
中国兽药杂志 ２０１８ 年 ９ 月第 ５２ 卷第 ９ 期　 　 Ｃｈｉｎｅｓｅ Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｄｒｕｇ

ｄｏｉ：１０．１１７５１ ／ ＩＳＳＮ．１００２－１２８０．２０１８．０９．０８

超高效液相色谱串联高分辨四极杆飞行时间质谱法
快速筛选鉴别猪血浆中的大环内酯类抗生素

吴家鑫１，刘 敏２，尚 飞３，宋 敏１，张传良１，张 刚１，
徐金雷１，齐 鹏１，肖 进１，郭丽清１

（１．中牧实业股份有限公司 ／ 农业部兽用生物制品与化学药品重点实验室 ／ 北京市兽用多肽疫苗设计与制备工程技术研究中心，北京 １０００９５；
２．北京化工大学生命科学与技术学院 ／ 北京市生物加工过程重点实验室，北京 １０００２９；３．北京化工大学分析测试中心，北京 １０００２９）

［收稿日期］ ２０１７－１２－０５　 ［文献标识码］Ａ　 ［文章编号］１００２－１２８０ （２０１８） ０９－００４６－０７　 ［中图分类号］Ｓ８５９．８３

［摘　 要］ 　 采用超高效液相色谱串联高分辨四极杆飞行时间质谱法（ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＰ－ＭＳ）结合大环

内酯类抗生素数据库，建立快速筛查鉴别猪血浆中常见大环内酯类抗生素的方法。 猪血浆经甲醇

提取，通过 ＵＰＬＣ －Ｑ－ＴＯＰ －ＭＳ 正离子模式全扫描分析，采用 Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｘｔｅｎｄ －Ｃ１８ 色谱柱 （５０ ×

２．１ ｍｍ，１．８ μｍ）分离，以乙腈－２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸铵水溶液（含 ０．１％甲酸）为流动相梯度洗脱，流速

０．４ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温 ４０ ℃，得到猪血浆中大环内酯类抗生素准分子离子峰精确质量数、主要碎片峰的

精确质量数和保留时间后，结合大环内酯类抗生素数据库筛查，实现猪血浆中大环内酯类抗生素的

快速定性识别。 所建数据库包含 ２６ 种常见猪血浆中大环内酯类抗生素的准分子离子峰精确质量

数、主要碎片峰的精确质量数和保留时间，其中 １３ 种常见大环内酯类抗生素的检测限在 １．００ ～ ８．００

ｎｇ ／ ｇ 范围内。 该方法分离度高、检测灵敏，可以作为快速筛查鉴别猪血浆中大环内酯类抗生素的有

效方法。
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ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ（ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＰ－ＭＳ） ｃｏｍｂｉｎｅｄ ｗｉｔｈ ｍａｃｒｏｌｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｄａｔａｂａｓｅ． Ｔｈｅ ｓｗｉｎｅ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅ ｗａｓ
ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ ｍｅｔｈａｎｏｌ， ａｎｄ ｔｈｅｎ ｔｈｅ ｅｘｔｒａｃｔｓ ｗｅｒｅ ａｎａｌｙｚｅｄ ｂｙ ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＰ－ＭＳ ｉｎ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｆｕｌｌ ｓｃａｎ ｍｏｄｅｓ．
Ｔｈｅ ｂｅｓｔ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ａｓ ｆｏｌｌｏｗｓ： Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｘｔｅｎｄ － Ｃ１８ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｉｃ ｃｏｌｕｍｎ （ ５０ × ２． １ ｍｍ，
１．８ μｍ） ｗａｓ ｕｓｅｄ ｆｏｒ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ， ｗｉｔｈ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ａｎｄ ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ ａｑｕｅｏｕｓ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （ｃｏｎｔａｉｎｉｎｇ
０．１％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ） ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅｓ． Ｔｈｅ ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｗａｓ ０．４ ｍＬ ／ ｍｉｎ ａｎｄ ｔｈｅ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｏｆ ｃｏｌｕｍｎ ｗａｓ ｓｅｔ ａｔ
４０ ℃ ． Ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｔｅ－ｍａｓｓ ｏｆ ｑｕａｓｉ－ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｏｎ ｐｅａｋ， ａｃｃｕｒａｔｅ－ｍａｓｓ ｏｆ ｍａｉｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎ ｐｅａｋｓ ａｎｄ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ
ｔｉｍｅ ｏｆ ｍａｃｒｏｌｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｓｗｉｎｅ ｐｌａｓｍａ ｗｅｒｅ ａｃｑｕｉｒｅｄ ａｎｄ ｔｈｅ ｍａｃｒｏｌｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｓｗｉｎｅ ｐｌａｓｍａ ｃｏｕｌｄ ｂｅ
ｓｕｃｃｅｓｓｆｕｌｌｙ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｂｙ ｄａｔａｂａｓｅ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ． Ｔｈｅ ｃｒｅａｔｅｄ ｄａｔａｂａｓｅ ｉｎｃｌｕｄｅｓ ａｃｃｕｒａｔｅ－ｍａｓｓ ｏｆ ｑｕａｓｉ
－ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｏｎ ｐｅａｋ， ａｃｃｕｒａｔｅ －ｍａｓｓ ｏｆ ｍａｉｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎ ｐｅａｋｓ ａｎｄ ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ ｏｆ ２６ ｃｏｍｍｏｎ ｍａｃｒｏｌｉｄｅ
ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔｓ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ （ＬＯＤ） ｏｆ １３ ｍａｃｒｏｌｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ｆｒｏｍ １．００ ｔｏ ８．００ ｎｇ ／ ｇ．
Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｐｒｏｐｏｓｅｄ ＵＰＬＣ －Ｑ－ＴＯＰ －ＭＳ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｈａｄ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ
ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ａ ｕｓｅｆｕｌ ｔｏｏｌ ｆｏｒ ｔｈｅ ｒａｐｉｄ ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ ａｎｄ ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｃｏｍｍｏｎ ｍａｃｒｏｌｉｄｅ
ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｓｗｉｎｅ ｐｌａｓｍａ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｕｌｔｒａ－ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ； ｈｉｇｈ ｒｅｓｏｌｕｔｉｏｎ ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ－ｔｉｍｅ－ｏｆ－ｆｌｉｇｈｔ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ；
ｓｗｉｎｅ ｐｌａｓｍａ； ｍａｃｒｏｌｉｄｅｓ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ； ｓｃｒｅｅｎｉｎｇ； ｉｎｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ

　 　 大环内酯类抗生素（ Ｍａｃｒｏｌｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ） 是

一类具有大环内酯环这种基本化学结构和相似抗

菌谱的弱碱性抗菌化合物［１］，通常为 １４ ～ １６ 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［２］，其对革兰氏阳性

菌、革兰氏阴性菌、支原体属、衣原体属等病原体都

具有较强的抑制能力，广泛应用于畜牧养殖业［３－５］。
大环内酯类抗生素通过干扰细菌蛋白质的合成起

到抑菌和杀菌作用［６－７］。 在蛋白质的转录过程中，
大环内酯类抗生素与 ５０ｓ 核糖体亚基实现可逆结

合，从而阻止肽链延伸［８－９］。 由于大环内酯类抗生

素在畜牧业中的大量使用，因此，建立一种快速筛

选鉴别动物体内大环内酯类抗生素的方法具有重

要意义。 超高效液相色谱（ＵＰＬＣ）技术具有超高

压、超高灵密度、超高分离度等特点［１０－１１］。 高分辨

四级杆飞行时间质谱（Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ）具有选择性高、
受基质干扰小、方法建立过程简单等特点［１２］，可以

同时获取母离子及其二级质谱碎片离子的精确质

量数，准确推算可能的分子式，从而对化合物的结

构和裂解规律加以确证［１３－１５］。 超高效液相色谱－

高分辨率四极杆飞行时间质谱（ＵＰＬＣ －Ｑ－ＴＯＰ －

ＭＳ）不仅可以有效提高抗生素快速定性筛查的可

靠性，还可以获得较高灵敏度的定量结果［１６－１８］。

本研究采用超高效液相色谱串联高分辨四极

杆飞行时间质谱，同时检测猪血浆中常见大环内酯

类抗生素的母离子及其二级质谱分析碎片离子的

精确质量数、保留时间，建立数据库，快速筛查鉴别

猪血浆中的大环内酯类抗生素。 本方法实用性强，
后期可对数据库进行扩充，对大环内酯类抗生素的

快速筛查鉴别具有重要意义。
１　 材料与方法

１．１　 试剂与仪器　 Ａｇｉｌｅｎｔ ７８９０Ｂ 超高效液相色谱

仪，配备二元梯度泵，真空在线脱气机，自动进样

器，Ａｇｉｌｅｎｔ ６５４０Ｑ－ＴＯＦ 质谱仪；仪器控制、数据采

集软件及数据分析软件采用 Ａｇｉｌｅｎｔ 公司的 Ｍａｓｓ
Ｈｕｎｔｅｒ 系统。

螺旋霉素，Ｄｒ Ｅｈｒｅｎｓｔｏｒｆｅｒ ＧｍｂＨ；麦迪霉素，中
国药品生物制品检定所；地红霉素、罗红霉素、交沙

霉素、阿奇霉素、克拉霉素，中国食品药品检定研究

院；红霉素、替米考星、泰乐菌素、吉他霉素，中国兽
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医药品监察所；泰万菌素、泰地罗新、加米霉素、泰
拉霉素，中牧实业股份有限公司自制对照品（经核

磁鉴定）；甲酸， Ｆｉｓｈｅｒ 公司，色谱纯；乙腈，Ｆｉｓｈｅｒ
公司，质谱纯。
１．２　 超高效液相色谱－高分辨四极杆飞行时间质

谱检测方法　 超高效液相色谱条件：Ａｇｉｌｅｎｔ Ｅｘｔｅｎｄ
－Ｃ１８ 色谱柱（５０×２．１ ｍｍ，１．８ μｍ），柱温 ４０ ℃。 流

动相：Ａ 相为 ０．１％甲酸水溶液（含 ２ ｍｍｏｌ ／ Ｌ 乙酸

铵），Ｂ 相为乙腈；流速 ０．４ ｍＬ ／ ｍｉｎ。 进样体积为 ３
μＬ；梯度洗脱程序：０．００→１．００ ｍｉｎ，９５％→９５％Ａ；
１．００→１０．００ ｍｉｎ，９５％→５０％Ａ；１０．００→１０．１０ ｍｉｎ，
５０％→９５％Ａ；１０．１０→１３．００ ｍｉｎ，９５％→９５％Ａ。

质谱条件：电喷雾正离子源（ＥＳＩ＋），电压 ３５００
Ｖ， 干燥气温度 ３００ ℃， 锥孔电压 ６５ Ｖ，鞘气温度

３５０ ℃，干燥气和鞘气流量分别为 ８、１１ Ｌ ／ ｍｉｎ，雾
化气压力 ３５ ｐｓｉ，全扫描模式（１０～２０００ ａｍｕ）。

１．３　 溶液配制

１．３．１　 对照品溶液的配制　 取上述各抗生素对照

品适量，利用甲醇将其溶解。 再将各抗生素甲醇溶

液混合制成抗生素对照品储备溶液。
１．３．２　 样品溶液的制备　 准确称量 ２．５０ ｇ 猪血浆，
加入甲醇稀释定容至 ５．００ ｍＬ，漩涡振荡 ３０ ｓ，待混

合均匀后超声提取 １５ ｍｉｎ，１４０００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 １０ ｍｉｎ，
取上层清液，过 ０．４５ μｍ 有机滤膜到进样瓶中，供
检测使用。
２　 结果与分析

２．１　 ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ 检测大环内酯类抗生素数

据库的建立　 数据库收录了常见的大环内酯类抗

生素的（共计 ２６ 种化合物）相关信息，包括大环内

酯类抗生素类化合物的分子式、精确相对分子质量

数、准分子离子峰精确质量数、主要碎片峰的精确

质量数和保留时间（表 １）。

表 １　 ２６ 种大环内酯类抗生素类化合物的分子式、精确相对分子质量数、
准分子离子峰精确质量数、保留时间以及主要碎片峰的精确质量数

Ｔａｂ １　 Ｆｏｒｍｕｌａ、ａｃｃｕｒａｔｅ ｍａｓｓ、ａｃｃｕｒａｔｅ－ｍａｓｓ ｏｆ ｑｕａｓｉ－ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｏｎ， ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ
ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ－ｍａｓｓ ｏｆ ｍａｉｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎ ｏｆ ２６ ｃｏｍｍｏｎ ｍａｃｒｏｌｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ

大环内酯类抗生素名称
Ｍａｃｒｏｌｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｎａｍｅ

分子式
Ｆｏｒｍｕｌａ

精确分子量
Ａｃｃｕｒａｔｅ ｍａｓｓ

保留时间 ／ ｍｉｎ
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

［Ｍ＋Ｈ］ ＋（ｍ ／ ｚ）
Ａｃｃｕｒａｔｅ－ｍａｓｓ ｏｆ

ｑｕａｓｉ－ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｏｎ

Ｑ－ＴＯＰ ／ ＭＳ 主要碎片（ｍ ／ ｚ）
Ａｃｃｕｒａｔｅ－ｍａｓｓ

ｏｆ ｍａｉｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎ

阿奇霉素 Ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ Ｃ３８Ｈ７２Ｎ２Ｏ１２ ７４８．５０８５ ４．４２３ ７４９．５１６２ １５８．１１７８， １１６．１０７４， ８３．０４９６，

克拉霉素 Ｃｌａｒｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ Ｃ３８Ｈ６９ＮＯ１３ ７４７．４７６９ ７．０６１ ７４８．４８４２ １５８．１１７４， ８３．０４９３， １１６．１０６９

地红霉素 Ｄｉｒｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ Ｃ４２Ｈ７８Ｎ２Ｏ１４ ８３４．５４５３ ５．２２５ ８３５．５５２７ １５８．１１７１， １１６．１０６７， ８３．０４９０

红霉素 Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ Ｃ３７Ｈ６７ＮＯ１３ ７３３．４６１２ ５．９５２ ７３４．４７０５ １５８．１１７５， ８３．０４９１， １１６．１０６８

加米霉素 Ｇａｍｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ Ｃ４０Ｈ７６Ｎ２Ｏ１２ ７７６．５３９８ ４．８９０ ７７７．５４８１ １５８．１１７３， １１６．１０６８， ８３．０４９２

交沙霉素 Ｊｏｓａｍｙｃｉｎ Ｃ４２Ｈ６９ＮＯ１５ ８２７．４６６７ ７．６２１ ８２８．４７４３ １０９．０６４９， １７４．１１２４， ２２９．１４３１

吉他霉素
Ｋｉｔａｓａｍｙｃｉｎ

Ａ１ Ｃ４０Ｈ６７ＮＯ１４ ７８５．４５６２ ７．３２４ ７８６．４６３４ １０９．０６４８， １７４．１１２３， ８３．０４９３

Ａ３ Ｃ４２Ｈ６９ＮＯ１５ ８２７．４６６７ ７．６２９ ８２８．４７３２ １０９．０６４９， １７４．１１２５， ２２９．１４３４

Ａ４ Ｃ４１Ｈ６７ＮＯ１５ ８１３．４５１１ ７．１８８ ８１４．４５８３ １０９．０６４７， １７４．１１２２， ８８．０７５５，

Ａ５ Ｃ３９Ｈ６５ＮＯ１４ ７７１．４４０５ ６．８１６ ７７２．４４８０ １０９．０６５１， １７４．１１２８， ８３．０７５９

Ａ６ Ｃ４０Ｈ６５ＮＯ１５ ７９９．４３５４ ６．６４７ ８００．４４２６ １０９．０６４９， １７４．１１２５， ８３．０４９３

Ａ７ Ｃ３８Ｈ６３ＮＯ１４ ７５７．４２４９ ６．３０９ ７５８．４３２４ １０９．０６５１， １７４．１１２７， ８３．０４９６

Ａ８ Ｃ３９Ｈ６３ＮＯ１５ ７８５．４１９８ ６．２１６ ７８６．４２７２ １０９．０６４９， １７４．１１２８， ８３．０４９４

Ａ９ Ｃ３７Ｈ６１ＮＯ１４ ７４３．４０９２ ５．８４１ ７４４．４１５６ １０９．０６４７， １７４．１１２３， ８３．０４９３

Ａ１３ Ｃ４１Ｈ６９ＮＯ１４ ７９９．４７１８ ７．９５４ ８００．４７９３ １０９．０６４８， １７４．１１２３， ８３．０４９２

Ｕ Ｃ３７Ｈ６１ＮＯ１４ ７４３．４０９２ ５．６１３ ７４４．４１６８ １７４．１１２３， １０１．０５９９， ８３．０４９３

Ｖ Ｃ３５Ｈ６９ＮＯ１３ ７０１．３９８６ ５．２０５ ７０２．４０６１ １７４．１１２４， １０１．０５９８， ８３．０４９２

·８４·
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续表　

大环内酯类抗生素名称
Ｍａｃｒｏｌｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｎａｍｅ

分子式
Ｆｏｒｍｕｌａ

精确分子量
Ａｃｃｕｒａｔｅ ｍａｓｓ

保留时间 ／ ｍｉｎ
Ｒｅｔｅｎｔｉｏｎ ｔｉｍｅ

［Ｍ＋Ｈ］ ＋（ｍ ／ ｚ）
Ａｃｃｕｒａｔｅ－ｍａｓｓ ｏｆ

ｑｕａｓｉ－ｍｏｌｅｃｕｌａｒ ｉｏｎ

Ｑ－ＴＯＰ ／ ＭＳ 主要碎片（ｍ ／ ｚ）
Ａｃｃｕｒａｔｅ－ｍａｓｓ

ｏｆ ｍａｉｎ ｆｒａｇｍｅｎｔ ｉｏｎ

麦迪霉素 Ｍｉｄｅｃａｍｙｃｉｎ Ｃ４１Ｈ６７ＮＯ１５ ８１３．４５１１ ７．１９０ ８１４．４５８７ １０９．０６４９， １７４．１１２４， ８３．０４９３

罗红霉素 Ｒｏｘｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ Ｃ４１Ｈ７６Ｎ２Ｏ１５ ８３６．５２４６ ７．２５１ ８３７．５３１８ １５８．１１８２， １１６．１０７９， ８３．０４９５

螺旋霉素 Ｓｐｉｒａｍｙｃｉｎ Ｃ４３Ｈ７４Ｎ２Ｏ１４ ８４２．５１４０ ４．４９４ ８４３．５２２７ １７４．１１２０， １０１．０５９４， １４２．１２２０

泰地罗新 Ｔｉｌｄｉｐｉｒｏｓｉｎ Ｃ４１Ｈ７１Ｎ３Ｏ８ ７３３．５２４１ ２．５９８ ７３４．５３２８ ９８．０９６８， １７４．１１２５， １３２．１０２０

替米考星 Ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ Ｃ４６Ｈ８０Ｎ２Ｏ１３ ８６８．５６６０ ５．３４０ ８６９．５７３４ １７４．１１２６， ６９６．４６７５， １３２．１０２０

泰拉霉素
Ｔｕｌａｔｈｒｏｍｙｃｉｎ

Ａ Ｃ４１Ｈ７８Ｎ３Ｏ１２ ８０５．５６６４ ３．５５３ ８０６．５７３７ ５７７．４０５５， ７２．０８１０， ２３０．１７４４

Ｂ Ｃ４１Ｈ７８Ｎ３Ｏ１２ ８０５．５６６４ ２．５４９ ８０６．５７３７ ５７７．４０４１， ２３０．１７４７， ７２．０８１２

泰乐菌素 Ａ ＴｙｌｏｓｉｎＡ Ｃ４６Ｈ７７ＮＯ１７ ９１５．５１９２ ６．５０５ ９１６．５２６６ １７４．１１２３， １０１．０５９８， １３２．１０１８

泰万菌素 Ｔｙｌｖａｌｏｓｉｎ Ｃ５３Ｈ８７ＮＯ１９ １０４１．５８７２ ８．６０３ １０４２．５９３７ １０９．０６５０， １７４．１１２７， ８１４．４６０３

　 交沙霉素二级质谱电压为 ３５ Ｖ，其余二级质谱电压为 ４０ Ｖ

２．２　 猪血浆中大环内酯类抗生素精确质量数快速

筛查及初步鉴别 　 本研究建立了多种大环内酯类

抗生素精确质量数的数据库。 通过对 ＵＰＬＣ－Ｑ－

ＴＯＦ－ＭＳ 分析得到的精确质量数对猪血浆中大环

内酯类抗生素进行快速筛查。 高分辨质谱可以在

全扫描模式下以较小的离子窗口提取离子，从而有

效降低背景噪音，提高信噪比［１９］。 本研究以± ２５
ｍＤａ 为质量窗口，以［Ｍ＋Ｈ］ ＋为目标离子进行猪血

浆中大环内酯类抗生素的筛选。
对一份猪血浆样品进行 ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ 分

析，获得正离子模式总离子流图，然后通过数据库

的泰地罗新和红霉素精确相对分子质量对总离子

流图进行信号提取，以±２５ ｍＤａ 为质量窗口信号

（分别为 ｍ ／ ｚ７３４．５０～７３４．５５ 和 ｍ ／ ｚ７３４．４５～７３４．４５）
提取得到图 １～图 ３。 图 １ 中有明显的提取离子流

峰，保留时间为 ２．５９８ ｍｉｎ，其对应［Ｍ＋Ｈ］ ＋峰为ｍ ／ ｚ
７３４．５３２７（图 ２），以 Ｍａｓｓ ｈｕｎｔｅｒ 软件进行匹配度分

析，泰地罗新的实际测量值与理论计算值匹配良

好。 图 ３ 中有明显的提取离子流峰，保留时间为

５．９５２ ｍｉｎ，其对应［Ｍ＋Ｈ］ ＋峰为 ｍ／ ｚ７３４．４７０５（图 ４），
以Ｍａｓｓ ｈｕｎｔｅｒ 软件匹配度分析，红霉素的实际测量

值与理论计算值匹配良好。 由此可见 ＵＰＬＣ－Ｑ－

ＴＯＦ－ＭＳ 通过选取较小的离子窗口提取离子，可以

将相对分子质量较为接近的物质进行区分。 以上

结果可以看出，通过高分辨质谱对精确质量数进行

分析，可以完成对猪血浆中大环内酯类抗生素的快

速筛查及初步鉴定。

图 １　 泰地罗新提取离子流谱图

Ｆｉｇ １　 Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ Ｔｉｌｄｉｐｉｒｏｓｉｎ

图 ２　 泰地罗新一级质谱质谱图

Ｆｉｇ ２　 ＭＳ ｍａｓｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｔｉｌｄｉｐｉｒｏｓｉｎ

·９４·
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图 ３　 红霉素提取离子流谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｃｈａｒｔ ｏｆ Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ

图 ４　 红霉素一级质谱质谱图

Ｆｉｇ ４　 ＭＳ ｍａｓｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ

２．３　 通过保留时间及二级质谱碎片分析进行确认

鉴别　 ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ 通过对精确质量数筛选，
实现了对猪血浆中大环内酯类抗生素的初步筛查

鉴定，在此基础上可以使用标准品通过保留时间进

一步确认。 但是，某些大环内酯类抗生素具有多个

组分，例如吉他霉素具有 １１ 个组分［２０］，缺少单一

组分的标准品。 甚至某些大环内酯类抗生素存在

组分之间的相互转化［２１］，例如泰拉霉素，同样缺少

单一组分的标准品。 对于这些缺少标准品的大环

内酯类抗生素可以通过二级质谱分析获得化合物

的碎片信息进行确认鉴别。 ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ 可

以同时获取整个色谱分离阶段的每个可检测峰中

的所有母离子及其二级质谱碎片离子的精确质量

数、保留时间，配合数据软件的高通量数据分析，可
以有效简化化合物的筛查和确证过程［１９］。 对于已

经筛选到的两种大环内酯类抗生素，通过保留时间

的对比进一步确定为泰地罗新和红霉素。 在正离

子模式下对这两个化合物进行了二级质谱分析，其
二级质谱特征碎片离子存在明显的差异，泰地罗新

二级质谱图（图 ５）中的碎片按照丰度由高到低为

ｍ ／ ｚ９８．０９６８、１７４．１１２５ 和 １３２．１０２０，而红霉素二级

质谱图（图 ６）中的碎片按照丰度由高到低为 ｍ ／ ｚ
１５８．１１７５、８３．０４９１ 和 １１６．１０６８，由此可见通过二级

质谱分析在没有标准品的条件下也可以对大环内

酯类抗生素进行进一步鉴别和区分。

图 ５　 泰地罗新二级质谱质谱图

Ｆｉｇ ５　 ＭＳ ／ ＭＳ ｍａｓｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｔｉｌｄｉｐｉｒｏｓｉｎ

图 ６　 红霉素二级质谱质谱图

Ｆｉｇ ６　 ＭＳ ／ ＭＳ ｍａｓｓ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ

２．４　 重复性及灵敏度 　 在最佳仪器条件下，以大

环内酯类抗生素的提取离子流峰面积为考察指标，
对 ＵＰＬＣ－Ｑ－ＴＯＦ－ＭＳ 方法的重复性进行了验证。
重复进样 ６ 次，结果表明，提取离子流峰面积的

ＲＳＤ 值均低于 ５． ５３％；保留时间的 ＲＳＤ 值均低于

４．８２％，说明该方法的重复性良好。 由于吉他霉素

的 １１ 种组分缺少相应标准品，泰拉霉素的 ２ 种组

分存在相互转化的现象，因此，只能对剩余的 １３ 种
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抗生素进行检测限分析。 以信噪比 Ｓ ／ Ｎ ＝ ３ 为检测

限（ＬＯＤ），剩余 １３ 种大环内酯类抗生素的检测限

在 １．００～８．００ ｎｇ ／ ｇ 范围内（表 ２），该方法可以满足

猪血浆中大环内酯类抗生素快速筛选的需要。

表 ２　 １３ 种抗生素检测限

Ｔａｂ ２　 Ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ（ＬＯＤ） ｏｆ １３ ｍａｃｒｏｌｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ
大环内酯类抗生素名称
Ｍａｃｒｏｌｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｎａｍｅ

检测限 ／ （ｎｇ·ｇ－１）
Ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

阿奇霉素 Ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ １．３５

克拉霉素 Ｃｌａｒｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ７．００

地红霉素 Ｄｉｒｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ６．８５

红霉素 Ｅｒｙｔｈｒｏｍｙｃｉｎ １．２９

加米霉素 Ｇａｍｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ １．６２

交沙霉素 Ｊｏｓａｍｙｃｉｎ ２．０１

麦迪霉素 Ｍｉｄｅｃａｍｙｃｉｎ ６．８０

罗红霉素 Ｒｏｘｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ７．５２

螺旋霉素 Ｓｐｉｒａｍｙｃｉｎ ６．７３

泰地罗新 Ｔｉｌｄｉｐｉｒｏｓｉｎ ３．５５

替米考星 Ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ ２．５１

泰乐菌素 Ａ ＴｙｌｏｓｉｎＡ ３．２２

泰万菌素 Ｔｙｌｖａｌｏｓｉｎ ４．８０

３　 结　 论

本研究利用超高效液相色谱串联高分辨四极

杆飞行时间质谱同时获取猪血浆中常见大环内酯

类抗生素的母离子及其二级质谱分析碎片离子的

精确质量数、保留时间三种信息，建立相关数据库，
快速筛查鉴别猪血浆中的大环内酯类抗生素。 随

着兽药科学的不断发展，新的大环内酯类抗生素会

不断涌现，因此，本研究建立的猪血浆的大环内酯

类抗生素数据库需要逐步进行补充，以满足今后检

测的实际需求。
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