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摘　 要：目的　 建立超高效液相色谱⁃串联质谱法（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）测定鱼肉中氯霉素（ＣＡＰ）、甲砜霉素（ＴＡＰ）和氟

甲砜霉素（ＦＦ）的测定方法。 方法　 以氘代氯霉素（ｄ５⁃ＣＡＰ）为内标，样品采用乙酸乙酯提取，正己烷脱脂处理。 在

ＡＣＱＵＩＴＹ ＢＥＨ⁃Ｃ１８色谱柱中分离，以水⁃甲醇做流动相梯度洗脱，以负离子多反应监测模式、同位素内标法定量。 结

果　 ＣＡＰ、ＴＡＰ 和 ＦＦ 方法的检出限分别为 ０ ０１、０ ０３、０ ０３ μｇ ／ ｋｇ，回收率分别为 ８３ ２％ ～ ９６ ５％ ，７６ ８％ ～ ９３ ８％
和 ７９ ６％ ～ ９５ ０％ ；相对标准偏差为 ４ １％ ～ ８ ８％ 。 结论　 本法具有良好的选择性、灵敏度和准确度，满足鱼肉中

痕量氯霉素类药物残留的高灵敏分析需要。
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　 　 氯霉素类药物包括氯霉素（ＣＡＰ）、甲砜霉素

（ＴＡＰ）和氟甲砜霉素（ＦＦ）是一类广谱抗生素，常用

于畜禽及水产品的疾病治疗和预防［１］。 由于氯霉

素能抑制骨髓造血功能和引起再生障碍性贫血等

毒副作用［２］，目前我国和大部分国家如欧盟、美国

等均禁止在水产养殖中使用氯霉素［３］。
氯霉素类药物的确证检测方法主要为超高效

液相色谱⁃串联质谱法（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ）和气相色谱⁃
质谱法（ＧＣ⁃ＭＳ），其中 ＧＣ⁃ＭＳ 法需要进行衍生化，
前处理方法较为繁琐［４ － ５］。 本试验采用 ｄ５⁃氯霉素

做内标，乙酸乙酯提取，正己烷去脂，无需过净化

柱，ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 法同时测定氯霉素、甲砜氯霉素和

氟甲砜霉素的残留量。 本方法定性定量准确，重现

性好，灵敏度高，基本能满足欧盟及国家食品安全

风险监测部门对残留量的限量要求。

１　 材料与方法

１ １　 材料

１ １ １　 样品

选取鲈鱼为试验样品，取鲈鱼背侧肌肉制成鱼

肉样品。
１ １ ２　 主要仪器与试剂

ＡＣＱＵＩＴＹＴＭ 液 相 色 谱 仪、 Ｍｉｃｒｏｍａｓｓ Ｑｕａｔｔｒｏ
ＵｌｔｉｍａＴＭ Ｐｔ 质谱仪均购自美国 Ｗａｔｅｒｓ，高速离心机。

混合标准储备液（准确称量氯霉素、甲砜霉素和

氟甲砜霉素各 １２ ５ ｍｇ，用乙腈溶解并定容至 ２５ ｍｌ
的棕色容量瓶中，其浓度为 ５００ μｇ ／ ｍｌ，４ ℃避光保

存）、氯霉素、甲砜霉素、氟甲砜霉素和 ｄ５⁃氯霉素（纯
度 ＞９９％）均购自德国 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ，甲醇、乙腈、
乙酸乙酯、正己烷均为色谱纯，实验室用水为超纯水。
１ ２　 方法

１ ２ １　 样品处理

称取 ５ ０ ｇ 试样（精确至 ０ ０１ ｇ）至 ５０ ｍｌ 塑料

离心管中， 加入 ２０ ｎｇ ／ ｍｌ 的 ｄ５⁃ＣＡＰ 内标溶液

７５ μｌ，５ ｇ 无水 Ｎａ２ＳＯ４，１０ ｍｌ 乙酸乙酯匀浆提取

３０ ｓ，５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，上清液收集于 ５０ ｍｌ 离
心管中，残渣加入 １０ ｍｌ 乙酸乙酯继续提取 ２ 次，合
并上清液。 上清液混匀后取 １５ ｍｌ，４５ ℃氮气吹干，
残留物用 ２ ５ ｍｌ 初始流动相溶解，加入 ３ ０ ｍｌ 正己

烷涡旋混合 ３０ ｓ，５ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃去上层

正己烷层，下层再加入 ３ ０ ｍｌ 正己烷重复处理

１ 次，弃去上层正己烷层，下层水相经 ０ ２２ μｍ 滤膜

过滤后，供液质联用分析。

１ ２ ２　 仪器条件

色谱 条 件： Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＢＥＨ⁃Ｃ１８ 色 谱 柱

（２ １ ｍｍ × １００ ｍｍ，１ ７ μｍ），流速 ０ ４ ｍｌ ／ ｍｉｎ，
柱温 ４０ ℃； 进样量 １０ μｌ，流动相：Ａ 为甲醇，Ｂ 为

水。 梯度洗脱程序见表 １。

表 １　 梯度洗脱程序

Ｔａｂｌｅ １　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅｓ ｏｆ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ
时间 ／ ｍｉｎ 流速 ／ （ｍｌ ／ ｍｉｎ） 流动相 Ａ ／ ％ 流动相 Ｂ ／ ％
０ ０ ４ １０ ９０
３ ０ ０ ４ ９０ １０
４ ０ ０ ４ ９０ １０
４ １ ０ ４ １０ ９０
５ ０ ０ ４ １０ ９０

　 　 质谱条件：负离子电喷雾（ＥＳＩ⁃）模式，毛细管电

压 ３ ０ ｋＶ，离子源温度 １２０ ℃，脱溶剂温度 ３５０ ℃；
去溶剂气流量 ６５０ Ｌ ／ ｈ，锥孔气流量 ４０ Ｌ ／ ｈ，碰撞气

压 ０ ３２ ｋＰａ （ Ａｒ），反应监测 （ ＭＲＭ） 模式检测。
ＣＡＰ、ＴＡＰ 和 ＦＦ 质谱分析参数见表 ２。

表 ２　 ＣＡＰ、ＴＡＰ 和 ＦＦ 的质谱分析参数

Ｔａｂｌｅ ２　 ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ
ＣＡＰ， ＴＡＰ ａｎｄ ＦＦ

分析物
保留时间

／ ｍｉｎ
母离子
／ （ｍ ／ ｚ）

子离子
／ （ｍ ／ ｚ）

锥孔电压
／ Ｖ

碰撞能量
／ ｅＶ

ＣＡＰ

ｄ５⁃ＣＡＰ

ＴＡＰ

ＦＦ

２ ４７ ３２１

２ ４６ ３２６

１ ７１ ３５４

２ ０４ ３５６

１５２ ３５ ２６
２５７ ３５ １６
１５７ ３５ ２６
１８５ ３５ １８
２９０ ３５ ２７
１８５ ３５ １４
３３６ ３５ １８

２　 结果与讨论

２ １　 样品前处理

氯霉素属于弱极性物质，在水中溶解度较差，
而易溶于甲醇、乙腈等有机溶剂。 从样品中提取氯

霉素主要有乙酸乙酯、乙腈等。 采用乙酸乙酯提取

时，很多脂类和其他种类的杂质也易溶解，为了减

少干扰，常用正己烷或者固相萃取柱去除脂类杂

质［６］。 本试验采取 Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 固相萃取柱进行净化

比较，Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 柱可有效去除杂质，方法检出限较

低，但成本较高，而液液萃取对于正己烷脱脂的净

化方法有较好的回收率和检出限，成本也相对较

低，因此本试验采用液液萃取的方法。
２ ２　 质谱条件优化

将 ０ ５ ｍｇ ／ Ｌ 的 ＣＡＰ、ＴＡＰ、ＦＦ 混标溶液及 ｄ５⁃
ＣＡＰ 内标液利用流速为 １０ μｌ ／ ｍｉｎ 的流动注射泵以
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连续进样方式在负离子模式下进行母离子全扫描，
确定 ＣＡＰ、ＴＡＰ、ＦＦ 及 ｄ５⁃ＣＡＰ 的分子离子 ｍ ／ ｚ 分别

为 ３２１，３５４，３５６ 和 ３２６。 然后分别以各自的母离子

（ｐａｒｅｎｔ ｉｏｎ），以子离子扫描方式（ｄａｕｇｈｔｅｒ ｓｃａｎ）进

行二级质谱分析，各自找出选择丰度相对较强的两

个特征碎片离子，以母离子和子离子组成监测离子

对，使用多反应监测（ＭＲＭ）模式对目标物进行定性

定量分析。 选择丰度最强、无干扰的监测离子对

ｍ ／ ｚ ３２１ ／ １５２、 ｍ ／ ｚ ３５４ ／ ２９０、 ｍ ／ ｚ ３５６ ／ ３３６ 和 ｍ ／ ｚ
３２６ ／ １５７ 分别用于 ＣＡＰ、ＴＡＰ、ＦＦ 及 ｄ５⁃ＣＡＰ 的定量，
其它离子对则分别用于辅助定性。 优化调节锥孔

电压及碰撞能量，结果见表 ２。
２ ３　 线性范围与检出限

分别配制一系列标准工作溶液（０ ０５ ～ １００ ｎｇ ／
ｍｌ），内标 ｄ５⁃ＣＡＰ 浓度为 １０ ｎｇ ／ ｍｌ。 在本试验的色

谱和质谱条件下进行测定，ＣＡＰ、ＴＡＰ、ＦＦ 的线性相

关系数（ ｒ）均在 ０ ９９８ 以上，方法检出限（ＬＯＤ）以仪

器三倍信噪比来估算，ＣＡＰ 检出限为 ０ ０１ μｇ ／ ｋｇ、
ＴＡＰ 和 ＦＦ 检出限均为 ０ ０３ μｇ ／ ｋｇ。
２ ４　 回收率和精密度试验

选取空白本底的鱼肉样品，添加 ３ 种氯霉素类

标准品和内标，氯霉素类标准品的添加水平为 ０ ５、
１０ 和 ５０ μｇ ／ ｋｇ，测定方法的回收率。 每个样品重复

测定 ６ 次，测定方法的精密度，结果见表 ３。 ＣＡＰ、
ＴＡＰ 和 ＦＦ 的 回 收 率 分 别 为 ８３ ２％ ～ ９６ ５％ ，
７６ ８％ ～ ９３ ８％ 和 ７９ ６％ ～ ９５ ０％ ，相对标准偏差

为 ４ １％ ～８ ８％ 。

３　 小结

本文建立了鱼肉中氯霉素、甲砜霉素和氟甲砜

霉素残留的超高效液相色谱⁃串联质谱（ＵＰＬＣ⁃ＭＳ ／
ＭＳ）测定方法。 该方法采用液液萃取和正己烷脱

脂，省去固相萃取步骤，具有操作简便、有机试剂消

　 　 　 　

表 ３　 回收率和精密度试验（ｎ ＝ ６）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ

分析物
添加水平
／ （μｇ ／ ｋｇ）

平均测定值
／ （μｇ ／ ｋｇ）

回收率
／ ％ ＲＳＤ ／ ％

ＣＡＰ

ＴＡＰ

ＦＦ

０ ５ ０ ４１６ ８３ ２ ６ ６
１０ ９ ０６０ ９０ ６ ４ ９
５０ ４８ ２５０ ９６ ５ ６ １
０ ５ ０ ３８４ ７６ ８ ７ ４

１０ ９ ０１０ ９０ １ ４ ３
５０ ４６ ９０１ ９３ ８ ４ ６
０ ５ ０ ３９８ ７９ ６ ７ ５

１０ ９ １２４ ９１ ２ ８ ８
５０ ４７ ５０３ ９５ ０ ６ ２

耗少、测定周期短等优点，减少了样品间交叉污染

的机会。 该方法样品前处理时加入同位素内标物，
部分补偿了分析物在样品前处理时的损失，以及基

体的干扰，回收率和精密度令人满意。 本方法适用

于水产品中氯霉素、甲砜霉素和氟甲砜霉素残留的

确证检验。
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