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高效液相色谱法测定牛奶中氯霉素残留量的研究
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摘 　要 :为了快速、简便、灵敏地测定牛奶中的氯霉素残留 ,建立了高效液相色谱分析法。牛奶样

品先用含有 1 %高氯酸的乙酸乙酯沉淀蛋白质和提取氯霉素 ,提取液浓缩干后用 015 molΠL 高氯酸

溶液溶解 ,以正己烷去除脂溶性杂质 ,在波长 278 nm 处用高效液相色谱仪测定氯霉素。

本方法最低检出浓度为 111μgΠkg ,氯霉素浓度在 20μgΠkg～100μgΠkg 范围内 ,方法平均回收率

为 8810 %～9717 % , RSD 为 513 %～614 %。本方法适于牛奶中氯霉素残留的监测。
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Abstract : A rapid ,simple and sensitive high performance liquid chromatographic method for the determination

of chloramphenicol residues in milk has been established. The protein in milk was first precipitated by 1 %

HClO4 in ethyl acetate ,then the chloramphenicol was extracted by ethyl acetate. The residues was cleaned up

by 015 molΠL HClO4 and n2hexane. The purified solution was examined at UV 278 nm by HPLC. The minimum

detectable limit of this method was 111μgΠkg , the recovery rate was 8810 %～9717 % ,and the RSD was

513 %～614 %.
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　　氯霉素 (Chloramphenicol) 作为一种广谱的抗生

素广泛用于动物各种传染性疾病的治疗 ,特别是用

于奶牛乳腺炎的治疗 ,从而易使奶及奶制品中存在

氯霉素残留[1 ] 。由于氯霉素有严重的副作用 ,它能

抑制人体骨髓造血功能而引起再生障碍性贫血症和

粒状白细胞缺乏症等疾病 ,因此它对人类的健康构

成了潜在的危害。世界各国都禁止在动物饲养过程

中使用氯霉素。为了保障我国人民的身体健康和国

际贸易的需要 ,有必要建立牛奶中氯霉素残留量的

测定方法来对市场上的牛奶产品进行监测管理 ,预

防氯霉素的污染。

测定牛奶中氯霉素残留的方法在国外有放射免

疫法、色谱法和酶免疫分析法 ,在国内还未见报道。

Arnold 报道了在奶中氯霉素的放射免疫的痕量分析

方法 ,奶中氯霉素残留在 1μgΠkg 以上的能被准确定

量 ,回收率高于 95 %
[2 ] 。但放射免疫法具有同位素

半衰期短、存在放射性污染及需要复杂仪器设备等

缺点。1980 年 Wal ,J . M. 首次报道了牛奶中氯霉素

残留测定的液相色谱法 ,但方法繁杂费时 ,回收率为

72 %～9915 % ,检出限量为 5μgΠkg。[3 ]
1984 年 Schw2

artz 等报道了柱色谱在净化和富集牛奶中氯霉素的

应用 ,检测限量为 4μgΠkg。[4 ] 还有人采用单克隆抗

体制备的亲合层析柱对样品中氯霉素进行特异性提

取和富集 ,再用高效液相色谱法测定其含量 ,该方法

在牛奶中检出限量可达 0102μgΠkg。[5 ]荷兰推出了测

定氯霉素残留的酶联免疫测定试剂盒 Quik2card ,现

又称La cart test 试剂盒 ,用它检测牛奶中氯霉素的

残留 ,样品不经预处理检出限量为 5～10μgΠkg ,样
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品经预处理及浓缩后检出限量可达 1μgΠkg 以下。[6 ]

另外 ,还有人用单克隆抗体亲合素 —生物素酶联免

疫法测定猪肌肉组织中和牛奶中氯霉素的残留[6 ] 。

1 　材料与方法

111 　仪器 　高效液相色谱仪 (附 481 型紫外检测器

和 Waters 510 泵) 。超声波清洗器 KS2500D ,宁波科

生仪器厂生产。离心机 LD422 ,北京医用离心机厂

生产。旋转蒸发仪 461 ,美国 Waters 公司生产。旋

涡式混合器 XW280A ,上海医科大学仪器厂制造。

112 　试剂

11211 　乙酸乙酯 (分析纯) 。乙腈 (色谱纯) 。正己

烷 (分析纯) 。磷酸氢二铵 (优级纯) 。高氯酸溶液

(优级纯) 。无水硫酸钠 (分析纯) 。氢氧化钾 (分析

纯) 。氯化钠 (分析纯) 。

11212 　氯霉素标准品 (纯度 ≥99199 % , SIGMA 公

司) 。

氯霉素标准储备溶液 　称取 010100 mg 氯霉素

置于 10 mL 容量瓶中 ,加入甲醇溶解并定容至刻度 ,

此溶液浓度为 1100 mgΠmL ,置于冰箱冷藏室保存。

氯霉素标准中间液 　准确吸取 015 mL 储备液

于 50 mL 容量瓶中 ,用甲醇稀释至刻度 ,此溶液浓度

为 10μgΠmL ,置于冰箱冷藏室保存。

113 　方法

11311 　提取 　准确量取 30 mL 牛奶试样于 100 mL

的具塞量筒中 ,再加入 30 mL 乙酸乙酯高氯酸的混

和液 (100∶1) ,轻轻颠倒数次 ,放置 5 min ,用布氏漏

斗抽滤。用少量乙酸乙酯洗涤比色管和蛋白质沉淀

物 ,将滤液用 10 molΠL 的氢氧化钾溶液调节 pH值为

中性。将滤液转入 100 mL 的分液漏斗中 ,剧裂振摇

1 min ,静置分层 ,如有乳化现象可加入 110 mL 正己

烷消除乳化。有机层通过无水硫酸钠过滤到浓缩瓶

中 ,再用乙酸乙酯提取水层两次 ,每次 25 mL ,同法

转入浓缩瓶。在 60 ℃水浴的旋转蒸发仪上浓缩至

干。

11312 　净化 　准确加入 110 mL 015 molΠL 高氯酸溶

液于浓缩瓶中 ,使用旋涡式混合器回旋 1 min ,再加

入 2 mL 正己烷回旋 1 min ,将全部溶液转移于 510

mL 试管中 ,静置分层 ,用尖嘴吸液管吸掉正己烷层 ,

再加入 110 mL 正己烷涡流振荡 10 s ,弃去正己烷。

水层溶液过 0145μm 滤膜后供 HPLC测定。

11313 　测定

液相色谱测试条件

色谱柱 　Hypsersil C18 　25 cm ×416 mm ,5μm ,

预柱 　Guard2pak C18 ,

流动相 　乙腈 :01005 molΠL (NH4 ) 2 HPO4 溶液 =

24∶76 ,

流速 　110 mLΠmin ,

检测波长 　278 nm ,

柱温 　室温 ,

进样量 　20μL。

氯霉素校正曲线绘制

准确量取中间标准溶液 011、012、015、110、210

mL ,分别置于 10 mL 容量瓶中分别用 015 molΠL 高氯

酸溶液定容 ,得到 011、012、015、110、210μgΠmL 的标

准溶液系列 ,在上述色谱条件下进行 HPLC测定。

样品测定

吸取样品溶液 20μL 进样 ,记录氯霉素的保留

时间和峰面积。根据氯霉素的保留时间定性 ,峰面

积定量。

11314 　计算

按标准曲线外标法计算样品中氯霉素的含量。

公式 :

X =
A ×f

m

X —试样中氯霉素的含量 (μgΠkg) ; A —试样中色谱

峰的面积对应的氯霉素质量 (ng) ; f —试样溶液的稀

释倍数 ; m —试样的取样量 (g) 。

2 　结果与讨论

211 　样品前处理条件的选择

提取与净化过程的优化

由于氯霉素易溶于乙酸乙酯 ,不溶于正己烷 ,因

此选用乙酸乙酯可从含水样品中提取氯霉素 ,同时

减少水溶性杂质干扰 ,用无水硫酸钠脱去乙酸乙酯

中的少量水分 ,可进一步减少水溶性杂质 ,浓缩干后

加入 015 molΠL 高氯酸溶液可以溶解氯霉素 ,除去存

在的少量蛋白质 ,加入正己烷可以除去脂溶性杂质。

牛奶中蛋白质沉淀方法的选择

对于牛奶样品 ,由于它是含有大量蛋白质、脂肪

和水的均一胶体。要从牛奶中提取氯霉素 ,必须破

坏其胶体状态 ,选用 015 %的高氯酸沉淀蛋白质效

果理想 ,简便易行 ,高氯酸用量少 ,前处理过程简单 ,

回收率高。

212 　色谱条件中流动相的选择

由于牛奶基质复杂 ,尽管前处理净化步骤除去

很多杂质 ,仍有一些杂质干扰氯霉素的定量 ,这就需

要选择合适流动相来解决。本方法通过试验选择流

动相为乙腈 :01005 molΠL 磷酸氢二铵缓冲液 = 24∶76

(体积比) 。它能将空白样品在色谱图上的杂质峰与

氯霉素峰达到基线分开 ,见如下色谱图 (氯霉素标准

溶液浓度为 011μgΠmL ,峰面积为 4827 ,加标 度为 9

ngΠmL ,峰面积为 11821) 。
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图 1 　氯霉素标准、牛奶空白和牛奶加标的色谱图

213 　方法的重复性

同一实验室平行测定或重复测定结果的相对偏

差绝对值 ≤10 %。

214 　方法的线性范围和最低检测浓度

用浓度为 011、012、015、110、210μgΠmL 氯霉素

标准溶液 ,在规定的色谱条件下 ,进样 20μL ,进行测

定 ,求氯霉素的响应峰面积 —氯霉素浓度的线性回

归方程 ,其方程为 y = 879 + 39454 x ,相关系数 r =

019998 ,表明在该浓度范围呈线性关系 ,符合定量要

求 (见表 1) 。

表 1 　氯霉素的校正曲线

测定浓度μgΠmL 0. 1 0. 2 0. 5 1. 0 2. 0

绝对量 ng 2 4 10 20 40

峰面积 5064 8216 20358 41247 79436

回归方程 y = 879 + 39454 x 　r = 0. 9998

注 :以基线噪音的 3 倍计算方法的最低检出浓度 :牛奶为 111μgΠkg。

215 　方法的回收率和精密度

以空白牛奶样品作为本底 ,在样品中添加不同

浓度的氯霉素标准 , 测定方法的加标回收率及精密

度 (每个样品平行测定 6 次) ,结果见表 2。

表 2 　牛奶的加标回收率及精密度 μgΠkg

添加水平 1 2 3 4 5 6 平均 RSD %

10 87. 4 94. 8 91. 7 89. 2 87. 6 93. 8 90. 7 8. 6

20 88. 6 96. 2 80. 8 84. 2 85. 7 92. 4 88. 0 6. 4

50 99. 2 94. 5 90. 2 87. 5 92. 1 85. 9 91. 6 5. 3

216 　方法的适用性

为了考察本方法的适用性 ,对市场上的牛奶样

品进行了调查 ,共 12 份。测定结果表明有 2 份呈阳

性 ,氯霉素浓度分别为 215μgΠkg 和 610μgΠkg。从实

际测定结果看本方法适用于牛奶样品的测定。
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