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［摘　 要］ 　 建立了快速测定禽蛋中氯霉素、氟苯尼考及氟苯尼考胺的超高效液相色谱－串联质谱分

析方法。 禽蛋用乙腈提取后，正己烷液液萃取除脂，浓缩后超高效液相色谱分离，以乙腈和 １０％甲

醇水为流动相进行梯度洗脱，ＭＲＭ 反应监测模式检测。 结果表明在 ５ ～ ２００ μｇ ／ Ｌ 的系列浓度范围

内均呈良好线性关系，相关系数均大于 ０．９９９。 氯霉素、氟苯尼考、氟苯尼考胺的检测限为０．５ μｇ ／ ｋｇ，定

量限为 ２．０ μｇ ／ ｋｇ，在 ２～２０ μｇ ／ ｋｇ 添加浓度范围内平均回收率为 ６０％～１００％，精密度小于 ２０％。 该

方法方便快捷、定性准确，适于禽蛋中的氯霉素、氟苯尼考及氟苯尼考胺药物残留检测。

［关键词］ 　 禽蛋；氯霉素类药物；残留；超高效液相色谱－串联质谱

作者简介： 曾 勇，农业推广研究员，从事兽药残留分析方法研究工作。 Ｅ－ｍａｉｌ： ｚｅｎｇｙｏｎｇ６３３＠ １２６．ｃｏｍ

Ｒａｐｉｄ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ，Ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ ａｎｄ Ｉｔｓ Ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅｓ
ｉｎ Ｐｏｕｌｔｒｙ Ｅｇｇｓ ｂｙ ＵＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ

ＺＥＮＧ Ｙｏｎｇ ，ＤＯＮＧ Ｗｅｎ－ｔｉｎｇ，ＧＯＮＧ Ｂｏ， ＺＨＯＵ Ｑｉｎ， ＪＩＮ Ｌｉｎｇ
（Ｈｕｂｅｉ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ Ｃｏｎｔｒｏｌ， Ｗｕｈａｎ ４３００７０，Ｃｈｉｎａ）

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａ ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ａｎｄ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ ｔｏ ｒａｐｉｄｌｙ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ，

ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ ａｎｄ ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ－ａｍｉｎｅ ｉｎ ｐｏｕｌｔｒｙ ｅｇｇｓ． Ｔｈｅ ｅｇｇｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｎｄ ｔｈｅｎ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｂｙ

ｎ－ｈｅｘａｎｅ ｌｉｑｕｉｄ． Ａｆｔｅｒ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ， ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｓｅｐａｒａｔｅｄ ｂｙ ＵＰＬＣ， ｅｌｕｔｅｄｗｉｔｈ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｎｄ １０％ ｍｅｔｈａｎｏｌ
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Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｗｅｒｅ ６０％～１００％ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｆｒｏｍ ２ μｇ ／ ｋｇ ｔｏ ２０ μｇ ／ ｋｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｗａｓ ｌｅｓｓ

ｔｈａｎ ２０％． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｃｏｎｖｅｎｉｅｎｔ， ｒａｐｉｄ， ａｃｃｕｒａｔｅ ａｎｄ ｉｔ ｗａｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ ｉｎ

ｐｏｕｌｔｒｙ ｅｇｇｓ．

Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｏｕｌｔｒｙ ｅｇｇｓ； ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ； ｒｅｓｉｄｕｅｓ； ＵＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ

·２４·



中国兽药杂志 ２０１７ 年 １２ 月第 ５１ 卷第 １２ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

　 　 禽蛋是人们日常生活中重要的优质食品，特别

是鸡蛋的蛋白质含量高，而且富含胆固醇，具有较

高的营养价值。 但蛋鸡饲养密度大，多发疾病，在
疾病预防和治疗过程中，由于兽医临床不遵守休药

期使用，极易造成鸡蛋中的药物残留，这些残留会

直接损害消费者的健康，还会导致细菌的耐药性等

等。 氯霉素类药物属于广谱抗生素，对革兰氏阳性

菌和阴性菌均有抑制作用，氟苯尼考是动物专用抗

菌药，其结构和氯霉素相似，在安全性和有效性方

面比氯霉素有明显优势，其主要代谢产物为氟苯尼

考胺［１］。 农业部公告第 ２３５ 号规定氯霉素为禁止

使用的药物，在动物性食品中不得检出，氟苯尼考

为产蛋期禁用药物，而我国目前国家检测标准中只

涉及水产品、蜂蜜以及动物肌肉组织中氯霉素、氟
苯尼考、氟苯尼考胺单个或两种药物残留检测方

法［２－４］，还未建立蛋品中同时检测氯霉素、氟苯尼

考、氟苯尼考胺残留检测方法。 本方法拟建立禽蛋

中氯霉素、氟苯尼考、氟苯尼考胺残留量的液相色

谱－串联质谱法，以期为禽蛋中氯霉素、氟苯尼考、
氟苯尼考胺药物残留的监控提供灵敏度高、简便快

速的检测技术，对兽药残留监控具有重要意义。
１　 材料与方法

１．１　 仪器与试剂　 液相色谱－串联质谱仪：配电喷

雾离子源 Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ－Ｑｕａｔｔｒｏ Ｐｒｅｍｉｅｒ ＸＥ 质谱联

用仪，Ｗａｔｅｒｓ 公司；ＡＥ２６０ 电子天平，Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ
公司；冷冻高速离心机，Ｓｉｇｍａ 公司；涡旋混合器；振
荡器；氮吹仪。 氯霉素、氟苯尼考、氟苯尼考胺对照

品均来自德国 ＤＲ 公司；乙腈为色谱纯；甲醇为色

谱纯；正己烷为分析纯；实验用水为 Ｍｉｌｌｉ － Ｑ 高

纯水。
１．２　 标准溶液配制 　 精密称取氯霉素、氟苯尼考

和氟苯尼考胺对照品约 １０ ｍｇ 置于 １００ ｍＬ 容量瓶

中，分别用甲醇溶解并稀释定容至刻度，此溶液浓

度为 １００ μｇ ／ ｍＬ 标准储备液。 分别准确量取 １．００
ｍＬ 氯霉素、氟苯尼考和氟苯尼考胺的标准储备溶

液于 １００ ｍＬ 容量瓶中，用甲醇定容至刻度，混匀即

得 １ μｇ ／ ｍＬ 混合工作液。

１．３　 样品处理　 称取 ５ ｇ（精确至 ０．０１ ｇ）试样，置

于 ５０ ｍＬ 塑料离心管，加入 １０ ｍＬ 乙腈，于涡旋混

合器上涡旋 １ ｍｉｎ，水平振荡 ５ ｍｉｎ，以 １００００ ｒ ／ ｍｉｎ

离心 １０ ｍｉｎ，取上清液转移至另一离心管中，样品残

渣再加入 １０ ｍＬ 乙腈重复提取一次，合并上清液。

提取液用 １０ ｍＬ 正己烷涡旋混匀，以 １００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离

心 ５ ｍｉｎ，弃去上层正己烷，下层再用正己烷重复操

作一次，取下层乙腈在 ４０ ℃水浴中氮吹至近干，准

确加入 １ ｍＬ 水溶解残渣，涡旋 １ ｍｉｎ，转入 １．５ ｍＬ

离心管中，以 １２０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，经过 ０．２２ μｍ

滤膜，供超高效液相色谱－串联质谱测定。

２　 ＵＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 分析

２．１　 超高效液相色谱条件　 色谱柱：ｗａｔｅｒｓ Ｘｂｒｉｇｅ

Ｃ１８ 柱（３．５ μｍ，２．１ ｍｍ×１５０ ｍｍ）；流动相：Ａ：乙

腈，Ｂ：１０％ 的甲醇水溶液，梯度洗脱： ０ ～ ３ ｍｉｎ，

５％Ａ～４０％Ａ，３ ～ ４ ｍｉｎ，４０％Ａ ～ ９５％Ａ，４ ～ ６ ｍｉｎ，

９５％Ａ～５％Ａ，流速 ０．３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量 １０ μＬ；柱温

３０ ℃。

２．２　 质谱条件 　 电喷雾离子源 ＥＳＩ（ ＋）；扫描方

式：正离子扫描（氟苯尼考胺）和负离子扫描（氟苯

尼考和氯霉素）；毛细管电压：３．０ ｋｖ；离子源温度：

１１０ ℃；脱溶剂温度：３５０ ℃；脱溶剂流量：８００ Ｌ ／ ｈ；

多反应监测（ＭＲＭ 采集模式）。 各种药物的定性离

子对、定量离子对和碰撞能量见表 １。

２．３　 标准曲线 　 精密量取一定量的氯霉素、氟苯

尼考、氟苯尼考胺混合标准工作液，用空白样品提

取液分别配成浓度为 ５，１０，２０，５０，１００，２００ μｇ ／ Ｌ

系列基质标准工作溶液，使用时现用现配。 每个浓

度重复三次，将测得的峰面积与对应浓度拟合，绘

制标准曲线，求回归方程和相关系数（表 ２）。

２．４　 方法的灵敏度、准确度和精密度　 采用空白试

样中添加目标化合物的方法，经实验得到特征离子

色谱峰信噪比大于或等于 ３ 的最低浓度为 ０．５ μｇ ／ ｋｇ

即方法的检测限。 信噪比大于或等 １０ 的最低浓度

为 ２．０ μｇ ／ ｋｇ 即方法的定量限。 空白禽蛋中添加各

药物后得到的特征离子质量色谱图如图 １ 所示。
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表 １　 定性离子对、定量离子对和碰撞能量

Ｔａｂ １　 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ，ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｏｎ ｐａｉｒ ａｎｄ Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ
化合物名称

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｎａｍｅ
定性离子对（ｍ ／ ｚ）
Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ

定量离子对（ｍ ／ ｚ）
ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｉｏｎ ｐａｉｒ

锥孔电压 ／ Ｖ
Ｃｏｎｅ

碰撞能量 ／ ｅＶ
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ

氯霉素
ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ

３２０．６＞１５１．７

３２０．６＞２５６．８
３２０．６＞１５１．７

３０ １８

３０ １２

氟苯尼考
ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ

３５５．７＞１８４．７

３５５．７＞３３５．７
３５５．７＞３３５．７

３０ １８

３０ １０
氯霉素－Ｄ５

ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ－Ｄ５
３２５．６＞１５６．８ ３２５．６＞１５６．８ ３０ １８

氟苯尼考胺
ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ－ａｍｉｎｅ

２４８＞１３０

２４８＞２３０
２４８＞１３０

２５ ２５

２５ １２

表 ２　 标准曲线方程

Ｔａｂ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｅｑｕａｔｉｏｎ
药物
Ｄｒｕｇ

标准曲线方程
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｅｑｕａｔｉｏｎ

线性范围 ／ （μｇ·Ｌ－１）
Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ／ （μｇ·Ｌ－１）

相关系数 ／ Ｒ
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ／ Ｒ

氯霉素 ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ ｙ＝ ８１．２２ｘ＋２７８．５５ ５～２００ ０．９９８９

氟苯尼考 ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ ｙ＝ １１９．７２ｘ＋６０７．７９ ５～２００ ０．９９８５

氟苯尼考胺 ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ－ａｍｉｎｅ ｙ＝ ６９．２５ｘ－３４３．９０ ５～２００ ０．９９９２

图 １　 空白鸡蛋中添加 ２μｇ ／ ｋｇ 氯霉素、氟苯尼考、氟苯尼考胺的特征离子质量色谱图
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　 　 在空白禽蛋中添加 ２．０、４．０、２０．０ μｇ ／ ｋｇ 三个不

同浓度的药物进行回收率试验，每个浓度进行 ５ 个

平行试验，重复进行 ３ 次，鸡蛋结果见表 ３，鸭蛋结

果见表 ４。 本方法在 ２ ～ ２０ μｇ ／ ｋｇ 浓度范围内，添
加浓度的回收率为 ６０％ ～ １００％。 批内相对标准偏

差≤２０％，批间相对标准偏差≤２０％。

表 ３　 鸡蛋中添加药物回收率及精密度测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｕｇｓ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｅｇｇｓ
药物名称

Ｄｒｕｇ
添加浓度 ／ （μｇ·ｋｇ－１）
Ａｄｄｉｔｉｖｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

回收率平均值 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

批内 ＲＳＤ（ｎ＝ ５） ／ ％
Ｉｎｔｒａ ａｓｓａｙ

批间 ＲＳＤ（ｎ＝ ３） ／ ％
Ｉｎｔｅｒ ａｓｓａｙ

氯霉素
ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ

２．０ ７５．９ ７．８ ８．６

４．０ ７５．６ ５．５ ８．０

２０．０ ７５．２ ６．８ ９．６

氟苯尼考
ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ

２．０ ７８．２ ６．１ ７．１

４．０ ７９．２ ４．０ ４．０

２０．０ ７８．８ ５．２ ５．１

氟苯尼考胺
ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ－ａｍｉｎｅ

２．０ ６９．０ ５．３ ６．７

４．０ ６９．７ ３．６ ３．５

２０．０ ６６．１ ５．０ ５．３

表 ４　 鸭蛋中添加药物回收率及精密度测定结果

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｄｒｕｇｓ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｄｕｃｋ ｅｇｇｓ
药物名称

Ｄｒｕｇ
添加浓度 ／ （μｇ·ｋｇ－１）
Ａｄｄｉｔｉｖｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ

回收率平均值 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ

批内 ＲＳＤ（ｎ＝ ５） ／ ％
Ｉｎｔｒａ ａｓｓａｙ ＲＳＤ

批间 ＲＳＤ（ｎ＝ ３） ／ ％
Ｉｎｔｅｒ ａｓｓａｙ ＲＳＤ

氯霉素
ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ

２．０ ７７．４ ６．１ ５．９

４．０ ８０．４ ６．７ ６．６

２０．０ ８１．０ ６．７ ６．２

氟苯尼考
ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ

２．０ ７３．５ ７．１ ６．８

４．０ ８０．４ ４．９ ４．３

２０．０ ８１．７ ５．８ ５．４

氟苯尼考胺
ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ－ａｍｉｎｅ

２．０ ６３．４ ４．８ ６．７

４．０ ６６．６ ３．６ ３．３

２０．０ ６８．７ ５．５ ５．２

３　 讨论与小结

３．１　 提取与净化 　 氯霉素、氟苯尼考都是弱极性

化合物，而氟苯尼考胺属于极性化合物，且它们都

属于弱碱性化合物，极易溶于甲醇、乙腈和乙酸乙

酯等有机溶剂。 国内外关于在动物组织样品中同

时提取氯霉素、氟苯尼考以及氟苯尼考胺大多采用

碱化乙酸乙酯。 本实验比较了乙腈、碱性乙酸乙

酯、甲醇三种试剂的回收率情况，甲醇回收率较低，

禽蛋中加入碱性乙酸乙酯后样品基质变成果冻状，
无法充分提取。 用乙腈能有效提取三种药物，再用

正己烷去除脂肪等杂质，省去了固相萃取步骤，旋
转蒸发，浓缩时用氮气吹干取代，减少了交叉污染

的机会。
３．２　 流动相条件 　 试验中发现，乙腈和 １０％甲醇

水作为流动相，各组分均能较好分离，并且峰形较

好，在质谱上也有较强的响应。 而乙腈和 ０．１％甲
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酸水作为流动相时，对于正离子模式采集的氟苯尼

考胺的信号有明显增强，因为甲酸对分析物容易质

子化而带上正电荷，然而对于氯霉素和氟苯尼考的

负离子采集模式会受到抑制［５］。
３．３　 基质效应　 对氯霉素类物质残留检测文献中

采用的是内标法，本文采用了配制基质曲线法外标

定量，用基质空白溶液配制标准溶液，从而降低基

质效应。 在实验过程中也考察了基质效应的影响，
采用空白鸡蛋样品按照 １．３ 项的提取方法制得阴

性空白基质样液（Ｂ），然后用空白试剂水（Ａ）和空

白基质样液（Ｂ），分别配制 ２．３ 项的标准曲线系列

溶液，得到标准溶液 Ａ 和标准溶液 Ｂ，进行测定，标
准曲线见表 ５。 基质效应 ＭＥ 可以用基质曲线斜

率 ／标准曲线斜率×１００％来进行计算，一般认为基

质效应 ＭＥ 在 ８５％ ～ １１５％之间不存在明显基质效

应，从表 ５ 可以看出，氯霉素和氟苯尼考两种药物

在乙腈提取制得的空白基质样液无明显的基质

效应。

表 ５　 氯霉素类化合物标准溶液和基质标准溶液的线性方程和基质效应（ＭＥ）

Ｔａｂ ５　 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ａｎｄ ｍａｔｒｉｘ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（ＭＥ）
样品
Ｓａｍｐｌｅ

药物
Ｄｒｕｇ

标准曲线方程
Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｅｑｕａｔｉｏｎ

线性范围 ／ （μｇ·Ｌ－１）
Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ

相关系数（Ｒ）
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ＭＥ ／ ％

标准溶液 Ａ

氯霉素 ｙ＝ ９２．９４ｘ＋２９２．５５ ５～２００ ０．９９８９

氟苯尼考 ｙ＝ １２４．６２ｘ＋６１７．７９ ５～２００ ０．９９８７

氯霉素 ｙ＝ ８７．９２ｘ＋２８４．５６ ５～２００ ０．９９８６ ９４．６

标准溶液 Ｂ 氟苯尼考 ｙ＝ １２０．１２ｘ＋６１０．３９ ５～２００ ０．９９８９ ９６．４

３．４　 方法的定量限 　 在方法研究中，氯霉素浓度

在 ０．３ μｇ ／ ｋｇ 时，其 Ｓ ／ Ｎ 为 ２３．６，说明降低氯霉素的

定量限空间很大，后续可进一步研究，降低氯霉素

的定量限。
本研究建立了禽蛋中氯霉素、氟苯尼考及氟苯

尼考胺残留检测的 ＵＰＬＣ－ＭＳ ／ ＭＳ 分析方法，通过

对仪器色谱条件和质谱条件各项参数的调谐以及

对样品前处理条件的优化，使得方法的灵敏度、精
确度均能满足兽药残留分析。 本方法具有操作步

骤少、有机溶剂消耗少、测定周期短等优点，而且能

同时对氯霉素、氟苯尼考、氟苯尼考胺三种药物进

行多残留检测。
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