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［摘　要］　为了建立柱前衍生 －ＧＣ－ＥＣＤ法同时测定市售动物源性中药材地龙、水蛭中氯霉素、

甲砜霉素、氟甲砜霉素３种氯霉素类抗生素残留量的方法，样品经乙酸乙酯超声提取，旋转蒸干后，

提取物溶于４％氯化钠溶液，经正己烷去脂，液液分配净化。再加ＢＳＴＦＡ－ＴＭＣＳ衍生化反应后氮气

吹干，正己烷定容进样分析，外标法定量。结果表明，氯霉素、甲砜霉素和氟甲砜霉素在 ０．１～

２０μｇ／Ｌ范围内线性关系良好，相关系数ｒ２≥０．９９８９；空白样品加标实验表明，氯霉素、甲砜霉素和氟

甲砜霉素在１、５、１０μｇ／ｋｇ这３个添加水平下的回收率为６２．９％ ～１００．８％，ＲＳＤ＜１６％，其检出限

分别为 ０．０５、０．１、０．１μｇ／ｋｇ。该方法简便快捷，准确度和精密度高，适用于地龙、水蛭中氯霉素类

药物的残留测定。
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　　氯霉素（Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ，ＣＡＰ）、甲砜霉素（Ｔｈ

ｉａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ，ＴＡＰ）、氟甲砜霉素（又称氟苯尼考，

Ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ，ＦＦ）同属于氯霉素类广谱抗生素，在畜

牧业、渔业中广泛应用。但研究发现氯霉素存在严

重的毒副作用，可引起人类的再生障碍性贫血、粒

状白细胞缺乏症、新生儿和早产儿灰色综合症等疾

病，低浓度的药物残留还会诱发致病菌的耐药

性［１］。甲砜霉素是氯霉素的类似物，被称为第二代

氯霉素，氟甲砜霉素是甲砜霉素的氟化衍生物，被

称为第三代氯霉素，这两种药物有效地克服了氯霉

素导致再生障碍性贫血的缺陷［２］。但甲砜霉素有

比氯霉素强５倍的免疫抑制作用，且抗菌效果不及

氯霉素和氟甲砜霉素，因此限制了它的临床使

用［３］。氟甲砜霉素的毒副作用较小，在兽医临床上

应用广泛［４］。

目前，对以上３种药物残留量的检测方法主要

有气相色谱法、气 －质联用法、高效液相色谱法、

液－质联用法、酶联免疫法［５－１２］等，检测对象主要

包括肉类、乳制品、水产品、禽畜饲料、土壤及禽畜

粪［５－１２］等。由于地龙主食发酵的鸡粪、猪粪、牛羊

粪和生活垃圾［１３］，水蛭主食螺蛳、河蚌、青虾、龟

鳖、蚯蚓、草虾以及哺乳类动物的血液［１４］，故地龙、

水蛭体内也可能有氯霉素类药物残留。加之目前

对动物源性中药材中氯霉素类药物的残留检测鲜

有报道，本试验选取地龙、水蛭两味中医临床常用

且疗效显著的中药材，测定其中氯霉素类药物的残

留量，这既可保障人民用药安全，亦对两味药材的

进出口贸易意义重大。

１　材　料

１．１　仪器与设备　Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０Ａ气相色谱仪（配

μ－ＥＣＤ检测器），色谱柱为毛细管色谱柱（Ａｇｉｌｅｎｔ

ＨＰ－５，３０ｍ×０．３２ｍｍ ×０．２５μｍ），载气为高纯

氮气（纯度≥９９．９９９％，北京氦普北分气体工业有

限公司）；ＨＧＣ－１２Ａ氮吹仪（天津市恒奥科技发展

有限公司）；ＨＥＩ－ＶＡＰ型旋转蒸发器（德国海道

夫）；ＨＨ－２２恒温水浴锅（郑州长城科工贸有限公

司）；ＴＰ－１５０超声波清洗机（北京天鹏电子新技术

有限公司）；ＳＨＢ－Ｂ循环水式多用真空泵（郑州长

城科工贸有限公司）；８０－２型高速离心机（江苏省

金坛市医疗仪器厂）；ＷＨ－１涡旋混合仪（上海沪

西分析仪器厂）；ＰＬ２０３／０１电子天平［梅特勒 －托

利多仪器（上海）有限公司］；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ单通道可调

移液枪（１０～１００μＬ、２０～２００μＬ、１００～１０００μＬ）；

Ｃ１８固相萃取小柱（１０００ｍｇ／６ｍＬ填料，德国ＣＮＷ

公司）；Ｆｌｏｒｉｓｉｌ固相萃取小柱（１０００ｍｇ／６ｍＬ填料，

美国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）等。

１．２　药品与试剂　氯霉素标准品（纯度９９．３％，

中国药品生物制品检定所）；甲砜霉素标准品（纯度

９９．７％，中国药品生物制品检定所）；氟甲砜霉素标

准品（纯度９９．３％，中国药品生物制品检定所）；Ｎ，

Ｏ－双（三甲基硅烷基）三氟乙酰胺（ＢＳＴＦＡ）：纯度

９８％，阿拉丁试剂；三甲基氯硅烷（ＴＭＣＳ）：纯度

９８％，国药集团；色谱纯甲醇（４Ｌ／瓶，Ｆｉｓｈｅｒ公司）；

分析纯甲醇、乙腈、正己烷、丙酮、乙醚、吡啶、甲苯、

无水硫酸钠、氯化钠（北京化工厂）等。

２　方法与结果

２．１　溶液的配制　参照农业部９５８号公告 －１４－

２００７《水产品中氯霉素、甲砜霉素、氟甲砜霉素残留

量的测定气相色谱－质谱法》配制１００μｇ／ｍＬ氯霉

素、甲砜霉素、氟甲砜霉素标准储备溶液，１０μｇ／ｍＬ
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氯霉素、甲砜霉素、氟甲砜霉素混合标准储备溶液，

０．２μｇ／ｍＬ氯霉素、甲砜霉素、氟甲砜霉素混合标

准使用溶液，４％氯化钠溶液及 ＢＳＴＦＡ－ＴＭＣＳ（体

积比为９９∶１）衍生化试剂。

２．２　样品前处理

２．２．１　样品的提取　准确称取 ２．０ｇ样品于

１００ｍＬ具塞锥形瓶中，加入３０ｍＬ乙酸乙酯，超声

提取３０ｍｉｎ，静置，过滤，滤渣重复上述操作一次，

合并两次滤液至１００ｍＬ茄形瓶中，４０℃水浴旋转

浓缩至干，加入５ｍＬ４％的氯化钠溶液超声，将溶

液转移至１０ｍＬ具塞玻璃试管中，加入５ｍＬ正己

烷，涡旋，将试管置离心机中，以 ３０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，取出试管，弃掉正己烷层，以去除脂肪，重

复操作一次。

２．２．２　样品的净化　向除去脂肪、蛋白质的氯化

钠水溶液中加入５ｍＬ乙酸乙酯涡旋，静置分层，吸

取有机相至 １０ｍＬ具塞玻璃试管中，再分别用

３、２ｍＬ乙酸乙酯提取两次，合并有机相，过装有５ｇ

无水硫酸钠的小柱，以除去水分，再用５ｍＬ乙酸乙

酯洗涤无水硫酸钠的小柱，合并洗脱液至５０ｍＬ茄

形瓶中，４０℃水浴浓缩至近干，加入１ｍＬ乙酸乙

酯溶解茄形瓶中的残渣并转移至 ５ｍＬ刻度试管

中，再用２ｍＬ乙酸乙酯清洗茄形瓶，清洗液亦转移

至５ｍＬ刻度试管中，５０℃下氮气吹干待衍生化。

２．２．３　样品的衍生化　取上述吹干后待衍生化的

残渣加入 １００μＬ衍生化试剂 ＢＳＴＦＡ－ＴＭＣＳ与

１００μＬ反应介质吡啶，７０℃水浴加热６０ｍｉｎ进行

衍生化反应，反应完成后氮气吹干，放至室温用正

己烷定容至１ｍＬ，转移至２ｍＬ进样小瓶中，待 ＧＣ

检测。

２．３　色谱测定条件　ＡｇｉｌｅｎｔＨＰ－５毛细管色谱柱

（３０ｍ×０．３２ｍｍ×０．２５μｍ）；升温程序：８０℃保

持１ｍｉｎ，５０℃／ｍｉｎ升温至２００℃，２０℃／ｍｉｎ升温

至２６０℃保持５ｍｉｎ，５℃／ｍｉｎ升温至２８０℃；进样

口温度为２５０℃；载气为高纯氮气，流速１ｍＬ／ｍｉｎ；

检测器温度为３００℃；进样量为１μＬ，不分流进样。

混合标准品和样品色谱图见图１、图２。

２．４　线性关系考察　用２．１．３混合标准使用溶液

Ｂ．地龙空白样品色谱图；Ｃ．地龙加标样品色谱图

图１　氯霉素类药物混合标准品溶液（Ａ）

和地龙样品（Ｂ、Ｃ）气相色谱图

Ｂ．水蛭空白样品色谱图；Ｃ．水蛭加标样品色谱图

图２　氯霉素类药物混合标准品溶液（Ａ）

和水蛭样品（Ｂ、Ｃ）气相色谱图

分别配制出０．１、１、５、１０、２０μｇ／Ｌ的混合标准溶液，

将不同浓度的混合标准溶液按２．２．３项下衍生化

后，按２．３项下条件进行 ＧＣ－ＥＣＤ测定。以峰面

积Ｙ为纵坐标，以试样浓度 Ｘ（μｇ／Ｌ）为横坐标，绘

制标准曲线并进行回归计算，得氯霉素的回归方程

为：Ｙ＝１０３．９２Ｘ－５７．７９１，ｒ２＝０．９９９３，氟甲砜霉素

的回归方程为：Ｙ＝３２．９４５Ｘ＋３１．９８２，ｒ２＝０．９９８９，

甲砜霉素的回归方程为：Ｙ＝８１．７２５Ｘ－２４９．３７，

ｒ２＝０．９９９０。表明本方法氯霉素、氟甲砜霉素、甲砜

霉素在０．１～２０μｇ／Ｌ浓度范围内线性关系良好。

２．５　准确度和精密度考察　分别准确称取空白本

底的地龙、水蛭样品２．０ｇ于１００ｍＬ具塞锥形瓶中，

加入浓度分别为１、５和１０μｇ／Ｌ的３种氯霉素类药

物混合标准品溶液２ｍＬ（精密量取），充分混匀，放

置过夜。使空白样品中氯霉素类药物的添加水平为

１、５、１０μｇ／ｋｇ３个水平（每个水平３个平行）。按照
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２．２样品前处理及２．３色谱测定条件进行测定，计算

加标回收率和相对标准偏差，结果见表１。

由表１可知，氯霉素、甲砜霉素和氟甲砜霉素

在 １、５、１０μｇ／ｋｇ３个添加水平下的回收率为

６２．９％～１００．８％，ＲＳＤ＜１６％，符合氯霉素类药物

残留测定的要求。

表１　地龙、水蛭中三种不同浓度氯霉素类药物混合标准溶液添加回收率（ｎ＝３）

样品 药物名称
氯霉素类药物添加回收率／％

１μｇ／ｋｇ ＲＳＤ／％ ５μｇ／ｋｇ ＲＳＤ／％ １０μｇ／ｋｇ ＲＳＤ／％

地龙

氯霉素 ９３．８ １１．４ １００ １２．１ ９８．８ １０．２

氟甲砜霉素 ７７．４ ４．４ ６２．９ ９．４ ７５．４ １１．７

甲砜霉素 ８８．０ １５．０ ９３．６ １３．０ ８２．８ ６．８

水蛭

氯霉素 ９２．５ ９．４ ９８．５ １０．１ １００．８ １４．２

氟甲砜霉素 ７８．２ ８．４ ７０．９ １１．４ ７４．４ １２．１

甲砜霉素 ９０．０ １３．０ ９８．６ １５．０ ８５．８ ８．６

２．６　检出限和定量限的确定　分别取地龙、水蛭
空白样品，按照样品前处理程序处理后上机测定，

另取多份空白样品，分别加入不同的较低浓度的氯

霉素类药物混合标准工作液，按照样品前处理程序

处理后上机测定，对比两者，Ｓ／Ｎ＝３时的药物浓度
即为检出限，Ｓ／Ｎ＝１０时的药物浓度即为定量限。
本试验所建立的检测方法测得氯霉素的检出限和

定量限分别为０．０５、０．１７μｇ／ｋｇ，甲砜霉素、氟甲砜
霉素的检出限和定量限分别为０．１、０．３３μｇ／ｋｇ。
２．７　样本测定结果　从北京１０家药店随机购买
样本１０份，均未检出氯霉素类药物。
３　讨论与分析
３．１　提取溶剂的选择　氯霉素类药物为弱极性物
质，微溶于水，易溶于乙腈、甲醇、丙酮和乙酸乙酯

等有机溶剂，甲醇、乙腈这两种溶剂对人体毒性较

大，而且乙腈在挥干时容易冒泡，挥干时间较

长［５，１５－１６］，参考《ＧＢ／Ｔ２２３３８－２００８动物源性食品
中氯霉素类药物残留量测定》中气相色谱 －质谱
法，本试验选择乙酸乙酯作为提取剂。

３．２　净化方式的选择　李鹏等［７］测定动物组织中

氯霉素类药物残留量时采用Ｆｌｏｒｉｓｉｌ柱净化，农业部
９５８号公告 －１４－２００７《水产品中氯霉素、甲砜霉
素、氟甲砜霉素残留量的测定气相色谱 －质谱法》
采用Ｃ１８固相萃取柱净化，吴明媛［６］、冷凯良等［１７］

采用乙酸乙酯反萃取净化。本试验对３种净化方
法均进行了试验，结果显示采用ＦｌｏｒｉｓｉｌＳＰＥ柱净化
时氯霉素类药物的回收率比较低，采用Ｃ１８ＳＰＥ柱
和乙酸乙酯液液萃取净化时氯霉素类药物的回收

率均在７５％以上。综合样品净化的回收率结果、操

作的简便性和耗材费用等方面的因素，确定地龙

药、水蛭药材中３种氯霉素类药物残留测定方法中
样品的净化方法为：用 １０ｍＬ乙酸乙酯分 ３次
（５ｍＬ＋３ｍＬ＋２ｍＬ）萃取净化。
３．３　药材样本的测定　在对１０批地龙、水蛭样本
的测定中，未检出氯霉素类药物的残留，参照中华

人民共和国农业部２００２年２３５号公告《动物源性
食品中兽药最高残留限量》中的规定：氯霉素为禁

止使用的药物，在动物性食品中不得检出；甲砜霉

素最大残留限量为５０μｇ／ｋｇ；氟甲砜霉素在其他动
物的肌肉中的最大残留限量为１００μｇ／ｋｇ。本批样
本氯霉素类药物的残留符合规定。但值得注意的

是，研究着重于建立一种测定动物源性中药材地

龙、水蛭中３种氯霉素类药物残留量的方法，所测
的地龙、水蛭样本数量不足，因此要想全面了解地

龙、水蛭中氯霉素类药物的残留情况，还需增加对

不同品种、不同地区和不同炮制方式等更多样本的

测定。

４　小　结
建立了ＧＣ－ＥＣＤ法同时测定动物源性中药材

地龙、水蛭中３种氯霉素类药物残留量的方法，本
法灵敏度高，氯霉素的检出限可达到０．０５μｇ／ｋｇ，
甲砜 霉 素 和 氟 甲 砜 霉 素 的 检 出 限 可 达 到

０．１μｇ／ｋｇ。该方法前处理步骤相对简单，处理后杂
质干扰少，具有较强的适用性。
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