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固相萃取Ｇ超高效合相色谱法测定猪肉中氟苯尼考
对映体及其代谢物氟苯尼考胺的含量
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摘　要:在１０．０g猪肉样品中加入含３％(体积分数)氨水的乙酸乙酯溶液２５mL,涡旋１min
混匀,离心５min,所得沉淀用上述方法再重复提取一次.合并两次提取液,于４０℃减压浓缩至近

干,用１０mL 磷酸盐缓冲溶液(pH６．０)溶解残渣.所得溶液过活化好的 HLB 固相萃取柱,用

１０mL水淋洗,真空抽柱１min,用６mL甲醇洗脱.收集洗脱液,于４０℃氮吹至近干,加入体积比

８∶２的正庚烷Ｇ异丙醇混合溶液１mL,涡旋３min溶解残渣,过０．２２μm 有机滤膜,滤液供超高效

合相色谱仪分析.采用 CHIRALPAK ADＧ３手性色谱柱作固定相,设置柱温４０ ℃,系统背压

１３．８MPa,以不同体积比的超临界二氧化碳和含０．５％(体积分数)氨水的甲醇溶液的混合溶液为

流动相进行梯度洗脱,在检测波长２２４nm 处用外标法测定(－)Ｇ氟苯尼考、(＋)Ｇ氟苯尼考及它们

的代谢物氟苯尼考胺的含量.结果显示:３种目标化合物的质量浓度在０．５０~２０．００mgL－１内与

其对应的峰面积呈线性关系,测定下限为０．０５mgkg－１[(－)Ｇ氟苯尼考和(＋)Ｇ氟苯尼考]和

０．１mgkg－１(氟苯尼考胺).以阴性猪肉样品为基质进行３个浓度水平的加标回收试验,３种目

标化合物的回收率为８１．２％~１０７％,测定值的相对标准偏差(n＝６)为５．０％~９．０％.方法用于

２０份猪肉样品的分析,仅在１份样品中检出(－)Ｇ氟苯尼考(２４８μgkg－１).
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　　氟苯尼考(FF)又称氟甲砜霉素,是一种新型的

氯霉素类动物专用抗生素,主要代谢产物为氟苯尼

考胺(FFA)[１Ｇ２],具有抗菌谱广、高效、安全等特点,
在防治畜禽养殖过程中的细菌性疾病方面有广泛应

用[３Ｇ４].氟苯尼考在畜禽动物体内的半衰期长、分布

较广,人长期食用氟苯尼考残留量超标的畜禽产品,
可能产生头晕、呕吐、腹泻、过敏等症状.氟苯尼考

存在两种对映体[５],分别为(－)Ｇ氟苯尼考左旋体

[(－)ＧFF]和(＋)Ｇ氟苯尼考右旋体[(＋)ＧFF].其

中(－)Ｇ氟苯尼考左旋体具有抗菌活性,而(＋)Ｇ氟

苯尼考右旋体无活性甚至对(－)Ｇ氟苯尼考的活性
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有一定抑制作用[６Ｇ８].GB３１６５０－２０１９[９]只规定猪

肉中氟苯尼考及其代谢物氟苯尼考胺总残留限量为

３００μgkg－１,并未单独规定对映体及代谢物的残

留量.如果能进一步研究氟苯尼考的两种对映体及

其代谢物氟苯尼考胺在猪肉中的残留量,将为氟苯

尼考对映体残留分析提供更精准的判定.
目前国内外检测氟苯尼考对映体的方法主要为

高效液相色谱法[７Ｇ８,１０Ｇ１２].该方法分离度好,但存在

检测时间较长、有机试剂消耗量大等问题,无法实现

样品的快速分离检测.因此,开发一种快速、高效的

检测方法具有广泛的应用前景.超高效合相色谱法

(UPC２)主要以超临界状态的二氧化碳为流动相主

体,加入少量甲醇、乙腈、异丙醇等助溶剂,通过调节

柱温、系统背压及助溶剂的比例来改变二氧化碳的

密度和洗脱能力,从而精确调控目标化合物的分离,
该方法对结构相似的手性化合物具有很好的分离效
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果[１３Ｇ１７],但还未见其在氟苯尼考对映体的分离及残

留量测定分析中的报道.鉴于此,本工作开发了

UPC２ 分离和测定两种氟苯尼考对映体及其代谢物

氟苯尼考胺含量的方法,并应用于猪肉中氟苯尼考

及其代谢物的分离和残留量的测定,以期为畜禽类

产品中的氟苯尼考对映体及代谢物残留测定提供技

术支持.

１　试验部分

１．１　仪器与试剂

Acquity型超高效合相色谱仪;AE２６０型电子

天平;R２１５型旋转蒸发仪;ELGA CLXXXUVM２
型 超 纯 水 净 化 系 统;MS２ 型 涡 旋 混 匀 器;NＧ
EVAPTM１１１型氮吹仪;OasisHLB固相萃取柱

(３mL,６０mg).
单标准储备溶液:１．０gL－１,取两种氟苯尼考

对映体 和 氟 苯 尼 考 胺 标 准 品 各 ０．０１g(精 确 至

０．１mg),用甲醇溶解并定容至１０mL容量瓶中.
混合标准溶液系列:取一定量的两种氟苯尼考

对映体和氟苯尼考胺的单标准储备溶液,用体积比

８∶２的正庚烷Ｇ异丙醇混合溶液逐级稀释,配制成

０．５０,１．００,２．００,４．００,１０．００,２０．００mgL－１的混合

标准溶液系列.
磷酸盐缓冲溶液:pH６．０,取８．００g磷酸氢二

钾和２．００g磷酸二氢钾,用水溶解并定容至１L容

量瓶中.
氟苯尼考胺标准品的纯度不小于９９．７％;(－)Ｇ

氟苯尼考和(＋)Ｇ氟苯尼考标准品的纯度不小于

９９．０％.
乙腈、甲醇、乙醇、异丙醇、正庚烷、乙酸乙酯均

为色谱纯;氨水、磷酸氢二钾、磷酸二氢钾均为分析

纯;二氧化碳纯度为９９．９９９％;其他所用试剂均为

分析纯;试验用水为超纯水.

１．２　仪器工作条件

CHIRALPAKADＧ３手性色谱柱(１５０ mm×
３．０mm,３μm),填料为直链淀粉Ｇ三(３,５Ｇ二甲基苯

基氨 基 甲 酸 酯);检 测 波 长 ２２４nm;系 统 背 压

１３．８MPa;柱温４０℃;流动相 A 为二氧化碳,B为

含０．５％(体积分数,下同)氨水的甲醇溶液;梯度洗

脱程序:０~２．０min时,B为１０％;２．０~３．０min时,

B由１０％升至２５％,保持３．０min;６．０~６．１min时,

B 由 ２５％ 跳 转 至 １０％,保 持 ２．０ min. 流 量

１．０mLmin－１;进样量５．０μL.

１．３　试验方法

１．３．１　样品的提取

取１０．０g(精确至０．０１g)猪肉样品置于５０mL
具塞离心管中,加入２５mL含３％(体积分数,下同)
氨水的乙酸乙酯溶液,涡旋１min混匀,在３０００r

min－１转速下离心５min,吸取上清液至浓缩瓶中,
以２５mL含３％氨水的乙酸乙酯溶液重复提取一

次.合并两次上清液,于４０℃水浴中减压浓缩至近

干,加入１０mL磷酸盐缓冲溶液分次溶解残渣,待
净化.

１．３．２　样品的净化和测定

依次用３mL甲醇、３mL水活化 HLB固相萃

取柱.将上述待净化溶液注入活化好的 HLB固相

萃取柱中,用１０mL水淋洗,弃去淋洗液,真空抽柱

１min,用６mL甲醇洗脱,洗脱液收集在１５mL离

心管中,于４０℃氮吹至近干,加入１mL体积比８∶
２的正庚烷Ｇ异丙醇混合溶液,涡旋３min充分溶解

残渣,过０．２２μm 有机滤膜,滤液供 UPC２ 分析.

２　结果与讨论

２．１　提取试剂的选择

文献报道的氟苯尼考及其代谢物氟苯尼考胺的

提取试 剂 通 常 为 乙 酸 乙 酯[１８Ｇ２０]、水Ｇ丙 酮 混 合 溶

液[２１]、乙腈[２２Ｇ２３]、甲醇[２４]等,因此试验比较了这几

种试剂的提取效果.结果显示:采用水Ｇ丙酮混合溶

液、乙腈或甲醇提取时,典型目标物氟苯尼考胺的回

收率分别为７１．３％,７５．７％,５３．２％;采用乙酸乙酯

提取时,氟苯尼考胺的回收率为７６．９％,提取效果

相对较好.氟苯尼考胺为弱碱性物质,为增加其提

取率,试验选择在乙酸乙酯中加入适量氨水,当氨水

的体 积 分 数 为 ３％ 时,氟 苯 尼 考 胺 的 回 收 率 为

９５．４％,且其色谱峰附近的干扰峰较少.因此,试验

选择含３％氨水的乙酸乙酯溶液作为提取试剂.

２．２　固相萃取柱的选择

试验考察了 OasisHLB混合型阳离子交换固

相萃取柱(３mL,６０mg)、亲水亲脂 OasisHLB固

相萃取柱(６mL,２００mg)和非极性疏水SuplecoC１８

固相萃取柱(３mL,５００mg)对猪肉中氟苯尼考及其

代谢物净化效果的影响.结果表明:与 MCX 固相

萃取柱相比,采用C１８或 HLB固相萃取柱净化后的

色谱图中目标化合物色谱峰附近的干扰峰较少;采
用３种固相萃取柱净化后,３种目标化合物的回收

率依次为３２．８％,９７．７％,８０．１％,HLB固相萃取柱
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所得结果的准确度较高.因此,试验选择 HLB固

相萃取柱对样品进行净化.

２．３　定容试剂的选择

试验比较了５种常用定容试剂甲醇、乙醇、乙
腈、异丙醇、正庚烷对两种氟苯尼考对映体和氟苯尼

考胺分离效果的影响.结果显示:在５种定容试剂

中,正庚烷所得两种氟苯尼考对映体的色谱分离度

和响应情况较好,异丙醇所得氟苯尼考胺的色谱响

应情况较好.
为了保证两种氟苯尼考对映体和氟苯尼考胺具

有良好的色谱分离及响应效果,试验选择以正庚烷Ｇ
异丙醇混合溶液作定容试剂,并考察了不同体积比

正庚烷Ｇ异丙醇的混合溶液对３种目标化合物分离

效果的影响,见图１.

(a)　５∶５ (b)　６∶４ (c)　７∶３

(d)　８∶２ (e)　９∶１
图１　正庚烷Ｇ异丙醇的体积比对(＋)Ｇ氟苯尼考、(－)Ｇ氟苯尼考和氟苯尼考胺分离效果的影响

Fig．１　EffectofvolumeratioofnＧheptanetoisopropanolontheseparationof(＋)Ｇflorfenicol,

(－)Ｇflorfenicolandflorfenicolamine

　　由图１可知:混合溶液中正庚烷的占比越高,
(－)Ｇ氟苯尼考的峰形越尖锐;异丙醇的占比越高,
氟苯尼考胺的峰形越尖锐.综合考虑３种目标化合

物的峰形,试验选择体积比８∶２的正庚烷Ｇ异丙醇

混合溶液作为定容试剂.

２．４　系统背压的选择

在 UPC２ 分析中,常通过调节系统背压来控制

二氧化碳在仪器运行过程中的超临界状态,从而改

变其对物质的洗脱能力、溶解能力和选择性.由于

二氧 化 碳 在 压 力 超 过 ７．３８ MPa、温 度 不 小 于

３１℃时才会进入超临状态,因此试验在此基础上,
考察 了 系 统 背 压 分 别 为 １０．３,１３．８,１７．２,２０．７,

２４．１MPa时对目标化合物分离效果的影响.结果

表明,随着系统背压的增加,３种目标化合物的分析

时间逐渐缩短,(－)Ｇ氟苯尼考峰高逐渐降低,(＋)Ｇ

氟苯尼考和氟苯尼考胺的色谱峰高逐渐升高.综合

考虑色谱峰形、峰高、保留时间等因素,试验选择的

系统背压为１３．８MPa.

２．５　柱温的选择

在 UPC２ 分析中,柱温对目标化合物的保留时

间和分离度有一定影响,当柱温升高,超临界二氧化

碳流体的密度发生改变,流动相黏度减小,目标化合

物的洗脱能力也随之降低,保留时间相应延长.以

CHIRALPAK ADＧ３手性色谱柱的最高使用温度

(４０℃)和二氧化碳进入超临界状态的最低温度

(３１℃)为限值,试验考察了柱温分别为 ３１,３５,

４０℃对３种目标化合物分离效果的影响,如图２
所示.

由图２可知:当柱温为３１ ℃和３５ ℃时,３种

目 标化合物中只有(－)Ｇ氟苯尼考得到完全分离,
７７５
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(a)　３１℃ (b)　３５℃ (c)　４０℃
图２　柱温对(＋)Ｇ氟苯尼考、(－)Ｇ氟苯尼考和氟苯尼考胺分离效果的影响

Fig．２　Effectofcolumntemperatureontheseparationof(＋)Ｇflorfenicol,(－)Ｇflorfenicolandflorfenicolamine

(＋)Ｇ氟苯尼考和氟苯尼考胺的色谱峰未能实现完

全分离;当柱温达到４０ ℃时,３种目标化合物完全

分离,且峰形良好.因此,试验选择的色谱柱柱温为

４０℃.

２．６　色谱行为

按照仪器工作条件分析混合标准溶液,如图３
所示.

图３　混合标准溶液的色谱图

Fig．３　Chromatogramofthemixed

standardsolution

由图３可知,(－)Ｇ氟苯尼考、(＋)Ｇ氟苯尼考和

氟苯尼考胺的分离效果良好,在５．０min内全部实

现了有效分离,分离度分别为４．０和１．８,均大于

１．５,符合完全分离的要求[２５].

２．７　标准曲线和测定下限

按照仪器工作条件分析混合标准溶液系列,以

３种目标化合物的质量浓度为横坐标,其对应的峰

面积为纵坐标绘制标准曲线.结果显示,３种目标

化合物标准曲线的线性范围均为０．５０~２０．００mg

L－１,线性回归方程和相关系数见表１.
以阴性猪肉样品加标的方法进行试验,以不小

于１０倍信噪比对应的含量作为测定下限,所得结果

见表１.

表１　线性参数和测定下限

Tab．１　Linearityparametersandlower

limitsofdetermination

目标化合物 线性回归方程 相关系数
测定下限w/
(mgkg－１)

(－)Ｇ氟苯尼考 y＝１．１５０×１０４x
＋５．１９０×１０３ ０．９９９２ ０．０５

(＋)Ｇ氟苯尼考 y＝９．２００×１０３x
＋３．２４０×１０３ ０．９９９７ ０．０５

氟苯尼考胺 y＝１．１００×１０４x
－２．５１０×１０４ ０．９９９０ ０．１

２．８　精密度和回收试验

按照试验方法对阴性猪肉样品进行３个浓度水

平的加标回收试验,每个浓度水平平行测定６次,计
算回收率和测定值的相对标准偏差(RSD),结果见

表２.

表２　精密度和回收试验结果(n＝６)

Tab．２　Resultsoftestsforprecision

andrecovery(n＝６)

目标化合物
加标量w/

(mgkg－１)
回收率/

％
RSD/

％

(－)Ｇ氟苯尼考 ０．０５ ８１．５~１０４ ８．８

０．１ ８５．７~９９．８ ７．４

０．３ ９０．４~１０３ ５．３

(＋)Ｇ氟苯尼考 ０．０５ ８１．２~１０４ ９．０

０．１ ８７．５~１０７ ７．３

０．３ ９１．６~９８．５ ６．４

氟苯尼考胺 ０．１ ８５．５~９９．４ ８．９

０．２ ８２．５~１０２ ７．８

０．３ ９１．４~１０３ ５．０

　　 由 表 ２ 可 知,３ 种 目 标 化 合 物 的 回 收 率 为

８１．２％~１０７％,测 定 值 的RSD为５．０％~９．０％,回

８７５
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收率和精密度符合 GB/T２７４０４－２００８«实验室质

量控制规范 食品理化检测»[２６]的要求,能够满足猪

肉样品的分析要求,可用于日常分析检测.

２．９　样品分析

按照试验方法分析２０份市售猪肉样品.结果

显示,２０份猪肉样品中均未检出(＋)Ｇ氟苯尼考,

１份猪肉 样 品 中 检 出 (－)Ｇ氟 苯 尼 考 (２４８μg

kg－１),与文献[８,１１,１３]采用 HPLC分析氟苯尼考

样品所得的结论相符,即供试品中的氟苯尼考主要

为(－)Ｇ氟苯尼考.
本工作采用 UPC２ 分离氟苯尼考对映体和氟苯

尼考胺,并对猪肉中氟苯尼考对映体和氟苯尼考胺

的残留量进行测定.使用氨化乙酸乙酯对样品进行

提取,通过 HLB固相萃取柱对样品进行净化后,采
用CHIRALPAKADＧ３手性色谱柱分离,以超临界

二氧化碳和含０．５％氨水的甲醇溶液为流动相进行

梯度洗脱,外标法定量,方法精密度和准确度均较

好,可用于猪肉中相关物质的检测.
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DeterminationofFlorfenicolEnantiomersandTheirMetabolite
FlorfenicolAmineinPorkbyUltraＧPerformanceConvergence

ChromatographywithSolidPhaseExtraction

ZHANGWenhua１,２,HUQili１,２,HOUJianbo１,２,MAORenyi２,XUKe２,

WANGLiangli２,XIEWen１,２,XUDunming３,SHENWeijian４

(１．TheTechnicalCenterofHangzhouCustoms,Hangzhou３１００１６,China;

２．ZhejiangAcademyofScienceandTechnologyforInspectionand
Quarantine,Hangzhou３１００１６,China;

３．TheTechnicalCenterofXiamenCustoms,Xiamen３６１０１３,China;

４．Animal,PlantandFoodInspectionCenter,NanjingCustoms,Nanjing２１００１９,China)

Abstract:Ethylacetatesolution(２５mL)containing３％ (φ)aqueousammoniawasaddedinto１０．０gofpork
sample,themixturewasvortexedfor１min,centrifugedfor５min,andtheprecipitationwasextractedonceagain
asthemethoddescribedabove．Thetwoextractswerecombinedandevaporatedtonearlydryundervacuumat
４０℃,andtheresiduewasredissolvedwith１０mLofphosphatebuffersolution(pH６．０)．TheHLBsolidphase
columnactivatedbeforehandwasusedforloadingthesolution,washedwith１０mLofwater,drainedbyvacuumfor
１min,andelutedwith６mLofmethanol．Theeluatewascollectedanddriedbynitrogenat４０℃tonearlydry．The
residuewasdissolvedbyvortexfor３minwith１mLofmixedsolutionofnＧheptaneandisopropanolatvolumeratio
of８∶２,filteredthrougha０．２２μmfiltermembraneandthefiltratewasanalyzedbyultraＧperformanceconvergence
chromatography．CHIRALPAKADＧ３chiralcolumnwasusedasthestationaryphasewithcolumntemperatureof
４０℃andthesystembackpressureof１３．８MPa．Themixtureofsupercriticalcarbondioxideandmethanolsolution
containing０．５％ (φ)aqueousammoniaatdifferentvolumeratioswasusedasthemobilephaseforgradientelution．
(－)ＧFlorfenicol,(＋)Ｇflorfenicolandtheir metaboliteflorfenicolamineweredeterminedbyexternalstandard
methodatwavelengthof２２４nm．Itwasshownthatthemassconcentrationsofthe３targetswerelinearlyrelated
withtheircorrespondingpeakareasintherangeof０．５０－２０．００mgL－１,andthelowerlimitsofdetermination
were０．０５mgkg－１[for(－)Ｇflorfenicoland(＋)Ｇflorfenicol]and０．１mgkg－１(forflorfenicolamine)．Testfor
thespikedrecoverywasmadeonthenegativeporksamplesatthe３concentrationlevels,givingrecoveriesofthe３
targetsintherangeof８１．２％－１０７％,andRSDs(n＝６)ofthedeterminedvaluesrangedfrom５．０％to９．０％．The

proposedmethodwasusedfortheanalysisof２０porksamples,and(－)Ｇflorfenicol(２４８μgkg－１)wasdetectedin
onesample．

Keywords:ultraＧperformance convergence chromatography;florfenicolenantiomer;chiralseparation;

florfenicolamine;pork
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