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超高效液相色谱-四极杆/静电场轨道阱高分辨
质谱法测定猪肉中9 种大环内酯类抗生素

马俊美1，孙	 磊1，曹梅荣1，刘	 茁2，李	 强1,*，范素芳1,*
（1.河北省食品检验研究院，河北	石家庄 050000；2.河北科技大学生物科学与工程学院，河北	石家庄 050018）

摘  要：建立基于超高效液相色谱-四极杆/静电场轨道阱高分辨质谱筛查和确证猪肉中9 种大环内酯类抗生素的

方法。猪肉样品经乙腈提取，正己烷除脂，用Waters Acquity BEH C18柱（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）分离，以甲

醇和0.1%甲酸溶液进行梯度洗脱，在全扫描-数据依赖扫描模式下进行检测。结果表明：9 种大环内酯类抗生素的

精确质量相对偏差小于1.0×10－6，在0.5～100 ng/mL范围内线性关系良好，相关系数均大于0.998；检出限范围为

0.05～0.2 μg/kg，定量限范围为0.1～0.4 μg/kg；加标量为0.1～4.0 μg/kg时，方法回收率为69.4%～107.6%，相对标

准偏差低于10%。该方法简便、快速、准确，适用于猪肉中9 种大环内酯类抗生素的快速筛查和定量分析。
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Determination of Nine Macrolide Antibiotics in Pork Samples by Ultra-high Performance Liquid Chromatography-

Quadrupole/Orbitrap High Resolution Mass Spectrometry
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Abstract: A rapid method was presented for the determination of 9 macrolide antibiotics in pork samples by ultra-high 

performance liquid chromatography-quadrupole/orbitrap high resolution mass spectrometry. The samples were extracted 

with acetonitrile and the extract was defatted with n-hexane and then separated with a Waters Acquity BEH C18 column 

(2.1 mm × 100 mm, 1.7 μm) by gradient elution using a binary solvent system composed of methanol and 0.1% formic 

acid in water. The analytes were detected by quadrupole-orbitrap high resolution mass spectrometry in the full-scan and 

data-dependent scan (ddMS2) mode. The results showed that the deviation between the theoretical and measured accurate 

mass-to-charge ratio was lower than 1.0 × 10-6, and good linear relationships were observed in the concentration range of  

0.5–100 ng/mL for the 9 antibiotics with correlation coefficients higher than 0.998. The limits of detection were in the range 

of 0.05–0.2 μg/kg and the limits of quantification were in the range of 0.1–0.4 μg/kg. The recoveries of the method ranged 

from 69.4% to 107.6% at spiked concentration levels of 0.1–4.0 μg/kg, with relative standard deviations (RSDs) lower 

than 10%. This method proved to be simple, rapid, and accurate, and therefore it was suitable for rapid screening for and 

quantitative analysis of 9 macrolides antibiotics in pork samples.
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大环内酯类抗生素（macrolides antibiotics，MALs）

是以大环内酯为母核，与分子糖通过糖苷键连接的一类

抗生素[1]，一般具有12～16 个碳内酯环。MALs易溶于极

性有机溶剂，微溶于弱极性溶剂[2-4]，对革兰氏阳性菌及

支原体有较强的抗菌活性，同时对部分革兰氏阴性菌、

螺旋体和立克次氏体等也有一定的抗菌活性[5-6]，比氨基

苷类、多肽类和四环素类等抗生素的毒副作用低，因此

被广泛应用于畜禽疾病的治疗[7]。滥用或者使用不当，

会导致动物源性食物中MALs的残留，通过食物链进入

人体，在体内富集到一定浓度时，会使人眩晕、听力减

退、肝肾受损甚至导致慢性中毒[8-10]。为保障食品安全，

日本、美国、欧盟等均制定了动物源性食品中MALs的最

高残留限量，我国农业部也对此做出了规定[11]。为满足

监管的要求，建立一种快速筛查MALs残留的分析方法是

非常必要的。

目前，MALs的检测方法主要有：微生物法[12]、毛

细管电泳-电化学检测法[13-16]、液相色谱法[17-19]和液相色

谱-质谱联用法[20-28]等，其中，微生物法特异性差、检出

限高，难以准确定性定量[29]；液相色谱法是检测MALs

的常用方法，但具有局限性，只能选择性地检测某几种

MALs，如红霉素缺乏特征紫外吸收，较难进行分析；超

高效液相色谱-四极杆/静电场轨道阱高分辨质谱（ultra-

high performance liquid chromatography-quadrupole/orbitrap 

high resolution mass spectrometry，UPLC-Q-Orbitrap 

HRMS）将具有高选择性的四极杆与高分辨率、高灵敏

度的轨道阱有机结合，能进行目标物与非目标物的快速

筛查与结果确证[30]，不同于三重四极杆低分辨质谱使用

多反应监测模式进行定量分析，无需对目标物逐个优化

子离子及相关参数，弥补传统三重四极杆质谱检测化合

物数量有限、假阳性误判的不足，在食品检测行业中已

得到广泛应用。已有研究报道了UPLC-Q-Orbitrap HRMS

应用于动物源性食品中多肽类[31]、磺胺类、喹诺酮类[32]、 

青霉素类[33]抗生素的测定，本实验将该技术用于猪肉中

MALs筛查、鉴定与定量研究。通过一级全扫描模式获得

目标化合物的精确质量数，进行定性与定量，通过二级

全扫描模式获得目标化合物的二级特征图谱，进一步提

高定性的准确性。本研究能够准确、高效、快速、高通

量地同时检测多种MALs物质，对保障我国食品安全和提

高行业检测水平具有重要意义。

1 材料与方法

1.1 材料与试剂

甲醇、乙腈（均为色谱纯） 德国Merck公司；

甲酸（色谱纯） 美国Sigma公司；超纯水（电阻率

18.2 MΩ·cm，25 ℃） 美国Millipore公司；9 种MALs

标准品克拉霉素、麦迪霉素、交沙霉素、红霉素、阿

奇霉素、泰乐霉素、罗红霉素、替米考星、克林霉素 

（纯度≥95%） 中国食品药品检定研究院。

1.2 仪器与设备

U l t i m a t e  3 0 0 0 U P L C - Q - O r b i t r a p  H R M S仪  

美国Thermo Fisher公司；氮吹仪 美国Organomation 

Associates Jnc公司；3K15高速冷冻离心机 美国Sigma

公司；P300H超声波清洗仪 德国Elma公司；Vortex 

Genius 3旋涡振荡器 德国IKA公司。

1.3 方法

1.3.1 样品前处理

将猪肉样品充分绞碎混匀后，装入洁净的容器内，

作为试样。准确称取试样5.00 g，置于50 mL聚丙烯离心

管中，加入乙腈20 mL，超声提取10 min，涡旋5 min充

分混匀，8 000×g离心3 min，将上清液转移至另一离心

管中，向残渣中加入10 mL乙腈重复提取一次。合并上

清液，加入氯化钠2 g和正己烷20 mL，涡旋混匀2 min，

8 000×g离心3 min，取乙腈层溶液，于40 ℃氮气吹干，

用1 mL 0.1%甲酸溶液-甲醇（11，V/V）溶解残渣，过

0.22 μm滤膜后，准备上机测定。

1.3.2 色谱条件

色 谱 柱 ： W a t e r s  A c q u i t y  B E H  C 1 8 柱

（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）。流动相A为0.1%甲酸

溶液，B为甲醇。梯度洗脱程序：0～1.5 min，10% B； 

2～9  m i n，1 0 %～8 0 %  B；9～1 2  m i n，8 0 %  B；

12～13 min，80%～10% B；13～15 min，B相保持10%。

1.3.3 质谱条件

质量分析器：四极杆-静电场轨道阱；电喷雾离子

源（正离子）；扫描模式：全扫描/数据依赖二级扫描；

鞘气流量35 arb；辅助气流量10 arb；喷雾电压3.8 kV；

离子源温度350 ℃；毛细管温度320 ℃。一级扫描范围 

m/z 100～1 500，一级扫描分辨率70 000，自动增益控

制做全扫描S进入C形阱中的目标离子数目3×106。二级
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扫描分辨率17 500，自动增益控制做MS2进入C形阱中

的目标离子数目1×105，隔离窗口为m/z 4.0，碰撞能量

30 eV。9 种MALs质谱信息见表1。

表 1 9 种MALs的质谱信息

Table 1 Mass spectral parameters for the 9 macrolide antibiotics

化合物 分子式
离子峰
类型

质荷比（m/z） 质量相对
偏差/10－6

理论精确值 测量精确值

克拉霉素 C38H69NO13 [M＋H]＋ 748.484 17 748.484 44 0.359

麦迪霉素 C41H67NO15 [M＋H]＋ 814.458 35 814.458 86 0.633

交沙霉素 C42H69NO15 [M＋H]＋ 828.474 00 828.474 61 0.740

红霉素 C37H67NO13 [M＋H]＋ 734.468 52 734.468 63 0.151

阿奇霉素 C38H72N2O12 [M＋H]＋ 749.515 80 749.516 36 0.741

泰乐菌素 C46H77NO17 [M＋H]＋ 916.526 43 916.527 04 0.668

罗红霉素 C41H76N2O15 [M＋H]＋ 837.531 85 837.531 74 0.128

替米考星 C46H80N2O13 [M＋H]＋ 869.573 32 869.573 49 0.195

克林霉素 C18H33ClN2O5S [M＋H]＋ 425.187 15 425.186 75 0.941

2 结果与分析

2.1 提取溶剂的选择

本实验选择6 种不同的溶剂（甲醇、乙腈、0.1%甲

酸-乙腈、0.2%甲酸-乙腈、0.1%甲酸-甲醇、0.2%甲酸-

甲醇），以9 种MALs的平均回收率（加标量10 μg/kg）

考察不同溶剂的提取效果。实验表明，采用乙腈作为提

取溶剂时，9 种MALs的回收率最高。这是因为MALs一

般为弱碱性化合物，易溶于有机溶剂，可与酸形成盐，

因此采用中性乙腈提取回收率最高。乙腈提取后，加入

正己烷能去除脂肪等杂质，提高回收率，可省去净化步

骤，降低实验成本。

2.2 色谱-质谱条件的优化

2.2.1 色谱柱的选择

为得到较好的峰形和分离效果，选择质量浓度为

10 ng/mL的9 种MALs标准品溶液，在相同的流动相和

洗脱程序下，分别采用Waters Acquity-BEH C18色谱柱

（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）、XBridge BEH Shield 

RP18色谱柱（2.1 mm×100 mm，2.5 μm）、Thermo 

Accucorea Q C18色谱柱（2.1 mm×100 mm，2.6 μm）、

Hypersil Gold C18色谱柱（2.1 mm×100 mm，1.9 μm）进

行分离实验。MALs为碱性化合物，Waters Acquity BEH 

C18色谱柱采用亚乙基桥杂化颗粒、三键键合和端基封

尾技术，保证了碱性化合物的峰形，相较于其他色谱

柱，采用Waters Acquity BEH C18色谱柱可有效分离9 种

MALs，且峰形较好。故本实验选择Waters Acquity BEH 

C18（2.1 mm×100 mm，1.7 μm）作为色谱柱。

2.2.2 流动相的选择

本实验考察3 种不同的流动相体系（水-甲醇、水-

乙腈、0.1%甲酸-甲醇）对色谱峰形和信号响应的影响。

实验表明，使用水-甲醇流动相体系得到的色谱峰形优于 

水-乙腈体系；使用0.1%甲酸-甲醇作流动相相对于使用

水-甲醇体系峰面积变大，稳定性也有所提高。在电喷雾

正电离条件下，甲酸的加入有助于目标物离子化，从而

提高分离效率和信号的强度。后续实验选用0.1%甲酸溶

液-甲醇体系作为流动相。

2.2.3 质谱条件优化

利用UPLC-Q-Orbitrap HRMS对9 种MALs混合标准溶

液进行正离子扫描，得到一级全扫描质谱图，以各化合

物的分子离子峰[M＋H]＋理论精确质量数提取色谱图，

图1为9 种MALs的提取离子流色谱图（50 ng/mL）。9 种

MALs的精确质量相对偏差小于1.0×10－6（表1），符合高分

辨质谱检测的要求[34]。二级质谱扫描基于数据依赖的碰撞解

离模式运行，采集目标物的二级质谱图进行定性（图2）。
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图 1 9 种MALs的提取离子流色谱图

Fig. 1 Extracted ion chromatograms of the 9 macrolide antibiotics
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图 2 9 种MALs的二级质谱图

Fig. 2 MS2 spectra of the 9 macrolide antibiotics

2.3 基质效应评价结果

基质是指样品中目标物以外的组分，与目标物共洗

脱出的样品基质对目标物的离子化过程产生影响，造成

离子化抑制或增强，这就是基质效应[35]。与三重四极杆

质谱相比，UPLC-Q-Orbitrap HRMS具有更强的抗干扰能

力，但基质效应仍然存在，且猪肉样品基质较为复杂，

因此，需要对基质效应进行评价，本实验将9 种MALs

标准品分别用乙腈和猪肉空白基质提取液配制标准溶液

（0.5～100 ng/mL），以相同物质在基质溶液中标准曲线

斜率与纯溶剂中标准曲线斜率比值评价基质效应情况。

基质效应大于100%时，表明基质对目标物离子化有增益

作用；基质效应小于100%时，表明基质对目标物离子化

有抑制作用。结果表明，9 种MALs在猪肉基质中均存在

明显的离子抑制现象：克拉霉素（69.5%）、麦迪霉素

（72.9%）、交沙霉素（69.8%）、红霉素（79.1%）、

阿奇霉素（69.4%）、泰乐菌素（71.8%）、罗红霉素

（59.4%）、替米考星（51.9%）、克林霉素（49.2%）。

由于基质效应的存在，本方法在定量时采用基质配标，

降低基质效应的影响。

2.4 方法的线性范围、检出限和定量限结果

在猪肉空白提取液中添加标准溶液配制一系列的标

准工作液，以9 种MALs的一级质量数提取离子峰面积为

纵坐标（Y），各组分的质量浓度为横坐标（X）作线性

回归方程，以3 倍和10 倍信噪比对应的空白猪肉样品添加

质量浓度作为检出限和定量限。9 种MALs的线性方程、检

出限、定量限见表2。结果表明，9 种MALs在0.5～100 μg/L 

质量浓度范围内相关系数（ r 2）大于0 .998，线性关

系良好。检出限为0.05～0.2 μg/kg，定量限为0.1～ 

0.4 μg/kg，低于GB/T 20762—2006《禽畜肉中林可霉

素、竹桃霉素、红霉素、替米考星、泰乐菌素、克林

霉素、螺旋霉素、吉他霉素、交沙霉素残留量的测定

液相色谱-串联质谱法》 [36]（检出限为1.0 μg /kg）和 

SN/T 1777.2—2007《动物源性食品中大环内酯类抗生素

残留测定方法》[37]（测定低限为20 μg/kg）。

表 2 9 种MALs的线性关系、检出限、定量限

Table 2 Linear equations, limits of detection and limits of 

quantification of the 9 macrolide antibiotics

化合物 回归方程
线性范围/
（ng/mL） r2 检出限/

（μg/kg）
定量限/

（μg/kg）

克拉霉素 Y=1.421 69×106X－1.337 87×106 0.5～100 0.998 8 0.05 0.1

麦迪霉素 Y=370 257X－425 193 1～100 0.999 0 0.1 0.2

交沙霉素 Y=406 151X－231 188 1～100 0.999 3 0.1 0.2

红霉素 Y=533 851X＋1.234 31×106 1～100 0.999 6 0.1 0.2

阿奇霉素 Y=608 957X－1.108 51×106 1～100 0.999 4 0.1 0.2

泰乐菌素 Y=145 961X－124 929 2～100 0.999 6 0.2 0.4

罗红霉素 Y=566 075X－1.062 29×106 2～100 0.998 9 0.2 0.4

替米考星 Y=508 570X－569 261 2～100 0.999 2 0.2 0.4

克林霉素 Y=1.231 05×106X＋2.494 88×106 1～100 0.999 4 0.1 0.2

2.5 回收率和精密度结果

表 3 9 种MALs的回收率和精确度

Table 3 Spiked RSDs of the 9 macrolide antibiotics

化合物 添加量/（μg/kg） 回收率/% RSD/%

克拉霉素

0.1 77.8 3.5

0.2 82.6 4.4

1.0 89.5 2.1

麦迪霉素

0.2 72.4 3.6

0.4 87.5 8.3

2.0 80.7 2.4

交沙霉素

0.2 69.4 2.2

0.4 70.6 2.1

2.0 77.3 0.9

红霉素

0.2 89.5 0.8

0.4 88.2 1.2

2.0 88.6 0.9

阿奇霉素

0.2 92.5 1.5

0.4 100.3 1.0

2.0 90.2 0.9

泰乐菌素

0.4 90.5 1.0

0.8 107.6 2.2

4.0 104.6 1.8

罗红霉素

0.4 86.7 1.3

0.8 92.6 2.2

4.0 90.3 1.9

替米考星

0.4 80.2 2.7

0.8 84.9 6.2

4.0 83.7 4.1

克林霉素

0.2 89.5 2.4

0.4 90.4 3.4

2.0 92.5 4.6
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在空白猪肉样品中添加9 种MALs标准溶液制成阳

性样品，添加水平分别为1、2 倍和10 倍定量限，每

个添加水平进行6 次重复实验，计算回收率和相对标

准偏差（relative standard deviations，RSD）。如表3

所示，添加量0.1～4.0 μg/kg时，方法的回收率范围为

69.4%～107.6%，RSD不高于8.3%，符合检验方法要求。

2.6 实际样品检测结果

应用本研究建立的方法对市场采购的20 批次猪肉

样品进行检测，采用精确质量数和保留时间对样品中的

MALs定性筛查，并结合二级特征碎片离子确证，均未

检出阳性样品。与标准方法GB/T 20762—2006[36]和SN/T 

1777.2—2007[37]的测定结果一致。

3 结 论

本研究建立了UPLC-Q-Orbitrap HRMS测定猪肉中

9 种MALs，并进行了方法学验证。该方法简单高效、选

择性好、灵敏度高，满足大量猪肉样品中MALs快速、准

确定量的需要，可为其他基质中其他MALs的快速筛查提

供方法参考，也是对现有国家标准检测动物源性食品中

MALs的有力补充。
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