
© 1994-2010 China Academic Journal Electronic Publishing House. All rights reserved.    http://www.cnki.net

综述

动物源性食品中氨基糖苷类抗生素兽药残留分析

龙朝阳 　许秀敏

(广东省疾病预防控制中心 ,广东 　广州 　510300)

摘 　要 :氨基糖苷类抗生素是一类含有 2 个或 2 个以上氨基 ,通过糖苷键相连的化合物。由于其具有价格便宜、广

谱抗菌和促进家畜生长的特点 ,兽药的应用比较广泛。为提高肉品中该类残留物的检测水平 ,对氨基糖苷类抗生

素检测的放射免疫法、柱前和柱后衍生 HPLC法、非衍生 HPLC法 (电化学检测、ELSD) 、高效液相与质谱联用分析方

法进行了综述。
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　　氨基糖苷类抗生素是一类含有 2 个或 2 个以上

氨基 ,通过糖苷键相连的化合物[1 ] 。除了链霉素含

有链霉胺 (2 个氨基取代的环己六醇) 外 ,其它氨基

糖苷类抗生素都具有 2 - 脱氧链霉胺的环己六醇结

构 (见图 1) 。根据环己醇上的取代基位置的不同可

细分为 4 ,5 - 二取代脱氧链霉胺、4 ,6 - 二取代脱氧

链霉胺及其它氨基糖苷抗生素。4 ,5 - 二取代脱氧

链霉胺类中最重要的有新霉素、巴龙霉素 ,而 4 ,6 -

二取代脱氧链霉胺中则有庆大霉素、卡那霉素 ,其它

氨基糖苷抗生素有链霉素、二氢链霉素等[2 ] 。

许多氨基糖苷类抗生素是从放线杆菌中得来

的 ,尤其是从链霉菌属和单孢丝菌属[3 ] 。这些菌体

通常同时产生结构相似的抗生素 ,在临床上也是使

用具有活性的混和物 ,如庆大霉素 C。也有部分是

从天然发酵产物中半合成得到的 ,如二氢链霉素是

从天然发酵的链霉素中合成而来。完全化学合成氨

基糖苷类抗生素也有报道[4 ] ,但天然发酵的方法成

图 1 　链霉胺、2 - 脱氧链霉胺的结构

本更低。

氨基糖苷类抗生素具有广谱抗菌性 ,对革兰阴

性菌和革兰阳性菌都有效。临床应用的副作用有肾

毒性和耳毒性[5 ,6 ] 。1944 年 ,首次发现链霉素并成

功地应用于临床治疗结核病和其它严重感染 ,而广

泛使用是在 20 世纪 50 年代。大量的氨基糖苷类抗

生素是在 70 年代发现的 ,但 1980 年后氨基糖苷类

抗生素几乎是停止了发展。可能的原因是这类抗生

素的临床没有发展的潜力了[7 ] 。

然而 ,在用作兽药和家畜的饲养方面 ,氨基糖苷

类抗生素有广泛应用的价值 ,除了是因为价格便宜

和广谱抗菌性外 , 一重要原因是把氨基糖苷类抗生

素加到饲料中 , 可以预防疾病和促进家畜的生
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长[8 ,9 ] 。最常作为兽药用于家畜疾病治疗的氨基糖

苷类抗生素包括庆大霉素、新霉素、链霉素、二氢链

霉素等。

欧盟明确规定禁止使用氨基糖苷类抗生素作为

家畜的生长促进剂。鉴于这类抗生素在临床应用的

副作用和细菌容易产生耐药性 ,美国 FDA ( Food and

Drug Administration) 对动物源性食品中氨基糖苷兽

药残留也极为关注[10 ] 。

目前 ,用于动物源性食品中氨基糖苷类抗生素

兽药残留的方法有很多 ,例如 ,微生物法[11 ] 、酶联免

疫法[12 ,13 ] 、荧光免疫法[14 ] 、气相色谱法[15 ] 、薄层色谱

法[16 ,17 ] 。本文就常用的放射免疫法、液相色谱法、液

相 - 质谱联用法作一综述。

1 　放射免疫法

放射免疫法 (CharmΠ Test) 是利用一系列用放

射性元素标记的抗生素与样品中的抗生素竞争性结

合有特殊位点的受体 ,利用液体闪烁仪计数 ,通过检

测放射性元素标记的抗生素的量 ,推算出样品中抗

生素的含量。Aerts 认为 CharmΠ同色谱法比较 ,具

有速度快 ,能够同时测定一大类抗生素[18 ] 的优点 ,

AOAC也收载了这一方法。利用 CharmΠ技术可以

灵敏地测定庆大霉素、链霉素、新霉素 ,在牛奶中庆

大霉素的灵敏度达到了 0102μgΠml , 在组织中为 014

μgΠg ,同样链霉素可以在组织、鱼、鸡蛋中测到低至

0115μgΠg 的残留[19 ] 。我们利用此方法快速筛选了

猪肉中的氨基糖苷类抗生素 , 在低浓度时 ,荧光计

数值与抗生素的浓度呈现良好的线性关系 ,在高浓

度时由于抗原和抗体之间竞争性结合的原因 ,它们

之间不再是线性关系[20 ] 。

当然 ,CharmΠ作为一种抗原和抗体竞争结合

的技术 ,在低浓度的时候也存在假阳性结果的现象 ,

有学者用 292 份牛奶作为样本 ,比较 CharmΠ和高

效液相色谱法 ,同时测定了四环素浓度 2 ngΠml 时

的结果 ,在显著性水准 P 小于或等于 0105 的时候 ,

有 48 份样本的结果不准确 , 占样本总数的

1614 %
[21 ] 。Carlsson 认为在低浓度的时候 ,牛奶中的

油脂会干扰抗原和抗体的结合 ,从而导致假阳性结

果的出现[22 ] 。

2 　高效液相色谱法

高效液相色谱法 ( HPLC) 由于比较容易分析小

分子的不易挥发化合物 ,因此氨基糖苷类抗生素

HPLC法的报道很多。从这类化合物的分子结构

看 ,由于它们缺少生色基团 ,用常规的 UV 检测和荧

光检测比较困难 ,因此一系列的柱前和柱后衍生检

测法相继报道。

211 　柱前衍生法 　高效液相色谱法衍生检测根据

衍生反应是在分离前还是分离后 ,可分为柱前和柱

后衍生检测法。柱前衍生法具有不受流动相限制 ,

并且反应不受分离时间控制的特点[23 ] 。邻苯二甲

醛 (OPA)作为柱前衍生剂应用比较多 ,AOAC 记载了

测定 Apramycin 的方法 ,流动相为 5 mmol 的醋酸胺

溶液 + 醋酸 + 乙腈 = 60 + 2 + 40 ,色谱柱为 Nova2Pak

C18 300 mm ×319 mm ,荧光检测 ExΠEm = 230Π389 nm ,

在组织中的检测达到了 23 ngΠml [24 ] 。采用醋酸

(10 %) ,己烷磺酸钠 (5mmol) + 乙腈 (60 + 40～50 +

50 梯度淋洗)作为流动相 ,灵敏度达到了 7 ngΠml
[25 ] 。

R Tawa
[26 ]则认为用 2 - 巯基丙酸代替 2 - 巯基乙醇

为硫醇试剂更好。

FMOC - Cl 作为衍生的另一主要试剂 ,也有很

多报道。D stead 研究了多个氨基糖苷抗生素在

FMOC - Cl 衍生后 ,用简单的流动相水 + 乙腈 (10 +

90) ,3μm Hypersil ODS 200 mm ×416 mm 的柱子分

离 ,水溶液的检测限为 10 ngΠml
[27 ,28 ] 。同样AOAC记

载了测定新霉素的 FMOC - Cl 衍生方法 ,在肌肉组

织的试样中 ,色谱分离柱采用 Supelcosil LC - 304

(C4 ) ,250 mm ×416 mm ,流动相为磷酸钠 (11 mmol)

pH = 5 + 乙腈 (37 + 63) ,荧光检测 ExΠEm = 260Π315

nm ,灵敏度为 170 ngΠml
[29 ] 。DNFB

[11 ]和 TNBS
[30 ]也可

作为柱前衍生试剂。

212 　柱后衍生法 　柱后衍生法是试样经分离柱后 ,

衍生试剂在线加到流动相中 ,经过一反应池反应 ,最

后经过检测器检测。相对柱前衍生 ,这种衍生方式

具有重现性好 ,减少试样前处理时间的特点。其缺

点是 : (1)增加了在线添加设备 ; (2) 过量的衍生剂

会干扰检测 ; (3)衍生反应必须是快反应。用于柱后

衍生的试剂通常也是 OPA、NQS 等。Abbasi 报道了

牛奶中二氢链霉素的测定方法 ,用辛基磺酸盐作为

离子对 (pH = 312) + 乙腈 (68 + 32) ,衍生剂为 1 ,2 -

二萘醌 - 4 - 磺酸 (NQS) ,荧光检测 ExΠEm = 270Π420

nm ,灵敏度为 7 ngΠml
[31 ] 。组织的试样中二氢链霉素

也有报道 ,检测限为 400 ngΠml[32 ] 。链霉素的 NQS 柱

后衍生中 ,流动相用的离子对是己基磺酸盐 ,3 -μm

Hypersil BDS 100 mm ×4 mm 柱[33 ] 。Kijak 用

SpherisoubODS2 柱分离了牛奶提取物中的庆大霉素

C1、C1a、C2、C2a ,OPA 作为衍生剂 ,荧光检测 ExΠEm

= 340Π430 nm ,检测限为 54 ngΠml
[34 ] 。

213 　柱后置换反应法 　衍生法是衍生试剂与氨基

糖苷抗生素的氨基发生缩和反应 ,用于检测缩和产

物。有学者报道了类似于柱后衍生的方法 ,用柱后

反应泵加入 Cu - L - 色氨酸 ( L - Trp) 配合物 ,氨基
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糖苷抗生素的氨基与配体色氨酸竞争结合铜 ,定量

置换出色氨酸 ,通过测定色氨酸的荧光 ,间接测定这

类抗生素。线性范围为 29～586 ng ,所测的几种氨

基糖苷抗生素的检测限是 412～1415 ng[35 ] 。

214 　电化学检测法 　由于氨基糖苷抗生素的氨基

具有电活性 ,因此电化学检测器可用于这类化和物

的检测。Paolo 用脉冲安培检测器测定了巴龙霉素 ,

电化学检测器配有三电极 ,一个是金工作电极、一根

不锈钢对电极、AgΠAgCl ,KClsat参比电极 ,柱后用一泵

加入 NaOH来保证溶液为碱性[36 ] 。近来这一方法经

过改进 ,精密度和重现性有了提高。同样用三电极

体系 ,优化了工作、清洗、活化、富集 4 个电位 ,分别

为 010、- 117、016、- 0115 V ,新霉素的检测限为 10

ngΠml ,线性范围为 0105～100μgΠml ,相关系数为

01999 8
[37 ] 。

215 　蒸发光散色法 　蒸发光散色 ( ELSD) 是近年来

发展起来的一种质量型检测器。对于缺少检测活性

的糖类、脂类、氨基酸、聚合物等具有广泛的前景。

具体是用氮气或空气雾化流动相 ,然后挥干流动相 ,

溶质颗粒在光照射发生散色后 ,检测散色光的强度。

Nikolaos
[38 ]优化了色谱条件 ,发现用水 + 丙酮 (50 +

50)含 1116 mmol 的己氟丁酸作为流动相 ,蒸发温度

为 45 ℃,氮气压力为 315 Pa 时 ,具有高灵敏、峰形好

的优点 ,峰不对称因子为 113 ,在检测浓度为 313

μgΠml时 ,相对偏差仅为 117 %。

3 　液相色谱与质谱联用

Kwork
[39 ]报道了利用电喷雾 HPLCΠMSΠMS 检测

牛奶和肾脏组织中氨基糖苷类抗生素 (链霉素、二氢

链霉素、新霉素、庆大霉素) 的方法。利用固相萃取

(SPE) 来除去牛奶中的蛋白质 ,色谱柱是 Zorbax C8

柱 ,用离子对梯度淋洗。测定浓度在 0105～10μgΠ
ml 时 ,回收率为 60 %～80 %。McLaughlin 建立了同

时测定链霉素、二氢链霉素、新霉素 B、庆大霉素 C

的 HPLC - MS 的方法。肾脏组织的提取液 ,过 SPE

柱 ,依次用己烷、乙酸乙酯、甲醇 ,最后用 50 %的甲

醇溶液减少进样的阻力[40 ] 。

在氨基糖苷类抗生素串联质谱中 ,碎片离子断

键主要发生在糖苷环的碳氧键之间 ,和氨基与糖苷

环之间的键 ,并伴随氢原子的转移[41 ] 。4 种常见氨

基糖苷类抗生素的主要碎片离子见表 1。

从表 1 可看到 ,链霉素的水合物的 mΠz 比为

425 (57 %) ,主要碎片离子 176 (52 %) 、263 (51 %) ,碎

片离子相对应于质子化的链霉胍和氧翁型 N - 甲基

葡萄糖酐胺。然而 ,二氢链霉素通常能看到的离子

为 409 (39 %) 、176 (30 %) 、263 (19 %) 。

表 1 　MSΠMS常见氨基糖苷类抗生素碎片离子

化合物 表观离子 碎片离子 mΠz (相对丰度 %)

链霉素 [M+ H2O +2H]2 + 425 (57) 176 (52) 263 (51) 292 (18)
246 (15)

二氢链霉素 [M + 2H]2 + 409 (39) 176 (30) 263 (19)

庆大霉素 1a [M + 2H]2 + 322 (95) 129 (57) 160 (51) 112 (11)

庆大霉素 2 [M + 2H]2 + 322 (49) 160 (29) 143 (17) 125 (10)

庆大霉素 2a [M + 2H]2 + 322 (39) 143 (26) 160 (25) 125 (4)

庆大霉素 1 [M + 2H]2 + 160 (18) 322 (13) 157 (11) 139 (8)

新霉素 [M + 2H]2 + 161 (18) 455 (13) 163 (7) 　114 (5)
295 (5)

　　对于庆大霉素 1a 来说 ,最主要是碎片离子在

mΠz 为 322 (95 %) ,来自于断开一个糖苷环的碳氧

键 ,丢失了 purpurosamine 的单元。这一断链方式在

化学电离、快原子轰击、场电离中多能观察到。但在

EI源电离时 ,丢失的是 garosamine 单元 ,产生 mΠz 为

160 的主要碎片离子。庆大霉素 2a 、庆大霉素 2 观

察到的主要离子也是 mΠz 为 322 的离子相对丰度分

别为 39 %和 49 % ,另一主要离子是 160 ( mΠz) 相对

丰度分别为 25 %和 29 %。庆大霉素 1 的主要碎片

离子则还有 157 (11 %) 、139 (8 %) 。对于新霉素 B

来说 ,主要碎片离子为 161 (18 %) 、163 (7 %) , mΠz

为 455 (13 %) 的离子只在场电离时丰度比较高。
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综述

雌激素和大豆异黄酮在细胞水平上对钙代谢的调节

吕 　伶 　金邦荃

(南京师范大学 ,江苏 　南京 　210097)

摘 　要 :为了解雌激素和大豆异黄酮对钙代谢的影响 ,对雌激素和大豆异黄酮对小肠细胞钙吸收的影响和对成骨

细胞、破骨细胞钙利用的影响等方面进行了综述。

关键词 :钙 ; 雌激素类 ;黄豆 ;异黄酮类

Regulating Effect of Soybean Isoflavones on Calcium Metabolism

———Review of Recent Literature

LΒ Ling , J IN Bang2quan

(Nanjing Normal Univercity , Jiangsu Nanjing 210097 , China)

Abstract : Calcium deficiency causes mobilization of calcium from bone and leads sooner or later to osteoporosis , that is to say a

reduction in the amount of calcium in bone or decrease of apparent bone density. Recent studies showed that isoflavones prevent

bone loss associated with ovarian hormone deficiency in women and animal models. This protective effect of isoflavones may be

partly due to its estrogen2like ability regulating calcium absorption and bone metabolism. This paper reviewed the recent reports of

such studies.
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　　中老年人尤其是女性 ,随着年龄增长和更年期

的到来 ,卵巢功能逐渐衰退和雌激素水平下降 ,会导

致肠钙吸收减少和骨钙的释放大于骨钙的沉积 ,骨

量丢失 ,并发骨质疏松的可能性也随之增加[1 ] 。雌

激素替代治疗 ( Estrogen replacement therapy , ERT) 是

本症的重要治疗措施之一。但是 ,用 ERT有增加子

宫内膜癌、乳腺癌和阴道出血危险的可能[2 ,3 ] 。近年

来许多研究表明 ,大豆及大豆制品中的异黄酮对骨

质疏松症的发生有一定的预防作用[4 - 6 ] 。

大豆异黄酮由 12 种单体组成 ,主要有大豆甙元

(Daidzein ) 、染 料 木 黄 酮 ( Genistein ) 和 黄 豆 素

( Glycetein) 。它们的化学结构与雌激素十分相似 ,在
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