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实验技术与方法
同位素内标+超高效液相色谱+串联质谱法测定蜂蜜中氯霉素及甲硝唑

图雅!崔建平!赵宏
!内蒙古呼和浩特市疾病预防控制中心"内蒙古 呼和浩特$&%&&-&#

摘$要!目的$采用同位素内标+超高效液相色谱+串联质谱法测定蜂蜜中氯霉素及甲硝唑的残留量" 方法$样品

经乙酸乙酯提取![<F 复合型固相萃取柱 (#&& JL0, JB)净化!采用 6X(K)cFK+<%"色谱柱 (’.% JJj%&& JJ!

%." "J)分离!以甲醇和 # JJAB09乙酸铵溶液(含 &.&#e甲酸)为流动相进行梯度洗脱!采用电喷雾正0负离子多

反应监测模式检测!同位素内标法定量" 结果$氯霉素’甲硝唑的浓度为 &.&# f#.&& =L0JB时!线性关系良好!相

关系数 %m&.///" 添加 &.#’’.&’#.& "L0IL三个不同水平时!氯霉素’甲硝唑的回收率为 -/.!e f/,.-e!相对标

准偏差(/73)为 #.#e f%*."e!定量限均为 &.%# "L0IL!检出限均为 &.&# "L0IL" 结论$该方法灵敏度及准确度

良好!可应用于日常大批量样品的高灵敏分析"
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$$氯霉素"35BAC>JM5:=;3AB%<)‘#属抑菌性广谱抗
生素%用于动物各种传染病的治疗, 它在动物性食
品中的残留会对人体造血系统产生严重不良反应%
威胁人类的健康 )%+’* , 美国仅允许氯霉素用于非食
用动物%规定在动物性食品中不得检出氯霉素%我
国早在 ’&&’ 年将氯霉素列为禁用药物%在动物性食
品中不得检出, 甲硝唑"J:@CA=;E>RAB:B%[?6#属于
硝基咪唑类合成抗菌药%常添加于动物饲料中%用

于治疗和预防动物体内的某些细菌和原虫疾病,
硝基咪唑类药物在动物性食品中的残留存在潜在
的致癌作用 )!+** , 有些蜂农在蜜蜂临近产蜜期%仍
然使用抗生素%是导致蜂蜜中含有抗生素或者超标
的原因之一%?Z0S#&!&!’&%,’无公害农产品 兽药
使用准则( )#*中规定%甲硝唑片禁止在采蜜期使用,
’&%, 年随州市生产的某一品牌蜂蜜成品有 ! 批次
检出甲硝唑及氯霉素%引起了社会的广泛关注%产
品不合格的主要原因是蜂蜜源头存在安全隐患%因
此%必须加强监督控制抗生素的滥用%保障蜂蜜成
品的质量,

目前%测定抗生素残留量的方法主要有高效液
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相色谱法 ),+-* + 气相色 谱法 )"+/* + 气相色谱+质谱
法 )%&+%%*及液相色谱+串联质谱法 )%’+%!* , 高效液相色
谱+串联质谱法具有准确+高效+高灵敏度等优点%是
目前测定抗生素残留量最为通用的检测手段, 本
试验采用超高效液相色谱+串联质谱法对蜂蜜中氯
霉素及甲硝唑残留量进行测定%使用各目标分析物
的同位素内标进行定量%该方法的灵敏度+回收率
和重现性较好%定量准确%可满足日常检测的需要,

%$材料与方法
%.%$主要仪器与试剂

)L;B:=@,*,&)超高效液相色谱+串联四级杆质
谱仪"美国 )L;B:=@#+千分之一电子天平 "精度为
&.&&% L#+超纯水器+离心机+涡旋混合器+氮吹仪+
[<F 复合型固相萃取柱"#&& JL0, JB#,

氯霉素 "<)F$#,+-#+-#+甲硝唑 "<)F$**!+*"+
%#+Y*+甲硝唑 "<)F$%’,%!/’+*-+# #标准品均购自
德国 YC2T5C:=H@AC4:CVJO7% Y#+氯 霉 素 标 准 品
" <)F$ ’&’*"&+,"+&% 美 国 <>JOC;EL: QHA@AM:
9>OAC>@AC;:H#%乙酸乙酯+甲醇均为色谱纯%盐酸+氨
水+氢氧化钠均为分析纯,
%.’$方法
%.’.%$标准溶液的配制

氯霉素+甲硝唑标准储备液$分别称取 &.&%& L
"精确到 &.&&& &% L#氯霉素+甲硝唑标准品%分别用
甲醇溶解并定容至 %& JB%浓度均为 %.& JL0JB%
q’& \避光保存,
混合标准溶液$分别准确吸取氯霉素+甲硝唑

标准储备液 %&& "B于 %&& JB容量瓶中%用甲醇定容
至刻度%浓度为 %.& "L0JB% q’& \避光保存,

Y#+氯霉素+Y*+甲硝唑标准溶液$分别称取
&.&&# L"精确到 &.&&& &% L#Y#+氯霉素+Y*+甲硝唑
标准品%分别用甲醇溶解并定容至 %& JB%浓度为
&.# JL0JB% q’& \避光保存,

Y#+氯霉素+Y*+甲硝唑应用液$分别用甲醇稀释
Y#+氯霉 素+ Y*+甲 硝 唑 标 准 溶 液 至 浓 度 均 为
’&.& =L0JB%* \保存,
%.’.’$样品前处理

称取蜂蜜 # L"精确到 &.&% L#于 #& JB离心管
中%分别加入 %&& "BY#+氯霉素+Y*+甲硝唑应用液%

加水 %& JB%混匀溶解%再加入 %& JB乙酸乙酯%涡
旋+超声提取 # J;=%! &&& C0J;= 离心 ! J;=%吸取上
清液在 #& \氮气下吹干, 加入 &.% JB甲醇溶解%

再加入 %./ JB*& JJAB09盐酸溶液%超声溶解
% J;=%%& &&& C0J;= 离心 ’ J;=%上清液待净化, 依
次用 # JB甲醇+# JB水+# JB*& JJAB09盐酸溶液活

化平衡 [<F 复合型固相萃取柱%将上清液移至 [<F
柱内%待样品过柱后用 # JB水淋洗除杂真空抽干%

加入 # JB乙酸乙酯洗脱%得到洗脱液 %&再用# JB甲
醇淋洗除杂真空抽干%用 # JB#e氨化甲醇洗脱%得
到洗脱液 ’&将洗脱液 % 和 ’ 在 #& \氮气下吹干%
分别先加入 &.% JB甲醇超声溶解残留物%再加入
&./ JB%&e甲醇水溶液混匀%过&.’’ "J滤膜后进
样%洗脱液 % 用于分析氯霉素%洗脱液 ’ 用于分析甲
硝唑,
%.’.!$仪器条件

色谱$6X(K)cFK+<%"色谱柱"’.% JJj%&& JJ%
%." "J#%流动相为甲醇+# JJAB09乙酸铵溶液"含
&.&#e甲酸#%流速为 &.’ JB0J;=%进样体积为 ’ "B%

洗脱方式为梯度洗脱, 洗脱程序$& f&.# J;=%*&e
甲醇&&.# f%.& J;=%/&e甲醇&&.# f%.# J;=%/&e

甲醇&%.# f’.& J;=%*&e甲醇,

质谱$电喷雾离子源&氯霉素+Y#+氯霉素为负离
子扫描%甲硝唑+Y*+甲硝唑为正离子扫描&多反应监
测"[([#模式&干燥气流量为 %% 90J;=&雾化器压
力为 ’*% I‘>&毛细管电压为 * &&& d"正离子 #+
! #&& d"负离子#,

’$结果与分析
’.%$样品提取与净化

氯霉素+甲硝唑均易溶于乙酸乙酯%试验表明
乙酸乙酯对氯霉素+甲硝唑均有较高的提取效率%
因此选用乙酸乙酯提取样品, 本试验选择 [<F 复
合型固相小柱%填料为硅胶和阳离子交换树脂%对
蜂蜜中氯霉素和甲硝唑的测定起到良好的净化
效果,

[<F 复合型固相萃取柱对氯霉素+甲硝唑的回
收率均在 -&e以上%且除杂效果好, 用乙酸乙酯从
[<F 柱洗脱获得组分氯霉素%#e氨化甲醇从 [<F
柱洗脱获得组分甲硝唑, 通过 [<F 柱对蜂蜜中氯
霉素及甲硝唑进行分级净化%采用乙酸乙酯和 #e
氨化甲醇分别洗脱氯霉素和甲硝唑进行分析%可有
效除去干扰物质%满足试验要求,
’.’$流动相的选择

比较 甲 醇+# JJAB09乙 酸 铵 溶 液 和 乙 腈+
# JJAB09乙酸铵溶液两种体系%试验发现氯霉素和
甲硝唑在甲醇+# JJAB09乙酸铵溶液体系中响应较
高, 试验表明%在 # JJAB09乙酸铵溶液中加入少量
的甲酸可以提高甲硝唑的离子化效率%增加灵敏
度, 为了不影响氯霉素在负电离模式下的离子化
效率%本试验还对甲酸的浓度进行了优化%结果表
明甲酸浓度为 &.&#e时对氯霉素的电离没有明显
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影响%故本试验采用甲醇+# JJAB09乙酸铵溶液"含
&.&#e甲酸#为流动相, 由于等度洗脱时待测物与
干扰杂质一起流出%对氯霉素及甲硝唑的离子化产
生抑制作用和色谱峰背景干扰%因此%本试验采用
梯度洗脱的方法%使目标物和杂质达到完全分离,

’.!$质谱条件的优化

在电喷雾质谱正0负离子监测模式下%分别对
分解电压+碰撞能量和选择离子等进行了充分的优
化%选取经碰撞后所得丰度较高的两个离子作为定
量和定性离子%并确定其最佳碰撞能量及分解电
压, * 种化合物的质谱分析参数见表 %,

’.*$方法的线性关系及检出限

用空白蜂蜜基质溶液配制系列混合标准溶液%
氯霉素和甲硝唑的浓度分别为 &.&#+&.%&+&.’&+
$$$$

表 %$质谱分析参数
S>OB:%$[>HHHM:3@CAJ:@CGM>C>J:@:CH

化合物
母离子
0"0@J#

子离子
0"0@J#

碰撞能量
0d

分解电压
0d

氯霉素

Y#+氯霉素

甲硝唑

Y*+甲硝唑

!’&./

!’,.&

%-’.%

%-,.’

’#,./ %’

%#’.&" %,
%#-.& *

%’".%" %&
"’.% ’,
%’".% %&

/&

-&

/&

/&

注$"表示定量离子

&.#&+%.&&+’.&& 和 #.&& =L0JB%其中 Y#+氯霉素+
Y*+甲硝唑的浓度均为 ’.& =L0JB, 以峰面积对应的
浓度进行线性回归%其线性关系良好%相关系数 %m
&.///, 根据信噪比 7@9k! 和 7@9k%& 计算检出
限"9XY#和定量限"9Xh#%结果见表 ’,

表 ’$方法的线性回归方程+相关系数和检出限
S>OB:’$(:LC:HH;A= :bP>@;A=H% 3ACC:B>@;A= 3A:44;3;:=@>=E B;J;@HA4E:@:CJ;=>@;A= A4@5:J:@5AE

组分名 线性方程 相关系数 % 线性范围0" =L0JB# 9XY0""L0IL# 9Xh0""L0IL#

氯霉素 Ek&.!#/*=p&.&&-! &./// * &.&# f#.&& &.&# &.%#

甲硝唑 Ek&.%*%!=p&.&’"" &./// - &.&# f#.&& &.&# &.%#

’.#$方法的回收率与精密度
选择一份空白蜂蜜样品进行加标回收率和精

密度试验%样品分别添加 &.’+’.& 和 #.& "L0IL的
混合标准液各 , 份%摇匀+静置 ’& J;= 后按 %.’.’
方法处理并进行分析%计算平均回收率和相对标准
偏差"/73#%结果见表 !, 可以看出%各添加水平的
回收率范围为 -/.!e f/,.-e%/73为 #.#e f
%*."e%方法的准确度与精密度均满足抗生素分析
的要求, 加标样品"’.& "L0IL#的 [([色谱图见
图 %,

表 !$方法的精密度及加标回收率试验"" k,#
S>OB:!$(:B>@;̂:H@>=E>CE E:̂;>@;A= >=E C:3Â:C;:HA4

H>JMB:HA4@5:J:@5AE
化合物 添加水平0""L0IL# 回收率0e /730e

氯霉素

甲硝唑

&.’ -/.! ".#
’.& "".- %’.!
#.& /%." %&./
&.’ "!.’ #.#
’.& "%., %&.!
#.& /,.- %*."

’.,$实际样品的测定
按本试验所建立的方法对呼和浩特市超市采

购的 ’& 份蜂蜜样品进行测定%甲硝唑及氯霉素均未
检出,

!$小结
本试验采用乙酸乙酯提取%[<F 复合型固相小

柱净化%内标法定量%超高效液相色谱+串联质谱法

同时测定了蜂蜜中甲硝唑及氯霉素的残留量, 该
方法与单独测定氯霉素或甲硝唑的方法比较%不仅
节省了样品前处理时间+提高了工作效率%而且灵
敏度较好%回收率和重现性符合检测要求%可应用
于日常大批量样品的检测,
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同位素内标+超高效液相色谱+串联质谱法测定蜂蜜中氯霉素及甲硝唑!!!图雅%等 !*#!$$ !
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)%%*$汪纪仓%马素英%王大菊%等2气相色谱+离子阱串联质谱法同

时测定猪肌肉中硝基咪唑类药物残留量)W*2畜牧兽医学报%
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)%’*$刘柏林%谢继安%赵紫微%等2稳定同位素内标+超高压液相色

谱+串联质谱法同时测定动物源性食品中 " 种抗生素残留
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总局关于发布’植物蛋白饮料中植物源性成分鉴定(
食品补充检验方法的公告

’&%- 年第 -# 号

$$按照%食品补充检验方法工作规定&!%植物蛋白饮料中植物源性成分鉴定&食品补充检验方法已经国家
食品药品监督管理总局批准!现予发布"

特此公告"
附件$植物蛋白饮料中植物源性成分鉴定(KWF ’&%-&-)

食品药品监管总局

二〇一七年六月十五日
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