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混合型离子交换液相色谱⁃串联质谱法检测
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魏莉莉１，２，　 薛　 霞１，２，　 武传香１，２，　 丁　 一１，２，　
卢兰香１，２，　 王　 骏１，２，　 刘艳明１，２∗

（１． 山东省食品药品检验研究院， 山东 济南 ２５０１０１；
２． 山东省食品药品安全检测工程技术研究中心， 山东 济南 ２５０１０１）

摘要：该研究系统地优化了样品前处理过程及仪器分析中影响氨基糖苷残留分析准确度与灵敏度的各主要因素，
建立了鸡蛋中 １０ 种氨基糖苷类药物（链霉素、双氢链霉素、潮霉素 Ｂ、卡那霉素、阿米卡星、妥布霉素、安普霉素、大
观霉素、新霉素、庆大霉素）残留量的混合型离子交换液相色谱⁃串联质谱分析方法。 样品经 １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵缓

冲溶液（含 ０ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ 和 ５０ ｇ ／ Ｌ 三氯乙酸）超声提取，调节 ｐＨ 至 ６～７ 后，经 ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 固相萃取柱富集

净化，采用 ＳＩＥＬＣ Ｏｂｅｌｉｓｃ Ｒ 色谱柱分离，以乙腈和 １ ０％ （ｖ ／ ｖ）甲酸水溶液（含 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵）为流动相进行梯

度洗脱，在正离子、多反应监测模式下经串联质谱仪测定，外标法定量。 该方法在 ５～ ２００ μｇ ／ Ｌ 质量浓度范围内线

性关系良好，相关系数（ｒ２）均大于 ０ ９９；方法的检出限（ＬＯＤ， Ｓ ／ Ｎ≥３）为 ２～５ μｇ ／ ｋｇ，定量限（ＬＯＱ， Ｓ ／ Ｎ≥１０）为
５～１０ μｇ ／ ｋｇ。 在空白鸡蛋中进行 ＬＯＱ、２０ μｇ ／ ｋｇ、１００ μｇ ／ ｋｇ ３ 个水平的加标回收实验，方法的平均回收率（ｎ＝ ６）
为 ６８ １％ ～１１１ ３％，相对标准偏差为 １ ２％ ～１２ ３％。 利用该方法对市售的 ２０ 批次鸡蛋样品进行测定，均未检出目

标物。 本方法简单、灵敏、准确，可实现鸡蛋中 １０ 种氨基糖苷类药物残留的批量检测。
关键词：固相萃取；混合型离子交换液相色谱；串联质谱；氨基糖苷类药物；鸡蛋
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色 谱 第 ３９ 卷

　 　 氨基糖苷类药物（ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ， ＡＧｓ）是一

种广谱的抗生素，对革兰氏阴性菌有显著的抗菌效

果［１］，在畜牧业和养殖业应用广泛。 ＡＧｓ 不仅治疗

动物疾病，还可以用作饲料添加剂，促进动物的生长

发育［２］。 ＡＧｓ 具有一定的耳毒性、肾毒性和神经肌

肉阻滞作用［３］，该类抗生素被畜禽动物食用后，主
要存在于肝脏、肾脏、肌肉、奶和蛋中，因此可以通过

蛋中抗生素残留检测方法的建立，来监测家禽动物

食品的质量状况。
　 　 世界各国均建立了 ＡＧｓ 在禽蛋中的最高残留

限量（ＭＲＬ）。 欧盟［４］规定鸡蛋中新霉素的 ＭＲＬ 为

５００ μｇ ／ ｋｇ，产蛋期禁止使用卡那霉素、安普霉素、大
观霉素；我国 ＧＢ ３１６５０⁃２０１９［５］ 规定鸡蛋中大观霉

素的 ＭＲＬ 为 ２ ０００ μｇ ／ ｋｇ，新霉素的 ＭＲＬ 为 ５００
μｇ ／ ｋｇ，潮霉素 Ｂ 不得检出。 目前文献中对 ＡＧｓ 的

检测针对的基质多是蜂蜜、乳制品、肉制品、水产品

等［６－１３］，对于鸡蛋中 ＡＧｓ 的检测相关报道较少。 建

立鸡蛋中 ＡＧｓ 残留量的快速、准确的检测方法，对
维护人类的饮食健康具有重要意义。
　 　 目前 ＡＧｓ 残留的检测技术已经取得很大进展。
酶联免疫法操作相对简单，但无法准确定性，常作为

筛查方法［１４］。 气相色谱法需要衍生，步骤繁琐［１５］；
液相色谱法直接测定 ＡＧｓ 时需要通用型的检测器，
检出限高［１６］，间接测定时需要对分析物进行柱前或

柱后衍生，重现性差［１７］。 液相色谱⁃串联质谱法由

于抗基质干扰能力强、灵敏度高等优点，在 ＡＧｓ 的

检测方面应用最为广泛。 在传统的反相色谱中，需
要加入离子对试剂改善 ＡＧｓ 的色谱保留行为，但离

子对试剂进入质谱后容易产生离子抑制。 亲水作用

色谱和离子交换色谱由于对极性化合物有很好的保

留，与 ＭＳ ／ ＭＳ 联用，可以解决上述问题。
　 　 ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 固相萃取柱能够去除鸡蛋中磷脂、
脂肪、蛋白质等常见的基质干扰物，常被用作动物源

性食品中多种兽药残留测定的净化手段。 目前，未
有该固相萃取柱在 ＡＧｓ 净化方面的应用。 本研究

采用 ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 固相萃取柱净化，Ｏｂｅｌｉｓｃ Ｒ 色谱

柱分离，ＭＳ ／ ＭＳ 检测，实现了鸡蛋中链霉素、双氢链

霉素、潮霉素 Ｂ、卡那霉素、阿米卡星、妥布霉素、安
普霉素、大观霉素、新霉素、庆大霉素等 １０ 种 ＡＧｓ
的同时检测。 该方法操作简单、避免了离子对试剂

的使用，能够满足国内外对鸡蛋中 ＡＧｓ 残留量的检

测要求。

１　 实验部分

１．１　 仪器、试剂与材料

　 　 岛津 ＬＣ⁃３０ＡＤ 超高效液相色谱仪，配自动进样

器和柱温箱（日本 Ｓｈｉｍａｄｚｕ 公司）， ８０５０ 三重四极

杆质谱仪，配有电喷雾电离源（ＥＳＩ）（日本 Ｓｈｉｍａｄ⁃
ｚｕ 公司）； ３⁃１８Ｋ 台式高速离心机（德国 Ｓｉｇｍａ 公

司）； ＢＴ １２５Ｄ 电子天平 （德国 Ｓａｒｔｏｒｉｕｓ 公司）；
ＭＳ３ 型旋涡混合器（德国 ＩＫＡ 公司）； ＳＢ⁃８００ＤＴＤ
超声波清洗仪（宁波新芝生物科技股份有限公司）；
Ｍｉｌｌｉ⁃Ｑ 超纯水系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）；固相萃

取装置（美国 Ｓｕｐｅｌｃｏ 公司）。
　 　 链霉素 （ ＳＴＲＥＰ， ＣＡＳ 号： ３８１０⁃７４⁃０， 纯度

９０ ３％）、双氢链霉素（ＤＨＳＴＲＥＰ， ＣＡＳ 号：５４９０⁃２７⁃
７，纯 度 ９４ ４％）、 潮 霉 素 Ｂ （ ＨＹＧＲＯ， ＣＡＳ 号：
３１２８２⁃０４⁃９，纯度 ９０ ０％）、阿米卡星 （ＡＭＩＫ， ＣＡＳ
号：１２５７５１７⁃６７⁃１，纯度 ９９ ０％）、安普霉素（ＡＰＲＡ，
ＣＡＳ 号： ６５７１０⁃０７⁃８， 纯 度 ８１ ５％）、 大 观 霉 素

（ＳＰＥＣ， ＣＡＳ 号：２２１８９⁃３２⁃８，纯度 ８９ ４％）、新霉素

（ＮＥＯ）、庆大霉素（ＧＥＮＴ， ＣＡＳ 号：１４０５⁃４１⁃０，纯
度 ９０ ８％）（德国 Ｄｒ． Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司）；卡那霉素

（ＫＡＮＡ， ＣＡＳ 号：２５３８９⁃９４⁃０，纯度 ９７ ０％）（北京曼

哈格生物科技有限公司）；妥布霉素（ＴＯＢＲＡ， ＣＡＳ
号：３２９８６⁃５６⁃４，纯度 ９４ ０％）（美国 Ｓｔａｎｆｏｒｄ Ｃｈｅｍｉ⁃
ｃａｌｓ 公司）；甲醇、乙腈、甲酸（色谱纯，德国 Ｍｅｒｃｋ
公司）；甲酸铵（色谱纯，美国 Ｆｉｓｈｅｒ 公司）；三氯乙

酸（ＴＣＡ）、乙二胺四乙酸二钠（ＥＤＴＡ）、盐酸、氢氧

化钠、氨水、乙酸铵（分析纯，国药集团化学试剂有

限公司）；所用水为超纯水。
　 　 Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 固相萃取柱（２００ ｍｇ， ６ ｍＬ）（美国

Ｗａｔｅｒｓ 公司）。
１．２　 标准溶液的配制

　 　 标准储备溶液：准确称取适量的 １０ 种标准品，
分别溶解于 １０ ０ ｍＬ 水中，配制成质量浓度为

１ ０００ ｍｇ ／ Ｌ 的标准储备液，于 ４ ℃避光保存。
　 　 混合标准中间溶液：取各标准储备溶液，混合，
用水逐级稀释，配成质量浓度为 １０、１ 和 ０ １ ｍｇ ／ Ｌ
的混合标准中间溶液。
　 　 试剂标准工作溶液：取 ５、１０、２０ μＬ １ ｍｇ ／ Ｌ 的

混合标准中间液和 ５、１０、２０ μＬ １０ ｍｇ ／ Ｌ 的混合标

准中间液，用甲酸⁃乙腈⁃水（１０ ∶５ ∶ ８５， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）定容

至 １ ０ ｍＬ，配成 ５、１０、２０、５０、１００、２００ μｇ ／ Ｌ 试剂标

准工作溶液。
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１．３　 色谱⁃质谱条件

　 　 色谱柱：ＳＩＥＬＣ Ｏｂｅｌｉｓｃ Ｒ （１５０ ｍｍ×２ １ ｍｍ，
５ μｍ，美国 ＳＩＥＬＣ 公司）；流动相：Ａ 相为乙腈溶液，
Ｂ 相为 １％ （ｖ ／ ｖ）甲酸溶液（含 １ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 甲酸铵）；
柱温：４０ ℃；进样量：５ μＬ；梯度洗脱程序：０ ～ ３ ０
ｍｉｎ，７５％ Ａ； ３ ０ ～ ６ ０ ｍｉｎ，７５％ Ａ ～ ２０％ Ａ； ６ ０ ～
８ ０ ｍｉｎ，２０％ Ａ～５％ Ａ； ８ ０ ～ １１ ０ ｍｉｎ，５％ Ａ； １１ ０
～１１ １ ｍｉｎ，５％ Ａ～７５％ Ａ； １１ １～１６ ０ ｍｉｎ，７５％ Ａ。
　 　 电喷雾离子源（ＥＳＩ）；多反应监测（ＭＲＭ）模

式；正离子扫描方式；雾化气流量：３ Ｌ ／ ｍｉｎ；加热气

流量：１０ Ｌ ／ ｍｉｎ；接口温度：３００ ℃； 脱溶剂管温度：
２５０ ℃；加热块温度：４００ ℃；干燥气流量：１０ Ｌ ／ ｍｉｎ。
１０ 种氨基糖苷类药物的定量离子对、定性离子对、
驻留时间、Ｑ１ ｐｒｅ ｂｉａｓ、Ｑ３ ｐｒｅ ｂｉａｓ 见表 １。

表 １　 １０ 种氨基糖苷类药物的 ＭＳ ／ ＭＳ 参数
Ｔａｂｌｅ １　 ＭＳ ／ ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｎ ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
Ｐａｒｅｎｔ

ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）
Ｄａｕｇｈｔｅｒ
ｉｏｎ （ｍ／ ｚ）

Ｄｗｅｌｌ
ｔｉｍｅ ／ ｍｓ

Ｑ１ ｐｒｅ
ｂｉａｓ ／ Ｖ

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
ｅｎｅｒｇｙ ／ ｅＶ

Ｑ３ ｐｒｅ
ｂｉａｓ ／ Ｖ

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ （ＳＴＲＥＰ） ５８２．０ ２４６．０ １５ ３０ ３６ ２７
２６３．１∗ １５ ３３ １７

Ｄｉｈｙｄｒｏｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ （ＤＨＳＴＲＥＰ） ５８４．２ ２４６．１ １３ ３０ ３９ ２６
２６３．１∗ １３ ３２ ２８

Ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ （ＴＯＢＲＡ） ４６８．０ １６３．２∗ １５ ２５ ２４ １７
３２４．３ １５ １６ １５

Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ Ｂ （ＨＹＧＲＯ） ５２７．９ １７７．１∗ ２０ ２６ ３３ １８
３５２．１ ２０ ２５ ２３

Ａｍｉｋａｃｉｎ （ＡＭＩＫ） ５８６．０ １６３．１∗ １３ ３０ ３５ １０
４２５．２ １３ ２１ ２８

Ａｐｒａｍｙｃｉｎ （ＡＰＲＡ） ５４０．０ ２１７．２∗ １３ ２８ ３１ １４
３７８．２ １３ １９ １９

Ｓｐｅｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎ （ＳＰＥＣ） ３３２．８ １１２．２ ２０ １７ ２８ １２
１４０．１∗ ２０ ２３ １４

Ｎｅｏｍｙｃｉｎ （ＮＥＯ） ６１５．２ １６１．０∗ ２５ ３２ ２９ １０
２９３．２ ２５ ２７ １４

Ｇｅｎｔａｍｙｃｉｎ （ＧＥＮＴ） ４７８．０ １５７．１ ２５ ２４ ２２ １７
３２２．１∗ ２５ １５ １６

Ｋａｎａｍｙｃｉｎ （ＫＡＮＡ） ４８５．１ １６３．１∗ １３ ２５ ２５ １７
３２４．２ １３ １９ １６

　 ∗ Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ．

１．４　 样品处理

１．４．１　 提取

　 　 准确称取 ２ ５ ｇ 试样（精确至 ０ ０１ ｇ）于 ５０ ｍＬ
离心管中，加入 １０ ｍＬ １０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵缓冲溶液

（含 ０ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ 和 ５０ ｇ ／ Ｌ 三氯乙酸）涡旋

混匀，超声 １５ ｍｉｎ， ８ ０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，将上清

液转移至另一 ５０ ｍＬ 离心管中，残渣再用 １０ ｍＬ 提

取液重复提取一次， 合并两次的上清液， 用 １０
ｍｏｌ ／ Ｌ 氢氧化钠溶液调 ｐＨ 至 ６ ５，用水定容至 ２５

ｍＬ。 过滤，收集滤液待净化。
１．４．２　 净化

　 　 依次用 ３ ｍＬ 甲醇、３ ｍＬ 水活化 Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 固

相萃取柱。 准确移取 ２０ ｍＬ 上清液，以不高于 １
ｍＬ ／ ｍｉｎ 的流速全部通过固相萃取柱，弃去滤液；用
３ ｍＬ 超纯水淋洗两次，３ ｍＬ 甲醇⁃水（５ ∶９５， ｖ ／ ｖ）
淋洗一次，弃去淋洗液，将小柱抽干；用 ２ ｍＬ 甲酸⁃
乙腈⁃水（１０ ∶５ ∶８５， ｖ ／ ｖ ／ ｖ）溶液洗脱并收集洗脱液，
抽干固相萃取柱，涡旋混匀后，经微孔滤膜过滤，供
液相色谱⁃串联质谱仪分析测定。
１．４．３　 基质匹配标准工作溶液

　 　 取 ６ 份空白样品于 ５０ ｍＬ 离心管中，按 １ ４ １
节和 １ ４ ２ 节操作，制得空白提取液。 分别吸取 ５、
１０、２０ μＬ １ ｍｇ ／ Ｌ 的混合标准中间溶液和 ５、１０、２０
μＬ １０ ｍｇ ／ Ｌ 的混合标准中间溶液，用空白提取液定

容至 １ ０ ｍＬ，配成 ５、１０、２０、５０、１００、２００ μｇ ／ Ｌ 的基

质匹配标准工作溶液。
１．５　 基质效应研究

　 　 将基质匹配标准工作溶液和试剂标准工作溶液

分别注入超高效液相色谱⁃串联质谱仪，按 １ ３ 节进

行测定，得到各组分的峰面积。 以峰面积为纵坐标，
以标准溶液质量浓度为横坐标绘制标准曲线，以曲

线的斜率评价基质效应（ＭＥ）。 基质效应计算公

·７７３１·



色 谱 第 ３９ 卷

式［７］为：ＭＥ＝（基质匹配标准曲线的斜率 ／试剂标准

曲线的斜率－１）×１００％。

２　 结果与讨论

２．１　 提取条件的选择

２．１．１　 提取溶剂的选择

　 　 由于 ＡＧｓ 类药物难溶于甲醇、乙腈等有机溶

剂，因此通常采用缓冲液进行提取，同时加入三氯乙

酸既可以去除蛋白质，也可以溶解该类药物。 结合

文献，本研究考察了提取液 １（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵缓

冲液、５０ ｇ ／ Ｌ ＴＣＡ） ［６］、提取液 ２（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸

铵缓冲液、５０ ｇ ／ Ｌ ＴＣＡ、０ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ） ［１８］ 和

提取液 ３（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵缓冲液、５０ ｇ ／ Ｌ ＴＣＡ、
０ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ、５ ｇ ／ Ｌ ＮａＣｌ） ［１９］ ３ 种提取溶剂

对鸡蛋中氨基糖苷类药物回收率的影响。 向空白鸡

蛋基质中加入 １００ μｇ ／ ｋｇ 的标准品，用上述提取溶

剂进行提取，基质匹配标准工作曲线进行定量，计算

回收率。 由图 １ 可以看出，用提取溶剂 １ 和提取溶

剂 ２ 提取后 ＨＹＧＲＯ 的回收率在 ７３％ 左右，而用提

取溶剂 ３ 提取后，ＨＹＧＲＯ 的回收率为 ５３ ２％，表明

氯化钠的加入会降低 ＨＹＧＲＯ 的回收率。 对实验数

据进一步分析时发现用提取液 １ 提取后 ＳＴＲＥＰ、
ＤＨＳＴＲＥＰ 和 ＨＹＧＲＯ 的基质效应分别为 － ７９％、
－７３％ 和－４０％，用提取液 ２ 提取后对应的基质效应

分别为－０ ３％、－１２ ５％ 和－１２ １％，说明 ＥＤＴＡ 的加

入会减少 ＳＴＲＥＰ、ＤＨＳＴＲＥＰ 和 ＨＹＧＲＯ 的基质效

应。 综合以上因素，选择提取液 ２（１０ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸

铵缓冲液、５０ ｇ ／ Ｌ ＴＣＡ、０ ４ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ＥＤＴＡ）为提取

溶剂。

图 １　 采用不同提取液时鸡蛋中 １０ 种氨基糖苷类药物的
加标回收率

Ｆｉｇ． １　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｎ ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｓｐｉｋｅｄ
ｉｎ ｅｇｇｓ ｗｉｔｈ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔｓ

２．１．２　 提取体积和次数的选择

　 　 分别用 １０ ｍＬ、５ ｍＬ＋５ ｍＬ、２０ ｍＬ、１０ ｍＬ＋１０
ｍＬ、３０ ｍＬ 提取溶剂提取 １００ μｇ ／ ｋｇ 的空白加标样

品，１０ 种氨基糖苷的回收率见图 ２。 对样品只提取 １
次时，当提取剂的体积达到 ２０ ｍＬ 时，回收率基本稳

定；当用 ２０ ｍＬ 提取剂分两次提取时，回收率有明显

提高，因此，选择提取体积为 ２０ ｍＬ，提取次数 ２ 次。

图 ２　 提取体积和提取次数对鸡蛋中 １０ 种氨基糖苷类药物
加标回收率的影响

Ｆｉｇ． ２　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｅｘｔｒａｃｔ ｄｏｓａｇｅｓ ａｎｄ ｔｉｍｅｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｎ ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ
ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ ｅｇｇｓ

　

图 ３　 固相萃取柱对鸡蛋中 １０ 种氨基糖苷类药物
加标回收率的影响

Ｆｉｇ． ３　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ＳＰＥ ｃａｒｔｒｉｄｇｅｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ
ｔｈｅ ｔｅｎ ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ ｅｇｇｓ

２．２　 净化条件的选择

２．２．１　 固相萃取柱的选择

　 　 鸡蛋样品中含有丰富的蛋白质、卵磷脂及固醇

类物质，干扰分析物的测定，需要对样品进行净化和

富集。 本研究比较了 Ｏａｓｉｓ ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ（２００ ｍｇ ／ ６
ｍＬ， Ｗａｔｅｒｓ）、ＷＣＸ（６０ ｍｇ ／ ３ ｍＬ， Ｗａｔｅｒｓ）、ＭＣＸ
（６０ ｍｇ ／ ３ ｍＬ， Ｗａｔｅｒｓ）和 ＳｕｐｅｌＭＩＰ（５０ ｍｇ ／ ３ ｍＬ，
Ｓｕｐｅｌｃｏ）４ 种固相萃取柱对 １０ 种氨基糖苷回收率

的影响（见图 ３）。
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　 　 ＭＣＸ 是混合型强阳离子交换柱，与氨基糖苷类

药物的作用较强，只用氨水甲醇很难完全洗脱，因此

回收率较低；ＷＣＸ 是一种弱阳离子交换柱，与 ＭＣＸ
固相萃取柱相比，回收率有所提高，但是大部分化合

物的回收率仍低于 ８０％，可能的原因为提取液中三

氯乙酸增加了溶液的离子强度，影响了氨基糖苷类

药物的保留；ＳｕｐｅｌＭＩＰ 是针对氨基糖苷类物质的分

子印迹柱，但是对 ＨＹＧＲＯ 和 ＳＰＥＣ 的回收率低于

５０％； ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 是一种通用型的固相萃取柱，在
净化蛋白质、磷脂等方面具有优越的性能，对 １０ 种

氨基糖苷类药物的回收率均能达到 ７０％ 以上。 因

此本研究选择 ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 作为净化柱。

２．２．２　 上样溶液 ｐＨ 的选择

　 　 氨基糖苷类药物属于碱性化合物，分子中含有

多个氨基和羟基，每种组分具有多个 ｐＫａ 值，在不

同的 ｐＨ 值条件下，以不同的离子或分子形式存在

于溶液中，进而影响目标物在 ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 上的保

留。 本研究考察了上样溶液 ｐＨ 值对 １０ 种氨基糖

苷类药物回收率的影响 （见图 ４）。 结果表明，
ＴＯＢＲＡ、ＮＥＯ、ＧＥＮＴ 受 ｐＨ 值影响较小，可以忽略

不计；ＳＴＲＥＰ、ＤＨＳＴＲＥＰ、ＳＰＥＣ、ＨＹＧＲＯ 在酸性条

件下回收率较低，ＡＭＩＫ、ＫＡＮＡ、ＡＰＲＡ 在碱性条件

下回收率较低；在中性条件下，１０ 种氨基糖苷的回

收率最好。 因此，上样溶液的 ｐＨ 值要控制在 ６～７。

图 ４　 ｐＨ 对鸡蛋中 １０ 种氨基糖苷类药物加标回收率的影响
Ｆｉｇ． ４　 Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｐＨ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｎ ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ ｅｇｇｓ

２．３　 色谱条件的优化

　 　 由于分子中氨基和羟基的存在，氨基糖苷类药

物在传统的反相 Ｃ１８色谱柱上无保留，需要在流动

相中加入七氟丁酸、全氟戊酸等离子对试剂，与氨基

糖苷类药物结合形成疏水型离子对，从而改善峰形、
增强保留，但离子对试剂不易挥发，对离子源有污

染，影响质谱离子化效率，从而降低灵敏度。 为了避

免离子对试剂的使用，本研究选择亲水作用色谱和

离子交换色谱来分析氨基糖苷类药物。
　 　 目前报道的氨基糖苷类药物分离的固定相有：
氨基［１９］、未改性的裸硅胶［８］、酰胺［２０］、两性离子［２１］

和混合型两性离子［１９］。 本研究考察了未改性裸硅

胶 ＢＥＨ ＨＩＬＩＣ（１００ ｍｍ×２ １ ｍｍ， １ ７ μｍ， Ｗａｔｅｒｓ
公司）、酰胺键合的 ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ（１００ ｍｍ×２ １ ｍｍ，
１ ７ μｍ， Ｗａｔｅｒｓ 公司）和混合型两性离子键合的

Ｏｂｅｌｉｓｃ Ｒ （１５０ ｍｍ×２ １ ｍｍ， ５ μｍ， ＳＩＥＬＣ） ３ 种

类型的色谱柱。 结果表明，Ｏｂｅｌｉｓｃ Ｒ 色谱柱对 １０
种氨基糖苷的分离最好，这归因于氨基糖苷类药物

为碱性化合物，当 ｐＨ＜ｐＫａ 时，目标物离子化，与

ＳＩＥＬＣ Ｏｂｅｌｉｓｃ Ｒ 键合的羧基相互作用，实现化合物

的保留；在 ＢＥＨ Ａｍｉｄｅ 色谱柱上，由于酰氨基为中

性基团，离子交换作用较小，亲水分配占主要地位，
因此分离效果较差；在 ＢＥＨ ＨＩＬＩＣ 色谱柱上，硅醇

基与氨基糖苷类药物之间存在强氢键作用［２２］ 和离

子交换作用［２３］，导致峰宽较宽，峰形较差。
２．４　 质谱条件的优化

　 　 氨基糖苷类抗生素的结构中含有多个羟基，极
性很强，因此选择电喷雾离子源。 分别考察氨基糖

苷类药物在正离子和负离子模式下的响应，发现正

离子模式比负离子模式的响应高很多，这归因于氨

基糖苷类物质的结构中含有多个伯胺或仲胺基团，
具有弱碱性，易被电离成正离子。 将标准溶液注入

ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 仪，在全扫描模式下，获得化合物的

分子离子峰，结合各化合物的分子式，本研究选择的

分子离子峰均为［Ｍ＋Ｈ］ ＋；在产物离子扫描模式下，
以各个化合物的分子离子峰为母离子，进行二级质

谱扫描，获得碎片离子，选择两对丰度较强，基质干

扰较小的离子为子离子，优化后的质谱条件见表 １。
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２．５　 基质效应

　 　 样品中除分析物以外的组分常常对分析物的离

子化效率产生显著的干扰，影响分析结果的准确性，
因此需要对基质效应进行评价。 ＭＥ≈０，表明无明

显的基质效应，若 ＭＥ ＞ ０，表明基质效应增强，若
ＭＥ＜０，表明基质效应抑制。 鸡蛋中 １０ 种氨基糖苷

类药物的基质效应见图 ５， 结果表明， ＳＴＲＥＰ、
ＡＭＩＫ、 ＫＡＮＡ 基 本 无 基 质 效 应， ＤＨＳＴＲＥＰ、
ＴＯＢＲＡ、ＨＹＧＲＯ、ＡＰＲＡ、ＳＰＥＣ、ＮＥＯ 的 ｜ ＭＥ ｜ 小于

３０％， ＧＥＮＴ 基质效应强。 因此，本研究采用空白基

质溶液配制标准曲线，以消除基质效应的影响，提高

分析结果的准确性。

图 ５　 鸡蛋中 １０ 种氨基糖苷类药物基质效应的评价图
Ｆｉｇ． ５　 Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｎ ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ

ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ ｅｇｇｓ

２．６　 方法学验证

２．６．１　 线性关系、检出限与定量限

　 　 将基质匹配标准工作溶液（５、１０、２０、５０、１００、
２００ μｇ ／ Ｌ）进行 ＨＰＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 测定，获得标准溶液

的质量色谱图。 以定量离子的峰面积（ｙ）对其质量

浓度（ｘ）作标准曲线，得到线性回归方程。 分别向

空白鸡蛋样品中加入 ２ ５、５、１２ ５ 和 ２５ ｎｇ 的标准

物质，以 Ｓ ／ Ｎ≥３ 确定方法的检出限为 ２～５ μｇ ／ ｋｇ，
以 Ｓ ／ Ｎ≥１０ 确定方法的定量限为 ５ ～ １０ μｇ ／ ｋｇ。 １０
种氨基糖苷的线性范围、回归方程、线性相关系数、
方法检出限和定量限见表 ２。 在质量浓度 ５ ～ ２００
μｇ ／ Ｌ 范围内，定量离子的峰面积与质量浓度之间呈

良好的线性关系，相关系数均大于 ０ ９９。 空白鸡蛋

中 １０ 种氨基糖苷类药物定量限水平的多反应监测

色谱图见图 ６。
２．６．２　 回收率与精密度

　 　 分别向空白鸡蛋样品中添加低、中、高 ３ 个质量
图 ６　 空白鸡蛋中 １０ 种氨基糖苷类药物定量限水平的

多反应监测色谱图
Ｆｉｇ． ６　 ＭＲＭ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｎ ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ

ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ ｅｇｇｓ ａｔ ＬＯＱｓ浓度水平的标准溶液，每个水平做 ６ 个平行实验，测
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表 ２　 １０ 种氨基糖苷类药物的线性范围、回归方程、
相关系数、检出限及定量限

Ｔａｂｌｅ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ， ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ， ｒ２， ＬＯＤｓ，
ａｎｄ ＬＯＱｓ ｏｆ ｔｅｎ ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｒ２
ＬＯＤ ／

（μｇ ／ ｋｇ）
ＬＯＱ ／

（μｇ ／ ｋｇ）
ＳＴＲＥＰ ｙ＝ ６７０２．１２ｘ－１０５６．５７ ０．９９６５ ２ ５
ＤＨＳＴＲＥＰ ｙ＝ ２３６７０．７ｘ－５８４０．２６ ０．９９８４ ２ ５
ＴＯＢＲＡ ｙ＝ ７２２６．６６ｘ＋３１０３．６８ ０．９９７０ ２ ５
ＨＹＧＲＯ ｙ＝ ５５９５．７２ｘ＋５０９０．８３ ０．９９３１ ２ ５
ＡＭＩＫ ｙ＝ １１４０６．５ｘ＋７４３．５６２ ０．９９７４ ２ ５
ＡＰＲＡ ｙ＝ ５２００．１９ｘ－３５５８．１８ ０．９９５１ ２ ５
ＳＰＥＣ ｙ＝ ４５００．７９ｘ＋７３０１．６７ ０．９９８２ ２ ５
ＮＥＯ ｙ＝ １７９５．８６ｘ＋２７２４．１８ ０．９９２２ ５ １０
ＧＥＮＴ ｙ＝ ３６９９．１４ｘ＋６０６１．６０ ０．９９８３ ２ ５
ＫＡＮＡ ｙ＝ １５０５１．８ｘ＋１６３８．５５ ０．９９７６ ２ ５

　 ｙ： ｐｅａｋ ａｒｅａ； ｘ： ｍａｓｓ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ， μｇ ／ Ｌ； ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ：
５－２００ μｇ ／ Ｌ．

定 １０ 种氨基糖苷类药物的回收率，考察方法的精密

度（见表 ３）。 由表 ３ 可知，鸡蛋样品中 １０ 种氨基糖

苷类药物的加标回收率在 ６８ １％ ～ １１１ ３％ 之间，
ＲＳＤ 在 １ ２％ ～１２ ３％ 之间，方法的准确度和精密度

满足 ＧＢ ／ Ｔ ２７４０４⁃２００８《实验室质量控制规范食品

理化检测》的要求。
表 ３　 １０ 种氨基糖苷类药物在不同添加水平下的回收率和

精密度（ｎ＝６）
Ｔａｂｌｅ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ＲＳＤｓ ｏｆ ｔｈｅ ｔｅｎ ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ

ａｔ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｐｉｋｅｄ ｌｅｖｅｌｓ （ｎ＝６）

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ
ＬＯＱ ｌｅｖｅｌ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／
％

ＲＳＤ ／
％

２０ μｇ ／ ｋｇ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／

％
ＲＳＤ ／
％

１００ μｇ ／ ｋｇ
Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ／

％
ＲＳＤ ／
％

ＳＴＲＥＰ ９３．６ ８．０ ９０．７ ３．９ ９３．１ ５．０
ＤＨＳＴＲＥＰ １００．７ ５．４ ９３．３ ２．５ ９５．２ ２．１
ＴＯＢＲＡ ９４．４ ８．７ ９４．０ ６．８ １０４．８ ４．９
ＨＹＧＲＯ ６８．１ ８．０ ６８．９ ３．７ ７２．０ ３．８
ＡＭＩＫ ８９．４ ６．１ ９０．８ ５．８ ９２．０ １．８
ＡＰＲＡ ８７．６ ５．９ ９１．７ ５．０ ９６．１ ３．５
ＳＰＥＣ ７３．３ ８．０ ８４．２ ４．０ ９３．５ １．２
ＮＥＯ ８７．０ ９．９ ９１．２ ７．９ ９９．５ ５．３
ＧＥＮＴ ８６．２ １２．３ ９７．５ １１．１ １１１．３ ６．８
ＫＡＮＡ ８９．５ ６．２ ９０．４ ４．４ ９３．３ １．９
　

２．７　 实际样品分析

　 　 采用本方法对山东省各个超市采购的 ２０ 批次

鸡蛋样品进行测定，根据化合物的色谱保留时间和

质谱离子丰度进行鉴别，所测样品中均未检出氨基

糖苷类药物残留。

３　 结论

　 　 本工作建立了鸡蛋中 １０ 种氨基糖苷残留量的

高效液相色谱⁃串联质谱分析方法。 该方法前处理

流程操作简便，目标化合物获得良好的回收率，检测

灵敏度高，重现性好，满足方法确认要求，适用于鸡

蛋中氨基糖苷类药物残留的批量检测。
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