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摘要

本研究系统地考察了⾊谱条件（例如，流动相、pH和离⼦强度或缓冲液浓度）对使⽤Atlantis Premier BEH Z-

HILIC⾊谱柱分离17种强极性氨基糖苷类抗⽣素(AMG)的影响。本研究涉及的AMG包括阿⽶卡星(AMI)、安普霉素(

APR)、庆⼤霉素（GEN C1、C1a、C2/C2a）、潮霉素B (HYG)、卡那霉素(KAN)、春雷霉素(KAS)、新霉素(

NEO)、新霉胺（或新霉素A、NEO A）、巴⻰霉素(PAR)、核糖霉素(RIB)、⼤观霉素(SPC)、链霉素(STP)、双氢

链霉素(DSTP)、西索⽶星(SIS)和妥布霉素(TOB)。使⽤由20 mM甲酸铵⽔溶液(pH 3.0)和0.1%甲酸的⼄腈溶液组

成的⼆元流动相对这些AMG进⾏梯度洗脱以实现可靠且充分的分离，并通过电喷雾串联质谱(ESI-MS/MS)发挥优

异的灵敏度。使⽤三氯⼄酸溶液萃取⻝品样品。使⽤Oasis HLB⼩柱优化固相萃取(SPE)和净化程序。利⽤⽜奶、

⽜⾁、猪⾁、肝脏和蜂蜜样品评估该⽅法的性能。16种AMG获得了良好的灵敏度、准确度和精密度性能特征，证

明最终优化的HILIC-ESI-MS/MS⽅法可靠、准确且灵敏，适⽤于测定⻝品中的AMG。

优势

使⽤Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱可靠地分离17种氨基糖苷类抗⽣素■

⾼灵敏度HILIC-MS/MS⽅法，满⾜主要市场的法规要求■

准确可靠地测定⽜奶、肌⾁、肝脏和蜂蜜中的AMG■
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兼容MS的流动相，⽆需使⽤离⼦对试剂或⾼浓度缓冲液■

简介

氨基糖苷类抗⽣素(AMG)是⼀类重要的抗⽣素，⼴泛⽤于⼈⽤药品及兽药中治疗⾰兰⽒阴性菌感染引起的疾病。

AMG在畜牧业中的超说明书⽤药（例如，不遵守治疗后的停药时间）可能导致⻝品中存在⾼残留AMG。⻝品中存

在的AMG会对消费者健康构成威胁，因为它们具有毒性和致敏性，并可能导致抗⽣素耐药性。监测⻝品中的AMG

含量对于确保正确使⽤AMG以及⻝品安全⾄关重要。已经有多个国家/地区和国际组织规定了动物源性⻝品中的

AMG最⼤残留限量(MRL)（⻅表1）1-5。

AMG为⽔溶性、极性化合物，离⼦对试剂已成功⽤于AMG的反相液相⾊谱分析6,7。 但是，由于离⼦对试剂在实际

使⽤中的相关问题，例如平衡缓慢以及可能对其他⾮离⼦对应⽤产⽣不利影响，这种⽅法的应⽤受到限制8。 另外

也可以使⽤亲⽔作⽤液相⾊谱法(HILIC)分析AMG，但使⽤酰胺或氨丙基HILIC固定相时，观察到这些化合物的分

离选择性有限9。 有研究报道，与酰胺或氨丙基⾊谱柱相⽐，两性离⼦固定相在AMG的分离中表现出更出⾊的分离

度，但某些两性离⼦HILIC⾊谱柱需要采⽤缓冲液浓度较⾼（⾼达175 mM）的流动相，这种条件不利于LC-MS分

析9。

本研究通过电喷雾串联质谱(ESI-MS/MS)法评估了Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱（采⽤基于BEH颗粒的两

性离⼦磺烷基甜菜碱固定相）分析⻝品中17种AMG的性能。本研究涉及的AMG包括阿⽶卡星(AMI)、安普霉素(

APR)、庆⼤霉素（GEN C1、C1a、C2/C2a）、潮霉素B (HYG)、卡那霉素(KAN)、春雷霉素(KAS)、新霉素(

NEO)、新霉胺（或新霉素A、NEO A）、巴⻰霉素(PAR)、核糖霉素(RIB)、⼤观霉素(SPC)、链霉素(STP)、双氢

链霉素(DSTP)、西索⽶星(SIS)和妥布霉素(TOB)。这些AMG的结构如图1所⽰。本研究系统地评估了⾊谱条件对

AMG分离和检测的影响，调整并优化了最初⽤于STP、DSTP、GEN和NEO的固相萃取和净化程序10。 利⽤⽜奶、

肌⾁、肝脏和蜂蜜样品评估了⽅法性能。 
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表1.不同国家/地区和组织规定的动物源性⻝品中AMG的MRL
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图1.本研究涉及的AMG的结构。庆⼤霉素有4种异构体(C1, C1A, C2, C2A)。

实验

所有⻝品样品和AMG标样均在聚丙烯(PP)或塑料容器或实验室器⽫中制备。 

化学品与溶液

阿⽶卡星、潮霉素B、硫酸核糖霉素、硫酸西索⽶星、硫酸庆⼤霉素、新霉素三硫酸盐⽔合物、硫酸妥布霉素和硫

酸卡那霉素购⾃Sigma-Aldrich（美国宾⼣法尼亚州阿伦敦）。盐酸新霉胺（或新霉素A）、硫酸安普霉素、盐酸

春雷霉素、硫酸链霉素、硫酸巴⻰霉素、硫酸双氢链霉素和⼤观霉素⼆盐酸盐⽔合物购⾃Cayman Chemical（美

国密歇根州安娜堡）。GEN由四种组分（GEN C1、C1a、C2和C2a）的混合物组成，GEN C2和C2a为⽴体异构体
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。这些AMG的结构如图1所⽰。

将AMG标准品溶于去离⼦⽔(>18.2 Mohm∙cm)中制得标准储备液(1 mg/mL)。混合各标准储备液并⽤去离⼦⽔稀

释，制得混合标准⼯作溶液。所有溶液均盛装于PP容器中，储存在冷冻柜(-20 °C)中。使⽤AMI作为内标(IS)。

制备包含10 mM⼄酸铵、0.4 mM⼄⼆胺四⼄酸(EDTA)、0.5%氯化钠和2%三氯⼄酸(TCA)的提取溶液，⽅法如下

：称取0.385 g⼄酸铵加⼊500 mL容量瓶中。加⼊约450 mL去离⼦⽔，溶解⼄酸铵。⽤甲酸(FA)试剂将pH调节⾄

4.0后，向容量瓶中加⼊0.074 g⼄⼆胺四⼄酸⼆钠盐⼆⽔合物、2.5 g氯化钠和10 g TCA。充分混合，使固体溶解

，加去离⼦⽔⾄刻度。

样品描述

⽜奶、肌⾁（⽜⾁和猪⾁）、肝脏（家禽）和蜂蜜样品均购⾃当地商店。本研究还包括蜂蜜，因为蜜蜂细菌感染

的治疗会⽤到AMG。蜂蜜和⽜奶样品储存在冰箱(0‒4 °C)中，肌⾁和肝脏样品保存在冷冻柜(-20 °C)中。 

样品提取与净化

在50 mL PP离⼼管中，将3 g蜂蜜、⽜奶或捣碎的肌⾁或切碎的肝脏组织与20 mL提取溶液混合。将离⼼管⾼速

(3200 RPM)涡旋2 min，然后在冰箱中放置30 min。将样品再次涡旋混合，并在4 °C下以3200 g离⼼10 min。⽤

塑料移液管定量移取上清液⾄另⼀个50 mL PP离⼼管中。在固相萃取(SPE)和净化之前，采⽤经校准的pH计，将

上清液⽤碱性溶液（50%和10%氢氧化钾溶液）调节⾄pH 6.75 ± 0.25。在上样所有上清液（约18 mL）之前

，将SPE⼩柱（Oasis HLB SPE⼩柱，6 cc Vac⼩柱，500 mg吸附剂，60 µm，部件号：186000115 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/sample-preparation--filtration/186000115-oasis-hlb-6-cc-

vac-cartridge-500-mg-sorbent-per-cartridge-60--m-.html> ）⽤3 mL甲醇和3 mL去离⼦⽔活化和平衡。上样

后，⽤3 mL去离⼦⽔冲洗⼩柱，并在真空下⼲燥15 min。⽤3 mL洗脱溶液（含10% (v/v)甲酸和5% (v/v)异丙醇

的⽔溶液）洗脱分析物。最终提取物不经任何复溶或稀释，通过LC-MS/MS进⾏分析。在SPE净化程序中使⽤沃特

世（真空）萃取装置（部件号：186008998）和Otto SPEcialist正压萃取装置（部件号：725000682 <

https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/sample-preparation--filtration/725000682-otto-

specialist-positive-pressure-manifold.html> ），⼆者获得相媲美的结果。使⽤Oasis PRiME HLB⼩柱（部件

号：186008718 <https://www.waters.com/nextgen/us/en/shop/sample-preparation--

filtration/186008718-oasis-prime-hlb-6-cc-vac-cartridge-500-mg-sorbent-per-cartridge-.html> ）也获得

相媲美的结果，且⽆需活化和平衡步骤。 

液相⾊谱条件
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液相⾊谱系统： 配备⼆元溶剂管理器的Arc 

Premier系统

质谱系统： Xevo TQ-S micro系统

运⾏时间： 10.0 min

⾊谱柱： Atlantis Premier BEH Z-

HILIC（2.5 μm，2.1 × 150 

mm，部件号：186009987）

温度： 50 °C

流动相： A：20 mM甲酸铵⽔溶液(pH 

3.0)

B：0.1%甲酸的⼄腈溶液

清除溶剂： ⽔/⼄腈(1:9, v/v)混合溶液

进样体积： 6.0 µL

梯度表
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质谱条件

软件： MassLynx v4.2 SCN1017

极性： ES+

脱溶剂⽓温度： 600 °C

⽑细管电压： 1.5 kV

锥孔⽓流速： 50 L/h

离⼦源温度： 150 °C

脱溶剂⽓流速： 1000 L/h
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表2.本研究中使⽤的MRM通道、锥孔电压和碰撞能量参数。MRM定量通道

以粗体显⽰。
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结果与讨论

1 Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱对AMG的分离效果

流动相含⽔量、pH和缓冲液浓度是优化Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱对AMG分离效果的主要因素。 

1.1 流动相含⽔量的影响

图2显⽰了等度洗脱条件下，流动相含⽔量对选定AMG在Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱(2.1 × 100 mm, 

1.7 μm)上的保留时间(RT)的影响。流动相A为pH 3.0的20 mM甲酸铵⽔溶液，流动相B为0.1%甲酸的⼄腈溶液。

图2显⽰，流动相含⽔量越⾼，洗脱速度越快（RT越短）。
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图2.流动相含⽔量对选定AMG在Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱上的保留时间的影响

1.2 流动相pH的影响

图3显⽰了梯度洗脱条件下（流动相A在5 min内从20%增加⾄95%，在95%下保持10 min），流动相A的pH对选

定AMG在Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱(2.1 × 100 mm, 1.7 μm)上的RT的影响。流动相A为不同pH的20 

mM甲酸铵⽔溶液，流动相B为0.1%甲酸的⼄腈溶液。流速为0.2 mL/min，柱温为40 °C。图3显⽰，后洗脱的

AMG表现出更⾼的pH依赖性。在⾼pH条件下，AMG（弱碱）离⼦化率降低，并与固定相具有更强的疏⽔作⽤

，导致RT更⻓。峰形、峰强度和分离度也受流动相pH的影响。图4显⽰了选定AMG在与图3相同的条件下得到的⾊

谱图。随着pH从9降⾄3，峰（尤其是后洗脱峰）变得更窄、更对称、强度更⾼且分离度更出⾊。 
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图3.pH对选定AMG在Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱上的RT的影响
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图4.⽔性流动相pH对选定AMG在Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱上的RT、峰形和峰强度的影响

1.3 缓冲液浓度的影响

图5显⽰了在流速为0.7 mL/min、柱温为50 °C的条件下，⽔性流动相缓冲液（甲酸铵）浓度对选定AMG在

Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱(2.1 × 150 mm, 2.5 μm)上的分离效果的影响。流动相A为pH 3.0的各种浓

度（5 mM、10 mM、20 mM和40 mM）甲酸铵⽔溶液，流动相B为0.1%甲酸的⼄腈溶液。洗脱程序与实验部分

所述相同。在缓冲液浓度为20 mM的条件下获得的峰强度最⾼。
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图5.⽔性流动相(pH 3.0)中的甲酸铵浓度对选定AMG在Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱上的峰强

度和分离度的影响

1.4 其他因素

其他因素（例如柱温和流动相B中的甲酸浓度）对峰强度、峰形和⾊谱分离度的影响有限。不同粒径（1.7 μm和

2.5 μm）的Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱在各种⾊谱条件（流动相组成、pH、缓冲液浓度等）下表现出

相同的趋势。2.5 μm粒径的⾊谱柱(2.1 × 150 mm)⽐1.7 μm粒径的⾊谱柱(2.1 × 100 mm)在相应梯度洗脱条件

下(0.2 mL/min)下⽀持更⾼的流速(0.7 mL/min，有助于缩短运⾏时间。最终优化⽅法采⽤2.5 µm粒径的⾊谱柱

(2.1 × 150 mm)。 

2. 分析选择性

在空⽩肌⾁样品中发现SPC⼲扰峰。最初使⽤的MRM通道为351>98和351>207，其他报告中也使⽤这些通道9。 

本研究发现空⽩肌⾁样品在RT 1.62 min处有⼀个未知峰，与SPC峰(RT 1.56 min)重叠。该未知峰的离⼦丰度⽐也

与SPC有所不同。为避免该未知峰可能产⽣的⼲扰，我们的⽅法中使⽤了SPC的备选MRM通道（351>333和

333>140），未发现来⾃空⽩样品的⼲扰峰。

此外，还优化了DSTP的MRM通道，以减少同位素取代STP的⼲扰。STP（分⼦量581 Da）和DSTP（分⼦量583 
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Da）的化学结构相似，并且它们的碎裂模式相同。STP具有与DSTP质量数相同的同位素峰，相对丰度为

5.8%（相对于581 m/z处的单同位素峰），该同位素峰会⼲扰DSTP的定量。DSTP的备选MRM通道涉及同位素取

代DSTP的质⼦加合物（MRM为585>263和586>247），可将STP对DSTP的⼲扰降⾄1%以下，同时保持对DSTP

具有⾜够⾼的灵敏度。难以完全消除STP同位素物质的⼲扰。  

3. 基质效应

图6显⽰了AMG的LC-MS/MS分析中的基质效应。本研究利⽤SPE净化后加标1000 μg/kg标准品的空⽩样品提取物

与SPE洗脱溶液中1000 μg/kg标准品的峰⾯积⽐评估了基质效应。在这些AMG中观察到不同程度的基质效应，从

强离⼦抑制（⽐率低⾄20%以下）到强离⼦增强（⽐率⾼达170%以上）皆有。AMG定量分析需要进⾏基质匹配校

准。

图6.基质效应⽤加标1000 μg/kg的空⽩⻝品样品（SPE净化后）与SPE洗脱溶液中1000 μg/kg标准品

的峰⾯积⽐表⽰。误差条表⽰±SD (n = 4)。

4. SPE回收率

利⽤样品前处理开始时加标的空⽩样品与SPE净化后加标的空⽩样品的峰⾯积⽐计算回收率（⻅图7）。加标浓度

为1000 μg/kg。所有五个样品（蜂蜜、⽜奶、⽜⾁、猪⾁和肝脏）中⼤多数AMG（KAS除外）的回收率在约

40%~100%之间，与类似⻝品基质中报告的结果相当7,9。 KAS的回收率不佳，这与它的pKa值较低（pKa1为

3.23）有关，其他AMG的pKa值均为⼤约7或更⾼。KAS以离⼦化形式存在于SPE上样溶液中（pH调节⾄6.75 ± 
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0.25），不会被Oasis HLB吸附剂保留。 

图7.加标浓度为1000 μg/kg的空⽩样品经Oasis HLB⼩柱萃取和净化后得到的AMG的回收率。误差条

表⽰±SD (n = 6)。

5. LC-MS/MS⽅法性能特征

本研究利⽤⽜奶、⽜⾁、肝脏和蜂蜜样品评估了优化后LC-MS/MS⽅法的性能。各种⻝品基质的定量限(LOQ)、决

定系数(R2)、线性范围、RT和RT精密度⻅表3。使⽤以信噪⽐(S/N)⾄少为10的低浓度加标（SPE后加标）的空⽩

样品或校准曲线中的最低浓度（以较⾼者为准）估算LOQ值。这些⻝品中的LOQ值远低于主要市场中规定的

MRL（如表1所⽰）。使⽤4‒6个浓度⽔平的基质匹配标准品（SPE后加标）获得R2值，在⼤多数⻝品基质中获得

了优异的线性(R2 > 0.99)。使⽤溶剂标准品、基质匹配标准品和加标样品获得RT的相对标准偏差（RSD；n = 57，

⽇内精密度），所有AMG均表现出优异的RT重现性（RSD⼩于1.0%）。图8所⽰为以2500 g/kg加标的空⽩⽜奶样

品中17种AMG的叠加⾊谱图，最早洗脱的峰(KAS)的容量因⼦(K')为2.6。

通过测量加标浓度为200 g/kg的空⽩蜂蜜、⽜奶、⽜⾁、猪⾁和肝脏样品评估了⽅法准确度。准确度计算为实测

浓度与加标浓度之间的⽐率（图9）。使⽤AMI作为内标。利⽤加标浓度为1000 g/kg的空⽩样品作为相应基质中

的校准品（单点校准）。图9还展⽰了5个样品中各AMG的平均准确度和标准偏差(SD)。平均准确度范围为

86%~122%，SD范围为4%~23%。这些结果与类似⻝品基质报告的结果⼀致7,9。 本研究分析了8个⻝品样品，在

这些样品中均未检出AMG。
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表3.LC-MS/MS⽅法分析⽜奶、⽜⾁、肝脏和蜂蜜样品的性能特征

图8.在最终优化条件下获得的2500 μg/kg加标空⽩⽜奶样品中17种氨基糖苷类抗⽣素的叠加⾊谱图
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图9.使⽤单点校准和⼀种内标(AMI)测定加标空⽩样品(200 μg/kg)中AMG含量的准确度。（n = 2，误

差条表⽰与平均值的偏差）。

6. 讨论

各种AMG具有相似的结构，难以分离。Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱在优化的⾊谱条件（包括pH 3.0的

20 mM甲酸铵⽔性流动相）下为17种AMG提供了良好的分离度。其他磺烷基甜菜碱固定相需要明显更⾼的缓冲液

浓度（⾼达175 mM甲酸铵）9，该条件不适⽤于MS检测。理想缓冲液浓度差异的原因尚不清楚，但据称与BEH颗

粒有关，该颗粒与硅胶颗粒相⽐具有更低的硅醇活性。最终⽅法中不包括KAS，因为该化合物在SPE过程中未得到

充分保留。但是，可以在SPE净化之前使⽤提取物直接分析。

结论

本研究系统地考察了⾊谱条件（包括流动相组成、缓冲液浓度和pH）对Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱上

AMG分离效果的影响。不同于需要甲酸铵浓度⾼达175 mM的其他两性离⼦磺烷基甜菜碱固定相，Atlantis 

Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱使⽤pH 3.0的20 mM甲酸铵⽔溶液与0.1%甲酸的⼄腈溶液进⾏梯度洗脱，只需10 

min运⾏时间，17种常⽤AMG即获得充分分离和优异的灵敏度。Oasis HLB SPE⼩柱为16种AMG提供了令⼈满意

的净化和回收率。本研究利⽤⽜奶、肌⾁、肝脏和蜂蜜样品评估了基于Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱和

Oasis HLB⼩柱的优化后LC-MS/MS⽅法的性能，所有化合物均获得了优异的灵敏度、良好的准确度和精密度。证

明该HILIC-MS/MS⽅法为筛查和定量⻝品中的AMG提供了⼀种良好的解决⽅案。
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