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高效毛细管电泳法测定牛奶中四环素类抗生素含量*
Determination of Tetracycl ine Antibiotics in Milk

by High Performance Capil l ary El ectrophoresis

梁 佳1，张琳婧1，卢日刚2

LIANG Jial，ZHANG Lin—jin91，LU Ri—gan92

(广西食品药品检验所，广西南宁530021)

(Guangxi Institute for Food and Drug Control，Nanning，Guangxi，530021，China)

摘要：采用固相萃取一毛细管电泳法(SPE—HPCE)同时检测牛奶中四环素、氯霉素、土霉素和金霉素的含量。以

80mmol·L“硼砂缓冲液为电泳介质，运行电压25kV，压力法进样5s；柱温25C；检测波长200nm。结果表

明，该方法能使4种抗生素在15 min内得到完全分离，检测限(pg·m11)分别为0．5，1．5，1．0，0．5，回收率分

别为100．7％(RSD一1．3％)，101．7％(RSD=0．6％)，100．8％(RSD=1．5％)，101．1％(RSD=0．7％)．

该方法简单、可靠，灵敏度高，适用于牛奶中四环素类抗生素残留量的检测。
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Abstract：A solid phases extraction—high performance capillary eleetrophoresis method was

established for the assay of four tetracycline antibiotics in milk．The run buffer was boric solution

(80mmol·L-1)．The running voltage was 25kV and the detective wavelength was 200nm．Four

samples were completely separated in 1 5 minutes．The detection limit(ug·ml-1)of the four

compounds were 0．5，1．5，1．O，O．5，respectively．The average recoveries were 100．7％(RSD=

1．3％)，101．7％(RSD一0．6％)，100．8％(RSD=1．5％)，101．1％(RSD一0．7％)，

respectively．The method is simple，accurate。sensitive and can be applied to determine the tetracy

cline antibiotics in milk．
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四环素类抗生素包括四环素、氯霉素、土霉素和

金霉素等，它作为预防和治疗畜禽疾病的兽药或作

为促进畜禽生长的饲料添加剂而广泛应用于可食性

动物中。过量使用四环素类抗生素不可避免会使母

体代谢产物等相关抗生素残留于动物的肌肉、蛋、

奶、脏器组织中，进而通过食物链影响人体健康。

由于奶牛乳腺炎发病率较高，用四环素来治疗

乳腺炎等产科疾病仍较普遍，这容易导致在牛奶中

残留抗生素。国内对牛奶中四环素类抗生素检测的

方法研究较多，已报道的方法有微生物法口]，高效液

相色谱法[2’3]，液相色谱一质谱法[4]。本文采用固相萃

取(solid phase extraction，SPE)净化样品，用毛细管

电泳法对牛奶中四环素、氯霉素、土霉素、金霉素含
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量进行了测定。

1实验部分

1．1仪器与试剂

毛细管电泳仪(P／ACE MDQ，Beckman)，二级

管阵列检测(DAD)，未涂层石英毛细管柱(50cm×

50／生m)(i．d)(美国BECKMAN公司生产)，有效长

度40cm。微孔滤膜(上海市新亚净化器件厂生产)，

KQ一800 DB超声清洗器(昆山市超声仪器有限公司

生产)，XW一80A旋涡混合器，Mikro 22R高速冷冻

离心机，B5300S电子天平，Millipore A10超纯水装

置(美国密里博司生产)，KL 512J氮吹仪(北京康林

科技有限责任公司生产)。

对照品：四环素对照品批号：30488—200403，氯

霉素对照品批号：130555—200602，金霉素对照品批

号：130489—200202，土霉素对照品批号：130487—

200302，均由中国药品生物制品检定所提供。
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1．2溶液的制备及电泳条件

1．2．1 标准溶液的配置

分别取四环素、氯霉素、金霉素、土霉素适量，精

密称定，加水溶解，制成浓度(mg·ml^1)分别为

0．0227、0．0199、0．0222、0．0227的溶液和总浓度约

为0．08mg·ml-1的混合对照品溶液。

1．2．2供试品溶液的配置

取奶粉约29，精密称定，置于30ml离心管中，

加入10ml含EDTA的Mcllvain缓冲液，旋涡混匀

lmin，超声5min，以6000r／min在25。C时离心10

min，取上清液5ml注入已用甲醇、水和提取缓冲液

各3ml活化的C。。SPE小柱，然后依次用水3ml和

3ml 20％(V／V)甲醇水溶液淋洗，真空吹干后用甲

醇溶液5ml洗脱，收集洗脱液在40℃用N：吹干，用

lml水溶液溶解。

1．2．3运行缓冲液和Mcllvain缓冲液L50的配置

称取适量硼砂于50ml试管中，制成浓度为

80mmol·L-1的硼砂缓冲液，测得pH值为9．0[6]。

称取一水柠檬酸12．99，磷酸氢二钠27．469，依

地酸二钠37．29，去离子水定容到1L(调pH值至

4．O)，即为Mcllvain缓冲液。

1．2．4 电泳条件

每次开机后用0．1mol·L-1的氢氧化钠溶液冲

洗2min，水冲洗2min，运行缓冲液冲洗2min；两次

进样之间用0．1mol·L-1氢氧化钠，水及运行缓冲

液各冲洗2min。运行电压为25kV，压力法进样5s；

柱温25℃；检测波长200nm。背景电解质溶液为

80mmol·L-1硼砂缓冲液。此条件下四环素类抗生

素毛细管电泳色谱见图1，四环素，氯霉素，金霉

素，土霉素的对照色谱见图2。从图2可以看出，4

种物质分别在11．33min，12．64min，13．59min和

图1对照品(A)和样品(B)的毛细管电泳色谱

14．85min出峰，因此，可以确定各峰归属。

图2 4种四环素类抗生素对照色谱

2结果与分析

2．1线性关系

取配制好的混合对照品溶液制成总浓度

(vg·ml叫)分别为80、60、40、20、10、8的混合对照

溶液，按电泳条件进样测定，以峰面积z对浓度Y作

线性回归，四环素、氯霉素、金霉素、土霉素的线性回

归方程及线性范围见表1。由表1可以看出浓度和

峰面积呈现出良好线性关系。

表1 4种四环素数抗生素的线性回归方程

2．2检出限

取1．2．1项下的混合对照品溶液制成总浓度

(vg·ml_1)分别为60、40、20、10、8、4、2、1混合对照

溶液，按1．2．4项下电泳条件进样，得到氯霉素的检

出限为0．5vg·ml一，四环素的检出限为1．5vg·

ml一，金霉素的检出限为lvg·ml～，土霉素的检出

限为0．5pg·ml～。

2．3精密度

取1．2．1项下的混合对照品溶液，按1．2．4项

下的电泳条件连续进样6次，得到氯霉素、四环素、

金霉素、土霉素峰面积的平均值分别为142897，

103992，145381，163281；船D分别为1．7％，
2．1％，1．2％，2．O％，表明仪器的精密度良好。

2．4重复性

按1．2．1项中供试品溶液制备方法平行制备6

份供试品溶液，得到重复性实验样品。按1．2．4项电

泳条件进行测定，氯霉素、四环素、金霉素、土霉素的

RSD分别为1．8％，1．0％，2．2％，2．0％，这表明该

方法重复性好。



梁佳等：高效毛细管电泳法测定牛奶中四环素类抗生素含萤 311

2．5加样回收率

精密称定奶粉粉末9份于30ml的离心管中，每

份约29，分别加入已按1．2．1项下配制好的混合对

照液lml、lml、1．5ml、1．5ml、2ml、2ml于30ml的离

心管中，再精密加入1．2．3项下的提取缓冲液，使离

心管内液体总体积为10ml。后旋涡混匀lmin，超声

5min，以6000r在25‘C时离心10rain，取上清液5ml

注入已用甲醇、水和提取缓冲液各3ml活化的

C。。SPE]J、柱，然后依次用水3ml和3ml 20％(v／v)

甲醇水溶液淋洗，真空吹干后用甲醇溶液5ml洗脱，

收集洗脱液于40℃用N。吹干，分别用lml水溶液

溶解，得加样回收样品。按1．2．4项电泳条件进行测

定，结果见表2。

表2样品回收率实验结果

2．6样品含量测定

称取样品约2．Og，精密称定，按1．1．2项下方

法制备供试品溶液并进样，用外标法计算，测定结果

见表3。

表3样品含量测定结果

2．7电泳条件的优化

2．7．1缓冲液浓度对分离的影响

选择10mmol·L一，20retool·L一，30

mmol·L一1。40mmol·L一1，50mmol·L一1，60retool

·L_。，70mmol·L～，80retool·L_1硼砂作为缓冲

液，我们发现随着硼砂浓度的加大，四环索、金霉素、

土霉素三组分分离度渐渐变大，再通过比较可得，当

硼砂浓度为70mmoL·L叫和80 mmoL·L一时四

组分均在15min内出峰，峰形都较好，但是硼砂浓度

为80mmoL·L叫时灵敏度比较好，所以选择

80mmoL·L-1的硼砂作为缓冲液。

2．7．2缓冲液pH值对分离的影响

对80retooL·L叫的硼砂用40％氢氧化钠调至

pH值分别为9，10，11，12，13，结果发现随着pH值

的增大，各组分间分离度增大，且在pH值为-12左

右时四环素易与金霉素色谱峰出现重叠现象，通过

比较发现pH值在9左右分离效果较好。

2．7．3 电压对分离的影响

在毛细管电泳中，电压对分离的影响效果较为

明显，待测物的迁移时间和分离度都受分离电压的

影响。分别比较电压为10kV、15kV、20kV、25kV、

30kV时的出峰情况，结果发现在25kV时峰形和迁

移时问都较为理想。

2．7．4 温度对分离的影响

在温度为15，C、20 C、25℃、30 C和35℃时，发

现随着温度的增高，四组分整体的迁移时间缩短，最

后综合考虑选择25’C作为分离时的柱温。

2．8样品提取条件的优化

2．8．1固相萃取小柱的选择

固相萃取小柱性能主要由柱填料决定，常用的

柱填料有反相填料、正相填料和离子交换填料。对比

C。。小柱和strata—x—C小柱，发现C。。小柱对样品的吸

附性较弱，较容易洗脱下来，所以最后选择使用C。。

小柱。

2．8．2淋洗过程中水用量

分别用3ml，3ml，2ml水淋洗已上过样的C。。小

柱，分别收集以上3份淋洗液，在1．2．4电泳条件下

进样，测定峰面积，结果表明6ml的水刚好可以把样

品中水能溶解的杂质淋洗干净。

2．8．3淋洗过程中20％(V／V)甲醇水的用量

分别用3ml，3ml，2ml 20％(V／V)甲醇水淋洗

已上过样的C。。小柱，收集以上3份淋洗液，在

1．2．4电泳条件下进样，测定峰面积。结果表明，6ml

的20％(V／V)甲醇水刚好可以把样品中20％(v／

V)甲醇水能溶解的杂质淋洗干净。

2．8．4 洗脱过程中洗脱剂的选择与用量

同时比较甲醇洗脱和10retool·L叫的草酸甲

醇洗脱，发现用10retool·L一1的草酸甲醇洗脱时，

洗脱物最后用氮气吹干后有肉眼可见的白色沉淀附

着在试管璧上，用lml的水溶解后，在1．2．4电泳条

件下进样，样品不能电离，电流基本为零。考虑到

10rnmol·L叫的草酸甲醇酸性过强，而固相萃取小

柱内的填料在酸性条件下不稳定，所以选择洗脱剂

为甲醇。

(下转第313页)
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对lml硫酸锰溶液能达到氧化沉淀效果。

2．2氨底溶液用量的影响

取1．Oml硫酸锰溶液，各用5ml，lOml，15ml，

20ml氨底溶液按实验方法测定电流，结果在15～

20ml氨底溶液中，电流的波形良好。氨底溶液中动

物胶起抑制作用，配制时不可任意改变其浓度。

2．3放置时间的影响

加入氨底溶液后，生成大量的氢氧化物沉淀对

Zn2+有吸附作用，实验证明超过lOmin静止时间，滤

液中Zn2+浓度呈下降趋势。故应在溶液初步沉淀澄

清后，用力摇匀过滤，效果较好。本文方法在标准溶

液中加入近似试样浓度的Mn2+，以求介质条件相

同。

2．4干扰离子的消除

氨底溶液测定锌时，Mn2+，Cu2+、Ni2+、C02+干扰

测定，生产过程中硫酸锰溶液主要成分为Mn2+、

SOi一、NH+、以及少量Ni2+、C02+、Cu2+。样品中

Ni2+、C02+可以加入氨三乙酸消除[3]。Cu2+大于

Zn2+10倍时，才会影响波高，所以本样品不予考虑。

测定过程中大量的Mn2+采用双氧水氧化成沉淀物

排除。

2．5标准曲线

取Zn标准溶液0肛g、25／』g、50}tg、100／19、250}tg、

500／-g、1000／zg按标准溶液实验操作，结果浓度与电

流呈线性关系。

2．6样品加标回收

取两份样品编号为14和24，各重复3份做样

品加标回收实验结果如表1所示。

表l样品加标回收实验结果

表1的结果反映在已知含量样品中的加入标准

溶液测得实际含量，样品回收率在95％一--103％。

3 结束语

本方法的Zn2+在氨底溶液中，峰电位一1．42V

处得到良好的还原波，在0．5～300肛g范围内呈线性

关系。同时，起波的Ni2+、C02+能得到控制，Mn2+干

扰也可以消除。本法克服了原子吸收等昂贵仪器在

车间实验不适用这一缺点，同时解决了分光光度法

测Zn时使用有机物和除杂，耗时又耗药的问题，使

操作简便、经济、快速，适合于中控分析，能及时指导

生产。

(责任编辑：邓大玉)
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在确定了洗脱剂的种类后，分别用3ml，5ml，

8ml的甲醇溶液洗脱，发现当选择用5ml的甲醇洗

脱时刚好可以把样品完全洗脱下来，所以确定洗脱

用量为5ml。

3 结束语

以80mmol·L-1硼砂缓冲液为电泳介质，采用

固相萃取一毛细管电泳法(SPE—HPCE)同时测定牛

奶中四环素、氯霉素、土霉素和金霉素的含量。该方

法简单，可靠，灵敏度高，对样品中抗生素的含量测

量结果令人满意，可以适用于牛奶中四环素类抗生

素残留量的检测。
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