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摘要:目的:研究猪可食用组织中氨茶碱药物残留的定性

定量测定方法.方法:建立固相萃取净化结合高效液相

色谱—串联质谱法,试样中的氨茶碱药物残留被甲醇溶

液提取后,经PRiMEHLB固相萃取柱一步净化,随后用

C１８色谱柱分离,以０．１％甲酸水溶液和乙腈分别作为水相

和有机相对氨茶碱进行色谱柱梯度洗脱,利用电喷雾正

电压离子化并采用多反应监测模式进行化合物检测,空

白基质匹配标准曲线外标法定量.结果:氨茶碱药物在

３．５min内完成仪器分析,不同基质的匹配曲线在０．００５~
０．１μg/mL 质 量 浓 度 范 围 内 呈 良 好 的 线 性 关 系 (R＞
０．９９８０),猪 肉、猪 肝、猪 肾 的 方 法 加 标 平 均 回 收 率 为

８７．２％~１０１．３％,相对标准偏差为０．７％~６．２％(n＝６),

方法检出限为２μg/kg,定量限为５μg/kg.结论:该方法

简便高效、重复性好、灵敏度高,适用于猪的可食用组织

中氨茶碱药物残留的定性定量分析.

关键词:氨茶碱;猪肉;猪肝;猪肾;高效液相色谱—串联

质谱法;残留量

Abstract: Objective: A method for the determination of

aminophyllineresiduesin edibletissues (muscle,liver and

kidney)ofpigsbysolidＧphaseextractioncombined withhigh

performanceliquidchromatographyＧtandem massspectrometry

wasestablished．Methods:Afterextracted by methanol,the

aminophyllinewaspurifiedbyPRiMEHLBsolidphaseextraction

columninonestep,andthenseparatedbyaC１８chromatographic

column．０．１％formicacidsolutionandacetonitrilewereinvoked

astheaqueousphaseandtheorganicphaseforgradientelution,

respectively．Electrospraypositivevoltageionizationand multi

reaction monitoring (MRM) mode are used for compound

detection, and matrix matching standard was used for

quantification．Results:Theanalysisofaminophyllinedrugswas

completedwithin３．５minutes,andtheresultsshowedgoodlinear

relationship (R ＞ ０．９９８ ０)on different matricesin the

concentrationrangeof０．０５~１．０μg/mL．Theaveragerecoveries

rangedfrom ８７．２％ to １０１．３％,andtherelativestandard

deviationsrangedfrom０．７％ to６．２％ (n＝６)．Thedetection

limitwas２μg/kgandthequantificationlimit was５ μg/kg．

Conclusion:Themethodwhichissimpleandefficient,hasgood

repeatabilityandhighsensitivity．Itissuitableforqualitativeand

quantitativeanalysisofaminophyllinedrugresiduesinedible

tissuesofpigs．

Keywords:aminophylline;pork;pigliver;pigkidney;HPLCＧ

MS/MS;residuequantity

氨茶碱为茶碱与乙二胺复盐,是治疗家畜肺疫、气喘

病等呼吸道疾病常用兽药[１].氨茶碱在治疗动物疾病
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时,药物使用不合理会造成动物体内茶碱蓄积,并通过食

物链迁移到人体内,若长期或大量食用含有氨茶碱的食

物可能产生恶心、呕吐、焦虑、癫痫等不良症状,严重危害

健康[２].

目前针对氨茶碱的研究主要集中在制剂含量测定与

药代动力学方面[３－５],测定方法主要有液相色谱法[４,６]、

分光光度法[７]、气相色谱法[８]等,而氨茶碱在动物体内或

其可食用组织中残留量的测定方法鲜有报道.动物组织

中含有大量的蛋白质和脂肪,易对检测造成干扰,而高效

液相色谱—三重四极杆串联质谱具有抗干扰能力强、灵
敏度高等特点,被广泛应用于兽药、违禁添加物等残留检

测等工作中[９－１１].研究拟采用固相萃取净化方法对样品

进行处理,结合高效液相色谱—串联质谱仪,建立猪的可

食用组织中氨茶碱药物残留量的检测方法,以期为加强

市场监管、降低药物使用量提供技术支持.

１　材料与方法

１．１　材料与试剂

氨茶碱标准品:纯度≥９９．０％,CAS号３１７Ｇ３４Ｇ０,天津

阿尔塔有限公司;

PRiME HLB 固 相 萃 取 柱:６ mL/１５０ mg,美 国

Waters公司;

乙腈、甲醇:色谱纯,美国Fisher公司;

甲酸:色谱纯,上海安谱实验科技股份有限公司;

陶瓷均质子:北京科德诺思公司;

０．２２μm 滤膜:北京迪科马科技有限公司;

实验室用水:屈臣氏蒸馏水;

猪肉、猪肝和猪肾:市售.

１．２　仪器与设备

液相色谱串联质谱仪:ABSCIEX４０００Q 型,配 ESI
源,美国 AB公司;

离心机:TDZ５ＧWA型,湖南湘仪离心仪器有限公司;

超声波清洗机:KQＧ８００KB型,昆山市超声仪器有限

公司;

分析天平:PL２００２型,瑞士梅特勒—托利多公司;

氮吹仪:EFAAＧDC２４ＧRT型,上海安谱实验科技股份

有限公司;

多管涡旋仪:KNＧ０２６S型,北京科德诺思公司.

１．３　试验方法

１．３．１　溶液配制

(１)氨茶碱标准储备液(１mg/mL):称取氨茶碱标准

品约１００mg,用５０％甲醇溶解并定容至１００mL.
(２)氨茶碱标准中间液(１μg/mL):移取１００μL氨

茶碱标准储备液,用甲醇定容至１００mL.
(３)工作曲线标准溶液:分别吸取氨茶碱标准中间液

５,１０,２０,５０,１００μL,用 空 白 基 质 提 取 液 稀 释,制 备 成

０．００５,０．０１,０．０２,０．０５,０．１０μg/mL 的 标 准 系 列 梯 度

溶液.

１．３．２　样品前处理　称取均质试样２g(精确至０．０１g)于

５０mL聚丙烯离心管中,加入１０mL甲醇提取液和１粒

陶瓷均质子,涡旋提取５min后继续超声提取１０min,常

温条件下８０００r/min离心５min.取上清液过 PRiME

HLB固相萃取柱净化,收集流出液.准确吸取５．０mL流

出液于４５℃水浴下氮气吹扫至近干,用水定容至１mL,

充分溶解后过０．２２μm 微孔滤膜,收集于进样瓶中供液

相色谱串联质谱仪测定.

１．３．３　液相色谱串联质谱条件

(１)液 相 色 谱 条 件:色 谱 柱 为 WatersBEH C１８

(２．１mm×５０mm,１．７μm);流动相为０．１％甲酸水溶液

(A)和乙腈(B).梯度洗脱:０．０~１．０min,１５％ B;１．０~
１．５min,９０％ B;１．５~２．０min,９０％ B;２．０~２．１min,１５％

B;２．１~３．５min,１５％ B.流动相流速０．３mL/min.进样

量１μL.柱温３５℃.

(２)质 谱 条 件:电 喷 雾 离 子 源 正 离 子 扫 描 模 式

(ESI＋ ),离子源温度５００℃,离子源喷雾电压５０００V,气

帘气２．０６８×１０５Pa,雾化气２．７５８×１０５Pa,辅助气２．７５８×
１０５Pa,采用多反应监测模式进行定性定量分析.化合物

离子碎片信息见表１.

表１　氨茶碱离子碎片信息及质谱参数†

Table１　Aminophyllineionfragmentationinformation

andmassspectrometryparameters

化合物
保留时

间/min

母离子

(m/z)

子离子

(m/z)

碰撞能

量/eV

去簇电

压/V

氨茶碱 １．４７ １８１．１ １２４．０∗ ２７ ６６

９６．０ ３０ １６

　†　∗表示定量离子.

１．４　计算公式

试样中氨茶碱残留量以质量分数计,按式(１)计算.

X＝
c×V１×V３

M×V２
×１０００, (１)

式中:

X———试样中氨茶碱残留量,μg/kg;

c———试样中氨茶碱的质量浓度,μg/mL;

V１———提取液的体积,mL;

V２———所取净化液的体积,mL;

V３———最终定容体积,mL;

M———试样质量,g.

２　结果与分析

２．１　质谱条件优化

氨茶碱化合物结构中含有氨基,容易与氢离子结合

３６
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形成分子离子,一般采用电喷雾正离子模式检测.配制

１μg/mL的标准溶液,通过蠕动泵进入质谱仪,进行母离

子扫描并得到准分子离子,调节仪器参数,将准分子离子

碰撞打碎进行二级质谱分析,得到子离子特征碎片,选择

特征碎片离子中基线噪声低、响应值高的两对离子分别

作为定性离子和定量离子,优化碰撞能量和去簇电压,增
强响应信号.通过对二级谱图分析,氨茶碱的主要碎片

离子为１２４．０和９６．０,并且１２４．０的响应值最高,可作为

定量离子,见图１.最终优化的质谱条件见表１.

２．２　色谱条件优化

试验 考 察 了BEHC１８(２．１mm×５０mm,１．７μm)和

图１　氨茶碱二级质谱图

Figure１　Secondarymassspectrumofaminophylline

BEHC１８(２．１mm×１００mm,１．７μm)两种长度不同的色

谱柱,以及有机相备选甲醇、乙腈,水相备选水、甲酸水

(体积分数０．１％)溶液等不同洗脱体系流动相的分离能

力.结果显示,使用５０mm 的色谱柱化合物即能充分地

对氨茶碱进行分离,且耗时短,相比１００mm 色谱柱提高

了检测效率;氨茶碱在酸性条件下容易电离形成[M＋
H]＋ 母离子,以甲酸水(体积分数０．１％)溶液—乙腈为流

动相对氨茶碱进行洗脱,目标物有较好的保留性和响应

值.最终选择 BEH C１８(２．１mm×５０mm,１．７μm)作为

分离色谱柱,以甲酸水(体积分数０．１％)溶液—乙腈为流

动相,采用梯度洗脱,样品分析时间为３．５min,目标物出

峰时间约为１．５min,能够满足样品的快速检测分析.

２．３　提取条件优化

２．３．１　提取溶剂的选择　动物组织中药物残留的提取,

实验室常用的试剂有乙腈、甲醇、二氯甲烷、三氯乙酸、正
己烷、乙酸乙酯等[１２－１４].试验比较了甲醇、乙腈、７０％乙

腈、８０％乙腈＋２０％甲醇＋０．０５％三氯乙酸的提取效果,

见图２.结果显示,当选用甲醇提取氨茶碱时,目标峰的

响应强度最强,峰型对称且尖锐,因此选择甲醇作为提取

溶剂.

２．３．２　离心条件的优化　前处理过程中高速离心,可以

去除提取液中的部分杂质,通过设置离心机转速对提取

液进行离心处理.试验比较了８０００,１００００,１２０００r/min

图２　不同提取溶剂的提取效果比较

Figure２　Extractioneffectsofdifferentsolvents

４６
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的离心转速下去除杂质的效果,通过上机分析,可以得出

在设置的离心转速下,色谱图的基线均比较稳定,表明离

心转速条件对色谱图基线基本无影响,如图３所示.

２．４　净化条件优化

利用固相萃取柱对兽药残留测定中提取液进行净化

是比较常用的方法,该方法快速,有机试剂使用量小,并
且具 有 浓 缩 和 转 相 等 作 用.试 验 考 察 了 C１８、WCX、

WAX、HLB、PRiMEHLB、中性氧化铝和碱性氧化铝７种

固相萃取柱,通过方法回收率的比较来表征各种固相萃

取柱的使用效果,见图４.图４中显示 C１８柱净化提取液

回收率不足７０％.氨茶碱的水溶液呈碱性,WCX小柱比

WAX小柱和C１８小柱有更好的回收率,这与目标化合物

的性质和固相萃取柱本身的作用机理有关.HLB小柱相

比C１８小柱对于氨茶碱的保留和吸附效果更好,但相比

WCX柱略显不足.PRiMEHLB小柱是近年来兽药残留

快速分析中常用的净化柱[１５－１７],适用范围广,操作简单,

去除基质干扰能力强,在几种固相小柱中回收率最高,因
此选择PRiMEHLB柱用于试样提取液的净化.

２．５　方法学评价

２．５．１　基质效应　基质效应(matrixeffect,ME)是指色

谱分离时共洗脱的基质干扰成分会抑制或增强目标化合

物的离子化效率,对定量结果的准确性造成影响,因此在

图３　不同离心转速对去除杂质干扰的影响

Figure３　Influenceofdifferentcentrifugalspeedsonremovingimpurityinterference

图４　固相萃取小柱的应用效果

Figure４　Applicationeffectofsolidphase
extractioncartridges

建立最终的分析方法时需对基质效应进行评价,并采取

适当的措施消除或减弱其对结果准确性的影响[１８－１９].

按照样品的前处理方法分别制备猪肉、猪肝、猪肾的空白

基质溶液.用空白基质溶液和水分别配制系列浓度的标

准溶液,然后按研究建立的方法进行测定.

基质效应计算公式为:

ME＝ Sm

S －１( ) ×１００％, (２)

式中:

ME———基质效应,％;

Sm———基质匹配标准曲线斜率;

S———纯溶剂标准曲线斜率.

一般认为,当|ME|≤１０％ 时,ME 可忽略不计;当

５６
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|ME|为１０％~２０％时,存在较弱的基质效应;当|ME|＞

２０％时,存在强基质效应[２０].试验猪肉、猪肝、猪肾的基

质效应分别为－２３．８％,－３６．４％,－２９．７％,３种基质均

有较强的抑制效应,因此需采用基质标准溶液进行校正

以降低基质效应对检测结果的影响.

２．５．２　线性范围、检出限和定量限　分别用猪肉、猪肝、

猪肾按１．３．２的处理条件得到的空白基质溶液稀释标准中

间液,得到质量浓度为０．００５,０．０１,０．０２,０．０５,０．１０μg/mL
的系列工作曲线标准溶液,上机分析.以工作曲线标准溶

液浓度为横坐标,对应的色谱峰积分面积为纵坐标,最小

二乘法拟合绘制工作曲线,各种基质在０．００５~０．１μg/mL
范围内呈良好的线性关系,相关系数(R)均大于０．９９８０,

如表２所示.

　　采用信号噪音比值法确定目标化合物的方法检出限

和定量限.空白样品中添加适量浓度和体积的标准溶液,

以响应值≥３倍信噪比计算检出限,以响应值≥１０倍信噪

比计算定量限.最终确定该方法的检出限为２μg/kg,定

表２　不同基质虾氨茶碱的线性方程和相关系数

Table２　linearequationandcorrelationcoefficientof
aminophyllineunderdifferenttissues

样品
线性范围/

(μg􀅰mL－１)
线性方程 相关系数(R)

猪肉 ０．００５~０．１ Y＝２８３５９X＋２２２８ ０．９９９５

猪肝 ０．００５~０．１ Y＝２３６３７X＋２６４１ ０．９９８９

猪肾 ０．００５~０．１ Y＝２６１６２X＋１２８６ ０．９９９８

量限为５μg/kg.

２．５．３　方法的回收率及精密度　研究采用阴性样品添加

标准品对方法回收率和精密度进行考察.分别在空白猪

肉、猪肝和猪肾试样中添加适量标准溶液,制备成５,１０,

５０μg/kg３个水平的阳性添加样品,每个含量添加水平

做６个平行试验.结果表明,在３个水平条件下,方法回

收率为８７．２％~１０１．３％,精密度(RSD)为０．７％~６．２％,

满足对氨茶碱药物残留分析的要求,见表３.

表３　方法加标回收率及相对标准偏差

Table３　RecoveriesandRSDsofthemethod(n＝６)

样品

５μg/kg

实测含量/

(μg􀅰kg－１)

回收率/

％

RSD/

％

１０μg/kg

实测含量/

(μg􀅰kg－１)

回收率/

％

RSD/

％

５０μg/kg

实测含量/

(μg􀅰kg－１)

回收率/

％

RSD/

％

猪肉 ５．０６ １０１．３ ３．４ ９．６５ ９６．５ ０．７ ４５．６２ ９１．２ １．５
猪肝 ４．３６ ８７．２ ５．１ ８．９７ ８９．７ ６．２ ４６．６３ ９３．２ ４．９
猪肾 ４．８８ ９７．６ ２．７ ９．１４ ９１．４ ３．３ ４９．９５ ９９．３ １．１

２．６　样品检测

按研究建立的方法对市售猪肉４５批次、猪肝２５批

次、猪肾１５批次进行测定.其中,猪肉中有１批次检出氨

茶碱含量为１４．３μg/kg;猪肝中有１批次检出氨茶碱含量

为２５．４μg/kg.该方法可用于猪的可食用组织中氨茶碱

残留量的快速定性定量测定.

３　结论

研究建立了PRiMEHLB固相萃取净化结合高效液相

色谱—串联质谱法快速测定猪的可食用组织中氨茶碱药

物残留量方法.该方法对目标物有较好的色谱分离度,具
有灵敏度高、操作简便、重复性好、快速高效等优点,适用

于实验室中对猪的可食用组织中氨茶碱残留量的测定.
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