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超高效液相色谱-串联质谱法检测羊肉中 
20 种大环内酯类和林可胺类药物残留 
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摘   要: 目的   建立超高效液相色谱 -串联质谱法 (ultra performance liquid chromatography-tandem mass 

spectrometry, UPLC-MS/MS)检测羊肉样品中 20 种大环内酯类和林可胺类兽药残留的方法。方法  试验先用

乙腈提取, 上清液浓缩至近干后, 样品再用 50%甲醇水溶液提取, 合并两次的提取液, 用 pH 为 8.0 的弱碱

性缓冲溶液稀释后经 HLB 固相萃取柱浓缩净化, 甲醇/5 mmol/L 乙酸铵溶液(1:1, V:V)定容, 采用正离子多

反应监测模式检测, 基质液配制标准曲线。方法对 20 种化合物的色谱质谱参数进行了优化, 比较了不同流

动相和定容液的分离效果, 同时考察了提取溶剂、净化方式对目标化合物的提取效率和净化效果的影响。

结果  20 种大环内酯类化合物和林可胺类化合物在各自的线性范围内, 线性关系良好, 相关系数(r2)均大于

0.999, 回收率为 64.7%~94.2%, 相对标准偏差在 3.8%~11.0%之间。结论  该方法具有准确、灵敏、高效等特

点, 可用于羊肉中 20 种大环内酯类和林可胺类化合物的同时检测。 

关键词: 大环内酯类; 林可胺类; 超高效液相色谱-串联质谱法; 复定溶液; HLB 固相萃取 
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ABSTRACT: Objective  To develop a method for analysis of 20 kinds of macrolides and lincomasides in mutton 

by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). Methods  Samples were 
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initially extracted with acetonitrile, and the supernatant was concentrated to near dryness. The residues were 

further extracted with 50% methanol, and the 2 extracts were combined and diluted with a weak alkaline buffer 

solution (pH 8.0). The mixture was then concentrated and purified using an HLB solid-phase extraction cartridge. 

A methanol/5 mmol/L ammonium acetate solution (1:1, V:V) was used for final dilution. Detection was performed in 

positive ion multiple reaction monitoring mode. A matrix-matched standard curve was prepared for quantification. 

Chromatographic and mass spectrometry parameters were optimized for the 20 kinds of target compounds, while the 

effects of different mobile phases, extraction solvents, and purification methods on extraction efficiency and 

purification quality were thoroughly investigated. Results  The 20 kinds of macrolides and lincomasides demonstrated 

excellent linearity within their respective ranges, with correlation coefficients (r²) exceeding 0.999. Recoveries ranged 

from 64.7% to 94.2%, the relative standard deviation was between 3.8% and 11.0%. Conclusion  The developed 

method is sensitive, accurate, and suitable for the simultaneous detection of 20 kinds of macrolides and lincomasides in 

mutton. 
KEY WORDS: macrolides; lincomasides; ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; 

solutions for reconstitution; HLB solid-phase extraction 
 
 

0  引  言 

大环内酯类药物作为由链霉菌或小单孢菌产生的光

谱抗菌剂, 分为大环内酯抗生素(如红霉素)和大环内酯驱虫

药(阿维菌素类)[1–4]; 林可胺类抗生素(包括林可霉素、克林

霉素等)同样源自链霉菌代谢产物, 在肉羊养殖中作为疾病

防控与促生长剂被广泛应用[2–3]。然而养殖环节普遍存在的

过量用药或者休药期违规现象, 导致两类药物在动物源性

食品中的残留风险显著增加。我国 GB 31650—2019《食品

安全国家标准 食品中兽药最大残留限量》明确规定了其最

高残留限量, 但现有检测技术仍存在亟待突破的瓶颈。 
本实验室对多地区羊肉样本的监督抽检和风险监测

发现, 大环内酯类(多拉菌素、替米考星等)和林可胺类药物

残留普遍存在, 不仅会威胁消费者健康安全, 还会增加耐

药菌的数量[5]。当前针对羊肉基质的标准检测方法存在诸

多局限性: (1)标准检测方法目标物涵盖范围不全, 完成检

测需多个前处理 , 费时费资源 , 检测效率低。如 SN/T 
5359—2021《出口动物源食品中阿奇霉素残留量的测定 液
相色谱—质谱 /质谱法》仅能检测一种阿奇霉素、GB/T 
20762—2006《畜禽肉中林可霉素、竹桃霉素、红霉素、替

米考星、泰乐菌素、克林霉素、螺旋霉素、吉它霉素、交

沙霉素残留量的测定 液相色谱-串联质谱法》涵盖 9 种化

合物、GB 31658.16—2021《食品安全国家标准 动物性食

品中阿维菌素类药物残留量的测定  高效液相色谱法和

液相色谱-串联质谱法》也仅能检测 4 种大环内酯驱虫药; 
(2)部分目标物如吡利霉素、塞拉菌素, 缺乏专属标准检测

方法。针对食品检测的相关文献报道显示, 高效液相色谱

法[6–11]可实现阿维菌素类药物的测定, 但受限于多数目标

物缺乏特征紫外吸收[12]及衍生化过程复杂[10], 难以满足

多组分残留检测要求。尽管液相色谱-串联质谱法(liquid 

chromatography-tandem mass spectrometry, LC-MS/MS)凭
借高灵敏度优势被广泛采用[13–18], 但现有方法普遍存在化

合物涵盖面不够全; 传统固相萃取柱对强极性化合物的净

化效率不足, 且纯有机相定容引发的溶剂效应显著影响定

性定量的准确性等问题。因此, 建立羊肉基质中大环内酯

类和林可胺类化合物同时检测的方法是十分必要的。 
本研究以羊肉为样本, 选择林可霉素、竹桃霉素、克

林霉素、泰妙菌素、阿奇霉素、泰乐菌素、螺旋霉素、红

霉素、替米考星、罗红霉素、吉他霉素、吡利霉素、交沙

霉素、埃玛菌素、乙酰氨基阿维菌素、阿维菌素、多拉菌

素、莫西丁克、塞拉菌素、伊维菌素 20 种药物为目标化合

物, 通过乙腈初提结合 50%甲醇水溶液复提实现广谱提取, 
通过 HLB 固相萃取柱的宽极性保留特性优化基质净化过

程; 优化上样和淋洗条件(水相比例调节)提升极性化合物

回收率; 优化复定溶液和流动相, 配合超高效液相色谱-串
联质谱法(ultra performance liquid chromatography-tandem 
mass spectrometry, UPLC-MS/MS)进行多残留同步分析。为

这 20 种化合物的残留检测提供技术支撑。 

1  材料与方法 

1.1  仪器、试剂与材料 

LC-30 AD 超高效液相色谱仪(日本岛津公司); SCIEX 
4500 串联四极杆-线性离子阱质谱联用仪(美国 SCIEX 公

司); ME 403E 电子天平(精度 0.01 g)、MS 205DU 电子天平

(精度 0.0001 g)(瑞士 METTLER TOLEDO 公司); Milli-Q 超

纯水系统(美国密理博公司); ST 40R 离心机(美国赛默飞世

尔科技公司); Auto Vap S60 多样品自动浓缩仪(美国 ATR
公司)。 

甲醇、乙腈(色谱纯, 美国 Tedia 公司); 乙酸铵、甲酸

(分析纯, 国药集团化学试剂有限公司); HLB 固相萃取柱
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(500 mg/6 mL, 上海安谱实验科技股份有限公司); Luna 
Omega C18 色 谱 柱 (100 mm×2.1 mm, 1.6 μm, 美 国

phenomenex 公司); 0.22 μm 微孔滤膜(迪马科技有限公司)。 
20 种标准品: 林可霉素(林可霉素盐酸盐水合物, 纯

度 96.8%)、竹桃霉素(纯度 95.0%)、克林霉素(纯度 99.2%)、
泰妙菌素(延胡索酸泰妙菌素, 纯度 97.7%)、阿奇霉素(纯
度 98.0%)、泰乐菌素(泰乐菌素酒石酸盐, 纯度 99.5%)、螺

旋霉素(纯度 98.2%)、红霉素(mixture A/B/C, 纯度 92.2%)、
替米考星(纯度 95.5%)、罗红霉素(纯度 96.8%)、埃玛菌素

(甲氨基阿维菌素苯甲酸盐, 纯度 97.0%)、乙酰氨基阿维菌

素(纯度 95.0%)、阿维菌素(阿维菌素 B1a, 纯度 98.3%)、
多拉菌素(纯度 99.2%)、莫西丁克(纯度 98.1%)、塞拉菌素

(纯度 98.5%)、伊维菌素(纯度 95.0%)(德国 Dr. Ehrenstorfer
公司)。 

样品为抽检羊肉, 经实验室检测结果呈阴性。 

1.2  样品提取与净化 

1.2.1  提  取 
称取(5.00±0.01) g 肌肉样品于 50 mL 离心管中, 加

入 10 mL 乙腈, 涡旋 5 min, 超声 15 min, 5000 r/min 离心

3 min, 取上清液于另一 50 mL 离心管中, 40 ℃氮气吹至

近干。其次, 样品残渣加入 10 mL 50%甲醇/水(1:1, V:V, 下
同), 复提一次, 5000 r/min 离心 3 min, 取上清液至上述氮

气吹干的离心管中, 进行合并, 并加入 20 mL 磷酸盐缓冲

溶液(pH 8.0), 获得样品提取液。 
1.2.2  净  化 

HLB 固相萃取柱依次用 6 mL 甲醇和 6 mL 水进行

活化。将上述样品提取液完全转入活化的 HLB 固相萃

取柱, 再用 6 mL 20%甲醇水溶液淋洗, 弃淋洗液。最后

用 5 mL 甲醇进行洗脱, 收集洗脱液, 40 ℃氮气吹干。准

确加入 1 mL 甲醇/5 mmol/L 乙酸铵溶液(1:1, V:V, 下同)
定容, 过 0.22 μm 滤膜, UPLC-MS/MS 检测。 

1.3  UPLC-MS/MS 条件 

1.3.1  液相色谱条件 
色谱柱: 费罗门 C18 柱(100 mm×2.1 mm,1.6 μm), 柱

温 40 ℃, 进样量 5 μL, 流速 0.3 mL/min, 梯度洗脱条件: A
相为 0.1%甲酸甲醇; B 相为 0.1%甲酸水溶液, 0~3.0 min: 
5%~30% A; 3.0~8.0 min: 30%~90% A; 8.0~8.1 min: 
90%~5% A; 8.1~10.0 min: 5% A 保持不变。 
1.3.2  质谱条件 

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(multiple reaction monitoring, MRM); 电
喷雾电压: 4500 V; 离子源温度: 550 ℃; 气帘气: 30 psi; 碰撞

气: Medium; 辅助气 1: 55 psi; 辅助气 2: 55 psi; 20 种化合物的

定性定量离子对、去簇电压、碰撞能量、保留时间见表 1。 
 

表 1  20 种化合物的保留时间和质谱条件 
Table 1  Retention times and optimized spectrometric parameters of 20 kinds of compounds 

化合物名称 化合物分类 加合方式 保留时间/min 母离子(m/z) 子离子(m/z) 去簇电压/V 碰撞能量/eV 

红霉素  大环内酯抗生素 [M+H] + 3.48 734.3 158.2 
576.4* 60 32 

27 

吉他霉素 大环内酯抗生素 [M+H] + 3.50 772.3 174.2* 
109.1 90 40 

45 

螺旋霉素 大环内酯抗生素 [M+2H] 2+ 2.50 422.4 142.2 
174.2* 60 41 

45 

替米考星 大环内酯抗生素 [M+H] + 2.66 869.4 174.2 
696.5* 83 50 

25 

泰乐菌素 大环内酯抗生素 [M+H] + 3.30 916.2 174.2* 
772.5 30 48 

42 

阿奇霉素 大环内酯抗生素 [M+H] + 2.51 749.5 591.3* 
158.2 130 29 

58 

林可霉素 林可胺类 [M+H] + 2.24 407.2 125.9* 
359.2 72 30 

24 

罗红霉素 大环内酯抗生素 [M+H] + 3.84 837.7 679.9 
158.2* 150 28 

47 

竹桃霉素 大环内酯抗生素 [M+H] + 2.81 688.4 158.2 
544.3* 50 47 

28 

交沙霉素 大环内酯抗生素 [M+H] + 3.64 828.3 174.2* 
109.1 

64 
 

42 
42 

吡利霉素 林可胺类 [M+H] + 2.72 411.1 112.0* 
363.0 100 25 

14 

克林霉素 林可胺类 [M+H] + 2.77 425.2 125.9* 
377.3 35 28 

25 

泰妙菌素 大环内酯抗生素 [M+H] + 3.23 494.5 192.1 
119.2* 115 37 

52 

阿维菌素 大环内酯驱虫药 [M+Na] + 5.19 895.3 751.1* 
449.2 121 60 

63 

伊维菌素 大环内酯驱虫药 [M+Na] + 6.61 897.4 753.1* 
329.1 213 62 

70 
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表 1(续) 

化合物名称 化合物分类 加合方式 保留时间/min 母离子(m/z) 子离子(m/z) 去簇电压/V 碰撞能量/eV 

埃玛菌素 大环内酯驱虫药 [M+H] + 4.51 886.5 82.1* 
158.1 50 110 

60 
乙酰氨基阿

维菌素 
大环内酯驱虫药 [M+H] + 5.13 914.4 185.9* 

298.2 30 23 
29 

莫西丁克 大环内酯驱虫药 [M+H] + 5.93 640.4 498.3 
528.3* 95 19 

15 

多拉菌素 大环内酯驱虫药 [M+NH4] + 5.91 916.5 331.1* 
593.3 60 65 

45 

塞拉菌素 大环内酯驱虫药 [M+H] + 6.13 770.5 626.4 
608.4* 83 20 

25 

注: *为定量离子。 
 

1.4  基质匹配标准工作溶液的绘制 

将 20种标准品用甲醇配制成 1.0 mg/mL的单标, 将林

可霉素、竹桃霉素、克林霉素、泰妙菌素、阿奇霉素、泰

乐菌素、螺旋霉素、红霉素、替米考星、罗红霉素、吉他

霉素、吡利霉素、交沙霉素 13 种化合物配制成 10 μg/mL
的混合储备液, 将埃玛菌素、乙酰氨基阿维菌素、阿维菌

素、多拉菌素、莫西丁克、塞拉菌素、伊维菌素 7 种化合

物配制成 10 μg/mL 的单一储备液于–20 ℃保存。 
采用阴性羊肉样品作为空白基质, 按照 1.2 步骤进行

样品前处理和净化, 得到空白基质液。精确吸取各类标准

品, 用空白基质液配制成含林可霉素、竹桃霉素、克林霉

素、泰妙菌素、阿奇霉素、泰乐菌素、螺旋霉素、红霉素、

替米考星、罗红霉素、吉他霉素、吡利霉素、交沙霉素、

埃玛菌素 0.1 μg/mL, 乙酰氨基阿维菌素、阿维菌素、多拉

菌素、莫西丁克、塞拉菌素、伊维菌素 0.2 μg/mL 的混合

标准溶液, 标准工作液现用现配。 
分别吸取混合标准溶液 10、20、50、100、200、500 μL, 

用空白基质液定容到 1 mL, 配制成混合标准工作液进行测定。 

1.5  数据处理  

数据采集和色谱图绘制采用 SCIEX OSVersion 3.0 软

件, 处理数据和相关图表采用 Excel 2016 软件。 

2  结果与分析 

2.1  质谱条件的优化 

分别对适当浓度的 20 种化合物的标准溶液在正负离

子模式下进行母离子扫描, 确定扫描方式和母离子后, 对
其进行子离子扫描, 选择两对响应比较高、干扰比较小的

离子分别为定性离子和定量离子, 并分别优化其去簇电压

和碰撞能量。 
大环内酯类和林可胺类抗生素在正离子模式下, 主

要的加合方式为[M+H]+, 螺旋霉素母离子[M+2H]2+比

[M+H]+响应高, 螺旋霉素分子中两个碱性氨基在离子化过

程中依次质子化, 形成双电荷离子[M+2H]2+, 因此选择

[M+2H]2+作为母离子。红霉素、竹桃霉素、罗红霉素、阿

奇霉素子离子中产生响应强度较高的(m/z 158.2)特征碎片

离子, 替米考星、吉他霉素、交沙霉素、泰乐菌素和螺旋

霉素子离子中产生响应强度较高的(m/z 174.2)特征碎片离

子。虽然有其他文献研究阿维菌素类化合物在负离子模式

下检测[19], 但是本方法发现阿维菌素类化合物在负离子模

式下灵敏度比较低, 伊维菌素、阿维菌素、多拉菌素和乙

酰氨基阿维菌素 4 种化合物在正负离子模式下的 MRM 色

谱图对比情况见图 1。7 种阿维菌素类化合物在正离子 
 

 
 

图 1  4 种化合物在正负离子模式下的 MRM 色谱图 
Fig.1  MRM chromatograms of 4 kinds of compounds in positive and negative ion modes 
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模式下, 可以形成[M+H]+、[M+NH4]+和[M+Na]+等多种加

合方式的离子。流动相和定容试剂均会影响加合方式的稳

定性和灵敏度, 分析方法中 7 种化合物在流动相为 0.1%甲

酸溶液-0.1%甲酸甲醇梯度洗脱, 定容液为甲醇/5 mmol/L乙

酸铵溶液的情况下, 阿维菌素、伊维菌素形成更稳定灵敏度

更高的[M+Na]+峰, 埃玛菌素、莫西丁克、乙酰氨基阿维菌

素、塞拉菌素形成[M+H]+峰, 多拉菌素形成[M+NH4]+峰。 
若一次性在单一通道对多种化合物的定性和定量离

子对进行全部扫描, 扫描频率往往会出现不足的情况。大

环内酯类和林可胺类化合物出峰时间集中在 2~8 min, 采
用 Scheduled MRM 模式中的 ENABLED 模式 , MRM 
detection window 设置为 45 s, 各离子对均具备足够的扫描

频率与点数, 保障了每种化合物都可实现高灵敏度的精准

定量检测。通过优化得到的 20 种化合物的加合方式、保留

时间、母离子、去簇电压、碰撞能量、定量离子和定性离

子见表 1。 

2.2  复定溶液的优化 

复定溶液的组成对目标化合物的峰型和灵敏度有着显

著的影响。针对这 20 种化合物的复溶, 在相关研究中常采取

多种不同的溶液体系。甲醇[20–22]、0.1%甲酸乙腈[16,23]、0.1%
氨水乙腈[24]或者甲醇、乙腈与一定比例的水混合相[13–15,25–27]

多被用作复定溶液。本研究发现红霉素、螺旋霉素、阿奇

霉素、泰乐菌素等化合物在不同复定溶液中的响应差别较

大, 在酸性溶剂中响应显著降低。选择红霉素为目标物, 
对比了 0.1%甲酸水溶液、0.1%甲酸甲醇、0.1%甲酸乙腈、

甲醇/5 mmol/L 乙酸铵溶液、甲醇以及乙腈作为复定溶液

时, 红霉素的出峰和响应情况, 结果见图 2。当红霉素为

5 ng/mL 时, 甲醇溶液呈现最强响应, 甲醇/5 mmol/L 乙酸

铵溶液次之; 酸性条件下响应显著降低, 0.1%甲酸溶液中

的响应值仅为甲醇溶液的百分之一左右。 
 

 
 

图 2  相同质量浓度的红霉素标准溶液(5 ng/mL)在 6 种不同的复

定溶液中的色谱图  
Fig.2  Chromatograms of erythromycin standard solution with the 

same mass concentration in 6 kinds of different reconfirmation 
solutions (5 ng/mL) 

在 20 种混合标准溶液检测中, 若用甲醇、乙腈、0.1%
甲酸乙腈、0.1%甲酸甲醇等高比例有机相作为复定溶液, 
吡利霉素、阿奇霉素、螺旋霉素、林可霉素由于出峰时

间早, 溶剂效应明显, 出现色谱峰拖尾、前沿或出现多个

小峰。当以甲醇-5 mmol/L 乙酸铵溶液为复定溶液时, 20
种目标化合物的灵敏度和峰型均能达到要求, 并且在此

条件下, 红霉素的峰型和响应均稳定, 因此, 最终选择甲

醇-5 mmol/L 乙酸铵溶液作为复定溶液。 

2.3  流动相的优化 

流动相的构成及比例影响化合物的出峰时间及响应

情况[22]。大环内酯和林可胺类化合物大都含有叔胺基团, 
叔胺基团中的孤对电子具有较强的亲核性, 产生较强的

正离子信号, 流动相中加入甲酸有助于形成稳定的[M+H]+

加合离子, 提高正离子模式下的离子化效率。因此本研究

对比了 4 种不同的流动相体系对化合物的影响, 分别是: 
5 mmol/L 乙酸铵(含 0.1%甲酸)-0.1%甲酸甲醇、5 mmol/L 乙

酸铵(含 0.1%甲酸)-0.1%甲酸乙腈、0.1%甲酸-0.1%甲酸甲醇

和 0.1%甲酸-0.1%甲酸乙腈。研究发现流动相中加入乙酸

铵, 替米考星、泰妙菌素、莫西丁克等化合物的响应值有

所降低; 而在以甲醇作为有机相的体系中, 大环内酯类化

合物的灵敏度和峰型都优于乙腈体系。因此, 选择 0.1%甲

酸-0.1%甲酸甲醇为最优流动相体系, 进行梯度洗脱。结果

表明该体系能够获得理想而稳定的色谱峰, 实现最优的离

子响应强度。 

2.4  提取溶剂的优化 

本研究选取的 20 种化合物的极性存在较大差异, 提
取试剂及提取步骤对目标物的回收率影响较大。根据相关

文献资料, 红霉素、吉他霉素、阿维菌素等化合物, 往往

采用乙腈[6–8,10,14–15]作为提取试剂进行提取; 也有采用酸化

乙腈[12,15,25–26]、氨化乙腈[16,19–21]、甲醇或乙腈和一定比例

的水相混合[13,17,22,28]进行提取。由于红霉素、螺旋霉素、

阿奇霉素、泰乐菌素等化合物在酸性溶液中不稳定, 本研

究首先将中性试剂乙腈作为提取溶剂。 
在空白羊肉样品中加标, 添加水平为 5 μg/kg, 结果

表明由于乙腈容易使蛋白快速变性, 样品容易结团, 提取

不充分, 林可霉素、螺旋霉素、阿奇霉素、替米考星的回

收率低于 50%(见图 3), 另外 16 种化合物的回收率为

65%~110%。 
为了进一步提高林可霉素、螺旋霉素、阿奇霉素、替

米考星这 4 种化合物的提取效率, 采用甲醇、50%甲醇水

溶液、50%乙腈水溶液进行复提取, 研究发现, 采用 10 mL 
50%甲醇水溶液复提, 合并 2次提取液后, 20种化合物的回

收率达到 75%~110%, 林可霉素、螺旋霉素、阿奇霉素、

替米考星这 4 种化合物回收率为 75%~80%(见图 3), 能满

足实际检测的需求。因此, 选择第一次提取时用 10 mL 乙



第 6 期 陈  颖, 等: 超高效液相色谱-串联质谱法检测羊肉中 20 种大环内酯类和林可胺类药物残留 137 
 
 
 
 
 

腈作为提取溶液, 第二次则采用 10 mL 50%甲醇水溶液, 
以实现对 20 种化合物的高效提取。 

 

 
 

图 3  不同提取方式下 4 种化合物的回收率(n=3) 
Fig.3  Recoveries of 4 kinds of compounds under different 

extraction solutions (n=3) 
 

2.5  SPE 净化条件的优化 

羊肉样品中富含的蛋白质、脂肪和矿物质不仅影响目

标物的定性定量, 还会污染色谱柱和离子源。本研究采用

兼具疏水性二乙烯基苯和亲水性 N-乙烯基吡咯烷酮结构

的 HLB 固相萃取柱, 其宽极性保留特性适用于大环内酯

类与林可胺类药物的净化处理。 
按照 2.4 前处理获得的空白阴性样品提取液中, 分别

添加 20 种化合物的标准溶液(添加水平为 5 ng/mL), 对上

样溶液及淋洗液进行了优化。实验发现提取液直接上样后

用甲醇洗脱时, 林可霉素、螺旋霉素等极性较强的化合物, 
回收率不足 30%。通过改进方法: 将首次乙腈提取液浓缩

近干后与二次提取的 50%甲醇溶液合并, 经 20 mL 磷酸缓

冲溶液(pH 8.0)稀释上样[总上样体积 30 mL, 甲醇含量

16.7% (V:V)], 目标物回收率显著提升至 85%~105%。 
淋洗条件研究表明, 当采用 5 mL 30%和 40%甲醇水

溶液作为淋洗液时, 林可霉素、螺旋霉素等 5 种化合物回

收率低于 50%, 而其余 15 种保持 70%以上。对比不同浓度

淋洗液发现, 0%、10%、20%甲醇水溶液均能保证 20 种化

合物回收率大于 80%。其中 20%甲醇水溶液在实现高效净

化的同时, 5 种关键药物(林可霉素、螺旋霉素、阿奇霉素、

莫西丁克和红霉素)的回收效果达到最佳平衡(见图 4), 因
此选定 20%甲醇水溶液为最优淋洗条件。 

2.6  基质效应的评价 

在运用 UPLC-MS/MS 进行分析测定时, 样品里的内

源性及外源性物质可能会干扰分析物的离子化与去溶剂化

进程, 致使其质谱响应出现波动, 或升高或降低, 进而引

发基质效应(matrix effects, ME)[29]。ME 在质谱分析中普遍

存在, 影响分析结果的准确性[30]。计算公式为 ME=(基质

匹配标准曲线的斜率/溶剂标准曲线的斜率-1)×100%。ME
为正, 表明基质增强; ME 为负, 表明基质抑制[29–30]。若

|ME|≤20%, 表明 ME 不明显; 20%<|ME|≤50%, 表明 ME
中等; |ME|>50%, 表明 ME 较强[31]。 

 

 
 

图 4  不同浓度的甲醇淋洗液对回收率的影响(n=3) 
Fig.4  Effects of methanol concentration in rinsing solution on 

recoveries (n=3) 
 
实验分别用溶剂和空白基质溶液配制混合标准溶液, 

以浓度为横坐标(X, ng/mL), 峰面积为纵坐标(Y)做标准曲

线, 用两条曲线的斜率来计算 ME。结果如表 2 所示, 林可

霉素、竹桃霉素、克林霉素、泰妙菌素、阿奇霉素、螺旋

霉素、红霉素、罗红霉素、交沙霉素、埃玛菌素、阿维菌

素、多拉菌素、莫西丁克、塞拉菌素、伊维菌素 15 种化合

物为基质抑制效应, 吉他霉素、替米考星、泰乐菌素、吡

利霉素、乙酰氨基阿维菌素 5 种化合物为基质增强效应。

20 种化合物的 ME 为–19.3%~18.2%, |ME|均小于 20%, 无
明显 ME, 可以用于测定。 

2.7  线性范围、检出限、定量限以及加标回收率 

以化合物的峰面积为纵坐标(Y), 质量浓度为横坐标

(X, ng/mL)绘制标准曲线回归方程。以色谱峰的信噪比大于

3 作为方法的检出限(limit of detection, LOD), 色谱峰的信

噪比大于 10 为方法的定量限(limit of quantitation, LOQ), 
向空白样品中添加 1 倍 LOQ、2 倍 LOQ、10 倍 LOQ 3 个

浓度的加标回收试验, 每组 6 个平行, 按照方法 1.2 前处

理。计算公式为回收率/%=(加标样品中测得的目标物含量

–空白样品中目标物的本底含量)/加标量×100%。20 种化

合物的 LOD、LOQ、回收率、精密度结果见表 2。20 种

化合物曲线相关系数均大于 0.999, 线性良好; 林可霉素、

竹桃霉素、克林霉素、泰妙菌素、阿奇霉素、泰乐菌素、

螺旋霉素、红霉素、替米考星、罗红霉素、吉他霉素、 



138 食品安全质量检测学报 第 16 卷 
 
 
 
 
 

表 2  20 种化合物的线性范围、相关系数、LODs、LOQs、回收率、精密度(n=6)和 MEs 
Table 2  Linear ranges, correlation coefficients, LODs, LOQs, recoveries, accuracys (n=6) and MEs of 20 kinds of compounds 

目标化合物 线性范围
/(ng/mL) 

r2 LODs/ 
(μg/kg) 

LOQs/ 
(μg/kg) 

回收率/% 精密度/% 
MEs/%

LOQ 2 LOQ 10 LOQ LOQ 2 LOQ 10 LOQ 

红霉素 1~50 0.9994 0.2 0.5 70.4 76.7 77.4 9.8 4.7 7.7 –18.6 
吉他霉素 1~50 0.9992 0.2 0.5 80.5 81.6 84.7 5.9 6.2 8.4 6.9 
螺旋霉素 1~50 0.9992 0.2 0.5 64.7 70.5 73.4 8.1 5.9 7.7 –10.3 
替米考星 1~50 0.9993 0.2 0.5 75.6 79.4 83.5 9.4 6.4 8.1 11.3 
泰乐菌素 1~50 0.9998 0.2 0.5 79.4 81.5 90.4 8.5 9.2 8.4 3.13 
阿奇霉素 1~50 0.9992 0.2 0.5 73.5 78.3 78.9 4.2 9.7 8.3 –6.1 
林可霉素 1~50 0.9999 0.2 0.5 67.5 70.3 70.9 5.3 4.9 3.8 –2.0 
罗红霉素 1~50 0.9998 0.2 0.5 83.2 85.4 92.6 7.0 8.2 5.4 –13 
竹桃霉素 1~50 0.9997 0.2 0.5 80.4 79.6 85.4 7.1 8.8 9.7 –19.3 
交沙霉素 1~50 0.9998 0.2 0.5 80.5 84.6 92.0 9.8 10.0 8.7 –18.9 
吡利霉素 1~50 0.9998 0.2 0.5 79.5 78.3 78.9 11.0 9.4 5.6 18.2 
克林霉素 1~50 0.9997 0.2 0.5 83.2 89.6 91.4 9.8 11.0 8.6 –4.8 
泰妙菌素 1~50 0.9995 0.2 0.5 68.9 75.7 81.3 8.9 9.8 10.0 –18 
阿维菌素 2~100 0.9998 0.5 1.0 78.2 85.2 91.4 8.4 8.7 7.5 –7.5 
伊维菌素 2~100 0.9998 0.5 1.0 80.3 89.1 92.6 5.8 6.7 7.4 –10.3 
埃玛菌素 1~50 0.9999 0.2 0.5 82.4 90.1 94.2 7.3 7.4 6.8 –19 
乙酰氨基 
阿维菌素 

2~100 0.9997 0.5 1.0 86.5 90.4 92.1 7.9 8.2 9.3 17 

莫西丁克 2~100 0.9994 0.5 1.0 83.4 86.8 91.6 5.6 7.2 8.5 –18.6 

多拉菌素 2~100 0.9993 0.5 1.0 79.5 84.3 92.0 9.0 8.6 7.1 –18.6 

塞拉菌素 2~100 0.9998 0.5 1.0 80.3 82.1 90.4 8.2 9.5 11.0 –16.7 

 
吡利霉素、交沙霉素、埃玛菌素的 LOD 为 0.2 μg/kg, 其
余 6 种化合物的 LOD 为 0.5 μg/kg, 相应的 LOQ 分别为

0.5 μg/kg 和 1 μg/kg。本研究的加标回收率在 64.7%~94.2%
之间, 相对标准偏差在 3.8%~11.0%之间, 满足 20 种目标

化合物的检测。加标样品中 20 种化合物(添加水平: 2 倍定

量限)定量离子对的 MRM 色谱图见图 5。 
 

 
 

注: 1. 林可霉素; 2. 螺旋霉素; 3. 阿奇霉素; 4. 替米考星; 5. 吡利

霉素; 6. 克林霉素; 7. 竹桃霉素; 8. 泰妙菌素; 9. 泰乐菌素;  
10. 红霉素; 11. 吉他霉素; 12. 交沙霉素; 13. 罗红霉素; 14. 埃玛

菌素; 15. 乙酰氨基阿维菌素; 16. 阿维菌素; 17. 多拉菌素;  
18. 莫西丁克; 19. 塞拉菌素; 20. 伊维菌素。 

图 5  加标样品溶液中 20 种化合物的 MRM 色谱图(2 倍定量限) 
Fig.5  MRM chromatogram of 20 kinds of compounds in the spiked 

sample solution (2 times of the LOQ) 

2.8  实际样品的检测 

采用本研究建立的方法, 对抽检的 20 批次羊肉样品

进行筛查分析。检测结果显示 1 批次羊肉样品中检出替米

考星, 含量为 21.47 μg/kg; 1 批次羊肉样品检测出多拉菌素, 
含量为 8.21 μg/kg; 其余批次样品均未检出。为验证本方法

的可靠性, 分别采用 GB/T 20762—2006《畜禽肉中林可霉

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》和 GB 31658.16—2021《食品安全国家标准 
动物性食品中阿维菌素类药物残留量的测定 高效液相色

谱法和液相色谱-串联质谱法》(第二法)对阳性羊肉样品

中的替米考星和多拉菌素进行验证 , 检测结果分别为

23.86 μg/kg 和 9.44 μg/kg。替米考星和多拉菌素项目方法

比对的相对差值为 10.5%和 13.9%, 表明本方法适用于羊

肉中大环内酯类和林可胺类化合物的测定。 

3  结  论 

本研究用乙腈初提羊肉样品, 浓缩后用 50%甲醇水溶

液复提, 经磷酸缓冲溶液(pH 8.0)稀释后, 再用 HLB 固相

萃取柱净化。通过优化质谱参数、色谱参数、复定溶剂、

流动相、提取溶液以及固相萃取净化条件, 建立了羊肉基
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质中大环内酯类和林可胺类 20 种化合物残留的超高效液

相-串联质谱分析方法。实验结果显示 20 种化合物的回收

率在 64.7%~94.2%之间, 相对标准偏差小于 15%; 阳性样

品用本方法与标准方法比对, 相对差值小于 15%, 符合

GB/T 27404—2008 的要求。该方法灵敏度高、准确性好, 
可为羊肉中大环内酯类和林可胺类化合物的检测提供技

术支撑。 
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