苯尼考- D3 和氟

苯尼考胺- D3 质量浓度均为 200 μg/L 的内标工作液, 临

用现配。 

将混合标准工作液用乙腈-10 mmol/L 乙酸铵溶液

(10:90, V:V)稀释成 0.2~30 μg/L 浓度的系列混合标准工作

液, 内标浓度为 10 μg/L, 临用现配。 

1.2.2  样品前处理 

(1)试样制备 

蜂蜜未结晶的样品将其用力搅拌均匀; 有结晶析出

的样品, 可将样品置于不超过 60 ℃的水浴中温热, 待样品

全部融化后, 搅匀, 迅速冷却至室温以备检验用。 

(2)提取 

称取试样 4 g(精确至 0.01 g)于 50 mL 具塞聚丙烯塑料

离心管中, 加入混合内标工作液(200 μg/L) 100 μL, 再加

入 4 mL 4%氯化钠溶液, 振荡混匀, 加入 10 mL 5% 氨化

乙酸乙酯振荡 10 min, 6000 r/min, 4 ℃离心 4 min, 取全部

上清液于 50 mL 离心管中。再加入 10 mL 5% 氨化乙酸乙

酯重复提取, 合并上清液于以上离心管中,  50 ℃氮气吹

干, 加入 10 mL 90% 乙腈水溶解, 振荡 2 min, 6000 r/min

离心 4 min, 取下层清液约 10 mL 待净化。 

(3)净化 

直接将待净化液加入 DPC-2 固相萃取柱中 , 接收  

5 mL 流出液, 将接收的流出液在 40 ℃水浴条件下氮吹至

0.1 mL 左右, 用乙腈-10 mmol/L 乙酸铵溶液(10:90, V:V)

定容至 1 mL, 过 0.22 μm 滤膜后, 供液相色谱-串联质谱

仪分析。 

1.2.3  液相色谱-串联质谱条件 

(1)液相色谱条件 

色谱柱 : Poroshell 120 EC-C18 柱 (3 mm×100 mm,   
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2.7 μm); 柱温: 40 ℃; 流速: 0.3 mL/min; 进样量: 10 μL; 

流动相: A 为乙腈, B 为 10 mmol/L 乙酸铵溶液; 液相色谱

梯度洗脱程序: 0~2.0 min, 90% B; 2.0~6.0 min, 90%~25% B; 

6.0~8.0 min, 25%~10% B; 8.0~8.5 min, 10%~90% B; 
8.5~11.0 min, 90% B。 

(2)质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源(electron spray ionization, ESI), 

正 /负离子切换扫描 ; 扫描方式 : 多反应监测 (multiple 

reaction monitoring, MRM); 喷雾电压: 3000 V; 鞘气流量: 

10 L/min; 干燥气温度: 300 ℃; 雾化器压力: 40 psi。 

1.2.4  结果计算 

样品中待测物残留量的结果按式(1)计算:  

1000

1000

c V
X

m

 



              (1) 

式中:  X 为试样中待测物残留量, μg/kg;  c 为由标准曲线

得到的试样溶液中待测物的质量浓度, μg/L;  V 为样液

终定容体积, mL;  m 为试样溶液所代表试样的质量, g。 

2  结果与分析 

2.1  色谱条件优化 

氟苯尼考和氟苯尼考胺的极性差别很大, 为了获得

更高的分离度和灵敏度, 本研究选用了具有多孔层、实心

核和窄粒径填料的 Poroshell 120 EC-C18 柱(3 mm×100 mm, 

2.7 μm)。氟苯尼考通常采用碱性流动相进行分离, 氟苯尼

考胺通常采用酸性流动相进行分离, 在流动相中加入乙酸

铵, 可以促进目标化合物电离, 提高灵敏度。本研究比较

了含有不同浓度的乙酸铵溶液-乙腈或甲醇作为流动相对

分析物离子化效率和色谱峰形的影响 , 结果表明采用   

10 mmol/L 乙酸铵溶液-乙腈为流动相离子化效率较高, 峰

形较好。此外氟苯尼考胺在酸性溶液中以离子型态存在, 

高比例有机相会抑制离子的形成, 导致峰形变宽或分叉, 

响应值变小, 因此要降低流动相中有机相的起始比例, 采

用梯度洗脱的方式可获得理想的分离效果, 标准溶液总离

子流图见图 1。 

2.2  质谱条件优化 

分别将氟苯尼考和氟苯尼考胺及 2 种内标的标准溶

液配制成 100 μg/L浓度的标准溶液, 在电喷雾正/负离子扫

描模式下进行优化, 根据化合物的保留时间确定正/负离

子切换扫描的时间为 5.0 min, 先通过一级质谱扫描, 对锥

孔电压和毛细管电压进行优化, 确定分子离子, 然后以分

子离子作为母离子进行二级质谱分析, 对碰撞能量等质谱

参数进行优化, 选取丰度较高的 2 个离子作为定量离子和

定性离子, 优化后的质谱条件见表 1。 

 

 
 

图 1  氟苯尼考(4 μg/L)、氟苯尼考胺(4 μg/L)、氟苯尼考-D3(10 μg/L)、氟苯尼考胺- D3 (10 μg/L)总离子流图 

Fig.1  Total ion chromatogram of florfenicol, florfenicol amine, florfenicol- D3 and florfenicol- D3 amine 
 

表 1  氟苯尼考、氟苯尼考胺、氟苯尼考-D3 和氟苯尼考胺-D3 质谱参数 
Table 1  Chromatogram parameters of florfenicol, florfenicol amine, florfenicol- D3 and florfenicol- D3 amine  

化合物 前体离子(m/z) 子离子(m/z) 碎裂电压/V 碰撞能量/V 离子模式 

氟苯尼考 (FF) 356 
*336 
185 

120 
5 
15 

负 

氟苯尼考-D3 (FF-D3) 359 
*185 
119 

100 
20 
20 

负 

氟苯尼考胺 (FFA) 248.1 
*230 
130 

100 
5 
21 

正 

氟苯尼考胺-D3 (FFA-D3) 251 
*233 
130 

100 
10 
20 

正 

注: *为定量离子。 
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2.3  前处理条件优化 

氟苯尼考和氟苯尼考胺均属于弱碱性化合物, 提取

溶剂主要有甲醇、乙腈和乙酸乙酯等有机溶剂, 其中乙酸

乙酯的提取效率 高。此外代谢物氟苯尼考胺在碱性条

件下溶于有机溶剂, 因此本研究选用氨化乙酸乙酯作为

提取溶剂。蜂蜜中含有大量易溶于水的糖类物质, 为了减

少干扰, 用氨化乙酸乙酯提取前一般先将蜂蜜样品加水

溶解[16], 考虑到加入氯化钠溶液可以加快水相和有机相

的分层 , 使待测物质在有机相中的分配更多 , 从而增加

乙酸乙酯的提取效果 , 为了比较不用溶剂的溶解效果 , 

采用纯水、4%氯化钠溶液和 10%氯化钠溶液分别溶解蜂

蜜样品, 每种溶剂分别溶解 6 份样品, 每份样品取样量为

4 g, 均加入混合标准工作液(200 μg/L) 100 μL, 提取和净

化后测定比较 2 种化合物的响应值, 结果见表 2。测定结

果显示采用纯水、4%氯化钠溶液和 10%氯化钠溶液溶解

的蜂蜜样品中氟苯尼考的响应值差别不大, 用 4%氯化钠

溶液溶解的蜂蜜样品中氟苯尼考胺的响应值 高, 因此

本方法选择用 4%氯化钠溶液溶解蜂蜜样品。单纯采用氨

化乙酸乙酯提取会带入蛋白质、有机酸和酶等杂质, 基质

干扰大, 本研究先用氨化乙酸乙酯提取 2 次, 提取液氮吹

浓缩后采用乙腈复溶 , 离心去除蛋白质等固形物 , 可以

有效地减少杂质干扰。经固相萃取柱净化后可以更有效

地去除部分可溶于水的极性小分子物质, 提高氟苯尼考

胺的电离。本研究将同一蜂蜜空白样品(标准添加 2 µg/kg)

经提取后分别通过 MCS 和 DPC-2 固相萃取柱净化后测定

比较 2 种化合物的响应值, 见图 2, 从谱图中可以看出

DPC-2 固相萃取柱净化后的样品提取液中氟苯尼考胺周

围的杂峰明显减少 , 氟苯尼考胺的响应值更高。而且

DPC-2 小柱是一种通过式的固相萃取柱, 只需上样后收

集流出液 , 能够保证氟苯尼考和氟苯尼考胺同时测定 , 

避免了使用 LC-Si 等固相萃取小柱需要活化、淋洗、洗脱

等烦琐的操作[1718]。本研究考察了样品基质效应的影响, 

用空白蜂蜜样品按照 1.2.2 的前处理方法制得空白基质样

液, 用乙腈-10 mmol/L 乙酸铵溶液(10:90, V:V)和空白基

质样液分别配制标准曲线系列溶液进行测定, 基质效应

(matrix effect, ME)ME=( 基 质 曲 线 斜 率 / 标 准 曲 线 斜

率)×100%进行计算, 得到的氟苯尼考和氟苯尼考胺的基

质效应分别为 76%和 60%, 基质抑制效应明显。本方法采

用稳定同位素内标法可以有效地校正样品提取的不完全

性, 抵消基质效应。 

2.4  方法的线性范围及检出限 

氟苯尼考浓度在 0.2~30 µg/L 范围内(相当于添加浓

度 0.1~15 µg/kg), 氟苯尼考胺浓度在 1~30 µg/L 范围内

(相当于添加浓度 0.5~15 µg/kg), 内标浓度均为 10 µg/L, 

以定量离子对于内标物的峰面积比值(Y)对标准系列浓

度(X, μg/L)进行回归分析, 结果表明 2 种化合物线性关

系良好, 线性相关系数(r)均大于 0.999。以 3 倍信噪比确

定本方法的检出限(limit of detection, LOD), 以 10 倍信

噪比确定本方法的定量限(limit of quantitation, LOQ)。氟

苯尼考的检出限为 0.05 µg/kg, 定量限为 0.2 µg/kg; 氟

苯尼考胺的检出限为 0.3 µg/kg, 定量限为 1 µg/kg, 方法

的灵敏度较高。 

 
表 2  不同溶剂溶解的样品中氟苯尼考和氟苯尼考胺的 

响应值(n=6) 
Table 2  response values of florfenicol and florfenicol amine in 

samples dissolved in different solvents (n=6) 

化合物 

溶剂 
氟苯尼考

(FF) 
氟苯尼考胺

(FFA) 

纯水 

信号强度 987~1114 1788~1911

相对标准偏差/% 5.0 2.7 

4%氯化钠 

信号强度 1108~1248 3208~3439

相对标准偏差/% 5.1 2.6 

10%氯化钠 

信号强度 983~1107 2207~2488

相对标准偏差/% 4.6 4.0 

 
 

2.5  回收率及精密度实验 

在空白样品中添加高、中、低 3 个浓度的标准溶液, 每

个加标样品连续进行 6 次测定, 结果见表 3。回收率在

85.5%~116.3%, 相对标准偏差为 0.8%~5.4%。表明本方法

精密度高(相对标准偏差<10%), 准确度好。   

2.6  实际样品检测 

采用本方法对市售 50 份蜂蜜样品进行检测, 氟苯尼

考及其代谢物均未检出。在之后的工作中应采用蜂蜜中氟

苯尼考和氟苯尼考胺的质控样品进行测定, 进一步确证方

法的准确性。 

3  结  论 

本研究建立了液相色谱-串联质谱法检测蜂蜜中氟

苯尼考及其代谢物残留量的方法, 采用氨化乙酸乙酯提

取, 通过 DPC-2 固相萃取柱净化, 大程度减少了基质

干扰; 采用同位素内标法有效地校正了样品提取的不完

全性; 通过质谱电喷雾正负离子切换多反应监测模式实

现了氟苯尼考和氟苯尼考胺的同时测定。本方法灵敏度

高、定量准确, 方法检出限能够满足食品安全风险监测

的要求, 适用于蜂蜜中氟苯尼考及其代谢物药物残留量

的检测。 
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A: MCS 固相萃取柱净化后空白样品加标的总离子流图(2 µg/kg); B: DPC-2 固相萃取柱净化后空白样品加标的总离子流图(2 µg/kg)。 

图 2  MCS 和 DPC-2 固相萃取柱净化效果比较 

Fig.2  Comparison of purification effects between MCS and DPC-2 solid phase extraction columns 
 

 
表 3  氟苯尼考及其代谢物的线性关系、回收率、精密度(n=6) 

Table 3  Linear regression results, recoveries, and precisions of florfenicol and florfenicol amine (n=6) 

化合物 加标量/(µg/kg) 回收率/% 相对标准偏差/% 线性方程 相关系数 

氟苯尼考(FF) 

0.2 93.3~103.1 4.7 

Y=0.211148X0.097773 0.9997 0.5 85.5~97.9 5.4 

2.0 104.2~116.3 2.1 

氟苯尼考胺(FFA) 

1.0 85.6~93.5 3.6 

Y=0.160178X0.021028 0.9995 2.0 105.4~113.5 2.3 

10 102.6~104.2 0.8 
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