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［摘　 要］ 　 研究临床使用常规剂量及养殖环节加大盐酸土霉素可溶性粉剂量后其在鸡蛋中的残留

消除规律。 对产蛋期蛋鸡分别给予 ５００ ｍｇ ／ Ｌ 和 ６６７ ｍｇ ／ Ｌ ５０％ 盐酸土霉素可溶性粉，集中饮水给

药，每日 １ 次，连续 ５ ｄ。 分别采集停药后 １ ～ １２ ｄ 的鸡蛋样品，采用 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 测定鸡蛋中土

霉素的残留量。 按上述方法给药后，低、高剂量组分别在停药第 １ 天和停药第 ２ 天达到土霉素残留

量最高。 低、高剂量组的最高残留量分别为 １４２ ７２、８２ ８４ μｇ ／ ｋｇ，均低于国家规定的最高残留限量

（２００ μｇ ／ ｋｇ），不会造成土霉素残留超标。 本试验通过研究土霉素可溶性粉在鸡蛋中的残留情况，
确定弃蛋期前后土霉素残留量，以期为蛋鸡产蛋期安全用药，保障食品安全提供科学依据。
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　 　 盐酸土霉素可溶性粉为四环素类广谱抗菌药

物制剂，能迅速抑制细菌的生长繁殖。 临床上常用

于治疗猪、鸡敏感大肠埃希菌、沙门氏菌、巴氏杆菌

及支原体引起的感染性疾病。 盐酸土霉素可溶性

粉可用于产蛋期，治疗产蛋率下降或停止产蛋，以
及因输卵管炎造成的蛋壳上带有血迹、产畸形蛋和

软壳蛋、输卵管排出黄白色脓样分泌物等［１］。 根据

在养殖环节的调查，养殖场常以高于常规剂量给

药，给药剂量为 ６６７ ｍｇ ／ Ｌ ５０％ 盐酸土霉素可溶性

粉，饮水给药，高于国家规定的 ５００ ｍｇ ／ Ｌ 给药剂

量。 人体长期摄入含少量抗生素的食品后，会造成

药物的蓄积，产生毒性作用，严重的会出现致癌、致
畸、致突变等，因此，对食品安全带来极大的潜在危

害［２］，我国农业农村部规定了土霉素在鸡蛋中的最

高残留限量标准为 ２００ μｇ ／ ｋｇ，弃蛋期 ２ ｄ。 目前，
我国关于鸡蛋中土霉素的研究主要针对残留检测

方法的研究，包括超高效液相色谱 － 串联质谱

法［３］、高效液相色谱法［４］、固相萃取 － 高效液相色

谱法［５］、毛细管电泳 － 电化学检测法［６］ 等，尚未见

关于盐酸土霉素可溶性粉按国家规定剂量和增加

剂量使用后在鸡蛋中残留消除规律的研究，本试验

通过研究盐酸土霉素可溶性粉在鸡蛋中的残留情

况，确定弃蛋期前后土霉素残留量，以期为蛋鸡产

蛋期安全用药，保障食品安全提供科学依据。
１　 材料与方法

１ １　 主要试剂 　 土霉素对照品，批号：１３０３０５，中
国食品药品检定研究院；盐酸土霉素可溶性粉，规
格：５０％ ，生产批号：２０１７０８００３，郑州福源动物药业

有限公司苏可乐（批准文号：兽药字 １６０２５６６９１）；
甲醇，乙腈为色谱纯；乙二胺四乙酸二钠为分析纯，
超纯水，所需溶液配制见 ＧＢ ／ Ｔ ２１３１７［７］。
１ ２　 主要仪器 　 Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ － ＸＥＶＯ ＴＱ － Ｓ 质

谱联用仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）；３Ｋ － ３０ 台式高速冷

冻离心机（Ｓｉｇｍａ 公司）；Ｒ２１５ Ｐｒｏｆｅｓｓｉｏｎａｌ 旋转蒸发

仪（瑞士 Ｂｕｃｈｉ 公司）；ＩＫＡＭＳ３ Ｂａｓｉｃ 圆周振荡器

（广州仪科实验室技术有限公司）；ＡＬＣ －２１００ ２ 电

子天平（赛多利斯科学仪器北京有限公司）；ＶＸ －
Ⅲ多管涡旋振荡器（北京踏锦科技有限公司）；ＴＴＬ
－ ＤＣⅡ氮气吹干仪（北京同泰联科技发展有限公

司）；ＴＤ 系列固相萃取柱，ＴＤ － ＴＰＳ － ００６０３（天津

市兴达科技有限公司）。
１ ３　 试验动物及分组 　 试验选用三棚蛋鸡，品种

为京红，３６２ 日龄，购自山西省阳城县浩博养殖有限

公司，常规饲养，进行常规免疫程序，试验前不使用

任何药物。 三棚蛋鸡随机分为空白对照组（１５０００
只），常规剂量组（１４０００ 只），加大剂量组（１５０００
只）。 饲喂不添加任何抗菌药物的全价饲料，自由

采食饮水。 试验前后各组蛋鸡饲养条件相同。
１ ４　 给药和样品采集　 常规剂量组以 ５００ ｍｇ ／ Ｌ，
加大剂量组 ６６７ ｍｇ ／ Ｌ 集中饮水给药 ５ ｄ，空白对照

组不给药。 根据农业部文件农医发［２０１８］２ 号中

畜禽产品兽药残留抽样要点［８］，在停药后 １、２、３、４、
５、６、７、８、９、１０、１１、１２ ｄ，每个时间点分别从不同剂

量组的鸡棚前中后位置的产蛋架随机采集鸡蛋，每
个时间点 １０ 个样本，每个样本 １０ 枚鸡蛋。 样本标

记，冰箱 ４ ℃保存，待测。
１ ５　 色谱条件 　 色谱柱：Ｗａｔｅｒｓ Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣＴＭ

ＢＥＨ Ｃ１８（１ ７ μｍ，２ １ × １００ ｍｍ）；柱温 ３０ ℃；流
动相 Ａ：乙腈，Ｂ：０ １％甲酸溶液；进样量 ５ μＬ；梯度

洗脱程序见表 １。

表 １　 色谱梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 Ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ ｏｆ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ

时间
ｔｉｍｅ ／ ｍｉｎ

流速 Ｆｌｏｗ ｒａｔｅ
／ （ｍＬ·ｍｉｎ － １）

Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％ 曲线类型
Ｃｕｒｖｅ

１ Ｉｎｉｔｉａｌ ０ ３００ １０ ０ ９０ ０ ／

２ ４ ００ ０ ３００ ４０ ０ ６０ ０ ６

３ ５ ００ ０ ３００ １０ ０ ９０ ０ １

１ 为即时变化，６ 为线性变化

１ ６　 质谱条件　 电喷雾离子源；正离子扫描；多反

应监测 ＭＲＭ；离子源温度 １５０ ℃；脱溶剂气容量

８００ Ｌ ／ ｈ；锥孔电压 ２５ Ｖ；锥孔气流速 １５０ Ｌ ／ ｈ；毛细
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管电压 ３ ３ ｋＶ；定性、定量离子对及对应的锥孔电 压和碰撞能量见表 ２。

表 ２　 定性、定量离子及对应的锥孔电压和碰撞能量

Ｔａｂ ２　 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｎｅ ｖｏｌｔ ａｎｄ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｅｙ

药物
Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

定性离子对（ｍ ／ ｚ）
Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ

定量离子对（ｍ ／ ｚ）
Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ

锥孔电压 ／ Ｖ
Ｃｏｎｅ ｖｏｌｔ

碰撞能量 ／ ｅＶ
Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｅｙ

土霉素
４６１ ２ ＞ ４２６ １
４６１ ２ ＞ ３３７ ０ ４６１ ２ ＞ ４２６ １ ３８

３８
１８
２６

１ ７　 样品前处理 　 用匀浆机把鸡蛋制成匀浆，称
取匀质样品（２ ± ０ ０２） ｇ，置 ５０ ｍＬ 离心管中，加入

１６ ｍＬ 缓冲液，漩涡震荡 ２０ ｍｉｎ，１４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 低温

离心 ５ ｍｉｎ，静置，取上清液 ８ ｍＬ 进行样品净化。
ＨＬＢ 固相萃取柱用 ３ ｍＬ 甲醇、３ ｍＬ 水活化，取上

述鸡蛋待净化的 ８ ｍＬ 上清液注入萃取柱中，分别

依次用 ３ ｍＬ 水、３ ｍＬ ５％甲醇水溶液淋洗，弃去淋

洗液后，用 ３ ｍＬ 甲醇洗脱，洗脱液 ５０ ℃水浴中氮

气仪吹干，残渣用 １ ｍＬ ３０％甲醇溶液复溶，充分混

匀，残渣溶液过 ０ ２２ μｍ 针头式过滤器后，滤液供

液相色谱 －串联质谱法检测，若残留量超出曲线范

围，以相应空白基质稀释至曲线范围。
１ ８　 标准曲线 　 分别精密吸取 １００ μｇ ／ Ｌ 的土霉

素标准中间液 ０ ０２、０ ０５、０ ０８、０ １０、０ ２０ ｍＬ 于

１ ７ 项中氮气吹干后所得残渣，加 ３０％ 甲醇溶液

０ ９８、０ ９５、０ ９２、０ ９０、０ ８０ ｍＬ，混匀，制成 ２、５、８、
１０、２０ μｇ ／ ｋｇ 的系列基质标准溶液，依次上机，以土

霉素的质量浓度为横坐标，定量离子的色谱峰面积

为纵坐标，绘制标准曲线。
１ ９　 检测限和定量限 　 取匀浆后空白鸡蛋样品

２ ｇ，添加适量的土霉素标准溶液，按照 １ ７ 项进行

处理，经液相色谱串联质谱测定，按信号（Ｓ）与噪音

（Ｎ）比值计算，Ｓ ／ Ｎ ＞ ３ 为检测限，Ｓ ／ Ｎ ＞ １０ 为定量

限值。
１ １０　 精密度和准确度 　 分别取匀浆后空白鸡蛋

样品 ２ ｇ，添加 ４、２００、４００ μｇ ／ ｋｇ 水平的土霉素进行

回收率试验（按照 １ ７ 项进行处理），每个添加水平

６ 个平行，连做 ３ 次，并计算日内相对标准偏差及日

间相对标准偏差。

２　 结果与分析

２ １　 线性关系　 土霉素在 ２ ～ ２０ μｇ ／ ｋｇ 浓度范围

内呈现良好的线性关系， 其曲线方程为： ｙ ＝
１７４８９ ０７４４７Ｘ － ２１０９ ０７０２１， 相 关 系 数 ｒ 为

０ ９９９６８，如图 １ 所示。 标准溶液图谱如图 ２。

图 １　 土霉素标准曲线

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ

图 ２　 鸡蛋基质中 １０ μｇ ／ ｋｇ 土霉素标准液的特征色谱图

Ｆｉｇ ２　 ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ １０ μｇ ／ ｋｇ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ

ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｉｎ ｅｇｇ ｍａｔｒｉｘ

２ ２　 检测限和定量限　 根据特征质量色谱峰的信

噪比 Ｓ ／ Ｎ ＞３ 为检测限，Ｓ ／ Ｎ ＞ １０ 为定量下限，得鸡

·７６·
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蛋中土霉素的检测限为 ２ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 ４ μｇ ／ ｋｇ。
２ ３　 准确度和精密度　 土霉素在 ４、２００、４００ μｇ ／ ｋｇ
３ 个添加水平上，每个添加水平做 ６ 平行，其平均回

收率、日内相对标准偏差及日间相对标准偏差见

表 ３。 土霉素的回收率在 ７９ １％ ～ ９３ ６％ 之间，日

内相对标准偏差及日间相对标准偏差均小于 １０％ 。
图 ３ 为空白鸡蛋的土霉素特征离子质量色谱图，图
４ 为空白鸡蛋中添加 １０ μｇ ／ ｋｇ 的土霉素特征离子

质量色谱图。

表 ３　 土霉素回收率及相对标准偏差实验（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ３　 Ｔｅｓｔ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ（ＲＳＤ） ｏｆ Ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ（ｎ ＝６）
药物名称

Ｎａｍｅ
添加量 ／ （μｇ·ｋｇ － １）
Ａｍｏｕｎｔ ｏｆ ａｄｄｉｔｉｏｎ

平均回收率 ／ ％
Ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ

日内相对标准偏差 ／ ％
Ｉｎｔｒａ － ｄａｙ ＲＳＤ（％ ）

日间相对标准偏差 ／ ％
Ｉｎｔｅｒ － ｄａｙ ＲＳＤ（％ ）

土霉素
Ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ

４ ８０ ５　 ８３ ９　 ８６ ４ ６ ７　 ４ １　 ３ ４ ８ １

２００ ９２ ５　 ８９ ５　 ９０ ４ ２ １　 １ ９　 ３ ７ ５ ５

４００ ９０ １　 ９１ ７　 ８９ ８ ２ ２　 １ ５　 ２ ７ ５ ３

图 ３　 空白鸡蛋的土霉素特征离子质量色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｔｈｅ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃｉｏｎ ｑｕａｌｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

ｏｆ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｅｇｇｓ

图 ４　 空白鸡蛋中添加 １０ μｇ ／ ｋｇ 土霉素的特征色谱图

Ｆｉｇ ４　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ

（１０ μｇ ／ ｋｇ） ｉｎ ｂｌａｎｋ ｅｇｇｓ

２ ４　 鸡蛋中土霉素的残留消除　 按照前处理方法

对所采集的鸡蛋中土霉素残留进行检测，外标法定

量。 不同采样点土霉素残留量见表 ４，残留消除曲

线如图 ５。

表 ４　 高低剂量组鸡蛋中的土霉素残留量

（Ｘ ± Ｓ，ｎ ＝１０） 　 （μｇ ／ ｋｇ）

Ｔａｂ ４　 Ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ Ｅｇｇｓ ｉｎ

ｈｉｇｈ ａｎｄ ｌｏｗ ｄｏｓｅ ｇｒｏｕｐｓ（Ｘ ± Ｓ，ｎ ＝１０） 　 （μｇ ／ ｋｇ）

停药后时间 ／ ｄ
Ｔｉｍｅ ａｆｔｅｒ ｗｉｔｈｄｒａｗａｌ

残留量 ／ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ／ （μｇ·ｋｇ － １）

常规剂量组
（５００ ｍｇ ／ Ｌ）
ｎｏｒｍａｌ ｄｏｓｅ

加大剂量组
（６６７ ｍｇ ／ Ｌ）
Ｈｉｇｈ ｄｏｓｅ

１ １４２ ７２ ± １１ ６０２ ７４ ７１ ± ６ ２９０

２ ７１ ３９ ± ９ ７８６ ８２ ８４ ± ２０ ２９７

３ ５７ ９３ ± １０ ４６２ ５９ ４７ ± ９ ４５２

４ ２７ ９１ ± ８ ４４９ ６０ １７ ± １０ ２０１

５ ２６ ８３ ± ４ ６９５ ４１ ８６ ± ５ ０４７

６ １９ ３４ ± ３ ０１４ ２０ ４８ ± １ ２４８

７ ２５ ８３ ± ２ ０４３ ３０ ８６ ± ５ ６８８

８ １５ ６４ ± ２ ５９８ ２４ ７５ ± ７ ７５１

９ １２ １１ ± ２ ７６６ １５ ３３ ± ３ １９９

１０ ２２ ５４ ± １０ ５２３ ２０ ４１ ± １ ３６４

１１ １０ ００ ± １ ８５７ １０ ５４ ± ２ ９０２

１２ ８ ７９ ± １ ２２３ １７ ００ ± １ ８９２

·８６·
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图 ５　 鸡蛋中土霉素残留消除曲线

Ｆｉｇ ５　 Ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅ ｉｎ ｅｇｇ

　 　 空白对照组试验期间与各试验组饲养条件和

采样时间点相同，空白对照组样品在各取样时间点

均未检测出土霉素残留，表明实验动物在试验期间

未受到其他来源药物的影响，实验动物在试验期间

土霉素残留均来源于目的性给药。 表 ４ 结果显示，

蛋鸡产蛋期分别按 ５００ ｍｇ ／ Ｌ 和 ６６７ ｍｇ ／ Ｌ 剂量，连

续 ５ ｄ，每天 １ 次，集中饮水给药 ５０％盐酸土霉素可

溶性粉。 低剂量组在停药第 １ 天，土霉素残留量最

高，达到 １４２ ７２ μｇ ／ ｋｇ，高剂量组残留量为 ７４． ７１

μｇ ／ ｋｇ，高剂量组在停药第 ２ 天残留量最高，８２ ８４

μｇ ／ ｋｇ，与我国规定的弃蛋期 ２ ｄ 符合。 高、低剂量

组在停药后的 １ ～ １２ ｄ，鸡蛋中的土霉素残留量均

低于国家农业部 ２３５ 公告中规定的最高残留限量

（２００ μｇ ／ ｋｇ）。 以上数据经方差分析，Ｐ ＞ ０ ０５，两

组差异不显著。 在临床病情严重时，按标签最大剂

量的 １ ３３ 倍给药后，不会造成土霉素在鸡蛋中残

留量超标。

３　 讨 论

３ １　 药物剂量的选择　 盐酸土霉素可溶性粉是我

国极少数可用于蛋鸡的广谱抗生素，因此，在临床

中常用于治疗蛋鸡的输卵管炎。 ５０％ 盐酸土霉素

可溶性粉根据《兽药质量标准》（２０１７ 年版）化学药

品卷［９］中用法用量为，以本品计每 １ Ｌ 水鸡 ３００ ～

５００ ｍｇ，连用 ３ ～ ５ ｄ。 因此，本试验选用标签中最

大使用浓度 ５００ ｍｇ ／ Ｌ 作为常规剂量组，由于临床

使用过程中存在加大药物使用剂量现象，经在养殖

环节中现场调查，加大剂量一般为 ６６７ ｍｇ ／ Ｌ（每

１５０ ｋｇ 水 １００ ｇ 本品），因此，选用 ６６７ ｍｇ ／ Ｌ 作为加

大剂量组，经集中饮水给药途径，连用 ５ ｄ，研究土

霉素在鸡蛋中的残留水平。

３ ２　 药物在鸡蛋中的残留情况　 试验选用的两个

剂量是盐酸土霉素可溶性粉在临床治疗输卵管炎

常用剂量，在大群养殖环境中，蛋鸡通过集中饮水

给药，土霉素残留情况与试验室研究存在一定差

异。 低剂量组与高剂量组在停药 ３ ｄ 残留量比停

药 １ ｄ 分别下降了 ５９ ４％和 ２０ ４％ ，并且残留量均

较低，说明土霉素在蛋鸡体内的代谢速率相对较

快，我国规定鸡蛋中土霉素的最高残留限量（ＭＲＬ）

标准为 ２００ μｇ ／ ｋｇ，停药 ３ ｄ 低、高剂量组土霉素在

鸡蛋中残留量仅为最高残留限量标准的 ２９％ ，两个

剂量组均不会造成土霉素残留超标。

３ ３　 检测结果　 不同给药浓度鸡蛋中残留量也不
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同，停药第 １ 天，常规剂量组的残留量高于高剂量

组，停药第 ２ 天开始，常规剂量组的检出值均低于

高剂量组。 国内文献［１０］ 曾报道高剂量组在鸡蛋中

的残留量比低剂量组先达到高峰。 本试验两个剂

量组的土霉素残留量在停药后的 １２ ｄ 中，药物的

残留量均出现往复现象，如低剂量组停药第 ６ 天的

残留量 １９ ３４ μｇ ／ ｋｇ，停药第 ７ 天的残留量 ２５ ８３

μｇ ／ ｋｇ，高剂量 组 停 药 第 ６ 天 的 残 留 量 ２０ ４８

μｇ ／ ｋｇ，停药第 ７ 天的残留量 ３０ ８６ μｇ ／ ｋｇ。 与国外

文献［１１］ 报道相似：对罗德岛红鸡通过饮水给予

４００、６００、８００ ｍｇ ／ Ｌ 土霉素连续 ７ ｄ，４００ 和 ６００ ｍｇ ／ Ｌ

剂量组的蛋黄中土霉素残留量在停药第 ３、４ 天，也

出现了残留量升高的现象。

土霉素在鸡蛋中残留量出现往复的原因，一是

由于鸡蛋结构的特殊性，药物向蛋黄中的移行过程

是向细胞内蓄积的过程，蛋黄中的药物残留反映了

卵泡快速生长期（１０ ｄ）血浆的药物水平，蛋黄中的

药物残留水平因用药时间长短和开始用药时间处

于卵泡生长的不同阶段而升高、稳定或下降［１２］，因

此，鸡蛋中药物残留量出现波动。 第二个原因 Ｋａｎ

等［１３］推测是受药物与体内蛋白质结合率的影响，

该研究在母鸡的峡部和输卵管的膨大部检测到四

环素类药物，且四环素在输卵管和蛋白中的残留水

平高于血液中的药物水平，等血液中药物浓度下降

后，与蛋白质结合的部分药物会重新释放出来进入

鸡蛋，这也会使鸡蛋中四环素类药物的残留量发生

变化。 本试验中土霉素在鸡蛋中的残留量虽然在后

期有上升趋势，但幅度较小，远低于国家农业部 ２３５

公告中规定的土霉素最高残留限量（２００ μｇ ／ ｋｇ），不

会造成土霉素残留量超标。
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