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［摘　要］　为了研究金霉素（ＣＴＣ）、差向金霉素（ＥＣＴＣ）在肉鸡肌肉、肝脏中的残留分布情况，样品

经提取液提取后过 ＯａｓｉｓＨＬＢＳＰＥ小柱净化，采用电喷雾正离子模式（ＥＳＩ＋）和多反应监测模式

（ＭＲＭ），用高效液相色谱－串联质谱仪检测；试验组鸡按体重以５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）剂量内服 ＣＴＣ，连

续５ｄ，每天给药１次。结果表明：该方法测定肉鸡肌肉和肝脏中 ＣＴＣ检测限和定量限分别为５．０、

１０．０μｇ／ｋｇ。ＥＣＴＣ检测限和定量限分别为２０．０、３０．０μｇ／ｋｇ。ＣＴＣ和 ＥＣＴＣ在肉鸡肌肉中平均回

收率分别在７３．００％～９５．２０％和８１．８０％～１０１．６０％，相对标准偏差（ＲＳＤ）分别在８．８５％～９．１３％

和２．０５％～９．２９％；在肉鸡肝脏中平均回收率分别在６７．０６％ ～９０．８０％和７８．６４％ ～１０６．９８％，

ＲＳＤ分别在２．９０％～８．８８％和４．７２％～９．４８％；肉鸡肌肉和肝脏中ＣＴＣ、代谢物ＥＣＴＣ的残留量分

别在给药后第１、５ｄ时达到最高。肉鸡肝脏中 ＥＣＴＣ的残留量约占总残留量的１／２。停药后 ＣＴＣ

及其代谢物ＥＣＴＣ代谢缓慢，在停药第６ｄ时，仍能检测到 ＣＴＣ及其代谢物 ＥＣＴＣ，但其残留量均低

于最高残留限量（ＭＲＬｓ）。从保障食品安全方面考虑，建议我国将ＣＴＣ和ＥＣＴＣ均作为金霉素的残

留标示物进行监测。
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ｃｏｎｄｕｃｔｅｄｉｎｂｒｏｉｌｅｒｃｈｉｃｋｅｎｍｕｓｃｌｅａｎｄｌｉｖｅｒ．Ｔｈｅｓａｍｐｌｅｓｗｅｒｅｅｘｔｒａｃｔｅｄｕｓｉｎｇ（ｅｘｔｒａｃｔｉｎｇｓｏｌｕｔｉｏｎ）ａｎｄｐｕｒｉｆｉｅｄ

ｂｙＯａｓｉｓＨＬＢＳＰＥｃｏｌｕｍｎ．Ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙｐｏｓｉｔｉｖｅｉｏｎｍｏｄｅ（ＥＳＩ＋）ａｎｄｍｕｌｔｉｐｌｅｒｅａｃｔｉｏｎｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ（ＭＲＭ）ｗｅｒｅ

ａｄｏｐｔｅｄ．Ｆｉｎａｌｌｙ，Ｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ（ＣＴＣ）ａｎｄ４－Ｅｐｉ－ｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ（ＥＣＴＣ）ｉｎｂｒｏｉｌｅｒｃｈｉｃｋｅｎｍｕｓｃｌｅａｎｄ

ｌｉｖｅｒｗｅｒｅｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｅｄｂｙｈｉｇｈｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙｃｏｕｐｌｅｄｗｉｔｈｔａｎｄｅｍ ｑｕａｄｒｕｐｌｅｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ）．Ｉｎｔｈｉｓｍｅｔｈｏｄ，ｔｈｅｌｉｍｉｔｓｏｆｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ＬＯＤｓ）ａｎｄｔｈｅｌｉｍｉｔｓｏｆｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ

（ＬＯＱｓ）ｏｆｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｗｅｒｅ５．０μｇ／ｋｇａｎｄ１０．０μｇ／ｋｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅＬＯＤｓａｎｄＬＯＱｓｏｆ４－Ｅｐｉ－

ｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｗｅｒｅ２０．０μｇ／ｋｇａｎｄ３０．０μｇ／ｋｇ，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｉｎｂｒｏｉｌｅｒｃｈｉｃｋｅｎ

ｍｕｓｃｌｅｗｅｒｅ７３．００％ ～９５．２０％ ａｎｄ８１．８０％ ～１０１．６０％，ｗｉｔｈｔｈｅｒｅｌａｔｉｖｅｓｔａｎｄａｒｄｄｅｖｉａｔｉｏｎ（ＲＳＤ）ｏｆ

８．８５％～９．１３％ ａｎｄ２．０５％ ～９．２９％，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ；ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｉｎｂｒｏｉｌｅｒｃｈｉｃｋｅｎｌｉｖｅｒｗｅｒｅ

６７．０６％～９０．８０％ ａｎｄ７８．６４％ ～１０６．９８％，ｗｉｔｈｔｈｅＲＳＤｏｆ２．９０％ ～８．８８％ ａｎｄ４．７２％ ～９．４８％，

ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ａｆｔｅｒｔｈｅｂｒｏｉｌｅｒｃｈｉｃｋｅｎｓｗｅｒｅｏｒａｌｌｙａｄｍｉｎｉｓｔｅｒｅｄｓｕｃｃｅｓｓｉｖｅｌｙｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｏｆ５０ｍｇ／ｋｇｏｆ

ｂｏｄｙｗｅｉｇｈｔｏｎｅｔｉｍｅｅｖｅｒｙｄａｙｆｏｒ５ｄ，ｔｈｅｒｅｓｉｄｕｅｓｏｆｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅａｎｄ４－Ｅｐｉ－ｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｉｎｂｒｏｉｌｅｒ

ｃｈｉｃｋｅｎｍｕｓｃｌｅａｎｄｌｉｖｅｒｗｅｒｅｔｈｅｈｉｇｈｅｓｔｏｎｄａｙ１ａｎｄｄａｙ５，ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ．Ｔｈｅｒｅｓｉｄｕｅｓｏｆ４－ｅｐｉ－

ｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｉｎｂｒｏｉｌｅｒｃｈｉｃｋｅｎｌｉｖｅｒａｃｃｏｕｎｔｅｄｆｏｒｈａｌｆｏｆｔｈｅｔｏｔａｌｒｅｓｉｄｕｅｓ．ＴｈｅｍｅｔａｂｏｌｉｓｍｏｆＣＴＣａｎｄｉｔｓ

ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅＥＣＴＣｗａｓｓｌｏｗａｎｄｃｏｕｌｄｓｔｉｌｌｂｅｄｅｔｅｃｔｅｄ６ｄａｆｔｅｒｗｉｔｈｄｒａｗａｌｏｆｄｒｕｇｓｕｎｄｅｒｔｈｅｌｉｍｉｔｓｏｆｔｈｅ

ｍａｘｉｍｕｍｒｅｓｉｄｕｅｓ（ＭＲＬｓ）．Ｔｏｇｕａｒａｎｔｅｅｆｏｏｄｓａｆｅｔｙ，ｔｈｉｓｒｅｓｅａｒｃｈｓｕｇｇｅｓｔｅｄｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎａｎｄｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇＣＴＣ

ａｎｄＥＣＴＣａｓｒｅｓｉｄｕｅｍａｒｋｅｒｏｆＣＴＣｉｎＣｈｉｎａ．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ；４－ｅｐｉ－ｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ；ｒｅｓｉｄｕｅｄｉｓｔｒｉｂｕｔｉｏｎ；ｂｒｏｉｌｅｒｃｈｉｃｋｅｎｍｕｓｃｌｅ；ｂｒｏｉｌｅｒ

ｃｈｉｃｋｅｎｌｉｖｅｒ

　　金霉素（Ｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ，ＣＴＣ）又称氯四环素，

因其药效高、价格低，被广泛的应用于畜禽养殖业

中，但金霉素的不规范应用，使得动源性食品中金

霉素的残留对人类的健康及生态环境造成了一定

的危害，尤其是一些常见的病原菌对ＣＴＣ已产生耐

药性，从而导致药效的降低。因此，各国对 ＣＴＣ在

动源性食品中的最高残留限量（ＭＲＬｓ）做了明确的

规定，我国和欧盟均规定了 ＣＴＣ在鸡肌肉、鸡肝脏

中的最高残留限量分别为０．１、０．３ｍｇ／ｋｇ［１－２］。差

向金霉素（４－Ｅｐｉ－ｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ，ＥＣＴＣ）是 ＣＴＣ

在弱酸条件下转化而成的差向异构体，是ＣＴＣ在动

物体内的主要代谢产物之一，也具有一定的副作

用，目前已经被欧盟确定为残留标示物，且规定在

鸡肌肉、鸡肝脏中的最高残留限量分别为 ０．１、

０．３ｍｇ／ｋｇ［２］。

目前，国内外研究ＣＴＣ在动物组织中的残留检

测方法虽然在羊［３］、猪［４－５］、牛奶和牛肉［６］中有较

多报道，但研究ＣＴＣ和代谢物ＥＣＴＣ在肉鸡肌肉和

肝脏中的残留分布情况尚未见报道。本试验通过

胶囊给药，试验组鸡按 ５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）剂量内服

ＣＴＣ，连续５ｄ给药，测定从给药期到休药期 ＣＴＣ、

代谢物 ＥＣＴＣ在肉鸡肌肉和肝脏中的残留分布情

况，为监控 ＣＴＣ在肉鸡体内的代谢以及 ＣＴＣ在临

床上的合理用药提供参考依据。

１　材料与方法

１．１　试验动物及分组　选取１日龄健康 ＡＡ肉鸡

１００只，厚垫料平养至１６日龄后预饲１周，饲喂全

价饲料（不含任何抗菌药物）。从中选取体重为

０．５５（０．１０ｋｇ的 ＡＡ肉鸡７０只，将其随机分成两

组，各３５只肉鸡，一组为空白对照组，另一组为试

验组。每组设７个重复，每个重复５只肉鸡。

１．２　标准品、药品及主要试剂　ＣＴＣ、ＥＣＴＣ标准

品：纯度分别为９９％、９７％，美国 Ｓｉｇｍａ－Ａｌｄｒｉｃｈ

公司；金霉素原粉：纯度９２％，湖北武汉昌恒生物

医药制品研究所；乙腈、甲醇为色谱纯，美国 ＲＯＥ

ＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃＩｎｃ公司；磷酸氢二钠、柠檬酸、乙二胺四
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乙酸二钠、乙酸乙酯、三氯乙酸、甲酸均为分析纯，

南京化学试剂有限公司；超纯水（本实验室自制）。

１．３　主要仪器　高效液相色谱仪（Ａｇｉｌｅｎｔ１２００，美

国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；串联质谱仪（６４１０ＴｒｉｐｌｅＱｕａｄ，美

国Ａｇｉｌｅｎｔ公司）；干浴氮吹仪（Ｎ－ＥＶＡＰ１１２型，美

国Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ公司）；超声波振荡仪（ＫＱ－１００ＤＥ

型，昆山市超声仪器有限公司）；台式高速冷冻离心

机（５８１０Ｒ型，德国Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ公司）；超纯水制备仪

（Ｓｍａｒｔ２Ｐｕｒｅ，美国ＴｈｅｒｍｏＳｃｉｅｎｔｉｆｉｃ公司）。

１．４　给药途径、剂量及样品采集　试验组鸡给药

剂量按体重为５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）通过胶囊给药，每天

上午８∶００～９∶００给药１次，连续５ｄ，给药前第１ｄ、

给药后的第１、３、５ｄ和停药后第２、４、６ｄ，每天分别

在对照组和试验组中随机选取５只肉鸡进行屠宰，

取样时间均为上午８∶００～９∶００，采取肉鸡肌肉和肝

脏，将样品置于－３５℃冰箱中保存待测。

１．５　样品处理与检测方法

１．５．１　样品提取及净化　将肉鸡肌肉绞碎，准确

称取 ３．０ｇ，置于 ５０ｍＬ聚丙烯离心管中，加入

１２ｍＬ０．１ｍｏｌ／ＬＥＤＴＡ－ＭｃＩＩｖａｉｎｅ提取液，充分漩

涡混匀１ｍｉｎ，超声提取５ｍｉｎ后，３０００ｒ／ｍｉｎ离心

１０ｍｉｎ，将上清液移至另一支聚丙烯离心管中，剩

余残渣重复提取２次，合并上清液，５０００ｒ／ｍｉｎ离

心１０ｍｉｎ，取上清液进行肌肉样品净化。

准确称取２．０ｇ捣碎后混合均匀的肉鸡肝脏置

于 ５０ｍＬ的离心管中，加入 ８ｍＬ０．１ｍｏｌ／Ｌ

ＥＤＴＡ－ＭｃＩＩｖａｉｎｅ提取液后漩涡振荡 １０ｍｉｎ，以

１２０００ｒ／ｍｉｎ，５℃ 离心１０ｍｉｎ，移出上清液，再以相

同方式提取２次，收集上清液并加入２ｍＬ５％三

氯乙酸，以１２０００ｒ／ｍｉｎ，５℃ 离心１０ｍｉｎ，取上清

液进行肝脏样品净化。

ＨＬＢ固相萃取小柱首先用５ｍＬ甲醇和５ｍＬ

水活化，然后分别取上述肌肉、肝脏待净化的上清

液注入该萃取小柱中，分别依次用超纯水 ５ｍＬ、

５％甲醇水溶液５ｍＬ淋洗，弃去淋洗液，再用甲醇

和乙酸乙酯混合溶液 （ｖ／ｖ，１∶９）１０ｍＬ以

０．５ｍＬ／ｍｉｎ的流速进行洗脱，洗脱液在４０℃水浴

中用氮吹仪吹干，残渣用 １ｍＬ甲醇溶解，充分混

匀，残渣溶液过０．２２μｍ针头式过滤器后，滤液供

ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ测定。

１．５．２　液相色谱条件　色谱柱：ＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８

（５μｍ，２．１ｍｍ×１５０ｍｍ，ｉｄ）柱；柱温：３０℃；流

速：０．３５ｍＬ／ｍｉｎ；流动相：Ａ：０．１％甲酸水；Ｂ：乙

腈。梯度洗脱程序为０～８．２ｍｉｎ，８６．５％Ａ；８．３～

１１ｍｉｎ，８６．５％Ａ到２％Ａ；１１．１～１６ｍｉｎ，２％Ａ；

１６．１～２０ｍｉｎ，２％Ａ到８６．５％Ａ；２０．１～２５ｍｉｎ，

８６．５％Ａ；进样体积：５μＬ。

１．５．３　质谱条件　采用电喷雾正离子模式（ＥＳＩ＋）

和多离子反应监测模式监测；雾化气：氮气；干燥气

温度：３５０℃；干燥气流速：１０Ｌ／ｍｉｎ；雾化器压力：

４５ｐｓｉ；毛细管电压：４０００Ｖ。金霉素和差向金霉素

的保留时间和优化质谱条件见表１。
表１　金霉素和差向金霉素的保留时间和优化质谱条件

药物 保留时间／ｍｉｎ 母离子／（ｍ／ｚ） 毛细管出口电压／ｅＶ 子离子／（ｍ／ｚ） 碰撞电压／ｅＶ

金霉素 １２．３ ４７９ １２０

１５４ ２５

４４４ １５

４６２ １１

差向金霉素 ７．５ ４７９ １２０

９８ ３２

４４４ １７

４６２ １１

为定量离子

１．５．４　标准曲线的建立　将质量浓度均为
１００μｇ／ｍＬ的ＣＴＣ、ＥＣＴＣ标准储备液分别用甲醇稀
释为０．００５、０．０１２５、０．０２５、０．０５、０．１０、０．２０μｇ／ｍＬ的
ＣＴＣ标准工作液和０．０２５、０．０５、０．１０、０．２０、０．４０、

０．８０μｇ／ｍＬ的 ＥＣＴＣ标准工作液。分别将 ＣＴＣ、
ＥＣＴＣ标准工作液由低浓度到高浓度分别进行
ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ分析。每一个浓度点重复测定４次，
取其平均值，分别绘制ＣＴＣ、ＥＣＴＣ标准曲线。
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１．５．５　样品回收率　将空白肉鸡肌肉、肝脏样
品绞碎、捣碎混合均匀，准确称取 ３．０ｇ鸡肉、
２．０ｇ肝脏样品，分别置于 ５０ｍＬ聚丙烯离心管
中，分别加入适宜浓度的标准工作液，使空白肉

鸡肌肉样品中 ＣＴＣ和 ＥＣＴＣ的浓度分别为
００５、０１０、０．１５ｍｇ／ｋｇ，空白肝脏样品中 ＣＴＣ
和 ＥＣＴＣ的浓度分别为０．１５、０．３０、０．６０ｍｇ／ｋｇ。
每个添加量分别重复测定 ５次，样品经方法
１．５．１提取和净化后，分别供 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检
测，外标法定量，分别计算 ＣＴＣ、ＥＣＴＣ在空白肉
鸡肌肉和肝脏中的添加回收率。

１．５．６　检测限（ＬＯＤ）与定量限（ＬＯＱ）的测定　将
一定浓度的ＣＴＣ、ＥＣＴＣ标准溶液分别添加至空白
肉鸡肌肉和肝脏的提取液中，用 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ进

行检测，并逐渐降低 ＣＴＣ、ＥＣＴＣ的浓度，以样品检
测时的信噪比（Ｓ／Ｎ）为３和１０分别作为方法的检
测限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ）。
１．５．７　肉鸡肌肉及肝脏中 ＣＴＣ和代谢物 ＥＣＴＣ的
测定　按外标法，将肉鸡肌肉和肝脏中所测得的ＣＴＣ
和ＥＣＴＣ峰面积分别带入各自标准曲线，可得到肉鸡
肌肉和肝脏中ＣＴＣ和代谢物ＥＣＴＣ的残留量。
２　结 果

２．１　色谱、质谱分离情况　在优化的色谱、质谱条
件下进行分析，测得肉鸡肌肉、肝脏中 ＥＣＴＣ、ＣＴＣ
保留时间分别为７．５ｍｉｎ左右和１２．３ｍｉｎ左右，峰
形对称，分离效果好。由肉鸡肌肉中ＣＴＣ、ＥＣＴＣ总
离子流色谱图（ＴＩＣ）（图１）可见，空白肉鸡肌肉提取
液在上述时间无干扰峰出现，且均为基线分离峰。

Ａ．ＥＣＴＣ和ＣＴＣ混合标准品（１００ｎｇ／ｍＬ）；　Ｂ．空白肉鸡肌肉提取液

Ｃ．添加ＣＴＣ和ＥＣＴＣ标准品的空白肉鸡肌肉（０．１ｍｇ／ｋｇ）；Ｄ．给予ＣＴＣ后的肉鸡肌肉

图１　肉鸡肌肉中ＣＴＣ、ＥＣＴＣ的ＴＩＣ图

２．２　标准曲线　以 ＣＴＣ、ＥＣＴＣ峰面积（ｙ）对进样
前ＣＴＣ、ＥＣＴＣ标准工作液质量浓度（ｘ）作图，分别

得到ＣＴＣ、ＥＣＴＣ标准曲线。ＣＴＣ在 ０．００５～０．２０
μｇ／ｍＬ质量浓度范围内，线性回归方程为 ｙ＝

·７２·



中国兽药杂志 ２０１６，５０（１）：２４～３０／高 强，等　

５３３８２ｘ－２９０．４３，相关系数 ｒ＝０．９９３５；ＥＣＴＣ在
０．０２５～０．８０μｇ／ｍＬ质量浓度范围内，线性回归方
程为ｙ＝５０７９６ｘ－２０２５，相关系数 ｒ＝０．９９０７。
２．３　样品回收率和精密度　ＣＴＣ和 ＥＣＴＣ在肉鸡
肌肉和肝脏中的回收率和精密度见表２和表３。由
表２可知，在肉鸡肌肉中添加水平分别为 ０．０５、
０．１、０．１５ｍｇ／ｋｇ时，肉鸡肌肉中ＣＴＣ、ＥＣＴＣ回收率
均分别高于７３．００％、８１．８０％，相对标准偏差均分
别低于９．１３％、９．２９％。通过对样品精密度测定表

明，ＣＴＣ和ＥＣＴＣ在肉鸡肌肉中的日内ＲＳＤ分别低
于８．７１％和７．６６％；日间ＲＳＤ分别低于１２．９２％和
１０．１９％。由表３可知，在肉鸡肝脏中添加水平分
别为０．１５、０．３０、０．６０ｍｇ／ｋｇ时，肉鸡肝脏中 ＣＴＣ、
ＥＣＴＣ的回收率均分别高于 ６７．０６％、７８．６４％，相
对标准偏差均分别低于８．８８％、９．４８％。通过对样
品精密度测定表明，ＣＴＣ和 ＥＣＴＣ在肉鸡肝脏中的
日内ＲＳＤ分别低于７．３８％和８．８４％；日间 ＲＳＤ分
别低于７．７９％和１０．９１％。

表２　ＣＴＣ和ＥＣＴＣ在肉鸡肌肉中的回收率和精密度（ｎ＝５）
药物 添加值／（ｍｇ·ｋｇ－１） 回收率／％ 相对标准偏差／％ 日内相对标准偏差／％ 日间相对标准偏差／％

金霉素

０．０５ ８３．６０±７．４０ ８．８５ ８．４１ １０．６６

０．１０ ９５．２０±８．６０ ９．０３ ８．５５ １２．９２

０．１５ ７３．００±６．６７ ９．１３ ８．７１ ８．３８

差向金霉素

０．０５ １０１．６０±７．８０ ７．６８ ６．９０ １０．１９

０．１０ ８１．８０±７．６０ ９．２９ ７．６６ ８．７６

０．１５ ８４．５３±１．７３ ２．０５ ４．２１ ５．７７

表３　ＣＴＣ和ＥＣＴＣ在肉鸡肝脏中的回收率和精密度（ｎ＝５）
药物 添加值／（ｍｇ·ｋｇ－１） 回收率／％ 相对标准偏差／％ 日内相对标准偏差／％ 日间相对标准偏差／％

金霉素

０．１５ ６７．０６±５．９６ ８．８８ ７．３８ ７．６３

０．３０ ８３．０８±５．５２ ６．６４ ６．０７ ６．９４

０．６０ ９０．８０±２．６３ ２．９０ ４．４２ ７．７９

差向金霉素

０．１５ ７８．６４±７．６４ ９．４８ ８．８４ １０．９１

０．３０ ９６．３５±５．９７ ６．２０ ６．０７ ８．０６

０．６０ １０６．９８±５．０５ ４．７２ ３．５６ ５．３５

２．４　灵敏度　本试验建立的检测方法实际应用发
现，测得 ＣＴＣ和 ＥＣＴＣ的检测限分别为５．０μｇ／ｋｇ
和２０．０μｇ／ｋｇ、定量限分别为１０．０μｇ／ｋｇ和３０．０
μｇ／ｋｇ。表明该方法具有较高的灵敏度，完全能满
足肉鸡肌肉、肝脏中ＣＴＣ和代谢物ＥＣＴＣ残留检测

的需要。

２．５　肉鸡肌肉和肝脏中ＣＴＣ和代谢物ＥＣＴＣ的残
留量测定　肉鸡肌肉、肝脏中 ＣＴＣ和代谢物 ＥＣＴＣ
的残留量分别见表４和表５。

表４　肉鸡肌肉中ＣＴＣ素和代谢物ＥＣＴＣ残留量（ｎ＝５）

时间／ｄ
残留量／（μｇ·ｋｇ－１）

金霉素 差向金霉素 差向金霉素＋金霉素

用药时间

０ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

１ １０１．４２±１５．３２ ５３．５２±１１．５３ １５４．９４

３ ８９．５１±１１．６４ ５２．１３±４．６５ １４１．６４

５ ７６．２３±９．１３ ５０．５２±４．３２ １２６．７５

休药时间

２ ７２．２８±２２．２３ ５０．３１±９．０２ １２２．５９

４ ６５．２１±１２．２１ ５４．８２±１０．９３ １２０．０３

６ ４９．６３±８．２９ ４４．６３±７．０４ ９４．２６

ＮＤ．低于方法检测限
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表５　肉鸡肝脏中ＣＴＣ和代谢物ＥＣＴＣ残留量（ｎ＝５）

时间／ｄ
残留量／（μｇ·ｋｇ－１）

金霉素 差向金霉素 差向金霉素＋金霉素

用药时间

０ ＮＤ ＮＤ ＮＤ

１ ７４．５１±５．４６ ７８．０１±１２．３６ １５２．５２

３ ７３．５３±７．４１ ６９．０２±１３．７２ １４２．５５

５ １０１．１５±１３．６２ ７７．７４±１４．１５ １７８．８９

休药时间

２ ６９．４１±８．４４ ６６．２６±１６．７１ １３５．６７

４ ５１．１３±１１．０５ ６２．８４±１１．０４ １１３．９７

６ ５５．２１±６．３２ ５６．７１±１３．１２ １１１．９２

ＮＤ．低于方法检测限

　　由表４可知，肉鸡肌肉中 ＣＴＣ和代谢物 ＥＣＴＣ
的残留量在给药后第 １ｄ时，残留量达到
１５４．９４μｇ／ｋｇ。在肉鸡肌肉中 ＥＣＴＣ的残留量虽然
低于原形药物ＣＴＣ的含量，但在残留药物中也占了
很大的比例。由表５可见，肉鸡肝脏中ＣＴＣ和代谢
物ＥＣＴＣ的残留量在给药后第５ｄ时，残留量达到
１７８．８９μｇ／ｋｇ。综合表４、表５可以看出，停药后肉
鸡肌肉和肝脏中ＣＴＣ和ＥＣＴＣ代谢均缓慢，在停药
后第６ｄ时，ＣＴＣ和 ＥＣＴＣ在肉鸡肌肉和肝脏中仍
然能检出，但均低于我国和欧盟所规定的最高残留

限量标准。

３　讨 论

３．１　色谱和质谱条件的优化
本试验比较了流动相：０．１％甲酸水 －乙腈和

０．１％甲酸水－甲醇，以及固定相Ｃ８、Ｃ１８分析柱来
分析肉鸡组织中ＣＴＣ和代谢物ＥＣＴＣ的分离效果。
结果表明，采用乙腈－水比甲醇－水作为流动相柱
压力明显降低，有利于延长泵和色谱柱的使用寿

命，并且采用 ＥｃｌｉｐｓｅＰｌｕｓＣ１８（５μｍ，２．１ｍｍ×
１５０ｍｍ．ｉｄ），更有利于ＣＴＣ、ＥＣＴＣ和杂质峰的分离
和分析灵敏性的提高。在国家标准《动物源性食品

中四环素类兽药残留量检测方法 液相色谱 －质
谱／质谱法与高效液相色谱法》［７］中，在流动相中添
加了含有对离子产生有抑制作用的离子修饰剂三

氟乙酸，降低了分析方法的灵敏度和可靠性，而本

试验采用在流动相中添加０．１％的甲酸，有利于增
加离子化效率、提高灵敏度且能避免仪器性能的

下降。

在串联质谱分析过程中，ＣＴＣ和代谢物 ＥＣＴＣ
具有相同的分子式和碎片离子，因此它们具有相同

的母离子和子离子。故试验首先采用流动注射的

方式进样，ＣＴＣ、ＥＣＴＣ标准溶液进样浓度均为

１μｇ／ｍＬ，采用正离子模式进行全扫描，确定 ＣＴＣ、
ＥＣＴＣ的分子离子；然后在分子离子为母离子的情
况下，分别对 ＣＴＣ、ＥＣＴＣ子离子进行全扫描，选取
干扰小、丰度强度高的三对离子作为ＣＴＣ、ＥＣＴＣ的
定性离子，最后在多反应监测（ＭＲＭ）正离子模式
下，对毛细管出口电压和碰撞电压进行优化，获得

了理想的效果。

３．２　金霉素残留标示物探讨　ＣＴＣ在弱酸性的条
件下，会转化为无抗菌活性的 ＥＣＴＣ。当前国内对
动物源性食品中ＣＴＣ残留的研究与监测仅将 ＣＴＣ
作为残留标示物，并没有将 ＥＣＴＣ一同作为金霉素
在动物体内的残留标示物，而在国外已将 ＣＴＣ和
ＥＣＴＣ均作为金霉素在动物体内的残留标示物。葛
云芝等［８］研究 ＣＴＣ在肌肉中的残留，只把 ＣＴＣ作
为残留标示物，并没有把 ＥＣＴＣ作为残留标示物。
Ａｒｉｋａｎ等［９］研究了ＣＴＣ在牛粪中的降解和代谢，研
究发现ＥＣＴＣ和异金霉素（ＩＣＴＣ）是牛粪中 ＣＴＣ的
主要代谢产物；Ｇａｊｄａ等［１０］研究了动物组织中四环

素类药物及其代谢产物的残留，将 ＥＣＴＣ作为 ＣＴＣ
的主要代谢产物。本试验以 ＨＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ检测
肉鸡肌肉和肝脏中ＣＴＣ和代谢物ＥＣＴＣ的含量，研
究了定量摄入 ＣＴＣ后，肉鸡肌肉和肝脏中 ＣＴＣ和
代谢物ＥＣＴＣ的残留分布情况。研究结果表明，除
在肉鸡肌肉和肝脏中检出原形药物ＣＴＣ外，还能检
测出代谢物ＥＣＴＣ，且含量较高，毒副作用增加。由
于代谢物ＥＣＴＣ已经被欧盟确定为残留标示物，故
参照欧盟规定，建议我国应将ＥＣＴＣ作为ＣＴＣ在动
物体内的残留标示物进行监测。

３．３　药物在肉鸡肌肉和肝脏中的残留分布情况　
Ｈａｌｌｉｎｇ等［１１］研究表明：在ｐＨ＜６．５环境水中，存在
的降解产物主要有 ＥＣＴＣ、ＥＡＣＴＣ、Ｋｅｔｏ－ＣＴＣ等。
在本试验条件下，肉鸡体内的环境主要为弱酸性，

·９２·
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通过胶囊内服给药ＣＴＣ后，除在肉鸡肌肉和肝脏中
检出原形药物ＣＴＣ外，其主要代谢产物ＥＣＴＣ也被
检出，这与Ｈａｌｌｉｎｇ等［１１］研究结果基本一致。有关

ＣＴＣ在肉鸡体内的其它代谢产物还有待做进一步
的研究。

匡光伟等［１２］研究了ＣＴＣ在鸡体内不同组织器
官中的残留以及ＣＴＣ在鸡粪中的降解，以４０日龄
湘黄鸡为试验素材，在饲料中加入 ＣＴＣ散剂，添加
剂量为２０～５０ｍｇ／ｋｇ，连续饲喂１２ｄ，分别在停药
后２、４、７、９、１２、１６、２３、２８ｄ对鸡进行屠宰，采集鸡
肌肉、肝脏和肾脏样品，用高效液相色谱法进行检

测。研究结果表明，ＣＴＣ在肾脏中残留量最高、肝
脏次之、肌肉最低。本试验以 ＡＡ肉鸡为研究对
象，通过胶囊内服给药 ＣＴＣ，每天给药 １次连续
５ｄ，给药剂量为５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ），给药后第１、３、５ｄ
和停药后第２、４、６ｄ时，在肉鸡肌肉和肝脏中均有
ＣＴＣ和代谢物 ＥＣＴＣ被检出；停药后肉鸡肝脏中
ＣＴＣ、ＥＣＴＣ残留量均高于肉鸡肌肉中的残留量，结
果与报道［１２］一致，主要是由肝肠循环所引起的，一

部分ＣＴＣ经胆汁排泄，在肠内部分被吸收而导致肉
鸡肝脏中的ＣＴＣ和代谢物 ＥＣＴＣ残留量比肉鸡肌
肉中的残留量要高。

４　结 论

试验组肉鸡按５０ｍｇ／（ｋｇ·ｄ）剂量内服 ＣＴＣ，
连续５ｄ给药，在停药第６ｄ时，肉鸡肌肉和肝脏中
ＣＴＣ和代谢物 ＥＣＴＣ仍能被检测到，但残留量均低
于ＭＲＬｓ。从保障食品安全方面考虑，建议我国将
ＣＴＣ和 ＥＣＴＣ均作为金霉素的残留标示物进行
监控。
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