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摘　要 : 高效液相色谱 -串联质谱法同时检测动物性食品中 6种大环内酯类药物泰乐霉素、交沙霉素、柱晶

白霉素、螺旋霉素、替米考星和红霉素残留。样品经乙腈提取 , C18固相萃取柱净化 , 以 011% (φ)甲酸 -乙

腈和 011% (φ)甲酸 -水作流动相梯度洗脱。电喷雾正离子 MRM模式检测 , 罗红霉素作为内标。方法的定量

下限为 20μg/kg。在 2～50μg/L范围内 , 峰面积与质量浓度成良好的线性关系 , 相关系数大于 01999。样品

在 20、100、200μg/kg添加水平的回收率为 70%～110% , 相对标准偏差为 411%～1013% ( n = 6)。方法灵敏、

检出限低、实用性强。
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Determ ination of Macrolides in Animal O rigin Food by HPLC - MS/MS
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Ab s tra c t: A high2performance liquid chromatography tandem mass spectrometry method was developed

for the simultaneous determ ination of tylosin, josamycin, kitasamycin, sp iramycin, tilm icosin, and e2
rythromycin. The samp les were extracted with acetonitrile and cleaned2up by C18 SPE. Separation of

targeted analytes was achieved by a gradient elution p rogram with 011% form ic acid - acetonitrile and

011% form ic acid - water. The mass spectrometer was operated in the positive electrosp ray ionization

mode. Roxithromycin was used as internal standard. The detection lim its were 20μg /kg. The assay

was validated by analyzing samp les sp iked with 20, 100, 200μg/kg m icrolides. The range of linearity

was 2 - 50μg/kg, with correlation coefficient greater than 01999. The average recoveries and the rela2
tive standard deviationswere in the range of 70% - 110% and 411% - 1013% , respectively. The meth2
od is sensitive, reliable and rep roducible.

Key wo rd s: HPLC - MS/MS; Macrolides; Animal origin food

大环内酯类药物包括红霉素、泰乐霉素、柱晶白霉素、交沙霉素、螺旋霉素、替米考星等。它们

的基本结构特点都是以一个大环内酯为母体 , 通常为 12～20元环 , 在大环上通过羟基 , 以苷键与 1～3

个去氧氨基糖或二甲氨基糖缩合成碱性苷。该类药物具有广谱抗菌作用 , 广泛应用于畜牧业中 , 动物

性食品中药物残留较为普遍 , 高残留会对人类造成致敏性、毒性反应 , 尤其是敏感个体。长期使用 ,

会改变人类肠道菌群的微生态环境 , 造成人体肠道细菌菌群失调 , 同时易产生细菌抗药性。

国内外制定了泰乐霉素等的最大残留限量。我国农业部于 1999年颁布标准规定泰乐霉素的最大残

留限量 : 动物肌肉和内脏 011 mg/kg, 奶为 0105 mg/kg。有关大环内酯类药物的检测工作 , 目前有液相

色谱法和液相色谱 -串联质谱法 [ 1 - 4 ]。液相色谱方法存在着干扰大、灵敏度低、不能同时检测多种药

物的局限性 [ 3 - 4 ]。国内虽有报道用液相色谱 -离子肼质谱联用检测肉中 5种大环内酯类药物 , 但泰乐

霉素检出限为 016 ng, 高于牛奶中的残留限量 , 而且回收率偏低 (50%～60% ) [ 1 - 2 ]。本文采用罗红霉素

作为内标 , 高效液相色谱串联质谱同时检测动物性食品中 6种大环内酯类药物 , 检出限低、回收率高。
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1　实验部分

111　主要仪器与试剂

高效液相色谱 -串联四极杆质谱联用仪 (AP I4000) , M illipore纯水制备系统 , 固相萃取装置、C18

固相萃取小柱 3 mL (200 mg)。

　　标准物质 : 泰乐霉素、螺旋霉素、柱晶白霉素、交沙霉素、红霉素、替米考星、罗红霉素标准品 ,

纯度均大于 95% ; 甲醇、乙腈、正己烷、甲酸 , 均为 HPLC级 ; 氯化钠、磷酸二氢钠、无水硫酸钠 ,

分析纯 ; 水为二次蒸馏水。

大环内酯标准储备液 : 分别准确称取适量大环内酯标准品 , 用甲醇配成 100 mg/L的标准储备液 ,

4 ℃保存 , 根据需要用甲醇将标准储备液稀释至适当浓度 , 作为混合标准工作液 , 4 ℃冰箱保存。

罗红霉素内标溶液 : 准确称取适量罗红霉素标准品 , 用甲醇配成 100 mg/L的标准储备液 , 4 ℃保

存。根据需要用甲醇将内标储备液稀释到一定浓度的内标工作液。

磷酸盐缓冲液 : 取 1318 g磷酸二氢钠溶于 950 mL水 , 用氢氧化钠调至 pH 810, 用水稀释到 1 L。

112　样品处理

称取 2 g均质样品置于 50 mL具塞离心管中 , 加 25 mL乙腈和 1 mL 100μg/L内标工作液 , 在均质

器中以 2 000 r/m in均质 30 s; 于 3 000 r/m in离心 3 m in, 将上层乙腈提取液过滤收集。再加 20 mL乙

腈 , 重复上述操作 , 合并乙腈提取液。加入 20 mL正己烷于旋涡混合器上以 2 000 r/m in混匀 1 m in,

以 3 000 r/m in离心 3 m in, 弃去上层正己烷。然后将乙腈提取液过无水硫酸钠柱 , 在 40 ℃以下水浴减

压浓缩至近干。再加入 15 mL磷酸盐缓冲溶液 , 溶液移至 C18净化柱 , 再用 5 mL水和 5 mL甲醇 -水

(体积比 2 ∶8)依次洗涤离心管 , 洗涤液过 C18柱 , 弃去流出液 , 负压抽干 , 用 6 mL甲醇洗脱 , 收集全

部洗脱液 , 用水定容至 10 mL, 混匀。如果溶液浑浊 , 加正己烷净化 , 弃去上层正己烷 , 供 LC - MS/MS

测定。

对于蜂蜜样品 , 称取 2 g样品 , 加入 1 mL 100μg/L内标工作溶液和 15 mL磷酸盐缓冲溶液溶解 ,

混匀 , 直接移至 C18净化小柱 , 步骤同上。

113　色谱与质谱条件

色谱柱 : KR10025C8, 150 mm ×211 mm , 内径 5μm。流动相 : A , 含 011%甲酸的乙腈 ; B ,

011%甲酸水溶液 ; 梯度洗脱 : 0～4 m in, 20% A; 4～615 m in, 20% A→80% A; 615～616 m in, 80%

A→95% A; 919～10 m in, 95% A→20% A。流速 : 400μL /m in。进样量 : 10μL。柱温 : 室温。

采用电喷雾离子源 , 正离子扫描 , 喷雾电压 5 500 V, 离子源温度 550 ℃, 雾化器压力 310 kPa,

气帘气压力 138 kPa, 辅助气流速 310 kPa。

2　结果与讨论

211　样品净化

采用单一的液液萃取方法 , 对于基质复杂的样品 , 如肝脏、肾脏等 , 色谱峰杂质干扰大。当使用

Oasis(HLB ) 3 cc 60 mg和 6 cc 500 mg两种柱子时 , 虽然可以去除样品溶液中色素等杂质 , 但大环内酯

类药物同时也不同程度地被洗下来 , 回收率降低。当使用 SCX柱和 C18柱净化样品溶液时 , 大环内酯

类药物没有损失 , 考虑到 C18柱成本低 , 因此本实验采用 C18柱净化样品提取液 [ 5 - 6 ]。

212　液相条件的选择

本实验选用了 KR10025C8 ( 50 mm ×211 mm, 5μm )、D iscovery2C18 ( 150 mm ×211 mm, 5μm )、

CAPCELL PAK C18 (50 mm ×210 mm, 3μm ) 3种不同规格、不同填料的色谱柱进行实验。结果发现 ,

使用 D iscovery2C18时 , 有的药物没有出峰。而使用 CAPCELL PAK C18时 , 6种药物分离效果没有

KR10025C8好 , 因此本实验选用了 KR10025C8色谱柱 , 获得较好的分离效果。实验对比了流动相用梯

度洗脱和未用梯度洗脱对出峰的影响 , 结果显示 , 梯度洗脱时 , 基线平稳 , 峰形对称 ; 而未用梯度洗

脱时 , 基线上扬 , 峰形不对称。此外 , 研究发现 , 柱温 (25～40 ℃)对出峰时间和峰形影响不大 , 本实

验中柱温设置为室温。
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213　内标物质的确定

由于大环内酯类药物没有同位素内标物质 , 本实验选用一种没有用于兽药用途的大环内酯类药物

罗红霉素作为内标 , 其结构与红霉素类似。实验结果显示 , 使用内标物质定量 , 与没有使用内标相比 ,

方法的灵敏度和回收率均有所提高 [ 7 - 8 ]。

214　质谱条件的选择

利用质谱的 ESI模式 , 6种大环内酯类药物在正离子检测方式下均有良好响应 , 可观察到各组分的

[M + H ] +分子离子峰。在对分子离子进行二次质谱扫描时 , 又得到它们的碎片离子。实验中对质谱参

数去簇电压 (DP)、碰撞气能量 (CE)和碰撞室出口电压 (CXP)进行了优化 , 结果见表 1。

表 1　6种大环内酯药物和内标物质的定性离子对、定量离子对、去簇压力、碰撞气能量及碰撞室出口电压
Table 1　Qualitative ion pairs, quantitative ion pairs, declustering potential, collision energy, cell exit potential of

six macrolide drugs and internal standard

Compound
Qualitative ion pairs

(定性离子对 ) m / z

Quantitative ion pairs

(定量离子对 ) m / z

Declustering potential(DP)

(去簇电压 ) V /V

Collision energy(CE)

(碰撞气能量 ) V /V

Cell exit potential(CXP)

(碰撞室出口电压 ) V /V

Tylosin 916. 5 /174. 4 916. 5 /174. 4 90 53 10
(泰乐霉素 ) 916. 5 /772. 5 90 43 12
Josamycin 829. 4 /229. 3 829. 4 /229. 3 88 43 14
(交沙霉素 ) 829. 4 /601. 7 96 37 10
Kitasamycin 772. 4 /215. 3 772. 4 /215. 3 71 45 17
(柱晶白霉素 ) 772. 4 /558. 4 76 37 15
Sp iramycin 843. 5 /174. 1 843. 5 /174. 1 117 47 10
(螺旋霉素 ) 843. 5 /243. 2 106 42 15
Tilm icosin 869. 6 /174. 5 869. 6 /174. 5 84 60 11
(替米考星 ) 869. 6 /696. 6 93 58 10
Erythromycin 734. 6 /158. 2 734. 6 /576. 6 59 41 10
(红霉素 ) 734. 6 /576. 6 71 27 15
Roxithromycin 837. 5 /679. 5 837. 5 /679. 5 69 28 19
(罗红霉素 ) 837. 5 /158. 2 73 45 9

215　线性范围、回收率与精密度实验

本实验工作曲线中 , 大环内酯混合标准溶液的质量浓度分别为 2、4、20、40、50μg/L, 结果表

明 , 标准溶液在 2～50μg/L范围内 , 峰面积与质量浓度成良好的线性关系 , 其相关系数大于 01999。

本实验以 5种动物性食品 (猪肉、禽肉、肝脏、肾脏、蜂蜜 )作为样品 , 取适量标准品加入到 210 g样品

中 , 使添加量相当于 20、100、200μg /kg, 按照操作方法进行实验 , 回收率和精密度见表 2。结果显

示 , 样品在 20、100、200μg/kg添加水平的回收率为 70%～110% , 相对标准偏差 ( RSD )为 411%～

1013%。根据回收率试验 , 确定定量下限 (LOQ )为 20μg/kg。

表 2　内标法测得大环内酯的回收率及精密度 ( n = 6)

Table 2　Recovery and p recision of macrolides using internal standard method ( n = 6)

Compound Samp le
Added

w / (μg·kg - 1 )

Average recovery

R /%

RSD

sr / %

Tylosin Pork 20, 100, 200 80, 86, 90 4. 1, 4. 9, 7. 0
(泰乐霉素 ) Chicken 20, 100, 200 82, 85, 90 4. 6, 6. 5, 7. 7

L iver 20, 100, 200 82, 85, 90 5. 2, 10. 3, 8. 4
Kidney 20, 100, 200 80, 83, 87 6. 6, 5. 9, 7. 5
Honey 20, 100, 200 86, 90, 87 6. 6, 8. 8, 5. 4

Josamycin Pork 20, 100, 200 81, 83, 89 4. 5, 4. 1, 7. 4
(交沙霉素 ) Chicken 20, 100, 200 79, 89, 90 5. 9, 8. 3, 7. 3

L iver 20, 100, 200 81, 90, 86 5. 0, 7. 8, 7. 0
Kidney 20, 100, 200 81, 87, 86 7. 2, 9. 6, 6. 2
Honey 20, 100, 200 81, 87, 92 6. 2, 7. 8, 7. 5

Kitasamycin Pork 20, 100, 200 82, 85, 88 6. 0, 5. 9, 6. 6
(柱晶白霉素 ) Chicken 20, 100, 200 81, 88, 86 4. 8, 5. 4, 5. 9

L iver 20, 100, 200 81, 87, 89 5. 4, 6. 2, 9. 8
Kidney 20, 100, 200 81, 87, 84 5. 8, 6. 6, 6. 6
Honey 20, 100, 200 81, 87, 86 6. 6, 9. 4, 6. 9
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　 (续表 2)

Compound Samp le
Added

w / (μg·kg - 1 )

Average recovery

R /%

RSD

sr / %

Sp iramycin Pork 20, 100, 200 81, 88, 86 5. 6, 6. 3, 5. 2

(螺旋霉素 ) Chicken 20, 100, 200 82, 86, 87 5. 6, 4. 9, 5. 0

L iver 20, 100, 200 80, 86, 91 4. 7, 5. 9, 8. 3

Kidney 20, 100, 200 80, 86, 87 7. 6, 4. 9, 6. 4

Honey 20, 100, 200 81, 84, 102 4. 7, 6. 0, 4. 7

Tilm icosin Pork 20, 100, 200 76, 82, 85 9. 8, 6. 7, 5. 9

(替米考星 ) Chicken 20, 100, 200 78, 83, 101 9. 6, 8. 9, 7. 0

L iver 20, 100, 200 79, 84, 89 6. 7, 5. 8, 8. 5

Kidney 20, 100, 200 77, 81, 84 7. 6, 5. 9, 6. 3

Honey 20, 100, 200 81, 83, 87 7. 7, 8. 0, 6. 7

Erythromycin Pork 20, 100, 200 74, 79, 83 9. 6, 8. 3, 5. 7

(红霉素 ) Chicken 20, 100, 200 78, 82, 85 8. 6, 7. 8, 6. 1

L iver 20, 100, 200 76, 80, 85 7. 7, 6. 9, 7. 3

Kidney 20, 100, 200 75, 82, 86 9. 6, 8. 9, 6. 2

Honey 20, 100, 200 80, 83, 86 8. 8, 7. 0, 5. 7
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