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［摘　 要］ 　 建立了高效液相色谱 －串联质谱法（ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ）测定动物源食品中氨曲南残留的

方法。 样品经磷酸缓冲盐溶液提取后，过固相萃取柱净化，进 ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 检测。 结果表明，该
方法的标准工作曲线线性良好（Ｒ２ ＞ ０． ９９５），样品加标回收率均在 ７０ ％ ～ １１０ ％之间，相对标准偏

差（ＲＳＤ）小于 １０ ％ ，方法的检出限为 １． ０ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 ２． ０ μｇ ／ ｋｇ。 该方法前处理简便、可靠、
灵敏度高，可适用于动物源食品中氨曲南残留的测定。
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ｆｉｒｓｔｌｙ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ ｓｏｌｕｔｉｏｎ， ａｎｄ ｐｕｒｉｆｉｅｄ ｂｙ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎ， ａｎｄ ｔｈｅｎ
ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｗａｓ ｄｅｔｅｃｔｅｄ ｂｙ ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈｅ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｗｏｒｋ
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ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １０％ ． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｉｏｎ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｗａｓ １． ０ μｇ ／ ｋｇ
ａｎｄ ２． ０ μｇ ／ ｋｇ， ｒｅｃｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｉｍｐｌｅ， ｒｅｌｉａｂｌｅ， ａｎｄ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ａｐｐｌｉｅｄ ｔｏ ｔｈｅ
ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ａｚｔｒｅｏｎａｍ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｆｏｏｄｓ ｏｆ ａｎｉｍａｌ ｏｒｉｇｉｎ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ａｎｉｍａｌ ｏｒｉｇｉｎａｌ ｆｏｏｄ； ａｚｔｒｅｏｎａｍ； ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ
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　 　 氨曲南（ａｚｔｒｅｏｎａｍ）是第一个应用于临床的单

环 β －内酰胺类抗生素，常作为氨基糖苷类药物的

替代品，用于治疗肾功能损害患者的需氧革兰氏阴

性菌感染；也可在密切观察情况下用于对青霉素、
头孢菌素过敏的患者［１ － ３］。 根据农业农村部《２０１８
年兽医工作要点》的要求，兽用抗生素的监控将越

来越严格。 从耐药性上考虑，将氨曲南列为 １２ 类

不宜被批准使用的兽药抗生素。
目前，国内外关于氨曲南检测的研究主要集中

在两方面，一是对于氨曲南原药及其副产物的研

究［４ － ７］；二是研究氨曲南在人体血液和尿等组织中

的代谢规律［８ － １０］。 而动物源食品中氨曲南的测定

鲜有报道。 本试验针对动物源食品基质复杂，样品

前处理繁复、不易检测等问题，采用磷酸盐缓冲溶

液提取，固相萃取柱净化样品，建立了一种液相色

谱串联质谱测定动物源食品中的氨曲南残留量的

方法，有效解决了动物源食品中氨曲南不易测定的

难题，弥补了该项工作的空白。 方法的建立将对打

击违法滥用药物，保障动物源性食品质量安全具有

重要的科学意义和应用价值。
１　 材料与方法

１． １　 仪器与材料　 Ｗａｔｅｒｓ Ｘｅｖｏ ＴＱ － Ｓ ｍｉｃｒｏ 液质

联用仪（Ｗａｔｅｒｓ 公司）；ＪＹ３００２ 电子天平（上海舜宇

恒平科学仪器有限公司）；ＸＷ － ８０Ａ 旋涡混合器

（上海精科实业有限公司）；ＫＱ － ５００Ｅ 型超声波清

洗器 （昆山市超声仪器有限公司）；ＩＫＡ Ｔ１８ ｂａｓｉｃ
组织匀浆机（德国 ＩＫＡ）。

氨曲南，批号 １３０５０７ － ２０１３０３，纯度 ９６． ９％ ，
购自中国食品药品检定研究院。 甲醇、乙腈（色谱

纯，赛默飞世尔科技（中国）有限公司）、甲酸（纯度

９８％ ，北京百灵威科技有限公司）；磷酸二氢钠、氢
氧化钠（分析纯，青岛合力兴化玻有限公司）；一级

水（电阻率≥１８ ＭΩ·ｃｍ）；固相萃取柱： ＳＢＥＱ －
ＣＡ６６８５ ＣＮＷ Ｐｏｌｙ － Ｓｅｒｙ ＨＬＢ Ｐｒｏ ＳＰＥ，（２００ ｍｇ，
６ ｍＬ） （ 上 海 安 谱 实 验 科 技 股 份 有 限 公 司 ），
０． ２２ μｍ疏水型 ＰＴＦＥ 聚四氟乙烯微孔滤膜（天津

领航实验设备股份有限公司），高纯氮、高纯氩（纯
度均为 ９９． ９９９％ ，青岛长松气体有限公司）。

１． ２　 标准溶液的配制　 准确称取适量氨曲南标准

品，置于 １０ ｍＬ 容量瓶中，用甲醇配制成标准储备

液（１０００ μｇ ／ ｍＬ），避光储存于冰箱中（ － １８ ℃）备
用，有效期 ３ 个月。
１． ３ 　 仪 器 条 件 　 Ａｇｉｌｅｎｔ ＳＢ － ＡＱ （３． ０ ｍｍ ×
１００ ｍｍ，１． ８ μｍ）；流动相 Ａ：０． １％ 甲酸水溶液，Ｂ
相：甲醇，梯度洗脱条件：２０％ Ｂ 保持 ０． ５ ｍｉｎ，在
１． ０ ｍｉｎ内线性增至 ５０％ Ｂ，保持 ０． ５ ｍｉｎ，在 ０． ３ ｍｉｎ
内线性增至 ８０％ Ｂ，保持 １ ｍｉｎ，在 ０． ５ ｍｉｎ 内线性增

至 ９５％ Ｂ，保持 １ ｍｉｎ，然后降至 ２０％ Ｂ，保持１ ｍｉｎ；
流速： ０． ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：５ μＬ；柱温：３０ ℃。

质谱条件：ＥＳＩ 源负离子模式电离；反应监测

（ＭＲＭ）；毛细管电压：２． ４ ｋＶ；离子源温度：１５０ ℃；
脱溶剂气流速：８００ Ｌ ／ ｈ；脱溶剂气温度：５００ ℃：锥
孔气流速：５０ Ｌ ／ ｈ；二级碰撞气：氩气。 定量离子对

为 ｍ ／ ｚ ＝ ４３４． ０６ ／ ９５． ９４，定性离子对为 ｍ ／ ｚ ＝ ４３４．
０６ ／ １２１． ８１，锥孔电压为 ２０ Ｖ，碰撞能量分别为 ２０
ｅＶ 和 ３０ ｅＶ。
１． ４　 样品前处理 　 称取（５． ００ ± ０． ０５） ｇ 样品，置
于 ５０ ｍＬ 玻璃离心管内，加 １０ ｍＬ ０． １５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸

二氢钠（ｐＨ ＝７． ０）提取液，匀浆 １ ｍｉｎ，提取 １５ ｍｉｎ，
８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，将上清液转移到新的离心

管中，剩余残渣重复提取，再加入 １０ ｍＬ 提取液，重
复提取一遍，合并提取液，作为备用液。

ＨＬＢ 固相萃取柱依次用 ５ ｍＬ 甲醇，５ ｍＬ 水和

５ ｍＬ ０． １５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钠（ｐＨ ＝ ７． ０）活化，取
１０ ｍＬ备用液过固相萃取柱，用 ５ ｍＬ 水淋洗，然后

用５ ｍＬ甲醇洗脱，收集洗脱液，４０ ℃氮吹至近干。
加 ２ ｍＬ ０． １％甲酸甲醇 ／水溶液（５０∶ ５０，ｖ ／ ｖ）复溶，
充分涡旋混匀，８０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，上清液过

０． ２２ μｍ有机滤膜后，供液相色谱 － 串联质谱仪

测定。
２　 结果与分析

２． １　 线性考察　 质谱定量结果的准确性受基质的

影响，在没有内标的情况下一般需要配制基质标

曲，取空白样品（检测结果为阴性的鸡肉、鸡蛋、鸡
肝、猪肉、鱼肉）按照 １． ４ 进行处理，得到空白基质

溶液，用空白基质溶液配制成 １、２、５、１０、２０ ｎｇ ／ ｍＬ
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的氨曲南标准工作液， 以待测物的浓度为横坐标，
色谱峰面积为纵坐标绘制标准曲线，其线性相关系

数（Ｒ２）均大于０． ９９５，详细数据见表 １，说明在 １ ～
２０ ｎｇ ／ ｍＬ 的标准曲线范围内，线性良好。

表 １　 不同动物组织中添加氨曲南的标准曲线

Ｔａｂ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ａｚｔｒｅｏｎａｍ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ

ａｎｉｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ

组织
线性范围
（ｎｇ ／ ｍＬ） 线性方程

线性相关系数

（Ｒ２）

鸡肉 １ ～ ２０ ｙ ＝ ４０６． ４ｘ ＋ １２９． ３ ０． ９９９７

鸡蛋 １ ～ ２０ ｙ ＝ ４３４． ０ｘ ＋ １６１． ３ ０． ９９７２

鸡肝 １ ～ ２０ ｙ ＝ ５２９． ４ｘ ＋ ２４． ４ ０． ９９７４

猪肉 １ ～ ２０ ｙ ＝ ４０６． ５ｘ ＋ １６４． ９ ０． ９９８６

鱼肉 １ ～ ２０ ｙ ＝ ４６５． ７ｘ ＋ １０． １ ０． ９９６８

２． ２　 方法的检出限和定量限　 检出限和定量限采

用空白组织（检测结果为阴性的鸡肉、鸡蛋、鸡肝、
猪肉、鱼肉）中添加氨曲南的方法，按照 １． ４ 的方法

处理样品进行测定，经实验得到特征离子色谱峰信

噪比大于或等于３（Ｓ ／ Ｎ≥３）的最低浓度为１． ０ μｇ ／ ｋｇ，
即方法的检出限，信噪比大于或等于 １０（Ｓ ／ Ｎ≥１０）
且回收率和精密度较好的浓度为 ２． ０ μｇ ／ ｋｇ，即方

法的定量限。
２． ３　 方法的准确度与精密度 　 在空白鸡肉样品

（检测结果为阴性的样品） 中添加 ２． ０、 ４． ０、
１０． ０ μｇ ／ ｋｇ的氨曲南进行加标回收率实验，各添加

水平进行 ６ 个样品的平行试验，测得氨曲南的准确

度和精密度，空白鸡肉样品添加氨曲南后得到的特

征离子质量色谱图如图 １ 所示。 本方法同时考察

了鸡蛋、鸡肝、猪肉、鱼肉等动物性食品中氨曲南适

用性，数据显示本方法在空白加标样品中的回收率

为 ７０ ％ ～１１０ ％ ，批内和批间相对标准偏差（ＲＳＤ）
均未超过 １０ ％ ，说明重现性良好，该方法比较稳

定，数据详见表 ２。

图 １　 空白鸡肉中添加 ２． ０ μｇ ／ ｋｇ 氨曲南的特征离子质量色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｍａｓｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ａｚｔｒｅｏｎａｍ ２． ０ μｇ ／ ｋｇ ａｄｄｅｄ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｃｈｉｃｋｅｎ

３　 讨论与结论

３． １　 流动相的优化　 试验考察了 ５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸

铵水溶液 －乙腈，５ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵水溶液 － 甲醇，
０． １％甲酸水溶液 －甲醇，０． １％甲酸水溶液 － 乙腈

和水 －甲醇等 ５ 种流动相体系对分析效果的影响。

当采用 ０． １％甲酸水溶液 － 甲醇作为流动相时，目
标物色谱峰对称性好，响应强度高，保留时间和色

谱峰面积重复性好，因此选择 ０． １％ 甲酸水溶液 －
甲醇作为流动相。 氨曲南标准品的总离子流图见

图 ２。

·２４·
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表 ２　 方法的准确度和精密度（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ２　 Ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ（ｎ ＝６）
组织 添加量（μｇ ／ ｋｇ） 批内平均回收率（％ ） 批间平均回收率（％ ） 批内 ＲＳＤ（％ ） 批间 ＲＳＤ（％ ）

鸡肉

２． ０ ７６． ７ ８１． ５ ４． ２８ ７． １２
４． ０ ８１． １ ７３． ６ ３． ２３ ８． ９４
１０． ０ ８６． ６ ７６． ８ ４． ４３ ９． ６３

鸡蛋

２． ０ ７８． １ ７４． １ ３． ３３ ９． １６
４． ０ ７６． ０ ７９． ８ ２． ７５ ７． ０４
１０． ０ ７９． ６ ７７． ４ ４． ４３ ８． ５８

鸡肝

２． ０ ７３． ４ ８１． ５ ６． ５２ ８． ３８
４． ０ ７７． ９ ７３． ６ ３． ２３ ４． ５２
１０． ０ ７９． ２ ７６． ８ ４． ４３ ６． ３９

猪肉

２． ０ ８３． ７ ８０． ６ ３． ３７ ５． ９７
４． ０ ９３． ７ ８４． ９ ４． ０６ ６． ０８
１０． ０ ８１． ０ ８３． ３ ２． ７５ ６． ６９

鱼肉

２． ０ ８４． ３ ８０． ２ ２． ８３ ７． １０
４． ０ ７８． ２ ７１． ０ ２． ６３ ４． ０８
１０． ０ ８６． ６ ８８． ２ ４． ０９ ９． ３７

图 ２　 氨曲南的总离子流图

Ｆｉｇ ２　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ａｚｔｒｅｏｎａｍ

３． ２　 提取条件的选择　 参考文献报道的关于 β －
内酰胺类抗生素的实验条件［１１ － １５］，通常采用乙腈、
乙腈 ／水溶液（１５ ∶ ２，ｖ ／ ｖ）、乙腈 ／水溶液（８０ ∶ ２０，
ｖ ／ ｖ）、０． １５ｍｏｌ ／ Ｌ磷酸二氢钠（ｐＨ ＝ ８． ５）、０． １５ｍｏｌ ／ Ｌ
磷酸二氢钠（ｐＨ ＝ ７． ０）和 ０． １５ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钠

（ｐＨ ＝５． ０），经过阴性样品添加，通过回收率来选

择最佳的提取条件。 结果显示，含乙腈的提取液回

收率均低于 １０％ ，分析原因可能是氨曲南微溶于乙

腈溶液导致；另外一个原因是采用含乙腈的提取液

整个过程繁琐，容易导致目标化合物降解或损失。
β －内酰胺类抗生素以磷酸盐缓冲液作为提取液的

检测方法，大都选择 ｐＨ 保持在 ８． ０ ～ ９． ０，而实验

结果表明，氨曲南在中性条件下稳定，因此本实验

选择 ０． １５ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钠 （ ｐＨ ＝ ７． ０） 作为提

取液。
实验也考察了提取液用量、提取方法和提取次

数对提取效果的影响，经过优化，当称样量为５． ００ ｇ
时，用 １０ ｍＬ ０． １５ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢钠（ｐＨ ＝ ７． ０），
提取两次为最佳，平均回收率可以达到 ８０％ 左右。
同时考虑提取液用量过大，会增加后续净化浓缩

等步骤的难度，且不利于环保。 对于实验室常用

的提取方法，超声提取和震荡提取对于氨曲南的

回收率基本相同，不同提取方法对回收率的影响

不大。

·３４·
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３． ３　 固相萃取柱的选择　 实验主要是针对动物源

食品，基质复杂，而且是采用磷酸盐缓冲溶液提取，
为了达到更好的富集和净化效果，因此需要增加净

化处理步骤。 实验主要考察了常用的 ＭＡＸ，Ｃ１８和

ＨＬＢ 三种不同极性的固相萃取柱。 配制浓度为 １０
ｎｇ ／ ｍＬ 的氨曲南磷酸盐缓冲溶液，通过直接过固相

萃取柱净化的方式考察其回收率。 结果显示：ＭＡＸ
和 Ｃ１８固相萃取柱对氨曲南不保留，回收率接近为

０，而 ＨＬＢ 固相萃取柱的净化效果好，平均回收率

在 ８０％左右，因此实验选择 ＨＬＢ 固相萃取柱对样

品做进一步的净化处理。
３． ４　 定容液的确定　 实验对比了水，甲醇，乙腈，
乙腈 ／水溶液（５０ ∶ ５０，ｖ ／ ｖ），乙腈 ／水溶液（２０ ∶ ８０，
ｖ ／ ｖ），甲醇 ／水溶液（５０ ∶ ５０，ｖ ／ ｖ）和 ０． １％ 甲酸甲

醇 ／水溶液（５０∶ ５０，ｖ ／ ｖ）等 ７ 种不同的定容液，实验

结果显示，含乙腈的定容液氨曲南出两个峰，峰型

差，因此不建议使用含乙腈的溶液作为定容液。 当

采用 ０． １％ 甲酸甲醇 ／水溶液（５０ ∶ ５０，ｖ ／ ｖ）作为定

容液时，氨曲南的响应最高，因此本实验选用 ０． １％
甲酸甲醇 ／水溶液（５０∶ ５０，ｖ ／ ｖ）作为定容液。
３． ５　 基质效应实验结果　 基质效应是影响定量分

析结果准确性的重要因素，实验通过比较溶剂标准

溶液和基质标准溶液响应值来评价基质效应的

影响。
溶剂标准溶液：将 １０００ μｇ ／ ｍＬ 的标准溶液

（１． ２）用 ０． １％甲酸甲醇 ／水溶液（５０∶ ５０，ｖ ／ ｖ）稀释

至 ５ ｎｇ ／ ｍＬ，得溶剂标准溶液。
基质标准溶液：称取（５． ００ ± ０． ０５）ｇ 空白组织

（鸡肉、鸡蛋、鸡肝、猪肉和鱼肉）各 ５ 份，按 １． ４ 项

方法处理后获得相应组织空白基质溶液，取适量标

准品工作溶液将其稀释至 ５ ｎｇ ／ ｍＬ，得基质标准

溶液。
将 ５ ｎｇ ／ ｍＬ 的溶剂标准溶液和基质标准溶液

按 １． ３ 项的仪器条件进样测试，所得峰面积均值和

ＲＳＤ 如表 ３ 所示。 实验结果表明，不同动物源组织

的基质标准溶液与溶剂标准溶液相比，均存在不同

程度的基质抑制作用，因此本方法采用基质标准曲

线进行定量校正。

表 ３　 不同动物组织中检测氨曲南的基质效应研究

Ｔａｂ ３　 Ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔ ｉｎ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ

ａｚｔｒｅｏｎａｍ ｉｎ ｄｉｆｆｅｒｅｎｔ ａｎｉｍａｌ ｔｉｓｓｕｅｓ
样品 浓度（ｎｇ ／ ｍＬ） 峰面积均值（ｎ ＝ ５） ＲＳＤ（％ ）

溶剂标准溶液 ５ ２６７４ １． ２５

鸡肉基质标准溶液 ５ ２０９１ ４． １４

鸡蛋基质标准溶液 ５ ２１３８ ３． ５４

鸡肝基质标准溶液 ５ １９８４ ５． ４１

猪肉基质标准溶液 ５ ２２４８ ２． ８７

鱼肉基质标准溶液 ５ ２１７６ ２． ６４

３． ６　 结论 　 试验采用磷酸盐缓冲溶液作为提取

液， 经过固相萃取柱净化， 液相色谱串联质谱法检

测， 基质匹配标准曲线法定量。 该方法样品前处

理简单、耗时短、有机溶剂用量少， 而且测试数据

重复性好， 回收率高， 精密度和准确度均能满足食

品理化分析的要求， 适用于鸡肉、鸡蛋、鸡肝、猪肉

和鱼肉等动物源性食品中氨曲南的日常检测，也可

为其它动物组织中氨曲南的测定提供参考。
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