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［摘　 要］ 　 气相和液相色谱法常用于检测氟苯尼考在动物产品和环境样品中的残留水平。 本文比

较了气相色谱和液相色谱检测氟苯尼考的优缺点，同时重点对动物产品和养殖场相关环境样品中

氟苯尼考的提取和净化方法进行了比较分析。 不同类型样品前处理方法有不同，乙腈是良好的蛋

白沉淀剂，有助于动物产品的纯化；环境样品的前处理比动物产品更复杂，色谱串联质谱能够有效

提高其检测效率。 本文旨在归纳氟苯尼考的残留检测的色谱方法，为动物类食品安全和氟苯尼考

环境风险评估提供参考。
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　 　 氟苯尼考（Ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ，ＦＦ），又名氟甲砜霉素，
是动物专用抗菌药物。 氟苯尼考能与细菌 ７０ Ｓ 核

糖体的 ５０ Ｓ 亚基紧密结合，降低肽酰基转移酶的

活性，从而抑制肽链的延伸，干扰细菌蛋白质的合

成，对革兰氏阴性菌、革兰氏阳性菌均有抑制作

用［１］。 因其良好的抑菌效果，氟苯尼考被广泛应用

于治疗牛、猪、鸡等家禽和鱼类的细菌性疾病［２］。
随着氟苯尼考的广泛使用，其残留问题也逐渐引起

了人们的广泛关注［３］。 氟苯尼考的残留主要表现

在两个方面，一方面是食品中的残留，在畜禽、水产

等动物性食品中残留的氟苯尼考，可通过食物链传

递，造成食品安全隐患，影响消费者健康［４］。 另一

方面，动物摄入的氟苯尼考不能被其完全吸收，会
以母体或者代谢物的形式随着粪便和尿液等排泄物

排出体外进入到环境中，造成氟苯尼考及其代谢物

在水体、底泥和土壤等生态环境的残留和累积［５］。
与此同时，环境中氟苯尼考的累积促进了氟苯尼考

耐药菌的富集和传播，对公共安全造成了威胁。 根

据我国《食品安全国家标准食品中兽药最大残留限

量》（ＧＢ３１６５０ － ２０１９）中的规定，氟苯尼考的最大残

留限量为氟苯尼考及其代谢产物氟苯尼考胺之

和［６］，研究人员建立了很多针对氟苯尼考及其代谢

物的检测方法，其中色谱分析法是各种检测方法中

的金标准。 氟苯尼考的色谱分析法主要有气相色谱

法和液相色谱法。 二者也可与质谱串联使用，称
为气相色谱 － 串联质谱法和液相色谱 － 串联质谱

法，均有高效、灵敏的优点，在水产品、畜禽产品和

环境样品检测中都有应用［７］ 。 本文对氟苯尼考及

其代谢物的色谱检测方法进行了综述，对各检测

方法的优、缺点进行了分析，并对不同的前处理方

法进行了比较，以期为氟苯尼考的残留分析提供

科学参考。

１　 前处理方法比较分析

１． １　 动物产品的前处理分析　 氟苯尼考的分析测

定过程中，除了定量方法的选择外，样品前处理是

至关重要的一个环节。 它将复杂体系中待测组分

与基体进行分离，除去对分析测定有干扰的杂质，
通过纯化和富集以提高浓度，制成便于测定的溶液

形式［８］。 样品的前处理直接影响到分析的效率和

结果，样品的种类和实验条件不同，所用的提取方

法和净化方法不同（表 １）。 合适的前处理技术结

合高灵敏度的检测方法，才能获得良好的检测结

果。 氟苯尼考易溶于有机溶剂，所以提取液大多选

择甲醇、乙腈、丙酮、乙酸乙酯等有机溶剂。 有研究

比较了不同提取试剂对猪肉中氟苯尼考回收率的

影响，发现甲醇和乙腈提取率较差，回收率较低；乙
酸乙酯提取效果最佳，带入的干扰物质较少，无须

固相萃取小柱的净化，简化净化过程，节约了样品

前处理的成本［９ － １０］。 对于禽蛋样品，蛋白质含量较

高，而乙腈比乙酸乙酯的极性大，在提取目标化合

物的同时可以沉淀蛋白，是良好的蛋白沉淀剂，能
有效提取氟苯尼考。 曾勇等［１１］ 比较了乙腈、乙酸

乙酯、甲醇三种试剂对禽蛋中氟苯尼考的回收率情

况，甲醇回收率较低，而在禽蛋中加入碱性乙酸乙

酯后样品基质会变成果冻状，无法充分提取，影响

回收率。 乙腈能有效提取药物，再用正己烷去除脂

肪等杂质，也可省去固相萃取步骤。 样品处理后用

超高效液相色谱 － 串联质谱（ＵＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）分
析，氟苯尼考的检测限（ＬＯＤ）为 ０． ５ μｇ ／ ｋｇ，定量限

（ＬＯＱ）为 ２． ０ μｇ ／ ｋｇ，回收率为 ７３． ５％ ～ ８１． ７％ 。
鸡爪是家禽的副产品，但关于氟苯尼考在鸡爪中的

残留检测研究很少。 Ｐｏｋｒａｎｔ 等［１２］ 用水和丙酮提取

鸡爪中的氟苯尼考和氟苯尼考胺，加入二氯甲烷液

液萃取净化，再用液相色谱 － 质谱对分析物进行检
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测。 氟苯尼考和氟苯尼考胺的回收率为 ８８． ９１％ ～
１１５． ８３％，ＬＯＤ 均为 ５０ μｇ ／ ｋｇ，ＬＯＱ 均为 ５６． ８ μｇ ／ ｋｇ。
液液萃取（ＬＰＥ）和固相萃取（ＳＰＥ）作为样品预处

理技术，主要用于样品的分离和纯化，但传统的液

液萃取和固相萃取技术具有持续时间长、消耗有机

溶剂等缺点。 Ｉｍｒａｎ 等［１３］ 测定鸡肉中氟苯尼考和

氟苯尼考胺时，先用氨化乙腈提取，乙酸乙酯二次

提取。 正己烷脱脂后，用封端 Ｃ１８ 材料进行分散固

相萃取（ｄＳＰＥ），进一步对提取物净化。 氟苯尼考

和氟苯尼考胺的回收率分别为 ９１． ６％ ～ １００􀆰 ５％ 、
８６． ４％ ～ ９４． ５％ ， ＬＯＤ 分别为 ０． ７３ μｇ ／ ｋｇ 和

０． ５８ μｇ ／ ｋｇ，ＬＯＱ 分别为 ２． ４５ μｇ ／ ｋｇ 和１． ９ μｇ ／ ｋｇ。
相比于传统的固相萃取法，分散固相萃取具有快

速、简单的优点，并且不需要大量的溶剂来从吸附

剂中回收分析物。 Ｗｅｉ 等［１４］ 采用磁性分子印迹固

相萃取 （Ｍ － ＭＩＳＰＥ） 与高效液相色谱紫外检测

（ＨＰＬＣ － ＵＶ）相结合的方法检测鸡蛋和鸡血中的

氟苯尼考。 磁性双模板分子印迹聚合物（ＤＭＩＰ）具
有磁响应性，对氟苯尼考具有良好的吸附能力和选

择性。 结 果 显 示， 氟 苯 尼 考 的 平 均 回 收 率 为

８８． ３％ ～９９． １％ ，ＬＯＤ 为 ０． ０８ μｇ ／ ｋｇ。 此检测方法

快速、灵敏度高、选择性好，在动物样品检测中具有

良好的应用前景。 氟苯尼考的检测方法一般是基

于溶剂提取，然后去除杂质。 氟苯尼考代谢研究表

明，在鸡、猪、牛和鱼的可食用组织中，一些代谢产

物对蛋白质等生物分子具有较强的结合亲和力。
这些结合的氟苯尼考残基不能被有机溶剂直接提

取，需要酸水解步骤来释放结合残基并将其转化为

氟苯尼考胺［１５ － １６］。 Ｓｈｉｚｕｋａ 等［１７］ 开发了一种新的

方法，先从样品中释放结合残留物，然后将氟苯尼

考及其代谢物转化为氟苯尼考胺，最后检测氟苯尼

考胺的浓度。 Ｓｈｉｚｕｋａ 测定牛组织和鳗鱼中氟苯尼

考残留量，结果显示，氟苯尼考的回收率为 ９３％ ～
１０４％ ，ＬＯＤ 和 ＬＯＱ 分别为 １０ μｇ ／ ｋｇ 和 ０． ５ μｇ ／ ｋｇ。
该研究通过仔细优化样品水解和净化步骤，以最大

限度地减少基质效应和分析物损失，开发了一种可

靠的总氟苯尼考残留检测方法，通过使用溶剂标准

品的外部校准实现准确定量，既不需要同位素标记

的内标，也不需要基质匹配校准，具有很好的应用前

景。 Ｌｉ 等［１８］通过酸水解与溶剂萃取相结合，对鸡蛋

中氟苯尼考总残留量进行定量分析。 样品酸水解后

用乙酸乙酯洗涤去除干扰物质，在碱性条件下用乙

酸乙酯萃取，ＭＣＸ 固相萃取柱净化，鸡蛋中氟苯尼考

胺的回收率为 ９１． ２％ ～ １０２． ４％，ＬＯＤ 和 ＬＯＱ 分别

为 ０． ５ μｇ ／ ｋｇ 和１． ０ μｇ ／ ｋｇ。 动物产品中氟苯尼考的

残留检测大多集中于可食用组织，而对于家禽羽毛

研究较少。 羽毛作为一种替代样品材料，检测家禽

养殖中氟苯尼考的使用情况，可以在一定程度上

解决干扰基质多、收集不便等问题。 为了研究氟

苯尼考及其代谢产物氟苯尼考胺在肉鸡羽毛中的

残留情况，Ｃｏｒｎｅｊｏ 等［１９］ 用丙酮和水作为提取溶

剂，再加入二氯甲烷进行液液萃取。 氟苯尼考和

氟苯尼考胺的回收率为 ９９％ ～ １０２％ ，ＬＯＤ 均为

２０ μｇ ／ ｋｇ，ＬＯＱ 分别为 ２４． ４ μｇ ／ ｋｇ 和２４． ５ μｇ ／ ｋｇ。
１． ２　 环境类样品的前处理分析　 环境样品中抗生

素检测是评价环境安全的重要标准之一［２０］。 土

壤、水和畜禽粪便等环境样品都已经被检测出来含

有残留的抗生素［２１］。 不同于动物性产品，环境样

品成分复杂，其提取的杂质更多，易对检测分析造

成干扰。 对于土壤样品中氟苯尼考的残留检测，用
乙酸乙酯提取的杂质较多，净化过程较为繁杂，而
用甲醇、乙腈或丙酮提取，效果较好。 张冲［２２］ 建立

了土壤中氟苯尼考残留的检测方法，甲醇提取，
ＬＣ －１８ 固相萃取小柱净化。 实验比较了二氯甲

烷、甲醇和乙睛对土壤中氟苯尼考的提取效果，其
中甲醇提取效率最高，再辅以超声提取，最终氟苯

尼考回收率为 ８２． ５％ 。 Ｘｕ 等［２３］ 同时检测土壤中

氟苯尼考及氟苯尼考胺。 样品用氨化乙腈提取，加
入无水硫酸镁和氯化钠除水，ＰＳＡ 和 Ｃ１８ 吸附剂净

化后，震荡离心，取上清液上机测定。 结果显示，氟
苯尼考和氟苯尼考胺的平均回收率为 ７３． ６％ ～
９４􀆰 ９％ 。 此方法不用固相萃取柱净化，是一种简

便，低成本，有效的测定方法。 除土壤样品外，还有

一类环境样品———畜禽粪便，近年来也逐渐受到了

人们的关注。 畜禽粪便基质复杂，前处理较为繁琐，
大多需要用固相萃取小柱净化杂质。 Ｗａｎｇ 等［２４］ 采

·６６·



中国兽药杂志 ２０２３ 年 ９ 月第 ５７ 卷第 ９ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

用超高效液相色谱 －串联质谱法检测了畜禽养殖场

中有机肥料中氟苯尼考的残留浓度，用水：甲醇：丙
酮（５０∶ ２５∶ ２５，Ｖ ／ Ｖ ／ Ｖ）提取后，ＨＬＢ 萃取柱净化。 氟

苯尼考的 ＬＯＤ 为 ０． １ μｇ ／ ｋｇ，ＬＯＱ 为 ０􀆰 ５ μｇ ／ ｋｇ，平
均回收率为 ７６． ６％ ～ ８５． ４％。 Ｐｏｋｒａｎｔ 等［２５］ 从粪便

基质中提取氟苯尼考。 将样品均质后用乙腈和

ＥＤＴＡ －ＭｃＩｌｖａｉｎｅ 缓冲液（ｐＨ ４． ０）提取。 无粘合剂

的玻璃纤维滤纸过滤，ＨＬＢ 固相萃取柱净化，氟苯尼

考的 ＬＯＤ 为 １１． ２ μｇ ／ ｋｇ，ＬＯＱ 为 ３３． ５ μｇ ／ ｋｇ，回收

率为 ９７． ５％ ～ ９９． ２％。 目前，关于畜禽粪便中氟苯

尼考的残留检测文章较少，此方法可以为之后的残

留检测提供参考。

表 １　 不同类型样品的前处理方法比较分析

Ｔａｂ １　 Ｃｏｍｐａｒａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｅｔｒｅａｔｍｅｎｔ ｍｅｔｈｏｄｓ ｆｏｒ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｔｙｐｅｓ ｏｆ ｓａｍｐｌｅｓ
检测项目和文献 提取试剂 净化方法 回收率 结论

猪肉中的 ＦＦ 和 ＦＦＡ［９］ 。 氨水 － 乙酸乙酯 正己烷
８７． ７４％ ～８８． ７％
８７． ８４％ ～８８． ２８％

猪肉中的 ＦＦ［１０］ 。 氨水 － 乙酸乙酯 正己烷 ９０． ８％ ～１０８． ２％

对于猪肉样品，实验比较了乙酸乙酯、乙
腈、甲醇和丙酮对回收率的影响，其中氨
水 － 乙酸乙酯提取效果更佳，且简化了净
化过程，节约成本。

禽蛋中的 ＦＦ、ＦＦＡ［１１］ 。 乙腈 正己烷
７３． ５％ ～８１． ７％
６３． ４％ ～６８． ７％

对于禽蛋样品，乙腈在提取目标化合物的
同时可以沉淀蛋白，能有效提取氟苯
尼考。

鸡爪中的 ＦＦ 和 ＦＦＡ［１２］ 。 丙酮和水 二氯甲烷 ８８． ９１％ ～１１５． ８３％
对于鸡爪样品，用丙酮和水作提取，二氯
甲烷液液萃取净化，此方法操作简便且药
物回收率较高。

鸡肉中 ＦＦ 和 ＦＦＡ［１３］ 。 氨化乙腈，乙酸乙酯 正己烷
９１． ６％ ～１００． ５％
８６． ４％ ～９４． ５％

相比于传统的固相萃取法，分散固相萃取
具有快速、简单的优点，并且不需要大量
的溶剂来从吸附剂中回收分析物。

鸡蛋和鸡血中的 ＦＦ［１４］ 。 乙腈 Ｍ － ＭＩＳＰＥ ８８． ３％ ～９９． １％

采用磁性分子印迹固相萃取，无需固相萃
取柱填料，可以解决传统固体萃取技术具
有持续时间长、消耗有机溶剂、样品前处
理复杂等缺点。

牛组织、鳗鱼中的 ＦＦ［１７］ 。 乙酸乙酯
正己烷，Ｃｈｅｍ Ｅｌｕｔ

萃取柱
９３％ ～１０４％

鸡蛋中的 ＦＦ［１８］ 。 乙酸乙酯 ＭＣＸ 固相萃取柱 ９１． ２％ ～１０２． ４％

通过酸水解，将 ＦＦ 及其代谢物转化为
ＦＦＡ，优化样品水解和净化步骤，以最大
限度地减少基质效应和分析物损失。

肉鸡羽毛中的 ＦＦ 和 ＦＦＡ［１９］ 。 丙酮和水 二氯甲烷 ９９％ ～１０２％
丙酮和水作为提取溶剂，二氯甲烷进行液
液萃取，此方法操作简便且药物回收率
较高。

土壤中的 ＦＦ［２２］ 。 甲醇 ＬＣ － １８ 固相萃取小柱 ８２． ５％

对于土壤样品，用乙酸乙酯提取的杂质较
多，净化过程较为繁杂。 实验比较了二氯
甲烷、甲醇和乙睛提取土壤中 ＦＦ 的效果，
其中甲醇提取效率最高。

土壤中 ＦＦ 和 ＦＦＡ［２３］ 。 氨化乙腈 ＰＳＡ 和 Ｃ１８ ７３． ６％ ～９４． ９％ 通过 ＰＳＡ 和 Ｃ１８ 吸附净化，无需固相萃
取柱，操作简便，节约成本。

有机肥料中 ＦＦ［２４］ 。 水、甲醇和丙酮 ＨＬＢ 萃取柱 ７６． ６％ ～８５． ４％

粪便基质中提取 ＦＦ［２５］ 。
乙腈、ＥＤＴＡ －
ＭｃＩｌｖａｉｎｅ缓冲
液提取

无粘合剂的玻
璃纤维滤纸，
ＨＬＢ 固 相 萃
取柱

９７． ５％ ～９９． ２％

畜禽粪便中 ＦＦ 的残留检测文章很少，该
方法满足 ＦＦ 的检测要求，可为畜禽粪便
中 ＦＦ 的残留检测提供参考。

　 　 总的来看，氟苯尼考提取液大多选择甲醇、乙
腈、丙酮、乙酸乙酯等有机溶剂，但不同类型的样品

中提取液的选择不一样。 在动物产品分析中，乙腈

是良好的蛋白沉淀剂，提出的杂质相对较少，可以省

去固相萃取柱净化这一步骤。 对于土壤，粪便等环

境样品，提取过程中许多内源性物质无法得到有效
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去除，净化过程较为复杂，需固相萃取柱过滤纯化。
相较于传统的固体萃取技术，分散固相萃取技术快

速、简单，并且不需要大量的溶剂来从吸附剂中回收

分析物。 磁性分子印迹固相萃取无需固相萃取柱填

料，只需外置磁铁即可快速分离，耗时短，准确性高。
２　 色谱分析

２． １　 气相色谱法 　 气相色谱法（ＧＣ）是利用气体

作流动相的色层分离分析方法，原理如图 １ 所示，
试样被载气（流动相）带入色谱柱中，由于固定相对

各组份的吸附或溶解能力不同，因此各组份从色谱

柱流出的时间不同，组分彼此分离［２６］。 氟苯尼考

含有硫酰基和亚氨基，有很强的极性且难挥发，在
采用气相色谱法分析此类化合物时，需对其极性官

能团进行酯化、硅烷化或酰化，生成易挥发的衍生

物［２７］。 如表 ２ 所示，气相色谱对于氟苯尼考的残

留检测在动物组织中应用广泛。 胡红美等［２８］ 用乙

酸乙酯提取样品，正己烷除脂，ＰＳＡ 吸附剂净化，硅
烷化试剂衍生化后通过气相色谱法检测水产品中

氟苯尼考，结果显示氟苯尼考在鲫鱼、青蟹、南美白

对虾中的回收率分别为 ８２％ ～９３％ 、８９％ ～ ９６％和

９１％ ～ ９３％ ，ＬＯＤ 为 ０􀆰 ３ μｇ ／ ｋｇ。 该方法回收效果

较好，准确度也较高，可以满足水产品中氟苯尼考的

检测要求。 对于用乙酸乙酯提取，正己烷除脂后还

是净化不完全的样品，则需要借助固相萃取柱，如
ＭＣＸ 固相萃取柱、Ｃ１８ 固相萃取柱来完成进一步的

净化［２９ － ３０］。 孙丰云等［２９］ 同时检测了虾肉中的氟苯

尼考和氟苯尼考胺，提取剂为氨化乙酸乙酯。 氟苯

尼考胺呈碱性，极性高，故采用 ＭＣＸ 固相萃取柱净

化，弱碱性的氟苯尼考胺在酸性溶液中呈离子状态，
通过阳离子交换作用保留在柱上，而氟苯尼考通过

反向交换作用保留在柱上。 结果显示，氟苯尼考和

氟苯尼考胺的回收率分别为 ８９． ０％ ～ ９３． ３％ 和

８６．３％ ～１１９􀆰 ６％，ＬＯＤ 分别为０．４ μｇ ／ ｋｇ和 ０． ２ μｇ ／ ｋｇ，
ＬＯＱ 分别为 １． ３ μｇ ／ ｋｇ 和０． ８ μｇ ／ ｋｇ。 在胡红美和

孙丰云的研究中，分别用 ＰＳＡ 吸附剂和 ＭＣＸ 柱净

化，二者回收率和检测限相差不大。 对于氟苯尼考

的检测，ＰＳＡ 在乙酸乙酯中可吸附氟苯尼考，需用

丙酮溶解提取物，在丙酮中用 ＰＳＡ 净化。 ＭＣＸ 萃

取柱能达到较好的净化效果，但是，固相萃取需要

进行活化、上样、淋洗、洗脱等过程，步骤较多、过柱

时间较长，不利于大批量样品的检测。

图 １　 气相色谱原理

Ｆｉｇ １． ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

上述文献都是用的是气相色谱 － 电子捕获检

测器（ＧＣ － ＥＣＤ）来检测氟苯尼考。 ＥＣＤ 是一个高

灵敏度的检测器，但只对具有电负性的物质，如含卤

素、硫、磷、氮的物质有信号，而对电中性（无电负性）
的物质，无信号，这在一定程度上限制了它的使

用［３１］。 质谱仪灵敏度高，样品用量少，分析速度快，
与气相色谱相连实现对未知成分的分离和定性。 气

相色谱 －质谱联用（ＧＣ － ＭＳ）可根据样品中待测组

分在图谱上的保留时间和此保留时间内残留药物分

子裂解的特征离子碎片，由质谱仪对药物进行准确

定性，并以此作为定量的依据，从而克服了因杂质峰

与药物保留时间相同而将杂质峰误认为药物的缺

点，因此气相色谱 － 质谱联用法广泛用于复杂组分

的分离和鉴定［３２］。 气相色谱 －质谱联用法对样品进

行检测之前，需对其净化。 水产品中残留药物的净

化一般采用液 －液萃取法或固相萃取法。 邵会［３３］建

立了气相色谱法 － 质谱法同时测定 ６ 种水产品（中
国对虾、大菱鲆、鲫鱼、鳗鱼、蟹、甲鱼）中的氟苯尼考

和氟苯尼考胺。 氟苯尼考脂溶性强，而代谢物氟苯

尼考胺极性强。 由于极性的差异，普通固相萃取柱

对 ２ 种药物同时净化效果不太理想。 他比较了阳离

子交换固相萃取柱 ＰＣＸ、ＭＣＸ 柱以及反相吸附萃取
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柱 ＨＬＢ 柱的净化效果。 结果表明，ＭＣＸ 柱净化效果

较好，这与已有的研究结果相符［３４ － ３５］。 氟苯尼考和

氟苯尼考胺的加标回收率为 ７６． ４％ ～ ９４． ３％，ＬＯＤ
均为 １． ０ μｇ ／ ｋｇ，ＬＯＱ 均为３． ０ μｇ ／ ｋｇ。 氟苯尼考的

检测分析中，固相萃取柱的选择很关键，固相萃取过

程中洗脱剂的选择和用量也十分重要。 氟苯尼考一

般用甲醇洗脱，洗脱剂量小，不足以把目标物从小柱

上洗脱下来；洗脱剂量大，会导致弱极性杂质洗脱出

来，影响检验效果。 乔青青等［３６］ 探讨了固相萃取柱

洗脱剂的用量对药物回收率的影响，当洗脱剂甲醇

用量小于 ５ ｍＬ 时，氟苯尼考和氟苯尼考胺的回收率

在 ９０％以下，而甲醇用量超过 ６ ｍＬ 时才能充分洗

脱，２ 种化合物回收率均在 ９０％ ～１１０％，回收效果较

好，ＬＯＤ 为 ０． ５ μｇ ／ ｋｇ。
气相色谱 － 质谱联用法结合了气相色谱和质

谱的优点，因而具有灵敏度高、分析速度快、选择性

高等优点，可同时完成待测组分的分离和鉴定［３７］。
氟苯尼考在硅烷化后有几个丰度较大的碎片离子，
易于定性鉴别，所以气质联用法对氟苯尼考的残留

检测灵敏［３２］。

表 ２　 气相色谱检测样品中的 ＦＦ

Ｔａｂ ２　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＦ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ
检测项目和文献 前处理方法 检测仪器 回收率 检测限 结论

鲫鱼、青蟹、南美白对虾

中的 ＦＦ［２８］ 。
乙酸乙酯提取，正己烷除脂，
ＰＳＡ 吸附剂净化。 ＧＣ － ＥＣＤ

８２％ ～９３％
８９％ ～９６％
９１％ ～９３％

０． ３ μｇ ／ ｋｇ

ＥＣＤ 是一个高灵敏度的
检测器，但只对具有电负
性的物质有信号。 实验
用 ＰＳＡ 吸附剂净化，操
作简便，回收率高和准确
度较高。

虾肉中的 ＦＦ 和 ＦＦＡ［２９］ 。
氨水 － 乙酸乙酯提取，ＭＣＸ
固相萃取柱净化。 ＧＣ － ＥＣＤ ８９． ０％ ～９３． ３％

８６． ３％ ～１１９． ６％
０． ４ μｇ ／ ｋｇ
０． ２ μｇ ／ ｋｇ

ＭＣＸ 萃取柱净化，效果
较好，但与吸附剂相比，
其步骤较多、过柱的时间
较长，不利于大批量样品
的检测。

中国对虾、大菱鲆、鲫鱼、
鳗鱼、 蟹、 甲 鱼 中 的 ＦＦ
和 ＦＦＡ［３３］ 。

氨水 － 乙酸乙酯提取，ＭＣＸ
固相萃取柱净化。 ＧＣ － ＭＳ ７６． ４％ ～９４． ３％ １． ０ μｇ ／ ｋｇ

ＧＣ － ＭＳ 广泛用于复杂
组分的分离和鉴定。 实
验比 较 了 固 相 萃 取 柱
ＰＣＸ、ＭＣＸ 柱以及反相
吸附萃取柱 ＨＬＢ 柱的净
化效果。 结果显示，ＭＣＸ
柱净化效果较好。

鸡蛋中的 ＦＦ 和 ＦＦＡ［３５］ 。
氨水 － 乙酸乙酯提取，Ｃ１８ 固
相萃取柱净化。 ＧＣ － ＭＳ ８６． ４％ ～１０２％

９４． ０％ ～１１９． ４％ ０． ５ μｇ ／ ｋｇ

ＧＣ － ＭＳ 检测分析时，固
相萃取柱的选择很关键，
固相萃取过程中洗脱剂
的选 择 和 用 量 也 十 分
重要。

２． ２　 液相色谱法目前，国内外对氟苯尼考及其代

谢物氟苯尼考胺的残留检测方法较多，原理如图 ２

所示，国家标准规定的检测方法以高效液相色谱法

为主［３８］。 气相色谱是利用惰性气体的流动相进行

分析，它的检测对象主要是具有一定挥发性的物

质，而液相色谱不受样品的挥发性和热稳定性的限

制［３９］，不需要较繁琐的衍生化步骤。 因此，在氟苯

尼考的检测分析中，液相色谱应用范围更广泛［４０］。

高效液相色谱可根据待测样品的特性以及实验条

件来选择不同的检测器来检测分析［４１］，如紫外检

测器（ＵＶＤ）、荧光检测器（ＦＤ）及二极管阵列检测

器（ＰＤＡ）和质谱检测器（ＭＳＤ）等，详细内容如表 ３

所示。 紫外检测器是高效液相中常用的检测器之

一，灵敏度较高，线性范围宽，噪声低［４２］。 李涛

等［４３］用高效液相色谱串联紫外检测器测定畜禽肉

中氟苯尼考残留量，样品经乙腈提取，正己烷除脂，

·９６·
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滤膜过滤后直接高效液相色谱仪分析。 平均加标

回收率为 ９１． ８％ ～ ９５． ２％ ，ＬＯＤ 为 １０ μｇ ／ ｋｇ，ＬＯＱ
为 ３０ μｇ ／ ｋｇ。 此方法操作简单，成本较低，适合畜

禽肉中氟苯尼考残留的检测。 相比于畜禽产品中

氟苯尼考的检测，饲料这类成分复杂的样品，其净

化步 骤 也 更 加 复 杂， 这 增 加 了 分 析 成 本。
Ｙａｎｇ 等［４４］建立了薄层色谱 －高效液相色谱法串联

紫外检测器测定猪、鸡、鱼饲料中氟苯尼考的方法。
氟苯尼考的回收率为 ８０． ６％ ～ １０５． ３％ ，ＬＯＤ 为

２０ μｇ ／ ｋｇ，ＬＯＱ 为 ５０ μｇ ／ ｋｇ。 实验对比了固相萃取

柱和薄层色谱这两种方法的净化效果。 结果显示，
净化猪饲料样品时，固相萃取不能有效去除干扰，
而薄层色谱具有较好的分离效率和较低的成本。
紫外检测器分析样品时，要求样品必须有紫外吸

收，且流动相的紫外吸收应尽可能的小，否则会有

较大的本底吸收，影响结果。 二极管阵列检测器作

为紫外检测器的升级，可以克服普通紫外检测器的

缺点，给出的是色谱、光谱的三维谱图，可以测出样

品中每一种物质的最大吸收，实现三维定性与定量

分析，为分析工作者提供十分丰富的定性定量信

息［４５］。 杨方等［４６］用二极管阵列检测器检测鳗鱼中

氟苯尼考含量。 采用乙酸乙酯提取样品，在提取过

程中，因鳗鱼肉中有大量脂质及类脂物质同时被提

取出，用正已烷除脂，再采用 Ｃ１８ 小柱净化以除去

水溶性杂质的干扰。 结果表明，该方法的平均回收

率为 ９３％ ，ＬＯＤ 为 ９． １ μｇ ／ ｋｇ，ＬＯＱ 为２２． ３ μｇ ／ ｋｇ。
马文瑾等［４７］用液相色谱串联二极管阵列检测器检

测土壤中氟苯尼考及氟苯尼考胺。 样品自然风干

后，用丙酮和水作为提取试剂，采用超声辅助提取，
再与二氯甲烷进行液液萃取净化杂质。 试验测得

土壤样品中氟苯尼考和氟苯尼考胺的加标回收率

分别为 ９０． １６％ ～ ９９． ３７％ 、６７． ６３％ ～ ９６． ８６％ ，
ＬＯＤ 分别为 １０、１５ μｇ ／ ｋｇ，ＬＯＱ 分别为 ４５、５０ μｇ ／ ｋｇ。
与畜禽样品的提取方法不同，土壤样品选用丙酮和

水来提取氟苯尼考，回收率相对较高，而且提取出

的内源性物质少，减少了杂峰干扰。 荧光检测器也

是常用的检测器，采用激光作为荧光检测器的光源

而产生的激光诱导荧光检测器极大地增强了荧光检

测的信噪比，具有良好的选择性。 荧光检测器的灵

敏度很高，比紫外检测器约高两个数量级，其线性范

围比紫外检测器窄。 刘永涛等［４８］ 和谢恺舟等［４９］ 用

高效液相色谱荧光检测法分别检测水产品和鸡肉中

氟 苯 尼 考 含 量， 最 终 ＬＯＤ 分 别 为 ５ μｇ ／ ｋｇ、
１． ５ μｇ ／ ｋｇ。 二者样品都用丙酮来提取，提取的内源

性杂质较少，省去了固相萃取步骤，方法的药物平均

回收率分别为 ７９％ ～９０％和 ７９． ３％ ～８２􀆰 ５％。 刘永

涛和谢恺舟采用传统的液 － 液萃取法提取氟苯尼

考。 为了简化样品的预处理及提高效率，Ｗａｎｇ
等［５０］采用加速溶剂萃取（ＡＳＥ）从样品中提取目标分

析物，结合超高效液相色谱 － 荧光检测器测定禽蛋

中氟苯尼考和氟苯尼考胺的残留量。 氟苯尼考和氟

苯尼考胺的加标回收率分别为 ８９􀆰 ４％ ～ ９８． ６％、
９１􀆰 ５％ ～ ９８． ０％，ＬＯＤ 分别为 ４􀆰 ７、１． ８ μｇ ／ ｋｇ，ＬＯＱ
分别为 １０． ５、４． ３ μｇ ／ ｋｇ。 此外，还比较了超声提取、
涡旋振荡提取、ＡＳＥ 提取的效果。 结果表明，ＡＳＥ 具

有自动化、试剂消耗少、回收率高以及适用于样品的

批量处理等优点。 比较上述三种检测器，紫外检测

器目前在液相色谱方面应用范围广。 二极管阵列检

测器可以测出样品中每一种物质的最大吸收，这样

可以分别进行灵敏度最高的检测，克服了普通紫外

检测器的缺点。 但是，其价格相对昂贵，对于成熟的

色谱条件分析没有优势，适合新产品的色谱条件开

发、摸索。 荧光检测器灵敏度最高，检出限最低，其
适用范围比紫外检测器窄，仅适用于被激发后能产

生荧光的物质。 并且，对发生在荧光测量中的一些

干扰非常敏感，在进行定量分析时，有必要验证这些

干扰是否存在，以及对样品测定的影响程度，该缺点

限制了荧光检测器的应用。
高效液相色谱是通过监测与计算保留时间来

对单个物质进行定性检测的，但是两个不同的物质

可能具有相同的保留时间，这就会导致高效液相色

谱在物质定性上可能存在不准确的情况［３５］。 高效

液相色谱 －串联质谱法（ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）是通过使

待测物质中各个组分在离子源中产生电离，通过质

荷比的差异来对各组分进行定性分析，提高了检测

的灵敏度，也避免了假阳性结果的出现［５１］ 。高效

·０７·
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图 ２　 液相色谱原理

Ｆｉｇ ２． Ｐｒｉｎｃｉｐｌｅ ｏｆ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

液相色谱 －串联质谱法测定氟苯尼考含量时，常用

的定量方法有外标法和内标法，外标法是用待测组

分的纯品作对照物质，以对照物质和样品中待测组

分的响应信号相比较进行定量。 张伟玮等［５２］ 用高

效液相色谱 －质谱分析鸡肉中残留的氟苯尼考时，
用标准品绘制标准曲线，外标法定量。 结果显示，
氟苯尼考的峰面积与其浓度均呈良好线性关系。
氟苯尼考的回收率为 ８４． ７％ ～ ９５． ２％ ，ＬＯＤ 为 ０． ２
μｇ ／ ｋｇ，ＬＯＱ 为 ０． ５ μｇ ／ ｋｇ。 内标法与外标法相对，
是在测定样品中某组分含量时，加入一种内标物质

以校准和消除由于操作条件的波动而对分析结果

产生的影响，以提高分析结果的准确度。 殷平等［５３］

用液相色谱 －质谱同位素稀释法测定水产品中的氟

苯尼考，采用同位素内标法定量，此法有机试剂消耗

量少、操作步骤少且测定周期短。 氟苯尼考在鱼肉

中回收率为 ７８． ６％ ～１０２． ７％，在虾肉中为 ７３． ５％ ～
１０９． ６％。 ＬＯＤ 为 １． ５ ｎｇ ／ ｍＬ，ＬＯＱ 为 ０． ５ ｎｇ ／ ｍＬ。
Ｘｉｅ 等［５４］ 选用内标法定量，高液相色谱 － 电喷雾电

离串联三重四极杆质谱（ＬＣ － ＥＳＩ ／ ＭＳ ／ ＭＳ）同时分

析鸡蛋中氟苯尼考和氟苯尼考胺。 在鸡蛋样品的

预处理过程中，优化了提取剂以及乙腈饱和正己烷

的体积，以更好地去除蛋白质和脂肪，从而提高了

回收率，也节省了实验成本。 氟苯尼考和氟苯尼考

胺的平均回收率为 ９０． ８４％ ～ １０７􀆰 ８４％ ，ＬＯＤ 分别

为 ０． １、０． ５ μｇ ／ ｋｇ，ＬＯＱ 分别为 ０􀆰 ３、１． ５ μｇ ／ ｋｇ。 外

标法和内标法都是色谱分析中定量方法。 外标法

简便，但对于进样量要求准确，要严格控制在与标

准物相同的操作条件下进行，否则造成分析误差，
得不到准确的测量结果；内标法在一定程度上消除

了操作条件等的变化所引起的误差，因而测定的结

果较为准确。 但内标法的操作程序较为麻烦，有时

寻找合适的内标物有困难。 超高效液相色谱（ＵＨ⁃
ＰＬＣ）是指一种采用小颗粒填料色谱柱和超高压系

统的新型液相色谱技术，与传统的高效液相技术相

比，能大幅度改善液相色谱的分离度、灵敏度，极大

地提高分析工作的效率和质量［５５］。 Ｌｉ 等［５６］ 建立了

一种用超高效液相色谱 －质谱联用测定中药明胶中

氟苯尼考残留量的方法。 氨水 － 乙腈提取药物，加
入胰蛋白酶来消除明胶药物中蛋白质成分引起的基

质效应，加入无水硫酸钠、Ｃ１８ 和 ＰＳＡ 吸附剂来减少

其他成分引起的基质效应。 氟苯尼考的回收率为

９２． ８％ ～１０２． ７％。 样品中氟苯尼考的 ＬＯＤ 和 ＬＯＱ
分别为 ０． ４ μｇ ／ ｋｇ 和 １． ５ μｇ ／ ｋｇ。 Ｆａｕｌｋｎｅｒ 等［５７］ 提

出了一种有效检测牛奶中氟苯尼考及其代谢物的方
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法，该方法采用 ＭＲＭ３采集技术，超高效液相色谱 －
质谱分析检测。 牛奶样品盐酸水解后调节 ｐＨ 到 １０
以上，再用乙酸乙酯提取，分散式固相萃取进一步萃

取净化。氟苯尼考胺的回收率为９２％ ～ １１３％ ，ＣＣα

（ Ｄｅｃｉｓｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ） 为 ０． ２ μｇ ／ ｋｇ， ＣＣβ （ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｃａｐａｂｉｌｉｔｙ）为 ０． ３４ μｇ ／ ｋｇ。 与 ＭＲＭ（Ｍｕｌｔｉ Ｒｅａｃｔｉｏｎ
Ｍｏｎｉｔｏｒ）相比，ＭＲＭ３改进了牛奶中较低水平氟苯尼

考胺的选择性检测和定量。

表 ３　 液相色谱检测样品中 ＦＦ

Ｔａｂ ３　 Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＦ ｉｎ ｓａｍｐｌｅｓ ｂｙ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈ
检测项目和文献 前处理方法 检测仪器 回收率 检测限 结论

畜禽肉中的 ＦＦ［４２］ 。 乙腈提取，正己烷除脂净化。 ＨＰＬＣ － ＵＶＤ ９１． ８％ ～９５． ２％ １０ μｇ ／ ｋｇ

猪、鸡、鱼饲料中的 ＦＦ［４３］
乙酸乙酯提取，乙腈饱和的正
己烷脱脂，薄层色谱进一步
纯化。

ＨＰＬＣ － ＵＶＤ ８０． ６％ ～１０５． ３％ ２０ μｇ ／ ｋｇ

ＵＶＤ 分析样品时，为了
避免干扰，选择的流动相
的紫外吸收应尽可能小。
与其它检测器相比，此方
法成本较低，应用较广。

鳗鱼肉中的 ＦＦ［４５］ 。
乙酸乙酯提取，正己烷脱脂，
Ｃ１８ 固相萃取柱净化。 ＨＰＬＣ － ＰＤＡ ９３％ ９． １ μｇ ／ ｋｇ

土壤中的 ＦＦ 和 ＦＦＡ［４６］ 。
丙酮和水提取，二氯甲烷液液
萃取净化。 ＨＰＬＣ － ＰＤＡ ９０． １６％ ～９９． ３７％

６７． ６３％ ～９６． ８６％
１０ μｇ ／ ｋｇ
１５μｇ ／ ｋｇ

ＵＶＤ 给出的只是某一波
长的色谱图， ＰＤＡ 作为
ＵＶＤ 的升级，得出的是
三维谱图，可以测出样品
中每一种物质的最大吸
收，这样可以分别进行灵
敏度最高的检测，克服了
普通 ＵＶＤ 的 缺 点。 但
是，ＰＤＡ 价格相对昂贵，
对于成熟的色谱条件分
析没有优势。 因此，适合
新产品的色谱条件开发、
摸索。

鱼肉中的 ＦＦ 和 ＦＦＡ［４７］ 。
丙酮和二氯甲烷提取，正己烷
除脂净化。 ＨＰＬＣ － ＦＤ ７９％ ～９０％

８１％ ～９１％
５ μｇ ／ ｋｇ
１μｇ ／ ｋｇ

鸡肉中的 ＦＦ 和 ＦＦＡ［４８］ 。
丙酮、二氯甲烷提取，正己烷
脱脂。 ＨＰＬＣ － ＦＤ ７９． ３％ ～８２． ５％

８０． ５％ ～８５． ６％
１． ５ μｇ ／ ｋｇ
０． ５ μｇ ／ ｋｇ

禽蛋中的 ＦＦ 和 ＦＦＡ［４９］ 。
加速溶剂萃取，萃取剂为氨水
－ 乙腈，乙腈饱和的正己烷
脱脂。

ＨＰＬＣ － ＦＤ ８９． ４％ ～９８． ６％
９１． ５％ ～９８． ０％

４． ７ μｇ ／ ｋｇ
１． ８ μｇ ／ ｋｇ

与 ＵＶＤ、 ＰＤＡ 相比， ＦＤ
选择性好，灵敏度最高，
检出限最低，但适用范围
比 ＵＶＤ 窄，仅适用于被
激发后能产生荧光的物
质。 并且，对发生在荧光
测量中的一些干扰非常
敏感，在进行定量分析
时，有必要验证这些干扰
是否存在，以及对样品测
定的影响程度。

鸡肉中的 ＦＦ［５２］ 。
乙酸乙酯提取后，正己烷去除
脂肪，ＭＣＸ 小柱净化。 ＨＰＬＣ － ＭＳ ８４． ７％ ～９５． ２％ ０． ２ μｇ ／ ｋｇ

鱼肉和虾肉中的 ＦＦ［５３］ 。
氨水乙酸乙酯提取，正己烷除
脂净化。 ＨＰＬＣ － ＭＳ ７８． ６％ ～１０２． ７％

７３． ５％ ～１０９． ６％ １． ５ ｎｇ ／ ｍＬ

鸡蛋中的 ＦＦ 和 ＦＦＡ［５４］ 。
氨化乙酸乙酯 － 乙腈提取，乙
腈饱和的己烷脱脂。 ＨＰＬＣ － ＭＳ ９０． ８４％ ～１０７． ８４％ ０． １ μｇ ／ ｋｇ

０． ５ μｇ ／ ｋｇ

与 ＵＶＤ、ＰＤＡ、ＦＤ 相比，
用 ＭＳ 进行分析时的检
测限更低，灵敏度更高，
定性定量结果可靠，极大
提高了分析效率。 但仪
器昂贵，维修费用高。 因
此，检测成本较高。

中药明胶中的 ＦＦ［５６］ 。

氨水 － 乙腈提取，胰蛋白酶来
消除明胶药物中蛋白质，无水
硫酸钠、 Ｃ１８ 和 ＰＳＡ 吸附剂
净化。

ＵＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ ９２． ８％ ～１０２． ７％ ０． ４ μｇ ／ ｋｇ

牛奶中的 ＦＦ［５７］ 。
盐酸水解样品，调节 ｐＨ，乙酸
乙酯提取，分散式固相萃取进
一步萃取净化

ＵＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ ９２％ ～１１３％ ０． ２ μｇ ／ ｋｇ

与传统 的 ＨＰＬＣ 相 比，
ＵＨＰＬＣ 能大幅度改善液
相色谱的分离度、灵敏
度，极大地提高分析工作
的效率和质量。 与 ＭＲＭ
相比，ＭＲＭ３ 改进了对牛
奶中较低水平氟苯尼考
胺的选择性检测和定量。

·２７·
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３　 展 望

不同色谱检测方法各有优缺点。 用仪器分析

法检测氟苯尼考时，气相色谱法应用相对较少，主
要是由于氟苯尼考不易挥发，在使用气相色谱法分

析时需要进行衍生化处理，样品处理的成本较高。
相比较而言，液相色谱法更适合氟苯尼考的检测。
液相色谱可与多种检测器连接。 其中，紫外检测器

和二极管阵列检测器操作简单，但灵敏度比荧光检

测器低。 荧光检测器灵敏度高，检出限低，但只对

荧光物质有响应。 随着科技的发展，高效液相色

谱 －质谱联用技术提高了检测效率，对于复杂的环

境样品，可以增加额外的分析能力，消除基质的干

扰，准确鉴定和定量氟苯尼考，且检出限低，灵敏

度高。
对于复杂样品，前处理是影响检测结果的关键

因素。 关于氟苯尼考的前处理方法，还有待进一步

改进，如通过转化只检测氟苯尼考胺一种检测物，
以提高检测效率。 与此同时，简化色谱分析流程以

缩短检测时间也是实际检测的需要，根据需要有效

结合快速检测方法与色谱分析方法也是未来的分

析趋势。 总的来看，色谱法在动物产品和环境样品

的氟苯尼考检测中发挥了重要作用，进一步完善色

谱方法是食品安全检测和环境风险评估的需要。
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残留的高效液相色谱检测［ Ｊ］ ． 中国兽医科学，２００６，（０９）：
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ｏｆ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ ａｎｄ ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ ａｍｉｎｅ ｉｎ ｆｉｓｈ ｍｕｓｃｌｅ ｂｙ ｈｉｇｈ

ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ［ Ｊ ］ ． Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ
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Ｑｉａｏ Ｑ Ｑ， Ｈａｏ Ｌ Ｈ， Ｇｏｎｇ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ＦＦ ａｎｄ

ＦＦａ Ｒｅｓｉｄｕｅ ｉｎ Ｅｇｇｓ ｂｙ Ｇａｓ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ Ｔｉｍｅ － ｏｆ － Ｆｌｉｇｈｔ

Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ［ Ｊ］ ． Ｔｈｅ Ｆｏｏｄ Ｉｎｄｕｓｔｒｙ， ２０２１， ４２ （ ０１ ）：
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