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［摘　 要］ 　 建立了鸡四种可食性组织中替米考星的超高效液相色谱 － 串联质谱法。 样品经磷酸二

氢钾缓冲液和乙腈提取后，Ｃ１８固相萃取柱净化，以 ０． １％甲酸乙腈溶液和 ０． １％甲酸水为流动相，液
相色谱 －串联质谱法测定，内标法定量。 试验结果表明：鸡四种可食性组织中替米考星在 １ ～ １００
μｇ ／ ｋｇ 的浓度范围内呈线性关系，相关系数 ｒ 大于 ０． ９９；替米考星在鸡四种可食性组织中的检测限

为 ０． ５ μｇ ／ ｋｇ，定量限为 １ μｇ ／ ｋｇ；四种组织中替米考星添加浓度为 １ ～ ４８００ μｇ ／ ｋｇ 时，批间平均回收

率为 ９４． ６％ ～１００． ９％ ，批内、批间变异系数在 １． １１％ ～ ５． ０６％范围之间。 本方法适用于鸡四种可

食性组织中替米考星含量的测定。
［关键词］ 　 替米考星；鸡可食性组织；液相色谱 －串联质谱法；内标法

作者简介： 蒋欣延，硕士研究生，从事畜产品质量安全研究。

通讯作者： 吴宁鹏。 Ｅ － ｍａｉｌ： ｗｎｐｐｅｋｉｎｇ２００３＠ １６３． ｃｏｍ

Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ Ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ Ｒｅｓｉｄｕｅ ｉｎ Ｅｄｉｂｌｅ Ｃｈｉｃｋｅｎ Ｔｉｓｓｕｅｓ ｂｙ ａｎ
Ｉｓｏｔｏｐｅ － ｌａｂｅｌｅｄ Ｉｎｔｅｒｎａｌ Ｓｔａｎｄａｒｄ Ｌｉｑｕｉｄ Ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ

Ｔａｎｄｅｍ Ｍａｓｓ Ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ

ＪＩＡＮＧ Ｘｉｎ － ｙａｎ１，ＹＡＮＧ Ｊｉｅ２，ＹＵＡＮ Ｃｏｎｇ２，ＭＥＮＧ Ｌｅｉ２，ＰＥＮＧ Ｌｉ２，ＷＵ Ｎｉｎｇ － Ｐｅｎｇ２∗

（１． Ｃｏｌｌｅｇｅ ｏｆ Ｖｅｔｅｒｉｎａｒｙ Ｍｅｄｉｃｉｎｅ， Ｈｅｎａｎ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００２， Ｃｈｉｎａ；

２． Ｈｅｎａｎ Ｐｒｏｖｉｎｃｉａｌ Ｒｅｓｅａｒｃｈ Ｉｎｓｔｉｔｕｔｅ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ， Ａｎｉｍａｌ ａｎｄ Ｆｉｓｈｅｒｙ Ｐｒｏｄｕｃｔｓ Ｉｎｓｐｅｃｔｉｏｎ Ｔｅｃｈｎｏｌｏｇｙ， Ｚｈｅｎｇｚｈｏｕ ４５０００８， Ｃｈｉｎａ）

　 　 Ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ａｕｔｈｏｒ： ＷＵ Ｎｉｎｇ － Ｐｅｎｇ， Ｅ － ｍａｉｌ： ｗｎｐｐｅｋｉｎｇ２００３＠ １６３． ｃｏｍ

Ａｂｓｔｒａｃｔ： Ａ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ （ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ） ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ ｆｏｒ ｔｈｅ
ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ ｉｎ ｆｏｕｒ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｄｉｂｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｈａｓ ｂｅｅｎ ｅｓｔａｂｌｉｓｈｅｄ． Ｔｈｅ ｓａｍｐｌｅｓ ｗｅｒｅ ｅｘｔｒａｃｔｅｄ ｗｉｔｈ
ｐｏｔａｓｓｉｕｍ ｄｉｈｙｄｒｏｇｅｎ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ ｂｕｆｆｅｒ ａｎｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ， ｔｈｅｎ ｃｌｅａｎｅｄ ｕｐ ｂｙ Ｃ１８ ｓｏｌｉｄ ｐｈａｓｅ ｅｘｔｒａｃｔｉｏｎ ｃｏｌｕｍｎｓ，
ｗｉｔｈ ０． １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ａｃｅｔｏｎｉｔｒｉｌｅ ０． １％ ｆｏｒｍｉｃ ａｃｉｄ ｗａｔｅｒ ａｓ ｔｈｅ ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ， ａｎｄ ｗａｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎｅｄ ｂｙ ｌｉｑｕｉｄ
ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｆｉｅｄ ｂｙ ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ． Ｔｈｅ ｅｘｐｅｒｉｍｅｎｔａｌ ｒｅｓｕｌｔｓ
ｓｈｏｗｅｄ ｔｈａｔ ｔｈｅｒｅ ｗａｓ ａ ｇｏｏｄ ｌｉｎｅａｒ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｂｅｔｗｅｅｎ ｔｈｅ ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｒａｎｇｅ ｏｆ １ μｇ ／ ｋｇ ｔｏ １００ μｇ ／ ｋｇ ｏｆ
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ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ ｉｎ ｆｏｕｒ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｄｉｂｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｒ ｗａｓ ｇｒｅａｔｅｒ ｔｈａｎ ０． ９９． Ｔｈｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ
ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ ｉｎ ｆｏｕｒ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｄｉｂｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｓ ０． ５ μｇ ／ ｋｇ， ａｎｄ ｔｈｅ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｌｉｍｉｔ ｉｓ １ μｇ ／ ｋｇ，ｗｈｅｎ ｔｈｅ
ｃｏｎｃｅｎｔｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｉｍｉｃｏｓｉｎ ｉｎ ｆｏｕｒ ｔｉｓｓｕｅｓ ｉｓ １ ～ ４８００ μｇ ／ ｋｇ， ｔｈｅ ａｖｅｒａｇｅ ｂａｔｃｈ － ｔｏ － ｂａｔｃｈ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｉｓ
９４． ６％ ～１００． ９％ ， ｔｈｅ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔ ｏｆ ｖａｒｉａｔｉｏｎ ｗｉｔｈｉｎ ａｎｄ ｂｅｔｗｅｅｎ ｂａｔｃｈｅｓ ｒａｎｇｅｄ ｆｒｏｍ １． １１％ ｔｏ ５． ０６％ ． Ｔｈｉｓ
ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ ｃｏｎｔｅｎｔ ｉｎ ｆｏｕｒ ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｄｉｂｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ； ｃｈｉｃｋｅｎ ｅｄｉｂｌｅ ｔｉｓｓｕｅｓ； ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ； ｉｎｔｅｒｎａｌ ｓｔａｎｄａｒｄ ｍｅｔｈｏｄ

　 　 替米考星（Ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ）是由美国礼来公司于上

世纪 ８０ 年代研发的一种大环内酯类抗生素［１］。 因

其具有抗菌活性强、独特的肺部靶向分布等优点，
在兽医临床上被广泛用于防治畜禽呼吸道疾病［２］。
但不规范使用会造成其在动物组织中的残留，若人

类长期食用含有替米考星残留超标的动物源性食

品，会造成肝、肾毒性，也会损害人体前庭和耳蜗神

经［３］，且容易诱导细菌耐药性的发生。 我国食品安

全国家标准 Ｇ３１６５０ － ２０１９ 中规定［４］，替米考星的

残留标志物为替米考星，在鸡可食性组织中的最大

残留限量 （ＭＲＬ） 分别为：肌肉 １５０ μｇ ／ ｋｇ、肝脏

２４００ μｇ ／ ｋｇ、肾脏 ６００ μｇ ／ ｋｇ 和皮 ＋脂 ２５０ μｇ ／ ｋｇ。
目前，国内外报道替米考星残留检测的方法主

要有 酶 联 免 疫 吸 附 法 （ ＥＬＩＳＡ ） ［５］、 液 相 色 谱

法［６ － ７］、气相色谱 － 串联质谱法［８］、液相色谱 － 串

联质谱法［９］等。 ＥＬＩＳＡ 法特异性不强，液相色谱法

灵敏度低；气相色谱 － 串联质谱法需要衍生化，操
作繁琐。 液相色谱 － 串联质谱法［１０］ 具有更低的检

测限，更高的灵敏度，但目前已建立的检测鸡组织

中替米考星的液质方法存在定量限较高、前处理过

程较复杂等缺点，并大多采用外标法定量，导致误

差较大。 因此，本文拟建立同位素内标 － 液质联用

法测定鸡可食性组织中替米考星残留量，相较外标

法，内标法能够提高检测结果的准确度，从而为全

面监控替米考星残留提供技术支撑，为动物源性食

品质量安全提供保障。
１　 材料与方法

１． １　 主要仪器 　 液相色谱 － 串联质谱仪（ ＸＥＶＯ
ＴＱ － Ｓ ＵｎｉＳｐｒａｙ， Ｗａｔｅｒｓ 公 司 ） ； ３ － ３０Ｋ 型 冷

冻离心机（美国 Ｓｉｇｍａ 公司） ；Ｘｐ － ２０５ 电子分析

天平（梅特勒 － 托利多仪器上海有限公司） ；

ＴＴＬ － ＤＣⅡ型氮吹仪（美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ
公司）。
１． ２　 主要试剂与材料 　 替米考星对照品，含量：
９５ ． ３％ ，购自中国兽医药品监察所；替米考星 －
Ｄ３，含量：９８ ． ７％ ，购自加拿大 ＴＲＣ 公司；甲酸、
甲醇、乙腈（色谱纯）均购自德国 Ｍｅｒｃｋ 公司；Ｃ１８

固相 萃 取 柱 （ ５００ ｍｇ ／ ６ ｃｃ） 购 自 美 国 安 捷 伦

公司。
１． ３　 主要溶液的配制

１． ３． １　 １ ｍｇ ／ ｍＬ 替米考星标准储备液　 称取替米

考星对照品约 １０ ｍｇ，于 １０ ｍＬ 棕色容量瓶中，用乙

腈溶解并定容，制成浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的替米考星标

准储备液，于 － ２０ ℃以下贮藏保存，有效期 ３ 个月。
１． ３． ２　 １００ μｇ ／ ｍＬ 替米考星 － Ｄ３内标储备液　 精

密称取替米考星 － Ｄ３对照品约 １． ０ ｍｇ，于 １０ ｍＬ 棕

色容量瓶中，用乙腈溶解并定容，制成浓度为 １００
μｇ ／ ｍＬ 的替米考星 － Ｄ３ 标准储备液，于 － ２０ ℃以

下贮藏保存，有效期 ３ 个月。
１． ３． ３ 　 洗脱液 　 称取乙酸铵 ７． ７１ ｇ 溶解于 ２００
ｍＬ 甲醇中，加入乙腈 ７９０ ｍＬ，冷却至室温，用乙腈

稀释至 １０００ ｍＬ。
１． ３． ４　 磷酸二氢钾缓冲液　 称取 １３． ６１ ｇ 磷酸二

氢钾溶解于 ８００ ｍＬ 水中，用磷酸调 ｐＨ 至 ２． ５，再
用水稀释至 １０００ ｍＬ。
１． ４　 仪器条件

１． ４． １ 　 液相色谱参考条件 　 色谱柱：ＢＥＨ Ｃ１８ 柱

（１００ ｍｍ ×２． １ ｍｍ，１． ７ μｍ）。 流动相 Ａ 为 ０． １％
甲酸乙腈，流动相 Ｂ 为 ０． １％ 甲酸水；流速：０． ３
ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：２ μＬ；柱温：３５ ℃；梯度洗脱程序：
０ ～ ０． ５ ｍｉｎ，１５％ ～ １５％ Ａ；０． ５ ～ ３． ０ ｍｉｎ，１５％ ～
９５％Ａ；３． ０ ～ ４． ０． ｍｉｎ，９５％ ～ ９５％ Ａ；４． ０ ～ ４． ５
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ｍｉｎ，９５％ ～１５％Ａ；４． ５ ～ ５． ５ ｍｉｎ，１５ ～ １５％Ａ。
１． ４． ２　 质谱参考条件　 离子源：电喷雾离子源；扫
描方式： 正离子 扫 描； 检 测 方 式： 多 反 应 监 测

（ＳＲＭ）；电离电压：３． ０ ｋＶ；雾化温度：５００ ℃；锥孔

气流速：１５０ Ｌ ／ ｈ；雾化气流速：１０００ Ｌ ／ ｈ；离子对、锥
孔电压及对应的碰撞能量参考值见表 １。

表 １　 定性定量离子对及对应锥孔电压和碰撞能量

Ｔａｂ １　 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｎｅ － ｈｏｌｅ ｖｏｌｔａｇｅ ａｎｄ ｉｍｐａｃｔ ｅｎｅｒｇｙ
药物名称 定性离子对 ｍ ／ ｚ 定量离子对 ｍ ／ ｚ 射频电压 ／ Ｖ 碰撞能量 ／ ｅＶ

替米考星
８６９． ４７ ＞ １７４． ０１

８６９． ４７ ＞ ６９６． ３６
８６９． ４７ ＞ １７４． ０１

１０ ４４

１０ ３８

替米考星 － Ｄ３ ８７２． ３０ ＞ １７７． ３３ ８７２． ３０ ＞ １７７． ３３ ４０ １４

１． ５　 试验方法

１． ５． １　 样品前处理　 称取试样 ２． ０ ｇ ± ０． ０２ ｇ 于

５０ ｍＬ 离心管中，依次加磷酸二氢钾缓冲液 ２ ｍＬ
和乙腈 ８ ｍＬ，涡动混匀，振荡 １０ ｍｉｎ，１００００ ｒ ／ ｍｉｎ
离心 ５ ｍｉｎ，准确移取上清液 ２ ｍＬ，加水 ８ ｍＬ，作为

备用液。 Ｃ１８固相萃取柱依次用甲醇 ５ ｍＬ、水 ５ ｍＬ
平衡，将备用液过柱，自然流干，再依次用水 ５ ｍＬ、
乙腈 ５ ｍＬ 洗涤，挤干，用洗脱液 ３ ｍＬ 洗脱，收集洗

脱液，于 ４５ ℃水浴中氮气吹干，用 ３０％乙腈水 １． ０
ｍＬ 溶解，超声 １ ｍｉｎ，涡动 ３０ ｓ，经 ０． ２２ μｍ 微孔滤

膜过滤，供液相色谱串联质谱分析。
１． ５． ２　 选择性考察 　 取 ６ 份不同来源的空白组

织样品，加入适量的替米考星和替米考星 － Ｄ３

标准工作液，制备成空白添加样品（添加浓度为

ＬＯＱ） ，按 １ ． ５ ． １ 项进行处理，按 １ ． ４ 项进行测

定，考察在替米考星和替米考星 － Ｄ３ 出峰附近

是否有干扰。
１． ５． ３　 基质匹配标准曲线的测定　 分别取空白组

织样品（２ ± ０． ０２） ｇ，按 １． ５． １ 项进行处理至氮吹

后，加入适量的替米考星和替米考星 － Ｄ３标准工作

液，制成替米考星浓度分别为 ０、１、２． ５、５、１０、２５、
５０、１００ ｎｇ ／ ｍＬ，替米考星 － Ｄ３ 浓度均为 ４０ ｎｇ ／ ｍＬ
的系列基质匹配标准溶液。 以测得的替米考星与

替米考星 － Ｄ３内标定量离子峰面积的比值为纵坐

标，对应的替米考星浓度为横坐标，以 １ ／ Ｘ２ 为权重

系数进行回归，绘制标准曲线，求线性回归方程和

相关系数。
１． ５． ４　 检测限与定量限的测定　 选择空白组织样

品 ２０ 份，按 １． ５． １ 项进行处理，按 １． ４ 项进行测

定，测定背景信号（噪音）的标准偏差，确定方法的

检测限（ ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＬＯＤ）和定量限（ ｌｉｍｉｔ ｏｆ
ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｏｎ，ＬＯＱ）。
１． ５． ５　 准确度与精密度的测定　 分别取空白组织

样品（２ ± ０． ０２） ｇ 进行添加回收试验，添加低、中、
高三个浓度，分别为 ＬＯＱ、ＭＲＬ 和 ２ＭＲＬ，每个浓度

６ 个平行样品，按 １． ５． １ 项进行处理，按 １． ４ 项进行

测定，重复 ３ 个批次。 计算批内、批间平均回收率

及变异系数。
１． ５． ６　 基质效应考察　 按照 １． ５． ３ 标准曲线项步

骤绘制基质标准曲线，以基质标准曲线斜率（Ａ）和
相同浓度溶剂标准曲线斜率（Ｂ）的比值考察基质

效应（ＭＥ％ ＝ Ａ ／ Ｂ × １００％ ）。
１． ５． ７　 实际样品检测　 从实验室留样中抽取鸡肉

３０ 份，鸡肝 １５ 份，鸡皮 ＋ 脂 ５ 份，共 ５０ 份样品，按
１． ５． １ 项进行处理，按 １． ４ 项进行测定，计算样品的

阳性率。
２　 结果与分析

２． １　 选择性考察　 按照 １． ５． ２ 项下操作，结果显

示，鸡肌肉、肝脏、肾脏和皮 ＋ 脂空白样品在替米考

星和替米考星 － Ｄ３出峰附近无杂质干扰，表明该方

法有较好的特异性。 空白样品及空白样品添加标

准品特征离子色谱图见图 １ ～图 ８。

·８２·
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图 １　 肌肉空白试样特征离子色谱图

Ｆｉｇ １　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ

ｍｕｓｃｌｅ ｂｌａｎｋ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ２　 肌肉空白试样添加标准品特征离子色谱图（１ μｇ ／ ｋｇ）

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｍｕｓｃｌｅ

ｂｌａｎｋｓ ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔａｎｄａｒｄｓ （１ μｇ ／ ｋｇ）

图 ３　 肝脏空白试样特征离子色谱图

Ｆｉｇ ３　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ

ｂｌａｎｋ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ４　 肝脏空白试样添加标准品特征离子色谱图（１ μｇ ／ ｋｇ）

Ｆｉｇ ４　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｌｉｖｅｒ

ｂｌａｎｋｓ ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔａｎｄａｒｄｓ （１ μｇ ／ ｋｇ）

图 ５　 肾脏空白试样特征离子色谱图

Ｆｉｇ ５　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ

ｋｉｄｎｅｙ ｂｌａｎｋ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ６　 肾脏空白试样添加标准品特征离子色谱图（１ μｇ ／ ｋｇ）

Ｆｉｇｕｒｅ ６　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｋｉｄｎｅｙ

ｂｌａｎｋｓ ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔａｎｄａｒｄｓ （１ μｇ ／ ｋｇ）

·９２·
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图 ７　 皮 ＋脂空白试样特征离子色谱图

Ｆｉｇ ７　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ

ｓｋｉｎ ＋ ｆａｔ ｂｌａｎｋ ｓａｍｐｌｅｓ

图 ８　 皮 ＋脂空白试样添加标准品特征离子色谱图（１ μｇ ／ ｋｇ）

Ｆｉｇｕｒｅ ８　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｓｋｉｎ ＋ ｆａｔ

ｂｌａｎｋｓ ｓｐｉｋｅｄ ｗｉｔｈ ｓｔａｎｄａｒｄｓ （１ μｇ ／ ｋｇ）

　 　 图 １ ～ 图 ８ 从上至下依次为替米考星 － Ｄ３离子色谱图（８７２． ３０ ＞ １７７． ３３）；替米考星定性离子色谱图（８６９． ４７ ＞ ６９６． ３６）；替米考星定量

离子色谱图（８６９． ４７ ＞ １７４． ０１）

２． ２　 基质匹配标准曲线　 四种基质标准曲线的线

性范围均为 １ ～ １００ μｇ ／ ｋｇ，相关系数 ｒ 均大于

０ ９９，表明在此范围内，替米考星线性关系良好，符
合分析要求。 线性回归方程及相关系数见表 ２。

表 ２　 线性回归方程及相关系数

Ｔａｂ ２　 Ｌｉｎｅａｒ ｒｅｇｒｅｓｓｉｏｎ ｅｑｕａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｃｏｒｒｅｌａｔｉｏｎ ｃｏｅｆｆｉｃｉｅｎｔｓ
组织 标准曲线回归方程 ｒ
肌肉 Ｙ ＝ ３２． ０９Ｘ － １１． ２１ ０． ９９７７
肾脏 Ｙ ＝ ３３． ０１Ｘ － ９． ５２ ０． ９９８３

皮 ＋ 脂 Ｙ ＝ ３２． ３７Ｘ － １３． ０９ ０． ９９７５
肝脏 Ｙ ＝ ７７． ３１Ｘ － ２３． ０３ ０． ９９９９

２． ３　 检测限与定量限　 依照噪音均值加 ３ 倍标准

差为检测限，噪音均值加１０倍标准差并且符合准

确度和精密度要求的最低药物浓度为定量限，确定

替米考星在鸡四种可食性组织中的检测限为 ０． ５
μｇ ／ ｋｇ，定量限为 １ μｇ ／ ｋｇ。
２． ４ 　 准确度与精密度 　 从表 ３ 可知，肌肉在 １ ～
３００ μｇ ／ ｋｇ添加浓度范围内的平均回收率为 ９７． ４％ ～
１００． ９％ ，肝脏在 １ ～ ４８００ μｇ ／ ｋｇ 添加浓度范围内的

平均回收率为 ９４． ９％ ～ ９９． ２％ ，肾脏在 １ ～ １２００
μｇ ／ ｋｇ 添加浓度范围内的平均回收率为 ９４． ６％ ～
１００． ４％ ，皮 ＋脂在 １ ～ ５００ μｇ ／ ｋｇ 添加浓度范围内

的平均回收率为 ９４ ９％ ～９６． ５％ ，四种基质的变异

系数范围在 ２ ６％ ～４． ８％之间。 结果表明，本方法

的准确度和精密度高，重现性好。
表 ３　 替米考星的添加回收率和精密度（ｎ ＝６）

Ｔａｂ ３　 Ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ ｓｐｉｋｉｎｇ ｒｅｃｏｖｅｒｙ ａｎｄ ｐｒｅｃｉｓｉｏｎ （ｎ ＝６）

基质 添加浓度 ／ （μｇ． ｋｇ － １）
批内（ｎ ＝ ６） 批间（ｎ ＝ １８）

平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％ 平均回收率 ／ ％ ＲＳＤ ／ ％

肌肉

１ ９９． １２、１０１． ９２、１０１． ７ ３． ２１、５． ０６、３． ８９ １００． ９ ４． １
１５０ ９６． ４５、９６． ８７、９９． ０２ １． ７９、５． ０６、４． １６ ９７． ４ ３． ９
３００ １０２． ７３、１００． ７７、９９． ２ ３． ３７、３． ６０、１． ５５ １００． ９ ３． ２

肝脏

１ ９４． ４２、９８． ２５、１０４． ９５ １． ５９、１． ５４、２． ０８ ９９． ２ ４． ８
２４００ ９６． ７０、９６． ６５、９３． １８ ２． ７２、１． ９６、１． １１ ９５． ５ ２． ６
４８００ ９５． ８８、９６． ３、９２． ４７ ２． ２６、２． ７３、１． ８６ ９４． ９ ２． ９

肾脏

１ ９６． １８、９４． ９２、９２． ５８ ３． ７０、２． ９３、３． ９８ ９４． ６ ３． ７
６００ ９３． ７５、９５． ３０、９５． ６５ ３． ２７、２． ６９、３． ０８ ９４． ９ ３． ０
１２００ ９８． ８８、１０１． ８８、１００． ５５ ３． １０、２． ５０、１． ６０ １００． ４ ２． ７

皮 ＋ 脂

１ ９５． ３３、９８． ０８、９１． ３７ ４． ８９、３． ４８、３． ２２ ９４． ９ ４． ８
２５０ ９４． ０２、９６． １５、９６． ９７ ３． ０５、４． １８、４． ８５ ９５． ７ ４． １
５００ ９５． ６０、９５． ６５、９８． ２７ ２． ０６、３． ２２、２． ５４ ９６． ５ ２． ８

·０３·
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２． ５　 基质效应　 以基质标准曲线斜率（Ａ）和相同

浓度溶剂标准曲线斜率（Ｂ）的比值考察基质效应，

结果见表 ４。 结果显示，替米考星在鸡肌肉、肝脏、

肾脏和皮 ＋脂 ４ 种基质中的基质效应在 ９８． ８５％ ～

１１０． ０１％之间，基质效应不显著。

表 ４　 各组织基质效应

Ｔａｂ ４　 Ｍａｔｒｉｘ ｅｆｆｅｃｔｓ ｉｎ ｖａｒｉｏｕｓ ｔｉｓｓｕｅｓ
组织 批次 Ａ Ｂ Ａ ／ Ｂ ／ ％

肌肉

１ ３４． ０１ ３２． ０９ １０５． ９８

２ ３４． ８４ ３３． ４４ １０４． １９

３ ３３． ９６ ３３． ３４ １０１． ８６

肝脏

１ ３３． ６２ ３０． ５６ １１０． ０１

２ ３１． ８８ ３２． ２５ ９８． ８５

３ ３３． ２４ ３３． ４７ ９９． ３１

肾脏

１ ３３． ９１ ３３． ０１ １０２． ７３

２ ３３． ７８ ３１． ８８ １０５． ９６

３ ３３． ７５ ３３． ２１ １０１． ６３

皮 ＋ 脂

１ ３４． ３４ ３２． ３７ １０６． ０９

２ ３５． ２８ ３２． ４８ １０８． ６２

３ ３３． ９０ ３４． ０８ ９９． ４７

２． ６　 实际样品检测结果　 对所有阳性样品进行数

据统计，结果显示 ５０ 份样品中有 １ 份鸡肉样品，１

份鸡肝样品，共 ２ 份样品中检出药物残留，其中阳

性鸡肉样品的残留量为 ４０． ５８ μｇ ／ ｋｇ，阳性肝脏样

品的残留量为 １００． ２５ μｇ ／ ｋｇ，总检出率为 ４％ 。

３　 讨论与小结

３． １　 内、外标定量的选择　 目前，国内外对替米考

星残留检测的液质方法较多，并大多采用外标法定

量。 Ｃ． Ｐ． Ｒｅｚｅｎｄｅ 等［１０］ 采用外标法测定牛肾脏中

替米考星残留量，其平均回收率为 ９２． ５％ ～ １０２％ ，

批内、批间变异系数小于 １８． ６％ 。 余军军等［１１］ 采

用外标法测定鸡肌肉、肝脏中替米考星残留量，其

平均回收率为 ７６． ３５％ ～１０２． ７３％ ，批内、批间变异

系数为 ２． ３％ ～１３． ４％ 。 本文采用内标法测定鸡组

织中替米考星残留量，其平均回收率为 ９４． ６％ ～

１００． ９％ ，批内、批间变异系数为 １． １１％ ～ ５． ０６％ ，

内标法相较于外标法，回收率高，偏差小。 因为内

标法在样品前处理和分析过程中，可以弥补前处理

过程中、定容液体积和基质效应等因素所带来的误

差，提高检测结果的准确性，因此，本文选择内标法

定量。
３． ２　 色谱条件的优化　 比较了乙腈 － 水、甲醇 －

水、甲醇 － ０． １％ 甲酸水［１２］、乙腈 － ０． １％ 甲酸

水［１３ － １４］，０． １％ 甲酸乙腈 － ０． １％ 甲酸水等流动相

体系，结果显示：以乙腈 － 水、甲醇 － 水为流动相

时，目标物未出峰；以甲醇 － ０． １％甲酸水为流动相

时，替米考星峰型宽且拖尾；以乙腈 － ０． １％甲酸水

为流动相时，替米考星的响应值得到明显改善，但
目标峰拖尾，这说明一定的酸性条件可以促进替米

考星的电离［１５］；当选用 ０． １％ 甲酸乙腈 － ０． １％ 甲

酸水为流动相时，目标峰拖尾得到改善，峰形对称

尖锐，且和杂质分离效果更优，因此选择 ０． １％甲酸

乙腈 － ０． １％甲酸水作为流动相。
３． ３　 前处理条件的优化　 替米考星为大环内酯类

药物，易溶于正己烷、丙酮、乙腈等，且能够与蛋白

结合［１６］。 本试验参考农业部 １０２５ 号公告 － １０ －

２００８［１７］，选择乙腈和磷酸二氢钾缓冲液为提取剂。

乙腈能有效去除组织中的蛋白质，提高药物的回收

率。 相较于易锡斌［１８］ 建立的禽肉组织中替米考星

检测方法需要 ８ ｇ ＮａＣｌ 和 ４５ ｍＬ 提取液，两次提

取，且需调 ｐＨ，余军军［１１］ 建立的黄羽肉鸡组织中

替米考星检测方法需要 ２０ ｍＬ 提取液、两次提取，
本方法仅需 １０ ｍＬ、一次提取，可节省试剂用量，缩
短前处理时间。

本研究建立的液相色谱 － 串联质谱内标法测

定鸡肌肉、肝脏、肾脏、皮 ＋ 脂中替米考星的检测方

法，具有灵敏度高、覆盖基质广、前处理过程简单快

捷以及精密度和准确度高的优点，适用于鸡肌肉、
肝脏、肾脏、皮 ＋脂中替米考星残留量的测定。
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测定鸡肉中 ９ 种大环内酯类抗生素［ Ｊ］ ． 食品安全质量检测

学报，２０２１，１２（０１）：３４ － ４２．

Ｗｕ Ｗ Ｑ， Ｆａｎ Ｘ Ｌ， Ｈｕａｎｇ Ｋ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ９

ｍａｃｒｏｌｉｄｅｓ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎ ｂｙ ｕｌｔｒａ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ

ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ｆｏｏｄ

Ｓａｆｅｔｙ ａｎｄ Ｑｕａｌｉｔｙ Ｔｅｓｔｉｎｇ，２０２１，１２（０１）：３４ － ４２．

［１５］ 仲伶俐， 郑幸果， 赵 珊，等． 超高效液相色谱 － 串联质谱法

测定沼液中的林可霉素和大环内酯类抗生素［ Ｊ］ ． 分析科学

学报，２０２１，３７（０１）：５７ － ６２．

Ｚｈｏｎｇ Ｌ Ｌ， Ｚｈｅｎｇ Ｘ Ｇ， Ｚｈａｏ Ｓ， ｅｔ ａｌ． Ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ

ｌｉｎｃｏｍｙｃｉｎ ａｎｄ ｍａｃｒｏｌｉｄｅ ａｎｔｉｂｉｏｔｉｃｓ ｉｎ ｂｉｏｇａｓ ｓｌｕｒｒｙ ｂｙ ｕｌｔｒａ －

ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［ Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｓｃｉｅｎｃｅ，２０２１，３７（０１）：

５７ － ６２．

·２３·
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［１６］ 左华声． 磷酸替米考星可溶性粉在鸡体内的残留消除研究

［Ｄ］． 华南农业大学，２０１９．

Ｚｕｏ Ｈ Ｓ， Ｒｅｓｉｄｕｅ ｅｌｉｍｉｎａｔｉｏｎ ｓｔｕｄｙ ｏｆ ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ ｐｈｏｓｐｈａｔｅ

ｓｏｌｕｂｌｅ ｐｏｗｄｅｒ ｉｎ ｃｈｉｃｋｅｎｓ ［ Ｄ ］． Ｓｏｕｔｈ Ｃｈｉｎａ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒａｌ

Ｕｎｉｖｅｒｓｉｔｙ，２０１９．

［１７］ 农业部 １０２５ 号公告 － １０ － ２００８． 动物性食品中替米考星残留

检测高效液相色谱法［Ｓ］ ．

Ｍｉｎｉｓｔｒｙ ｏｆ Ａｇｒｉｃｕｌｔｕｒｅ Ｃｉｒｃｕｌａｒ Ｎｏ． １０２５ － １０ － ２００８． Ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ

ｏｆ ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ａｎｉｍａｌ ｆｏｏｄ ｂｙ ｈｉｇｈ ｐｅｒｆｏｒｍａｎｃｅ

ｌｉｑｕｉｄｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ ［Ｓ］ ．

［１８］ 易锡斌， 裘立群， 刘世琦，等． 液相色谱 － 串联质谱同时测定

禽肉组织中盐酸金刚烷胺、盐酸金刚乙胺、地塞米松、替米考

星及喹乙醇代谢物的残留量［ Ｊ］ ． 分析测试学报，２０１５，３４

（０３）：３４６ － ３５１．

Ｙｉ Ｘ Ｂ， Ｑｉｕ Ｌ Ｑ， Ｌｉｕ Ｓ Ｑ， ｅｔ ａｌ． Ｓｉｍｕｌｔａｎｅｏｕｓ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ

ａｍａｎｔａｄｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ， ａｍａｎｔａｄｉｎｅ ｅｔｈｙｌａｍｉｎｅ ｈｙｄｒｏｃｈｌｏｒｉｄｅ，

ｄｅｘａｍｅｔｈａｓｏｎｅ， ｔｉｌｍｉｃｏｓｉｎ ａｎｄ ｑｕｉｎｏｌ ｍｅｔａｂｏｌｉｔｅ ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ

ｐｏｕｌｔｒｙ ｍｅａｔ ｔｉｓｓｕｅｓ ｂｙ ｌｉｑｕｉｄ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ － ｔａｎｄｅｍ ｍａｓｓ

ｓｐｅｃｔｒｏｍｅｔｒｙ［Ｊ］ ． Ｊｏｕｒｎａｌ ｏｆ Ａｎａｌｙｔｉｃａｌ Ｔｅｓｔｉｎｇ，２０１５，３４ （０３）：

３４６ － ３５１．

（编 辑：侯向辉）
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