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摘 � 要: 建立了奶粉样品中链霉素与双氢链霉素残留量的超高效液相色谱 -串联质谱测定方法。样品用 ED�

TA- Na2缓冲溶液提取, 弱阳离子交换树脂固相萃取柱 ( W CX )净化后, 采用 H IL IC色谱柱 ( 50 mm � 2�1 mm,

1� 7�m )分离, 以乙腈和含 0� 3% 甲酸的 100 mm ol/L甲酸铵溶液梯度洗脱, 多反应监测模式测定, 外标法定

量。在优化实验条件下, 链霉素和双氢链霉素在 2� 0~ 50� 0 �g /L质量浓度范围内线性关系良好, 检出限均为

0� 01 m g /kg, 方法的回收率为 74% ~ 110% , 相对标准偏差均不大于 9� 4% 。该方法简便、快速、实用、准确,

能够满足奶粉中链霉素和双氢链霉素残留量的检测要求。
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Determ ination o f Streptom ycin and D ihydrostreptom ycin
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Abstrac:t An u ltra�high perform ance liqu id chrom atography- tandem m ass spectrom etr ic ( UPLC -

M S /M S) m ethod w as deve loped for the determ ination of streptom yc in and dihydrostreptom yc in resi�
dues in m ilk powder. Samp les w ere ex tracted w ith EDTA - Na2 buffer and cleaned up on aw eak cat�
ion exchange SPE co lumn(W CX ). The ex tractw as separa ted on aH IL IC co lum n( 50 mm � 2�1 mm,

1�7 �m ) using acetonitrile- 100 mm o l/L amm onium form ate solution conta ining 0�3% form ic ac id as

m ob ile phasew ith g radient e lut ion�The detection of streptom yc in and d ihydrostreptom ycin w as carried

out by MS /M S under mu lt iple reation m onitoring ( MRM ) m ode. An external standard m ethod w as

used for quantitative analysis. Resu lts ind icated that the calibration curves for streptom ycin and d i�
hydrostreptom ycin w ere linear in the range o f 2�0- 50�0 �g /L, and the detection lim its w ere both

0�01 m g /kg. The recoveries o f streptom yc in and d ihydrostreptom ycin ranged from 74% to 110% w ith

re lative standard deviat ions nom o re than 9�4% . Them ethod w as sim ple, rap id and practica,l and

could m eet the requirem ents fo r determ ination o f streptom yc in and d ihydrostrep tomyc in residues in

m ilk pow der.

Key words: m ilk pow der; strep tomyc in; d ihydrostreptom ycin; residues; ultra�h igh perform ance liq�
u id chrom atog raphy- tandem m ass spectrom etry(UPLC- M S /M S)

链霉素 ( Streptom yc in)、双氢链霉素 ( D ihydrostreptom ycin)是氨基糖苷类抗生素
[ 1]

, 在奶牛及奶羊养

殖中应用普遍, 但由于使用管理不规范, 常造成鲜奶及奶粉中链霉素、双氢链霉素残留。由于链霉素、

双氢链霉素对人体具有较大的毒副作用, 严重时可造成过敏性休克和耳聋, 特别是对小孩的危害较大,

可透过胎盘进入羊水和胎儿循环, 危害胎儿健康。各国对乳制品中的链霉素、双氢链霉素均制定了严

格的残留限量, 如日本规定奶中链霉素与双氢链霉素的总限量为 0�2 mg /kg, 美国规定乳及牛奶中双氢
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链霉素的限量为 0�125 m g /kg, 中国规定奶中链霉素与双氢链霉素的限量均为 0�2 mg /kg, 所以对奶粉

中的链霉素、双氢链霉素残留量进行检测对于控制奶粉质量, 维护人类的饮食健康有重要意义。

目前, 链霉素和双氢链霉素残留的检测方法主要有酶联免疫法
[ 2]
、微生物法

[ 3]
、液相色谱法

[ 4- 7]
、

液相色谱 -串联质谱法
[ 8- 12]

, 但酶联免疫法和微生物法易产生假阳性或假阴性, 一般仅用于普通筛

查; 而液相色谱法不能有效分离链霉素和双氢链霉素, 且灵敏度较低, 已不能适应目前的残留检测要

求; 液相色谱 -串联质谱法是目前的主流检测方法, 但文献报道的相关方法前处理复杂, 且检测时均

采用反相色谱柱, 链霉素、双氢链霉素的色谱保留行为不够理想, 流动相中需要采用离子对试剂, 容

易污染质谱检测器。本实验采用新的样品前处理方法和新型 H ILIC色谱柱, 建立了一种奶粉中链霉素、

双氢链霉素残留量的超高效液相色谱 -串联质谱快速检测方法。

1� 实验部分

1�1� 仪器与试剂
A cqu ity

TM
超高效液相色谱仪, 配 Quattro Prem ier XE串联质谱仪、电喷雾电离 ( ES I)接口 (美国W a�

ters公司 ) ; Rap idtrace SPE自动固相萃取仪 (美国 C aliper公司 ) ; H S 501型振荡器 (德国 IKA公司 ) ;

乙腈、甲酸 (均为 H PLC级, 美国 TED IA公司 ) ; 乙酸、甲酸铵、乙二胺四乙酸二钠 (含 2个结晶水 )、

磷酸、氢氧化钠均为国产分析纯; WCX固相萃取柱 ( 60 m g /3 mL, W aters公司 ) ; 链霉素标准品 (纯度

为 98�0% , 德国 Dr�Ehrenstorfer GmbH ); 双氢链霉素标准品 (纯度为 99�0% , 美国 Supelco公司 ) ; 超

纯水 (由美国 M illipore公司 M illi�Q超纯水净化系统制备 )。将链霉素和双氢链霉素标准品分别用乙腈 -

水 (体积比为 1 ! 1)溶解配成 1�0 g /L的标准储备液, 置于 4 ∀ 冰箱保存, 标准使用溶液用空白样品基

质溶液配制。

EDTA缓冲溶液: 称取 3�72 g乙二胺四乙酸二钠, 用 500 mL超纯水溶解, 加入 0�5 mL磷酸, 用

氢氧化钠溶液 ( 2 m o l/L )调节 pH至 7�0~ 7�2。

1�2� 样品的提取与净化
称取 1 g奶粉试样 (精确到 0�01 g), 置于 50 mL具塞刻度离心管中, 加入 18 mL EDTA缓冲液, 涡旋混

匀, 振摇提取 20 m in, 用 EDTA缓冲液定容至 20 mL, 4 500 r/m in离心 10 m in, 滤纸过滤, 滤液待净化。

表 1� 链霉素和双氢链霉素的多重反应监测条件
Table 1� M u ltiple reaction m onitor ing (M RM ) param eters

of streptom yc in and d ihydrostreptom yc in

Com pound
MRM tran sit ions

m /z

Dell tim e

t / s

Cone vo ltage

U /V

Coll is ion en ergy

E / eV

S trep tomycin 582�23 /263�42* ,

582�23 /176�29

0�10, 0�10 50 30, 35

D ihydrostrep�

tomycin

584�58 /263�12* ,

584�58 /246�11

0�10, 0�10 60 30, 35

�

� * quant itat ive ion pair

� � 将W CX固相萃取柱依次用 5 m L 2% 的乙酸溶液、5 mL水活化, 准确移取 10 mL滤液上样, 依次

用 5 mL水、 5 m L乙腈淋洗固相萃取小柱, 弃去所有流出液, 用 5�0 m L乙腈 - 2% 乙酸溶液 (体积比为

20 !80)洗脱, 收集洗脱液, 用乙腈定容至 5�0 m L, 过 0�2 �m微孔滤膜, 进样检测。

1�3� 测定条件
ACQU ITY UPLC BEH H ILIC色谱柱 ( 50 mm �2�1 mm, 1�7 �m, W aters公司 ); 柱温 40 ∀ ; 流动相采

用乙腈 ( A) - 100 mm ol /L甲酸铵 (含 0�3% 甲酸 )溶液 ( B)体系梯度洗脱, 洗脱程序为: 0~ 1 m in, 80% ~

20% A; 1~ 2 m in, 20% A; 2~ 2�1 m in, 20% ~ 80% A; 2�1~ 3�5 m in, 80% A; 流速 0�3 mL /m in; 进样量

5 �L。

离子源: 电喷雾离子源; 扫描方式:

正离子扫描; 检测方式: 多反应监测模式

(MRM ), 监测条件见表 1。毛细管电压:

3 kV; 萃取电压: 5 V; 离子源温度:

120 ∀ ; 脱溶剂温度: 500 ∀ ; 脱溶剂气

流速: 1 000 L /h; 锥孔气流速: 50 L /h;

碰撞室氩气流速: 0�2 mL /m in。

2� 结果与讨论

2�1� 提取与净化条件的选择
考察了提取溶剂的影响, 由于链霉素和双氢链霉素均为水溶性物质, 所以用水提取的效果较好,

而奶粉样品富含蛋白质, 一般需沉淀蛋白, 文献 [ 9]采用磷酸溶液提取, 三氯乙酸沉淀蛋白, 苯磺酸
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型固相萃取柱和羧酸型固相萃取柱双柱净化, 但存在操作复杂、成本较高的问题。本文考察了用水提

取, 乙腈或乙醇等有机溶剂沉淀蛋白的方法, 蛋白沉淀效果较好, 但仍有较多脂溶性的杂质被提取,

且回收率及重复性不好。进一步考察发现, 在提取溶液中添加 EDTA可提高回收率并改善其稳定性,

可能是由于 EDTA使络合态的链霉素和双氢链霉素游离, 从而提高回收率和稳定性, 经考察加入 0�02

m o l/L的 EDTA溶液可满足要求。但由于 EDTA水溶液偏酸性 ( pH 约 4�0) , 过弱阳离子交换固相萃取

柱 (W CX)净化时会降低回收率, 所以应将提取液的 pH调节至中性。考察了先提取后调 pH和先调 pH

后提取两种方式, 发现提取效率及回收率无显著差异, 鉴于先调 pH 后提取的方法操作相对简便, 所

以选择该方式, 提取液中加入磷酸可在调节 pH时形成缓冲体系, 便于 pH的准确调节。虽然采用该提

取方法, 提取液蛋白质并未沉淀完全, 提取液呈浑浊的乳状, 但容易被滤纸过滤, 过固相萃取柱时不

会造成柱堵塞, 且不影响待测物的加标回收率。

文献报道升高提取液温度可以提高回收率
[ 10]

, 本文考察了常温、 60 ∀ 及 80 ∀ 时振荡提取的情况,

发现 3种温度下链霉素和双氢链霉素的回收率无明显差异。

分别考察了强阳离子固相萃取柱 (M CX)和弱阳离子固相萃取柱 (WCX )的净化效果, 发现弱阳离子

固相萃取柱的选择性更强, 净化效果更好, 且链霉素和双氢链霉素容易被酸洗脱, 洗脱液可直接进样

测定, 简化了实验操作。WCX固相萃取柱淋洗时, 先用水洗下柱上未吸附的水溶性物质, 再用乙腈淋

洗脂溶性杂质, 可以有效消除质谱测定时的基质效应。

2�2� 测定条件的优化
2�2�1� 色谱柱的选择 � 由于链霉素、双氢

链霉素的极性较大, 在 C18、C8等反相色谱

柱上必须采用离子对试剂才能获得较好的

保留效果, 而 H IL IC色谱柱是一种新型的

亲水色谱柱, 对高极性化合物有良好的保

留效果, 链霉素、双氢链霉素在 H ILIC色

谱柱上的色谱保留行为良好。在 # 1�3∃ 测
定条件下, 标准溶液 (链霉素和双氢链霉素

图 1� 链霉素与双氢链霉素标准溶液的离子流图
F ig�1� M RM chrom atogram s o f streptomyc in

and d ihydrostreptom yc in

A. quan t itative ion pa ir, B. qual itative ion pa ir

均为 5 �g /L )的选择离子对离子流图如图 1

所示, 链霉素和双氢链霉素定性离子对与定

量离子对的丰度比分别为 18�4% 、55�9%。
2�2�2� 色谱条件的优化 � 对色谱条件进行

了考察, 发现流动相中甲酸铵的浓度对链

霉素、双氢链霉素的峰形有显著影响, 当流

动相中甲酸铵浓度降至 50 mmo l/L时, 链霉

素、双氢链霉素的峰形变宽, 拖尾加重, 甲酸

铵浓度降至 10 mmo l/L时, 链霉素、双氢链霉

素基本不出峰, 而甲酸铵浓度为 100 mm ol /L

时峰形较好。另外, 流动相中加入 0�3% 的
甲酸可改善峰形。

2�2�3� 质谱条件的优化 � 考察了质谱条件的影响, 发现脱溶剂气温度及流速均对链霉素、双氢链霉

素的响应值有影响。脱溶剂气温度由 350 ∀ 升至 500 ∀ , 响应值升高近 2倍; 考察了脱溶剂气流速为

650、 900、 1 000、 1 200 L /h时的情况, 发现当流速为 1 000 L /h时链霉素、双氢链霉素的响应值最高。

2�3� 方法的线性关系与检出限
采用阴性样品提取液配制质量浓度分别为 2�0、 5�0、10�0、 20�0、 50�0 �g /L的链霉素和双氢链

霉素系列混合基质标准溶液, 按 # 1�3∃ 条件进样检测, 并以质量浓度 (X, �g /L )为横坐标, 峰面积

( Y )为纵坐标作图, 同时用最小二乘法进行线性回归。链霉素的线性方程为 Y= 61�64X - 12�01( r=

0�998 7) , 双氢链霉素的线性方程为 Y= 46�63X - 2�660( r= 0�999 1) , 方法在 2�0~ 50�0 �g /L范围内
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线性关系良好。

将标准溶液添加至阴性样品提取液中, 以信噪比 S /N > 3确定链霉素和双氢链霉素的检出限均为

1�0 �g /L, 以信噪比 S /N > 10确定链霉素和双氢链霉素的定量下限均为 2�0 �g /L。按照本文建立的样

品处理方法, 奶粉样品中链霉素和双氢链霉素的检出限和定量下限分别为 0�01、 0�02 m g /kg, 满足国

内外奶粉中相关残留限量的检测要求。

2�4� 加标回收率实验

表 2� 回收率及精密度测定结果 ( n= 6)

Tab le 2� Results of recover ies and precisions ( n= 6)

Com pound
Sp iked

w / (m g% kg- 1 )

Recovery

R /%
RSD sr /%

S treptomycin 0�02, 0�05, 0�10 74~ 98, 86~ 106, 85~ 110 8�8, 6�8, 8�2

D ihyd rostrep tomycin 0�02, 0�05, 0�10 74~ 99, 82~ 105, 86~ 109 9�4, 8�3, 7�9

� � 每个样品分别添加 0�02、

0�05、0�10 m g /kg 3个水平的

链霉素和双氢链霉素, 每个添

加水平重复 6次, 考察样品的

加标回收率。回收率及相对标

准偏差如表 2所示, 回收率为

74% ~ 110% , 相对标准偏差为 6�8% ~ 9�4% , 方法的精密度能满足农兽药残留检测要求。

2�5� 实际样品的测定
利用本文建立的方法, 共检测奶粉样品 14批, 其中有 2批检出链霉素残留, 分别为 0�053、0�027

m g /kg, 双氢链霉素均未检出。

3� 结 � 论

本方法采用 EDTA缓冲液提取、弱阳离子交换固相萃取柱 (WCX )净化、H IL IC色谱柱分离、超高

效液相色谱 -串联质谱法检测奶粉样品中的链霉素和双氢链霉素残留量。与已有的液相色谱 -串联质

谱检测方法相比
[ 7- 9]

, 该方法在不完全沉淀奶粉蛋白的情况下进行样品的提取和净化, 样品前处理简

便, 净化效果良好, 适合于大批量样品的快速检测, 提高了工作效率, 且方法采用新型的 H ILIC色谱

柱对样品进行分离, 避免了离子对试剂的使用, 减少了质谱检测器的污染。
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