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超高效液相色谱-串联质谱法测定鲟鱼中 

庆大霉素和新霉素残留量 

吕  芳 1,2*, 李  英 1,2, 沈  媛 1,2, 贾  晨 1,2, 孙  煊 1,2, 高  峰 1,2, 张  园 1,2 

(1. 北京市水产技术推广站, 北京  100176; 2. 农业农村部水产品质量安全风险评估实验室(北京), 北京  100176) 

摘   要 : 目的   建立超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometric, UPLC-MS/MS)检测鲟鱼中庆大霉素和新霉素的分析方法。方法   样品经 10 mmol/L 磷酸盐缓

冲溶液提取, 0.1%甲酸沉淀蛋白, HLB 固相萃取柱净化。采用 CORTECS HILIC(100 mm×2.1 mm, 1.6 μm)色谱

柱分离, 以 0.1%甲酸溶液(A)和乙腈(B)作为流动相进行梯度洗脱, 通过电喷雾正离子扫描(electronic spray ion, 

ESI+), 多反应监测模式(multiple reaction monitoring, MRM)对庆大霉素和新霉素的定量离子和定性离子进行

测定。结果  本方法在 5 min 内完成 2 种目标化合物的分离分析。庆大霉素在 25~300 μg/L 浓度范围内呈现良

好的线性关系, 相关系数 r2＞0.995; 方法检出限为 10 μg/kg, 定量限为 25 μg/kg; 添加量为 25、50、100 μg/kg

时回收率在 76.7%~106.3%之间, 相对标准偏差(relative standard deviation, RSD)在 0.18%~2.15%之间(n=6)。新

霉素在 50~600 μg/L 浓度范围内呈现良好的线性关系, 相关系数 r2＞0.996; 方法检出限为 20 μg/kg, 定量限为

50 μg/kg; 在 50、100、200 μg/kg 添加水平的回收率为 96.1%~109.0%之间, 相对标准偏差(RSD)在 0.72%~2.84%

之间(n=6)。结论  该方法精密度好、灵敏度高, 能简便、准确地测定鲟鱼中庆大霉素和新霉素的药物残留。 

关键词: 庆大霉素; 新霉素; 超高效液相色谱-串联质谱法; 鲟鱼 

Determination of gentamycin and neomycin residues in sturgeon by ultra 
performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
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(1. Aquatic Product Technology Promotion Department of Beijing, Beijing 100176, China; 2. Laboratory of Quality and Safety Risk 

Assessment for Aquatic Products (Beijing), Ministry Agriculture and Rural Affairs, Beijing 100176, China) 

ABSTRACT: Objective  To establish a method for the determination of gentamycin and neomycin residues in 

sturgeon by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  The 

samples were extracted with 10 mmol/L phosphate buffer solution, precipitating protein with 0.1% formic acid, and 

purified by HLB solid phase extraction column. And then gentamycin and neomycin residues in the extracts were 

separated by CORTECS HILIC chromatographic column using a gradient elution program of 0.1% formic acid 

aqueous solution (A) and acetonitrile solution (B). The quantitative and qualitative ions of gentamicin and neomycin 

were determined by electronic spray ion (ESI+) and multiple reaction monitoring (MRM). Results  The method 

completed the separation analysis of 2 target compounds within 5 min. Gentamycin had good linear relationships in 
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the range of 25300 μg/L, r2＞0.995. The limits of detection were 10 μg/kg and the limits of quantitation were    

25 μg/kg. The recoveries at 3 spiked levels (25, 50, 100 μg/kg) were 76.7%106.3%, with the relative standard 

deviations of 0.18%2.15% (n=6). Neomycin had good linear relationships in the range of 50600 μg/L, r2＞0.996. 

The limits of detection were 20 μg/kg and the limits of quantitation were 50 μg/kg. The recoveries at 3 spiked levels 

(50、100、200 μg/kg) were 96.1%109.0%, with the relative standard deviations of 0.72%2.84% (n=6). Conclusion  

This method is accurate and sensitive, which is convenient for determination of gentamycin and neomycin residues in 

sturgeon. 
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1  引  言 

庆大霉素和新霉素属于氨基糖苷类药物, 是一种广

谱抗生素, 可防治各种动物性疾病和促进生长发育, 被广

泛应用于畜牧、水产养殖中[1]。但随着研究发现, 此类药

物对人体会产生耳毒性、肾毒性的毒副作用, 易产生抗药

性, 对消费者存在潜在的危害[2,3]。目前, 许多国家和地区

已明确规定了动物源性食品中庆大霉素和新霉素的最高残

留量, 而我国农业部 235 号公告仅对两者在牛、猪、鸡等

作了限量要求, 而未涉及水产品, 因此对水产品中庆大霉

素和新霉素残留量检测技术的研究是至关重要的。 

目前, 庆大霉素和新霉素定量检测方法主要为以液

相色谱法为基础的仪器分析方法[4-8], 其中液相色谱法需

要柱前或者柱后衍生化, 操作复杂, 稳定性差; 而液相色

谱-质谱法选择性高、灵敏度高, 提高了定性和定量的准确

性。但庆大霉素和新霉素极性强, 易与样品基质成分结合, 

前处理提取率偏低, 同时水产品种类繁多, 基质成分复杂, 

近年来相关研究主要集中于草鱼、斑点叉尾鮰、小龙虾、

南美白对虾、河蟹等基质[8-11], 而针对鲟鱼基质的研究较

少。本研究专门针对鲟鱼基质 , 优化前处理方法 , 采用

CORTECS HILIC 色谱柱, 乙腈-甲酸水溶液作为流动相, 

避免了离子对试剂、无机盐溶液对仪器或色谱柱的污染, 

采用超高效液相色谱-串联质谱法同时检测鲟鱼中庆大霉

素和新霉素残留量, 并应用于北京本地养殖场特色养殖品

种鲟鱼的药物排查中, 以期对庆大霉素和新霉素的准确检

测提供技术支持。 

2  材料与方法 

2.1  仪器与试剂 

TQ-XSUPLC-MS/MS 超高效液相色谱-串联质谱仪

( 美 国 Waters 公 司 ); N-EVAP112 氮 吹 仪 ( 美 国

Organomation 公司); X1R 离心机(美国 Thermo Scientific

公司); LPD2500 多管涡旋混合仪(北京莱普特科学仪器

有限公司)。 

庆大霉素(gentamycin sulfate, 纯度 92.7%)、新霉素

(neomycin sulfate, 纯度 80.0%)(德国 DR.E 公司)。 

甲醇、乙腈(色谱纯, 德国 Merck 公司); 乙酸乙酯、

甲 酸 ( 色 谱 纯 , 美 国 Fisher 公 司 ); 磷 酸 氢 二 钾 、

Na2EDTAꞏ2H2O ( 分析纯 , 国药集团试剂有限公司 ); 

ACQUITY CORTECS HILIC 色谱柱(美国 Waters 公司); 

HLB 固相萃取柱(6 mL, 200 mg, 美国 Waters 公司); GHP 

Acrodisc 0.22 μm 滤膜(美国 Pall 公司); 实验室用水为屈臣

氏纯水。 

2.2  实验方法 

2.2.1  溶液配制 

庆大霉素标准储备溶液配制: 准确称取 10 mg 的庆大

霉素到 100.0 mL 的容量瓶中, 用纯水配成 100 mg/L 标准

储备液, 4 ℃保存。 

新霉素标准储备溶液配制: 准确称取 10 mg 的新霉素

到 100.0 mL 的容量瓶中, 用纯水配成 100 mg/L 标准储备

液, 4 ℃保存。 

0.1%甲酸水溶液: 准确量取 0.1 mL 甲酸于 100.0 mL

容量瓶中, 定容至 100.0 mL。 

庆大霉素和新霉素混合中间标准工作液配制: 准确量

取上述浓度的庆大霉素和新霉素储备溶液 100、200 μL, 用

乙腈: 0.1%甲酸水溶液(1:1, V:V)定容至 10.00 mL, 配制成混

合中间标准工作液(庆大霉素 1 mg/L 和新霉素 2 mg/L)。 

0.1%甲酸-10 mmol/L 磷酸盐混合缓冲溶液: 准确称

取 2.28 g 磷 酸 氢 二 钾 (K2HPO4ꞏ3H2O) 、 1.50 g 

Na2EDTAꞏ2H2O 于烧杯中, 纯水溶解, 再加入量取 0.1 mL

甲酸混合, 纯水定容至 1000.0 mL。 

2.2.2  样品前处理 

参考相关文献[12], 并作优化如下:  

(1)采样和试样制备 

抽取北京养殖基地的鲟鱼样品, 去除内脏、皮, 取

可食用部分均质混匀, 装入样品袋中, 避光, 18 ℃存放

备用。 

(2)提取 

称取样品 5 g (精确至 0.01 g)于 50 mL 离心管中, 准确

加入 20 mL 0.1%甲酸10 mmol/L磷酸盐混合缓冲溶液, 充

分振荡 5 min, 4 ℃ 10000 r/min 离心 10 min, 吸管弃上层脂
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肪层后取上清液于比色管中, 定容至 25 mL, 备用。 

(3)净化 

HLB 固相萃取小柱先用 5 mL 甲醇, 5 mL 水活化。取

上清液 5 mL 过柱, 用 5 mL 0.1%甲酸水溶液淋洗, 抽干,最

后用 5 mL 甲醇+乙酸乙酯(1:9, V:V)洗脱, 收集洗脱液, 氮

吹(50 ℃)至干, 用 1.0 mL 的乙腈+0.1%甲酸水溶液(1:1, 

V:V)定容、过膜、上机。 

2.2.3  超高效液相色谱-串联质谱条件 

(1) 液相色谱条件 

ACQUITY CORTECS HILIC 色谱柱(100 mm×2.1 mm, 

1.6 μm), 流动相: A 为 0.1%甲酸, B 为乙腈, 梯度洗脱程序: 

0~1.5 min, 5%~65%; 1.5~3.0 min, 65%; 3.0~3.5 min, 
65%~5%; 3.5~10.0 min, 5%。流速: 0.3 mL/min, 进样体积:  

5 μL, 柱温: 30 ℃。 

 (2) 质谱条件 

离子源: 电喷雾电离(electronic spray ion, ESI+), 离

子源温度: 150 ℃, 毛细管电压: 4.0 kV, 碰撞气: 氩气

0.15 mL/min, 脱溶剂管温度 : 500 ℃, 脱溶剂气流量 : 

1000 L/h, 扫描模式: 多反应监测模式(multiple reaction 

monitoring, MRM)。 

3  结果与分析 

3.1  质谱条件优化 

分别将庆大霉素和新霉素标准储备溶液配制成     

1 mg/L 浓度的标准溶液, 在正离子模式下进行全扫描, 确

定化合物的母离子, 给予一定的碰撞能量和碰撞气体, 全

扫描二级离子, 选取丰度较强、干扰较小的 2 个子离子分

别作为定性及定量离子, 并优化锥孔电压和碰撞能量, 质

谱参数优化结果见表 1。 

 
表 1  庆大霉素和新霉素质谱参数 

Table 1  Chromatogram parameters of gentamycin and neomycin 

编号 化合物 母离子(m/z) 子离子(m/z) 锥孔电压/V 碰撞能量/eV 

1 庆大霉素 
478.4 157.0* 40 22 

478.4 160.0 40 24 

2 新霉素 
615.4 293.2* 70 22 

615.4 323.2 70 20 

注: *为定量离子。 

 
3.2  色谱条件优化  

庆大霉素和新霉素极易溶于水 , 极性强 , 在普通的

C18 反相色谱柱上保留较弱, 而容易在 HILIC 亲水作用色

谱柱上保留[13], 故本研究选择 CORTECS HILIC 色谱柱作

为分析柱。流动相比较了甲醇-水、乙腈-水、甲醇-甲酸水

溶液、乙腈-甲酸水溶液、乙腈-甲酸铵水溶液、乙腈-乙酸

铵水溶液的色谱分离效果, 其中水相中添加不同浓度的甲

酸(0.05%、0.1%、0.2%)、甲酸铵(50~200 mmol/L)、乙酸

铵(5~50 mmol/L), 结果显示, 有机相为乙腈时分离效果明

显优于甲醇[9,14]; 水相中加入 0.05%甲酸, 可提高目标物的

离子化效率[7], 实现色谱峰分离, 但峰型较宽, 随着甲酸

浓度的增加, 目标物的峰型尖锐且无大的差异, 而加入不

同浓度的甲酸铵和乙酸铵, 目标物的分离效果不明显, 故

最终流动相确定为乙腈0.1%甲酸水溶液。 

3.3  前处理条件优化 

鲟鱼样品基质成分复杂, 富含蛋白质、脂肪等成分, 

易产生杂质干扰, 因此本研究考察了 4 ℃和 25 ℃不同温

度条件下样品离心后的杂质分离效果, 结果显示 4 ℃下脂

肪层析出, 而 25 ℃下样品提取溶液浑浊, 未见明显析出, 

故选择 4 ℃离心提取; 10 mmol/L 磷酸盐混合缓冲溶液中

通过添加 0.05%甲酸、0.1%甲酸、0.2%甲酸来沉淀蛋白, 发

现 0.1%甲酸沉淀效果优于 0.05%甲酸, 但甲酸浓度增加至

0.2%, 无显著变化, 故选择 0.1%甲酸。经过优化的条件提

取后, 选用固相萃取柱 Oasis HLB、WCX、MCX、C18 对

庆大霉素和新霉素进行净化, 结果显示 Oasis HLB 净化效

果较好, 2 种目标物的回收率均可超过 70%。 

3.4  方法的线性范围、检出限及定量限 

以空白鲟鱼样品为基质, 添加一系列庆大霉素和新

霉素中间混合标准工作液, 浓度范围为 25~300 μg/L 庆大

霉素和 50~600 μg/L 新霉素, 按照 2.2.2 项方法同程处理

消除基质效应[15], 测定分析得出线性方程及相关系数见

表 2。 

以特征质量色谱峰的信躁比 S/N＞3 为检测限, 信躁

比 S/N＞10 为定量限, 检测到庆大霉素的检出限(limit of 

detection, LOD)为 10 μg/kg, 定量限(limit of quantitation, 

LOQ)为 25 μg/kg; 新霉素的检出限为 20 μg/kg, 定量限为

50 μg/kg。空白鲟鱼样本中添加 25 μg/kg 庆大霉素和     

50 μg/kg 新霉素 2 种药物的特征离子质量色谱图见图 1。 
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表 2  庆大霉素和新霉素的线性范围和线性方程 
Table 2  Linear ranges and regression on equations for gentamycin and neomycin 

化合物 线性范围/(μg/L) 线性回归方程 相关系数(r2) 

庆大霉素 25~300 Y=60563.1X1.36627e6 0.995 

新霉素 50~600 Y=1382.76X34666.8 0.996 

 

 
 

图 1  空白鲟鱼样本中添加 25 μg/kg 庆大霉素(A)和 50 μg/kg 新霉素(B)特征离子质量色谱图 

Fig. 1  Characteristic ion mass chromatograms of blank salmon with 25 μg/kg gentamicin (A) and 50 μg/kg neomycin (B) 

 
3.5  回收率及精密度实验 

以空白鲟鱼样本作为基质, 进行庆大霉素和新霉素 3

个不同浓度水平(庆大霉素 25、50、100 μg/kg 和新霉素,50、

100、200 μg/kg)的加标回收实验, 每个加标水平做 6 个平行, 

结果见表 3。从表 3 中回收率和精密度数据可见, 庆大霉素

在鲟鱼基质中的加标回收率在 76.7%~106.3%, 相对标准偏

差(RSD)在 0.18%~2.15%; 新霉素在鲟鱼基质中的回收率在

96.1%~109.0%之间 , 相对标准偏差在 0.72%~2.84%之间 , 
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均能满足检测方法的要求。 

 
表 3  鲟鱼中庆大霉素和新霉素的加标回收率和精密度(n=6) 

Table 3  Recovery and repeatability for gentamycin and 
neomycin in sturgeon 

化合物 添加水平/(μg/kg) 平均回收率/% RSD/%

庆大霉素 

25 106.3 1.60 

50 76.7 2.15 

100 84.2 0.18 

新霉素 

50 99.2 2.84 

100 96.1 0.72 

200 109.0 1.91 

 

3.6  实际样品测定 

采用本方法对北京本地 10 家养殖场的鲟鱼样品进

行检测, 结果显示样品中均未检出庆大霉素和新霉素药

物残留。 

4  结  论 

本研究通过优化提取溶液体系, 有效提高了水产品

中庆大霉素和新霉素药物残留的回收率, 通过固相萃取净

化, 超高效液相色谱-质谱联用法同时测定鲟鱼中庆大霉

素和新霉素残留量, 该方法样品前处理简单、快速高效, 

回收率高, 重现性好。由此可见三重四极杆液相色谱-质谱

联用法多反应监测模式在多组分快速检测方面有明显优

势。 
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