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分析测试新成果（６５～６８）

肉食品中常见４种抗生素残留的
高效液相色谱分析

纳鹏军，龚波林
（宁夏大学 化学化工学院，宁夏 银川　７５００２１）

摘　要：建立了同时测定肉食品中泰乐菌素、替米考星、氯霉素、氟苯尼考的高效液相色谱方法，样品经乙腈提取，
正己烷脱脂，ＨＬＢ小柱净化后，以Ｃ１８反相色谱柱为分离柱，甲醇－磷酸二氢钠缓冲溶液（ｐＨ３．０，含体积比为１０％
的甲醇溶液）为流动相进行梯度洗脱，检测波长λ为２７５ｎｍ．泰乐菌素、替米考星、氯霉素、氟苯尼考的线性范围是
０．１～２０．０ｍｇ／Ｌ，相关系数分别为０．９９８７、０．９９９２、０．９９８５、０．９９７０．其平均回收率为７５％ ～８７％，相对标准偏差为
１．３５％～５．４１％，泰乐菌素、替米考星、氯霉素、氟苯尼考的检出限分别为２０、３２、１９、１６μｇ／ｋｇ．方法满足肉食品中泰
乐菌素、替米考星、氯霉素、氟苯尼考的残留量测定．
关键词：大环内脂类；氯霉素类；高效液相色谱
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　　大环内酯类与氯霉素类药物是两类应用广泛的
广普抗生素，由于这两类抗生素能够有效预防和治

疗家畜传染病和寄生虫病的发生，有些还具有促进

动物生长发育的功用［１－５］，因此，为了降低养殖成

本，提高经济效益，在家畜养殖中广为使用．但是，近
年来由于在禽畜养殖过程中过量使用抗生素又不遵

守休药期的规定，在牛羊肉、猪肉以及鸡鸭鱼肉中检

测出了各种抗生素，这种残留可以通过食物链进入

人体，进而对人体造成各种危害［６－９］．红霉素、泰乐
菌素等大环内酯类可致肝损害和听觉障碍［１－５］，更

严重的是长期大量滥用广谱抗生素会导致肠道微生

物菌群被抑制，使人体产生抗药性．这种抗药性导致
人类感染疾病之后治疗难度加大，治疗成本升高．

为了保障人类的生命健康，世界各国卫生组织

以及食品药品监督管理部门都已经将肉食品中各种

抗生素残留量作了严格规定［１０］，并且以抗生素在肉

食品中的残留量作为产品进口的贸易壁垒．如美国
和欧盟对阿维菌素在肉食品中的最高残留限量为

２５μｇ／ｋｇ，泰勒菌素为１００μｇ／ｋｇ，替米考星为１００
μｇ／ｋｇ，伊维菌素为４０μｇ／ｋｇ．

目前，肉食品中大环内酯类抗生素常用液 －质
联用进行全面分析［１１－１２］，氯霉素类药物常用气相色

谱及液相色谱分析［１３－１６］，而用高效液相色谱

（ＨＰＬＣ）法同时分析肉食品中两类常见抗生素还未
见文献报道．

１　实验部分
１．１　仪器与试剂

高效液相色谱仪（ＬＣ－２０ＡＴ，日本岛津公司）；
超声波清洗仪（昆山市超声仪器有限公司）；

ＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８反相色谱柱（５μｍ，４．６×２５０ｍｍ，
ｗａｔｅｒｓ公司），ＯａｓｉｓＨＬＢ固相萃取柱（３ｍＬ／６０ｍｇ，
ｗａｔｅｒｓ公司）；泰乐菌素、替米考星、氯霉素、氟苯尼
考标准品均为天津市科密欧化学试剂开发中心监

制；乙腈、正己烷均为优级纯，购自天津市北联精细

化学品开发有限公司．其它试剂均为分析纯，实验用
水均为二次蒸馏水．新鲜牛肉与鸡肉均为超市所购．
１．２　色谱条件

ＳｙｍｍｅｔｒｙＣ１８反相色谱柱；柱温：２５℃；流速：

１ｍＬ／ｍｉｎ；进样量：２５μＬ；梯度洗脱条件：Ａ相为甲
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醇，Ｂ相为０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢钠含１０％（体积比）
甲醇，调节ｐＨ为３．０；梯度洗脱程序：０～２ｍｉｎ１０％
Ａ，２～８ｍｉｎ１０％ ～４０％ Ａ，８～９ｍｉｎ４０％ ～１０％
Ａ；检测波长λ为２７５ｎｍ．
１．３　标准溶液的配制及标准曲线的制备

分别准确称取各标准品０．０１ｇ（精确至０．００１
ｇ），用甲醇分别溶解并定容至１００ｍＬ，配制成１００
ｍｇ／Ｌ标准储备液，于 －４℃冰箱中冷藏．测定时将
各标准溶液混合后稀释成０．１、０．２、０．５、１．０、５．０、
１０．０、１５．０、２０．０ｍｇ／Ｌ的溶液．分别以泰乐菌素、替
米考星、氯霉素、氟苯尼考峰面积为纵坐标，质量浓

度为横坐标绘制标准曲线，计算回归方程及相关系

数（ｒ）．
１．４　样品处理

将新鲜牛肉及鸡肉分别匀浆后，于－１８℃冰箱
中保存．测定时，将匀浆冷冻保存的牛肉与鸡肉样品
于室温下自然解冻．分别准确称取２０．０ｇ样品置于
５０ｍＬ具塞锥形瓶中，加入 ２０ｍＬ乙腈，超声 １０
ｍｉｎ，转移至离心管，以５０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，收
集上清液．离心沉淀物用上述方法重复提取２次，合
并上清液．向得到的清夜中加入３０ｍＬ正己烷，用力

振荡５ｍｉｎ，静置分层，弃去上层正己烷层．然后将溶
液于４０℃减压旋转蒸发至约２ｍＬ，氮气吹干后加
入５ｍＬ甲醇－磷酸盐混合液超声溶解抗生素，最后
定容至１０ｍＬ．
１．５　样品净化

将 ＨＬＢ固相萃取小柱用５ｍＬ甲醇、５ｍＬ去
离子水活化后，将１．４得到的样品处理液上固相
萃取柱（柱流速保持 １滴／ｓ），用 １０ｍＬ蒸馏水、
１０ｍＬ５％甲醇水溶液淋洗 ＨＬＢ固相萃取柱，再
用１０ｍＬ甲醇洗脱，将洗脱液用氮气吹干后，加
入流动相超声定容至５ｍＬ，最后，经 ０．２２μｍ滤
膜过滤后进样．
１．６　方法的准确度、精密度、线性范围、回收率

对于牛肉样品分别添加０．１、０．５、１．０ｍｇ／ｋｇ３
个水平的混合标准溶液，按照１．４与１．５样品处理
及净化方法，每个水平平行测定４次，进行回收率实
验，并且以３倍信噪比分别计算泰乐菌素、替米考
星、氯霉素、氟苯尼考在牛肉样品中的检出限，在测

定条件下，４种药物在０．１～２０．０ｍｇ／Ｌ范围内均呈
线性，线性方程与相关系数、平均回收率、相对标准

偏差见表１．

表１　４种抗生素精密度、检测限与回收率
Ｔａｂｌｅ１　Ｐｒｅｃｉｓｉｏｎｓ，ＬＯＤｓａｎｄｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｏｆｆｏｕｒａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

化合物 线性方程（ｎ＝６） 相关系数 精密度（ｎ＝５） 检测限／（μｇ／ｋｇ） Ｒｅｃｏｖｅｒｙ／％

泰乐菌素 Ｙ＝９．３８５Ｘ＋１．０５６ ０．９９８７ １．３５ ２０ ７５
替米考星 Ｙ＝１３．２６２Ｘ－２．４３２ ０．９９９２ ４．２３ ３２ ７８
氯霉素 Ｙ＝６．７２８Ｘ－０．４８６ ０．９９８５ ２．０４ １９ ７７
氟苯尼考 Ｙ＝１１．４４５Ｘ＋０．３７９ ０．９９８９ ５．４１ １６ ８７

２　结果与讨论
２．１　检测波长的选择

通过扫描几种抗生素紫外吸收光谱，氯霉素、氟

苯尼考最大吸收波长在２７０ｎｍ，泰乐菌素、替米考
星最大吸收波长均在２８２ｎｍ，为使待检测各物质都
具有较高灵敏度，检测波长设置２７５ｎｍ．
２．２　流动相配比的选择

采用等度洗脱方式进行分离时（Ｖ甲醇∶Ｖ磷酸盐≥
１∶１），发现各物质不能达到基线分离，分离效果较
差如果甲醇与磷酸盐水溶液的体积比不高于１∶
２，各峰严重展宽，峰形变差，同样不能达到基线分
离．经过优化，采用合适的梯度程序，才可将５种物
质进行基线分离．

２．３　流动相ｐＨ的选择
本实验分别比较了流动相 ｐＨ在３、４、５、６、７时

标准品的分离效果（以磷酸调节），结果表明，随着

ｐＨ的降低，被分析物保留时间会缩短，峰形也会得
到改善，由宽变窄．这是由于随着 ｐＨ值降低，色谱
柱硅羟基的解离受到抑制，由此产生的色谱峰拖尾

减弱．在ｐＨ值低于３的流动相中，基本上可以抑制
色谱柱硅羟基解离，但是考虑到大环内脂的不稳定

性以及色谱柱的使用寿命，本实验选择ｐＨ值为３．
２．４　前处理过程的优化

本实验对比考察了甲醇、乙腈、乙酸乙脂３种溶
剂提取效果，发现甲醇提取所含杂质较多，使峰形变

差，乙酸乙脂虽然杂质较少，但是回收率很低，用乙

腈提取可以得到满意的回收率，所含的杂质也较少．

６６
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图１　混合标准溶液（Ａ）及牛肉样品（Ｂ）加标色谱图
Ｆｉｇ．１　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｓｔａｎｄａｒｄ（Ａ）ａｎｄｓｐｉｋｅｄｓａｍｐｌｅ（Ｂ）

氟苯尼考（２．５ｍｉｎ）；氯霉素（３．０ｍｉｎ）；泰乐菌素（３．４ｍｉｎ）；替米考星（５．４ｍｉｎ）；各物质浓度为１５．０ｍｇ／Ｌ．

图２　牛肉样品（Ｃ）及鸡肉样品（Ｄ）色谱图
Ｆｉｇ．２　Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓｏｆｂｅｅｆ（Ｃ）ａｎｄｃｈｉｃｋｅｎ（Ｄ）ｓａｍｐｌｅｓ

　　通过对色谱条件进行优化，得到具有良好分离效
果的混合标准溶液图谱及牛肉样品加标色谱图（图

１）（加标浓度为５０μｇ／ｋｇ）．牛肉样品及鸡肉样品的
色谱图见图２．所得相邻物质对的分离度Ｒ为１．６２３．
２．６　实际样品检测

本实验分别对１０份牛肉样品和１０份鸡肉样品
中泰乐菌素、替米考星、氯霉素、氟苯尼考进行检测，

没有发现牛肉样品中含有以上抗生素，但是，在４份
鸡肉样品中都不同程度检测到了泰乐菌素，最高为

２００μｇ／ｋｇ，最低为８０μｇ／ｋｇ，平均含量为 １２０μｇ／
ｋｇ，高于我国动物性食品中兽药最高残留限量标准
（１００μｇ／ｋｇ）．

３　结论

我国动物性食品中兽药最高残留限量标准［１８］

规定泰乐菌素、替米考星、氯霉素、氟苯尼考在肉食

品中的最高残留量（ＭＲＬ）分别为：１００、７５、１．５、２００
μｇ／ｋｇ．本实验所测泰乐菌素、替米考星、氟苯尼考
的检出限分别为２０、３２、１６μｇ／ｋｇ，均在最高残留限
量以下，符合残留检测分析要求．由于氯霉素药物的
特殊性，欧盟对氯霉素的检出限要求为０．１μｇ／ｋｇ，
美国ＦＤＡ对氯霉素的检出限要求为０．３μｇ／ｋｇ．按
照本实验方法，氯霉素检出限为 １９μｇ／ｋｇ，还未达
到国际上的要求，这是因为提取方法和所用检测器

所致．今后应该发展更加灵敏的方法以提高氯霉素
检出限．

本实验方法的平均回收率较高（７５％ ～８７％），
而且步骤简单、操作容易、重现性较好，相对标准偏

差为１．３５％～５．４１％，表明方法稳定可靠．
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