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固相萃取￣超高效液相色谱￣串联质谱法测定猪肉中
９ 种氨基糖苷类抗生素残留

周寒琳１ꎬ郭杭婷１ꎬ张虹∗１ꎬ陈新旺∗２ꎬ韩永和１ꎬ张勇１ꎬ贲玉婕３

(１.福建师范大学 ａ.环境与资源学院、碳中和现代产业学院ꎬｂ.福建省污染控制与资源循环利用重点实验室ꎬ
福建 福州　 ３５０１１７ꎻ２.福建医科大学附属协和医院 呼吸与危重症医学科ꎬ福建 福州　 ３５０００１ꎻ

３.宁波东方理工大学(暂名)ꎬ浙江 宁波　 ３１５２００)

摘要:建立了猪肉样品中痕量氨基糖苷类抗生素(ＡｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓꎬＡＧｓ)(阿米卡星、安普霉素、潮霉素 Ｂ、卡那霉素、巴龙

霉素、核糖霉素、大观霉素、链霉素、妥布霉素)残留的检测方法ꎮ 猪肉样品经过冷冻干燥、研磨后ꎬ加入 １５０ ｍｍｏｌ / Ｌ
ＥＤＴＡ 溶液和 ５％ＴＣＡ 溶液进行超声提取ꎬ经 Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 柱净化后ꎬ采用 ＢＥＨ Ｚ￣ＨＩＬＩＣ 色谱柱ꎬ进行超高效液相色谱￣串联

质谱分析ꎮ ９ 种 ＡＧｓ 在 ０􀆰 ０１~５ μｇ / ｍＬ 范围内线性关系良好ꎬ相关系数(Ｒ２)均大于 ０􀆰 ９９９ꎮ 猪肉样品中 ＡＧｓ 的定量限为

０􀆰 ０１~０􀆰 ２９ μｇ / ｇꎮ 在低、中、高 ３ 种加标水平下ꎬ猪肉样品中 ＡＧｓ 的平均加标回收率为 ７９􀆰 ９１％~１１３􀆰 ２０％ꎬ相对标准偏差

为 １􀆰 ２６％~１２􀆰 ４０％ꎮ 该方法操作简单、灵敏度高ꎬ适用于猪肉中 ＡＧｓ 残留的检测ꎮ
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究方向为氨基糖苷类抗生素分析检测及风险评价ꎮ
通讯作者:张虹ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｚｈａｎｇｈｏｎｇ９１０２２８＠ １６３. ｃｏｍꎻ陈新

旺ꎬＥ￣ｍａｉｌ:ｄｒｃｈｅｎｘｗ９０＠ ｆｊｍｕ.ｅｄｕ.ｃｎꎮ

　 　 氨基糖苷类(ＡｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓꎬＡＧｓ)抗生素是

由特定的氨基环醇与氨基糖分子经由糖苷键联结

构成的广谱抗菌药物[１]ꎮ 凭借其卓越的杀菌与

抑菌效能、价格低廉等优点ꎬＡＧｓ 被广泛应用于人

类和动植物感染性疾病的防治ꎬ以及用作动物生

长促进剂[２ꎬ３]ꎮ 然而在实际使用过程中ꎬ由于人

们盲目追求经济效应ꎬ存在滥用 ＡＧｓ 的现象ꎮ 目

前ꎬ已在多种食物样品和环境介质中检出 ＡＧｓꎬ如
蜂蜜[４]、牛奶[５]、鸡肉[６]、土壤[７]、养殖废水[８ꎬ９]、
医疗废水[１０] 等ꎮ 这就意味着人类可能通过摄取

食物等方式不间断地暴露于环境中残留的 ＡＧｓꎮ
相关研究证明ꎬ长期接触 ＡＧｓ 会对人体健康造成

潜在威胁ꎬ例如诱发耳毒性、肾毒性、引发神经肌

肉阻滞、过敏反应等一系列不良后果[１１]ꎮ
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为保障食品安全和人体健康ꎬ国际食品法典

委员会、欧盟、美国和日本均制定了食物中 ＡＧｓ
的最大残留限量标准[１２￣１５]ꎮ 近年来ꎬ我国对食品

中 ＡＧｓ 残留的监管力度也在加强ꎬ 例如 ＧＢ
３１６５０—２０１９«食品安全国家标准———食品中兽药

最大残留限量»规定了猪肉中庆大霉素、卡那霉

素、新霉素、大观霉素、链霉素及双氢链霉素的最

大残留限量在 １００~ ２ ０００ μｇ / ｋｇ 之间[１６]ꎮ 然而ꎬ
由于 ＡＧｓ 是一类强极性的碱性化合物ꎬ同时缺少

发色基团[１７]ꎬ无紫外吸收等特点ꎬ相比于其它类

抗生素ꎬ食品中多种 ＡＧｓ 的同时测定一直是兽药

残留分析的挑战之一[１１]ꎮ 这在一定程度上限制

了动物源食品中 ＡＧｓ 的有效监管ꎬ因此ꎬ开发一

种能够快速且准确测定动物源食品中 ＡＧｓ 残留

的方法具有重要意义ꎮ
近年来ꎬ随着分析技术的快速发展ꎬ国内外

报道了多种测定食物中 ＡＧｓ 残留的方法ꎬ主要

有微生物法、酶免疫分析法、色谱法和液相色谱￣
串联质谱法(Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ
ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙꎬＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ) 等[１８￣２２]ꎮ 其中ꎬ具有良

好分离性能、高选择性和灵敏性的液相色谱串联

质谱法已成为食品中 ＡＧｓ 准确定性和定量分析

的主要方法ꎮ 例如ꎬ徐丽佳等[２３] 建立了鸡蛋中

５ 种ＡＧｓ 残留的 ＵＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 检测方法ꎮ 龚强

等[２４] 采用 ＨＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 技术建立了乳制品中

１０ 种ＡＧｓ 残留的分析方法ꎮ 然而ꎬ这些方法大多

采用反相色谱法检测ꎬ在实验过程中引入了离子

对试剂ꎮ 此外ꎬ有研究采用亲水作用液相色谱柱

进行分析ꎬ但采用了高浓度的缓冲盐流动相ꎬ这些

均可能导致质谱灵敏度的降低[２５]ꎬ同时ꎬ当前鲜

有关于猪肉中同时检测多种 ＡＧｓ 残留的报道ꎮ
因此ꎬ本文以卡那霉素、大观霉素、链霉素、妥布

霉素、阿米卡星等 ９ 种常用的 ＡＧｓ 为研究对象ꎬ
通过优化色谱条件和前处理条件ꎬ采用 ＢＥＨ Ｚ￣
ＨＩＬＩＣ 色谱柱进行 ＵＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 检测ꎬ建立了

高效、灵敏地同时测定猪肉中 ９ 种 ＡＧｓ 残留的

方法ꎬ并应用于实际猪肉样品中 ＡＧｓ 的分析ꎮ
本研究可为动物源食品中 ＡＧｓ 的残留监督提供

方法支持ꎮ

１　 实验部分

１􀆰 １ 　 主要仪器与试剂

　 　 ＬＣ￣ＴＱ５２００ 型三重四极杆液质联用仪(广州

禾信仪器股份有限公司)ꎻ３Ｋ １５ 型通用台式高速

冷冻离心机(德国 ＳＩＧＭＡ 公司)ꎻＦＤ￣１Ｂ￣５０ 型冷

冻干燥机(北京博医康实验仪器有限公司)ꎻＳＰＥ￣
２４ 型固相萃取装置(北京成萌伟业科技有限公

司)ꎻＯａｓｉｓ ＨＬＢ 型固相萃取小柱(６ ｍＬꎬ５００ ｍｇ)、
Ｏａｓｉｓ ＷＣＸ 型固相萃取小柱 ( ６ ｍＬꎬ ５００ ｍｇ)、
Ａｔｌａｎｔｉｓ Ｐｒｅｍｉｅｒ ＢＥＨ Ｚ￣ＨＩＬＩＣ 型色谱柱(２􀆰 １ ｍｍ×
１００ ｍｍꎬ１􀆰 ７ μｍ) (美国沃特世公司)ꎻ０􀆰 ２２ μｍ
型亲水 ＰＴＦＥ 滤膜(上海安谱实验科技股份有限

公司)ꎮ
妥布 霉 素 ( Ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎꎬ ＴＯＢ )、 卡 那 霉 素

(ＫａｎａｍｙｃｉｎꎬＫＡＮ)(９９％ꎬ中国药品生物制品检定

所)ꎻ大壮观霉 ( Ｓｐｅｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎꎬ ＳＰＣ)、潮霉素 Ｂ
(Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ Ｂꎬ ＨＹＧ)、 链 霉 素 ( Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎꎬ
ＳＴＰ)、 阿 米 卡 星 ( Ａｍｉｋａｃｉｎꎬ ＡＭＩ)、 安 普 霉 素

( Ａｐｒａｍｙｃｉｎꎬ ＡＰＲ )、 巴 龙 霉 素 ( Ｐａｒｏｍｏｍｙｃｉｎꎬ
ＰＡＲ)、核糖霉素(ＲｉｂｏｓｔａｍｙｃｉｎꎬＲＩＢ)、内标 ２Ｈ５￣
盐酸阿米卡星(２Ｈ５￣Ａｍｉｋａｃｉｎ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ) (纯
度 ９９％ꎬ德国 Ｄｒ.Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ 公司)ꎻ乙二胺四乙

酸二钠盐二水合物(Ｎａ２ＥＤＴＡ􀅰２Ｈ２Ｏ)、三氯乙酸

(ＴＣＡ)、乙酸铵、氯化钠、氢氧化钾(优级纯ꎬ国药

集团化学试剂有限公司)ꎻ甲酸铵(色谱纯ꎬ上海

阿拉丁生化科技股份有限公司)ꎻ乙腈、甲酸(色
谱纯ꎬ德国 Ｍｅｒｃｋ 公司)ꎮ
１􀆰 ２ 　 标准溶液的配制

标准储备液配制:准确称取 ９ 种 ＡＧｓ 标准品

和 １ 种同位素内标标准品各 １ ｍｇꎬ分别置于 ２ ｍＬ
冷冻离心管中ꎬ加 １ ｍＬ 水溶解ꎬ震荡混匀ꎬ得到

１ ０００ ｍｇ / Ｌ 的单标储备溶液ꎮ
混合标准液配制:准确移取各标准储备液ꎬ混

合ꎬ用纯水稀释ꎬ配制成质量浓度为 １００ μｇ / ｍＬ
的混合标样储备溶液ꎮ 随后用超纯水对混合标样

储备液进行逐级稀释ꎬ依次配制质量浓度为 １０、
５、２􀆰 ５、１、０􀆰 ５、０􀆰 １ 及 ０􀆰 ０５ μｇ / ｍＬ 的标准工作溶

液ꎬ于－２０ ℃保存ꎮ
１􀆰 ３ 　 样品处理

１􀆰 ３􀆰 １ 　 样品制备

从福建省福州市各超市及农贸市场上采集猪

肉样品ꎬ使用绞肉机处理为均匀肉泥后冷冻干燥

７２ ｈꎬ研磨成粉末后独立封装于铝箔袋中ꎬ于

－８０ ℃下贮藏ꎬ待测时提前取出ꎮ
１􀆰 ３􀆰 ２ 　 样品前处理

称取 ０􀆰 ５ ｇ 预处理后的猪肉样品于 ５０ ｍＬ 聚

丙烯离心管中ꎬ加入 ２００ μＬ(１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ) ＥＤＴＡ

７８
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溶液ꎬ静置 １０ ｍｉｎ 后ꎬ加入 ５ ｍＬ ５％ ＴＣＡ 溶液ꎬ涡
旋 ２ ｍｉｎꎬ超声 ５ ｍｉｎꎬ静置于－２０℃冰箱 ３０ ｍｉｎꎮ
再次将样品混匀后ꎬ于 ４℃ 下 １０ ０００ ｒ / ｍｉｎ 离心

１０ ｍｉｎꎬ取上清液ꎮ 上述提取流程重复 １ 次ꎬ合并

上清液ꎮ 用 ５０％和 １０％氢氧化钾溶液将上清液

的 ｐＨ 调至 ７ꎮ ＨＬＢ 固相萃取柱预先用 ５ ｍＬ 甲醇

和 ５ ｍＬ 超纯水活化和平衡ꎮ 上清液过柱ꎬ待样液

完全流出后ꎬ用 ５ ｍＬ 超纯水淋洗ꎬ并在真空下干

燥至近干ꎮ 最终用 ３ ｍＬ 含 １０％甲酸和 ５％异丙

醇的水溶液洗脱目标分析物ꎬ经 ０􀆰 ２２ μｍ 亲水微

孔滤膜过滤后通过 ＵＰＬＣ￣ＭＳ / ＭＳ 分析ꎮ
１􀆰 ４ 　 仪器条件

流动相 Ａ 为 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 甲酸铵溶液(ｐＨ ３)ꎬ
流动相 Ｂ 为含 １％甲酸的乙腈溶液ꎻ柱温:５０℃ꎻ
进样量:６ μＬꎻ流速:０􀆰 ５ ｍＬ / ｍｉｎꎻ梯度洗脱程序:
０~１􀆰 ０ ｍｉｎꎬ９０％ ~ ２５％ Ｂꎻ１􀆰 ０ ~ ５􀆰 ０ ｍｉｎꎬ２５％ ~
１５％ Ｂꎻ ５􀆰 ０ ~ ５􀆰 １ ｍｉｎꎬ １５％ ~ ９０％ Ｂꎻ ５􀆰 １ ~
７􀆰 ０ ｍｉｎꎬ９０％ Ｂꎮ

质谱条件:电喷雾离子源(ＥＳＩ＋)ꎻ多反应监

测(ＭＲＭ)模式ꎻ左 /右干燥气温度 ５００ ℃ꎻ干燥气

流量 ８ Ｌ / ｍｉｎꎻ反吹气流量 ８ Ｌ / ｍｉｎꎻ离子源喷雾

电压为 ５ ５００ Ｖꎻ雾化气流量 ０􀆰 ８ Ｌ / ｍｉｎꎬ碰撞气流

量 ０􀆰 ３ ｍＬ / ｍｉｎꎻ气帘盘高压 ８００ Ｖꎻ真空接口电压

８０ Ｖꎻ真空接口温度 １５０℃ꎮ ９ 种 ＡＧｓ 的保留时间

和质谱参数见表 １ꎮ

表 １ 　 ９ 种氨基糖苷类抗生素的保留时间和质谱参数注

Ｔａｂ.１　 Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ａｎｄ ＭＳ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｆｏｒ ｎｉｎｅ
Ａｍｉｎｏｇｌｙｃｏｓｉｄｅｓ(ＡＧｓ) ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ
(ａｂｂｒｅｖｉａｔｉｏｎ)

Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ /
ｍｉｎ

Ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ
ｉｏｎ

(ｍ/ ｚ)

Ｐｒｏｄｕｃｔ
ｉｏｎ

(ｍ/ ｚ)

Ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ
ｐｏｔｅｎｔｉａｌ /

Ｖ

Ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ
ｅｎｅｒｇｙ /

Ｖ

Ｋａｎａｍｙｃｉｎ
(ＫＡＮ) ２􀆰 １３ ４８５􀆰 １４０ ３２４􀆰 １００ꎬ

１６３􀆰 １００∗ ８６ ３２ꎬ２２

Ａｍｉｋａｃｉｎ
(ＡＭＩ) １􀆰 ８４ ５８６􀆰 １００

４２５􀆰 ２００ꎬ
１６３􀆰 １００∗ ４９ ４４ꎬ２６

Ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ
(ＴＯＢ) ３􀆰 ０５ ４６８􀆰 ２００ ３２４􀆰 １００ꎬ

１６３􀆰 １００∗ ７１ １８ꎬ３０

Ａｐｒａｍｙｃｉｎ
(ＡＰＲ) ２􀆰 ７６ ５４０􀆰 １００ ３７８􀆰 １２０∗ꎬ

２１７􀆰 １００ ９１ ２４ꎬ３０

Ｐａｒｏｍｏｍｙｃｉｎ
(ＰＡＲ) ２􀆰 ６９ ６１６􀆰 ２００ ２９３􀆰 １００∗ꎬ

１６３􀆰 １００
９２ ３０ꎬ３０

Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ Ｂ
(ＨＹＧ) １􀆰 ６３ ５２８􀆰 １００

３５２􀆰 ０００ꎬ
１７７􀆰 １００∗ ９５ ２８ꎬ４４

Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ
(ＳＴＰ) １􀆰 ６７ ５８２􀆰 １００ ２６３􀆰 ２００∗ꎬ

２４６􀆰 １００ ８５ ４４ꎬ５０

Ｓｐｅｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎ
(ＳＰＣ) １􀆰 ３５ ３５１􀆰 ０７０ ３３３􀆰 ０００∗ꎬ

２０７􀆰 １００
６８ ２４ꎬ２８

Ｒｉｂｏｓｔａｍｙｃｉｎ
(ＲＩＢ) ２􀆰 ２０ ４５５􀆰 １００

２９５􀆰 １００ꎬ
１６３􀆰 １００∗ ８０ ２８ꎬ２２

　 　 注:∗Ｐｒｏｄｕｃｔ ｉｏｎ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎꎮ

２　 结果与讨论

２􀆰 １ 　 色谱条件优化

本研究选用的 ＢＥＨ Ｚ￣ＨＩＬＩＣ 色谱柱(２􀆰 １ ｍｍ×
１００ ｍｍꎬ１􀆰 ７ μｍ)ꎬ依据文献[２６]报道ꎬ该色谱柱

可以使用低浓度缓冲盐的流动相实现 ＡＧｓ 的有效

图 １　 ９ 种 ＡＧｓ(１ μｇ / ｍＬ)的提取离子流图

Ｆｉｇ.１　 Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ＡＧｓ (１ μｇ / ｍＬ)

８８
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分离ꎬ选择 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 甲酸铵溶液( ｐＨ ３)和含

０􀆰 １％甲酸的乙腈分别作为流动相 Ａ 和 Ｂꎬ用

１ μｇ / ｍＬ 标液进样ꎬ通过调整进样量、梯度洗脱及

流速ꎬ最终得到的各物质提取离子流图(图 １)ꎮ
２􀆰 １􀆰 １ 　 流动相的优化

本实验采用 ９ 种 ＡＧｓ 的混合标准溶液进行

液相条件的优化ꎬ依据相关文献[４ꎬ２５ꎬ２７] 初步采用

含 ０􀆰 １％甲酸的乙腈和 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ 甲酸铵溶液为

流动相进行优化ꎮ 为进一步改善峰型和提高检测

的灵敏性ꎬ在水相分别加入不同量的甲酸调节溶

液 ｐＨ 值ꎮ 结果发现随着 ｐＨ 从 ７ 降至 ３ꎬＡＧｓ 保

留时间提前ꎬ各目标抗生素的峰型不断尖锐ꎬ峰型

和响应强度均提升ꎮ 因此ꎬ最终选择 ２０ ｍｍｏｌ / Ｌ
甲酸铵溶液(ｐＨ ３)为流动相 Ａꎬ含 ０􀆰 １％甲酸的

乙腈为流动相 Ｂꎮ
２􀆰 １􀆰 ２ 　 流动相流速的优化

流动相的流速是色谱分离中的一个重要参

数ꎮ 增大流速会导致柱压增大、半峰宽变窄、保留

时间提前ꎮ 本实验对比了 ０􀆰 ４、０􀆰 ５、０􀆰 ６ ｍＬ / ｍｉｎ
流速对 ９ 种 ＡＧｓ 分离效果的影响ꎮ 实验显示ꎬ当
流速增加时ꎬ９ 种 ＡＧｓ 的出峰时间均提前ꎬ目标物

质的总分析时间缩短ꎮ 同时ꎬ从图 ２ 可以看出ꎬ当
流动相流速为 ０􀆰 ５ ｍＬ / ｍｉｎ 时ꎬＴＯＢ、ＫＡＮ、ＡＭＩ、
ＨＹＧ、ＳＴＰ 和 ＲＩＢ 的响应强度均高于另外两个流

速的响应强度ꎬ故综合出峰时间和响应强度ꎬ本研

究选择流速 ０􀆰 ５ ｍＬ / ｍｉｎꎮ

图 ２　 ９ 种 ＡＧｓ 在不同流速中的响应

Ｆｉｇ.２　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ＡＧｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｆｌｏｗ ｒａｔｅｓ

２􀆰 １􀆰 ３ 　 色谱柱柱温的优化

选择合适的柱温是确保色谱分析结果准确性

的关键因素之一ꎮ 升高柱温可加速溶质分子的运

动ꎬ缩短出峰时间ꎬ但过高可能导致分辨率下降ꎮ
适当的柱温能提高目标物的响应值ꎬ优化分离效

果ꎮ 本研究比较了 ３０、４０ 和 ５０ ℃ 柱温下 ９ 种

ＡＧｓ 响应强度ꎬ发现柱温升高ꎬ各物质的出峰时间

略有提前ꎬ但相差不大ꎮ 当采用柱温 ５０℃时ꎬ有 ７
种 ＡＧｓ 的响应强度最优(图 ３)ꎬ故选 ５０℃进行后

续实验ꎮ

图 ３　 ９ 种 ＡＧｓ 在不同柱温中的响应

Ｆｉｇ.３　 Ｒｅｓｐｏｎｓｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ＡＧｓ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ
ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅｓ

２􀆰 ２ 　 提取条件的优化

根据相关参考文献[２８ꎬ２９]ꎬ本研究对两种提取

溶液进行了试验:提取液 Ａ(１０ ｍｍｏｌ / Ｌ 乙酸铵缓

冲溶液(含 ２％ ＴＣＡ、０􀆰 ４ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ、０􀆰 ５％氯

化钠))和提取液 Ｂ(１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ 溶液、５％
ＴＣＡ 溶液)ꎮ 如图 ４ 所示ꎬ采用提取液 Ａ 进行前

处理时ꎬ９ 种 ＡＧｓ 回收率为 ４２􀆰 ３８％ ~ １７８􀆰 ４９％ꎬ
相对标准偏差(Ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎꎬＲＳＤ)
为 ２􀆰 ９５％ ~ ２４􀆰 ４３％ꎻ在提取液 Ｂ 的条件下ꎬ９ 种

ＡＧｓ 的回收率为平均 ８０􀆰 ６０％ ~ １０９􀆰 ２４％ꎬＲＳＤ 为

１􀆰 ５９％~９􀆰 ８４％ꎮ 从结果来看ꎬ提取液 Ａ 对 ＰＡＲ
和 ＴＯＢ 的回收率低于 ５０％ꎬ而使用提取液 Ｂ 对目

标物质的整体回收效果更好ꎬ故本实验最终选用

１５０ ｍｍｏｌ / Ｌ ＥＤＴＡ 溶液、５％ ＴＣＡ 溶液作为提取

溶液ꎮ

图 ４　 不同提取溶液对猪肉中 ９ 种 ＡＧｓ 加标

回收率的影响

Ｆｉｇ.４　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｏｎ ｔｈｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ＡＧｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ ｐｏｒｋ

２􀆰 ３ 　 固相萃取条件的优化

本实验比较了 Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 固相萃取柱(６ ｍＬꎬ
５００ ｍｇ)和 Ｏａｓｉｓ ＷＣＸ 固相萃取小柱(６ ｍＬꎬ５００
ｍｇ)的净化效果ꎮ 如图 ５ 所示ꎬＨＬＢ 柱对 ９ 种

ＡＧｓ 的平均回收率为 ８０􀆰 ６０％~１０９􀆰 ２４％ꎬＷＣＸ 对

９ 种 ＡＧｓ 的平均回收率为 ３８􀆰 ２４％ ~ ８０􀆰 ２％ꎮ 采

用 Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ 固相萃取柱得到的目标物质的回收

９８
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率能满足分析需求ꎬ本研究最终选用 Ｏａｓｉｓ ＨＬＢ
固相萃取柱ꎮ

图 ５　 不同萃取柱对猪肉中 ９ 种 ＡＧｓ 加标

回收率的影响

Ｆｉｇ.５　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ
ｃｏｌｕｍｎｓ ｏｎ ｔｈｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｎｉｎｅ ＡＧｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ ｐｏｒｋ

２􀆰 ４ 　 洗脱条件的优化

本实验比较了 ２ 种洗脱液(洗脱液 Ａ 为 Ｖ(甲
酸) ∶ Ｖ(甲醇) ＝ １ ∶ １０ꎻ洗脱液 Ｂ 为 Ｖ (甲酸) ∶
Ｖ(水)＝ １ ∶１０ 和 Ｖ(异丙醇) ∶Ｖ(水)＝ １ ∶２０)对 ９
种 ＡＧｓ 回收率的影响ꎮ 结果显示(图 ６)ꎬ采用洗

脱液 Ａ 得到的各物质的回收率除 ＫＡＮ 和 ＲＩＢ
外ꎬ其他 ＡＧｓ 均低于 ５０％ꎮ 而采用洗脱液 Ｂ 进行

洗脱时ꎬ９ 种 ＡＧｓ 的回收率均稳定在 ８０􀆰 ６０％ ~
１０９􀆰 ２４％的范围内ꎬ展现出较好的回收效果ꎮ 本

研究最终选择 Ｖ(甲酸) ∶Ｖ(水)＝ １ ∶１０ 和 Ｖ(异丙

醇) ∶Ｖ(水)＝ １ ∶２０ 作为洗脱溶液ꎮ

图 ６　 不同洗脱溶剂对猪肉中 ９ 种 ＡＧｓ 加标

回收率的影响

Ｆｉｇ.６　 Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｓｏｌｖｅｎｔｓ ｏｎ
ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ＡＧｓ ｓｐｉｋｅｄ ｉｎ ｐｏｒｋ

２􀆰 ５ 　 基质效应

本研究通过比较目标化合物在空白加标样与

纯溶剂标样中的峰面积评估 ９ 种 ＡＧｓ 的基质效

应ꎮ 结果表明ꎬＡＰＲ、ＡＭＩ、ＰＡＲ 在猪肉样品中的

基质效应分别为 １７􀆰 ７４％、３２􀆰 ０５％、２５％ꎬ而 ＫＡＮ
和 ＲＩＢ 的基质效应分别为 ４７􀆰 ９９％和 ４６􀆰 １４％ꎮ
为提高定量精确度ꎬ本方法采用基质匹配标准曲

线进行定量ꎮ
２􀆰 ６ 　 线性关系与定量限

在空白猪肉样品基质中添加系列已知量的

ＡＧｓꎬ配制 ０􀆰 ０１、０􀆰 ０５、０􀆰 １、０􀆰 ２５、０􀆰 ５、１ 和 ５ μｇ / ｍＬ
的基质匹配标准液ꎬ通过前述仪器方法分析ꎮ 根

据目标化合物质量浓度(ｘꎬμｇ / Ｌ)与峰面积比(ｙꎬ
目标化合物 /定量内标)绘制标准曲线ꎬ得回归方

程ꎮ 表 ２ 列出 ９ 种 ＡＧｓ 的线性参数ꎬ显示 ９ 种

ＡＧｓ 在 ０􀆰 ０１~５ μｇ / ｍＬ 内线性良好ꎬ相关系数 Ｒ２

为 ０􀆰 ９９９ １~０􀆰 ９９９ ７ꎮ
在空白样品中添加标准工作溶液ꎬ设定信噪

比 Ｓ / Ｎ ≥ １０ 为 定 量 限 ( Ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎꎬ
ＬＯＱ)ꎬ得到各目标物的 ＬＯＱ 为 ０􀆰 ０１ ~ ０􀆰 ２９ μｇ / ｇ
(表 ２)ꎮ

表 ２ 　 ９ 种 ＡＧｓ 的线性方程、相关系数、线性范围和

定量限

Ｔａｂ.２　 Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎꎬｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ (Ｒ２)ꎬ
ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅꎬａｎｄ ＬＯＱｓ ｏｆ ｔｈｅ ｎｉｎｅ ＡＧｓ

Ｃｏｍｐｏｕｎｄｓ Ｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ
Ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ
ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ
(Ｒ２)

Ｌｉｎｅａｒ
ｒａｎｇｅ /
(μｇ􀅰
ｍＬ－１)

ＬＯＱ /
(μｇ􀅰
ｇ－１)

Ａｍｉｋａｃｉｎ ｙ＝ ０􀆰 ００１ ２ｘ－０􀆰 ０３５ ５ ０􀆰 ９９９ ２ ０􀆰 ０１~５ ０􀆰 ０１
Ａｐｒａｍｙｃｉｎ ｙ＝ ０􀆰 ０００ ４ｘ－０􀆰 ００７ ３ ０􀆰 ９９９ １ ０􀆰 ０１~５ ０􀆰 ２２
Ｈｙｇｒｏｍｙｃｉｎ Ｂ ｙ＝ ０􀆰 ０００ ２ｘ－０􀆰 ００５ ２ ０􀆰 ９９９ ５ ０􀆰 ０５~５ ０􀆰 １１
Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ｙ＝ ０􀆰 ００１ ３ｘ＋０􀆰 ００６ ８ ０􀆰 ９９９ ６ ０􀆰 ０１~５ ０􀆰 ０２
Ｐａｒｏｍｏｍｙｃｉｎ ｙ＝ ０􀆰 ０００ ２ｘ＋０􀆰 ００６ ３ ０􀆰 ９９９ ３ ０􀆰 ０１~５ ０􀆰 ２９
Ｒｉｂｏｓｔａｍｙｃｉｎ ｙ＝ ０􀆰 ００１ ５ｘ＋０􀆰 ０８７ ２ ０􀆰 ９９９ １ ０􀆰 ０１~５ ０􀆰 ０３
Ｓｐｅｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎ ｙ＝ ０􀆰 ００２ ３ｘ＋０􀆰 １１４ ７ ０􀆰 ９９９ ７ ０􀆰 ０１~５ ０􀆰 ０６
Ｓｔｒｅｐｔｏｍｙｃｉｎ ｙ＝ ０􀆰 ０００ ４ｘ＋０􀆰 ０１０ ３ ０􀆰 ９９９ ３ ０􀆰 ０１~５ ０􀆰 ０２
Ｔｏｂｒａｍｙｃｉｎ ｙ＝ ０􀆰 ０００ ７ｘ－０􀆰 ００５ ５ ０􀆰 ９９９ ７ ０􀆰 ０１~５ ０􀆰 ０９

２􀆰 ７ 　 回收率与相对标准偏差

本研究在空白猪肉样品中进行低、中、高浓度

的加标实验ꎬ对方法的准确度和精密度进行验证ꎮ
　 　 　 　 　 　表 ３ 　 猪肉样品中 ９ 种 ＡＧｓ 的加标回收率及

相对标准偏差

Ｔａｂ.３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ＲＳＤｓ ｏｆ ｎｉｎｅ ＡＧｓ ｉｎ ｐｏｒｋ ｓａｍｐｌｅ
(ｎ＝ ３)

Ｃｏｍｐｏｕｎｄ

Ａｄｄｅｄ
０􀆰 １５ μｇ / ｍＬ

Ａｄｄｅｄ
０􀆰 ５ μｇ / ｍＬ

Ａｄｄｅｄ
１ μｇ / ｍＬ

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ /
％

ＲＳＤ /
％

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ /
％

ＲＳＤ /
％

Ｒｅｃｏｖｅｒｙ /
％

ＲＳＤ /
％

ＡＭＩ ８９􀆰 ４３ ５􀆰 ９０ ８９􀆰 ６３ ７􀆰 ７２ ９３􀆰 ６４ ７􀆰 ５３
ＡＰＲ ９３􀆰 ３１ ４􀆰 ４５ ９５􀆰 ２８ ４􀆰 ４４ １００􀆰 ４８ ５􀆰 ８１
ＨＹＧ １１０􀆰 ６４ １􀆰 ３０ ７９􀆰 ９１ ２􀆰 １６ １０６􀆰 ４２ ４􀆰 ４０
ＫＡＮ １０９􀆰 ７９ ８􀆰 ０３ １０１􀆰 １１ ６􀆰 ８９ １０１􀆰 ５１ ５􀆰 ９８
ＰＡＲ ９２􀆰 ５８ ７􀆰 ３３ ８６􀆰 ４４ ７􀆰 ４２ ８４􀆰 ８５ １􀆰 ２６
ＲＩＢ ９６􀆰 ４１ １２􀆰 ４０ １１３􀆰 ２０ ７􀆰 ２１ １０７􀆰 ８２ ６􀆰 ７８
ＳＰＣ ８９􀆰 １８ ３􀆰 ９３ ９３􀆰 ５６ ５􀆰 ６２ １００􀆰 ８４ ５􀆰 ７８
ＳＴＰ １０８􀆰 ３０ ８􀆰 ８１ １００􀆰 ９５ ７􀆰 ７２ ９４􀆰 ５６ ４􀆰 ０４
ＴＯＢ １０３􀆰 ９４ ６􀆰 ６４ ９１􀆰 ９５ ６􀆰 ０４ ８７􀆰 ５０ ２􀆰 ８１

０９
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低、中、高加标浓度分别为 ０􀆰 １５、０􀆰 ５ 和 １ μｇ / ｍＬꎬ
每种浓度水平进行 ３ 个重复ꎬ采用上述优化后的

方法分析ꎮ 如表 ３ 所示ꎬ９ 种 ＡＧｓ 在低浓度加标

下的回收率为 ８９􀆰 １８％~１１０􀆰 ６４％ꎬＲＳＤ 为 １􀆰 ３０％~
１２􀆰 ４０％ꎻ中浓度加标下的回收率为 ７９􀆰 ９１％ ~
１１３􀆰 ２０％ꎬＲＳＤ 为 ２􀆰 １６％ ~ ７􀆰 ７２％ꎻ高浓度加标下

的回收率为 ８４􀆰 ８５％ ~ １０７􀆰 ８２％ꎬＲＳＤ 为 １􀆰 ２６％ ~
７􀆰 ５３％ꎮ
２􀆰 ８ 　 实际样品测定

从福州市超市及农贸市场随机选购了 ２０ 份

猪肉样品ꎮ 运用本研究中优化并确立的方法ꎬ对
样品中 ９ 种 ＡＧｓ 含量进行测定ꎮ 实验结果显示ꎬ
所有样品均未检出 ＡＧｓꎮ

３　 结论

本研究建立了固相萃取￣超高效液相色谱￣串
联质谱测定猪肉中阿米卡星、安普霉素、潮霉素

Ｂ、卡那霉素、巴龙霉素、核糖霉素、大观霉素、链
霉素、妥布霉素的分析方法ꎮ 通过优化液相条件

和前处理过程(提取和净化条件)ꎬ利用 ＢＥＨ Ｚ￣
ＨＩＬＩＣ 色谱柱实现了猪肉样品中 ９ 种 ＡＧｓ 的有效

分析ꎮ 该方法避免了液相中离子对试剂和高浓度

缓冲盐的使用ꎬ前处理操作简单、净化效果好ꎬ可
完成多种 ＡＧｓ 的同时检测ꎬ为猪肉中 ＡＧｓ 残留监
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