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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)检测兔肉中加米霉素残留量的方法。方法  兔肉样品采用乙腈提取, 经正己烷脱

脂后, 通过 Qasis MCX 固相萃取柱完成净化处理, 采用 Xevo TQ-XS UPLC-MS/MS 仪, 经梯度洗脱, 电喷雾

离子源正离子扫描模式(electrospray ionization positive, ESI+), 多反应监测(multiple reaction monitoring, MRM), 

内标法定量进行分析。结果  加米霉素进样质量浓度在 0.25~50.00 ng/mL 范围内与目标物峰面积具备优异线

性相关性(r2>0.999); 检出限为 0.25 μg/kg, 定量限为 0.50 μg/kg; 于 0.5、1.0、50.0 μg/kg 3 个加标水平下, 平

均回收率介于 76.8%~102.3%, 批内及批间相对标准偏差均低于 15% (n=6)。结论  本方法灵敏、准确, 适用

于兔肉中加米霉素残留量检测。本研究可为兔肉产品兽药残留监测与质量安全控制提供科学依据与技术支持。 
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Determination of gamithromycin residues in Oryctolagus cuniculus meat by 
ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the detection of gamithromycin residues in Oryctolagus 

cuniculus meat by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry (UPLC-MS/MS). 

Methods  Oryctolagus cuniculus meat samples were extracted using acetonitrile, subjected to defatting with 

n-hexane, and further purified with Qasis MCX solid-phase extraction cartridges, and analyzed by Xevo TQ-XS 
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UPLC-MS/MS with gradient elution, electrospray ionization positive scan mode (ESI+), multiple reaction monitoring 

(MRM) and internal standard method were applied for quantitative analysis. Results  There was an excellent linear 

correlation between the target peak area and the injection mass concentrations of gamithromycin at the range of 

0.25–50.00 ng/mL (r2>0.999). The limit of detection and limit of quantitation were 0.25 μg/kg and 0.50 μg/kg. The 

average recoveries ranged from 76.8% to 102.3%, with intra-batch and inter-batch relative standard deviations both 

lower than 15% (n=6) at the addition levels of 0.5, 1.0 and 50.0 μg/kg. Conclusion  The method is sensitive, 

accurate, and suitable for the detection of residues of gamithromycin in Oryctolagus cuniculus meat. This study can 

provide scientific basis and technical support for the monitoring and quality safety control of veterinary drug residues 

in Oryctolagus cuniculus meat products. 
KEY WORDS: ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry; Oryctolagus cuniculus meat; 

gamithromycin; residues 
 
 

0  引  言 

加米霉素为法国梅里亚公司研发的一类半合成十五

元环大环内酯类抗生素 , 归属于氮杂环内酯亚类 , 是专

用于动物的抗菌药 , 已获批为国家二类新兽药 , 主要用

于治疗由多杀性巴氏杆菌、溶血性曼氏杆菌、胸膜肺炎

放线杆菌等敏感菌所致的畜禽呼吸道感染病症[1–4]。加米

霉素主要是通过阻截肽链延伸从而抑制敏感菌蛋白质合

成来发挥抑菌和杀菌作用, 具有抗菌谱广且活性高、靶组

织药物浓度高、半衰期长、副作用小、安全性高等特点, 应
用前景广阔[5–9]。 

兔肉具有低脂肪、低胆固醇、低热量及高蛋白、高矿

物质、高消化率的营养优势, 是理想的肉类选择, 在国内

外市场占据重要地位[10–12]。由多杀性巴氏杆菌、支气管败

血波氏杆菌等引起的呼吸道疾病是肉兔养殖中的高发性传

染病[13–14], 目前, 加米霉素仅被批准应用于靶动物牛、猪

和羊的相关疾病治疗[15–17], 但近年来有研究表明加米霉素

注射液可以用来治疗肉兔呼吸道疾病[18–19], 作为畜禽养殖

中的高效抗菌新星, 加米霉素有望成为肉兔疫病防控的常

用药物。 
我国是最大的兔肉出口国, 但目前对兔肉中有害残

留的检测研究尚少, 而兽药残留超标不仅会危害消费者健

康, 同时也会制约我国兔肉产品的国际贸易进程。国际食

品法典委员会虽未明确制定加米霉素的全球统一残留限

量标准, 但欧盟、美国、日本等多个国家和地区对牛肉、

猪肉、牛奶中加米霉素残留都有严格的限量要求, 我国

GB 31650.1—2022《食品安全国家标准 食品中 41 种兽药

最大残留限量》也规定了加米霉素在牛、猪组织中残留限

量值在 20~300 μg/kg。已报道的加米霉素检测方法主要有

高效液相色谱法[20], 超高效液相色谱法[21], 液相色谱-质
谱法[22–24]、超高效液相色谱-质谱法[16,25]。其中液相色谱

法主要用于原料药和药物制剂的含量测定, 不适用于基质

复杂样品的药物残留痕量分析。而兼具高灵敏度、高准确

性优点的液相色谱-串联质谱法已经成为残留测定的常用

手段。 
使用一种与待测物质结构相似, 但由其同位素组成

的化合物作为内标物, 即同位素内标, 是在质谱分析领域

广泛使用的一种内标定量技术, 其主要目的是对样品在处

理和分析过程中的电离变化及基质效应(matrix effect, ME)
进行校正[26]。王艳艳等[27]选用加米霉素-D5 作为内标, 建
立了牛组织(肌肉、肝脏、肾脏和脂肪)中加米霉素残留量

测定的高效液相色谱-串联质谱法; 陈心怡等[23]选用加米

霉素-D4 作为内标, 建立了牛奶中加米霉素测定的液相色

谱-串联质谱法。目前鲜少见超高效液相色谱-串联质谱法

(ultra performance liquid chromatography-tandem mass 
spectrometry, UPLC-MS/MS)用于兔肉中加米霉素残留量

测定的研究报道, 本研究选用与加米霉素具有相同的结构

和物理化学特性的同位素加米霉素-D4 作为内标, 旨在建

立一种可靠、灵敏的检测兔肉中加米霉素残留量的

UPLC-MS/MS 分析方法, 以期为加米霉素在肉兔的药代动

力学研究以及兔肉产品兽药残留监控技术等方面提供方法

支持。 

1  材料与方法 

1.1  仪器与试剂 

1.1.1  仪器与设备   
Xevo TQ-XS UPLC-MS/MS 仪(电喷雾离子源)、Qasis 

MCX 固相萃取柱(3 cc, 60 mg)、Waters BEH C18 色谱柱

(2.1 mm×50 mm, 1.7 μm)(美国 Waters 公司);Vortex Genie 2
涡旋混合器(美国 Thermo Fisher Scientific 公司); VMV-5 多

管漩涡振荡器(北京优晟联合科技有限公司); XPE205 电子

分析天平(精度 0.01 mg, 瑞士 Mettler Toledo 公司); YP5002
电子天平 (精度 0.01 g, 上海佑科仪器仪表有限公司 ); 
Multifuge X3R 大容量低温离心机(美国 Scientific Industries
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公司); XDNS-24 氮吹仪(上海析达仪器有限公司); DPS-20
多功能自动均质器(美国 Pro Scientific 公司); USE-20S 固相萃

取装置(北京优晟联合科技有限公司); 0.20 μm 针头式滤器(德
国默克 Millpore 公司)。 
1.1.2  试剂与材料   

加米霉素标准品(批号: 13481007GS, 纯度 97.2%, 齐
鲁动物保健品有限公司); 加米霉素-D4 标准溶液(批号 : 
S191253, 质量浓度为 100 μg/mL, 天津阿尔塔科技有限公

司); 乙酸铵、氨水、乙酸(分析纯, 国药集团化学试剂有限

公司); 乙腈、正己烷、甲醇(色谱纯, 德国 Merk 公司); 甲
酸(质谱纯, 法国 Cleman 公司); Waters BEH C18 色谱柱(规
格 2.1 mm×50 mm, 粒径 1.7 μm, 美国 Waters 公司)。水为

一级水。 
兔肉试料 (伊拉肉兔 , 诸城市信达养殖服务有限公

司); 加米霉素注射液(商品名: 米佳宁, 规格: 50 mL: 7.5 g, 
齐鲁动物保健品有限公司)。 

1.2  实验方法 

1.2.1  溶液配制 
加米霉素标准储备溶液: 精密称取 10 mg 加米霉素标

准品, 置于 10 mL 容量瓶中, 加乙腈充分溶解后定容至刻

度线, 混匀, 制得质量浓度为 1 mg/mL 的标准储备溶液, 
–20 ℃避光贮存。 

加米霉素标准溶液配制: 用移液枪移取 100 μL 上述

1 mg/mL 加米霉素标准储备溶液至 10 mL 容量瓶, 加乙腈

定容并混匀, 配制成 10 μg/mL 标准溶液, –20 ℃保存。 
加米霉素标准工作溶液配制: 用移液枪移取 1 mL 上

述 10 μg/mL 加米霉素标准溶液至 10 mL 容量瓶, 加乙腈定

容并混匀, 配制成 1 μg/mL 标准工作溶液, 4 ℃冷藏保存。 
加米霉素-D4 内标溶液配制: 用移液枪移取 100 μL 质

量浓度为 100 μg/mL 的加米霉素-D4 标准溶液至 10 mL 容

量瓶, 加乙腈定容并混匀, 配制成 1 μg/mL 内标溶液, 4 ℃
冷藏避光保存。 

5%氨化甲醇溶液: 移取 5 mL 氨水于 95 mL 甲醇中, 
混匀。 

0.1 mol/L 乙酸铵溶液: 称取乙酸铵 7.7 g, 加水溶解, 
定容至 1000 mL, 乙酸调节 pH 至 4.5。 

乙腈饱和正己烷溶液: 正己烷中加入适量乙腈, 混匀, 
静置分层, 静置 1 h 后备用。 
1.2.2  样品提取   

称取绞碎均质后的兔肉样品(2.00±0.01) g, 置于 50 mL
塑料离心管中, 加入 1 μg/mL 加米霉素-D4 内标溶液 20 μL, 
涡旋混匀, 放置 5 min, 准确加入乙腈 8 mL, 涡旋振荡提取

10 min, 10000 r/min 离心 5 min, 将上清液转移至另一

50 mL 离心管中 , 剩余残渣加入乙腈 8 mL 重复上述操

作 , 合并两次上清液 , 加入 5 mL 乙腈饱和正己烷除脂 , 

涡旋 1 min, 10000 r/min 离心 5 min, 弃去上层, 下层为备

用液, 待净化用。 
1.2.3  样品净化   

Qasis MCX 固相萃取柱(3 cc, 60 mg), 使用时依次用

3 mL 甲醇和 3 mL 0.1 mol/L 乙酸铵溶液(pH=4.5)活化。将

1.2.2 的备用液全部过柱, 弃去滤液, 用 3 mL 0.1 mol/L 乙

酸铵溶液(pH=4.5)、3 mL 甲醇依次淋洗, 弃去淋洗液, 抽
干, 再用 5 mL 5%氨化甲醇溶液洗脱, 抽干, 收集洗脱液, 
氮吹至干。残余物用 1 mL 初始流动相复溶, 过 0.22 μm 针

式滤器, 供上机检测。 
1.2.4  仪器条件 

(1)色谱条件   
采用 Waters BEH C18 色谱柱(2.1 mm×50.0 mm, 1.7 μm)

进行分离, 以 0.1% (V:V)甲酸-乙腈溶液作为流动相 A; 以
0.1% (V:V)甲酸-水溶液作为流动相 B, 设定流速 0.3 mL/min, 
进样量 2.0 μL, 柱温维持 30 ℃。梯度洗脱条件详见表 1。 

 

表 1  液相色谱梯度洗脱程序 
Table 1  Gradient elution program of liquid chromatography  

时间/min 流速/(mL/min) A/% B/% 

0.0 0.3 10.0 90.0 
1.0 0.3 10.0 90.0 
1.5 0.3 5.0 95.0 
2.0 0.3 98.0 2.0 
2.5 0.3 5.0 95.0 
3.0 0.3 10.0 90.0 
5.0 0.3 10.0 90.0 

 
(2)质谱条件   
电喷雾离子源正离子扫描模式(electrospray ionization 

positive, ESI+); 多反应监测(multiple reaction monitoring, 
MRM); 离子源温度为 150 ℃; 毛细管电压为 3.0 KV; 脱溶

剂气和锥孔反吹均为氮气, 流速分别为 1000 L/h 和 150 L/h; 
脱溶剂温度为 450 ℃; 碰撞气为氩气。 
1.2.5  基质效应评估   

称取兔肉空白样品 18 份, 按照前处理方法处理至“氮
吹至干”, 分成 3 组, 每组 6 份, 分别加入 1、10 和 100 ng/mL
的加米霉素溶液各 1 mL(相当于加米霉素添加量为 0.5、5.0
和 50.0 μg/kg), 涡旋 1 min 溶解残渣后上机进行检测。依据

MATUSZEWSKI 等[28–29]提出的提取后添加法评估 ME, 计
算公式见(1)。 

 ME/%= 2 1/ 100%M M ×      (1) 
式中: M1 为加米霉素标准溶液的测定响应值; M2 为相

同加米霉素添加量的基质匹配溶液的测定响应值。当

ME<90%时表明存在基质减弱效应, 当 ME>110%时表明

存在基质增强效应。 
1.2.6  标准曲线绘制   

为降低 ME 的影响, 采用内标法进行定量。将加米
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霉素质量浓度为 0.25、0.50、1.00、5.00、10.00、20.00、
50.00 ng/mL 其中加米霉素-D4 质量浓度均为 20.00 ng/mL
的系列标准工作液注入 UPLC-MS/MS 检测。以相应的加

米霉素定量离子峰面积与加米霉素-D4 峰面积的比值为纵

坐标(Y), 相应加米霉素质量浓度为横坐标(X, ng/mL), 进
行线性回归分析。 
1.2.7  检出限与定量限   

在兔肉空白样品中添加一定量的加米霉素, 分别制

得 0.1~2.0 μg/kg 添加浓度的试料, 按前处理方法, 经提取、

净化后测定。以定性、定量离子色谱峰的信噪比(S/N)大于

等于 3:1, 且定性时相对离子丰度偏差符合规定的最低添

加量为检出限(limit of detection, LOD)。满足定性条件且定

量离子色谱峰的信噪比(S/N)满足 10:1 的最低添加量为定

量限(limit of quantitation, LOQ)。 
1.2.8  准确度与精密度   

本研究通过回收率考察准确度, 批内和批间相对标准

偏差(relative standard deviation, RSD)考察精密度。取 3 批兔

肉空白样品, 按加米霉素浓度为 LOQ、2LOQ、100LOQ 进

行添加(即加米霉素添加量为 0.5、1.0 和 50.0 μg/kg), 每个添

加浓度平行 6份, 在确定的前处理方法和仪器条件下进行检

测, 内标法定量, 计算方法的回收率及相对标准偏差。  
1.2.9  实际样品测定   

购买 60 日龄伊拉肉兔 20 只, 按每千克体重 3 mg 注射

加米霉素注射液, 饲养 7 d 后宰杀, 各取肌肉组织约 100 g, 
均质后作为实际样品, 在确定的前处理方法和仪器条件下进

行检测, 内标法定量, 计算实际样品中加米霉素的残留量。 

1.3  数据处理   

采用 MassLynx V 4.2 软件采集原始数据并对提取离

子色谱图中的色谱峰进行保留时间和色谱峰对齐校正、数

据处理分析与计算。采用 WPS Office 2024 软件对数据进

行处理并制表、制图, 样品做 6 次平行实验。 

2  结果与分析 

2.1  MRM 检测参数   

在 ESI+模式下, 以 5 μL/min 的流速将 100 ng/mL 的加

米 霉 素 和 加米 霉 素 -D4 溶 液 直 接 注入 Xevo TQ-XS 
UPLC-MS/MS 仪, 进行调谐, 确定母离子质荷比和最佳响

应时的锥孔电压, 调节碰撞能量, 加米霉素选取丰度较高

的 2个离子为定性和定量离子, 加米霉素-D4选取丰度较高

的 1 个离子为定量离子, 优化后的参数见表 2。 

2.2  色谱条件优化   

大环内酯类化合物的色谱分离效果与流动相的组成

息息相关, UPLC-MS/MS 流动相最常选用甲醇和乙腈两种

有机溶剂, 且通常以乙酸铵(0.01~0.02 mol/L)或甲酸(0.1%)

作为流动相的改性剂[30]。本研究比较了参考文献中应用的

甲醇-乙酸铵系统[24]、甲醇-水系统[22]、乙腈-乙酸铵系统[6]

和乙腈-水系统[15]4 种色谱系统。对比 4 种色谱系统发现乙

腈-水系统的洗脱效果最佳, 并在两相中均加入 0.1%的甲酸

以促进化合物的离子化且能保持相对稳定。兔肉空白样品、

加米霉素标准品和兔肉添加加米霉素样品(三者均添加了加

米霉素-D4 内标)的提取离子色谱图见图 1。加米霉素在实验

建立的色谱检测条件下能与溶剂峰和兔肉中其他杂质完全

分离, 添加样品色谱图在标准品相应位置出相同的色谱峰, 
目标物峰形良好, 出峰时间在 2.1 min 左右, 说明建立的色

谱条件满足兔肉中加米霉素的定性和定量分析要求。 
 

表 2  加米霉素和加米霉素-D4 的 MRM 检测参数表 
Table 2  MRM parameters for gamithromycin and 

gamithromycin-D4 

化合物名称 定性离子对
(m/z) 

定量离子对
(m/z) 

锥孔电压
/V 

碰撞能量
/eV 

加米霉素 777.7>158.2 
777.7>619.6 777.7>158.2 18 40 

31 

加米霉素-D4 781.80>623.55 22 32 
 

2.3  样品前处理优化   

加米霉素为弱极性化合物 , 几乎不溶于水 , 易溶于

乙腈 , 且兔肉中的主要干扰物质为脂肪和蛋白质 , 正己

烷具有较佳的除脂效果 , 乙腈能够很好的沉淀蛋白 , 故
选用乙腈提取结合正己烷除脂的方法来进行提取。净化

选用了广泛应用于碱性化合物富集与净化的 Qasis MCX 
(3 cc, 60 mg)固相萃取柱, 比较了经典的甲醇+水活化、淋

洗法与文献[31]中用的甲醇+0.1 mol/L 乙酸铵(pH 4.5)活
化、淋洗法, 发现后者比前者的回收率高, 故采用了后者。 

2.4  基质效应评估结果   

经计算,兔肉空白样品中加米霉素添加量为 0.5、5.0
和 50.0 μg/kg 时, 对应的平均 ME 分别为 182%、174%和

141%, 有明显的基质增强作用。为了实现准确定量, 选择

同位素加米霉素-D4 作为内标进行内标法定量分析。 

2.5  线性关系、检出限与定量限   

经 检 测 , 线 性 回 归 方 程 为 : Y=0.1249X+0.0046 
(r2=0.9998), 结 果 表 明 加 米 霉 素 进 样 质 量 浓 度 在

0.25~50.00 ng/mL 范围内与定量离子峰面积呈良好的线性

关系。 本研究的 LOD 为 0.25 μg/kg, LOQ 为 0.50 μg/kg, 满
足兔肉中痕量加米霉素残留检测需求。 

2.6  准确度与精密度   

本研究的回收率及相对标准偏差考察结果见表 3。结果

显示加米霉素在兔肉中的平均回收率范围为 76.8%~102.3%,
批内 RSDs 为 5.9%~10.3%, 批间 RSDs<15.0%, 平行性良好, 
重现性良好, 能够满足兔肉样品痕量残留检测要求。 
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图 1  兔肉空白样品(A)、加米霉素标准品(10 ng/mL) (B)和兔肉添加加米霉素样品(5 μg/kg) (C)的色谱图 
Fig 1  Chromatogram of blank Oryctolagus cuniculus meat sample (A), gamithromycin (10 ng/mL) (B) and Oryctolagus cuniculus meat  

sample added with gamithromycin (5 μg/kg) (C) 
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表 3  回收率和精密度考察结果(n=6) 
Table 3  Results of recovery and precision of the method (n=6) 

添加量
/(μg/kg) 

批次 
平均回收

率/% 
批内 

RSDs/% 
批间 

RSDs/% 

0.5 
I 78.1 9.6 

10.0 II 85.0 8.9 
III 76.8 9.8 

1.0 
I 85.5 7.8 

8.8 II 83.4 8.9 
III 87.5 10.3 

50.0 
I 102.3 6.4 

6.9 II 100.7 5.9 
III 100.1 9.1 

 
2.7  实际样品测定   

经检测, 实际样品中加米霉素的平均残留量为 33 μg/kg, 
说明本研究的方法可以应用于实际样品的残留检测, 具有

实际应用价值。 

3  讨论与结论   

加米霉素残留检测的现有研究多集中于牛肉、猪肉、

羊肉和牛奶等常见基质, 还鲜少有专门针对兔肉基质的检

测方法, 本研究为这方面的研究提供支持。但本研究的应

用范围较为局限, 实验仅针对伊拉肉兔的肌肉组织展开检

测, 未拓展至其他肉兔品种以及肝脏、肺脏、血液等组织, 
也未考察加米霉素在兔肉不同储存条件(冷藏、冷冻、常温)
下的稳定性, 后续可扩大样品覆盖面, 验证方法的普适性, 
并补充稳定性实验数据, 为实际检测中样品的储存与处理

提供科学依据。 
本研究通过对色谱条件和前处理方法的优化以及内

标定量法的选择, 建立了 UPLC-MS/MS 测定兔肉中加米霉

素残留量的检测方法。该方法中加米霉素在 0.25~50.00 ng/mL
质量浓度范围内线性决定系数大于 0.999, 在 0.5~50.0 μg/kg
添加浓度范围内, 平均回收率范围为 76.8%~102.3%, 批内、

批间 RSDs 均小于 15% (n=6), LOD 为 0.25 μg/kg, LOQ 为

0.50 μg/kg, 满足方法学和痕量检测要求。本方法操作简

便、快速, 灵敏度高, 能够为加米霉素在肉兔的药代动力

学研究以及兔肉产品兽药残留监控技术研究等方面提供方

法支持。 
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