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摘  要: 目的  建立超高效液相色谱-串联质谱法测定饲料中 9 种氨基糖苷类抗生素(aminoglycosides, AGs)的

分析方法。方法  样品采用 10 mmol/L 磷酸二氢钾缓冲液作为提取液, 酶探针超声提取 1 min, 通过阳离子交

换固相萃取柱净化, 在电喷雾电离正离子模式下使用超高效液相色谱-串联质谱仪进行检测, 外标法定量。  

结果  经方法学验证, 在 5~1000 µg/L 范围内, 9 种 AGs 均呈现良好的线性关系, 方法的检出限为 5~20 µg/kg, 

定量限为 20~80 µg/kg。在 20~400 μg/kg 添加浓度范围内, 饲料中 9 种 AGs 的平均回收率为 76.2%~113.2%; 日

内变异系数为 1.1%~8.4%, 日间变异系数为 1.1%~11.6%。结论  该方法稳定、灵敏, 可同时实现饲料中 9 种

AGs 的检测, 满足饲料中 AGs 日常监测应用需求。 
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ABSTRACT: Objective  To establish an analytical method for the determination of 9 kinds of aminoglycosides 

(AGs) in feed by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry. Methods  The samples were 

extracted with 10 mmol/L potassium phosphate buffer solution using enzyme probe ultrasound for 1 min, and purified 

by cation exchange solid phase extraction column. The samples were detected by ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry in electrospray ionization positive ion mode, and quantified by external 

standard method. Results  Verified by square law, the linear relationships of the 9 kinds of AGs were good in the 

range of 5‒1000 µg/L, with the detection limits of 5-20 µg/kg and the quantitation limits of 20‒80 µg/kg. The average 



7564 食 品 安 全 质 量 检 测 学 报 第 12 卷 
 
 
 
 
 

 

recoveries of 9 kinds of AGs in feed ranged from 76.2% to 113.2% at the concentration of 20‒400 μg/kg; the 

intra-day coefficients of variation were 1.1%–8.4%, and the intra-day coefficients of variation were 1.1%‒11.6%. 

Conclusion This method is stable and sensitive, and can simultaneously detect 9 kinds of AGs in feed, thus meeting 

the daily monitoring application requirements of AGs in feed. 

KEY WORDS: feed; aminoglycosides; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
 
 

0  引  言 

氨基糖苷类抗生素(aminoglycosides, AGs)是由氨基环

醇和氨基糖通过氧桥连接而成的苷类化合物[1‒3], 对大多数

革兰氏阴性菌和一些革兰氏阳性菌具有抑菌作用[4‒5], 是一

类重要的人畜共用抗生素[6‒7]。在兽医和畜牧业应用中, AGs

广泛应用于治疗细菌感染[8‒10], 且可以以亚治疗剂量作为生

长促进剂使用, 特别是在年幼的动物和家禽中[11‒13]。然而, 

氨基糖苷类抗生素的使用会给动物带来强烈的不良反应, 

会导致听觉毛细胞的破坏, 造成永久不可逆转的听觉丧失, 

同时 AGs 也是导致药源性肾衰竭最常见的原因, 即耳毒性

和肾毒性[14‒17], 因此, AGs 即使在作为治疗药物使用时, 

也应谨慎。基于对 AGs 毒性的考虑, 无论是 2020 年前批

准的允许在饲料生产环节添加的药物饲料添加剂, 还是

2020 年以来饲料行业全面禁抗背景下批准的允许在商品

饲料和养殖过程中使用的抗球虫和中药类药物中, 均未包

括 AGs。但 AGs 并未被列为禁用药物, 在之前的饲料质量

安全监测过程中, 通过预警监测发现大量将 AGs 非法添加

于饲料中的行为。 

AGs 属强极性化合物, 易溶于水, 缺乏发色基团和荧

光基团, 对于这类化合物的检测, 要获得较高的检测灵敏度, 

质谱法无疑是最优选的方法。BABIN 等[18]采用 Nucleosil C18

柱, 以乙腈和 100 mmol/L 七氟丁酸为流动相, 建立了采用

液相色谱-串联质谱法(liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, LC-MS/MS)测定动物性食品中的双氢链霉素

(dihydrostreptomycin, DSTP)、庆大霉素(gentamicin, GEN)和

新霉素(neomycin, NEO)的分析方法, 定量限为 100 µg/kg。

HONG 等 [19]建立了 LC-MS/MS 法测定水产品中的新霉

素和链霉素, 以乙腈和 5 mmol/L 七氟丁酸为流动相, 采

用 Shim-pack FC-ODS 色谱柱进行梯度洗脱, 定量限为

50 µg/kg。赵凤娟等[20]以混合模式的 Obelisc R 色谱柱, 结

合反相和阳离子交换机制, 以乙腈和 1%甲酸水为流动相, 

分析猪肉中 13 种 AGs, 检出限可低至 1~50 µg/kg。目前, 

已有的饲料中 AGs 的分析方法通常在流动相中使用七氟

丁酸等离子对试剂, 这会对质谱仪器产生不良影响。本研

究旨在建立一种准确、快速、灵敏测定饲料中 9 种 AGs[链

霉素、双氢链霉素、卡那霉素(kanamycin, KAN)、新霉素、

妥布霉素(tobramycin, TOB)、安普霉素(纯度 72.2%)、庆大

霉素、潮霉素 B 和丁胺卡那霉素(amikacin, AMK)]的超高

效 液 相 色 谱 - 串 联 质 谱 法 (ultra performance liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, UPLC-MS/MS), 

以期对 AGs 的非法添加情况进行有效控制, 为饲料企业合

规生产及政府监管提供必要的技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  试验材料 

1.1.1  试剂与耗材 

9 种氨基糖苷类抗生素标准品: 链霉素(纯度 96.4%)、

双氢链霉素(纯度 94.4%)、卡那霉素(纯度 98.4%)、新霉素

(纯度 80.0%)、妥布霉素(纯度 90.0%)、安普霉素(纯度

72.2%)、庆大霉素(纯度 90.8%)、潮霉素 B (hygromycin B, 

HYG, 纯度 90.0%)、丁胺卡那霉素(纯度 99.0%)(德国 Dr. 

Ehrenstorfer GmbH 公司); 乙腈、甲醇、甲酸(色谱纯, 美国

Thermo Fisher Scientific 公司); 七氟丁酸(heptafluorobutyric 

acid, HFBA)(色谱纯)、乙酸、氨水、乙酸铵、磷酸二氢钾、

乙 二 胺 四 乙 酸 二 钠 (ethylenediaminetetraacetic acid 

disodium, EDTA)、三氯乙酸(trichloroacetic acid solution, 

TCA)、氢氧化钠(分析纯)(国药集团化学试剂有限公司); 

试验用水为 Milli-Q 制备的超纯水; PCX SPE 柱(500 mg,  

6 cc)(美国 Agilent 公司); WCX SPE 柱(500 mg, 6 cc)(美国

Waters 公司)。 

试验样品由国家饲料质量监督检验中心(北京)从全国

范围内的饲料生产企业随机抽取并按规定要求制备而成。 

1.1.2  仪器与设备 

1290-6495 型液相色谱-串联质谱仪(美国 Agilent 公司); 

BS 210S 分析天平(德国 Sartorius 公司); Milli-Q 超纯水仪(美

国 Milli-Q 公司); MS2 Minishaker 涡旋振荡器(德国 IKA 公

司); 3K15 高速冷冻离心机(德国 Sigma 公司); N-EVAP 112

氮吹仪(美国 Organomation 公司); ZM 100 旋风磨(德国

Retsch 公司); HD 2200 酶探针超声仪(德国 Bandelin 公司); 

ZM-CQ-12Y 固相萃取装置(日本岛津公司)。 

1.2  试验方法 

1.2.1  溶液配制 

分别准确称取 50 mg 链霉素、双氢链霉素、卡那霉素、

新霉素、妥布霉素、安普霉素、庆大霉素、潮霉素 B 和丁

胺卡那霉素 9 种 AGs 标准品, 置于 50 mL 容量瓶中, 分别

用超纯水配制成质量浓度为 1000 µg/mL 的单标储备溶液。



第 19 期 肖志明, 等: 超高效液相色谱-串联质谱法测定饲料中 9 种氨基糖苷类抗生素 7565 
 
 
 
 
 

 

考虑到AGs为弱碱性化合物, 易吸附于玻璃制品[21], 因此, 

将 AGs 标准溶液置于聚丙烯瓶中储存。再分别准确移取 9

种 AGs 单标储备液 100 µL, 置于 10 mL 容量瓶中, 用超纯

水配制成 10 µg/mL 的标准中间液。准确移取一定量上述标

准中间液, 逐级稀释成一系列标准工作液, 此工作液应临

用现配。 

磷酸二氢钾缓冲液(10 mmol/L): 分别称取 1.36 g磷酸

二氢钾、20 g 三氯乙酸和 0.15 g 乙二胺四乙酸二钠, 用水

溶解并定容至 1 L。 

1.2.2  样品前处理 

准确称取经粉碎过 40 目筛(0.45 mm 孔径)的饲料样品

1.0 g(精确至 0.001 g), 置于 50 mL 离心管中, 加入 20 mL

提取液(10 mmol/L 磷酸二氢钾缓冲液), 涡旋 1 min, 酶探

针超声提取 1 min, 10000 r/min 离心 10 min, 取上清液备

用。取 5 mL 上清液过经预先分别用 5 mL 甲醇和 5 mL 水

活化的 PCX 柱, 分别用 5 mL 水和甲醇淋洗, 5 mL 氨水-甲

醇-水(2:6:2, V:V:V)溶液洗脱; 另取 5 mL 上清液用 3 mol/L

氢氧化钠溶液调节 pH=7.5±0.1 后, 过经甲醇和水活化过的

WCX柱净化, 5 mL水淋洗, 5 mL乙酸-甲醇-水(1:7:2, V:V:V)

溶液洗脱。洗脱液于 40 ℃下氮吹至约 0.2 mL, 加入 10 µL

的 HFBA 后用水定容至 1 mL, 过 0.22 µm 滤膜至聚丙烯进

样小瓶中, 待上机测定。 

1.2.3  仪器分析 

色 谱 条 件 : Agilent Poroshell 120 EC-C8 色 谱 柱    

(100 mm2.1 mm, 2.7 µm); 柱温 35 ℃; 进样体积 5.0 µL; 

流动相 A 为 0.1%甲酸水(含 0.5 mmol/L 乙酸铵), 流动相 B

为乙腈, 流速 0.3 mL/min, 梯度洗脱条件见表 1。 

 
表 1  梯度洗脱条件 

Table 1  Gradient elution condition 

时间/min 流动相 A/% 流动相 B/% 

0.0 98 2 

2.0 98 2 

2.1 92 8 

6.0 60 40 

6.5 10 90 

7.5 98 2 

 
质谱条件 : 电喷雾离子源 (electron spray ionization, 

ESI), 正 离 子 扫 描 , 多 反 应 监 测 (multiple reaction 

monitoring, MRM)模式 ; 干燥气为高纯氮气 , 温度为

350 ℃; 雾化气为高纯氮气, 雾化器压力为 40 psi; 毛细管

电压: 3500 V; 喷嘴电压: 0 V; 待测化合物定性、定量离子

对及碰撞能量见表 2。 

1.3  数据处理 

本研究中所有质谱数据采用 MassHunter 软件(美国

Agilent 公司)处理, 统计分析采用 OriginPro 2019b(美国

OriginLab 公司)进行处理。 

 
表 2  氨基糖苷类抗生素的定性、定量离子及碰撞能量 

Table 2  Qualitative and quantitative ion and collision energy  
of AGs 

待测 

化合物 
母离子 
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

碰撞能量 
/eV 

锥孔电压
/V 

STP 582.4 
245.8 

263.3* 
38 
34 

180 
180 

DSTP 584.4 
245.8 

263.2* 
38 
34 

180 
180 

KAN 485.4 
163.1* 
374.4 

20 
14 

150 
150 

NEO 615.4 
161.1* 
292.9 

30 
24 

175 
175 

TOB 468.3 
162.9 

324.0* 
20 
12 

25 
25 

APR 540.3 
377.9 

217.1* 
18 
22 

140 
140 

GEN 478.4 
157.0 

322.0* 
20 
16 

105 
105 

HYG 528.3 
177.1* 
424.9 

29 
21 

170 
170 

AMI 586.3 
162.9* 
424.9 

23 
17 

170 
170 

注: *为定量离子。 
 

2  结果与分析 

2.1  样品前处理条件的优化 

2.1.1  提取溶液的选择 

AGs 属于强极性化合物, 易溶于水, 难溶于有机溶 

剂[20], 因此从样品中提取 AGs 宜使用水做溶剂的缓冲液。

试验比较了磷酸二氢钾和乙酸铵 2 种缓冲液, 结果显示 2

种盐缓冲溶液对于 AGs 的提取效果差异不大, 但磷酸二氢

钾缓冲溶液对于 NEO 的提取效果较乙酸铵缓冲溶液的提

取效果好。此外, 在提取溶液中加入三氯乙酸以沉淀蛋白

可有效降低基质效应。三氯乙酸的浓度过高或过低均会影

响目标物的回收率, 且由于较高浓度的三氯乙酸使离子强

度升高, 导致在固相萃取柱中的回收率较低, 三氯乙酸的

最高浓度应限制在 10%以内[22]。试验进一步比较提取液中

添加 1%、2%、5%和 10%的三氯乙酸对 AGs 回收率的影

响, 发现当三氯乙酸浓度为 1%时, 离心后溶液仍然浑浊, 

导致 SPE 柱易阻塞, 且回收率较低。当三氯乙酸浓度为

2%、5%、10%时, 各目标分析物的回收率相差不大, 因此

本研究选择浓度为 2%的三氯乙酸用来沉淀蛋白。此外, 
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AGs 的氨基易与带电离子结合而形成螯合物, 可在提取液

中加入少量 EDTA 来抑制，其作用是作为一种螯合剂对金

属离子的亲和力高于 AGs, 较小浓度的 EDTA 就可以提高

AGs 的回收率[8]。 

2.1.2  提取方式的选择 

本研究首先选择超声提取, 提取时间为 30 min, 结果

发现 7 种 AGs 的回收率均在 70%以上, 但链霉素和双氢链

霉素的回收率仅为 50%。查阅文献过程中发现, 已有在蜂

王浆中加入胰蛋白酶进行酶解释放 AGs 的方法[6], 并且获

得了较好的回收率。然而, 传统酶解提取效率较低、耗时

较长, 根据 FERNANDEZ-TORRES 等[23]报道的酶与超声

波能量的结合使用, 超声波探头提供的能量是普通超声波

水浴的 200 倍, 使用酶探针超声提取可大大节省提取时间, 

本研究选择超声探针酶解提取 9 种 AGs, 获得较高回收率, 

且大大节约了提取时间。 

2.1.3  净化条件的选择 

本研究比较了 MCX、WCX、SCX 及 PCX 等 4 种常

用 SPE 柱对 AGs 的净化效果, 试验发现, MCX 柱和 SCX

柱对于 9 种 AGs 均具有强的保留作用, 无法洗脱, WCX 和

PCX 柱都只对部分 AGs 有一定的保留作用, 因此选择对

WCX 柱和 PCX 柱进行研究。 

WCX 柱经常用于洗脱强碱性化合物, 但在目标物过

SPE 柱之前需调整 pH 以确保目标物质的质子化。为了使目

标物化合物被保留, 上样溶液的 pH 应至少低于链霉素和双

氢链霉素的 pKa 7.8。在此 pH 下, 超过 99%的目标化合物带

电荷, 同时满足固相萃取柱上与 AGs 交换位点的去质子化。

在中性至碱性条件下, WCX 柱的羧基酸带负电荷以保留

AGs。使用 3 mol/L 氢氧化钠调节溶液 pH 为 6.5、7.5、8.5, 观

察链霉素和双氢链霉素的保留情况。因此, 为了提高净化效

率, 本研究选择试液净化前的溶液 pH 为 7.5。 

2.1.4  洗脱条件的优化 

WCX 柱和 PCX 柱均为离子交换柱, 在洗脱目标物时

应使用高离子强度洗脱, 以中和带电离子。据文献报道[24], 

WCX 柱在 pH≤2.8 时, 吸附剂的电荷被中和, 且双氢链霉

素的定量洗脱依赖于有机溶剂和高 pH, 因此 WCX 柱的洗

脱液选择乙酸酸化的甲醇溶液对目标物进行洗脱。试验比

较了洗脱液中乙酸含量为 5%和 10% 2 个不同浓度下对于

链霉素和双氢链霉素的洗脱情况, 研究发现乙酸浓度为

10%时回收率较优; 进一步对甲醇含量进行优化, 分别设

置 50%、60%、70%、80%和 90%甲醇对 STP 和 DSTP 回

收率的影响。试验数据表明使用 70%甲醇时, 链霉素和双

氢链霉素的回收率最高。 

PCX 柱极性高, 吸附剂的羟基化聚合物表面完全不

含氨基, 对于能够与 AGs 结合的内源性物质, 如蛋白质和

脂类 , 没有结合位点 , 因此需采用碱性溶液洗脱保留在

PCX 柱上的 NEO、APR、HYG、KAN、SPC、TOB 和 GEN。

氨化甲醇是洗脱碱性化合物使用最多的溶剂 , 试验选择

20%氨水, 分别采用 20%、30%、40%、50%、60%、70%

和 80%甲醇对 7 种 AGs 进行洗脱。综合考虑 7 种 AGs 的

回收率, 当甲醇含量为 60%时效果最佳。 

2.2  液相色谱-串联质谱条件的优化 

2.2.1  色谱条件优化 

AGs作为一类强极性的碱性化合物, 其有效分离一直

是分析领域的难点所在, 通常的解决办法是在流动相中加

入一定量的离子对试剂, 例如三氟丁酸、七氟丁酸等[25‒26], 

以增加目标化合物在色谱柱上的保留。但离子对试剂的使

用产生了新的问题, 如与质谱不兼容或产生离子抑制效应

等, 进而对仪器造成较大损伤。本研究旨在建立一种有效

的检测方法, 在流动相中不使用离子对试剂, 进而减轻对

仪器的不良影响。 

试验选择 4 种不同的 UPLC 柱进行比较研究。首先选

用 CORTECS HILIC 色谱柱, 这是市场上新推出的针对不

易在反相色谱柱上保留的强极性化合物而设计的一款色谱

柱。试验发现：9 种 AGs 类药物均在 2 min 内出峰完毕, 峰

型宽且信号响应较低, 该色谱柱不适合 AGs 的分离。鉴于

AGs 在反相色谱柱上几乎不保留, 据徐飞[27]试验发现, 当

色谱柱的碳载量越低时, AGs 在色谱柱上的保留越强, 出

峰时间越靠后。对比了实验室中 3 种不同碳载量的色谱柱, 

分别为 Eclipse Plus C18 RRHD、ZORBAX SB-C18 和

Poroshell 120 EC-C8, 碳含量分别为 12%、10%、5%, 以新

霉素的保留行为作参照物 , 最终确定使用 Poroshell    

120 EC-C8 色谱柱进行试验。此结论与徐飞[27]的结论相同。

此类低密度键合的 C8 色谱柱可以使目标分析物更多地进

入到颗粒缝隙中进而增强保留, 适用于亲水模式和反相模

式, 表明低配体密度的 C8色谱柱可以作为弱 HILIC柱实现

对强极性化合物的分离。 

2.2.2  质谱条件优化 

AGs 一般采用正离子模式检测。分别配制 1 µg/mL 的

9 种 AGs 单标, 在正离子模式下首先进行全扫描, 检测到

目标离子存在后进行二次碎裂寻找特征离子对, 在多反应

监测模式下选择离子丰度最高的 2 个碎片离子分别作为定

性离子和定量离子。通过比较母离子的信号强度来优化锥

孔电压, 比较子离子的信号强度优化碰撞能量, 进而得到

9 种 AGs 的质谱条件, 结果如表 2 所示。 

2.3  标准曲线、线性范围 

基质效应是液相色谱-串联质谱联用 ESI 接口最常见的

问题, 基质效应以离子抑制现象居多, 离子增强则较为少

见。样品前处理难以把基质完全去除, 因而在上机液中往往

还存在大量的杂质, 且其含量要远大于目标化合物的量。在

ESI 电离时, 这些杂质与目标化合物竞争电荷, 使得目标物

不能完全电离, 甚至被基质所淹没而完全没有信号, 导致提
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取液中目标物的响应值与标准溶液相比明显降低, 从而影

响方法的定量。通过比较 AGs 在超高效液相色谱-串联质谱

上的相对响应值(基质添加标准溶液值/标准溶液值), STP 在

猪配合饲料、鸡浓缩饲料中的相对响应值分别为 45.2%和

36.4%, DSTP为 69.5%和 60.8%, KAN为58.2%和54.3%, NEO

为 77.4%和 66.7%, TOB 为 80.3%和 75.5%, APR 为 62.7%和

58.2%, GEN 为 84.0%和 82.1%, HYG 为 72.6%和 69.9%, AMI

为 79.5%和 75.6%, 表明 9 种 AGs 均存在离子抑制现象。因

此, 本研究采用基质匹配标准曲线进行定量分析。 

取空白基质溶液将 AGs 配制成包含定量限在内的由

高到低 6 个浓度的混合基质加标溶液, STP 质量浓度为 20、

50、100、200、500、1000 μg/L, 其余 8 种 AGs 质量浓度

均为 5、10、50、100、200、500 μg/L, 经超高效液相色谱

-串联质谱测定分析。以基质中分析物的浓度为横坐标, 以

各个分析物定量离子峰面积为纵坐标绘制标准曲线, 结果

如表 3、4 所示, 9 种 AGs 线性关系良好。 

2.4  方法的检出限与定量限 

准确称取适量空白饲料样品, 按照优化的前处理方

法进行处理, 用超高效液相色谱-串联质谱进行测定分析, 

测定基线噪音。检出限(limit of detection, LOD)以 S/N=3 计

算, 定量限(limit of quantification, LOQ)以 S/N=10 计算, 结

果见表 3。饲料中双氢链霉素、新霉素、卡那霉素、丁胺

卡那霉素、安普霉素、妥布霉素、潮霉素 B 和庆大霉素的

检出限为 5 µg/kg, 定量限为 20 µg/kg; 链霉素的检出限为

20 µg/kg, 定量限为 80 µg/kg。9 种 AGs 的检出限和定量限

均满足国际分析方法性能的要求。 

2.5  选择性、准确度和精密度 

称取 1.00 g(精确至 0.01 g)空白饲料样品, 按照 1、2、

5 倍 LOQ 的 3 个浓度水平, 进行添加回收试验。每个浓度

制备 6 个平行, 连续重复 3 d, 计算添加回收率、日内及日

间变异系数, 结果见表 5、6。 

 
表 3  猪配合饲料基质匹配标准曲线的线性方程和相关系数 

Table 3  Linear equations and correlation coefficients of matrix matching standard curve of pig compound feed 

待测化合物 线性范围/(μg/L) 线性方程 相关系数(r2) 检出限/(μg/kg) 定量限/(μg/kg) 

STP 20~1000 Y=1814.1X‒33669 0.9932 20 80 

DSTP 5~500 Y=989.4X‒21047 0.9952 5 20 

KAN 5~500 Y=1402.8X‒30609 0.9929 5 20 

NEO 5~500 Y=1814.1X‒33669 0.9932 5 20 

TOB 5~500 Y=2020.8X‒53143 0.9923 5 20 

APR 5~500 Y=1556X‒30501 0.9957 5 20 

GEN 5~500 Y=858.64X+1306.2 0.9966 5 20 

HYG 5~500 Y=817.91X‒20230 0.9945 5 20 

AMI 5~500 Y=4629.1X‒75507 0.9969 5 20 

 
 

表 4  鸡浓缩饲料基质匹配标准曲线的线性方程和相关系数 
Table 4  Linear equations and correlation coefficients of matrix matching standard curve of chicken compound feed 

待测化合物 线性范围/(μg/L) 线性方程 相关系数(r2) 检出限/(μg/kg) 定量限/(μg/kg) 

STP 20~1000 Y=102.67X‒1806.8 0.9948 20 80 

DSTP 5~500 Y=1054.5X‒3449.4 0.9993 5 20 

KAN 5~500 Y=3337.2X‒17583 0.9989 5 20 

NEO 5~500 Y=989.1X‒7311 0.9918 5 20 

TOB 5~500 Y=1228.6X‒11438 0.9948 5 20 

APR 5~500 Y=1106.1X‒9380.7 0.9958 5 20 

GEN 5~500 Y=1007.2X‒7458.5 0.9967 5 20 

HYG 5~500 Y=1027.6X‒7068.5 0.9936 5 20 

AMI 5~500 Y=1024.3X‒7561.2 0.9966 5 20 
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表 5  猪配合饲料添加氨基糖苷类抗生素的平均回收率和 

变异系数 
Table 5  Average recovery rates and coefficients of variation of 

aminoglycosides added to pig compound feed  

待测 

化合物 
添加浓度 
/(µg/kg) 

日内 日间 

平均回 

收率/% 
变异系数/% 

(n=6) 

平均回 

收率/% 

变异系数
/%  

(n=18) 

STP 

80  82.1 4.2  79.4  4.1 

160  91.3 2.3  84.5  7.6 

400  90.2 7.1  83.4  9.1 

DSTP 

20  91.2 2.1  86.2  7.1 

40  98.1 3.0  88.2  9.7 

100  96.3 5.6  92.6  8.9 

KAN 

20 101.3 6.2  94.4  5.7 

40 107.3 2.2 102.5  1.8 

100 104.8 4.2  99.5  9.4 

NEO 

20 110.2 4.8 102.3  2.1 

40 113.1 2.2 105.2  3.2 

100 103.2 5.4  99.4  7.8 

TOB 

20  93.2 1.1  85.3  2.8 

40  96.4 5.6  91.4  2.6 

100  89.3 2.3  84.4  7.8 

APR 

20 106.1 1.8 103.2  1.1 

40 102.3 3.2  98.4  4.6 

100 101.4 5.4  97.2  3.2 

GEN 

20  81.2 3.2  76.4  9.6 

40  98.4 7.6  92.1  5.4 
100 

 94.2 1.3  87.4  8.7 
20 

HYG 
20 113.2 7.2 105.4  3.2 

40 102.5 7.8  94.2 11.2 

100 112.1 4.7  97.4 11.6 

AMI 

20 107.3 3.5 104.4  2.1 

40 101.2 5.6  97.3  3.1 

100  98.3 1.5  94.1  4.0 
 

结果表明, 在 3 个浓度添加水平下, 9 种 AGs 的平均回

收率为 76.2%~113.2%, 日内变异系数≤8.4%, 日间变异系

数≤11.6%, 满足检测方法的要求。代表性的空白及添加样

品色谱图如图 1 所示, 各待测化合物出峰状况良好, 且在待

测化合物的保留时间处无杂峰干扰, 表明方法选择性良好, 

能满足国内外抗生素残留检测分析方法性能的要求。 

 
表 6  鸡浓缩饲料添加氨基糖苷类抗生素的回收率和变异系数 

Table 6  Average recovery rates and coefficients of variation of 
aminoglycosides added to chicken compound feed 

待测 

化合物
添加浓度
/(µg/kg)

日内 日间 

平均 

回收率/%
变异系数
/% (n=6) 

平均回

收率/% 
变异系数
/% (n=18)

STP 

80  81.6 2.1 79.4 4.3 

160  89.3 6.4 84.3 6.3 

400  83.2 3.2 79.4 9.6 

DSTP

20  91.4 6.3 87.2 7.6 

40  93.9 2.9 88.2 4.8 

100  88.6 5.1 85.6 3.9 

KAN 

20  89.4 8.4 87.4 2.7 

40  86.9 3.9 83.5 3.5 

100  90.3 4.2 87.8 5.4 

NEO 

20 104.5 2.5 97.4 8.1 

40 102.3 5.3 98.4 2.6 

100 110.4 7.3 99.4 10.3 

TOB 

20  93.2 1.1 85.3 2.8 

40  87.4 2.2 82.4 5.6 

100  89.3 2.5 78.4 7.8 

APR 

20 102.3 3.5 93.9 9.2 

40  98.4 6.1 94.2 7.8 

100  94.2 2.1 92.3 3.9 

GEN 

20  84.2 2.4 81.3 4.5 

40  87.3 6.4 82.1 6.1 

100  79.4 3.1 76.2 5.1 

HYG 

20 108.4 3.4 103.2 5.7 

40  98.4 5.2 93.5 4.2 

100 103.2 4.2 94.2 9.7 

AMI 

20  97.4 3.2 92.1 4.1 

40  91.4 7.2 83.5 7.8 

100  89.4 6.7 85.1 3.1 

 

 
 

注: 1 为空白猪浓缩饲料基质; 2 为基质加标。 

图 1  空白样品和基质加标标准品定量离子色谱图 

Fig.1  Quantitative ion chromatograms of blank samples and matrix spiked standard 
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注: 1 为空白猪浓缩饲料基质; 2 为基质加标。 

图 1(续)  空白样品和基质加标标准品定量离子色谱图 

Fig.1  Quantitative ion chromatograms of blank samples and matrix spiked standard 
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2.6  实际样品测定 

为验证方法的可靠性, 应用本研究中优化、建立的方

法, 使用超高效液相色谱-串联质谱对随机抽取的饲料样

品中 9 种 AGs 的含量进行测定, 结果发现, 其中部分鸡浓

缩饲料和酒糟蛋白饲料样品中检测到新霉素 , 含量约为

22.5~180.0 μg/kg, 猪浓缩饲料和豆粕中分别检测到庆大霉

素和安普霉素, 含量分别为 27.1 和 23.5 μg/kg。 

3  结  论 

本研究建立了饲料中 9 种 AGs 的超高效液相色谱-串

联质谱法。饲料中双氢链霉素、新霉素、卡那霉素、丁胺

卡那霉素、妥布霉素、安普霉素、潮霉素 B 和庆大霉素的

检出限为 5 µg/kg, 定量限为 20 µg/kg; 链霉素的检出限为

20 µg/kg, 定量限为 80 µg/kg。双氢链霉素、新霉素、卡那

霉素、丁胺卡那霉素、妥布霉素、安普霉素、潮霉素 B 和

庆大霉素在 20~100 μg/kg 添加浓度范围内 , 链霉素在

80~400 μg/kg 添加浓度范围内, 饲料中 9 种 AGs 的平均回

收率为 76.2%~113.2%; 日内变异系数≤8.4%, 日间变异系

数≤11.6%, 准确度、精密度均满足方法要求。另外, 该方

法检测 AGs 时流动相中无需使用离子对试剂, 很大程度上

降低了使用离子对试剂对质谱仪器造成的不良影响。与其

他方法相比, 该方法操作方便、结果准确可靠, 适用于饲

料中 AGs 的定性筛查和定量检测, 方法的建立为做好非法

添加物筛查和饲料质量安全监测提供技术支持。 
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