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QuEChERS 结合高效液相色谱-串联质谱法测定禽蛋中的

氯霉素药物残留
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摘 要：目的　 建 立 QuEChERS（Quick、Easy、Cheap、Effective、Rugged、Safe）结 合 高 效 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 法

（HPLC-MS/MS）测定禽蛋（鸡蛋、鸭蛋、鹌鹑蛋、鹅蛋）中的氯霉素药物残留的分析方法。方法　禽蛋样品经乙腈提

取，经（PSA∶C18=1∶1）净化处理，采用高效液相色谱-串联质谱法测定，同位素内标法定量。结果　禽蛋基质中氯霉

素在 0. 020~2. 0 µg/kg 线性范围内，相关系数 r>0. 999；方法检出限 0. 020 µg/kg，定量限 0. 050 µg/kg；在添加浓度

水平为 0. 020、0. 10、0. 50 µg/kg 时，回收率范围为 80. 8%~119. 0%，相对标准偏差为 4. 09%~15. 21%（n=6）。采用

建立的方法对市购禽蛋样品和天然污染鸡蛋样品进行验证测试，方法实用性满足残留测试要求。结论　本方法前

处理操作简便、灵敏度高、可有效用于禽蛋中氯霉素药物残留的监控与定量测定。
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Determination of chloramphenicol residue in poultry eggs by QuEChERS combined with high 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry
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Abstract： Objective　To develop a method for determination of chloramphenicol residue in poultry eggs （hen egg， duck 
egg， quail egg， and goose egg） using QuEChERS （Quick， Easy， Cheap， Effective， Rugged， Safe） protocols combined 
with high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry （HPLC-MS/MS）. Methods　 The chloramphenicol 
residue in egg samples was extracted with acetonitrile， followed by QuEChERS protocol with cleaning-up mixture （PSA∶
C18=1∶1）， and then determined by liquid chromatography-tandem mass spectrometry （HPLC-MS/MS） with internal 
standard quantification. Results　The linearity of chloramphenicol in poultry eggs was 0. 020-2. 0 µg/kg， with a correlation 
coefficient r>0. 999.  The limit of detection （LOD） of the method was 0. 020 µg/kg， and the limit of quantitation （LOQ） 
was 0. 050 µg/kg.  Recoveries ranged from 80. 8% to 119. 0% at spiked level of 0. 020， 0. 10 and 0. 50 µg/kg with the 
relative standard deviations （RSDs） of 4. 09%-15. 21% （n=6）.  The developed method was validated using real-life 
samples as well as naturally incurred egg samples and showed good applicability in chloramphenicol residue analysis in 
poultry eggs. Conclusion　 This proposed method is rapid， simple and sensitive， which could be effectively used for 
monitoring and determination of chloramphenicol residue in poultry eggs.
Key words： QuEChERS； high performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry； chloramphenicol； 
poultry eggs
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QuEChERS 结合高效液相色谱-串联质谱法测定禽蛋中的氯霉素药物残留——赵飒，等

氯霉素属于酰胺醇类药物，是一种广谱抗生

素，其对多数革兰氏阴性菌和革兰氏阳性菌均有良

好的抑制作用，广泛用于畜禽及水产动物传染疾病

的预防和治疗［1-5］。但是，氯霉素残留会严重抑制人

体骨髓造血系统各项功能，在临床应用中已做出严

格控制［6］。目前，氯霉素已被中国、欧盟、美国等多

个国家列为禁用药之一。中华人民共和国农业部

公告第 250 号《动物性食品中兽药最高残留限量》

规定，在所有食品动物均不得使用，在动物性食品

中均不得检出氯霉素［7］；欧盟新发布的（EU） No 
2019/1871 规 定 氯 霉 素 的 行 动 执 行 限（Reference 
points for action，RPA）为 0. 15 µg/kg；新西兰初级产

业部于 2021 年发布 2021/07 号公告，对所有食品

中氯霉素的最大残留限量拟修订至 0. 15 µg/kg 的

水平。禽蛋的营养成分高，富含各种蛋白质及脂

类，已成为消费者家中常备食物之一。但由于部分

养殖户在养殖过程中违规使用氯霉素、兽药，饲料

不合格、环境污染等问题，近年来禽蛋中也经常检

出氯霉素残留［8-10］，这将严重威胁消费者的身体

健康。

动物源性食品中氯霉素药物残留的检测方法

主要有微生物法［11］、免疫分析法［12-14］、分子印迹

法［15］、液相色谱法［16］、气相色谱法［17］、液相色谱 -串

联质谱法［18-19］。微生物法灵敏度低；免疫分析法易

出现假阳性；液相色谱法稳定性好，但灵敏度低，检

测限普遍高，无法满足痕量分析的要求；气相色谱

法前处理过程繁琐，对检测人员有较高要求，耗时

长，不适用于大批量样品检测；而液相色谱 -串联质

谱法灵敏度与精密度高、准确性好，已成为分析检

测的主流技术之一。近年来，QuEChERS（Quick、
Easy、Cheap、Effective、Rugged、Safe）［20-23］前处理技术

因其操作简单、快速、耗材少、安全等特点已逐渐应

用于农药残留、兽药残留、真菌毒素、添加剂等的快

速提取和净化［24］。禽蛋基质相较其他动物源性组

织更为复杂，目前现行国家标准仅有动物肌肉组织

中的氯霉素残留检测方法，还未见禽蛋中氯霉素检

测的国标方法。

本研究基于 QuEChERS 前处理方法，优化相

关 前 处 理 步 骤 ，结 合 液 相 色 谱 -串 联 质 谱 技 术 ，

内标法定量，建立了一种操作简便、灵敏度与精

密度高的禽蛋中氯霉素药物残留的检测方法 ，

可为禽蛋（鸡蛋、鸭蛋、鹌鹑蛋、鹅蛋）中氯霉素

药物监控提供技术支撑 ，保障禽蛋类食品质量

安全。

1　材料与方法

1. 1　材料

1. 1. 1　样品

市售鸡蛋、鸭蛋、鹌鹑蛋、鹅蛋；人工饲喂蛋鸡

获得的 2 个浓度水平的天然污染鸡蛋样品。

1. 1. 2　主要仪器与试剂

液相色谱仪（APUS PLUS，成都珂睿科技有限公

司）；三重四级杆质谱仪（Sciex 5500，美国 SCIEX）；

分析天平（BSA223S，德国赛多利斯）；涡旋混合器

（IKA MS3，德 国 IKA 公 司），超 高 速 冷 冻 离 心 机

（CR22GII，日本 HITACHI 公司），氮吹仪（AutoEVA-

20L，厦门睿科集团股份有限公司）。

氯霉素（CAS：56-75-7，纯度：≥99. 24%，中国天

津阿尔塔科技有限公司），D5-氯霉素（CAS：202480-

68-0，纯度：≥98. 9%，中国天津阿尔塔科技有限公司），

甲酸、乙腈、乙酸乙酯（色谱纯，美国 MERCK 公司），

N-丙基乙二胺（Primary secondary amine，PSA）、C18
（分析纯，北京安捷飞科技有限公司），超纯水（电阻

率：18. 2 MΩ·cm，Direct8 超纯水机制备，德国 Milli-
Q 公司）。

1. 2　方法

1. 2. 1　样品前处理

称取试样 10. 0 g（准确至±0. 1 g），于 50 mL 离

心管中，将氯霉素内标标准工作液稀释至 10 ng/mL
（当天有效），加入稀释后的内标 20 µL，然后加入

16 mL 乙腈，振荡混匀，加入 5. 0 g 氯化钠，振荡提取

10 min，以 8 000 r/min 离心 10 min，离心半径为 12 cm。

移取 12 mL 上清液至 15 mL 离心管中（管中提前称

取 600 mg PSA 和 600 mg C18 混匀备用），漩涡混匀

10 min，以 8 000 r/min 离心 10 min，离心半径为 12 cm，

准确移取 8 mL 上清液至 15 mL 玻璃氮吹管中，

40 ℃下氮气吹干，准确加入 1 mL 0. 1% 甲酸水，涡

旋溶解残余物，经 0. 22 µm 滤膜过滤，供液相色谱 -

串联质谱测定。

1. 2. 2　仪器条件

色谱：色谱柱：资生堂 CAPCELL PAK C18 MGⅡ

（3. 0 mml. D × 100 mm，3 µm），柱温 35 ℃；流量 0. 3 mL/
min；进样量 10 µL；流动相 A 为乙腈，B 为水。梯度

洗脱程序：0~1. 5 min，A：10%~70%；1. 5~5 min：A：

70%；5~8 min，A：90%；8. 01~10 min，A：10%。

质谱：电喷雾离子源（ESI-）；离子源温度：300 ℃；

电喷雾电压：4500；扫描模式：多反应监测（Multiple 
reaction monitoring，MRM）；质谱参数见表 1。
1. 2. 3　标准溶液配制

精确称取氯霉素、D5-氯霉素标准品各 10 mg，甲
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醇溶解并定容至 10 mL，配制成浓度为 1. 0 mg/mL
的标准贮备液，-20 ℃以下保存，有效期 6 个月。用

甲醇将储备液稀释为 10 µg/mL 的标准中间液，

-20 ℃以下保存，有效期 3 个月。实验前将各中间液

用甲醇稀释为 0. 1 µg/mL 的标准工作液，2~8 ℃
保存。

2　结果

2. 1　色谱条件的优化

先后采用资生堂 CAPCELL PAK C18 MGⅡ（3. 0 

mml. D×100 mm，3 µm）、安捷伦 Proshell120 SB C18
（2. 1×100 mm，2. 7 µm），Phenomenex Kinetex F5 100A
（2. 1×100 mm，2. 6 µm）色谱柱进行了色谱分离的比

较，结果显示，采用资生堂 CAPCELL PAK C18 MGⅡ
（3. 0 mml. D×100 mm，3 µm）色谱柱，分离效果好，

保留时间适宜，基质干扰小；且在常规压力体系及

碱性分析体系下可延长柱寿命，因而更适宜于负离

子模式下的分析，故选择该型号色谱柱进行氯霉素

的分离分析。氯霉素及氯霉素内标的多反应监测

图见图 1。

2. 2　提取条件的优化

氯霉素极性弱，微溶于水，易溶于乙腈、乙酸乙

酯、甲醇等有机溶剂。研究表明［25］，乙酸乙酯作为

提取溶剂时，若操作不当极易使禽蛋基质乳化变成

凝胶状，导致提取效率低，这对操作人员要求较高；

而乙腈不仅对弱极性化合物有较好的提取效率，且

在沉淀蛋白的同时又能有效避免脂类的过量提

取［26］，适合于禽蛋这类蛋白质及脂类含量高的基

质。针对提取溶剂，本研究设计了 2 种前处理方

案，除提取溶剂外其他条件均相同，向鸡蛋、鸭蛋、

鹌鹑蛋、鹅蛋中分别添加浓度水平为 0. 050 µg/kg
的氯霉素，每种基质做 3 次平行，四种基质的回收

率见表 2。由表 2 可见，采用乙腈进行提取的整体

效果要优于乙酸乙酯，内标的使用可有效降低基质

效应，提高回收率，故本研究选取乙腈作提取溶剂，

结合 QuEChERS 方法进行净化，内标法定量，可有

效减少干扰，增加提取效率，保证方法的准确度与

灵敏度。

2. 3　净化方法的优化

禽蛋液基质复杂，蛋白质及脂类含量高，需对

其进行净化消除这类物质的干扰后方可进入质谱

检测。QuEChERS 方法中常以 PSA、C18、石墨化炭黑

（Graphitized carbon black，GCB）作为吸附剂。 PSA
主要用于吸附脂肪类和糖类等极性化合物，C18 则对

非极性物质有较高的容量，可有效去除油脂等长链

脂类化合物及脂溶性色素，GCB 主要是用于吸附色

素等物质［27］。

考虑到禽蛋基质颜色较浅，GCB 颜色深且对氯

霉素有吸附损失［28］，本实验选取 PSA 与 C18 作为净化

试剂。在其他条件相同的情况下，向鸡蛋、鸭蛋、鹌

鹑蛋、鹅蛋中分别添加浓度水平为 0. 050 µg/kg 的

氯霉素，考察了 PSA∶C18 为 0∶10、1∶9、2∶8、4∶6、5∶
5、6∶4、8∶2、9∶1、10∶0 时氯霉素的回收率与净化效

果，每种基质做 3 次平行，四种基质的平均回收率

表 1　氯霉素和 D5-氯霉素特征离子参考质谱条件

Table 1　MRM parameters of chloramphenicol and D5- chloramphenicol
化合物

氯霉素

D5-氯霉素

保留时间/min
7.17
7.17
7.15

母离子/（m/z）

321.00
326.10

子离子/（m/z）
151.9*
256.9
157.0*

去簇电压/V
-75.0
-75.0
-75.0

碰撞能量/V
-24.0
-17.0
-25.0

注：*为定量离子

图 1　氯霉素及 D5-氯霉素标准溶液（0.020 µg/kg）的多反应监测图

Figure 1　Extracted ion chromatograms of MRM transitions of chloramphenicol and D5-chloramphenicol standard solution (0.020 µg/kg)
表 2　不同提取溶剂（乙腈/乙酸乙酯）的提取效果

Table 2　The effects of different extractants 
(acetonitrile/ethyl acetate)

提取溶剂

乙腈

乙酸乙酯

绝对回收率/%
78.3±10.3*
66.4±12.3*

同位素内标矫正回收率/%
102.1±6.3*

90.4±9.8*
注：*：P<0.05（t-test）
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曲线见图 2。
由图 2 可见，当单独使用 PSA 或 C18 时，四种基

质中的氯霉素回收率不高，而使用了 PSA 与 C18 混合

处理过的样品，氯霉素的回收率都有所改善，且当

PSA 与 C18 比例为 5∶5（1∶1）时，四种基质中氯霉素

的回收率较均衡。研究过程显示，当单独使用 PSA
或 C18 时，净化液均呈现深黄色，随着 C18 使用比例

增加，净化液颜色逐渐澄清，随后又变深。综合回

收率、净化效果与操作成本，本研究选择 PSA∶C18 为

1∶1，使用量各 600 mg 作为 QuEChERS 处理程序的

净化试剂。使用 PSA∶C18 为 1∶1 的净化试剂对鸡蛋、

鸭蛋、鹌鹑蛋、鹅蛋四种基质的提取液进行净化、

检测后，发现鸡蛋与鹌鹑蛋净化前后无明显杂质

峰 ，而未净化前的鸭蛋与鹅蛋基质的定量离子

（321. 00/151. 9）旁均有杂质峰，净化后的样品则无

明显干扰（图 3~4），说明本研究采用的净化试剂可

有效减少干扰，保证定量结果准确性。

2. 4　方法的线性范围及检出限与定量限

按前述仪器条件进行测定，以氯霉素峰面积与

相应内标物的离子对峰面积比值为纵坐标（Y），标

准溶液的浓度为横坐标（X）绘制标准曲线，结果显

示氯霉素浓度范围在 0~1. 0 µg/L 范围内线性良

好，相关系数（r）大于 0. 999，可满足定量分析需要。

在四种蛋类的空白基质中添加低浓度水平氯

霉素标准溶液，以定量离子的 S/N=3 和 S/N=10 分

别计算检出限和定量限。综合考虑现行国际法规

限量趋势及不同仪器响应差异，本方法检出限为

0. 020 µg/kg（四种基质平均 S/N=5. 5），定量限为

0. 050 µg/kg（四种基质平均 S/N=14. 5）。

2. 5　精密度与回收率

分别向四种已知空白禽蛋样品中添加浓度水平

为 0. 020、0. 10、0. 50 µg/kg 的氯霉素，进行回收率

实验，每个添加水平重复测定 6 次，内标法定量，结

果见表 3，其回收率范围为 80. 8%~119. 0%，相对标

准偏差为 4. 09%~15. 21%，表示该方法的准确度和

图 2　不同 PSA 与 C18配比下鸡蛋、鸭蛋、鹌鹑蛋、鹅蛋中的

氯霉素回收率

Figure 2　Curves of recoveries of chloramphenicol in hen eggs, 
duck eggs, quail eggs and goose eggs under various ratios of 

PSA and C18

图 3　未使用净化剂与使用净化剂处理的鸭蛋样品中氯霉素的多反应监测图（添加水平  0.050 µg/kg）
Figure 3　Extracted ion chromatograms of MRM transitions of chloramphenicol in duck egg samples treated with and without clean-up 

cartridges (spiking level 0.050 µg/kg)

图 4　未使用净化剂与使用净化剂处理的鹅蛋样品中氯霉素的多反应监测图（添加水平  0.050 µg/kg）
Figure 4　Extracted ion chromatograms of MRM transitions of chloramphenicol in goose egg samples treated with and without clean-up 

cartridges (spiking level 0.050 µg/kg)

——349



中国食品卫生杂志

CHINESE JOURNAL OF FOOD HYGIENE 2023 年第  35 卷第  3 期

精密度均满足分析要求。

2. 6　实际样品检测

随机购买超市和市场上鸡蛋、鸭蛋、鹌鹑蛋、鹌

鹑蛋，每种各 10 份，共计 40 份样品，采用本方法进

行检测，结果显示，所购买的 40 份禽蛋样品均未检

出氯霉素残留，而本研究开发的方法前处理简便，

耗时短（处理 40 批次样品，前处理时间仅需 1. 2 h），

可满足大批量样品分析需求。

为考察方法对于真实阳性样本的测定效果，本

研究使用氯霉素饲喂蛋鸡获得了 2 个浓度水平的

天然污染鸡蛋样品 ，经 6 家实验室定值分别为

0. 027±0. 003 和 0. 063±0. 005 µg/kg，使用本方法测

定的氯霉素含量水平见表 4，相应的氯霉素定量离

子与 D5-氯霉素的测定图谱见图 5。统计检验显示，

本方法测定值与多实验室的定值水平无显著差异

（t-test，P>0. 05），可进一步反映本研究方法对于真

实阳性样本分析的准确性，也进一步证明了方法的

实际应用效能。

表 4　天然污染的阳性鸡蛋样品中氯霉素检测

结果(n=6, µg/kg)
Table 4　Results of chloramphenicol in naturally incurred egg 

samples treated by chloramphenicol (n=6, µg/kg)
样品

样品 1
样品 2

检测结果

0.025±0.001*

0.065±0.001*

定值结果

0.027±0.003*

0.063±0.005*

注：*：P>0.05（t-test）

图 5　空白鸡蛋样品与天然污染阳性鸡蛋样品中氯霉素定量离子对与 D5-氯霉素提取离子流图

Figure 5　Extracted ion chromatograms of quantification MRM transition of chloramphenicol and D5- chloramphenicol MRM transition 
in blank and naturally incurred egg samples

表 3　鸡蛋、鸭蛋、鹌鹑蛋、鹅蛋的氯霉素加标回收率与精密度（n=6，%）

Table 3　Recoveries and reproducibility of chloramphenicol of hen eggs, duck eggs, quail eggs and goose eggs at four different 
levels （n=6, %）

样品基质

鸡蛋

鹌鹑蛋

鹅蛋

鸭蛋

添加水平/(µg/kg)
0.02
0.10
0.50
0.02
0.10
0.50
0.02
0.10
0.50
0.02
0.10
0.50

测定次数

1
97.3
98.2

107.0
102.0

91.8
101.0
110.0

89.6
104.0
114.0
101.0
112.0

2
99.2
93.2

114.0
108.0

99.4
97.0
82.8
98.2

100.0
99.0
85.7

108.8

3
89.0

100.0
87.9

110.0
100.0

89.3
94.6

111.0
89.0

106.0
116.0

87.0

4
100.0

91.3
110.0
101.0
103.0
103.0

86.5
90.6

107.0
112.0
108.0

94.0

5
94.7
80.8
94.0
92.2
97.2
88.7
92.1
92.2

112.0
84.6
80.9
91.6

6
101.0

95.9
89.8

104.0
94.8
85.3

119.0
90.6
85.0
85.7
83.4

104.0

RSD/%
4.60
7.37

10.75
6.09
4.09
7.74

14.46
8.66

10.57
12.77
15.21
10.16
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3　结论

本研究基于 QuEChERS 前处理方法，对提取条

件及净化剂配比等参数进行了优化，结合液相色谱-

串联质谱测定，采用内标法定量，建立了禽蛋中氯

霉素药物残留的检测方法，弥补了现行国标方法相

应检测基质的缺乏［29］，可满足国际上日益严格的氯

霉素检测执行限量，为相应产品的质量控制提供有

力技术支撑。该方法操作简便、灵敏度与精密度均

可满足日常检测需求。

虽然本研究获取的市售实际样品中均未检出

氯霉素，但不乏有氯霉素检出的报道［30-31］，这表明目

前市场上禽蛋产品仍有安全风险。人为非法使用

氯霉素、饲料不合格与环境污染等都是可能造成的

原因，有关部门仍需加强对禽蛋中氯霉素药物残留

的风险监测和评估。
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