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［摘　要］　建立了猪和鸡的肌肉、肝脏以及鸡皮＋脂组织中泰妙菌素残留标志物（８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ）残

留检测的ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法。样品经酸化丙酮提取，氢氧化钠水解，正己烷除脂，二氯甲烷反萃取

后，用Ｃ１８色谱柱分离，以０．１％甲酸乙腈溶液和０．１％甲酸水溶液为流动相进行梯度洗脱，基质添加

标准溶液外标法定量。结果表明：８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ在２０～５００μｇ／ｋｇ猪肌肉、鸡肌肉和鸡皮＋

脂基质添加标准溶液浓度范围、１００～２０００μｇ／ｋｇ猪肝基质添加标准溶液浓度范围、２００～

４０００μｇ／ｋｇ鸡肝基质添加标准溶液浓度范围内呈现良好线性关系，相关系数 Ｒ２均大于０．９９０；方法

定量限：猪肌肉、鸡肌肉、鸡皮＋脂为２５μｇ／ｋｇ，猪肝脏为１００μｇ／ｋｇ，鸡肝脏为２５０μｇ／ｋｇ。猪肌肉、

鸡肌肉、鸡皮＋脂在２５～２００μｇ／ｋｇ添加浓度范围内、鸡肝脏在２５０～２０００μｇ／ｋｇ添加浓度范围内、

猪肝脏在 １００～１０００μｇ／ｋｇ添加浓度范围内，８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ的回收率范围均为 ６０％ ～

１２０％，批内、批间相对标准偏差均小于２０％，满足国内外兽药残留相关法规规定。
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８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎｉｎｐｉｇｍｕｓｃｌｅ，ｃｈｉｃｋｅｎｍｕｓｃｌｅａｎｄｓｋｉｎａｎｄｆａｔｏｆｃｈｉｃｋｅｎｗｅｒｅ２５μｇ／ｋｇ，ｉｎｐｉｇｌｉｖｅｒ

ｗａｓ１００μｇ／ｋｇａｎｄｉｎｃｈｉｃｋｅｎｌｉｖｅｒｗａｓ２５０μｇ／ｋｇ．Ｔｈｅａｖｅｒａｇｅｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓｆｒｏｍｓｐｉｋｅｄａｎｉｍａｌｔｉｓｓｕｅｓａｔｔｈｅ

ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓｏｆ２５～２００μｇ／ｋｇｆｏｒｐｉｇｍｕｓｃｌｅ，ｃｈｉｃｋｅｎｍｕｓｃｌｅａｎｄｓｋｉｎａｎｄｆａｔｏｆｃｈｉｃｋｅｎ，２５０～２０００μｇ／ｋｇ

ｆｏｒｃｈｉｃｋｅｎｌｉｖｅｒ，１００～１０００μｇ／ｋｇｆｏｒｐｉｇｌｉｖｅｒ，ｒａｎｇｅｄ６０％～１２０％．Ｔｈｅｉｎｔｒａ－ａｎｄｉｎｔｅｒ－ｂａｔｃｈｖａｒｉａｔｉｏｎ

ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓｗｅｒｅｂｏｔｈｌｅｓｓｔｈａｎ２０％．

Ｋｅｙｗｏｒｄｓ：ａｎｉｍａｌｄｅｒｉｖｅｄｆｏｏｄ；８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ；ｒｅｓｉｄｕｅ；ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ

　　泰妙菌素是一种截短侧耳素类动物专用抗生

素，主要用于防治畜禽呼吸系统疾病和促生长，是广

泛应用的兽医专用抗生素之一。该药在动物体内吸

收迅速，体内分布广泛，抗菌活性强，对支原体、细菌

及螺旋体，如猪肺炎支原体、猪滑液支原体、鸡败血

支原体、链球菌、金黄色葡萄球菌、放线杆菌及猪痢

疾短螺旋体等都具有良好的抗菌活性［１］。低剂量的

泰妙菌素可以促进动物生长，提高饲料利用率，因此

作为兽药和饲料添加剂被广泛应用［２］。但是，泰妙

菌素残留可能对人类健康造成严重的潜在危害。泰

妙菌素在动物体内代谢成８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ以

及各种酯代谢物［３］。据报道，动物组织内８－α－

Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ残留量与泰妙菌素总量有关联［４］，因

此，通过测定动物体内８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ残留量

即可推导计算泰妙菌素的总量。目前我国与欧盟等

国均已批准了泰妙菌素在猪、鸡等动物组织中的最

大残留限量（ＭＲＬ），在鸡蛋中的残留标志物为原型，

在猪肝脏、肌肉和鸡肝脏、肌肉及皮＋脂中的残留标

志物为可水解为８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ代谢产物之

和。８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ在猪肝脏中的 ＭＲＬ为

５００μｇ／ｋｇ，在猪肉中的ＭＲＬ为１００μｇ／ｋｇ，在鸡肝脏

中的ＭＲＬ为１０００μｇ／ｋｇ，在鸡肉和鸡的皮＋脂中的

ＭＲＬ为 １００μｇ／ｋｇ［４］。目前，我国尚未发布以

８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ为标志物的泰妙菌素残留检

测方法标准，已发表的相关文献，均以泰妙菌素原

型为残留标志物，与兽药最高残留限量标准规定不

符。因此，本试验进行了猪的肌肉、肝脏以及鸡的

肌肉、肝脏、皮＋脂组织中８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ残

留检测的ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法研究。

１　材料与方法

１．１　仪器　ＡｃｑｕｔｉｙＵＰＬＣ－ＰｒｅｍｉｅｒＸＥＴＭ质谱联用

仪，Ｗａｔｅｒｓ公司；电子天平，ＭｅｔｔｌｅｒＴｏｌｅｄｏ公司；

高速冷冻离心机，Ｈｅｒａｅｕｓ公司；氮吹仪，Ｊｎｃ公司；

涡旋混合器、水平振荡器，ＩＫＡ公司；旋转蒸发仪，

Ｂｕｃｈｉ公司。

１．２　药品和试剂　８α－羟基 －泰妙菌素，纯度

９９．０％，ＳＡＮＤＯＺ公司生产，礼来公司提供；甲醇、

乙腈、甲酸为色谱纯，Ｆｉｓｈｅｒ公司；丙酮、正己烷、二

氯甲烷、盐酸、氢氧化钠均为分析纯；所用水为超

纯水。

１．３　标准溶液配制　精密称取８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕ

ｔｉｌｉｎ标准品约１０ｍｇ，于１０ｍＬ容量瓶中，用丙酮溶

解并定容至刻度，配制成 １ｍｇ／ｍＬ的 ８－α－

Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ标准储备液。准确吸取 ０．１ｍＬ标

准储备液至另一１０ｍＬ容量瓶中，用甲醇 ＋０．１％

甲酸水溶液（２０＋８０，Ｖ／Ｖ）溶解并稀释至刻度，配

制成１０μｇ／ｍＬ标准工作液。

１．４　样品前处理

１．４．１　提取与水解　准确称取（２±０．０２）ｇ试料

于５０ｍＬ离心管内，加入丙酮 －０．５ｍｏｌ／Ｌ盐酸溶

液（６０∶１，Ｖ／Ｖ）２０ｍＬ，涡旋混匀，中速水平振荡

５ｍｉｎ，８０００ｒ／ｍｉｎ离心８ｍｉｎ，取上清液于５０ｍＬ鸡

心瓶中。依次加水５ｍＬ、０．５ｍｏＬ／Ｌ盐酸１ｍＬ，混

匀，４５℃下旋转蒸至无沸腾现象，依次加入水

１．５ｍＬ、７ｍｏＬ／Ｌ氢氧化钠溶液 ０．５ｍＬ，混匀，

４５℃水浴２０ｍｉｎ后，取出放置至室温备用。

１．４．２　除脂与萃取　备用液转移至５０ｍＬ离心管

内，加正己烷 １０ｍＬ，涡旋混匀，于 ４℃ 下

５０００ｒ／ｍｉｎ离心５ｍｉｎ，弃上层液，依次加入水５ｍＬ、

浓盐酸 ０．５ｍＬ和二氯甲烷 １０ｍＬ，涡旋混匀，于

４℃下５０００ｒ／ｍｉｎ离心 ５ｍｉｎ，取下层液于 １０ｍＬ

离心管中，４５℃氮气吹至近干。残余物中加入甲
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醇＋０．１％甲酸水溶液（２０＋８０，Ｖ／Ｖ）１．０ｍＬ，充分

涡旋溶解后转移至１．５ｍＬ离心管中，１２０００ｒ／ｍｉｎ

离心５ｍｉｎ，取适量上清液过０．２μｍ滤膜，供超高

效液相色谱－串联质谱仪测定。

１．５　仪器条件

１．５．１　色谱条件　色谱柱为 ＢＥＨＣ１８（５０ｍｍ×

２．１ｍｍ，１．７μｍ）；流动相 Ａ相为０．１％甲酸乙腈

溶液，Ｂ相为０．１％甲酸水溶液，梯度洗脱：０．０～

５．０ｍｉｎ，１０％Ａ线性变化至９０％Ａ；５．０～６．５ｍｉｎ，

９０％Ａ线性变化至 １０％Ａ；流速为 ０．３ｍＬ／ｍｉｎ；

柱温为３０℃；进样量为１０μＬ。

１．５．２　质谱条件　电喷雾离子源（ＥＳＩ＋）；毛细管

电压为 ３．２ｋＶ；萃取电压为 ３．０Ｖ；透镜电压为

０．５Ｖ；源温为１００℃；脱溶剂温度为３５０℃；脱溶

剂气速为４５０Ｌ／ｈ；锥孔反吹气速为５０Ｌ／ｈ。

１．５．３　定性与定量　该方法定性需满足四个条

件：① 空白实验不出现与阳性对照相同的离子峰；

② 特征离子色谱峰信噪比（Ｓ／Ｎ）都在 ３∶１以上；

③ 试样色谱峰保留时间应与校正溶液的一致，容

许偏差为±５％；④ 检测到的离子丰度比应与校正

溶液的一致，容许偏差达到欧盟２００２／６５７／ＥＣ中的

规定。定量时以响应强度最强的离子对作为定量

离子，通过基质添加标准溶液外标法进行定量。

１．６　定量方法　于空白基质中添加适宜浓度药物

进行提取、水解及反萃取后的溶液作为对照溶液进

行测定，作为定量依据。

１．７　线性测定方法　精密量取８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ

标准工作液适量，制成较高浓度的空白添加试料，

和空白试料一起经提取、水解、萃取和吹干后，用甲

醇＋０．１％甲酸水溶液（２０＋８０，Ｖ／Ｖ）１．０ｍＬ溶解

并过０．２μｍ微孔滤膜，制成基质添加试样溶液和

空白试样溶液，用空白试样溶液将基质添加试样溶

液稀释成含待测药物浓度，猪肝为 １００、２００、５００、

１０００和２０００ｎｇ／ｍＬ，鸡肝为２００、５００、１０００、２０００和

４０００ｎｇ／ｍＬ，猪和鸡肌肉以及鸡皮 ＋脂为 ２０、５０、

１００、２００和５００ｎｇ／ｍＬ系列浓度的基质添加标准溶

液，依次上机测定，以特征离子质量色谱峰面积为

纵坐标，基质添加标准溶液浓度为横坐标，绘制标

准曲线。

２　结果与分析

２．１　监测离子　８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ属于欧盟

指令９６／２３／ＥＣ附录Ⅰ［５］所列的限用物质，根据欧

盟２００２／６５７／ＥＣ要求，要确证该类物质至少需要３

个识别点（ＩＰ），因此，我们分别选择了母离子以及

对应的两个响应较强的子离子作为定性定量依据，

即一母离子１个 ＩＰ点，对应两子粒子分别１．５个

ＩＰ点，共４个ＩＰ点，完全满足检测方法要求。根据

８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ一级质谱扫描和二级质谱扫

描，确定了监测离子（表１）。

表１　８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ定性、定量离子对及对应锥孔电压、碰撞能量参考值

药物 定性离子对（ｍ／ｚ） 定量离子对（ｍ／ｚ） 锥孔电压／Ｖ 碰撞能量／ｅＶ

８α－羟基－泰妙菌素
３３７．３＞２８３．２

３３７．３＞３０１．０
３３７．３＞３０１．０ １５

１２

１２

２．２　定量结果　该方法为针对基质复杂的动物性
组织，其前处理步骤较多，且增加了特殊的碱水解

和液液反萃取步骤，据相关试验数据表明，水解及

液液反萃取步骤会造成约２５％的药物损失，并且提
取以及浓缩步骤也会使待测物的绝对回收损失，因

此，采用了空白基质中添加药物进行提取、水解及

反萃取后的溶液作为对照溶液进行定量，即基质添

加标准溶液的方式进行定量，可抵消前处理过程中

不可避免的损失以及基质效应的干扰，获得了较好

的回收率结果。

２．３　线性结果　通过各组织的标准曲线、回归方
程及相关系数Ｒ２（表２）可以得出：８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙ
ｍｕｔｉｌｉｎ在有关浓度范围内（猪和鸡肌肉以及鸡皮＋
脂２０～５００ｎｇ／ｍＬ、猪肝 １００～２０００ｎｇ／ｍＬ、鸡肝
２００～４０００ｎｇ／ｍＬ）呈现良好的线性关系，Ｒ２均大
于０．９９０。
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表２　各组织８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ基质添加标准曲线
动物组织 回归方程 Ｒ２

猪肌肉 ｙ＝７．５９３２ｘ＋３８．１１８ ０．９９９８

猪肝脏 ｙ＝１．６７１６ｘ＋５１．６１５ ０．９９９２

鸡肌肉 ｙ＝７．６３５ｘ＋３２．７７３ ０．９９９５

鸡肝脏 ｙ＝１．６３８ｘ＋１３８．５９ ０．９９８８

鸡皮＋脂 ｙ＝８．１９９８ｘ－９．０９０５ ０．９９９７

２．４　灵敏度和精确度　采用空白组织中添加目标
化合物的方法，依据特征离子质量色谱峰信噪比

Ｓ／Ｎ＞１０为方法定量限，得出８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉ
ｌｉｎ定量限在猪肌肉、鸡肌肉、鸡皮＋脂为２５μｇ／ｋｇ；
猪肝脏为１００μｇ／ｋｇ；鸡肝脏为２５０μｇ／ｋｇ。其中，
１０００ｎｇ／ｇ空白鸡肝添加试样溶液得到的特征离子
质量色谱图见图１。

图１　１０００μｇ／ｋｇ空白鸡肝添加试样溶液特征离子质量色谱图

　　采用标准添加法，在空白猪、鸡肌肉、肝脏和鸡
皮＋脂中添加 ４个不同浓度（定量限、１／２ＭＲＬ、
ＭＲＬ和２ＭＲＬ四个浓度）的８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ
进行回收率试验，各浓度进行５个样品平行试验，
重复３次，计算批间相对标准偏差。

试验结果表明，本方法对猪肌肉、鸡肌肉、鸡

皮＋脂在２５～２００μｇ／ｋｇ添加浓度范围内、鸡肝脏
在２５０～２０００μｇ／ｋｇ添加浓度范围内、猪肝脏在
１００～１０００μｇ／ｋｇ添加浓度范围内，８α－羟基 －泰
妙菌素的回收率范围均为６０％ ～１２０％。批内、批
间相对标准偏差均小于 ２０％。其中，鸡肝组织中
８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ添加回收率实验结果见表３。
３　讨论与结论

本方法与文献方法主要区别在于对样品的

前处理过程。由于８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ为碱性
化合物，因此采用酸化丙酮溶液（丙酮∶０．５
ｍｏＬ／ｍＬ盐酸）提取组织内的８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕ

ｔｉｌｉｎ。由于丙酮的沸点为 ４５℃，因此，于此温度
下进行旋转蒸发，将提取液中的丙酮和少部分水

蒸发，得到浓缩液。猪的肝脏和肌肉以及鸡的肝

脏、肌肉和皮肤 ＋脂的残留标志物是可水解为
８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ的 代 谢 物 之 和。要 将
８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ的各种酯代谢物转化成
８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ，需要进行水解。本方法
直接参考国外礼来公司提供的碱水解条件，即加

入７ｍｏｌ／Ｌ的氢氧化钠溶液，４５℃水浴中放置
２０ｍｉｎ的条件，将各种 ８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ酯
水解成８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ。

由于动物组织内均存在油脂，影响仪器响应值

和信噪比，因此，选用常规去脂试剂正己烷，通过涡

旋、４℃离心去除油脂。８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ可很
好溶于二氯甲烷，且二氯甲烷具有良好挥发性，因

此，选用二氯甲烷作为反萃取溶剂，在酸性条件下

从去脂后的溶液中反萃取８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ，
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表３　各组织中８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ添加回收率实验结果（ｎ＝５）

动物组织 添加浓度范围／（ｎｇ·ｇ－１） 回收率范围／％ 批内ＲＳＤ／％ 批间ＲＳＤ／％

猪肌肉 ２５～２００ ８２．１～１２０ １．４～１５．６ １．５～１２．４

猪肝脏 １００～１０００ ７０．７～１１８ ６．８～１７．９ ９．６～１５．４

鸡肌肉 ２５～２００ ８４．２～１１５ １．８～１２．６ ３．４～９．８

鸡肝 ２５０～２０００ ７７．０～１１８ １．８～１８．６ ７．０～１２．４

鸡皮加脂 ２５～２００ ８３．７～１１３ ３．０～１１．６ ４．８～１０．０

于４５℃氮气吹至近干。由于复溶液中混有沉淀物
和悬浮物，使得复溶液呈乳白色，需通过高速离心

使其澄清，因此，根据复溶体积（１ｍＬ），选择将复
溶液转移至１．５ｍＬ塑料离心管中，以１２０００ｒ／ｍｉｎ
的速度高速离心，吸取澄清部分过０．２μｍ滤膜，上
机检测。

已有文献部分方法采用 ＨＬＢ萃取柱对样品进
行净化，经实验表明，活化萃取柱所用磷酸盐缓冲

液的酸性环境可能会造成待测药物的破坏和损失。

因此，本实验未采用同类方法。

本方法通过对样品前处理条件的充分研究，

建立了适用于猪、鸡的肌肉、肝脏和鸡皮＋脂等５种
动物性食品中 ８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ残留检测的
ＵＰＬＣ－ＭＳ／ＭＳ方法。方法以８－α－Ｈｙｄｒｏｘｙｍｕｔｉｌｉｎ
为残留标志物，因待测药物为碱性物质，故用萃取、

旋蒸和反萃取的方法对样品进行净化，不同于已有

文献方法的以泰妙菌素原型为残留标志物，用有机

溶剂提取并经萃取柱柱净化，避免了萃取柱的酸性

条件对碱性物质的破坏及损耗，具有良好的可操作

性和重现性，方法灵敏度和精确度均能满足兽药残

留分析方面的要求，为能够完整的进行动物性食品

中泰妙菌素的残留检测提供了重要的技术支持。
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