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Captiva EMR-Lipid固相萃取结合高效液相色谱- 

串联质谱法同时测定猪肉中氯霉素类药物残留量 

王东鹏, 叶  诚*, 李小莎 

(武汉海关技术中心, 武汉  430050) 

摘  要: 目的  建立 Captiva EMR-Lipid 固相萃取结合高效液相色谱-串联质谱法同时测定猪肉中氯霉素、甲

砜霉素和氟苯尼考残留量的分析方法。方法  采用乙腈提取样品, 经 Captiva EMR-Lipid 固相萃取柱净化, 以

甲醇-水为流动相, CNW Athena C18-WP 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 3 μm)进行分离, 采用电喷雾负离子扫描和多

反应监测模式, 内标法定量。结果  氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考在 0.5~20.0 ng/mL 范围内呈现良好的线性

关 系 (r ＞ 0.9975), 方 法 的 检 出 限 为 0.10~0.14 g/kg, 定 量 限 为 0.25~0.47 g/kg, 平 均 回 收 率 为

97.50%~117.00%, 相对标准偏差为 5.55%~8.93%。结论  该方法简单快速、稳定可靠, 适用于猪肉中氯霉素、

甲砜霉素和氟苯尼考的同时测定。 
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Simultaneous determination of chloramphenicol drugs residues in pork by 
Captiva EMR-Lipid solid phase extraction combined with high performance 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

WANG Dong-Peng, YE Cheng*, LI Xiao-Sha 

(Wuhan Customs Technology Center, Wuhan 430050, China) 

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

thiamphenicol and florfenicol residues in pork by Captiva EMR-Lipid solid phase extraction-high performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  The sample was extracted with acetonitrile, purified by Captiva 

EMR-Lipid solid phase extraction column, separated by CNW Athena C18-WP chromatographic column (100 mm×   

2.1 mm, 3 μm) with methanol-water as mobile phase, the analyte was determined by electrospray negative ion scanning 

mode and multiple reaction monitoring mode with internal standard method for quantification. Results  The method 

had good linear relationship in the range of 0.5‒20.0 ng/mL for chloramphenicol, thiamphenicol and florfenicol (r＞

0.9975), the limits of detection were 0.10‒0.14 g/kg, the limits of quantification were 0.25‒0.47 g/kg, the average 

recoveries were 97.50%‒117.00%, and the relative standard deviations were 5.55%‒8.93%. Conclusion  This method 

is simple and fast, stable and reliable, and suitable for the simultaneous determination of chloramphenicol, 

thiamphenicol and florfenicol in pork. 
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0  引  言 

氯霉素类抗生素(如氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考)曾

是兽医中常用的抑菌性广谱类抗生素, 随着研究的不断深

入, 发现氯霉素通过胎盘屏障可引起新生儿毒性反应, 发

生“灰婴综合征”[1], 同时氯霉素还会抑制骨髓造血系统 , 

引发再生障碍性贫血。氯霉素因性质稳定、不易分解, 易

通过动物源性食品进入人体, 长期摄入氯霉素超标的食物

将严重危害人体的神经系统、免疫系统和造血系统, 目前

许多国家已将氯霉素类抗生素列入兽药禁用范围[2]。我国

农业农村部第 250 号公告规定, 在所有动物源性食品中不

得检出氯霉素[3], 与氯霉素相比, 尽管甲砜霉素和氟苯尼

考不良反应有所减轻[4], 但在 GB 31650—2019《食品安全

国家标准 食品中兽药最大残留限量》中规定, 甲砜霉素和

氟苯尼考在禽蛋中不得检出。 

目前氯霉素类药物的检测分析方法主要有薄层色谱

法、气相色谱法、高效液相色谱法、气相色谱-串联质谱

法、高效液相色谱-串联质谱法、生物芯片法和酶联免疫

吸附法[4,5‒8]。高效液相色谱-串联质谱法(high performance 

liquid chromatography-tandem mass spectrometry, HPLC 

-MS/MS)因前处理简单、灵敏度高、分离效果好、定性定量

结果可靠等优点广泛应用于氯霉素类药物的残留检测[9‒13]。

氯霉素类药物常用的前处理方法有 QuEChERS[14‒15]、固相

萃取[16‒21]、液液萃取[9,22‒23]等, 操作过程复杂、有机试剂消

耗多, 同时由于猪肉中含有丰富的蛋白质和脂肪等多种干

扰物质, 对检测结果影响较大。 

新型的 Captiva EMR-Lipid 净化柱, 即增强型脂质去

除净化柱, 结合了体积排阻和疏水相互作用, 可高选择性

和高效地去除脂质, 对脂质中C5及以上的碳链具有极强的

吸附性, 此外还能最大程度地减少分析物的流失, 从而显

著提高方法的可靠性和耐用性。该技术无需活化、洗脱等

操作, 简化了样品前处理过程, 可实现重力自流, 并且简

便易用。目前 Captiva EMR-Lipid 净化柱已用于食品中 β-

受体激动剂、黄曲霉毒素、赭曲霉毒素、玉米赤霉烯酮及

人血浆中真菌毒素等多种有害物质的检测[24‒28], 然而采用

Captiva EMR-Lipid 净化柱对猪肉中氯霉素、甲砜霉素和氟

苯尼考的检测分析鲜见报道。 

本研究拟采用 Captiva EMR-Lipid 固相萃取并结合高

效液相色谱-串联质谱法建立猪肉中氯霉素、甲砜霉素和氟

苯尼考的快速检测方法, 以期在保证消费者安全的同时可

为我国食品安全检测技术提供新思路。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

氯霉素、甲砜霉素标准品(浓度 100 g/mL, 农业农村

部环境保护科研检测所); 氟苯尼考标准品(浓度 100 g/mL, 

北京坛墨质检科技有限公司 ); 氯霉素氘代同位素内标

(CAP-D5, 浓度 99.6 g/mL, 北京曼哈格生物科技有限公司); 

甲醇(色谱纯, 武汉弗顿控股有限公司); 乙腈(色谱纯, 美国

Honeywell 公司); 乙酸乙酯(色谱纯, 美国 Thermo Fisher 

Scientific 公司); 甲酸铵(色谱纯, 德国 CNW 公司); 实验用

水为超纯水 (优普超纯水制造系统净化获得 ); Captiva 

EMR-Lipid SPE 增强型脂质去除净化柱(3 mL/300 mg, 美国

Agilent Technologies 公司)。 

猪肉: 购自当地超市。 

1.2  仪器与设备 

1200高效液相色谱仪(美国Agilent Technologies公司); 

4000 Q-TRAP 串联质谱仪(美国 AB SCIEX 公司); BS210S

万分之一电子天平 (德国赛多利斯仪器系统有限公司 ); 

Neofuge1600R 台式冷冻离心机(上海力申科学仪器有限公

司 ); DMT-2500 涡旋振荡仪 (杭州米欧仪器有限公司 ); 

KQ-500 超声波清洗仪 ( 昆山市超声仪器有限公司 ); 

HGC-24A 氮气吹干仪 (天津恒奥科技发展有限公司 ); 

VPS-1-40L 优普超纯水制造系统(四川优普超纯科技有限

公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  标准溶液的配制 

准确移取氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考标准储备液

(100 g/mL)各 1 mL, 用 10%甲醇水溶液定容至 10 mL, 配

制成质量浓度为 10 g/mL 的标准中间液。移取标准中间液

各 1 mL, 用 10%甲醇水溶液配制成质量浓度为 1 g/mL 的

混合标准中间溶液。此外, 配制 0.1 g/mL 氯霉素氘代同

位素内标工作液。用 10%甲醇水溶液逐级稀释配制成质

量浓度为 0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、20.0 ng/mL 的标准

工作液, 并在每个浓度点添加内标工作液 100 L, 内标

质量浓度为 10 ng/mL。 

1.3.2  样品前处理 

取猪肉 2 kg, 去皮, 捣碎组织, 备用。精密称取猪肉样

品 2.5 g 于 50 mL 离心管中, 加入氯霉素氘代同位素内标工

作液 250 L, 加入 10 mL 的乙腈溶液, 涡旋, 振荡 30 min, 

超声 15 min, 8500 r/min 离心 5 min, 取上清液于另一 50 mL

离心管。 
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取 4 mL 上清液过 Captiva EMR-Lipid 固相萃取柱, 收

集流出液, 于 45 ℃水浴下氮吹至近干, 用 10%甲醇水溶液

定容至 1 mL, 过 0.22 μm 滤膜, 供 HPLC-MS/MS 分析。 

1.3.3  仪器条件 

(1)色谱条件 

采用 CNW Athena C18-WP 色谱柱(100 mm×2.1 mm,  

3 μm); 流动相 A 为水, B 为甲醇; 流速 0.35 mL/min; 进样

体积 10 μL; 柱温 30 ℃; 梯度洗脱程序: 0~3.5 min, 30% A; 

3.5~5 min, 30% A~80% A; 5~5.5 min, 80% A~30% A; 
5.5~12 min, 30% A。 

(2)质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源(electrospray ionization, ESI); 

扫描方式: 负离子模式; 监测方式: 多反应监测(multiple 

reaction monitoring, MRM)模式; 离子源温度(temperature, 

TEM): 500 ℃; 气帘气(curtain gas, CUR): 10 Psi; 喷雾电压

(ionspray voltage, IS): -4200 V; 雾化气: 40 Psi; 辅助气:  

50 Psi。离子对及碰撞能见表 1。 

2  结果与分析 

2.1  色谱质谱条件的优化 

2.1.1  色谱条件的优化 

本研究考察了甲醇-水、乙腈-水、甲醇-5 mmol/L 甲

酸铵水溶液和乙腈-5 mmol/L 甲酸铵水溶液 4 种流动相对

氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考和氯霉素氘代同位素内标的

出峰时间、响应、分离度、峰形及峰宽等的影响。结果表

明, 以乙腈-水为流动相, 基质效应较大, 而采用甲醇-水为

流动相, 3 种化合物具有较好的分离度和峰形, 基质干扰较

少, 无明显的拖尾现象, 且化合物灵敏度高、响应较好。

与纯水相比, 加入甲酸铵有利于改善峰形, 但区别不大, 

因甲酸铵属于盐类流动相, 考虑到对色谱柱及液相-质谱

系统使用寿命的影响, 因此最终选用甲醇-水为流动相。最

终优化的流动相梯度洗脱程序为: 0~3.5 min, 30% A; 3.5~ 

5 min, 30% A~80% A; 5~5.5 min, 80% A~30% A; 5.5~   
12 min, 30% A。氯霉素、甲砜霉素、氟苯尼考和氯霉素氘

代同位素内标的提取离子流图如图 1。 

2.1.2  质谱条件的优化 

取氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考单个标准溶液采用

电喷雾离子源, 在多反应监测模式下进行检测。同一周期

内进行正负离子扫描, 结果表明, 氯霉素、甲砜霉素和氟

苯尼考在负离子模式下响应较好, 同时选择信号强、响应

好的离子作为母离子。再通过二级质谱进一步优化目标

化合物的子离子、去簇电压和碰撞能等参数, 具体的质谱

参数见表 1。 

2.2  前处理条件的优化 

2.2.1  提取条件的优化 

兽药残留常采用甲醇、乙腈和乙酸乙酯作为提取剂[2,29], 

因此, 本研究考察了甲醇、乙腈、80%甲醇水、80%乙腈水

和乙酸乙酯的提取效果, 结果表明, 甲醇和 80%甲醇水提

取效果较差, 提取液浑浊且难以过膜, 回收率低; 与 80%

甲醇水相比, 80%乙腈水提取液浑浊度降低, 但仍然存在

浑浊现象。此外发现乙酸乙酯提取的油脂较多, 且采用

Captiva EMR-Lipid 柱净化时回收率相对较低; 而采用乙腈

提取时, 溶液相对澄清, 且回收率在 80%以上, 因此最终

选取乙腈作为提取剂。 

 
表 1  3 种氯霉素类药物的质谱参数 

Table 1  Mass spectrum parameters of 3 kinds of chloramphenicol drugs 

化合物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 去簇电压/V 碰撞能/V 

氯霉素 320.9 

152.0* 

‒87 

‒22 

257.0 ‒19 

176.0 ‒22 

194.0 ‒18 

氟苯尼考 355.8 

118.9* 

‒84 

‒45 

184.9 ‒28 

218.8 ‒15 

151.8 ‒22 

甲砜霉素 354.0 

184.9* 

‒85 

‒31 

290.0 ‒16 

239.9 ‒20 

氯霉素氘代同位素内标 325.9 
261.9* 

‒100 
‒16 

157.0 ‒26 

注: *为定量离子对。 



第 19 期 王东鹏, 等: Captiva EMR-Lipid 固相萃取结合高效液相色谱-串联质谱法同时测定猪肉中氯霉素类药物残留量 7663 
 
 
 
 
 

 
 

图 1  氯霉素类药物的提取离子流图 

Fig.1  Extracted ion chromatograms of chloramphenicol drugs 
 

2.2.2  净化方式的选择 

为了尽可能除去猪肉样品中对目标化合物检测结果

产生较大影响的脂肪、蛋白质和矿物质等, 本研究采用新

型的 Captiva EMR-Lipid 净化柱, 上样后直接收集流出液

即可完成净化过程。Captiva EMR-Lipid 柱是一种高选择

性、高效率的脂质去除净化柱, Captiva EMR-Lipid 吸附剂

使用新型化学键合相, 结合了体积排阻与疏水相互作用, 

可显著改善脂质去除的选择性。与传统的动物源性食品中

氯霉素类药物检测采用的固相萃取柱[30]和复合免疫亲和

柱[31]相比, Captiva EMR-Lipid 柱不仅净化效率高, 有机试

剂消耗少, 同时在净化过程中无需活化、淋洗、洗脱等多

个步骤, 有效缩短了净化时间, 操作简单。本研究比较了

CNWBOND HC-C18 、 CNWBOND LC-C18 和 Captiva 

EMR-Lipid 固相萃取柱的净化效果 , 结果显示 , Captiva 
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EMR-Lipid 净化柱无需消耗有机溶剂, 同时仅依靠重力样

品溶液在 8 min 内即可通过固相萃取柱, 净化速率快且回

收率较高。HC-C18 和 LC-C18 固相萃取柱在上样前需要活

化等多个步骤, 延长了净化时间, 且 C18 对目标物也有一

定的吸附, 导致回收率降低。 

2.3  方法学的考察 

2.3.1  线性关系及检出限 

配制 0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、20.0 ng/mL 标准工作

液进样分析, 以进样浓度(X, ng/mL)为横坐标, 峰面积 Y 为

纵坐标绘制标准曲线, 计算回归方程和相关系数。以信噪

比 (S/N)为 3 和信噪比为 10 分别计算检出限 (limit of 

detection, LOD)和定量限(limit of quantification, LOQ)。结

果如表 2 所示, 3 种药物在 0.5~20.0 ng/mL 范围内具有良好

的线性关系 , 相关系数 r ＞ 0.9975, 检出限为 0.10~    

0.14 g/kg, 定量限为 0.25~0.47 g/kg, 可以满足国内外对

猪肉中氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考残留的检测要求。 

 
表 2  3 种氯霉素类药物的回归方程、相关系数、检出限和定量限 

Table 2  Regression equations, correlation coefficients, limits of detection and limits of quantification of 3 kinds of chloramphenicol drugs 

化合物 回归方程 相关系数(r) 检出限/(g/kg) 定量限/(g/kg) 

氯霉素 Y=0.241X+0.0049 0.9997 0.10 0.25 

甲砜霉素 Y=0.106X+0.0748 0.9975 0.10 0.33 

氟苯尼考 Y=0.145X+0.0452 0.9996 0.14 0.47 

 
2.3.2  样品稳定性 

按 1.3.2 项下方法制备加标样品, 样品在 0~4 ℃下保

存, 分别于 0、4、12、24 h 进样分析, 计算各成分峰面积

的相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs) (n=6)。

由结果可知, 经不同时间点分析, 氯霉素、甲砜霉素和氟

苯尼考峰面积的 RSDs 分别为 1.87%、2.67%、3.04%, 说

明供试品溶液于 0~4 ℃下保存, 在 24 h 内基本稳定, 可满

足日常检测的需求。 

2.3.3  回收率和精密度 

按 1.3.2 项下方法, 分别向猪肉样品中添加 0.1、0.2、

1.0 g/kg 的标准品混合溶液, 进行 3 水平的回收率实验, 

每个浓度重复测定 6 次。结果如表 3 所示, 氯霉素、甲砜

霉素和氟苯尼考的平均回收率为 97.50%~117.00%, 精密

度为 5.55%~8.93%, 说明该方法回收率和精密度良好。 

 
 

表 3  3 种药物在猪肉样品中的平均回收率和精密度结果(n=6) 
Table 3  Average recoveries and precisions results of 3 kinds of 

drugs in pork (n=6) 

化合物 加标浓度/(g/kg) 平均回收率/% 精密度/%

氯霉素 

0.1 106.33 8.93 

0.2 100.83 6.41 

1.0 110.67 8.14 

甲砜霉素 

0.1 117.00 6.94 

0.2 97.50 7.83 

1.0 107.35 5.55 

氟苯尼考 

0.1 112.17 8.52 

0.2 104.42 7.22 

1.0 109.88 6.24 

2.3.4  实际样品的测定 

采用此方法检测了当地市场上的 10 个猪肉样品, 所

有样品中均未检出氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考。 

3  结论与讨论 

本研究首次采用 Captiva EMR-Lipid 净化柱结合高效

液相色谱-串联质谱法建立了猪肉样品中氯霉素、甲砜霉素

和氟苯尼考的检测方法。以乙腈提取, 采用新型的 Captiva 

EMR-Lipid 柱净化, 可以有效去除脂质和蛋白质等干扰物, 

有效提高了回收率, 达到了更好的净化效果。该方法无需

活化、淋洗和洗脱等多个步骤, 缩短了样品前处理时间和

有机试剂的消耗, 操作简单, 线性关系良好, 具有较好的

回收率和精密度, 结果稳定可靠, 可以满足国内外猪肉中

氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考药物残留检测分析的需求。 
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