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摘要 : 建立了水产品中硫酸粘菌素( CS) 、杆菌肽( BTC) 及维吉尼霉素 M1 ( VBGMM1 ) 3 种多肽类抗生素残留量

检测的 HPLC-MS/MS法。样品经水溶液 [ V( 甲醇) �V( 0. 1% 甲酸水溶液 ) = 2�5] 提取, 4% 三氯乙酸乙腈除

蛋白, 乙腈饱和正己烷除脂 , 过 OASIS HLB( 60 mg) 小柱净化后 , 利用 HPLC-MS/MS法 , 以选择反应监测模式

检测, 外标法进行定量分析。CS和 BTC在 0. 01 ～10. 00 mg·L - 1
质量浓度范围内线性良好 , VGMM1 在 0. 002～

2. 000 mg·L - 1质量浓度范围内线性良好 , R2 均大于 0. 995; 3种多肽类抗生素的检出限分别为 CS10 μg·kg - 1、

BTC 10 μg·kg - 1、VGMM1 2 μg·kg - 1 , 定量限分别为 20 μg·kg - 1、20 μg·kg - 1和 4 μg·kg - 1 ; 选择 3 个不同浓度

水平做加标回收 , 平均回收率在 72. 3% ～103. 9% , 相对标准偏差为 1. 10% ～10. 92% 。该方法具有操作简

便、准确性高、灵敏度高和重现性好等优点 , 可为检测水产品中这 3种药物的残留提供相关技术支持。
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Determination of colistin sulfate, bacitracin and virginiamycin M1

residues in aquatic products by HPLC-MS/MS
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Abstract: A high performance liquid chromatography tandem mass spectrometric ( HPLC-MS/MS) method was established to simulta-

neously detect colistin sulfuric ( CS) , bacitracin ( BTC) and virginiamycin M1( VGMM1) in aquatic products. We extracted the sam-

ples with methanol-0. 1% formicacid( V�V = 2�5) , removed their protein with 4% TCA acetonitril, removed fat with acetonitrile

saturated n-hexane, and then cleaned them up with OASiS HLB solid phase extraction ( SPE) column. Next, we detected the analytes

by HPLC-MS/MS under the selected reaction monitoring mode and quantified them by external standard method. Results show that CS

and BTC have good linearity between the peak areas in concentrations ranged 0. 01～10. 00 mg·L - 1 , VGMM1 as well in concentrations

ranged 0. 002～2. 000 mg·L - 1 , and the correlation coefficients ( R2) are all more than 0. 995. The detection limits of CS, BTC and

VGMM1 are 10 μg·kg - 1 , 10 μg·kg - 1and 2 μg·kg - 1 respectively, and the quantification limits are 20 μg·kg - 1 , 20 μg·kg - 1 and 4

μg·kg - 1respectively. Three samples in three different concentration levels are chosen for recovery, getting a 72. 3% ～103. 9% aver-
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age recovery rate, and a relative standard deviations varying from 1. 10% ～10. 92% . In conclusion, method proposed has advantages

of simplicity, sensitivity and repeatability, which provide technical support for the detection of these 3 kinds of drug residues in aquat-

ic products.

Key words: colistin sulfate; bacitracin; virginiamycin M1 ; aquatic products; liquid chromatography tandem mass spectrometry

  硫酸粘菌素 ( CS)、杆菌肽 ( BTC) 和维吉尼霉

素 M1 ( VGMM1 ) 均属于多肽类抗生素, 具有抗病毒

和真菌感染的作用, 常被用于牛、猪、家禽、水产

养殖动物等的兽药和饲料中, 以促进动物生长和预

防动物疾病
[ 1 - 3 ]
。抗生素作为畜禽饲料添加剂在动

物体内的残留可通过动物可食组织进入人体, 进而

危害人类的健康, 因此许多国家规定了此类药物的

最高残留限量。中国也规定了动物组织、牛奶等此

类药物的最高残留限量: CS在猪、牛、羊、兔、

鸡的脂肪、肌肉、肝中为 150 μg·kg
- 1

, 肾中为

200 μg·kg
- 1

; BTC在猪、牛、禽的可食组织中为

500 μg·kg - 1 ; VGMM1 在猪的脂肪、肌肉、肝中分

别为 100 μg·kg
- 1
、300 μg·kg

- 1
、400 μg·kg

- 1
,

在禽类的脂肪、肌肉、肝中分别为 100 μg·kg - 1
、

300 μg·kg
- 1
、200 μg·kg

- 1 [ 4]
, 但没有规定在水产

品中的残留限量。

国内外有关此类药物残留检测的报道多集中在

动物组织
[ 5 - 11]
、饲料

[ 12 - 13 ]
和牛奶

[ 14 - 17 ]
样品中,

而有关水产品中此类药物的研究检测方法鲜有报

道。为保障中国水产品质量安全, 研究 HPLC-MS/

MS法同时检测水产品中的 CS、BTC和 VGMM1 具

有实际意义。

1 材料与方法

1.1 仪器与试剂

液质 联 用 仪 ( Thermo Fisher 公 司 出 品 ) ;

ZZDCH16 水浴氮气吹干仪( 广州智真生物科技有限

公司出品) ; KQ-600DB型数控超声波清洗器( 昆山

市超声仪器有限公司出品) ; DT5-5 离心机( 北京时

代北利离心机有限公司出品) ; 固相萃取净化柱

( Oasis HLB, Waters 公司出品 ) ; CAPCELL PAK

C18 ( 2. 0 mm×150 mm, 5 μm, SHLSEIDO公司出

品) , 0. 45 μm滤膜。

CS标准品, 纯度为 78. 3% ( Dr. Ehrenstorfer.

GmbH 公司出品 ) , BTC 标准品, 纯度为 77. 0%

( Dr. Ehrenstorfer. GmbH公司出品 ) , VGMM1 标准

品, 纯度为 95% ( Sigma-Aldrich公司出品) ; 甲醇、

乙腈、正己烷、甲酸均为色谱纯 ( 美国 Tedia公司

出品) ; 三氯乙酸分析纯 ( 中国医药上海化学试剂

公司出品) ; 试验用水为 Milli-Q synthesis( Milli-Q

超纯水系统) 制备的超纯水。

1.2 标准溶液的配制

准确称取适量的 CS、BTC和 VGMM1 标准品,

CS和 BTC 用 0. 1% 的甲酸水溶液溶解配制成 200

mg·L - 1
的标准储备液, VGMM1 用甲醇溶解配制成

200 mg·L
- 1
的标准储备液, - 18 ℃保存。分析时

分别用相应定容液稀释到所需浓度使用。

1.3 样品前处理

样品制备为取样品可食部分, 用组织捣碎机捣

碎, 搅拌均匀, 放入密封袋, 贴上样品信息标签,

- 18 ℃储存备用。

提取与净化是准确称取已制备好的样品 2. 00 g

( 精确至 0. 01 g) 置于 50 mL具塞塑料离心管中,

加入 1 mL 4%三氯乙酸乙腈溶液, 涡旋 30 s, 加入

提取液[ V( 甲醇) �V( 0. 1% 甲酸溶液) = 2∶5] 10

mL, 涡旋 1 min, 超声波超声 5 min, 3 500 r·min - 1

离心 5 min, 取上清液至另一 50 mL离心管中, 样

品残渣再加入 10 mL提取液重复提取 1 次, 合并上

清液。合并上清液于 50 mL离心管加入乙腈饱和正

己烷 10 mL, 震荡 20 次, 3 500 r·min
- 1

, 离心 5

min, 弃去上层液体, 下层液体再加入 10 mL已经

饱和正己烷重复操作除脂。将除脂后下层液体过

Oasis HLB( 60 mg) 小柱净化。小柱先用甲醇、水各

3 mL进行预活化, 上样, 用 10 mL水洗涤, 再用 3

mL甲醇洗脱, 收集洗脱液于玻璃试管中。将洗脱

液在 40 ℃水浴中氮气吹干, 用样品溶解液 [ V

( 0. 1%甲酸水溶液 ) ∶V( 乙腈) = 8∶2 ] 1 mL复溶,

混匀, 过 0. 45 μm滤膜, 供液相色谱串联质谱仪

测定。

1.4 仪器测定

 

色谱条件为色谱柱 CAPCELL PAK C18柱 ( 2. 0

mm×150 mm, 5 μm) ; 流动相为 0. 1% 甲酸水溶液

( A) + 0. 1% 甲酸乙腈 ( B) , 梯度洗脱程序见表 1;

流速为 200 μL·min
- 1

; 柱温 20 ℃; 进样量为 15 μL。
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表 1 梯度洗脱程序

Tab.1 Gradient elution process

t /min
0. 1% 甲酸 /% 0. 1%甲酸乙腈 /%

0. 1% acetate-acid 0. 1% acetate-acid acetonitrile

0 90 10

2 90 10

4 25 75

9 25 75

10 90 10

12 90 10

质谱条件为电喷雾 ( ESI) 离子源 ; 扫描方式

为正 离子 扫 描 ; 检 测 方 式 为 选 择 反 应 监 测

( SRM) ; 电喷雾电压为 4 500 V; 鞘气为氮气,

压力为 35 psi, 辅助气为氮气 , 流速为 0. 6 L·

min
- 1

; 碰撞气为氩气 ; 离子源温度为 300 ℃; 在

线切换阀 0 ～4 min 至废液, 4 ～9 min 进质谱分

析 , 9 ～12 min至废液。定性离子对、定量离子

对、碰撞气能量见表 2。

表 2 3种抗生素定性离子对、定量离子对、碰撞能量

Tab.2 Quality SRM transition, quantity SRM transition and collision energy of 3 antibiotics

化合物
compound

定性离子对 /m/ z
quality SRM transition

定量离子对 /m/ z
quantity SRM transition

碰撞能量 / eV
collision energy

杆菌肽( BTC) 712/198. 81 712/198. 81 39

712/226. 67 30

705/198. 81 705/198. 81 39

705/252. 76 48

硫酸粘菌素( CS) 391/384. 77 391/384. 77 11

391/378. 84 14

386/379. 95 386/379. 95 10

386/374. 09 14

维吉尼霉素 M1( VGMM1 ) 525. 3/337. 0 525. 3 /337. 0 20

525. 3/355. 0 15

2 结果与讨论

2.1 流动相的确定

BTC和 CS易溶于酸性水溶液, 微溶于甲醇、

乙腈等有机试剂。VGMM1 易溶于甲醇、乙腈、乙酸

乙酯、氯仿、乙醚等极性溶剂。文献报道分离此类

药物的流动相一般主要有铵盐-乙腈( 甲醇) [ 7 , 11 - 12]
或

者酸性水溶液-乙腈 ( 甲醇)
[ 5 - 6 , 8 - 10, 13 - 17]

。该试验中

比较了 0. 1%甲酸水溶液-甲醇、0. 3% 乙酸水溶液-

甲醇、0. 1%甲酸水溶液-乙腈、10 mmol·L - 1
乙酸铵-

乙腈和 0. 1%甲酸水溶液-0. 1%甲酸乙腈 5 种流动相

的分离效果。结果表明, 使用 0. 1% 甲酸水溶液-

0. 1%甲酸乙腈作为流动相时目标物的响应值较好、

分离情况良好, 故选择 0. 1%甲酸水溶液-0. 1%甲酸

乙腈作为流动相。

2.2 色谱柱的选择

试验中比较了 UITIMATE XB-C18 ( 5 μm, 2. 1

mm×150 mm) 、Agilent ZORBAX Rx-C18 ( 5 μm,

2. 1 mm ×150 mm) 和 CAPCELL PAK-C18 ( 5 μm,

2. 0 mm ×150 mm) 3 种色谱柱对 CS、BTC 和

VGMM1 的分离效果。结果表明 CAPCELL PAK-C18

柱对药物的分离较好, 且得到的色谱峰对称性好,

峰型尖锐。前两者 CS峰型有裂峰和拖尾现象, 故

试验确定选用 CAPCELL PAK-C1 8柱( 5 μm, 2. 0 mm

×150 mm) 。

2.3 质谱条件的优化

试验用 0. 50 mg·L - 1
的多肽标准溶液对质谱条

件进行了一系列优化。由于在负离子模式下响应值

较低, 故选用正离子扫描方式。然后分别进行一级

质谱分析、二级质谱分析和选择反应监测分析, 接

着对碰撞能量、电喷雾电压、离子源温度、辅气压

力、鞘气压力进行优化, 确定定性定量离子对, 兼

顾各成分的灵敏度, 试验建立了最佳质谱条件。优

化结果见表 2。各成分的选择反应监测( SRM) 色谱

图见图 1。
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图 1

 

3种抗生素标准物质( 杆菌肽 0. 01 mg·L - 1
、

硫酸粘菌素 0. 01 mg·L - 1、维吉尼霉素 M1

0. 002 mg·L - 1 ) SRM色谱图

Fig. 1

 

SRM chromatogram of standard reference materials of

3 antibiotics ( CS 0. 01 mg·L - 1 , BTC 0. 01 mg·L - 1 ,

VGMM10. 002 mg·L - 1)

2.4

 

提取方法的选择

试验比较了 0. 1%甲酸水溶液-甲醇和 0. 1%甲

酸水溶液-乙腈对提取效果的影响, 结果基本无差

异, 从经济和毒性两方面考虑, 选用 0. 1% 甲酸水

溶液-甲醇作为提取剂。比较了不同比例的提取剂

的提取效果, 确定最佳体积比为 V( 0. 1% 甲酸水溶

液)�V( 甲醇) = 5�2。由于提取剂提取完分析时

杂质峰干扰较大, 故在前期提取时加入 4% 三氯乙

酸乙腈除蛋白, 结果杂质峰干扰降低, 且 CS响应

值增大。试验对不同提取次数进行了比较, 提取 1

次各组分回收率均达 95% 左右, 提取 2 次各组分

基本提取完全, 增加提取次数, 各组分回收率不再

变化。

试验比较了不同体积比的 0. 1%甲酸溶液与甲

醇( 乙腈) ( 5�5, 7�3, 8�2, 9�1) 、V( 0. 3%乙

酸)�V( 乙腈) = 8�2、乙腈、超纯水作为样品溶

解液时对 3 种检测物质保留时间和响应值的影响。

结果表明 V( 0. 1%甲酸) �V( 乙腈) = 8�2 时 3 种

药物的响应值比较高, 峰型尖锐, 无拖尾现象。

2.5

 

净化方法的选择

CS、BTC、VGMM1 样品净化方法主要采取 C1 8

和 HLB固相萃取柱。该试验比较了 3 种不同固相

图 2

 

淋洗曲线和洗脱曲线

Fig. 2

 

Wash curve and elution curve

萃取 柱 ( L-C18、VARIAN Bond Elut C1 8 和 Oasis

HLB) 的提取效果, 结果 Oasis HLB提取效果最好;

随后比较了 3 种不同规格的 Oasis HLB 萃取小柱

( 60 mg、200 mg、500 mg) 的萃取效果, 显示三者

的回收率和净化效果相当。考虑经济因素, 试验采

用 Oasis HLB 60 mg的固相萃取柱净化样品。

试验采用超纯水作为淋洗液, 淋洗的目的是

在保留目标物的前提下最大程度的将干扰物洗

去。试验用不同体积的超纯水淋洗, 收集淋洗液

检测, 绘制淋洗曲线( 图 2 - a) 。加入 10 mL的淋

洗液时目标物质无损失; 加入 12 mL洗脱液时

BTC的损失量最大 ( 0. 93% ) ; 加入 14 mL时 BTC

损失达 6. 23% 。故选择淋洗液的体积为 10 mL,

此时可较大程度的去除干扰物且保留分析物。

试验洗脱液选用极性较强的甲醇 , 有利于

目标物从 HLB 小柱上洗脱下来。收集不同洗脱

体积下的洗脱液 , 检测目标物含量 , 绘制洗脱

曲线 ( 图 2 - b) 。可知当洗脱体积为 2. 5mL时基

本可以将目标物全部洗脱下来。为了较充分地

将目标物洗脱下来 , 选择 3 mL的甲醇作为最终

洗脱液体积。

2.6

 

样品基质效应的消除

化学分析中样品中存在待测物以外的物质 ,

对待测物会造成增强或抑制的效果。为了考察

样品基质效应的影响 , 笔者做了 2 组对比试验。
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第一组为用定容液作为稀释液配成的 3 种物质

的混标 , 第二组为用制备好的空白试样提取液

作为稀释液配成的 3 种物质的混标。当基质效

应( ME) 值等于或接近 100 时不存在基质效应 ;

当 ME值大于 100 时基质对待测化合物有离子增

强作用 ; 当 ME值小于 100 时基质对待测化合物

有离子抑制作用。样品基质对目标化合物的影

响作用见表 3。基质效应对 CS和 BTC影响比较

明显。为了消除基质效应的影响 , 所以选择阴

性样品制备的提取液先加入 5 倍的标准品再用

定容液稀释 5 倍检测, 使样品液和标准品具有

一致的离子化条件。

表 3 不同条件下基质效应的计算结果

Tab.3 Calculation results of matrix effect under different conditions

化合物
compound

峰面积

 

peak area

Set 1 Set 2

基质效应 /%
matrix effect

硫酸粘菌素 A CSA 122 648 160 512 130. 9

硫酸粘菌素 B CSB 56 680 140 229 247. 4

杆菌肽 A BTCA 166 165 317 457 191. 0

杆菌肽 B BTCB 105 641 398 120 376. 9

维吉尼霉素 M1  VGMM1 164 619 167 799 101. 9

2.7 线性范围、检出限和定量限

准确移取适量标准储备液 , 用空白样品提

取液分别配成 BTC 和 CS质量浓度为 0. 01 mg·

L
- 1
、0. 05 mg·L

- 1
、0. 50 mg·L

- 1
、1. 00 mg·

L - 1
、2. 50 mg·L - 1

、5. 00 mg·L - 1
、10. 00 mg·

L
- 1

, VGMM1 质量浓度为 0. 002 mg·L
- 1
、0. 010

mg· L - 1
、 0. 100 mg·L - 1

、 0. 200 mg·L - 1
、

0. 500 mg·L
- 1
、1. 000 mg·L

- 1
、2. 000 mg·L

- 1
。

以 CSA、CSB、BTCA、BTCB和 VGMM1 的峰面

积为纵坐标 , 质量浓度为横坐标绘制标准曲线 ,

计算线性回归方程 , 线性相关系数 ( R
2
) 。标准

曲线方程 , 线性相关系数及检出限 , 定量限数

据见表 4。

2. 8 方法的准确度和精密度

2. 8. 1 不同加标水平的回收试验   采用标准

添加法 , 在不含 3 种多肽类抗生素的凡纳滨对

虾 ( Penaeus vannamei) 样品中添加 CS、BTC质量

浓度为 0. 02 mg·L
- 1
、0. 20 mg·L

- 1
、1. 00 mg·

L
- 1
和 VGMM1 质 量 浓 度 为 0. 004 mg·L

- 1
、

0. 040 mg·L
- 1
、0. 200 mg·L

- 1
, 进行 3 个水平

回收率试验。每个添加浓度做 6 个平行试验 ,

结果见表 5。在 3 个添加水平上 3 种多肽的平均

回收率为 72. 3% ～103. 9% , 相对标准偏差在

10. 92% 以内。该方法重现性良好。

表 4 线性方程、相关系数、检出限和定量限

Tab. 4 linear equation, correlation coefficient, limit of detection, limit of quantification

化合物
compound

线性方程
linear equation

相关系数( R2 )
correlation coefficient

检出限 /μg·kg - 1

LOD
定量限 /μg·kg - 1

LOQ

硫酸粘菌素 A CSA y = 130 744 + 129 666x 0. 999 3

硫酸粘菌素 B CSB y = - 81 165. 6 + 130 043x 0. 999 4
10 20

杆菌肽 A BTCA y = 444 357 + 54 915. 7x 0. 996 2

杆菌肽 B BTCB y = 290 763 + 55 770. 1x 0. 996 2
10 20

维吉尼霉素 M1  VGMM1 y = 202 557 + 267 853x 0. 999 3 2 4
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表 5 凡纳滨对虾中添加回收率与精密度试验数据( n =6)

Tab.5 Recovery and precision of drugs spiked in P. vannamei

项目
item

加标水平 /μg·kg - 1

spiked level
硫酸粘菌素 A

CSA
硫酸粘菌素 B

CSB
杆菌肽 A

BTCA
杆菌肽 B

BTCB

维吉尼霉素 M1

VGMM1

回收率 /% recovery 20 20 4 79. 20 91. 6 100. 0 102. 8 86. 4

200 200 40 83. 40 79. 8 101. 7 103. 9 86. 6

1 000 1 000 200 77. 00 72. 3 94. 9 100. 0 83. 4

相对标准偏差 /% RSD 20 20 4 10. 92 5. 57 5. 18 3. 10 6. 09

200 200 40 8. 32 6. 22 2. 38 2. 68 5. 98

1 000 1 000 200 2. 90 2. 73 8. 81 1. 10 3. 01

表 6 不同水产品中添加回收率与精密度试验数据( n =6)

Tab.6 Recovery and precision of drugs spiked in different aquatic products %

化合物

compound

罗非鱼

T. nilotica

回收率 RSD

草鱼

C. idellus

回收率 RSD

点带石斑鱼

E. coioides

回收率 RSD

日本鳗鲡

A. japonica

回收率 RSD

凡纳滨对虾

P. vannamei

回收率 RSD

杂色鲍

H. diversicolor

回收率 RSD

锯缘青蟹

S. serrata

回收率 RSD

硫酸粘菌素 A CSA 93. 7 1. 92 102. 8 3. 69 100. 5 1. 90 88. 4 7. 05 88. 4 4. 36 82. 4 2. 86 80. 3 4. 44

硫酸粘菌素 B CSB 88. 0 4. 77 94. 3 1. 78 96. 0 1. 82 85. 3 8. 20 83. 3 5. 00 80. 8 1. 82 80. 3 4. 61

杆菌肽 A BTCA 97. 7 2. 28 103. 3 2. 31 92. 5 4. 95 101. 7 3. 04 102. 6 2. 52 95. 2 4. 43 94. 2 2. 17

杆菌肽 B BTCB 107. 5 2. 91 94. 8 2. 93 104. 4 7. 40 103. 7 3. 39 106. 0 1. 59 101. 5 5. 39 102. 7 2. 09

维吉尼霉素 M1  VGMM1 87. 0 1. 06 86. 8 2. 68 86. 4 2. 05 81. 8 7. 53 81. 9 5. 36 76. 9 5. 00 78. 9 4. 01

2. 8. 2 不同样品加标回收试验  分别选取不含

3 种多肽抗生素的罗非鱼 ( Tilapia nilotica) 、草鱼

( Ctenopharyngodon idellus) 、点带石斑鱼 ( Epinephe-

lus coioides) 、日本鳗鲡( Anguilla japonica)、凡纳滨

对虾、杂色鲍 ( Haliotis diversicolor) 和锯缘青蟹

( Scylla serrata) , 在 CS、BTC添加质量浓度为 0. 20

mg·L - 1 , VGMM1 添加质量浓度为 0. 040 mg·L - 1
的

水平上做加标回收率试验, 结果见表 6。可知 3 种

多肽的平均回收率为 76. 9%～107. 5% , 相对标准

偏差在 8. 20%以内。

3 结论

文章建立了水产品中 3 种多肽类抗生素残留

检测的 HPLC-MS/ MS法。用不同水产品做加标回

收验证 , 平均回收率为 76. 9%～107. 5% , 相对

标准偏差在 8. 20% 以内 , 表明该方法具有良好的

实用性。该方法具有操做简便、准确性好、灵敏

度高、重现性好等优点 , 能满足国内外检测标准

要求, 可用于水产品中 3 种多肽类抗生素的残留

检测。
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