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简介

氯霉素是一种价格廉宜的广谱抗生素。氯霉素在某些易感个体中涉及

毒性作用。作为致癌物质和基因毒性化合物的可疑对象，氯霉素相关

的再生障碍性贫血（骨髓抑制）致命病例已有广泛记载。因此，在欧

盟、加拿大、美国以及一些亚洲和南美国家均禁止将其用于食用性动

物、昆虫和水产养殖。欧盟委员会指令2003/181/EC规定，任何用于检

测食品中氯霉素的方法的最小性能限值（MRPL）为0.3 µg/kg。

由于产品保质期较短，需要快速的处理时间，因此乳制品检测实验

室以往都采用酶联免疫吸附试验（ELISA）对大量样品进行筛查。虽然

ELISA可以对氯霉素进行灵敏而快速的筛查，但它的一个缺点是假阳性

结果很多，据报某些案例中的假阳性水平达到16%1。

免疫吸附剂与干扰基质之间的交叉反应经常会导致牛奶中氯霉素的误

检，从而造成不必要的产品销毁。质谱检测可以提高选择性，有助于

区分氯霉素和污染基质。此外，质谱检测结合液相色谱（LC）可以避

免采用气相色谱法筛查氯霉素时所需的费时衍生化处理步骤。为了让

实验室能够充分利用这些优势，近期的技术进展着重于提高仪器可用

性和稳定性。ACQUITY QDa检测器易于使用，不需要专业的质谱知识，

因而可以方便地整合到LC工作流程中。

应用优势

 ■ 提供了一种牛奶中氯霉素的快速筛查

方法。

 ■ 对检测结果低于规定限值的样品进行

定量筛查。

 ■ 对管制抗生素进行简单而灵敏的检测。

 ■ 将质谱检测简便应用于现有LC工作流程。 

沃特世解决方案

Oasis® HLB

ACQUITY UPLC® HSS C18色谱柱
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实验

UPLC条件

LC： ACQUITY UPLC I-Class

运行时间： 5 min

色谱柱： ACQUITY UPLC  HSS C18

 1.8 µm，2.1×100 mm

流动相： 10 mM醋酸铵的45:55

 甲醇/水溶液

进样体积： 10 µL

检测条件

检测器： ACQUITY QDa

电离模式： ESI 

SIR通道： m/z 321.0

锥孔电压： 15 V

探头温度： 缺省（600 ℃）

毛细管电压： 缺省（0.8 kV）

采样速率： 缺省（5 Hz）

样品制备

称取半脱脂牛奶（5 g）样品，装入25 mL离心管中，强化至浓度达到0.3 µg/kg。

通过向样品中添加己烷（5 mL）和70%乙腈溶液（15 mL），完成脂肪去除和

蛋白质沉淀。振摇样品，然后在3,900 G（4 ℃）下离心10 min。去除下面的

乙腈层（5 mL），然后用10%甲醇稀释至总体积为15 mL。

使用甲醇（2 mL）和水（4 mL）对Oasis HLB 3 cc（60 mg）小柱进行平衡。将稀

释后的样品（15 mL）加载到小柱上，然后用5%甲醇溶液（6 mL）清洗小柱。

使用100%甲醇（6 mL）洗脱氯霉素。随后将洗脱液在氮气中蒸发，用10%甲

醇溶液（300 µL）复溶后转入LC-MS分析。

标准品制备

采用上述样品制备方法制备空白牛奶样品（未强化）。将空白基质样品

在氮气中干燥后，使用不同浓度的标准溶液复溶，以建立范围相当于

0.075至1 µg/kg的六点校准曲线。

结果与讨论

在分析牛奶提取物之前，调试氯霉素的最佳源条件，确定ACQUITY QDa

检测器的预优化源参数可以提供最有效和最灵敏的检测结果。氯霉素

在15 V锥孔电压的负离子模式下灵敏度最高。使用上述方法，通过基质

匹配校准曲线可以对欧盟MRPL的强化牛奶样品进行准确定量。在0.075

至1 µg/kg的选定工作范围内，氯霉素具有出色的线性（R2>0.995），如

图1所示。

图1. 两次进样的基质匹配校准曲线，相当于0.075至1 µg/kg的范围。

Compound name: CAP
Correlation coefficient: r = 0.998418, r2 = 0.996838
Calibration curve: 3299.88 * x + -104.291
Response type: External Std, Area
Curve type: Linear, Origin: Exclude, Weighting: Null, Axis trans: None
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化合物名称：CAP
相关系数：r = 0.998418，r2 = 0.996838
校准曲线：3299.88* x + -104.291
响应类型：外标法，按峰面积计算
曲线类型：线性，原点：排除，加权：无，轴转：无
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图3. 氯霉素（m/z 321）的离子选择记录（SIR）色谱图：3A.空白牛奶提取
物（n=2）；3B.MRPL（0.3 µg/kg）下的强化牛奶。重复进样（n=8）叠加显
示S/N≥50。

结果与讨论

为了评估基质效应，将基质匹配校准曲线与相同范围的溶剂校准曲线进行比较。图2显示了基

质匹配和溶剂校准曲线的叠加图。从该叠加图中可以明显看出基质效应（离子增强）。通过统

计方法也可以证实存在基质效应，利用各校准曲线的斜率（           ×100），计算出基质

效应为177%。尽管存在基质效应，使用基质匹配校准曲线仍然可以对牛奶中的氯霉素实现准确

的定量筛查。

对空白牛奶平行样品进行分析，未检出假阳性。图3A显示了一个空白提取样的色谱图示例，图

中只观察到基线噪音。对于欧盟MRPL强化四个平行牛奶样品，样品提取后进行重复分析（不使

用价格昂贵的氘代内标）（n=8）。对照基质匹配校准曲线对最终样品进行定量。图3B显示了强化

浓度（0.3 µg/kg）下平行样的氯霉素峰，峰间信噪比（S/N）≥50，达到良好水平。
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图2. 2A.溶剂（10%甲醇）和2B.相当于0.075至1 µg/kg的基质匹配（牛奶
中）校准曲线的叠加图。
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结论

本文开发了一种用于定量筛查牛奶中氯霉素的准确、稳定

的方法。这种方法经证实可在无内标的情况下轻松达到法

规要求的检测水平，同时在欧盟MRPL（0.3 µg/kg）水平下

表现出优异的重复性。质谱额外的检测区分能力提高了结

果的特异性，未检出假阳性。
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如图3B所示，保留时间重复性良好。此外，通过统计方式对保留时间和回收率进行了解析， 如

表1所示。测得平均回收率为72.7%，根据欧盟委员会指令2002/657/EC，该结果是可接受的。以

规定限值重复分析八次，重复性良好，相对标准差（RSD）<4.6%。上述结果表明此方法稳定且灵

敏，适用于对牛奶中规定限值的氯霉素进行定量筛查。

表1. 通过SPE方法得到的回收率（n=8），结果显示样品制备和仪器均表
现出良好的重复性。

平行样编号 回收率% 保留时间（min）

1 77.0 2.23

2 69.7 2.23

3 76.3 2.23

4 71.7 2.23

5 72.3 2.23

6 67.3 2.23

7 75.0 2.24

8 72.3 2.23

平均 72.7 2.231
标准差 3.3 0.004

RSD% 4.5 0.158


