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摘 要

本研究係以具選擇性及靈敏度之高效率液相層析串聯式質譜儀 (LC/MS/MS) 搭配固相萃取 (SPE)，
建立飼料中林可黴素與觀黴素殘留量之分析方法。使用三段式四極棒質譜儀搭配渦輪噴灑離子源在陽離

子模式下偵測林可黴素及觀黴素。林可黴素之方法偵測極限 (MDL) 為 0.49 ppb，觀黴素之 MDL 為 21.23 

ppb。飼料中添加 100 ppb 林可黴素及觀黴素，以本方法測定，其回收率分別為 64.80% 及 99.68%，CV 值

分別為 3.67% 及 7.10%。本方法可應用於飼料中林可黴素與觀黴素殘留量分析。

關鍵詞：飼料、林可黴素、觀黴素、高效率液相層析串聯式質譜儀。

緒  言

　

林可黴素 (Lincomycin) 為鹽基性抗生素，通常以鹽酸鹽之一水合物供製劑用，屬於中廣效性抗生素。

對革蘭陽性菌、革蘭陰性球菌、黴漿體及豬赤痢螺旋體有抑菌作用。本劑與一部份巨環類抗生素間有不

完全交叉抗藥性。林可黴素不可與紅黴素 (Erythromycin) 同時使用。( 豬使用林可黴素可能會發生軟便、

下痢或肛門腫脹等現象。)

觀黴素 (Spectinomycin) 為鹽基性物質，易與酸性物質形成鹽類。製劑常用者為硫酸鹽，為白色結晶

性粉末，在鹼性時不安定。對革蘭陽性菌、革蘭陰性菌、黴漿體具有抑菌作用。觀黴素與一部份巨環類

抗生素，尤其紅黴素間有部份交叉抗藥性。觀黴素對造血系統及肝臟可能會引起傷害，通常與林可黴素

配合使用。林可黴素與觀黴素早期使用當做飼料添加物，用以促進生長及改進飼料利用效率，預防畜禽

動物疾病，但過度使用，將使微生物產生抗藥性。因此，農委會公告林可黴素與觀黴素兩種抗生素自中
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華民國 95 年 1 月 1 日起禁止添加於飼料中當做飼料添加物。

林可黴素與觀黴素的檢測方法有液相層析 - 紫外光偵測器 (LC/UV) (Platzer and White, 2006)、液相層

析 - 電化學偵測器 (LC/electrochemical detection) (Debremaeker et al ., 2002; Szúnyog et al ., 2002)、液相層析 -

蒸氣式光散射偵測器 (LC/ELSD) (Wang et al ., 2006)、毛細管電泳 (CE) (Zhao et al ., 2004)、液相層析 - 質

譜儀 (LC/MS) (Thompson et al ., 2003) 及 LC/MS/MS (Peru et al ., 2006) 等。中華民國國家標準「CNS 9534

飼料中林可黴素檢驗方法」、「CNS 14428 食品中動物用藥殘留量檢驗方法 - 林可黴素之檢驗」及「CNS 

10464 飼料添加物檢驗法 - 觀黴素之測定」三項公告分析方法皆採用生物抑菌分析法檢測此兩種抗生素

含量，其檢測極限介於 100 ppb ~ 2 ppm 之間。

本試驗擬以 LC/MS/MS 系統建立飼料中林可黴素與觀黴素含量檢測方法，檢測飼料中林可黴素與觀

黴素殘留量，維護飼料品質安全。

材料與方法

I. 試驗藥劑

本試驗用之林可黴素及觀黴素 ( 圖 1) 等標準品分別購自 Fluka 及 SIGMA。秤取 10 mg 林可黴素標準

品以去離子水溶解並定量至10 mL，配製成1000 ppm 林可黴素標準儲備液。秤取15.1 mg觀黴素標準品 (純

度 66.2%) 以 H2O/ 乙腈 (Acetonitrile, CH3CN) = 1/1 (v/v) 溶解並定量至 10 mL，配製成 1000 ppm 觀黴素標

準儲備液。

II. MS/MS 分析條件設定

本試驗之 MS/MS 採 Sciex API 3000 ESI-MS/MS 系統之三段式四極棒質譜儀 (Applied Biosystems, 
Foster City, CA, USA) ，此儀器包含注射幫浦及渦輪噴灑離子源，離子源溫度分別設定在 420 ℃，氣簾

氣體 (Curtain gas) 及碰撞氣體 (Collision gas) 是使用高純度氮氣 (N2, 99.999%)。多重反應監測 (Multiple 
reaction monitoring, MRM) 用以測定母離子及碰撞反應後之子離子，以此判讀待測物之碰撞反應游離圖

譜，捉取最佳母、子離子監測模式。

將 1000 ppm 林可黴素及觀黴素個別標準儲備液以含 0.1 % 甲酸 (Formic acid, FA) 之甲醇 (Methanol, 
CH3OH) 稀釋成 100 ppb，使用 1 mL 注射針以注射幫浦 10 μL/min 的流速注入質譜儀離子源，找尋

Declustering Potential (DP)、Focusing Potential (FP)、Collision Cell Exit Potential (CXP) 等最佳質譜分析參
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數，以及林可黴素、觀黴素之母離子、子離子及其碰撞能量 (Collision Energy, CE) 參數。

III. 液相層析儀分析條件設定

液 相 層 析 儀 之 動 相 (mobile phase) 推 進 幫 浦 為 Agilent 1100 series pump， 管 柱 為 Zorbax SB-C18 
column (5 µm, 4.6×150 mm)，管柱使用時溫度維持 40 ℃。動相組成：動相 A 為含 0.1% FA 之 H2O；動相

B 為含 0.1% FA 之 CH3OH。林可黴素與觀黴素分析之動相採梯度沖提 ( 表 1)，流速為 350 μL/min，樣品

注射體積為 10 μL。

表 1. 檢測林可黴素及觀黴素之動相梯度

Table 1. The mobile phase gradient profile for detection of lincomycin and spectinomycin

IV. 檢量線配製

將濃度 10 ppm 林可黴素及 100 ppm 觀黴素混合儲備液以含 0.1% FA 之 H2O 配製所需檢量線濃度。林

可黴素：2、5、10、20、50、100 ppb；觀黴素：0.02、0.05、0.1、0.2、0.5、1 ppm。

V. 試驗流程

( i ) 固相萃取匣

低極性固相萃取匣：Oasis® HLB 3 cc / 60 mg 購自沃特斯 (Waters Co.)

活化方式：3 mL CH3OH → 4 mL H2O

離子型固相萃取匣：Oasis® MCX 6 cc / 150 mg 購自沃特斯 (Waters Co.)

活化方式：5 mL CH3OH → 3 mL H2O → 3 mL 0.1 N HCl

 (ii ) 測試樣品前處理

(a) 樣品中林可黴素之萃取方法

取 2 g 飼料至 50 mL 離心管，加 10 mL CH3OH/H2O (5/95)，超音波震盪萃取。在 6,000 rpm 狀態下

離心 10 分鐘，收集上層澄清液。另以 10 mL CH3OH/H2O  (5/95) 加入離心管中，重複萃取步驟，

將兩次萃取液混合。取 5 mL 置入已活化 SPE 管柱 (Oasis® HLB 3 cc / 60 mg)，以 1 mL H2O 流洗，

最後加入 5 mL CH3OH 沖提收集。沖提液於 50℃下以氮氣吹乾後，以 2 mL 含 0.1% FA 之 CH3OH

回溶，經 0.2 μm PVDF 材質濾膜過濾。

(b) 樣品中觀黴素之萃取方法

取 2 g 飼料至 50 mL 離心管，加 10 mL 含 1% FA 之 CH3OH/H2O (95/5)，超音波震盪萃取。在 6,000 

rpm 狀態下離心 10 分鐘，收集上層澄清液。另以 10 mL 含 1% FA 之 CH3OH/H2O (95/5) 加入離心

管中，重複萃取步驟，將兩次萃取液混合。取 10 mL 置入已活化 SPE 管柱 (Oasis® MCX 6 cc / 150 

mg)，以 5 mL 0.1 N HCl 流洗，再以 2 mL CH3OH 流洗，最後以 6 mL 含 5% NH4OH 之 CH3OH 沖提

收集。沖提液於 50℃下以氮氣吹乾後，以 2 mL 含 0.5% FA 之 CH3OH 回溶，經 0.2 μm PVDF 材質

濾膜過濾。

VI. 樣品前處理回收率測定

於飼料中添加林可黴素 10 ppb及100 ppb，觀黴素 100 ppb及1 ppm進行回收率測定及變異係數計算。
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結果與討論

I. 於質譜儀之母離子、子離子與參數測定

林可黴素及觀黴素離子化後，以正離子〔M+H〕
+ 

模式進入質譜儀，測得質荷比 (m/z) 訊號為母離子，

經碰撞後產生許多碎片，碎片測得 m/z 訊號為子離子 ( 圖 2)。林可黴素及觀黴素各選擇 2 組母、子離子，

以因應歐盟執委會第 2002/657/EC 決議分析方法性能標準規定之確証方法。調整 DP、EP、CXP 等參數

值尋找最佳離子強度，並調整 CE 參數得到最佳子離子的偵測強度及最佳母離子與子離子之偵測強度比

例 ( 表 2)。

II. LC/MS/MS 對抗生素之分析效能

依據分析物極性與化學結構不同將分析物分離 ( 圖 3)。並且可藉由 MRM 偵測，分別顯示個別層析

圖譜 ( 圖 3)，並個別積分定量，不受彼此間訊號干擾。

液相層析串聯式質譜儀檢測飼料中林可黴素與觀黴素
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III. 回收率測定結果

飼料中林可黴素及觀黴素前處理部份，以不同萃取液探討飼料中林可黴素及觀黴素之萃取效能，結

果如表 3。

表 3. 不同萃取液對林可黴素與觀黴素之回收率比較

Table 3. The recovery of lincomycin and spectinomycin when extracted by different solvents

對林可黴素而言，CH3OH/H2O (5/95) 之萃取效能高於含 1% FA 之 CH3OH/H2O (95/5) 之萃取效能；對

觀黴素而言，CH3OH/H2O (5/95) 之萃取效能低於含 1% FA 之 CH3OH/H2O (95/5) 之萃取效能。因此，分別

以 CH3OH/H2O (5/95) 及含 1% FA 之 CH3OH/H2O (95/5) 萃取飼料中林可黴素及觀黴素。

本研究利用 SPE 技術淨化萃取液，林可黴素可使用低極性固相萃取管柱純化萃取液，如 C18、C8 等

材質，但觀黴素萃取液因為是含 1% FA 之 CH3OH/H2O  (95/5)，且觀黴素於酸性溶劑下會形成陽離子型化

合物，低極性固相萃取管柱對觀黴素滯留效能低，致回收率低 ( 表 4)。林可黴素於 Oasis® HLB 之回收率

優於 Oasis® MCX 之回收率，且穩定度 Oasis® HLB 優於 Oasis® MCX，而觀黴素於 Oasis® MCX 之回收
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率優於 Oasis® HLB 之回收率。因此本實驗針對兩種抗生素選用不同固相萃取匣，分別為中性低極性固

相萃取匣 (Oasis® HLB)，及陽離子交換固相萃取匣 (Oasis® MCX)。

於飼料樣品中添加 10 ppb 及 100 ppb 二種濃度之林可黴素以測定前處理技術回收率及 CV ( 表 5)，在 10 

ppb，回收率 45.73%，CV 值 3.59%；100 ppb，回收率 64.80%，CV 值 3.67%，具有很好的穩定度。Jana 

Olšovská et al. (2007) 以 Oasis HLB cartridge 前處理淨化搭配 HPLC/UV 分析系統，分析製作 Licomycin
之發酵槽液中 Licomycin 技術開發，分別添加 1、5、10 ppm 濃度探討回收率，回收率介於 81.5~89.85%

之間。與本實驗回收率有所差異之可能原因有二項：1. Jana Olšovská et al. (2007) 添加濃度為 ppm 高於本

實驗所添加濃度為 ppb；2. 兩者基質不同，一為發酵液，另一為飼料，基質效應不同。

雖然回收率較低，但由於有良好的再現性，故可於每次分析檢測時，藉由添加查核樣品修正回歸其

數值，以求得數據準確性。

 於飼料樣品中添加 100 ppb 及 1 ppm 二種濃度之觀黴素以測定前處理技術回收率及 CV ( 表 6)，在

100 ppb，回收率 99.68%，CV 值 7.10%；1 ppm，回收率 79.75%，CV 值 3.57%，具有很好的回收率及穩定度。

表 5. 飼料中林可黴素回收率測定 (n=6)

Table 5. The recovery of lincomycin in feed

表 6. 飼料中觀黴素回收率測定 (n=6)

Table 6. The recovery of spectinomycin in feed

IV. 方法偵測極限

中華民國國家標準「CNS 9534 飼料中林可黴素檢驗方法」、「CNS 14428 食品中動物用藥殘留量檢
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驗方法 - 林可黴素之檢驗」及「CNS 10464 飼料添加物檢驗法 - 觀黴素之測定」三項公告分析方法皆採用

生物抑菌分析法檢測抗生藥物含量，其檢測極限為 100 ppb ~ 2 ppm，本試驗對林可黴素及觀黴素之偵測

極限 (MDL) 分別為 0.49 ppb 與 21.23 ppb ( 表 7)，顯示優於中華民國國家標準之 MDL。

表 7. 林可黴素及觀黴素之方法偵測極限 

Table 7. The method detection limit (MDL) of Lincomycin and Spectinomycin
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Determination of lincomycin and spectinomycin in feed by 
liquid chromatography tandem mass spectrometry  (1)

Ming-Chih Teng(2)(3) and Mian-Lian Lee(3)(4)

Abstract 

The purpose of this study was to develop a specific and sensitive high performance liquid chromatography 
tandem mass spectrometry (LC/MS/MS) method with solid-phase extraction (SPE) for determination of lincomycin 
and spectinomycin residues in feed. A triple-quadruple mass spectrometry using a TurboIon Spray source operating 
in the positive ion mode was used to detect lincomycin and spectinomycin. The method detection limit (MDL) for 
lincomycin and spectinomycin were 0.49 ng/g and 21.23 ng/g. At 100 ppb level in feed, recoveries of lincomycin 
and spectinomycin were 64.80 and 99.68 %, with CV were 3.67 and 7.10 %. The method can be applied to analyze 
the lincomycin and spectinomycin residues in feed.

Key words: Feed, Lincomycin, Spectinomycin, High performance liquid chromatography tandem mass 
spectrometry.
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