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［摘　 要］ 　 建立兔可食性组织中杆菌肽残留标志物的 ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 检测方法。 兔可食性组织

（肌肉、脂肪、肝脏和肾脏）中杆菌肽残留用 ０． ５％三氟乙酸水提取，１０％三氯乙酸乙腈沉淀蛋白，正己

烷除脂，ＨＬＢ １５０ ｍｇ 固相萃取柱净化，以 ０． １％甲酸水和乙腈（０ ～ ０． ５ ｍｉｎ １５％乙腈，７． ５ ～ ８． ０ ｍｉｎ
８５％乙腈，８． １ ～ １０． ０ ｍｉｎ １５％乙腈）为流动相进行梯度洗脱。 采用电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子扫

描，多反应检测（ＭＲＭ）模式测定杆菌肽含量。 杆菌肽在 ５０ ～ １０００ ｎｇ ／ ｇ 的添加浓度范围内，浓度与

响应值之间线性关系良好，相关系数大于 ０． ９９，本方法的检测限为 ３０ ｎｇ ／ ｇ，定量限为 ５０ ｎｇ ／ ｇ。 杆

菌肽平均添加回收率在 ７４． ７％ ～ ８３． ８ ％ ，批内批间变异系数均小于 １０％ 。 实验建立的兔可食性组

织中杆菌肽残留量的 ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 检测方法可满足兔可食性组织中杆菌肽残留量的检测要求。
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ｒｅｍｏｖｅｄ ｗｉｔｈ ｈｅｘａｎｅ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｗｉｔｈ ＨＬＢ １５０ ｍｇ ｓｏｌｉｄ － ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ． Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ
ｃｏｎｄｕｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ０． １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ｗａｔｅｒ ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ （０ ～ ０． ５ ｍｉｎ １５％ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ， ７． ５ ～ ８． ０ ｍｉｎ ８５％
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ｉｏｎ ｍｏｄｅ ａｎｄ ＭＲＭ ｍｏｄｅ ｗｅｒｅ ｕｓｅｄ ｉｎ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ
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ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ａｎｄ ｒｅｓｐｏｎｓｅ ｖａｌｕｅ ｏｆ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ ｗａｓ ｇｏｏｄ ｉｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ ５０ ～ １０００ ｎｇ ／ ｇ
（ｃａｌｃｕｌａｔｅｄ ｂｙ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ）， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ０． ９９． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｔｈｅ
ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ３０ ｎｇ ／ ｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｌｉｍｉｔ ｗａｓ ５０ ｎｇ ／ ｇ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ ｗａｓ ７４． ７％
～ ８３． ８ ％ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎｓ ｂｅｌｏｗ １０％ ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ｉｎ ｔｈｉｓ ｓｔｕｄｙ ｃａｎ ｍｅｅｔ ｔｈｅ
ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ ｉｎ ｒａｂｂｉｔ ｔｉｓｓｕｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ；ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ；ｅｄｉｂｌｅ ｔｉｓｓｕｅ；ｒｅｓｉｄｕｅ ｄｅｔｅｃｔｔｉｏｎ

　 　 杆菌肽是由一组类似的多肽成分组成的混合

物，其中杆菌肽 Ａ、Ｂ１和 Ｂ２组分被认为最具抗微生

物活性［１ － ２］。 兽医临床上常见以杆菌肽锌和杆菌

肽亚甲基水杨酸盐形式用于畜禽促生长和防治动

物的坏死性肠炎［３ － ５］。 在欧盟，亚甲基水杨酸杆菌

肽还被推荐用于治疗由产气荚膜梭菌引起的兔坏

死性肠炎。 杆菌肽在猪和禽等主要生产动物的可

食性组织中及奶中残留量的检测方法已有很多研

究报道［６ － １０］，但杆菌肽在兔的可食性组织中残留量

的检测分析方法至今未见报道。 因此，开展兔可食

性组织中杆菌肽的残留检测方法研究，对杆菌肽今

后推广应用于家兔和指导临床合理用药具有重要

的现实意义。 研究旨在建立兔可食用组织（肌肉、
脂肪、肾脏和肝脏）中杆菌肽残留标志物的高效液

相色谱串联质谱联用（ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）检测法，为
兔可食性组织中杆菌肽残留的监控提供技术手段，
这对保障人类消费者食用动物源性食品的安全性

具有重要意义。
１　 材料与方法

１． １　 仪器和试剂 　 仪器：ＡＢ ｓｃｉｅｘ Ｑｔｒａｐ ６５００ｐｌｕｓ
三重四极杆串联质谱仪；ＡＢ ｓｃｉｅｘ ＥｘｉｏｎＬＣＴＭ ＡＣ 高

效液相色谱仪；ＸＢｒｉｄｇｅ® Ｃ１８ 色谱柱（２． １ ｍｍ ×
１００ ｍｍ，３． ５ μｍ）；ＥｐｐｅｎｄｏｒｆＣｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８１０ Ｒ 台式

高速冷冻离心机；ＱＵＩＮＴＩＸ１２４ － １ＣＮ 电子天平；上
海沪西 ＷＨ － １ 微型涡旋混合仪；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ 可调移

液器（１０ μＬ、１００ μＬ、５０００ μＬ）。
试剂：甲醇、乙腈（色谱纯，美国 ＴＥＤＩＡ 公司）；

三氟乙酸（色谱纯，上海 ＭＡＣＫＬＩＮ 公司）；甲酸、氨
水（色谱纯，上海阿拉丁公司）；三氯乙酸、正己烷

（分析纯，国药集团化学试剂有限公司）；杆菌肽标

准品（杆菌肽 Ａ、Ｂ１、Ｂ２和 Ｂ３总含量 ８４． ８％ ，杆菌肽

Ａ 含量 ５３． ２％ 。 批号：Ｃ１０４１８０００，购自德国 Ｄｒ．
Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ ＧｍｂＨ 公司）；水为符合 ＧＢ ／ Ｔ ６６８２ 规

定的一级水。
１． ２　 标准溶液配制　 准确称取约 ４． ６８ ｍｇ 杆菌肽

标准品，置 １０ ｍＬ 容量瓶中，用 ０． １％甲酸甲醇溶解

并定容至刻度，即配置浓度为 ０． ４ ｍｇ ／ ｍＬ（以杆菌

肽计）的储备液，于 － ２０ ℃冰箱中保存。 准确吸取

适量杆菌肽标准储备液，用 ０． １％ 甲酸水溶液稀释

制备浓度为 １０００、１００００ ｎｇ ／ ｍＬ 的标准工作液，现
配现用。
１． ３　 方法

１． ３． １ 　 液相色谱条件 　 ＸＢｒｉｄｇｅ® Ｃ１８ 色谱柱

（２． １ ｍｍ ×１００ ｍｍ，３． ５ μｍ），流速：０． ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ，
柱温：３５ ℃，进样量：５ μＬ，流动相：Ａ 为 ０． １％甲酸

水，Ｂ 为乙腈，梯度洗脱条件见表 １。

表 １　 梯度洗脱条件

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ
时间 ／ ｍｉｎ 流速 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ － １） Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％

０ ０． ４ ８５ １５

０． ５ ０． ４ ８５ １５

７． ５ ０． ４ １５ ８５

８． ０ ０． ４ １５ ８５

８． １ ０． ４ ８５ １５

１０． ０ ０． ４ ８５ １５

１． ３． ２　 质谱条件　 电喷雾离子源，正离子扫描，多
反应监测（ＭＲＭ），喷雾电压 ５５００． ０ Ｖ，去簇电压

１２０． ０ Ｕ ／ Ｖ，离子化温度 ５５０ ℃，气帘气压力 ３０． ０
Ｐｓｉ，碰撞室压力 ８ Ｐｓｉ。 根据杆菌肽离子扫描结果，
确定监测离子对见表 ２。
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表 ２　 杆菌肽 Ａ、杆菌肽 Ｂ 定性、定量离子对及碰撞能

Ｔａｂ ２　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ

ｏｆ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ Ａ、Ｂ

检测物
保留时间

／ ｍｉｎ
定性离子对
（碰撞能）

定量离子对
（碰撞能）

杆菌肽 Ａ ３． ７４ ７１１． ６ ＞ ２２７． ０（５０． ２） ７１１． ６ ＞ １９９． １（５８）

杆菌肽 Ｂ ３． ５６ ／ ３． ６８ ７０５． ０ ＞ ２２７． ０（５０） ７０５． ０ ＞ １９９． ０（４６． １）

１． ３． ３　 样品前处理　 准确称取 ２． ０（ ± ０． ０１） ｇ 匀

浆的兔组织样品于 ５０ ｍＬ 离心管 Ａ 内，加入 ２ ｍＬ
１０％三氯乙酸乙腈溶液， 涡旋一分钟，加入 ５ ｍＬ
０． ５％ 三氟乙酸水，涡旋五分钟，接着 １００００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ，取上清至离心管 Ｂ。 重复提取一次，合
并提取液上清于离心管 Ｂ 中。 向离心管 Ｂ 中加入

５ ｍＬ 正己烷并 １００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，弃去上层

有机相以及中间乳 化 层， 待 净 化。 将 ＯＡＳＩＳ®

ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ ３ｃｃ １５０ ｍｇ 固相萃取柱依次用 ５ ｍＬ 甲

醇和 ５ ｍＬ 水活化后，将离心管 Ｂ 中处理完的样品

液过柱，待样品液全部流出后，依次用 ３ ｍＬ 氨水甲

醇和 ３ ｍＬ １％ 甲酸乙酸乙酯淋洗，微微抽干，用
２ ｍＬ甲醇乙腈洗脱并抽干收集于 １０ ｍＬ 指形管中。
向指形管加入 ２ ｍＬ ０． １％甲酸水，混匀后过 ０． ２２ μｍ
有机滤膜过滤，滤液待 ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 检测。
１． ４　 定性方法 　 定性需满足以下条件：①空白样

品中不出现与阳性对照相同的离子峰；②特征离子

峰信噪比（Ｓ ／ Ｎ）≥３；③样品中杆菌肽的保留时间

与标准溶液保留时间的偏差在 ± ２． ５％ 之内；④定

性离子对的相对丰度与浓度相当的基质标准的相

对丰度一致，偏差满足 ２００２ ／ ６５７ ／ ＥＣ［１１］中的要求。

１． ５　 定量方法的确立

１． ５． １ 　 基质标准曲线的制备　 制备空白肌肉、脂
肪、肝脏和肾脏样品各 ６ 份，经前处理后加入适量

的标准工作液配成浓度为 ５０、７５、１５０、３００、６００、
１０００ ｎｇ ／ ｇ 的基质匹配标准溶液，在本试验所建立

的条件下，按照浓度从低至高的顺序依次进样。 使

用测得的杆菌肽特征离子峰面积作为纵坐标，对应

的标准溶液浓度作为横坐标，绘制基质匹配标准

曲线。
１． ５． ２ 　 检测限、定量限的测定　 用标准储备液分

别制备兔肌肉、脂肪、肝脏和肾脏的空白基质添加

样品，再按 １． ３ 项下的条件进行处理、分析，取 Ｓ ／ Ｎ
≥３ 时杆菌肽的浓度为方法的检测限（ＬＯＤ），Ｓ ／ Ｎ
≥１０ 时杆菌肽的浓度为定量限（ＬＯＱ），每个浓度

５ 个平行。
１． ５． ３　 准确度和精密度的测定　 准确称取 ２ ｇ 空

白兔肌肉、脂肪、肝脏和肾脏，添加适量的杆菌肽标

准工作液，使其浓度分别为 ５０、１００、３００、８００ ｎｇ ／ ｇ。
按照 １． ３． ３ 的方法进行处理后，分别进样 ５ μＬ 进

行 ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 测定。 测定的结果带入各自标

准曲线中，与真实值比较，以计算回收率。 每批次

每浓度做 ６ 个平行样品，共进行三个批次分三天

完成。
２　 结果与分析

２． １　 方法专属性　 在优化的色谱条件下，杆菌肽

标准品溶液中杆菌肽 Ａ 出峰时间约为 ３． ７４ ｍｉｎ，杆
菌肽 Ｂ 的出峰时间约为 ３． ５６ ｍｉｎ 和 ３． ６８ ｍｉｎ，峰型

良好。 见图 １ 和图 ２。

图 １　 标准品中杆菌肽 Ａ 总离子流图（杆菌肽 ５０ ｎｇ ／ ｇ）

Ｆｉｇ １　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ａ （ＢＴＣ ５０ ｎｇ ／ ｇ）

·０４·
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图 ２　 标准品中杆菌肽 Ｂ 总离子流图（杆菌肽 ５０ ｎｇ ／ ｇ）

Ｆｉｇ． ２　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ｂ （ＢＴＣ ５０ ｎｇ ／ ｇ）

　 　 对比兔的可食性组织（肌肉、脂肪、肝脏、肾脏）
空白基质图谱与空白基质添加杆菌肽标准品的图

谱，可以看出标准品中杆菌肽 Ａ、杆菌肽 Ｂ 都与基

质杂质分离良好，互不干扰，可用于定量分析。 扫

描空白基质与空白基质添加药物（５０ ｎｇ ／ ｇ）样品中

杆菌肽 Ａ 定量离子对（７１１． ６ ＞ １９９． １）的离子流图

见图 ３ ～图 １０，扫描空白基质与空白基质添加药物

（５０ ｎｇ ／ ｇ）样品中杆菌肽 Ｂ 定量离子对（７０５． ０ ＞
１９９． ０）的离子流图见图 １１ ～图 １８。

图 ３　 空白肌肉中杆菌肽 Ａ 总离子流图

Ｆｉｇ ３　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ａ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｍｕｓｃｌｅ

图 ４　 添加标准品的肌肉中杆菌肽 Ａ 总离子流图（杆菌肽 ５０ ｎｇ ／ ｇ）

Ｆｉｇ ４　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ａ ｉｎ ｓｐｉｋｅｄ ｍｕｓｃｌｅ （ＢＴＣ ５０ ｎｇ ／ ｇ）

·１４·
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图 ５　 空白脂肪中杆菌肽 Ａ 总离子流图

Ｆｉｇ ５　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ａ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｆａｔ

图 ６　 添加标准品的脂肪中杆菌肽 Ａ 总离子流图（杆菌肽 ５０ ｎｇ ／ ｇ）

Ｆｉｇ ６　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ａ ｉｎ ｓｐｉｋｅｄ ｆａｔ （ＢＴＣ ５０ ｎｇ ／ ｇ）

图 ７　 空白肾脏中杆菌肽 Ａ 总离子流图

Ｆｉｇ ７　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ａ ｉｎｂｌａｎｋ ｋｉｄｎｅｙ

·２４·



中国兽药杂志 ２０２１ 年 ３ 月第 ５５ 卷第 ３ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

图 ８　 添加标准品的肾脏中杆菌肽 Ａ 总离子流图（杆菌肽 ５０ ｎｇ ／ ｇ）

Ｆｉｇ ８　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ａ ｉｎｓｐｉｋｅｄ ｋｉｄｎｅｙ （ＢＴＣ ５０ ｎｇ ／ ｇ）

图 ９　 空白肝脏中杆菌肽 Ａ 总离子流图

Ｆｉｇ ９　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ａ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｌｉｖｅｒ

图 １０　 添加标准品的肝脏中杆菌肽 Ａ 总离子流图（杆菌肽 ５０ ｎｇ ／ ｇ）

Ｆｉｇ １０　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ａ ｉｎｓｐｉｋｅｄ ｌｉｖｅｒ （ＢＴＣ ５０ ｎｇ ／ ｇ）
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图 １１　 空白肌肉中杆菌肽 Ｂ 总离子流图

Ｆｉｇ １１　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ｂ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｍｕｓｃｌｅ

图 １２　 添加标准品的肌肉中杆菌肽 Ｂ 总离子流图（杆菌肽 ５０ ｎｇ ／ ｇ）

Ｆｉｇ １２　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ｂ ｉｎ ｓｐｉｋｅｄ ｍｕｓｃｌｅ （ＢＴＣ ５０ ｎｇ ／ ｇ）

图 １３　 空白脂肪中杆菌肽 Ｂ 总离子流图

Ｆｉｇ １３　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ｂ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｆａｔ

·４４·
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图 １４　 添加标准品的脂肪中杆菌肽 Ｂ 总离子流图（杆菌肽 ５０ ｎｇ ／ ｇ）

Ｆｉｇ １４　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ｂ ｉｎ ｓｐｉｋｅｄ ｆａｔ （ＢＴＣ ５０ ｎｇ ／ ｇ）

图 １５　 空白肾脏中杆菌肽 Ｂ 总离子流图

Ｆｉｇ １５　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ｂ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｋｉｄｎｅｙ

图 １６　 添加标准品的肾脏中杆菌肽 Ｂ 总离子流图（杆菌肽 ５０ ｎｇ ／ ｇ）

Ｆｉｇ １６　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ｂ ｉｎ ｓｐｉｋｅｄ ｋｉｄｎｅｙ （ＢＴＣ ５０ ｎｇ ／ ｇ）
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图 １７　 空白肝脏中杆菌肽 Ｂ 总离子流图

Ｆｉｇ １７　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ｂ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｌｉｖｅｒ

图 １８　 添加标准品的肝脏中杆菌肽 Ｂ 总离子流图（杆菌肽 ５０ ｎｇ ／ ｇ）

Ｆｉｇ １８　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｄｉａｇｒａｍ ｏｆ ＢＴＣ Ｂ ｉｎ ｓｐｉｋｅｄ ｌｉｖｅｒ （ＢＴＣ ５０ ｎｇ ／ ｇ）

２． ２　 线性结果　 杆菌肽在 ５０ ～ １０００ ｎｇ ／ ｇ 添加浓

度范围内，药物浓度与峰面积呈良好的线性关系，

线性回归方程相关系数（Ｒ２）≥０． ９９ （见表 ３）。

表 ３　 杆菌肽在兔可食性组织线性方程

Ｔａｂ ３　 Ｔｈｅ ｃｕｒｖｉｌｉｎｅａｒ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ ｆｏｒ

ｒａｂｂｉｔｓ ｅｄｉｂｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ
基质 线性范围（ｎｇ ／ ｇ） 线性回归方程 相关系数（Ｒ２）

肌肉 ５０ ～ １０００ ｙ ＝ ２５４４． １ｘ ＋ １２９９８ ０． ９９９７

脂肪 ５０ ～ １０００ ｙ ＝ ２２６３． １ｘ ＋ ４９６７． ８ ０． ９９９１

肝脏 ５０ ～ １０００ ｙ ＝ ２２７９． ３ｘ ＋ ７２１１． ７ ０． ９９９０

肾脏 ５０ ～ １０００ ｙ ＝ ２２７０． ４ｘ ＋ ７５６１． ５ ０． ９９９３

２． ３　 检测限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ） 　 取 Ｓ ／ Ｎ≥３

时浓度为最低检测限，该方法检测限为 ３０ ｎｇ ／ ｇ；根
据精密度和准确度试验结果，取信噪比 Ｓ ／ Ｎ≥１０ 时

浓度为最低定量限为 ５０ ｎｇ ／ ｇ。
２． ４　 准确度和精密度 　 样品中杆菌肽 ＨＰＬＣ －
ＭＳ ／ ＭＳ 测定方法的结果表明，兔可食性组织中杆

菌肽在 ５０、１５０、３００、８００ ｎｇ ／ ｇ 四个添加水平下测定

的平均回收率（以杆菌肽 Ａ 与杆菌肽 Ｂ 之和计算）
在 ７４． ７％ ～８３． ８％ 。 见表 ４。
２． ５　 定性试验　 通过考察来源于 ６ 只不同兔的组

织的测定结果，兔可食性组织中内源性杂质不干扰

样品中杆菌肽 Ａ、杆菌肽 Ｂ 含量的测定。 基质添加

标准品的杆菌肽 Ａ、杆菌肽 Ｂ 相对离子丰度符合

２００２ ／ ６５７ ／ ＥＣ 规定的范围要求。

·６４·
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表 ４　 杆菌肽加标回收率与相对标准偏差（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ４　 Ｔｈｅ ｒｃｏｖｅｒｉｅｓ ａｎｄ ＲＳＤ ｏｆ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ（ｎ ＝６）
组织 添加浓度（ｎｇ ／ ｇ） 批内平均回收率 ／ ％ 批内变异系数 ／ ％ 批间平均回收率 ／ ％ 批间变异系数 ／ ％

肌肉

５０ ８１． ０ ８１． ０ ７４． ７ ８． ４ ９． ２ ３． ６ ７８． ９ ８． １

１５０ ８３． ６ ８１． ５ ８０． ５ ８． １ ５． ７ ５． １ ８１． ８ ６． ３

３００ ７７． ９ ７７． ４ ７８． ４ ３． ３ ６． １ ４． ９ ７７． ９ ４． ６

８００ ７９． ４ ７８． ７ ８０． ４ ４． ４ ７． ３ ４． ５ ７９． ５ ５． ３

脂肪

５０ ８０． ８ ７６． ７ ７９． ５ ６． ４ ６． １ ６． ０ ７８． ７ ６． １

１５０ ７６． ５ ７９． ７ ７７． ６ ２． ５ ６． ２ ２． ８ ７７． ９ ４． ４

３００ ８１． ７ ８１． ２ ８０． ０ ３． ９ ７． ２ ４． ５ ８１． ０ ５． １

８００ ７９． ８ ７９． ９ ８１． ２ ２． ６ ４． ５ ０． ９ ８０． ３ ３． ０

肝脏

５０ ８２． ２ ７９． １ ７８． ６ ３． ４ ３． ７ ３． ２ ８０． ０ ３． ８

１５０ ８０． ５ ８０． ８ ７８． ５ ７． ４ ６． ５ ４． ４ ７９． ９ ６． ０

３００ ８２． ２ ７９． ３ ８０． ６ ５． ０ ５． ６ ５． ４ ８０． ７ ５． ２

８００ ８１． ７ ８０． ５ ８１． ５ ７． ２ ６． ３ ５． ０ ８１． ２ ５． ９

肾脏

５０ ７７． ４ ７７． ３ ７６． ５ ５． ８ ４． ３ ３． ２ ７７． ０ ４． ３

１５０ ８１． ９ ８２． ２ ８０． ８ ６． ６ ４． ７ ７． １ ８１． ６ ５． ９

３００ ７７． ８ ８３． ２ ８０． ９ ５． ３ ５． ３ ４． ６ ８０． ７ ５． ５

８００ ８３． ０ ８１． ６ ８３． ８ ３． ３ ５． ２ ５． ０ ８２． ８ ４． ５

３　 讨　 论

３． １　 前处理方法的优化 　 前处理条件优化中，通

过比较 ０． ５％甲酸甲醇水（１∶ １）、０． ５％ 甲酸甲醇乙

腈（１∶ １）、０． ５％甲酸乙腈水（１∶ １）、０． ５％ 甲酸乙腈

水（３∶ ７）、０． １％ 甲酸水等提取方法，并参照 ＧＢ ／ Ｔ

２０７４３ － ２００６ 给出的方法净化后进样分析，结果显

示，采用 ０． ５％甲酸甲醇水（３∶ ７）和 ０． ５％三氟乙酸

水提取能够获得较好的回收率，但需除杂净化。 优

化后最终确定提取液为使用 ５ ｍＬ ０． ５％ 三氟乙酸

水提取 ２ 次。 动物组织中含有大量的蛋白与脂肪，

会严重影响 ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 系统的分析定量。 目

前对动物可食性组织或环境中杆菌肽提取液的净

化大多采用 ＯＡＳＩＳ® ＨＬＢ ３ｃｃ ６０ ｍｇ 或 ２００ ｍｇ 固相

萃取柱净化。 试验中比较了 ＯＡＳＩＳ® ＨＬＢ ３ｃｃ

６０ ｍｇ、１５０ ｍｇ、２００ ｍｇ， ＯＡＳＩＳ® ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ ３ｃｃ

６０ ｍｇ、１５０ ｍｇ 和 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｂｏｎｄ Ｅｌｕｔ － ＥＮＶ ２００ ｍｇ

３ ｍＬ几种不同规格的固相萃取柱在 ６ ｍＬ 水、３ ｍＬ

甲醇：５％氨水溶液（Ｖ ／ Ｖ ２０ ／ ８０）加 ３ ｍＬ１％甲酸乙

酸乙酯、３ ｍＬ 甲醇：５％ 氨水溶液（Ｖ ／ Ｖ １０ ／ ９０）加

３ ｍＬ １％甲酸乙酸乙酯等不同淋洗条件下的净化

效果，结果表明，在使用甲醇：５％ 氨水溶液（Ｖ ／ Ｖ

２０ ／ ８０）和 １％甲酸乙酸乙酯作为淋洗液时，ＯＡＳＩＳ®

ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ 小柱表现得更好，能够有效减少杂质

且不会损耗过多杆菌肽。 筛选洗脱液时，甲醇和乙

腈差异不显著。 最终确定使用乙腈沉淀蛋白，正己

烷除脂，ＯＡＳＩＳ® ＰＲｉＭＥ ＨＬＢ １５０ ｍｇ 固相萃取柱净

化，淋洗条件为 ３ ｍＬ 甲醇：５％ 氨水溶液 （ Ｖ ／ Ｖ

２０ ／ ８０）加 ３ ｍＬ １％ 甲酸乙酸乙酯，洗脱液为 ２ ｍＬ

甲醇乙腈（Ｖ ／ Ｖ ２０ ／ ８０），可获得较好的回收率，且

杂质不影响定量。

３． ２　 色谱条件的优化　 在使用针泵进样对杆菌肽

标准品进行离子扫描时，杆菌肽离子化会出现不同

的状态，因此，在不同的实验中会依照实验条件选

择不同的电荷状态。 本试验条件下，选择杆菌肽双

电荷状态即杆菌肽 Ａ 的母离子质荷比为 ７１２、杆菌

肽的 Ｂ 母离子质荷比为 ７０５ 时，具有更加稳定的响

应值和更低的基线。 因此本试验在离子扫描时选

择双电荷状态作为杆菌肽特征离子。

·７４·
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大多数文献报道中，液相条件都是使用甲酸水

乙腈体系，偶有其他类型的流动相体系。 在尝试选

择对人危害较小且更加经济的甲酸水甲醇体系时

发现，杆菌肽在 ８ ｍｉｎ 的流动相体系中，虽然出峰时

间约为 ２． ８ ｍｉｎ 且具有较好的峰形和峰高，但与兔

组织中的杂质峰严重重叠，干扰定量。 进一步优化

后，最终选择依旧甲酸水乙腈体系，在该体系条件

下可获得较好的峰形，且不与杂质相互干扰，利于

定量分析。
４　 结　 论

本试验建立了兔可食性组织中杆菌肽的提取、
净化及含量的 ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 检测法。 兔可食性

组织中杆菌肽残留使用 ０． ５％ 三氟乙酸水提取，
１０％三氯乙酸乙腈沉淀蛋白，正己烷除脂，固相萃

取柱净化，以 ０． １％ 甲酸水和乙腈为流动相进行梯

度洗脱。 质谱采用电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子模

式，多反应检测（ＭＲＭ）模式。 结果表明，杆菌肽在

５０ ～ １０００ ｎｇ ／ ｇ 添加浓度范围内，浓度与响应值之

间线性关系良好，相关系数大于 ０． ９９，方法的检测

限为 ３０ ｎｇ ／ ｇ，定量限为 ５０ ｎｇ ／ ｇ。 杆菌肽平均添加

回收率在 ７４． ７％ ～ ８３． ８ ％ ，批内批间变异系数均

小于 １０％ 。 依据 ＥＭＥＡ 规定的兔可食性组织中杆

菌肽 ＭＲＬ 标准，试验制定的兔可食性组织中杆菌

肽残留标志物的 ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 测定方法，适用于

兔可食性组织中杆菌肽残留量。

参考文献：
［１］ 　 Ｋｉｙｏｓｈｉ Ｔ，Ｒｏｂｅｒｔｓｏｎ Ｊ． Ｈｉｇｈ － ｐｒｅｓｓｕｒｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ａ⁃

ｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｎｏｖｏｂｉｏｃｉｎ ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ， １９７５．

１１２： ６６３ – ６７２．

［２］ 　 Ｖ Ｐａｖｌｉ，Ｖ Ｋｍｅｔｅｃ． Ｏｐｔｉｍｉｚａｔｉｏｎ ｏｆ ＨＰＬＣ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓ⁃

ｔｉｎｇ ｏｆ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ ［ Ｊ］ ． Ｐｈａｒｍａｃｅｕｔｉｃａｌ ａｎｄ Ｂｉｏｍｅｄｉｃａｌ Ａｎａｌｙｓｉｓ

２００１． ２４：９７７ – ９８２．

［３］ 　 沈建忠，肖希龙，杨汉春，等． 亚甲基双水杨酸杆菌肽对鸡坏

死性肠炎的药效观察［Ｊ］ ． 中国兽医杂志，１９９８（０５）：３ － ５．

Ｓｈｅｎ Ｊ Ｚ， Ｘｉａｏ Ｘ Ｌ， Ｙａｎｇ Ｈ Ｃ， Ｃｈａ Ｚ Ｌ． Ｅｆｆｅｃｔ ｏｆ ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｂｉｓｓａｌｉｃｙｌｉｃ ａｃｉｄ ｂａｃｉｔｒｉｎ ｏｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｎｅｃｒｏｔｉｚｉｎｇ ｅｎｔｅｒｉｔｉｓ ［ Ｊ］ ．

Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ，１９９８（０５）：３ － ５．

［４］ 　 Ｓｉｍｓ Ｍ Ｄ，Ｄａｗｓｏｎ Ｋ Ａ，Ｎｅｗｍａｎ Ｋ Ｅ ｅｔ ａｌ． Ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｄｉｅｔａｒｙ

ｍａｎｎａｎ ｏｌｉｇｏｓａｃｃｈａｒｉｄｅ， ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ ｄｉｓａｌｉｃｙｌａｔｅ， ｏｒ

ｂｏｔｈ ｏｎ ｔｈｅ ｌｉｖｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ａｎｄ ｉｎｔｅｓｔｉｎａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｙ ｏｆ ｔｕｒｋｅｙｓ

［Ｊ］ ． Ｐｏｕｌｔｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ， ２００４：１１４８ － １１５４．

［５］ 　 Ｐｒｏｃｔｏｒ Ａ， Ｐｈｉｌｌｉｐｓ Ｇ． Ｄｉｆｆｅｒｅｎｔｉａｌ ｅｆｆｅｃｔｓ ｏｆ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ ｍｅｔｈｙｌｅｎｅ

ｄｉｓａｌｉｃｙｌａｔｅ （ＢＭＤ） ｏｎ ｔｈｅ ｄｉｓｔａｌ ｃｏｌｏｎ ａｎｄ ｃｅｃａｌ ｍｉｃｒｏｂｉｏｔａ ｏｆ

ｙｏｕｎｇ ｂｒｏｉｌｅｒ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ［ Ｊ ］ ． ｆｒｏｎｔｉｅｒｓ ｉｎ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｓｃｉｅｎｃｅ，

２０１９． ６（１１４） ．

［６］ 　 中华人民共和国国家进出口商品检验局． 出口禽肉中杆菌肽

残留量检验方法 － 杯碟法 ［Ｓ］ ． 中华人民共和国进出口商品

检验行业标准 ＳＮ ０２９５ － ９３， １９９４．

Ｎａｔｉｏｎａｌ Ｉｍｐｏｒｔ ａｎｄ Ｅｘｐｏｒｔ Ｃｏｍｍｏｄｉｔｙ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ Ｂｕｒｅａｕ ｏｆ ｔｈｅ

Ｐｅｏｐｌｅ′ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ． Ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｂａｃ⁃

ｉｔｒｉｔｉｎ Ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ Ｐｏｕｌｔｒｙ ｅｘｐｏｒｔｓ － Ｃｕｐ ａｎｄ ｓａｕｃｅｒ ｍｅｔｈｏｄ

［Ｓ］ ． Ｉｎｄｕｓｔｒｉａｌ Ｓｔａｎｄａｒｄ ｏｆ ｔｈｅ Ｐｅｏｐｌｅ′ ｓ Ｒｅｐｕｂｌｉｃ ｏｆ Ｃｈｉｎａ ｆｏｒ

Ｔｈｅ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ ｏｆ Ｉｍｐｏｒｔ ａｎｄ Ｅｘｐｏｒｔ Ｃｏｍｍｏｄｉｔｉｅｓ ＳＮ ０２９５ －

９３， １９９４．

［７］ 　 郭桂芳，贺文庆，李维静，等． 猪可食性组织中杆菌肽残留量

测定的微生物学方法［Ｊ］．中国兽医杂志． ２０１４． ５０（０２）：７６ －７８．

Ｇｕｏ Ｇ Ｆ， Ｈｅ Ｗ Ｑ， Ｌｉ Ｗ Ｊ， ｅｔ ａｌ． Ｍｉｃｒｏｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ

ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｅｄｉｂｌｅ ｐｉｇ ｔｉｓｓｕｅｓ ［Ｊ］ ． Ｃｈｉ⁃

ｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ． ２０１４． ５０（０２）：７６ － ７８．

［８］ 　 钱卓真， 罗冬莲， 罗方方，等． 高效液相色谱 － 串联质谱法测

定养殖环境沉积物中多肽类抗生素残留量［ Ｊ］ ． 分析化学．

２０１６． ４４（０６）：８７０ － ８７５．

Ｑｉａｎ Ｚ Ｚ， Ｌｕｏ Ｄ Ｌ， Ｌｕｏ Ｆ Ｆ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｏｆ

ｐｏｌｙｐｅｐｔｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｃｕｌｔｕｒｅｄ ｓｅｄｉｍｅｎｔｓ ｂｙ Ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ［ Ｊ］ ． Ａｎａｌｙｔｉ⁃

ｃａｌ Ｃｈｅｍｉｓｔｒｙ． ２０１６． ４４（０６）：８７０ － ８７５．

［９］ 　 Ｗａｎ Ｅ Ｃ， Ｈｏ Ｃ， Ｓｉｎ Ｄ Ｗ ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｉｄｕａｌ ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ

Ａ， ｃｏｌｉｓｔｉｎ Ａ， ａｎｄ ｃｏｌｉｓｔｉｎ Ｂ ｉｎ ｍｉｌｋ ａｎｄ ａｎｉｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ ｂｙ ｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ［ Ｊ ］ ． Ａｎａｌ Ｂｉｏａｎａｌ

Ｃｈｅｍ， ２００６． ３８５（１）：１８１ － ８．

［１０］ Ｘｉｅ Ｓ Ｙ， Ｐａｎ Ｙ Ｈ， Ｃｈｅｎ Ｄ Ｍ， ｅｔ ａｌ． Ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ Ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ

Ｂａｃｉｔｒａｃｉｎ ｉｎ Ｐｏｒｃｉｎｅ Ｅｄｉｂｌｅ Ｔｉｓｓｕｅｓ ｂｙ Ｈｉｇｈ － Ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ Ｌｉｑ⁃

ｕｉｄ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － Ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ Ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ Ｔａｎｄｅｍ Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃ⁃

ｔｒｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ Ｉｔｓ Ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎ ｔｏ Ｒｅｓｉｄｕｅ Ｄｅｐｌｅｔｉｏｎ Ｓｔｕｄｙ ［ Ｊ］ ．

Ｆｏｏｄ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｍｅｔｈｏｄｓ， ２０１６． １０（２）：５３９ － ５４８．

［１１］ Ｃｅｍｍｉｓｓｉｏｎ Ｄｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ １２ Ａｕｇｕｓｔ ２００２ Ｉｍｐｌｅｍｅｎｔｉｎｇ ｔｈｅ Ｃｏｕｎｃｉｌ

Ｄｉｒｅｃｔｉｖｅ ９６ ／ ２３ ／ ＥＣ． Ｃｏｎｃｅｒｎｉｎｇ ｔｈｅ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｏｆ ａｎａｌｙｔｉｃａｌ

ｍｅｔｈｏｄｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｎｔｅｒｐｒｅｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｒｅｓｕｌｔｓ （２００２ ／ ６５７ ／ ＥＣ） ［ Ｊ］ ．

Ｏｆｆｉｃｉａｌ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ ｔｈｅ Ｅｕｒｏｐｅａｎ Ｃｏｍｍｕｎｉｔｉｅｓ Ｌ２２１， Ｂｒｕｓｓｅｌｓ，

Ｂｅｌｇｉｕｍ， ２００２． ８．
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