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［摘　 要］ 　 建立了清肺止咳散中非法添加阿奇霉素的 ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 含量检测方法。 样品经乙腈

提取稀释后， 以 Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ Ｐｌｕｓ Ｃ１８ 色谱柱为分离柱，质谱正离子扫描分析测定。 结

果显示，在 ５ ～ ２５０ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内线性关系良好（Ｒ２ ＝ ０． ９９９３）；方法检出限为 ２５ ｍｇ ／ ｋｇ，定量限为

５０ ｍｇ ／ ｋｇ。 在 ５０、１００、２００、５００ ｍｇ ／ ｋｇ 添加水平的回收率为 ８９． １％ ～ ９８． ６％ ，批内变异系数小于

１ ６％ ，批间变异系数为 ４． １％ 。 本方法灵敏、快速、重现性好，适用于清肺止咳散中非法添加阿奇霉

素含量的测定。
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ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ ｗａｓ ｆｒｏｍ ５ ｔｏ ２５０ ｎｇ ／ ｍＬ （ Ｒ２ ＝ ０． ９９９３ ）； Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｗａｓ ２５ ｍｇ ／ ｋｇ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ ｌｉｍｉｔ ｗａｓ ５０ ｍｇ ／ ｋｇ． Ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ａｄｄｉｔｉｖｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ５０，１００，２００，５００ ｍｇ ／ ｋｇ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ
ｒｅｃｏｖｅｒｉｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ ８９． １％ ｔｏ ９８． ６％ ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｂｅｔｗｅｅｎ ａｎｄ ｗｉｔｈｉｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｗｅｒｅ ｂｅｌｏｗ
４． １％ ，１ ６％ ． Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔ ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗａｓ ｒｅｌｉａｂｌｅ， ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ ａｎｄ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ
ａｚｉｔｒｏｍｙｃｉｎ ａｄｄｅｄ ｉｎ Ｑｉｎｆｅｉｚｈｉｋｅｓａｎ ｐｏｗｄｅｒ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ａｚｉｔｒｏｍｙｃｉｎ； ｑｉｎｆｅｉｚｈｉｋｅｓａｎ ｐｏｗｄｅｒ； ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ

　 　 大环内酯类抗生素阿奇霉素抗菌谱广，临床上

广泛用于治疗敏感菌所致呼吸道、皮肤和软组织感

染［１ － ３］。 有些养殖户在化痰清肺、平喘止咳等中兽

药散剂中违规添加阿奇霉素， 目的是控制畜禽咳

喘病的治疗，我国农业部在 ２００５ 年 ８ 月曾发布了

第 ５６０ 号令，取消了阿奇霉素作为兽药使用。 非法

添加人用抗生素，不仅易产生细菌耐药性问题，而
且增加动物源性食品中阿奇霉素的残留风险。 当

前国内外尚无中兽药散剂中阿奇霉素的检测方法

标准，仅有含量测定相关的液相色谱方法，专属性

不强，且中药组分的干扰较大，本实验拟建立高效

液相色谱 － 串联质谱方法检测中兽药散剂中违规

添加的阿奇霉素含量，为中兽药单方或复方制剂中

非法添加阿奇霉素含量的定性、定量检测提供技术

支撑。
１　 材料与方法

１． １ 　 仪器 　 ＡＥ － ２４０ 电子天平 （瑞士 Ｍｅｔｔｌｒｅｒ
Ｔｏｌｅｄｏ 公司）； Ａｇｉｌｅｎｔ １２６０ － ６４６０ 高效相色谱四极

杆电离喷雾串联质谱仪（美国安捷伦公司）； ＫＱ －
２５０ＤＢ 超声仪（昆山市超声仪有限公司），５８１０Ｒ 高

速冷冻离心机（日本日立公司），０． ２２ μｍ 的滤膜为

美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司。
１． ２　 药品及试剂　 阿奇霉素（来源：ＣＡＳ 公司，编
号：８３９０５ － ０１ － ５，纯度≥９７％ ）。 甲酸、乙腈（色谱

纯，德国 Ｍｅｒｋ 公司，）；超纯水。 高纯氮，高纯氩（纯
度均为 ９９． ９９％ ，济南德阳气体有限公司。
１． ３　 色谱条件 　 色谱柱：Ａｇｉｌｅｎｔ ＺＯＲＢＡＸ Ｅｃｌｉｐｓｅ
Ｐｌｕｓ Ｃ１８ 色谱柱，１００ ｍｍ × ３． ０ ｍｍ，粒径 ２． ７ μｍ，
或性能相当者；流动相 Ａ：乙腈；流动相 Ｂ：水溶液

（０ １％甲酸）；流速：０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：１０ μＬ；柱
温：４０ ℃。 高效液相色谱梯度洗脱程序见表 １。

表 １　 梯度洗脱程序

Ｔａｂ １　 Ｐｒｏｇｒａｍ ｏｆ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ
时间 ／ ｍｉｎ Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％

０． ００ １０ ９０

２． ００ ９０ １０

５． ００ ９０ １０

５． ３０ １０ ９０

９． ００ １０ ９０

１． ４　 质谱条件　 电离方式：电喷雾离子源；扫描方

式：正离子扫描 （ ＥＳＩ ＋ ）；检测方式：多反应监测

（ＭＲＭ）； 干 燥 气 温 度： ３５０ ℃； 干 燥 气 流 量：
９． ０ Ｌ ／ ｍｉｎ； 鞘 气 温 度： ２５０ ℃； 鞘 气 流 速：
１１． ０ Ｌ ／ ｍｉｎ；碰撞气：４０ ｐｓｉ；毛细管电压：４ ｋＶ；测试

药物定性、定量离子和碰撞能量见表 ２。

表 ２　 质谱测定参数

Ｔａｂ ２　 Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｉｃ Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｐａｒａｍｅｔｅｒ
药物 定量离子对 定性离子对 碎裂电压 ／ Ｖ 碰撞能量 ／ ｅＶ

阿奇
霉素

７４９． ３ ＞ ５９１． １ ７４９． ３１ ＞ ５９１． １
７４９． ３１ ＞ １５８． ３

９０
９０

３０
５０

１． ５　 样品制备

１． ５． １　 阴性样品　 清肺止咳散，来源：山东某兽药

企业；批号 ２０２０１１０１。
１． ５． ２　 标准储备液的制备　 精密称取阿奇霉素标

准品 １０． ３１ ｍｇ（准确至 ０． ０１ ｍｇ），置 １０ ｍＬ 容量瓶

中， 加 乙 腈 溶 解 并 稀 释 至 刻 度， 摇 匀， 即 得

１０００ μｇ ／ ｍＬ标准储备液。 － ２０ ℃冰箱保存，贮存

期 ３ 个月。
１． ５． ３　 样品溶液的制备　 准确称取 １． ５． １ 项下样

品 ０． ２ ｇ（精确到 ０． ００１ ｇ）于 ２５０ ｍＬ 三角烧瓶中，
加入 ５０ ｍＬ ４０％乙腈溶液超声提取 １５ ｍｉｎ，转移至
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１００ ｍＬ 容量瓶中，加初始流动相（１． ３）稀释至刻

度。 用滤纸过滤，收集续滤液。 准确吸取续滤液

１ ０ ｍＬ，至 １０ ｍＬ 容量瓶中，用初始流动相（１． ３）稀
释至刻度，摇匀，滤膜过滤，过滤液待测。 同时按上

述步骤做样品空白试验。
１． ５． ４　 空白基质溶液的制备　 称取 ０． ２ ｇ 样品 ５０
份，按照 １． ５． ３ 项下方法处理后即得空白基质溶液。
１． ５． ５　 基质匹配标准储备溶液的制备　 精密量取

标准储备液 １ ｍＬ，置 １００ ｍＬ 容量瓶中，加空白基质

溶液稀释至刻度，摇匀，滤过，即得 １０ μｇ ／ ｍＬ 的基

质匹配标准储备溶液。
１． ５． ６　 阳性添加样品的制备　 准确称取阿奇霉素

５、１０、２０、５０ ｍｇ 加入到阴性空白散剂样品 １００ ｇ
中，混匀，即每 １ ｋｇ 分别添加阿奇霉素 ５０、１００、
２００、５００ ｍｇ，每个添加量制备 ３ 份平行样，按待测

样品制备方法（１． ５． ３ 项）制备阳性添加样品，在上

述液相色谱条件（１． ３ 项）和质谱条件（１． ４ 项）进

行测定，每份样品至少进样 ２ 次，取平均值。
１． ５． ７　 基质标准曲线的制备 　 准确吸取 ５． ０ ｍＬ
基质匹配标准储备溶液（１０ μｇ ／ ｍＬ），至 １００ ｍＬ 容

量瓶中，用空白基质溶液稀释至刻度，摇匀，得

５００ ｎｇ ／ ｍＬ的基质标准溶液。 分别吸取 ５００ ｎｇ ／ ｍＬ
的基质标准溶液适量，用空白基质溶液倍比稀释，
得 ５、１０、２５、５０、１００、１２５、２５０ ｎｇ ／ ｍＬ 的标准物质系

列工作液。
２　 结果与分析

２． １　 线性考察 　 在选定的色谱条件下，使用梯度

洗脱的方法，可有效地分离各离子。 ５、１０、２５、５０、
１００、１２５、２５０ ｎｇ ／ ｍＬ 的基质匹配标准溶液，经高效

液相色谱 －串联质谱仪测定后，以标准溶液中阿奇

霉素定量离子峰面积为纵坐标，标准溶液中相应的

阿奇霉素浓度为横坐标，绘制基质标准曲线。 阿奇

霉素在 ５ ～ ２５０ ｎｇ ／ ｍＬ 范围内标准曲线线性回归方

程为 Ｙ ＝ １３０９． ９４Ｘ ＋ １１９． ９６，其决定系数 Ｒ２ 为

０ ９９９３，线性关系良好。
２． ２ 精密度试验　 精密吸取基质匹配标准溶液 ５０
ｎｇ ／ ｍＬ（１０ μＬ），连续进样 ６ 次。 以峰面积计算，得
出阿奇霉素峰面积的 ＲＳＤ （相对标准偏差） 为

１ ８％ 。 表明仪器精密度良好，符合检测要求。
２． ３　 稳定性试验　
２． ３． １　 标准溶液稳定性　 配制阿奇霉素标准储备

液将其分装为 ３ 瓶，分别将其储存在冷冻、冷藏和室

温条件下，每周稀释上机，考察稳定性。 实验数据表

明， －２０ ℃和 ４ ℃储存的标准储备液 ３ 个月内无明

显差异，２５ ℃存储条件下略有差异。 结果见表 ３。

表 ３　 标准储备液稳定性考察

Ｔａｂ ３　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｔｏｃｋ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
阿奇霉素标准储备液稳定性

化合物
浓度 ／

（μｇ·ｍＬ －１）
保存温
度 ／ ℃

实测回收率 ／ ％

０ ｄ １５ ｄ ３０ ｄ ６０ ｄ ９０ ｄ

阿奇霉素 ２００

－ ２０ １００． ０ ９９． ８ ９９． ６ ９９． １ ９８． ２

４ １００． ０ ９９． ８ ９９． ６ ９９． １ ９８． ２

２５ １００． ０ ９９． ５ ９９． １ ９８． ７ ９６． ８

２． ３． ２　 基质添加阿奇霉素稳定性　 清肺止咳散中

添加阿奇霉素（５０ ｍｇ ／ ｋｇ）后，分别将其储存在冷

冻、冷藏和室温条件下，稀释至 １０ ｎｇ ／ ｍＬ 上机，并
且每周将不同储存状态下的标准储备液和中间液

进行稀释上机，即用第 ０ 天的数据为标曲单点对每

周的 数 据 进 行 校 正。 实 验 数 据 表 明， 在 冷 冻

（ － ２０ ℃）条件下储存的标准 ９０ ｄ 内，无降解。 而

在室温条件下储存的阿奇霉素储备液从第 ２ 个月

开始出现降解；阿奇霉素中间液从第 １ 个月就开始

出现降解，第 ２ 个月时已经出现明显降解。 结合实

验数据和 ＧＢ ／ Ｔ ２７４０４ － ２００８ 推荐的有效期，阿奇

霉素储备液和中间液的有效期最终定为 ３ 个月。
结果见图 １。
２． ４　 回收率试验　 ５０、１００、２００、５００ ｍｇ ／ ｋｇ 四个添加

浓度下，平均回收率在 ８９． １％ ～９８． ６％ （表 ４）。 批内

相对标准偏差 ＜１． ６％，批间相对标准偏差为 ４． １％。
２． ５　 检出限和定量限　 空白基质按确定的步骤处

理后，测定结果表明：在相应的保留时间，空白基质

对所测分析物无干扰。 在空白样品中添加阿奇霉

素标准品，按确定的提取方法处理后，经高效液相

色谱 －串联质谱仪检测，计算信噪比。 添加浓度为

２５ ｍｇ ／ ｋｇ 时，标准溶液信噪比（Ｓ ／ Ｎ））≥３，确定为
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图 １　 清肺止咳散添加阿奇霉素溶液稳定性

Ｆｉｇ　 １ Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ Ｑｉｎｇｆｅｉｚｈｉｋｅ ｐｏｗｄｅｒ ａｄｄｅｄ ａｚｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ｓｏｌｕｔｉｏｎ

表 ４　 回收率和精密度试验结果（ｎ ＝３）

Ｔａｂ ４　 Ｒｅｓｕｌｔ ｏｆ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ ｆｏｒ ａｚｉｔｒｏｍｙｃｉｎ
清肺止咳散 添加量 ／ （ｍｇ·ｋｇ － １） 回收率 ／ ％ 平均回收率 ／ ％ 批内 ＲＳＤ ／ ％ 批间 ＲＳＤ ／ ％

阿奇霉素

５０

１００

２００

５００

９７． ４６

９５． ０４

９２． ０８

８７． ８１

９９． ５５

９５． ３０

９１． ２１

８８． ８５

９８． ７８

９６． ８８

９１． ２９

９０． ５６

９８． ６

９５． ７

９１． ５

８９． １

１． １

１． ０

０． ５

１． ６

４． １

方法的检出限。 添加浓度为 ５０ ｍｇ ／ ｋｇ 时，标准溶

液显示信噪比（ Ｓ ／ Ｎ））≥１０，作为此方法定量限。
检测限和定量限满足检测要求。
２． ６　 质谱图 　 空白样品、对照溶液及阳性添加样

品的高效液相色谱 －串联质谱图见图 ２ ～图 ４。
３　 讨论与结论

３． １　 前处理方法的选择与优化　 为确保散剂中添

加阿奇霉素有效成分全部溶解，分别用甲醇、乙腈、
水、２０％ 乙腈水、４０％ 乙腈水、６０％ 乙腈水、８０％ 乙

腈水、乙腈：０． １％甲酸水（４０∶ ６０）、乙腈：０． ２％甲酸

水（４０∶ ６０）、乙腈：０． ５％ 甲酸水（４０ ∶ ６０）对不同批

号的样品稀释并超声提取。 结果发现甲醇、水提取

时，提取得到供试品杂质成分多，回收率不高；用乙

腈提取后的提取液较为清澈，基质干扰小。 因为阿

奇霉素在中性水溶液中相对较稳定，因此，决定调

节乙腈和水的比例，实验结果发现，４０％ 乙腈水提

取后的供试品溶液基质干扰最小。 阿奇霉素属于

弱碱性化合物，易溶于酸性水溶液［４］，为进一步确

定甲酸水的用量，研究比较甲酸 ０． １％ 、０． ２％ 、
０． ５％用量时，结果表明甲酸用量为 ０． １％ 时，超声

提取 １５ ｍｉｎ，且基质效益无明显差别，杂质干扰少，
峰形对称，阿奇霉素回收率较高。 故选择初始流动

相处理样品。 基质匹配标准溶液采用空白基质溶

液定容，空白基质溶液在与阿奇霉素对照品相同保

留时间处，均无色谱峰出现，证明在很大程度上基

质效应小，实验准确度高。
３． ２　 液相色谱条件的选择与优化　 本实验分别考

察甲醇 － ０． １％ 甲酸水溶液和乙腈 － ０． １％ 甲酸水

溶液分离情况，摒弃了乙腈 － ０． ０１ ｍｏｌ ／ Ｌ 磷酸二氢

钾溶液（１２∶ ８８）作为流动相，降低了色谱柱因磷酸盐

易堵的风险［５ － ８］。 不断调整流动相比例：甲醇和乙

腈由 ３０％下降到 １０％，最终选择了乙腈 －０． １％甲酸

水（１∶ ９，体积比）为初始流动相，不仅能使阿奇霉素

很好的分离，其特征离子质量色谱图的峰形和分离

度好，降低了检测成本，有机试剂使用量较少，有利

环保。
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图 ２　 空白样品特征离子质量色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｂｌａｎｋ ｓａｍｐｌｅ

图 ３　 对照溶液提取离子色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｃｏｎｔｒａｓｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎ
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图 ４　 阳性添加样品特征离子质量色谱图

Ｆｉｇ ４　 Ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｈｅ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ａｄｄｅｄ ｓａｍｐｌｅ

３． ３　 质谱条件的选择与优化件的选择与优化　 采

用 １． ０ μｇ ／ ｍＬ 的阿奇霉素标准溶液在不接色谱柱

的条件下，分别用电喷雾电离正离子模式（ＥＳＩ ＋ ）
和负离子模式（ＥＳＩ － ）进行母离子全扫描。 结果发

现，阿奇霉素正离子模式的 ［ Ｍ ＋ Ｈ］ ＋ 为 ｍ ／ ｚ
７４９ ３，负离子模式下的［Ｍ － Ｈ］ － 为 ｍ ／ ｚ ７４７． ３，
［Ｍ ＋ Ｈ］ ＋ 信号远远高于［Ｍ － Ｈ］ － 。 在正离子模

式（ＥＳＩ ＋ ）下对阿奇霉素进行二级质谱全扫描，得
到 ｍ ／ ｚ ５９１． １、ｍ ／ ｚ １５８． ３、ｍ ／ ｚ １１６． １、ｍ ／ ｚ ８３． １ 四

个相对信号较高的子离子。 利用安捷伦 Ｏｐｔｉｍｉｚｅｒ
软件对阿奇霉素的子离子碎裂电压、碰撞能量等参

数进行进一步的优化，获得最佳的仪器条件。 结合

样品基质的质谱图最终选取离子丰度最高、本底干

扰最小的 ｍ ／ ｚ ７４９． ３ ＞ ５９１． １ 作为定量离子，ｍ ／ ｚ
７４９ ３ ＞ １５８． ３ 作为定性离子。

本实验建立了中兽药散剂中非法添加阿奇霉素

含量的高效液相色谱 －串联质谱法检测方法。 实验

过程简单、快速，回收率较高，各项性能指标均达到

了行业标准要求，同时基质干扰小，检测结果准确可

靠，检出限低，灵敏度高，适用于清肺止咳散中非法

添加阿奇霉素的定性、定量检测，为治理整顿中兽药

中添加违禁药物，提供了检测参考和技术支撑。
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