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高效液相-紫外法检测肉鸡组织中的

阿奇霉素残留
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摘   要：目的：研究建立反相液相色谱法监控肉鸡组织阿奇霉素的残留。方法：采用 C18 柱(4.6mm × 250mm，

5μm)，乙腈 - 异丙醇 -0.002mol/L 磷酸氢二钠(60:15:25，V/V)为流动相，紫外检测波长 210nm，样品用氯仿 - 异丙

醇(95:5，V/V)提取，氮气流吹干，加流动相溶解后进样。结果：阿奇霉素在 0.05～5.0μg/g 范围内与峰面积呈线

性相关，r ＞ 0.990；血清中最低检测限为 0.02μg/ml，组织最低定量限为 0.05μg/g，血清回收率＞ 83%，组织回

收率＞ 77%，RSD ＜ 5%。结论：该方法快速、精确、重复性好，符合肉鸡组织中阿奇霉素残留检测的要求。

关键词：阿奇霉素；肉鸡；残留；HPLC-UV
　　

Determination of Azithromycin Residues in Chicken Tissues by HPLC-UV Detection

XU Guang-wei1，HUANG Chun-gui2，WANG Zhen1，YAN Wen-qin3,*
(1. Jinhua Institute of Calibration and Testing for Quality and Technical Supervision, Jinhua      321000, China；

2. Bailongqiao Veterinary Station, Jinhua      321000, China；
3. Studies Affairs Office, Zhejiang Normal University, Jinhua      321004, China)

　　

Abstract ：Objective: A highly sensitive and specific method for determination of azithromycin residues in chicken tissues by

reverse-phase high-liquid chromatography was developed. Methods: Based on separation on a C18 column (4.6 mm×250 mm,

5 μm) at 210 nm with the mobile phase of acetonitrile-lsopropylalcohol-0.002 mol/L phosphate (60:15:25, V/V), samples were

extracted by using chloroform-lsopropylalcohol (95:5, V/V), dried by nitrogen flow, and injected after dissolution in the mobile

phase. Results: A good linear relationship was obtained in the concentration range of 0.05 to 5.0  μg/g (r＞0.990). The limit of

detection in serum was 0.02  μg/ml and the limit of quantification in tissue was 0.05 μg/g. The average recoveries were over 83%

in serum and over 77% in tissues, respectively, and both the intra-day and inter-day relative standard deviations were less than

5%. Conclusion: The method is quick and accurate, has good repeatability, and accords with the requirement for determining

residues of azithromycin in chicken tissues.
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阿奇霉素(azithromycin)为 15 元氮环内酯类抗生素，

化学结构是在红霉素Ａ酯环的 9α位内插一个氮原子[1]，

彻底解决了红霉素因酸缩酮化形成 8,9- 脱水红霉素 -6,9-
半缩酮的致命缺点。阿奇霉素对大多数耐红霉素杆菌有

良好的抗菌效果[2]，代谢物无活性，但存在细菌耐药性
[ 3 -4 ]、残留时间长、蓄积毒性大 [ 5 ]等潜在问题。农业部

在 2005 年底将其列入禁用兽药名单，目前仍未能有效控

制阿奇霉素在畜禽上的违禁添加使用。因此，有必要

建立动物性可食组织中阿奇霉素残留的检测方法。目前

国外对猫[6 ]、狗[ 7 ]、马[ 8 -9 ]、羊[ 10 -1 1]、兔子[ 12 ]、大马哈

鱼[13]、蟒[1,14]等动物体内阿奇霉素残留的定量分析展开

了研究，但家禽组织中阿奇霉素的残留检测方法在国内

还未见报道。本实验拟建立高效液相 - 紫外法(HPLC-UV)
测定肉鸡组织中阿奇霉素的残留，为保证肉制品安全提

供一种快捷、灵敏、可靠、准确的检测依据，确保

动物性食品安全。
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1 材料与方法

1.1 材料与试剂

阿奇霉素标准品(946 IU/mg)     中国药品生物制品检

定所；阿奇霉素对照品    浙江省金华市奥奇生物化学有

限公司；所用试剂除乙腈、甲醇为色谱纯，水为超纯

水外，其余均为国产分析纯。

1.2 仪器与设备

600E 高效液相色谱仪(包括 Warets1525 泵、Waters
2487 紫外检测器、Breeze System 色谱分析软件)    美图

W a t e r s 公司；超纯水器、旋涡混合器、离心机、匀

浆机、超声波清洗器、恒温水浴锅等。

1.3 色谱条件

色谱柱 C18 柱(4.6mm × 250mm，5μm)；流动相：

乙腈 - 异丙醇－ 0.002mol/L 磷酸氢二钠(60:25:15，V/V)；
流速 1.2ml/min；柱温为室温；紫外检测波长 210nm；

进样量 2 0μl。
1.4 动物处理

本地鸡场 55日龄体重 1.05 ± 0.03kg的麻花肉鸡，雌

雄各半，买入后单笼饲养，自由饮水，采样 7 d 前饲

喂不含任何抗菌药物的自配料(参照美国 N R C 营养标

准 ) ，每天 3 次，每天更换饮用水。

采样时将鸡侧卧固定，分离左侧翅膀下静脉，采

静脉血 5ml 于离心管中，待血液凝固后，分离(4000r/min)
出血清；宰杀后迅速取胸肌( 1 0 g ) 、肝脏、肾脏、脾

脏组织，滤纸吸净脏器表面血液并剔除筋膜，迅速生

理盐水漂洗，放入－ 2 0℃冰箱保存至测定。

1.5 标准曲线的制备

1.5.1 血清标准曲线的制备

精确称取阿奇霉素标准品 10mg 置于 100ml 量瓶中，

用甲醇溶解定容，得到含阿奇霉素 100μg/ml 的储备液，

4 ℃保存备用。实验时将储备液用甲醇稀释至所需浓

度，即得阿奇霉素工作液。

取 10 支具塞离心管分别加入空白血清 0.4ml，并加

入不同浓度的阿奇霉素标准工作液 0.1ml，得血清中阿奇

霉素浓度分别为 0 .01、0 .02、0 .05、0 .2、0 .8、1 .0、
2.5、5μg/ml 的系列标准血清样品，涡旋振荡 2min，加

入 0.2mol/L 磷酸盐缓冲液(pH7.5) 0.1ml，0.5mol/L 氢氧化

钠溶液 l00μl，涡旋振荡 2min，加含 5% 异丙醇的氯仿

4ml，涡旋振荡萃取 10min，4500r/min 离心 10min，精

密吸取有机层，45℃水浴氮气流吹干，加流动相 l00μl 涡
旋 2min，用 0.45μm 滤膜过滤，取 20μl 进样分析，以

阿奇霉素的峰面积对阿奇霉素浓度作标准曲线。

1.5.2 组织标准曲线的制备

精确称取 2.0g 解冻的空白组织样品，剪碎后加入匀

浆介质 4g 磷酸盐缓冲液(pH7.5)，10000r/min 匀浆 10min，

制成空白匀浆组织液；准确称取 1.5g 匀浆液(相当于 0.5g
组织)于 10ml 离心管中，加入阿奇霉素工作液适量，后

续操作与血清样品处理方法相同。

1.6 组织回收率测定

取空白的血清和组织样品，加入阿奇霉素工作液配

制成 0.10、0.80、2.50μg/ml(μg/g)三个水平的血清、肝

脏、肾脏、肌肉、脾脏样品，按标准曲线制备方法

处理后进样测定，同时将对应三个水平的阿奇霉素用流

动相溶解作反相 HPLC 分析，每一样品均重复 8 次，按

峰面积的比值求得药物浓度。

                                 
药物浓度

组织回收率＝—————————

                          工作液配制的浓度

1.7 稳定性实验

按 1.6 方法制得 0.10、0.80、2.50 μg/ml(μg/g)三个

水平的阿奇霉素浓度，日内作 8 个重复，日间作 5 个重

复，按标准曲线制备的方法，测得实际浓度，求出每

个质量浓度的批内和批间变异系数(RSD)。

2 结果与分析

2.1 色谱行为

在本实验选定的优化色谱条件下，阿奇霉素保留时

间在 2.520～2.592min 之间，添加标准品的样品色谱峰峰

形较佳，为基线分离峰；空白组织样品在上述保留时间

附近无干扰峰出现，药物峰与溶剂峰分离良好，见图

1、2 (以血清为例)。

图1  空白血清 HPLC 色谱图

Fig.1   HPLC chromatogram of blank serum
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图2 阿奇霉素血清标准品的 HPLC 色谱图

Fig. 2  HPLC chromatogram of standard azithromycin added to
serum
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2.2 标准曲线与最低检测限

不同组织中的阿奇霉素工作液在选定的色谱条件下

用反相 HPLC 测定，当标准品浓度在 0.02μg/ml 时，血

清样品在 2 . 5 6 2 m i n 出现一小峰，可作为最低检测限

(LOD)。当药物浓度在 0.05～5.00μg/ml 范围内时，色

谱峰面积(S)与各组织中阿奇霉素浓度(C)呈良好的线性关

系，得到各组织标准曲线的线性回归方程和相关系数，

分别为血清：S ＝ 5.30 × 103+0.92 × 103C，r ＝ 0.991；
肝脏：S ＝ 4.04 × 103+1.14 × 103C，r ＝ 0.998；肌肉：

S ＝ 3.56 × 103+0.882 × 103C，r ＝ 0.990；肾脏：S ＝

3.92 × 103+0.95 × 103C，r ＝ 0.992；脾脏：S ＝ 3.91 ×

103+1.04 × 103C，r ＝ 0.991；阿奇霉素的最低定量限

(LOQ)为 0.05μg/ml。
2.3 回收率

在选定的反相 HPLC 测定条件下，鸡血清及组织的

相对回收率见表 1。由表 1 可知，在 0.10、0.80、2.50
μg / m l 添加水平时，血清回收率最高，其次为肝脏、

脾脏、肾脏和肌肉。

组织
药物浓度(μg/ml 或μg/g)

0.10 0.80 2.50
血清 83.20 ± 2.80 85.24 ± 2.71 88.19 ± 1.86
肌肉 77.48 ± 2.02 79.19 ± 2.19 81.23 ± 2.17
肝脏 81.33 ± 3.02 83.12 ± 2.60 85.34 ± 2.28
肾脏 79.39 ± 2.83 81.75 ± 2.69 84.51 ± 2.53
脾脏 80.08 ± 3.14 82.15 ± 3.06 85.22 ± 2.15

表1   肉鸡组织中阿奇霉素的回收率(n＝ 8) (%)
Table 1   Recoveries of azithromycin in chicken serum and tissues

(n＝ 8) (%)

2.4 稳定性实验结果

日内和日间的变异系数(RSD)见表 2。由表 2 可知，

各组织的日间变异系数都大于日内的变异系数；此外随

着药物浓度的增加，各组织的变异系数普遍存在逐渐变

小的趋势，表明稳定性与药物浓度存在正相关关系。

学法(HPLC-EC)[9]、高效液相 - 质谱法(HPLC-MS)[14]来提

高精密度，但所用仪器和检测环境要求较高，一般实

验室难以满足，而无法在食品监管检测部门普及应用。

阿奇霉素为大环内酯类抗生素，结构中无共轭体系，紫

外吸收较弱，但在 210nm 处有较强吸收，适合用反相

HPLC 来分析。本研究结果表明，反相 HPLC 法测得的

阿奇霉素最低定量限比国外文献[11]～[13]报道的微生物

法要低一些 (0.074μg/ml)，明显低于国内制定的其他大

环内酯类在可食组织中的最高残留量(MRLS)[15]。而阿奇

霉素在安全性上优于红霉素和罗红霉素[16]，因此可确定

阿奇霉素在可食组织中的停药期可参照红霉素和罗红霉

素[17]的最高残留量 0.10μg/g。
在分析实际样品时，若药物浓度超出 0.05～5.0μg/g

(μg/ml) 范围，可以用流动相将样品稀释至0.05～5.0μg/g 之

间。实验中还发现血清在 20μg/L 时出现了峰值，虽与

随后的浓度并不存在线性相关，但在实际抽检中仍可作

为阿奇霉素的最低检测限来判断是否在动物上违禁添加

阿奇霉素。采用本法测定血清中阿奇霉素回收率在 83%
以上，组织中阿奇霉素回收率在 7 7 % 以上，日内日间

变异系数均小于 5%，完全符合食品卫生监控部门对动

物性食品中阿奇霉素残留的检测。

总之，本实验建立的方法操作简便、易行，定量

限为 0.05μg/g，血清检测限为 0.02μg/ml，且检测数据

重复性好，回收率较高，精密度和准确度均能满足残

留分析的要求。由于饲养动物体内阿奇霉素的定量测定

方法仅限于国外，而国内还无这方面的报道，因此本

法为今后国内开展畜禽体内阿奇霉素的药代动力学研究

提供了可参考的检测方法。
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