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［摘　 要］ 　 建立牛血浆中加米霉素含量的 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 检测方法。 血浆样品经甲醇沉淀蛋白，外
标法定量， 使用 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ® ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱，以甲醇：１０ ｍＭ 乙酸铵缓冲液为流动相，流
速 ０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：５０ ℃；进样量：１０ μＬ。 三重四级杆质谱仪电喷雾离子源（ＥＳＩ），正离子扫描、多反

应监测（ＭＲＭ）。 考察方法的线性范围、准确度与精密度、稳定性和稀释可靠性。 结果显示，加米霉素

出峰时间在１ ｍｉｎ 左右，本方法在１ ～１００ ｎｇ ／ ｍＬ 浓度范围内呈良好的线性关系，相关系数 ｒ≥０． ９９９，检
测限（ＬＯＤ）和定量限（ＬＯＱ）分别为 ０． ５ ｎｇ ／ ｍＬ 和 １ ｎｇ ／ ｍＬ。 ３ 个浓度（１、５０ 和 １００ ｎｇ ／ ｍＬ）的空白血浆

添加样品批内和批间平均回收率分别在 ８５． ２３％ ～ ９５． ６３％和 ８７． ７３％ ～ ９３􀆰 ９７％之间，相对标准偏差

（ＲＳＤ）分别在１． ４０２％ ～１３． ９２％和 ２． ９０３％ ～８． ６８０％之间。 准确度和精密度、稳定性及稀释可靠性均

符合生物样品分析的相关要求。 本方法可用于牛的血浆中加米霉素的浓度测定及药代动力学研究。
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Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ｔｏ ｅｓｔａｂｌｉｓｈ ａ ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｍｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ ｐｌａｓｍａ， ｔｈｅ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｉｎ ｔｈｅ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅｓ ｗａｓ ｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｅｄ ｂｙ ｍｅｔｈａｎｏｌ， ａｎｄ ｔｈｅ ｇａｍｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｗａｓ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ
ｂｙ ｅｘｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ． Ｕｓｉｎｇ ｍｅｔｈａｎｏｌ： １０ ｍＭ ａｍｍｏｎｉｕｍ ａｃｅｔａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ａｓ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ， ａｎｄ ｔｈｅ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｉｓ ｃａｒｒｉｅｄ ｏｕｔ ｂｙ ｔｒｉｐｌｅ ｑｕａｄｒｕｐｏｌｅ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｅｒ ｗｉｔｈ ｐｏｓｉｔｉｖｅ ｅｌｅｃｔｒｏｓｐｒａｙ ｉｏｎｉｚａｔｉｏｎ
（ＥＳＩ） ｍｏｄｅ ｗｉｔｈ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ｒｅａｃｔｉｏｎ ｍｏｎｉｔｏｒｉｎｇ （ＭＲＭ） ｍｏｄｅ． Ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒａｎｇｅ， ａｃｃｕｒａｃｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ， ｓｔａｂｉｌｉｔｙ
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ａｎｄ ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｗｅｒｅ ｉｎｖｅｓｔｉｇａｔｅｄ． Ｔｈｅ ｒｅｓｕｌｔｓ ｓｈｏｗ ｔｈａｔ ｔｈｅ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｉｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ １ ～ １００ ｎｇ ／ ｍＬ ｗａｓ ｉｌｌｕｓｔｒｉｏｕｓ， ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ （ ｒ） ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ０． ９９９， ａｎｄ ｔｈｅ
ＬＯＤ ａｎｄ ＬＯＱ ｗａｓ ０． ５ ｎｇ ／ ｍＬ ａｎｄ １ ｎｇ ／ ｍＬ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ａｔ ｔｈｅ ａｄｄｅｄ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ １ ｎｇ ／ ｍＬ， ５０ ｎｇ ／ ｍＬ，
ａｎｄ １００ ｎｇ ／ ｍＬ， ｔｈｅ ｗｉｔｈｉｎ － ｒｕｎ ａｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ － ｒｕｎ ｍｅａｎ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｇａｍｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ｗｅｒｅ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ
８５􀆰 ２３％ ｔｏ ９５． ６３％ ａｎｄ ８７． ７３％ ｔｏ ９３． ９７％ ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ， ａｎｄ ｔｈｅ ｒｅｌａｔｉｖｅ ｓｔａｎｄａｒｄ ｄｅｖｉａｔｉｏｎ （ＲＳＤ） ｗｅｒｅ
ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ １． ４０２％ ｔｏ １３． ９２％ ａｎｄ ２． ９０３％ ｔｏ ８． ６８０％ ， ｒｅｓｐｅｃｔｉｖｅｌｙ． Ｔｈｅ ａｃｃｕｒａｃｙ， ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ， ｓｔａｂｉｌｉｔｙ， ａｎｄ
ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ ａｌｌ ｍｅｅｔ ｔｈｅ ｒｅｌｅｖａｎｔ ｒｅｑｕｉｒｅｍｅｎｔｓ ｏｆ ｂｉｏｌｏｇｉｃａｌ ｓａｍｐｌｅ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｉｍｐｌｅ，
ｓｅｎｓｉｔｉｖｅ， ｒａｐｉｄ， ａｎｄ ａｃｃｕｒａｔｅ， ｗｈｉｃｈ ｉｓ ａｐｐｒｏｐｒｉａｔｅ ｆｏｒ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｍｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ｉｎ ｂｏｖｉｎｅ
ｐｌａｓｍａ ａｎｄ ｕｓｅ ｉｎ ｐｈａｒｍａｃｏｋｉｎｅｔｉｃｓ ｓｔｕｄｙ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｇａｍｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ； ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ； ｂｏｖｉｎｅ ｐｌａｓｍａ

　 　 加米霉素为动物专用的十五元环半合成大环内

酯类抗生素，属于大环内酯类的氮杂内酯（Ａｚａｌｉｄｅ）
亚类［１］。 其药理作用的发挥主要通过与原核生物

核糖体 ５０Ｓ 亚基的 ２３Ｓ 核糖体结合，使原核生物蛋

白质的合成受到抑制，这一点是大环内酯类抗生素

的共同特点［２ － ３］。 加米霉素为时间依赖性抗菌药，
高浓度时可杀灭细菌［４］，其具有氮杂内酯类抗生素

的药动学和药理学特性［５］，对细胞膜穿透力较十四

元大环内酯类抗生素显著增强，同时组织中药物浓

度提高、半衰期延长［６］；与同类抗生素如阿奇霉素、
罗红霉素等相比，加米霉素具有良好的抗菌效果，
且对革兰氏阴性和阳性菌均有较强的抗菌活性［７］，
在畜禽养殖生产和兽医临床具有广阔的应用前景。
法国梅利亚公司将其开发为注射液（ＺＡＣＴＲＡＮ®，
Ｍｅｒｉａｌ），在美国，ＺＡＣＴＲＡＮ®批准用于治疗肉牛和干乳

期奶牛由溶血性曼氏杆菌（Ｍａｎｎｈｅｉｍｉａ ｈａｅｍｏｌｙｔｉｃａ）、
多杀性巴氏杆菌（Ｐａｓｔｅｕｒｅｌｌａ ｍｕｌｔｏｃｉｄａ）、睡眠嗜组

织菌（Ｈｉｓｔｏｐｈｉｌｕｓ ｓｏｍｎｉ） 和牛支原体 （Ｍｙｃｏｐｌａｓｍａ
ｂｏｖｉｓ）引起的牛呼吸道疾病（ＢＲＤ） ［８］。 在我国加

米霉素注射液批准用于治疗牛和猪的呼吸道疾

病［９］，除已批准的适应症外，加米霉素还可用于治

疗相关病原体引起的羊腐蹄病和跛行［１０］。 对于大

环内酯类抗生素，固相萃取已成为多种基质样品前

处理的常规技术［１１］，然而此种样品制备程序耗时且

昂贵，不利于需要分析大量样品的研究，如药代动力

学研究。 因此，本研究旨在建立和验证一种简单、灵
敏、快速测定牛血浆加米霉素含量的 ＵＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ

检测方法，为加米霉素在牛的药代动力学（ＰＫ）等研

究提供方法支持。
１　 材料与方法

１． １　 仪器和试剂 　 仪器：Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ
超高效液相色谱仪；ＡＢ ＳＣＩＥＸ ５５００ 三重四极杆质

谱仪；Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ ® ＨＳＳ Ｔ３ 色谱柱

（１􀆰 ８ μｍ，２． １ ｍｍ × １００ ｍｍ）；ＱＵＩＮＴＩＸ１２４ － １ＣＮ
电子分析； Ｇｅｎｉｕｓ２ ３０１０、 ＡＢＮ２ＺＡ 氮气发生器；
Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ Ｎｉｔｒｏｇｅｎ Ｅｖａｐｏｒａｔｏｒ 氮吹仪；Ｅｐｐｅｎｄｏｒｆ
Ｃｅｎｔｒｉｆｕｇｅ ５８１０Ｒ 高速冷冻离心机。

试剂：由齐鲁动保生产的纯度为 ９８． ２％加米霉素

对照品（批号：２０１１０３１５）；由扬州大学实验农牧场奶牛

场提供的中国荷斯坦牛空白血浆；由德国默克公司生

产的色谱级甲醇溶液；乙酸铵为阿拉丁试剂有限公司

分析纯产品；冰醋酸购自国药集团化学试剂有限公司。
１． ２　 溶液的配制

１． ２． １　 流动相　 首先配制１０ ｍＭ 乙酸铵溶液，准确称

取乙酸铵 ０． ７７０８ ｇ 于 １０００ ｍＬ 容量瓶中，用超纯水溶

解、定容并混合均匀后，用冰醋酸调节 ｐＨ 至 ３． ６。 将

甲醇溶液和 １０ ｍＭ 乙酸铵缓冲液以 ７０∶ ３０ 的比例混

合即为流动相，流动相经０．４５ μｍ滤膜过滤，超声脱气。
１． ２． ２　 标准储备液及工作液　 精密称定加米霉素

对照品 １０ ｍｇ 置于 ２５ ｍＬ 容量瓶中，甲醇溶解并定

容，即配成浓度为 ４００ μｇ ／ ｍＬ 加米霉素标准储备

液，小瓶分装后置 － ２０ ℃下保存备用，有效期 ６ 个

月。 准确吸取适量加米霉素标准储备液用流动相

稀释成系列标准工作液，现用现配。
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１． ３　 方法

１． ３． １　 样品前处理　 于 １０ ｍＬ 离心管中加入 ０． ５
ｍＬ 新鲜或冻融的血浆，加入 ４． ０ ｍＬ 甲醇，涡旋 ５
ｍｉｎ，超声 ５ ｍｉｎ 后 １００００ ｒ ／ ｍｉｎ 高速离心 １２ ｍｉｎ，分
离上清液至另一 １０ ｍＬ 离心管。 上清液经 ４０ ℃氮

吹至干后用 １． ０ ｍＬ 流动相复溶，漩涡 ５ ｍｉｎ 后转移

至 ２ ｍＬ 离心管中， １３０００ ｒ ／ ｍｉｎ 超高速离心 ６ ｍｉｎ
后，经 ０． ２２ μｍ 有机相滤膜过滤后收集于进样瓶中

待检测。
１． ３． ２　 ＵＰＬＣ 条件　 Ｗａｔｅｒｓ ＡＣＱＵＩＴＹ ＵＰＬＣ® ＨＳＳ

Ｔ３（１． ８ μｍ，２． １ ｍｍ × １００ ｍｍ） 色谱柱；流动相为

甲醇︰１０ ｍＭ 乙酸铵缓冲液（Ｖ ∶ Ｖ ＝ ７０ ∶ ３０，ｐＨ ＝
３􀆰 ６）；流速：０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；柱温：５０ ℃；样品室温度：
４ ℃；进样量：１０ μＬ。
１． ３． ３　 ＭＳ 条件　 离子源为电喷雾离子源（ＥＳＩ）；
扫描方式采用正离子扫描； 采 用 多 反 应 监 测

（ＭＲＭ）；使用串联（ＴＱ）四级杆检测器；离子源温

度为 ５５０． ０ ℃；电喷雾电压为 ５５００． ０ Ｖ；去簇电压

为 １０１． ９４ Ｕ ／ Ｖ；气帘气压力为 ２０． ０ Ｐｓｉ；碰撞室压

力为 ８ Ｐｓｉ。 碰撞电压、摄入电压等见表 １。
表 １　 特征离子质谱参数

Ｔａｂ １　 Ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｐａｒａｍｅｔｅｒｓ ｏｆ ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ
检测物 定性离子对（ｍ ／ ｚ） 碰撞电压 ／ Ｖ 定量离子对（ｍ ／ ｚ） 碰撞室射出电压 ／ Ｖ 摄入电压 ／ Ｖ

加米
霉素

７７７． ７ ＞ ６１９． ４
７７７． ７ ＞ １５８． ２

４１． ６８
４８． １６

７７７． ７ ＞ ６１９． ４ １２． ０ １０． ０

２　 结果与分析

２． １　 色谱行为 　 空白血浆离子流色谱图、加米霉

素对照品和空白血浆添加加米霉素对照品总离子

流色谱见图 １。 加米霉素在试验建立的色谱检测条

件下能与溶剂峰和血浆中其他杂质完全分离，色谱

峰形良好且附近无杂质峰干扰，出峰时间在 １ ｍｉｎ
左右，说明建立的色谱条件满足后期牛血浆中加米

霉素的定量分析研究。

Ａ 为空白血浆总离子流色谱图；Ｂ 为加米霉素对照品（５０ ｎｇ ／ ｍＬ）总离子流色谱图；Ｃ 为空白血浆添加加米霉素（５０ ｎｇ ／ ｍＬ）总离子流色谱图。

图 １　 总离子流色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｔｏｔａｌ ｉｏｎ ｆｌｏｗ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ
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２． ２　 标准曲线及线性范围　 空白血浆中加入适量

标准工作液配制浓度为 １００、７５、５０、２５、１０、５、２． ５
和 １ ｎｇ ／ ｍＬ 加米霉素空白血浆添加样品，按 １． ３ 项

所述方法处理样品并检测，拟合标准曲线主要以检

测的加米霉素特征离子峰面积为纵坐标，横坐标是

对应的标准溶液浓度，每个浓度重复 ３ 次。 结果显

示，加米霉素在浓度 １ ～ １００ ｎｇ ／ ｍＬ 呈现良好线性

关系，相关系数均大于 ０． ９９９０，见表 ２。

表 ２　 加米霉素标准曲线方程

Ｔａｂ ２　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｅｑｕａｔｉｏｎ ｏｆ ｇａｍｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ

批次
线性范围

／ （ｎｇ·ｍＬ － １）
标准曲线回归方程 ｒ

１ １ ～ １００ ｙ ＝ ７． ５５２ｅ４ ｘ ＋ ２． ３１６ｅ４ ０． ９９９４

２ １ ～ １００ ｙ ＝ ６． ９５８ｅ４ ｘ ＋ ２． ４５４ｅ４ ０． ９９９７

３ １ ～ １００ ｙ ＝ ７． ９７０ｅ４ ｘ ＋ ２． ５３２ｅ４ ０． ９９９３

　 　 ｅ４ 指 １０４，下同。

２． ３　 检测限和定量限　 将适量标准工作液加入到

空白血浆制成不同浓度的添加样品，每个浓度５个

平行，按 １． ３ 项所述方法进行样品处理和仪器检

测，检测限（ＬＯＤ）由信噪比（Ｓ ／ Ｎ）≥３ 确定，定量限

（ＬＯＱ）由 Ｓ ／ Ｎ≥１０ 时确定。 结果显示，加米霉素对

照品溶液浓度为 ０． ５ ｎｇ ／ ｍＬ 时 Ｓ ／ Ｎ≥３，且相对离

子丰度符合要求；加米霉素对照品溶液浓度为 １
ｎｇ ／ ｍＬ 时 Ｓ ／ Ｎ≥１０，且准确度和精密度满足定量分

析要求，因此，本方法的 ＬＯＤ 和 ＬＯＱ 分别为 ０． ５
ｎｇ ／ ｍＬ和 １ ｎｇ ／ ｍＬ。
２． ４ 　 准确度和精密度　 依据回收率考察准确度，
批内和批间相对标准偏差（ＲＳＤ）考察精密度。 分

别配制浓度为 １００、５０ 和 １ ｎｇ ／ ｍＬ 的加米霉素空白

血浆添加样品，按 １． ３ 项所述方法处理样品并检

测，测定结果代入随行标准曲线计算实测值。 每个

浓度 ５ 个平行，共重复 ３ 批。 结果显示上述添加浓

度下的加米霉素批内回收率在 ８５． ２３％ ～ ９５． ６３％
之间，批间回收率在 ８７． ７３％ ～ ９３． ９７％ 之间，批内

和批间 ＲＳＤ 均小于 １４％ （表 ３）。

表 ３　 血浆中加米霉素添加回收率及相对标准偏差

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ａｎｄ ＲＳＤ ｏｆ ｇａｍｉｔｈｒｏｍｙｃｉｎ ｉｎ ｐｌａｓｍａ

添加浓度（ｎｇ ／ ｍＬ）
实测浓度 ／ （ｎｇ·ｍＬ － １） 批内 ／ ％ 批间 ／ ％

１ ２ ３ ４ ５ 回收率 ＲＳＤ 回收率 ＲＳＤ

１

０． ９６４ ０． ９５４ ０． ７００ ０． ９４６ １． ０３６ ９２． ００ １３． ９２

０． ８６６ ０． ８９５ ０． ８８４ ０． ９１６ ０． ９４０ ９０． ０２ ３． １８７

０． ８８９ ０． ８６５ ０． ９８８ ０． ９５３ １． ０１４ ９４． １８ ６． ７４９

９２． ０７ ８． ６８０

５０

４９． ４６ ４６． ５２ ４７． ９０ ４８． ６０ ４５． ８３ ９５． ３２ ３． １１７

４９． ０８ ４６． ５６ ４９． １５ ４８． ４１ ４５． ８７ ９５． ６３ ３． １５４

４８． ５３ ４５． ５２ ４５． ４０ ４４． ７５ ４３． ２０ ９０． ９６ ４． ２６４

９３． ９７ ４． ０３３

１００

９２． ４８ ８８． ３６ ８９． ９０ ９０． ６２ ９０． ０３ ９０． ２８ １． ６４８

９０． ３１ ８６． １８ ８６． ２６ ８８． ６７ ８７． ０４ ８７． ６９ ２． ０２２

８７． ２１ ８５． ３８ ８４． ７７ ８４． ７０ ８４． １０ ８５． ２３ １． ４０２
８７． ７３ ２． ９０３

　 　 回收率均基于平均实测浓度计算。

２． ５　 稳定性考察

２． ５． １　 标准储备液的稳定性　 用流动相稀释适量

标准储备液使其浓度为 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ，按 １． ３ 项下色谱

与质谱条件检测得第 ０ 时检测结果。 标准储备液

的储存条件为 － ２０ ℃，分别于第 ３０ 天、９０ 天、１８０
天取出，配制浓度为 ５０ ｎｇ ／ ｍＬ 的标准工作液再次

检测。 试验结果见表 ４，结果显示，不同放置时间平

均实测峰面积于 ０ 时比较偏差均小于 ５％ ，ＲＳＤ

·２２·
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（ｎ ＝ １０）均小于 ５％ ，表明加米霉素标准储备液于

－ ２０ ℃放置 ６ 个月仍可保持稳定。
表 ４　 标准储备液稳定性试验结果

Ｔａｂ ４　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｓｔｏｃｋ ｓｏｌｕｔｉｏｎ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

工作液浓度

／ （ｎｇ·ｍＬ － １）
放置
时间

平均实测峰面积

（ｅ５）
偏差
／ ％

ＲＳＤ
／ ％

５０

０ 时 ７７． ９ ± ２． ３６ － －

１ 个月 ７３． ２ ± ２． ０８ １． ０７ ２． ８４

３ 个月 ７５． ３ ± ２． ０１ １． １４ ２． ８０

６ 个月 ７６． ６ ± ２． ９３ ０． ０１ ３． ３１

　 　 偏差基于 ０ 时平均实测峰面积计算。

２． ５． ２　 血浆样品反复冻融后的稳定性　 制备三个

浓度 的 空 白 血 浆 添 加 样 品， 分 别 为 １、 ５０ 和

１００ ｎｇ ／ ｍＬ，三个浓度各 ５ 个平行，按 １． ３ 项所述方

法处理上机检测，得到冻融 ０ 次检测结果，剩余空

白血浆添加样品于 － ２０ ℃下储存不少于 ２４ ｈ 后取

出，冻存样品解冻、冻存、解冻循环 ３ 次，两次冻融

间隔时间至少 ５ ｈ，３ 个冻融循环后按 １． ３ 项所述方

法处理样品并检测，检测结果代入随行标准曲线计

算实测浓度。 试验结果见表 ５，结果显示，０ 次和 ３
次冻融循环后平均实测值与标示值比较，偏差小于

１５％ ，ＲＳＤ（ｎ ＝ ５）小于 １０％ ，说明经 ３ 个循环冻融

（ ＋ ２２ ℃ ／ － ２０ ℃）后牛血浆样品中的加米霉素仍

可保持稳定。
表 ５　 血浆样品反复冻融后的稳定性试验结果

Ｔａｂ ５　 Ｆｒｅｅｚｅ － ｔｈａｗ ｐｌａｓｍａ ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

冻融循
环次数

添加浓度

／ （ｎｇ·ｍＬ － １）
平均实测值

／ （ｎｇ·ｍＬ － １）
偏差
／ ％

ＲＳＤ
／ ％

０ 次

１ ０． ９３ ± ０． ０５ ７． ００ ５． ３８

５０ ４６． ７ ± １． ７３ ６． ６２ ３． ７１

１００ ８６． １ ± ０． ９１ １３． ９ １． ０６

３ 次

１ ０． ９０ ± ０． ０４ １０． ０ ４． ４４

５０ ４６． ４ ± ０． ７４ ７． ２２ １． ６０

１００ ８６． ４ ± １． ５８ １３． ６ １． ８３

　 　 偏差基于平均实测值与标示值计算。

２． ５． ３　 血浆样品贮存期间的稳定性　 制备三个浓

度的空白血浆添加样品，分别为 １、５０、１００ ｎｇ ／ ｍＬ，
三个浓度各 ５ 个平行，按 １． ３ 项所述方法处理样品

并上机检测，得到第 ０ 时检测结果，将上述空白血

浆添加样品冻存（ － ２０ ℃）１ 周和 １ 个月后再次分

别对各个浓度的血浆样品进行检测，检测结果代入

随行标准曲线计算实测浓度。 试验结果见表 ６，结
果显示，不同贮存时间平均实测浓度与标示值偏差

均小于 １５％ ，ＲＳＤ（ｎ ＝ ５）均小于 １０％ ，表明血浆样

品中加米霉素至少可在冻存条件下保持稳定 １
个月。

表 ６　 血浆样品贮存期间的稳定性试验结果

Ｔａｂ ６　 Ｓｔａｂｉｌｉｔｙ ｏｆ ｐｌａｓｍａ ｓａｍｐｌｅｓ ｄｕｒｉｎｇ

ｓｔｏｒａｇｅ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

贮存时间
添加浓度

／ （ｎｇ·ｍＬ － １）
平均实测浓度

（ｎｇ·ｍＬ － １）
偏差
／ ％

ＲＳＤ
／ ％

０ 时

１ ０． ９３ ± ０． ０５ ６． ８０ ５． １５

５０ ４６． ７ ± １． ７３ ６． ６２ ３． ７１

１００ ８６． １ ± ０． ９１ １３． ９ １． ０５

１ 周

１ ０． ９２ ± ０． ０４ ８． ２０ ４． １４

５０ ４６． ８ ± ０． ３８ ６． ３６ ０． ８２

１００ ８６． ４ ± １． ０２ １３． ６ １． １８

１ 个月

１ ０． ９３ ± ０． ０２ ７． ２０ １． ８３

５０ ４７． ０ ± ０． ９１ ６． ００ １． ９３

１００ ８７． ３ ± ２． １７ １２． ７ ２． ４８

　 　 偏差基于平均实测值与标示值计算。

２． ６　 稀释可靠性 　 准确吸取提前制备好的浓度

为 ３０ μｇ ／ ｍＬ 的加米霉素工作液 １ ｍＬ 与 ９ ｍＬ 牛

空白血浆充分混合，使其浓度为 ３０００ ｎｇ ／ ｍＬ。
将上述空白血浆添加样品适量加入一定量的空

白血浆中混匀稀释，分别按照稀释 １００、５０ 和 ２０
倍制备成浓度为 １５０、６０ 和 ３０ ｎｇ ／ ｍＬ 的待检样

品，三个稀释浓度各 ６ 个平行，按 １ ． ３ 项所述方

法处理样品并检测，检测结果与空白血浆添加标

准品比较。 血浆样品稀释可靠性试验结果见表

７，３ 个稀释倍数实测峰面积 ＲＳＤ（ ｎ ＝ １１） 均小

于 ５％ 。
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表 ７　 稀释可靠性试验结果

Ｔａｂ ７　 Ｄｉｌｕｔｉｏｎ ｒｅｌｉａｂｉｌｉｔｙ ｔｅｓｔ ｒｅｓｕｌｔｓ

稀释后浓度

／ （ｎｇ·ｍＬ － １）
稀释倍数 配制方式

实测峰面积（ｅ６）

１ ２ ３ ４ ５ ６
ＲＳＤ ／ ％

３０ １００
加标 ５． ２９５ ５． ５４２ ５． ４４８ ５． ６９６ ５． ５４２

稀释 ５． ６２０ ５． ７０４ ５． ６１３ ５． ５８８ ５． ７０３ ６． ０７８
３． ４５９

６０ ５０
加标 ９． ８６７ ９． ５１８ ９． ９４４ ９． ８５２ ９． １５２

稀释 ９． ９０７ ９． ９６２ ９． ２１５ ９． ４５０ １０． ２０ １０． ４５
４． ０９９

１５０ ２０
加标 １７． ９１ １８． ６６ １８． ５３ １９． ４６ １８． ９９

稀释 １７． ８０ １８． ６７ １９． ５３ １９． １３ １８． ７６ １９． ０５
２． ９５２

３　 讨论与结论

３． １　 血浆样品前处理　 动物血浆中加米霉素含量

的检测方法国内外均有丰富的报道，Ｈｕａｎｇ 等［５］ 以

加米霉素 － ｄ５ 为内标，０． １Ｍ 磷酸二氢钾缓冲液沉

淀蛋白后，经 Ｏａｓｉｓ®ＭＣＸ ９６ 孔 ＳＰＥ 板净化，该方法

已用于加米霉素在牛、羊［１０］ 及羊驼［１］ 的多项血浆

药动学研究；在国内，王红霄等［１２］ 使用乙腈沉淀蛋

白后，经 ４０ ℃氮气吹干，０． １％甲酸乙腈 － ０． １％甲

酸溶液（Ｖ ／ Ｖ ＝ １ ∶ ４）复溶，用于加米霉素在猪的药

动学研究。 相比于固相萃取法，蛋白沉淀法有效节

约了前处理的时间和成本，在样品量大的情况下具

有明显优势。 乙腈可以有效的提取人血浆中的大

环内酯类药物［１１］，同时甲醇也是血浆样品前处理

常用的蛋白沉淀剂，试验中分别考察了两者的提取

效果，结果显示，甲醇沉淀蛋白能力强于乙腈，且回

收率更高。 同时，对前处理过程进行多种尝试后发

现，加入提取液涡旋震荡后超声 ５ ｍｉｎ、氮气吹干复

溶后超高速离心均有利于提高回收率。
３． ２　 流动相的选择　 流动相的组成、浓度和 ｐＨ 值

对大环内酯类化合物的色谱分离至关重要。 甲醇

和乙腈是作为 ＵＰＬＣ 流动相最常见的两种有机溶

剂，同时甲酸（０． １％ ）或乙酸铵（１０ ～ ２０ ｍＭ）通常

作为流动相的改性剂［１３］。 试验过程中，尝试使用

乙腈 － 磷酸盐缓冲液作为流动相，但分离效果不

佳，且峰形宽。 比较多种组合后，最终确定甲醇：１０
ｍＭ 乙酸铵（Ｖ ／ Ｖ ＝ ７０ ∶ ３０，ｐＨ ＝ ３． ６）为流动相，与
以乙腈：１０ ｍＭ 乙酸铵（Ｖ ／ Ｖ ＝ ５０∶ ５０，ｐＨ ＝ ３． ６）为
流动 相 的 ＨＰＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ 方 法 （ ＬＯＱ 为 ２

ｎｇ ／ ｍＬ） ［５］相比，本方法 ＬＯＱ（１ ｎｇ ／ ｍＬ）更低，同时

甲醇具有成本低，试验后系统冲洗时间短等优势。
３． ３　 线性范围的确定　 血浆中加米霉素添加浓度

高于 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 时，色谱图显示过载，出现分叉峰，
且易在仪器内蓄积导致污染，同时，血浆添加浓度

大于 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 后峰面积与浓度无线性关系。 因

此，在本方法的线性范围确定为 １ ～ １００ ｎｇ ／ ｍＬ，加
米霉素浓度高于 １００ ｎｇ ／ ｍＬ 的血浆样品，需稀释。

本试验建立的色谱和质谱条件下，加米霉素峰

形良好、灵敏度高，保留时间约为 １． ０ ｍｉｎ。 血浆中

加米霉素在 １． ０ ～ １００ ｎｇ ／ ｍＬ 范围与检测器响应值

相关性良好（ ｒ≥０． ９９９），ＬＯＤ 为 ０． ５ ｎｇ ／ ｍＬ，ＬＯＱ
为 １． ０ ｎｇ ／ ｍＬ，批内和批间平均回收率均大于

８５％ ，ＲＳＤ 均小于 １５％ ，本试验建立方法适用于牛

血浆中加米霉素含量的测定及加米霉素在牛体内

的药动学研究。
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