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[摘 � 要 ] � 建立了牛奶中吡利霉素残留检测的高效液相色谱 -串联质谱 (HPLC- M S /M S )法。

液相色谱条件为:色谱柱为W aters XB ridge C18柱 ( 150mm � 2. 1 mm, 5 �m ),流动相为乙腈 - 0. 01

mo l/L乙酸铵溶液 ( 30 70, V /V ), 柱温为 30 ! , 流速为 0. 2 mL /m in, 进样量为 10 �L。质谱条件

为:电喷雾离子源 ( ESI
+
) ,多反应监测 (MRM )方式进行采集;监测离子质荷比 (m /z )为 411. 5>

112. 0, 411. 5> 363. 4。以吡利霉素的同分异构体异吡利霉素作内标,内标法定量。结果表明: 吡

利霉素的线性范围为 20~ 400 ng /mL, 相关系数 R
2
= 0. 999 9;方法检测限为 2 ng /mL,定量限为 5

ng /mL;从 50、100和 150 ng /mL三个添加浓度检测结果可以看出, 方法的平均回收率为 90. 4% ~

104. 3% ( n = 6) ,批内、批间 RSD均小于 5%。
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Determ ination of P irlim ycin in theM ilk by HPLC-M S /M S
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Abstract: AHPLC- M S /M Sm ethod w as estab lished for the determ ination of p irlimycin inm ilk. HPLC condition:

the chromatography column isW aters XB ridge C18 co lumn of 150mm � 2. 1mm, 5�m; mob ile phase is acetonitril
and 0. 01mo l /L ammon ium acet ic( 30 70, V /V ); co lumn temperature is 30 ! ; flow rate is 0. 2 mL /m in; in ject ion

vo lume is 10 �L. M ass Spectrometry cond ition: ESI
+
andMRM mode, mon itored ions(m /z ) are: 411. 5> 112. 0,

411. 5> 363. 4. The calibration curve w as good linear betw een the ratio o f the peak areas and concentra tions o f

pirlimycin from 20 to 400 ng /mL conta in ing the interna l standard ( iso- pirlimyc in) at 100 ng /mL, the correlation

coeffic ientR
2
is 0. 999 9. The detect ion lmi it of themethod was 2 ng /mL and the lmi it of quantif ication w as 5 ng /mL.

The average recoveries from spiked m ilk at the three concentrat ions of 50, 100 and 150 ng /mL ranged from 90. 4% ~

104. 3% (n= 6), intra- and inter- batch variation coe ff icients w ere bo th less than 5%.

Key words: pirlimyc in; m ilk; LC- M S /MS

� � 吡利霉素 ( P irlimycin)属于最新研制的林可霉

素类抗菌药物 (结构式见图 1) , 1993年获准在美国

上市, 商品名为鼎速 ( P isue), 常用作奶牛的乳房注

入剂。体外及临床试验结果表明吡利霉素对金黄

色葡萄球菌、无乳球菌、停乳链球菌、乳房链球菌所

致的临床及亚临床型乳腺炎效果明显, 优于其他乳
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腺炎药物。美国和欧盟规定其在牛奶中的 MRL值

均为 100 �g /L。本实验通过对吡利霉素三个不同

添加浓度的考察,制定了一种检测牛奶中吡利霉素

的 LC- M S /M S确证方法,方法简便、灵敏度高且专

属性强,可用于实际样本的检测。

图 1� 盐酸吡利霉素的化学结构

1� 材料与方法
1. 1� 仪器 � 高效液相质谱联用仪, W aters 2695�
Quattro m icro

TM
, W aters公司; AE260电子天平,

M ettler�to ledo公司; biofuge Strators高速冷冻离心

机,德国贺利氏公司; Rescti�Therm3样品浓缩器,
P ierce公司; SIR4漩涡混合器, IKA 公司; Oasis

M CX小柱, 60mg /3cc, W aters公司。

1. 2� 药品和试剂 � 盐酸吡利霉素对照品,纯度为
97%;盐酸异吡利霉素对照品,纯度为 94%,均由浙

江海正药业有限公司提供。乙腈、甲醇为色谱纯,

M ERCK公司;甲酸、氨水、正丙醇为分析纯。所用

水为超纯水。

1. 3� 对照溶液的配制 � 精密称定盐酸吡利霉素对
照品约 11 mg,置 10mL棕色量瓶中,用甲醇溶解并

稀释成浓度为 1 mg /mL的标准储备液。精密称定

盐酸异吡利霉素对照品约 12 mg, 置 10 mL棕色量

瓶中, 用甲醇溶解并稀释成浓度为 1mg /mL的内标

储备液。精密移取适量储备液,用甲醇稀释成浓度

为 1 �g /mL的标准和内标工作液。

1. 4� 实验方法
1. 4. 1� 色谱条件 � 色谱柱为Waters XBridge C18柱 ( 150

mm �2. 1mm, 5�m),流动相为乙腈- 0. 01mo l/L乙酸

铵溶液 ( 30 70, V /V ) , 柱温为 30 ! , 流速为 0. 2

mL /m in, 进样量为 10 �L。

1. 4. 2� 质谱条件 � 电喷雾离子源 ( ESI
+
) , 毛细管

电压为 3. 4 kV,锥孔电压为 34 V,萃取电压为 3 V,

RF透镜电压为 1V; 源温为 105 ! , 脱溶剂温度为
350 ! ; 锥孔气流速为 50 L /h, 雾化气流速为 450

L /h;多反应监测离子情况见表 1。

1. 4. 3� 定性与定量 � 该方法定性需满足四个条
件 : # 试剂空白和样品空白不能出现与阳性对照
相同的离子峰; ∃ 特征离子色谱峰的信噪比 ( S /N )

表 1� 吡利霉素和内标的定性、定量离子
对以及锥孔电压、碰撞能量

药物
定性离

子对

驻留时间

/ s

锥孔电压

/V

碰撞能量

/ eV

吡利霉素

411. 5> 112. 0* 0. 6
34

28

411. 5> 363. 4� 0. 6 20

异吡利霉素
411. 5> 112. 0* 0. 6

34
28

411. 5> 363. 4� 0. 6 20

注: * 标示的为定量离子对。

都在 3 1以上; % 试样色谱峰的相对保留时间 (分

析物与内标的保留时间之比 ), 应与校正溶液的相

对保留时间一致, 容许偏差为 & 2. 5%; ∋检测到
的离子的相对丰度与校正溶液的相对丰度一致, 容

许偏差为 & 25%。本方法在定量时,标准和内标都
以响应强度最强的 411. 5> 112. 0作为定量离子进

行数据计算。

1. 4. 4� 标准曲线绘制 � 精密量取适量的工作液,
用甲醇稀释成浓度为 20、50、100、200、400 ng /mL

的系列对照液 (含内标异吡利霉素 100 ng /mL), 以

其质量色谱峰与相应内标的峰面积比为纵坐标, 对

照溶液的浓度为横坐标作图制得标准曲线。

1. 4. 5� 样品前处理 � 取 2 mL试料,置 50 mL离心

管内, 加入适量内标, 加含 1%甲酸的乙腈溶液 5

mL,涡旋混合 10 s, 5 000 r /m in, 离心 5 m in,转移上

清液至 50mL鸡心瓶。用含 1%甲酸的乙腈液 5mL

重复提取 1次,合并上清液,加正丙醇 3mL,于 60 !
旋转蒸发至干。用含 1%甲酸的 50 mmol /L乙酸铵

溶液 6. 0mL溶解残余物,备用。固相萃取柱依次用

甲醇、水各 2 mL预洗。取 3. 0 mL备用液过柱, 用

2%甲酸、甲醇各 2 mL淋洗,真空抽干。用 5%氨化

甲醇 3mL洗脱,收集洗脱液。于 50 ! 下氮气吹干,
残余物用 1. 0mL甲醇溶解,经微孔滤头过滤后作为

试样溶液,供高效液相色谱–串联质谱法测定。

1. 4. 6� 灵敏度的确定 � 将吡利霉素加入到空白牛
奶中,制成 1、2、5 ng /mL三个浓度的添加样品, 经

上述方法前处理后,用 LC- M S /MS检测, 观察吡利

霉素质量色谱峰的信噪比和对应药物浓度,定其检

测限和定量限。

1. 4. 7� 准确度和精密度的测定 � 采用标准添加
法, 在空白牛奶中添加 3个不同浓度 (选取方法灵

敏度所要求的 0. 5MRL、MRL和 1. 5倍 MRL)的吡

利霉素进行回收率试验,各浓度进行 6个样品平行

试验,重复 3次,求批内批间相对标准偏差。

2� 结 果

2. 1� 标准曲线 � 吡利霉素浓度在 20~ 400 ng /mL

范围内,特征离子质量色谱峰面积和内标的峰面积
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比与浓度线性关系良好,线性方程为 y= 0. 0126x +

0. 0446, R
2
= 0. 9999,标准曲线见图 2。

图 2� 吡利霉素溶液的标准曲线

2. 2� 方法灵敏度 � 按上述方法进行处理,当添加浓度
为 5 ng /mL时,测得吡利霉素的信噪比 S /N> 10(按峰

对峰计 ),说明方法的定量限可至 5 ng /mL。当添加

浓度为 2 ng /mL时,测得吡利霉素的信噪比 S /N >

3(按峰对峰计 ), 表明方法的检测限可至 2 ng /mL。

5 ng /mL的对照溶液和 5 ng /mL的添加试液中

吡利霉素和内标的特征离子质量色谱图见图 3和

图 4,并附有溶剂空白和牛奶空白的图谱。

图 3� 5 ng /mL对照溶液中吡利霉素特征离子质量色谱图

2. 3� 方法精确度 � 空白牛奶中吡利霉素在 50、

100、150 ng /mL 三个添加水平, 平均回收率为

90. 4% ~ 104. 3%, 批内 RSD 为 1. 3% ~ 3. 5%, 批

间 RSD为 1. 2% ~ 2. 7%。结果见表 2。

3� 讨 论

3. 1� 电喷雾离子源的选择 � 常见的大气压电离源
有电喷雾电离源 ( ES I)、大气压化学电离源 ( APC I)

和大气压光电离源 ( APPI)等, 从吡利霉素的分子

结构特征可以看出该药属于极性较强的药物, 使用

ESI源可以明显提高方法的灵敏度, 在流动相中加

入适量的乙酸铵可以明显提高吡利霉素的离子化

图 4� 牛奶中添加 5 ng /mL吡利霉素特征离子质量色谱图

表 2� 牛奶中添加吡利霉素回收率测定结果

药物

名称

添加浓度 /

( ng∀ mL- 1 )

测定

批次

批内平均

回收率 /%

批内

RSD /%

批间

RSD /%

离子相对

丰度 /%

50 1 104. 3 & 3. 3 3. 2 23. 6 & 0. 5

2 99. 1 & 2. 9 3. 0 2. 7 22. 9 & 0. 9

3 103. 1 & 2. 7 2. 6 22. 7 & 3. 1

100 1 99. 2 & 2. 9 2. 9 25. 5 & 0. 2

吡利霉素 2 99. 9 & 1. 9 1. 9 1. 2 21. 9 & 1. 2

3 101. 5 & 1. 5 1. 5 21. 6 & 1. 5

150 1 90. 4 & 1. 2 1. 3 26. 4 & 0. 3

2 94. 5 & 1. 4 1. 4 2. 2 23. 2 & 0. 4

3 91. 9 & 3. 2 3. 5 25. 5 & 0. 4

效率,获得较好的色谱峰,显著增强质谱的响应。

3. 2� 样品的前处理 � 提取溶剂的选择:牛奶中含有
大量的蛋白质,实验中分别尝试了丙酮、酸化乙醇、酸

化乙腈等不同的提取溶剂,发现用 1%的甲酸乙腈提

取时回收率较为理想,很好满足确证方法的要求。

固相萃取柱的选择: 吡利霉素属碱性化合物,分

子极性较强,因此选用了对碱性极性物质吸附能力

较强的复合模式阳离子交换柱 (MCX柱 ), 在酸性环

境中吡利霉素以完全离子化方式与复合模式吸附剂

作用,当用甲醇淋洗时离子型化合物将得以完全保

留,而单纯以疏水性作用为保留机制的物质将被大

部分去除。用氨化甲醇进行洗脱,可以调节 PH值使

离子化的吡利霉素变为中性, 进而洗脱出来。结果

表明该方法净化样品效果理想,且重现性好。
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