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摘要!目的!建立低共熔溶剂萃取+超高效液相色谱+串

联质谱法(

<$K%fILQ%HK

*

HK

)快速检测水产品中四环

素!土霉素!金霉素和强力霉素的分析方法#方法!对低

共熔溶剂种类(组分摩尔比)!含水量及
C

R

值等参数进行

优化#结果!水产品中
=

种四环素类药物检测的最优低

共熔溶剂条件为含水量
"-Z

!含
-0!Z

甲酸的氯化胆碱*

丙三醇组合(摩尔比为
!a=

)"此条件下"

=

种药物能得到

较好分离"在
V0-

"

9--0-+

,

*

&L

质量浓度范围内线性关

系良好"相关系数
#

-0"""=

"检出限为
9-0-

%

,

*

]

,

#各组

分的平均回收率为
#909Z

"

!-90#Z

"相对标准偏差

(

TK<

)

$

!-Z

#运用该方法对
!.

批市售水产品!

!

批质

控样及
!

批国际能力验证测试样品进行快速筛查"其中

!

批市售虾肉分别检出土霉素(

5=0#

%

,

*

]

,

)和强力霉素

(

9V0=

%

,

*

]

,

)"质控样和国际能力验证测试样品检出结果

均在特性值区间范围内#结论!该方法前处理过程简单"

分析时间短"准确可靠"适用于水产品中四环素类药物残

留的定性与定量检测#

关键词!低共熔溶剂$超高效液相色谱+串联质谱$四环

素$药物残留$水产品
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低共熔溶剂#

<$K

%是由一定化学计量比的氢键受体

#如季铵盐%和氢键给体#如醇(羧酸(氨基酸和糖等%通过

分子间氢键作用组合而成的低共熔混合物)

!

*

"其毒性

低(绿色环保(可生物降解!可以作为不同物质的萃取溶

剂!且原料价格低廉(制作简便"

i8'+

,

等)

9Y=

*将
<$K

应用于食品中合成着色剂及非法添加工业染料的检测!

张康迪等)

V

*将氯化胆碱'乙二醇组成的
<$K

用于食用大

豆油中抗氧化剂
NdRg

的检测!

i8';

等)

5

*将脯氨酸'丙

二醇组成的
<$K

用于食品中农药残留的检测!

K8(@8;B

等)

:

*将四丁基溴化铵'丙二酸'乙酸
.

组分组成的
<$K

用

于鸡肉中磺胺类兽药残留的检测+在天然产物分析)

#Y!.

*

和环境分析)

!=Y!:

*方面也有相关应用报道"但有关
<$K

在食品中四环素类抗生素检测分析中的应用尚未见

报道"

四环素类抗生素是一类由放线菌属产生的或半合成

的广谱抑菌剂!包括四环素(土霉素(金霉素和强力霉素

等!可作用于多数革兰氏阴性菌和革兰氏阳性敏感菌!临

床上用于立克次体(衣原体和支原体等所致感染"水产

养殖中!因四环素类药物对水产动物的嗜水气单胞菌(温

和气单胞菌和杀鲑气单胞菌等病原菌有效!故被广泛用

于预防和治疗水产动物疾病)

!#

*

"当前!食品中四环素类

抗生素定量检测的主流方法为高效液相色谱法和液相色

谱$串联质谱法!其前处理过程分为两种&

#

使用

S'

9

$<NJ%H4))B'(+1

缓冲液或酸化乙腈提取!再经固相

萃取#

KI$

%小柱净化!浓缩复溶后上机检测)

!"Y9!

*

+

$

用

酸化乙腈$水体系提取目标物!然后经
g3$Q8$TK

方法

净化后上机检测)

99Y9.

*

"两种方法均会使用较多的有毒

有机试剂!对环境不友好!且用
KI$

小柱净化操作繁琐!

耗时较长"试验拟使用
<$K

这种新型(绿色萃取技术!结

合超高效液相色谱$串联质谱#

fILQ%HK

'

HK

%法建立

水产品中四环素类药物残留的检测分析方法!为实现市

售水产品的快速定性和定量检测提供依据"

!

!

材料与方法
!0!

!

材料与仪器

!0!0!

!

材料与试剂

虾(草鱼(白鳝(多宝鱼及三文鱼等
!.

批水产品&

市售+

虾肉中四环素定量分析质控样品&中国检验检疫科

学研究院测试评价中心+

虾肉中四环素测定能力验证测试样品&英国
M'

C

'@

分析实验室+

甲醇&色谱纯!德国
H1A4]

公司+

甲酸&色谱纯!上海安谱实验科技股份有限公司+

氯化胆碱(乙二醇(丙三醇(丁二醇&分析纯!上海阿

拉丁生化科技股份有限公司+

标准 物 质 盐 酸 四 环 素 #

":0!VZ

%(盐 酸 土 霉 素

#

"50-9Z

%(盐 酸 金 霉 素 #

"90"Z

%及 盐 酸 强 力 霉 素

#

""0.Z

%&德国
<A$8A1+@?;AF1A

公司"

!0!09

!

主要仪器设备

超高效液相色谱$三重四级杆串联质谱仪&

!9"-

'

5=5-Q

型!带
h1?K?A1'&

电喷雾离子源#

h1?$K>

%!美国
J

,

%

()1+?

公司+

纯 水 系 统&

H())(%g >+?1

,

A'). K

G

@?1&

型!美 国

H())(

C

;A1

公司+

冷冻离心机&

.%!#c

型!德国
K(

,

&'

公司+

分散机&

N9V1'@

G

4)1'+2(

,

(?')

型!德国
>cJ

公司+

超声波清洗仪&

KQg%:9-!$

型!上海声彦超声波仪器

有限公司"

!09

!

方法

!090!

!

<$K

的制备
!

选用氯化胆碱作为氢键受体!乙二

醇(丙三醇和
!

!

=%

丁二醇作为氢键给体!按不同化学计量

比称量至
9V-&L

鸡心瓶中!置于旋转蒸发仪中!常压下(

:-[

水浴搅拌!直至形成透明均一的液体!最终得到

!!

种不同类型的
<$K

!详见表
!

"

!0909

!

标准储备液及工作液的配制
!

准确称取按其纯度

折算为
!--Z

质量的四环素(土霉素(金霉素和强力霉素

各
!-0-&

,

!分别用甲醇溶解并定容至
!-0--&L

!得质量

浓度为
!&

,

'

&L

的储备液"再分别取适量四环素(土霉

素(金霉素和强力霉素储备液!用甲醇定容至
!-0--&L

!

得质量浓度为
!

%

,

'

&L

的混标中间工作液"绘制标准工

作曲线时!根据样品情况用阴性基质提取液稀释中间工

表
!

!

不同类型的低共熔溶剂

N'E)1!

!

<(FF1A1+??

GC

1@;F<$K

编号 氢键受体 氢键给体 摩尔比

<$K%!

氯化胆碱 乙二醇
!a9

<$K%9

氯化胆碱 乙二醇
!a.

<$K%.

氯化胆碱 乙二醇
!a=

<$K%=

氯化胆碱 丙三醇
!a9

<$K%V

氯化胆碱 丙三醇
!a.

<$K%5

氯化胆碱 丙三醇
!a=

<$K%:

氯化胆碱
!

!

=%

丁二醇
!a=

<$K%#

氯化胆碱
!

!

=%

丁二醇
!aV

<$K%"

氯化胆碱
!

!

=%

丁二醇
!a5

<$K%!-

氯化胆碱
!

!

=%

丁二醇
!a9

<$K%!!

氯化胆碱
!

!

=%

丁二醇
!a.

!$

"

W;)0.#

$

S;09

刘子雄等!

<$K%fILQ%HK

&

HK

法测定水产品中
=

种四环素药物残留



作液至不同浓度!现配现用"

!090.

!

仪器分析条件

#

!

%色谱条件&

>+F(+(?

G

L'EI;A;@81))!9-$Q%Q

!#

色谱

柱#

.0-&&e!V-&&

!

90:

%

&

%+流速
-0=&L

'

&(+

+柱温

.-[

+进样体积
V

%

L

+流动相
J

为
-0!Z

甲酸水溶液!

d

为甲醇!梯度洗脱程序&

-0-&(+

!

"VZ J

+

90V&(+

!

#VZ J

+

50"

"

:0-&(+

!

#-Z J

+

"0-

"

!90V&(+

!

=-Z J

+

!.0-&(+

!

"VZ J

"

#

9

%质谱条件&带
h1?K?A1'&

电喷雾离子源#

h1?$K>

%+

多反应监测#

HTH

%+

$K>

b模式扫描+鞘气流量
!!L

'

&(+

+

鞘气温度
.V-[

+雾化气压力
-0.!HI'

+喷嘴电压
V--W

#

$K>

b

%'

!---W

#

$K>

Y

%+毛细管电压
=---W

#

$K>

b

%'

.V--W

#

$K>

Y

%+驻留时间
9-&@

!其他条件见表
9

!质谱

图见图
!

"

!090=

!

样品前处理方法
!

称取
!0--

,

样品至
!V&L

带刻

度塑料离心管中!加入
<$K

提取液
.0- &L

!冰水浴

!-&(+

!均 质
! &(+

!冰 水 浴 超 声
!- &(+

!

V [

(

!----A

'

&(+

离心
V&(+

!将上清液转移至带刻度
!V&L

离心管中+残渣中加入
.0-&L<$K

提取液!重复提取

!

次!合并上清液!用初始流动相定容至
:0- &L

"过

-099

%

&

聚四氟乙烯#

INM$

%针式滤膜!上机检测"

!090V

!

<$K

条件优化

#

!

%

<$K

种类选择&在
!

,

阴性虾肉样品中添加

9--

%

L

的混标中间工作液#

!

%

,

'

&L

%!分别用制备好的

<$K

进行提取!按
!090=

的方法进行检测!考察
<$K

种类

对分析药物提取效率的影响"

#

9

%

<$K

含水量&在最优
<$K

中加入不同比例的水

作为提取溶剂!按
!090=

的方法对
!

,

阴性加标样品#添加

量
9--+

,

%进行检测!考察低共熔溶剂含水量#

#-Z

!

#VZ

!

"-Z

!

"VZ

%对分析药物提取效率的影响"

#

.

%

<$K

溶剂
C

R

&以虾肉中四环素测定质控样为样

品!以 最 优 含 水 量 下 的 最 优
<$K

为 提 取 溶 剂
!

#

C

R#0V5

%!在溶剂
!

中分别添加至含
-0!Z

!

-0VZ

!

!0-Z

的甲酸后作为提取溶剂
9

#

C

R905-

%(溶剂
.

#

C

R909V

%和

表
9

!

四环素类药物的质谱信息l

N'E)19

!

H'@@

C

'A'&1?1A@;F?1?A'4

G

4)(+1@

药物名称 母离子#

?

'

W

% 子离子#

?

'

W

% 碰撞能量'
1W

毛细管出口电压'
W

保留时间'
&(+

四环素
!

==V0- =-"0#

*

'

=950" #

!

!5 !9- "0V5=

土霉素
!

=5!0- =9V0"

*

'

==.0- !5

!

# !9- "05".

金霉素
!

=:"0- ==.0:

*

'

=5!0: 9-

!

!5 !=V !-0.:"

强力霉素
==V0- =9:0#

*

'

!V=0- !9

!

9# !.- !-0#5.

!!!!!!!!

l

!*

为定量离子"

图
!

!

四环素类药物质谱图

M(

,

3A1!

!

H'@@@

C

14?A3&;F?1?A'4

G

4)(+1@

"$
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溶剂
=

#

C

R90-:

%!按
!090=

的方法进行检测+将
\d

'

N

9!.!:

$

9--:

中
S'

9

$<NJ%H4))B'(+1

缓冲溶液#

C

R=0-

%

作为提取溶剂
V

!考察低共熔溶剂
C

R

对分析药物提取效

率的影响"

!0905

!

线性和检出限的测定
!

取四环素类药物混合标准

使用液!用阴性基质提取液稀释配置成
V0-

!

!-0-

!

9-0-

!

!--0-

!

9--0-+

,

'

&L

的混合标准工作液!按
!090.

的方法

进样测定!以质量浓度为横坐标!各分析物定量离子的离

子丰度为纵坐标!绘制标准工作曲线!考察标准工作曲线

的线性范围和相关系数"试验条件下!取阴性样品
!

,

!

加入不同浓度的混标溶液!按
!090=

的方法进行前处理!

上机检测!依照信噪比为
.

#

T

'

#j.

%计算检出限#

LO<

%"

!090:

!

方法精密度和准确度的测定
!

方法精密度以相对

标准偏差#

TK<

%表示!按
!090=

的方法处理检测!计算
5

次

平行测定结果的
TK<

!以验证方法的精密度"准确度以

样品加标回收率表示!对试样进行
.

个浓度水平加标!每

个水平重复
.

次!以验证方法的准确度"

!090#

!

数据处理
!

使用安捷伦
<'?1J4

D

3(@(?(;+

(

g3')(?'%

?(B1J+')

G

@(@

和
g3'+?(?'?(B1J+')

G

@(@

工作软件对研究的

=

种四环素类分析药物的定量定性离子进行数据处理!保

留时间和定性离子进行定性!峰面积外标法定量+用

$741)

软件对
<$K

条件优化数据(精密度(回收率及样品

含量数据进行处理"

9

!

结果与分析
90!

!

样品前处理方法优化

90!0!

!

<$K

种类的选择
!

<$K

制备过程中发现!制备好

的
<$K%!-

和
<$K%!!

冷却至室温#

9V[

%后会有结晶析

出!是因为随着温度的降低!

<$K

组分之间的氢键被破

坏!因此其不适用于室温以下对目标物的萃取!而另外

"

种
<$K

在室温条件下呈液态!可用于后续研究"由图
9

可知!

<$K%.

和
<$K%5

对
=

种四环素类药物有较优的提

取效率!但对于金霉素!

<$K%5

比
<$K%.

有更优的提取效

率!所以选择
<$K%5

#氯化胆碱'丙三醇!摩尔比
!a=

%作

为试验方法的最佳提取溶剂"

90!09

!

<$K

含水量的选择
!

亲水性低共熔溶剂的黏度较

大!不适合直接提取!且含水量是影响目标组分提取效果

的重要因素!加入适量的水可有效降低
<$K

的黏度及调

节其极性)

!!Y!9

*

"由图
.

可知!当低共熔溶剂含水量由

#-Z

上升至
"VZ

时!四环素类药物提取率均发生显著变

化!四环素呈增加趋势!土霉素(金霉素和强力霉素呈先

增加后降低的趋势!当含水量为
"-Z

时达最大值!综合考

虑选择含水量为
"-Z

的
<$K%5

进行后续研究"

90!0.

!

<$K

溶剂
C

R

的选择
!

四环素类药物在碱性条件

下易生成异构体!在较强酸性环境中#

C

R

$

9

%易发生消去

反应生成脱水物!发生降解)

9-Y9!

*

"由表
.

可知!溶剂
!

处

理结果远低于质控样的特性值!是因为溶剂
!

的
C

R

处于

图
9

!

溶剂对分析药物提取效率的影响

M(

,

3A19

!

$FF14?;F@;)B1+??

GC

1@;+17?A'4?(;+1FF(4(1+4

G

;FF;3A'+')

G

?1@

图
.

!

低共熔溶剂含水量对分析药物提取效率的影响

M(

,

3A1.

!

$7?A'4?(;+1FF(4(1+4

G

;F'+')

G

?1@3@(+

,

<$K

*(?82(FF1A1+?&;(@?3A14;+?1+?

弱碱性!四环素容易生成异构体!从而影响结果+溶剂
9

(

溶剂
.

(溶剂
=

(溶剂
V

处理结果均在特性值区间范围内!

符合要求!且运用
<$K

前处理和运用
\d

'

N9!.!:

$

9--:

前处理结果无显著差异!因此选择溶剂
9

#

C

R905-

%作为

试验方法的最终提取溶剂"

909

!

方法的线性和检出限

由表
=

可知!各分析药物均呈良好线性关系!

9

%

-0"""=

"分 析 药 物 的
LO<

为
9-0-

%

,

'

]

,

!而
\d

'

N

9!.!:

$

9--:

中四环素(土霉素(金霉素和强力霉素的

LO<

均为
V-

%

,

'

]

,

"综上!试验方法具有较高的灵敏度"

90.

!

方法的精密度和准确度

由表
V

可知!

TK<

#

&j5

%为
.0=Z

"

V09Z

!

$

!-Z

+

=

种四环素类药物在
.

个加标水平下的加标回收率为

#909Z

"

!-90#Z

!符合日常分析检测的要求"

90=

!

样品检测

!!

运用试验方法对市售的
!.

批水产品#虾
5

批!三文

表
.

!C

R

对四环素提取效率的影响

N'E)1.

!

$FF14?;F

C

R;+17?A'4?(;+1FF(4(1+4

G

;F

?1?A'4

G

4)(+1

%

,

&

]

,

特性值 特性值区间 溶剂
!

溶剂
9

溶剂
.

溶剂
=

溶剂
V

!9"0# "!09

"

!5#0= =-09 !.:0- !.50= !.:0V !9!05

#$

"

W;)0.#

$

S;09

刘子雄等!

<$K%fILQ%HK

&

HK

法测定水产品中
=

种四环素药物残留



表
=

!

分析药物的线性范围和检出限

N'E)1=

!

L(+1'A1

D

3'?(;+@'+2)(&(?@;F21?14?(;+

'

LO<

(

;F?81'+')

G

?1@

药物名称 线性方程 相关系数
9

线性范围'#

+

,

.

&L

Y!

% 检出限'#

%

,

.

]

,

Y!

%

四环素
!

5

j!5V.0=V::.91Y=.!905!V:=9 -0"""V V0-

"

9--0- 9-0-

土霉素
!

5

j!!:#0#9#"9"1Y!.:909"5#.V -0"""= V0-

"

9--0- 9-0-

金霉素
!

5

j9-#0V-:V-#1Y.=0:V!#:! -0"""5 V0-

"

9--0- 9-0-

强力霉素
5

j5#!0!"5-#-1Y=..0VV".V. -0"""" V0-

"

9--0- 9-0-

表
V

!

回收率和精密度

N'E)1V

!

T14;B1A

G

'+2

C

A14(@(;+

'

&j5

(

药物名称 本底值'#

%

,

.

]

,

Y!

% 添加量'#

%

,

.

]

,

Y!

% 检出值'#

%

,

.

]

,

Y!

%

回收率'
Z TK<

'

Z

!--0- "=0" "=0"

四环素
!

未检出
9--0- !"509 "#0! =0!

=--0- =!!09 !-90#

!--0- #.0! #.0!

土霉素
!

未检出
9--0- !5"0= #=0: V0!

=--0- .VV0= ##0#

!--0- #909 #909

金霉素
!

未检出
9--0- !:#0# #"0= .0=

=--0- .5"09 "90.

!--0- ##0# ##0#

强力霉素 未检出
9--0- !"#0- ""0- V09

=--0- .#-0= "V0!

鱼
9

批!草鱼
.

批!白鳝及多宝鱼各
!

批%(

!

批质控样及

!

批国际能力验证测试样品进行检测分析!结果表明!市

售水产品中有
!

批次虾肉分别检出土霉素#

5=0#

%

,

'

]

,

%

和强力霉素#

9V0=

%

,

'

]

,

%!而质控样品和国际能力验证样

品的检出值均在给定已知的特性区间范围内!说明试验

建立的方法检测结果准确"

.

!

结论
建立了低共熔溶剂萃取$超高效液相色谱$串联质

谱法#

<$K%fILQ%HK

'

HK

%快速检测水产品中的四环素(

土霉素(金霉素和强力霉素的分析方法"结果表明!与传

统的
KI$

固相萃取净化技术相比!试验方法前处理具有

有机试剂用量少(毒害小(操作步骤简便及处理时间短等

特点!且分析系统具有良好的线性关系和更低的检出限!

可用于水产品中四环素类药物残留的快速定性和定量检

测"在
<$K

条件优化中!低共熔溶剂氢键受体和氢键给

体选择方面还是比较单一!后续可尝试更多的组合来制

备
<$K

!从而寻求更优的试验方案"
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