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摘要!利用高效液相色谱串联质谱仪&

QWZP*NU

'

NU

(建

立了一种能够准确定量测定动物源食品中
!

种万古霉素

类抗生素残留量的方法$动物源样品先用甲酸)乙腈溶

液提取"再经乙腈饱和的正己烷除脂"然后通过阳离子固

相萃取柱净化"最后在多反应监测&

NSN

(正离子模式

下"使用双去氯万古霉素作为内标进行定量分析$结果

表明"在
!"

#

!""

"

1

'

Z

的线性范围内"目标物万古霉素

和去甲万古霉素线性关系良好"相关系数&

K

!

(均可达到

"8$$%

以上$在
!"

"

;"

"

!""

"

1

'

[

1

&

个添加水平下平均回

收率为
''8%]

#

##;8#]

"相对标准偏差为
&8#]

#

$8<]

$

方法检出限&

ZI=

(低至
#8"

"

1

'

[

1

"定量限&

ZIf

(可达到

&8"

"

1

'

[

1

$该方法快速!灵敏!准确!重复性好"适用于动

物源性食品中万古霉素类抗生素残留量的测定$

关键词!高效液相色谱)串联质谱法#固相萃取#万古霉

素#去甲万古霉素#动物源食品
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万古霉素类抗生素是由链霉菌产生的一类具有复杂

结构的糖肽类抗生素$其中典型的代表物有万古霉素和

去甲万古霉素+

#

,

%该类抗生素通过抑制肽聚糖的生物合

成$可对革兰氏阳性菌起到强力的灭杀作用$由于其药效

显著$常常使用于其他抗生素对病菌无效时$即所谓的临

床.最后一线/抗生素+

!

,

%虽然中国农业农村部公布的食

品动物禁用的兽药及其他化合物清单中万古霉素赫然在

列$但由于兽药生产经营秩序不够规范$兽药滥用现象仍

然较为严重$不法企业或养殖户可能将其用于动物养殖$

减少动物疫病的发生$以扩大养殖利润+

&\<

,

%可靠的残

留检测方法是进行农产品抽检和市场监管的基础和前

提%因此$建立动物源食品中万古霉素类抗生素残留量

检测方法$加强相关食品的监控是非常必要的%

目前现行有效的针对万古霉素类抗生素的检测方法
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标准只有农业部
#'(!

号公告
*&*!"#!

0饲料中万古霉素的

测定 液相色谱&串联质谱法1和吉林地方标准
=̂ !!

'

G

#'!;

&

!"#&

0猪肉中万古霉素残留量的测定 液相色谱&

质谱'质谱法1$标准适用性较窄$难以广泛应用$不利于

中国动物性食品安全监管%而关于万古霉素类化合物的

分析方法已见报道的有"液相色谱法-液相色谱&串联质

谱法-酶放大免疫法-毛细管电泳化学发光法-荧光偏振

免疫法-近红外光谱法-微生物法+

;\%

,等$分析对象主要是

集中在人体样本如血清-血浆和尿液+

'\#"

,等%而针对动物

源食品的分析研究并不多$且基质较单一$基本只有单独

检测猪肉-牛乳和鱼虾等一种基质$且目标物主要集中在

万古霉素这一种物质上$导致此类抗生素检测覆盖不全$

不利于检测资源的优化配置和监管效能的提高+

#\;

,

%所以

对于脂肪含量较高-基质成分复杂的动物源食品中万古霉

素类抗生素同时测定的研究还较少$且提供的方法在实际

操作过程中相对复杂-稳定性差+

(\%

,

%研究拟采用固相萃

取净化&高效液相&串联质谱联用的分析方法$对日常食

用的动物源性食品基质中万古霉素类抗生素的残留进行

检测$以期为兽药残留监管提供技术支撑%

#

!

材料与方法
#8#

!

材料与试剂

猪肉-鸡肉-鸭肉-猪肝"武汉市售(

万古霉素和去甲万古霉素标准品"纯度均
#

$']

(美

国
NP)

公司(

双去 氯 万 古 霉 素 标 准 品"纯 度
#

%;]

(加 拿 大

G5A50?5

公司(

乙腈-甲酸-甲醇"色谱纯$德国
N9A7[

公司(

氨水-盐酸-正己烷"分析纯$国药集团化学试剂有限

公司(

I,6-6NPd

固相萃取柱"美国
J,?9A6

公司(

试验用水"一级水$美国
N-..*

C

5A9*f

超纯水仪制得%

#8!

!

仪器与设备

高效液相色谱仪"

b.?-+,?9&"""

型$美国
G39A+5

公司(

串联四极杆质谱仪"

Ô 67-9E<;""

型$美国
O

CC

.-9:

-̂56

@

6?9+6

公司(

电子天平"

N)!""!)

型和
dU!"<

型$瑞士
N9??.9A*

G5.9:5

公司(

超声清洗器"

).+,650-7W("Q

型$德国
).+,

公司(

台式冷冻离心机"

O..9

1

A,d*#;S

型$美国
9̂7[+,0

公司(

水浴氮吹仪"

R*)YOW!<

型$美国
IA

1

,05+,?-50

公司(

数显漩涡混合器"

)ILI*$<;(

型$美国
G,.5

@

6

公司%

#8&

!

标准溶液配制

准确称取
!;+

1

万古霉素标准品和去甲万古霉素标

准品$于不同的
!;+Z

容量瓶中$用甲醇充分溶解$再定

容至刻度线$摇匀$配制成
#+

1

'

+Z

的标准储备液%准

确称取双去氯万古霉素标准品
#"+

1

!精确至
"8"""#

1

#$

于
#"+Z

容量瓶中$用甲醇充分溶解$再定容至刻度线$

摇匀$配制成
#+

1

'

+Z

的内标储备液%以上储备液均置

于
<k

保存$有效期
#

个月%

用
"8#]

甲酸水溶液稀释$配制成浓度为
#

"

1

'

+Z

的

万古霉素和去甲万古霉素混合标准中间液以及
#

"

1

'

+Z

的双去氯万古霉素内标中间液$

<k

条件下可保存
#

个

月%临用前$分别准确移取适量的
#

"

1

'

+Z

的万古霉素

和去甲万古霉素混合标准中间液以及双去氯万古霉素内

标中间液$用
"8#]

甲酸水溶液进行稀释$制成内标浓度

为
#""

"

1

'

Z

的标准系列工作溶液!

!"

#

!""

"

1

'

Z

#%

#8<

!

样品预处理

#8<8#

!

样品提取
!

称取
;8""

1

经组织捣碎机绞碎并充分

均质后的样品于
;"+Z

离心管中$加入
#""

"

Z

浓度为

#

"

1

'

+Z

的双去氯万古霉素内标中间液$加入
#" +Z

"8#]

甲酸&乙腈提取液!体积比
%"p&"

#$加盖涡旋混匀

#+-0

$并超声提取
#;+-0

%然后在
<k

-

$;""A

'

+-0

离

心
#" +-0

$将上清转移至
;" +Z

离心管中%残渣用

#"+Z

上述提取液重复提取一次$合并两次上清$加入

;+Z

乙 腈 饱 和 正 己 烷$涡 旋 混 匀
# +-0

$

< k

-

$;""A

'

+-0

离心
#"+-0

$取下层清液$待净化%

#8<8!

!

样品净化
!

I,6-6NPd

固相萃取柱使用前依次用

&+Z

甲醇-

&+Z

水-

&+Z"8#+5.

'

Z

盐酸溶液活化$保

持柱体湿润%取全部待净化液加入活化后的固相萃取

柱$上样后依次用
&+Z"8#+5.

'

Z

盐酸溶液$

&+Z

甲醇

淋洗$弃 去 全 部 淋 洗 液%最 后 用
( +Z

流 速 稳 定

#+Z

'

+-0

内的
;]

氨水&甲醇溶液洗脱$并收集洗脱液$

置于
<"k

水浴氮气吹干$用
#+Z"8#]

甲酸水溶液&乙

腈溶液!体积比
$"p#"

#复溶$过微孔滤膜!

"8!!

"

+

#后$

上
QWZP*NU

'

NU

测定%

#8;

!

色谱条件

色谱柱选用
J,?9A6OPfb>GT bWZP )̂Q P

#'

柱$

规格 型 号 为
!8# ++ m #"" ++

$

!8!

"

+

(流 速

"8&+Z

'

+-0

(柱温
&;k

(进样量
;

"

Z

(

QWZP

梯度洗脱条

件见表
#

%

表
#

!

QWZP

梯度洗脱程序

G,D.9#

!

XA,:-90?9.4?-50750:-?-5065BQWZP

时间'
+-0

流动相
O

!

"8#]

甲酸水溶液#'

]

流动相
^

!乙腈#'

]

"8" $; ;

#8" $; ;

<8; ; $;

%8; ; $;

'8" $; ;

#"8" $; ;

(&

安全与检测
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总第
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期
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年
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月
"



#8(

!

质谱条件

离子源类型"

)U>

源(扫描方式"

NSN

正离子模式扫

描(离子源温度!

G)N

#"

;;"k

(雾化气!

X,6#

#"

&<NW,

(

辅助气!

X,6!

#"

&'NW,

(气帘气!

X4A?,-0X,6

#"

!;NW,

(

电喷雾电压"

<;""Y

(通过仪器优化后的万古霉素-去甲

万古霉素及双去氯万古霉素的质谱参数见表
!

%

表
!

!

目标物和内标的质谱参数q

G,D.9!

!

G39NU

C

,A,+9?9A6B5A,0,.

@

?96,0:

-0?9A0,.6?,0:,A:

分析物
母离子

!

I

'

B

#

子离子

!

I

'

B

#

锥孔电

压'
Y

碰撞能

量'
9Y

万古霉素
!!!

%!;8< #<<8#

)

(

#""8# %; !"

'

%"

去甲万古霉素
!

%#'8< #<<8#

)

(

#""8# '" !"

'

'"

双去氯万古霉素
($"8$ #<<8#

)

(

#""8# %; !"

'

%"

!

q

!)

为定量离子%

!

!

结果与分析
!8#

!

质谱条件的确立

万古霉素-去甲万古霉素和双去氯万古霉素的电喷

雾离子化效果较好$故采用电喷雾离子化源进行分析%

根据物质化学性质和结构$通常选择丰度最高的离子对

为母离子+

##

,

$同时在正负模式下对比母离子响应强度$最

终选择在正离子模式下进行分析%将高浓度的目标物和

内标溶液在正离子模式下通过一级扫描找到母离子$对

选定的母离子加优化好的碰撞能击碎$同时进行二级扫

描找到对应的碎片离子+

#!

,

%万古霉素类抗生素是由多个

氨基酸和糖缩合而成的糖肽类大分子化合物$进入质谱

后很容易与
Q

i结合$产生双电荷或三电荷离子+

#&

,

%经

试验目标物和内标均选择丰度最大的双电荷
I

'

B%!;8<

$

%#'8<

$

($"8$

作为母离子$定性离子取干扰较小-丰度较高

的两个质荷比分别为
#<<8#

和
#""8#

碎片离子+

#<

,

$且丰度

最高
I

'

B#<<8#

作为定量离子%在选择好的特征碎片离子

的基础上$对产生碎片离子的碰撞能量-锥孔电压等其他

质谱参数进一步优化来提高分析方法的灵敏度$进一步优

化后最终确立的质谱重要参数及相应的质谱条件见
#8(

%

!8!

!

色谱条件的确立

含有多个氨基和羟基的万古霉素类抗生素$在
P

#'

柱

上保留效果较理想+

#;

,

$因此选用
!8#++m#""++

粒径

!8!

"

+

的
J,?9A6OPfb>GTbWZP )̂QP

#'

色谱柱进行

分离%在流动相中添加少量的甲酸和乙酸铵$可以有效

提高离子化效率$改善峰形$但是选用一定浓度的乙酸铵

溶液作流动相$在正离子模式下会产生明显的离子抑制

作用+

#(

,

%分别用
"8#]

甲酸水&乙腈-

"8#]

甲酸水&甲

醇作为流动相$比较出峰效果%结果表明$乙腈作为有机

相各目标物的峰面积响应值均高于甲醇$且峰型尖锐$对

称性更好$整个分离过程在
& +-0

内完成%因此选择

"8#]

甲酸水&乙腈$具体梯度洗脱程序见表
#

%该条件

下$添加目标物样本的选择离子流色谱图见图
#

%

!8&

!

前处理方法的优化

!8&8#

!

提取试剂的选择
!

在阴性猪肉基质中添加了

#""

"

1

'

[

1

目标物$考察了
"8#]

甲酸溶液和
"8#]

甲酸&

乙腈体积比分别为
$"p#"

$

'"p!"

$

%"p&"

$

("p<"

的溶

液提取效果%单纯用
"8#]

甲酸溶液提取动物源样品时$

由于基质中的蛋白没有得到有效沉淀$提取液较浑浊$必

须提高乙腈比例沉淀蛋白%随着乙腈相比例的提高$提

取液逐渐澄清$但乙腈相比例超过
&"]

时回收率无法进

一步提升$且基质效应明显$结果如图
!

所示$最终选择

"8#]

甲酸&乙腈!体积比
%"p&"

#溶液作为提取液%

!8&8!

!

净化条件的优化
!

动物源食品中难免有较多的脂

类杂质$经
"8#]

甲酸&乙腈!体积比
%"p&"

#溶液提取

后$仍不足以去除脂类杂质的干扰$于是增加了正己烷除

脂步骤%由于目标物微溶于乙腈$而乙腈与正己烷还存

在少量互溶$若要避免万古霉素类抗生素在萃取时的损

失$使用乙腈饱和的正己烷除脂效果更好+

#%

,

%加入
;+Z

的乙腈饱和正己烷$涡旋混匀
#+-0

$可以看到正己烷层

明显有油脂析出$说明除脂效好%

图
#

!

添加目标物样本的选择离子流色谱图

L-

1

4A9#

!

U9.97?9:-5073A5+,?5

1

A,+5B6,+

C

.96B5A,::-0

1

5D

/

97?6

)&

"

Y5.8&(

"

R58$

林
!

津等!固相萃取&高效液相色谱&串联质谱法测定动物源食品中万古霉素类抗生素残留量



图
!

!

不同配比的
"8#]

甲酸水溶液)乙腈提取液

效果比较

L-

1

4A9!

!

)E?A,7?-509BB-7-907

@

H-?3:-BB9A90?65.4?-506

!!

试验检测对象为动物源样品$基质较复杂$若直接提

取后上机$不进行进一步的净化处理$提取液中一并提取

的其他杂质必定会对检测带来干扰和影响$从而影响最

终结果的准确性$因此必需要增加净化处理步骤+

#'

,

%由

于含有碱性的伯氨基团$目标物偏弱碱性+

;

,

$将市面上主

流厂家的固相萃取柱$如
J,?9A6

-

O

1

9.,

-

G39A+5

-

O

1

-.90?

的阳离子交换柱
NPd

柱-

P

#'

柱和
QẐ

柱等进行对比%

配制浓度为
("

"

1

'

Z

的目标物混合标液$采用标准溶液

直接过固相萃取柱净化的方式考察不同固相萃取柱的影

响%结果表明$阳离子交换柱!

&+Z

#净化$目标物回收率

为
$"]

#

$;]

(

QẐ

柱!

&+Z

#净化$万古霉素和去甲万

古霉素的回收率为
;"]

#

%"]

(用
P

#'

柱!

&+Z

#净化时$

万古霉素和去甲万古霉素的回收率为
&"]

#

<"]

%基于

回收率的对比情况$故用阳离子交换柱
NPd

柱来净化万

古霉素-去甲万古霉素%

!8<

!

基质效应的消除

基质效应!

N)

#是影响定量分析结果准确性的重要

因素$是通过阴性基质匹配标线与纯溶剂配制标曲二者

的斜率之比来进行评价的+

##

,

%分别配制浓度范围为
!"

#

!""

"

1

'

Z

的阴性基质匹配的标准溶液和纯溶剂标准溶

液$计算两者斜率比值%针对动物源食品基质$万古霉素

和去甲万古霉素的
N)

均在
%"]

左右$说明存在一定程

度的离子抑制效应%为消除基质效应使定量更加精准$

既可采取基质匹配外标曲线校正法$也能采用内标法定

量%选择内标物时$不仅要求内标物与目标物的物理化

学性质相似$同时不与被测定样品发生化学反应$且应与

目标物的出峰时间相近等+

#$

,

%试验选用的内标物&&&双

去氯万古霉素的结构只比万古霉素分子结构的少
!

个

氯$所以其结构和性质与万古霉素基本无差异$可以满足

内标物的要求+

!"

,

%目前使用该内标物进行万古霉素和去

甲万古霉素检测的研究较少$主要分布在鱼虾基质中%

!8;

!

线性范围#检出限(

ZI=

)与定量限(

ZIf

)

配制浓度依次为
!"

$

<"

$

'"

$

#!"

$

#("

$

!""

"

1

'

Z

的混合

系列标准工作溶液$在上述优化后的液相条件-质谱参数

及最终确立的分析方法下进行测定%以目标物的浓度

!

"

1

'

Z

#为
T

$万古霉素或去甲万古霉素与内标双去氯万古

霉素的峰面积比值为
A

$进行线性曲线拟合%如表
!

所示$

在
!"

#

!""

"

1

'

Z

的线性范围内$目标物线性关系良好$相

关系数
K

!均可达到
"8$$%

以上%将阴性基质加标样按优

化后的前处理方法进行处理$同时按最终确立的分析方法

进行检测$以目标物信号噪声比值!

3

'

-

#为
&

时的加标水

平作为
ZI=

$以
3

'

-

为
#"

时的加标水平作为
ZIf

$方法

检出限可低至
#8"

"

1

'

[

1

$定量限可达到
&8"

"

1

'

[

1

%

!8(

!

方法的回收率与精密度

分别取猪肉-鸡肉-鸭肉-猪肝
<

种基质$基质中均不

含试验方法所检测的目标物$按照
!"

$

;"

$

!""

"

1

'

[

1

&

个

浓度水平分别添加标样$每个水平做
(

个平行样$按上述

方法进行分析$计算回收率和精密度$具体数据见表
<

%

表
&

!

目标物的线性范围#回归方程#相关系数#检出限和定量限

G,D.9&

!

Z-09,AA,0

1

96

"

A9

1

A966-509

K

4,?-506

"

K

!

"

ZI=,0:ZIf5B,0,.

@

?96

分析物 线性范围'!

"

1

8

Z

\#

# 回归方程
K

! 检出限'!

"

1

8

[

1

\#

# 定量限'!

"

1

8

[

1

\#

#

万古霉素
!!

!"

#

!""

A

j"8""'"!Ti"8"(&; "8$$%< #8" &8"

去甲万古霉素
!"

#

!""

A

j"8""(<<Ti"8#"$% "8$$%' #8" &8"

表
<

!

试验方法的回收率与精密度

G,D.9<

!

S975F9A-96,0:

C

A97-6-505B?3-6+9?35:

(

%j(

)

分析物
添加水平'

!

"

1

8

[

1

\#

#

猪肉

回收率'
] SU=

'

]

鸡肉

回收率'
] SU=

'

]

鸭肉

回收率'
] SU=

'

]

猪肝

回收率'
] SU=

'

]

!" #"%8! %8& $(8# '8! #"(8! <8$ ##;8# $8<

万古霉素
!!

;" $'8( (8; #"'8; %8$ #"&8< &8# #"(8# %8<

!"" $#8$ &8< '$8! ;8# $'8! ;8$ ''8% '8;

!" #"(8! '8# $;8% %8% #"(8! (8( #"(8< '8&

去甲万古霉素
;" $'8! %8! #"&8; '8& $'8< ;8& $;8< (8!

!"" $%8! ;8; #";8! <8( $$8& <8' $"8& (8;

*'

安全与检测
UOL)GT M>RUW)PG>IR

总第
!!%

期
"

!"!"

年
$

月
"



结果表明$目标物的平均加标回收率为
''8%]

#

##;8#]

$

相对标准偏差!

SU=

#为
&8#]

#

$8<]

!

%j(

#%按照
X̂

'

G!%<"<

&

!""'

标准$在被测组分含量小于
"8#+

1

'

[

1

时

回收率的要求为
("]

#

#!"]

$被测组分含量在
"8#

#

#8"+

1

'

[

1

时回收率的要求为
'"]

#

##"]

%因此$试验

方法回收率和精密度均满足要求%

&

!

结论
试验建立了一种动物源食品中万古霉素类抗生素残

留量的高效液相色谱&串联质谱检测分析方法$通过选

择提取效率更高的提取液$除脂效果更好的萃取液$阳离

子固相萃取柱净化的一系列前处理步骤更进一步的减少

了杂质干扰$且对比考察了更优的色谱及质谱条件$同时

使用双去氯万古霉素作为内标物进行定量分析$有效提

高了检测的灵敏度和准确度$并进一步降低了检出限%

在
!"

#

!""

"

1

'

[

1

添加水平范围内的平均回收率为

''8%]

#

##;8#]

$相对标准偏差为
&8#]

#

$8<]

!

%j(

#$

方法检出限低至
#8"

"

1

'

[

1

$定量限达到
&8"

"

1

'

[

1

%该方

法回收率高$检出限低$分析时间短$适用于批量的动物

源食品中万古霉素类抗生素残留量的同时检测%试验建

立的方法在已报道的猪肉制品-水产品等基质基础上又

有了进一步的扩充和验证$同时又由于合适的内标的引

入比基质匹配的方法在基质消除这一方面更简便快捷$

使得试验方法基质覆盖更全-适用性更广-实用性更强%

以复杂基质样品为分析对象时$固相萃取&高效液相色

谱&串联质谱的分析方法的高分离性-高选择性-高灵敏

度以及能获取目标物结构信息+

%

,等一系列优点$能够满

足痕量分析检测的要求$将在动物源食品抗生素残留量

抽检工作方面发挥越来越重要的作用%
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