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实验技术与方法
基质固相分散*亲水交互作用色谱*串联质谱法测定牛奶中

#种氨基糖苷类抗生素残留量
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摘$要!目的$研究亲水交互作用色谱*串联质谱测定牛奶中 # 种氨基糖苷类抗生素的方法’ 方法$样品经含二

氧化硅和乙二胺四乙酸二钠混合材料进行基质固相分散提取后&用含 %>!g甲酸的超纯水洗脱&亲水交互作用色

谱*串联质谱分析&对样品前处理的模式和条件!色谱分析的固定相和流动相进行优化’ 结果$三个浓度的样品加

标试验结果显示&回收率为 ,#>]gb",>#g&相对标准偏差为 )>-gb+>,g"’i,%&定量限和检出限分别为 +>%b+%

和 &>#b&# !6?L6’ 结论$建立的分析方法简便!准确!灵敏&满足牛奶中 # 种氨基糖苷类抗生素残留检测要求’

关键词!液相色谱*串联质谱( 亲水交互作用( 基质固相分散( 动物源性食品( 氨基糖苷类抗生素( 牛奶( 兽药

残留

中图分类号!’!##$$文献标识码!($$文章编号!!%%)*+)#,"&%!"#%-*%&&&*%#
!"#$!%>!-#"%?4;849@;&%!">%->%%,

!&*&+’,0/*,(0(3I /’,0(-247(),1&+&),1.&),0’,2;64 ’/*+,D )(2,1=%/)&
1,)=&+),(0<%41+(=%,2,7,0*&+/7*,(07%+(’/*(-+/=%4<*/01&’’/)))=&7*+(’&*+4

^(E\A105!% AXBJ@0Fe1F56&% [(E\M1V10-% ‘.E\WF56K05)

"!>D@<56I3 D<5=G<9FGZ1:<0:<DF5=GF205I SG<P<5=1F5% J18@305 D@<56I3 ,!%%)!% D@150(
&>T1w05 ^<1K056D<5=G<9FGZ1:<0:<DF5=GF205I SG<P<5=1F5% J@005V1T1w05 ]!%%!,% D@150(

->T1w05 D<5=G<9FGZ1:<0:<DF5=GF205I SG<P<5=1F5% J@005V1T1w05 ]!%%,+% D@150(
)>̂ <:=D@150J8@FF2F9S3Q218W<02=@% J18@305 B51P<G:1=K% J18@305 D@<56I3 ,!%%)!% D@150#

56)*+/7*$ "6A&7*,>&$NF<:=0Q21:@ 0/<=@FI 9FGI<=<G/150=1F5 F9# 0/15F62K8F:1I<G<:1I3<:15 /12L QK@KIGFO@1218
15=<G08=1F5 8@GF/0=F6G0O@K*=05I</ /0:::O<8=GF/<=GK;B&*%(1)$ N@<:0/O2<U0:<V=G08=<I QK/0=G1V:F21I O@0:<

I1:O<G:1F5 U1=@ :1218F5 05I <=@K2<5<I10/15<=<=G008<=18081I I1:FI13/:02=;(9=<G=@<<23=1F5 3:156%>!g 9FG/18081I% =@<

:0/O2<U0:I<=<8=<I QK@KIGFO@121815=<G08=1F5 8@GF/0=F6G0O@K*=05I<//0:::O<8=GF/<=GK;N@<8F5I1=1F5:F9<23=1F5 9FG

/FQ12<O@0:<05I 0502K:1:9FG/0:::O<8=GF/<=GKU<G<FO=1/1c<I;:&).2*)$N@<G<8FP<G1<:F9=@G<<:O1L<I U<G<0=,#>]g*

",>#g 05I =@<G<20=1P<:=05I0GI I<P10=1F5:F9I<=<8=1F5 U<G<0=)>-g*+>,g " ’i,#;N@<21/1=:F9e305=19180=1F5 05I

I<=<8=1F5 U<G<+>%*+% !6?L605I &>#*&# !6?L6;C(072.),(0$N@</<=@FI 1::1/O2<% 0883G0=<% :<5:1=1P<05I 1=805 /<<=

=@<I<=<G/150=1F5 G<e31G</<5=:F9IG36G<:1I3<:15 9FFI:;

8&4 9(+1)$ A1e31I 8@GF/0=F6G0O@K*=05I<//0:::O<8=GF/<=GK( @KIGFO@121815=<G08=1F5( /0=G1V:F21I O@0:<I1:O<G:1F5(
051/02I<G1P<I 9FFI( 0/15F62K8F:1I<( /12L( P<=<G150GKIG36G<:1I3<:

收稿日期!&%!"*%-*&+

基金项目!中国博士后面上项目$&%!&R#&!]%-%

作者简介!王炼$男$主任技师$研究方向为有机污染物残留分析

.*/012):<O=UF2P<:54U27!,-;8F/

$$氨基糖苷类抗生素"0/15F62K8F:1I<:%(\:#是由
链霉菌属和小单孢子菌属在生长过程中产生的一
类广谱的抗生素%对革兰阴性菌感染引起疾病作用
尤其明显%是人体和动物经常使用的药物之一 * !+ ,

由于 (\:会引起耳毒性和中毒性肾损伤%为了防止
通过食物链引起中毒%&%%, 年欧盟就禁止将其作为
动物的生长促进剂使用%美国)日本等也规定了在
食品中的最大残留量%我国也加强了 (\:在动物源
性食品中的残留监控%见表 !,

(\:主要包含两个或多个氨基糖%由配苷键与
中心的己糖或戊糖相连%相对于其他抗生素%(\:分
子量较大, 由于氨基的存在%(\:表现为弱碱性%而
较多羟基的结构使其具有极高的水溶性%强极性
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$$$ 表 !$欧盟及其他部分国家的 (\:最大残留限量标准
N0Q2<!$(\:/0V1/3/G<:1I3<21/1=9FG.B05I F=@<G8F35=G1<:

国家?组织 双氢链霉素 链霉素 大观霉素 卡那霉素

欧盟 *&+

美国 *-+

加拿大 *)+

日本 *#+

中国 *,+

肉 #%% !6?L6%奶 &%% !6?L6 肉 #%% !6?L6%奶 &%% !6?L6 肉 &%% !6?L6%奶 &%% !6?L6 !

肉 #%% !6?L6 肉 #%% !6?L6 牛肉 &#% !6?L6%猪肉 !%% !6?L6 !

牛奶 !&# !6?L6 牛奶 !&# !6?L6 可食用组织 !%% !6?L6 !

肉 ,%% !6?L6%奶 &%% !6?L6"计
两者总量#

! 肉 #%% !6?L6%奶 &%% !6?L6 肉 )% !6?L6%奶 )%% !6?L6

! ! 可食用组织 !%% !6?L6 肉 !%% !6?L6%肝 -%% !6?L6

注$!表示无该项标准

和高水溶性也给样品前处理和色谱增加了难度, 采
用液液萃取*]+和固相萃取*++的前处理方式处理牛奶
样品%加标回收率不甚理想, 柱后衍生*高效液相色
谱*紫外?荧光*]*++ )毛细管电泳*"+两种检测方法虽然
简便%但灵敏度不高%传统的液相色谱*串联质谱"AD*
RJ?RJ#方法在流动相中加入离子对试剂%灵敏度较
色谱方法有提高%但离子对试剂导致系统稳定性差和
高离子强度抑制待测物电离的问题比较突出*!%*!!+ ,

亲 水 交 互 作 用 色 谱 " @KIGFO@1218 15=<G08=1F5
8@GF/0=F6G0O@K% WXAXD#近来发展迅速%使用反相液相
色谱"’SAD#的流动相%可分离强极性有机物%解决了
(\:的分离问题*!&*!-+ %且易与质谱联用*!)*!#+ ,

本试验利用基质固相分散 "/0=G1V:F21I O@0:<
I1:O<G:1F5% RJSZ#技术对高水溶性的 # 种 (\:进行
提取后%经 WXAXD*RJ?RJ 检测%方法简便且灵敏度
高%适合于牛奶中 (\:的残留检测%可满足国内外
对 (\:的残留限量标准,

!$材料与方法
!>!$主要仪器与试剂

B2=1/0=<Z\S*-,%% 高效液相色谱 "美国赛默
飞#%aNG0O-&%% 串联质谱仪"美国 (MJ81<V#%pFG=<V
\<513:- 型涡旋混匀器%&%-) 型真空泵%p1:1OG<ONR*
ZA固相萃取系统"美国 J<O328F#%固相萃取" JS.#
空管 " , /2# 及配套熔融玻璃隔板均购自美国
(612<5=% J1.AD$ YQ<21:8’ 色 谱 柱 " &>! // f

!%% //% # !/%美国 JX.ADN<8@5F2F61<:#,
大观霉素 " "">%g%D(J$ !,"#*]]*+#)链霉素

""+>%g%D(J$#]*"&*!#)双氢链霉素""">%g%D(J$
]]%"-*&"*"#)阿米卡星 " "+>%g%D(J$-]#!]*&+*##)

卡那霉素"")>#g%D(J$+%,-*%]*+#标准品均购自德
国 ZG;.@G<5:=FG9<G\/QW%二氧化硅" J1Y& #填料"美
国 J16/0#%乙二胺四乙酸二钠盐".ZN(二钠盐%分
析纯#%甲醇)乙腈均为 WSAD级%甲酸"色谱纯#%试
验用水均为超纯水,
!>&$方法
!>&>!$标准溶液的制备

分别准确称取 #>% /6大观霉素)链霉素)双氢

链霉素)阿米卡星)卡那霉素标准品%用 !% /2甲醇*
水 " ]% m-%% FCF# 溶 解% 配 得 各 分 析 物 浓 度 为
%># /6?/2储备液%保存棕色瓶中, 用甲醇稀释各储
备液 #% 倍%得到各分析物浓度为 !% !6?/2的标准
中间液,
!>&>&$样品前处理

取 %># 6牛奶)!>&# 6J1Y& 填料和 !>&# 6.ZN(

二钠盐于玻璃研钵中%研磨混匀后%将样品填入具
有筛板的 JS.管中, 依次用 & /2乙腈)& /2乙腈*
!>%g甲酸 " "# m#% FCF#) & /2乙 腈*!>%g甲 酸
""% m!%%FCF#)& /2乙腈*!>%g甲酸"+# m!#%FCF#洗
涤研钵和玻璃棒%并转入 JS.管中在强真空状态下
淋洗%控制流速为 %># b!>% /2?/15, 最后用 & /2
%>!g甲酸溶液以 %># /2?/15 的速度洗脱%并收集
洗脱液, 用乙腈将洗脱液准确定容至 & /2%用
%>&& !/滤膜过滤后分析,
!>&>-$基质曲线的制备

用不含所测定的 # 种 (\:的牛奶作为基质%按
!>&>& 步骤得到空白基质作为溶剂%吸取不同量的
各分析物的标准中间液%配制成不同浓度的混合标
准系列"其中双氢链霉素浓度分别为 &)#)&%)!%%)
&%% 56?/2(大观霉素和卡那霉素浓度分别为 ))!%)
)%)&%%))%% 56?/2(链霉素和阿米卡星浓度分别为
&%)#%)&%%)! %%%)& %%% 56?/2#, 所有溶液均放置
于_&% r冰箱中避光保存,
!>&>)$仪器条件

色谱$色谱柱$ J1.AD$ YQ<21:8’" &>! //f

!%% //% # !/#%流动相 (为含 %>!g甲酸的乙腈%

流动相 M为 %>!g甲酸%柱温为 )% r%进样量为
&% !2%流速为 %>- /2?/15%梯度洗脱条件见表 &,

表 &$梯度洗脱条件

N0Q2<&$DF5I1=1F5 F96G0I1<5=<23=1F5
时间?/15 (?g M?g
%>%% "% !%
!>%% )# ##
->%% # "#
,>%% # "#
,>%! "% !%
">%% "% !%
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$$质谱$电离模式为电喷雾正离子源 ".JXh#%气
帘气压力"DB’#为 !]& LS0%碰撞气压力"D(Z#为
-)># LS0%离子源电压为 # #%% p%离子源温度为
##% r%雾化气压力为 !]& LS0%辅助加热气压力为
!]& LS0, 扫描模式为多反应离子监测 "R’R#%离
子条件见表 -,

表 -$# 种 (\:的 R’R条件

N0Q2<-$R’R8F5I1=1F5 F991P<(\:

分析物
一级离子
?"5CD#

产物离子
?"5CD#

去簇电压
?p

碰撞能量
?p

大观霉素

链霉素

双氢链霉素

阿米卡星

卡那霉素

--->!

#+&>&

#+)>&

)&#>&

)+#>&

!)%>%# ,# -%
!&!>" ,# --

&,->-# !,% )&
&),>! !,% #%

&,->)# +% -"
&),>! +% #&
&,)>- -! &-

!,->%# -& -%

!,->!# -- -&
&%#>! -- -%

注$#为定量离子

&$结果与分析
&>!$RJSZ条件优化

RJSZ具有简便快速)提取效率高等优点%常用
于动物源性食品中兽药多残留检测的样品前处
理 * !,+ , 本试验采用 J1Y& 填料与 .ZN(二钠盐共同
组成提取材料"J1Y& 吸附 (\:%.ZN(二钠盐有利于
除去牛奶基质中的金属离子#对牛奶中 # 种 (\:进
行提取, 考察了水)%>!g甲酸以及乙腈等溶液的洗
脱效果%用样品的加标回收率 "添加双氢链霉素和
卡那霉素 -% !6?L6%大观霉素 ,% !6?L6%链霉素和
阿米卡星 -%% !6?L6#考察提取效率, 采用乙腈洗
脱%# 种 (\:均不能被洗脱(采用水或一定浓度的甲
酸水溶液洗脱%结果显示 # 种 (\:均能被洗脱%比
较而言%甲酸水溶液洗脱得到的各分析物回收率高
于水洗脱, 进一步优化甲酸浓度对洗脱效率的影
响%分别用 %>!g)%>&#g)%>#g)%>]#g)!>%g甲酸
水溶液洗脱%计算样品加标回收率%结果表明%采用
%>!g甲酸水溶液洗脱时%各分析物的回收效果最
好%回收率范围为 ]!>-gb"->)g,

为了减少质谱分析时的基质效应%尽量除去牛
奶样品中的干扰物质%方法采用乙腈)乙腈*甲酸混
合溶液淋洗以除去牛奶中不同极性的干扰物质,
本试验将乙腈作为淋洗液%并逐渐加大 !>%g甲酸
的比例以除去样品中的杂质%将每段淋洗液均收集
进样%发现在乙腈*!>%g甲酸"+% m&%%FCF#的淋洗液
中可以检出少量阿米卡星, 最终确定依次采用 & /2
乙腈)& /2乙腈*!>%g甲酸""# m#%FCF#)& /2乙腈*

!>%g甲酸 " "% m!%%FCF#) & /2乙腈*!>%g甲酸
"+# m!#%FCF#淋洗除杂%& /2%>!g甲酸溶液洗脱目
标化合物,

&>&$WXAXD条件优化

用于 WXAXD的固定相为极性%易吸附水分和
其他极性溶剂%从而促进溶质从大量流动相中分
配至固定相表面上被部分吸附的极性液层, 适合
于 WXAXD的固定相有未衍生化的硅胶或杂化颗
粒)酰胺)氨基)二醇)两性离子 "‘XD#以及不常用
的环糊精类和聚琥珀酰亚胺键合物质等类型, 其
中有文献 * !]+报道%适合于分离 (\:的有未衍生化
的硅胶)杂化颗粒和 ‘XD三种%其中 ‘XD对 (\:的
分离效果较好, 近年来有文献 * !++报道%在 WXAXD
基础上键合弱离子交换性质的固定相%如 YQ<21:8
’)YQ<21:8E色谱柱%对无极性)弱极性和极性的混
合物分离效果良好, 本试验考察了以烷基三甲铵
乙酯的 WXAXD色谱柱 "‘XD*WXAXD# )结合离子交换
作用的 WXAXD色谱柱 "YQ<21:8’#两种固定相%对
流动相溶液)甲酸浓度)乙酸铵浓度进行了一系列
的比较分析,

使用 ‘XD固定相时%用三元等度洗脱条件%保
持乙腈比例 &%g不变%改变乙酸铵与甲酸的浓度
和比例%以研究流动相离子强度与 OW值对保留时
间和峰形的影响, 最终确定了最优流动相为乙
腈*!#% //F2?A乙酸 铵*!>%g甲 酸 " &% m)% m)%%
FCF# ,

使用 YQ<21:8’柱时%分别用水)乙腈和甲醇作
为标准溶液稀释剂%试验发现甲醇作为稀释剂时
响应值最高, 以文献 * !"+的方法为基础%优化了
流动相条件%结果显示 %>!g甲酸与含 %>!g甲酸
的乙腈作为流动相时%分析物的响应值最高, 两
种色谱柱在优化得到的分析条件下%分析标准物
质"各分析物浓度均为 ! !6?/2#的色谱图见图 !,
链霉素和双氢链霉素理化性质相近%在色谱上不
能分离%只有通过有差异的一级离子 "链霉素 5CD
#+&>&%双氢链霉素 5CD#+)>&# %提取离子方式区
分, 结果显示%两种类型的 WXAXD色谱柱均能满
足方法要求%但使用 YQ<21:8’柱分析时灵敏度优
于 ‘XD柱,

&>-$方法有效性

用空白基质配得不同浓度的混合标准溶液%以
各化合物浓度" 56?/2#为横坐标%峰面积为纵坐标%
得到线性回归方程, 在一定的范围内%# 种 (\:线
性关系良好%相关系数 "$#在 %>""& # b%>""" " 之
间, 方法的检出限"信噪比i-#为 &>#b&# !6?L6%
定量限"信噪比i!%#为 +>%b+% !6?L6%见表 ),
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注$! 为大观霉素(& 为链霉素(- 为双氢链霉素() 为阿米卡星(# 为卡那霉素(0为 YQ<21:8’柱(Q 为 ‘XD柱

图 !$# 种 (\:在两种色谱柱中的 R’R图
H163G<!$R’R8@GF/0=F6G0/:F9# (\:F5 =UF8F23/5:

表 )$# 种 (\:的线性范围)相关系数及灵敏度
N0Q2<)$A15<0GG056<% 8FGG<20=1F5 8F<99181<5=05I :<5:1=1P1=K

F9# (\:

分析物
线性范围
?" 56?/2#

相关系数
"$#

检出限
?"!6?L6#

定量限
?"!6?L6#

大观霉素 ) b)%% %>""" " #>% !,

链霉素 &% b& %%% %>""& # &# +%

双氢链霉素 & b&%% %>"") ] &># +>%

阿米卡星 &% b& %%% %>""" ] &# +%

卡那霉素 ) b)%% %>""" - &># +>%

$$用空白样品添加标准溶液的方法测定加标回
收率, 分别添加 - 个水平浓度%按照所建立的方法
进行样品前处理及测定%每个浓度水平进行 , 次重
复测定%计算加标回收率及精密度%结果见表 #, 牛
奶中 # 种 (\:平均加标回收率在 ,#>]gb",>#g之
间%相对标准偏差"N7<#在 )>-gb+>,g之间%可以
满足检测方法的要求,

表 #$# 种 (\:的加标回收率和精密度"’i,#
N0Q2<#$JO1L<I G<8FP<GK05I OG<81:1F5 F9# (\:

化合物 添加水平?"!6?L6# 平均回收率?g N7<?g

大观霉素

链霉素

双氢链霉素

阿米卡星

卡那霉素
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&>)$实际样品测定
将本方法应用于市售[)R)W三个品牌的 !%个品

种共 !%%份牛奶样品中 #种 (\:的残留检测, (\:含
量均在 #% !6?L6以下%满足国家标准限量要求,

-$小结
本试验建立了同时测定牛奶样品中 # 种 (\:

"大观霉素)链霉素)双氢链霉素)阿米卡星及卡那
霉素#残留的 WXAXD*RJ?RJ 方法%样品前处理方法
简便)快速%基质干扰少%能够满足我国牛奶中 (\:
残留限量检测要求,
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实验技术与方法
高效液相色谱*串联质谱法测定食品用纸制品中氯酚类化合物残留量

张志荣&张来颖&王玉江&刘裕婷&信振江
!北京市丰台区疾病预防控制中心"北京$!%%%]!#

摘$要!目的$建立高效液相色谱*串联质谱 "WSAD*RJ?RJ%同时测定食品用纸制品中 &&)*二氯酚!&&)&,*三氯

酚!&&-&)&,*四氯酚!五氯酚 ) 种氯酚类化合物残留量的检测方法’ 方法$样品经 %>#g甲酸甲醇超声提取后&混合

型阴离子交换固相萃取柱净化&以 WJJ N- 色谱柱"&>! //f!%% //&!>+ !/%分离待测物&采用电喷雾离子化&负离

子扫描和多反应监测模式 "R’R%检测&以保留时间和特征离子对定性&内标法定量’ 结果$) 种待测物在 # b

!%% !6?A浓度范围内线性关系良好&相关系数"$%均大于 %>""(方法检出限为 %>%!b%>%& /6?L6&定量限为 %>%-b

%>%, /6?L6() 种物质的添加水平为 %>%-b%>!) /6?L6时&平均回收率为 +%>!gb!!%>)g&相对标准偏差为 ->&gb

">"g"’i,%’ 结论$该方法样品前处理简单&准确性!精密度和灵敏度均较好&适用于食品用纸制品中 ) 种氯酚类

化合物残留量的检测’
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