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摘要!为满足海产品检测中对快速’低 检 出 限 分 析 方 法 的 迫 切 需 要$建 立 了 海 产 品 中 四 环 素 类 抗 生 素"四 环

素’土霉素’金霉素’强力霉素#残留 量 的 测 定 方 法%样 品 经 过!g的 高 氯 酸 提 取$固 相 萃 取 柱 净 化$以 乙 腈$
水$三氟乙酸体系为流动相$采用电喷雾离子源以正离子检测 方 法 进 行 质 谱 分 析%结 果 显 示$样 品 中’种 化

合物的定性限"\H]#为&金霉素"*""#.5(W5[&$其他:种化合物均为"*""!.5(W5[&!定量限"\He#为&

金霉素"*"!.5(W5[&$其他:种化合物均为"*""9.5(W5[&!线性范围为"*"&!"*&.5(\[&$相关系数

大 于"*%%+%从"*"+’"*"#’"*&.5(W5[&:个添加浓度检测结果可见$平均回收率为+"*!g!%&*!g$̂C]
为’*"g!%*!g$可以满足海产品中四环素类抗生素残留量的监测要求%
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!!四环素类药物是一类广谱抗生素$包括从链

霉菌 属 培 养 物 提 取 的 四 环 素"N?#’土 霉 素

"HN?#’金 霉 素"?N?#$以 及 半 合 成 四 环 素"如

强力霉素#等%四环素类药物对多种病原菌有较



强的抑制作用!在兽药和饲料添加剂方面得到广

泛的应用"我国水产养殖的一些地区由于放养

密度过高#环境污染严重等原因!致使水生动植

物发病率增加!为追求经济效益最大化!渔民常

在饲料中添加抗生素类药物!致使水产品中抗生

素残留增加"四环素类药物残留毒性作用表现

为降解产物的溶血或肝毒作用!对胃肠#肝脏的

损害及使牙齿染色等!长期低浓度的药物残留还

会诱发病菌的耐药性!因此水产品中四环素类抗

生素残留的危害已引起世界范围的广泛关注"
目前海产品中抗生素的分析策略包 括 筛 选

方法和确证方法!常用的检测方法有微生物法#
放射免疫分析法#酶联免疫法#气质联用法#液相

色谱法$&$!%等!这些 手 段 在 监 测 时 效#选 择 性#灵

敏度等方面各有优缺点"为满足海产品检测中

对快速#低检出限分析方法的迫切需要!本试验

采用超高效 液 相 色 谱$串 联 质 谱 联 用 技 术!同 时

检测虾样品中四环素#土霉素#金霉素和强力霉

素的残留量"

?!试验部分

?@?!主要仪器

超高效液 相 色 谱$串 联 四 极 杆 质 谱 联 用 仪&
美国 d/E@>A 公 司 产 品!配 有 电 喷 雾 离 子 源

’-CX()固相萃取仪&美国C3DD8)1公司产品)小

流量多通 道 泵&美 国 d/EA)4公 司 产 品)水 浴 氮

气吹干仪&美国H>5/4)./E0)4IAA)80/E@公司产

品)破碎乳化机&日本I?-公司产品)台式高速

冷冻离心机&德国C05./公司产品"

?@C!主要材料与试剂

四环素#土霉素#金霉素和强力霉素’纯度%
%%g(&德国]>*-2>@4AE)>;@>公司产品)乙腈’质
谱级(&美国Q0A2@>公 司 产 品)甲 酸#甲 醇#正 己

烷’色谱 纯(&美 国Q0A2@>公 司 产 品)高 氯 酸&分

析纯)固 相 萃 取 柱&C3D@18)-4T0NB$&#CV-!:
.\!填料+"".5)瓶装屈臣氏蒸馏水"

配制标准工作液&称取四霉素#土霉素#金霉

素#强力霉素’种标准品各"*"&""5!分别用乙

腈定容至&"*".\!得 到 浓 度 为&*"5*\[&的

标准贮备液!用安培瓶分装!保存于[&#h"测

定前用流动相稀释成浓度为"*"&!"*"!+!"*"+!

"*&.5*\[&的标准工作液"

?@D!试验条件

?@D@?!样品处理!将去皮#去头的虾组织绞碎!
准确称取!*"5放入+".\聚乙烯离心管中!加
入&"*".\!g的高氯酸!振荡&+.04后!超声

波提取&".04!离心+.04’#""">*.04[&!&"
h(!取上清液于另一离心管!残渣再用&"*".\
!g的高氯酸提取!次!合并上清液"加入+.\
正己烷!涡旋混匀!离心+.04’#""">*.04[&!

&"h(!弃去上层!再加入+.\正己烷!重复脱

脂操作"

?&#固相萃取柱首先用甲醇和水各+.\平

衡活化!吸取&"*".\提取液过?&#柱 净 化!加

入样品后!流速控制在每分钟+"滴!再用&".\
水洗涤!弃去 流 出 液"加 入:.\’g的 甲 酸 甲

醇溶液进行洗脱!流速控制在每分钟’"滴!收集

的洗脱液在’"h水 浴 中 氮 气 吹 干!以!*".\
流动相溶解定容!过"*!#.滤膜后上机"

?*D*C!色 谱 条 件!色 谱 柱&KV\? I8P30EF
f-J’+"..i!*&..i&*,#.()进 样 量&&"

#\)柱温&:+h)流 动 相 I为 乙 腈!流 动 相f为

&"..)1*\[&三氟乙酸水溶液)流速"*!.\*

.04[&)梯度洗脱&"!#.04!&+gI线性变化到

:"gI!#!&".04!:"gI线性变化到&+gI"

?*D*D!质 谱 条 件!电 喷 雾-CX正 离 子 电 离 模

式!多反应监测 离 子 采 集 数 据!毛 细 管 电 压:*+
WG!萃取电压!+G!透镜电压"*!G!离子源温

度&""h!脱溶剂气温度:+"h!锥孔气流速9"
\*2[&!脱溶剂气流速+""\*2[&!碰撞气流速

"*!".\*.04[&"

’种目标化合物的检测条件列于表&"

表?!E种四环素类药物检测条件

8*;$"?!!")"/)3%(/%(+3)3%(-%1E)").*/=/$3("-

名称 保留时间+.04 定性离子对+G+H 定量离子对+G+H 锥孔电压+G 碰撞能量+@G

土霉素 !*:9 ’9&*’%’!9*!!’9&*’%:#&*! ’9&*’%’!9*! :" !"!!+
四环素 !*%& ’’+*:%’&"*:!’’+*:%&+’*& ’’+*:%’&"*: :" !"!&+
金霉素 +*&9 ’,%*:%’’’*&!’,%*:%&+’*! ’,%*:%’’’*& :" !"!:"

强力霉素 9*&: ’’+*’%’!#*’!’’+*’%&+’*+ ’’+*’%’!#*’ !+ !"!!+
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C!结果讨论

C@?!方法回收率与精密度

于空 白 样 品 中 添 加 混 合 标 准!在 "*"+"

"_"#""*&.5#W5[&:个 水 平 上 做 添 加 回 收 率

测试!结果列于表!$’种化合物平均回收率在

+"*!g!%&*!g! Ĉ]在’*"g!%*!g!方 法

批内和批间变异系数均小于!"g$

表C!E种四环素类药物加标回收率

8*;$"C!9&3M"+."/%#".3"-%1E)").*/=/$3("-

名称

平均回收率%g

添标"*"+

.5#W5[&
添标"*"#

.5#W5[&
添标"*&"

.5#W5[&

土霉素 ,’*+ #%*! #9*9

四环素 ,&*" ,:*" %&*!

金霉素 +"*! ,#*! #:*"

强力霉素 #+*% #&*’ #,*"

C@C!线性范围及最低检测浓度

配制"*"&""*"!+""*"+""*&.5#\[&的系

列标准溶液!以峰面积与浓度进行线性回归$土

霉素"四环素"金霉素和强力霉素的相关系数依

次为"*%%,"""*%%+9""*%%%!""*%%#,!说明该

方法具有较大的线性范围和良好的线性相关性$
得到方法定性检出限&\H]’&C%(Y:’(金 霉 素

"*""#.5#W5[&!其 他:种 化 合 物 均 为"*""!
.5#W5[&)定 量 限&\He’&C%(Y&"’(金 霉 素

"_"!.5#W5[&!其 他:种 化 合 物 均 为"*""9
.5#W5[&$

C@D!提取条件的选择

四环素类抗生素在生物样品中容易 与 蛋 白

质强烈结合!需要用强酸或酸性脱蛋白剂从生物

样品中提取*:$’+$实验选择了 B811T/04@f3;;@>$
-]NI溶 液 和 高 氯 酸 水 溶 液 作 为 提 取 剂!进 行

提取效果对比$实验结果显示(B811T/04@f3;;$
@>$-]NI溶液提 取 的 杂 质 较 多!不 利 于 过 柱 净

化!导致回收率偏低$高氯酸可以沉淀 蛋 白 质!
随着含量的增加!蛋白质沉淀越好!有利于过滤

净化!但易使目标物质发生化学变化!!g的高氯

酸可以较好地提取抗生素!又尽可能少地提取干

扰物!回收率效果良好$

C@E!检测条件优化

四环素 和 强 力 霉 素 为 同 分 异 构 体!*BZ
J+Z 均为G%H’’+!要对色谱分离和质谱检测条

件进行优化!确保二者有较好的分离度$四环素

容易在反相色谱柱的硅醇基上吸附!产生拖尾峰!

图?!流动相中不同乙腈配比时!E种化合物标准溶液的色谱图

*@CNQ";@CFQ"/@DNQ

A3B@?!L0.%’*)%B.*’-%1E)").*/=/$3(";=+311"."()*/")%(3).3$.*)"3(’%;3$"&0*-"

*@CNQ";@CFQ"/@DNQ
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需要在流动相中加入有机酸!才能取得较好的分

离效果"实验结果表明!’种化合物在三氟乙酸

水溶液浓度为"*+!&".)1#\[&之 间!均 可 以

得到较好的分离效果"流动相中有机相与酸液

的配比对化合物的分离有较大的影响!随着有机

相乙腈$I相%的 增 加!目 标 化 合 物 流 出 速 率 加

快!保留时间缩短!分辨率也变差!示于图&"I
相!"g时!’种化合物分离效果良好&!+g时!金
霉素’强力霉素分离效果尚可!土霉素’四环素达

不到基线分 离&:"g时!土 霉 素’四 环 素 分 辨 率

差!且与杂质分不开"采用梯度洗脱得到较好的

分离效果!示于图!"

D!结!论

研究了虾样品中’种四环素类药物 残 留 的

分析方法!通过高氯酸沉淀蛋白质’超声波提取’
固相萃取柱 净 化!以 超 高 效 液 相 色 谱$串 联 质 谱

技术进行定性定量分析"实验结果表明(该方法

选择性强’灵敏度高!线性范围和加标回收率测

试结果均能满足水产品中四环素类抗生素残留

的量的监测要求"

图C!典型多反应监测条件下!E种四环素类药物标准溶液色谱图"?@N’B#KO?$

*@强力霉素%;@金霉素%/@四环素%+@土霉素%"@总离子流图

A3B@C!L0.%’*)%B.*’-%1E)").*/=/$3(";=’4$)3&$"."*/)3%(’%(3)%.3(B"2,2$-/*(’%+""?@N’B#KO?$

*@+%H=/=/$3("%;@/0$%.)").*/=/$3("%/@)").*/=/$3("%+@%H=)").*/=/$3("%"@87L
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