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［摘　要］　利用超高效液相色谱－高分辨四极杆飞行时间质谱对预混剂中的黄霉素５种组分进行

鉴别分析。采用Ｃ１８色谱柱分离，以乙腈－０．１％甲酸水溶液（含２ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵）为流动相梯度

洗脱，流速０．４ｍＬ／ｍｉｎ，柱温４０℃；质谱条件为电喷雾离子源，检测方式为负离子全扫描模式，通过

保留时间、精确分子量和二级质谱特征碎片完成对黄霉素的５种组分的鉴别。与高效液相色谱方

法比较，本方法具有判断准确、检测快速的特点，具有很好的应用价值。
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ｔｉｍｅ－ｏｆ－ｆｌｉｇｈｔｍａｓｓｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

　　黄霉素（ｆｌａｖｏｍｙｃｉｎ），又名斑伯霉素（ｂａｎｂｅｒｍｙ

ｃｉｎ）、默诺霉素（ｍｏｅｎｏｍｙｃｉｎ），属于磷酸多糖类抗生

素［１］，含有Ａ、Ａ１２、Ｃ１、Ｃ３、Ｃ４五种活性成分（结构式如

图１所示）［２－４］，其中Ａ组分含量超过５０％，５个成分

抗菌活性类似［５－７］。黄霉素主要对革兰氏阳性菌具有

抑制作用，其作用机理是干扰细胞壁构成物质肽聚糖

的生物合成［８－１０］。黄霉素可以有效提高动物的饲料

转化率，通常作为一种动物生长促进剂使用［１１－１３］。

图１　黄霉素５种成分结构式

　　目前国内多使用高效液相色谱法对预混剂中

黄霉素的不同组分进行鉴别研究［１］，也有文献报道

使用离子对试剂分析鉴别黄霉素［１４］。虽然上述方

法可以简单快速的鉴别黄霉素的不同成分，但是这

些方法仅仅依靠不同组分极性的差异来进行区分，

证据较为匮乏。超高效液相色谱 －高分辨四极杆

飞行时间质谱法在定性鉴别检测领域的应用越来

越广泛。本文通过超高效液相色谱 －高分辨四极

杆飞行时间质谱分析鉴别预混剂中黄霉素的不同

组分，对黄霉素不同组分的精确分子量与特征碎片

进行定性分析，从而建立了一种更有效的定性鉴别

黄霉素不同组分的方法。

１　材料与方法

１．１　试剂与仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ７８９０Ｂ超高效液相色谱

仪，配备二元梯度泵，真空在线脱气机，自动进样

器，Ａｇｉｌｅｎｔ６５４０Ｑ－ＴＯＦ质谱仪；仪器控制、数据采

集软件及数据分析软件采用 Ａｇｉｌｅｎｔ公司的 Ｍａｓｓ

Ｈｕｎｔｅｒ系统。

黄霉素标准品，中国兽医药品监察所（１３９５黄

霉素单位／ｍｇ）；黄霉素预混剂（含量４％），中牧实

业股份有限公司；甲酸，Ｆｉｓｈｅｒ公司，色谱纯；乙腈，

Ｆｉｓｈｅｒ公司，质谱纯。

１．２　方法

１．２．１　超高效液相色谱－高分辨四极杆飞行时间

质谱检测方法　超高效液相色谱条件：Ａｇｉｌｅｎｔ

Ｅｘｔｅｎｄ－Ｃ１８色谱柱（５０×２．１ｍｍ，１．８μｍ），柱温

４０℃。流动相：Ａ相为 ０．１％甲酸水溶液（含

２ｍｍｏｌ／Ｌ乙酸铵），Ｂ相为乙腈；流速０．４ｍＬ／ｍｉｎ。

进样体积为３μＬ；梯度洗脱程序：０．００→７．００ｍｉｎ，

９０％→１０％Ａ；７．００→７．１０ｍｉｎ，１０％→９０％Ａ；７．１０

→１０．００ｍｉｎ，９０％→９０％Ａ。

质谱条件：电喷雾负离子源（ＥＳＩ－），电压

３５００Ｖ，干燥气温度 ３００℃，锥孔电压６５Ｖ，鞘气

温度 ３５０℃，干燥气和鞘气流量分别为 ８、１１
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Ｌ／ｍｉｎ，雾化气压力３５ｐｓｉ，全扫描模式（１００～３０００

ａｍｕ）。

１．２．２　高效液相色谱检测方法　ＹＭＣ－ＰａｃｋＣ－

１８色谱柱（２５０×４．６ｍｍ，５μｍ）；流动相：０．２％甲

酸铵溶液（用１０％磷酸溶液调节ｐＨ至４．９）－乙腈

（５５：４５）；流速为０．５ｍＬ／ｍｉｎ，检测波长为２５８ｎｍ。

１．３　溶液配制　取适量黄霉素对照品，利用５０％

甲醇溶液溶解并定容至适当的浓度。

１．４　样品处理　取黄霉素预混剂适量，加入５０％甲

醇溶液适量，混匀，置超声浴中超声１５ｍｉｎ，放冷至

室温，用５０％甲醇溶液稀释至适当浓度，摇匀，过滤。

２　结果与分析

２．１　高效液相色谱法鉴别黄霉素不同组分

图２　黄霉素标准品的高效液相色谱谱图

使用《兽药国家标准》（化学药品、中药卷）第

一册中规定的高效液相色谱方法对黄霉素标准品

进行检测，黄霉素不同组分的检测结果如图 ２所

示。根据不同组分的极性差异，其保留时间从左到

右依次为１４．３３１、１５．５７７、１６．６９９、１８．５５９、１９．９１６

ｍｉｎ，对应《兽药国家标准》（化学药品、中药卷）第

一册中黄霉素预混剂检查要求中的组分１、黄霉素

Ａ、组分２、组分３、组分４。上述方法虽然可以鉴别

黄霉素的不同组分，但是依据仅为极性差异，缺少

足够的说服力。目前国外相关文献已经明确提出

了黄霉素五种组分的具体成分及其分子结构［１５］，

而高效液相色谱法缺少相应的技术手段对黄霉素

五种组分进行深入研究。

２．２　超高效液相色谱－高分辨四极杆飞行时间质

谱鉴别黄霉素不同组分　按照１．３项所示方法对

黄霉素标准品溶液进行检测，黄霉素的质谱扫检测

结果如图３和表１所示。根据图３和表１中的数

据可以看出，超高效液相色谱－高分辨四极杆飞行

时间质谱通过黄霉素不同组分的极性差异、精确分

子量差异以及二级质谱中特征碎片三种技术手段

实现不同组分有效鉴别，较之高效液相色谱法具有

更好确定性。

表１　黄霉素标准品检测结果

组分
保留时间

／ｍｉｎ
［Ｍ－Ｈ］－

（ｍ／ｚ）
碰撞能

／ｅＶ
二级质谱特征

碎片（ｍ／ｚ）

Ａ ５．５２６ １５８０．６５４１ ４０ １１５２．３２２７，１１０９．３１６３

Ａ１２ ５．４６０ １５６６．６３８４ ４０ １１３８．３０５３，１０９５．２９３１

Ｃ１ ５．７７５ １３８８．５８５９ ４０ ９６０．２６１６，９１７．２５３２

Ｃ３ ５．９２５ １４０２．６０２３ ４０ ９７４．２７６３，９３１．２６８５

Ｃ４ ６．００５ １４１８．５９６５ ４０ ９９０．２６９７，９４７．２６４５

由于两种鉴别方法使用的色谱柱极性类似、流

动相也类似，因此黄霉素不同组分在色谱柱上的保

留时间先后顺序不会发生变化，通过其对应顺序可

以判断《兽药国家标准》（化学药品、中药卷）第一

册中不同组分的具体成分：组分１为黄霉素 Ａ１２，组
分２为黄霉素Ｃ１，组分３为黄霉素 Ｃ３，组分４为黄
霉素Ｃ４。利用超高效液相色谱 －高分辨四极杆飞
行时间质谱确定黄霉素不同组分的具体成分后，可

以有效指导黄霉素的质量管理；结合代谢工程与基

因工程技术也可以有效优化黄霉素的发酵生产

过程。

２．３　实际样品检测　使用超高效液相色谱 －高分
辨四极杆飞行时间质谱对黄霉素预混剂进行鉴别

检测，结果如表２所示，黄霉素不同组分的保留时
间、精确分子量、二级质谱特征碎片与标准品基本

一致，说明该方法可以应用于黄霉素的鉴别分析。

表２　黄霉素样品检测结果

组分
保留时间

／ｍｉｎ
［Ｍ－Ｈ］－

（ｍ／ｚ）
二级质谱特征

碎片（ｍ／ｚ）

Ａ ５．４４６ １５８０．６５４０ １１５２．３２１７，１１０９．３１５８

Ａ１２ ５．３６２ １５６６．６３８７ １１３８．３０６３，１０９５．２９８３

Ｃ１ ５．６７２ １３８８．５８６１ ９６０．２６１１，９１７．２５２７

Ｃ３ ５．８２３ １４０２．６０２１ ９７４．２７７３，９３１．２６８３

Ｃ４ ５．８９８ １４１８．５９６６ ９９０．２６８７，９４７．２６４８
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图３　黄霉素标准品一级质谱提取离子流图

３　讨论与小结
与传统液相色谱技术相比，超高效液相色谱

（ＵＰＬＣ）技术可以有效提高液相色谱的分析速度、
分离效率、样品通量和灵敏度［１６］。高分辨四级杆

飞行时间质谱在相关软件的支持下，可以提供母离

子与碎片离子的精确质量数，准确推算可能的分子

式，从而进一步对化合物的结构和裂解规律加以确

证［１７－１８］。国外利用液相色谱串联质谱法对黄霉素

多组分进行鉴别研究已有文献报道，但是国内利用

液相色谱串联质谱法对黄霉素的研究主要集中于

黄霉素Ａ组分的定量检测，对于黄霉素多组分的鉴
别研究却鲜有报道。本研究采用超高效液相色谱

－高分辨四极杆飞行时间质谱对预混剂中黄霉素
进行分析，通过保留时间、精确分子量和二级质谱

特征碎片对黄霉素的５种组分进行鉴别；并同时确

定了五种组分的具体成分，完善了《兽药国家标准》

关于高效液相色谱法鉴别黄霉素的相关内容。该

方法的建立有利于黄霉素产品的质量控制与黄霉

素发酵生产的优化，因此具有良好的使用价值。
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