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混合型固相萃取-亲水作用色谱串联质谱法测定熊胆粉中7种氨基糖

苷类抗生素残留量
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摘要: 建立了亲水作用色谱串联三重四极杆质谱测定熊胆粉中 7种氨基糖苷类抗生素的方法。采用混合型弱

阳离子交换反相吸附固相萃取净化样品, Waters ACQUITY UPLC BEH Amide色谱柱 (100 mm × 3.0 mm, 1.7 μm),

以 0.2%甲酸水溶液-0.2%甲酸乙腈溶液为流动相, 梯度洗脱, 在电喷雾离子化正离子模式下, 以多反应监测方式

(MRM) 检测。大观霉素、链霉素、丁胺卡那霉素、卡那霉素、妥布霉素、安普霉素、新霉素在各自浓度范围内均呈良

好线性关系, 相关系数均在 0.99以上; 三水平平均加样回收率为 61.3%～127.3%, 相对标准偏差 (RSD) 为 0.1%～

1.9%; 定量限为0.2～1.0 mg·kg-1。本方法已应用于实际样品的测定。
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Abstract: An analytical method was developed for determination of 7 aminoglycosides antibiotics in bear bile

powder by hydrophilic interaction liquid chromatography tandem mass spectrometry. The samples were purified by

mix-mode weak cation exchange and reversed-phase SPE. Waters ACQUITY UPLC BEH Amide column (100 mm

× 3.0 mm, 1.7 μm) was used with 0.2% formic acid aqueous solution-0.2% formic acid acetonitrile solution as

mobile phases by gradient elution. The aminoglycosides were detected by electrospray ionization mass spectrometry

in positive mode with multiple reaction monitoring (MRM) mode. Spectinomycin, streptomycin, amikacin, kana‐

mycin, tobramycin, apramycin and neomycin possessed good linear correlation in the respective concentration

ranges, with the correlation coefficients more than 0.99. The mean recoveries at 3 spiked levels were in the range

of 61.3%～127.3%, and the RSDs were 0.1%～1.9%. The limits of quantification were 0.2～1.0 mg·kg-1. The

method had been applied to the analysis of actual samples.
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熊胆粉为熊科动物黑熊 Selenaretos thibetanus

Cuvier经胆囊手术引流胆汁而得的干燥品, 具清热、平

肝、明目之功效。在黑熊养殖、胆囊手术、术后恢复过

程中均有可能使用抗生素等兽药。作者团队[1]前期采

用QuEChERS前处理方法, 建立了超高效液相色谱串

联质谱法定性筛查熊胆粉中 169 种兽药残留的方法,

发现了多种兽药残留安全风险。

氨基糖苷类抗生素是水溶性碱性抗生素, 是动物

养殖中常使用的一类兽药。但由于氨基糖苷类抗生素

的强极性, 难以采用常规的多兽药残留的筛查方法进

行检测。且本研究对象熊胆粉中, 牛磺熊去氧胆酸和

牛磺鹅去氧胆酸等胆汁酸占 44%～61%[2], 与多数弱酸

性小分子药物化学结构有相似性, 去除困难而对检测

带来较强干扰。因此, 需针对熊胆粉的基质特性和氨

基糖苷类的强极性 , 建立专属的前处理方法和检测

方法。

目前, 针对动物源性食品的兽药残留检测研究较

多。GB/T 21323-2007《动物组织中氨基糖苷类药物残

留量的测定》[3]采用C18固相萃取柱净化样品, 使用七

氟丁酸离子对试剂作为流动相, 采用液质联用法进行

测定。文献报道的食品中氨基糖苷类检测的前处理方

法有基质分散固相萃取[4,5]、反相固相萃取[6-8]、阳离子

交换[9]、分子印迹固相萃取[10]; 色谱分离方法一般为

HILIC等亲水作用色谱[4-6,8,10], 也可使用C18或C8等反

相色谱加离子对试剂进行分离[7,9]; 检测方法均为液质

联用法。

本研究利用氨基糖苷类待测物与熊胆粉基质的酸

碱差异, 采用混合型弱阳离子交换反相吸附固相萃取

进行前处理, 以超高效液相色谱串联三重四极杆质谱

法测定熊胆粉药材中卡那霉素、大观霉素、链霉素、丁

胺卡那霉素、妥布霉素、安普霉素、新霉素共 7种氨基

糖苷类抗生素。

材料与方法

仪器与试剂 1290超高效液相色谱仪和6495三重

四极杆质谱 (美国Agilent公司); ACQUITY UPLC BEH

Amide色谱柱 (100 mm × 3.0 mm, 1.7 μm) 和Oasis WCX

固相萃取柱 (规格 500 mg/6 mL), 美国Waters公司; 卡

那霉素、大观霉素、链霉素、丁胺卡那霉素、妥布霉素、安

普霉素、新霉素混合对照溶液 (天津阿尔塔有限公司,

浓度100 μg·mL-1, 批号S035517); 甲醇、乙腈、甲酸均为

高效液相色谱级试剂。熊胆粉样品由上海凯宝药业提

供, 批号X0120190801、X0220190802、X0320190803。

色谱和质谱条件 ACQUITY UPLC BEH Amide

色谱柱 (100 mm × 3.0 mm, 1.7 μm, 美国 Waters公司);

柱温为 40 ℃, 流速为 0.4 mL·min-1, 进样量 5 μL。流动

相: A为 0.2%甲酸水溶液, B为 0.2%甲酸乙腈溶液; 梯

度洗脱: 0～2.0 min, 20% A; 2.0～7.0 min, 20%～50% A;

7.0～12.0 min, 50%～60% A; 12.0～12.1 min, 60%～

20% A; 12.1～16.0 min, 20% A。

电喷雾离子化 (ESI) 正离子模式; 干燥气 (N2) 流速

13 L·min-1, 温度 210 ℃; 雾化气 (N2) 0.24 MPa; 鞘气

(N2) 流速12 L·min-1, 温度380 ℃; 毛细管电压3 500 V。

采用多反应监测方式 (MRM) 检测, 监测离子、碰撞能

量等参数见表1。

对照品溶液制备方法 分别精密量取卡那霉素、

大观霉素、链霉素、丁胺卡那霉素、妥布霉素、安普霉

素、新霉素对照品适量, 加水制成 1 μg·mL-1混合对照

品储备液。精密量取混合对照品储备液适量, 加 10%

甲酸水溶液制成卡那霉素、大观霉素、链霉素、丁胺卡

那霉素、妥布霉素 4、8、10、20、40、80 μg·L-1, 安普霉素、

新霉素 20、30、40、60、80、100 μg·L-1的系列混合溶液,

作为对照品溶液。

供试品溶液制备方法 取本品粉末0.1 g, 精密称定,

置离心管中, 加水5 mL, 置振荡器剧烈振荡 (500次/min)

10 min至完全溶解。将上述溶液, 加于混合型弱阳离

子交换反向吸附填料固相萃取柱 (Oasis WCX, 规格

500 mg/6 mL, 已预先用 4 mL甲醇, 4 mL水活化), 弃去

上样液, 再依次用 4 mL水、4 mL甲醇清洗, 弃去洗液,

最后用 20%甲酸乙腈溶液 4 mL进行洗脱, 收集洗脱液

至 5 mL塑料 (聚四氟乙烯材质) 量瓶中, 用 20% 甲酸

乙腈稀释至刻度, 滤过, 取续滤液, 装聚四氟乙烯材质

进样小瓶, 即得。

方法学验证

线性关系 取系列对照品溶液进样测定, 以各组

分峰面积对质量浓度绘制曲线。

准确度 取样品, 分别添加低 (卡那霉素、大观霉

素、链霉素、丁胺卡那霉素、妥布霉素 0.2 mg·kg-1, 安普

霉素、新霉素 1.0 mg·kg-1)、中 (卡那霉素、大观霉素、链

霉素、丁胺卡那霉素、妥布霉素 0.4 mg·kg-1, 安普霉素、

Table 1 Monitoring ion pairs and collision energy (CE) of amino‐

glycosides. *Quantitative ion

Aminoglycoside

Spectinomycin
Streptomycin
Amikacin
Kanamycin
Tobramycin
Apramycin
Neomycin

Precursor ion

(m/z)
333.2
582.3
586.3
485.2
468.3
540.3
615.3

Product ion

(m/z)
98.0*, 140.0

263.0*, 246.0
163.1*, 264.3
163.1*, 324.2
163.2*, 145.1

55.1*, 83.0
114.0*, 80.0

CE/V

26, 25
37, 43
30, 25
29, 17
29, 21
57, 45
61, 73
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新霉素 2.0 mg·kg-1)、高 (卡那霉素、大观霉素、链霉素、

丁胺卡那霉素、妥布霉素1.0 mg·kg-1, 安普霉素、新霉素

5.0 mg·kg-1) 3个水平的对照品溶液, 每个水平做3个平

行样, 共 9份, 按上述供试品溶液制备方法和色谱质谱

条件进行分析, 计算回收率和精密度。

重复性 取同一批供试品溶液, 按“准确度”低水

平加样制备 6份供试品溶液, 按“色谱和质谱条件”进

行测定, 记录峰面积, 计算各组分峰面积的RSD。

稳定性 取同一低水平加样溶液 , 在室温下 , 于

0、3、5、9 h时进样测定, 记录峰面积, 计算各组分峰面

积的RSD。

定量限 采用直观法, 以符合回收率要求的低水

平加样溶液作为定量限。

结果

1 方法学验证

1.1 线性关系 大观霉素、链霉素、丁胺卡那霉素、卡

那霉素、妥布霉素在 4～80 μg·L-1内, 安普霉素、新霉素

在 20～100 μg·L-1内均呈良好线性关系, 相关系数均在

0.99以上, 结果见表2。色谱图见图1。

1.2 准确度 在 0.2、0.4和 1.0 mg·kg-1的加样水平下,

大观霉素的平均加样回收率为 61.3%～81.6%, RSD为

0.5%～1.0%; 链霉素的平均加样回收率为 116.2%～

124.0%, RSD为 0.1%～1.0%; 丁胺卡那霉素的平均加

样回收率为 109.2%～127.3%, RSD为 0.5%～0.9%; 卡

那霉素的平均加样回收率为 98.7%～108.6%, RSD 为

1.0%～1.8%; 妥布霉素的平均加样回收率为 101.6%～

126.0%, RSD为 0.6%～1.2%。在 1.0、2.0和 5.0 mg·kg-1

的加样水平下, 安普霉素的平均加样回收率为71.2%～

78.6%, RSD为 0.3%～0.8%; 新霉素的平均加样回收率

为 88.1%～101.9%, RSD 为 0.7%～1.9%。具体结果见

表3。

根据中国药典 2020年版四部通则<9101>, 样品中

待测定成分含量为 0.01～1 mg·kg-1级别时, 回收率要

求为 70%～125%, 重复性要求为不超过 15%, 在基质

复杂、组分含量低于 0.01%及多成分等分析中, 回收率

和精密度范围可适当放宽[11]。因此, 本次实验回收率

和精密度基本符合要求。

1.3 重复性 大观霉素、链霉素、丁胺卡那霉素、卡那

霉素、妥布霉素、安普霉素、新霉素一式六份的峰面积

RSD分别为1.3%、1.3%、1.6%、0.8%、1.4%、1.5%、2.1%。

1.4 稳定性 大观霉素、链霉素、丁胺卡那霉素、卡那

霉素、妥布霉素、安普霉素、新霉素的峰面积RSD分别

为 1.0%、0.2%、1.3%、0.6%、1.2、0.5%、2.1%。在 9 h 内

Table 2 Linear ranges, equations and correlation coefficients of aminoglycosides

Aminoglycoside
Spectinomycin
Streptomycin
Amikacin
Kanamycin
Tobramycin
Apramycin
Neomycin

Linear range/μg·L-1

4-80
4-80
4-80
4-80
4-80

20-100
20-100

Linear equation
y =2 956.29 x - 1 013.15
y = 120.73 x - 190.47
y = 368.64 x - 794.48
y = 879.19 x - 1 686.61
y = 342.51 x - 859.39
y = 10.23 x - 12.59
y = 22.05 x - 91.59

Correlation coefficient
0.998 8
0.995 3
0.994 5
0.996 8
0.997 4
0.997 9
0.996 7

Figure 1 MRM chromatograms of aminoglycosides. A: Spectino‐

mycin; B: Streptomycin; C: Amikacin; D: Kanamycin; E: Tobra‐

mycin; F: Apramycin; G: Neomycin
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基本稳定。

1.5 定量限 大观霉素、链霉素、丁胺卡那霉素、卡那

霉素、妥布霉素定量限为 0.2 mg·kg-1, 安普霉素、新霉

素定量限为1.0 mg·kg-1 (表3)。

2 样品测定

本次研究测定了上海凯宝药业提供的 3批熊胆粉

药材样品 , 均检出卡那霉素 , 含量分别为 0.45、0.22、

0.44 mg·kg-1, 未检出其他 6种氨基糖苷类抗生素, 体现

了一定的安全风险。

讨论

由于熊胆粉基质复杂, 胆汁酸含量高, 样品前处理

考察了反相固相萃取 (HLB) 和混合型弱阳离子交换

反相吸附固相萃取 (WCX) 两种净化方式。结果显示,

HLB 固相萃取的回收率低于 20%, 而使用 WCX 固相

萃取净化利用了基质和待测物较大的酸碱差异性, 对

氨基糖苷类碱性化合物具高度专属性。熊胆粉基质提

供的弱酸性环境使WCX固相萃取吸附剂和待测物处

于电离状态, 待测物能较好保留, 比较了多种上样液

pH值, 发现不调节上样液 pH时各待测物回收率最好。

同时实验发现: 低浓度溶液在碱性环境下不稳定, 因此

在对照品和供试品制备溶剂中加入一定浓度的酸; 玻

璃材质对低浓度化合物有吸附作用, 因此实验中所用

的量瓶和进样小瓶为聚四氟乙烯材质。

色谱分离选用亲水作用色谱, 可使用水、乙腈等反

相色谱流动相达到极性化合物良好分离的效果, 克服

添加七氟丁酸等离子对试剂造成的离子抑制弊端。流

动相水相考察 0.2% 甲酸水溶液和含 0.2% 甲酸的

5 mmol·L-1甲酸铵溶液等, 发现 0.2%甲酸水溶液时峰

形好、响应强。

考虑到熊胆粉为熊胆汁的干燥品, 得率约为 10%。

熊胆汁中残留限量参照 GB 31650-2019《食品安全

国标·食品中兽药最大残留限量》[12]中牛/羊奶的残

留限量, 大观霉素、链霉素为 200 μg·kg-1, 卡那霉素为

150 μg·kg-1, 新霉素为 1 500 μg·kg-1。经折算至熊胆粉,

本研究的定量限可满足残留检测的需要, 测定的 3批

熊胆粉药材中卡那霉素残留量均低于该参考限度。经

调研, 黑熊养殖过程中主要在胆囊手术和术后恢复期

使用抗生素等兽药, 正规养殖基地须在停药数天后方

可采集胆汁, 进而避免有兽药残留的熊胆粉被用于中

成药投料而产生用药的安全性问题。停药后胆汁采集

时间与氨基糖苷类抗生素残留量的关系可采用本方法

进一步研究, 为提高熊胆粉用药安全性提供技术支撑。

综上, 本研究建立了混合型固相萃取-亲水作用色

谱串联质谱法测定熊胆粉药材中 7种氨基糖苷类抗生

素, 方法专属, 解决了复杂中药材基质中氨基糖苷类测

定的难题, 灵敏准确, 能够满足残留检测的需求。
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