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摘  要: 建立了超高效液相色谱 -串联质谱 ( UPLC- M S /M S)法测定动物源性食品中 12种大环内酯类抗生素

(林可霉素、阿奇霉素、螺旋霉素、替米考星、竹桃霉素、红霉素、泰乐霉素、吉他霉素、罗红霉素、克拉

霉素、麦迪霉素、交沙霉素 )的方法。样品均质后, 用乙腈提取 , 正己烷净化, 无水硫酸钠脱水。乙腈提取

液减压浓缩后, 氮气流吹干, 甲醇溶解定容; 采用 UPLC- M S /M S电喷雾多反应监测模式检测, 基质匹配标

准曲线定量。实验结果表明, 12种大环内酯化合物在 5~ 100 Lg /kg范围内线性关系良好, 检出限均为

51 0Lg / kg, 定量下限为 10 Lg /kg。5种空白基质样品中, 10、 25、 50 Lg /kg加标水平的平均回收率为 60% ~

117% , 相对标准偏差均在 20% 以内。该方法灵敏度高、重复性好, 各项技术指标均满足国内外相关法规要

求, 可用于动物源性食品中 12种大环内酯类抗生素残留的检测。
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Abstrac:t An u ltra perform ance liquid chrom atography- tandem m ass spectrom etric ( UPLC - M S /

M S) m ethod w as deve loped for sim ultaneous determ inat ion of 12 m acro lide ant ib io tics, e1g. linco-

m ycin( LIN ), azithrom yc in ( AZI), spiram ycin ( SPM ), tilm icosin ( T IL ) , oleandom yc in ( OLD ) ,

josam ycin( JOS), tylosin( TYL), kitasam yc in(K IT), rox ithrom ycin( ROM ), clarithrom ycin( CLA ) ,

m ydecam ycin( MYD ), erythrom ycin ( ERM ) in products o f an im a l origin. H om ogenized sam ples

w ere extracted tw ice w ith aceton itrile. The extracts w ere partitioned w ith hexane to rem ove the an im a l

fats and dehydrated w ith sodium su lphate anhydrous. The extract layer w as evaporated to dryness and

the residue w as red isso lved in m ethano.l Iden tification o f 12 m acro lide an tib io tic w as achieved by

electrospray ion ization tandem m ass spectrom etry in positive m ode using m ultip le reaction m onitoring

(MRM ) and quantificat ion analysis w as perform ed w ith m atrix-m atched standard calibrat ion. The re-

su lts ind icated tha,t under the optim a l conditions, the calibrat ion curves show ed good linearity for 12

m acrolide antib iotics over the concentration range o f 5- 100 Lg /kg. Detect ion lim its w ere 510 Lg /kg

and quantification lim its w ere 10 Lg /kg fo r a ll the ana ly tes. Them ean recoveries varied from 60% to

117% a t three sp iked leve ls of 10, 25, 50 Lg /kg. TheRSD sw ere less than 20% . This m ethod is

sensitive and reproduc ib le, and it m eets the requirem ents o f the dom est ic and in ternational leg isla-

t ion. Therefore, it is su itable fo r the rout inely determ ination o f 12 m acro lide antibiotics residues in
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products o f anim a l or ig in.

Key words: m acrolide antibiotic; u ltra perform ance liqu id chrom atography tandem m ass spectrom e-

try(UPLC - M S /M S) ; products o f anim a l or ig in

大环内酯类抗生素 (MALs)属中谱抗生素, 对革兰氏阳性菌和支原体具有突出的抗菌活性, 临床上

主要用于治疗敏感菌引起的呼吸道、消化道和泌尿生殖系统感染
[ 1]

, 已广泛用于畜禽细菌性和支原体

感染的化学治疗, 在低剂量下具有良好的促生长作用。食品中的大环内酯类抗生素残留易引起过敏和

携带耐药因子菌株的扩散。我国 2002年农业部公告第 235号规定, 红霉素在动物组织、奶和蛋中的最

大残留限量 (MRL)为 40~ 200 Lg /kg; 吉他霉素在动物组织中的 MRL为 200 Lg /kg; 林可霉素在动物组

织、奶和蛋中的 MRL为 50~ 1 500 Lg /kg; 替米考星在动物组织和奶中的 MRL为 50~ 1 500 Lg /kg; 泰

乐菌素在动物组织、奶和蛋中的 MRL为 50~ 200 Lg /kg
[ 2]
。

目前国内外对大环内酯类抗生素残留的检测方法主要有高效液相色谱法
[ 3- 7]
和液相色谱质谱

法
[ 8- 15]

。由于该类化合物吸收光谱多在紫外末端区, 缺乏特征紫外吸收区位
[ 16]
。因此, 采用紫外检测

器很难建立一个多残留、高灵敏的检测方法。另外, 大环内酯类抗生素在玻碳电极上的氧化电位较高,

采用电化学检测器易受到流动相和样品基质中还原性物质的干扰, 一般需使用内标物定量法
[ 17]
。而荧

光衍生化易导致红霉素分解, 从而限制了荧光检测器的应用
[ 1]
。岳振锋等

[ 12 ]
采用高效液相色谱串联质

谱法测定了动物组织中的 7种大环内酯类抗生素残留, 徐锦忠等
[ 13 ]
也采用该法测定了蜂蜜中的 8种大

环内酯类药物残留, 均获得了良好的结果。王敏等
[ 9]
以罗红霉素为内标, 高效液相色谱串联质谱法测

定了动物源性食品中 6种大环内酯类药物残留, 结果良好, 但罗红霉素的残留检测受到了限制。

本文首次采用超高效液相色谱 -串联质谱法 ( UPLC - M S /M S), 建立了同时测定动物源性食品中

12种大环内酯类抗生素林可霉素 ( L IN)、阿奇霉素 ( AZI)、螺旋霉素 ( SPM )、替米考星 ( T IL )、竹桃霉

素 ( OLD)、红霉素 ( ERM )、泰乐霉素 ( TYL)、吉他霉素 ( K IT )、罗红霉素 ( ROM )、克拉霉素 ( CLA )、

麦迪霉素 (MYD)、交沙霉素 ( JOS)的多通道、快速、高效的检测方法。

1 实验部分

111 仪器与试剂

超高效液相色谱 (W aters UPLC) -串联质谱仪 ( Quattro Prem ier XE) : 配有电喷雾离子源; CR22GÒ

高速冷冻离心机 (日本 H itach i公司 ) ; R-210旋转蒸发仪 (瑞士 Buch i公司 ) , M S1 M inishaker旋涡混合

器和 U ltra-Turrax T25均质器 (均购自德国 IKA公司 )。

红霉素、交沙霉素、阿奇霉素 ( F luka公司 ) ; 林可霉素盐酸化物、竹桃霉素磷酸盐、克拉霉素、

麦迪霉素、吉他霉素 ( D r1公司 ); 罗红霉素、替米考星同分异构体混合物、泰乐霉素酒石酸盐、螺旋

霉素 ( Sigm a公司 )。甲醇、正己烷、乙腈、乙酸乙酯为色谱纯试剂 ( Burdick & Jackson公司 ) ; 醋酸铵

为色谱级 ( J1T1Baker公司 ) ; 优级纯乙酸 (天津光复精细化工研究所 ); 实验用水为 M ill-iQ超纯水。

112 标准溶液的配制

准确称取 12种大环内酯类抗生素标准品 (折合目标化合物 1010 m g)于 12个 10 mL容量瓶中, 依次

用适量甲醇溶解, 并用甲醇定容至刻度, 混匀, 配制成 110 g /L的标准储备溶液, - 18 e 避光保存。

吸取各标准储备溶液 011 mL, 用甲醇定容至 10 mL, 稀释成 1010 m g /L的混合标准中间溶液, - 18 e

避光保存。混合标准工作溶液: 根据需要用空白样品基质配制, 样品溶解液为甲醇。

113 样品处理

称取 5100 g均匀试样 (精确到 0101 g )置于 50 mL具塞离心管中, 加 20 mL乙腈, 在均质器中以

3 000 r/m in均质 30 s; 于 6 000 r /m in离心 3 m in, 将上层乙腈提取液收集于 50 mL容量瓶中, 再加

15 mL乙腈, 重复上述操作, 合并乙腈提取液。加入 20 m L乙腈饱和的正己烷, 于旋涡混合器上以

3 000 r/m in混匀 1 m in, 6 000 r/m in离心 3 m in, 弃去上层正己烷溶液, 重复上述操作, 乙腈溶液中约

加入 5 g无水硫酸钠, 以 6 000 r /m in离心 2 m in, 将上层乙腈提取液在 40 e 以下水浴减压浓缩至近干,

40 e 氮气流吹干。用 1 mL甲醇溶解残渣, 0122 Lm滤膜过滤, 待测定。
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114 色谱条件

A cqu ity UPLC
TM

BEH C18柱 ( 50 mm @ 211 mm, 117 Lm ), 柱温 35 e ; 流速 012 mL /m in; 进样量

10 LL。梯度洗脱条件: A相为乙腈, B相为 10 mm o l/L NH 4A c( 011% HA c), 0~ 310 m in, 10% A ~

40% A, 310~ 510 m in, 40% A~ 45% A, 510~ 610 m in, 45% A~ 60% A。

115 质谱条件

离子源: 电喷雾离子源; 扫描方式: 正离子扫描; 检测方式: 多重反应监测; 毛细管电压 3 300 V;

离子源温度 110 e ; 去溶剂气温度 350 e ; 去溶剂气流速 600 L /h; 锥孔气流速 50 L /h; 定性离子对、

定量离子对、锥孔电压和碰撞能量 ( CE)见表 1。

表 1 12种大环内酯类抗生素的保留时间与质谱条件

Tab le 1 Re tention tim es and optim ized spectrom etr ic param eters o f 12 m acro cyc lic an tibiotics

C ompound
Retent ion tim e

t /m in

Qu alification

ion pairs

Quan tif icat ion

ion pairs

Cone vo ltage

V /V
CE E /V

LIN 1173 40713 /12610, 40713 /35912 40713 /12610 35, 35 30, 20

AZI 2184 74818 /59112, 74818 /15719 74818 /59112 30, 30 40, 30

SPM 2187 42215 /17410, 42215 /14510 42215 /17410 25, 25 18, 20

TIL 3133 86917 /17319, 86917 /69615 86917 /17319 40, 40 45, 40

OLD 3146 68815 /15810, 68815 /54412 68815 /15810 35, 35 30, 20

ERM 3166 73416 /57613, 73416 /71612 73416 /57613 30, 30 20, 10

TYL 3185 91616 /17319, 91616 /77213 91616 /17319 45, 45 35, 30

K IT 4134 77215 /17410, 77215 /21511 77215 /17410 30, 30 30, 30

ROM 4157 83715 /15719, 83715 /67912 83715 /15719 35, 35 40, 25

CLA 4148 74815 /15719, 74815 /59012 74815 /14719 30, 30 30, 20

MYD 4170 81416 /17319, 81416 /61412 81416 /17319 35, 35 30, 25

JOS 5136 82815 /17318, 82815 /22910 82815 /17318 40, 40 35, 30

2 结果与讨论

211 提取方法的选择
大环内酯类抗生素为弱碱性化合物, 易溶于酸性水溶液和极性溶剂, 如甲醇、乙腈等。在中性水

溶液中相对较稳定, 但酸性条件下易发生水解, 特别是红霉素, 即使很稀的醋酸溶液也能使其分解。

根据文献 [ 5, 14]报道, 采用酸化的甲醇溶液提取, 结果表明, 林可霉素、红霉素、螺旋霉素和阿奇

霉素的回收率均小于 60% , 可见这 4种化合物的酸解较为严重。本研究借鉴文献 [ 12] , 采用乙腈提

取, 正己烷净化, 12种大环内酯类化合物均得到较好的回收率, 且前处理步骤简单。

212 样品溶解液的选择

考察了不同样品溶解液的影响。结果表明, 最后溶解液的不同, 使得大环内酯类抗生素的灵敏度

及峰形有显著差异。用 011% 甲酸稀释标准品进样, 红霉素的灵敏度较低, 且很快水解失去 1个 H2O,

产生 m /z 71618的峰; 用甲醇 - 011% 甲酸 (体积比 1 B1)稀释, 测试红霉素稳定性, 红霉素分子离子

峰 m /z 73416响应强度逐渐减弱, 100 m in后响应值降低了约 90% ; 用乙腈稀释, 红霉素离子峰较强且

稳定, 但林可霉素出现两峰; 用水稀释, 林可霉素峰形良好, 但其他 11种大环内酯抗生素的灵敏度均

较差; 用水相流动相 10 mm oL /L乙酸铵 (含 011% 乙酸 )稀释, 灵敏度低; 而用甲醇稀释, 12种大环内

酯类抗生素的峰形良好, 且灵敏度较好。本方法选择甲醇为样品的最后溶解液。

213 不同样品基质的影响
本文用抑制率 (即基质匹配标准中监控离子响应强度比试剂标准中相应监控离子响应强度减少的百

分比 )来表述样品基质对监控离子离子化的干扰。抑制率为正数时, 表示基质对监控离子的离子化有抑

制作用; 抑制率为负数时, 表示基质对监控离子的离子化有增强作用。以鸡肉、鸡肝、猪肉、牛奶、

蜂蜜为基质空白, 分别添加 10 Lg /kg的大环内酯类抗生素标准, 与 10 Lg /kg标准溶液进行比较。结果

表明, 各样品基质对 12种大环内酯类抗生素的离子化均有非常强的基质效应, 且不同基质对各大环内

酯抗生素的基质效应也不同, 结果见表 2。本研究以相应样品基质空白溶液稀释标准溶液, 可使标准

和样品溶液具有相同的离子化条件, 从而消除了基质效应对样品定量的影响。
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表 2 不同样品基质对 12种大环内酯类抗生素的抑制作用

Table 2 Ion suppress ion effect o f different m atr ices on 12 m acrocyclic antib io tics

 Com pound M on itoring ions
Suppress ion rat io* /%

Ch icken mu scle C h icken liver Pork mu scle H oney M ilk

LIN 40713 /12610 4611 6719 6211 - 2918 3411

40713 /35912 4612 6318 7518 - 4313 5019

AZ I 74818 /59112 813 3016 1512 514 214

74818 /15719 1812 3811 2819 916 817

SPM 42215 /17410 - 4716 210 - 5011 - 3610 - 3713

42215 /10110 - 10111 - 014 - 5716 - 2715 - 7416

T IL 86917 /17319 - 6014 4718 - 4216 - 3110 - 7313

86917 /69615 - 2617 5617 - 2112 - 911 - 3919

OLD 68815 /15810 2113 4015 1714 2510 2214

68815 /54412 1514 3519 2316 1818 1012

ERM 73416 /57613 911 3212 2014 1313 1112

73416 /71612 417 3417 1819 517 013

TYL 91616 /17319 - 5317 2311 - 4816 - 2514 - 3012

91616 /77213 - 6116 5211 - 1718 - 3215 - 3217

KIT 77215 /17410 - 5618 - 5416 - 6114 - 2117 - 3911

77215 /21511 - 8219 - 8711 - 6112 - 2718 - 9810

ROM 83715 /15719 - 018 2813 310 - 1114 - 016

83715 /67912 - 513 2616 210 - 717 - 212

CLA 74815 /15719 414 2112 1216 310 416

74815 /59012 918 3112 1915 1016 1015

MYD 81416 /17319 - 4212 - 1219 - 3519 - 1918 - 3016

81416 /61412 - 5713 - 3118 - 4019 - 2816 - 5710

JOS 82815 /17318 - 4314 - 3011 - 3911 - 419 - 2819

82815 /22910 - 3019 - 1215 - 4411 - 1619 - 1910

 * supp ress ion rat io= ( IS - IB ) @ 100% /IS, IS rep resents ion in tensity of standard in solven t, IB represen ts ion in tensity of standard in b lank matrix

214 质谱条件的优化

在正离子模式下, 分别对 012 m g /L的 12种大环内酯类抗生素的标准溶液进行母离子全扫描, 确

定其分子离子, 优化各分子离子的锥孔电压。再分别以上述离子为母离子, 对其子离子进行全扫描,

选择峰度较高、干扰较小的 2对子离子为定性离子, 峰度最高的作为定量离子, 并优化其碰撞能量。

12种大环内酯的优化质谱条件见表 1。

215 线性范围、检出限与加标回收率

采用不含待测组分的鸡肝、鸡肉、猪肉、蜂蜜、牛奶为样品基质空白, 按照 / 1130 步骤处理,

制备 5、10、25、50、100 Lg /kg的 12种抗生素样品的混合标准系列, 进样测定。在 5~ 100 Lg /kg范

围内 12种抗生素标准曲线线性良好, 相关系数均不小于 0199。 12种抗生素的检出限 ( S /N \ 3)均为

5 Lg /kg, 定量下限 (S /N \ 10)均为 10 Lg /kg。

分别对上述 5种空白基质样品进行 10、 25、 50 Lg /kg 3个水平的添加回收实验, 每个添加水平取

6个平行样。 12种抗生素的平均回收率为 60% ~ 117% , 相对标准偏差均在 20% 以内 (见表 3)。12种大

环内酯类抗生素在鸡肝、鸡肉、猪肉、牛奶、蜂蜜中的回收率分别为 64% ~ 106% 、62% ~ 96% 、60% ~

99%、 74% ~ 98% 、 87% ~ 117% , 相对标准偏差分别为 314% ~ 1219%、 319% ~ 1112% 、 412% ~

1311%、 516% ~ 1218% 、414% ~ 1717%。图 1为鸡肝样品空白及鸡肝样品添加 12种大环内酯抗生素

10 Lg /kg的 MRM色谱图。

表 3 12种大环内酯类抗生素在不同基质中的回收率

Table 3 Recoveries o f 12 m acro cyc lic an tibiotics standard in five d iffe rentm a tries

C ompound

Ch ick en l iver

Recovery

R /%

RSD

sr /%

Ch icken mu scle

Recovery

R /%

RSD

sr /%

Pork m uscle

Recovery

R /%

RSD

sr /%

M ilk

R ecovery

R /%

RSD

sr /%

H on ey

Recovery

R /%

RSD

sr /%

L IN 88 615 62 716 65 1311 83 910 95 418

AZI 72 511 86 916 70 812 98 916 92 813

SPM 64 911 67 616 69 612 83 917 88 1114
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(续表 3)

C ompound

Ch ick en l iver

Recovery

R /%

RSD

sr /%

Ch icken mu scle

Recovery

R /%

RSD

sr /%

Pork m uscle

Recovery

R /%

RSD

sr /%

M ilk

R ecovery

R /%

RSD

sr /%

H on ey

Recovery

R /%

RSD

sr /%

TIL 81 610 87 1112 99 614 78 519 113 913

OLD 81 716 75 615 84 513 89 814 92 618

ERM 86 411 82 512 87 917 86 1015 102 1013

TYL 93 916 76 818 67 1113 87 716 97 1717

K IT 74 513 63 319 60 812 86 919 87 414

ROM 106 517 96 917 96 412 91 516 102 1110

CLA 96 815 88 614 90 1011 90 1218 106 1116

MYD 93 1219 79 516 64 1218 74 616 98 713

JOS 88 314 83 715 63 514 83 1119 117 610

图 1 鸡肝样品空白 ( A )及鸡肝添加 12种 10 Lg /kg大环内酯抗生素 ( B)的 M RM色谱图

F ig11 M RM ch rom a tog ram s of b lank chicken liver( A ) and spiked w ith 10 Lg /kg 12 m acrocyclic antib iotics( B)

3 结  论

本文建立了乙腈提取、正己烷净化、超高效液相色谱 -串联质谱同步测定动物源性食品中 12种大

环内酯类抗生素残留的检测方法, 6 m in内可完成 12种大环内酯类抗生素的快速分离检测。 12种大环

内酯类抗生素在鸡肝、鸡肉、猪肉、蜂蜜、牛奶 5种基质中的回收率为 60% ~ 117% , 相对标准偏差均

小于 18% 。方法简便、快速、重复性好、准确度高, 是动物源性食品中大环内酯类抗生素残留快速检

测的有效方法。
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