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固相萃取-高效液相色谱-串联质谱法同时测定
蜂蜡中氯霉素、甲砜氯霉素、氟苯尼考和其

代谢产物氟苯尼考胺残留
雷美康1,2，候建波1，彭　芳1,2，张文华1，祝子铜1,2，章应俊2，陈玉娇2，谢　文1, *

（1.杭州海关技术中心，浙江杭州 310016；
2.衢州海关综合技术服务中心，浙江衢州 324003）

摘　要：首次建立了一种同时测定蜂蜡中氯霉素、甲砜氯霉素、氟苯尼考和其代谢物氟苯尼考胺等药物残留的固相

萃取-高效液相色谱-串联质谱分析方法。根据蜂蜡脂溶性的特点，试样采用正己烷溶剂预溶解，用水提取 2 次后经

混合型阳离子交换固相萃取柱（MCX）净化，用 InertSustain Swift C18 柱（100 mm×2.1 mm, 1.9 μm）分离，多反

应监测（MRM）模式串联质谱进行测定，以内标法定量。结果表明，在 0.1~10 ng/mL 范围内 4 种测定物均具有较

好的线性关系，相关系数大于 0.99，方法定量限（S/N>10）为 0.1 μg/kg。对阴性蜂蜡在 0.1、0.3 和 1.0 μg/kg 等

3 个添加水平下分别进行加标回收试验，实际样品中 4 种测定物质的平均回收率在 65.0%~113.2% 之间，相对标准

偏差（RSD，n=6）小于 20%。应用本方法对 15 个蜂蜡样品进行检测，结果表明有 4 批次样品检出氯霉素类药物

残留。本方法快速、灵敏、准确，适用于日常大批量蜂蜡样品中氯霉素类药物及其代谢物残留的定性、定量分析。
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Abstract： A  method  based  on  solid-phase  extraction  and  high  performance  liquid  chromatography  coupled  with
electrospray  ionization  tandem  mass  spectrometry(SPE-HPLC-MS/MS)  had  been  proposed  for  the  determination  of
chloramphenicol, thiamphenicol, florfenicol and florfenicol amine residues in beeswax. The sample was pre dissolved with
n-hexane and then extracted with water,  purified the Waters Oasis MCX micro-column and separated on the InertSustain
Swift C18 column (100 mm×2.1 mm, 1.9 μm). The determination was carried out with eletrospray ion source and multiple  
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reaction monitoring (MRM) mode and the corresponding quantification was performed by employing the method of internal
standards. The calibration curve of mixed standard solution showed a good linearity in the concentration rang from 0.1 to
10 ng/mL with  the  correlation  coefficients  (r)  more  than 0.99.  The  limits  of  quantification  (S/N>10)  for  antibiotics  were
0.1 μg/kg. The recovery was 65.0% to 113.20% in the spiked concentration 0.1, 0.3 and 1.0 μg/kg, with the relative standard
deviations (RSD, n=6) lower than 20%.The method was applied to detect 15 beeswax samples, and the results showed that
chloramphenicol residues were detected in 4 batches of samples. The method is rapid, sensitive and accurate, and could be
applied  for  the  qualitative  and  quantitative  analysis  of  chloramphenicol,  thiamphenicol,  florfenicol  and  florfenicol  amine
residues antibiotics in beeswax.

Key  words： beeswax； solid  phase  extraction-high  performance  liquid  chromatography-tandem  mass  spectrometry；

chloramphenicol；thiamphenicol；florfenicol；florfenicol amine

 

蜂蜡是一种由工蜂腹部下面四对蜡腺分泌的物

质，其主要成分是烷醇和烷酸形成的酯类，在食品工

业、化妆品、农业和医药工业上应用广泛[1−4]。蜂农

在养殖蜜蜂过程中使用氯霉素类药物用于预防和治

疗蜜蜂的幼虫腐烂病等疾病，有可能造成蜂蜡中氯霉

素类药物或其代谢物的残留。由于蜂蜡的循环使用

导致巢脾中药物残留种类、残留量不断增加，直接影

响了蜂蜡的质量安全[5−7]。同时通过蜂蜜与巢脾的接

触，氯霉素类药物及其代谢物能够转移至其他蜂产品

中，进而造成蜂蜜、蜂王浆和蜂胶的污染[8−10]。氯霉素

类药物及其代谢物在蜂蜡中的残留不仅关系到人们

身体健康，也将对我国蜂产品出口贸易产生巨大的风险。

氯霉素类药物属广谱抗生素，对革兰氏阴、阳性

细菌均有抑制作用，常见的药物主要包括氯霉素

（chloamphenicol，CAP）、甲砜氯霉素（thiamphenicol，
TAP）和氟苯尼考（florfenicol，FF）等[11],其中氯霉素

被世界多个国家列入禁止使用的兽药名单中[12−14]。

由于甲砜氯霉素和氟苯尼考，其抗菌谱与氯霉素相

似，较氯霉素其毒性有所降低，被广泛用于养殖业。

为保障食品安全，欧盟、日本和我国等均制定了其在

动物源性食品中的最大残留限量，如 GB 31650-
2019[15] 规定了动物源性食品中甲砜氯霉素和氟苯尼

考最高残留限量分别为 50 μg/kg 和 100~3000 μg/kg。
近年来，国内外关于氯霉素类药物及代谢物残

留检测方法的研究越来越得到人们的重视[16−20]，主要

基质为畜禽产品、水产品和蜂蜜等，但尚未见蜂蜡中

氯霉素类药物残留量同时检测方法的报道。为保障

蜂蜡产品的质量安全，同时为更好地监控蜂产品的污

染状况，溯源蜂蜜、蜂王浆等其他蜂产品的药物污染

来源提供检测技术支持。本文首次建立了正己烷预

处理-固相萃取净化-超高效液相色谱电喷雾电离-串
联质谱检测蜂蜡中痕量氯霉素类药物的分析方法，该

法具有简便、灵敏度高、基质干扰小等优点，可用于

大批量蜂蜡实际样品中痕量氯霉素、甲砜氯霉素、氟

苯尼考和氟苯尼考胺残留的定性和定量分析。 

1　材料与方法 

1.1　材料与仪器

标准物质：氯霉素（CAS 56-75-7，纯度≥98%）、

氯霉素-D5（纯度≥98%）、甲砜氯霉素（CAS 15318-

45-3，纯度≥98%）、氟苯尼考（CAS 76639-94-6，纯

度≥98%）和氟苯尼考-D3（纯度≥98%）、氟苯尼考

胺（CAS  76639-94-5，纯度≥98%）、氟苯尼考胺 -

D3（纯度≥98%）　德国 Dr.Ehrenstorfer 公司；甲醇、

正己烷　色谱纯，美国 fisher 公司；氨水　分析纯，国

药集团化学试剂有限公司；甲酸　分析纯，上海阿拉

丁生化科技股份有限公司；超纯水　Millpore 纯水仪

制备；OASIS HLB 固相萃取小柱：500 mg，6 mL　美

国 Waters 公司；蜂蜡样品　采购于某网购平台和某

蜂产品生产企业提供，常温保存。

1260-6460 液相色谱-串联质谱仪　美国安捷伦

科技有限公司；MS  3  digital 漩涡混合器　德国

IKA 公司；MD 200 氮吹仪　杭州奥盛仪器公司；

KQ-500B 超声波清洗仪　昆山市超声仪器公司；

Milli-Q Advantage A10 超纯水系统　美国密理博

公司。 

1.2　实验方法 

1.2.1   蜂蜡预处理　试样可放置于烧杯中，在 70 ℃

左右[8] 加热条件下溶解并混匀。 

1.2.2   样品提取　称取试样 2.0 g（精确至 0.01 g）于

50 mL 带盖离心管中，准确加入 0.25 mL 混合内标溶

液（10 ng/mL），加入 10 mL 正己烷，涡旋超声溶解后

加入 5 mL 水涡旋振荡提取，8000 r/min 离心 5 min，

取下层水层，用 5 mL 水再提取一次，合并提取液，待

净化。 

1.2.3   净化　将提取液转移至 MCX 固相萃取小柱

（ 500  mg/6  mL,使用前依次用 3  mL 甲醇， 5  mL

1% 甲酸水溶液活化）中，弃去淋洗液，用 5.0 mL 甲

醇-水（1:1，V/V）淋洗，抽干，用 8 mL 5% 氨水甲醇洗

脱，收集全部洗脱液，在 50 ℃ 以下水浴中氮吹干，

用 1.0 mL 甲醇−0.15% 甲酸（2:8，V/V）溶液溶解，混

匀后经 0.22 μm 有机相滤膜过滤后用于上机分析[21]。 

1.2.4   色谱条件　色谱柱： InertSustain  Swift  C18

（100 mm×2.1 mm,1.9 μm）,流动相：A 为 0.1% 甲酸

水，B 为甲醇,流速 0.1 mL/min；进样量 20 μL。梯度

洗脱程序： 0~1.0  min， 80%A； 0.5~7  min， 70%A~

10%A； 7~8  min， 10%A； 8~8.1  min， 10%A~70%A；

8.1~12 min，70%A。 
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1.2.5   质谱条件　电喷雾离子化源（ESI），正负离子

切换扫描模式；干燥气温度：350 ℃；干燥气流速：

5 L/min；喷雾气压力：50 psi；鞘气温度：350 ℃；鞘气

流速：12 L/min;毛细管电压：3000 V；多反应监测

（MRM），采集参数见表 1。 

1.2.6   标准曲线绘制　分别称取适量 4 种氯霉素类

药物标准品用甲醇配制成 500 μg/mL 的标准储备溶

液，储存于−20 ℃ 冰箱中。取适量各标准储备液，用

甲醇稀释成 50 μg/L 的混合标准中间溶液。取适量

混合标准中间溶液用流动相逐级稀释配制成浓度为

0.1、0.2、0.5、1.0、2.0、5.0、10.0 μg/L 的混合标准工

作溶液，其中同位素内标溶液浓度均为 2.5 μg/L。 

1.3　数据处理

实验结果采用 OriginLab 9.0 软件进行绘图和

处理。 

2　结果与分析 

2.1　提取条件的选择与优化

蜂蜡属于脂溶性物质，常温下，易溶于正己烷、

氯仿和四氯化碳等弱极性有机溶剂，不易溶于水、甲

醇、乙腈等强极性溶剂[3,8]。所以本文采用加入正己

烷溶解蜂蜡样品后，再加入提取溶剂提取。同时为考

察水溶液的种类和水相-有机相比例对蜂蜡中氯霉素

类药物提取的影响，本文比较了水、10% 甲醇-水溶

液、0.1% 甲酸-水溶液和 0.1% 氨水-水溶液四种提取

溶剂的提取效果。采用基质曲线和外标法定量，前处

理提取 2 次，结果见图 1。
结果表明，对于氯霉素、甲砜霉素和氟苯尼考，

采用 0.1% 氨水-水溶液的提取回收率均小于 20%；

采用 10% 甲醇-水溶液和 0.1% 甲酸-水溶液的提取

回收率 60% 左右，采用纯水的提取回收率大于 88%。

4 种提取溶剂对氟苯尼考胺的提取效率均低于 50%，

其中纯水的提取回收率最高为 45.9%。综合以上试

验数据，同时考虑环保因素，所以本实验采用水作为

提取溶液。 

2.2　净化条件的选择和优化

研究比较了亲水亲脂平衡（HLB）和混合型阳离

子交换固相萃取柱（MCX）固相萃取小柱对蜂蜡中

4 种氯霉素类药物净化效果和回收率[22−23]。结果表

明：对于蜂蜡中甲砜氯霉素和氟苯尼考 HLB 净化小

柱的回收率略优于 MCX 净化小柱，但是氟苯尼考胺

的回收率只有 14.4%，见图 2。综合考虑，所以本实

验的净化方法采用 MCX 净化小柱。 

2.3　质谱条件的优化

分别取 1.0 mg/L 氯霉素、氯霉素-D5、甲砜氯霉

素、氟苯尼考、氟苯尼考-D3、氟苯尼考胺和氟苯尼

 

氯霉素 甲砜氯霉素氟苯尼考氟苯尼考胺
0

50

100

回
收

率
 (

%
)

水
10%甲醇-水
0.1%甲酸-水
0.1%氨水-水

图 1    溶剂对氯霉素类药物提取效果的影响

Fig.1    Recovery rates of chloramphenicol drugs in
different extraction solvents
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图 2    不同净化方法对氯霉素类药物净化回收率的影响

Fig.2    Recovery rates of chloramphenicol drugs in different
purification method

 

 

表 1    质谱参数

Table 1    MS parameters

分析物 离子对（m/z） 断裂方式 传输电压（V） 碰撞能量（Ev） 驻留时间（s）

CAP
321.0>256.7* [M-H-HOCH2-Cl]− 90 2 120

321.0>151.9 [M-H-HOCH2-CNHCOCCl2]
− 90 2 120

CAP-d5 326.0>156.9 [M-H-HOCH2-CNHCOCCl2]
− 100 2 120

FF
355.9>335.7* [M-H-HF]− 110 2 50

355.9>184.9 [M-H-HF-CHCH2NHOCCl2]
− 110 10 50

FF-d3 358.9>187.9 [M-H-HOCH2-Cl]− 80 7 40

TAP
353.9>184.7* [M-H-HOCH2-Cl]− 130 11 40

353.9>289.8 [M-H-HOCH2-CNHCOCCl2]
− 130 2 40

FFA
248.1>230.0* [M+H-HF]+ 80 6 40

248.1>130.0 [M+H-HF-H2O-CH3SO2]
+ 80 6 40

FFA-d3 251.1>233.1 [M+H-HF-H2O-CH3O2]
+ 110 6 40

注：*表示定量离子。
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考胺-D3 的标准溶液，采用流动注射进样的方式，以

30 μL/min 分别对其母离子扫描得到分子离子峰，再

对其进行子离子扫描得到碎片离子信息。优化各项

质谱参数，使母离子与选取的子离子强度达到最大。

优化结果表明，氯霉素、甲砜氯霉素和氟苯尼考在负

模式下灵敏度高，氟苯尼考胺在正模式下灵敏度高。

氯霉素、甲砜氯霉素、氟苯尼考和氟苯尼考胺的二级

质谱图，母离子、子离子的质量数均与文献[16−20] 报道

一致。多种氯霉素类药物及其代谢物多反应监测质

谱参数见表 1，混合标准溶液的总离子流图见图 3。
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图 3    氯霉素药物标准溶液总离子流图
Fig.3    Total ion current chromatograms of standard of

chloramphenicol drugs
  

2.4　线性关系、检出限和定量限

分别吸取不同浓度的氯霉素类药物标准溶液，

用空白基质配制标准曲线，按建立好的方法进行分

析，以各目标分析物与内标的浓度比 X 为横坐标，以

目标分析物与内标的峰面积比 Y 为纵坐标，进行回

归分析，绘制基质加标工作曲线，得到本方法的线性

范围，回归曲线方程及相关系数，结果显示，在

0.1~10 ng/mL 范围内，4 种氯霉素类药物均呈现出良

好的线性关系（相关系数 r≥0.99），如表 2 所示。在

阴性蜂蜡中加标测定，3 倍信噪比对应的加标水平为

方法的检出限，10 倍为定量限。该方法的检出限和

定量限符合欧盟、我国等国家对动物源性产品中氯

霉素类药物残留限量的要求[15,23]。
 
 

表 2    线性范围、回归方程、相关系数、检出限和定量限
Table 2    Linear rangs, regression equations, correlation

coefficients, recoveries, limit of detection and limit of
quantitation

化合物 线性方程
相关系数

r
线性范围
（μg/L）

检出限
（μg/kg）

定量限
（μg/kg）

氯霉素 Y=1.14812X+0.13923 0.996 0.1~10 0.1 0.3
甲砜氯霉素Y=0.27169X+0.0.00546 0.997 0.1~10 0.1 0.3
氟苯尼考 Y=0.16087X+0.00740 0.993 0.1~10 0.1 0.3

氟苯尼考胺 Y=1.14812X+0.13923 0.998 0.1~10 0.1 0.3
  

2.5　回收率和精密度

选取阴性蜂蜡样品，分别在 0.1、0.3 和 1.0 μg/kg
3 个水平下进行加标试验，测得的回收率和精密度如

表 3 所示。结果显示，蜂蜡中 4 种药物残留的平均

回收率在 65.0%~113.2% 之间，相对标准偏差在

3.9%~18.2% 之间。
  

表 3    空白样品的加标回收率和相对标准偏差（n=6）
Table 3    Spiked recoveries rate and relative standard deriations

(RSDs) of in blank samples (n=6)

化合物 添加量（μg/kg） 平均回收率（%） 相对标准偏差（%）

氯霉素
0.1 65.0 8.4
0.3 81.1 14.6
1.0 100.7 3.9

甲砜氯霉素
0.1 98.3 13.5
0.3 76.0 12.6
1.0 77.1 9.9

氟苯尼考
0.1 90.0 14.1
0.3 88.3 8.2
1.0 106.7 9.3

氟苯尼考胺
0.1 85.7 16.3
0.3 96.6 18.2
1.0 113.2 14.8

  

2.6　基质效应

本文采用基质空白配制标样响应值（A）与同质

量浓度溶剂标样响应值 (B) 的比值 (Matrix effect)
进行评价基质效应，其计算公式为 Matrix  effect
（ME）=A/B×100[24−26]。当标准工作液浓度为 2 μg/mL
时，氯霉素、甲砜氯霉素、氟苯尼考和氟苯尼考胺质

效应分别为 ME（氯霉素）=33.9%，ME（甲砜氯霉素）=
24.0%，ME（氟苯尼考）=30.8%，ME（氟苯尼考胺）=
12.3%。从实验结果可以看出，蜂蜡基质对氯霉素、

甲砜氯霉素、氟苯尼考和氟苯尼考胺四种化合物均

表现出较强的基质抑制效应，为消除基质效应带来的

影响，本文采用同位素内标以及空白基质提取液配制

标准曲线的溶液等方法来降低基质效应的影响。因

未采购到甲砜氯霉素的氘代标准物质，所以本文甲砜

氯霉素的测定内标采用氯霉素-D5。 

2.7　实际样品检测

用上述建立的方法对 15 个蜂蜡样品进行检测，

有 4 批次样品检出氯霉素类药物残留，其中 1 批次

同时检出了氯霉素和氟苯尼考胺两种物质。检测结

果为氯霉素检出 3 批，残留量浓度分别为 0.62、0.77
和 14.3 μg/kg，甲砜氯霉素和氟苯尼考胺各检出 1 批，

残留量浓度分别为 1.56 和 0.87 μg/kg。氟苯尼考药

物未检出，原因可能为该药物分解为氟苯尼考胺[21]。

具体情况见表 4。
  

表 4    15 批次蜂蜡中 4 种氯霉素类药物检测结果
Table 4    Results of 4 kinds of chloramphenicol drugs in 15

batches of beeswax

化合物 检出浓度范围（μg/kg） 检出批次数 检出率（%）

氯霉素 0.62~14.3 3 20
甲砜氯霉素 1.56 1 6.7
氟苯尼考 未检出 0 0.0

氟苯尼考胺 0.87 1 6.7

对蜂蜡中氯霉素类药物检测结果表明，蜂蜡中

氯霉素药物阳性检出率高于蜂蜜、蜂王浆等蜂产品[27]。
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分析原因可能为蜜蜂养殖过程中，为预防或者之类蜂

蜜疾病，需要向蜂巢中喷洒药物，造成蜂蜡直接暴露

在一定浓度的氯霉素药物中；蜂蜡脂溶性的特点，蜂

蜡更容易受到氯霉素类药物的污染[28−30]；蜂蜡可重

复用于制造蜂巢，造成了药物在蜂蜡中的累积[6−7]。 

3　结论
本文采用正己烷预溶解，水提取 2 次，MCX 固

相萃取小柱净化等前处理方法提取净化，高效液相色

谱-串联质谱同位素内标法测定蜂蜡中痕量氯霉素、

甲砜氯霉素和氟苯尼考等氯霉素类药物残留量。结

果表明，本方法具有简便、灵敏、准确的优点，可以用

于蜂蜡中痕量氯霉素类药物残留的定性和定量分析，

为蜂产品质量安全控制、污染物溯源、风险分析提供

检测技术支持。对蜂蜡中氯霉素类药物检测结果表

明，蜂蜡中存在一定的药物残留的安全隐患，希望相

关部门给予重视，开展相关风险分析，并制定相应的

措施。
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