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超高效液相色谱-串联质谱法同时测定饮用水中 

林可霉素、替米考星和泰乐菌素残留 

牛  蓉 1,2, 秦丽波 1,2*, 张梦丽 1,2, 马瑛洁 1,2, 周兰兰 2, 洪梦佳 1,2 

(1. 河南宏信检测技术有限公司农产食品检测中心, 南阳  473000; 2. 牧原食品股份有限公司品控部, 南阳  473000) 

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)同时测定饮用水中林可霉素、替米考星和泰乐菌素残留的分析方法。方法  样品

经 0.45 μm 水系滤膜过滤后用高氯酸溶液调节 pH 至 2.5, 加入螯合剂乙二胺四乙酸二钠, 采用 HLB 固相萃取

柱净化后, 用超高效液相色谱-串联质谱仪测定, 外标法定量。结果  该方法在 0.5~20.0 ng/mL 范围内线性关

系良好, 相关系数均大于 0.999; 方法的检出限为 0.3~2.0 ng/L, 定量限为 0.6~6.0 ng/L; 平均回收率范围为

75.5%~107.9%, 相对标准偏差(relative standard deviations, RSDs)为 2.4%~5.8%。结论  本方法操作简单、分离

效果良好、灵敏度高, 适用于饮用水中林可霉素、替米考星、泰乐菌素残留量的同时测定。 
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Simultaneous determination of lincomycin, tilmicosin and tylosin residues in 
drinking water by ultra performance liquid chromatography- 

tandem mass spectrometry 
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ABSTRACT: Objective  To establish a method for the simultaneous determination of lincomycin, tilmicosin and 

tylosin residues in drinking water by ultra performance liquid chromatography-tandem mass spectrometry 

(UPLC-MS/MS). Methods  The samples were filtered by 0.45 μm water system filter membrane, adjusted the pH to 

2.5 with perchloric acid solution, added ethylenediamine tetraacetic acid disodium, purified by HLB solid phase 

extraction, determined by UPLC-MS/MS and quantified by external standard method. Results  This method had 

good linearity in the range of 0.5‒20.0 ng/mL, all correlation coefficients were greater than 0.999; the limits of 

detection were in the range of 0.3‒2.0 ng/L, and the limits of quantification were in the range of 0.6-6.0 ng/L; the 

average recoveries were ranged from 75.5% to 107.9% with the relative standard deviations (RSDs) of 2.4%‒5.8%. 

Conclusion  This method is simple to operate and has good separation and high sensitivity, and it is suitable for the 

simultaneous determination of lincomycin, tilmicosin and tylosin residues in drinking water. 

KEY WORDS: drinking water; lincomycin; tilmicosin; tylosin; ultra performance liquid chromatography-tandem 

mass spectrometry 
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0  引  言 

抗生素是指微生物或者高等动植物在自身代谢过程

中产生的对其他微生物具有杀灭或抑制作用的一类次级代

谢产物。常见的抗生素可分为磺胺类、四环素类、大环内

酯类、林可酰胺类等[1‒2]。其中大环内酯类抗生素属于广谱

抗生素, 主要包括替米考星、泰乐菌素、罗红霉素等, 其

共性为对革兰氏阳性菌、支原体有抑制作用且结构特点一

致[3‒5]。林可酰胺类抗生素属于窄谱抗生素, 常见的包括林

可霉素及克林霉素[6], 其抗菌机制主要体现在阻碍目标蛋

白质的合成, 最终发挥该类抗生素的抗菌活性[7‒9]。虽然林

可酰胺类与大环内酯类抗生素在结构上存在比较大的差异, 

但其抗菌机制相似, 即这两类抗生素均属于高脂溶性的碱

性化合物, 在动物体内分布较为普遍且对细胞屏障的穿透

力较强, 还具有很多共同的药理学特征[9]。 

每年有约 2.1 亿公斤的抗生素被使用, 其中约 46%用

于水产养殖和畜禽行业中[10], 抗生素可以预防及治疗疾病, 

还有助于提高动物的生产性能[11], 但滥用抗生素不仅严重

影响食品安全, 而且影响生态环境[12]。2020 年 7 月, 饲料

全面禁止添加抗生素[13], 养殖场内饮水加药方式势必成为

抗生素使用的重要方式, 这将会造成一定程度的水线抗生

素残留。另外, 兽用抗生素进入水产养殖和畜牧行业后, 

随着动物粪便及尿液排出并进入到环境中, 随着降雨的冲

洗进入深层土壤, 进而出现在地表水和地下水中, 造成水

环境中抗生素的残留[14‒16]。张俊等[17]对海河流域附近的地

表水中的抗生素进行了检测, 共检出 3 大类 15 种抗生素, 

其中磺胺类药物检出质量浓度高达 107.5 ng/L。YANG 等[18]

研究发现, 全球淡水环境中至少报道过 57 种抗生素检出, 

其中四环素类的检出质量浓度最高, 为 17 ng/L。姜蕾等[19]

对上海黄浦江上游区域水环境中采集的水样进行检测, 共

检出 11种不同类型的抗生素, 其中甲砜霉素质量浓度最高, 

为 36.85 ng/L。水环境中抗生素如此高浓度地检出应该引

起我们的重视。 

目前有关抗生素残留检测主要集中在动物源性食品

方面, 如畜禽肌肉及肝脏、蜂蜜、牛奶、鸡蛋等, 而有关

饮用水中的抗生素残留检测的报道较少, 且检测项目主要

集中在磺胺类、四环素类、氟喹诺酮类等[20‒22]。大环内酯

类及林可酰胺类药物具有毒性低、价格便宜等特性, 其在

养殖业内具有不可代替的地位, 在养殖端使用后, 经过一

系列的代谢及流动, 势必会进入水环境中, 造成饮用水中

抗生素的残留, 如佘伟铎[23]报道过林可酰胺类及大环内酯

类抗生素常在水环境中被检出。 

目前针对林可酰胺类及大环内酯类抗生素残留检测

方法主要有微生物法、薄层色谱法、高效液相色谱法、超

高效液相色谱-串联质谱法等, 其中超高效液相色谱-串联

质谱法具有灵敏度高、使用范围广、定量准确等优势[24], 在

抗生素残留检测中广泛应用。因此本研究建立超高效液相

色谱-串联质谱法测定饮用水中林可霉素、替米考星及泰乐

菌素残留的分析方法, 以期为饮用水中抗生素残留检测技

术提供理论依据。 

1  材料与方法 

1.1  材料与试剂 

盐酸林可霉素(纯度 98.70%, 北京坛墨质检公司); 替

米考星(纯度 80.70%)、酒石酸泰乐菌素(纯度 92.10%)(德国

Dr. Ehrenstorfer 公司); 甲醇、乙腈(色谱纯, 美国天地有限

公司); 甲酸(色谱纯, 上海阿拉丁公司); 高氯酸、乙二胺四

乙酸二钠、氨水(分析纯, 天津科密欧公司); HLB 固相萃取

柱、C18 固相萃取柱、SCX 固相萃取柱、Silica 固相萃取柱   

(500 mg, 6 mL, 上海安谱实验科技股份有限公司)。 

1.2  仪器与设备 

1290-G6470 超高效液相色谱-串联质谱仪(美国安捷

伦公司); PHSJ-3F pH 计(上海雷磁公司); 24 位固相萃取真

空装置(德国默克公司); HU20500B 超声波清洗器(深圳市

朗杰超声电器有限公司); GM-0.5B 隔膜真空泵(天津市津

腾实验设备有限公司); Kwinbon 6800 样本浓缩仪(北京勤

邦生物技术有限公司); MS105DU 电子天平(瑞士梅特勒-

托利多公司)。 

1.3  实验方法 

1.3.1  样品前处理 

(1)提取 

取一定量水样 , 放置至室温 , 用隔膜真空泵经   

0.45 μm 水系滤膜过滤, 准确量取 250 mL 置于 500 mL 锥

形瓶中, 用 0.1 mol/L 高氯酸溶液调节样品 pH 至 2.5, 加入

0.5 g 乙二胺四乙酸二钠, 置于超声波清洗器中顺时针充分

超声混匀, 待净化。 

(2)净化 

HLB 固相萃取柱依次用 5 mL 甲醇和 5 mL 超纯水活

化, 将 1.3.1 中待净化样品在重力作用下过柱, 待样品全部

上柱后, 用 5 mL 5%甲醇溶液洗涤小柱, 弃去全部流出液, 

HLB 柱用真空泵抽干; 用 5 mL 甲醇洗脱待测物, 收集洗

脱液于 10 mL 玻璃试管中, 洗脱液置于 45 ℃水浴氮气吹

干, 用 0.1%甲酸水-乙腈定容至 0.5 mL, 超声混匀 1 min, 

过 0.22 μm 有机滤膜过滤, 待测定。 

1.3.2  标准溶液配制 

标准储备溶液: 准确称取适量上述 3 种标准品, 用甲

醇分别配制成 100 μg/mL 的标准储备液, 保存于-18 ℃。 

混合标准工作溶液: 取适量室温的标准储备液, 用甲

醇配制成 100 ng/mL 混合标准工作溶液, 临用前现配。 

标准溶液: 将标准工作溶液用 0.1%甲酸水-乙腈配制

成 0.5、1.0、2.0、5.0、10.0、20.0 ng/mL 系列浓度标准溶
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液, 待测定。 

1.3.3  仪器条件 

(1)色谱条件 

色谱柱: ZORBAX Eclipse Plus C18 (50 mm×2.1 mm, 

1.8 μm); 柱温: 28 ℃; 流动相 A: 乙腈; 流动相 B: 0.1%甲

酸水, 梯度洗脱(洗脱条件见表 1), 后运行 3 min; 流速:  

0.3 mL/min; 进样量: 2.0 μL。 

 
表 1  梯度洗脱条件 

Table 1  Conditions of gradient elution 

时间/min 流动相 A/% 

0.0~2.0 10~30 

2.0~2.5 30~70 

2.5~5.0 70~90 

5.0~8.0 90~10 

 
(2)质谱条件 

离子源: 电喷雾离子源(electron spray ionization, ESI); 

扫描方式: 正离子扫描; 检测模式: 多反应监测(multiple 

reaction monitoring, MRM); 母离子、子离子、碎裂电压及

碰撞能量见表 2。 

 
表 2  林可霉素、替米考星、泰乐菌素的质谱参数 

Table 2  Mass spectrum parameters of lincomycin, tilmicosin 
and tylosin 

名称 
母离子 
(m/z) 

子离子 
(m/z) 

驻留时间
/min 

碎裂电压
/V 

碰撞能量
/V 

林可霉素 407.3 
 126.3* 85 110 30 

359.3 85 110 15 

替米考星 869.6 
 174.2* 85 125 52 

132.1 85 125 57 

泰乐菌素 916.9 
 174.3* 85 165 45 

144.8 85 165 50 

注: *为定量离子。 

 

2  结果与分析 

2.1  前处理条件优化 

2.1.1  上样体积的选择 

增加样品的上柱体积可提高目标物的检出限值, 但

固相萃取柱的容量是固定的, 上样体积过大会导致固相萃

取柱过载, 部分目标物随上样液一起流出, 导致回收率偏

低, 重现性差。因此选择 250、500、1000 mL 待测样品分

别过固相萃取柱来明确上样体积对回收率的影响, 从而选

择最佳上样体积, 每组设定 3 个重复。结果显示, 当样品

体积为 1000 mL 时, 林可霉素、替米考星、泰乐菌素 3 种

抗生素的回收率均较低, 过柱时间过长且固相萃取柱过载; 

当样品体积为 500 mL 和 250 mL 时, 3 种抗生素的回收率

均保持一致, 在 80%~90%之间(见图 1), 说明当样品体积

为 500 mL 时固相萃取柱并未过载, 但过柱时间过长, 综合

考虑故选择 250 mL 为最终上样体积。 

 

 
 

图 1  不同上样体积的回收率(n=3) 

Fig.1  Recoveries results of different loading volume (n=3) 
 

2.1.2  pH 的选择 

样品溶液的 pH 对样品中抗生素的化学形态及其与固

相萃取柱之间的作用力都有着显著的影响(P<0.05), 本研究

采用 0.1 mol/L 高氯酸溶液将加标浓度均为 20 ng/L 的 6 个

平行水样分别调节 pH 至 1.5、2.5、3.5、4.5、5.5、6.5, 每

组设定 3 个重复, 采用 HLB 固相萃取柱净化, 结果显示, 在

pH 为 2.5 时, 林可霉素、替米考星、泰乐菌素的回收率最高, 

分别为 78%、71%、91%(见图 2)。因此, 选择用 0.1 mol/L

高氯酸溶液将水样 pH 调节至 2.5 以获得较好的回收率。 

 
 

 
 

图 2  不同 pH 的回收率结果(n=3) 

Fig.2  Recoveries results of different pH (n=3) 
 

2.1.3  固相萃取柱的选择 

净化大环内酯类及林可酰胺类药物常用的固相萃取

柱有 C18、Silica、SCX 及 HLB 固相萃取柱, 因此本研究考

察 C18、HLB、SCX、Silica 这 4 种固相萃取柱对加标浓度

为 20 ng/L 的纯水样品的净化效果, 每组设定 3 个重复。结

果显示 HLB 固相萃取柱净化目标化合物的回收率为

99%~112%, 而其他 3 种固相萃取柱回收率在 11%~50%之

间, 故本研究最终选择 HLB 为最佳固相萃取柱(见图 3)。 
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图 3  不同固相萃取柱的回收率结果(n=3) 

Fig.3  Recoveries results of different solid phase  
extraction column (n=3) 

 

2.2  仪器条件优化 

2.2.1  色谱条件优化 

本 研 究 选 择 了 ZORBAX Eclipse Plus C18 (100 

mm×2.1 mm, 1.8 μm)、ZORBAX Eclipse Plus C18 (50 

mm×2.1 mm, 1.8 μm) 2 种不同长度的色谱柱, 对林可霉

素、替米考星、泰乐菌素 3 种物质进行分离 , 发现

ZORBAX Eclipse Plus C18 (50 mm×2.1 mm, 1.8 μm)可在

4.5 min 内完成目标物的分离, 且分离效果良好, 故选择

ZORBAX Eclipse Plus C18 (50 mm×2.1 mm, 1.8 μm)为本

研究测定所用色谱柱。 

本研究考察了 0.1%甲酸水-乙腈、0.01 mol/L 甲酸铵

溶液-乙腈 2 种不同类型的流动相进行目标物的洗脱, 发现

采用 0.1%甲酸水-乙腈作为流动相进行洗脱时, 目标化合

物的响应值更高、分离效果更优且易于配制, 流动相中无

缓冲盐, 对色谱柱损伤更小。因此选择了 0.1%甲酸水-乙腈

作为本研究测定所需流动相, 见图 4。 

2.2.2  质谱参数优化 

将质量浓度均为 10 ng/mL 的林可霉素、替米考星、

泰乐菌素标准溶液分别进样, 采用全扫描模式确定目标

物的母离子; 采用选择离子监控模式确定母离子的最佳

碎裂电压; 采用子离子扫描模式确定每一种目标物对应

的定性子离子及定量子离子; 采用多反应监测模式优化

每一对母离子-子离子碰撞能量, 最终优化的质谱参数见

表 2。 

2.3  检出限、定量限及线性关系 

配制 0.5~20.0 ng/mL 质量浓度范围内标准溶液, 按照

仪器条件进行测定。以化合物的峰面积 (Y)对质量浓度    

(X, ng/L)绘制标准曲线, 线性回归方程及相关系数见表 3。

该方法在 0.5~20.0 ng/mL 范围内线性关系良好, 相关系数均

大于 0.999。同时以空白水样为基质进行加标, 加标浓度范

围为 0.1~6.0 ng/L, 考察检出限和定量限, 按 3 倍信噪比

(S/N=3)和 10 倍信噪比(S/N=10)计算方法的检出限和定量限, 

由表 3 可知该方法的检出限和定量限均符合检测的要求。 

 

 

 
 
 

图 4  林可霉素、替米考星、泰乐菌素的总离子流色谱图 

Fig.4  Total ion flow chromatogram of lincomycin, tilmicosin and tylosin 
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表 3  林可霉素、替米考星、泰乐菌素的线性回归方程、相关系数、检出限和定量限 
Table 3  Linear regression equations, correliation coefficients, limits of detection and limits of quantitation of lincomycin, tilmicosin 

and tylosin 

化合物 线性回归方程 相关系数 检出限/(ng/L) 定量限/(ng/L) 

林可霉素 Y=7397.055X-648.97 0.9999 0.3 0.6 

替米考星 Y=1240.305X+51.92 0.9998 0.6 2.0 

泰乐菌素 Y=349.86X+50.91 0.9999 2.0 6.0 

 

2.4  回收率 

以空白水样为基质进行加标回收实验, 加标浓度分别

为 5、10、20、50、100、200 ng/L, 每个浓度水平做 6 个平

行, 提取净化后上机检测, 结果显示该方法的平均回收率在

75.5%~107.9% 之 间 , 相 对 标 准 偏 差 (relative standard 

deviations, RSDs)为 2.4%~5.8%(见表 4), 满足饮用水中林可

霉素、替米考星、泰乐菌素的检测分析要求。 

 
表 4  林可霉素、替米考星、泰乐菌素的平均回收率和相对标准

偏差(n=6) 
Table 4  Average recoveries and relative standard deviations of 

lincomycin, tilmicosin and tylosin (n=6) 

化合物名称 加标浓度/(ng/L) 平均回收率/% RSDs/%

林可霉素 

5 99.7 2.4 

10 95.4 3.7 

20 98.4 2.6 

50 96.2 5.8 

100 107.9 3.2 

200 105.7 3.4 

替米考星 

5 84.4 2.5 

10 89.9 5.1 

20 75.5 4.1 

50 99.1 3.9 

100 104.8 4.2 

200 97.5 2.8 

泰乐菌素 

5 81.8 3.8 

10 97.7 4.5 

20 104.4 3.8 

50 85.5 3.4 

100 76.3 4.8 

200 79.5 4.7 

 
2.5  实际样品检测 

应用本方法对南阳市附近 5 个养殖场内饮用水 15 份

及 3 个水厂的出厂水 9 份进行了检测, 其中在 1 份养殖场

内饮用中检出林可霉素, 质量浓度为 0.9 ng/L, 其余样品

中均未检出林可霉素、替米考星和泰乐菌素, 但仍需要引

起相关部门的重视。 

3  结论与讨论 

本研究建立了超高效液相色谱-串联质谱法测定饮用

水中林可霉素、替米考星和泰乐菌素残留量的分析方法, 

样品采用高氯酸溶液调节 pH, HLB 固相萃取柱净化, 同时

利用质谱的高选择性, 实现对饮用水中林可霉素、替米考

星和泰乐菌素残留量的定量分析。该方法具有操作简单、

灵敏度高、检出限低等优点, 可以为饮用水中林可霉素、

替米考星和泰乐菌素的检测提供参考。 
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