
应⽤纪要

使⽤两性离⼦HILIC⾊谱柱通过LC-MS/MS测
定⻝品中氨基糖苷类抗⽣素的确证⽅法开发
和验证

Simon Hird, Claudia Rathmann, Jinchua Yang, Barbara Woyzek

Waters Corporation, LALLF M-V (Germany)

摘要

氨基糖苷类抗⽣素(AMG)是⼀种⼴谱抗⽣素，具有抗需氧菌感染的杀菌活性，作为兽药和⼈⽤药品⼴泛应⽤于⻝品

动物和⼈类中。因此，我们必须监测⻝品中的残留以控制AMG的使⽤。许多国家/地区已经针对批准⽤于动物的氨

基糖苷类抗⽣素规定了最⼤残留量(MRL)。出于控制和监测的⽬的，我们通常分析蜂蜜、鸡蛋、⽜奶、⻝品动物的

组织和⽣物体液中所含的AMG。AMG化合物的极性很强，在反相⾊谱柱中⼏乎不被保留。尽管在C18⾊谱柱上使⽤

离⼦对试剂成功地实现了AMG的⾊谱分离，但当与液相⾊谱串联四极杆质谱(LC-MS/MS)联⽤时，这种⽅法可能会

产⽣离⼦抑制，并污染LC和MS/MS系统。亲⽔作⽤⾊谱(HILIC)的引⼊为极性化合物的分析提供了⼀种更兼容质谱

的选择。本⽂展⽰了使⽤Atlantis™ Premier BEH™ Z-HILIC⾊谱柱（具有磺基甜菜碱型两性离⼦填料）测定AMG

的成功评估结果。⽜奶、鸡蛋和蜂蜜样品使⽤含有10 mM⼄酸铵、0.4 mM⼄⼆胺四⼄酸(EDTA)、0.5% NaCl和

2%三氯⼄酸(TCA)的溶液进⾏萃取，然后在Oasis™ HLB⼩柱上进⾏固相萃取(SPE)，然后进⾏LC-MS/MS分析。

⽅法性能已经根据欧盟委员会法规(EU) 2021/808号实施条例得到了成功验证。该⽅法适⽤于可靠确认残留，以全

⾯检查MRL的合规性，以及在某些情况下被禁⽌使⽤的物质。

优势

Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱可实现出⾊的⾊谱保留和分离性能，使⽤兼容MS的流动相，⽆需借助离■
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⼦对试剂

该⽅法适⽤于可靠测定残留，以检查MRL的合规性，以及在某些情况下被禁⽌使⽤的物质■

该⽅法已根据欧盟委员会法规(EU) 2021/808号实施条例，使⽤三种样品类型成功得到验证■

简介

氨基糖苷类抗⽣素(AMG)是⼀种⼴谱抗⽣素，对需氧细菌感染具有杀菌活性。它们被⽤作兽药、饲料添加剂，以及

⻝品⽣产动物的⽣⻓促进剂。这些药物成本低廉，因此它们在商业化动物养殖中的过度使⽤令⼈担忧。⻝品中存

在的AMG可能具有致敏性和/或组织毒性，对消费者的健康构成威胁，并且暴露于这些物质可能会导致抗⽣素耐药

性的增加。误⽤兽药可能会导致动物组织中出现不合格的兽药残留。⼀些AMG在⻝品⽣产动物的⼀系列组织、鸡

蛋和⽜奶中设定了最⼤残留限量(MRL)1。 ⼀些AMG未被批准在⽣产供⼈类⻝⽤的⽜奶或鸡蛋的动物中使⽤，因此

没有关于⽜奶或鸡蛋中这些AMG的MRL规定。此外，由于蜂蜜中未获批使⽤AMG，因此未规定蜂蜜中AMG的

MRL。

AMG具有弱碱性、⽔溶性，并且极性过强，因此⽆法包含在多残留⽅法的范围内，需要依赖单独的特定类别⽅法

进⾏检测2,3。 此外，它们也不适合反相⾊谱分析，除⾮使⽤离⼦对试剂（例如HBFA），但这会导致离⼦抑制和

LC-MS/MS系统污染。另外也可以使⽤亲⽔作⽤液相⾊谱法(HILIC)测定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。本研究使⽤UniSpray™实施了之前开发的基于Atlantis™ Premier BEH™ 

Z-HILIC⾊谱柱的⽅法，并进⼀步评估了该⽅法在测定⽜奶、鸡蛋和蜂蜜中⼋种AMG的性能4,5。

实验

样品描述

⽜奶、鸡蛋和蜂蜜购⾃当地零售商，然后交由德国梅克伦堡-西波美拉尼亚州国家农业、⻝品安全与渔业办公室的

实验室进⾏制备和分析。样品经均质化处理后，使⽤含10 mM⼄酸铵、0.4 mM⼄⼆胺四⼄酸(EDTA)、0.5% NaCl

和2%三氯⼄酸(TCA)的溶液进⾏萃取，使⽤Oasis HLB进⾏SPE纯化后，进⾏LC-MS/MS分析。完整详情请参阅下

⽅图1。
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图1.⽜奶、鸡蛋和蜂蜜中氨基糖苷类抗⽣素的样品萃取和纯化过程概述

在之前为空⽩样的⽜奶和鸡蛋中制备0.1、0.5、1、1.5和2倍⽬标浓度（通常为MRL（如有），如果没有则进⾏外

推）的加标样品。蜂蜜中没有规定AMG残留的MRL，因此在蜂蜜中不允许AMG存在。此类未经批准物质的⽬标⽔

平设定为EURL规定的最低⽅法性能要求(MMPR)，并制备1、1.5、2和3倍MMPR(20 µg/kg)的加标样品6。 制备相

同浓度范围的基质匹配标准品。整个实验中⼀直使⽤妥布霉素作为内标(IS)。⽬标浓度⽔平的浓度请参⻅下表1。
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表1.⽬标浓度（MRL和MMPR[蜂蜜]，µg/kg）。

*该商品中的这些分析物没有规定MRL，因此⽬标浓度根据本验证计划中加标浓度的其他MRL外推⽽得

液相⾊谱条件

液相⾊谱系统： 配备FTN SM的ACQUITY I-Class 

UPLC

⾊谱柱： Atlantis Premier BEH Z-HILIC (2.5 

µm, 2.1 × 150 mm) 

P/N：186009987

柱温： 50 °C

样品温度： 10 ℃

进样体积： 5 µL

流动相A： 20 mM甲酸铵⽔溶液(pH 3.0)
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流动相B： 含0.1%甲酸的⼄腈溶液

梯度表

质谱条件

质谱系统： Xevo TQ-XS

电离模式： UniSpray（正离⼦模式）

撞击器电压： 3.0 kV

离⼦源温度： 150 °C

脱溶剂⽓温度： 500 °C

脱溶剂⽓流速： 1000 L/h

锥孔⽓流速： 150 L/h
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表2. AMG的MRM参数（定量通道以粗体显⽰）。

数据管理

质谱软件： MassLynx v4.2

信息学软件： TargetLynx™ XS

⽅法验证

根据欧盟委员会实施法规(EU) 2021/808号实施条例的要求，使⽤代表性加标样品对⽜奶、鸡蛋和蜂蜜进⾏了验证
7。 通过检查保留时间、离⼦丰度⽐和鉴定点来评估鉴定结果。使⽤实测回收率评价正确度、重复性(RSDr)、实验

室内重现性(RSDR)和决定限度(CCα)，根据三个不同⽇期分析重复加标样品的数据得出。与传统验证⽅法不同，替

代验证⽅法验证的是⼀个浓度范围，⽽不是离散的浓度⽔平。因此，在验证⽤的样品中添加的浓度不需要严格对

应欧盟委员会实施法规(EU) 2021/808号实施条例附件I中给出的确切浓度⽔平。但是，所选的验证浓度范围必须

⾜以覆盖所需的浓度⽔平。对于MRL和未获批准的物质，所有计算均基于InterVAL 3.4.0.4，CD 2002/657（替代

⽅法）进⾏。
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结果与讨论

Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱采⽤带有两性离⼦磺烷基甜菜碱固定相的BEH颗粒填充。两性离⼦磺基甜菜

碱键合相同时具有正电荷和负电荷的基团，且⽐率为1:1，因此整体上呈现中性。磺基甜菜碱键合能够提供独特的

选择性，并形成强亲⽔性表⾯。表⾯上致密/厚重的富⽔层可进⼀步增强极性分析物的保留性。磺烷基甜菜碱硅胶

基质固定相要求流动相中含有⾼浓度缓冲液，⽽BEH磺烷基甜菜碱固定相采⽤中等浓度(20 mM)的缓冲液就可以使

分析物实现理想分离。有关HILIC⽅法开发的更多详细信息，请参阅之前的应⽤纪要和最近的出版物4,5。

即使是极性最强的分析物，Atlantis Premier BEH Z-HILIC⾊谱柱也能提供⾜够的保留性，满⾜欧盟委员会实施法

规(EU) 2021/808号实施条例的要求：检测分析物的最低可接受保留时间应为⾊谱柱死体积对应保留时间的两倍。

所有峰均在1.5~4.2分钟之间洗脱，总运⾏时间为10分钟。⾊谱分析结果稳定，分析批次之间的保留时间⽆显著变

化（RSD为0.01%~0.91%；在各种基质中n = 57）。该⽅法为所有AMG提供了优异的保留性和峰形，流动相中⽆

需使⽤离⼦对试剂或⾼浓度缓冲液，从⽽减少了流动相相关的离⼦抑制现象，从⽽提⾼了灵敏度。

由⽜奶、鸡蛋和蜂蜜提取物制备的基质匹配标准品分析表现出了优异的灵敏度。图2展⽰了为分析⽜奶中1倍⽬标

浓度的基质匹配标准品得到的AMG⾊谱图（⻅表1）。图中所⽰代表了这三种商品的⾊谱图、灵敏度和选择性，表

明该⽅法在经过适当验证后，能够⽤于检查法规合规性。所有AMG的响应在评估的范围内呈线性，图表使⽤1/x加

权创建。决定系数值(R2) > 0.99。

图2.分析⽜奶中1倍⽬标浓度的基质匹配标准品得到的⼀系列氨基糖苷类抗⽣素⾊谱图。 
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欧盟委员会实施法规(EU) 2021/808号实施条例规定：“对于特定药理活性物质，若验证0.1倍MRL的浓度⽆法合

理实现，则可以替换为0.1倍到0.5倍MRL之间可以合理实现的最低浓度。”初步评估显⽰，0.1倍⽬标浓度加标的

分析精确度不可接受，因此在进⼀步计算中移除了这些数据，最终以0.5倍⽬标浓度的加标浓度成为最低浓度。

使⽤分析加标样品得到数据评估正确度，通过实测回收率进⾏确定。三种商品中所有加标浓度的AMG实测回收率

平均值均在87%~106%的范围内，处于为最低正确度设置的偏差范围内（以实测回收率表⽰时为80%~120%）。

欧盟委员会实施法规(EU) 2021/808号实施条例规定了在实验室内重现性条件下，重复分析加标样品的精密度限值

，具体取决于加标浓度。除了⽜奶和鸡蛋中⼀个案例在0.5倍⾄2倍⽬标⽔平加标时未达标外，其他所有情况均满

⾜重现性（对于>120~1000 µg/kg，RSDwR ≤22%，或对于10~120 µg/kg，≤25%），和重复性（对于

>120~1000 µg/kg，RSDr ≤ 15%，或对于10~120 µg/kg，≤ 17%）的标准。对于加标0.5~2倍⽬标浓度的⽜奶

和鸡蛋样品，所有化合物均通过了重现性和重复性限值标准（RSDwR和RSDr分别为10%~19%和1.6%~16%）。

在以较低浓度(20~60 µg/kg)加标的蜂蜜中，所有化合物均通过了重现性限值标准(11%~22% RSDwR)。加标浓度

为20 µg/kg时，重复性在3.5%~19% RSDr范围内，只有⼀种化合物不满⾜重复性可接受标准(≤17% RSDr)。

图3.⽜奶、鸡蛋和蜂蜜分析的正确度平均值（实测回收率）汇总。
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图4.⽜奶、鸡蛋和蜂蜜分析的重现性平均值汇总。

图5.⽜奶、鸡蛋和蜂蜜分析的重复性平均值汇总。

确认批准物质的决定限度(CCα)必须⾼于但尽可能接近MRL，⽽对于禁⽤和未批准的AMG，其决定限度必须为分析
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技术所能实现的最低⽔平。表2、表3和表4提供了包括CCα值在内的关键验证参数汇总。

表3. ⽜奶分析计算出的关键验证参数汇总。
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表4. 鸡蛋分析计算出的关键验证参数汇总。
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表5. 蜂蜜分析计算出的关键验证参数汇总。

此外，研究还评估了分析重复样加标所得数据是否符合所需的鉴定标准。每种分析物采⽤两个通道⾜以满⾜MRL

和未批准物质所需的鉴定点（分别为四个和五个点），所得峰的离⼦丰度⽐和保留时间与标准品之间的偏差均在

建议范围内。

结论
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本应⽤纪要介绍了⼀种⽤于测定各种⻝品中AMG抗⽣素残留的⽅法。经过提取和纯化后，使⽤Atlantis Premier 

BEH Z-HILIC⾊谱柱通过LC-MS/MS⽅法测定AMG残留。⽅法性能已经根据欧盟委员会法规(EU) 2021/808号实施

条例在三种动物产品中得到了成功验证。正确度、重复性和实验室内重现性标准均得到满⾜，但有少数例外。决

定限度(CCα)值表明，该⽅法适⽤于残留确认，以检查这些物质是否符合EU MRL规定，在物质禁⽌使⽤的情况下

还可以检查物质是否超出了其他主管部⻔规定的MRL限值。
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