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相色谱-质谱法测定鸡蛋、牛奶中氯瓷毗昵残留

张青杰，郭宏斌，郑亚秋，贺利民，魏艳玲，骆 地
(华南农业大学兽医学院，广东广州 510642)

摘要:建立了气相色谱-质谱( GC-MS)测定鸡蛋、牛奶中氯瓷毗院残留的检测方法.采用甲醇提取鸡蛋、牛奶中待

测物，经碱性氧化铝层析柱净化，Sylon 8FT 衍生剂 80 't:衍生 60 mi口，对氯起毗院三甲基硅皖化衍生物采用选择离

子监测模式( SIM)进行检测.氯泾毗院衍生物的响应信号与其质量浓度在 5. 00 - 500. 00μglL 范围内呈良好的线

性关系，相关系数大于 0.99 ;在 5 ， 10 和 20μglkg 添加水平下，鸡蛋中待测物的平均回收率分别为 68.4% 、75.2%

和 80. 1 % ，牛奶中待测物的平均回收率分别为 79.5% 、87.1% 和 90.0% ，批内、批间相对标准偏差均小于 10% ;以 3

倍信噪比(S/N)计算方法的检出限达 2.0 μglkg; 以 10 倍信噪比(S/N)计算方法的定量限为 5.0μglkg.
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Determination .of Clopidol Residues in Egg and Milk by 
Gas Chromatography-Mass Spectrometry 

ZHANG Qing-jie , GUO Hong-bin , ZHENG Ya-qiu , HE Li-min , WEI Yan-ling , LUO Biao 

(College of Veterinary Medicine , South China Agricultural University , Guangzhou 510642 , China) 

Abstract: A COnfilτnative method to detennine clopidol residues in e距 and milk by gas chromatographY-Inass 

spectrometry (GC-MS) was established. The analyte was extracted with methanol , and then purified with a 

Bond Elut Alumina-B.咀le drug was derived at 80 "C for ωmin with Sylon BFf, and more toluene was added 

and then applied to GC-MS. 币le selected ion monitoring (SIM) mode was performed at mlz 212 ,214 ,248 and 

263. The linearity was good in the range of 5. ∞ and 5∞.∞ μ名IL with the correlation coefficients better than 

O. 99. The average recoveries fortified at 5 , 10 and 20μglkg were 68.4% ,75.2% and 80. 1 % in egg and 

79.5% ,87. 1 % and 90.0% in milk , respectively. The relative standard deviations (RSD) of intra-day and 

inter-day were less than 10%. The limit of detection (SI N = 3) was 2. 0 μglkg and the limit of quantifi­

cation (SI N = 10) was 5. 0 μglkg for clopidol in egg and milk. 
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氯起毗院(3 ， 5 -二氯 -2 ，6- 二甲基 -4 -起基

毗院) ，商品名为克球粉( coyden) ，是一种抗球虫添

加剂.氯是口比院对 9 种鸡艾美耳球虫的防治均有良

好效果且价格便宜，因此在畜禽生产中应用广泛，但

长期使用或不按照规定使用将会造成氯是口比脆在动

物性食品中残留.有研究显示氯是毗院具有一定的

致畸性和胚胎毒副作用[l] ，现在，欧盟已全面禁止氯

起毗脆在动物食品生产中使用，日本也禁止氯起口比
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院用于家禽，我国农业部 168 号公告"饲料药物添加

剂使用规范"中规定蛋鸡产蛋期禁用氯起毗院.欧

盟、美国、日本和中国等都已规定并不断修订各种动

物组织中氯起毗院的最高残留限量，我国规定氯是

口比脆在鸡肉中的残留限量为 10μglkg[2l ，牛奶中为

20μglkg[3 l ，尚没有制定鸡蛋中的最高残留限量.目

前，有关动物组织中氯起毗脏残留的检测方法报道

较多，主要有气相色谱法(GC)l4l 、高效液相色谱法
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(HPLC) [町，气相色谱·质谱联用法(GC-MS)[9-lO] ，液

相色谱-质谱联用法(LC/MS) [IIJ 和液相色谱-串

联质谱法(LC-MS/MS) [12 川等.而有关鸡蛋、牛奶等

高蛋白质含量液态基质中氯起毗院残留检测的报道

较少，且多采用液相色谱法[M]. 本研究建立了一种简

单、灵敏、可靠地检测鸡蛋、牛奶中氯起毗院残留量

的气相色谱-质谱定性定量分析方法.

1 材料与方法

1. 1 试剂及溶液

乙酸乙醋、二氯甲:皖、乙腊、甲醇和甲苯等均为

分析纯(广州化学试剂厂) ;硫酸铀(分析纯) ，使用

前需在马弗炉内 550 "C条件下锻烧 4 h ，然后于干燥

器中冷却，过 100 目筛后备用;碱性氧化铝(分析

纯) ，使用前需在马弗炉内 350 "C条件下'股烧 3_5 h , 

冷却后按每 100 g 加入 5 mL 去离子水混匀，然后于

干燥器中过夜，再在 105 "C条件下活化 1 h 后备用.

标准溶液:将氯起毗院标准品(纯度 980毛) ( Sig­

ma 公司)用甲醇配制成标准储备液.根据试验要求，

稀释成相应的标准工作液.

衍生剂: Sylon BFT( 即体积比为 99: 1 的 N ， O -

双三甲基硅基三氟乙酷胶-三甲基氯硅烧， Lo t: 

LB10842 ， Supelco 公司) . 

碱性氧化铝层析柱的制备:采用具塞的玻璃柱

(3∞ mm x15 mm) ，下端带 G3 砂芯板;先于柱中加适

量乙睛，再加入 1 cm 高的硫酸纳，中间填充 5 cm 高的

碱性氧化铝层，最后在柱上端填充 1 cm 高的硫酸铀.

1. 2 仪器

AUTOSYSTEM GC-TURBOMASS 型气相色谱­

质谱联用仪(Perkin Elmer 公司) ; KS501 digital 轨道

式摇床(IKA 公司) . 

1. 3 样品前处理

准确称取牛奶和经匀浆机搅拌均匀后的鸡蛋各

2 g 置于 50 mL 聚丙烯离心管中，加入 5 mL 甲醇均

质 1 min ，振荡 30 min. 在 4 "C ,6 000 r/min 离心 10

min，倾出上清液于鸡心瓶中;沉淀物用 5 mL 甲醇重

复提取 1 次，合并上清液，加入 2 mL 异丙醇，于旋转

蒸发仪上 50 'C水浴旋至近干，加人 5 mL 乙腊洛解，

棍匀待净化.用 15 mL 乙睛活化碱性氧化铝层析柱，

加入样品提取液，待其自然流下近干时用 10 mL 乙

腊洗脱.从上样即开始收集，直至洗脱完毕，将洗脱

液旋转蒸干，进一步放 80 "C烘箱中干燥 5 min. 取出

冷却后，加入 100μL 甲苯溶解残渣，再加入 100μL

衍生剂，密封后于 80 'C衍生 60 min. 冷却后加 800

μL 甲苯，混匀，上机.

1. 4 GC-MS 仪器分析条件

1. 4.1 GC 条件 色谱柱:熔融石英毛细管柱 DB­

lMS(30 m x 0.25 mm X 0.25μm) ;载气为高纯氮

气，流量为 0.7 mLlmin( 鸡蛋为 0.8 mLlmin) ;不分

流进样，进样量 2μL;进样口温度 220 "C ;程序升温:

起始柱温 90 "C (保持1 min) ，以 30 "C /min 的速率升

至 200 "C ，再以 5 "C /min 的速率升至 205 "C (保持

1 min) ，然后以 30 'C /min 的速率升至 280 "C (保持

3 min). 

1. 4. 2 MS 条件 电子轰击(EI)离子源，电子能量

70 eV;离子源温度 230 "C ;接口温度 280 "C.采用选

择离子监测( SIM) 模式检测，定性离子为 m/z 212 、

214 、248 和 263;定量离子为 m/z 248. 

2 结果与分析

2.1 提取净化条件的确定

鸡蛋、牛奶都是高蛋白含量的液态基质，为了有

效提取其中残留的氯起毗脏，我们进行了乙酸乙醋 J

二氯甲:皖、甲醇和乙睛等不同有机溶剂的提取试验.

试验结果表明，乙酸乙醋和二氯甲:皖为提取溶剂时，

提取液杂质较多，难以吹干，衍生效果差，回收率低;

采用甲醇和乙睛为提取溶剂，待测物回收率都比较

理想.虽然甲醇提取液中杂质相对较多，但经 5 cm 

高氧化铝层析柱处理后[叫，可得到满意的净化效果.

又考虑甲醇较乙睛经济，为此，本研究最后选用甲醇

沉淀鸡蛋和牛奶试样中的蛋白质，达到了提取和净

化目的.

2.2 定性侬据

SIM 模式下，依次比较纯溶剂与鸡蛋、牛奶基质

中氯起毗院三甲基硅酷特征离子 m/z 212 与 214 及

212 、263 与基峰 248 的相对丰度比，依据 2002/657/

EC 相关规定的要求，在允许偏差的范围内，对待测

物进行定性分析.结果表明，鸡蛋空白基质中 m/z

212 ，214 、263 与基峰 248 都元背景峰，与蝇标准比

较，相对丰度比符合 2002/657/EC 规定要求，氯起毗

院三甲基硅酶响应信号强度与鸡肉组织中类似，也

存在一定强度的基质增强效应;牛奶空白基质中 m/z

212 、214 在部分试验样品中存在背景干扰，特别是

m/z 214 碎片有时有强干扰峰，但 mlz 248 和 263 元

干扰峰，因此，在阳性样品的定性判定中，比较保留

时间的同时，离子相对丰度比的比较要考虑扣除相

应背景.

2.3 线性范围与检测限

在上述色谱条件下，将标准工作液 (5 、 10 、 20 、
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100 、250 和 500μglL) 依次从低质量浓度到高质量

浓度进样，每一质量浓度进样 3 次，按其所得峰面积

的平均值与对应的标准溶液质量浓度(μglL) 作标

准曲线，并计算标准曲线的回归方程及相关系数.试

验测得氯起口比院三甲基硅醋衍生物在 5. 00 - 500. 00 

μglL 范围内具有良好的线性(r 为0.997 6) ，标准曲

线回归方程为 y = 461. 5x - 72. 8. 以 3 倍信噪比

(S/N)计算，本方法鸡蛋、牛奶中氯起口比院检测限均

达 2.0 μglkg; 以 10 倍信噪比(S/N) 计算，本方法鸡

蛋、牛奶中氯起毗脏定量限均为 5.0 μglkg. 

2.4 准确度和精密度

采用标准添加法，将适量氯起口比睫加入到空白

鸡蛋和空白牛奶样品中，制成 5.0 、 10.0 和 20.0 μglkg 

低、中、高 3 个质量比添加样品进行回收率试验.各

质量比共测定 5 批次，每批次测试 5 个平行样品，结

果见表 1 ，典型离子流色谱图如图 1 - 4. 

表 1 鸡蛋、牛奶中添加氯控毗睫的准确度和精密度

Tab.l Accuracy and precision of clopidol spiked in egg and milk n =5 

样品
M添加(氯起口比睫)/ 回收率(主:t SD)/%

批间
(μg. kg-1 ) 2 3 4 5 

鸡蛋 5.0 75.0 士 4.4 65.4+3.9 62.8 士1. 8 68.4 :t 4.9 70.6 +4.0 68.4:t 5.9 

10.0 74.4+4 .4 73.5 :t 2. 7 83.0 :t 4. 1 77.7 :t1. 9 67.1 士 4.9 75.2 :t 6.4 

20.0 87.1 :t 4.9 81. 0 :t 3.9 80.6 :t 1. 7 76.0 :t 3.2 76.1 +3.8 80.1 :t 5. 3 

牛奶 5.0 79.6+4.9 85.3 :tl. l 72.0 +2.7 85.2 :t 4.8 75.4+4.6 79.5 :t 6.5 

10.0 88.3+3.6 79.9 :t 3.5 92.4+2.8 86.4 :t 1. 7 88.2 +4.1 87. 1 :t 5. 1 

20.0 92.3 +3.1 95.3 :t 1. 8 83.0 :t 4.9 88.9 :t 3. 6 90.6 + 2. 4 90.0 土 5.2
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图 1 空白鸡蛋选择离子流色谱图

Fig. 1 SIM chromatogram of blank egg sample 
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图 3 空白牛奶选择离子流色谱图

Fig. 3 SIM chromatogram of blank milk sample 

26milk-a5 
\OOr 
5M 
0" 

26milk-a5 
100 

住到 50 
哥哥 。
倒 26milk-a5
譬 100

50 
0 

26milk-a5 
\00 
50 
0 

m/z263 

」HVF-吊-俨『哼严---气节飞一气

-一

m/z248 

m/z214 

m/z212 

AU 

一
…

AU AV 
句
，
，

AHv ny 6m 
m 

AHvet 
o
只
U

rO AU 
『
J

LU AV fhv zo 
6.50 

图 2 鸡蛋添加氯起毗皖选择离子流色谱图(添加质量比为 图 4 牛奶添加氯起毗院总离子流色谱图和选择离子流色谱

5.0μglkg) 图(添加质量比为 5.0 μglkg) 

Fig. 2 SIM chromatogram of clopidol derivative from spiked egg Fig.4 Chromatograms of total ion current and selected ions of 

sample (5.0μglkg) clopidol derivative in milk sample (5. 0 μ吕/kg)
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从表 l 可看出，在 5.0 - 20. 0 μglkg 添加水车

上，鸡蛋中氯起口比睫的平均回收率在 68.4% 和

80.1% 之间，牛奶中氯起毗睫的平均回收率在

79.5% 和 90.0% 之间，变异系数均小于 10% ，表明该

方法稳定性、重现性较好，检测限远低于规定的有关

最大残留限量，能满足鸡蛋、牛奶中氯起毗院残留分

析检测的要求.

2.5 实际样品检测

将建立的方法用于 50 批市售鸡蛋和牛奶试样

的监测，牛奶试样均未检出氯起毗院残留，有 5 批鸡

蛋检出氯起毗睫残留，其中 1 批氯起毗院质量比达

800μglkg. 

3 结论

本文通过对高蛋白质含量液态基质中有效提取

氯起口比脆残留的溶剂筛选，建立了鸡蛋、牛奶中氯起

毗院残留的气相色谱-质谱确证分析方法.该方法

样品用量少，操作简单、快速，且重现性好、灵敏度

高、准确可靠，完全满‘足对氯起毗院残留要求越来越

严的鸡蛋、牛奶等实际样品的测定.
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