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人促红素注射剂是由利用基因重组技术构建高效

表达人促红素基因的中国仓鼠卵巢细胞，经细胞培

养、分离和高度纯化后获得的人促红素制成，属治疗

类生物制品，临床用于肾功能不全所致贫血、非骨髓

恶性肿瘤化学药物治疗所致贫血、外科围术期红细胞

动员等症状［1 - 4］。为防止细菌污染，生物制品在菌株构

建、药物筛选及生产过程中，会添加博来霉素等抗生

素［5］；在治疗类生物制品（如重组蛋白、单克隆抗体

等）中常添加氨苄西林、卡那霉素等抗生素［6］。近年

来，生物制品中的抗生素残留问题已受到广泛关

注［6 - 7］。国家药品监督管理局要求严格控制其生产过

程中抗生素的使用［8］。目前抗生素的检测方法主要有

微生物法［9 - 11］、免疫学方法［12 - 13］、薄层色谱法［14］、高
效液相色谱法［15］和液质联用法［16 - 19］等。其中，液质联

用法灵敏度和准确度高、分析速度快、选择性强、结果

可靠，被广泛用于抗生素的残留检测分析［20］。基于此，

本研究中建立了同时测定人促红素注射剂中氨苄西林

和博来霉素残留量的超高效液相色谱串联质谱
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超高效液相色谱串联质谱法检测人促红素注射剂中超高效液相色谱串联质谱法检测人促红素注射剂中 22 种抗生素残留种抗生素残留
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摘要摘要：：目的 建立检测人促红素注射剂中氨苄西林和博来霉素残留的超高效液相色谱串联质谱（UPLC - MS / MS）法。方法 色谱柱

为 Waters Cortecs T3 柱（100 mm × 2. 1 mm，2. 7 μm）；流动相为 0. 1% 甲酸水溶液 -［乙腈 - 甲醇（95∶5，V / V）］，梯度洗脱；流速为

0. 2 mL / min；柱温为 40 ℃；进样量为 5 μL。采用电喷雾离子源正离子模式和多反应监测扫描模式。结果 氨苄西林和博来霉素质量

浓度分别在 19. 38～484. 5 ng / mL（r = 0. 997 9，n = 5）和 21. 26～212. 6 ng / mL（r = 0. 998 8，n = 5）范围内与峰面积线性关系良好，检

测限分别为 0. 009 69，10. 63 ng / mL，定量限分别为 0. 096 9，21. 26 ng / mL；精密度、稳定性试验结果的 RSD 均小于 4. 0%；平均加样

回收率分别为 102. 11% 和 101. 77 %，RSD 为分别为 7. 46% 和 13. 35%；基质效应均不明显（分别为 95. 03% 和 84. 51%）。9家国内生

产企业和 1家国外生产企业的 39批人促红素注射剂均未检出氨苄西林和博来霉素。结论 所建立的方法操作简单、检测灵敏，结果

准确，可用于人促红素注射剂中氨苄西林和博来霉素残留的检测。

关键词关键词：：人促红素注射液；注射用人促红素；超高效液相色谱串联质谱法；氨苄西林；博来霉素；残留；含量测定
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AbstractAbstract：：Objective To establish an ultra - high - performance liquid chromatography - tandem mass spectrometry（UPLC - MS / MS）
method for determining the ampicillin and bleomycin residues in Human Erythropoietin Injection and Human Erythropoietin for
Injection. Methods The chromatographic column was the Waters Cortecs T3 column（100 mm × 2. 1 mm，2. 7 μm），the mobile
phase was 0. 1% formic acid aqueous solution -［acetonitrile - methanol（95∶5，V / V）］ with gradient elution，the flow rate was
0. 2 mL / min，the column temperature was 40 ℃，and the injection volume was 5 μL. The electron spray ionization with positive
ion mode and multiple reaction monitoring mode was adopted. Results The linear ranges of ampicillin and bleomycin were 19. 38 -
484. 5 ng / mL（r = 0. 997 9，n = 5） and 21. 26 - 212. 6 ng / mL（r = 0. 998 8，n = 5） respectively. The limits of detection of
ampicillin and bleomycin were 0. 009 69，10. 63 ng / mL，respectively，and their limits of quantification were 0. 096 9，21. 26 ng / mL，
respectively. The RSDs of precision and stability tests were lower than 4. 0%. The average recovery rates of the above two
antibiotics were 102. 11% and 101. 77%，with RSDs of 7. 46% and 13. 35% respectively. The matrix effects of ampicillin and
bleomycin were not obvious，with 95. 03% and 84. 51%，respectively. No ampicillin or bleomycin was detected in 39 batches of
Human Erythropoietin Injection and Human Erythropoietin for Injection from nine domestic manufacturing enterprises and one
foreign manufacturing enterprise. Conclusion The established method is simple，sensitive and accurate，which can be used to detect
ampicillin and bleomycin residues in Human Erythropoietin Injection and Human Erythropoietin for Injection.
Key wordsKey words：：Human Erythropoietin Injection；Human Erythropoietin for Injection；UPLC - MS / MS；ampicillin；bleomycin；residue；
content determination
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（UPLC - MS / MS）法，以期为控制生物制品的质量提

供参考。现报道如下。

1 仪器与试药

1. 1 仪器

AB CTO - 20AC型超高效液相色谱仪、QTRAP5500型
质谱仪，购自美国AB SCIEX公司；XPE205型电子分析

天平（瑞士Mettler Toledo公司，精度为0. 01 mg）；Synergy
UV R型超纯水机（美国Millipore公司）。

1. 2 试药

人促红素注射剂［共 39批，包括人促红素注射液

28批（编号为 S1 - S28）和注射用人促红素 11批（编号

为 S29 - S39），来自 9家国内生产企业与 1家国外生产

企业］。氨苄西林对照品（中国食品药品检定研究院，批

号为 130410 - 201908，含量 85. 6%），硫酸博来霉素对

照品（美国MedChemExpress公司，批号为 145395，含量

99. 6%）；甲醇、乙腈均为色谱纯，乙酸、甲酸均为分析

纯，水为超纯水。

2 方法与结果

2. 1 试验条件

色谱条件：色谱柱为Waters Cortecs T3柱（100 mm ×
2. 1 mm，2. 7 μm）；流动相为 0. 1%甲酸水溶液（A）-
［乙腈 -甲醇（95∶5，V / V）］（B），梯度洗脱（0～3 min时
2%B，3. 1～6 min 时 40%B，6. 1～8 min 时 90%B，8～
8. 1 min时 2%B，8. 1～15 min时保持 2%B）；流速为

0. 2 mL / min；柱温为 40 ℃；进样量为 5 μL；切进质谱时

间为0～7 min；切进废液时间为7～15 min。
质谱条件：电喷雾离子源正离子模式（ESI +），多反

应监测（MRM）扫描模式；离子源喷雾电压为 5 500 V，
离子源温度为 550 ℃，雾化气压力为 55 psi，辅助加热器

压力为 55 psi，气帘气压力为 35 psi。2种待测成分部分

质谱参数见表1，对照品溶液质谱图见图1。
表1 部分质谱参数

Tab. 1 Partial mass spectrometry parameters

待测成分

氨苄西林

博来霉素

定性离子对m / z
350 / 160
472 / 551. 1

定量离子对m / z
350 / 106
472 / 493. 4

去簇电压（V）
78
65

碰撞电压（V）
16 / 22
22 / 14. 4

保留时间（min）
6. 14
6. 02

2. 2 溶液制备

对照品溶液：取氨苄西林对照品 11. 32 mg，精密称

定，置 10 mL容量瓶中，加 0. 3%乙酸水溶液定容，摇匀，

即得对照品贮备液Ⅰ；分别精密量取适量，加 0. 3%乙

酸水溶液制成质量浓度为 20，50，100，200，500 ng / mL
的系列对照品溶液Ⅰ。取硫酸博来霉素对照品10. 67 mg，
精密称定，置 10 mL容量瓶中，加 0. 3%乙酸水溶液定

容，摇匀，即得对照品贮备液Ⅱ；分别精密量取适量，加

0. 3%乙酸水溶液制成质量浓度为 20，50，100，150，

200 ng / mL的系列对照品溶液Ⅱ。

供试品溶液：取注射用人促红素 3瓶，分别精密加

入 0. 3%乙酸水溶液 1 mL使溶解，混匀，即得供试品溶

液Ⅰ；取人促红素注射液 3瓶，混匀，精密量取 1 mL，即
得供试品溶液Ⅱ。

2. 3 方法学考察

线性关系考察：精密量取 2. 2项下系列对照品溶液

Ⅰ和Ⅱ各适量，按 2. 1项下试验条件进样测定，记录峰

面积。以各待测成分的质量浓度（X，ng / mL）为横坐标、

峰面积（Y）为纵坐标进行线性回归，得氨苄西林和博来

霉素回归方程分别为 Y1 = 63 836. 9X1 + 1 055 460（r =
0. 997 9，n = 5）和 Y2 = 73. 928 64X2 - 1 104. 007 19（r =
0. 998 8，n = 5）。结果表明，氨苄西林和博来霉素质量浓

度分别在 19. 38～484. 5 ng / mL、21. 26～212. 6 ng / mL
范围内与峰面积线性关系良好。

检测限和定量限考察：精密量取 2. 2项下对照品贮

备液Ⅰ和Ⅱ各适量，逐级稀释，按 2. 1项下试验条件进

样测定，记录峰面积。以信噪比（S / N）分别为3∶1和10∶1
时待测成分质量浓度为检测限和定量限。结果氨苄西

林和博来霉素的检测限分别为 0. 009 69 ng / mL和

10. 63ng /mL，定量限分别为0. 0969ng /mL和21. 26ng /mL。
精密度试验：分别精密量取2. 2项下氨苄西林对照品

溶液和博来霉素（质量浓度均为100 μg / mL），按2. 1项下

试验条件连续进样测定 6次，记录峰面积。结果氨苄西

林和博来霉素的 RSD分别为 0. 86%和 3. 60%（n = 6），

表明仪器精密度良好。

稳定性试验：取氨苄西林对照品、博来霉素对照品

各适量，按 2. 2项下方法分别制备对照品溶液，分别于

室温下放置 0，2，4，8，12，24 h时按 2. 1项下试验条件进

样测定，记录峰面积。结果氨苄西林和博来霉素的RSD
分别为 2. 32%，3. 93%（n = 6），表明对照品溶液室温放

置24 h内基本稳定。

回收试验：取已知含量的样品（编号S1）适量，各9份，
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1. 氨苄西林 2. 博来霉素

A. 氨苄西林对照品溶液 B. 博来霉素对照品溶液

图1 超高效液相色谱串联质谱图

1. Ampicillin 2. Bleomycin
A. Ampicillin reference solution B. Bleomycin reference solution

Fig. 1 UPLC - MS / MS chromatograms
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分别精密加入 2. 2项下对照品贮备液Ⅰ和Ⅱ，按 2. 2项
下方法制备供试品溶液，按 2. 1项下试验条件进样测

定，记录峰面积，并计算回收率。结果见表2。
基质效应考察［21 - 22］：分别用空白基质溶液和

0. 3%乙酸水溶液，配制氨苄西林和博来霉素质量浓度

均为 20 ng / mL的混合对照品溶液，按 2. 1项下试验条

件进样测定，记录峰面积，并计算其比值（基质效应）。

结果 2 种待测成分的基质效应分别为 95. 03% 和

84. 51%，均可认定为基质效应不明显。

2. 4 样品测定

取 39批样品，按 2. 2项下方法制备供试品溶液，按

2. 1项下试验条件进样测定，记录峰面积。结果所有样

品均未检出氨苄西林和博来霉素。

3 讨论

抗生素是由微生物或高等动植物产生的具有抗病

原体或其他活性的一类次级代谢产物。为防止细菌污

染等，生物制品在菌株构建、药物筛选及生产过程中会

添加某些种类的抗生素，而在成品制成的过程中又需

将其去除。因此，控制生物制品中的抗生素残留对保障

消费者安全十分重要。美国药典、欧洲药典和中国药典

中均对生物制品中抗生素的使用种类和阶段进行了严

格限制。本研究中考虑到治疗类生物制品（如重组蛋白）

中会添加氨苄西林、博来霉素等抗生素，为确保用药安

全，采用UPLC - MS / MS法对人促红素注射剂中可能存

在的抗生素进行检测。我国获批的人促红素注射剂共涉

及 11家国内生产企业，本研究中收集的样品涉及其中

81. 82%（9家），并纳入 1家国外生产企业，结果显示，各

企业对人促红素注射剂的抗生素残留控制较好。

综上所述，本研究中建立的方法操作简便，灵敏度

高，准确度高，可有效控制人促红素注射剂中氨苄西林

和博来霉素的残留量。
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表2 回收试验结果（n = 9）
Tab. 2 Results of the recovery test（n = 9）

加入量（ng）
A

484. 50
484. 50
484. 50
2 422. 48
2 422. 48
2 422. 48
4 844. 96
4 844. 96
4 844. 96

B
531. 36
531. 36
531. 36
796. 99
796. 99
796. 99
1 062. 72
1 062. 72
1 062. 72

测得量（ng）
A

440. 10
448. 61
451. 52
2 545. 33
2 537. 21
2 567. 62
5 290. 08
5 266. 10
5 265. 21

B
635. 63
623. 53
586. 32
706. 11
675. 09
663. 32
1 118. 61
1 128. 55
1 069. 07

回收率（%）

A
90. 84
92. 59
93. 19
105. 07
104. 74
105. 99
109. 19
108. 69
108. 67

B
119. 62
117. 35
110. 34
88. 60
84. 70
83. 23
105. 26
106. 19
100. 60

X（%）

A

102. 11

B

101. 77

RSD（%）

A

7. 46

B

13. 35

注：A为氨苄西林，B为博来霉素。

Note：A refers to ampicillin，and B refers to bleomycin.
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