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林可霉素 －大观霉素注射液在猪体内的残留消除研究
高　艳，岳　静，黄显会，曾振灵

（华南农业大学，国家兽药残留基准实验室，广东 广州 ５１０６４２）

摘要：【目的】对一种盐酸林可霉素－硫酸大观霉素注射液在猪组织中的残留消除进行研究，并制订该制剂在猪体
内的休药期．【方法】常规饲养条件下，将３０头健康猪随机分为６组，按猪体质量以１５ｍｇ／ｋｇ（即林可霉素５ｍｇ／ｋｇ
和大观霉素１０ｍｇ／ｋｇ）剂量颈部肌内注射盐酸林可霉素－硫酸大观霉素注射液，每天１次，连用５ｄ，于最后一次给
药后８、２４、７２、１４４、２４０、３３６ｈ各宰杀１组猪，分别采集每头猪的肌肉、肝脏、肾脏、脂肪和注射位点５种组织，采用
ＬＣＭＳ／ＭＳ法和ＨＰＬＣＵＶ法分别对林可霉素和大观霉素进行残留量测定．【结果和结论】林可霉素在猪组织中消
除较快，大观霉素消除较慢，给药后第６天所有检测组织中的林可霉素和大观霉素已全部低于最高残留限量，林可
霉素和大观霉素在猪体内各组织器官的残留浓度大小顺序均为：肾脏 ＞肝脏 ＞注射部位 ＞肌肉 ＞脂肪，表明肾脏
是二者的靶组织．结合农业部规定的林可霉素、大观霉素在猪体内的最高残留限量和 ＷＴ１４休药期软件计算结
果，建议该制剂在猪体内的休药期为８ｄ．
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　　林可霉素为林可胺类抗生素，主要抗革兰阳性
菌，大观霉素为氨基糖苷类抗生素，主要抗革兰阴性

菌，两者联用可从不同环节阻碍细菌蛋白质的合成，

具有较好的协同作用．林可霉素与大观霉素配伍常
用于防治猪沙门菌病、支原体肺炎和敏感菌引起的

母猪乳腺炎－子宫炎 －无乳综合症等疾病，临床上
还可用于治疗猪密螺旋体性痢疾［１］．随着该复方制
剂在畜牧业中的广泛使用，不可避免地引起动物组

织或其产品中药物的滞留或蓄积，不仅影响了动物

性产品的生产加工，而且还会以残留的方式进入人

体和生态系统，严重影响消费者的身体健康［２］．本文
对一种盐酸林可霉素－硫酸大观霉素注射液在猪组
织中的残留消除进行研究，旨在为临床上合理使用

该制剂提供理论依据和指导，并为制订该制剂在猪

体内的休药期和正确执行休药期的规定提供科学

依据．

１　材料与方法
１．１　主要药品与试剂

１５％盐酸林可霉素 －硫酸大观霉素注射液（其
中含林可霉素５０ｍｇ／ｍＬ，大观霉素１００ｍｇ／ｍＬ），批
号１２０６１４，由上海公谊兽药厂提供．ＢｏｎｄＥｌｕｔＣ１８固
相萃取小柱（６ｍＬ，５００ｍｇ），美国安捷伦公司．甲醇
（色谱纯），乙腈（色谱纯），正己烷（分析纯），二氯甲

烷（分析纯）等．水为符合ＧＢ／Ｔ６６８２规定的二级水．
１．２　主要溶液配制

提取液：称取磷酸二氢钾１３６ｇ，加水溶解并稀
释至１０００ｍＬ，磷酸调节 ｐＨ至４０，加入三氯乙酸
２０ｇ溶解即得．

十二烷基磺酸钠溶液：称取十二烷基磺酸钠

２７８ｇ，加水溶解并稀释至５０ｍＬ，静置２４ｈ后备用．
十二烷基磺酸钠缓冲液：称取十二烷基磺酸钠

２７８ｇ，用水溶解，加入乙酸１ｍＬ，并用水稀释至５００
ｍＬ．
１．３　仪器

美国应用生物系统公司 ＡＰＩ４０００型串联质谱仪
（配ＥＳＩ离子源）．戴安 ＵｌｔｉＭａｔｅ３０００高效液相色谱
仪（配四元泵、自动进样器、柱温箱等）．德国Ｅｐｐｅｎ
ｄｏｒｆ公司高速离心机．色谱柱：ＨｙｐｅｒｓｉｌＢＤＳＣ１８（５μｍ，
４６ｍｍ×２５０ｍｍ），大连伊利特分析仪器有限公司．
超声机：ＨＳ１０２６０Ｄ型，ＢＥＮＣＨＴＯＰ公司．
１．４　动物试验流程

３２头健康猪，其中，２头为空白对照，其余的随机

分为 ６组．按猪体质量以 １５ｍｇ／ｋｇ（林可霉素 ５
ｍｇ／ｋｇ和大观霉素１０ｍｇ／ｋｇ）剂量颈部肌内注射盐酸
林可霉素－硫酸大观霉素注射液，每天给药１次，连续
给药５ｄ，分别在给药后第８、２４、７２、１４４、２４０、３３６小时
的时间点各宰杀１组猪，采集肌肉、肝脏、肾脏、脂肪及
注射位点等５种组织，做好标记、包装，保存于－２０℃
冰箱，待测．
１．５　组织样品前处理
１．５．１　含林可霉素的样品前处理　准确称取匀质
试样（肌肉和脂肪各１ｇ，肝脏和肾脏各０５ｇ），置于
１５ｍＬ离心管中，加入２ｍＬ乙腈涡旋混匀，超声１０
ｍｉｎ，振荡１０ｍｉｎ，于４℃条件下８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０
ｍｉｎ，转移上清液，残渣用１ｍＬ乙腈重复提取１次，
合并上清液，蒸馏水稀释至１０ｍＬ．用４ｍＬ正己烷除
脂３次，８０００ｒ／ｍｉｎ离心１０ｍｉｎ，弃正己烷层，水层
过０２２μｍ滤膜，进行ＬＣＭＳ／ＭＳ测定．
１．５．２　含大观霉素的样品前处理　含大观霉素的
样品前处理过程包括提取、净化和衍生化．其中，提
取和净化过程参照我国农业部已颁布的动物性食品

中林可霉素和大观霉素残留检测气相色谱法（农业

部１１６３号公告２２００９）；衍生化过程如下：洗脱液用
氮气吹干，加１００μＬ水复溶，加入４００μＬ体积分数
为６％的三氟乙酸 －乙腈溶液和 ４００μＬ５ｍｇ／ｍＬ
２，４－二硝基苯肼 －乙腈溶液，涡旋混匀，７０℃衍生
化１ｈ，取出，冰浴２ｍｉｎ，加入１００μＬ丙酮，混匀后
于７０℃加热１０ｍｉｎ终止反应，冷却至室温，过０２２
μｍ滤膜，进行ＨＰＬＣ测定．
１．６　检测林可霉素和大观霉素的色谱条件
１．６．１　检测林可霉素的高效液相色谱 －串联质谱
条件　液相色谱条件：色谱柱：ＨｙｐｅｒｓｉｌＧＯＬＤＣ１８（５
μｍ，１５０ｍｍ×２１ｍｍ）；流速：０２５ｍＬ／ｍｉｎ；柱温：
３５℃；进样量：５００μＬ；流动相：Ａ为体积分数０１％
的甲酸水溶液，Ｂ为乙腈；洗脱梯度：流动相 Ｂ的比
例在１５ｍｉｎ内由４％线性提高到８５％，然后保持４
ｍｉｎ，再在０５ｍｉｎ内降至４％，柱平衡时间６ｍｉｎ．

质谱条件：ＥＳＩ＋离子化模式；雾化气压力
（ＧＳ１）：３４４ｋＰａ；辅助气压力（ＧＳ２）：２４１ｋＰａ；气帘气
压力（ＣＵＲ）：６８ｋＰａ；喷雾电压（ＩＳ）：５５００Ｖ；离子源
温度：６５０℃．
１．６．２　检测大观霉素的高效液相色谱条件　检测
器：紫外检测器，检测波长５００ｎｍ；色谱柱：Ｈｙｐｅｒｓｉｌ
ＢＤＳＣ１８柱（５μｍ，４６ｍｍ×２５０ｍｍ）；流动相：乙腈
－四氢呋喃 －水（体积比 ３０∶３５∶３５）；流速为 １
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ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３０℃；进样量：５０μＬ．

２　结果与分析
２．１　方法学考察

在本试验色谱条件下，林可霉素和大观霉素与

组织中其他组分分离良好，色谱峰峰形较佳，林可霉

素在猪肌肉、肝脏、肾脏、脂肪中的检测限为 ３
μｇ／ｋｇ，定量限为１０μｇ／ｋｇ，保留时间６５ｍｉｎ左右，
大观霉素在各组织中的检测限均为５０μｇ／ｋｇ，定量
限为１００μｇ／ｋｇ，保留时间８２ｍｉｎ左右．林可霉素在
猪不同组织中的线性范围为１～２００ｎｇ／ｍＬ，大观霉
素在猪不同组织中的线性范围为０１～１０μｇ／ｇ，相

关系数均在０９９以上，线性关系良好．林可霉素在
猪不同组织中的回收率为７０００％～１０６２０％，批内
变异系数为 ３５７％ ～１１１８％，批间变异系数为
４１３％～１０４２％．大观霉素在猪不同组织中的回收
率为８５６４％～９９３８％，批内变异系数为３１２％ ～
６１７％，批间变异系数为４０９％～７１９％．
２．２　组织中药物残留

将冷冻保存组织样品自然解冻，依据上述建立

的方法，对试验组猪在不同屠宰时间点采集的肌肉、

肝脏、肾脏、脂肪及注射位点５种组织进行测定，以
测得的组织样品药物峰面积代入标准曲线计算出药

物残留量．结果见表１．

表１　猪肌注盐酸林可霉素－硫酸大观霉素注射液后组织中平均残留量１）

Ｔａｂ．１　Ｍｅａｎｒｅｓｉｄｕｅｓｉｎｔｉｓｓｕｅｓａｆｔｅｒｉｎｔｒａｍｕｓｃｕｌａｒａｄｍｉｎｉｓｔｒａｔｉｏｎｏｆｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅｓｐｅｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎｓｕｌｆａｔｅｉｎｊｅｃ
ｔｉｏｎｉｎｐｉｇｓ

ｔ采样／ｈ
林可霉素残留量／（μｇ·ｋｇ－１） 大观霉素残留量／（μｇ·ｋｇ－１）

肌肉 肝脏 肾脏 注射部位 脂肪 肌肉 肝脏 肾脏 注射部位 脂肪

　８ ２００．０ ４３３．５ １６２６．６ ２６７．９ １３２．１ ４０２．８ ２３０６．６ １７６３６．８ ６９２．２ ２８７．４

２４ ＜ＬＯＱ ４５．９ ９１．０ １４０．７ １３．２ １８１．０ １９３３．２ ３１０１３．６ ３６９．０ １１９．５

７２ ＜ＬＯＱ ＜ＬＯＱ ５２．３ １３．２ ＜ＬＯＱ １３２．０ １２３７．８ １３１７０．０ ２０４．８ ＜ＬＯＱ

１４４ ＜ＬＯＱ ＜ＬＯＱ ＜ＬＯＱ ＜ＬＯＱ ＜ＬＯＱ ＜ＬＯＱ ６９３．８ ２９３１．４ １２６．５ —

２４０ ＜ＬＯＱ ＜ＬＯＱ ＜ＬＯＱ ＜ＬＯＱ ＜ＬＯＱ — ３３１．２ ９９５．２ — —　

３３６ ＜ＬＯＱ ＜ＬＯＱ ＜ＬＯＱ ＜ＬＯＱ ＜ＬＯＱ — １８６．４ ３２１．２ — —　

　１）注射剂量１５ｍｇ／ｋｇ，每天１次，连用５ｄ，ｎ＝５；＜ＬＯＱ指低于检测的定量限．

２．３　数据处理
我国农业部规定的林可霉素在猪组织中的最高

残留限量为肌肉、脂肪１００μｇ／ｋｇ，肝脏５００μｇ／ｋｇ，肾
脏１５００μｇ／ｋｇ；大观霉素在猪组织中的最高残留限
量为肌肉５００μｇ／ｋｇ，脂肪、肝脏２０００μｇ／ｋｇ，肾脏
５０００μｇ／ｋｇ．经ＷＴ１４休药期软件处理药物浓度 －
时间数据，计算得到林可霉素在各组织的休药期分

别为：肌肉２４ｈ、肝脏２４ｈ、肾脏６１６９ｈ、注射位点
为４２２６ｈ、脂肪２４ｈ；大观霉素在猪各组织的休药
期分别为：肌肉３４６１ｈ、肝脏５４４４ｈ、肾脏１７６６２
ｈ、注射位点为６７５８ｈ、脂肪８ｈ．根据农业部规定的
最高残留限量标准及上述分析结果，可知该制剂以

１５ｍｇ／ｋｇ肌注（每天１次，连用５ｄ）时在猪体内的休
药期为８ｄ．

３　讨论与结论
３．１　检测方法

先前报道的关于大观霉素的检测方法有高效液

相色谱－电化学检测法［３５］，高效液相色谱 －安培检
测法［６］，高效液相色谱 －柱前／柱后衍生化法，薄层
色谱分析法／密度测定法［７］，以及气相色谱分析

法［８１０］．本研究中，大观霉素的检测采用的是高效液
相色谱柱前衍生化法，选取２，４－二硝基苯肼作为衍
生化试剂，该试剂可与大观霉素的羰基反应生成苯

腙化合物二硝基苯肼 －大观霉素［１１］，衍生过程及衍

生产物均比较稳定．反应需在酸性条件下进行，故用
三氟乙酸控制反应过程中的酸性条件．已报道三氟
乙酸－乙腈溶液的体积分数有３％［１２］和６％［１１］，通

过比较发现体积分数为６％的三氟乙酸 －乙腈溶液
作为酸性条件控制反应过程时效果较好，因此本研

究中大观霉素的衍生化反应采用体积分数为６％的
三氟乙酸－乙腈溶液．此外，也有报道采用反相高效
液相色谱法测定林可霉素在肾脏、肝脏、肌肉和牛奶

中的残留［１３］，离子对反相高效液相色谱法测定林可

霉素在鲑鱼肌肉和皮肤中的残留［１４］，但是这些方法

都涉及到繁琐的样品提取及净化程序．Ｓｉｎ等［１３］报

道了使用液相色谱电喷雾电离串联质谱法测定林可

霉素在动物组织和牛奶中的残留，该方法准确、精

确、灵敏，且样品制备过程简单．基于此，本研究依据
实验室的实际状况对该方法进行了优化，用于测定

林可霉素在猪组织的含量．
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３．２　残留消除及休药期
林可霉素和大观霉素在猪组织中均以肾脏的残

留量最高，其次是肝脏、注射位点、肌肉、脂肪，因此，

肾脏是该２种药物在猪体内的靶组织．诸多对林可
霉素在猪和鸡体内残留和消除规律研究表明，林可

霉素在肝脏和肾脏中的残留量最高，其次为肌肉和

脂肪；对大观霉素在畜禽体组织残留和消除规律研

究表明，大观霉素在肾脏的残留量最高，其次为肝

脏，肌肉和脂肪的残留量较低．Ｈｏｒｎｉｓｈ等［１６］利用原

子示踪技术研究了给猪连续３ｄ饲喂含不同水平林
可霉素的饲料，结果表明，林可霉素在肝脏及肾脏中

的残留量远高于肌肉和脂肪中，但其消除速度很快．
Ｈｏｒｎｉｓｈ等［１６］对猪和肉鸡的研究均证明，猪、鸡组织

中林可霉素的残留量与饲料中林可霉素的浓度呈强

线性相关．因此，在实际应用中，超量添加可导致林
可霉素在动物性食品中残留超标．Ｂｅｒｇｗｅｒｆｆ等［１７］的

研究也证实了肾脏中大观霉素的残留量最高．
兽药使用指南规定盐酸林可霉素硫酸大观霉素

可溶性粉和预混剂在猪体内的休药期为５ｄ［１８］，但并
未对复方注射液作出具体规定．根据农业部规定的林
可霉素和大观霉素的最高残留限量和ＷＴ１．４休药期
软件的计算结果，建议该制剂按猪体质量以１５ｍｇ／ｋｇ
肌注（每天１次，连用５ｄ）时的休药期为８ｄ．
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