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［摘　 要］ 　 采用 ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 联合 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 方法确证了未知药品中的卡那霉素。 样品经提

取稀释后，采用 ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｔ３ 色谱柱为分离柱，ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 初步筛查，再用正离子扫描，液相

色谱串联质谱仪上机测定。 结果显示，未知物确证是卡那霉素；样品检出限为 ０． １ μｇ ／ ｍＬ，定量限为

０． ２ μｇ ／ ｍＬ。 本方法快速、灵敏、重现性好，适用于此批次未知药品中卡那霉素的检测。
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　 　 卡那霉素是一种人医临床使用的药物，起初用

于抗感染的治疗［１ － ２］。 兽医临床中，有硫酸卡那霉

素注射液、单硫酸卡那霉素可溶性粉或注射用硫酸

卡那霉素的剂型，已经应用多年。 从国家兽药基础

数据库中，可以查到曾经有上百个生产批准文号，
有部分已经过期，还有变更换新批准文号的生产厂

家。 对假劣兽药或饲料添加剂的查处，依然是各级

主管部门的监督重点。
应客户委托检测一种白色的未知粉末，违法者

违规生产，无任何生产信息的标签可查。 未知其主

要成分。 关于卡那霉素的检测方法，查阅相关文

献，有蒸发光散射法（ＨＰＬＣ － ＥＬＳＤ） ［１ － ２］、微生物

管碟法［３］、柱后衍生化法［４］、电喷雾法 （ＨＰＬＣ －
ＣＡＤ） ［５ － ７］、紫外可见分光光度法［８ － １０］，质谱法［１１］

等多种方法可以选择；根据实验室现有条件，前期

用超高效液相色谱进行筛选后，初步怀疑是卡那霉

素，后期建立了未知药品中卡那霉素的测定 － 超高

效液相串联质谱法，本方法通过优化色谱和质谱条

件，提高了分离效果，可以作为确证方法。
１　 仪器与试药

１． １　 仪器　 分析天平：感量 ０． ００００１ ｇ；仪器 Ｗａｔｅｒｓ
ＡｃｑｕｉｔｙＴＭ 　 Ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ＬＣ 超高效液相色谱

仪，Ｗａｔｅｒｓ Ｑｕａｔｔｒｏ ｐｒｅｍｉｅｒＸＥ 超高效液相 － 串联质

谱仪，均为 Ｗａｔｅｒｓ 公司；０． ２２ μｍ 的滤膜为 Ｗａｔｅｒｓ
公司。
１． ２ 　 药品及试剂 　 卡那霉素，批号 Ｋ００７１４１１，
７７３ Ｕ ／ ｍｇ；新霉素，批号 Ｋ００９１５１１，６７１ Ｕ ／ ｍｇ；安普

霉素，批号 Ｋ０２３１６１０，５７１ Ｕ ／ ｍｇ；大观霉素，批号

Ｋ０２６１７０５，６４４ Ｕ ／ ｍｇ；四种药物标准品均购买自中

国兽医药品监察所；甲酸、乙腈、甲醇均为色谱纯；
葡萄糖，分析纯；超纯水。
２　 方法与结果

２． １　 超高效液相色谱 － 二极管阵列检测法色谱条

件　 色谱柱：ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｔ３色谱柱（１００ ｍｍ ×
２． １ ｍｍ， １． ８ μｍ）；流动相 Ａ：乙腈（０ ０５％ 磷酸）；
流动 相 Ｂ： 水 溶 液 （ ０． ０５％ 磷 酸 ）； 流 速：

０． ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：１ μＬ；柱温：３５ ℃。 液相色

谱梯度洗脱程序见表 １。

表 １　 液相色谱梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ

ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ
时间 ／ ｍｉｎ 流速 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ － １） Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％ 曲线

０ ０． ３５ ２ ９８

２ ０． ３５ ２ ９８ ６

５ ０． ３５ ５ ９５ ６

６ ０． ３５ １０ ９０ ６

７． ５ ０． ３５ ４０ ６０ ６

８． ８ ０． ３５ ８０ ２０ ６

９． ２ ０． ３５ ４０ ６０

９． ５ ０． ３５ ２ ９８

１０ ０． ３５ ２ ９８ ６

２． ２ 　 超高效液相串联质谱法色谱条件　 色谱柱：
ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｔ３ 色谱柱 （ １００ ｍｍ × ２． １ ｍｍ，
１． ８ μｍ）；流动相 Ａ：甲醇（０． １％ 甲酸）；流动相 Ｂ：
水溶液（０． １％ 甲酸）；流速：０． ３５ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：
２ μＬ；柱温：３５ ℃。 液相色谱梯度洗脱程序见表 ２。

表 ２　 液相色谱梯度洗脱程序

Ｔａｂ ２　 Ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ

ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｅｎｔ ｐｒｏｃｅｄｕｒｅ
时间 ／ ｍｉｎ 流速 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ － １） Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％ 曲线

０ ０． ３５ ５ ９５

１． ２ ０． ３５ ５ ９５ ６

２． ２ ０． ３５ ３５ ６５ ６

４ ０． ３５ ９５ ５ ６

５． ２ ０． ３５ ９５ ５ ６

６ ０． ３５ ５ ９５ ６

７ ０． ３５ ５ ９５ ６

２． ３ 　 质谱条件 　 电喷雾离子源；正离子扫描

（ＥＳＩ ＋ ）；多反应监测（ＭＲＭ）；离子源温度：１１０ ℃；
脱溶剂温度：３２０ ℃；脱溶剂氮气流速：６５０ Ｌ ／ ｈ；毛
细管电压：２． ５ ｋＶ；测试药物定性、定量离子对及对
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应的锥孔电压和碰撞能量见表 ３。
表 ３　 定性离子对、定量离子对、锥孔电压和碰撞能量

Ｔａｂ ３　 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ， ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒ，

ｃｏｎｅ ｈｏｌｅ ｖｏｌｔａｇｅ ａｎｄ ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ

药物 定量离子对 定性离子对
锥孔

电压 ／ Ｖ
碰撞能
量 ／ ｅＶ

保留时
间 ／ ｍｉｎ

卡那
霉素

４８５． １ ＞ １６３． ２ ４８５． １ ＞ １６３． ２
４８５． １ ＞ ３２４． ３ ３７ １３

１２ ０． ５３

２． ４　 样品制备

２． ４． １　 阴性样品　 葡萄糖作为阴性样品。
２． ４． ２　 标准储备液的制备　 精密称取卡那霉素等

对照品各 １０ ｍｇ，加 ５％甲醇至 ２５ ｍＬ 容量瓶中，定
容，制成 ４００ μｇ ／ ｍＬ 的溶液，作为外标储备液，
－ ２０ ℃冰箱保存。
２． ４． ３　 超高效液相色谱法工作液的制备　 精密量

取储 备 液 适 量， 至 １０ ｍＬ 容 量 瓶 中， 配 置 成

２００ μｇ ／ ｍＬ的工作液，４ ℃冰箱保存，用于超高效液

相色谱的标准工作液使用。
２． ４． ４　 超高效液相色谱 － 串联质谱法工作液的制

备　 取 ２００ μｇ ／ ｍＬ 的工作液用液相串联质谱方法

中的初始比例流动相适量倍比稀释 １０ 倍， 得

２０ μｇ ／ ｍＬ的工作液。
２． ４． ５　 标准工作液的制备　 取适量卡那霉素标准

工作液，用空白基质溶液稀释，制备成 ０． １、０ ２、０． ５、
１、２、５ μｇ ／ ｍＬ标准工作液，绘制标准曲线。 取浓度为

２ μｇ ／ ｍＬ的卡那霉素作为 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 对照品

溶液。
２． ４． ６　 阳性添加样品的制备 　 精密称取 １０ ｍｇ 卡

那霉素加入到阴性样品 １９０ ｍｇ 中，充分混匀，配置成

的 ５０ ｍｇ ／ ｇ 的阳性添加样品，每次做三份，做三批，共
９ 份平行样，每份样品至少进样 ２ 次，取平均值。 报告

９ 个回收率测定结果并计算相对标准偏差（ＲＳＤ）。
２． ５　 提取净化方法

２． ５． １　 ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 供试品　 精密称取空白样品、
待测样品及阳性添加样品各 １００ ｍｇ，各置于 ５０ ｍＬ
容量瓶中，加入 ５％甲醇定容至 ５０ ｍＬ，取滤液作为

ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 供试品溶液。

２． ５． ２　 ＵＰＬＣ － ＰＤＡ ／ ＭＳ 供试品　 取适量母液，用
初始流动相水（０． １％ 甲酸） ∶ 甲醇（０． １％ 甲酸） ＝
（９５∶ ５）稀释 １００ 倍，用滤膜（０． ２２ μｍ）滤过，取滤

液作为 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 供试品溶液。
２． ６　 方法线性考察及添加回收试验结果

２． ６． １　 ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 专属性 　 在选定的色谱条件

下，卡那霉素在 ２． ３１ ｍｉｎ 左右出峰，与未知样品的

保留时间和光谱图一致。 而安普霉素、新霉素、大
观霉素虽然光谱图相似，但分别在 ２． １７ ｍｉｎ、
２． ０５ ｍｉｎ、２． １９ ｍｉｎ 左右出峰。

图 １　 卡那霉素色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

图 ２　 卡那霉素光谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ

图 ３　 安普霉素色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ａｎｔｒａｍｙｃｉｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

２． ６． ２　 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 专属性　 在质谱中，卡那霉

素在 ０． ５４ ｍｉｎ 左右出峰，保留时间和两个定性离子

对都非常一致，未知样品主成分确证为卡那霉素。

·３４·
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图 ４　 安普霉素光谱图

Ｆｉｇ ４　 Ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ａｍｐｒａｍｙｃｉｎ

图 ５　 新霉素色谱图

Ｆｉｇ ５　 Ｎｅｏｍｙｃｉｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

图 ６　 新霉素光谱图

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ Ｎｅｏｍｙｃｉｎ

图 ７　 大观霉素色谱图

Ｆｉｇ ７　 Ｓｐｅｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

阴性样品、对照品、阳性添加样品、待测未知样品的

质谱图如下：见图 ９ －图 １２。 由于待测样品的样品

均一度的问题，待测样品的含量在 ９０ ～ １３０ ｍｇ ／ ｇ的
范围内。

图 ８　 大观霉素光谱图

Ｆｉｇ ８　 Ｓｐｅｃｔｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｓｐｅｃｔｉｎｏｍｙｃｉｎ

图 ９　 卡那霉素标准品溶液特征离子质量色谱图

Ｆｉｇ ９　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚｅｄ ｉｏｎ ｍａｓｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ

ｋａｎａｍｙｃｉｎ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

图 １０　 空白样品特征离子质量色谱图

Ｆｉｇ １０　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｍａｓｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ

ｂｌａｎｋ ｓａｍｐｌｅ
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图 １１　 待测样品特征离子质量色谱图

Ｆｉｇ １１　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｍａｓｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ

ｏｆ ｓａｍｐｌｅ ｔｏ ｂｅ ｔｅｓｔｅｄ

图 １２　 卡那霉素阳性添加样品特征离子质量色谱图

Ｆｉｇ １２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｍａｓｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ

Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｓａｍｐｌｅ

２． ６． ３ 　 标准曲线　 在选定的色谱条件下，使用梯

度洗脱的方法，可以有效地分离各离子对， 在

０． ２ μｇ ／ ｍＬ ～ ５ μｇ ／ ｍＬ 的范围内标准曲线方程为

Ｙ ＝ １５７７． ４Ｘ ＋ １４９． ２９，Ｙ 为卡那霉素定量离子峰面

积，Ｘ（μｇ ／ ｍＬ）为卡那霉素的浓度，其相关系数 Ｒ２

为 ０． ９９８４，线性良好，见图 １３。

２． ６． ４　 方法的准确度和精密度　 卡那霉素以外标

法计算，液质分离良好，无任何干扰，０． １ μｇ ／ ｍＬ 的

标准品溶液，信噪比（Ｓ ／ Ｎ） ＞ ３，确定为方法的检测

图 １３　 卡那霉素标准曲线图

Ｆｉｇ １３　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｇｒａｐｈ ｏｆ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ

限；０． ２ μｇ ／ ｍＬ 的标准品溶液，信噪比（Ｓ ／ Ｎ） ＞ １０，
确定为方法的定量限。

根据药物发生药效所需要的可能添加的浓度，
检测 限 和 定 量 限 足 以 满 足 要 求。 添 加 浓 度

５０ ｍｇ ／ ｇ，批内批间变异系数均小于 １０％ ，阳性添加

样品的回收率在 ９０％ ～１１０％ （表 ４）。 各特征离子

质量色谱图见图 １２。

表 ４　 卡那霉素阳性添加回收率试验结果（ｎ ＝９）

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔｓ ｏｆ Ｋａｎａｍｙｃｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ

ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｔｅｓｔ （ｎ ＝９）

样品
添加浓度
（５０ ｍｇ ／ ｇ） 回收率 ／ ％ 平均回

收率 ／ ％
批内

ＲＳＤ ／ ％

卡那霉素
阳性添加

样品

第一批 １０５． １ １００． ２ ９２． ８ ９９． ４ ６． ２

第二批 １０３． ５ ９４． ６ １０４． ９ １０１． ０ ５． ５

第三批 １０７． １ ９１． ８ １０２． ３ １００． ４ ７． ８

３　 讨论与结论

实验接到样品后，先是进行了外观检查，样品

为一种白色的粉末，在有机溶剂乙腈中溶解性比较

差，在水相较多的溶剂中溶解度很好，怀疑可能是

β －内酰胺类、氨基糖苷类等水溶性比较良好的药

物。 为了节省时间，同时打开了两台仪器设备，进
行流动相的平衡等前期工作，希望检测同时进行，

以最快的时间出结果。 然后精密称取了适量的药

物，用水相较多的溶剂进行溶解至清澈，进行适量

稀释后过滤上机测试。 在这种未知盲样检测中，无

任何标准可以借鉴，无任何文献可以参考，完全靠

平时检验工作的经验积累和对药品事件的敏感度，
从接到委托样品到初步确定为卡那霉素，用时两个

·５４·
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多小时，速度很快。
实验在初期筛选时采用超高效液相色谱法，选

择了乙腈（０． ０５％ 磷酸） ∶ 水（０． ０５％ 磷酸）进行梯

度洗脱，由于前期做中药非法添加物的初步筛选工

作一直使用这个流动相，有一定化合物的光谱图谱

库，比如解热镇痛类药物、β － 内酰胺类、氟喹诺酮

类药物、氨基糖苷类药物、大环内酯类药物、氯霉素

类药物、酰胺醇类药物、磺胺类药物、四环素类药物

等近百种药物光谱图谱库，有着丰富的检测数据

库，通过光谱图进行化合物的初步筛选，通过保留

时间和光谱特征，初步推测为卡那霉素。
在质谱方法确证时，考虑到前期卡那霉素出峰

较早，选择甲醇（０． １％甲酸） ∶ 水（０． １％ 甲酸）进行

梯度洗脱，特征离子峰形良好，无干扰，分离度和精

密度良好，以外标法定量，满足检测需求。 查阅文

献有应用 ＣＯＲＴＥＣＳ ＨＩＬＩＣ 色谱柱，ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ

ＢＥＨ ＨＩＬＩＣ Ｃ１８ 的相关报道［１１ － １２］，实验用 ＡＣＱＵ⁃

ＩＴＹ ＵＰＬＣ Ｔ３ 色谱柱进行尝试，虽然保留时间比较

早，但满足实验检测需求，在一天内顺利完成了检

测任务。
本方法建立了 ＵＰＬＣ － ＰＤＡ 联合 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／

ＭＳ 法测定未知药品中的卡那霉素，采用外标法，对
样品进行提取稀释后测定，准确性佳、灵敏度高、检
测限低。 通过方法学考察，本方法完全适合本批次

未知药品中的卡那霉素的确证检测。
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的含量［Ｊ］ ． 理化检验（化学分册），２０１６，５２（０５）：５１０ － ５１３．
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