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快速高分离液相色谱 2串联质谱法检测
原乳中活性β2内酰胺酶
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摘 　要 　建立了原乳中活性β2内酰胺酶拮抗剂的快速高分离液相色谱 2串联质谱 (RRLC2MS/MS)检测方法。

利用活性β2内酰胺酶能够酶解青霉素族药物的特性 ,在原乳中加入适量氨苄青霉素 ,酶解 1 h后 ,检测原乳中

氨苄青霉素酶解率 ,定性检测活性目标物。试样中氨苄青霉素经乙腈溶液提取 , HLB固相萃取柱净化和浓缩

后 , RRLC2MS/MS多反应监测模式定性与定量分析。本方法对活性β2内酰胺酶检出限为 4 U /mL; 对原乳中

添加 1 mg/kg水平氨苄青霉素的加标回收率为 92. 3% ～95. 5% ; 相对标准偏差 RSD≤10% ( n = 6)。本方法

的定性结果与生物杯碟法完全一致。
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1　引　言

牛奶中残存抗生素药物问题受到普遍关注。各国政府对超过一定限量抗生素的原料乳实施标准控

制 [ 1 ]。但为谋求私利 ,仍存在使用生物制剂 (即β2内酰胺酶 )降解牛乳中残留的抗生素 ,生产人造“无

抗奶 ”的违法行为。β2内酰胺酶使细菌通过水解内酰胺环而抵抗抗生素的攻击 ,使人体产生耐药性 [ 2 ]。

目前 ,β2内酰胺酶的检测方法主要有微生物杯碟法、快速试剂盒法 [ 3, 4 ]、液相色谱法和双流向酶联免

疫法 [ 5 ]。杯碟法仅适用于舒巴坦敏感的活性β2内酰胺酶的定性判定 ,且检测时间较长 ,需培养 20 h左

右 ,满足企业对原乳收购的时限性要求 ;快速试剂盒法和双流向酶联免疫法检测速度快、操作简便、灵敏

度高 ,双流向酶联免疫法检出限为 0. 0005和 0. 001 IU /mL
[ 5 ]

,由于易出现“假阳性 ”情况 ;液相色谱法检

测抗生素灵敏度低、定性不准确。本研究采用快速高分离液相色谱 2质谱 /质谱 (RRLC2MS/MS)法测定

原乳中活性β2内酰胺酶 ,具有操作时间短、灵敏度高、准确的优点 ,可以作为开展仲裁检验的依据。

2　实验部分

2. 1　仪器与试剂

120026410A MS/MS快速高分离液相色谱 2三重四级杆串联质谱仪 (Rap id Resolution L iquid Chroma2
tography2Tandem Mass Spectrometry, 美国 AGILENT公司 ) ; R2210 旋转蒸发仪 (瑞士 BUCH I公司 ) ;

AL104万分之一分析天平 (法国 METTLER公司 ) ;固相萃取装置 (美国 AGILENT公司 ) ,配 Oasis HLB

固相萃取柱 (500 mg, 6 mL,美国 WATERS公司 ) ; CR22G高速冷冻离心机 (日本 H ITACH I公司 )。

β2内酰胺酶标准物质 ( Sigma公司 ) ;氨苄青霉素标准品 (中国药品生物制品检定所 ) ;甲醇与乙腈

(色谱纯 ) ,磷酸二氢钾和乙酸铵 (分析纯 ) ;实验室用水为 M illi2Q超纯水。

2. 2　氨苄青霉素的加入与酶解

称取 10 g试样于 50 mL离心管中 ,加入 0. 1 mL氨苄青霉素标准储备液 ( 100 mg/L ) ,混匀。在

37 ℃恒温水浴中酶解 1 h。同时进行不添加氨苄青霉素的空白实验。

2. 3　样品前处理

酶解后样品 ,加入 20 mL乙腈 ,均质提取 30 s,以 4000 r/m in低温冷冻离心 5 m in,上清液转至
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50 mL离心管 ,用乙腈 2水 (15∶2, V /V )定容至 50 mL。转至鸡心瓶于旋转蒸发器上蒸发去除乙腈。加入

25 mL磷酸盐缓冲液 (0. 05 mol/L) ,用 0. 1 mol/L NaOH调节至 pH 8. 5。转至分别用 2 mL甲醇和 1 mL

水淋洗的 HLB固相萃取柱 ,用 2 mL磷酸盐缓冲液 ( 0. 05 mol/L )淋洗两次 ,再用 1 mL水淋洗 ,然后用

3 mL乙腈洗脱 ,洗脱液于 45 ℃氮气吹干 ,以 0. 025 mol/L磷酸盐缓冲液定容至 1 mL,过 0. 22μm滤膜 ,

供 RRLC2MS/MS分析。

2. 4　RRLC2M S /M S分析条件

色谱条件 : ODS2C18色谱柱 (250 mm ×4. 6 mm, 5μm ) ;流动相 A为 0. 01 mol/L乙酸铵 (甲酸调至

pH 4. 5) ,流动相 B为乙腈 ,V (A) ∶V (B) = 90∶10;流速 1. 0 mL /m in;进样量 10μL。保留时间 2. 109 m in。

质谱条件 :离子源为电喷雾离子源 ;扫描方式为正离子扫描 ;检测方式为多反应监测 (MRM ) ;离子

源温度 350 ℃;毛细管电压 4 kV;雾化气压力 0. 055 MPa;干燥气流速 10 L /m in;定性离子对 m / z 350 /

192, 350 /160、定量离子对 m / z 350 /160; 碰撞气能量 10 eV; 碰撞电压 120 V。

3　结果与讨论

3. 1　青霉素组药物的选择

考察了青霉素 V、青霉素 G、氨苄青霉素、邻氯青霉素、苯唑青霉素和甲氧苯青霉素的自然降解率、

RRLC2MS/MS分析灵敏度和稳定性。结果表明 ,氨苄青霉素自然降解率低 , 分析灵敏度高 , 稳定性好。

3. 2　实验条件和参数的优化

3. 2. 1　酶解时间的选择 　选择 4, 10和 100 U /mL酶活性 , 37 ℃酶解温度 ,选择 15, 30, 60, 90, 120

和 180 m in作为酶解时间设计正交实验 ,计算氨苄青霉素的降解率。结果表明 ,不同活性β2内酰胺酶在

1和 3 h的酶解率基本一致。因此 ,酶解时间选择 1 h。

3. 2. 2　提取条件的选择 　参考文献 [ 6～8 ] ,以乙腈、15%甲醇 2乙腈和 0. 5%乙酸溶液为提取液 ,考察

回收率、重现性和基质干扰情况。结果表明 ,以乙腈提取 ,回收率高 , 脂肪等基质干扰少。

3. 2. 3　净化条件的选择 　考虑到目标物的特性和基质成分组成 ,选择弱、中极性填料的固相萃取柱

C18、XAD22和 HLB3,并考察了回收率。结果表明 : 以 HLB柱净化 ,回收率最高。

3. 2. 4　RRLC2M S /M S条件的选择 　以 0. 1%甲酸 2乙腈、乙酸铵 2乙腈、0. 1% NH3 ·H2O2乙腈为流动

相 ,并调节流动相比例。乙酸铵 2乙腈可有效改善目标物的峰形 ,分析速度快 ,在 2. 11 m in出峰 (色谱图

略 )。比较了正离子和负离子模式下的质谱结果。在正离子模式下进行母离子全扫描确定分子离子 ,

并对电离电压、碰撞能量、离子源温度和碰撞气温度等参数进行优化 ,选择强且稳定的子离子进行检测 ,

其 MS/MS图见图 1。

图 1　氨苄青霉素的二级质谱图

Fig. 1　MS/MS spectra of amp icillin

3. 3　方法的检出限与定性判定

参考本方法中原乳内氨苄青霉素的添加水平 (1 mg/kg) ,分别加入 1, 2, 4, 6, 8, 10和 20 U /mL

β2内酰胺酶 ,按本法进行测定 ,计算加入氨苄青霉素的酶解率。在添加水平大于 4 U /mL时 ,酶解率 ≥

50% ,有显著变化。因此 ,本方法检出限定为 4 U /mL。

当添加的氨苄青霉素酶解率 ≥50% ,原乳中β2内酰胺酶为阳性。
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3. 4　标准加入的回收率和方法验证

选取 7份不含抗生素和内酰胺酶的空白原乳样品 ,分别按本方法规定的添加水平 (1 mg/kg)加入

氨苄青霉素标准储备液 ,测定结果见表 1。回收率在 92. 3% ～95. 5%之间 ; RSD均小于 10%。

表 1　样品中氨苄青霉素的加标回收率和精密度
Table 1　Recovery and p recision for the determ ination of amp icillin in samp les

样品号
Samp les No.

回收率
Recovery( % , n = 6)

精密度
RSD ( % , n = 6)

样品号
Samp les No.

回收率
Recovery( % , n = 6)

精密度
RSD ( % , n = 6)

1 95. 5 7. 7 5 94. 8 6. 9

2 93. 6 6. 5 6 93. 9 6. 6

3 92. 3 8. 1 7 93. 1 5. 4

4 94. 1 5. 4

　

　　本方法用于含 0, 4, 10和 100 U /mLβ2内酰胺酶的模拟原乳样品的检测 ,不含β2内酰胺酶样品的

酶解率为 2. 4% ,判为阴性样品 ;不含β2内酰胺酶样品的酶解率为 53. 7% ,其余酶解率均为 100% ,判为

阳性样品 ;不含β2内酰胺酶样品的抑菌圈半径为 0 mm,判为阴性 ;含 4 U /mLβ2内酰胺酶样品的抑菌圈

差异大于 3 mm,其余均大于 5 mm ,判为阳性。本方法定性结果与杯碟法完全一致。
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Abstract　A rap id resolution liquid chromatography2tandem mass spectrometric method (RRLC2MS/MS) has

been developed for the qualitative analysis of active beta2lactamases in m ilk samp les. Penicillin was added to the

samp les solution to enzymolyze the active beta2lactamases. Then, the analytes were extracted by CH3 CN2H2O

from homogenized samp les, and the extract was cleaned by Oasis HLB solid phase extraction cartridge. Quantifi2
cation of penicillin was achieved by RRLC2MS/MS with multip le reaction monitoring. Detection lim it of active

beta2lactamases was 4 U /mL, the mean recoveries were in the range of 92. 3% - 95. 5% , and the RSD was less

than 10% ( n = 6). The results of this method were consistent with these by the cylinder p late method.

Keywords　Rap id resolution liquid chromatography2tandem mass spectrometry; M ilk; β2Lactamases
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