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［摘　 要］ 　 建立了生猪异位发酵床垫料中四环素类、喹诺酮类、磺胺类、酰胺醇类和大环内酯类共

５４ 种抗菌药物残留量的 ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 检测方法。 经超低温冷冻粉碎后的垫料样本，费休氏 －库仑滴

定法测定水分，Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ － Ｎａ２ＥＤＴＡ 缓冲液和乙腈提取，亲水亲脂平衡固相萃取小柱净化，ＬＣ －
ＭＳ ／ ＭＳ 法测定抗菌药物残留量，最终结果以折水后含量表示。 对 １２ 家养殖场垫料样本中 ５ 大类兽

用抗菌药物的残留量进行了检测。 １２ 家养殖场垫料样本中共检出 ２５ 种抗菌药物，各场垫料样本抗

菌药物总残留量在 ０． ７ ～ ２８ ｇ ／ ｔ 之间，其中四环素类药物对总残留量的贡献率在 ９１􀆰 ３％ ～ ９８． ８％之

间。 方法具有简便、高通量、抗干扰的特点，可以满足生猪异位发酵床垫料中主要兽用抗菌药物残

留检测的要求。
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　 　 长期以来，生猪养殖过程中产生的粪污因资源

化利用率低，难以得到合理妥善处置而造成的环境

污染事件时有发生，制约着生猪养殖业的规模化发

展。 近年来，生猪粪污异位发酵床处理技术，一种

基于种植业桔杆粉末为载体的微生物持续发酵处

理技术，正逐步被规模化生猪养殖场应用于生猪粪

污处理。 生猪粪污经动态的喷淋、翻刨、发酵后，臭
气得到了有效控制，且熟化后的垫料可作为种植业

和林业的有机肥料。 在非洲猪瘟疫情防控形势依

然严峻的当下，由于实现了与养殖核心区的分离，
能满足生物防护要求、易于维护的异位发酵床迅速

取代了直接与生猪接触的同位发酵床技术。 ２０１８
年 １０ 月，全国畜牧总站为推广这一技术，举办了异

位发酵床处理猪场粪污技术集成示范现场观摩活

动。 生猪养殖过程中使用的抗菌药物，多以原型、
代谢产物等形式经粪、尿排出体外［１］。 在异位发酵

过程中，这些药物 ／代谢产物经粪污喷淋不断在垫

料中蓄积。 随着发酵堆积时间的延长，其量超出可

接受的范围后，可能对消纳地中正常土壤菌群的生

存环境、耐药基因水平传播产生不利影响［２ － ３］。 然

而，发酵堆积时间过短，垫料中蓄积的有机质过少，
不能满足肥力要求。 ２０２０ 年 ６ 月，农业农村部办公

厅、生态环境部办公厅联合印发《关于促进畜禽粪

污还田利用依法加强养殖污染治理的指导意见》，
鼓励畜禽粪污资源化利用先进工艺、技术和装备研

发，保障生猪产品有效供给的同时保障环境安全。
既要实现养殖场粪污的高效、低成本处理，又要保

障消纳地环境安全以及种植业产品质量安全，异位

发酵床垫料中抗菌药物残留检测技术和垫料安全

性评估，就成为亟待解决的问题。 目前，关于异位

发酵床的研究仍主要集中于发酵、维护、除臭等方

面，关于垫料中抗菌药物残留检测技术和垫料安全

性评估的研究尚未见报道。 本研究拟基于 ＬＣ －
ＭＳ ／ ＭＳ 平台，开发垫料中抗菌药物残留检测技术，
并对垫料中抗菌药物的分布和蓄积趋势进行研究，
从而为异位发酵床垫料的合理、安全利用提供可靠

的数据支持。
１　 材料与方法

１． １　 仪器　 液质联用仪（安捷伦 １２９０ Ｎ 液相系统

及 ＡＢ ５５００ Ｑｔｒａｐ 质谱系统）；ＭＭ ４００ 球磨仪（德国

Ｒｅｔｓｃｈ 公司）；Ｖ２０ 水分测定仪和电子天平（梅特勒

－托利多国际贸易（上海）有限公司）；低温高速离

心机（Ｓｉｇｍａ 公司）。
１． ２　 试剂　 乙腈与甲醇（色谱纯，德国默克公司）；
甲酸（色谱纯，ＲＯＥ 科学有限公司）；Ｎａ２ ＥＤＴＡ、磷
酸氢二钠、柠檬酸和氢氧化钠（上海凌峰化学试剂

有限公司）；浓氨水和乙酸（国药集团化学试剂有限

公司）；ＰＲＩＭＥ ＨＬＢ 固相萃取柱（Ｗａｔｅｒｓ 公司）。
１． ３　 标准溶液 　 ４ 种四环素类抗菌药混标（四环

素、金霉素、土霉素和强力霉素，浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ，
介质为甲醇）、２２ 种磺胺类抗菌药混标（磺胺醋酰、
磺胺甲噻二唑、磺胺二甲异噁唑、磺胺氯哒嗪、磺胺

嘧啶、磺胺甲恶唑、磺胺噻唑、磺胺间甲氧嘧啶、磺
胺甲基嘧啶、磺胺邻二甲氧嘧啶、磺胺吡啶、磺胺对

甲氧嘧啶、磺胺甲氧哒嗪、磺胺二甲嘧啶、磺胺苯吡

唑、磺胺间甲氧嘧啶、磺胺喹噁啉、磺胺异嘧啶、磺
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胺苯甲酰、磺胺二甲唑、酞磺胺噻唑、甲氧苄啶，浓
度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ，介质为乙腈）、１９ 喹诺酮类抗菌药

混标（恩诺沙星、环丙沙星、沙拉沙星、氧氟沙星、诺
氟沙星、培氟沙星、氟罗沙星、麻保沙星、达氟沙星、
依诺沙星、吡哌酸、噁喹酸、二氟沙星、洛美沙星、氟
甲喹、奥比沙星、司帕沙星、萘啶酸、西诺沙星，浓度

为 １ ｍｇ ／ ｍＬ，介质为甲醇）、３ 酰胺醇类抗菌药混标

（氯霉素、氟苯尼考、甲砜霉素，浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ，介
质为甲醇）和 ６ 大环内酯类抗菌药混标（林可霉素、
泰乐菌素、替米考星、罗红霉素、克林霉素、阿奇霉

素，浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ，介质为甲醇），均购自天津阿

尔塔科技有限公司。
１． ４　 样品的采集与制备 　 发酵床按九宫格分区，
各区中心位置点自上而下用对铲采集各层垫料，混
匀。 九份试样搅拌混合均匀后，四分法取 １ ｋｇ 垫料

于密封袋中。 液氮速冷后，４ ℃冷藏保存，７ ｄ 内完

成检测。 共对 １２ 个养殖场的异位发酵床进行了采

样。 试验所需阴性对照试料（新配尚未投入使用的

垫料），由丽水市缙云县新建异位发酵床场提供。
取试样约 ５ ｇ，均分至 ２ 个球磨罐中，放入直径

１ ｃｍ 的钢珠 １ 颗。 迅速置于液氮中，预冷 ２ ｍｉｎ
后，用球磨仪以 ３０ Ｈｚ 频率振摇 ０． ５ ｍｉｎ 后，取出粉

末，置 ５０ ｍＬ 离心管，备用。
１． ５　 试料水分测定　 取新制试料适量，照《中华人

民共和国 兽药典》附录水分测定法中第一法“费休

氏法 库仑滴定法”，测定试料中水分含量。
１． ６　 试料前处理 　 称取试料 ２． ０ ｇ，加入 １０ ｍＬ
Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ － Ｎａ２ＥＤＴＡ 缓冲液（ｐＨ ４． ５），涡动混匀，
超声提取 １５ ｍｉｎ，１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ。 取全部

上清液，置另一 ５０ ｍＬ 离心管中。 上清液和残渣分

开处理。 取上清液，全部通过经甲醇和水活化好的

ＰＲＩＭＥ ＨＬＢ 固相萃取柱，依次用水、５％ 甲醇水溶

液淋洗，抽干。 用 ８ ｍＬ 洗脱液（取甲醇 １５０ ｍＬ，乙
酸乙酯 １５０ ｍＬ、浓氨水 ６ ｍＬ，混匀）洗脱。 取残渣

加入 １０ ｍＬ 乙腈重复提取 １ 次，取上清液于 ５０ ｍＬ
离心管中。 将 ＨＬＢ 柱的洗脱液与乙腈提取液合

并，４０ ℃水浴氮气吹干，加入 １． ０ ｍＬ 复溶液（取甲

醇 ５０ ｍＬ、０． １％ 甲酸水 ５０ ｍＬ，混匀），涡动溶解残

余物，滤膜过滤，供液相色谱 －串联质谱测定。
１． ７　 仪器条件

１． ７． １　 色谱条件　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ Ａｔｌａｎｔｉｓ ｄＣ１８ 柱

（３． ０ ｍｍ ×１５０ ｍｍ，３ μｍ），柱温：３０ ℃；流动相 Ａ：
０． ２％ 甲酸水，流动相 Ｂ：甲醇；梯度洗脱程序：０ ～
１ ｍｉｎ，５％ Ｂ， １ ～ １６ ｍｉｎ，９８％ Ｂ， １６ ～ １８ ｍｉｎ，９８％
Ｂ， １８． １ ～ ２２ ｍｉｎ，５％ Ｂ。 进样量：５ μＬ，流速：
０． ５ ｍｉｎ。
１． ７． ２　 质谱条件　 离子源：电喷雾离子源（ＥＳＩ）；
扫描方式：正负离子同扫，监测方式：多反应监测

（ＭＲＭ）；离子源温度：５５０ ℃，气帘气流速：４０ Ｌ ／ ｈ；
脱溶剂流速： ｍｅｄｉｕｍ； 离子源气流速： 雾化气：
５０ Ｌ ／ ｈ，辅助气：３５ Ｌ ／ ｈ；驻留时间：２０ ｍｓ；多反应监

测离子的定性、定量离子对及碰撞电压等质谱参数

见表 １。
１． ８　 基质匹配标准曲线的制备　 取 ６ 份阴性对照

试料，除在 ＨＬＢ 柱的洗脱液与乙腈提取液的合并

液中加入相应标准溶液适量外，其余步骤同 １． ６ 试

料前处理项操作。 使 ６ 份阴性对照试料的上机液

中四环素类药物的浓度依次为 ２０、４０、８０、１５０、３００、
５００ μｇ ／ ｋｇ；磺胺类药物、喹诺酮类药物、大环内酯

类药物和氯霉素类药物最终上机浓度依次为 ５、
１０、２０、５０、１００、２００ μｇ ／ ｋｇ 系列基质标准溶液。 上

机检测后，以其浓度为横坐标，对应的峰面积为纵

坐标，制备基质匹配标准曲线。
１． ９　 方法的灵敏度、回收率和精密度　 采用阴性

对照上机液添加目标化合物的方法，依据特征离子

质量色谱峰信噪比 Ｓ ／ Ｎ ≥３ 的浓度为检出限

（ＬＯＤ），Ｓ ／ Ｎ≥１０ 的浓度为定量限（ＬＯＱ）。 依据初

定的 ＬＯＤ 及 ＬＯＱ 浓度，添加适量标准溶液于 ２． ０ ｇ
阴性试料中，经前处理并上机测定。 在相应的保留

时间处，无共流出物干扰，且满足定性定量检测的

浓度，确定方法的灵敏度。
在确定方法定量限的基础上，取阴性试料，作 ３

个添加水平的回收率试验，其中四环素类药物为

２０． ０、４０． ０、１００． ０ μｇ ／ ｋｇ，其他 ４ 类药物均为 １０． ０、
２０． ０、５０． ０ μｇ ／ ｋｇ，每个水平 ５ 个平行，重复 ３ 次试

验，以确定其方法回收率和精密度。

·０１·
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表 １　 待测化合物的 ＭＲＭ 模式检测参数

Ｔａｂ １　 ＭＲＭ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

序号
Ｎｏ．

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

离子对
Ｉｏｎ ｐａｉｒ （ｍ ／ ｚ）

碰撞电压
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ

ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ

序号
Ｎｏ．

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

离子对
Ｉｏｎ ｐａｉｒ （ｍ ／ ｚ）

碰撞电压
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ

ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ

１ 土霉素
（ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ，ＯＸＹ）

４６１． １ ／ ４２６． ２∗ ２７

４６１． １ ／ ４４３． ２ ２０
２８ 磺胺嘧啶

（Ｓｕｌｆａｄｉａｚｉｎｅ，ＨＡＭＤ）
２５１． １ ／ １５６． １∗ ２１

２５１． １ ／ １０８． １ ３２

２ 四环素
（ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ，ＴＥＴ）

４４５． ２ ／ ４１０． １∗ ２７

４４５． ２ ／ ４２７． １ ２０
２９ 磺胺甲恶唑

（Ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘａｚｏｌｅ，ＪＥＺ）
２５４． １ ／ １５６． １∗ ２２

２５４． １ ／ １０８． １ ３２

３ 金霉素
（ｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ，ＣＨＬ）

４７９． １ ／ ４４４． １∗ ３０

４７９． １ ／ ４６２． １ ２４
３０ 磺胺噻唑

（Ｓｕｌｆａｔｈｉａｚｏｌｅ，ＨＡＸＺ）
２５６． １ ／ １５６∗ ２１

２５６． １ ／ １０８． １ ３３

４ 强力霉素
（ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ，ＤＯＸ）

４４５． ２ ／ ４２８． ２∗ ２６

４４５． ２ ／ １５４． ０ ４０
３１ 磺胺间甲氧嘧啶

（Ｓｕｌｆａｍｏｎｏｍｅｔｈｏｘｉｎｅ，ＪＪＹＭＤ）
２８１． １ ／ １５６∗ ２２

２８１． １ ／ １２５． ９ ２８

５ 恩诺沙星
（Ｅｎｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＥＮＲ）

３６０． ２ ／ ３１６． ２∗ ２７

３６０． ２ ／ ２４５． １ ３７
３２ 磺胺甲基嘧啶

（Ｓｕｌｆａｍｅｒａｚｉｎｅ，ＪＪＭＤ）
２６５． １ ／ １５６． １∗ ２３

２６５． １ ／ １７２． １ ２３

６ 环丙沙星
（Ｃｉｐｒｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＣＩＰ）

３３２． ２ ／ ２３１． １∗ ５０

３３２． ２ ／ ２８８． ２ ２６
３３ 磺胺邻二甲氧嘧啶

（Ｓｕｌｆａｄｉｍｏｘｉｎｅ，ＬＥＭＤ）
３１１． ０ ／ １５６． １∗ ２３

３１１． ０ ／ １０８． １ ３５

７ 沙拉沙星
（Ｓａｒａｆｌｏｘａｃｉｎ，ＳＡＲ）

３８６． １ ／ ２９９． １∗ ３９

３８６． １ ／ ３６８． ２ ３２
３４ 磺胺吡啶

（Ｓｕｌｆａｐｙｒｉｄｉｎｅ，ＨＡＢＤ）
２５０． １ ／ １５６． １∗ ２３

２５０． １ ／ １０８． １ ３１

８ 氧氟沙星
（Ｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＯＦＯ）

３６２． １ ／ ３１８． ２∗ ２８

３６２． １ ／ ２６１． １ ３６
３５ 磺胺对甲氧嘧啶

（Ｓｕｌｆａｍｅｔｅｒ，ＤＪＭＤ）
２８１． ２ ／ １５６． １∗ ２３

２８１． ２ ／ １０８． １ ３２

９ 诺氟沙星
（Ｎｏｒｆｌｏｘａｃｉｎ，ＮＯＲ）

３２０． １ ／ ２７６． ２∗ ２４

３２０． １ ／ ３０２． １ ３０
３６ 磺胺甲氧哒嗪

（Ｓｕｌｆａｍｅｔｈｏｘｙｐｙｒｉｄａｚｉｎｅ，ＪＹＤＱ）
２８１． １ ／ １５６． １∗ ２３

２８１． １ ／ １２６． ０ ２６

１０ 培氟沙星
（Ｐｅｆｌｏｘａｃｉｎ，ＰＥＦ）

３３４． ２ ／ ２３３． １∗ ３６

３３４． ２ ／ ２９０． ２ ２６
３７ 磺胺二甲嘧啶

（Ｓｕｌｆａｍｅｔｈａｚｉｎｅ，ＥＪＭＤ）
２７９． ２ ／ １８５． ９∗ ２１

２７９． ２ ／ １２４． １ ３０

１１ 氟罗沙星
（Ｆｌｅｒｏｘａｃｉｎ，ＦＬＥ）

３７０． １ ／ ３２６． ２∗ ２７

３７０． １ ／ ３５２． ０ ２９
３８ 磺胺苯吡唑

（Ｓｕｌｆａｐｈｅｎａｚｏｌｕｍ，ＢＢＺ）
３１５． １ ／ １５６． １∗ ２８

３１５． １ ／ ２２２． １ ２６

１２ 麻保沙星
（Ｍａｒｂｏｆｌｏｘａｃｉｎ，ＭＡＲ）

３６３． １ ／ ７２． １∗ ２５

３６３． １ ／ ３４５． ２ ２７
３９ 磺胺间二甲氧嘧啶

（Ｓｕｌｆａｄｉｍｅｔｈｏｘｙｐｙｒｉｍｉｄｉｎｅ，ＪＥＪＹ）
３１１． １ ／ １５６． １∗ ２３

３１１． １ ／ １０８． ０ ３５

１３ 达氟沙星
（Ｄａｎｏｆｌｏｘａｉｎ，ＤＡＮ）

３５８． ２ ／ ３４０． ２∗ ３４

３５８． ２ ／ ２８３． １ ３３
４０ 磺胺喹噁啉

（Ｓｕｌｆａｑｕｉｎｏｘａｌｉｎｅ，ＫＥＬ）
３０１． ２ ／ １５６． １∗ ２２

３０１． ２ ／ １０８． １ ３１

１４ 依诺沙星
（Ｅｎｏｘａｃｉｎ，ＥＮＯ）

３２１． １ ／ ３０３． １∗ ２８

３２１． １ ／ ２３２． １ ４６
４１ 磺胺异嘧啶

（Ｓｕｌｆｌｓｏｍｉｄｉｎｅ，ＹＭＤ）
２７９． １ ／ １２４． １∗ ３０

２７９． １ ／ １８６． １ ２３

１５ 吡哌酸
（Ｐｉｐｅｍｉｄｉｃ Ａｃｉｄ，ＰＩＰ）

３０４． ２ ／ ２１７． １∗ ３０

３０４． ２ ／ １８９． １ ４３
４２ 磺胺苯甲酰

（Ｓｕｌｆａｂｅｎｚａｍｉｄｅ，ＢＪＸ）
２７７． １ ／ １５６． １∗ １８

２７７． １ ／ １０８． ０ ３１

１６ 恶喹酸
（Ｏｘｏｌｉｎｉｃ Ａｃｉｄ，ＯＸＯ）

２６２． １ ／ ２１６． ０∗ ４１

２６２． １ ／ ２４４． １ ２６
４３ 磺胺二甲唑

（ｓｕｌｆａｍｏｘｏｌｅ，ＨＡＥＪＺ）
２６８． ２ ／ １５６． １∗ １９

２６８． ２ ／ ９２． ０ ３４

１７ 二氟沙星
（Ｄｉｆｌｏｘａｃｉｎ，ＤＩＦ）

４００． ２ ／ ２９９． １∗ ４０

４００． ２ ／ ３８２． ２ ３０
４４ 酞磺胺噻唑

（Ｐｈｔｈａｌｙｌｓｕｌｆａｔｈｉａｚｏｌｅ，ＴＨＡＳＺ）
４０４． １ ／ ２５６． ２∗ １８

４０４． １ ／ １４９． １ ４０

１８ 洛美沙星
（Ｌｏｍｅｆｌｏｘａｃｉｎ，ＬＯＭ）

３５２． １ ／ ３０８． ２∗ ２５

３５２． １ ／ ３３４． １ ２７
４５ 甲氧苄啶

（Ｔｒｉｍｅｔｈｏｐｒｉｍ，ＴＭＰ）
２９１． １ ／ ２３０． １∗ ３０

２９１． １ ／ ２６１． １ ３４

·１１·
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序号
Ｎｏ．

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

离子对
Ｉｏｎ ｐａｉｒ （ｍ ／ ｚ）

碰撞电压
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ

ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ

序号
Ｎｏ．

化合物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

离子对
Ｉｏｎ ｐａｉｒ （ｍ ／ ｚ）

碰撞电压
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ

ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ

１９ 氟甲喹
（Ｆｌｕｍｅｑｕｉｎｅ，ＦＬＵ）

２６２． １ ／ ２０２． ０∗ ４６

２６２． １ ／ ２４４． ２ ２７
４６ 氯霉素

（Ｃｈｌｏｒａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ，ＣＡＰ）
３２１． ０ ／ １５２． １∗ － ２４

３２１． ０ ／ ２５７． ０ － １５

２０ 奥比沙星
（Ｏｒｂｉｆｌｏｘａｃｉｎ，ＯＲＢ）

３９６． １ ／ ３５２． ２∗ ２５

３９６． １ ／ ２９５． １ ３４
４７ 氟苯尼考

（Ｆｌｏｒｆｅｎｉｃｏｌ，ＦＦ）
３５６． ０ ／ ３３６． ０∗ － １５

３５６． ０ ／ １８５． ０ － ３０

２１ 司帕沙星
（Ｓｐａｒｆｌｏｘａｃｉｎ，ＳＰＡ）

３９３． ２ ／ ２９２． １∗ ３６

３９３． ２ ／ ３７５． ２ ３０
４８ 甲砜霉素

（Ｔｈｉａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ，ＴＡＰ）
３５４． ０ ／ ２９０． １∗ － ２８

３５４． ０ ／ １８５． １ － ２４

２２ 萘啶酸
（Ｎａｌｉｄｉｘｉｃ ａｃｉｄ，ＮＡＬ）

２３３． １ ／ １８７∗ ３４

２３３． １ ／ ２１５． １ ２２
４９ 林可霉素

（Ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ，ＬＩＮ）
４０７． ４ ／ １２６． ２∗ ２５

４０７． ４ ／ ３５９． ２ ２５

２３ 西诺沙星
（Ｃｉｎｏｘａｃｉｎ，ＣＩＮ）

２６３． １ ／ ２１７． １∗ ３０

２６３． １ ／ ２４５． １ ２３
５０ 泰乐菌素

（Ｔｙｌｏｓｉｎ，ＴＬＪＳ）
９１６． ６ ／ ７７２． ６∗ ４１

９１６． ６ ／ １７４． ２ ４８

２４ 磺胺醋酰
（Ｓｕｌｆａｃｅｔａｍｉｄｅ，ＨＡＣＸ）

２１５． １ ／ １５６∗ １３

２１５． １ ／ １０８． １ ２５
５１ 替米考星

（Ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ，ＴＭＫＸ）
８６９． ６ ／ １７４． １∗ ５６

８６９． ６ ／ １５６． ０ ５５

２５ 磺胺甲噻二唑
（Ｓｕｌｆａｍｅｔｈｉｚｏｌｅ，ＪＸＥＺ）

２７１． １ ／ １５６． １∗ ２２

２７１． １ ／ １０８． １ ３２
５２ 罗红霉素

（ＲｏｘｉｔｈｒｏＭｙｃｉｎ，ＬＨＭＳ）
８３７． ７ ／ １５８． １∗ ３５

８３７． ７ ／ ６７９． ３ ２６

２６ 磺胺二甲异恶唑
（Ｓｕｌｆａｆｕｒａｚｏｌｅ，ＥＪＥＷＺ）

２６８． １ ／ １５６． １∗ １９

２６８． １ ／ １１３． １ ２１
５３ 克拉霉素

（ＣｌａｒｉｔｈｒｏＭｙｃｉｎ，ＫＬＭＳ）
７４８． ６ ／ １５８． １∗ ３３

７４８． ６ ／ ５９０． ３ ２９

２７ 磺胺氯哒嗪
（Ｓｕｌｆａｃｈｌｏｒｏｐｙｒｉｄａｚｉｎｅ，ＬＤＱ）

２８５． １ ／ １５５． ９∗ ２３

２８５． １ ／ １０８． ０ ３５
５４ 阿奇霉素

（ＡｚｉｔｈｒｏＭｙｃｉｎ，ＡＱＭＳ）
７４９． ７ ／ ５９１． ４∗ ４０

７４９． ７ ／ １１６． １ ７８

　 　 ∗：定量离子（ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ）。 除氯霉素、氟苯尼考、甲砜霉素为 ＥＳＩ － 扫描模式外，其余化合物均为 ＥＳＩ ＋ 扫描模式。

２　 结果与分析

２． １　 基质匹配标准曲线线性结果　 当四环素类药

物在 ２０ ～ ５００ μｇ ／ ｋｇ 浓度范围内，磺胺类药物、喹
诺酮类药物、大环内酯类药物和氯霉素类药物在

５ ～ ２００ μｇ ／ ｋｇ 浓度范围内时，５４ 种待测化合物的

浓度 －响应曲线，线性良好，Ｒ 均 ＞ ０． ９９（表 ２）。
２． ２　 方法的灵敏度、回收率和精密度 　 在所试条

件下，吡哌酸和依诺沙星回收率偏低且西诺沙星响

应值偏低，当选取 Ｓ ／ Ｎ≥３ 作为检出限时难以满足

检测要求，但当选取 Ｓ ／ Ｎ≥５ 对应的浓度作为检出

限时，可满足检测要求。 经试，四环素类药物的

ＬＯＤ 和 ＬＯＱ 值 最 终 分 别 确 定 为 １０ μｇ ／ ｋｇ 和

２０ μｇ ／ ｋｇ，磺胺类药物、喹诺酮类药物、大环内酯类

药物和氯霉素类药物的 ＬＯＤ 和 ＬＯＱ 值均则分别确

定为 ５ μｇ ／ ｋｇ 和 １０ μｇ ／ ｋｇ。
如表 ２ 所示，５２ 种待测化合物的平均回收率在

６１． ３％ ～ １１１． ７％ 之间，吡哌酸和依诺沙星平均回

收率在 ４６％ 左右，各待测化合物整体回收率在

４０． ８％ ～ １２６． ２％ 之间，较低的回收率主要集在中

浓度相对较低的定量限浓度点。 ５４ 种化合物的批

内回收率在 ０． ７％ ～ １４． ２％ 之间，批间回收率则在

６． ４％ ～１８． ３％之间。 表明所建立的方法能满足日

常检测要求。

·２１·
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表 ２　 ５４ 种待测化合物的方法学考查结果
Ｔａｂ ２　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ ｍｅｔｈｏｄｏｌｏｇｙ ｔｅｓｔ ｏｎ ｔｈｅ ５４ ｋｉｎｄｓ ｏｆ ｏｂｊｅｃｔｉｖｅ ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ

序号 化合物 线性方程及相关系数 平均回收率 ／ ％ 回收率范围 ／ ％ 批内 ＲＳＤ ／ ％ 批间 ＲＳＤ ／ ％
１ 土霉素 Ｙ ＝ ２６４００Ｘ － ９３００，Ｒ ＝ ０． ９９６４ ９４． ３％ ８５． ２ ～ １１６． ３ ６． ７ ～ １０． ７ １４． ３
２ 四环素 Ｙ ＝ ２０８００Ｘ － ２１２，Ｒ ＝ ０． ９９９５ １０２． ０％ ６１． ７ ～ １１９． ６ ５． ５ ～ １２． ６ １３． １
３ 金霉素 Ｙ ＝ １３４００Ｘ － ９９２，Ｒ ＝ ０． ９９９８ ７０． ６％ ６４． ３ ～ ８８． ３ ３． ０ ～ １１． ８ １７． ０
４ 强力霉素 Ｙ ＝ ６０７００Ｘ ＋ ５３２０，Ｒ ＝ ０． ９９９３ ７０． ６％ ６３． ２ ～ ８４． ３ ３． ５ ～ ８． ４ １１． ９
５ 恩诺沙星 Ｙ ＝ ６０５００Ｘ ＋ ２６０００，Ｒ ＝ ０． ９９６５ ７７． ３％ ６７． ８ ～ ８９． ０ ２． ９ ～ ４． ８ ６． ７
６ 环丙沙星 Ｙ ＝ ６３４００Ｘ ＋ ２４２００，Ｒ ＝ ０． ９９５１ ６８． ８％ ６３． ５ ～ ９０． ９ ２． ５ ～ ４． ６ ６． ４
７ 沙拉沙星 Ｙ ＝ ９０２００Ｘ － ２６７００，Ｒ ＝ ０． ９９９７ ７９． ０％ ６６． ９ ～ １１６． ３ ６． ２ ～ １２． ４ １５． ４
８ 氧氟沙星 Ｙ ＝ １０３０００Ｘ － ３８５００，Ｒ ＝ ０． ９９９３ ７２． １％ ６５． ８ ～ ９５． ４ ３． ５ ～ ６． ９ １０． ７
９ 诺氟沙星 Ｙ ＝ ９０３００Ｘ － ８３９００，Ｒ ＝ ０． ９９５７ ６１． ９％ ５６． ５ ～ ７７． ５ ４． ０ ～ １１． ２ １６． ８
１０ 培氟沙星 Ｙ ＝ ２３０００Ｘ ＋ ２２２０，Ｒ ＝ ０． ９９４３ ７４． ３％ ６３． ３ ～ ８４． ３ ２． ８ ～ ６． ２ ９． ３
１１ 氟罗沙星 Ｙ ＝ ８８５００Ｘ ＋ ３０６００，Ｒ ＝ ０． ９９６４ ８７． ６％ ７６． ５ ～ １１２． ８ ３． ９ ～ ５． ７ ７． １
１２ 麻保沙星 Ｙ ＝ ５２４００Ｘ ＋ ７４１０，Ｒ ＝ ０． ９９８３ ７７． ７％ ６９． ５ ～ １０４． ２ ４． ５ ～ ６． １ ９． ２
１３ 达氟沙星 Ｙ ＝ １０４０００Ｘ － １４１００，Ｒ ＝ ０． ９９８１ ６１． ３％ ５５． ２ ～ ７３． ０ ２． ２ ～ １１． ８ １８． ２
１４ 依诺沙星 Ｙ ＝ ９６３００Ｘ － ３４９００，Ｒ ＝ ０． ９９６４ ４７． ６％ ４１． ７ ～ ６２． ８ ３． ６ ～ １１． ５ １６． ８
１５ 吡哌酸 Ｙ ＝ ２１９００Ｘ ＋ ９５４０，Ｒ ＝ ０． ９９１４ ４６． ４％ ４０． ８ ～ ６５． ０ ５． ８ ～ １０． ０ １４． ６
１６ 恶喹酸 Ｙ ＝ １６３０００Ｘ ＋ ５２５００，Ｒ ＝ ０． ９９８１ ７７． ３％ ６３． ３ ～ ９３． ６ ４． ５ ～ ７． ５ ９． ６
１７ 二氟沙星 Ｙ ＝ ６１０００Ｘ ＋ ４４３０，Ｒ ＝ ０． ９９６４ ６６． ９％ ５９． ２ ～ ８３． ８ ５． ３ ～ ９． ６ １３． １
１８ 洛美沙星 Ｙ ＝ ８０２００Ｘ － ９７３０，Ｒ ＝ ０． ９９７７ ６４． ６％ ５４． ５ ～ ７７． ５ ２． ９ ～ ５． ９ １０． ０
１９ 氟甲喹 Ｙ ＝ １１１０００Ｘ ＋ ７１３０，Ｒ ＝ ０． ９９９１ ７１． ６％ ６２． ２ ～ ８５． ５ ４． ５ ～ ５． ９ ９． ４
２０ 奥比沙星 Ｙ ＝ １０８０００Ｘ － ３２５００，Ｒ ＝ ０． ９９８０ ６１． ９％ ５２． ５ ～ ６９． ３ ２． ３ ～ ６． １ １０． ８
２１ 司帕沙星 Ｙ ＝ ８７５００Ｘ － ２１８００，Ｒ ＝ ０． ９９８５ ８５． ２％ ６５． ８ ～ ７１． ７ ２． ５ ～ ５． ８ ９． ７
２２ 萘啶酸 Ｙ ＝ １７８０００Ｘ ＋ ７５４００，Ｒ ＝ ０． ９９９２ ７５． ３％ ６２． １ ～ ９３． ７ １． ６ ～ ７． ６ １３． ７
２３ 西诺沙星 Ｙ ＝ ４８９００Ｘ ＋ ３３８０，Ｒ ＝ ０． ９９８３ ９２． ８％ ６９． １ ～ １１６． ５ ３． ４ ～ ８． ８ １２． ０
２４ 磺胺醋酰 Ｙ ＝ １９０００Ｘ － ４１２，Ｒ ＝ ０． ９９６８ ８７． ５％ ５９． ３ ～ １１６． ４ ５． ２ ～ １１． ６ １５． ６
２５ 磺胺甲噻二唑 Ｙ ＝ ４２４００Ｘ ＋ １８４００，Ｒ ＝ ０． ９９４９ ８４． ４％ ６１． ３ ～ １０５． ０ ９． ２ ～ １２． ２ １５． ８
２６ 磺胺二甲异恶唑 Ｙ ＝ ５６２００Ｘ － ６５７，Ｒ ＝ ０． ９９４９ ８３． ０％ ７３． ０ ～ １１６． ８ ４． ６ ～ ９． ９ １２． ６
２７ 磺胺氯哒嗪 Ｙ ＝ ３４０００Ｘ － ６５２，Ｒ ＝ ０． ９９１９ ８２． ５％ ６４． ３ ～ ９７． ６ １． ９ ～ ９． １ １１． ４
２８ 磺胺嘧啶 Ｙ ＝ ２５３００Ｘ ＋ ３０１０，Ｒ ＝ ０． ９９５５ ９６． ３％ ６２． ７ ～ １２３． ５ ５． ７ ～ １２． ２ １５． ０
２９ 磺胺甲恶唑 Ｙ ＝ ３４０００Ｘ － １４２００，Ｒ ＝ ０． ９９３３ ７９． ３％ ６３． ８ ～ １００． ２ ３． ０ ～ １１． ８ １４． ５
３０ 磺胺噻唑 Ｙ ＝ ３７６００Ｘ － ５２７００，Ｒ ＝ ０． ９９９３ ８０． ７％ ５４． ９ ～ １１１． ６ ０． ７ ～ １０． ３ １６． ０
３１ 磺胺间甲氧嘧啶 Ｙ ＝ ３７８００Ｘ － １０６００，Ｒ ＝ ０． ９９７６ ７５． ８％ ５９． ６ ～ ９４． ８ １． ６ ～ ８． ０ １２． ０
３２ 磺胺甲基嘧啶 Ｙ ＝ ３５３００Ｘ － ２１８００，Ｒ ＝ ０． ９９３２ ７８． １％ ５５． ４ ～ １０７． ４ ２． １ ～ １２． ７ １８． ３
３３ 磺胺邻二甲氧嘧啶 Ｙ ＝ ９３０００Ｘ ＋ ３６９０，Ｒ ＝ ０． ９９５５ ７９． ６％ ５４． ５ ～ ９３． ４ ３． ８ ～ ５． ７ ９． ５
３４ 磺胺吡啶 Ｙ ＝ ４６７００Ｘ ＋ ６８８０，Ｒ ＝ ０． ９９２１ ７９． ７％ ５５． ９ ～ １０３． ６ ３． ０ ～ ８． ０ １２． ７
３５ 磺胺对甲氧嘧啶 Ｙ ＝ ７０４００Ｘ － ２３５００，Ｒ ＝ ０． ９９２７ ７３． ７％ ６４． ９ ～ １０５． ４ ３． ５ ～ １３． ４ １７． ７
３６ 磺胺甲氧哒嗪 Ｙ ＝ ７８７００Ｘ － ３４６００，Ｒ ＝ ０． ９９５５ １１１． ７％ ５５． １ ～ １２５． ２ １． ９ ～ １３． ３ １７． ４
３７ 磺胺二甲嘧啶 Ｙ ＝ ５０４００Ｘ ＋ ４４８００，Ｒ ＝ ０． ９９７８ ７６． ２％ ５８． ９ ～ １０４． ４ ３． ３ ～ ８． ３ １２． １
３８ 磺胺苯吡唑 Ｙ ＝ １４４００Ｘ ＋ ５２８０，Ｒ ＝ ０． ９９７１ ８０． ６％ ５１． ４ ～ １０６． ３ ５． ７ ～ １０． ４ １３． ９
３９ 磺胺间二甲氧嘧啶 Ｙ ＝ ７６４００Ｘ － ２４０００，Ｒ ＝ ０． ９９４５ ７６． ６％ ５０． ３ ～ ９３． １ ４． ８ ～ ７． ４ １０． ４
４０ 磺胺喹噁啉 Ｙ ＝ ６４４００Ｘ － ２４９０，Ｒ ＝ ０． ９９７２ ７５． １％ ５６． ５ ～ ８６． ５ ５． ３ ～ ８． ２ １１． ８
４１ 磺胺异嘧啶 Ｙ ＝ １０４０００Ｘ ＋ ７４５００，Ｒ ＝ ０． ９９７６ ７９． ５％ ５６． ４ ～ １０４． ７ ２． ６ ～ １１． ７ １４． ２
４２ 磺胺苯甲酰 Ｙ ＝ ４８２００Ｘ ＋ ３９４００，Ｒ ＝ ０． ９９４６ ８３． ８％ ４７． ４ ～ １１２． ２ ６． ０ ～ ９． ５ １２． ７
４３ 磺胺二甲唑 Ｙ ＝ ２９５００Ｘ － ８７３０，Ｒ ＝ ０． ９９６６ ６６． １％ ５４． ３ ～ ９５． ６ ４． ８ ～ １２． ４ １６． ２
４４ 酞磺胺噻唑 Ｙ ＝ １１９００Ｘ － ３６５０，Ｒ ＝ ０． ９９７８ ８０． ７％ ６０． ０ ～ ９７． １ ３． ８ ～ ６． ８ ９． ９
４５ 甲氧苄啶 Ｙ ＝ １１２０００Ｘ ＋ ２６０，Ｒ ＝ ０． ９９７４ ８２． １％ ６８． ７ ～ １０４． ８ ２． ２ ～ １１． ９ １６． ３
４６ 氯霉素 Ｙ ＝ ９３３００Ｘ － １０６００，Ｒ ＝ ０． ９９９１ ９３． ４％ ６４． ２ ～ １２６． ２ ８． ３ ～ １１． ６ １２． １
４７ 氟苯尼考 Ｙ ＝ ２７８００Ｘ ＋ ６６６０，Ｒ ＝ ０． ９９８０ ７１． ９％ ５５． ２ ～ １０６． ９ ３． ６ ～ １１． １ １４． ０
４８ 甲砜霉素 Ｙ ＝ ３８１００Ｘ － ４９７０，Ｒ ＝ ０． ９９５７ ６８． ３％ ５６． ８ ～ ８４． ４ ４． ４ ～ １１． ７ １５． ３
４９ 林可霉素 Ｙ ＝ ４５９００Ｘ ＋ ５１４００，Ｒ ＝ ０． ９９９６ ８４． ３％ ６０． ６ ～ １００． ５ ６． ６ ～ ８． ５ １１． ６
５０ 泰乐菌素 Ｙ ＝ １５５０００Ｘ ＋ ７６８００，Ｒ ＝ ０． ９９８６ ９６． １％ ７２． ０ ～ １１４． ０ ３． ７ ～ １１． ９ １４． ０
５１ 替米考星 Ｙ ＝ ８０５００Ｘ ＋ ５１７００，Ｒ ＝ ０． ９９９０ ７７． ７％ ６７． ５ ～ ９１． ９ ３． ３ ～ １０． ６ １２． ６
５２ 罗红霉素 Ｙ ＝ ３２６００Ｘ － １８００，Ｒ ＝ ０． ９９５９ ８４． ８％ ６０． ３ ～ １１０． ２ ４． ５ ～ ８． ９ １１． ２
５３ 克拉霉素 Ｙ ＝ ３７３００Ｘ ＋ １７１００，ＲＶ ＝ ０． ９９６５ ９４． ４％ ６１． １ ～ １３１． ８ ４． ２ ～ １１． ２ １４． ９
５４ 阿奇霉素 Ｙ ＝９５３０Ｘ ＋ ３７７０，Ｒ ＝ ０． ９９７３ １０６． １％ ６６． ４ ～ １１９． ９ ５． ３ ～ １４． ２ １７． ８
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２． ３　 垫料水分含量　 结果如表 ３ 所示。 如表 ３ 所

示，１２ 家养殖场的异位发酵床垫料样品，水分含

量在 ３７ ． ７％ ～ ７０ ． ２％ 之间，其均值和中位值分

别为 ５４ ． ７％ 和 ５６ ． ４％ 。 结果表明，生猪异位发

酵床垫料样本中水分含量较高，且波动范围也较

大。 为排除试样水分对评估结果的干扰，本实验

中垫料中抗菌药物残留量结果均以折水后含量

表示。

表 ３　 生猪异位发酵床垫料样品中水分含量

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｍｏｉｓｔｕｒｅ ｌｅｖｅｌｓ ｏｆ ｌｉｔｔｅｒｓ ｆｏｒｍ ｅｃｔｏｐｉｃ ｐｉｇ ｍａｎｕｒｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｅｄｓ

水分 ／ ％
ｍｏｉｓｔｕｒｅ

最大值 ／ ％
Ｍａｘｉｍｕｎ ｖａｌｖｅ

最小值 ／ ％
Ｍｉｎｉｍｕｍ ｖａｌｖｅ

平均值 ／ ％
Ｍｅａｎ ｖａｌｕｅ

中位值 ／ ％
Ｍｅｄｉａｎ

１、５８． ９９％ ；２、７０． ２３％ ；３、４９． ８７％ ；４、３７． ６５％ ；５、６１． ４０％ ；６、
６０． ３０％ ；７、４１． １９％ ；８、４５． １１％ ；９、５２． ２１％ ；１０、５３． ７４％ ；１１、
６１． ２０％ ；１２、６４． ８６％

７０． ２３ ３７． ６５ ５４． ７３ ５６． ３６

２． ４　 垫料中抗菌药物分布　 结果如图 １ 所示。 如

图 １ 所示，在监测的 １２ 家养殖场的异位发酵床垫

料中检出 ４ 种四环素类、１０ 种喹诺酮类、５ 种磺胺

类、２ 种酰胺醇类和 ４ 种大环内酯类药物，共涉及

２５ 种抗菌药物残留，残留总量在 ０． ７ ～ ２８ ｇ ／ ｔ之间，

平均值和中位值分别为 ６． ８ ｇ ／ ｔ 和２． ０ ｇ ／ ｔ。

在 １２ 家养殖场的所有垫料样本中，４ 种四环素

类药 物 均 有 检 出， 总 残 留 量 介 于 ６８７􀆰 ５ ～

２７７３６． １ μｇ ／ ｋｇ之间。 金霉素和土霉素检出量最

高，除 １１ 号养殖场外（２７． ４％ ），两者对四环素类药

物总残留量的贡献率在 ６０． ８％ ～９２． ４％之间。

１２ 家养殖场的所有垫料样本中，喹诺酮类药

物总残留量在 ５． ６ ～ １８５８． ２ μｇ ／ ｋｇ 之间。 恩诺沙

星和环丙沙星检出率均为 １００％ ，两者对喹诺酮类

药物总残留量的贡献率在 １６％ ～ １００％ 之间，氧氟

沙星 和 氟 甲 喹 的 检 出 率 则 分 别 为 ９１． ７％ 和

４１􀆰 ７％ ，其余 ６ 种检出的喹诺酮类抗菌药物仅为零

星检出。

２ 家养殖场的垫料样本中磺胺类化合物残留

量低于检出限，其余 １０ 家养殖场垫料样本中的总

残留水平在 ５． ６ ～ ５０． ２ μｇ ／ ｋｇ 区间内。 磺胺间甲

氧嘧啶的检出率为 ７２． ７％ ， 检出浓度均值为

７． ４６ μｇ ／ ｋｇ，其对磺胺类药物残留总量的贡献率在

３３． １％ ～９７． ９％ 之间。 其他磺胺类药物均为零星

检出， 增效剂磺胺甲氧苄啶 尽 管 检 出 率 达 到

９１􀆰 ７％ ，但浓度均在检出限附近，仅 １０ 号养殖场样

本达到 １０． ７ μｇ ／ ｋｇ。

就酰胺醇类化合物而言，仅 ６ 家养殖场垫料样

本有检出，总残留量在 ８． ４ ～ ５３６． ２ μｇ ／ ｋｇ 之间。

除 １ 号养殖场垫料样本中同时检出氟苯尼考

（５８２． ８ μｇ ／ ｋｇ）和甲砜霉素（７． ４ μｇ ／ ｋｇ）外，其余

５ 份 垫 料 样 本 均 仅 检 出 氟 苯 尼 考， 均 值 为

１１６． ３ μｇ ／ ｋｇ，中位值为 ４５． ９ μｇ ／ ｋｇ。

１２ 家养殖场垫料样本中均有大环内酯类药物

检出，总残留量在 ５． ２ ～ １７６． ０ μｇ ／ ｋｇ 之间。 其中

替米考星和林可霉素检出率均为 ６６． ７％ ，两者之和

对大环内酯类抗菌药物残留总量的贡献率达到

９６％ ～１００％ 。

３　 讨论与结论

３． １　 前处理方法　 根据前期调研，生猪养殖过程

中主要使用的抗菌药物有四环素类、磺胺类、大环

内酯类、酰胺醇类和喹诺酮类。 因而，所建立的方

法应尽量涵盖这些常用抗菌药物。

由于四环素类和大环内酯类药物多对热不耐

受，制样采用超低温冷冻球磨的方式，避免了粉碎

过程产热对这些药物的破坏。 为控制水溶性色素

及杂质的共流出干扰，尝试仅使用甲醇、乙腈等有

机溶剂进行提取，然而四环素类化合物的添加回收

率近乎为零。 这可能与饲料中铁、铜、钙等金属元

素含量较高有关。 这些经粪污进入垫料中的 Ｃａ２ ＋ 、

Ｍｇ２ ＋ 、Ｆｅ３ ＋ 离子，可与四环素类化合物 Ｂ 环 Ｃ１２位的

烯醇基和 Ｃ 环 Ｃ１１ 位的酚羟基，形成难溶的螯合
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图 １　 生猪异位发酵床垫料中四环素类、喹诺酮类、磺胺类、酰胺醇类和大环内酯类抗菌药物残留量

Ｆｉｇ １　 Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ（Ａ）， Ｑｕｉｎｏｌｏｎｅｓ（Ｂ）， Ｓｕｌｐｈａ（Ｃ）， Ａｍｐｈｅｎｉｃｏｌｓ（Ｄ）， Ｍａｃｒｏｌｉｄｅｓ（Ｅ）

ｌｅｖｅｌｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｏｔａｌ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｌｅｖｅｌｓ ｉｎ ｌｉｔｔｅｒｓ ｆｏｒｍ １２ ｅｃｔｏｐｉｃ ｐｉｇ ｍａｎｕｒｅ ｆｅｒｍｅｎｔａｔｉｏｎ ｂｅｄｓ

物［１］。 现有饲料中四环素类药物液质法检测的文

献中，基本均使用 ０． １ ｍｏｌ ／ Ｌ Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ － Ｎａ２ＥＤＴＡ

溶液提取配合亲水亲酯型固相萃取小柱（ＳＰＥ）净

化策略。 Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ － Ｎａ２ＥＤＴＡ 溶液既保障了四环

素类抗菌药物的水溶性和水溶液的稳定性，也控制

了基质中金属离子对目标化合物的络合反应［４］。

磺胺类和喹诺酮类药物通常使用甲醇、乙腈等有机

溶剂进行提取。 预试结果表明，纯乙腈作提取体系

时，可有效降低上机液中的蛋白质类杂质。 氟苯尼

考的代谢产物氟苯尼考胺通常在偏碱性条件下提

取，经试，在本方法条件下氟苯尼考胺的提取效率

不稳定，且在 Ｃ１８ 柱上的色谱行为易受试样中共流

出物的干扰。 同时，已有研究表明，约 ６４％ 的氟苯

尼考以原型方式通过尿液排出动物体外［５］，因而本

研究中放弃对氟苯尼考胺的考查，以保全其通

用性。

·５１·



中国兽药杂志 ２０２１ 年 ５ 月第 ５５ 卷第 ５ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

受亲水亲酯型 ＳＰＥ 小柱净化过程中对有机相

和水相比例要求较为严苛的影响，很难兼顾这 ５ 类

药物的净化。 因而，采取“Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ － Ｎａ２ＥＤＴＡ 溶

液提取，配合亲水亲酯型 ＳＰＥ 小柱净化”加“乙腈

进行二次提取”的方式对试样进行提取与净化。 将

ＳＰＥ 柱洗脱液与乙腈提取液合并后，经吹干、复溶

即可上机检测。
３． ２　 异位发酵床垫料水分含量　 一般生猪养殖过

程中产生的粪污每天 ２ ～ ４ 次喷淋在异位发酵床垫

料上，且边喷淋边翻抛搅拌以使微生物充分发酵。
为保障菌种有适宜的条件生长，蒋锁俊等［６］ 建议异

位发酵床垫料水分控制在 ３７％ ～ ４５％ 之间。 受喷

淋与采样间隔时间以及喷淋量、喷淋雾化效果、发
酵床温度等多重因素影响，发酵床垫料中水分含量

波动幅度很大，可能严重干扰对垫料中抗菌药物残

留量的评估。 经干燥后测定的方法，可控制水分的

干扰，但干燥方法的选择同样影响抗菌药物残留量

的评估。 干燥失重的方法可直接测定其水分的相

对含量，但 １０５ ℃的常用干燥温度并适合于对热不

耐受的抗菌药物。 此外，因垫料基质多由木屑、桔
杆等对水吸附能力较强的材料组成，测定结果重现

性较差，且过长的干燥时间加重样品间交叉干扰的

风险。 因垫料基质和待测的抗菌药物并不与卡费

休试剂反应，且所需样品量很少，故本方法采用费

休氏滴定法进行水分含量测定。 采用超低温冷冻

球磨的方式制样，既有利于减少制样过程中垫料样

品中的水分挥发，也利于滴定过程中样品内部水分

的全部快速释放。 １２ 家养殖场的异位发酵床垫料

样品，水分含量在 ３７． ７％ ～ ７０． ２％ 之间，其均值和

中位值分别为 ５４． ７％ 和 ５６． ４％ ，略高于蒋锁俊等

建议的参考范围［６］，这可能与水分测定方式、采样

时间和喷淋时间之间的间隔长短、养殖场粪污预处

理方式等因素有关。 晏婷等［７］ 在探索异位发酵床

对肉鸭粪污处理能力时，在其所试条件下，垫料水

分含量在 ６６％ ～ ７６％ 之间，与本试验结果部分

重合。
３． ３　 异位发酵床垫料中 ５ 大类抗菌药物蓄积量与

趋势　 在监测的 １２ 家养殖场的异位发酵床垫料中

共检出 ５ 大类 ２５ 种抗菌药物。 ５ 类抗菌药物蓄积

总量的平均值排序为：四环素类（６６６５ μｇ ／ ｋｇ） ＞ 喹

诺酮类（８４． ７ μｇ ／ ｋｇ） ＞ 酰胺醇类（５９． ５ μｇ ／ ｋｇ） ＞
大环内酯类（４１． ４ μｇ ／ ｋｇ） ＞磺胺类（１５． ４ μｇ ／ ｋｇ），
这一排列顺序符合养殖场抗菌药物使用情况调研

结果，也基本符合兽医临床中跨类别组方的比例。
尽管尚没有垫料中抗菌药物残留检测的相关数据

佐证，但与一些畜禽粪便中抗菌药物残留检测结果

相符。 Ｚｈａｏ 等［８］ 对中国 ８ 个省大型养殖场猪粪便

的检测结果显示，土霉素和金霉素的残留均值分别

为 ５９． ０６ ｍｇ ／ ｋｇ 和 ２１． ０６ ｍｇ ／ ｋｇ，环丙沙星和恩诺

沙星 的 残 留 均 值 分 别 为 ３３． ９８ ｍｇ ／ ｋｇ 和

３３． ２６ ｍｇ ／ ｋｇ。 Ｙｅｖｅｎｅｓ Ｋ 等［９］ 检测发现粪便中四

环素类、磺胺类和酰胺醇类药物的浓度在 １． ４ ～
３００ ｍｇ ／ ｋｇ之间。

１２ 家养殖场垫料样本中，四环素类残留总量

最高。 土霉素和金霉素残留量对四环素类药物残

留总量的贡献率在 ６１％ ～ ９４％ 之间。 依据原《农
业部公告第 １６８ 号》 ［１０］，土霉素和金霉素除具抑菌

作用外，还允许作为促猪、禽生长添加剂使用。 在

这些养殖场抽取的 １９ 批次育肥猪饲料中 １０ 批次

检出金霉素，１３ 批次保育猪饲料中 ３ 批次检出土霉

素。 多西环素主要用于兽医临床治疗使用，因而，
其检出率和检出值均显著低于土霉素和金霉素。

１２ 家养殖场垫料样本中，恩诺沙星和环丙沙

星检出率均为 １００％ 。 除 １ 号养殖场垫料样本中环

丙沙星残留量显著高于恩诺沙星残留量外（Ｐ ＜
０． ０５），其余 １１ 家养殖场垫料样本中环丙沙星残留

量均约为恩诺沙星残留量的 １ ／ ３ ～ １ ／ ７，这些较低含

量的环丙沙星可能是恩诺沙星在生猪体内代谢形

成［１，１１］，也不排除在异位发酵过程中经微生物代谢

形成的可能，但仍需进一步研究证实。
磺胺氯达嗪和磺胺间甲氧嘧啶被广泛应用于

预防夏季和秋季育肥猪的弓形体感染；甲氧苄啶作

为磺胺类药物的增效剂，使用量亦较大。 因而，在
异位发酵床垫料中这 ３ 种磺胺类药物检出率较高。
其中，磺胺间甲氧嘧啶（均值为 ７． ４６ μｇ ／ ｋｇ）在 ８ 家

养殖场的垫料样本中检出，其对磺胺类药物残留总
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量的贡献率在 ３３． １％ ～９７． ９％之间。 长期以来，磺
胺类药物残留量是猪肉产品质量安全检测的重要

监测指标，磺胺二甲嘧啶和磺胺间甲氧嘧啶也是猪

肉产品质量安全的主要风险因子。 然而，在 １２ 家

养殖场垫料样本中，仅 ４ 号和 ７ 号养殖场垫料样本

中检出低于 ６ μｇ ／ ｋｇ 的磺胺二甲嘧啶。 这一方面

与这几家养殖场更倾向于使用磷酸泰乐菌素磺胺

二甲嘧啶预混剂有关，一方面可能与磺胺类药物水

溶性有关。 马文瑾等［２］ 综述了堆肥处理过程中磺

胺类、四环素类、喹诺酮类药物的浓度变化趋势，水
溶性较强的磺胺在堆肥过程中会随粪尿流失。

较氯霉素更安全、抗菌活性更好的氟苯尼考成

为生猪呼吸道疾病防治的首选。 １２ 家养殖场垫料

样本中，氟苯尼考检出率为 ８３． ３％ ，但除 １ 号养殖

场垫料样本中氟苯尼考残留量为 ５８２． ８ μｇ ／ ｋｇ 外，
其余 ９ 个样本中的残留量均低于 ６０ μｇ ／ ｋｇ。 １ 号和

２ 号养殖场垫料中检出氟苯尼考的同时，还分别检

出 ７． ３７ μｇ ／ ｋｇ 和 ０． ６８ μｇ ／ ｋｇ 的甲砜霉素。
在 １２ 家养殖场垫料样本中，９ 家养殖场垫料样

本检出替米考星，且其对大环内酯类抗菌药物残留

总量的贡献率达到 ５８％ ～１００％ 。 这与替米考星对

治疗胸膜肺炎、巴氏杆菌感染和支原体感染有较好

的效果有关。 林可霉素虽然有着 ８３． ３％的检出率，
但残留量均低于 ２６ μｇ ／ ｋｇ，可能与这些养殖场使用

的少量盐酸大观霉素盐酸林可霉素可溶性粉有关。
总体而言，１２ 家养殖场垫料样本中 ５ 大类抗菌

药物残留总量在 ０． ７ ～ ２８ ｇ ／ ｔ 之间，平均值和中位

值分别为 ６． ８ ｇ ／ ｔ 和 ２． ０ ｇ ／ ｔ。 ５ 大类药物中四环素

类药物残留量最高，其对各场垫料中抗菌药物总残

留量的贡献率在 ９１． ３％ ～ ９８． ８％ 之间。 异位发酵

床垫料启用时间最早的 ２ 号场 （２００９ 年启用，
１． ２ ｇ ／ ｔ）垫料样本中抗菌药物残留总量并非最高。
表明，异位发酵床垫料中抗菌药物残留量并不完全

取决于异位发酵床启用时间，还与养殖场的养殖管

理水平、用药习惯以及异位发酵床维护方式方法等

因素均有关。
本研究建立了生猪异位发酵床垫料中四环素

类、喹诺酮类、磺胺类、酰胺醇类和大环内酯类，共

５４ 种抗菌药物残留量的 ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 检测方法。
超低温冷冻粉碎后的垫料样本以费休氏 － 库仑滴

定法测定水分，用Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ － Ｎａ２ＥＤＴＡ 缓冲液和乙

腈提取，经亲水亲脂平衡固相萃取小柱净化，用 ＬＣ
－ ＭＳ ／ ＭＳ 法测定抗菌药物残留量，最终结果以折

水后含量表示。 方法具有简便、高通量、抗干扰的

特点，满足日常检测要求。 在 １２ 家养殖场垫料样

本中共检出 ２５ 种抗菌药物，各场垫料样本总残留

量在 ０． ７ ～ ２８ ｇ ／ ｔ 之间，其中四环素类药物对总残

留量的贡献率在 ９１． ３％ ～ ９８． ８％ 之间。 异位发酵

床垫料中抗菌药物残留量并不完全取决于异位发

酵床启用时间，还与养殖场的养殖管理水平、用药

习惯以及异位发酵床维护方式方法等因素均有关。
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