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概述 

本 方 法 重现 GB 31658.6-2021 标 准 ， 采 用PEP-2 500 

mg/6 mL和LCX 500 mg/6 mL小柱对猪脂肪样品进行净

化和富集，结果显示添加浓度在0.4 mg/Kg下基质加标

过柱回收率满足要求。 
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化合物信息 

表1. 化合物信息 

中文名称 英文名称 CAS号 分子式 分子量 

土霉素 
Oxytetracycli

ne 
79-57-2 C22H24N2O9 460.43 

四环素 Tetracycline 60-54-8 C22H24N2O8 444.43 

金霉素 
Chlortetracyc

line 
57-62-5 C22H23ClN2O8 478.88 

多西环素 Doxycycline 564-25-0 C22H24N2O8 444.43 

 

实验部分 

3.1仪器、试剂与材料 

3.1.1主要仪器设备 

液相色谱仪(Agilent 1100)； 

固相萃取装置 

氮吹浓缩仪 

3.1.2试剂材料 

固相萃取柱： 

Cleanert PEP-2 ，500 mg/6 mL，P/N: PE5006-

2； 

Cleanert LCX， 500 mg/6 mL， P/N: LCX5006； 

微孔滤膜：0.22 μm水系滤膜； 

实验用水、乙腈、甲醇均为色谱级，三氟乙

酸、二氯甲烷、乙二胺四乙酸二钠、柠檬酸、

磷酸氢二钠、草酸为分析纯。 

3.1.3样品 

猪脂肪带皮，搅碎备用。 

3.1.4标准品 

土霉素、四环素、金霉素、多西环素混标(1 

mg/mL)外购，避光-18 ℃保存； 

柠檬酸溶液：柠檬酸一水合物21.01 g水稀释至

1L 

磷酸氢二钠溶液：磷酸氢二钠十二水合物71.63 

g水稀释至1 L 

Mcllvain缓冲液：柠檬酸溶液1 L，磷酸氢二钠溶

液625 mL混匀，盐酸货氢氧化钠调pH至4.0±

0.05 

EDTA•2Na-Mcllvaine缓冲液：乙二胺四乙酸二

钠 60.5 g加Mcllvain缓冲液1625 mL混匀 

草酸溶液（0.01 M）:取草酸1.26 g水稀释至1 L 

草酸溶液（1M）：取草酸12.6 g水稀释至1 L 

草酸-乙腈溶液：草酸溶液（1 M）20 mL乙腈稀

释至100 mL 

3.2样品前处理方法 

提取：取5 g（准确至±0.02 g），加二氯甲烷15 

mL，涡旋1 min振荡5 min，加EDTA•2Na-

Mcllvaine缓冲液15 mL，涡旋1 min振荡5 min，

8000 r/min离心5 min，取上清液。下层溶液用

EDTA•2Na-Mcllvaine缓冲液重复萃取2次，每次

15 mL，合并上清液，备用 

净化：PEP-2依次用甲醇水和EDTA•2Na-

Mcllvaine缓冲液各5 mL活化。提取液全部上

样，依次用水、5%甲醇溶液各10 mL淋洗，抽干
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30 s，甲醇6 mL洗脱，收集洗脱液于离心管

中，向内加2 mL 8 mM磷酸二氢钠水溶液

（pH5.0）混匀，过甲醇5 mL、水5 mL活化的

LCX小柱，待上样液全部流出后，用水、甲醇各

5 mL淋洗，抽干1 min，草酸-乙腈溶液6 mL洗

脱。  

洗脱液浓缩：收集洗脱液于40 ℃氮吹至0.5-1 

mL，用草酸溶液（0.01 M）定容至2 mL上样检

测。 

3.3仪器检测条件 

色谱柱：Prodigy ODS-3（4.6×150 mm, 5 

μm）；P/N:00F-4097-E0 

流动相A相：0.08%三氟乙酸水溶液； 

流动相B相：乙腈； 

流  速：1 mL/min； 

柱  温：30 ℃； 

检测器：350 nm 

进样量：50 μL； 

梯度程序见表2： 

表2. 梯度条件 

时间 (min) 流速 (mL/min) A (%) B (%) 

0 1.0 90 10 

5 1.0 80 20 

15 1.0 65 35 

16 1.0 90 10 

25 1.0 90 10 

 

3.4结果与讨论 

3.4.1基质加标回收率结果 

土霉素扣除基质本底计算回收率 

表4. 基质加标回收实验结果（n=3） 

化合物 理论加标浓度（μg/Kg） 回收率% RSD% 

土霉素 400 102 13 

四环素 400 94 3 

金霉素 400 87 3 

多西环素 400 88 2 

3.4.2标样氮吹回收率结果 

      标样加6mL草酸-乙腈溶液于40 ℃氮吹至0.5-1 

mL，用草酸溶液（0.01 M）定容至2 mL上样检测。

回收率土霉素94.1%四环素94.0%金霉素97.1%多西环素

94.5% 

3.5实验谱图 

 

 

 

图1. 小柱空白与标样重叠色谱图 

 

图2. 基质加标色谱图 

 
图3.基质空白色谱图 

结论 

       本文重现了GB 31658.6-2021动物源性食品中四

环素类药物残留量的测定。使用固相萃取装置搭配 

Cleanert PEP-2和Cleanert LCX固相萃取小柱对猪肉样

品进行净化和富集，液相色谱检测。实验中 400 

µg/Kg添加回收率在85%以上，RSD值均小于15%，能

够满足标准检测方法要求。基质有土霉素本底，影响

回收率的RSD。 
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