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摘要 目的:建立 SPE － LC － MS /MS法测定重组人粒细胞刺激因子注射液中氨苄青霉素残留。方法:选择阿莫西林为内标，
样品经过 HLB固相萃取小柱净化，浓缩，有效地去除杂质。采用 Agilent Eclipse XDB － C18 ( 4. 6 mm × 150 mm，5 μm) 色谱柱，
以乙腈 －水( 甲酸调 pH 3. 1) 为流动相进行梯度洗脱。采用电喷雾离子源( ESI) ，正离子模式，多反应监测( MRM) 。氨苄青霉
素，内标监测离子对的 m/z分别为 350. 0 /106. 1，350. 0 /192. 0 和 366. 0 /114. 0，366. 0 /208. 0。结果:氨苄青霉素浓度在 0. 0442
～ 3. 5362 μg·L －1

范围内线性关系良好( r = 0. 9995) ，最低定量限为 0. 0442 μg·L －1，方法回收率在 101. 1% ～ 106. 7%之间，
批内，批间 RSD分别小于 5. 8% 及 7. 3%。结论:本方法准确可靠，重复性好，灵敏度高，适用于重组人粒细胞刺激因子注射液
中氨苄青霉素残留检测。
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Solid － phase extraction LC － MS /MS determination of ampicillin residue
in recombinant human granulocyte colony － stimulating factor injection*
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Abstract Objective: To establish a solid － phase extraction － LC － MS /MS method for the determination of ampi-
cillin residue in recombinant human granulocyte colony stimulating factor ( rhG － CSF ) ．Methods: Using amoxicil-
lin as the internal standard，the sample was purified and concentrated by a HLB solid － phase extraction column．
Chromatographic separation was performed on a Agilent Eclipse XDB － C18 ( 4. 6 mm ×150 mm，5 μm) column with
the mobile phase of acetonitrile － water( adjust pH to 3. 1 with formic acid) by gradient elution． Electrospray ioniza-
tion( ESI) source was applied and operated in positive mode，ampicillin and amoxicillin were detected on multiple
reaction monitoring ( MRM ) mode by the transitions from the precursor to the production ( m/z 350. 0 /106. 1，
350. 0 /192. 0 and 366. 0 /114. 0，366. 0 /208. 0) ． Results: For ampicillin，calibration curve was linear in range from
0. 0442 to 3. 5362 μg·L －1 ( r = 0. 9995) ，the limit of quantitation was 0. 0442 μg·L －1，the method recovery was
between 101. 1% ～106. 7%，the RSDs of inter － and intra － day precisions were less than 5. 8% and 7. 3% respec-
tively． Conclusion: This method is be accurate，good reproducibility and sensitive for determination of ampicillin
residue in rhG － CSF．
Key words: ampicillin residue; solid － phase extraction; LC － MS /MS; rhG － CSF; antibiotic

重组人粒细胞刺激因子 ( recombinant human
granulocyte colony stimulating factor，rhG － CSF) 注射
液，通用名是非格司亭( 英文: filgrastim) ，是 1 种重

组蛋白质药物，它是由高效表达人粒细胞集落刺激

因子基因的大肠杆菌，经发酵、分离和高度纯化后获
得的重组人粒细胞刺激因子制成

［1］，主要用于治疗
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因放疗、化疗引起的白细胞减少［2］。其活性成分为
rHuG － CSF，该品种已被中国药典 2010 年版三部收
载。
根据中国药典 2010 年版三部的要求，疫苗生产

过程中不得添加青霉素或其他 β － 内酰胺类抗生
素
［1］。但 rhG － CSF 由于自身的特性，在其菌种制
备阶段，加入了氨苄青霉素，在最终产品中检测氨苄

青霉素残留，显然是非常必要的。
目前，文献报道了青霉素类抗生素残留的分析

方法，多采用传统的生物测定法［3，4］、免疫法［5］和
HPLC法［6］等。中国药典 2010 年版三部收录的该
品种检查项下氨苄青霉素残留检测方法为微生物

法
［1］，虽然微生物法简便、成本低，但其灵敏度和选
择性较差，最低检出限为 1 μg·mL －1［7］。常规
HPLC 法往往仅适宜于测定比较纯的产物，对于具
有复杂组分的生物培养基中的抗生素，特别是痕量

的抗生素，往往由于高背景干扰而难于定量分

析
［8］。E． Verdon等［9］曾报道用柱前衍生 －离子对
高效液相色谱法测定牛奶中的异 唑青霉素残留，

但前处理步骤过于复杂，操作难于控制，其准确性和

选择性较差。D． M． Holstege［10］等采用 LC － MS 测
定了牛奶中 5 种 β － 内酰胺类抗生素残留。Sonja
Riediker和 Yuko Ito 也用 LC － MS /MS 测定牛奶中
的青霉素含量，准确性较好，但灵敏度不高，其定量

限为 2 ～ 10 μg·L －1［11，12］。本品为重组蛋白质药
物，其保护液中含有较高浓度的醋酸钠盐和甘露醇

成分，均可对检测的灵敏度和特异性产生影响。本
文借鉴各方法的优点，建立固相萃取 －串联液质联
用法测定重组人粒细胞刺激因子注射液中氨苄青霉

素残留。
1 仪器和试药
1. 1 仪器 色谱系统:岛津 SHIMADZU Prominence
系列高效液相色谱仪，包括系统控制器 GBM － 20A，
在线脱气机 DGU －20A3，二元泵 LC －20AD，自动进
样器 SIL － 20AHT，柱温箱 CTO － 20A。质谱系统:美
国 Applied Biosystems 公司 API3200 LC － MS /MS
Systems串联四极杆质谱仪，包括电喷雾电离离子源
( ESI) 、Analyst1. 4. 2 数据处理软件。其他: 固相萃
取仪:Waters 固相萃取仪( 美国沃特世公司) ; 固相
萃取小柱: Waters Oasis HLB Extraction Cartridge( 30
mg: 1 mL) ，Agilent Bond ODS － C18 Cartridge ( 100
mg: 1 mL) ，Strata － X － C ( 60 mg: 3 mL) ; 十万分之
一电子分析天: BP 211D，STARTORIUS; 冷冻高速离
心机: 3K30，Sigma; 氮气浓缩仪: N － EVAP 111 NI-

TROGEN EVAPORATOR; 涡旋混匀仪: MS3 digital，
IKA;超纯水仪: Milli － Q( 美国密理博公司) 。
1. 2 试药 氨苄青霉素对照品 ( 含量 86. 0%，批
号: 130410 － 200405) 和内标阿莫西林对照品( 含量
86. 6%，批号: 130409 － 200609 ) 由中国药品生物制
品检定所提供。重组人粒细胞刺激因子注射液 10
批( 由成都生物制品研究所提供。A: 0. 3 mL·
支

－ 1，批号 200506A01，200506A02，200506A03; B:
0. 6 mL · 支 － 1，批 号 200506B01，200506B02，
200506B03，200903B01，200903B02; C: 1. 2 mL ·
支

－ 1，批号 200506C01，200506C02) 。乙腈为色谱纯
试剂( Merck 公司) ，甲酸为色谱纯试剂 ( Dikma 公
司) ，实验用水为超纯水。
2 方法与结果
2. 1 色谱、质谱条件
色谱条件: 色谱柱为 Agilent Eclipse XDB － C18

( 5 μm，4. 6 mm × 150 mm) ; 以乙腈为流动相 A，水
( 甲酸调 pH3. 1) 为流动相 B，梯度洗脱程序见表 1;
柱温: 35 ℃ ; 流速 0. 8 mL·min －1 ; 进样量: 10 μL。
质谱条件见表 2。

表 1 梯度洗脱程序
Tab 1 Gradient elution program

时间

( time)
/min

流速

( flow rate)
/mL·min － 1

A相( phase) /%
水( water)
( pH 3. 15)

B相( phase) /%
乙腈( acetonitrile)

0. 01 0. 8 95 5

4. 00 0. 8 20 80

5. 00 0. 8 95 5

6. 00 0. 8 95 5

表 2 青霉素药物在 ESI正模式条件下的质谱条件参数
Tab 2 MS parameters of penicillins in ESI +

参数

( parameter)
氨苄青霉素

( ampicillin)
阿莫西林

( amoxicillin)

相对分子质量( relative molecular mass) 349. 1 365. 1

母离子( parent ions) ( m /z) 350. 0 366. 0

定量离子( quantitative ions) ( m /z) 106. 1 114. 0

定性离子( qualitative ions) ( m /z) 192. 0 208. 0

碰撞电压( collision energy) /V 22 28

碰撞池出口电压( collision exit potential) /V 4. 0 3. 8

去簇电压( declustering potential) /V 21 17

气帘气( curtain gas) /MPa 0. 2 0. 2

碰撞气( collision gas) /MPa 0. 07 0. 07

喷雾电压( ionspray voltage) /V 5500 5500

温度( temperature) /℃ 500 500

雾化气 1( gas 1) /MPa 0. 4 0. 4

雾化气 2( gas 2) /MPa 0. 4 0. 4
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2. 2 溶液的配制
氨苄青霉素储备液及工作液: 精密称取氨苄青

霉素对照品 10. 28 mg，置于 100 mL 量瓶中，以超纯
水溶解并稀释至刻度，即得氨苄青霉素( 102. 8 mg·
L －1 ) 液，置 4 ℃冰箱中保存( 2 周内使用) 。临用前
用初始流动相［乙腈 －水( 5 ∶ 95，v / v) ］稀释得所需
浓度氨苄青霉素对照品溶液。
内标储备液及工作液: 精密称取阿莫西林对照

品 10. 03 mg，置于 100 mL量瓶中，以超纯水溶解并
稀释至刻度，即成内标( 100. 3 mg·L －1 ) 储备液，置

4 ℃冰箱中保存。临用前用初始流动相［乙腈 －水
( 5∶ 95，v / v) ］稀释成浓度为 10. 03 μg·L －1

的内标

溶液。
2. 3 样品前处理
于 5 mL塑料离心管中分别精密加入 rhG － CSF

样品 2 mL，内标( 10. 03 μg·L －1 ) 100 μL，涡旋混合
2 min，作为上样溶液 A。
固相萃取流程:先用 3 mL 甲醇活化小柱，再用

3 mL超纯水洗涤后，转移上述上样溶液 A通过固相
萃取小柱。以超纯水 1 mL 洗涤小柱，弃去洗脱液，
最后用乙腈 －水( 80∶ 20 ) 3 mL 洗脱样品，收集洗脱
液于 40 ℃水浴中，通氮气吹干，残渣用初始流动相
［乙腈 －水( 5∶ 95，v / v) ］100 μL 溶解，涡旋 30 s，经
高速冷冻离心( 15000 r·min －1 ) 10 min 后，转移上
清液供 LC － MS /MS分析测定用。
2. 4 标准曲线、线性范围及定量限
精密量取空白 rhG － CSF样品 2 mL置 5 mL 塑

料离心管中，照“2. 3”项下方法处理，得空白残渣。
精密加入不同浓度的氨苄青霉素对照品溶液及内标

溶液各 100 μL，配制成含氨苄青霉素浓度分别为
0. 0442，0. 1362，0. 2651，0. 4420，0. 8841，1. 326，
1. 7682，3. 5362 μg·L －1

的基质匹配系列对照品溶

液，取上清液进样 10 μL。记录氨苄青霉素和内标
峰面积，以两者比值 Y 对浓度 X 进行线性回归，得
线性方程为:

Y = 0. 32X + 0. 00448( 1 /X ) r = 0. 9995
表明氨苄青霉素浓度在 0. 0442 ～ 3. 5362 μg·L －1

范

围内线性关系良好。在信噪比 S /N = 10 的条件下，
氨苄青霉素最低定量浓度为 0. 0442 μg·L －1。
2. 5 回收率和精密度 取空白 rhG － CSF 样品 2
mL置 5 mL塑料离心管中，精密加入内标溶液及高，
中，低 3 个浓度的氨苄青霉素对照品溶液( 0. 1362，
0. 8841，1. 7682 μg·L －1 ) 各 100 μL，按照“2. 3”项
下方法处理，每个浓度分别平行制备 5 份供试溶液。

以测得的峰面积( A) 与相应浓度基质匹配对照品溶
液峰面积( A0 ) 对比，计算萃取回收率; 以基质匹配

标准曲线测得量与氨苄青霉素加入量的比值计算方

法回收率。同法测定，计算日内 RSD;连续 5 d 制备
并测定，计算日间 RSD，结果分别见表 3 ～ 5。
表 3 氨苄青霉素萃取回收率试验结果(n =5)

Tab 3 The extractive recovery of
ampicillin in bland matrix

浓度

( concentration)

/ng·mL －1

A A0

萃取回收率

( extraction

recovery) /%

平均值

( mean)

/%

RSD

/%

0. 1326 288. 43 473. 15 60. 96 56. 27 10. 12

292. 40 61. 80

274. 89 58. 10

241. 70 51. 08

233. 81 49. 42

0. 8841 1504. 90 2579. 20 58. 35 59. 76 6. 11

1539. 50 59. 69

1621. 80 62. 88

1404. 50 54. 45

1635. 90 63. 43

1. 7682 3419. 70 4889. 90 69. 93 71. 02 6. 17

3742. 55 76. 54

3622. 60 74. 08

3192. 45 65. 29

3387. 3 69. 27

表 4 氨苄青霉素方法回收率试验结果(n =5)
Tab 4 The method recovery of ampicillin

in bland matrix

加入量

( added)

/ng

测得量

( determined)

/ng

回收率

( recovery)

/%

平均回收率

( mean

recovery) /%

RSD

/%

0. 01326 0. 01370 103. 33 106. 7 6. 14

0. 01326 0. 01388 104. 67

0. 01326 0. 01485 112. 00

0. 01326 0. 01521 114. 67

0. 01326 0. 01308 98. 67

0. 08841 0. 09371 106. 00 106. 8 3. 34

0. 08841 0. 09636 109. 00

0. 08841 0. 09725 110. 00

0. 08841 0. 09548 108. 00

0. 08841 0. 08929 101. 00

0. 17682 0. 16444 93. 00 101. 1 5. 92

0. 17682 0. 17063 96. 50

0. 17682 0. 18742 106. 00

0. 17682 0. 18742 106. 00

0. 17682 0. 18389 104. 00
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表 5 日内、日间精密度试验结果(n =5)
Tab 5 The intra － day and inter － day precisions of

ampicillin in bland matrix

日内

( intra － day)

日间

( inter － day)

加入量( added) /ng 0. 01326 0. 08841 1. 7682 0. 01326 0. 08841 0. 17682

测得均值( mean 0. 01351 0. 09467 1. 8132 0. 01392 0. 08823 0. 17911

determined) /ng

RSD/% 4. 61 5. 79 4. 64 7. 32 7. 26 6. 64

2. 6 基质效应考察 在应用 LC － MS /MS 法进行
生物样品的测定时，可能会产生基质效应，应考察该

效应。取空白 rhG － CSF基质 2 mL于 5 mL塑料离
心管中，按照“2. 3”项下方法处理，所得空白残渣分
别加入 0. 1362，0. 8841，1. 7682 μg·L －1

高、中、低 3
个浓度的氨苄青霉素对照品溶液 100 μL，涡旋溶解
后进样，每个浓度进行 5 样本分析。分别取上清液
10 μL进样测定，记录峰面积( A) 。另将相应浓度的
工作液直接进样，记录峰面积( A0 ) ，以( A0 － A) / A0

计算得到氨苄青霉素的基质效应。氨苄青霉素在
高、中、低 3 个浓度的基质效应分别为 6. 9%，
6. 1%，5. 2%。结果表明本法存在一定基质效应，但
对测定结果无明显影响。
3 方法应用
应用本文所建立的方法对成都生物制品研究所

提供的 10 批重组人粒细胞刺激因子注射液中氨苄
青霉素残留进行检测，尚未发现有阳性结果的样品。
本文所建方法的最低定量浓度达到 0. 0442 μg·
L －1，符合抗生素残留相关要求。
4 讨论
4. 1 监测离子的选择 图 1 显示的是氨苄青霉素
和内标阿莫西林在扫描范围 m/z 50 ～ 400 下得到的
二级质谱图。氨苄青霉素母离子［M + H］+ m /z 350
的主要碎片离子峰有 m/z 106，160，192，174，由于
m/z 106，192 的灵敏度最高，且样品中没有干扰，故
选用 m/z106 和 192 作为氨苄青霉素的监测离子。
内标阿莫西林母离子［M + H］+ m/z 366 的主要碎片
离子峰有 m/z 114，134，208，255，211，因 m/z 114，
208 的灵敏度最高，且样品中没有干扰，故选择 m/
z114 和 208 作为阿莫西林的监测离子。图 2 显示的
是本色谱条件下测定的典型色谱图，氨苄青霉素保

留时间为 3. 42 min，内标阿莫西林保留时间为 3. 15
min。由图可知，空白 rhG － CSF 样品中的内源性物
质不干扰其测定，说明该方法具有良好的专属性。

图 1 氨苄青霉素( A) 和内标阿莫西林( B) 的二级质谱图
Fig 1 The second grade mass spectra of ampicillin ( A ) and internal

standard amoxicillin( B)

4. 2 内标的选择 阿莫西林与氨苄青霉素具有相
似的化学结构，氨苄青霉素的 pKa 值为 3. 5，7. 3，阿
莫西林的 pKa 值为 2. 4，7. 4，9. 6。其酰胺侧链的碱
性占主导地位，两者均易带上正电荷，均可采用正离

子模式分析。两者的极性相似，其在固相萃取小柱
上有相似的保留行为，使得两者的萃取回收率相近。
由于两者的层析行为相近，使得其在色谱柱上的保

留时间相近，且能完成分开。
4. 3 样品预处理方法的选择和优化
4. 3. 1 直接沉淀蛋白法 试验比较了甲醇、乙腈、
不同比例的乙腈 － 0. 1%甲酸的提取效果，但由于
rhG － CSF样品的保护液中含有 10 mmoL·L －1

醋酸

钠及 5%甘露醇，均留在沉淀蛋白后的上清液中无
法除去，而不挥发性盐会干扰质谱测定，产生严重的

基质抑制效应，故放弃此法。
4. 3. 2 液 －液萃取法 试验考察了乙酸乙酯、丙
酮、正己烷等有机溶剂的萃取回收率，效果都很差，
三者的提取回收率均低于 10%。可能是因为氨苄
青霉素和阿莫西林的极性较大，两者在水中的溶解

度大于在有机溶剂中的溶解度。
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图 2 空白基质 ( A) 、空白基质 + 氨苄青霉素 ( 3. 42 min) + 内标
( 3. 15 min) ( B) 色谱图
Fig 2 Chromatograms of blank matrix ( A) ，blank matrix added ampicil-

lin( 3. 42 min) and internal standard( 3. 15 min) ( B)

4. 3. 3 固相萃取法
4. 3. 3. 1 固相萃取小柱的选择
试验分别选用 Waters Oasis HLB 柱、Aglient

Bond ODS － C18柱及 Strata － X － C 柱对空白加样
rhG － CSF样品的萃取效果进行了比较。结果见图
3，由图 3 可知，HLB 柱对氨苄青霉素的萃取效果优
于其他 2 种萃取柱。
4. 3. 3. 2 洗脱剂的选择 分别选用乙腈、乙腈 －水
溶液洗脱，结果表明乙腈 －水溶液按适当比例混合
洗脱时，杂质干扰消除。试验考察了不同比例的乙
腈 －水洗脱对回收率的影响，发现乙腈 －水( 80 ∶

20) 对氨苄青霉素洗脱效果较理想。结果见图 4。
4. 3. 3. 3 洗脱剂用量的选择 试验分别采用 2，3，
4 mL洗脱剂洗脱，结果见图 5，图表显示氨苄青霉素
的回收率随体积变化影响较大，当洗脱剂为 3 mL时
其回收率较高，故选择 3 mL洗脱剂。
4. 4 流动相的优化 本文对甲醇 －水、乙腈 －水系

图 3 不同固相小柱回收率结果
Fig 3 Recoveries of different SPE columns

图 4 不同洗脱剂回收率结果
Fig 4 Recoveries of different eluants

图 5 不同洗脱剂用量回收率结果
Fig 5 Recoveries of different volumes eluants

统进行了考察，发现在乙腈 －水系统下，待测成分的
保留时间适当，峰形较好，因此选择乙腈 －水系统作
为流动相。流动相中加入甲酸可以明显改善峰形
( 见图 6) ，增加其离子化效率。且 pH 的调节对色
谱峰峰形及方法的重现性均有较大的影响。当 pH
为 3. 1 时，待测药物峰形尖锐，且响应最高。
5 结论
本方法通过对样品前处理条件的充分优化改

进，建立了同时适应于分析 rhG － CSF 样品中氨苄
青霉素残留检测的固相萃取 － LC － MS /MS 方法。
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图 6 以乙腈 －水( A) 、乙腈 －甲酸水( B) 为流动相的色谱图
Fig 6 Chromatograms of acetonitrile － water ( A ) ，acetonitrile － water

added formic acid as mobile phase( B)

该方法具有快速，灵敏，稳定可靠等特征，为免疫制

品中抗生素残留检测提供参考。
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