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　 　 摘要:　 本研究旨在建立鹌鹑蛋和鸽蛋中甲砜霉素(ＴＡＰ)残留的超高效液相色谱￣荧光检测(ＵＰＬＣ￣ＦＬＤ)方
法ꎮ 以鹌鹑蛋和鸽蛋为试验材料ꎬ采用加速溶剂萃取(ＡＳＥ)技术提取目标物ꎬ以乙腈饱和的正己烷去脂ꎬ净化后用

ＵＰＬＣ￣ＦＬＤ 法进行检测分析ꎮ 结果表明ꎬ在鹌鹑蛋和鸽蛋中 ＴＡＰ 的添加质量比在定量限(ＬＯＱ)至 ２５０.０ μｇ / ｋｇ内ꎬ
线性关系良好ꎬ决定系数均大于０.９９９ ２ꎮ ＴＡＰ 添加质量比为 ＬＯＱ、０ ５ ＭＲＬ、１ ０ ＭＲＬ 和 ２ ０ ＭＲＬ 时ꎬ在鹌鹑蛋和鸽

蛋中的回收率分别为８３ ２３％~９５ ７２％、８４ ３７％~９７ １２％ꎬ检测限(ＬＯＤ)分别为 ３ ４ μｇ / ｋｇ、３ ３ μｇ / ｋｇꎬＬＯＱ 分别为

９ ９ μｇ / ｋｇ、９ ７ μｇ / ｋｇꎮ 检测方法快速、高效、灵敏度高ꎬ为鹌鹑蛋和鸽蛋中 ＴＡＰ 残留检测提供了新方法ꎮ
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(ＵＰＬＣ￣ＦＬＤ) ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｉａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ (ＴＡＰ) ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｑｕａｉｌ ｅｇｇｓ ａｎｄ ｐｉｇｅｏｎ ｅｇｇｓ. Ｕｓｉｎｇ ｑｕａｉｌ
ｅｇｇｓ ａｎｄ ｐｉｇｅｏｎ ｅｇｇｓ ａｓ ｔｅｓｔ ｍａｔｅｒｉａｌｓꎬ ｔｈｅ ｔａｒｇｅｔ ｃｏｍｐｏｕｎｄ ｗａｓ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｂｙ ａｃｃｅｌｅｒａｔｅｄ ｓｏｌｖｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ (ＡＳＥ) ｔｅｃｈ￣
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ＦＬＤ ｍｅｔｈｏｄ. Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍａｓｓ ｒａｔｉｏ ｏｆ
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ｐｉｇｅｏｎ ｅｇｇｓ ｗｅｒｅ ８３ ２３％－９５ ７２％ꎬ ８４ ３７％－９７ １２％ꎬ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔｓ ｗｅｒｅ ３ ４ μｇ / ｋｇ ａｎｄ ３ ３ μｇ / ｋｇꎬ ａｎｄ ｔｈｅ
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ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅꎬ ｗｈｉｃｈ ｐｒｏｖｉｄｅｓ ａ ｎｅｗ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ＴＡＰ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｑｕａｉｌ ｅｇｇｓ ａｎｄ ｐｉｇｅｏｎ ｅｇｇｓ.
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ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｗｉｔｈ ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

　 　 甲砜霉素(ＴｈｉａｍｐｈｅｎｉｃｏｌꎬＴＡＰ)ꎬ别名硫霉素ꎬ
甲砜氯霉素ꎬ是人工合成的氯霉素的同类物ꎬ属于

广谱抗菌药物ꎮ 主要用于防治需氧革兰氏阴性菌

及革兰氏阳性菌、厌氧菌、立克次体属病菌、螺旋

体病菌和衣原体属病菌等引起的疾病ꎮ 通过抑制

细菌蛋白质的形成ꎬ起到抑菌效果ꎮ 由于其对畜

禽的多种细菌性疾病有良好的治疗效果ꎬ在畜禽

生产中已被广泛使用ꎮ
禽蛋作为来源最广ꎬ蛋白质含量较高的动物性

食品ꎬ近年来其需求量日益增大ꎮ 而养殖者为了提

高经济效益ꎬ常将 ＴＡＰ 等抗生素药物不合理地用于

禽类ꎬ导致药物残留于禽蛋中ꎮ 因为 ＴＡＰ 具有较强

的抑制红细胞、白细胞和血小板生成的作用ꎬ影响人

类健康ꎬ所以许多国家都对这种药物的最高残留限

量做出了规定[１￣３]ꎮ 为了保证禽蛋的质量安全ꎬＴＡＰ
的残留检测也日益重要ꎮ 目前常用的检测方法主要

包括气相色谱法(Ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬＧＣ) [４￣６]、气质

联用法 (Ｇａｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒꎬＧＣ￣
ＭＳ ) [７￣９]ꎬ 液 相 色 谱 法 ( Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬ
ＬＣ) [１０￣１２]和液质联用法(Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ￣ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬＬＣ￣ＭＳ) [１３￣１４]ꎮ 国内外利用高效液相色

谱 法 ( Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬ
ＨＰＬＣ)检测动物性食品中 ＴＡＰ 的研究多有报道ꎬ而
利用超高效液相色谱法 ( Ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙꎬＵＰＬＣ)的报道较少ꎮ 本研究采用了

加速溶剂萃取(ＡＳＥ)的方法ꎬ实现了提取剂与目标

物更好的接触ꎬ提高萃取效率[１５]ꎬ并利用 ＵＰＬＣ 分

离ꎬ荧光检测器(Ｆｌｕｏｒｅｓｃｅｎｃｅ ｄｅｔｅｃｔｏｒꎬＦＬＤ)检测ꎬ建
立了超高效液相色谱￣荧光检测法检测鹌鹑蛋和鸽

蛋中 ＴＡＰ 残留的方法ꎬ为鹌鹑蛋和鸽蛋中 ＴＡＰ 残留

标准的制定提供了依据ꎮ

１　 材料与方法

１.１　 仪器与试剂

超高效液相色谱仪(Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ 型)ꎬ由美国

Ｗａｔｅｒｓ 公司生产ꎻ荧光检测器(Ａｃｑｕｉｔｙ ＦＬＤ 型)ꎬ由

美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司生产ꎻ加速溶剂萃取仪 (ＡＳＥ３５０
型)ꎬ由美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｆｉｓｈｅｒ 公司生产ꎻ离心浓缩仪

(ＳｃａｎＳｐｅｅｄＶａｃ４０ 型)ꎬ由丹麦 ＬａｂｏＧｅｎｅ 公司生产ꎻ
超纯水制备仪(Ｓｍａｒｔ２￣Ｐｕｒｅ)ꎬ由美国 Ｔｈｅｒｍｏ Ｓｃｉｅｎ￣
ｔｉｆｉｃ 公司生产ꎻ甲砜霉素标准品 (纯度≥９９ ０％)
(ＣＡＳ 号:１５３１８￣４５￣３)ꎬ由德国 Ｄｒ. Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ Ｇｍ￣
ｂＨ 有限公司生产ꎻ乙腈、甲醇(色谱纯)ꎬ由美国 Ｔｅ￣
ｄｉａ 有限公司生产ꎻ十二烷基硫酸钠 (分析纯ꎬ纯
度≥９５ ０％)ꎬ由北京索莱宝科技有限公司生产ꎻ其
他试剂均购买于国药集团化学试剂有限公司ꎬ试验

用水为超纯水ꎮ
１.２　 标准溶液的制备

准确称取甲砜霉素 ４ ０ ｍｇꎬ用乙腈溶解、定容

至 １０ ｍｌꎬ充分摇匀ꎬ配制成 ４００ ０ ｍｇ / Ｌ的标准贮备

液ꎬ分装ꎬ密封ꎬ置－７０ ℃超低温冰箱中保存ꎮ 将标

准贮备液用 ３６％(体积比)的乙腈水溶液逐级稀释

成不同质量浓度的甲砜霉素标准工作液ꎬ分装ꎬ密
封ꎬ置－３４ ℃冰箱中保存备用ꎬ可稳定保存 ３０ ｄꎮ
１.３　 样品的提取与净化

ＡＳＥ 提取:分别准确称取(２.００± ０ ０２) ｇ 均

质好的鸽蛋和鹌鹑蛋样品置于研钵中ꎬ与适量硅

藻土研磨至粉末状ꎬ以达到最佳的萃取效果ꎮ 之

后装入 ２２ ｍｌ 萃取池(若池子留有空隙则用硅藻

土填满)中ꎬ放在加速溶剂萃取仪的机械臂上进

行萃取ꎬ萃取剂为 ２％的氨水乙腈ꎬ其萃取方法及

参数如下:萃取压力为１ ５００ ｐｓｉꎬ萃取温度为 ８０
℃ ꎬ萃取时间为 ５ ｍｉｎꎬ萃取剂用量约为池体积的

４０％ꎬ每个样品之间自动冲洗 １ 次ꎬ氮气吹扫时

间 ６０ ｓꎬ静态循环萃取 ２ 次ꎬ最后收集萃取液ꎬ待
用ꎮ

样品的净化:将萃取液转移至 ５０ ｍｌ 离心管ꎬ置
于离心浓缩仪(转速为２ ０００ ｇ)上浓缩接近干燥ꎬ加
入 １ ｍｌ 纯乙腈涡旋震荡溶解残渣ꎬ加入 ８ ｍｌ 乙腈饱

和的正己烷去脂ꎬ涡旋震荡后静置 ５ ｍｉｎꎬ弃去上层

正己烷ꎬ重复去脂 １ 次ꎬ然后将萃取液置于离心浓缩

仪上浓缩至干ꎮ 将浓缩干燥后的样品用 ２ ０ ｍｌ 流

７０２王旭堂等:超高液相色谱荧光检测法测定鹌鹑蛋和鸽蛋中甲砜霉素残留量



动相复溶ꎬ涡旋 １ ｍｉｎꎬ以１２ １００ ｇ 离心 １５ ｍｉｎꎬ过
０ ２２ μｍ 聚偏氟乙烯(ＰＶＤＦ)针式滤器ꎬ滤液供 ＵＰ￣
ＬＣ￣ＦＬＤ 检测ꎮ
１.４　 方法的建立

１.４.１ 　 色谱质谱条件 　 色谱柱(Ａｃｑｕｉｔｙ ＵＰＬＣ
ＢＥＨ Ｃ１８ꎬ２.１ ｍｍ×１００ ０ ｍｍꎬ１ ７ μｍ)ꎬ流动相 Ａ:
超纯水 (含 ０ ００５ ｍｏｌ / Ｌ 的 ＮａＨ２ ＰＯ４ 溶液ꎬ０ ００３
ｍｏｌ / Ｌ十二烷基硫酸钠和 ０ ０５％的三乙胺ꎬｐＨ ５ ３±
０ １)ꎬ流动相 Ｂ:乙腈ꎬ等度洗脱Ａ ∶ Ｂ ＝ ６４ ∶ ３６(体
积比)ꎬ检测器:荧光检测器(激发波长 ２３３ ｎｍꎬ发射

波长 ２８４ ｎｍ)ꎬ流速:０ ２ ｍｌ / ｍｉｎꎬ进样体积:１０ μｌꎬ
柱温:３０ ℃ꎮ
１.４. ２ 　 标准曲线 　 分别准确称取 １０ 份 (２.００±
０ ０２) ｇ 匀浆好的鸽蛋和鹌鹑蛋的全蛋空白样品ꎬ
进行提取和净化后得到空白样品基质提取液ꎮ 然后

分别移取适量的基质提取液将标准工作液稀释成定

量限(ＬＯＱ)、２０ ０ μｇ / ｋｇ、５０ ０ μｇ / ｋｇ、１００ ０ μｇ / ｋｇ、
１５０ ０ μｇ / ｋｇ、２００ ０ μｇ / ｋｇ、２５０ ０ μｇ / ｋｇ等系列质量

比ꎬ在 ＵＰＬＣ￣ＦＬＤ 条件下进行分析ꎮ 分别以甲砜霉

素标准工作液在不同空白基质中的添加质量比为自

变量(ｘ)ꎬ峰面积为因变量(Ｙ)ꎬ绘制甲砜霉素在鸽

蛋和鹌鹑蛋中残留量测定的标准曲线ꎮ
１.４.３　 样品回收率的测定 　 分别准确称取(２.００±
０ ０２) ｇ 匀浆好的空白鸽蛋和鹌鹑蛋样品ꎬ将样品

与硅藻土研磨均匀后ꎬ分别加入甲砜霉素标准工作

液适量ꎬ使其对应在各空白样品中的添加质量比为

ＬＯＱ、０ ５ ＭＲＬ (最高残留限量)、１ ０ ＭＲＬ 和 ２ ０
ＭＲＬꎬ搅拌混匀萃取ꎬ每个添加水平设置 ６ 个平行ꎬ
经提取净化后ꎬＵＰＬＣ￣ＦＬＤ 检测ꎬ最后将检测结果对

照标准曲线求得质量比ꎬ计算样品回收率ꎮ
１.４.４　 精密度的测定 　 精密度分为日内(批内)精
密度和日间 (批间) 精密度ꎬ常用相对标准偏差

(ＲＳＤ)来评估ꎮ 日内(批内)精密度:同一天不同时

间点用同一台仪器和同一条标准曲线测定ꎬ每个添

加浓度设 ６ 个平行ꎬ求出日内 ＲＳＤꎮ 日间(批间)精
密度:一周内的不同天用不同的标准曲线(每天都

绘制标准曲线)同一台仪器测定ꎬ每个添加质量比

设 ６ 个平行ꎬ求出日间 ＲＳＤꎮ
１.４.５　 检测限与定量限测定 　 取空白样品进行添

加回收试验ꎬ并用已建立的 ＵＰＬＣ￣ＦＬＤ 方法进行分

析ꎮ 每个质量比分析 ３ 次ꎬ得出信噪比(Ｓ / Ｎ)平均

值ꎮ 当信噪比大于等于 ３ (Ｓ / Ｎ≥３)时所对应的添

加质量比即为分析方法的检测限(ＬＯＤ)ꎻ当信噪比

大于等于 １０ (Ｓ / Ｎ≥１０)时所对应的添加质量比即

为分析方法的定量限(ＬＯＱ)ꎮ 此外ꎬＬＯＱ 质量比点

还应满足准确度和精密度的要求(一般要求回收

率>７０％ꎬ相对标准偏差ＲＳＤ≤２０％)ꎬ才能证明此分

析方法可靠ꎮ

２　 结果与分析

２.１　 标准曲线、线性范围与决定系数

由图 １ 和图 ２ 可以看出ꎬ甲砜霉素在鸽蛋和鹌

鹑蛋中添加质量比为 ＬＯＱ 至 ２５０ μｇ / ｋｇꎬ其峰面积

与质量比均呈良好的线性关系ꎮ 线性范围、线性回

归方程及决定系数(Ｒ２)见表 １ꎮ

图 １　 空白鸽蛋基质中甲砜霉素标准曲线

Ｆｉｇ.１　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｉａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ(ＴＡＰ) ｉｎ ｂｌａｎｋ ｐｉｇｅｏｎ
ｅｇｇｓ ｍａｔｒｉｘ

图 ２　 空白鹌鹑蛋基质中甲砜霉素标准曲线

Ｆｉｇ.２ 　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｈｉａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｑｕａｉｌ ｅｇｇｓ
ｍａｔｒｉｘ

表 １　 鸽蛋和鹌鹑蛋中 ＴＡＰ 回归方程、决定系数和线性范围

Ｔａｂｌｅ １　 Ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎꎬ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｌｉｎｅ￣
ａｒ ｒａｎｇｅ ｏｆ ＴＡＰ ｉｎ ｐｉｇｅｏｎ ｅｇｇｓ ａｎｄ ｑｕａｉｌ ｅｇｇｓ

基质 线性回归方程
决定系数
(Ｒ２)

线性范围
(μｇ / ｋｇ)

鸽蛋 Ｙ＝ ６８３.６２ｘ＋５６４.９８ ０.９９９ ８ ９.９~２５０.０

鹌鹑蛋 Ｙ＝ ６６７.３７ｘ＋５１９.６５ ０.９９９ ２ ９.７~２５０.０
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２.２　 色谱图

色谱图见图 ３、图 ４ꎬ在 ＵＰＬＣ￣ＦＬＤ 检测条件下ꎬ
甲砜霉素在鸽蛋和鹌鹑蛋中与杂质实现了较好的分

离ꎬ峰形对称且保留时间在 １.５０ ｍｉｎ 左右ꎬ与标准品

色谱图目标化合物的保留时间接近ꎮ

图 ３　 ２５.０ μｇ / ｋｇ ＴＡＰ 标准品(ａ)、空白鸽蛋(ｂ)和空白鸽蛋添

加 ２５.０ μｇ / ｋｇ ＴＡＰ(ｃ)的色谱图

Ｆｉｇ.３ 　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ２５ ０ μｇ / ｋｇ ＴＡＰ ｓｔａｎｄａｒｄ ( ａ )ꎬ
ｂｌａｎｋ ｐｉｇｅｏｎ ｅｇｇｓ (ｂ) ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｐｉｇｅｏｎ ｅｇｇｓ ｗｉｔｈ ２５ ０
μｇ / ｋｇ ＴＡＰ (ｃ)

２.３　 添加回收率、精密度、检测限与定量限

　 　 空白鸽蛋和鹌鹑蛋中添加甲砜霉素质量比在

ＬＯＱ、０ ５ ＭＲＬ、１ ０ ＭＲＬ 和 ２ ０ ＭＲＬ 水平时ꎬ甲砜霉

素添加回收率及精密度见表 ２ꎮ 由表 ２ 可知ꎬ甲砜

霉素在鸽蛋和鹌鹑蛋中添加质量比为 ＬＯＱ 至 ２ ０
ＭＲＬ 时ꎬ甲砜霉素在鸽蛋和鹌鹑蛋中的添加回收率

分别为８３ ２３％~ ９５ ７２％和８４ ３７％~ ９７ １２％ꎬ相对

标准偏差(ＲＳＤ)分别为２ ７５％~ ３ ８７％和１ ９９％~
３ ７０％ꎬ日内 ＲＳＤ 分别为２ ７８％~ ４ ３２％和２ ７４％~
３ ９１％ꎬ日间 ＲＳＤ 分别为３ ３６％~ ５ ２２％和３ ４４％~
４ ９８％ꎮ 经过添加回收试验可得ꎬ鸽蛋和鹌鹑蛋中

甲砜霉素的 ＬＯＤ 分别为 ３ ４ μｇ / ｋｇ、３ ３ μｇ / ｋｇꎬＬＯＱ
分别为 ９ ９ μｇ / ｋｇ、９ ７ μｇ / ｋｇꎮ 结果表明ꎬ此方法灵

敏度高ꎬ完全满足鹌鹑蛋和鸽蛋中甲砜霉素残留检

测的要求ꎬ符合中国农业农村部、欧盟、美国甲砜霉

素残留检测的规定[１￣３]ꎮ

图 ４　 ２５.０ μｇ / ｋｇ ＴＡＰ 标准品(ａ)、空白鹌鹑蛋(ｂ)和空白鹌鹑

蛋添加 ２５.０ μｇ / ｋｇ ＴＡＰ(ｃ)的色谱图

Ｆｉｇ.４ 　 Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｏｆ ２５. ０ μｇ / ｋｇ ＴＡＰ ｓｔａｎｄａｒｄ ( ａ)ꎬ
ｂｌａｎｋ ｑｕａｉｌ ｅｇｇｓ ( ｂ) ａｎｄ ｂｌａｎｋ ｑｕａｉｌ ｅｇｇｓ ｗｉｔｈ ２５. ０
μｇ / ｋｇ ＴＡＰ (ｃ)

表 ２　 鸽蛋和鹌鹑蛋中 ＴＡＰ 的添加回收率和精密度(ｎ＝６)
Ｔａｂｌｅ ２　 Ｆｏｒｔｉｆｉｅｄ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ＴＡＰ ｉｎ ｐｉｇｅｏｎ ｅｇｇｓ ａｎｄ

ｑｕａｉｌ ｅｇｇｓ (ｎ＝６)

基质
添加质量比
(μｇ / ｋｇ)

回收率
(％)

相对标准
偏差(％)

日内相对
标准偏差

(％)

日间相对
标准偏差

(％)

鸽蛋 ９.９ ８３.２３±２.６２ ３.１５ ２.７８ ３.５３

２５.０ ９４.５４±３.６６ ３.８７ ４.３２ ５.２２

５０.０∗ ９３.４３±２.５７ ２.７５ ２.９４ ３.３６

１００.０ ９５.７２±３.４０ ３.５５ ３.０５ ４.１０

鹌鹑蛋 ９.７ ８４.３７±３.１２ ３.７０ ３.９１ ４.２５

２５.０ ９５.０２±１.８９ １.９９ ２.７４ ３.４４

５０.０∗ ９４.２６±２.８２ ２.９９ ３.６６ ４.０８

１００.０ ９７.１２±２.３０ ２.３７ ３.４８ ４.９８
∗表示鸽蛋和鹌鹑蛋中 ＴＡＰ 的最高残留限量ꎮ

２.４　 最佳提取方法

本研究比较了超声提取、涡旋震荡提取、涡旋震

荡＋超声提取和 ＡＳＥ 提取对鸽蛋和鹌鹑蛋中甲砜霉

素提取效果的影响ꎬ结果见表 ３ꎮ 在超声和涡旋震

荡条件下ꎬＴＡＰ 的回收率较低ꎬ虽然利用超声结合

涡旋震荡的方法提取的回收率与 ＡＳＥ 法提取的回

收率接近ꎬ但 ＡＳＥ 法提取后不需要再结合 ＳＰＥ 柱进

行净化ꎬ减少了操作带来的误差的同时ꎬ也缩短了前

９０２王旭堂等:超高液相色谱荧光检测法测定鹌鹑蛋和鸽蛋中甲砜霉素残留量



处理所用的时间ꎮ 此外ꎬ本研究中还对不同比例提

取剂进行了效果对比ꎬ结果见表 ４ꎬ由表 ４ 可发现ꎬ
提取剂选择乙腈 ∶ 氨水(９８ ∶ ２ꎬ体积比)时效果最

佳ꎬ目标物的回收率均在 ９２ ０％以上ꎮ 最后试验对

ＡＳＥ 提取方法的温度和提取时间进行了优化ꎬ分别

比较了 ４０ ℃、６０ ℃、８０ ℃、１００ ℃、１２０ ℃温度下ꎬ２
ｍｉｎ、３ ｍｉｎ、５ ｍｉｎ、８ ｍｉｎ 时 ＴＡＰ 的回收率ꎬ最终发现

在 ８０ ℃ꎬ５ ｍｉｎ 时为最佳的萃取条件ꎬ可获得最佳的

效果ꎮ

表 ３　 不同提取方法对鸽蛋和鹌鹑蛋中甲砜霉素回收率的影响

Ｔａｂｌｅ ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｍｅｔｈｏｄｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ
ｔｈｉａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ ｉｎ ｐｉｇｅｏｎ ｅｇｇｓ ａｎｄ ｑｕａｉｌ ｅｇｇｓ

基质

甲砜霉素回收率(％)

ＬＬＥ 超声
提取

ＬＬＥ 涡旋
震荡提取

ＬＬＥ 涡旋震
荡＋超声提取

ＡＳＥ 提取

鸽蛋 ３４.４４±３.０３ ６９.８９±２.７４ ８５.３２±２.９０ ８６.９３±２.２３

鹌鹑蛋 ３６.１４±２.９０ ７２.１２±２.８１ ８３.４５±２.６６ ９０.０５±１.９９
ＬＬＥ:液液萃取ꎮ

表 ４　 不同比例提取试剂对鸽蛋和鹌鹑蛋中甲砜霉素回收率的影响(％)
Ｔａｂｌｅ ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｐｒｏｐｏｒｔｉｏｎｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｒｅａｇｅｎｔｓ ｏｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｏｆ ｔｈｉａｍｐｈｅｎｉｃｏｌ ｉｎ ｐｉｇｅｏｎ ａｎｄ ｑｕａｉｌ ｅｇｇｓ

基质

甲砜霉素回收率(％)

乙腈 ∶ 氨水＝ ９９ ∶ １
(体积比)

乙腈 ∶ 氨水＝ ９８ ∶ ２
(体积比)

乙腈 ∶ 氨水＝ ９７ ∶ ３
(体积比)

乙腈 ∶ 氨水＝ ９６ ∶ ４
(体积比)

乙腈 ∶ 氨水＝ ９５ ∶ ５
(体积比)

鸽蛋 ９２.４４±２.６１ ９２.６４±２.１１ ８２.２８±３.１１ ７５.５２±２.３７ ６３.２４±２.３３

鹌鹑蛋 ９１.２９±２.３０ ９２.８４±２.３０ ８７.２７±２.０２ ７０.８１±１.９０ ６５.６７±２.０７

３　 讨 论

３.１　 样品前处理方法的优化

在研究过程中ꎬ样品的前处理对试验结果的准

确性有着很大的影响ꎮ Ｘｉｅ 等[１６] 以乙酸乙酯 ∶ 乙

腈 ∶ 氢氧化铵(４９ ∶ ４９ ∶ ２ꎬ体积比)作为提取剂ꎬ利
用液液萃取的方法提取鸡蛋中的 ＴＡＰ、氟苯尼考

(ＦＦ)和氟苯尼考胺(ＦＦＡ)ꎬ经己烷脱脂后ꎬ用反相

高效液相色谱￣荧光检测法检测ꎬ ＴＡＰ 回收率在

８６ ４％以上ꎻＡｌｅｃｈａｇａｅｅ 等[１７]采用固相萃取的方法ꎬ
在甲醇与乙酸￣乙酸铵缓冲液(５ ｍｍｏｌ / ｍｏｌꎬｐＨ ５)色
谱柱条件下提取动物源食品中的 ＴＡＰ、氟苯尼考

(ＦＦ)和氟苯尼考胺(ＦＦＡ)ꎬ再通过 ＵＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 检

测法检测分析ꎬ也获得了较好的检测效果ꎮ
３.２　 ＵＰＬＣ￣ＦＬＤ 检测条件的优化

在色谱法检测中ꎬ色谱柱与流动相的选择是影

响检测结果的重要因素ꎮ Ｅｖａｇｇｅｌｏｐｏｕｌｏｕ 等[１８]、
Ｚｈａｎｇ 等[１９]以及 Ｓｉｃｈｉｌｏｎｇｏ 等[２０]检测动物源食品中

氯霉素类药物残留时都利用了 Ｃ１８ 色谱柱ꎬ均获得

了较好的检测效果ꎮ 因此本试验中也采用了 ＡＣ￣
ＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣＲ ＢＥＨ Ｃ１８ (２.１ ｍｍ× １００ ０ ｍｍꎬ１ ７
μｍ)柱ꎮ 本研究在谢恺舟等[２１] 利用高效液相色谱

荧光检测法检测鸡蛋中甲砜霉素残留量的基础上ꎬ
比较了 １ ｍｍｏｌ / Ｌ、３ ｍｍｏｌ / Ｌ、５ ｍｍｏｌ / Ｌ和 １０ ｍｍｏｌ / Ｌ
十二烷基硫酸钠ꎬ０ ｍｍｏｌ / Ｌ、３ ｍｍｏｌ / Ｌ、５ ｍｍｏｌ / Ｌ、１０

ｍｍｏｌ / Ｌ和 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＮａＨ２ ＰＯ４ꎬ ０ ０１％、 ０ ０３％、
０ ０５％和 ０ １０％三乙胺用量和不同 ｐＨ 值对目标化

合物所产生的影响ꎬ并对流动相进行优化ꎮ 通过对

比得出ꎬ以乙腈为流动相 Ａꎬ以内含 ５ ｍｍｏｌ / Ｌ磷酸

二氢钠、３ ｍｍｏｌ / Ｌ十二烷基硫酸钠和 ０ ０５％的三乙

胺水溶液(调 ｐＨ 为５ ３±０ １)作为流动相 Ｂ (Ａ ∶
Ｂ＝ ３６ ∶ ６４ꎬ体积比)ꎬＴＡＰ 的色谱峰与杂质峰达到

很好的分离ꎮ 同时进一步优化目标物质的检测波

长ꎬ最终选择了激发波长 ２３３ ｎｍꎬ发射波长 ２８４ ｎｍꎬ
在此条件下既达到了目标物的高响应值ꎬ又无杂质

的干扰ꎮ
３.３　 ＵＰＬＣ￣ＦＬＤ 法的突出优势

ＵＰＬＣ 是在 ＨＰＬＣ 的理论及原理基础上发展起

来的一个新兴的领域ꎬ与传统的 ＨＰＬＣ 相比ꎬＵＰＬＣ
采用了更短的色谱柱和更高的流速ꎬ使得分离效果

更突出ꎮ 在同样条件下ꎬＵＰＬＣ 能分离的色谱峰比

ＨＰＬＣ 多出一倍以上ꎬ得出的图谱也更精确ꎮ 同时ꎬ
ＵＰＬＣ 能以较快的速度或较好的分辨率完成对特征

分析的高通量库筛选ꎬ而这两点都能使分离效率得

到提高ꎬ效率的提高进一步提高了灵敏度ꎮ 总体而

言ꎬＵＰＬＣ 突破了普通 ＨＰＬＣ 的极限ꎬ在相同条件

下ꎬＵＰＬＣ 的速度、灵敏度及分离度更高ꎬ它缩短了

分析时间ꎬ同时减少了溶剂用量ꎬ降低了分析成本ꎬ
结合检测精度更高的 ＦＬＤ 检测器ꎬ使得研究结果更

加精确ꎮ 为这种分离技术的广泛应用提供了可能ꎮ
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本试验首次建立了 ＡＳＥ￣ＵＰＬＣ￣ＦＬＤ 方法ꎬ检测

鹌鹑蛋和鸽蛋中 ＴＡＰ 的残留量ꎬ为动物源食品中

ＴＡＰ 的残留检测提供了新的技术方法ꎮ 该检测方

法简便、快速、高效ꎬ检测结果满足美国、欧盟和中国

对动物性食品中甲砜霉素残留检测的要求ꎮ
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