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［摘　 要］ 　 在常规养殖环境中，对不同日龄肉鸡分别给予 ２５０ ｍｇ ／ Ｌ 和 ３３３ ｍｇ ／ Ｌ ５０％盐酸土霉素

可溶性粉，集中饮水给药，每日 １ 次，连续 ５ ｄ。 停药后 ４ ｈ，１ ｄ，３ ｄ，５ ｄ，６ ｄ，７ ｄ，８ ｄ，９ ｄ，１０ ｄ宰杀肉

鸡，采集可食性组织（肌肉、肝脏和鸡胗）样品，肌肉、肝脏和鸡胗组织中的残留量采用 ＵＰＬＣ－ＭＳ ／
ＭＳ 测定。 结果表明：土霉素主要残留在肝脏组织中；肌肉、肝脏和鸡胗组织的消除速率相似；停药

５ ｄ后，两个剂量组的肌肉、肝脏中土霉素残留量均低于最高残留限量（ＭＲＬ）。 休药期计算软件

ＷＴｌ．４ 结果显示，上述两种方法给药后，建议休药期分别为 ７、８ ｄ。
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　 　 盐酸土霉素为四环素类广谱抗生素，对革兰氏

阳性菌和阴性菌均有抑制作用，且具有促进生长的

作用，因此，在临床上常用于治疗猪、鸡敏感大肠杆

菌、沙门氏菌、巴氏杆菌及支原体引起的感染性疾
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病［１］。 我国农业部对四环素类抗生素在可食性动

物组织中的最高残留限量规定为：肌肉 １００ μｇ ／ ｋｇ，
肝脏 ３００ μｇ ／ ｋｇ［２］，美国食品药品监督管理局规定

动物肌肉中四环素类药物总量为 ２００ μｇ ／ ｋｇ［３］。 国

内外对土霉素的残留分析方法的研究较多，目前主

要使用的有微生物检测法，固相萃取－高效液相色

谱法，液相色谱－串联质谱法和放射免疫法［４－７］ 等。
本试验采用的是国家标准规定动物源性食品中四

环素类兽药残留量的检测方法［８］。 虽然国内外很

多研究报道了土霉素在肉鸡肌肉和肝脏中的残留

消除规律，确定了土霉素的休药期，但主要研究针

对土霉素预混剂和拌料的给药途径。 在实际养殖

过程中，可溶性粉剂由于饮水给药的便利和药物更

易均匀分布，使用范围更广泛。 关于盐酸土霉素可

溶性粉对肉鸡饮水给药后，在肌肉、肝脏和鸡胗的

残留消除规律研究尚未见报道。 本试验通过对盐

酸土霉素可溶性粉在肉鸡体内残留消除的研究，计
算土霉素在不同组织中的休药时间，以期为安全用

药和正确执行休药期提供科学依据。
１　 材料与方法

１．１　 供试试剂　 土霉素对照品，批号：１３０３０５，中国

食品药品检定研究院；盐酸土霉素可溶性粉，规格：
５０％，生产批号：２０１６０５００３，郑州福源动物药业有

限公司苏可乐；甲醇，乙腈为色谱纯；乙二胺四乙酸

二钠为分析纯，超纯水，所需溶液配制见 ＧＢ ／ Ｔ

２１３１７［８］。
１．２　 主要仪器　 Ａｃｑｕｉｔ ＵＰＬＣ－Ｘｅｖｏ ＴＱ－Ｓ 质谱联

用仪，美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司；３Ｋ－３０ 台式高速冷冻离心

机，Ｓｉｇｍａ 公司；Ｒ２１５ Ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ 旋转蒸发仪，瑞士

Ｂｕｃｈｉ 公司；ＩＫＡＭＳ３．Ｂａｓｉｃ 圆周振荡器，广州仪科实

验室技术有限公司；ＡＬＣ－２１００．２，赛多利斯科学仪

器（北京）有限公司；ＶＸ－Ⅲ多管涡旋振荡器，北京

踏锦科技有限公司；ＴＴＬ－ＤＣ Ⅱ氮气吹干仪，北京

同泰联科技发展有限公司；ＴＤ 系列固相萃取柱，ＴＤ
－ＴＰＳ－００６０３，天津市天兴达科技有限公司。
１．３　 方法

１．３．１　 试验动物　 三组肉鸡，购自山西省阳城县浩

博养殖有限公司，随机分为对照组 ２６ 日龄，１００００
只；常规剂量组 ２５ 日龄，１６３００ 只；加大剂量组 ３２
日龄，１２０００ 只。 饲喂不添加任何抗菌药物的全价

饲料，自由采食饮水。 试验前后各组饲养条件相同。
１．３．２　 给药与样品采集　 常规剂量组以 ２５０ ｍｇ ／ Ｌ，
加大剂量组 ３３３ ｍｇ ／ Ｌ 集中饮水给药 ５ ｄ，空白对照

组不给药。 停药后 ４ ｈ、３ ｄ、５ ｄ、６ ｄ、７ ｄ、８ ｄ、９ ｄ、
１０ ｄ分别随机宰杀 ２４ 只，采集肌肉、肝脏和鸡胗，
于－２０ ℃保存。
１．３．３　 色谱条件　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣＴＭ
ＢＥＨ Ｃ１８（１．７ μｍ，２．１×５０ ｍｍ）；柱温 ３０ ℃；流动相

Ａ：乙腈，Ｂ：０．１％甲酸溶液；进样量 ５ μＬ；梯度洗脱

程序见表 １。

表 １　 色谱梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ
时间

ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ
流速 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ－１）

Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ
Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％ 曲线类型

Ｃｕｒｖｅ

　 　 １ Ｉｎｉｔｉａｌ　 ０．３００ １０．０ ９０．０ ／

　 　 ２ ４．００　 ０．３００ ４０．０ ６０．０ ６

　 　 ３ ５．００　 ０．３００ １０．０ ９０．０ １

　 １ 为即时变化，６ 为线性变化

１．３．４　 质谱条件　 电喷雾离子源；正离子扫描；多
反应监测 ＭＲＭ；离子源温度 １５０ ℃；脱溶剂气容量

８００ Ｌ ／ ｈ；锥孔电压 ２５ Ｖ；锥孔气流速 １５０ Ｌ ／ ｈ；毛细

管电压 ３．３ ｋＶ；定性、定量离子对及对应的锥孔电

压和碰撞能量见表 ２。
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表 ２　 定性、定量离子及对应的锥孔电压和碰撞能量

Ｔａｂ ２　 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ，ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｎｅ ｖｏｌｔ ａｎｄ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｅｙ
药物

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
定性离子对（ｍ ／ ｚ）

Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ
定量离子对（ｍ ／ ｚ）
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ

锥孔电压 ／ Ｖ
Ｃｏｎｅ ｖｏｌｔ

碰撞能量 ／ ｅＶ
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｅｙ

土霉素
４６１．２＞ ４２６．１

４６１．２＞ ３３７．０
４６１．２ ＞ ４２６．１

３８ １８

３８ ２６

１．３．５　 标准曲线　 精密吸取 １００ μｇ ／ Ｌ 的土霉素标

准中间液 ０．０２、０．０５、０．０８、０．１０、０．２０ ｍＬ，分别加空

白基质 ０．９８、０．９５、０．９２、０．９０、０．８０ ｍＬ，混匀，制成

２、５、８、１０、２０ μｇ ／ Ｌ 的系列基质标准溶液，依次上

机，以土霉素的质量浓度为横坐标，定量离子的色

谱峰面积为纵坐标，绘制标准曲线。
１．３．６　 样品前处理　 称取（２±０．０２） ｇ 肌肉、肝脏、
鸡胗已匀浆样品，置 ５０ ｍＬ 离心管中，加入 １５ ｍＬ
缓冲液，漩涡振荡 ２０ ｍｉｎ，１４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 低温离心

５ ｍｉｎ，取上清液进行样品净化。 ＨＬＢ 固相萃取小

柱用 ３ｍＬ 甲醇、３ｍＬ 水活化。 然后分别取上述肌

肉、肝脏、鸡胗待净化的上清液注入该萃取小柱中，
分别依次用超纯水 ３ ｍＬ、５％甲醇水溶液 ３ ｍＬ 淋

洗，弃去淋洗液，再用 ３ ｍＬ 甲醇洗脱，洗脱液 ６０ ℃
水浴中氮气仪吹干，残渣用 １ ｍＬ ３０％甲醇溶液复

溶，充分混匀，残渣溶液过 ０．２２ μｍ 针头式过滤器

后，滤液供液相色谱－串联质谱法检测。
１．３．７　 检测限和定量限 　 取空白鸡肉、鸡肝和鸡胗

试样组织，添加适量的土霉素标准溶液，经处理上机。
１．３．８　 灵敏度和准确度　 分别取空白鸡肉、鸡肝、
鸡胗组织，添加 ５、１０、２０ μｇ ／ ｋｇ 的土霉素标准物进

行回收率实验，每个浓度做 ５ 个平行样品。
２　 结果与分析

２．１　 线性关系　 土霉素在 ２～２０ μｇ ／ Ｌ 浓度范围内

呈现良好的线性关系，其曲线方程为：ｙ ＝ ３２５６ｘ＋

３７９．６，相关系数 Ｒ 为 ０．９９９５。 标准溶液图谱如图 １。

图 １　 １０ μｇ ／ ｍＬ 基质工作液的特征色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈｒｏｍａｔｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ １０ μｇ ／ ｍＬ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

２．２　 检测限和定量限　 根据特征质量色谱峰的信

噪比 Ｓ ／ Ｎ＞３ 为检测限，Ｓ ／ Ｎ＞１０ 为定量下限，得肌

肉、肝脏和鸡胗组织中土霉素的检测限为 ５ μｇ ／ ｋｇ，

定量下限为 １０ μｇ ／ ｋｇ。

２．３　 灵敏度和准确度 　 土霉素在 ５、１０、２０ μｇ ／ ｋｇ

３ 个添加水平上，其平均回收率、相对标准偏差见

表 ３。 土霉素的回收率在 ７９．１％ ～９３．６％之间，相对

标准偏差均小于 １０％。 图 ２ 为空白鸡肉的土霉素

特征离子质量色谱图，图 ３ 为空白鸡肉中添加

２５ μｇ ／ ｋｇ的土霉素特征离子质量色谱图。

表 ３　 土霉素回收率及相对标准偏差试验

Ｔａｂ ３　 Ｔｅｓｔ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ Ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ
药物名称

Ｎａｍｅ
添加量 ／ （μｇ·ｋｇ－１）
Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ａｄｄｉｔｉｏｎ

平均回收率 ／ ％
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ＲＳＤ ／ ％

土霉素
Ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ

５ ７９．１ ９．９

１０ ８９．８ ６．７

２０ ９３．６ ４．３

·０６·
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图 ２　 空白鸡肉的土霉素特征离子质量色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

ｏｆ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｃｈｉｃｋｅｎ

图 ３　 空白鸡肉中添加 ２５ μｇ ／ ｋｇ 土霉素的特征色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ（２５ μｇ ／ ｋｇ）

ｉｎ ｂｌａｎｋ ｃｈｉｃｋｅｎ

２．４　 肉鸡组织中土霉素残留消除　 空白对照组饲

养情况和采样时间点与试验组一致，在组织中均未

检出土霉素残留，表明试验动物在试验期间未受到

其他来源药物的影响。 表 ４、表 ５ 结果显示，肉鸡分

别按 ２５０ ｍｇ ／ Ｌ 和 ３３３ ｍｇ ／ Ｌ 剂量集中饮水给药

５０％盐酸土霉素可溶性粉，连续 ５ ｄ。 土霉素在停

药 ０ ｄ 的鸡胗部位浓度最高，其次为肝脏，肌肉组

织中药物浓度最低。 在停药后第 ５ 天，两组别的肌

肉和肝脏中的药物残留量已低于 ＭＲＬ，分别为

４４．８１ μｇ ／ ｋｇ和 １５７．５６ μｇ ／ ｋｇ。 对于鸡胗，我国尚未

规定其最高残留限量。 试验结果表明，停药 ４ ｈ

时，鸡胗中药物残留浓度最高，但其消除速度很快；

停药 ５ｄ 时，已接近肌肉中的药物残留量，其消除规

律与肌肉和肝脏相似。 经统计分析，两种给药剂量

组在肌肉、肝脏和鸡胗中土霉素残留量的差异不显

著（Ｐ＞０．０５）。

２．５　 休药期　 采用ＷＴｌ．４ 软件计算休药期，确保有

９５％的可信限使 ９９％的残留低于 ＭＲＬ，两试验组在

肉鸡不同组织中的休药期见表 ６。

表 ４　 ２５０ ｍｇ ／ Ｌ 剂量组肉鸡组织中土霉素残留量平均值

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ ２５０ ｍｇ ／ Ｌ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｉｎ ｂｒｏｉｌｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

停药后时间
ｔｉｍｅ

组织中土霉素残留量 ／ （μｇ·ｋｇ－１）
ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ

肌肉
ｍｕｓｃｌｅ

肝脏
ｌｉｖｅｒ

鸡胗
ｇｉｚｚａｒｄ

４ ｈ ５９４．０５±４０．４９ １８１２．３３±９３．８３ ４４７１．６８±１６１６．８１

１ ｄ ３０４．４２±３７．５２ ８７６．２１±７８．３５ ６１０．７４±１４２１．６８

３ ｄ １４６．１７±４９．６２ ３４７．２５±８１．４１ ２４１．１０±９７．１４

５ ｄ ４４．８１±９．２９ １５７．５６±５９．０７ ９６．７１±４４．７９

６ ｄ ３５．３４±３．９１ １１３．４２±２６．０８ ７６．５５±２４．２９

７ ｄ ２０．１４±４．２７ １３１．２４±４３．２０ ６７．６０±３９．３１

８ ｄ １０．２１±７．３５ ６１．８１±８．１２ ５４．８７±２４．６７

９ ｄ ８．５４±４．５４ ６４．５２±１．４１ ４４．２９±２２．４１

１０ ｄ ７．２４±１．５９ ４８．４５±２．２５ ３０．５８±１１．５４

·１６·
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表 ５　 ３３３ ｍｇ ／ Ｌ 剂量组肉鸡组织中土霉素残留量平均值

Ｔａｂ ５　 Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ ３３３ ｍｇ ／ Ｌ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｉｎ ｂｒｏｉｌｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

停药后时间
ｔｉｍｅ

组织中土霉素残留量 ／ （μｇ·ｋｇ－１）
ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ

肌肉
ｍｕｓｃｌｅ

肝脏
ｌｉｖｅｒ

鸡胗
ｇｉｚｚａｒｄ

４ ｈ ５７７．２０±８９．０８ １２３７．７５±８７．４０ ３７９７．０２±７７４．９３

１ ｄ ３４５．１１±７６．５７ ６４７．４５±９７．７４ ３０１．７４±１２４．５７

３ ｄ １８７．４５±８１．７５ ３１８．７４±４８．２７ １７８．２１±５７．４４

５ ｄ ５３．９５±１５．１３ １２０．７４±２７．２８ ７１．８６±２６．０５

６ ｄ ３３．２１±５．８３ １１４．５２±３５．１２ ６０．１７±１７．７８

７ ｄ ２８．７４±９．２１ ６２．８０±９．７１ ５４．３１±５．７２

８ ｄ １７．４１±４．８７ ５２．０８±７．１１ ４２．８７±１１．２５

９ ｄ １４．２１±５．６８ ４７．３１±１．０９ ３５．７７±８．５７

１０ ｄ １０．７４±１．５８ ３９．４５±２．９８ ２２．３１±５．１９

表 ６　 土霉素在肉鸡组织中的休药期

Ｔａｂ ６　 Ｔｈｅ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｏｆ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｉｎ ｂｒｏｉｌｅｒ ｔｉｓｓｕｅｓ

动物组织
Ｔｉｍｅ

休药期 ／ ｄ
Ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ ｐｅｒｉｏｄ（ｄ）

２５０ ｍｇ ／ Ｌ 剂量组 ３３３ ｍｇ ／ Ｌ 剂量组

肌肉
Ｍｕｓｃｌｅ ４．６５ ５．７１

肝脏
Ｌｉｖｅｒ ６．１７ ７．８５

　 　 结果显示，２５０ ｍｇ ／ Ｌ 给药浓度在肉鸡组织中

的休药期分别为肌肉 ４．６５ ｄ，肝脏 ６．１７ ｄ，３３３ ｍｇ ／ Ｌ
给药浓度的休药期分别为 ５．７１ ｄ，７．８５ ｄ，其中肝脏

休药时间最长。 为了确保消费者健康安全，在实际

养殖环境中，５０％盐酸土霉素可溶性粉按 ２５０ ｍｇ ／ Ｌ
和 ３３３ ｍｇ ／ Ｌ 给药浓度，建议在肉鸡的休药期分别

为 ７、８ ｄ。
３　 讨论与小结

在兽药组织残留消除规律研究中，药物的剂

型、生产工艺、动物本身的差异对组织中药物残留

浓度都有影响。 表 ４、表 ５ 结果表明，两个剂量组肌

肉、肝脏中土霉素残留量在停药后 ５ ｄ 均低于国家

规定的 ＭＲＬ，本试验结果与刘世磊等报道［９］ 相似。
鸡胗作为消化器官，在停药 ４ ｈ，药物残留量最大，

且药物在该部位消除迅速，停药 ５ ｄ 药物残留量低

于肝脏，这是因为肝脏是土霉素的主要代谢器官。
表 ６ 结果表明，经 ＷＴｌ．４ 软件计算，２５０ ｍｇ ／ Ｌ

剂量组肌肉的休药期符合说明书中休药期 ５ ｄ 的

规定，但是，２５０ ｍｇ ／ Ｌ 剂量组肝脏和 ３３３ ｍｇ ／ Ｌ 剂量

组肌肉和肝脏的休药期结果与说明书规定不一致，
虽然停药后 ５ ｄ，两组动物的肌肉和肝脏中的药物

残留都已低于 ＭＲＬ，但本试验数据采用 ＷＴ１．４ 软

件处理，在统计学上考虑了各种药物由于剂型或处

方的不同以及动物本身的差异，使计算得到的休药

期数据与国家规定的不一致。 而其他文献报道是

根据残留浓度低于 ＭＲＬ 的停药时间点来确定休药

期［１］。 因此，为确保动物性食品更高的安全性，在

上述两种方法饮水给药 ５０％盐酸土霉素可溶性粉

后，根据使用剂量建议休药期分别为 ７、８ ｄ。 对于

本研究中与说明书规定休药期不一致的情况，可能

是休药期计算方式或动物之间差异造成。 现今消

费者对于鸡胗的食用量加大，但是我国对鸡胗这个

可食性组织的残留限量未做出规定，因此本试验的

研究为制定鸡胗组织合理休药期提供了一定的科

学依据。

·２６·
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