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液质联用分析动物性食物中残留的

大环内酯的研究进展
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摘要:大环内酯类抗生素是一种应用广泛的兽药,在动物性食物中的残留引发的危害得到了越来越多的关注。

综述了国内外基于液质联用技术分析动物性食品中残留的大环内酯的方法,比较了不同的前处理方法和质谱

质量分析器的适用范围。固相萃取法所需溶剂少,方便高效,是针对动物性食品前处理的理想技术。液相色

谱串联质谱技术,灵敏度高,检出限低,其中定量检测常用三重四级杆质谱仪的多反应监测模式,定性检测常

采用飞行时间质谱仪。最后对大环内酯的分析研究进行了展望。
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Abstract:Macrolidesareagroupofantibioticsthathavebeenwidelyusedasveterinarydrugs.Itsresi-

duesinanimalderivedfoodhavegainedmoreandmoreattention,becauseoftheirthreattohuman
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1 动物性食物中的大环内酯

大环内酯类抗生素(macrolideantibiotics,MALs)是一类具有12~16个碳内酯环的抗生素类群,以

一个大环内酯为母核,通过糖苷键与1~3分子糖相连接,针对革兰氏阳性菌和革兰氏阴性菌等具有较

强的抗菌活性[1-3]。MALs为亲脂类化合物,酸度系数为7.1~9.9,易溶于甲醇、乙腈等有机溶剂[4],在

酸性溶液中有一定的溶解度,但是在强酸强碱性溶液中不稳定。在酸性溶液(pH<4)中,糖苷键可能水

解,在碱性溶液(pH>9)中,内酯环可能开裂[5-7]。大环内酯类抗生素包括3大类,分别是14元环类,以

红霉素为代表;15元环类,例如阿奇霉素;16元环类,例如螺旋霉素。这类抗生素因为其良好的抗菌活

性和低毒性,被广泛应用于兽药和支原体感染的治疗。

滥用或者不当使用兽药,可能会导致动物性食物中抗生素的残留。通过食物链,进入人体内,在体

内积累到一定浓度时,因 MALs和其代谢产物独特的变异性反应,会对人体的前庭和耳蜗神经造成损

害,严重者会对肝肾造成损害甚至导致慢性中毒[8-9]。因此检测动物性食物中残留的大环内酯具有重要

意义。为了保障食品安全和人体健康,各国政府均对动物性食物中的大环内酯类抗生素残留量做出了

规定。欧盟和我国农业部2002年235号公告对此的部分规定见表1[10-11]。

常用的 MALs的检测方法有微生物法、液相色谱法、和液质联用法。微生物学方法难以达到准确

的定量定性,尤其是针对复杂介质中抗生素的测定,不能达到满意的分析要求[2]。液相色谱法是常用的

检测抗生素的分析方法,常用的检测器有紫外、荧光、电化学和示差折光检测器,但它们都只能选择性地

检测某几种大环内酯。因此需要一种普适的检测器———质谱检测器。液相色谱串联质谱联用法(LC-

MS),是目前分析各种基质包括食物基质中 MALs的有力工具。HeTian等[12]利用高效液相色谱串联

四级杆质谱对牛奶和奶粉中残留的大环内酯类在内的61种抗生素进行了定量分析。同时液质联用技

术还可用于分析 MALs的代谢和降解情况。
表1 欧盟(EU)和我国农业部(CHA)对于动物性食品中大环内酯最高残留量的规定

化合物 动物种类

最大残留量/(μg/kg)

肌肉 脂肪 肝脏 肾脏 奶 蛋

EU CHA EU CHA EU CHA EU CHA EU CHA EU CHA

红霉素 所有物种 200 200 200 200 200 200 200 200 40 40 150 150

牛 200 300 300 300 200

螺旋霉素 鸡 200 300 400

猪 250 2000 1000

替米考星
家禽75 75 75 75 1000 1000 250 250

其他物种 50 100 50 100 1000 1000 50 50

泰乐菌素 所有物种 100 200 100 200 100 200 100 200 50 50 200 200

2 动物性食物基质的前处理方法

动物性食品的样品来源包括:动物组织、蛋、奶和蜂蜜等等。这类样品的前处理一般包括去蛋白,去

除脂肪、糖和其他干扰物,富集浓缩等。常用的前处理方法有:液液萃取法(Liquid-liquidextraction,

LLE)、固相萃取法(Solid-phaseextraction,SPE)、基质固相分散萃取(Matrixsolid-phasedispersion,

MSPD)等,其中最常用的方法是固相萃取法。

2.1 液液萃取法

液液萃取法利用组分在2种不相溶的溶剂中分配系数的不同,从而达到被测物质分离纯化和消除
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干扰的目的。由于 MALs在中性水溶液中比较稳定,并易溶于乙酸乙酯等有机溶剂,为液液萃取净化

样品提供了理论支持[5]。在萃取的过程中,常以超声、震荡、微波等手段帮助提高萃取效率[13]。例如,

周萍等[5]将5g蜂王浆样品加入10mL水混合后,用V(乙腈)∶V(氨水)=97∶3作为提取液提取2次后,

针对少量杂质,再以磷酸盐缓冲液和乙酸乙酯反萃取净化一次,提取纯化药物。用乙腈氨水体系,可以

提供碱性环境,使得药物稳定,易被乙腈提取;还可以沉淀蛋白,净化样品;另一方面,使得蜂王浆样品中

的酸类物质成盐,增加极性,不会被有机溶剂溶解,从而达到净化提纯的目的。用该方法提取样品,以

UPLC-MS/MS检测,回收率在76.7%~119%,检出限达到0.2~0.9μg/kg。

2.2 固相萃取法

固相萃取技术是利用固体吸附剂吸附液体样品中的目标物,再用洗脱液洗脱,从而达到分离,消除

基体干扰和富集目标物的目的,大大提高样品的回收率,降低检出限[14]。为了达到更好的前处理效果,

需要根据基质和目标物的性质来选择合适的SPE柱[2]。对于食物类样品,常用的固相萃取柱有 HLB,

Strata-X,BondElutC18,BondElutdiol,BondELutSCX等[10]。其中,HLB柱是由亲水性的N-乙烯

吡咯烷酮和亲脂性的二乙烯基苯聚合而成的反相吸附剂,由于其良好的稳定性和重复利用性,且在不同

酸碱性和极性条件下均可适用,而广泛用于 MALs的检测[15-16]。

通常,固相萃取法采用离线的方式,将适量样品用缓冲液溶解后,经SPE柱,将待测的大环内酯留

在SPE柱中,然后用洗脱液洗脱,再蒸干或氮气吹干,用合适体积的溶剂复溶成适合LC-MS进样的体

积。由于 MALs在过酸或过碱的水溶液中易被分解,因此溶液需要有合适的pH[17]。对于动物性食物

样品,在经SPE柱萃取之前,应先去除蛋白和脂肪。通常使用有机溶剂来去除蛋白质,常用的溶剂有乙

腈、甲醇等。

离线固相萃取法操作比较繁琐,耗时长,近年来发展起来的在线固相萃取-液相色谱联用质谱技术,

可以实现半自动化,提高分析的通量和速度[18]。XinLi等[19]应用在线固相萃取-液质联用技术对食物

中残留的阿维菌素进行定量分析。在线固相萃取柱由BMA与EGDMA的共聚物制成。50μL的待处

理样品通过自动进样器进入萃取柱,在洗脱过程中,萃取柱与分析柱不相连。经过乙腈洗脱,待测的阿

维菌素留在萃取柱中。接着通过六通阀切换,将萃取柱与分析柱连接,流动相将待测物带入LC-MS系

统中进行分析。再一次通过阀切换,断开萃取柱与分析柱,以乙腈、异丙醇和丙酮清洗萃取柱,将其中残

留的可能污染物冲洗干净,以便于下一次的进样。整个分析过程只需15min,且在线萃取柱可以重复进

行500次实验[19]。

2.3 基质固相分散萃取

基质固相分散萃取技术是在SPE技术基础上发展而来。该方法是将样品与SPE分散剂填料一同

研磨混合成半固态的混合物,装填进空的萃取柱中,然后以溶剂淋洗除去杂质,洗脱出待测组分[11]。由

于采取水作为萃取溶剂,相对成本较低对环境友好。Bogialli等[20]利用该法,以热水作为提取剂,提取

了牛奶和酸奶中的 MALs。样品首先被分散在沙中,用5mL甲酸酸化的70℃热水从 MSPD柱中洗脱。

经过调解pH和过滤后,直接可以进样分析。回收率分别为牛奶中68%~86%,酸奶中82%~96%。

经过该方法获得的结果灵敏度高,检出限可达μg/kg级别。

传统的溶剂提取和液液萃取法,虽然方法简单,仪器成本低,但是需要大量有机溶剂,对环境不友

好,且杂质较多,对后续检测有影响。SPE法能提高样品处理通量,减少有机溶剂的消耗,重现性好,而

且利于实现自动化,是目前食物基质前处理的首选。但是固相萃取柱价格较高,成本较高。在实际样品

的处理中,需要根据实际情况,选择合适的前处理方法。同时也不一定只单一运用一种方法,例如将
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SPE技术与LLE技术结合可以提高萃取效率。DraisciR等[21]在提取牛组织中的红霉素、替米考星和

泰乐菌素时,首先用磷酸盐缓冲液和氯仿做液液萃取,之后经过BondElutdiol萃取柱萃取。对牛的肌

肉、肝脏和肾脏中的这几种 MALs的回收率分别为72.8%±15.6%,73.5%±16.3%和70.2%

±15.2%。

3 液相色谱-质谱联用技术检测大环内酯

液质联用法具有高分离度、高灵敏度、高分辨率的优点,是检测动物性食物中残留大环内酯类药物

的有力工具。前处理后的样品,通过液相色谱进行分离,离子源离子化后,进入质谱仪进行分析检测。

3.1 液相色谱-样品的分离

分离大环内酯类药物,最常使用的是反相C18柱,它的柱效高、选择性好、不易拖尾。但近年来,用

小于2μm的小粒径为填料的C18柱的超高校液相色谱(UPLC),分辨率更高,分离速度更快,选择性也

更好[22],得到了广泛应用。流动相常采用乙腈或者甲醇,0.1%甲酸[23]或10~20mm的乙酸铵作为流

动相改良剂[10,24]。少量的疏水性离子对试剂,如七氟丁酸(HFBA,0.04%)、三氟乙酸(TFA,0.02%

~0.1%)可以用于改善峰形,延长极性物质例如林可霉素或氨基糖苷类抗生素的保留时间[25-26]。但是

这类离子对试剂会对电喷雾离子化(ESI)造成离子抑制,影响检测,因此为了获得高灵敏度的检测结果,

应尽量避免此类试剂的添加。

3.2 离子源-样品的离子化

最常 用 的 离 子 化 方 法 有 电 喷 雾 电 离 (Electrosprayionization,ESI)和 大 气 压 化 学 电 离

(Atmosphericpressurechemicalionization,APCI)。ESI主要适用于极性、大分子有机物的电离,

APCI一般适用于弱极性、小分子有机物。ESI除了可以与四极杆、离子阱质谱仪匹配外,也可配合飞行

时间质谱用于生物大分子的研究。大气压光电离(Atmosphericpressurephotoionization,APPI)是一

种较新的电离技术,与APCI电离源适用范围类似,但可用于更低极性样品的电离[10],有利于降低基质

效应,但在检测 MALs方面的应用较少。目前分析检测大环内酯类样品的首选是ESI电离源。

在ESI正离子模式下,MALs易电离生成带1个、2个或3个电荷的离子,例如红霉素、克拉霉素、

泰乐菌素等含有1个氮的大环内酯,会生成带1个正电荷的准分子离子([M+H]+);阿奇霉素、螺旋霉

素、替米考星和罗红霉素等含有2个氮的大环内酯,会生成带1个电荷的[M+H]+和带2个电荷的[M

+2H]2+;拖拉菌素等含有3个氮的大环内酯,可能会生成带1个电荷的[M+H]+和带2个电荷的[M

+2H]2+以及带3个电荷的[M+2H]3+ [21,27-29]。

3.3 质谱仪-样品的检测

质谱仪根据质量分析仪可以分为不同的类型,包括单四级杆(Q)、三重四级杆(QqQ)、离子阱

(QIT)、线性离子阱(QqLIT)、飞行时间(TOF)、四级杆串联飞行时间(QqTOF)等,每种质谱仪各有优

缺点和其适用范围。

3.3.1 单四级杆质谱仪

单四级杆质谱仪可以用全扫模式或者选择离子监测模式(SIM)。例如:Billedeau等[30]利用LC-

MS,采用ESI电离源对鲑鱼组织中的红霉素进行定量检测。SIM模式监测m/z734.9的分子离子峰,

线性范围为12.5~400μg/kg。但是由于单四级杆质谱仪的特异性较差,目前已逐渐被更高分辨率的质

谱或者串联质谱取代。
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3.3.2 三重四级杆质谱仪

三重四级杆质谱仪是定量检测大环内酯类抗生素最常用的检测仪器,有4种扫描检测模式:碰撞诱

导解离(CID)、多反应监测(MRM)、子离子扫描、母离子扫描、中性丢失。对于定量检测最常采用的是

MRM检测模式。

MRM技术在一级扫描下选择特定母离子,扫描其碰撞碎裂后的二级质谱,选择合适的母子离子

对,分析特定的子离子。由于母离子和子离子的双重质量筛选,可以去除干扰离子,提高灵敏度和重复

性[31]。LC/MS/MS除了可以用于定量,也可以用于确证。确证需要两对或以上的母子离子对,目标物

质与标准品的峰保留时间应一致(通常为±2.5%),且选择的特征离子的丰度比和标准品一致(丰度比

相差应在±10%)[10]。例如王浩等[32],利用液相-串联三重四级杆质谱仪,采用多反应监测正离子或负

离子模式,一次性对牛奶中35种包括大环内酯类在内的五类抗生素残留进行定性和定量测定。以红霉

素为例,选取m/z734.3作为母离子,m/z576.3和158.0作为子离子,线性范围为0.1~10.0μg/kg,

检出限为0.1μg。

母离子扫描,即前体离子扫描,可用于确定某个子离子的母离子。Q3选择特定的碎片离子,Q1在

合适的范围内进行扫描,允许所有会产生选定碎片离子的母离子通过。Bogialli等[20]利用这种模式,测

定了酸奶中的红霉素B。Q3选择监测红霉素有关化合物的典型碎片离子m/z158,在Q1中找到m/z
为718的母离子。再结合 MRM技术,可以进一步进行定量分析。

3.3.3 离子阱质谱仪

离子阱质谱仪可以产生多级裂解,它通过时间串联(tandemintime)来实现二级质谱和多级质谱

(MS/MS和 MSn),因此QIT质谱仪的占空比较高,相对于QqQ质谱仪的灵敏度更高[10]。QIT质量分

析器也可以用 MRM模式进行定量分析,但是不能进行母离子扫描和中性丢失扫描。与QqQ质谱不

同,QIT的 MRM是时间串联而非空间串联。另外,QIT质谱仪的重复性较差[33],不利于复杂基质样品

的分析。QIT的多级质谱可以提供丰富的谱图信息用于推定 MALs的结构。例如利用LC-QIT,Leon-

ard等[34]对克拉霉素的结构进行了表征,WangMingjuan等[35]对乙酰螺旋霉素的结构进行了表征。

3.3.4 线性离子阱质谱仪

线性离子阱质谱仪是基于QqQ质谱仪基础上发展而来的,由四级杆质谱和离子阱质谱串联组成。

QqLIT质谱兼具了QqQ质谱和QIT质谱的优势,它可以实现 MRM,子离子扫描,母离子扫描和中性

丢失扫描用于定量和定性分析,同时又可以实现 MS3用于结构推断。另外QqLIT的增强子离子扫描

(EPI)具有离子累积功能,因而可以提高仪器的占空比,与QqQ子离子扫描相比,灵敏度更高,可以用

于定量分析和确证[36]。例如:Hammel等[26]用LC-QqLIT对蜂蜜中包括大环内酯类在内的多种维生素

进行了定量分析。对红霉素选择离子对m/z734和56,158;替米考星选择离子对m/z869和174,

156;泰乐菌素选择离子对m/z916和174,156。当目标质量比为20μg/kg时,检出限在40~80μg/kg。

3.3.5 飞行时间和四级杆串联飞行时间质谱仪

TOF和QqTOF质谱仪具有高分辨率、高灵敏度和能提供完整质谱谱图信息的特点,因此可以作

为其他类型质谱仪的补充。QqQ和QqLIT质谱仪的 MRM模式在定量检测方面表现优秀,但是 MRM
需要已知或者假定的反应离子信息,有针对性地选择数据进行信号采集,因此在对未知物的定性研究方

面,有所欠缺。QqLIT和QIT质谱可以实现多级质谱用于结构推断,但是分辨率不足,不利于定性和确

证。而TOF和QqTOF的一级和二级质谱,均能提供高分辨率的质谱结果,在未知物定性、阳性确证、

代谢组学等方面均有优势。目前,飞行时间质谱的全扫描模式已经广泛用于多种残留物的筛查。朱万

燕等[37]利用UPLC-QqTOFMS对水产品中包括 MALs在内的7类37种兽药进行了快速筛查。在全

扫描采集模式下,以准分子离子峰的峰面积定量,以化合物的色谱保留时间和精确质量数定性。而在定
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量能力方面,WangJian和DanielLeung[38]利用LC/MS/MS以及UPLC/QqTOFMS分别对鸡蛋、牛

奶和蜂蜜中的6种残留 MALs进行了分析检测。结果表明,三重四级杆质谱仪的 MRM 模式的线性范

围更宽,重复性更好,灵敏度更高,但是就定量准确度而言,二者区别不大。

四级杆质谱成本低性能稳定,但是分辨率较低,对于背景复杂的样品容易受干扰;三重四级杆质谱

仪的 MRM模式对于定量分析灵敏度高,结果准确,是 MALs定量检测中最常用的;离子阱质谱为中-
低分辨率的质谱仪,可以实现多级质谱(MSn)可以用于鉴定MALs的结构;线性离子阱兼顾三重四级杆

和离子阱的特点,可以用于定量和多级质谱,但成本较高;飞行时间类质谱是高分辨或近高分辨定性分

析首选。

4 结 论

大环内酯类抗生素作为一种常用兽药,会通过动物性食物进入人体,危害人类健康。针对动物性食

品中大环内酯类抗生素的分析,前处理方法主要有液液萃取和固相萃取,其中固相萃取技术,特别是

HLB柱进行富集洗脱可以获得理想的结果。在线固相萃取技术可以与检测仪器联用,有利于实现自动

化,提高分析速度和通量,是未来发展的方向。

液相色谱-质谱联用技术,特别是串联质谱(MS/MS)是近年来检测 MALs的有力工具。用小于

2μm的小粒径为填料的C18柱的超高效液相色谱(UPLC),可以缩短分析时间,提高分离效率和灵敏

度。以ESI为离子源的质谱检测仪相较于紫外、荧光、电化学检测器更具有普适性,更利于复杂基质中

多种 MALs的检测。其中QqQ质谱仪的 MRM 模式,常用于定量分析。QIT质谱可以实现 MS/MS
和 MSn,可用于结构分析推断。TOF或QqTOF分辨率高,无论是一级或二级质谱均能提供准确的分

子量,是定性检测MALs的首选。QqLIT质谱同时具有QqQ和QIT质谱的优点,可以同时实现MRM
和子离子扫描,具有高灵敏度和分辨率,有广阔的应用前景,但由于价格较高,目前应用还较少。为了更

快更准确地定量和定性分析出动物性食品中残留的 MALs,应加强样品的前处理净化技术,并开发出更

高分辨率和灵敏度的仪器。
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