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［摘　 要］ 　 建立了牛奶中莫昔克丁残留检测的液相色谱 － 三重四极杆 ／ 线性离子阱复合质谱技术

（ＬＣ － ＱＴＲＡＰ）。 样品用乙腈提取后，用 Ｃ１８ 固相萃取柱净化，上机测试。 液相色谱条件：色谱柱为

ＢＥＨ Ｃ１８（５０ ｍｍ ×２． １ ｍｍ，１． ７ μｍ），流动相为 ０． １％甲酸水溶液 ＋ ０． １％甲酸乙腈溶液，梯度洗脱，
流速为 ０． ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ，柱温为 ３０ ℃，进样量为 ５ μＬ。 质谱条件：电喷雾正离子源（ＥＳＩ ＋ ），采用多反应

监测 －信息依赖扫描 －增强子离子扫描（ＭＲＭ － ＩＤＡ － ＥＰＩ）方式采集。 结果表明：在牛奶中，莫昔

克丁在 １ ～ ８０ ｎｇ ／ ｍＬ 基质匹配标准溶液浓度范围内均呈现良好的线性关系，相关系数（Ｒ２）大于

０． ９９０，定量限为 ２ μｇ ／ ｋｇ。 牛奶中莫昔克丁在 ２、４０ 和 ８０ μｇ ／ ｋｇ 三个添加浓度平均回收率都在

６０％ ～１２０％之间，批内、批间 ＲＳＤ 均小于 １５％ 。 该方法简便快捷、定性准确、灵敏度高，回收率和精

密度满足残留检测要求。
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ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｃｏｌｕｍｎ ｉｓ ＢＥＨ Ｃ１８ ｃｏｌｕｍｎ ｏｆ ５０ ｍｍ × ２． １ ｍｍ， １． ７ μｍ；ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｉｓ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ（０． １％
ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ） ａｎｄ ｗａｔｅｒ（０． １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ）； ｆｌｏｗ ｒａｔｅ ｉｓ ０． ４ ｍＬ ／ ｍｉｎ； ｃｏｌｕｍｎ ｔｅｍｐｅｒａｔｕｒｅ ｉｓ ３０ ℃； ｉｎｊｅｃｔｉｏｎ
ｖｏｌｕｍｅ ｉｓ ５ μＬ． Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｗｅｒｅ ＥＳＩ ＋ ａｎｄ Ｍｕｌｔｉ － ｒｅａｃｔｉｏｎ Ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ － Ｉｎｆｏｒｍａｔｉｏｎ Ｄｅｐｅｎｄｅｎｔ
Ａｃｑｕｉｓｉｔｉｏｎ － Ｅｎｈａｎｃｅｄ Ｐｒｏｄｕｃｔ Ｉｏｎ （ＭＲＭ － ＩＤＡ － ＥＰＩ） ｍｏｄｅ． Ｔｈｅ ｃａｌｉｂｒａｔｉｏｎ ｃｕｒｖｅ ｏｆ Ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ ｗｅｒｅ ｇｏｏｄ
ｌｉｎｅａｒ ｆｒｏｍ １ ｔｏ ８０ ｎｇ ／ ｍＬ ｉｎ ｍｉｌｋ ｗｉｔｈ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ Ｒ２ ｏｖｅｒ ０． ９９０． Ｔｈｅ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｗａｓ
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２ μｇ ／ ｋｇ． Ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ Ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ ｆｒｏｍ ｓｐｉｋｅｄ ｍｉｌｋ ａｔ ｔｈｒｅｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎｓ ｏｆ ２， ４０ ａｎｄ ８０ μｇ ／ ｋｇ
ｗｅｒｅ ｂｅｔｗｅｅｎ ６０％ ａｎｄ １２０％ ， ｉｎｔｒａ － ｂａｔｃｈ ａｎｄ ｉｎｔｅｒ － ｂａｔｃｈ ＲＳＤ ｗｅｒｅ ｂｏｔｈ ｌｅｓｓ ｔｈａｎ １５％ ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ； ｍｉｌｋ； ｒｅｓｉｄｕｅ； ＬＣ － ＱＴＲＡＰ

　 　 莫昔克丁（Ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ）属于米尔贝霉素类抗生

素，主要用于动植物驱虫，具有广谱高效的驱虫活

性和安全性［１］，目前临床上主要用于对牛［２ － ４］、
羊［５ － ６］、猪、马和犬［７ － ９］、猫［１０］ 等宠物的寄生虫防

治。 莫昔克丁用药量较少，对人畜和环境较为安

全［１１］，在动物组织、脂肪和粪便中的主要残留形式

为莫昔克丁原形。 随着莫昔克丁在兽医临床的广

泛应用，随之产生的兽药残留和耐药性问题日益受

到关注［１２］。 欧盟、美国、日本规定莫西克丁在牛奶

中的最大残留限量（ｍａｘｉｍｕｍ ｒｅｓｉｄｕｅ ｌｉｍｉｔ， ＭＲＬ）
为 ４０ μｇ ／ ｋｇ［１３］，我国也规定了牛奶中莫昔克丁的

ＭＲＬ 为 ４０ μｇ ／ ｋｇ［１４］。 目前牛奶中莫昔克丁残留检

测方法的报道较少［１５ － １７］，其他动物组织中的莫昔

克丁残留检测方法多为液相色谱法［１８ － ２０］，我国也

没有牛奶中莫昔克丁残留检测方法的国家标准，因
此建立一个准确、高效的检测方法，对动物性食品

中莫昔克丁残留监控具有重要参考意义。
三重 四 极 杆 ／线 性 离 子 阱 复 合 质 谱 技 术

（ＱＴＲＡＰ）在四极杆的高灵敏度基础上，增加了线

性离子阱增强子离子扫描的定性功能，可以同时得

到用于定性定量的 ＭＲＭ 谱图和用于进一步定性的

ＥＰＩ 二级谱图，大大提高了痕量药物定性的准确

度［２１］。 本研究采用 ＭＲＭ － ＩＤＡ － ＥＰＩ 模式，在检测

牛奶中莫昔克丁残留时提供了残留标志物的 ＥＰＩ
指纹图，进一步提高了定性的准确性。
１　 材料与方法

１． １ 　 仪器和设备 　 Ｓｈｉｍａｄｚｕ ３０Ａ － ＱＴＲＡＰ ６５００
液相色谱 －串联质谱仪，日本岛津公司 － 美国 ＡＢ
ＳＣＩＥＸ 公司； ＸＳ１０５ＤＵ 分析天平，Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公

司；ＡＥ２６０ 电子天平，Ｍｅｔｔｌｅｒ Ｔｏｌｅｄｏ 公司；Ｂｉｏｆｕｇｅ
Ｓｔｒａｔｏｒｓ 高速冷冻离心机，贺利氏公司；ＳＩＲ４ 涡旋混

合器，ＩＫＡ 公司；氮吹仪，Ｊｎｃ 公司。
１． ２　 药品和试剂　 莫昔克丁，纯度≥９８． ０％ ，购自

北京振翔科技有限公司；甲酸、乙腈为色谱纯，均购

自 ＭＥＲＣＫ 公司；所用水为超纯水。
１． ３　 对照溶液配制 　 精密称取莫昔克丁标准品

适量，置于 １０ ｍＬ 棕色量瓶中，用乙腈溶解并稀释

成浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的标准储备液；量取标准储备

液适量，用乙腈稀释成 １０ μｇ ／ ｍＬ 的标准工作液，

再用 ５０％乙腈水溶液稀释成 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 的标准工

作液。

１． ４　 测定方法

１． ４． １ 　 色谱条件　 色谱柱为 ＢＥＨ Ｃ１８ （５０ ｍｍ ×

２． １ ｍｍ， １． ７ μｍ），流动相 Ａ 相为 ０． １％ 甲酸水溶

液，Ｂ 相为 ０． １％甲酸乙腈溶液，流动相梯度洗脱条

件见表 １，柱温 ３０ ℃，进样量 ５ μＬ。

表 １　 流动相梯度洗脱条件

Ｔａｂ １　 Ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ ｃｏｎｄｉｔｉｏｎｓ ｏｆ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ
时间 ／ ｍｉｎ 流速 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ － １） Ａ 相 ／ ％ Ｂ 相 ／ ％

０． ０１ ０． ４ ２５ ７５

１． ００ ０． ４ ２５ ７５

３． ００ ０． ４ ５ ９５

４． ５０ ０． ４ ５ ９５

４． ６０ ０． ４ ２５ ７５

６． ００ ０． ４ ２５ ７５

１． ４． ２　 质谱条件　 电喷雾离子源（ＥＳＩ ＋ ），采用多

反应监测 － 信息依赖扫描 － 增强子离子扫描

（ＭＲＭ － ＩＤＡ － ＥＰＩ）方式采集，电喷雾电压（ ＩＳ）为
５５００ Ｖ，离子源温度为 ５５０ ℃，气帘气（ＣＵＲ）为 ２５

ｐｓｉ，碰撞气（ＣＡＤ）为高等（Ｈｉｇｈ），辅助气（ＧＳ１）为

５０ ｐｓｉ，辅助气（ＧＳ２）为 ５０ ｐｓｉ；ＩＤＡ 参数：动态背景

扣除，从不排除之前的目标离子，触发阈值 １００

ｃｐｓ；ＥＰＩ 参数：扫描范围为 １００ ～ ６５０ ｍ ／ ｚ，扫描速度

１００００ Ｄａ ／ ｓ，ＣＥ 为 ３５ ｅＶ，ＣＥＳ 为 １５ ｅＶ。 待测药物

定性定量离子对及对应的去簇电压（ＤＰ）和碰撞能

量（ＣＥ）见表 ２。
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表 ２　 莫昔克丁定性定量离子对及对应的

去簇电压（ＤＰ）和碰撞能量（ＣＥ）

Ｔａｂ ２　 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎｓ， ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｑｕｏｔａ ｉｏｎｓ ｏｆ

Ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｄｅｃｌｕｓｔｅｒｉｎｇ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ（ＤＰ），

ｃｏｌｌｉｓｉｏｎ ｅｎｅｒｇｙ（ＣＥ）

药物
定性离子对

（ｍ ／ ｚ）
定量离子对

（ｍ ／ ｚ）
去簇电压

／ Ｖ
碰撞能量

／ ｅＶ

莫昔克丁
６４０． ４ ＞ ５２８． ２
６４０． ４ ＞ ４９８． ２ ６４０． ４ ＞ ５２８． ２ ４５ １１

１６

１． ４． ３　 定性与定量　 定性时试样溶液中色谱峰的

保留时间，应与校正溶液的保留时间一致，容许偏

差为 ± ５％ ，试样溶液中的离子丰度比应与校正溶

液的一致，容许偏差符合欧盟 ２００２ ／ ６５７ ／ ＥＣ 决议要

求。 线性离子阱获得增强离子扫描（ＥＰＩ）谱图，应
与校正溶液的 ＥＰＩ 谱图匹配。 定量方法采用外标

法定量。
１． ４． ４　 基质匹配标准曲线绘制　 精密量取莫昔克

丁标准工作液适量，用 ５０％乙腈水溶液稀释成浓度

为 １、２． ５、５、１０、２０、４０ 和 ８０ ｎｇ ／ ｍＬ 的系列标准工

作液，从中各取 １． ０ ｍＬ，分别加入到空白牛奶试料

经提取、净化和吹干后的残余物中，充分溶解，过
滤，过 ０． ２ μｍ 滤膜后，作为基质匹配标准溶液上机

测定。 按所得峰面积与相应的对照溶液浓度作标

准曲线，并计算回归方程及相关系数。
１． ４． ５　 样品前处理过程 　 称取牛奶（２ ± ０． ０２） ｇ
于 ５０ ｍＬ 离心管中，加乙腈 ６ ｍＬ，涡旋后中速水平

振荡 ５ ｍｉｎ，１００００ ｒ ／ ｍｉｎ 离心 ５ ｍｉｎ，转移上清液至

另一 ５０ ｍＬ 离心管中，加水 １０ ｍＬ，混匀，备用，Ｃ１８
固相萃取柱依次用乙腈 ５ ｍＬ 和洗涤溶液 ５ ｍＬ 活

化，取备用液 ９ ｍＬ 过柱，用洗涤溶液 ５ ｍＬ 淋洗，抽
干，用乙腈 ５ ｍＬ 洗脱，收集洗脱液于 １０ ｍＬ 试管

中，于 ５０ ℃ 水浴氮气吹干。 用 ５０％ 乙腈水溶液

１． ０ ｍＬ溶解残余物，充分溶解，过微孔滤膜后供液

相色谱 －串联质谱仪测定。
１． ４． ６　 方法灵敏度确定　 将适量莫昔克丁标准工

作液加入到空白牛奶中，经上述方法进行前处理

后，用 ＵＰＬＣ － ＱＴＲＡＰ 检测，观察药物特征离子质

量色谱峰信噪比（Ｓ ／ Ｎ）和对应药物浓度，Ｓ ／ Ｎ ＞ １０
者为方法的定量限。
１． ４． ７　 准确度和精密度的测定 　 采用标准添加

法，在空白牛奶试料中分别添加 ２、４０、８０ μｇ ／ ｋｇ 三

个不同浓度药物进行回收率试验，各浓度进行 ５ 个

样品平行试验，重复 ３ 次，求批内、批间 ＲＳＤ。
２　 结果与分析

２． １　 定性分析　 本研究使用 ＭＲＭ － ＩＤＡ － ＥＰＩ 扫
描模式，当 ＭＲＭ 通道采集的信号超过 １００ ｃｐｓ 时触

发 ＥＰＩ 增强离子扫描，在保留时间 ２． ４７ ｍｉｎ 左右获

得 ３ 个不同碰撞能量（２０、３５、５０ ｅＶ）的 ＥＰＩ 谱图，
得到更多子离子信息。 将空白牛奶添加试样和莫

昔克丁标准溶液的 ＥＰＩ 谱图进行比对，得到 １０ 个

匹配的子离子，表明本方法定性高度准确。 莫昔克

丁基质匹配标准溶液和空白牛奶添加试样的 ＥＰＩ
谱图见图 １ －图 ２。

图 １　 莫昔克丁基质匹配标准溶液的 ＥＰＩ 谱图

Ｆｉｇ １　 ＥＰＩ（Ｅｎｈａｎｃｅｄ Ｐｒｏｄｕｃｔ Ｉｏｎ）ｏｆ Ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ ｉｎ ｍａｔｒｉｘ － ｍａｔｃｈｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

·２３·
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图 ２　 空白牛奶添加莫昔克丁试样的 ＥＰＩ 谱图

Ｆｉｇ ２　 ＥＰＩ（Ｅｎｈａｎｃｅｄ Ｐｒｏｄｕｃｔ Ｉｏｎ）ｏｆ Ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ ｉｎ ｍｉｌｋ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ

２． ２　 基质匹配标准曲线　 按照上述系列基质匹配

标准溶液浓度进行线性回归，得到的回归方程及相

关系数见表 ３。 从表中可以看出，牛奶中莫昔克丁

在 １ ～ ８０ ｎｇ ／ ｍＬ 的浓度范围内呈现良好的线性关

系，Ｒ２大于 ０． ９９０。
２． ３　 方法灵敏度 　 按上述方法进行处理，当添加

浓度为 ２ μｇ ／ ｋｇ 时，测得莫昔克丁的 Ｓ ／ Ｎ ＞ １０，说明

方法定量限为 ２ μｇ ／ ｋｇ。 ２ μｇ ／ ｋｇ 空白牛奶添加试

样中莫昔克丁的特征离子质量色谱图见图 ３。
表 ３　 牛奶中莫昔克丁基质匹配标准曲线

Ｔａｂ ３　 Ｍａｔｒｉｘ － ｍａｔｃｈｅｄ ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ

Ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ ｉｎ ｍｉｌｋ
药物 浓度范围 ／ （ｎｇ·ｍＬ － １） 回归方程 Ｒ２

莫昔克丁 １ ～ ８０ ｙ ＝ ４３３７． ９ｘ － ３６９９． ７ ０． ９９３２

１． 莫昔克丁（６４０． ４ ＞ ４９８． ２）； ２． 莫昔克丁（６４０． ４ ＞ ５２８． ２）

１． Ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ（６４０． ４ ＞ ４９８． ２）； ２． Ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ（６４０． ４ ＞ ５２８． ２）

图 ３　 空白牛奶添加试样溶液中得到的特征离子质量色谱图（２ μｇ ／ ｋｇ）

Ｆｉｇ ３　 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎｓ ｏｆ Ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ ｉｎ ｍｉｌｋ（２ μｇ ／ ｋｇ）

·３３·
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２． ４　 方法精确度 　 在空白牛奶中添加低、中、高
三个不同浓度的莫昔克丁进行回收率试验，结果

汇总见表 ４。 可以看出，空白牛奶中莫昔克丁在

２ ～ ８０ μｇ ／ ｋｇ 添 加 浓 度 范 围 内 的 回 收 率 为

７６． ８％ ～１１５％ ，批内、批间 ＲＳＤ 均 ＜ １５％ 。

表 ４　 空白牛奶中莫昔克丁添加回收试验结果

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｏｆ Ｍｏｘｉｄｅｃｔｉｎ ｉｎ ｍｉｌｋ ｓｐｉｋｅｄ ｓａｍｐｌｅｓ

药物
添加浓度

／ （μｇ·ｋｇ － １）
批次 回收率 ／ ％ 批内

ＲＳＤ ／ ％
批间

ＲＳＤ ／ ％

莫昔克丁

２

４０

８０

Ⅰ ９４． ４ ８７． ２ １０４ １１１ １１２ １０． ８

Ⅱ ９３． ９ ９５． ６ ９９． ４ ８８． ４ １０２ ３． ０１

Ⅲ ９８． ７ ９３． ５ ８８． ６ ８７． １ ９３． １ ４． ０５

Ⅰ ９８． ４ ９９． ２ １０１ １０４ １０５ ５． ６６

Ⅱ ９８． ６ ９６． ６ ９２． ９ １０１ ９７． ４ ３． ３５

Ⅲ １１５ １０２ １０４ １１５ ９７． １ ５． ４６

Ⅰ ７８． ９ ７６． ８ ８０． ７ ７９． ８ ８５． ５ ４． ９６

Ⅱ ９９． ４ ８７． ４ ９４． ０ ８９． ３ ９７． ３ ７． ６１

Ⅲ ９０． ６ ９１． ４ １０９ ９５． ３ １０３ ８． ２７

８． ４３

６． ２５

１０． ４

３　 讨论与结论

３． １　 提取和净化　 本方法称取牛奶样品 ２ ｇ，加入

３ 倍体积的乙腈 ６ ｍＬ 进行提取，然后通过高速离

心去除蛋白质等大量杂质的干扰，有效地提取莫昔

克丁药物残留。 固相萃取法是常见的净化方式，莫

昔克丁可采用反相 Ｃ８［１５］ 或 Ｃ１８ 固相萃取柱净化，

经过比较试验，本研究采用 Ｃ１８ 固相萃取柱净化，

可以有效吸附脂肪及其他杂质，去除牛奶样品中的

大部分基质干扰。 在不影响回收率的情况下尽可

能减少过柱体积，取一半备用液过柱，不仅能够有

效降低基质效应，还能节约过柱时间，为实际应用

中大批量样品检测提供了便捷。

３． ２　 定性分析　 根据欧盟 ２００２ ／ ６５７ ／ ＥＣ 要求，要

确证莫昔克丁至少需要 ３ 个识别点（ＩＰ），因此在大

多数检测方法中，采用 ＭＲＭ 扫描模式，选定母离子

及对应的两个响应较强的子离子作为定性定量依

据，母离子是 １ 个 ＩＰ 点，两个子离子分别是 １． ５ 个

ＩＰ 点，共 ４ 个 ＩＰ 点，足以达到检测方法要求。 本研

究中，采用 ＱＴＲＡＰ 质谱仪特有的 ＭＲＭ － ＩＤＡ － ＥＰＩ

扫描模式，当 ＭＲＭ 通道采集的信号超过 １００ ｃｐｓ 时

触发 ＥＰＩ 增强离子扫描，在保留时间左右获得更多

子离子的信息，得到莫昔克丁的特征性 ＥＰＩ 谱图，
将空白牛奶添加试样和莫昔克丁标准溶液的 ＥＰＩ
谱图进行比对后，得到母离子和 １０ 个匹配的子离

子，共 １６ 个 ＩＰ，极大地提高了定性的准确度。
本方法利用液相色谱 － 三重四极杆 ／线性离子

阱复合质谱技术建立了牛奶中莫昔克丁的残留检

测方法，定性、定量准确，前处理方法简捷，由于 ＥＰＩ
谱图具有很强的特异性，极大提高了定性的准确

度，可以作为牛奶中莫昔克丁残留检测的确证方

法，为动物性食品中兽药残留监控工作提供了重要

的技术支持。
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