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［摘　要］　为了建立可同时检测猪肉、鸡肉组织中维吉尼霉素Ｍ１药物残留的液相色谱－串联质谱

分析方法，样品选用０．２％甲酸的乙腈／水（８０∶２０，Ｖ／Ｖ）溶液为提取液，经 ＯａｓｉｓＰＲｉＭＥＨＬＢ固相萃

取小柱净化，在液相色谱－串联质谱仪上进行检测。结果表明，维吉尼霉素Ｍ１在０．２５～２００ｎｇ／ｍＬ

浓度范围内呈现良好的线性关系，相关系数（Ｒ２）大于０．９９９。猪肉、鸡肉组织中维吉尼霉素 Ｍ１的

检测限为０．５μｇ／ｋｇ，定量限为２．０μｇ／ｋｇ。在２～２００μｇ／ｋｇ（２ＭＲＬ）添加浓度水平上，回收率范围

为８０％ ～１００％，批内、批间ＲＳＤ均小于８．０％。该方法具有简便快捷、灵敏度高、定性准确等特点。
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　　维吉尼霉素药物又名弗吉尼亚霉素、肥大霉

素，是维吉尼链霉素产生的一种环状多肽类抗生

素。维吉尼霉素杀菌作用机理是通过干扰细菌的

核糖体，进而抑制其蛋白质的合成［１］，因此常用于

猪、鸡等畜禽疾病的预防和治疗［２－３］，尤其对鸡的

产蛋性能有所提高［４－５］。但维吉尼霉素可能降低
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某些药物的药效，例如普那霉素，用于对耐万古霉

素屎肠球菌（ＶＲＥＦ）引起危及生命的严重感染的治

疗，以及由甲氧西林敏感葡萄球菌（ＭＳＳＡ）和化脓

性链球菌引起的复杂性皮肤和皮肤软组织感染的

治疗［６］。欧盟从１９９９年开始禁止包括维吉尼霉素

在内的抗生素作为饲料添加剂［７］。日本、美国和中

国等也均对动物性食品中的残留限量作出严格的

限定。日本规定牛奶和鸡蛋中维吉尼霉素的最高

残留量为 １００μｇ／ｋｇ［８］。我国农业部第 ２３５号公

告［９］中规定维吉尼霉素在畜禽组织最高残留限量

为：肌肉 １００μｇ／ｋｇ、肝脏 ３００μｇ／ｋｇ、肾脏 ４００～

５００μｇ／ｋｇ。

由于维吉尼霉素是主要由 Ｍ１和 Ｓ１组分组

成［１０］，Ｍ１组分约占维吉尼霉素总量的７０％，因而

检测目标多以维吉尼霉素Ｍ１为主
［１１］。目前，国内

外对维吉尼霉素的检测方法的前处理方法都是采

取传统的净化方法，而本文采用混合溶剂提取，新

型的反相保留固相萃取小柱净化，节省了样品前处

理时间。本研究旨在建立一种操作步骤简单、灵敏

度高、准确性强的动物产品中维吉尼霉素 Ｍ１的残

留分析方法。

１　材料与方法

１．１　仪器　Ａｇｉｌｅｎｔ１２９０－６４６０液相色谱－串联质

谱仪，Ａｇｉｌｅｎｔ公司；ＴＢ－２１５Ｄ电子天平，赛多利斯科

仪器公司；Ｓｉｇｍａ３Ｋ３０高速冷冻离心机，Ｔｈｅｒｍｏ公

司；ＭＳ３涡旋混合器，ＩＫＡ公司；ＯａｓｉｓＰＲｉＭＥＨＬＢ

（３ｃｃ，６０ｍｇ）固相萃取小柱，Ｗａｔｅｒｓ公司。

１．２　药品和试剂　维吉尼霉素 Ｍ１，纯度 ９５％，

ＴＲＣ公司；甲醇、乙腈为色谱纯，美国 Ｆｉｓｈｅｒ公司；

甲酸铵为分析纯，成都金山化学试剂有限公司；所

用水为超纯水，Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ超纯水仪制备。

１．３　标准溶液的配制　精密称取维吉尼霉素 Ｍ１
１０ｍｇ，用甲醇溶解制成 １ｍｇ／ｍＬ的标准贮备液。

量取标准储备液适量，用甲醇稀释成１０ｕｇ／ｍｇ标

准工作液，再用 ０．０１ｍｏｌ／Ｌ甲酸铵溶液稀释成

０．２５～２００ｎｇ／ｍＬ系列标准工作液。

１．４　测定方法

１．４．１　色谱条件　色谱柱：Ｃ１８柱（２．１ｍｍ×

５０ｍｍ，１．８μｍ）；流速０．３ｍＬ／ｍｉｎ；柱温３０℃；进

样量２．５μＬ；流动相：Ａ相为甲醇／乙腈溶液（５０∶

５０，Ｖ／Ｖ），Ｂ相为０．００３ｍｏｌ／Ｌ甲酸铵缓冲液，等度

洗脱，Ａ∶Ｂ（５０∶５０，Ｖ／Ｖ）。

１．４．２　质谱条件　离子源：ＥＳＩ＋；检测方式：

ＭＲＭ；电离电压 ３．５ＫＶ；源温 １２５℃；雾化温度

３５０℃；锥孔气流速１０Ｌ／ｍｉｎ；雾化气流速５Ｌ／ｍｉｎ。

定性、定量离子对及碎裂电压见表１。

表１　维吉尼霉素Ｍ１的质谱参数
药物 定性离子对ｍ／ｚ 定量离子对ｍ／ｚ 碎裂电压Ｖ 碰撞能量ｅＶ

维吉尼霉素Ｍ１
５２６．２＞３３６．８

５２６．２＞５０７．９
５２６．２＞５０７．９ １０８

２２

１０

１．４．３　样品的提取　称取试样（２．５±０．０１）ｇ，置
于５０ｍＬ离心管中，加入１０ｍＬ０．２％甲酸乙腈／水
溶液（８０∶２０，ｖ／ｖ）涡旋 ３０ｓ，高速振荡 ３０ｍｉｎ，
１２０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，取上清液备用。
１．４．４　样品的净化　取５．０ｍＬ备用样液过固相
萃取柱，收集全部滤过液，取４．０ｍＬ滤过液４０℃
下氮吹至小于０．５ｍＬ，用流动相定容到１．０ｍＬ，涡
动混匀，０．２２μｍ滤膜过滤，供液相色谱 －串联质
谱仪测定。

１．４．５　标准曲线绘制　准确配制０．２５、０．５、２、１０、
５０、１００、２００ｎｇ／ｍＬ的标准工作液，依次从低浓度到

高浓度按液相色谱串联条件进行分析，每一浓度进

样三次，按其所得三次峰面积的平均值与相应的标

准工作液浓度作标准曲线，并计算回归方程及相关

系数。

１．４．６　方法灵敏度　确定将适量维吉尼霉素 Ｍ１
标准工作液加入到空白试样，经上述方法进行前处

理后，供液相色谱 －串联质谱仪检测，观察药物征
离子质量色谱峰信噪比（Ｓ／Ｎ）和对应药物浓度，
Ｓ／Ｎ＞３者定其为方法的检测限；Ｓ／Ｎ＞１０者定其为
方法的定量限。

１．４．７　准确度和精密度的测定　采用标准添加
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法，在空白样品中添加２、１０、１００、２００μｇ／ｋｇ四个不
同浓度药物进行回收率试验，各浓度进行５个样品
平行试样，重复３次，求批内、批间ＲＳＤ。
２　结　果
２．１　标准曲线　按照上述系列标准溶液浓度进行
线性回归，得到的回归方程及变异系数见表２。

表２　维吉尼霉素Ｍ１线性回归情况

药物名称
浓度范围／
（ｎｇ·ｍＬ－１）

回归方程
相关系数

（Ｒ２）

维吉尼霉素Ｍ１ ０．２５～２００ ｙ＝５１７．７６ｘ－１０２．４８ ０．９９９９

从表２中可以看出维吉尼霉素 Ｍ１在０．２５～
２００ｎｇ／ｍＬ浓度范围内呈现良好的线性关系，Ｒ２＞
０．９９９。
２．２　方法的灵敏度　按照上述方法进行处理添加
浓度为２．０μｇ／ｋｇ时，测得维吉尼霉素Ｍ１的Ｓ／Ｎ＞
１０，说明方法的定量限为２．０μｇ／ｋｇ。当添加浓度
为０．５μｇ／ｋｇ时，测得维吉尼霉素 Ｍ１的 Ｓ／Ｎ＞３，
说明方法的检测限为０．５μｇ／ｋｇ。１０μｇ／ｋｇ添加猪
肉组织样品中维吉尼霉素Ｍ１特征离子质量图谱见
图１。

图１　１０μｇ／ｋｇ添加猪肉组织样品中维吉尼霉素Ｍ１特征离子质量色谱图

２．３　方法的精确度　在空白试样中添加 ２、１０、
１００、２００μｇ／ｋｇ四个不同浓度的维吉尼霉素 Ｍ１
进行回收试验，结果汇总见表３。可以看出猪肉、

鸡肉组织中维吉尼霉素 Ｍ１平均回收率为８０％ ～
１００％，批内 ＲＳＤ小于 ７．５％，批间 ＲＳＤ小于
７．９％。

表３　维吉尼霉素Ｍ１添加回收率试验结果（ｎ＝５）
样品 添加浓度／（ｎｇ·ｍＬ－１） 平均回收率／％ 批内ＲＳＤ／％ 批间ＲＳＤ／％
猪肉 ２ ８６．２ ６ ６．５

１０ ８７．５ ６．３ ７
１００ ８９．３ ３．６ ５．６
２００ ９０．１ ３．３ ４．１

鸡肉 ２ ８６．９ ６ ７．１
１０ ８８．２ ６．６ ７．２
１００ ８６ ７．５ ７．９
２００ ８７．９ ５．６ ６．６
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３　讨论与小结
３．１　提取溶剂的选择　根据维吉尼霉素不溶于非
极性溶剂的特点［１２］，现有方法多使用甲醇、乙腈等

极性有机溶剂对维吉尼霉素Ｍ１药物进行萃取。魏
计云等［１３］通过对乙腈、乙酸乙酯、乙酸乙酯－
０．２ｍｏｌ／Ｌ磷酸二氢铵３种提取溶剂的提取效果进
行对比，发现采用混合溶剂的提取效果较好。国家

标准ＧＢ／Ｔ２０７６５－２００６《猪肝脏、肾脏、肌肉组织
中维吉尼霉素Ｍ１残留量的测定液相色谱－串联质
谱法》［１４］中规定样品用甲醇 －乙腈溶液提取，磷酸
二氢铵缓冲液对提取液稀释。林维宜等［１５］对比了

甲醇－０．１％甲酸溶液和甲醇－磷酸二氢铵溶液的
提取效果，发现磷酸盐会对维吉尼霉素等多肽类抗

生素的质谱检测产生干扰，降低回收率。本实验为

提高维吉尼霉素 Ｍ１的提取效率，对国家标准方法
中使用的提取溶剂进行优化，选择了０．２％甲酸 －
乙腈／水溶液作为样品提取液。
３．２　固相萃取柱的选择　现有方法多使用Ｃ１８固
相萃取小柱对样品提取液进行净化，但Ｃ１８固相萃
取柱的填料主要以硅胶为基质，同时在其表面键合

非极性的十八烷基官能团，仅对脂肪的净化程度较

好，不能净化磷脂；并且 Ｃ１８固相萃取柱填料硅胶
基质在抽干时会产生疏水塌陷，对目标化合物的保

留降低，二者皆会对试验结果造成影响。因此本试

验选择了 ＯａｓｉｓＰＲｉＭＥＨＬＢ反相保留固相萃取小
柱，该小柱弥补了Ｃ１８固相萃取柱不足之处。同时
该小柱在净化样品提取液之前不用活化平衡，仅需

样液直接过柱就可实现目标物的保留、清洗和洗

脱，并且样品净化程度更高，去除了蛋白、盐和磷脂

等９５％以上的基质干扰物。这种新型小柱的使用
减少了对前处理中样品的洗涤次数，对维吉尼霉素

Ｍ１残留量造成的损失很小，提高了方法的回收率，
同时也缩短了样品的前处理时间。

试验简化了猪肉、鸡肉组织中维吉尼霉素Ｍ１残
留的检测方法的前处理步骤，较大程度提高了检测

工作效率。通过对方法的线性关系、灵敏度、回收率

和精密度等技术参数的考察，发现结果均能满足残

留检测方法的要求。该方法具有快速简便、灵敏度

高、抗干扰强等特点，为猪肉、鸡肉组织中维吉尼霉

素Ｍ１残留检测提供了一个针对性强和更加简便快
捷的方法，可作为常规方法进行日常批量分析检测。
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