
液相色谱-串联质谱联用技术用于牛奶
中多残留四环素及其代谢物的检测

摘要

四环素类抗生素最频繁地被用于畜牧行业中。本文介绍了液相色谱-串联质谱联用技术同

时检测牛奶和动物组织中的 10种抗生素残留，包括二甲胺四环素、差向土霉素、差向四

环素、四环素、差向金霉素、去甲基金霉素、金霉素、甲烯土霉素、多西环素和土霉素。

安捷伦固相萃取柱和反相 Agilent ZORBAX RX C8 column (5 µm, 150 mm × 2.1 mm)色

谱柱在此方法中被用于样品的纯化和分离。各组分的检测限介于 0.5 至 10.0 µg/kg 之间，

定量限(LOQ) 小于 50 µg/kg。 线性校正曲线的范围是 5 至 1000 µg/kg。总回收率在

76.4% 至 101% 之间，相对标准偏差 (RSD, n = 6) 小于 8.4%。本方法快速、灵敏、方便、

可靠，可以用于牛奶中多残留四环素及其代谢物的同时检测。
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前言

抗生素在世界范围内被广泛地用于控制细菌感染和促进健康家畜

的奶产量。四环素类抗生素是一类广普抗生素，因而被广泛使用。

但是，在奶及奶制品中含有这些抗生素会影响奶的安全性。

美国食品药品管理局(FDA) 限定了四环素，包括土霉素和金霉素的

日允许摄入量(ADI)和牛奶中允许限量。这些化合物总残留的日允

许摄入量(ADI)是每天每千克体重 25微克。日允许摄入量(ADI)的

60%是用于牛奶，40% 是可食组织。根据日允许摄入量（ADI），牛

奶中四环素类，包括土霉素、金霉素和四环素的总残留限量不能

超过 300ppb。四环素的总残留限量被设定为 300ppb，三种四环

素中每个组分的阈值为 300ppb也能被接受。

在欧盟，根据欧盟 2377/90号法令建立的牛奶中四环素的最大残

留限量为 100 µg/kg (100 ppb)。在中国，国标 (GB/T 21317-2007)

也设定了牛奶和动物组织中这些化合物的确定方法。该法规于

2008年 4月 1日正式生效。

本研究的目的是建立利用 Agilent 6410 LC/MS/MS系统检测牛

奶中四环素及其代谢物的方法。本方法快速而易用。四环素及其

代谢物的结构见表 1。

表 1.    本研究中的化合物

序号 化合物名称 CAS 号 结构图

1 二甲胺四环素 10118-90-8

2 土霉素 6153-64-6

3 四环素 60-54-8

4 去甲基金霉素 127-33-3
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序号 化合物名称 CAS 号 结构图

5 金霉素 57-62-5

6 甲烯土霉素 914-00-1

7 多西环素 564-25-0

8 差向四环素 64-75-5

9 差向土霉素 35259-39-3

10 差向金霉素 14297-93-9
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表 1.    本研究中的化合物
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实验部分

化学试剂和化学品

液相色谱级的水和甲醇，以及甲酸全部购自 Fluka。标准品都购自

Sigma-Aldrich。

仪器参数

表 2.    LC/MS/MS条件

HPLC

色谱柱 ZORBAX RX-C8, 2.1 mm × 150 mm, 5 µm 
(部件号 883700-906)

流速 0.3 mL/min
流动相 A: 水/0.1% 甲酸

B: 甲醇
梯度 0–10 min, B 从 5% 到 30%

10–12 min, B 从 30% 到 40%
12.5–18 min, B 65%
18.5–25 min, B 95%
25.5 min, B 5.0%

运行时间 28 min
运行后时间 5 min
柱温 30 °C
进样量 5 µL

质谱参数

离子源 电喷雾

离子化模式 正离子模式

干燥气温度 350 °C
干燥气流速 10 L/min
雾化器压力 45 psi
毛细管电压 4000 V

化合物名称 碰撞诱导 母离子 子离子 碰撞能量 保留时间
解离电压(V) (min)

二甲胺四环素 120 458 352 35
441 20 8.58

差向土霉素 120 445 410 20
427 10 8.60

差向四环素 120 461 426 20
444 15 9.47

四环素 120 445 410 20
427 15 9.90

土霉素 120 461 426 20
443 10 9.95

去甲基金霉素 120 465 430 25
448 15 11.25

差向金霉素 120 479 444 22
462 15 11.59

金霉素 120 479 444 22
462 15 12.95

甲烯土霉素 120 443 381 25
426 15 13.98

多西环素 120 445 154 30
428 15 14.08

MRM 参数设定

样品前处理

提取步骤：

1. 称 5克牛奶样品（精确至 0.01 g）加入到 50毫升比色管中，溶

于 0.1 M/L Na2EDTA-Mcllvaine 缓冲液，定容至 50毫升

2. 涡旋震荡 1分钟，提取液在冰水混合液中超声 10分钟

3. 将样品转移至 50毫升聚丙烯离心管中并冷却至 0 °C ~ 4 °C 

4. 样品在 15 °C下， 5000 r/min 离心 10 分钟

5. 快速滤纸过滤

净化：

1. 取 10 毫升提取液（相当于 1g 样品），倒入安捷伦 SampliQ

OPT型固相萃取柱（部件号 5982-3036），速度为每秒一滴

2. 当它完全洗脱后，用三氟乙酸调节 3 mL水至 pH 4.5清洗固相

萃取柱，然后丢弃所有流出物

3. 在 2.0 kPa的负压下，抽固相萃取柱 5分钟

4. 用 10 mL的 10 mmol乙二酸的甲醇溶液洗脱

5. 收集洗脱液，在 40 °C下氮气吹至干

6. 用 1 mL的初始流动相溶解残留物

7. 用 0.45 µm的滤膜过滤，然后进样

结果与讨论

优化和分离

碰撞诱导解离电压和碰撞能量(CE)优化

众所周知，三重串联四极杆液质联用系统是识别、确认和定量食

品基质中目标化合物的最佳工具。为了获得最高的响应，仅仅每

个组分的两个参数被用于质谱优化，即碰撞诱导解离电压和碰撞

能量。合适的碰撞诱导解离电压是为了将母离子最大化地传输至

质量分析器。合适的碰撞能量提供合格子离子的最高丰度的定量。

一种优化方法是在一次运行中设定不同的碰撞诱导解离电压段来

多次进样。图 1是二甲胺四环素采用该方法的图示。结果表明，

对于二甲胺四环素，随着电压增加，母离子响应增加很少。采用

同样的方式优化碰撞能量，四环素的结果见图 2。



5

0.4

0.5

0.6

0.7

0.8

0.9

1

1.1

1.2

1.3

1.4

1.5

1.6

1.7

1.8

1.9

2
+ TIC Scan erjiaan_Frag_01.d 
1 1 2 2 3 3 4 4 5 5 6 6

Counts vs. acquisition time (min)
0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2 1.4 1.6 1.8 2 2.2 2.4 2.6 2.8 3 3.2 3.4 3.6 3.8 4 4.2 4.4 4.6 4.8 5 5.2

×108

图 1.    对于二甲胺四环素，碰撞电压从 60至 120，每步 20V的优化结果

随后二次进样开始进行子离子扫描，然后选择四个最高丰度的子

离子。重复进样并运行MRM采集每个离子的最优碰撞能量。那

些生成最强信号子离子响应的碰撞能量会自动确定并存入数据库。

对于四环素最优的碰撞能量的结果列于图 4，图 5是离子碎裂曲

线。带子离子的化合物会直接被导入用户的现有分析方法中。

最近安捷伦公司推出了方法自动优化（Optimizer）程序，它可以

自动进行碰撞诱导解离电压和碰撞能量的优化，最后将最优值存

于 Optimizer数据库中。 利用这个程序和带色谱柱或不带色谱柱

的流动进样模式，用户只要输入要优化的化合物名称和分子式即

可。表面质量会根据分子式自动被计算出来。用户需要指定正模

式或负模式下可能的加合物、小质量去除、任何需要排除的离子

以及需要采用的方法（流动相条件等）。一旦开始运行，程序通过

用户选择的一次进样增加量开始进样，确定母离子并利用步进式

的电压梯度进行碰撞诱导解离电压的优化。然后程序选择电压产

生最高丰度的母离子。图 3是四环素采用该方法的结果。
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图 3.    使用自动优化（Optimizer）程序自动确定四环素一次进样的碰撞诱导解离电压
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图 2.    四环素最佳碰撞能量的手动优化
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图 4.    使用自动优化（Optimizer）程序自动确定四环素一次进样的碰撞能量

图 5.    自动优化（Optimizer）程序得到的离子裂解曲线
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分离

四环素、土霉素和金环素的样品处理和分离是非常重要的。这类

化合物分离的难点是它们在弱酸、强酸、强碱以及加热的条件下

容易发生降解，非对映异构体转化为它的差向异构体。

典型的转化过程参见四环素：

图 6.      四环素到差向四环素的降解过程

差向四环素
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四环素及其降解物非对映异构体，它们在串联质谱上具有同样的

分子式和同样的碎片离子。因而它们具有相同的母离子、定性离

子和定量离子。为了在高分离度快速液相色谱仪(RRLC)上识别和

确认它们，组分的分离对该分析是重要的。色谱柱采用 ZORBAX

Rx-C8, 2.1 mm × 150 mm, 5-µm和简单的梯度洗脱，结果表明三

个异构体得到了很好地分离。参数设置及保留时间见表 2。图 7

是四环素和它的非对应异构体分离的色谱图。
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线性, 检测限（ LOD）和定量限（LOQ）

利用标准溶液和牛奶基质考察了线性范围、检测限和定量限。结

果列于表 3中。结果表明标准溶液和牛奶基质的线性相似，线性

系数一般都大于 0.99。四环素类化合物在电喷雾离子条件下的离

10

子化不是太好，但仍然可以获得柱上低皮克级水平的检测限灵敏

度。定量限是根据信噪比为 10:1定义的。二甲胺四环素的校正曲

线见图 8。

表 3.    溶剂和牛奶基质中四环素的定量结果

标准溶液 * 牛奶基质的标准液 *

定量限 检测限 检测限
化合物 R2 (LOQ ,S/N=20) (LOD S/N=3) R2 (LOD , S/N=3)

柱上 pg级 柱上 pg级 柱上 pg级

二甲胺四环素 0.999 41.5 6.2 0.990 16.3

差向土霉素 0.991 10.8 1.6 0.994 8.7

差向四环素 0.996 14.7 2.2 0.996 12.8

四环素 0.998 9.4 1.4 0.994 10.2

土霉素 0.996 10.7 1.6 0.991 8.6

去甲基金霉素 0.999 22.8 3.4 0.993 8.1

差向金霉素 0.986 38.2 5.7 0.987 11.9

金霉素 0.986 8.1 1.2 0.994 7.6

甲烯土霉素 0.999 20.8 3.1 0.994 12.3

多西环素 0.999 32.2 4.8 0.995 11.2

注 *：校正曲线的范围是 1 ppb-1 ppm ，进样量 5 uL
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回收率和重现性

表 4是方法回收率和重现性考察的结果。所有组分的回收率都大

于 80%，这是可以充分接受的。另外表中的精密度在低浓度下一般

优于 5%，高浓度下优于 2%。用于化合物确认的离子比例也是非

常性能标准，结果显示具有优异的重现性。图 9是甲烯土霉素离

子比例的结果。离子比例和相应的保留时间为化合物的确认提供

了必要证据。

表 4.     牛奶基质中样品回收率和重现性

牛奶基质中的回收率 RSD % RSD % 牛奶基质中的回收率 RSD % RSD %
化合物 (浓度 50 ppb n=6) (信号响应 n=6) (离子比例 n=6) (浓度. 100 ppb n=6) (信号响应 n=6) (离子比例 n=6) 

二甲胺四环素 96.5 4.9 2.1 101.4 1.6 1.0

差向土霉素 89.2 3.8 1.5 96.3 1.6 0.9

差向四环素 84.4 5.4 1.3 88.2 0.9 0.6

四环素 86.1 2.5 1.2 90.7 1.1 1.2

土霉素 77.6 3.8 1.6 82.5 1.2 0.9

去甲基金霉素 79.2 2.0 3.1 84.7 0.9 0.6

差向金霉素 76.4 5.5 5.4 84.3 1.1 0.5

金霉素 94.3 4.5 1.5 100.9 1.8 1.1

甲烯土霉素 86.3 1.0 1.9 91.2 1.2 0.8

多西环素 78.7 3.6 6.7 82.4 1.0 0.8
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图 9.    甲烯土霉素合格离子和定量离子的离子比例
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离子抑制效应的研究

通常串联质谱可以去除化学噪音，获得更“干净”的谱图，即使

是分析高基体和复杂基体样品。然而，基体中含有的化合物可能

会抑制分析物的离子化。图 10 为甲烯土霉素和四环素在溶剂和牛

奶基质中的信号响应的比较。每条曲线斜率的差异表明牛奶基质

导致的离子抑制效应。

由于观察到较强的离子抑制，采用外标定量法（ESTD）进行校正，

因而与基质相匹配的标准溶液应在不含抗生素的牛奶，或者确定

不含被分析物的牛奶中制备。这样可以得到与样品相同的基质效

应的校正曲线。
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图 10.    牛奶基质中四环素离子抑制效应；1）纯溶剂的组分响应 2）牛奶基质中组分响应
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结论

结果表明，安捷伦 6410三重串联四极杆液质联用系统耐用，灵

敏度和重复性好，它是牛奶中四环素类抗生素残留检测的理想仪

器。中国的国标方法 (GB/T 21317-2007) 要求的检测限是 50 ppb

（进样量 100 µL ）。本方法轻松满足这些要求。另外，这类抗生素

在弱酸、碱性条件下容易降解。而现在采用的方法避免了此降解

反应，液相色谱的分离方法将异构体进行分离，获得可靠的定性

定量结果。最后，通过抗生素组分在纯溶剂和牛奶基质的信号响

应的比较考察了离子抑制效应的影响。对于外标定量分析，即使

样品制备的回收率大于 80%， 也需要用基质配成的标准溶液建立

校正曲线进行定量分析，这样可以获得更准确的结果。

更多信息

欲知更多有关我们产品和服务的信息，请浏览我们的网站

www.agilent.com/chem/cn。
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