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免疫亲和固相萃取­液相色谱串联质谱测定乳制品中的

11种氨基糖苷类药物
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摘 要：目的 建立液奶和乳粉中 11 种氨基糖苷类药物（壮观霉素、双氢链霉素、潮霉素 B、链霉素、庆大霉素 C1、
阿米卡星、庆大霉素 C2、卡那霉素、庆大霉素 C1a、妥布霉素和安普霉素）残留的高效液相色谱串联质谱（HPLC­MS/
MS）检 测 方 法 。方法 乳 制 品 样 品 经 1% 乙 酸 水 溶 液 提 取 、免 疫 亲 和 小 柱 富 集 净 化 ，5% 甲 酸 乙 腈 洗 脱 后 用

HPLC­MS/MS 法进行测定，乙腈和 0. 5% 甲酸水为流动相，BEH Amide 色谱柱分离，基质匹配曲线法定量分析。

结果 11 种氨基糖苷类抗生素在 5～500 μg/L 浓度范围内具有良好的线性关系，相关系数（r）均大于 0. 99；液奶和

奶粉中目标药物的定量限分别为 3 和 10 μg/kg；平均回收率范围为 65. 12%～105. 95%，相对标准偏差（RSD）为

0. 85%～19. 12%。结论 该方法操作简单，具有良好的选择性、灵敏度和重现性，可用于乳制品中 11 种氨基糖苷

类药物的同时检测。
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Determination of 11 aminoglycosides residues in dairy products by liquid chromatography
tandem mass spectrometry after immunoaffinity SPE
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Abstract：Objective To establish a method for simultaneous determination of 11 aminoglycosides antibiotics
（spectinomycin， dihydrostreptomycin， hygromycin B， streptomycin， gentamicin C1， amikacin， gentamicin C2，
kanamycin，gentamicin C1a，tobramycin and apramycin） in liquid milk and milk powder samples by high performance
liquid chromatography tandem mass spectrometry（HPLC­MS/MS）. Methods The dairy products were extracted by water
containing 1% acetic acid，concentrated and purified by the immunoaffinity cartridges，and then analyzed by HPLC­MS/
MS. A BEH Amide column was used for the separation of target drugs as well as acetonitrile and water containing 0. 5%
formic aid used as the mobile phase. Matrix matched calibration was applied in the quantitation. Results The calibration
curves achieved good linearity in the range of 5­500 μg/L with the correlation coefficients（r） greater than 0. 99；the
quantification limits of AGs in liquid milk and powder were 3 and 10 μg/kg，respectively. The average recovery ranged
from 65. 12% to 105. 95% with relative standard deviations（RSD） ranged from 0. 85% to 19. 12%. Conclusion This
method presented good selectivity，high sensitivity and simple operation，which was suitable for the determination of 11
aminoglycoside antibiotics in dairy products.
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免疫亲和固相萃取­液相色谱串联质谱测定乳制品中的 11种氨基糖苷类药物——刘育形，等

氨基糖苷类化合物（Aminoglycosides，AGs）是由

氨基糖与氨基环醇通过氧桥连接而成的一大类苷

类抗生素，可阻碍细菌蛋白质的合成从而抑制细菌

的生长和繁殖，对多种革兰氏阳性菌和革兰氏阴性

菌都有显著的抗菌效果［1­2］。这类药物价格低廉、抗

菌谱广，被广泛应用于禽兽养殖过程中，可作为生

长促进剂添加在饲料中。但氨基糖苷类药物具有

明显的毒副作用，比如神经肌肉传导阻滞，肠道功

能损害以及耳毒性、肾毒性等［3­4］，并且 AGs 会在生

物组织中富集因此残留时间较长。为了保护消费

者健康，欧盟已经禁止将 AGs 作为畜禽促生长添加

剂使用，我国也对 AGs 的残留进行了严格控制。

《GB 31650—2019 食品安全国家标准食品中兽药最

大残留限量》规定了动物性食品中 AGs 的最大残留

限量为 100～9 000 μg/kg。其中牛奶中链霉素、

双氢链霉素、庆大霉素和壮观霉素的 MRL 均为

200 μg/kg。
目前 AGs主要的检测方法有酶联免疫法（Enzyme­

linked immuno sorbent assay，ELISA）、液相色谱法和

液相色谱­串联质谱法（Liquid chromatography­tandem
mass spectrometry，LC­MS/MS）等［5­7］，其中 LC­MS/MS
法是动物性食品残留分析使用最广泛的方法。由

于 AGs 是一类强极性的碱性药物，在传统的反相色

谱柱很难保留，通常需要在流动相中加入离子对试

剂来增强化合物保留［8­9］。然而，离子对试剂的使用

会衍生出质谱不兼容、产生离子抑制效应等问题。

近 年 来 ，亲 水 型 色 谱 柱（Hydrophilic interaction
chromatography，HILIC）被证实可以改善 AGs 的色

谱行为［10­11］。另一方面，动物性食品中 AGs 的富集

净化通常使用离子对试剂结合反相固相萃取，或者

离子交换固相萃取来实现，但这些方法存在操作复

杂、稳定性差等问题。免疫亲和固相萃取是一种高

特异性和高选择性的前处理方法，在食品中生物毒

素等痕量污染物的分析中具有广泛应用［12­15］。本文

以链霉素、双氢链霉素、安普霉素、阿米卡星、卡那

霉素、庆大霉素 C1、C2、C1a、妥布霉素、壮观霉素和

潮霉素 B 等 11 种 AGs 药物为研究对象，基于免疫

亲和固相萃取富集净化结合 LC­MS/MS 技术建立

了液奶和乳粉中的检测方法，为乳制品中 AGs 的残

留监控提供了技术手段。

1 材料与方法

1. 1 主要仪器与试剂

UPLC Xevo TQ­XS 液相色谱三重四极杆质谱仪

（美国沃特世公司）；Milli­Q超纯水系统（美国 Millipore
公司）；Allegra X­30R Centrifuge 冷冻离心机（美国

Beckman 公司）；Whatman GFC 47 mm 玻璃纤维滤纸

（英国Whatman公司）；AGs免疫亲和柱（3 mL，2 000 ng，
北京美正生物公司）。

氨基糖苷类抗生素混合标准储备液（100 μg/mL）
包含壮观霉素、卡那霉素、妥布霉素、潮霉素 B、链霉

素、双氢链霉素、阿米卡星、庆大霉素 C1、庆大霉素

C2、庆大霉素 C1a 11 种物质（天津阿尔塔公司）；冰

乙酸、盐酸、氢氧化钠、乙二胺四乙酸二钠盐（分析

纯，北京百灵威科技有限公司）；甲醇、乙腈（LC­MS
级美国 Honeywell 公司）；甲酸（纯度 98%，北京百灵

威科技有限公司）。

1. 2 方法

1. 2. 1 样品前处理

称取 5 g（精确到 0. 01 g）液奶样品或 1 g（精确

到 0. 01 g）乳粉样品于 50 mL 聚丙烯离心管中，加

入 10 mL 1% 乙酸水溶液和 50 mg 乙二胺四乙酸二

钠盐，涡旋混匀 30 s，超声提取 20 min，于 4 ℃条件

下 9 000 r/min 离心 10 min，将上清液转移至一新的

50 mL离心管中，用 4 mol/L NaOH溶液调节 pH 6～8，
再用玻璃纤维滤纸过滤至另一干净的离心管中。

将 AGs 免疫亲和小柱从冷藏室取出，去掉柱盖和堵

头，置于固相萃取装置上，待小柱保存液流出，取样

品提取液上柱，上样完毕后用 6 mL 水淋洗小柱，再

用 1 mL 5% 甲酸乙腈溶液洗脱小柱，收集洗脱液于

聚丙烯样品瓶中，LC­MS/MS 测定。

1. 2. 2 标准溶液的配制

移取 0. 5 mL 混合标准储备液（100 μg/mL）于

10 mL 聚丙烯刻度管中，用超纯水定容至刻度，稀释

成浓度为 5 μg/mL 的标准中间液。用乙腈或空白

基质溶液配制 AGs 标准工作液，浓度分别为 5、10、
25、50、100、250 和 500 μg/L 的混合标准工作液，置

于聚丙烯进样小瓶中，现用现配。

1. 2. 3 液相色谱参考条件

色谱柱：ACQUITY UPLC BEH Amide（1. 7 μm，

2. 1 mm×150 mm）；流动相 A：乙腈，流动相 B：0. 5%甲

酸水溶液；流速：0. 45 mL/min；进样量：5 μL；柱温 40 ℃；

梯度洗脱程序为：0～0. 5 min，90% A；0. 5～1. 5 min，
90%～50% A；1. 5～4. 0 min，50%～40% A；4. 0～8. 0 min，
40% A；8. 0～8. 5 min，40%～90% A；8. 5～10. 5 min，
90% A，运行时间 10. 5 min。
1. 2. 4 质谱仪参考条件

离子源：电喷雾离子源（ESI）；扫描方式：正离子

扫描；毛细管电压：3 kV；检测方式：多反应监测

（Multiple reaction monitoring，MRM）扫描模式；源温

度：150 ℃；雾化气温度：400 ℃；雾化气流速：800 L/h。
11 种 AGs 的质谱分析参数见表 1。
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2 结果

2. 1 色谱条件的优化

AGs 是以氨基环醇与氨基糖缩合而成的苷，具

有很强的极性和亲水性。为了使这类化合物在反

相色谱柱上获得较好的保留，通常需要在流动相中

加入诸如三氟乙酸、七氟丁酸等离子对试剂［8­9，16］。

然而，这些离子对试剂的使用会造成设备管路残

留、基质抑制、柱寿命缩短等问题，使得 AGs 的分析

成为检测人员面临的挑战之一。近年来，HILIC 色谱

柱常被用于 AGs 的分析，如刘雪红等［17］用 Cortecs
HILIC 色谱柱分析牛奶中的 7种 AGs，获得了良好的

峰 形 。 在 此 ，我 们 选 择 了 ACQUITY UPLC BEH
Amide 色谱柱，该柱在亚乙基桥杂化的高纯硅胶颗

粒上键合了酰胺基，与普通的 HILIC 柱相比具有更

表 1 11种 AGs的主要质谱分析参数

Table 1 MRM acquisition parameters of 11 AGs
序号

1

2

3

4

5

6

7

8

9

10

11

药物名称

壮观霉素

双氢链霉素

潮霉素 B

链霉素

庆大霉素 C1

阿米卡星

庆大霉素 C2

卡那霉素

庆大霉素 C1a

妥布霉素

安普霉素

英文名称

Spectinomycin

Dihydrostreptomycin

Hygromycin B

Streptomycin

Gentamycin C1

Amikacin

Gentamycin C2

Kanamycin

Gentamycin C1a

Tobramycin

Apramycin

保留时间/min
2.75

3.36

3.40

3.43

3.87

3.92

3.98

3.98

4.07

4.30

4.47

母离子/(m/z)

333.1

584.3

528.3

582.3

478.2

586.3

464.2

485.2

450.2

468.3

540.3

子离子/(m/z)
140*
98
263*
246
177*
352
263*
264
157*
322
163*
324
322*
160
324*
164
322*
160
163*
324
217*
378

锥孔电压/V
30

55

42

55

30

30

30

25

30

32

45

碰撞能量/eV
25
25
30
40
30
24
30
40
24
15
30
22
25
24
25
15
22
15
25
15
32
22

注：*为定量离子

注：A：0.5%甲酸水­乙腈；B：0.2%甲酸水­乙腈；C：0.1%甲酸水­乙腈；D：含 5 mmol/L乙酸铵 0.5%甲酸水­乙腈；目标物质序号同表 1
图 1 不同流动相下 11种 AGs的总离子流图

Figure 1 Total ion chromatograms of 11 AGs using different mobile phase
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高的稳定性。

考察了乙腈作为有机相，纯水作为水相时对

AGs 的分析效果，发现使用乙腈 ­水体系时 AGs 灵
敏度很低。甲酸有利于改善峰形，促进目标物的离

子化，因此我们选择在水相中加入甲酸以提高检测

方法的灵敏度，并对其浓度进行了优化。图 1 给出

了 0. 1%、0. 2% 和 0. 5% 甲酸水作为流动相时的总

离子流色谱图。可见甲酸浓度从 0. 1% 增加至

0. 5%，11种 AGs药物的灵敏度均明显提高并且分离

改善。考虑到 Amide 柱子对酸的耐受限度，流动相

水相中加入 0. 5%的甲酸。MORENO­GONZÁLEZ等［18］

在流动相水相中加入 2 mmol/L 的乙酸铵，10 种

AGs 均能得到很好分离且响应值较高，因此在本次

实验中我们也尝试在 0. 5% 的甲酸水流动相体系中

加入 5 mmol/L 乙酸铵，实验结果如图 1D 显示，乙

酸铵的加入后只有壮观霉素和链霉素出峰，且峰形

展宽，壮观霉素响应值降至不加乙酸铵时的 30% 左

右，说明乙酸铵不适于 BEH Amide 色谱柱对氨基糖

苷类药物的分析。优化色谱条件后的 11 种 AGs 药
物的定量离子的 MRM 谱图（图 2），11 种 AGs 均能

得到较好分离。

2. 2 样品前处理条件的优化

2. 2. 1 提取溶液的选择

动物性食品中的 AGs 提取通常使用三氯乙酸

溶液、乙酸铵溶液、磷酸缓冲液等［19­21］。由于乳制品

成分复杂，含有大量蛋白质和脂质等干扰物质，因

此根据 AGs 的性质，为了达到较好的蛋白沉淀效

果，本研究比较了使用三氯乙酸缓冲溶液和乙酸溶

液提取，结果表明乙酸能有效提取 AGs 药物，沉淀

图 2 11种 AGs的MRM谱图

Figure 2 MRM chromatograms of 11 AGs
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乳制品的蛋白质和脂质等干扰物质，减少基质效应

的影响。使用乙酸作为提取溶液时后续调节 pH 操

作更为简单、方便。此外，考虑到三氯乙酸刺激性

较强、毒性较大，本实验选择 1% 乙酸水溶液作为提

取剂。

2. 2. 2 富集净化方法的选择

目前对于 AGs 的富集净化，较常使用的仍是反

相或离子交换固相萃取［16，18，22­23］。此外，分子印迹小

柱因具有高特异性高选择性的优点，其在 AGs 检测

中也有少量应用［21，24］，但可能存在模板分子的本底

污染等问题。本研究采用免疫亲和固相萃取柱对

乳制品提取液进行净化，样品经过提取后缓慢通过

免疫亲和小柱，目标药物与柱体内的抗体发生特异

性结合，之后淋洗去除没有被结合的其他干扰物，

再针对性地洗脱目标物质，配合 LC­MS/MS 分析，

提高检测方法的特异性和准确度。

通常情况下，有机溶剂能破坏免疫亲和柱抗体

与目标物质的特异性结合，但是实验发现使用纯乙

腈洗脱时 11 种 AGs 的回收效果不理想，其中壮观

霉素和潮霉素 B 几乎没有回收，其余 9 种目标物的

回收率均低于 17%。为了提高洗脱效率，我们在乙

腈中加入了不同浓度的甲酸，分别是 0. 5%、1%、

2%、5% 和 10%。结果如图 3 所示，随着洗脱液中

甲酸含量从 0. 5% 增加至 5%，目标物质的回收率随

甲酸含量增加而增高，但甲酸含量进一步增加至

10% 时，部分物质的回收率有所下降，如壮观霉素、

双氢链霉素、潮霉素 B、安普霉素等，这可能是因为

高浓度的酸会对目标物产生信号抑制的缘故。所以

最终选择 1 mL 含 5% 甲酸的乙腈作为洗脱液。

2. 3 方法学确证

2. 3. 1 方法的线性范围和定量限

由于 11 种 AGs 药物性质特殊亲水性强且各

AGs 药物间存在差异，加之同位素标记的氨基糖苷

类药物难以获取，因此本实验未能采用同位素内标

曲线法。实验考察了乳粉和液奶两类试样的基质

效应，采用空白样品基质标准曲线的斜率与溶剂标

准溶液斜率的比值来计算。结果显示，液奶和乳粉

中 11 种目标物的基质效应分别为 62. 53%～131%
和 59. 91%～126%。因此，为了校正基质效应的影

响，本研究采用基质标准曲线法定量。用空白基质

溶液配制混合标准工作系列，在 5～500 μg/L 浓度

范围内，11 种 AGs 药物的质量浓度与其定量离子

的峰面积之间均呈现良好的线性关系，相关系数在

0. 991～0. 999 之间。目标物的定量限（LOQ）根据

其响应值大于或等于基线响应值的 10 倍（S/N≥10）
来确定。液奶和乳粉中 AGs 的 LOQ 分别为 3 和

10 μg/kg。与已有研究相比，本文新建方法的 LOQ
处于更低或相当的水平。

2. 3. 2 方法的回收率和精密度

空白液奶和乳粉样品中分别添加 10、20、100 μg/kg
三个浓度水平的标准溶液，进行准确度和精密度测

定，按建立的方法进行处理和检测，每个浓度水平

进行 6 次平行实验，平均加标回收率和精密度计算

结 果 见 表 2。 液 奶 基 质 的 平 均 回 收 率 范 围 为

65. 12%～105. 95%，相对标准偏差（RSD）在 2. 44%～

图 3 免疫亲和柱使用不同洗脱液时 AGs的回收率比较

Figure 3 Recoveries of 11 AGs using different eluent upon the immunoaffinity cartridges
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18. 21%之间；乳粉的平均回收率范围为 65. 72%～

103%，相对标准偏差（RSD）介于 0. 85%～19. 12%。

我国规定牛奶中链霉素、双氢链霉素、庆大霉

素和壮观霉素的 MRL 均为 200 μg/kg，当牛奶样品

取样量为 5 g 时，MRL 水平的加标量超出了免疫亲

和小柱柱容量的限制。对此，可以通过减少样品取

样量或提取液上柱量的方式满足标准限量的要求。

我们尝试了在 1 g 牛奶中添加 200 μg/kg 的 AGs，
其余步骤按照 1. 2. 1进行操作，结果显示 6次平行实

验的平均回收率为 75. 20%～105%，RSD 小于 18%；

以上结果说明免疫亲和固相萃取方法满足牛奶中

AGs 残留检测的需要。

2. 4 样品测定

在北京大型超市采集了 24 份样品，其中液体

乳 19 份，奶粉 5 份。所有样品均按照 1. 2 所述步

骤进行处理，液相色谱­串联质谱法测定。结果表明

奶粉样品中未检出目标化合物；仅 1 份液体乳中检

出 链 霉 素 和 双 氢 链 霉 素 ，浓 度 分 别 为 15. 70 和

11. 81 μg/kg，低于《GB 31650—2019 食品安全国家

标准食品中兽药最大残留限量》规定的 MRL。

3 结论

本研究通过对链霉素、双氢链霉素、安普霉素、

阿米卡星、卡那霉素、庆大霉素 C1、C2、C1a、妥布霉

素、壮观霉素和潮霉素 B 等 11种 AGs的 LC­MS/MS
分析条件进行优化，确定了乙腈和 0. 5% 甲酸水为

流动相，BEH Amide 色谱柱分析；优化了乳制品样

品的提取条件和免疫亲和小柱洗脱条件。免疫亲

和固相萃取的使用提高了目标化合物分析的特异

性和稳定性，具有简单快速、有机溶剂使用量少、灵

敏度高等特点，为乳制品中相关 AGs 残留的检测和

监测提供了技术支持。
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