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［摘　 要］ 　 建立了鸡蛋、牛奶和羊奶中泰乐菌素 Ａ 残留的液相色谱 － 串联质谱法。 样品经乙腈

提取后，Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 固相萃取柱净化，以 ０． １％甲酸水和乙腈为流动相，液相色谱 －串联质谱法测定，
内标法定量。 试验结果表明：泰乐菌素 Ａ 在 １ ～ １００ ｎｇ ／ ｍＬ 浓度范围内线性关系良好，相关系数

ｒ 大于０． ９９；在鸡蛋、牛奶和羊奶中的检测限为 ２ ｎｇ ／ ｍＬ，定量限为 ５ ｎｇ ／ ｍＬ；在５ ｎｇ ／ ｇ ～ ６００ ｎｇ ／ ｇ 浓

度添加水平内的平均回收率为 ８６． ３％ ～ ９８． ５％ ，批内、批间变异系数在 ２ ７％ ～ １０． ４％ 范围之间。
本方法适用于鸡蛋、牛奶和羊奶中泰乐菌素 Ａ 的残留测定。
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ｂａｔｃｈｅｓ ｗｅｒｅ ｉｎ ｔｈｅ ｒａｎｇｅ ｏｆ ２． ７％ ～ １０． ４％ ． Ｔｈｉｓ ｍｅｔｈｏｄ ｉｓ ｓｕｉｔａｂｌｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ｄｅｔｅｒｍｉｎａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｙｌｏｓｉｎ Ａ
ｒｅｓｉｄｕｅｓ ｉｎ ｅｇｇｓ， ｍｉｌｋ ａｎｄ ｇｏａｔ ｍｉｌｋ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｔｙｌｏｓｉｎ； ｅｇｇ； ｍｉｌｋ； ｇｏａｔ ｍｉｌｋ； ｒｅｓｉｄｕｅ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ； ＬＣ － ＭＳ ／ ＭＳ

　 　 泰乐菌素（Ｔｙｌｏｓｉｎ）亦称泰农霉素、泰乐霉素，
是美国于 １９５９ 年从弗氏链霉菌的培养液中提取获

得的一种大环内酯类畜禽专用抗生素，主要由泰乐

菌素 Ａ、Ｂ、Ｃ、Ｄ 四个组分组成，除泰乐菌素 Ｄ 组分

基本无抗菌活性外，Ａ、Ｂ、Ｃ 三个组分均有抗菌活

性，且 Ａ 组分抗菌活性最高，约占 ８０ ～ ９５％ ［１］。 泰

乐菌素在兽医临床上主要用于治疗由革兰氏阳性

菌、支原体等引起的感染性动物疾病，使用不当易

造成动物组织中该药物残留；若食用了泰乐菌素残

留超标的动物组织，可引起人体胃肠道的不良反

应，损害耳蜗神经，甚至造成肝肾损伤［２ － ３］。 我国

ＧＢ３１６５０ － ２０１９《食品安全国家标准 食品中兽药最

大残留限量》 ［４］、国际食品法典委员会（ＣＡＣ）、欧
洲药品管理局 （ ＥＭＡ）、 美国食品药物管理局

（ＦＤＡ）和日本等均对泰乐菌素制订有最大残留限

量（Ｍａｘｉｍｕｍ ｒｅｓｉｄｕｅ Ｌｉｍｉｔ，ＭＲＬ），且均规定泰乐菌

素的残留标志物为泰乐菌素 Ａ，其中我国规定泰乐

菌素在牛奶中的 ＭＲＬ 为 １００ μｇ ／ ｋｇ，在鸡蛋中的

ＭＲＬ 为 ３００ μｇ ／ ｋｇ。
目前，国内外报道泰乐菌素残留检测的方法主

要有 ＦＴＩＲ 光谱结合化学计量法［５］、微生物效价

法［６］、胶体金检测法［７］、酶联免疫法［８ － ９］、高效液相

色谱法［１０ － １２］、液相色谱串联质谱法［１３ － １４］ 等，但研

究对象主要是畜禽的肌肉［１５］、肝脏组织［１１］，而禽

蛋、牛羊奶中泰乐菌素 Ａ 残留检测方法的报道

甚少［１６ － １８］。 本文通过对仪器分析条件、提取及净

化条件、固相萃取小柱、流动相等条件的优化，建立

了鸡蛋及牛羊奶中泰乐菌素 Ａ 残留测定液相色谱

串联质谱法，可为全面监控泰乐菌素残留提供技术

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 　 仪器 　 液相色谱串联质谱仪（美国 Ｗａｔｅｒｓ
公司，Ｘｅｖｏ ＴＱ － Ｓ）；高速冷冻离心机（美国 Ｓｉｇｍａ
公司）；电子分析天平（梅特勒 － 托利多仪器上海

有限公司）；ＩＫＡ ＭＳ３ ｂａｓｉｃ 漩涡仪（艾卡广州仪器

设备有限公司 ＩＫＡ 中国）；Ｍｉｌｌｉ － ＱＡ１０ 超纯水仪

（美 国 Ｍｉｌｉｐｏｒｅ 公 司 ）； ＴＴＬ － ＤＣ Ⅱ 型 氮 吹 仪

（美国 Ｏｒｇａｎｏｍａｔｉｏｎ Ａｓｓｏｃｉａｔｅｓ 公司）；固相萃取装

置（美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司）。
１． ２ 　 试剂与材料 　 泰乐菌素 Ａ 对照品 （含量：
９８ ０％ ）和泰乐菌素 Ａ － ｄ３（含量：９９． ５８％ ）均购自

加拿大 ＴＲＣ 公司；甲醇（色谱纯）和乙腈（色谱纯）
均购自德国 Ｍｅｒｃｋ 公司；Ｏａｓｉｓ Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 固相萃取

柱（６ｃｃ，２００ ｍｇ）购自美国 Ｗａｔｅｒｓ 公司；试验用水为

经 Ｍｉｌｌｉ － Ｑ 净化系统（美国 Ｍｉｌｌｉｐｏｒｅ 公司）制备的

去离子水。
１． ３　 溶液的配制

１． ３． １　 １ ｍｇ ／ ｍＬ 泰乐菌素 Ａ 标准储备液 　 精密

称取泰乐菌素 Ａ 对照品约 １０ ｍｇ 置于 １０ ｍＬ 容量

瓶中，用甲醇溶解并定容，制成浓度为 １ ｍｇ ／ ｍＬ 的

泰乐菌素 Ａ 标准贮备液，于 － ２０ ℃以下保存，有效

期 ３ 个月。
１． ３． ２　 １０ μｇ ／ ｍＬ 泰乐菌素 Ａ 标准中间工作液 　
精密量取 １． ３． １ 项下溶液 １ ｍＬ 置于 １００ ｍＬ 容量

瓶中，用甲醇稀释并定容，制成浓度为 １０ μｇ ／ ｍＬ 的

泰乐菌素 Ａ 标准中间工作液，有效期 １ 个月。
１． ３． ３　 １ ｍｇ ／ ｍＬ 泰乐菌素 Ａ － ｄ３ 内标储备液　 精

密称取泰乐菌素 Ａ － ｄ３ 对照品约 １０ ｍｇ，于 １０ ｍＬ
容量 瓶 中， 用 甲 醇 溶 解 并 定 容， 制 成 浓 度 为

１ ｍｇ ／ ｍＬ的泰乐菌素 Ａ － ｄ３ 标准储备液，于 － ２０ ℃
以下保存，有效期 ３ 个月。
１． ３． ４　 １ μｇ ／ ｍＬ 泰乐菌素 Ａ － ｄ３ 标准中间工作液

精密量取 １． ３． ３ 项下溶液 ０． １ ｍＬ，于 １００ ｍＬ 容量

瓶中，用甲醇稀释并定容，配制成浓度为１ μｇ ／ ｍＬ的
泰乐菌素 Ａ － ｄ３ 标准中间工作液，有效期 １ 个月。
１． ３． ５　 ５０％甲醇水溶液　 取甲醇 ５０ ｍＬ，加水稀释

至 １００ ｍＬ，混匀。
１． ３． ６ 　 ０． １％ 甲酸水 　 取甲酸 １ ｍＬ，加水稀释至
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１０００ ｍＬ，混匀。
１． ４　 仪器条件

１． ４． １ 　 液相色谱参考条件 　 色谱柱：ＮａｎｏＣｈｒｏｍ
ＣｈｒｏｍＣｏｒｅ Ｃ１８柱（１００ ｍｍ ×２． １ ｍｍ，粒径１． ８ μｍ）；
流动相 Ａ 为乙腈，流动相 Ｂ 为 ０． １％甲酸水；流速：
０． ３ ｍＬ ／ ｍｉｎ；进样量：２ μＬ；柱温：４０ ℃。 梯度洗

脱，见表 １。
表 １　 流动相梯度洗脱

Ｔａｂ １　 Ｍｏｂｉｌｅ ｐｈａｓｅ ｃｏｍｐｏｓｉｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｇｒａｄｉｅｎｔ ｅｌｕｔｉｏｎ
时间 ／ ｍｉｎ 流速 ／ （ｍＬ·ｍｉｎ － １） Ａ ／ ％ Ｂ ／ ％

０ ０． ３ ５ ９５
０． ５ ０． ３ ５ ９５
２． ５ ０． ３ ９５ ５
５． ０ ０． ３ ９５ ５
５． １ ０． ３ ５ ９５
７． ０ ０． ３ ５ ９５

１． ４． ２　 质谱参考条件　 离子源：电喷雾离子源；正
离子扫描（ＥＳＩ ＋ ）；多反应监测（ＭＲＭ）；电离电压：
１． ０ ｋＶ；源温：１５０ ℃；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 ２。

表 ２　 定性定量离子对及对应锥孔电压和碰撞能量

Ｔａｂ ２　 Ｑｕａｌｉｔａｔｉｖｅ ａｎｄ ｑｕａｎｔｉｔａｔｉｖｅ ｉｏｎ ｐａｉｒｓ ａｎｄ

ｃｏｒｒｅｓｐｏｎｄｉｎｇ ｃｏｎｅ － ｈｏｌｅ ｖｏｌｔａｇｅ ａｎｄ ｉｍｐａｃｔ ｅｎｅｒｇｙ

药物名称
母离子
（ｍ ／ ｓ） 子离子（ｍ ／ ｓ） 锥孔

电压 ／ Ｖ
碰撞

能量 ／ Ｖ

泰乐菌素 Ａ ９１６． ５９６

泰乐菌素 Ａ － ｄ３ ９１９． ６４９

１７４． ０３０∗

７７２． ４８８

１７７． ０９９

４

３６

３２

３６

　 ∗为定量离子

１． ５　 试验方法

１． ５． １ 　 样品前处理 　 称取试料（２ ± ０． ０１） ｇ 于

５０ ｍＬ离心管中，加入泰乐菌素 Ａ － ｄ３（１ μｇ ／ ｍＬ）
内标工作液 １００ μＬ，涡旋混匀静置 １５ ｍｉｎ，加入乙

腈 １０ ｍＬ， 涡动 １０ ｓ， 涡旋振荡 ２０ ｍｉｎ， ２５ ℃
１００００ ｒ ／ ｍｉｎ离心 １０ ｍｉｎ，取上清液，备用。 取全部

备用液过 Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 固相萃取小柱后，精密量取

５ ｍＬ于 ４０ ℃水浴氮气吹干，用 ５０％甲醇水 １ ｍＬ 复

溶，过微孔滤膜后，供液相色谱串联质谱仪测定。

１． ５． ２　 标准曲线的绘制　 精密量取适量标准中间

工作液及内标标准中间工作液，用 ５０％甲醇水溶液

稀释成浓度为 １、２、５、１０、２０、５０、１００ μｇ ／ ｍＬ 的系列

标准溶液（内标均为 ５ ｎｇ ／ ｍＬ），从低浓度到高浓度

依次进样，供液相色谱串联质谱测定。 以待测物与

内标物的定量离子色谱峰面积比为纵坐标，标准溶

液浓度为横坐标，绘制标准曲线，求回归方程和相

关系数。
１． ５． ３ 　 检测限与定量限的测定 　 按 １． ５． １ 项方

法处理样品，再按 １． ４． １ 项条件进行分析测定。
信噪比Ｓ ／ Ｎ≥３ 为检测限（Ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｄｅｔｅｃｔｉｏｎ，ＬＯＤ），
Ｓ ／ Ｎ≥１０为定量限（Ｌｉｍｉｔ ｏｆ ｑｕａｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ，ＬＯＱ）。
１． ５． ４　 精密度与准确度的测定　 取空白鸡蛋及牛

羊奶样品，以 ＬＯＱ 和 ＭＲＬ 为依据，添加 ４ 个不同

浓度（ ＬＯＱ、１ ／ ２ＭＲＬ、ＭＲＬ、２ＭＲＬ）的泰乐菌素 Ａ
标准溶液，按 １． ５． １ 项方法处理样品，再按 １． ４． １
项条件进行分析测定，每个浓度 ５ 个平行样品，进
行 ３ 次重复试验。 求回收率和批内、批间变异

系数。
２　 结果与分析

２． １　 标准曲线　 在 １ ～ １００ ｎｇ ／ ｍＬ 的浓度范围内，
泰乐菌素 Ａ 色谱峰面积与浓度呈线性相关，回归方

程为 ｙ ＝ １３２９ｘ ± ２６９８，ｒ ＝ ０． ９９８９，见图 １。

图 １　 泰乐菌素 Ａ 标准曲线图

Ｆｉｇ １　 Ｓｔａｎｄａｒｄ ｃｕｒｖｅ ｏｆ ｔｙｌｏｓｉｎ Ａ

２． ２　 检测限与定量限　 按照信噪比 Ｓ ／ Ｎ≥３ 为检

测限，Ｓ ／ Ｎ≥１０ 为定量限，求得鸡蛋及牛羊奶的检

测限为 ２ ｎｇ ／ ｍＬ，定量限为 ５ ｎｇ ／ ｍＬ，色谱图见图 ２。
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Ａ： 泰乐菌素 Ａ 标准溶液特征离子色谱图（２ ｎｇ ／ ｍＬ）；Ｂ： 泰乐菌素 Ａ 标准溶液特征离子色谱图（５ ｎｇ ／ ｍＬ）；Ｃ： 空白鸡蛋基质空白特征

离子色谱图；Ｄ： 鸡蛋空白添加试样特征离子色谱图（５ ｎｇ ／ ｍＬ）；Ｅ： 牛奶基质空白特征离子色谱图；Ｆ： 牛奶空白添加试样特征离子

色谱图（５ ｎｇ ／ ｍＬ）；Ｇ： 羊奶基质空白特征离子色谱图；Ｈ： 羊奶空白添加试样特征离子色谱图（５ ｎｇ ／ ｍＬ）

Ａ： Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｙｌｏｓｉｎ Ａ ｓｔａｎｄａｒｄ ｓｏｌｕｔｉｏｎ （２ ｎｇ ／ ｍＬ）； Ｂ： Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｔｙｌｏｓｉｎ Ａ ｓｔａｎｄａｒｄ

ｓｏｌｕｔｉｏｎ （５ ｎｇ ／ ｍＬ）； Ｃ： Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｂｌａｎｋ ｅｇｇ ｍａｔｒｉｘ ｂｌａｎｋ； Ｄ： Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｅｇｇ ｂｌａｎｋ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｍｅｎ

（５ ｎｇ ／ ｍＬ）； Ｅ： Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｍｉｌｋ ｍａｔｒｉｘ ｂｌａｎｋ； Ｆ： Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｍｉｌｋ ｂｌａｎｋ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｍｅｎ （５ ｎｇ ／ ｍＬ）；

Ｇ： Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｇｏａｔ ｍｉｌｋ ｍａｔｒｉｘ ｂｌａｎｋ； Ｈ： Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍ ｏｆ ｇｏａｔ ｍｉｌｋ ｂｌａｎｋ ａｄｄｉｔｉｏｎ ｓｐｅｃｉｍｅｎ （５ ｎｇ ／ ｍＬ）

图 ２　 泰乐菌素 Ａ 和泰乐菌素 Ａ － ｄ３ 特征离子色谱图

Ｆｉｇ ２　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｓｔｉｃ ｉｏｎ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｍｓ ｏｆ ｔｙｌｏｓｉｎ Ａ ａｎｄ ｔｙｌｏｓｉｎ Ａ － ｄ３

·８２·
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２． ３　 精密度与准确度　 从表 ３ 可以看出，鸡蛋样

品中泰乐菌素 Ａ 在 ５ ｎｇ ／ ｇ ～ ６００ ｎｇ ／ ｇ 添加浓度范

围内，平均回收率在 ９０． １％ ～ ９８． ４％ 之间，批内、
批间变异系数在 ２． ７％ ～ １０． ４％ 之间；牛奶样品中

泰乐菌素 Ａ 在 ５ ｎｇ ／ ｇ ～ ２００ ｎｇ ／ ｇ 添加浓度范围内，

平均回收率在 ８６． ３％ ～ ９８． ５％ 之间，批内、批间变

异系数在 ４． ３％ ～ １０． ４％ 之间；羊奶样品中泰乐菌

素 Ａ 在 ５ ｎｇ ／ ｇ ～ ２００ ｎｇ ／ ｇ 添加浓度范围内，平均回

收率在 ８６． ９％ ～ ９５． ９％ 之间，批内、批间变异系数

在 ４． １％ ～８． ５％之间。

表 ３　 空白鸡蛋、牛奶和羊奶中泰乐菌素 Ａ 的添加回收率

Ｔａｂ ３　 Ｒｅｃｏｖｅｒｙ ｒａｔｅ ｏｆ ｔｙｌｏｓｉｎ Ａ ｉｎ ｂｌａｎｋ ｅｇｇｓ，ｍｉｌｋ ａｎｄ ｇｏａｔ ｍｉｌｋ

基质
添加浓度

／ （ｎｇ·ｇ － １）

批内（ｎ ＝ ５）

平均回收率 ／ ％ 变异系数 ／ ％
批间（ｎ ＝ １５）
变异系数 ／ ％

鸡蛋

５ ９２． ２、９１． ８、９６． ８ ７． ３、２． ８、７． ３ ７． ２

１５０ ９６． ９、９５． １、９０． １ ７． ２、１０． ４、２． ７ ７． ５

３００ ９１． ２、９８． ４、９４． ８ ３． ８、７． １、６． １ ３． ６

６００ ９０． ７、９２． ９、９６． ０ ６． ２、７． ３、８． １ ６． ０

牛奶

５ ８９． ７、９０． ２、８６． ３ ４． ３、６． ７、５． ２ ４． ４

５０ ９２． ５、９１． ８、９５． ２ １０． ０、６． ０、７． ９ １０． ０

１００ ９３． ７、９３． １、９５． ７ １０． ４、５． １、６． ５ １０． ４

２００ ８９． ５、９８． ５、９２． １ ５． １、７． ４、４． ８ ４． ９

羊奶

５ ９２． ９、８７． ２、９０． ２ ５． １、７． １、８． ５ ５． ３

５０ ９２． ２、９５． ９、９０． ０ ４． ５、６． ７、４． １ ４． ４

１００ ８９． ０、８８． ０、８６． ９ ８． ５、５． ０、２． ８ ８． ６

２００ ９０． ９、８８． ４、９１． ３ ７． １、８． ４、７． ７ ７． １

３　 讨论与小结

３． １　 色谱条件的优化　 通过比较大环内酯素类药物

常用的甲醇 －０ １％甲酸水、乙腈 － ０． １％甲酸水等流

动相体系，发现甲醇 － ０． １％甲酸水作为流动相，出
峰时间晚，响应值低，而采用乙腈 － ０． １％甲酸水作

为流动相，可避免泰乐菌素 Ａ 色谱峰展宽等问题，
同时可获得对称、尖锐的峰形，因此选择乙腈 －０． １％
甲酸水作为流动相。
３． ２　 提取液的优化　 提取溶液不仅影响药物的提

取效率，同时也会对药物在固相萃取柱上的保留产

生影响。 本文根据文献分别对甲醇、８０％乙腈和乙

腈三种不同提取液进行考察［１９ － ２０］，结果发现，甲醇

提取时，提取液浑浊，过柱容易堵塞；８０％乙腈提取

时，容易发生结块，且不容易过微孔滤膜；乙腈提取

时，对药物有较好的溶解性和较强的去除蛋白质能

力，能降低样品基质对分析测定的干扰，且平均回

收率在 ８０． １％ ～ １０３． ５％ 之间，因此选择乙腈作

为提取液。
３． ３　 固相萃取柱的选择　 根据相关文献分别考察

了 Ｗａｔｅｒｓ Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ、Ｃ１８ 和 Ｗａｔｅｒｓ ＨＬＢ 等固相萃

取柱的净化效果，结果发现 Ｃ１８柱和 ＨＬＢ 柱二者也

能较好的净化样品，但需要经过活化、淋洗、洗脱等

繁琐的过程，不便于批量检测［２１］；而 Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 柱

净化时，省略了活化、淋洗、洗脱 ３ 步流程，操作简

便，能更好地净化乳及乳制品中的蛋白质和磷脂等

杂质［２２］，且平均回收率在 ８６． ３％ ～ ９８． ５％之间，因
此选择 Ｐｒｉｍｅ ＨＬＢ 固相萃取柱净化。

本文建立了液相色谱串联质法测定鸡蛋及牛

羊奶三种基质中泰乐菌素 Ａ 的检测方法，其检测限

为 ２ ｎｇ ／ ｍＬ，定量限为 ５ ｎｇ ／ ｍＬ，具有良好的重现

性，准确度高，精密度好，前处理方法便捷，适用于

鸡蛋及牛羊奶中泰乐菌素 Ａ 残留的测定。

·９２·
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