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乳制品中那他霉素的超高效液相
色谱 -串联质谱法快速测定

周莉莉 , 祝建华 , 张　卉 , 王　骏 , 于文江 , 范晓明
(山东省产品质量监督检验研究院 　国家加工食品质量监督检验中心 (山东 ) , 山东 　济南 　250100)

摘 　要 : 建立了超高效液相色谱 -电喷雾串联质谱 (UPLC - MS/MS)快速检测乳制品中那他霉素的方法。样

品用甲醇提取 , 以甲醇 -水为流动相经反相色谱柱分离后 , 采用多反应监测 (MRM )负离子模式检测 , 定性

离子对为 m / z 66316 /42111和 m / z 66316 /43911, 其中 m / z 66316 /42111用于外标法定量。空白样品及其加标

实验结果表明 : 特征离子相对强度比值稳定 , 无基质干扰 , 结合保留时间可实现准确的定性定量 ; 方法定量

下限为 5010μg/kg; 乳制品加标量为 50～500μg/kg时 , 平均回收率为 80%～91% , 相对标准偏差 ( n = 6)为

217 %～512%。方法简单、灵敏、稳定 , 可满足乳制品中那他霉素的快速检测与确证需要。
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Rap id Determ ination of Natamycin in M ilk Products by U ltra2performance L iquid

Chromatography - Electrosp ray Negative Ionization Mass Spectrometry

ZHOU L i2li, ZHU J ian2hua, ZHANG Hui, WANG Jun, YU W en2jiang, FAN Xiao2m ing
(National Center for Quality Supervision and Inspection of Processed Food ( Shandong) , Shandong

Supervision and Inspection Institute for Product Quality, J inan　250100, China)

Ab s tra c t: A rap id ultra2performance liquid chromatography - tandem mass spectrometric (UPLC -

MS/MS) method was developed for the determ ination of natamycin in m ilk p roducts. The samp le was

extracted by methanol, and separated on a reversed2phase UPLC column using a binary eluent under

gradient conditions. The analysis of natamycin was performed by tandem mass spectrometry under

multip le reaction monitoring (MRM ) mode with negative electrosp ray ionization. Two p recursor2p rod2
uct ion pairs of m / z 66316 /42111 and m / z 66316 /43911 were selected as qualitation ions and m / z

66316 /42111 was selected as quantitation ion for the external standard method. The result indicated

that the relative intensity of natamycin identification ion pairs in samp leswas stable, and there was no

matrix interference with these confirmatory transitions. Combining with retention time, the method

could be used for accurate analysis of natamycin. Under the op timal conditions, the lim it of quantita2
tion (LOQ ) was 5010μg/kg. A t the sp iking levels of 50 - 500μg/kg, the average recoveries of na2
tamycin from m ilk samp les were in the range of 80% - 91% , and the relative standard deviations

( n = 6) were in the range of 217% - 512%. The method show good simp licity, sensitivity and sta2
bility, and is suitable for the rap id determ ination of natamycin in m ilk p roducts.

Ke y wo rd s: natamycin; UPLC - MS/MS; m ilk p roducts

那他霉素又称游霉素 , 是一种重要的多烯大环内酯抗菌素 , 能有效抑制酵母菌和霉菌的生长 , 阻

止丝状真菌中黄曲霉毒素的生成。其分子式为 C33 H47 NO13 , 相对分子质量 665173
[ 1 ]。根据我国 《食品

添加剂使用卫生标准 》 ( GB2760 - 2007)规定 , 那他霉素可作为防腐剂在乳酪、肉制品、糕点、果蔬汁

(浆 )等表面使用 [ 2 ] , 乳粉、酸奶等乳制品中不允许使用那他霉素。但在实际生产中 , 乳制品中添加那

他霉素的现象时有发生。世界范围内 , 目前只有南非允许在酸奶中使用那他霉素 [ 3 ]。FDA /WHO规定

人体每日那他霉素最大摄入量 (AD I)为 013 mg/kg体重 [ 1 ]。
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目前那他霉素的分析方法主要有分光光度法、滴定法、微生物法和色谱法等。分光光度法和滴定

法较为简单 , 但不能排除实际样品中基质干扰的影响 , 难以精确定量。微生物法适用于溶液、物质浸

出物或生物材料中那他霉素的测定 [ 4 ]。高效液相色谱法 [ 5 - 7 ]现已成为食品中那他霉素残留检测中使用

最多的方法 , 但该方法灵敏度及确证定性均不理想。乳制品成分复杂 , 食用人群广泛 , 有必要建立一

种简便快捷且准确的检测方法。目前尚未见文献报道使用液相色谱 - 串联质谱法检测食品基质中的那

他霉素。基于高效液相色谱的分离能力和质谱的高灵敏度、高选择性 [ 8 - 13 ]
, 本文建立了乳制品中的那

他霉素的超高效液相色谱 -串联质谱 (UPLC - MS/MS)检测方法。

1　实验部分

111　仪器与试剂

Acquity UPLC2Quattro Prem ier XETM质谱联用仪 , 配有电喷雾离子源及 Masslynx 411数据处理系统

(美国 W aters公司 ) ; 电子天平 (瑞士 Sartorius公司 ) ; SIR旋涡混合器 (德国 IKA公司 ) ; Sigma 3218K

高速冷冻离心机 (德国 Sigma公司 )。

那他霉素对照品 ( Sigma - A ldrich公司 ) ; 甲醇 (色谱纯 , 美国 Fisher公司 ) ; 其余试剂均为分析纯

(北京化工厂 ) ; 水为超纯水 (1812 MΩ·cm) ; 0122μm滤膜 (美国 Agilent公司 )。

112　色谱条件

色谱柱 : BEH C18柱 , 50 mm ×211 mm ( i1d1) , 117μm; 流动相 : A为甲醇 , B为水 ; 梯度程序 :

0～3 m in, 20% A 线性变化至 90% A , 3～311 m in, 90% A 线性变化至 100% A , 311～5 m in, 维持

100% A , 5～511 m in, 100% A线性变化至 20% A, 511～7 m in, 维持 20% A; 流速 : 0135 mL /m in; 柱

温 : 35 ℃; 进样量 : 5μL。

113　质谱条件

电喷雾离子源 ( ESI
- ) , 毛细管电压 215 kV , 萃取电压 310 V, 源温 110 ℃, 脱溶剂温度 400 ℃,

脱溶剂气速 600 L /h, 锥孔反吹气速 50 L /h, 多离子反应监测 (MRM )定性离子对 m / z 66316 /42111 (15

eV)和 m / z 66316 /43911 (15 eV) , 定量离子对 m / z 66316 /42111。采用溶剂延迟技术 , 0～2 m in和 5～7

m in切入废液收集 , 2～5 m in切入离子源进行质谱分析。

114　标准溶液的制备

精密称取 10 mg那他霉素对照品 , 用甲醇定容至 10 mL, 配成 110 g /L的标准储备液 (4 ℃避光保

存 )。临用时用初始流动相逐级稀释成适当质量浓度的标准工作液。

115　样品前处理

精密称取液体样品 5 g(固体样品 2 g)精确至 0101 g, 置于 25 mL容量瓶中 , 用甲醇定容 , 充分混

匀 , 转至离心管中 , 超声提取 10 m in, 以 10 000 r/m in冷冻离心 10 m in, 上清液经 0122μm滤膜过滤 ,

上机测定。

图 1　那他霉素的分子结构示意及二级质谱图
Fig11　Sketch map of molecular structure

and MS2 spectrum of natamycin

2　结果与讨论

211　质谱分析

实验中发现负离子模式更适合那他霉素的质谱检

测 , 主要生成 m / z 66316的 [M - H ] - 准分子离子峰 ,

选择该准分子离子峰进行子离子扫描 , 生成的主要碎

片离子为 m / z 42111、43911、60214、58411等 , 如图

1所示。为满足欧盟对药物确证需 4个确证点 ( IPs)的

要求 [ 14 ]
, 实验选择二级质谱响应较强的 m / z 42111、

43911碎片离子作定性离子 , m / z 42111作定量离子。

212　基质效应考察

乳制品中成分复杂 , 主要含蛋白质、氨基酸、碳
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水化合物和脂肪等。那他霉素在水中的溶解度很低 (约 40 mg/L ) [ 15 ]
, 在甲醇中的溶解度较高 ( 1 200

mg/L) [ 16 ]。且由于蛋白质在甲醇中会变性而沉淀 , 氨基酸在甲醇中溶解度较小 , 碳水化合物不溶于甲

醇 , 脂肪在冷冻条件下会析出 , 因此实验以甲醇为提取剂 , 进行冷冻离心 , 能较好地提取那他霉素 ,

去除干扰组分的影响。以空白样品提取液做质谱全扫描 (m / z 100～1 000) , 未发现有较大的基质干扰

峰 , 说明本方法无明显基质干扰 , 通过溶剂延迟技术可有效减少质谱污染干扰 , 提高分析的准确度。

图 2　那他霉素的质量色谱图
Fig12　LC - MS/MS chromatogram s of natamycin

A1blank yoghurt samp le; B1sp iked yoghurt; C1commercial yoghurt

213　流动相与流速的确定

选用 BEH C18色谱柱 , 分别以乙腈 - 10

mmol/L乙酸铵缓冲液、乙腈 - 水、甲醇 - 水、

甲醇 - 5 mmol/L乙酸铵缓冲液进行实验 , 通过

对峰形、保留时间、响应值、回收率、经济等

进行比较后 , 确定采用甲醇 -水流动相。

对 013、0135、014 mL /m in流速条件下的

分离情况进行了考察 , 考虑保留时间适当、响

应值较高、柱压较低等条件 , 确定流速为 0135

mL /m in。在优化的色谱条件下 , 那他霉素的保

留时间为 313 m in, 见图 2。

214　方法的线性范围、检出限、回收率与精密度
取储备液用初始流动相逐级稀释成系列标准溶液 ( n = 6) , 取 5μL进行 UPLC - MS/MS分析 , 以对

照品质量浓度 (X , μg/L)为横坐标 , 峰面积 ( Y )为纵坐标绘制标准曲线。结果表明 , 在 1010～20010

μg/L范围内具有良好的线性关系 , 回归方程为 Y = 31344X - 21158, r = 01999 3。通过对空白样品进行

添加回收实验 , 以 S /N = 10确定本方法对乳制品中那他霉素的定量下限为 5010μg/kg。

表 1　UPLC - MS/MS检测乳制品中那他霉素的回收率与精密度 ( n = 6)

Table 1　Recovery and p recision of the UPLC - MS/MS method

for determ ining natamycin in m ilk p roducts( n = 6)

Samp le
Added

wA / (μg·kg - 1 )

Found

w F / (μg·kg - 1 )

Recovery

�R / %

RSD

sr /%

Yoghurt 50, 200, 500 40, 166, 440 80, 83, 88 416, 315, 314

M ilk 50, 200, 500 4115, 172, 455 83, 86, 91 411, 217, 316

M ilk powder 50, 200, 500 4015, 168, 445 81, 84, 89 512, 410, 313

以阴性酸奶、液态奶和奶粉为测试

样品 , 那他霉素的添加水平分别为 50、

200、500μg/kg, 每个水平做 6个平行

样 , 外标法定量 , 测得本方法的平均回

收率为 80%～91% , 相对标准偏差 ( n =

6)为 217%～512% (见表 1 )。结果表

明 , 本方法回收率稳定 , 可满足实际样

品检测的需要。

215　实际样品的测定

应用所建立的方法 , 对市售的 8个酸奶、3个液体奶和 5个奶粉产品进行了测定。结果显示 , 酸奶

样品中检出那他霉素阳性样品 1个 (4124 mg/kg) , 液态奶样品和奶粉样品中均未检出那他霉素。
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(续表 3)

Peak

No1
tR /m in Compound

Molecular

formula

Molecular

mass

Relative

content w /%

Sim ilarity

( % )

37 271967 Phthalic acid, isobutyl 22pentyl ester(邻苯二甲酸异丁基 ,

22戊基二酯 )
C17 H24O4 292 0121 90

38 291559 Phthalic acid, 62ethyl232octyl butyl ester (邻苯二甲酸 62乙
基 232辛基 , 丁基二酯 )

C22 H34O4 362 0135 90
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