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摘要
本应用简报介绍了使用 Agilent 1260 Infinity II 液相色谱与 Agilent Ultivo LC/TQ 的联
用系统分析蜂蜜样品中皮克级的极低含量氯霉素 (CAP)。此方法采用 Agilent Ultivo 
LC/TQ 开发，尽管该系统体积小巧，但结果毫不逊色。此应用是食品行业中蜂蜜生
产、加工和商业化样品常规检测的理想选择，也十分适合用于学术研究目的。使用
基于液液萃取 (LLE) 的简单样品前处理方法，能够成功实现基质中 50 ppt 的定量限 
(LOQ)。

蜂蜜中氯霉素的检测、确认和定量
联用 Agilent 1260 Infinity II 液相色谱系统与 
Agilent Ultivo LC/TQ 系统
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前言
CAP 是一种能够抑制蛋白质合成的广谱
抗生素，长期接触会导致罕见且严重的血
液疾病（再生障碍性贫血）以及骨髓损
伤。由于 CAP 对人体具有明显的毒性作
用，因此食品中的含量不得高于 0.3 ppb 
的最低性能要求限值 (MRPL)[1,2]。

实验部分
本研究采用以下溶剂：乙腈（Honeywell，
LC/MS，货号 34967）；甲醇（Honeywell， 
LC/MS，货号 34966）；水（Millipore， 
Milli-Q）；乙酸乙酯（分析纯，Rankem）； 
氯霉素（安捷伦科技公司，货号 5091-
0591）。CAP 的所有工作稀释液均采用 
100% 甲醇配制。

图 1. CAP 和氘代 CAP

HO

HO

H

O

O

O– +
N

N

Cl Cl

HO

HO

H

D

D

D

D

D

O

O

O– +
N

N

Cl Cl

氯霉素 D5-氯霉素

三重四极杆 LC/MS 系统是美国、欧盟、
FSSAI 和其他国家/地区用于确认蜂蜜中 
CAP 的金标准。本应用采用最新款三重
四极杆 LC/MS 系统 Ultivo LC/TQ。使用 
Ultivo LC/TQ 获得的灵敏度优于欧盟食品
法规规定的 MRPL。

此工作流程仅使用 LLE，而传统方法需要
结合 LLE 和固相萃取 (SPE)。由于省去了 
SPE 步骤，我们实现了一种简单、省时
的高性价比解决方案（图 2）[3,4,5]。

通过采用结构相似的 CAP-d5 作为内标以
减少变异，这一基于 Ultivo LC/TQ 的解决
方案展现出了优异的特异性、线性和稳定
性，能够提供可靠的结果。

图 2. 基于 LLE 的样品前处理

称取 1 g 蜂蜜

加标 10 µL CAP-d5

加入 1 mL 水并涡旋振荡 1 min

加入 6 mL 乙酸乙酯并涡旋振荡 10 min

在 5 °C 下以 10000 rpm 的转速离心 10 min

收集上层有机层

50 °C 下用氮气吹干

采用 1 mL 95:5（水:甲醇）溶液复溶

PTFE 0.2 μm 针头过滤器或在线过滤器

表 1. HPLC 梯度方法

参数 值

色谱柱
Agilent InfinityLab Poroshell 120 EC-C18,  
2.1 × 100 mm, 2.7 µm（部件号 685775-922）

流动相
A) 水 
B) 甲醇；500 µL/min

进样量 25 µL

柱温 50 °C

梯度

时间 (min) 水 (100%) 甲醇 (100%) 
0.0 95 5 
2.5 2 98 
3.0 2 98 
3.5 95 5 
5.0 95 5

仪器
• Agilent 1260 Infinity II 全能泵 

(G7104C)

• Agilent 1260 Infinity II 样品瓶进样器 
(G7129C)

• Agilent 1260 Infinity II 高容量柱温箱 
(G7116A)

• 配备 AJS 离子源的 Agilent Ultivo 
LC/TQ (G6465A)
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结果与讨论
由于规定的 MRPL 为 300 ppt，大多数
分析实验室普遍将 100 ppt 设置为常规 
LOQ。所提出的方法的检测限 (LOD) 为 
25 ppt。但是，考虑到蜂蜜产品的多样
性，建议的 LOQ 为 50 ppt。图 3 的 MRM 
色谱图展示了稀释剂空白、LOD 和 LOQ。
此外，通过进样各种浓度的  CAP 稀释
液，获得了可重现的洗脱曲线，如图 4 
所示。表 2 显示了六次重复测定获得的 
CAP 浓度计算值的变异系数 (CV%) 数据。

表 2. Agilent Ultivo LC/TQ 条件

参数 设置

电离模式 AJS（负离子模式）

雾化器气体 35 psi

干燥气 10 L/min，350 °C

鞘气 12 L/min，400 °C

毛细管电压 2000 V

喷嘴电压 1500 V

碎裂电压 90 V

CAV 9 V

驻留时间 50 ms

分辨率 Unit/Unit

分析物 MRM 离子对 CE (V)

CAP 321/151.9 9

CAP 321/257.1 2

CAP 321/194.0 3

CAP-d5
326/157.0 9

图 3. Agilent Ultivo LC/TQ 分析 CAP 的灵敏度

2.73
LOD (25 ppt)

2.73
LOQ (50 ppt)

* 2.72
空白稀释剂

0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5 4.0 4.5

× 101

× 101

× 101

采集时间 (min)

响
应

响
应

响
应

图4. 各种浓度 CAP 的叠加色谱图
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校准和线性
在 50–600 ppt 浓度范围内生成了相对响
应（CAP 与 CAP-d5 的峰面积比）的校准
线性图（图 5）。为实现数据的严谨性，
在每个浓度水平下进行三次重复测定，在 
LOQ 水平下进行六次重复测定。图 6 所
示为校准表截图，其中包含一个定量离
子、两个定性离子以及 MRM 比，符合法
规要求。

蜂蜜样品的定量分析
将该方法扩展到市售蜂蜜样品。蜂蜜购
自印度德里的当地商店（品牌 1、品牌 2 
和品牌 G）和路边摊贩（当地样品和当地
样品 2）。所有样品进行三次重复测定。
图  7 表明，结果报告的  CAP 浓度低于 
EU-MRPL 浓度 300 ppt。
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y = 1.012383 * x + 0.018033
R2 = 0.9954

图 5. 50–600 ppt 范围内的线性曲线 (R2 = 0.9953)

图 6. 50–600 ppt 范围内 CAP 的校准表
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蜂蜜样品中的回收率
不包含 2.73 ± 0.1 分钟处的色谱峰且离子
比符合 EU 指南规定的样品被视为阴性样
品[6]。品牌 G 样品的 CAP 浓度高于 LOD 
值，当地样品 2 的 CAP 浓度高于 LOQ 
值。此外，通过向蜂蜜样品中添加 50 ppt 
CAP 进行加标实验，如图 7 所示。在表 3 
所示的加标研究中，所有五个样品均表
现出了良好的回收率 (80%–120%)，证实
了所提出的方法适用于对蜂蜜进行常规 
CAP 分析。

结论
本方法的 LOQ 是 EU-MRPL 的 1/6。本
研究中的 LC 方法使用 Agilent InfinityLab 
Poroshell 120, 2.7 μm 色谱柱在低压下实现
了 UHPLC 分离。基于 LLE 的样品前处理
方法采用简单且省时的步骤。根据欧盟标
准，成功分析了真实蜂蜜样品中的 CAP。

表 3. 各种蜂蜜中的氯霉素

市售样品 加标前浓度 (a) 加标后浓度 (b) % 回收率 = 100(b–a)/50

品牌 1 ND 41.35 ppt 82.69%

品牌 2 ND 41.98 ppt 83.96%

品牌 G 28.37 ppt 78.47 ppt 100.20%

当地样品 ND 47.18 ppt 94.35%

当地样品 2 145.75 ppt 199.25 ppt 107.0%

图 7. 市售样品和以 LOQ 浓度加标的市售样品
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