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［摘　 要］ 　 为检测鸡组织中多西环素残留，保障禽产品的质量安全，建立了鸡肌肉、肝脏、肾脏和皮

＋脂 ４ 种组织中多西环素残留量的高效液相色谱法。 肌肉、肝脏、肾脏样品经 Ｎａ２ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ
缓冲液提取，硫酸和钨酸钠沉淀蛋白；皮 ＋ 脂样品经二氯甲烷溶解后，Ｎａ２ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲液

萃取，ＨＬＢ 固相萃取柱净化，高效液相色谱法测定，以 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 三氟乙酸 －乙腈为流动相，梯度洗

脱，检测波长为 ３５０ ｎｍ。 结果表明：多西环素在 ０． ０５ ～ ５ μｇ ／ ｍＬ 范围内呈良好的线性关系，Ｒ２大于

０． ９９９。 本方法在肌肉组织中的检测限为 ２５ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 ５０ μｇ ／ ｋｇ；在肝脏、肾脏和皮 ＋ 脂组织

中的检测限为 ５０ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 １００ μｇ ／ ｋｇ。 在各空白组织中添加 ５０ ～ １２００ μｇ ／ ｋｇ 浓度范围内，
多西环素的平均回收率在 ６１． ０５％ ～９０． ９０％之间，批内、批间相对标准偏差均在 ０． ７％ ～ １４． １％范

围之内。 本方法适用于鸡组织中多西环素残留量的测定。
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ｐｏｕｌｔｒｙ ｐｒｏｄｕｃｔｓ， ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ｗａｓ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ． Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｃｈｉｃｋｅｎ ｍｕｓｃｌｅｓ， ｌｉｖｅｒｓ ａｎｄ ｋｉｄｎｅｙｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ Ｎａ２ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ
ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ｓｏｄｉｕｍ ｔｕｎｇｓｔａｔｅ ａｎｄ ｓｕｌｆｕｒｉｃ ａｃｉｄ． Ａｎｄ ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｆｒｏｍ ｓｋｉｎ ｗｉｔｈ ｆａｔ
ｔｉｓｓｕｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ｄｉｃｈｌｏｒｏｍｅｔｈａｎｅ ａｎｄ ｔｈｅｎ Ｎａ２ ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ ｂｕｆｆｅｒ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ｔｈｅｎ ｅｃａｒｔｒｉｄｇｅｄ ｂｙ
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ＨＬＢ ｃｏｌｕｍｅ， ａｎｄ ｄｅｔｅｍｉｎａｔｅｄ ｂｙ ＨＰＬＣ． Ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｗｅｒｅ ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｗｉｔｈ ｇｒａｄｉｅｎｔ
ｅｌｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ３５０ ｎｍ． Ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ｗａｓ ｌｉｎｅａｒ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ
０． ０５ ～ ５ μｇ ／ ｍＬ （Ｒ２ ＞ ０． ９９９）． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ２５ μｇ ／ ｋｇ ｆｏｒ ｍｕｓｃｌｅｓ， ５０ μｇ ／ ｋｇ ｆｏｒ ｌｉｖｅｒｓ， ｋｉｄｎｅｙｓ
ａｎｄ ｓｋｉｎ ｗｉｔｈ ｆａｔ． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ５０ μｇ ／ ｋｇ ｆｏｒ ｍｕｓｃｌｅｓ， １００ μｇ ／ ｋｇ ｆｏｒ ｌｉｖｅｒｓ， ｋｉｄｎｅｙｓ ａｎｄ ｓｋｉｎ
ｗｉｔｈ ｆａｔ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ６１． ０５％ ｔｏ ９０． ９０％ ， ｗｈｉｃｈ ｓｐｉｋｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｒａｎｇｅ ｆｒｏｍ
５０ μｇ ／ ｋｇ ｔｏ １２００ μｇ ／ ｋｇ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｔｉｓｓｕｓｅｓ． Ｔｈｅ ｉｎｔｅｒ － ｒｕｎ ａｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ － ｒｕｎ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ７％ ～ １４． １％ ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｂｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ
ｃｈｉｃｋｅｎ ｔｉｓｓｕｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ； ｃｈｉｃｋｅｎ ｔｉｓｓｕｅｓ； ｒｅｓｉｄｕｅｓ； ＨＰＬＣ

　 　 多西环素（Ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ）是由链霉菌产生的四

环素类抗生素，对革兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌均

有抑制作用，具有高效、广谱、长效等优点，在兽医

临床中被广泛用于防治畜禽支原体病、大肠杆菌

病、沙门氏菌病、巴氏杆菌病、布氏杆菌病及细菌引

起的呼吸道感染等疾病［１］。 然而，在养殖业生产中

存在超剂量、超范围等不合理使用和不遵守休药期

的现象，造成了耐药菌株的出现和畜禽产品中药物

残留超标的问题。 多西环素在动物源食品中残留，
会对人体的肝脏、牙齿和骨骼等造成损害，给人类

的健康造成潜在危害［２ － ３］。 因此，我国和欧盟均规

定多西环素在家禽组织中最大残留限量（Ｍａｘｉｍｕｍ
ｒｅｓｉｄｕｅ ｌｉｍｉｔ， ＭＲＬ）为 １００ ～ ６００ μｇ ／ ｋｇ［４］。 目前，
国内外关于多西环素药物残留检测主要是水产品、
牛奶［５］、鸡蛋［６］及部分家畜的肌肉［７］、肝脏组织［８］

中残留量测定，未见肾脏和皮 ＋ 脂组织中多西环素

残留量测定方法的报道，现有的标准方法中组织也

涵盖不全。 本研究旨在建立一种高效液相色谱法，
可以同时测定鸡的肌肉、肝脏、肾脏和皮 ＋ 脂等组

织中多西环素残留量，以期为全面监控鸡组织中多

西环素残留提供技术支撑。
１　 材料与方法

１． １ 　 仪器 　 高效液相色谱仪 Ｗａｔｅｒｓ ２６９５，配

Ｗａｔｅｒｓ ２４８７ 检测器，美国Ｗａｔｅｒｓ 公司；台式冷冻高速

离心机，美国 Ｓｉｇｍａ 公司；电子天平（感量０． ００００１ ｇ 和

０． ０１ ｇ），梅特勒 － 托利多仪器（上海）有限公司；
ＩＫＡ ＭＳ３ ｂａｓｉｃ 漩涡仪，艾卡（广州）仪器设备有限

公司 （ ＩＫＡ 中国）；Ｍｉｌｌｉ － ＱＡ１０ 超纯水仪，美国

ＭｉＬｉｐｏｒｅ 公司；ＴＴＬ － ＤＣⅡ型氮吹仪，美国 Ｏｒｇａｎｏ⁃
ｍａｔｉｏｎ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ 公司；固相萃取装置，美国 Ｗａｔｅｒｓ
公司；微量加样器：美国 Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 公司。
１． ２ 　 试剂与材料 　 多西环素对照品， 含量：
８５． ２％ ，批号：Ｋ０１３１５０７，中国兽医药品监察所提

供。 甲醇和乙腈，色谱纯，均购自德国 Ｍｅｒｃｋ 公司；
三氟乙酸、二氯甲烷、乙二胺四乙酸二钠、枸橼酸、
磷酸氢二钠、草酸、硫酸、钨酸钠等，均为分析纯，购
自天津市科密欧化学试剂有限公司。 ＨＬＢ 固相萃

取柱（６ｃｃ，５００ ｍｇ），购自美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司。 定性滤

纸（快速），购自杭州沃华公司。
１． ３　 溶液的配制

１． ３． １　 １ ｍｇ ／ ｍＬ 多西环素标准贮备液　 准确称取

相当于多西环素 １０ ｍｇ 的多西环素对照品，于 １０
ｍＬ 容量瓶中，用甲醇溶解并定容，配制成浓度为 １
ｍｇ ／ ｍＬ 的多西环素标准贮备液，于 － ２０ ℃以下保

存，有效期 １ 个月。
１． ３． ２　 １０ μｇ ／ ｍＬ 多西环素标准工作液 　 准确量

取 １． ３． １ 项下溶液 １ ｍＬ，于 １００ ｍＬ 容量瓶中，用甲

醇稀释并定容，配制成浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ 的多西环

素标准工作液，现用现配。
１． ３． ３　 Ｎａ２ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液　 分别取一

水柠檬酸 １２． ９ ｇ，十二水磷酸氢二钠 ２７． ６ ｇ，二水

乙二胺四乙酸二钠 ３７． ２ ｇ，加水 ９００ ｍＬ 溶解，用 １
ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液调 ｐＨ 至 ４． ０，加水稀释至

１０００ ｍＬ，混匀。
１． ３． ４　 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 草酸溶液　 取草酸 １． ２６ ｇ，用
水溶解并稀释至 １０００ ｍＬ。
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１． ３． ５　 ３０％甲醇草酸溶液　 取甲醇 ３０ ｍＬ，加０． ０１
ｍｏｌ ／ Ｌ 草酸溶液稀释至 １００ ｍＬ。
１． ３． ６　 ０． ３４ ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液　 取硫酸 １． ８５ ｍＬ，用
水溶解并稀释至 １００ ｍＬ。
１． ３． ７　 ７％钨酸钠溶液 　 取钨酸钠 ７ ｇ，用水溶解

并稀释至 １００ ｍＬ。
１． ３． ８　 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 三氟乙酸水溶液　 取三氟乙酸

０． ８ ｍＬ，用水溶解并稀释至 １０００ ｍＬ，配制成 ０． ０１
ｍｏｌ ／ Ｌ 三氟乙酸水溶液。
１． ４　 试验方法

１． ４． １　 样品前处理　 肌肉、肝脏和肾脏：称取试料

５． ０ ｇ 于 ５０ ｍＬ 离心管中，加 Ｎａ２ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ
缓冲溶液 ２０ ｍＬ，涡旋 １ ｍｉｎ，振荡 １０ ｍｉｎ，加 ０． ３４
ｍｏｌ ／ Ｌ 硫酸溶液 ５ ｍＬ、７％钨酸钠溶液 ５ ｍＬ，涡旋 １
ｍｉｎ， ８５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清液。 残渣分别

加 Ｎａ２ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液 ２０ ｍＬ 和 １０ ｍＬ，
涡旋 １ ｍｉｎ，振荡 １０ ｍｉｎ，８５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，重
复提取两次。 合并三次上清液，滤纸过滤后，备用。

皮 ＋脂：称取试料 ５． ０ ｇ 于 ５０ ｍＬ 离心管中，加二

氯甲烷 １５ ｍＬ，涡旋 １ ｍｉｎ，振荡 ５ ｍｉｎ，加 Ｎａ２ＥＤＴＡ －
Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液 １５ ｍＬ，涡旋 １ ｍｉｎ，振荡 ５ ｍｉｎ，
８５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上层溶液。 下层溶液加

Ｎａ２ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液 １５ ｍＬ 萃取，取上层

溶液，重复两次。 合并三次上层溶液，滤纸过滤后，
备用。

ＨＬＢ 柱依次用甲醇 ５ ｍＬ、水 ５ ｍＬ 和 Ｎａ２ＥＤＴＡ －
Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液 ５ ｍＬ 活化，取备用液过柱，待全

部备用液流出后，依次用水 １０ ｍＬ、５％甲醇溶液 １０
ｍＬ 淋洗，抽干，用甲醇 ６ ｍＬ 洗脱，收集全部洗脱液

于刻度试管中，抽干，于 ４０ ℃水浴氮气吹至约 １． ０
ｍＬ，用 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 草酸溶液定容至 ２． ０ ｍＬ，过滤，
供高效液相色谱测定。
１． ４． ２ 　 色谱条件 　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ Ｘｂｒｉｇｅ Ｃ１８ 柱

（１５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，粒径 ５ μｍ）；流动相 Ａ：０． ０１
ｍｏｌ ／ Ｌ 三氟乙酸水溶液，Ｂ：乙腈；梯度洗脱，见表 １；
检测波长：３５０ ｎｍ；进样量：５０ μＬ；柱温：３０ ℃。
１． ４． ３　 标准曲线的绘制　 准确量取多西环素标准

工作液适量，用 ３０％ 甲醇草酸溶液稀释成浓度为

０． ０５、０． １、０． ２、０． ５、１、２、５ μｇ ／ ｍＬ 的系列标准溶

液，从低浓度到高浓度依次进样，供高效液相色谱

测定。 以测得峰面积为纵坐标，对应的标准溶液浓

度为横坐标，绘制标准曲线，求回归方程和相关

系数。
１． ４． ４　 检测限与定量限　 按 １． ４． １ 项样品前处理

方法处理样品，再按 １． ４． ２ 项液相色谱条件进行分

析测定。 依照信噪比 Ｓ ／ Ｎ≥３ 为检测限（ Ｌｉｍｉｔ ｏｆ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ， ＬＯＤ），Ｓ ／ Ｎ≥１０ 为定量限（Ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎ⁃
ｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ， ＬＯＱ）。
１． ４． ５ 　 精密度与准确度　 取空白鸡组织样品，以
定量限和最大残留限量为依据，添加 ４ 个不同浓度

（ＬＯＱ、１ ／ ２ＭＲＬ、ＭＲＬ、２ＭＲＬ） 的多西环素标准溶

液，按 １． ４． １ 项样品前处理方法处理样品，再按

１． ４． ２液相色谱条件进行 ＨＰＬＣ 分析测定，每个浓

度 ５ 个平行样品，进行 ３ 次重复试验。 求回收率和

批内、批间变异系数。

表 １　 流动相梯度洗脱

Ｔａｂ １　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ
时间 ／ ｍｉｎ 流速 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ － １） Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％

０ １． ０ ９０ １０

５ １． ０ ８０ ２０

１５ １． ０ ６５ ３５

１６ １． ０ ９０ １０

１７ １． ０ ９０ １０

２　 结果与分析

２． １　 标准曲线 　 在 ０． ０５ ～ ５ μｇ ／ ｍＬ 的浓度范围

内，多西环素色谱峰面积与浓度呈线性相关，回归

方程为 ｙ ＝ ８１． ６３ｘ ＋ ２２４６１． ６０，权重是 １ ／ ｘ２，相关系

数 ｒ 大于 ０． ９９９，见图 １。
２． ２　 检测限与定量限　 按照信噪比 Ｓ ／ Ｎ≥３ 为检

测限，Ｓ ／ Ｎ≥１０ 为定量限，求得鸡各组织中多西环

素的检测限分别为肌肉 ２０ μｇ ／ ｋｇ，肝脏、肾脏和皮

＋ 脂 ５０ μｇ ／ ｋｇ；定量限分别为肌肉 ５０ μｇ ／ ｋｇ，肝

脏、肾脏和皮 ＋ 脂 １００ μｇ ／ ｋｇ，色谱图见图 ２ ～

图 １０。
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图 １　 多西环素标准曲线图

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 ２　 多西环素标准溶液色谱图（１００ μｇ ／ Ｌ）

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ（１００ μｇ ／ Ｌ）

图 ３　 鸡肉组织空白色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｃｈｉｃｋｅｎ ｍｕｓｃｌｅｓ

图 ４　 鸡肉组织空白添加 ５０ μｇ ／ ｋｇ 多西环素色谱图

Ｆｉｇ ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ５０ μｇ ／ ｋｇ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｍｕｓｃｌｅｓ

·４·
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图 ５　 鸡肝脏组织空白色谱图

Ｆｉｇ ５　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｃｈｉｃｋｅｎ ｌｉｖｅｒｓ

图 ６　 鸡肝脏组织空白添加 １００ μｇ ／ ｋｇ 多西环素色谱图

Ｆｉｇ ６　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ １００ μｇ ／ ｋｇ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｌｉｖｅｒｓ

图 ７　 鸡肾脏组织空白色谱图

Ｆｉｇ ７　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｃｈｉｃｋｅｎ ｋｉｄｎｅｙｓ

图 ８　 鸡肾脏组织空白添加 １００ μｇ ／ ｋｇ 多西环素色谱图

Ｆｉｇ ８　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ １００ μｇ ／ ｋｇ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｋｉｄｎｅｙｓ

·５·
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图 ９　 鸡皮 ＋脂组织空白色谱图

Ｆｉｇ ９　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｃｈｉｃｋｅｎ ｓｋｉｎ ｗｉｔｈ ｆａｔ

图 １０　 鸡皮 ＋脂组织空白添加 １００ μｇ ／ ｋｇ 多西环素色谱图

Ｆｉｇ １０　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ １００ μｇ ／ ｋｇ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｓｋｉｎ ｗｉｔｈ ｆａｔ

２． ３　 精密度与准确度　 从表 ２ ～表 ５ 可以看出，多
西环素在肌肉组织 ５０ ～ ２００ μｇ ／ ｋｇ 添加浓度范围，
平均回收率为 ６３． ４２％ ～８１． １１％ ，批内变异系数为

２． ２％ ～ ９． ９％ ，批间变异系数为 ５． ７％ ～ ９． ０％ ；在
肝脏组织 １００ ～ ６００ μｇ ／ ｋｇ 添加浓度范围，平均回

收率为 ６２． ３２％ ～ ８４． ９２％ ，批内变异系数为 １． ２％
～１１． ５％ ，批间变异系数为 ６． ３％ ～ ９． ０％ ；在肾脏

组织 １００ ～ １２００ μｇ ／ ｋｇ 添加浓度范围，平均回收率

为 ９０． ４０％ ～ ９０． ９０％ ，批内变异系数为 １． ５％ ～
１３． ５％ ，批间变异系数为 ５． ０％ ～１４． １％ ；在皮 ＋ 脂

组织 １００ ～ ６００ μｇ ／ ｋｇ 添加浓度范围，平均回收率

为 ７０． ７７％ ～ ７４． ６％ ，批内变异系数为 ０． ７％ ～
６． ８％ ，批间变异系数为 １． ４％ ～４． ８％ 。

表 ２　 鸡肉中添加多西环素的回收率测定结果

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｍｕｓｃｌｅｓ

添加浓度

／ （μｇ·ｋｇ － １）
批次 １ ２ ３ ４ ５

批内 批间

Ｘ
－
± ＳＤ　 ｎ ＝ ５ ＣＶ ／ ％ Ｘ

－
± ＳＤ　 ｎ ＝ １５ ＣＶ ／ ％

５０

１ ６３． ６４ ６７． １０ ７３． ３０ ７７． ４２ ８１． ０４ ７２． ５０ ± ７． １７ ９． ９

２ ９０． ３４ ８０． ７２ ７５． ７８ ７２． ９６ ８４． ２６ ８０． ８１ ± ６． ８８ ８． ５

３ ８４． ３２ ７７． ３０ ７８． ４２ ８５． ９０ ７９． ６２ ８１． １１ ± ３． ７８ ４． ７

７８． １４ ± ７． ０３ ９． ０

１００

１ ６１． ０４ ６６． ２０ ６２． ５２ ７０． ８６ ６３． ６７ ６４． ８６ ± ３． ８５ ５． ９

２ ６８． ７７ ６６． ２８ ７１． ９０ ７６． ０４ ７０． ０９ ７０． ６２ ± ３． ６６ ５． ２

３ ６７． ９９ ７０． ６４ ６６． ６６ ６９． ２１ ６７． ６９ ６８． ４４ ± １． ５３ ２． ２

６７． ９７ ± ３． ８４ ５． ７

２００

１ ６８． ６３ ６０． ８０ ６１． ０８ ６６． ０４ ６０． ５５ ６３． ４２ ± ３． ６９ ５． ８

２ ６３． ９０ ６４． ６１ ６５． ５８ ６１． １９ ６６． ２５ ６４． ３１ ± １． ９６ ３． ０

３ ７５． １９ ７１． ８７ ６８． ０４ ６５． ６３ ６５． ２２ ６９． １９ ± ４． ２７ ６． ２

６５． ６４ ± ４． １３ ６． ３

·６·
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表 ３　 鸡肝脏中添加多西环素的回收率测定结果

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｌｉｖｅｒｓ
添加浓度

／ （μｇ·ｋｇ － １）
批次 １ ２ ３ ４ ５

批内 批间

Ｘ
－
± ＳＤ　 ｎ ＝ ５ ＣＶ ／ ％ Ｘ

－
± ＳＤ　 ｎ ＝ １５ ＣＶ ／ ％

１００
１ ７４． ９６ ７０． ９２ ７７． ０７ ９３． ４８ ８７． ０９ ８０． ７０ ± ９． ３０ １１． ５
２ ８０． ５３ ７７． ６９ ９０． １２ ８６． ７４ ７９． ４８ ８２． ９１ ± ５． ２８ ６． ４
３ ７８． ５１ ７６． ０３ ８３． １８ ９６． ２９ ９０． ６１ ８４． ９２ ± ８． ４４ ９． ９

８２． ８５ ± ７． ５０ ９． ０

１５０
１ ８１． ０９ ７７． ９７ ７８． ８５ ７０． ３４ ７９． ８１ ７７． ６１ ± ４． ２３ ５． ４
２ ６７． ３１ ７４． ６０ ７３． ９７ ６６． ６９ ７５． ３１ ７１． ５７ ± ４． ２１ ５． ９
３ ７０． ５９ ７７． ８３ ７５． ９４ ６９． ２３ ７８． ８３ ７４． ４９ ± ４． ３２ ５． ８

７４． ５６ ± ４． ６９ ６． ３

３００
１ ７６． ４５ ７３． ５４ ７０． ３１ ７５． ５３ ６９． ９８ ７３． １６ ± ２． ９５ ４． ０
２ ６７． ６８ ６５． ４４ ５９． ５２ ６７． １２ ６３． ４９ ６４． ６５ ± ３． ３０ ５． １
３ ６７． ７１ ６４． ４７ ６０． ２８ ６７． ０４ ６９． ９２ ６５． ８８ ± ３． ６９ ５． ６

６７． ９ ± ５． ０ ７． ３

６００
１ ７０． ９１ ７１． ８３ ６９． ６７ ７０． ６５ ７１． ４９ ７０． ９１ ± ０． ８４ １． ２
２ ６４． ９７ ６５． ０７ ６０． ３２ ６０． ２９ ６０． ９４ ６２． ３２ ± ２． ４８ ４． ０
３ ６１． ９１ ６４． ３０ ６２． ３９ ６０． ９９ ６３． ６２ ６２． ６４ ± １． ３３ ２． １

６５． ２９ ± ４． ４０ ６． ７

表 ４　 鸡肾脏中添加多西环素的回收率测定结果

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｋｉｄｎｅｙｓ
添加浓度

／ （μｇ·ｋｇ － １）
批次 １ ２ ３ ４ ５

批内 批间

Ｘ
－
± ＳＤ　 ｎ ＝ ５ ＣＶ ／ ％ Ｘ

－
± ＳＤ　 ｎ ＝ １５ ＣＶ ／ ％

１００
１ ９１． ３９ ８２． ８８ ９５． ３０ ８４． ７１ ９７． ６８ ９０． ４ ± ６． ４６ ７． １
２ ６８． ０７ ６５． ９８ ８３． ５９ ８２． ５４ ８１． ９１ ７６． ４２ ± ８． ６３ １１． ３
３ ６４． ６６ ６１． ６２ ７４． ２８ ７３． ５４ ７３． ３７ ６９． ４９ ± ５． ９１ ８． ５

７８． ７７ ± １１． １４ １４． １

３００
１ ６６． ４２ ７０． ８４ ７３． ４３ ７１． １１ ７２． １７ ７０． ７９ ± ２． ６５ ３． ７
２ ６４． ７０ ６５． ０２ ６６． ０９ ６４． ７０ ６６． ９７ ６５． ５０ ± １． ０ １． ５
３ ５９． ９７ ６０． ５３ ６２． ３０ ６０． １２ ６２． ３３ ６１． ０５ ± １． １７ １． ９

６５． ７８ ± ４． ４４ ６． ７

６００
１ ６８． ４３ ７７． ５３ ７０． ４７ ６０． ８９ ６５． ０５ ６８． ４７ ± ６． ２３ ９． １
２ ７６． ２３ ６７． ３２ ８５． ４１ ６７． ４８ ９０． ５１ ７７． ３９ ± １０． ４６ １３． ５
３ ６６． １８ ６０． ２９ ８１． ５６ ６０． ８３ ６４． ７３ ６６． ７２ ± ８． ６７ １３． ０

７０． ８６ ± ９． ３４ １３． ２

１２００
１ ７０． ６８ ６３． ２４ ６８． ６１ ５９． １９ ６７． ２５ ６５． ７９ ± ４． ５８ ７． ０
２ ６３． ４７ ６４． ８７ ６５． ２３ ６５． ０１ ６５． ７２ ６４． ８６ ± ０． ８４ １． ３
３ ６０． ６２ ６１． ３２ ６２． ０３ ６０． ７５ ６２． ４５ ６１． ４３ ± ０． ８０ １． ３

６４． ０３ ± ３． １９ ５． ０

表 ５　 鸡皮 ＋脂中添加多西环素的回收率测定结果

Ｔａｂ ５　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｓｋｉｎ ｗｉｔｈ ｆａｔ
添加浓度

／ （μｇ·ｋｇ － １）
批次 １ ２ ３ ４ ５

批内 批间

Ｘ
－
± ＳＤ　 ｎ ＝ ５ ＣＶ ／ ％ Ｘ

－
± ＳＤ　 ｎ ＝ １５ ＣＶ ／ ％

１００
１ ７４． ６０ ７３． ４０ ７３． ８３ ７３． ７３ ７３． ３４ ７３． ７８ ± ０． ５０ ０． ７
２ ７２． ６７ ７２． ２８ ７５． １４ ７４． １９ ７４． ２２ ７３． ７０ ± １． １９ １． ６
３ ７４． ３８ ７３． ９１ ７４． ５２ ７６． ５０ ７３． ６９ ７４． ６０ ± １． １１ １． ５

７４． ０３ ± １． ０ １． ４

１５０
１ ７３． ７７ ７４． ５８ ７２． ０７ ７３． ６２ ７４． ７６ ７３． ７６ ± １． ０６ １． ４
２ ７４． ４５ ７５． ２３ ７２． ６５ ７４． ５０ ７４． ４７ ７４． ２６ ± ０． ９６ １． ３
３ ７４． ０７ ７５． ０９ ７２． ５１ ７４． ３７ ６６． ２７ ７２． ４６ ± ３． ５８ ４． ９

７３． ４９ ± ２． ２１ ３． ０

３００
１ ７５． ５０ ７１． ７１ ７４． ４１ ７５． ８７ ７１． ６１ ７３． ８２ ± ２． ０４ ２． ８
２ ７４． ４８ ７４． ８３ ７５． １１ ７１． ３２ ７１． ０９ ７３． ３６ ± １． ９９ ２． ７
３ ７５． １４ ７４． １５ ７１． １３ ７１． １７ ６５． ４１ ７１． ４０ ± ３． ７９ ５． ３

７２． ８６ ± ２． ７６ ３． ８

６００
１ ７４． ４２ ７２． ４１ ７２． ５１ ７４． ５１ ７２． ３９ ７３． ２５ ± １． １１ １． ５
２ ７１． ８８ ７１． ８５ ７１． ８５ ６４． ５９ ７３． ７０ ７０． ７７ ± ３． ５４ ５． ０
３ ７３． ９６ ７５． ０２ ７１． ８４ ７１． ７１ ６２． ８３ ７１． ０７ ± ４． ８２ ６． ８

７１． ７０ ± ３． ４５ ４． ８
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３　 讨论与结论

３． １　 方法的选择　 目前国内外多西环素残留检测

方法常用的有酶联免疫法（ＥＬＩＳＡ）、液相色谱 － 串

联质谱法（ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）、液相色谱法（ＨＰＬＣ）等。
其中，ＥＬＩＳＡ 法操作简单、省时、灵敏度高，但存在

一定的交叉反应，易出现假阳性［９ － １０］，结果需要其

他方法进行确证；液相色谱 － 串联质谱法具有灵敏

度高、特异性强［１１ － １３］ 的特点，但存在基质效应、前
处理操作复杂、定量不准等问题，在实际应用中受

到一定的限制；高效液相色谱法具有简单、快捷、准
确等特点［１４ － １６］，是目前四环素类药物分析检测最

普遍的方法，而高效液相色谱 － 紫外检测法是中国

兽药典、多项国家标准及行业标准常用的方法，也
是多西环素药物检测中最经典的方法。 因此，选择

高效液相色谱 － 紫外检测法测定鸡组织中的多西

环素残留量，提高了方法的灵敏度、准确度和重现

性，为控制可食性鸡组织中多西环素的残留提供可

靠的方法保证。
３． ２　 色谱条件的优化　 通过比较常用的甲醇 － 乙

腈 － 草酸、三氟乙酸 － 甲醇、三氟乙酸溶液 － 乙腈

等四环素类药物测定流动相体系，发现 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ
三氟乙酸溶液 － 乙腈作为流动相，梯度洗脱，可避

免多西环素色谱峰展宽和出峰较早易受到杂质峰

干扰等问题。 同时，采用多西环素两个最大吸收波

长 ２７０ ｎｍ 和 ３５０ ｎｍ 进行考察，发现选择 ３５０ ｎｍ
为检测波长，可避免样品中杂质对多西环素的干

扰，同时可获得较高的响应值，提高方法的灵敏度。
３． ３　 固相萃取柱的选择 　 组织中的多西环素用

Ｎａ２ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲液提取，造成样品提取液

中存在较多的极性杂质，与多西环素极性相似，进
一步净化时不能用液 － 液分配方法进行净化。 故

分别选择 ＨＬＢ、 Ｃ１８、 ＭＡＸ、 ＨＬＢ － ＰＲＳ、 ＨＬＢ －
ＣＯＯＨ 等固相萃取柱进行考察。 结果发现，Ｃ１８ 柱

和 ＨＬＢ 柱二者均能较好的净化样品，但 Ｃ１８ 柱在

使用时会因吸附剂干涸、ｐＨ 值等问题造成结果重

现性差。 因此，本方法采用 ＨＬＢ 固相萃取柱进行

净化处理，有效去除蛋白和内源性杂质，减少了杂

质干扰，提高了方法的准确度和精密度。

３． ４　 皮 ＋脂组织提取方法优化　 由于多西环素具

有较强的极性，采用 Ｎａ２ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液

直接提取皮 ＋脂组织中的多西环素时，容易出现提

取不完全、回收率低等问题。 参考相关文献［１７］，选
择非极性溶剂将脂肪组织溶解，再用液 － 液萃取法

进行反相萃取。 通过比较叔丁基甲醚、正己烷、乙
腈、丙酮和二氯甲烷等有机溶剂，发现二氯甲烷可

以将脂肪组织充分溶解，再用 Ｎａ２ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ
缓冲溶液反相萃取两次，才能将皮 ＋ 脂组织中多西

环素完全萃取至缓冲溶液中，从而提高提取效率，
准确测定皮 ＋脂组织中多西环素的残留量。

本文建立了高效液相色谱法测定鸡四种组织

中多西环素残留量的方法，特异性强，准确度高，精
密度好，可满足鸡组织中多西环素残留量的检测，
为动物性食品中多西环素残留监控提供了检测

依据。
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