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［摘　 要］ 　 采用高效液相色谱法建立了猪肉及猪肝中土霉素、四环素、金霉素、多西环素残留量的

检测方法。 试样中的四环素类药物经 Ｎａ２ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液提取，硫酸和钨酸钠溶液沉淀

蛋白，ＨＬＢ 及 ＬＣＸ 固相萃取柱净化，高效液相色谱法测定。 以 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 三氟乙酸 － 乙腈为流动

相，梯度洗脱，检测波长为 ３４０ ｎｍ。 结果显示：四种四环素类药物在 ０． ０５ ～ ５ μｇ ／ ｍＬ 质量浓度范围

内呈良好的线性关系，决定系数大于 ０． ９９９。 本方法在猪肉中的检测限为 ２０ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 ５０ μｇ ／ ｋｇ；
在猪肝中的检测限为 ５０ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 １００ μｇ ／ ｋｇ。 在空白猪肉组织中添加 ５０ ～ ２００ μｇ ／ ｋｇ 浓度，
平均回收率为 ６２． ８％ ～ １１４． ４％ ，日内相对标准偏差为 ０． ５％ ～ ６． ６％ ，日间相对标准偏差为

２􀆰 １％ ～５． ４％ ；在空白猪肝组织中添加 １００ ～ ６００ μｇ ／ ｋｇ 浓度，平均回收率为 ６０􀆰 ２％ ～１１１． ９％ ，日内

相对标准偏差为 ０． ３％ ～３． １％ ，日间相对标准偏差为 １． １％ ～ ３． ５％ 。 该方法各项技术指标均能满

足残留检测要求，且重现性良好，适用于猪肉及猪肝中四环素类药物残留量的测定。

［关键词］ 　 猪肉；猪肝；四环素类；残留；高效液相色谱法

作者简介： 牛 蓉，硕士，从事兽药残留检测与研究。

通讯作者： 秦丽波。 Ｅ － ｍａｉｌ： １０１２０９８１４６＠ ｑｑ． ｃｏｍ

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ Ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ Ｐｏｒｋ Ｍｅａｔ ａｎｄ Ｐｏｒｋ Ｌｉｖｅｒ
ｂｙ Ｈｉｇｈ Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ Ｌｉｑｕｉｄ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

ＮＩＵ Ｒｏｎｇ１，２，ＱＩＮ Ｌｉ － ｂｏ１，２∗，ＬＩ Ｙｕａｎ － ｈｅｎｇ１，ＺＨＯＵ Ｌａｎ － ｌａｎ２，ＳＵＮ Ｚｈｉ － ｗｅｎ３

（１． Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｆｏｏｄ Ｔｅｓｔｉｎｇ Ｃｅｎｔｅｒ，Ｈｅｎａｎ Ｈｏｎｇｘｉｎ Ｔｅｓｔｉｎｇ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ Ｃｏ． ，Ｌｔｄ． ，Ｎａｎｙａｎｇ，Ｈｅｎａｎ ４７３０００，Ｃｈｉｎａ；２． Ｍｕｙｕａｎ Ｆｏｏｄｓ Ｃｏ． ， Ｌｔｄ． ，

Ｎａｎｙａｎｇ，Ｈｅｎａｎ ４７３００，Ｃｈｉｎａ；３． Ｂｅｉｊｉｎｇ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｐｒｏｄｕｃｔ Ｑｕａｌｉｔｙ ａｎｄ Ｓａｆｅｔｙ Ｃｅｎｔｅｒ，Ｂｅｉｊｉｎｇ １０００２０，Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＱＩＮ Ｌｉ － ｂｏ，Ｅ － ｍａｉｌ：１０１２０９８１４６＠ ｑｑ． ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｅｓｔｉｎｇ ｔｈｅ ｔｅｒｒａｍｙｃｉｎ，ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ，ａｕｒｅｏｍｙｃｉｎ ａｎｄ ｄｏｘｙｃｙｃｌｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ
ｐｏｒｋ ｍｅａｔ ａｎｄ ｐｏｒｋ ｌｉｖｅｒ ｂｙ ＨＰＬＣ． Ｔｈｅ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ ｉｎ ｓａｍｐｌｅ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ Ｎａ２ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ ｂｕｆｆｅｒ

·５５·



中国兽药杂志 ２０２３ 年 １１ 月第 ５７ 卷第 １１ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ，ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ｂｙ ｓｏｄｉｕｍ ｔｕｎｇｓｔａｔｅ ａｎｄ ｓｕｌｆｕｒｉｃ ａｃｉｄ， ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ＨＬＢ ａｎｄ ＬＣＸ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ
ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ，ａｎｄ ｄｅｔｅｍｉｎａｔｅｄ ｂｙ ＨＰＬＣ． Ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｗｅｒｅ ｔｒｉｆｌｕｏｒｏａｃｅｔｉｃ ａｃｉｄ ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ｗｉｔｈ
ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈ ｗａｓ ３４０ ｎｍ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒｉｔｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｆｏｕｒ
ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ ｗｅｒｅ ｇｏｏｄ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｂｅｔｔｅｒ ｔｈａｎ ０． ９９９ ｗｉｔｈｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ０５ ～ ５ μｇ ／ ｍＬ． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗａｓ ２０ μｇ ／ ｋｇ ｆｏｒ ｐｏｒｋ ｍｅａｔ，５０ μｇ ／ ｋｇ ｆｏｒ ｐｏｒｋ ｌｉｖｅｒ． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ ５０ μｇ ／ ｋｇ ｆｏｒ ｐｏｒｋ
ｍｅａｔ，１００ μｇ ／ ｋｇ ｆｏｒ ｐｏｒｋ ｌｉｖｅｒ，Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ６２． ８％ ｔｏ １１４． ４％ ，ｗｈｉｃｈ ｓｐｉｋｅｄ ａｔ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｒａｎｇｅ ｆｒｏｍ ５０ μｇ ／ ｋｇ ｔｏ ２００ μｇ ／ ｋｇ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｏｒｋ ｍｅａｔ，ｔｈｅ ｉｎｔｒａ － ｂａｔｃｈ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ
（ＲＳＤ）ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ５％ ～ ６． ６％ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒ － ｂａｔｃｈ ＲＳＤ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ２． １％ ～ ５􀆰 ４％ ． Ｔｈｅ
ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ６０． ２％ ｔｏ １１１． ９％，ｗｈｉｃｈ ｓｐｉｋｅｄ ａｔ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｒａｎｇｅ ｆｒｏｍ １００ μｇ ／ ｋｇ ｔｏ ６００
μｇ ／ ｋｇ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｏｒｋ ｌｉｖｅｒ，ｔｈｅ ｉｎｔｒａ － ｂａｔｃｈ ＲＳＤ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ０． ３％ ～３． １％ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒ － ｂａｔｃｈ ＲＳＤ ｗｅｒｅ
ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ １． １％ ～３． ５％ ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｃａｎ ｍｅｅｔ ｔｈｅ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｒｅｓｉｄｕｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｗｉｔｈ ｇｏｏｄ ｒｅｐｒｏｄｕｃｉｂｉｌｉｔｙ，
ａｎｄ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｐｏｒｋ ｍｅａｔ ａｎｄ ｐｏｒｋ ｌｉｖｅｒ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｏｒｋ ｍｅａｔ； ｐｏｒｋ ｌｉｖｅｒ；ｒｅｓｉｄｕｅｓ； ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ； ＨＰＬＣ

　 　 四环素类属于广谱抗生素，对革兰氏阳性和阴

性细菌、立克次氏体等均有抑菌作用［１ － ２］，其作用

机制主要是和 ３０Ｓ 核糖体亚基的末端结合，从而干

扰细菌蛋白质的合成［３］。 常用的四环素类主要有

四环素、金霉素、土霉素、多西环素等，该类药物在

畜禽养殖过程中被广泛作为药物添加剂使用，用于

防止肠道感染和促生长［４］，但长期使用甚至滥用则

会导致药物在动物体内滞留或蓄积，并以残留的方

式进入人体及生态环境，从而危害人体健康及生态

环境［５］。 因此四环素类药物的残留监控尤为重要。
目前，四环素类药物的残留分析的资料较多［６ － ８］，主
要有液相色谱 －串联质谱法、高效液相色谱法、酶联

免疫法等［９ － １０］。 本研究参考《ＧＢ ３１６５８． ６ － ２０２１ 食

品安全国家标准 动物性食品中四环素类药物残留量

的测定 高效液相色谱法》中四环素类药物的测定方

法［１１］，并在其基础上进行了改进优化，拟建立猪肉及

猪肝中的四环素、土霉素、金霉素及多西环素这四种

药物残留量测定的高效液相色谱法，为国家兽药残

留监控体系提供更为可靠的技术支撑。
１　 材料与方法

１． １ 　 仪器及设备 　 高效液相色谱仪：Ｅ２６９５，配
２４８９ 紫外检测器，美国沃特世公司；电子天平：
ＭＳ１０５ＤＵ，感量 ０． ０１ ｍｇ，德国梅特勒托利多公司；
电子天平：ＨＺＦ － Ａ２００，感量 ０． ０１ ｇ，福州志华电子

有限公司；多管混匀仪：ＵＭＶ － ２，北京优晟联合科

技有限公司；高速冷冻离心机：ＣＨ１６０Ｒ，湖南湘仪

离心机仪器有限公司；氮吹仪：ＮＧＢ － １０２４，莱谱

（北京）科技有限公司；固相萃取装置：２４ 位，上海

安谱实验科技股份有限公司。
１． ２　 药品及材料　 盐酸四环素：含量 ９８． ００％ ，批
号 ５３５２１０１， 坛 墨 质 检； 土 霉 素 盐 酸 盐： 含 量

８９􀆰 ６２％ ，批号 Ｇ１１２５７６３， 德国 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公

司；金霉素盐酸盐：含量 ９２． ９０％ ，批号 １１１２１６４，德
国 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公 司； 盐 酸 多 西 环 素： 含 量

９８􀆰 ００％ ，批号 １１１６５４３，德国 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司；
甲醇、乙腈：色谱级，美国天地有限公司；三氟乙酸、
乙二胺四乙酸二钠、柠檬酸、磷酸氢二钠、草酸、硫
酸、钨酸钠：分析级，国药集团化学技术有限公司；
ＨＬＢ 固相萃取柱：规格 ５００ ｍｇ ／ ６ ｍＬ，上海安谱实

验科技股份有限公司；ＬＣＸ 固相萃取柱：规格 ５００
ｍｇ ／ ６ ｍＬ，天津博纳艾杰尔科技有限公司。
１． ３　 溶液配制

１． ３． １ 　 标准储备溶液　 精密称定盐酸四环素、土
霉素盐酸盐、金霉素盐酸盐、盐酸多西环素标准品

适量（相当于四环素、土霉素、金霉素、多西环素各

１０ ｍｇ），用甲醇溶解并稀释定容至不同 １０ ｍＬ 容量

瓶内，配制成浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的标准储备溶液。
－ １８ ℃以下保存，有效期为 １ 个月。
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１． ３． ２　 混合标准中间液　 精密量取土霉素、四环素、
金霉素和多西环素标准储备液各０． １ ｍＬ， 于１０ ｍＬ 容

量瓶中，用甲醇稀释至刻度，配制成浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ
的混合标准中间液。 ２ ～８ ℃保存。 现用现配。
１． ３． ３　 柠檬酸溶液　 取柠檬酸 ２１． ０１ ｇ，用水溶解

并稀释至 １０００ ｍＬ。
１． ３． ４ 　 磷酸氢二钠溶液 　 取无水磷酸氢二钠

７１􀆰 ６３ ｇ，用水溶解并稀释至 １０００ ｍＬ。
１． ３． ５　 Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液（ｐＨ ４． ０） 　 取柠檬酸溶

液 １０００ ｍＬ、无水磷酸氢二钠溶液 ６２５ ｍＬ， 混匀，用
盐酸或氢氧化钠溶液调 ｐＨ 至 ４． ０ ± ０． ０５。
１． ３． ６　 Ｎａ２ＥＤＴＡ － Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液　 取乙二胺

四乙酸二钠 ６０． ５ ｇ，加 Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液 １６２５
ｍＬ，溶解，混匀。
１． ３． ７ 　 草酸溶液（０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ） 　 取草酸 １． ２６ ｇ，
用水溶解并稀释至 １０００ ｍＬ。
１． ３． ８　 三氟乙酸溶液（０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ） 　 取三氟乙酸

０． ８ ｍＬ，用水溶解并稀释至 １０００ ｍＬ。
１． ３． ９　 硫酸溶液　 取硫酸 １． ８５ ｍＬ，用水溶解并稀

释至 １００ ｍＬ。
１． ３． １０　 钨酸钠溶液 　 取钨酸钠 ７ ｇ，用水溶解并

稀释至 １００ ｍＬ。
１． ３． １１　 草酸溶液（１ ｍｏｌ ／ Ｌ） 　 取草酸 １２． ６ ｇ，用
水溶解并稀释至 １００ ｍＬ。
１． ３． １２　 草酸 － 乙腈溶液　 取草酸溶液（１ ｍｏｌ ／ Ｌ）
２０ ｍＬ，用乙腈溶解并稀释至 １００ ｍＬ。
１． ３． １３　 磷酸二氢钠溶液（８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ） 　 取磷酸二

氢钠 ９６ ｍｇ，用水溶解并稀释至 １００ ｍＬ，ｐＨ 为 ５． ０。
１． ４　 实验方法

１． ４． １　 提取　 称取试料 ５ ｇ（准确至 ± ０． ０２ ｇ），加
Ｎａ２ＥＤＴＡ －Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液 ２０ ｍＬ，涡旋 １ ｍｉｎ，振
荡 １０ ｍｉｎ，加硫酸溶液 ５ ｍＬ、钨酸钠溶液 ５ ｍＬ， 涡旋

１ ｍｉｎ， － ５ ℃下 ８５００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，取上清液。
残渣用 Ｎａ２ＥＤＴＡ －Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液 ２０ ｍＬ、１０ ｍＬ
各提取 １ 次，合并上清液，中性滤纸过滤，备用。
１． ４． ２　 净化　 ＨＬＢ 柱依次用甲醇、水和 Ｎａ２ＥＤＴＡ －
Ｍｃｌｌｖａｉｎｅ 缓冲溶液各 ５ ｍＬ 活化。 备用液过柱，待
全部备用液流出后，依次用水、５％ 甲醇溶液各 １０

ｍＬ 淋洗，抽干 ３０ ｓ，用甲醇 ６ ｍＬ 洗脱，收集洗脱液

于刻度试管中，加 ２ ｍＬ ８ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钠溶液

（ｐＨ ５． ０），混匀，过甲醇 ５ ｍＬ、水 ５ ｍＬ 活化的 ＬＣＸ
柱，待全部液体流出后，用水、甲醇各 ５ ｍＬ 淋洗，抽
干 １ ｍｉｎ，草酸 －乙腈溶液 ６ ｍＬ 洗脱，收集洗脱液，
于 ４０ ℃水浴氮气吹至 ０． ５ ～ １． ０ ｍＬ，用草酸溶液

（０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ）稀释至 ２． ０ ｍＬ，微孔滤膜过滤，高效

液相色谱测定（上机溶液应在 ２４ ｈ 内完成测定）。
１． ４． ３　 液相色谱条件　 色谱柱：安捷伦 ＺＯＲＢＡＸ －
Ｅｘｔｅｎｄ － Ｃ１８ 柱（２５０ ｍｍ × ４． ６ ｍｍ，５ μｍ）；柱温：
３０ ℃；检测波长：３４０ ｎｍ；流动相：Ａ 为 ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ
三氟乙酸溶液，Ｂ 为乙腈（梯度洗脱程序见表 １）；
流速：１． ０ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：５０ μＬ。

表 １　 流动相梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ
时间 ／ ｍｉｎ 流速 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ － １） Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％

０ １． ０ ９０ １０
５ １． ０ ８０ ２０
１５ １． ０ ６５ ３５
１６ １． ０ ９０ １０
２５ １． ０ ９０ １０

１． ４． ４　 标准曲线绘制　 精密量取混合标准中间液

适量，用草酸溶液 （０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ） 稀释成浓度为

０􀆰 ０５、０． １、０． ２、０． ５、１、２、５ μｇ ／ ｍＬ 的系列混合标准

液，供高效液相色谱测定。 以测得的峰面积为纵坐

标，对应的标准溶液浓度为横坐标，绘制标准曲线，
求回归方程和决定系数。
１． ４． ５　 检测限及定量限　 分别称取猪肉及猪肝空

白样品各 ５ ｇ，准确加入一定体积的混合标准中间

液，按照 １． ４ 项对应实验条件进行样品前处理并上

机测定，按 ３ 倍信噪比（ Ｓ ／ Ｎ ＝ ３）和 １０ 倍信噪比

（Ｓ ／ Ｎ ＝ １０）计算方法的检测限和定量限。
１． ４． ６　 回收率及精密度　 取空白猪肉及猪肝样品

各 ５４ 份，分为 ３ 批，每批 １８ 份，参照 ＧＢ ／ Ｔ ２７４０４ －
２００８，以定量限和最高残留限量为标准，添加 ３ 个不

同浓度，每个浓度点 ６ 个平行样品，按照 １． ４ 项对应

实验条件进行样品前处理并上机测定，计算回收率

及相对标准偏差，其中采用同批内相同添加浓度的 ６
个平行样品回收率数据计算日内相对标准偏差，采

·７５·
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用 ３ 批平均回收率数据计算日间相对标准偏差。
２　 结果与分析

２． １　 净化条件优化 　 选择 ６ 份空白猪肉，分 Ａ 组

和 Ｂ 组，每组 ３ 份样品，进行 １００ μｇ ／ ｋｇ 的加标，按照

１． ４． １ 项和 １． ４． ２ 项中 ＨＬＢ 小柱净化过程操作，Ａ 组

经 ＨＬＢ 净化后的甲醇洗脱液直接过 ＬＣＸ 小柱，Ｂ 组

经ＨＬＢ 净化后的甲醇洗脱液用磷酸二氢钠溶液调节

ｐＨ 后过 ＬＣＸ 小柱，将两组经 ＬＣＸ 小柱净化后的样

品氮吹复溶后上机测定，比对四环素类药物的平均

回收率。 结果显示，Ｂ 组平均回收率明显高于 Ａ 组

（如图 １ 所示），因此最终净化条件选择 Ｂ 组对应条

件，详细操作见 １． ４． ２ 项。

图 １　 不同净化 ｐＨ 下四环素类药物的回收率

Ｆｉｇ １　 Ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ ｕｎｄｅｒ

ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐＨ

２． ２　 检测波长优化　 本研究测定了 ５ μｇ ／ ｍＬ 四环

素类混合标准溶液在 ３００ ～ ４００ ｎｍ 下的响应值，发
现在 ３４０ ｎｍ 波长下，四种药物响应最高（如图 ２ 所

示），因此，选择 ３４０ ｎｍ 为最佳波长。

图 ２　 四环素类标准溶液（５ μｇ ／ ｍＬ）在不同波长下的响应值

Ｆｉｇ ２　 Ｔｈｅ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｖａｌｕｅｓ ｏｆ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ ｓｔａｎｄａｒｄ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ （５ μｇ ／ ｍＬ） ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｗａｖｅｌｅｎｇｔｈｓ

２． ３　 标准工作曲线　 按照 １． ４． ４ 项配制标准曲线

并检测，结果显示四种药物在 ０． ０５ ～ ５ μｇ ／ ｍＬ 浓度

范围内线性关系良好，具体回归方程和决定系数见

表 ２。

表 ２　 回归方程及决定系数

Ｔａｂ ２　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ

时间 ／ ｍｉｎ 回归方程 决定系数 Ｒ２

四环素 ｙ ＝ ８４８２２ｘ － １７８２． １ ０． ９９９５

土霉素 ｙ ＝ ９２２７８ｘ － １９１７ ０． ９９９５

金霉素 ｙ ＝ ３４７８４ｘ － １１７７． ６ ０． ９９９２

多西环素 ｙ ＝ ４３５３２ｘ － ４４８． ６５ ０． ９９９９

２． ４　 检测限及定量限 　 按照 １． ４． ５ 项中相关步

骤，依据 ３ 倍信噪比 （ Ｓ ／ Ｎ ＝ ３） 和 １０ 倍信噪比

（Ｓ ／ Ｎ ＝ １０）计算猪肉及猪肝对应检出限及定量限，
得出四种药物在猪肉中检测限为 ２０ μｇ ／ ｋｇ，定量限

为 ５０ μｇ ／ ｋｇ；在猪肝中检测限为 ５０ μｇ ／ ｋｇ，定量限

为 １００ μｇ ／ ｋｇ。
２． ５　 回收率及精密度　 按照 １． ４． ６ 项中规定的样

品数量及加标标准，空白猪肉样品加标浓度分别为

５０、１００、２００ μｇ ／ ｋｇ；空白猪肝样品加标浓度分别为

１００、２００、６００ μｇ ／ ｋｇ；以上样品按照 １． ４． １ 项及

１． ４． ２项中前处理步骤处理后上机测定，计算回收

率及 ＲＳＤ，其回收率水平及 ＲＳＤ 值均符合《ＧＢ ／ Ｔ
２７４０４ － ２００８ 实验室质量控制》对应技术标准，具
体结果见表 ３。
２． ６　 稳定性　 将加标浓度为 １００ μｇ ／ ｋｇ 的空白猪

肉样品按照本实验条件进行处理，将处理后的样品

溶液分别在 ０、１２、２４、４８、７２ ｈ 上机测定，对比四种

药物的回收率。 结果显示，四环素类药物随着时间

的变化含量逐渐降低，在 ２４ ｈ 内药物损失率均低于

５％ ，２４ ～ ４８ ｈ 内，药物含量发生了明显降低，４８ ｈ
时四种药物损失率均高于 １５％ （表 ４），因此处理完

的样品需在 ２４ ｈ 内测定完毕，以确保检测结果的准

确性。
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表 ３　 猪肉和猪肝中四环素类药物的回收率及精密度

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ＲＳＤ ｏｆ ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅｓ ｉｎ Ｐｏｒｋ Ｍｅａｔ ａｎｄ ｐｏｒｋ ｌｉｖｅｒ

样品基质 药物名称 添加浓度 ／ （μｇ·ｋｇ － １） 平均回收率 ／ ％ 日内相对标准偏差 ／ ％ 日间相对标准偏差 ／ ％

猪肉

四环素

土霉素

金霉素

多西环素

５０ ９５． ０ ３． ４ ３． ７
１００ ７４． ７ １． ０ ２． ５
２００ ６５． ８ ０． ５ ３． ０
５０ １０１． ８ ２． ０ ３． ４
１００ ８５． ４ １． ６ ３． ０
２００ ７７． １ ０． ７ ２． １
５０ １１４． ４ ２． ５ ３． ０
１００ ７６． ９ ４． ３ ４． ０
２００ ７８． ３ ０． ９ ２． ４
５０ ８８． ９ ６． ６ ５． ４
１００ ７０． ２ ２． ６ ４． ７
２００ ６２． ８ １． ６ ２． ４

猪肝

四环素

土霉素

金霉素

多西环素

１００ １１１． ９ １． １ ２． ０
２００ １０５． ０ ０． ９ １． ５
６００ ７２． ８ ０． ５ ２． ５
１００ ６８． ５ ０． ６ ２． ０
２００ ７６． ２ ０． ３ ３． ４
６００ ７０． ６ ０． ６ １． ５
１００ ６２． ９ ２． ５ ２． ３
２００ ６１． ７ ２． ６ ３． １
６００ ６０． ２ １． ３ １． １
１００ ６１． ３ １． ３ １． ２
２００ ６１． １ ３． １ ３． ５
６００ ６２． ６ ０． ５ ２． ８

表 ４　 稳定性测定结果

Ｔａｂ ４　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔ

药物名称 放置时间 ／ ｈ 平均回收率 ／ ％ 药物损失率 ／ ％
（相较于 ０ ｈ）

四环素

０ ７４． ６ ／
１２ ７４． ０ ０． ８
２４ ７２． ３ ３． １
４８ ５７． ２ ２３． ３
７２ ４２． ９ ４２． ５

土霉素

０ ８５． ３ ／
１２ ８５． １ ０． ２
２４ ８４． ０ １． ５
４８ ７１． １ １６． ６
７２ ５７． ３ ３２． ８

金霉素

０ ７７． ０ ／
１２ ７７． ２ － ０． ３
２４ ７５． ５ １． ９
４８ ６５． ３ １５． ２
７２ ５１． ３ ３３． ４

多西环素

０ ７０． ２ ／
１２ ７０． ０ ０． ３
２４ ６７． ８ ３． ４
４８ ５３． ５ ２３． ８
７２ ４０． ３ ４２． ６

３　 讨论与结论

３． １　 检测方法的选择　 兽药残留检测的方法目前

主要有液相色谱 － 串联质谱法、高效液相色谱法、
酶联免疫法、微生物法等［１２］。 微生物法操作简便、
价格低廉、不需要精密仪器，缺点是不能区分具体

的药物种类，难以进行定量检测。 酶联免疫法成本

较低，灵敏度相对较高，但在多残留检测方面存在

一定的局限性，且检测精准度不够高，检测样品假

阳性或假阴性概率较色谱法高。 液相色谱 － 串联

质谱法灵敏度高、分析速度快且能够精准定量［１３］，
但仪器昂贵，影响因素较多，且受样品基质效应的

影响，往往需要采用基质匹配标准曲线进行定量。
高效液相色谱法具有检测成本较低、无明显基质效

应、可准确定量等特点［１４］，适用范围较广。 因此，
本研究选择高效液相色谱法测定猪肉及猪肝中四

环素类药物的残留量，
３． ２　 净化条件的优化　 ＬＣＸ 固相萃取柱属于离子

交换型固相萃取柱，样品溶液过柱前需调节 ｐＨ 至

·９５·
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合适范围内，但《ＧＢ ３１６５８． ６ － ２０２１》中经 ＨＬＢ 净

化后的洗脱液过 ＬＣＸ 小柱前未调节 ｐＨ，即四环素

类药物离子化不充分，目标物与 ＬＣＸ 小柱的磷酸

官能团结合效率低，导致目标物损失，回收率偏

低［１５］。 本试验对比了 ＨＬＢ 净化后的洗脱液上 ＬＣＸ

小柱前调节 ｐＨ 及不调节 ｐＨ 两种条件，发现不调

节 ｐＨ 直接过 ＬＣＸ 小柱，四环素类药物的回收率均

低于 ６０％ ；经磷酸二氢钠溶液调节 ｐＨ 后再过 ＬＣＸ
小柱，四环素类药物的回收率明显提高，均在 ８０％
以上。 因此，本方法最终选择使用磷酸二氢钠溶液

调节 ＨＬＢ 净化后的洗脱液 ｐＨ，以提高方法回收

率，保证检测结果准确性。
３． ３　 色谱条件的优化　 《ＧＢ ３１６５８． ６ － ２０２１》中四

环素类药物检测波长为 ３５０ ｎｍ，有部分报道显示土

霉素、四环素和金霉素的检测波长分别为 ３５５ ｎｍ
和 ３６５ ｎｍ［１６ － １７］。 本试验考察了 ３００ ～ ４００ ｎｍ 范

围内四环素类药物的响应值，发现选择 ３４０ ｎｍ 波

长时，各药物响应最高。 因此，选择 ３４０ ｎｍ 为本方

法最佳波长。
本研究建立了一种高效液相色谱法同时猪肉

及猪肝中四种四环素类药物兽药残留检测方法。
通过各项技术参数的考察验证，本方法无基质效

应、重复性好、准确度高且精密度良好，满足猪肉及

猪肝中四环素类药物残留量的检测，可为动物性食

品中四环素类药物的残留监控提供检测依据。
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［１５］ Ｃａｓａｄｏ Ｎ， Ｄ Ｐéｒｅｚ － Ｑｕｉｎｔａｎｉｌｌ， Ｍｏｒａｎｔｅ － Ｚａｒｃｅｒｏ， ｅｔ ａｌ．

Ｅｖａｌｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｂｉ － ｆｕｎｃｔｉｏｎａｌｉｚｅｄ ｍｅｓｏｐｏｒｏｕｓ ｓｉｌｉｃａｓ ａｓ ｒｅｖｅｒｓｅｄ

ｐｈａｓｅ ／ ｃａｔｉｏｎ － ｅｘｃｈａｎｇｅ ｍｉｘｅｄ － ｍｏｄｅ ｓｏｒｂｅｎｔｓ ｆｏｒ ｍｕｌｔｉ －

ｒｅｓｉｄｕｅ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｏｆ ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ ｄｒｕｇ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｍｅａｔ

ｓａｍｐｌｅｓ［Ｊ］ ． Ｔａｌａｎｔａ， ２０１７， １６５： ２２３ － ２３０．

［１６］ 范 露， 靖涵之． 高效液相色谱法测定猪肉中土霉素、四环素

和金霉素［Ｊ］ ． 中国食品添加剂， ２０１９， ３０（０３）： １６２ － １６８．

Ｆａｎ Ｌｕ， Ｊｉｎｇ Ｈａｎｚｈｉ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ，

ｔｅｔｒａｃｙｃｌｉｎｅ ａｎｄ ａｕｒｅｏｍｙｃｉｎ ｉｎ ｐｏｒｋ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｉｎａ Ｆｏｏｄ Ａｄｄｉｔｉｖｅｓ， ２０１９， ３０ （ ０３ ）：

１６２ － １６８．

［１７］ 邓 宇， 乌仁图雅， 李宝栋， 等． 固相萃取–超高效液相色谱

法测定土壤中土霉素、四环素及金霉素［ Ｊ］ ． 化学分析计量，

２０２１， ３０（０８）： １５ － １８．

Ｄｅｎｇ Ｙｕ， Ｗｕ Ｒｅｎｔｕｙａ， Ｌｉ Ｂａｏｄｏｎｇ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ

ｏｘｙｔｅｔｒａｃｙｌｉｎｅ， ｔｅｔｒａｃｙｌｉｎｅ ａｎｄ ｃｈｌｏｒｔｅｔｒａｃｙｌｉｎｅ ｉｎ ｓｏｉｌ ｂｙ ｕｌｔｒａ

ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｗｉｔｈ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ

ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ［ Ｊ］ ． Ｃｈｅｍｉｃａｌ Ａｎａｌｙｓｉｓ ａｎｄ Ｍｅｔｅｒａｇｅ． ， ２０２１， ３０

（０８）： １５ － １８．

（编 辑：侯向辉）
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