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液相荧光法检测乳制品中9种氨基糖苷类药物残留

钱 疆，余孔捷，陈 健，刘正才，张玉燕，潘迎芬

（福建省检验检疫局，福建 福州 350001）

摘 要：本文建立了高效液相色谱荧光检测乳制品中的9种氨基糖苷类药物残留方法。样品用10%三氯乙酸提取，采

用MCX固相萃取小柱净化，C18色谱分离，流动相采用乙腈：庚烷磺酸钠缓冲溶液梯度淋洗，柱后用次氯酸钠溶液氧

化，邻苯二醛 （OPA） 衍生，荧光检测。9种氨基糖苷类药物加标回收率在69.8%- 110.2%之间，方法的定量限为

0.008- 0.04mg/kg，精密度RSD在1.2%- 10.1%之间。
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HPLC- Fluorescence Detection
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Abstract： In this article, a HPLC- fluorescence method for determination of nine aminoglycosides drug residues in dairy
products were studied. The sample was extracted with 10% trichloroacetic acid, then purified on MCX SPE column,
aminoglycosides were detected by fluorescence detection after oxidized with sodium hypochlorite and post - column derivated
with OPA. The separation was performed on C18 column with an elution system of acetonitrile and heptanesulfonic acid sodium
buffer solution. The spiked recovery rates ranged form 69.8%- 110.2%, the quantification limit was at 0.008- 0.04mg/kg and the
precision of RSDwas 1.2%- 10.1%.
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氨基糖苷类抗生素指结构上由半个氨基糖苷

以一个糖苷键与一个氨基环多醇相连接的一类广

谱抗生素，在畜牧业中被广泛用于治疗各种革兰氏

阴性菌感染引发的疾病，还以亚剂量给药方式添加

在饲料中用于预防疾病和提高饲料利用率。已有文

献报道不当使用氨基糖苷类抗生素会损害颅神经，

引起失明和损害肾脏[1]。因而各国对于食用动物中

氨基糖苷类药物残留都做了严格的规定，目前主要

用于奶牛养殖业的该类药物有新霉素、庆大霉素、
链霉素等。此类药物对动物组织有很强的亲和力，

且具有耐酸碱和热处理特性，如果不加以合理的用

药和停药期控制，在乳制品中易出现未代谢的药物

残留。为此有必要建立相应的检测方法以评估该类

药物残留带来的危害。
目前国内外检测氨基糖苷类药物的方法主要

有酶联免疫法、放射免疫法、液相法、液相质谱方

法[2]。免疫法优点是快速、灵敏度高，缺点是属于半

定量方法，存在交叉干扰和假阳性。质谱法可以准

确定性，但投入大。相比较而言，液相色谱方法更适

合常规分析实验室使用，目前文献报道主要是采用

柱前或柱后衍生检测单一的氨基糖苷类药物残留

方法。本文采用离子对梯度分离，邻苯二甲醛（OPA）

柱后衍生同时检测乳制品中 9 种氨基糖苷类药物

（包括链霉素、双氢链霉素、新霉素、壮观霉素、卡那

霉素、丁胺卡那霉素、阿泊拉霉素、托普霉素、萘替

米星），针对 OPA无法衍生仲胺类氨基糖苷药物如
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壮观霉素，而采用在线先用次氯酸钠氧化为伯胺再

OPA 衍生的方式，目前国内尚无相关文献方法报

道。

1 实验部分

1.1 主要仪器与试剂

安捷伦 1200 型液相色谱仪器配荧光检测器，

柱后衍生装置（Pickering Vector）；旋转蒸发仪；高速

离心机，氮吹仪。
氨基糖苷类标准品：链霉素、双氢链霉素、新霉

素、壮观霉素、卡那霉素、丁胺卡那霉素、阿泊拉霉

素、托普霉素、萘替米星，均来自德国 Dr.Ehrenstorfer
公司；Oasis MCX 固相萃取小柱，填料为反相 C18 和

阳离子混合类型，200mg,3mL，waters 公司，使用前采

用 3mL甲醇，3mL2%乙酸活化。柱后衍生溶液（A），

配置 50mMNaoH 溶液 500mL，加入 10mL 次氯酸钠

溶液 （含有效次氯酸钠质量 7%）。柱后衍生溶液

（B）：50mgOPA 用 5mL甲醇溶解，用 0.05M的硼酸

缓冲液（硼砂配制）定容至 500mL，过 0.2μm 尼龙

滤膜（whatman 公司），并用氮气脱氧气后加入 2- 巯

基乙醇 2mL，避光保存。
1.2 色谱条件

色 谱 柱 Purospher Star PR- 18e， 硅 羟 基 封 尾

150×4.6mm 5μm，merck 公司；流动相 A：乙腈；B：

缓冲液 （含 10mM庚烷磺酸钠，采用乙酸调 pH＝
3.3）；梯度条件，流动相 B 初始 75％，20min 内过渡

到 60%，2min 过渡到 50%，维持 1min 后，13min 内

过渡恢复到 75%，维持 2min，流速 0.8 ml/min。采用

荧光检测激发波长 340nm，发射波长 435nm，进样量

50μL。
串联柱后衍生双泵，泵 A，衍生液 A ，含次氯酸

钠的 NaOH，衍生温度 50℃，流速 0.3 ml/min，柱后

衍生液 B，含 OPA 缓冲溶液，流速 0.3 ml/min，衍生

温度室温，衍生管体积 500μL。
1.3 样品前处理

奶粉等固体乳制品称 5.00g，加入 10mL70℃热

水溶解，10%三氯乙酸 20mL，漩涡振荡 1min 并超声

提取 20min，提取 2 次，置于冷藏冰箱静置，蛋白沉

淀后，4000rpm 离心 5min，合并上清液，转移到鸡心

瓶，60℃旋转蒸发至体积到 1- 3mL，转移到 10mL 高

速离心管，定容平衡后，18000rpm 高速离心 10min，

吸收取澄清液，过活化好的 MCX 小柱，2％乙酸，甲

醇分别淋洗 2mL 后，用含 10%体积比的氨水甲醇

2mL洗脱，洗脱液用氮气吹至近干，用乙腈：2%乙酸

=10:90（V/V）定容 1mL，过滤膜上机。
液体乳品样品称取 5.00g 添加 10%三氯乙酸

20mL，漩涡振荡，静置蛋白沉淀后，离心取澄清溶

液，以下处理同固体样品。
1.4 标准曲线的制作

各称取上述 9 种氨基糖苷类标准 10mg，除壮观

霉素外，用 20%甲醇溶解定容至 100m L，浓度为

100μg/mL，4℃保存，壮观霉素标准品需采用甲醇

溶解，- 18℃保存。使用前用去离子水稀释相应浓度

的工作液，外标法定量，制作工作曲线。

2 结果及讨论

2.1 色谱条件的选择

2.1.1 流动相的优化

氨基糖苷亲水性强，常规反相柱不保留，需要

采用离子色谱柱或者反相离子对检测[2]。采用梯度

分离多种氨基糖苷类的文献并不多见，本试验采用

庚烷磺酸钠作为离子对，通过调节有机相比例梯度

淋洗，使得 9 种氨基糖苷类的保留因子控制在

l<k<15 范围内，标准图谱参见图 1，为了避免键合硅

胶残余的硅羟基对极性的氨基糖苷类梯度淋洗的

重现性的影响，采用硅胶上羟基封尾的色谱柱。
2.1.2 检测模式的选择

由于氨基糖苷类缺乏荧光或紫外的生色基团，

不能直接采用荧光或者紫外检测器检测，目前国内

外相关文献报告采用荧光柱前或柱后衍生[2]，蒸发

光散射 [3]，电化学检测 [4]，质谱 [5]检测氨基糖苷类药

物，相比质谱设备的大投入和电化学检测不稳定，

蒸发光检测器受样品基体干扰大，荧光检测具有灵

敏度高，抗干扰的优点，适合残留分析，本文采用常

用的柱后荧光检测。
2.1.3 衍生试剂的选择

在选择荧光衍生剂上，有采用 1,2- 萘四磺酸钠

（NQS）衍生链霉素和双氢链霉素的胍基[6]，还有采用

邻苯二甲醛（OPA）或氯甲酸芴甲酯（FMOCCL）衍生

氨基糖苷类的氨基 [2]。由于 NQS 只能衍生胍基，而
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图1 9种氨基糖苷类标准衍生图谱

（0.5μg/mL，按出峰顺序分别为：1.壮观霉素;2.链霉素（双氢链霉素）;3.丁胺卡那霉素;
4.卡那霉素;5.阿泊拉霉素;6.托普霉素;7.萘替米星;8.新霉素）
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FMOCCL 的水解产物与衍生物具有相似的荧光强

度，过量的衍生剂在检测前需要除去，因此更适合

柱前衍生，相比较 OPA 衍生剂本身没有荧光，反应

快速，因此选择作为本实验的柱后衍生剂。
由于 OPA 的衍生需要在碱性条件下并在硫醇

（2- 巯基乙醇）的参与下，本试验采用硼酸缓冲溶液

做为衍生缓冲溶液，保持 pH10 左右，硼酸缓冲溶液

配制完毕充分真空脱气后再加入 OPA和 2- 巯基乙

醇并用氮气密闭保护，可以使用 1- 2 周。

图2 壮观霉素用次氯酸氧化与否的OPA衍生图谱

比较

（上. 次氯酸钠氧化后衍生；下. 未氧化衍生）

2.1.4 仲胺的检测

由于 OPA衍生的特点只能衍生伯胺，而壮观霉

素结构为仲胺，不含有伯胺基，因此需要先把仲胺

氧化为伯胺，文献[7]报道使用次氯酸钠氧化仲胺为

伯胺，在线衍生检测壮观霉素。本试验采用该文献

报道的衍生条件，OPA 衍生前先采用次氯酸钠溶液

在线氧化仲胺类氨基糖苷壮观霉素，其它的几种氨

基糖苷类均为伯胺类，可以直接采用 OPA 衍生。如

图 2 是采用次氯酸钠氧化与否的 OPA 衍生图谱比

较。
2.2 前处理条件的选择

2.2.1 沉淀蛋白剂的选择

由于样品是乳制品，富含蛋白，前处理需要沉

淀蛋白，减少干扰，参考文献[8]结合试验比较选择三

氯乙酸、高氯酸、乙腈、甲醇的除蛋白效果，最后选

择 10%三氯乙酸作为样品提取和蛋白沉淀剂。
2.2.2 净化模式的选择

目前有关氨基糖苷类药物残留检测的净化方

式主要采用固相萃取的方法，有采用加入离子对试

剂的反相 C18 固相萃取小柱净化，有采用极性 CN 柱

净化，有采用离子交换柱净化[2,9]，本实验比较几种离

子对 C18小柱和离子交换小柱的净化效果，最终选

择 MCX 小柱，MCX 柱采用反相和离子交换双保留

机理，可以用 100%有机溶剂淋洗，去除杂质效果更

好。由于氨基糖苷药物在酸性为强阳离子，在离子

柱上保留很强，单纯采用盐缓冲溶液难以将其完全

洗脱，故采用氨水甲醇作为洗脱溶液，洗脱液呈强

碱性，使吸附在柱上的氨基糖苷类药物离子形态发
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生变化，从而被洗脱。
2.3 方法的适应性研究

2.3.1 方法的检测限，线性范围

通过稀释标准母液进样，9 种氨基糖苷类药物：

壮观霉素、链霉素、双氢链霉素、丁胺卡那霉素、卡
那霉素、阿泊拉霉素、托普霉素、萘替米星、新霉素

在 0.04- 10μg/mL 浓度范围内线性良好，以信噪比

S/N=10 计算，最低定量浓度分别为：0.04、0.1、0.1、
0.05、0.05、0.05、0.1、0.05、0.2μg/mL，以称样量 5g，

最终样液体积 1mL 计算，定量限分别为：0.008、
0.02、0.02、0.01、0.01、0.01、0.02、0.01、0.04 mg/kg。
2.3.2 添加回收率和精密度

在鲜牛奶、配方奶粉、酸奶、乳饮料空白样品中

做 0.04、0.08、0.12mg/kg 3 个水平 6 平行添加回收实

验，以回收率计算准确度，相对标准偏差 RSD 计算

方法的精密度。结果见表 1。图 3、4 分别为配方奶粉

的样品空白和添加回收图谱。

表1 添加回收试验（N=6）

图3 配方奶粉的样品空白基体图谱

图4 配方奶粉添加图谱（0.04 mg/kg水平）
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3 结 论

本文建立了乳制品中的 9 种氨基糖苷类药物

残留的高效液相柱后衍生荧光检测方法，采用次氯

酸钠氧化可同时检测伯胺类和仲胺类氨基糖苷类

药物。该方法的定量限在 0.008- 0.04mg/kg，添加回

收率为 69.8%- 110.2 %，方法的精密度为 1.2%- 10.1
%，目前国内外氨基糖苷类在动物源性食品的最高

残留限量（MRL）在 0.1- 0.5mg/kg，因此该方法符合

氨基糖苷残留限量要求，可用于常规实验室的监控

检测。
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